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Mé Pau

Viéc st dung cdy co lam thude ludn gan lién véi lich sir ton
tai va phat trién cia xa hoi loai nguoi, véi nhiéu wu diém nhu cau trac
hoa hoc va hoat tinh sinh hoc da dang, d& dwoc hap thu va chuyén hoa
trong co thé ciing nhu doc tinh thap. Pay 1a mét lgi thé dé ching ta
khai thac nguon duoc liéu phuc vu cho cudc séng. Cac nghién ciu hoa
hoc theo dinh hudng hoat tinh sinh hoc dugc cho 14 con dwong ngan
nhat va hiéu qua nhat dé tim kiém c6 chon loc cac hoat chit tir nguon
tai nguyén thién nhién. Viét Nam 1a mot quéc gia duoc thién nhién uu
dai va so hiru hé thuc vat vo cung phong pha vai trén 12.000 loai thuc
vat bac cao 6 mach, trong d6 udc tinh c6 téi 5.000 loai dugc su dung
trong y hoc c6 truyén. Cac hop chat co6 nguon goc thién nhién da va
dang nhan duoc rat nhiéu sy quan tdm cua cac nha khoa hoc trong va
ngoai nudc trong nghién ciru va phat trién thanh cac duoc pham chira
bénh cho nguoi.

Chi Wedelia da va dang dugc cac nha khoa hoc trén thé gioi
quan tam nghién cau, mot sd cdy trong chi nay duoc sir dung nhu thao
dugc truyén thong khap thé gioi, thé hién nhiéu hoat tinh quy bau nhu
gdy doc té bao, bao vé gan, ha sdt, giam dau, diét khuan, khang sinh,
chdng oxi hoa, ha duong huyét, va hen suyén. Mé rong nghién ciu vé
thanh phan héa hoc cua chi Wedelia di xac dinh bao gdém
sesquiterpene, diterpene, triterpene, saponin triterpene, flavonoid, v/v.
Trong nghién ctiu sang loc cua chling t6i cho thay cao chiét methanol
Clia cAy Sai dat (W. chinensis) c6 hoat tinh diét té bao ung thu (trong
d6 co dong té bao ung thu phdi A549, H1975), tAc dung tic ché san
sinh NO lién quan bénh viém. Két qua so bo nay cho thay cay Sai dat
ndi riéng va céc loai khéc thudc chi Wedelia ndi chung c6 thé chira cac
thanh phan hoat chit sinh hoc quan trong, tiém tang cho nghién ctu
phét trién thudc. Pay 1a nhiing tién dé gop phan phat hién céc hoat
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chat c¢6 hoat tinh sinh hoc tét nhu: chéng ung thu, khang viém va
nghién ciu co ché hoat dong caa chdng. Viéc nghién ciu thanh phan
hoa hoc két hop vai thir nghiém hoat tinh sinh hoc dan duong s& cho
phép thu duoc cac hop chét ¢ hoat tinh sinh hoc tt véi do chon loc
cao. Pay la phuong phap dwoc cac nhém nghién cau tién tién trén thé
gidi &p dung thanh cong.

Xuit phat tir nhitng luan diém trén, NCS d3 lya chon dé tai
“Nghién ciru thanh phan hdoa hoc va mét sé hoat tinh sinh hec tir
hai loai Wedelia chinensis va Wedelia trilobata, ho Cuc
(Asteraceae)”.

Muc tiéu caa luan an:

- Nghién ciru xac dinh thanh phan héa hoc tir hai loai W.
chinensis va W. trilobata thudc chi Wedelia.

- Banh gia hoat tinh khang viém, hoat tinh uc ché a-amylase,
a-glucosidase va hoat tinh gay doc té bao ung thu cua cac hop chat dé
lam co s& cho cac nghién ctu tng dung tiép theo.

N@i dung cia luan an bao gom:

- Phan lap cac hop chat tir hai loai W. chinensis va W. trilobata
bang cac phwong phap sic ky.

- Xac dinh ciu tric héa hoc cua cac hop chat phan lap duoc
bang cac phwong phap vat ly, héa hoc.

- Panh gia hoat tinh khang viém in vitro, hoat tinh wc ché a-
amylase, a-glucosidase va hoat tinh giy doc té bao ung thu in vitro
cua cac hop chit phan lap duoc.

CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Gidi thiéu chung vé chi Wedelia

1.1.1. Téng quan vé loai Sai dat ba thily (Wedelia trilobata
(L.) Hitchc.)
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Sai dét ba thuy hay con dwoc goi 1a Sai dat kiéng, Sai dét ba
thlly va c6 tén khoa hoc: Wedelia trilobata (L.) Hitchc., tén dong nghia
I4 Sphagneticola trilovata (L.) Pruski.

Céc nghién ciru trude day cho thay thanh phan chinh cia W.
trilobata bao gdom: ent-kaurane diterpene, eudesmane sesquiterpene
lactone, va triterpene véi nhiéu hoat tinh nhu khang khuan, chong khéi
u, bao vé gan, va hoat dong tc ché hé than kinh trung wong [7, 8].

1.1.2. Téng quan vé lodi Sai dat (Wedelia chinensis (Osbeck)
Merr.)

Sai dat hay con goi la hing tram, clc nhap, ngd dat c6 tén
khoa hoc 1a Wedelia chinensis (Osbeck) Merr, tén dong nghia la
Shagmeticola calendulacea (L.) Pruski thugc ho Cuc — Asteraceae.

Sai dat chira rat nhidu thanh phan héa hoc tt cho co bao gom
tanin, saponin, saponin, flavonoid, terpenoid, cac hop chat triterpenoid
va phenolic. Céc phan tich & An Do vé thao moc W. chinensis khéng
thy su xuét hién cua céc alkaloid, tuy nhién céc cudc diéu tra vé thanh
phan héa hoc cua Trung Quéc vé loai nay cho thay sy hién dién cua
alkaloid trong than, 14 va hoa [13]. C4c nghién ctru mé rong vé hoat
tinh sinh hoc thuc hién trén W. chinensis duogc cho la c6 tac dung
chéng oxy hda, chéng viém, giam dau, khang khuan, bao vé gan,
chéng tram cam, chéng co giat, chita lanh vét thuong, an than va chéng
ung thu [10].

