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MO PAU
Tinh cép thiét caa luan an

Ngay nay, mac du Y hoc hién dai phat trién manh mé song Y hoc
co truyén van ¢ vai tro quan trong, 1a phuong thic chira bénh duoc
nhiéu nguoi tim dén. Nghién ctiu tim kiém cac chat c¢6 hoat tinh sinh
hoc d3 va dang nhin dwoc sy quan tam cua nhiéu nha khoa hoc trén thé
gi6i. Trong nhimg nam gan dy, rat nhidu cdng trinh nghién citu vé cay
thubc cua hé thuc vat Vit Nam da dugc thuc hién va ¢ nhimg déng
gGp quan trong vao viéc cham séc va bao vé stc khoé cong dong.

Chi Syzygium thudc ho Sim (Myrtaceae) duoc biét dén 1a mot
chi thuc vat c6 hoa. Chi nay bao gém khoang hang nghin loai, noi
séng cua chi nay trai rong tir Chau Phi, Madagascar, Bong Nam A,
va Thai Binh Duong. Chi nay c¢6 do da dang sinh hoc cao, c6 nhirng
loai con chua dwoc mo ta vé mat phan loai thuc vat. Hau hét cac loai
la cay thuong xanh va cay bui.

Cac loai thuoc chi Syzygium di dugc nhiéu nha khoa hoc trén
thé giGi tap trung nghién ctru. Dic biét, cac nha khoa hoc chu yéu tap
trung vao loai Syzygium aromaticum. Céc nghién ciru vé thanh phan
hoa hoc cua loai nay da chi ra sy ¢c6 mat cua cac phenolic, terpenoid,
flavonoid, sterol v.v... C4c hop chat nay thé hién hoat tinh chdng oxy
hoa, khang nam, khang khuan va ting cudong mién dich manh. Tuy
nhién chua c6 nghién ciru no vé thanh phan hda hoc va hoat tinh
sinh hoc vé chi nay & Viét Nam.

Xuat phét tir diém d6, chung t6i dé& xuat dé tai “Nghién ctu
thanh phan héa hoc va hoat tinh uc ché NO cua ba loai Syzygium
cerasiforme (Blume) Merr. & L.M.Perry, Syzygium bullockii (Hance)
Merr. & L.M.Perry va Syzygium attopeuense (Gagnep.) Merr. &
L.M.Perry ¢ Viét Nam” giup dinh huéng nghién cuu, phan lap va



xac dinh cau tric cac hop chat phan lap duoc tir chi Syzygium ¢
Viét Nam theo huéng khang viém.
Muc tiéu caa luan an:

Nghién ciu dé 1am rd thanh phan héa hoc cha yéu cua ba loai:
Syzygium cerasiforme (Blume) Merr. & L.M.Perry, Syzygium bullockii
(Hance) Merr. & L.M.Perry va Syzygium attopeuense (Gagnep.) Merr.
& L.M.Perry thu héi ¢ Viét Nam, ddng thoi dénh gia hoat tinh tc ché
san sinh NO d6i véi té bao RAW?264.7 duoc kich thich boi LPS trén
md hinh in vitro caa cac hop chat phan lap duoc.

Cac ngi dung nghién ciru chinh caa luan an

1. Phan lap cac hop chat chinh tir ba loai Syzygium cerasiforme,
Syzygium bullockii va Syzygium attopeuense.

2. Xéc dinh céu tric hoa hoc cua cac hop chat da phan lap dugc.

3. Panh gi4 hoat tinh ¢ ché su san sinh NO trén mé hinh in vitro cua
cac hop chat phan lap duoc.

CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Gi6i thiéu vé chi Syzygium:
1.1.1. Thac vt hoc chi Syzygium

Chi Syzygium (chi Tram) thuéc ho Myrtaceae (Sim, Pao Kim
nuong hay Huong Dao), by Myrtales (Pao Kim nuong), l6p
Magnoliopsida (Hai la mam), nganh Magnoliophyta (Méc lan). Phan
Ién céac loai Syzygium la cdy than gé va cdy bui thuong xanh. Trén
thé gisi theo trang world flora online chi syzygium c6 téi 1217 loai
con & Viét Nam, theo Nguy2n Tién Ban va cong su, Viét Nam ¢
dén 70 loai Syzygium.
1.1.2. Tinh hinh nghién citu vé thanh phan héa hec chi Syzygium



Két qua nghién ctu d4 cho thay cac loai thudc chi Syzygium
rat giau cac chat chuyén hoa tha ciap bao gébm flavonoid,
terpenoid, lignan, alkyl phloroglucinol, tanin, va dan chat
chromne. Trong d6, nhém hop chét flavonoid va dan chat glycoside
cia ching ciing duoc phan 1ap nhiéu nhat trong cac loai thudc chi
Syzygium. Nhom hop chit terpenoid ciing chiém sé lwong kha I6n chi
sau flavonoid. Ngoai ra con cac hop chat chromone glycoside, tanin va
phenolic.

