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GIOI THIEU LUAN AN

Theo T chtc Y té thé giéi (WHO) c6 khoang 7,6 triéu ngudi chét
hang ndm vi ¢in bénh ung thu, dién hinh Ia cac nhém bénh ung thu phdi,
ung thur gan, ung thu dai tryc trang, ung thu vii, ung thu ¢6 tir cung, ung thu
da day, ung thu tién liét tuyén, da chiém t6i hon 13% sb ngudi chét mdi
nam. Tinh hinh méc bénh Vva tir vong do ung thu c¢6 xu huéng ngay cang
tang. Theo udc tinh cia WHO, s6 ca tir vong do ung thur trén toan thé gioi
s& 1én dén con s6 11,8 triéu mdi ndm vao ndm 2030 [1]. O Viét Nam, qua
théng ké s6 liéu ghi nhan ung thu tai Ha Noi, Thanh phé Ho Chi Minh va
mot s6 tinh; wéc tinh mdi nam & nudc ta ¢d khoang 150 nghin bénh nhan
MGi Méc ung thur va 75 nghin nguoi chét vi ung thw; con s niy ¢6 xu husng
ngay cang gia tang [2].

Con ngudi da som biét dén viéc sir dung nhimg duoc liéu héa hoc
tir thé ky 19 dé diéu tri ung thu nhu ding potassium arsenite dé diéu tri bénh
bach cau tiry dén tan nhitng nam 1930 [3]. Bén nay, rat nhiéu hop chat thién
nhién va cac san pham dugc tong hop, béan téng hop tir cac hop chét tu
nhién di duoc str dung mot cach hiéu qua trong viée diéu tri, phong ngira
bénh ung thu va cac bénh tat khac gitip con ngudi chdng lai bénh tat, nang
cao stic khoe cong dong. Hang loat thudc chira tri ung thur st dung cac hoat
chét duoc phan I4p tir ty nhién nhu nhom cac hop chat paclitaxel (Taxol®)
la mot diterpenoid dugc phén lap tir loai Thong do Taxus brevifolia
(Taxaceae) hay mot sb hop chat khac podophyllotoxin, camptothecin,
berbamine, beta-lapachone, acid betulinic, colchicine, curcumin,
daphnoretin, ellipticine. .. va dan xuét ban tdng hop cua ching vinflunine,
docetaxel (Taxotere®), ...[4,5].

Viét Nam la mot nude Dong Nam A, thuge khu vuc khi hau nhiét
doi gié mua ¢ hai moa rd rét thay doi theo dia hinh, mua nhiéu, d6 am
twong dbi cao 1a diéu kién thuan loi dé thuc vat phét trién. Vi vay, Viét Nam
c6 mét hé thuc vat phong phu va da dang véi trén 12.000 loai, trong d6 co
trén 3.200 loai thuc vat duoc st dung 1am thude trong Y hoc dén gian; mo
ra tiém nang 16n vé viéc nghién ciu vé cac hop chit tu nhién tir cac loai



thuc vat caa Viét Nam [6].

Trong khudn khé dir &n Hop tac Qudc té Phép - Viét “Nghién ciu
hoa thuc vat cua tham thyc vat Viét Nam”; mot sb loai Myrsine va
Oligoceras cua Viét Nam da duoc thu héi va thir hoat tinh so bo. Két qua
cho thay dich chiét EtOAC cuia qua cay Myrsine semiserrata Wall. c6 kha
ning tc ché 57,19% té bao ung thu biéu md KB & ndng d6 1 pug/mL. Dich
chiét EtOAC cua qua cay Oligoceras eberhardtii Gagnep. c6 kha ning e
ché 37,66% té bao KB ¢ ndng do 1,0 pg/mL. Cho dén nay chua c6 cong
trinh trong nudc hay quéc té nao nghién ciru vé thanh phan héa hoc ciing
nhu hoat tinh sinh hoc cua hai loai Myrsine semiserrata va Oligoceras
eberhardtii nay.

Xuét phét tir nhing luan diém trén, nghién ctru sinh d Iya chon dé
tai “Nghién ciru thanh phan héa hoc va hoat tinh sinh hoc ciia cdy xay
ring nhon (Myrsine semiserrata Wall.) va ciy ban gidc (Oligoceras
eberhardtii Gagnep.)”.