1.2. Tinh hinh nghién ctiu vé chi Wedelia

1.2.1. Céc nghién cizu vé thanh phan héa hoc

1.2.1.1. Thanh phan sesquiterpene

1.2.1.2. Thanh phan diterpene

1.2.1.3. Thanh phan triterpene va triterpene saponin

1.2.1.4. Thanh phan flavonoid

1.2.1.5. Cac thanh phan khéc
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1.2.2. Cac nghién cizu vé hoat tinh sinh hoc vé céc loai thugc
chi Wedelia.

1.2.2.1. Hoat tinh gdy doc té bao ung thu

1.2.2.2. Hogt tinh phong va hé tror bénh tiéu dwong

1.2.2.3. Hoqt tinh chang oxy héa

1.2.2.4. Khang viém, khang khuan, khang nam.

1.2.2.5. Tac dong irc ché hé than kinh trung wong

1.2.2.6. Céac hoat tinh sinh hoc khac

CHUONG 2. PHUONG PHAP VA THU'C NGHIEM

2.1. Bbi twong nghién cau

2.1.1. Sai dat ba thuy (Wedelia trilobata (L.) Hitchc).

M3u Sai dat ba thily (W. trilobata) duoc thu hai tai Thai Binh
vao thang 9 nam 2017. Tén khoa hoc ciia mau duoc xac dinh bai TS.
D6 Van Hai, Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat, Vién Han 1am
Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Mau tiéu ban 2016.55-W2 dugc
luu trir tai Trung tdm Nghién ctru néng duoc, Trung tdm Nghién cau
va Chuyén giao cong nghé.

2.1.2. Sai ddt (Wedelia chinensis (Osbeck) Merr.).

M3u Sai dat (W. chinensis) dugc thu hai tai Ha Noi vao thang
9 ndm 2017. Tén khoa hoc ctia mau duge xac dinh béi TS. D6 Vin
Hai, Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat, Vién Han lam Khoa hoc
va Cong nghé Viét Nam. Mau tiéu ban 2016.55-W1 duoc luu trit tai
Trung tdm Nghién ciru nong duoc, Trung tam Nghién ctu va Chuyén
giao cong nghg.

2.2. Phuong phép nghién cttu

2.2.1. Phuwong phdp phan ldp chdt

Phéi hop cac phuong phap sic ky bao gdm: sic ky 16p mong
(TLC), sic ky 16p mong diéu ché va sic ky cot (C.C)

2.2.2. Phwong phdp xdc dinh cau trdc tric cac hop chat
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Phuong phap chung dé xac dinh ciu trac hoa hoc cua cac hop
chat 1a sy két hop xac dinh giita cac thong sé vat |y véi cac phuong
phap phé hién dai bao gom:

2.2.2.1. Phé khoi lirong (MS).

2.2.2.2. Phé khoi luwong phan gidi cao HR-ESI-MS.

2.2.2.3. Phé céng huwrong tir hat nhan NMR.

2.2.2.4. bé quay cuc [a]p

2.2.2.5. Phuong phap xac dinh dwong.

2.2.2.6. Xdc dinh cau hinh tuyér doi theo phwong phdp
Mosher.

2.2.3. Phuong phap danh gid hogt tinh sinh hoc.

2.2.3.1. Phuwong phdp danh gia hogt tinh khang viém

2.2.3.2. Phuong phdp déanh gid irc ché a-glucosidase

2.2.3.3. Phuong phdp déanh gid hoat tinh irc ché a-amylase

2.2.3.4. Phuong phdp déanh gid hoat tinh gdy déc té bao

2.3. Thuc nghiém.

2.3.1. Phan lap cac hop chat tir Sai dit ba thay (W.
trilobata)

Wedelia trifobata (2.4 kg
chié

sImzo>

Pha nuéc Can hexane (1018 g}

WTWA WTW2 wrws Can ethyl acetate (15,1 g)

..........
DA 7101 _
s | Slcageice }
WT14.7 WT17.4  ww g EMW 41001 Silica gai c.c

WTs Wiz wTs wrz2 wTa wT1 wTs e
22 mg 5 mag 13ma  16.9mg 10 ma 40 mg 14 mg 15 mg

Hinh 2.3. So do phan lap cac hop chét tir loai W. trilobata



2.3.2. Phan Igp cac hep chat tir mdu Sai dat (W. chinensis)

Wedella chenests (1,4 kg kha)

A Acetone Chigt v methanal (31dn x 4 L)
D: Dichloromethane _ N S AR It nd i A
M Methenol Can chiét methanol (160 g)
£ Ethyl scetate B4 sung nudc va chidt phan Ip i dung mé hexan,
o Hexane sau 86 cét quay loa dung me
W Water Pha nuée Cin hexane
83 sungary avotat
Pha nuwéc
Digion HP-20c.c |
MW gradient
wewi Wew2 . , wews Cén ethyl axetate (16,26 g)
iica gl c
gradientD-M 1001 1100 Siicagelcc
‘ ‘ Gradiant HA1001-1:100
wezs WC2 4 5iicageice WC2.5 W26 ‘
! %I Shephadex LH-20 —
WY 12
e 3.1 Wi 4 WC1Z1 weizz  We123 .. w126
s:l%'?‘q;\::‘ We s |
W | Siica gelc.c
Silica gelc.c . Siicagele.c HATT
woas  HOMI S iset HE B:1
WC8.4 g ‘ WC15.3
RP-18
¥ WEST  w | WC13.6 Rp-18
=2 RP18 weay  WES4 wese RP-18 AW
Re MW WC4.5 | AW21
- Silicagelcc lica gel ¢.c RP-18
| LM;W% 10,1 |§ EME MAW1S
WC9.2 WC10.2 We10.11 WC47  wcd4e  WC4B WG7.1 WG11.2 we13.1 WG14.1 Wwc142 WC16.2.4
222mg 125mg 489mg 20mad  22mg 15mg 98mg 244mg 9.7 mg 11.2mg 154mg 353mg

Hinh 2.4. So do phan lap cac hop chét tir loai W. chinensis

2.4. Thong sé vat ly va dir liéu phé cia cac hep chit phan
lap

2.4.1. Thong sé vat ly va di¢ liéu phé ciia cac hgp chdt phan
ldp dwoc tir Sai dat ba thuy (W. trilobata)

2.4.2. Thong sé vdt ly va di liéu phé ciia céc hgp chat phan
ldp dworc tir Sai dat (W. chinensis)

2.5. Hoat tinh cuia cac hop chat phan lap loai W. chinensis
va W. trilobata

2.5.1. Két qud thiz hogt tinh khang viém cac hep chdt phan
I@p tar loai W. chinensis va W. trilobata

Céc hop chit phan lap WC1-WC12 va WT1-WT8 duoc thir
nghiém cho kha nang trc ché san sinh NO, thyc hién theo phurong phap
nhu muyc 2.2.3.1. Két qua thir nghiém duoc thé hién & bang 3.21.