1.1.3. Tinh hinh nghién ci#u vé hoat tinh sinh hec chi Syzygium

Céc nghién ciru cho thay dich chiét ciing nhu cac hop chét phan
lap duoc tir mot sb loai thuge chi Syzygium da thé hién hoat tinh
chéng oxy hoéa, khang khuan, gay doc té bao ung thu, chong dai thao
duong, va hoat tinh khéng viém déng cha y.

1.1.4. Tinh hinh nghién czu vé chi Syzygium & Viét Nam

Hién nay, rat it nghién ciu vé chi Syzygium va chua c6 nghién
ciru ndo dua ra dir liéu xac dinh ciu tric hod hoc va hoat tinh sinh
hoc cua cua cac hop chit trong ba loai S. cerasiforme, S. bullockii va
S. attopeuense & Viét Nam.

1.2. Giéi thi¢u vé loai S. cerasiforme, S. bullockii va S. attopeuense

Ba loai S. cerasiforme, S. bullockii va S. attopeuense c6 dac
diém thuc vat dugc md ta trong va phan bd & cac tinh mién Bic,
mién Trung va mién Nam. Ba loai nay hién méi dugc sir dung trong
y hoc ¢6 truyén ¢ Viét Nam.

1.3. Giéi thi¢u vé hoat tinh khang viém

Hoat tinh khang viém dugc nghién ctiru dua trén su hiéu biét vé
qua trinh viém, nhirng bién ddi trong viém, anh huéng cua phan tng
viém ddi véi co thé va dic biét 1a vai tro cua cac yéu t IL6, TNF-a,
NO va COX-2 trong viém.



CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Poi twgng nghién ciru

Déi twong tién hanh nghién ctu bao gém 14 cay S. cerasiforme
thu hai ¢ Vinh Phlc vao thang 4 nam 2022, 14 va canh cay S.
bullockii thu hai & Vinh Linh, Quang Tri vao thang 7 nam 2022 va la
va canh cdy S. Attopeuense thu hai ¢ Vinh Linh, Quang Tri vao thang
9 nam 2022. Cac miu nay déu duoc giam dinh boi cac nha khoa hoc
va cac don vi uy tin tai Viét Nam. Cac mau tiéu ban dugc hru tai Vién

Hoé sinh bién, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

2.2. Phuong phap nghién ciu

Pé tai luan an sir dung cac phuong phap nghién ciru bao gom:
- Phwong phap phan ldp cac hep chdt: Két hop cac phuong phap
sic ky bao gém: sic ky I6p mong (TLC), sic ky cot (CC), sic ky

I6ng hiéu nang cao (HPLC).

- Phwong phdp xdc dinh cdu tric: Sir dung cac phuwong phap phd
hién dai bao gom phd khéi lwong phan giai cao (HR-ESI-MS), phd
cong huong tir nhan (NMR) 1 chiéu va 2 chiéu, phd ludng sac tron

(CD), phé hdng ngoai (IR), d6 quay cuc ([a]o), do diém chay va
phuong phap xac dinh duong.

- Phuwong phdp ddnh gid hogt tinh iic ché sw san sinh NO: Sir
dung phuong phéap danh gi hoat tinh trc ché sy san sinh NO trén dong
té bao RAW264.7 duoc kich thich bai LPS sau khi d4 kiém tra doc tinh
té bao bang phuong phéap so mau.
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3.2. Thdng s6 vat ly va dir kién phé ciia cac hep chat phan lap dwoc
54 hop chat phan 1ap duoc tir ba loai S. cerasiforme, S. bullockii
va S. attopeuense duoc trinh bay céc thdng s vat Iy nhu dang ton tai.
mau sic, nhiét do néng chay, 6 quay cuc riéng va céc dit lieu phd
hong ngoai (IR), phd khdi lwong phan giai cao (HR-ESI-MS), cong

thirc phan tir, khdi lugng phan tir (M).

3.3. Két qua thir hoat tinh wc ché sy san sinh NO ciia cac hop chit
phéan lap dwgrc
Két qua thir hoat tinh wc ché sy san sinh NO cua céac hop chit

phan 1ap duoc tir cac loai duoc tong hop thanh céc bang sau:

- Tur loai S.cerasiforme véi 20 hop chat (SL1-SL20)
Bang 3.1. Két qua thir hoat tinh ke ché si san sinh NO ciia cdc hop
chdt SL1-SL20

Hop chét Z/ﬁ?ntg ?(f‘ti ICso (ULM) Hop chét (S)/(fr:ntgé E(f‘ti 1Cso (UM)
SL1 100,00 12,28 +1,15 SL11 98,27 51,72 £2,85
SL2 99,25 8,52 +1,62 SL12 98,67 45,28 +2,18
SL3 97,09 7,68 £0,87 SL13 99,12 33,38+0,78
SL4 99,56 42,27 £1,29 SL14 98,13 51,09 £2,13
SL5 99,11 45,13 +2,16 SL15 97,66 54,17 £2,34
SL6 99,25 9,67 +0,57 SL16 96,03 39,54 £1,32
SL7 99,24 86,52 + 2,98 SL17 95,77 6,98 £ 0,57
SL8 99,12 53,71 £1,23 SL18 95,11 33,17 +£0,78
SL9 98,26 45,12 + 0,98 SL19 95,23 25,51 +£1,02
SL10 98,67 6,69 £ 0,34 SL20 98,12 58,12 £ 2,34