Muc tiéu ciia luin an:

- Xéc dinh duoc thanh phan hoa hoc ciia loai Myrsine semiserrata va
Oligoceras eberhardtii & Viét Nam.

- Panh gia dugc hoat tinh giy doc t bao ung thu va hoat tinh khang
vi sinh vat kiém dinh ctia cac hop chét phan 1ap duoc nham tim kiém cac
hop chat c6 hoat tinh sinh hoc, 1am co s& khoa hoc cho cac nghién ciru tmg
dung tiép theo dé tao ra san phdm chim soc strc khoe cho cong dong.

Néi dung ciia ludn 4n bao gom:

1. Phan 1ap va xé4c dinh cu trac hda hoc cac hop chét tir loai Myrsine
semiserrata va Oligoceras eberhardtii

2. Panh gia hoat tinh gay doc té bao ung thu va hoat tinh khang vi
sinh vat kiém dinh ctia cac hop chit phan 1ap duoc.

3. Str dung phuong phap mé phong nguyén tir nhdm tim kiém cac
chét trc ché GSK-3f tiém ning tir cac hop chat phan 1ap duoc.



CHUONG 1. TONG QUAN
1.1. Giéi thigu vé dic diém thwc vat caa chi Myrsine va chi
Oligoceras
1.1.1. Pdc diém thuc vit ciia chi Myrsine
1.1.2. Pdc diém thwce vit ciia chi Oligoceras
1.2. Téng quan C4C nghién ciru vé thanh phin héa hoc va hoat tinh
sinh hoc chi Myrsine va chi Oligoceras
1.2.1. Cac nghién ciru vé thanh phan hoéa hec ciia chi Myrsine
1.2.1.1. Céc hop chat flavonoid tir chi Myrsine
1.2.1.2. Céc hop chdt triterpenoid va saponin tir chi Myrsine
1.2.1.3. C4c dan xudt cua arbutin tir chi Myrsine
1.2.1.4. Céc hop chdt megastigmane glycoside tiz chi Myrsine
1.2.1.5. Céc thanh phan khdc tir chi Myrsine
1.2.2. C4c nghién cizu vé hogt tinh sinh hec ciia chi Myrsine
1.2.2.1. Hoat tinh gdy doc té bao ung thir
1.2.2.2. Hogt tinh khang vi sinh vt kiém dinh
1.2.2.3. Hoqt tinh kh&ng viém
1.2.2.4. Hogt tinh chang oxi hoa
1.2.2.5. Cac hoat tinh khac
1.2.3. Cac nghién cizu vé thanh phan hda hec va hoat tinh sinh hec
cia chi Oligoceras
1.3. Tong quan vé loai Myrsine semiserrata Wall. va Oligoceras
eberhardtii Gagnep.
1.3.1. Téng quan vé loai Myrsine semiserrata Wall.
1.3.2. Téng quan vé lodi Oligoceras eberhardtii Gagnep.
1.4. Toéng quan vé md hinh nghién ctru phat trién thudc sir dung
cic phuong phap mo phéng phan tir
1.4.1. Gidi thi¢u chung
1.4.2. Tong quan mé hinh sang loc do tim kiém hoat chit tiém néing
phit trién thuéc



4

1.4.3. Tong quan phwong phdp mé phéng lip ghép phin ti
(Docking phdn tiy)
1.4.4. Tong quan phwong phdp mé phéng dong luc hoc phén tie
1.4.5. Théng tin chung vé enzyme GSK-3

CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Poi twgng nghién ciru
2.1.1. Cay xdng rang nhon (Myrsine semiserrata Wall.)
2.1.2. Cay ban gidc (Oligoceras eberhardtii Gagnep.)
2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. Phwong phdp phan lgp cdc hop chit
2.2.2. Phuirong phdp xdc dinh céu triic cdc hop chit
2.2.2.1. Phé khoi heong (MS)
2.2.2.2. Phé khoi luong phdn gidi cao (HR-ESI-MS)
2.2.2.3. Phé céng huong tir hat nhdn (NMR)
2.2.2.4. B¢ quay cuc
2.2.2.5. Phuong phap xac dinh duong
2.2.3. Phwong phdp danh gia hoat tinh sinh hoc
2.2.3.1. Phuong phdp thir hoat tinh gdy doc té bao ung thir
2.2.3.2. Phuong phdp dénh gid hoat tinh khéng vi sinh vét kiém dinh
2.2.4. Phuwong phap docking phan tir