2.5.2. Két qud thir hogt tinh rec ché a-amylase, a-glucosidase
cac hep chdt phan lgp tir loai W. trilobata va W. chinensis
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Cac hop chit WT1-WT8, WC1-WC12 duoc danh gia
hoat tinh tic ché a-amylase va a-glucosidase theo phurong phap mé ta
& 2.2.3.3 va 2.2.3.2. Két qua dugc thé hién trong bang 3.22.

2.5.3. Hogt tinh sic ché gdy dgc té bao ciia cac hgp chdt phan
I@p ter W. chinensis va W. trilobata

Céc phép thir hoat tinh gy doc té bao duogc thuc hién theo
phuong phéap dwoc mé ta trong muc 2.2.3.4. Két qua thir hoat tinh thé
hién & bang 3.23.

CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
Tu hai loai W. trilobata va W. chinensis da phan 1ap va xac
dinh duoc cau trdc cua 20 hop chét trong d6 c6 4 hop chat méi. Cu
thé:

< 8 hop chat phan lap tir loai W. trilobata (Hinh 3.47): 2

hop chat méi 1a wedtriloside A (WT1) va wedtriloside B (WT2) va

6 hop chat da biét gom: paniculoside-1V (WT3), apigenin (WT4),

apigenin7-O-$-D-glucopyranoside (WTH5), 3-O-[p-D-

glucopyranosyl(1-4)-p-D-glucoronopyranosyl] oleanolic acid 28-O-

S-D-glucopyranosyl ester (WT6), 4',4,6-trihydrroxyaurone (WT7),
caffeic acid (WT8)

% 12 hop chat phan lap tir W. chinensis (Hinh 3.48): 2 hop

chat méi duogc dat tén 1a wednenic (WC1) va wednenol (WC3) va 10

hop chit di biét gdm: Cleroindicin E (WC2), cornoside (WC4),

rengyol (WCS5), kaempferol-3-O-D-glucoside (WCS6), quercetin-3-O-

S-D-glucoside (WC7), luteolin (WCB8), jaceosidin (WC9), 1-O-

benzyl-A-D-glucopyranosyl-2-sulfat (WC10), pomonic acid (WC11),
ilexgenin B (WC12).



WL A Wedn
WT3: Paniculoside:

sicle A {man) W2 Wedmiloside B (mdi)
v

H

o
oH
RO O, g
| HO o, HODM
oH
OH o HO’
OH o

WT4: R = H: apigenin
WT: Glo: apigen
O-fi-D-glucopyranoside

7- WT8: caffeic acid

WTT: 4" 4 6-trihydroxymirone

oH

HE
o HOOC
HOY oy O
Ho 16
H

WT6: 3-0-[f-D-glucopyranosyl( 1 -4)-f-D-glucoronopyranosyl]
oleanolic acid 28-0-f-D-glucopyranosyl ester

Hinh 3.47. Cac hop chit WT1-WT8 phan lap tir W. Trilobata

" oH

&

i
=0
5= oH
I ona
Jon
WC1: Wedenic (mai) WC2 Cleroindicin E WC3: Wedenol (méi)
oH
o
HO
HO' o Ho
HO, o OH O
B
WC4: Comeside WCS: Rengyol
OR;
HO,
Ry’

oH
WC6 R~ H. R,
WCT: R, ~H.

in
= H. Ry = OCH, R, = H: Jaceosidin

WO Pomonic acid WC12: Pubescenolic acid

Hinh 3.48. Céc hop chat WC1-WC9 phan lap tir W. chinensis
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3.1. Xac dinh ciu tric cac hgp chit phan lap

3.1.1. Xdc dinh cdu trac cac hgp chdt phan 1gp tie Sai dat ba
thay (W. trilobata)

3.1.1.1. Hop chdt WT1: Wedtriloside A.

Hop chat WT1 thu dwoc dudi dang chat bot v mau trang, do
quay cuc la [@]5" — 61,6 (c 0,15, MeOH). Trén phé khéi phan giai
cao HR-ESI-MS cua hop chat WT1 xuat hién pic ion gia phan tir tai
m/z 541,2659 [M + HCOO]" (tinh toan ly thuyét cho cong thirc phan
tir 1a Co7H1011, M = 541,2649) cho phép xac dinh cong thirc phan tir
cua WT1 la Co6H4000.

WT1

16a,17-dihydroxy-ent- Paniculoside-1V
9(11)-kaurene-19-al

Hinh 3.1. C4u trdc héa hoc caa hop chit WT1 va
cac hop chat tham khao
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Trén phd hong ngoai cia WT1 cho thady mot lién két doi (1630
cmt), mot nhém carbonyl (1727 cm™?), va nhém hydroxyl (3423 cm-
1). Trén phd *H NMR cta WT1 xuét hién tin hiéu caa hai nhom methyl
tai on 1,24 (3H, s, H-18) va 1,02 (3H, s, H-20), cung tin hiéu cta mot
proton olefinic tai o 5,20 (1H, t, J = 3,0 Hz, H-11). Bén canh do6 tin
hiéu caa proton oxymethylene dugc xac dinh tai dn 3,51 (1H, d, J =
11,5Hz, Ha-17), 3,55 (1H, d, J = 11,0 Hz, Hyp-17). Ngoai ra, phd proton
ctia WT1 con cho thdy sy xuét hién tin hiéu caa mot proton anome tai
on 5,47 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1") clng 6 tin hiéu khac cua mot phan
tir dwong tai on 3,36 (1H, dd, J = 8,0, 9,0 Hz, H-2"), on 3,43 (1H, dd, J
=9,0, 9,0 Hz, H-3), 5n 3,38 (LH, t, J = 9,0 Hz, H-4"), 611 3,40 (1H, m,
H-5Y, 3,83 (1H, dd, J = 2,0, 11,5 Hz, H,-6") va 3,71 (1H, dd, J = 4,5,
11,5 Hz, Hp-6"). Tur cac dit liéu trén cing véi gi trj cua cac hang sb
tuong tac J (Jv2= 8,0 Hz, J».3 = 9,0 Hz, va J3.+ = 9,0 Hz) cho phép du
doan sy c6 mat caa mot phan tir dudng S-glucopyranose.