L-NMMA? 90,83 32,5+£1,00

- Tur loai S. bullockii véi 17 hop chit (SP1-SP17)

AP6i chimg dirong, * ¢ néng dg 100 pM



Bang 3.2. Két qua thir hoat tinh ikc ché suw san sinh NO ciia cdc hop
chdt SP1-SP17

Hop chit Z/{;’ntgé ?(fti ICso (uM)  Hop chét Z/(i)]r;[gé fjt‘; 1Cso (UM)
SP1 94,32 11,58 £0,71 SP10 95,78 1,42 +0,19
SP2 94,85 13,61 + 2,55 SP11 91,25 58,08 2,38
SP3 96,04 6,93 +£0,41 SP12 94,85 13,70+ 1,25
SP4 97,85 7,09 £ 0,62 SP13 97,58 8,59 £ 0,68
SP5 98,86 7,20 £0,51 SP14 94,46 571+0,61
SP6 97,41 7,91 0,95 SP15 98,98 6,47 £ 0,69
SP7 81,57 1,89+0,29 SP16 94,15 4,23 £ 0,66
SP8 92,39 9,06 £ 0,55 SP17 94,32 11,30 +0,14
SP9 97,43 11,95+0,82 L-NMMA# 86,76 33,8+£2,6

ad6i chitng dirong, * ¢ nong dg 100 uM
- Tir lodi S. attopeuense Vi 17 hop chdt (SA1-SA1T)
Bang 3.3. Két qua thir hoat tinh vrc ché sy san sinh NO cua cdc hop
chat SA1-SA17

Hop chét ;g’n?s%i% 1Cs0 (UM) Hop chit ;g)nt;;i% 1Cso (UM)
SAl 94,21 18,37 +1,38 SA10 97,01 95,14 + 3,67
SA2 89,68 31,23+£2,18 SA1l 99,12 >100
SA3 88,38 35,12 £2,53 SA12 97,22 >100
SA4 93,67 >100 SA13 95,71 98,46 £ 3,51
SA5 87,17 34,89 +£2,13 SAl4 99,26 >100
SA6 77,22 28,24 £1,79 SA15 97,72 78,35+ 1,66
SAT7 94,59 88,55 +1,78 SA16 97,72 76,39 £ 2,41
SA8 98,21 89,85+ 2,08 SA17 98,32 >100
SA9 99,72 > 100 D* 97,88 15,37 £ 1,42

D* dexamethasone 1 char doi chirng duong, * 6 nong dé 100 pM
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CHUONG 4. THAO LUAN KET QUA

4.1. Thanh phéin héa hoc va hoat tinh irc ché sy sin sinh NO ciia loai
S. cerasiforme
4.1.1. Xdc dinh cdu trac hoa hec cac hep chat phan lgp tir loai S.
cerasiforme
4.1.1.1. Hop chdt SL1: 5,7-Dihydroxy-2-isopropyl-6,8-dimethyl-4H-
chromen-4-one (hop chat méi)

Hop chit SL1 thu dwoc dudi dang tinh thé hinh kim mau vang nhat.

CH;

CH,
H;CO 0

OH O
5-hydroxy-7-methoxy-2-isopropyl
-8-methyl-chromone

Hinh 4.1. Cau trdc héa hoc va cdc twong tac HMBC chinh cua hop
chat SL1

Trén pho khdi lugng phan giai cao HR-ESI-MS cua hop chat SL1
Xuat hién pic ion gia phan tur tai m/z 249,1128 [M+H]* (phd ion
duong) va m/z 247,0975 [M-H]" (phé ion am), két hop voi dir kién
phd BC NMR va HSQC cho phép xac dinh cong thuc phan tir
C14H1604. Ph6 3C NMR va HSQC cho thdy c6 tin hiéu cong hudng
cua 14 nguyén tr carbon trong d6 c6 4 nhom methyl, 2 nhém
methine va 8 carbon bac 4. Hai proton methine tai ou 6.07 (H-3) va
on 2.96 (H-1") c6 tuong tac HSQC véi carbon tuong ung la dc 105,8
va 34,6. Hai nhém methyl xuat hién duéi dang tin hiéu doi tai on 1,36
(6H, d, J = 6,6 Hz) cung véi tin hiéu nhém methine (6n 2,96, sept.)
cho thiy su c6 mit caa nhém isopropyl. Dit liéu phé NMR caa hop
chat SL1 (Bang 4.1) cho thdy c6 c6 su twong ddng véi dit liéu cua
hop chat 5-hydroxy-7-methoxy-2-isopropyl-8-methylchromone. Do
do, c6 thé du doan hop chat SL1 c6 khung chromen-4-one.
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Bdng 4.1. S6 liéu phé NMR ciia hop chat SL1
oH?c (dd bdi, J