CHUONG 3. THU'C NGHIEM VA KET QUA

3.1. Phan lap cac hop chit tir cAy xay ring nhon (M. semiserrata)
va ciy ban giac (O. eberhardtii)
3.1.1. Phén Igp cdc hop chit tiv cdy xay ring nhon (M. semiserrata)



Phiin trén mit dit cia Myrsine semiserrata (1,08 kg)l

[rEme————
iée b e

5x3Lx3h

Dich chiét Me{H thé (125,0 g)

Chidt bin hnt
CH.CL, BIOAC

[msh g230)] [Mspess] [ M5 02w |

CH,Cl/MeOH
(501, viv)

[x

n-hexane/EiOA
n-hexane/EtOAC (5-100% EtOAc trong 5:‘""1“"‘ Sephadex CH,Cl/Et0AC Sephadex LH-20, McOH
(5-100% EtOAC n-hexanc) MeOH LH-20 100% EtOAc trong CH,Cly)
trong n-hex: MeOH
"—htxu"f EtOAc| CH,CL/MeOH (85/15, viv)
©Lvh) F5.2 21,0 mg)| [F5.5 (25,0 mg) lrm (35,0 mgi lF7.x(|9,n mg)l lF7.9(lx.ﬂ mg)] sptadex acetic acid 0.1%
[1-hexane/EtOAc | n-hexane/acetone CH,Cly/EtOAC CHCL/EIOAC oy o jacetone| MeOH
(85/15, viv) 812, vV (812, viv) (713, vivy (753, viv)
-hexane/E1OAC n-hexane/EOAC 4.7 Mg g

(2071, viv) (95/5, vIv)

6.5 mg 43 mg

5.6mg 45mg

CH,Cly/acetone

,Cly i) CHCL/MeOH (872, viv)
(73, vv) o

etone (713,
¢ acid 0,1% acetic acid 0.2%

62mg  SAmg

Hinh 3.1. So db phan lap cac hop chit tir loai xay rang nhon (M.
semiserrata)
3.1.2. Phén ldp cdc hop chit tie mdu cdy ban gidc (O. eberhardtii)

[ Pbin teén mat it civa Otigoceras eberhardi (1.8 ke)

[ p———
hidr

5x5Lx3h Py

‘ Dich chiét MeOH tha (225,0 g) ‘

F2.1 (25,0 mg)|

nhexane/CHCI (971, viv)y n-hexane/EOAC

(5-100% EtOAG trong n-hexane)

= ¢ ¢ 5.3 mg

seomg  [B7ase ]

CHLCL/EOAC
(5-100% EiOA trong

tOAC @1 Vv
o

Sephadex
LH-20
MeOH

56ms 41 meg

n-hexane/CHLCly
Q0T viy

[F3.7.2 @2my)]
cetone (3/1, un# CHACL/MeOH.

n-hexane/CH
A0/, vy

mg

48mg S52mg

Hinh 3.2. So db phan 1ap c&c hop chét tir cay ban giac (O. eberhardtii)
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3.2. Thong s6 vat Iy va dir ligu phd ciaa cac hep chit phan lap
3.2.1. Thong so6 vit Iy va dir ligu pho ciia cdc hop chit phéan lgp dwoc tir
cdy xay rang nhon (M. semiserrata)
3.2.2. Théng sé vat Iy va dir ligu phé ciia cdc hop chit phéin lip dwoc tiv
cdy ban gidc (0. eberhardtii)
3.3. Két qua thir hoat tinh cia cac hep chat phan lap tir loai M.
semiserrata va O. eberhardtii
3.3.1. Hoat tinh trc ché giy dpc té bao ciia cdc hop chit phén Igp tir 103
M. semiserrata va O. eberhardtii

Cac phép thir hoat tinh gdy doc té bao duoc thyc hién theo phuong phap duoc
md ta trong muc 2.2.3.1. Cac hop chdt MS1-MS14 phan lap tir M. semiserrata va
OE1-OE18 phén ldp tir O. eberhardtii duoc thir hoat tinh gdy doc t& bao in vitro trén
4 dong té bao ung thu & ngudi: ung thu phdi (A-549), ung thu gan (HepG2), ung thu
VUi (MCF-7), ung thu biéu md (KB). Két qua thir hoat tinh thé hién & bang 4.31.
3.3.2. Sir dung mé phéng lip ghép phan tiv dw dodn co ché irc ché GSK-
3p ciia cdc hoat chit tiém ning phén lip tiv O. eberhardtii