Phan tich ph6 C NMR cua WT1 cho thiy sy xuat hién tin
hiéu ctia 26 nguyén tir carbon, trong d6 ¢6 2 tin hiéu cia nhom methyl,
9 tin hiéu nhém methylene véi 2 nhom methylene dinh tryc tiép véi
oxi tai dc 68,9 (C-17) va 62,4 (C-6'), 9 nhém methine céng huong
trong vuing tir 45,0 dén 114,9 ppm, va 6 tin hiéu carbon khong lién két
hydro. Trén phoé ®C NMR cho thiy su xuit hién cua mot nhém
methine cong huong tai dc 114,9 va mot cachon khong lién két hidro
tai dc 159,0 ppm, goi ¥ su xuat hién mot ndi déi C=C. Tir cac dit kién
phd thu dugc va cac phan tich trén goi y hop chat WT1 1a mot
diterpenoid ¢ khung ent-kaurane. Piéu ndy hoan toan phu hop Véi
dic diém sinh téng hop cua cac hop chét diterpeneoid phét hién tir chi
Wedelia trude do [99].
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Hinh 3.9. Cac twong tac chinh trén phé Hinh 3.11. Cac tuong tic NOESY
HMBC (H—C), COSY (H=H) cua WT1 (H=<-->H) chinh cia WT1

Céc lién két truc tiép gitra cac proton va carbon caa WT1 duoc
xéc dinh dwa trén viéc phan tich phé HSQC. Vi tri cua phan tir duong
dugc xac dinh duya trén phd HMBC giira twong tac H-1' ciia phan tir
duong (0w 5,47, J = 8,0 Hz) vai C-19 (dc 177,7) cua phan ent-kaurane
aglycon, diéu nay cho phép ta xac dinh vi tri cua phan tir dwdng duoc
dinh tryc tiép tai vi tri C-19 (Hinh 3.9).

Bén canh d6 trén phd HMBC cho thay tuong tac gitra H-20
(4 1,02) va C-1 (& 42,2), C-5 (& 48,1), C-9 (& 159,0), C-10 (&c
39,9); gitra H-18 (on 1,28) vai C-4, C-5, va C-19 cho phép ta xac dinh
vi tri ciia hai nhém methyl duge dinh truc tiép tai C-10 va C-4 cua
phan ent-kaurane aglycon (Hinh 3.9). Tuong tac gitra H-17 (&4 3,51)
va C-16 (& 85,6), C-15 (& 55,8), C-13 (& 45,0) cho phép xéc dinh
vi tri cia nhdm CH,-17 duoc gan tai C-16. Mot s6 cac twong tac cua
proton canh nhau dugc quan sat trén phd COSY nhu: H-11 (S
5,20)/H-12 (6n 2,22, &x 1,48)/H-13 (84 2,16); H-5 (S 1,66)/H-6 (Jn
2,56, o1 1,98)/H-7 (61 2,03, 61 1,51); H-1 (dn 1,20, 1,95)/H-2 (61 1,93,
1,50)/H-3 (Jn 2,23, 1,07) (Hinh 3.9).
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Bang 3.1. S liéu phd NMR caa WT1 va hop chat tham khao

C oct 0c*C or>¢ mult. (J in Hz)
1 39,9 42,2 1,20 m/1,95 m
2 19,2 21,2 1,93 m/1,50 m
3 35,1 39,4 2,23 m/1,07 m
4 48,3 46,2 -
5 459 48,1 1,66 dd (8,5, 11,0)
6 17,5 19,6 2,56 m/1,98 m
7 29,6 31,3 2,03m/1,51 m
8 42,6 43,9 -
9 156,6 159,0 -
10 38,3 39,9 -
11 113,8 114,9 5,201 (3,0)
12 30,1 31,2 2,22 m/1,48 m
13 442 45,0 2,16 m
14 429 44,2 2,06 m/1,45 m
15 55,0 55,8 1,96 m/1,54 m
16 84,6 85,6 -
3,51d (11,0)

17 68.4 68,9 3854 (110
18 24,2 28,4 1,24 s
19 206,6 177,7 -
20 23,7 24,5 1,025
1 95,4 5,47 d (8,0)
2 74,0 3,36 dd (8,0, 9.0)
3 78,5 3,43dd (9,0, 9,0)
T 711 3,381 (9,0)
5' 78,7 3,40 m

, 3,83dd (2,0, 11,5)
6 62,4 3.71dd (4.5, 11.5)

2125MHz, "500 MHz, °CD3;0D,%75 MHz *3c: Sé ligu cua
160,17-dihydroxy-ent-9(11)-kaurene-19-al do trong CDsCl3 [90].
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Cau hinh a caa nhém methylene & vi tri C-14 duoc xac dinh
bang tuong tac trén phd NOESY cua Ha-14 (du 1,45) va Hz-20 (Jn
1,02). Bén canh d6 pho NOESY xuat hién tin hiéu twong tac giira Ha-
18 (0w 1,28) va H-5 (dn 1,66), tuy nhién khong co6 twong tac gitta on
1,28 (H3-18)/51 1,66 (H-5) véi Hs-20 (51 1,02), tir d6 két luan cau hinh
B cho Hz-18 va H-5. Phan tich cac tuong tac trén phd NOESY cua
WT1 cho thiy twong tac gitra Hp-12 va H,-17 goi ¥ cho ta cu hinh «
caa nhém hydroxyl tai vi tri C-16. Bén canh do6 khi so sanh d6 dich
chuyén hoa hoc tai C-16 (dc 85,6) va C-17 (dc 68,9) caa WT1 vai cac
gia tri phd *C NMR tai 84,6 (C-16) va 68,4 (C-17) cua 160,17-
dihydroxy-ent-9(11)-kaurene-19-al [100] cho thay su pht hop & hai vi
tri trén, trong khi hop chét 164,17-hydroxy-ent-kauran-19-oic acid--
Dglucopyranosyl ester c6 o chuyén dich hda hoc tuong tng tai hai tri
tri trén la oc 79,8 (C-16) va 70,3 (C-17) [99, 100].