or° (d6 bai, J =

ocab C ocab

c =Hz) Hz)
2 176,4 - 9 154,9 -
3 105,8 6,07 (s) 10 105,0 -
4 184,8 - 1’ 34,6 2,96 (sept., 6,6)
5 157,7 - 2’ 20,5 1,36 (d, 6,6)
6 108,5 - 3’ 20,5 1,36 (d, 6,6)
7 161,6 - 6-CH3 7.8 2,11 (s)
8 103,2 - 8-CH3 8,0 2,24 (s)
2Po trong CDs0D, "150MHz, ‘600MHz.
<105 + Scan (r- 1.084 min) NCCT_VSL24D3.d
4
378 2491128
35
3.25
3
2.75
25
225
2
1.75
15
1.25
. ?; 121.0509
‘.].5 414 3065 472 3487
ow T AL e e el L
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)
Hinh 4.2. Phé (+)-HR-ESI-MS ciia hop chdt SL1
b Rl W
| L ‘ il - —J-LJ%-.JL-—-
T i T o ki
Hinh 4.3. Pho “H NMR cua hop chat chét SL1 i

SL1
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Hinh 4.5. Phé HSQC ciia hop chat Hinh 4.6. Pho HMBC cua h(fp Chat

SL1 SL1

Phan nhanh isopropyl dugc xac dinh lién két véi C-2 théng qua
phan tich dit liéu phd HMBC, véi su xuat hién twong tac giita proton
H-2' va H-3" (du 1,36) voi C-2 (dc 176,4)/C-1' (dc 34,6), giita H-1’
(0w 2,96) voi C-2 va C-3 (oc 105,8), va gitra H-3 (0w 6,07) vai C-4
(dc 184,8)/C-2/C-1'. Hai nhom methyl duge xac dinh gan véi carbon
C-6, C-8 va hai nhém hydroxyl gén vao C-5 va C-7 bang cac tin hiéu
twong tac HMBC gilta cac proton 6-CHs (0w 2,11) véi C-5 (dc
157,7)/IC-6 (doc 108,5)/C-7 (dc 161,6) va gitra proton ctua 8-CHs (on
2,24) voi C-7/C-8 (¢ 103,2)/C-9 (dc 154,9). Tir nhitng phén tich di
liéu ph6 & trén, hop chat SL1 dugc xac dinh 1a 5,7-dihydroxy-2-
isopropyl-6,8-dimethyl-4H chromen-4-one. Pay 1a mot hop chat mai.
Bing viéc phan tich két hop céc di liéu phd HR-ESI-MS, phé
NMR 1 chiéu, 2 chiéu, phé CD tuong tu d& xé4c dinh dwoc tric cua
20 hop chét phan 1ap dugc tir loai S. cerasiforme, trong d6 c6 2 hop
chat moi SL1 va SL2. Hop chat méi SL1 (5,7-dihydroxy-2-
isopropyl-6,8-dimethyl-4H chromen-4-one) c¢6 cau trdc khung
chromone va hop chat SL2 (5,7-dihydroxyflavanone 7-O-f-D-(6"-O-
galloyl glucopyranoside) 1a mot dan xuét galloyl glycoside cua
flavanone véi diém méi 1a nhanh galloyl duoc gan thém vao phan
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duong. Cau hinh tuyét ddi cua trung tam Iap thé C-2 dwoc xac dinh 1a
2S théng qua dit liéu phd ludng sic tron CD. Cu tric SL1, SL2 lan
dau tién duoc tim thay tur loai S. cerasiforme. Cac hop chat da biét
SL3-SL9 Ia c4c hop chat thuoc nhom flavonoid trong d6 SL3-SL6 la
cac hop chat flavanone va dan chét glycoside cua flavanone, cac hop
chit SL7, SL8 la cac hop chat c6 khung flavonol, SL9 ¢ khung
flavonone. Ba hop chat SL14-SL16 c6 khung terpenoid. Céc hop chit
con lai thugc cac nhom khung khéc nhau.

xia* Q*% C‘m

OH O
SL2 (mol)
SL1 (méi)

HO. OH
O
oo !

SL11 SL12 SL13 SL17

HO’

SL20

SL18 OH SL19

Hinh 4.34. Cdu tric hoa hoc cia cac hop chdt SL1-SL20
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4.1.2. Hoagt tinh grc ché s sdn sinh NO ciia cac hgp chat phan lgp
ter l0ai S. cerasiforme

Két qua Bang 3.1 cho thdy, tat ca cac hop chat déu khong thé
hién doc tinh dang ké trong thir nghiém doc tinh té bao bang phwong
phap MTT. Hop chét SL1, SL2, SL5, SL6, SL10, SL17 c6 kh ning
trc ché hiéu qua quéa trinh san xuat NO trén dong té bao da duoc hoat
hoa bang LPS vai ndng dé trc ché ICso trong khoang 6,69 - 12,28 uM
va SL19 trc ché mic trung binh ICsp 25,51 UM so véi chat ddi ching
duong L-NMMA véi gia tri 1Cso 32,50 uM. Céac hop chat con lai thé
hién hoat tinh &c ché yéu hon véi gia tri ICs trong khoang tir 33,17-
86,51 M. Xét vé su lién quan gitra cau tric va tac dung khang viém cua
céc hop chit phan lap duoc c6 thé dwa ra nhan dinh rang nhiing hop chét
flavanone c6 hoat tinh tc ché su san xuit NO dang ké hon so véi cac
hop chét flavone.