Str dung phuong phap docking phén tir (Iip ghép phén tir) va tinh toan dong
Ture phén tir theo mo t & 2.2.4 dé xéc dinh tur thé lién két va 4i Iuc gin két ciia cac hop chét
chét phan Iap duge OE1—OE18 voi GSK-38, dong thoi mo phong hoat dong cia phiic
chét trc ché GSK-34+ trong dung dich. Két qua duoc thé hién trong bang 4.32-4.39.
3.3.3. Két qud thir hoat tinh khéng vi sinh vit kiém dinh ciia cdc hop chit
phan lgp tir M. semiserrata va O. eberhardtii

Cac hop chat phan 1ap MS1-MS14 va OE1-OE18 da duoc danh gid
kha ning khang cac ching vi sinh vét kiém dinh chuan qudc t¢ ATCC dya
trén phuong phap pha lodng da ndng d6 nhu mé ta & muc 2.2.3.2. Két qua
thir nghiém dugc thé hién & bang 4.40.

CHUONG 4. THAO LUAN KET QUA

4.1. Xac dinh céu triic cic hop chit phan lap
4.1.1. Xdc dinh céu tric cic hop chit phén ldp tiv cdy xay rang nhon (M.
semiserrata)
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4.1.1.1. Hopchdt MS1: Myrsineoside A (3-O-a-L-arabinopyranosyl juglangenin A) (chat mai)

30 29

MS1 Juglangenin A
Hinh 4.1. Cau trdc hda hoc cua hop chat MS1 va hop chit tham khao

Hop chit MS1 thu duoc dudi dang chat bot mau tring, géc quay cuc 1a
[o]5" +17,9 (c 0,24, MeOH). Trén phé khéi phan giai cao HR-ESI-MS ctia hop
chat MS1 xuit hién pic ion gia phan tir tai m/z 611,3718 [M + K]* (tinh toan ly
thuyét cho cong thic phan tir 1a CasHssOsK* m/z 611,3708) cho phép xac dinh
cong thirc phan tir cia MS1 12 CasHssOs (vGi d6 bat bdo hoa A = 8). Trén phd
hong ngoai cia MS1 cho thay dinh hép thu ciia lién két doi C=C ¢ 1638 cm”,
1559 cm va nhém hydroxyl & 3441 cm™.