T nhitng thong tin trén cho thiy cdu trdc hop chit WT1
tuong tu nhu 16a,17-dihydroxy-ent-9(11)-kaurene-19-al, ngoai trir sy
xuit hién cua nhém carbonyl trong WT1 thay vi nhém aldehyde trong
16a,17-dihydroxy-ent-9(11)-kaurene-19-al va sy xuat hién caa mot
gdc duong glucose tai vi tri C-19. Tién hanh thay phan hop chit WT1
trong mdi trudng kiém dé thu duoc dudng don. Nhém dudng trong
WT1 dugc xac dinh la D-glucose véi goc quay cuc [a]?p = +10,5 (¢
0,15, H20) phu hgp véi giatri do quay cuc riéng caa duong D-glucose
da cong bo trude do [90, 99]. Két hop so sanh dir ligu phd cia WT1
véi  hop chat 16a,17-dihydroxy-ent-kauran-19-oic  acid-j-D-
glucopyranosyl ester (Paniculoside-1V) [99] cho thay su tuong dong &
hau hét céc vi tri ngoai trir sw xuat hién thém mot ndi doi tai vj tri C-
9/C-11 trong hop chat WT1. Tir tit ca nhitng phan tich dit liéu phd
trén cho phép xac dinh duoc hop chat WT1 1a 16a,17-dihydroxy-ent-
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9(11)-kaurene-19-oic acid-s-D-glucopyranosyl ester, day 1a hop chat
mai va dugce dat tén riéng 1a wedtriloside A.

3.1.2. Xdc dinh cdu trac cac hgp chat phan lgp tir Sai dat W.
chinensis

3.1.2.1. Hop chat WC1: Wednenic (Hop chat méi)

Hop chat WC1 thu duoc dudi dang chat bot mau trang véi do
quay cuc [a]p?: -26,5 (¢ 0,25, MeOH). Phd phan giai cao HR-ESI-MS
ciia WC1 xuat hién céc pic ion gia phan tir tai m/z 345,0987 [M+H]",
tai m/z 367,0801[M+Na]* va phan manh tai m/z 225,1482 [M-SO.Na]*
goi y su xuit hién caa mot nhom sulfate trong ciu tric caa WC1 véi
cong thirc phan tir cia WC1 la C13H2207SNa.

10

) oH OH
1: (35,5R 68,95, 7E)- 2: (35,4S,5R 68,98, 7E)-
megastlgma_n-?-ene-5,6-epoxy- megastigman-7-ene-5,6-
3,9-diol 3-0-4-D- epoxy-3,4,9-triol 9-O-4-D-

glucopyranoside glucopyranoside

Hinh 3.22. C4u tric héa hoc cua hop chat WC1 va
cac hop chét so sanh
Trén phd 'H NMR cua WC1 xuét hién tin hiéu caa 4 nhém
methyl tai o 1,24 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-10), 6 1,03 (3H, s, H-12), o1
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1,13 (3H, s, H-11) va on 1,28 (3H, s, H-13). Bén canh d6 tin hiéu cua
mot cap proton methylene dugc xac dinh tai on 1,47 (1H, dd, J = 3,5,
12,5 Hz, Ha-2) va 51 1,84 (1H, t, J = 12,5 Hz, Hy-2).

Ngoai ra trén phé proton cia WC1 con cho thiy sy hién dién
cua 3 nhém oxi methine tai dn 4,40 (1H, ddd, J = 3,0, 3,5, 12,5 Hz, H-
3), 6n 4,27 (1H, dd, J = 1,0, 3,0 Hz, H-4) va Jn 4,31 (1H, dd, J = 6,0,
12,5 Hz, H-9). Tin hiéu cua 2 proton olefin dugc xac dinh tai on 5,92
(1H, dd, J = 1,0, 16,5 Hz, H-7) va dn 5,69 (1H, dd, J = 6,0, 16,5 Hz,
H-8). Hang sb ghép cap 16n (J = 16,5 Hz) gitta H-7 va H-8 chizng minh
cau hinh E cuia ndi déi giita C-7 va C-8. Trén pho *C NMR va DEPT
ciia WC1 xuat hién tin hiéu cua 13 nguyén tir carbon bao gom tin hiéu
cua 4 nhém methyl dugc x4c dinh tai 5c 23,7 (C-10), 24,8 (C-11), 29,5
(C-12) va 17,1 (C-13), mot nhém methylene tai oc 37,9 (C-2), hai
nhém oxi methine tai oc 71,6 (C-4), 68,5 (C-9) va mot nhém oxi
methine lién két véi mot gbe sunfate duoc xac dinh tai d¢ 75,5 (C-3),
tin hiéu cua 3 nguyén tir carbon khéng mang hidro dugc xac dinh tai
oc 35,5 (C-1), 69,4 (C-5), 71,3 (C-6), cung mot cap nguyén tir carbon
trans-olefin tai dc 125,6 (C-7), va 139,3 (C-8). Tir cac dit liéu phd trén
goi y hop chat WC1 1a mot megastigmane. Lién két gitta C-2/C-3/C-
4 va C-7/C-8/C-9 duoc xéac dinh dua trén phdé HSQC va COSY Vi cac
tuong tac gitra cac proton lién ké nhau nhu: H-2 (0w 1,47, 1,84)/H-3
(6w 4,64)H-4 (on 4,27) va H-7 (Sn 5,92)/H-8 (64 5,69)/H-9 (5n
4,31)/H-10 (S 1,24) (Hinh 3.21). Tuong tac giita H-4, H-7, H-8, H-
12 va H-13 véi C-6 cho phép xac dinh vi tri lién két ciia C-7 va cac
nhém methyl. Céc tin hi¢u pho cua hgp chit WC1 twong dong véi dir
licu cua hop chét (35,4S5,5R,6S,9S,7E)-megastigman-7-ene-5,6-
epoxy-3,4,9-triol 9-0O-p-D-glucopyranoside nhung cé dbi chut khac
biét & vi tri C-3 va C-4 do c6 thém lién két véi nhdm natrisulfonate va
hydroxy duoc x4c dinh thong qua cac twong tac trén phé HMBC.
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Hinh 3.26. Cac tuong tac
chinh trén phd HMBC
(H—C), COSY (H — H) cia
hop chat WC1