4.2. Thanh phan héa hec va hoat tinh wc ché sw san sinh NO caa
loai S. bullockii.

4.2.1. Xdc dinh cdu trac hoa hec cac hep chdt phan Idp ter loai S.
bullockii

4.2.1.2. Hop chat SP1: Syzybulloside A (2a,38,6a-trihydroxyurs-
12,20(30)-dien-28-oic acid 28-O-4-D-glucopyranosyl ester)

Hop chat SP1 thu duge c6 dang bot khong mau. Phé IR ciia hop
chat SP1 di cho thdy sy c6 mit cia cac nhém chic hydroxy (3401
cm), carboxyl (1734 cm™?), olefinic 1646 cm™?) va ether 1070 cm™).
Trén phd khéi lwong phan giai cao HR-ESI-MS cua SP1 xuit hién
pic ion gia phan tir m/z 683,3563 [M+CI]" (4 = - 0,6 ppm) két hop véi
dir lidu phd 3C NMR va HSQC cho phép xéac dinh cong thic phan tir
cua SP1 la CssHs6010.
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H
m— Tuong tac COSY
— > Tuong tic HMBC

Hinh 4.34. Cdu truc héa hoc va tuong taic HMBC, COSY ciia SP1
Bdng 4.18. S6 liéu phé NMR ciia hop chat SP1

C  oc*P on® ¢ (dd bdi, J = Hz) C oc®P oH? ¢ (dd bdi, J = Hz)

1 479 094 (dd, 14,4, 9,5) ax 19 384 246 (m)
1,93 (dd, 14,4, 45) eq

2 691 363(ddd, 100,95 45 ax 20 1542 -
3 846  289(d, 10,0) ax 21 332  225(m), 2,37 (m)

4 410 22 397 167 (m), 1,92 (m)

5 61,3  1,01(d, 105) ax 23 322  1,35(s)

6 688  399(ddd, 105 105 40)ax 24 175 1,04 (s)

7 455 1,60 (m), 1,64 (m) 25 180 1,09 (s)

8 420 - 26 191 0,93 (s)

9 484  161(dd,9,5,55) 27 239  124(s)

10 413 - 28 1772 -

11 254 1,98 (m), 2,00 (m) 29 167  1,05(d,7,0)

12 1274 531 (brt, 35) 30 1055 4,71 (brs), 4,66 (brs)
13 1388 - I’ 958  537(d,75)

14 436 - 2 739  332(dd,9,0,75)
15 292 1,18 (m), 2,03 (m) 3 783  342(t9,0)

16 252 1,90 (m), 2,31 (m) 4 712 337(19,0)

17 495 - s 786  3,34(m)

18 563  233(d,11,0) 6 624  3,67(dd, 12,0,5,0)

3,81 (dd, 12,0, 2,0)

3do trong CDs0D, "125MHz, °500M
Phé 'H, 3C NMR va HSQC cua SP1 da cho thiy tin hiéu dic
trung cua mot triterpene 5 vong 6 canh va 6 carbon caa mot don vi
dudng hexose (Bang 4.18). Dit liéu phéd NMR cuaa SP1 kha gidng voi
dir lidu twong ung caa hop chit syzygiumursanolide C (SP4) ngoai
trir su xuit hién tin hiéu caa nhém methyl thay thé cho nhém
hydroxymethylene tai C-23. Phian duong glucose lién két véi