Trén phd H NMR cta MS1 xuét hién tin hiéu singlet ctia tam nhom methyl
tai on 0,90 (3H, s, H-30), 0,92 (3H, s, H-24), 0,93 (3H, s, H-28), 0,94 (3H, s, H-
29), 1,09 (3H, s, H-27), 1,14 (3H, s, H-23), 1,19 (3H, s, H-26) va 1,26 (3H, s, H-
25), cling tin hiéu cua hai proton olefin tai éu 5,73 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-11) va
5,60 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-12). Bén canh d6 tin hiéu ctia hai proton oxymethine
duoc xac dinh tai 0w 4,17 (1H, t, J = 3,0 Hz, H-1) va 3,69 (1H, dd, J = 4,8, 12,0
Hz, H-3) va c6 sy xuét hién tin hiéu chdng chéo & ving aliphatic (Jn 3,52 — 3,86
ppm). Tin hiéu cta hai proton olefin tai on 5,73 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-11) va 5,60
(1H, d, 3= 6,0 Hz, H-12) véi hing sb tuong tac J = 6,0 Hz cling véi tin hiéu cua 4
carbon olefin tai & 118,3 (C-11), 121,7 (C-12), 149,1 (C-13), 151,5 (C-9) trén phd
13C NMR cho phép xéc dinh s hién dién ctia mot hé diene lién hop. Ngoai ra, phd
'H NMR cua MS1 con cho théy su xudt hién tin hiéu ctia mot proton anomer tai
on4,31 (1H, d, J = 6,6 Hz, H-1') cting cac tin hiéu khac cua 3 nhém oxymethin tai
Sn 3,52 (1H, m, H-3), dn 3,54 (1H, dd, J = 3,0; 12,2 Hz, H, -5Y), on 3,58 (1H, dd,
J=6,6; 8,4 Hz, H-2), on 3,82 (1H, m, H-4") va va 1 nhém oxymethylene tai o
3,86 (1H, dd, J = 2,5; 12,2 Hz, Hy-5"). Phan tich phé 13C NMR va DEPT véi su hd
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tro cia twong tac HSQC ctia MS1 cho thiy sy xuét hién tin hiéu ciia 35 nguyén tir
carbon trong d6 30 nguyén tir carbon duoc gan cho phan aglycone va cac tin hidu
cho thanh phan dudng duoc tao thanh tir mot don vi duong c6 5 carbon. Cu thé 1a
¢o tin hiéu cua 8 nhdm methyl tai dc 16,9 (C-24), 20,7 (C-27), 21,9 (C-26), 24,1
(C-29), 26,4 (C-25), 28,7 (C-23), 29,3 (C-28), 33,7 (C-30), 8 nhdm methylene tai
oc 18,5 (C-6), 26,8 (C-15), 28,1 (C-16), 32,9 (C-7), 33,2 (C-2), 35,6 (C-21), 38,1
(C-22), 48,1 (C-19),1 nhom oxymethylene tai dc 66,5 (C-5'), 6 nhdm oxymethin
tai oc 74,2 (C-1), 85,3 (C-3), 107,4 (C-1), 72,9 (C-2), 74,4 (C-3'), 69,6 (C-4), 2
nhém methine sp? tai dc 118,3 (C-11), 121,7 (C-12), 2 nhém methine sp3 tai dc
45,9 (C-5), 47,1 (C-18)va 8 carbon khong lién két truc tiép voi hydro. Tir céc dit
liéu trén cting voi gia tri ctia cac hang sb tuong tac J (Jr>= 6,6 Hz, J23 = 8,4 H2)
cho phép du doan su c6 mit ciia mot gde dudng a-arabinopyranose [123, 124].

.
HO—M ) .2 23 — COSY
X HMBC

Hinh 4.10. Céc tuong tac chinh trén phé HMBC, COSY cua hop chat MS1

Céc lién két truc tiép giita cac proton va carbon caa MS1 duoc x4c dinh
dua trén viéc phan tich phd HSQC. Trén phé COSY cua MS1 quan sat thay su
hién dién cua bay hé tuwong tac spin — spin cta cic proton canh nhau dugc danh
dAu bang cac dudng dam trong hinh 4.10 bao gdm H-1'/H-2"/H-3/H-4'/CH2-5', H-
1/CH,-2/H-3, H-5/CH.-6/CH.,-7, H-11/H-12, CH,-15/CH.-16, H-18/CH,-19 va
CH,-21/CH-22. Tir céc dir liéu phd NMR thu dugc cia MS1 va cac phan tich
trén goi y hop chat MS1 Ia mét triterpenoid c6 khung oleanane turong tw nhu hop
cht da biét juglangenin A [125]. Vi tri ciia don vi dudng dugc xac dinh dya trén
phé HMBC giita tuong tac H-1' caa gde duong (0w 4,31) vai C-3 (dc 85,3) cua
phin oleanane aglycon, diéu ndy cho phép ta xac dinh vi tri cua gbc dudng duoc
dinh tai C-3 (Hinh 4.10).



Bén canh d6 trén phd HMBC cho thiy twong tac giita Me-23 (641,14) va
Me-24 (&4 0,92) v6i C-3 (& 85,3), C-4 (& 40,4), C-5 (& 45,9) chi ra rang hai
nhém methyl nay duogc gan vao C-4. Tuong tac HMBC gitra Me-25 (S 1,28) voi
C-1 (& 74,2), C-5 (o 45,9), C-10 (¢ 45,7), va C-9 (& 151,5); gitra Me-26 (o
1,19) voi C-8 (& 43,7), C-9 (& 151,5) va C-14 (& 42,1); gitra Me-27 (64 1,09)
voi C-8 (¢ 43,7), C-13 (&c 149,1), C-14 (&c 42,1) va C-15 (& 26,8); gitta Me-28
(640,93) voi C-16 (&c 28,1), C-17 (& 33,2), C-18 (& 47,1) va C-22 (&c 38,1) cho
phép xac dinh vi tri ctia bdn nhém methyl duoc dinh tryc tiép 1an luot tai C-10, C-
8, C-14 va C-17 cta phan oleanane aglycon (Hinh 4.10). Tuong tic giita proton
cua nhom Me-29 (64 0,94) va Me-30 (6 0,90) voi C-19 (&c 48,1), C-20 (o 31,9)
va C-21 (& 35,6) va su twong tac 1an nhau cua 2 nhom methyl nay cho phép xac
dinh vi tri ctia hai nhom methyl duoc gén tai C-20. Ngoai ra, trén phé) HMBC con
quan sat dugc sy tuong tac xa gitra H-11 (&4 5,73), H-12 (&4 5,60), Me-25 (S
1,26), Me-26 (&4 1,19) dén C-9 (& 151,5), va tir H-11 (&4 5,73) va Me — 27 (&4
1,09) dén C-11 (& 24,1) cho phép xéc dinh khung olean-9(11),12-diene cia MS1.