Hinh 3.31. Tuong tac chinh
trén phd NOESY (=€ -- ) cia
hop chat WC1

laR=(5-MTPA  1b R=(R) MTPA
Hinh 3.32. Gia tri Adn (s-r)Cua cac este MTPA
cua hop chit WC1

Céu hinh « cta H-3 duoc xac dinh thong qua tuong tac giita

H-3 va&i Ha-2, H-12 va tuong tac cta H-7, Hy-2 voi H-11 va H-8 trén
phd NOESY. Ngoai ra, hang s6 ghép cap J = 12,5 Hz cua H-3 v6i He-
2 ciing cho phép xéac dinh vi tri axial cua proton H-3. Bén canh do,
tuong tac trén phd NOESY giita H-4 va H-3 ciing chizng minh cho lién
két dang equartorial cia H-4 ciing nhu cdu dang a & céc vi tri nay.
Hang s6 ghép cap cua H-3 [0w 4,60 (1H, ddd, J = 3,0, 3,5, 12,5 Hz)]
va H-4 [0u 4,27 (1H, dd, J = 1,0, 3,0 Hz)] tring khép vai cac thdng sb
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tuong ung cua hop chat (3S,4S,5R,6S,9S,7E)-megastigman-7-ene-5,6-
epoxy-3,4,9-triol 9-O-4-D glucopyranoside do trong cung dung mdi
[on 3,79 (1H, ddd, J = 3,0, 3,0, 12,0 Hz, H-3) va 3.88 (1 H, dd, J = 1,0,
3,0 Hz, H-4)]. Nhitng diéu nay cho phép két luan hai hop chét c6 cau
hinh twong ty nhau tai C-3 va C-4 [111].
Bang 3.9. S6 liéu phd NMR cua WC1
va cac hop chat tham khao

15cd‘c 25Cd,c oc?c o mult. (J = HZ)
35,9 35,5 35,5 -
45,5 40,5 37,9 1,47 dd (3,5, 12,5)
1,841 (12,5)
3 73,0 66,7 75,5 4,60 ddd (3,0, 3,5, 12,5)
4 38,5 73,3 71,6 4,27d (3,0)
5 67,8 69,7 69,4 -
6 71,3 71,6 71,3 -
7 125,7 129,6 125,6 5,92 dd (1,0, 16,5)
8 139,0 136,2 139,3 5,69 dd (6,0, 12,5)
9 68,7 74,4 68,5 4,31 dd (6,0, 12,5)
10 23,9 22,4 23,7 1,24 d (6,0)
11 29,8 29,8 29,5 1,13s
12 25,2 24,9 24,8 1,03s
13 20,3 17,8 17,1 1,28s

3125MHz, 500 MHz, 900 MHz, °CD3;OD, !6c cua
(3S,5R,6S,7E,9S) megastigman-7-ene-5,6-epoxy-3,9-diol 3-O-$-D-
glucopyranoside do trong CD3;OD [101], %3¢ cua (3S,4S,5R,6S,9S,7E)-
megastigman-7-ene-5,6-epoxy-3,4,9-triol  9-O-$-D-glucopyranoside
do trong CD30D [96].

Do chuyén dich héa hoc cia C-5 (dc 69,4) va C-6 (dc 71,3)
cling twong ty sb liéu phé 3C NMR (do trong CDs;OD) cua
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(3S,4S,5R,6S,9S,7E)-megastigman-7-ene-5,6-epoxy-3,4,9-triol  9-O-
S-D-glucopyranoside [dc 69,7 (C-5) va 71,6 (C-6)] [111] va khac biét
so véi sb lieu phd cua mot hop chat c¢6 cdu hinh 5S,6R la
(3S,4S,5S,6R,7E,9S)-5,6-epoxy-3,4,9-trihydroxy-7-megastigmen-3-
O-p-D-glucopyranoside (komaroveside C) [dc 68.2 (C-5) va 70.4 (C-
6)] [112]. Do d6, c6 thé xac dinh c4u hinh 5R, 6S cua hop chat WC1.
Dé xac dinh cu hinh tuyét dbi tai C-9 ta tién hanh diéu ché hai dan
Xuét (S)- va (R)-MTPA ester ciia WC1 (xem muc 2.2.2.6), théng qua
gia tri 40 cua hai dan xuét (S)- va (R)-MTPA ester (Hinh 3.32). Theo
quy tic cua Mosher cau hinh tai C-9 caa WC1 duoc xac dinh 1a cau
hinh S [92, 110, 113, 114].

Tir cac phan tich dix liéu pho ndi trén, cau tric caa hop chat
W(C1 duoc xac dinh 1a (3S,4S,5R,6S,9S,7E)-megastigman-5,6-epoxy-
7-ene-4,9-diol-3-natri sulfonate, mot hop chat méi dat tén 1a wedenic.

3.2. Panh gia hoat tinh sinh hoc cac hep chit phan lap
dworc tir W. trilobata va W. chinensis

3.2.1. Hogt tinh sc ché sdn sinh NO ciia cac hep chat

Két qua danh gia hoat tinh uc ché san sinh NO cuia cac hop
chat phan lap tir W. trilobata va W. chinensis cho thay hop chat WC9,
WC11 thé hién tac dung tc ché san sinh NO trong té bao RAW264.7
kh& manh véi gia tri 1Cso twong tng 1a 10,72 £ 1,06 va 10,91 + 0,67
UM (bang 3.21). Bén canh d6 hop chat WC12 va WT4 cho két qua tc
ché san sinh NO trong dai thuc bao RAW264.7 dang chii y véi cac gia
tri 1Cso twong tng 12 26,92 + 1,12 va 21,9 + 0,90 uM. Hop chat WT6
thé hién tac dung wc ché san sinh NO trong té bao RAW264.7 yéu Véi
gié tri 1Cso = 78,5 £ 0,97 uM trong khi do6 cac hop chét con lai khong
thé hién hoat tinh wc ché san sinh NO trong té bao RAW?264.7.
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Bang 3.21. Két qua danh gia hoat tinh wc ché sy san sinh NO trong té
bao RAW264.7 cua cac hop chat phan lap
tir W. chinensis va W. trilobata