16

aglycone ¢ vi tri cua carbon ketone (C-28) dugc x&c dinh dya vao
tuong tac trén phd HMBC giita proton anomer H-1' (du 5,37) véi C-
28 (dc 177,2). Ba nhom hydroxy duoc xac dinh 1a gan vai carbon ¢
C-2, C-3 va C-6 dua vao tuong tdc HMBC gitta H-23 (on 1,35)/H-24
(0w 1,04) voi C-3 (dc 84,6)/C-4 (dc 41,0)/ C-5 (dc 61,3) va tuong tac
COSY gitra cac proton H-3 (5n 2,89)/H-2 (6n 3,63) va H-5 (n
1,01)/H-6 (5w 3,99). Pinh hudng lién két cua cac nhém hydroxy duoc
xac dinh théng qua hiang sé twong tac va twong tac trong khdng gian
giita cac proton trén phd NOESY. Hang s6 tuong tac 16n 3Jun = 9,5
Hz caa H-2/H-3 va 3Jun = 10,5 Hz cua H-5/H-6 cho thiy céc proton
H-2/H-3 va H-5/H-6a c6 dinh hudng trans/axial. Tuong tac trong
khong gian cua cac proton trén phé NOESY gitra Hax-2 (0w 3,63)/Hs-
24 (5w 1,04), H-3 (0n 2,89)/H3-23 (61 1,35), H-3/H-5 (on 1,01), H-6
(On 3,99)/H3-25 (0n 1,35) va H-6/H3-26 (5 0,93) di x4c dinh ciu
hinh g caa H-2 va H-6 va cau hinh « caa H-3. Céc tuong tac trén pho
NOESY néu trén cho thay lién két trans giira cac vong A/B, B/C cua
khung triterpene 5 vong cta khung ursane. Tuong tac gitra Hz-27 (o
1,24) véi H-19 (dn 2,46) dd xac dinh 2 vong D/E ghép véi nhau kiéu
cis va dinh huéng lién két cua 2 proton H-27 va H-19 14 a/axial. Dya
vao dinh huéng lién két cua cua H-19 (a/axial), proton Hz-29 dugc
x&c dinh la p-equatorial. Khi do twong tac NOESY gitra H3-29 véi H-
18 da xac dinh H-18 dinh hudng 4. Lién két duong glycoside ciing
dugc xac dinh 1a dang 4 théng qua hang sb tuong tac lon J = 7,5 Hz
ctia proton anomer tai dy 5,37 va hiang sb tuong tac giira cac proton
carbinol trong phan duong bao gdm Juama = 7,5 Hz, Jnams = 9,0
Hz, Ju-3mm-4 = 9,0 HZ va Jh-am-s = 9,0 Hz da xac dinh cac proton H-1',
H-2', H-3', H-4', H-5' déu chiém vi tri axial, dic trung cho mét nhanh
S-glucopyranosyl. Phan duong dugc xac dinh 1a D-glucose bang
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phuong phap thay phan acid hop chit SP1 & thu duoc duong
glucose va xac dinh d6 quay cuc riéng cia duong nay. Tin hiéu goc
quay cuc duong cua phéan tir duong ([¢]%: +27,6) thu duoc khang dinh
cau hinh duong D-glucose.

HO. O HO O
HO OH
OH OH OH
OH ¢
OH  gpis SP16 SP17

Hinh 4.63. Cdu tric hoa hoc cia cac hop chdat SP1-SP17
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T dit lieu pho NMR, hop chat SP1 dugc xac dinh 1a 2a,38,6a-
trihydroxyurs-12,20(30)-dien-28-oic acid 28-O-4-D-glucopyranosyl
ester. Pay 1a hop chit méi va dwoc nhom nghién cau dat tén 1a
syzybulloside A.

Viéc xéc dinh cau tric 17 hop chat (SP1-SP17) phén lap tir l0ai S.
bullockii ciing dugc thuc hién tuong ty bang viéc phan tich céac di liéu
pho va so sanh véi tai liéu tham khao.

Két qua 1a da xac dinh duoc 3 hop chat mai (SP1-SP3) duoc dat
tén l1a syzybulloside (A-C) va 14 hop chét da biét (SP4-SP17). Ba
hop chat méi déu c6 khung triterpene 5 vong trong ¢6 nhoém methyl
tai vi tri C-23 dé thay cho nhdm hydroxymethylene Ia diém méi va
khac so véi hop chét triterpen 5 vong da biét SP4-SP6. Cau hinh
tuong ddi cua cac hop chat moi duoc xac dinh bang phuong phap
pho NOESY. Binh huéng lién két cac nhém hydroxy tai cac vi tri C-
2, C-3, C-6 lan luot 1a 20, 38, 6a. Cac hop chit con lai c6 cau tric 1a
cac flavanol (SP15, SP16), megastigmane va dan chat (SP10-SP13),
va cau tric khac (SP7, SP8). Cu tric hoé hoc cua cac hop chat duoc
thé hién & Hinh 4.63.

4.2.2. Hoagt tinh grc ché s sdn sinh NO ciia cac hgp chdt phan lgp
ter loai S. bullockii

Trong thir nghiém MTT, tai ndng d6 100 uM, cac hop chit SP1-
SP17 khong gay doc tinh té bao. Tur két qua ¢ Bang 3.2, cho thay cac
hop chit phan 1ap duoc (trir hop chat SP11 c6 hoat tinh yéu) déu thé
hién kha ning wrc ché higu qua su san sinh NO trén dong té bao RAW
264.7 dugc hoat hoa Lipopolysaccharide véi nong do e ché trung
binh ICs trong khoang 1,42 dén 13,70 uM, thip hon nhiéu so véi doi
ching duong 1a L-NMMA (I1Cs = 33,8 uUM).
4.3. Thanh phan héa hec va hoat tinh wc ché sw san sinh NO caa
lodi S. attopeuense
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4.3.1. Xdc dinh cdu trac héa hec cac hep chdt phan ldp ter loai S.
attopeuense

Tur loai S. attopeuense dd phéan lap dwoc 17 hop chat (SAl-
SA17). Théng qua phan tich céc dir liéu phd khdi lwong, phd cong
huong tir hat nhan 1 va 2 chiéu da xac dinh duoc trong sé 17 hop
chat c6 4 chit moi (SA1-SA4) duoc dit tén 1a syzyceroside A-D
(SA1-SA4) va 13 hop chat da biét.