L-Arabinose @

# "\ NOESY

Hinh 4.12. Cac tuong tic NOESY chinh cua hop chat MS1

Cau hinh tuong ddi ciia hop chit MS1 dugc xac dinh dua trén cac gia tri
hing s6 tuong tac va phd NOESY. Trén phd NOESY xuét hién tin hiéu tuong tac
gitta H-1 (6w 4,17) va H-11 (on 5,73)/Me-25 (0n 1,26), gitta Me-24 (51 0,92) va
Me-25 (dn 1,26), tir d6 két luan H-1 dinh huéng £. Proton & vi tri C-3 dinh hudng
a dugc xac dinh bang tuong téc trén phé NOESY cua H-3 (dx 3,69) va Me-23 (0
1,14). Thém nita, sy phan tach cia H-1 (t, J = 3,0 Hz) va H-3 (dd, J = 4,8; 12,0
Hz) cang khang dinh 16 nhém hydroxy & C-1 va nhom O-glycoside & C-3 dinh
huéng lan luot 14 o Va S,



10

Phan tich céc twong tac trén phd NOESY ciia MS1 cho thiy tuong tic gitta
H,-3/H-3'va H-1' goi y proton tai vi tri C-1' dinh hudng o.. Bén canh d6 khi so sanh do
dich chuyén hoa hoc tai C-3 (Jc 85,3) ctia MS1 (c6 su chuyén dich ra trudng thip) so
vai gia tri phd °C NMR tai 73,0 (C-3) ciia juglangenin A [125] cho thay su phit hop
cta nhom O-glycoside & vi tri C-3 trong MSL. Tir nhitng théng tin trén cho thiy ciu
triic hop chat MS1 twong tu nhu juglangenin A, ngoai trir sy xuét hién ctia mot don vi
duong trong MS1 thay vi nhém OH & C-3 trong juglangenin A.
Bang 4.1. Sb liéu phdo NMR ciia MS1 va hop chat tham khao

oHPC (dang tin higu,

oHPC (dang tin

#s~d a,c #s-d ac
C | "oc dc J = Hz) C | 7dc"| oc higu, J = H)
1,09 (m)
11728 | 74,2 4,17 (t, 3,0) 19 1 46,7 | 481 172 (m)
2,04 (m)
2 1317|332 2,22 (m) 20 131,11 31,9 -
_ 1,15 (m)
31730 853 3,69 (dd, 4,8;12,0) i 21 : 34,6 | 35,6 1,40 m)
1,31 (m)
4 1390 | 40,4 - 22 {370 381 1’52 (m)
5 1443 | 459 1,49 (m) 2312871 287 1,14 (s)
1,59 (m)
6 {174 | 185 1.70 (m) 24 1156 | 16,9 0,92 (s)
1,40 (br ddd, 2,4;
741324 ¢ 329 2,4;15,0) 25 1257 264 1,26 (s)
1,76 (m)
8 1425 1 43,7 - 26 12101 21,9 1,19 (s)
9 1150,31 1515 - 27 120,31 20,7 1,09 (s)
10{ 45,0 | 45,7 - 28 128,21 29,3 0,93 (s)
111117,01 1183 5,73 (d, 6,0) 29 123,71 24,1 0,94 (s)
12 1119,9 1 121,7 5,60 (d, 6,0) 30 {33,211 33,7 0,90 (s)
131149,0 1 149,1 - Ara
141 40,7 | 42,1 - 1 107,4 4,31 (d, 6,6)
1,09 (m) , .
15¢ 25,6 | 26,8 1,92 (m) 2 72,9 | 3,58 (dd, 6,6; 8,4)
0,91 (m) ,
16§ 27,0 | 28,1 2,06 (M) 3 74,4 3,52 (m)
17 1 32,2 ¢ 33,3 - 4 69,6 3,82 (m)
181 458 | 471 2,19 (m) 5 66,5 | 204 (dd, 3.0,12.2)