Mau Gia tri 1Cso (M)
WC9 10,72+ 1,06
WC11 10,91 + 0,67
WC12 26,92+1,12
WT4 21,9+0,90
WT6 78,5+ 0,97
Cardamonin * 2,12 £ 0,05

* Cardamonin duoc sir dung lam chat déi ching
3.2.2. Hoat tinh #c ché a-amylase, a-glucosidase
Két qua danh gia kha ning ic ché a-amylase, a-glucosidase
dugc hién thi trong bang 3.22 cho thiy hau hét cac hop chat déu cé
kha niang wc ché a-amylase va a-glucosidase, trong d6 an twong nhat
la kha ning trc ché a-amylase va a-glucosidase caa hop chat WT6 véi
gia tri gia tri 1Cso twong trmg 1a 52,08 va 190,4 uM manh hon so v&i
dbi chirg dwong acarbose (ICso = 67,8 va 450,56 uM) (Bang 3.22).
Hai hop chat moi WT1 va WT2 phan lap tir W. trilobata cho
thiy kha niang uc ché dang ké déi vai enzyme a-amylase voi gia tri
ICso twong wng la 112,20 va 87,10 uM. Hop chat WT8 c6 kha ning
rc ché a-amylase & muc trung binh véi gia tri 1Cso 12 181,97 uM,
nhung lai ¢6 kha ning trc ché t6t enzyme a-glucosidase vai gia tri ICso
= 173,8 uM manh hon di chirng duong acarbose (ICsp = 450,56 pM).
Két qua nghién clu ciing cho thiy hop chat WT4 c6 kha ning trc ché
a-glucosidase manh vai ICs twong mg 14 27,54 pM, manh hon chét
dbi chung acarbose (ICsp = 450,56 puM). Trong khi d6 cac chat phan
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lap tir W. chinensis cho thay hau hét cac hop chat déu co kha nang uc
ché a-glucosidase, a-amylase & mirc do trung binh va yéu.
Bang 3.22. Két qua hoat tinh e ché enzyme a-amylase va o
glucosidase cua cac hop chat phan lap
tur W. trilobata va W. chinensis

1Cs0 (UM)
Hop chét a-amylase a-glucosidase
WT1 112,20 + 2,87 -
WT2 87,10 + 1,89 -
WT4 - 27,54+ 1,12
WT6 52,08 + 0,56 190,40 + 2,01
WT8 181,97 + 2,62 173,78 + 2,37
WC1 436,8 +28,6 915,6 +36,5
WC9 112,8 £15,1 785,9 +12,7
WC11 420,7 £25,2 -
WC12 395,6 £18,3 821,4 £55,2
Acabose” 67,80 + 0,32 450,56 + 2,31

(-): Khéng tic ché, (*): chat ddi ching.
3.2.3. Hoat tinh gy déc té bao

Két qua danh gia hoat tinh gy doc té bao cua cac ho chat cho
thay hai hop chit WT3 va WT4 phan lap tir W. trilobata déu thé hién
kha niang gay doc té bao & murc trung binh dbi véi dong ung thur phoi
va ung thu gan vai gia tri 1Cs twong tng la 36,31 £ 1,15; 49,3 +1,03
UM va 31,77 + 1,34; 34,6 + 0,74 uM va gy doc yéu ddi cac dong té
bao con lai. Cac hop chat WC11, WC9 phan lap tir W. chinensis thé
hién hoat tinh gay doc té bao & muac d6 trung binh voi dong ung thu
tuyén tién liét vai gia tri 1Cso trong tng 1a 25,12 + 1,07 uM va 30,20
+ 1,23 UM so véi chat déi ching duong camptothecin (ICso = 4,65
1M), bén canh d6 WC9 thé hién hoat tinh gay doc yéu véi 3 dong té
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bao ung thu thir nghiém con lai véi gida tri 1Cs trong khoang 45,71-
78,89 UM, trong khi WC11 lai thé hién kha niang gay doc trung binh
v6i dong té bao A-549 véi gid tri ICso 12 36,31 + 1,15 uM, tuy nhién
hop chat nay chi thé hién gy doc yéu dén khong gay doc véi 2 dong
té bao ung thu thir nghiém Hep3B va MCF-7. Hop chat WC12 thé
hién kha ning giy doc & mirc do trung binh yéu trén cac dong té ung
thu thir nghiém vai gid tri 1Cs trong khoang 31,77-53,70 uM, trong
khi cac hop chat con lai khdng thé hién hoat tinh giy doc & cac ndng
d6 nghién ciru trén ca 4 dong té bao ung thu thir nghiém.
Bang 3.23. Két qua thir hoat tinh gay doc té bao cua cac hop chét
phan Iap tee W. chinensis va W. trilobata

X ICso (IJ-M)
Mau A549 Hep3B MCF-7 PC3
WCO | 78.80+ 2,11 | 7943+ 1,19 | 45,71+ 1,32 | 30.20 + 1.23
WCI11 | 3631+1,15 | 69,18+ 145 | 67,61+2,08 | 2512+ 1,07
WC12 | 31,77+134 | 5370+1.23 | 37,15+ 1,18 | 53,70+ 2,36
WT3 | 3631+ 1,15 | 493+1,03 | 87,61+ 1,08 | 556 % 1,17
WT4 | 3L,77+1,34 | 346+074 | 798+118 | 610% 194
Camptothecin | 4 651014 | 0,34+0,014 | 0,80+002 | 0,97 +0,008
(*): chit déi ching duong
KET LUAN