HO
&W -
HO
HO
or O O &/
COOH
'COONa
COOH

HO
o 0 X HO
HO'
HO

OH
COOH
SAS

&é/o
oL W OH O OCH,
OH - H,CO
SA15 . HO o )
“lon Sal4  OH SA17 ocH,
o SA16

Hinh 4.85. Cdu tric hoa hoc ciia cac hop chat SA1- SA17
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Trong s6 4 hop chit méi thi c6 3 hop chat SA1-SA3 ¢6 ciu tric
khung stilbene con 1 hop chat SA4 1a dan chat glycoside cua
chalcone. Céc hop chat da biét SA4-SA17 c6 2 hop chat SA5 va SA6
ciing chtra khung stilbene, cac hop chat con lai hau hét la cac dan
chat glycoside cua flavonol (SA7-SA14) véi cac loai duong khéac
nhau gém: glucose, galactose, arabinose, rhamnose. Diém méi cua
cac hop chit khung stilbene d6 1a vé cAu dang Z cua hop chat SA1 va
thém nhénh galloyl & hop chat SA2 (dang mudi Natri), SA3 so Véi
hop chat gaylusaccin dé biét. Cau triic hoa hoc cua cac hop chit dugc
thé hién & Hinh 4.85.

4.3.2. Két qud tha hogt tinh sc ché sw sdn sinh NO ciia cac heop
chdt phan lgp tir l0di S. attopeuense

Muoi bay hop chat SA1-SA17 déu khong thé hién doc tinh trén dong
té bao thir nghiém. Két qua thir hoat tinh khéng viém ¢ Bang 3.3 cho
thiy cac hop chat SA1-SA3, SA5 va SA6 la nhirng dan chat khung
stilbene ¢6 kha niang ¢ ché sy san sinh NO trén dong té bao RAW
264.7 da dugc kich hoat boi LPS véi cac gid tri 1Cso tuong (ng:
18,37 + 1,38, 31,23 + 2,18, 35,12 + 2,53, 28,24 + 1,79 va 34,89 +
2,13uM so véi d6i chiing duong (dexamethasone) ¢6 1Cso 1a 15,37 +
1,42 uM. Hop chat méi SAL c6 cdu hinh Z (cis) tai lién két doi
C7/C8 thé hién hoat tinh tét hon han cac hop chat SA2, SA3, SA5 va
SA6 c6 cau hinh E (trans). Céc hop chit SA7, SA8, SA10, SA15,
SA16 wc ché rat yéu sy san sinh NO véi gia tri ICso trong khoang tir
76,39 dén 95,14. Cac hop chit con lai duoc cho la khdng c6 hoat tinh
khéng viém do ICso Ién hon 100 pM. Két qua nay cho thdy hop chat
khung stilbene déng vai trd quan trong trong viéc wc ché su san sinh
NO trén dong té bao RAW?264.7 kich thich bai LPS.
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KET LUAN

Day 1a cong trinh nghién ctru dau tién vé thanh phan hda hoc va
hoat tinh wc ché su san sinh NO trén dong té bao RAW264.7 cua 3
loai S. cersiforme thu hai ¢ tinh Vinh Phic, S. bullockii va S.
attopeuense thu hai tinh Quang Tri. Bang céch sir dung két hop céc
phuong phap sic ky va cac phuong phap phd hién dai di phan 1ap va
xéc dinh cAu tric 54 hop chat trong d6 c6 9 hop chat méi tir 3 loai: S.
cerasiforme, S. bullockii va S. attopeuense.

1. Két qua nghién ciru vé thanh phan hda hec

- Tr 14 cua lodi S. cerasiforme d& phan lap va xac dinh ciu trdc 20
hop chét (SL1-SL20), bao gdm 2 hop chat méi SL1 (5,7-dihydroxy-
2-isopropyl-6,8-dimethyl-4H-chromen-4-one), SL2 (5,7-
dihydroxyflavanone 7-O-$-D-(6"-O-galloylglucopyranoside) va 18
hop chat da biét (SL3-SL20):  pinocembrin-7-O-p-D-
glucopyranoside,  strobopinin,  demethoxymatteucinol,  (2S)-
hydroxynaringenin-7-O-f-D-glucopyranoside, afzelin, quercetin,
kaplanin, endoperoxide G3, vomifoliol, litseagermacrane, 3-
epibetulinic acid, betulonic acid, schleicheol 2, (7S,8R)-
dihydrodehydrodiconiferyl alcohol, benzyl-6'-O-galloyl-g-D-
glucopyranoside,  3-methoxy-4-hydroxyphenol  1-O-f-D-(6'-O-
galloyl)-glucopyranoside, secoisolariciresinol.

- Tir 14 va canh cua loai S. bullockii da phan 1ap va xéac dinh ciu
tric 17 hop chét (SP1-SP17), bao gém 3 hop chat méi (SP1-SP3)
dugc dat tén 1a syzybulloside (A-C) va 14 hop chét da biét (SP4-
SP17): chebuloside Il, 2a,38,68,23-tetrahydroxyurs-12-en-28-oic
acid 28-O-p-D-glucopyranosyl ester, amarusine A, bergenin, 11-O-
galloylbergenin, icariside B2, (3S,5R,6S,7E,9S)-megastigman-7-ene-
3,5,6,9-tetraol, actinidioionoside, actinidioionoside 6'-O-gallate,
phloridzosid, (+)-catechin, (+)-gallocatechin, methyl gallate.
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- Twr 1a va canh cua loai S. attopeuense da phéan lap va xac dinh
cau tric 17 hop chat (SA1-SA17), bao gom 4 chat méi (SA1-SA4)
dugc dat tén 1a syzyceroside A-D (SA1-SA4) va 13 hop chit da biét:
guadranoside IV, pinosilvin 3-O-g-D-glucopyranoside, gaylussacin,
myricetin-3-O-(2"-0O-galloyl)-a-L-rhamnopyranoside, myricetin-3-O-
(3"-O-galloyl)-a-L-rhamnopyranoside,  myricetin ~ 3-O-4-D-(2""-
galloyl)-a-arabinopyranoside, myricetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside,
myricetin-3-O-p-D-glucopyranoside, myricetin-3-O-p-D-
galactopyranoside, quercitrin, guaijaverin, (+)-gallocatechin, ellagic
acid 3,3',4'-tri-O-methyl ether 4-O-$-D-glucopyranoside.

2. Két qua nghién ciru vé hoat tinh wc ché sw san sinh NO

D4 danh gia hoat tinh ¢c ché su san sinh NO cua dong té bao
RAW?264.7 bi kich thich bai LPS cua 54 hop chat phan lap dugc tir 3
loai S. cerasiforme, S. bullockii, S. attopeuense. Két qua cho thay
nhitng hop chat flavanone c6 hoat tinh &c tét hon so véi cac hop chat
flavone, cac hop chat terpenoid thé hién hoat tinh tot va cac dan chat
glycosidlse cua stilbene déng vai trd quan trong trong viéc &c ché sy
san sinh NO trén dong té bao RAW?264.7 kich thich boi LPS.

- Trong s6 20 hop chat tir loai S. cerasiforme, hop chat SL1, SL2,
SL5, SL6, SL10, SL17 c6 hoat tinh kha tét véi gi tri 1Cs tir 6,69
dén 12,28 puM, SL19 wc ché mirc trung binh (ICso 25,51 UM) so Véi
chat d6i ching duong L-NMMA (ICso = 32,50 puM). Cac hop chat
con lai thé hién hoat tinh yéu hon véi gié tri 1C5=33,17 ~ 86,51 UM.

- Trong s6 17 hop chét phan lap tur loai S. bullockii, trir hop chat
SP11 c¢6 hoat tinh yéu, cac hop chat con lai déu thé hién hoat tinh
manh v&i gié tri 1Cso = 1,42 ~ 13,70 puM, thap hon so vai ddi ching
duong L-NMMA (ICso = 33,8 uM).

- Trong s6 17 hop chat phan lap tir loai S. attopeuense, hop chat
SA1-SA3, SA5 va SAG c6 kha ning uc ché trung binh dbi véi sy san
sinh NO trén dong té bao RAW 264.7 duoc kich hoat LPS véi ICso tir
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18,37 dén 35,12 uM so véi dbi chiung duwong dexamethasone (ICso
15,37 uM). Cac hop chat SA7, SA8, SA10, SA15, SA16 tc ché rat
yéu véi ICsp = 76,39 ~ 95,14 pM. Cac hop chat con lai khdng thé
hién kha nang trc ché sy san sinh NO véi 1Cso > 100 pM.

NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

- Pay 1a nghién ctu dau tién vé thanh phan hda hoc va hoat
tinh ac ché sy san sinh NO trén dong té bao RAW?264.7 cua 3
loai S. cerasiforme, S. bullockii, S. attopeuse.

- P& phan lap va xac dinh dwoc 2 hop chat méi tir loai
S.cerasiforme: SL1 (5,7-dihydroxy-2-isopropyl-6,8-dimethyl-4H
chromen-4-one) va SL2 (5,7-dihydroxyflavanone 7-O-p-D-(6"-O-
galloyl glucopyranoside). Ca hai hop chat ndy déu thé hién hoat tinh
t6t Vi gid tri ICso twong Gng 12 12,28 va 8,52 uM.

- P4 phan lap va xac dinh dwoc 3 hop chat méi tir loai S.
bullockii (syzybulloside A-C). Cac hop chat mai ndy déu thé hién
hoat tinh wc ché NO kha tét voi gia tri 1Cso tuong tng 1a 11,58,
13,61 va 6,93, uM. Ngoai ra, hop chit SP4 ciing thé hién hoat tinh
trc ché NO tét véi 1Csp = 7,09 pM.

- P4 phan lap va xac dinh dwogc 4 hop chat méi tur loai S.
attopeuense (Syzyceroside A-D). Trong d6 3 hop chit SAl
(syzyceroside A), SA2 (syzyceroside B), SA3 (syzyceroside C) thé
hién hoat tinh trung binh con SA4 (syzyceroside D) khong thé hign
hoat tinh wc ché su san sinh NO.
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