Bang phuong phap sac ky két hop va cac phuong phap phd
hién dai, c6 sy so sanh véi s6 liéu phd cac hop chit twong tu trong tai
liéu tham khao, tir hai loai Wedelia trilobata va Wedelia chinensis
NCS da phan lap va xac dinh dwoc ciu tric cua 20 hop chét va danh
gid mot sb hoat tinh sinh hoc cua cac hop chit nay. Cu thé:
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1. Tu loadi W. trilobata di phan 1ap va xac dinh cau tric 8
hop chat (WT1-WTB8) trong d6 c¢6 2 hop chat méi va 6 hop chat da
biét. Hai hop chat mai duoc dat tén la: wedtriloside A (WT1) va
wedtriloside B (WT2) va 6 hop chit di biét gdm: Paniculoside-1V
(WT3), apigenin (WT4), apigenin7-O-$-D-glucopyranoside (WTH5),
3-O-[s-D-glucopyranosyl(1-4)-5-D-glucoronopyranosyl]  oleanolic
acid 28-O-4-D-glucopyranosy! ester (WT6), 4',4,6-trihydrroxyaurone
(WTT), caffeic acid (WT8)

2. T loai W. chinensis da phan lap va xac dinh cau trdc 12
hop chat trong d6 ¢6 2 hop chat mgi va 10 hop chét da biét. Hai hop
chat méi duoc dat tén 1a: wednenic (WC1) va wednenol (WC3) va 10
hop chat da biét gom: Cleroindicin E (WC2), cornoside (WC4),
rengyol (WC5), kaempferol-3-O-D-glucoside (WCB6), quercetin-3-O-
p-D-glucoside (WC7), luteolin (WCS8), jaceosidin (WC9), 1-O-
benzyl-4-D-glucopyranosyl-2-sulfat (WC10), pomonic acid (WC11),
ilexgenin B (WC12).

3. Pi nghién ctu hoat tinh ¢ ché san sinh NO trong dai
thuc bao RAW?264.7 cia cac hop chit phan lap tir hai loai W. trilobata
va W. chinensis. Két qua cho thdy: WC9 va WC11 thé hién tac dung
tic ché san sinh NO trong té bao RAW264.7 tuong ddi t6t véi gia tri
ICso twong tng 1a 10,72 + 1,06 va 10,91+ 0,67 uM trong khi cac hop
chat con lai chi thé hién kha nang trc ché yéu.

4. Pi nghién ctu hoat tinh Gc ché a-amylase va a-
glucosidase cua cac hop chat phan lap duoc tir hai loai W. chinensis
va W. trilobata. Két qua cho thay: Hau hét cac hop chat phan lap tir
W. trilobata déu cho thay kha niang tic ché emzym a-amylase va a-
glucosidase. Dic biét hop chit WT4, WT6 c6 kha ning ¢ ché a-
glucosidase vai gia tri ICsp trong ing 14 27,54 + 1,12 uM va 190,40 +
2,01 uM, manh hon so véi dbi ching duong acarbose (ICso = 67,8 pM
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va 450,56 UM). Bén canh d6 hop chat WT6 con e ché manh emzyme
a-amylase Vi 1Cso1a 52,08 uM. Tuy nhién cac hop chat phan 1ap tir
W. chinensis chi thé hién kha ning @c ché enzyme a-amylase va a-
glucosidase & mirc trung binh dén khéng tc ché.

5. D3 tién hanh danh gia hoat tinh gay doc té bao ung
thu cua cac hop WC1-WC12 va WT1-WT8 trén céc dong té bao thir
nghiém két qua cho thay: Cac hop WC9, WC11, WC12 thé hién kha
ning gy doc ca trén 4 dong té bao thir nghiém & mirc do trung binh
trong khi hai hop chiat WT3 va WT4 phan lap tir W. trilobata chi thé
hién hoat tinh gay doc trén hai dong té bao Hep3B va PC3 ¢ miic trung
binh vai cac gia gti 1Cso twong ung la 49,3; 55,6 va 34,6; 61,0 UM, cac
hop chit con lai khdng thé hién hoat tinh.

KIEN NGHI

Két qua nghién ctu caa luan an cho thay hop chat WT4 phan
lap tir W. trilobata ¢ kha ning tic ché a-glucosidase manh c6 thé tiép
tuc tién hanh danh gia hoat tinh &rc ché enzyme a-glucosidase in vivo
dé dinh huéng vé kha nang (ng dung ciia hop chit nay.

Mot s6 hop chit phan l4p tir W. trilobata thé hién kha ning trc
ché tbt ca hai loai enzyme a-amylase va a-glucosidase, ¢ thé nghién
ctru sau hon vé& hoat tinh ha dudng huyét cua loai nay.

Hop chat WC9 phan lap tir W. chinensis cho hoat tinh tc ché
san sinh NO tuong ddi tét véi gia tri ICso = 10,72 + 1,06 UM S0 Vi
d6i ching duong cardamonin (ICso = 2,12 + 0,05 uM), can ¢ nghién
ctru sau hon vé co ché tic ché san sinh NO ddi vai hop chét nay.

NHUNG PONG GOP MOI1 CUA LUAN AN
1. Vé thanh phan héa hoc

Tu hai loai Wedelia trilobata (L.) Hitch va Wedelia chinensis

(Osbeck) Merr da phan lap va xac dinh ciu tric dugc 20 hop chét,



24

trong d6 ¢ 4 hop chat méi va 5 hop chat lan dau tién dugc phan lap
tur chi Wedelia.

Bén hop chat méi 1a: wedtriloside A, wedtriloside B,
wednenic va wednenol

Nam hop chat lan dau tién phan lap tir chi Wedelia gom: 3-O-
[5-D-glucopyranosyl(1-4)-5-D-glucoronopyranosyl] oleanolic acid
28-O-p-D-glucopyranosyl ester, cornoside, rengyol va 1-O-benzyl-f-
D-glucopyranosyl-2-sulfate

2. V& tac dung sinh hec

Lan dau tién tai Viét Nam tién hanh thir nghiém in vitro kha
ning uc ché enzyme a-amylase va a-glucosidase cua cac hop chat
phan lap tr 2 loai Wedelia trilobata (L.) Hitch va Wedelia chinensis
(Osbeck) Merr. Két qua cho thidy hop chat apigenin, 3-O-[4-D-
glucopyranosyl(1-4)-p-D-glucoronopyranosyl] oleanolic acid 28-O-4-
D-glucopyranosyl ester ¢é kha nang trc ché a-glucosidase manh manh
hon so voi d6i chimg duong acarbose va hop chit 3-O-[8-D-
glucopyranosyl(1-4)-p-D-glucoronopyranosyl] oleanolic acid 28-O-4-
D-glucopyranosyl ester con ¢ ché emzyme a-amylase manh hon dbi
ching duong acarbose.
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