3,86 (dd, 2,5; 12,2)
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2150MHyz, %600 MHz, “CD50D, 4100 MHz, *dc. S6 liéu ciia juglangenin A do trong CDCl3 [125].
Tién hanh thity phan hop chat MS1 trong méi truong HCI dé thu duoc dudng
don. Nhom dudng trong MS1 dugce xac dinh 1a L-arabinose véi goc quay cuc [a]*p
= +102 (c 0,1, H;0) va hé s Rf = 0,53 phu hop véi gia tri goc quay cuc riéng ctia
duong L-arabinose trén c4c tai liéu da cong b trudc d6 [123,124] va so sanh trén ban
moéng TLC cia dudng L-arabinose chuan. Tir tat ca nhiing phan tich dit liéu pho trén
cho phép xéc dinh duoc céu tric cua hop chat MS1 13 3-O-a-L- arabinopyranosyl
juglangenin A, dy 12 hop chit méi va duoc dit tén riéng la myrsineoside A.
4.1.1.2. Hop chit MS2: Myrsineoside B (3-O-a-L-arabinopyranosyl castanopsol) (chcit mor)
4.1.1.3. Hop chat MS3: Myrsineoside C (3-O--D-xylopyranosyl castanopsol) (chdt méi)
4.1.1.4. Hop chdt MS4: Lupeol acetate
4.1.1.5. Hop chdt MS5: Taraxerone
4.1.1.6. Hop chdt MS6: Kazinol B
4.1.1.7. Hop chdt MST: Kazinol A
4.1.1.8. Hop chdt MS8: 4'-O-methyl-8-prenylnaringenin
4.1.1.9. Hop chdt MS9: Cucurbitacin D
4.1.1.10. Hop chdt MS10: Cucurbitacin H
4.1.1.11. Hop chdt MS11: Eclalbasaponin II
4.1.1.12. Hop chdt MS12: Spergulacin
4.1.1.13. Hop chdt MS13: Kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranoside
4.1.1.14. Hop chdt MS14: Quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside
4.1.2. Xdc dinh cdu triic cdc hop chit phin lip tiv cdy ban gidc O.
eberhardtii
4.1.2.1. Hop chdt OE1: Lupeol acetate
4.1.2.2. Hop chdt OE2: 5,7,3'-Trihydroxy-6,4'5'-trimethoxyflavone
Hop chit OE2 duoc phén 1ap dudi dang chat bot mau vang nhat. Trén
phd 'H NMR ctua OE2 xuat hién tin hiéu caa ba nhém methoxy tai on 3,89
(3H, s, 6-OCHs), 3,91 (3H, s, 4'-OCHj3), 3,96 (3H, s, 5'-OCHs) cung bén
nhom methine sp? tai Jw 6,59 (1H, s, H-8), 6,65 (1H, s, H-3), 7,09 (1H, d, J
= 2,4 Hz, H-2"), 7,13 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-6").
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Hinh 4.50. Cau tric hoa hoc va cac tuong tac chinh trén phd HMBC,
COSY cua hop chat OE2
Bang 4.15. S6 liéu pho NMR cuia hop chat OE2 va hop chét tham khao

C =k 9 9rP* (dang tin higu, J = Hz)

2 165,7 165,7 -

3 105,1 105,1 6,65 ()

4 184,2 1843 -

4a 105,9 105,9 -

5 153,9 1540

6 132,9 1329 -

7 154,7 1547 -

8 95,4 95 4 6,59 ()

8a 158,9 1589 -

T 1278 1278 -

2 103,1 1032 7,00 (d, 2,4)

3 155,0 1551 -

g 141,2 1413 -

5 152,3 1523 -

6 108,8 1088 713 (d, 2,4)
4-OCH; 61,1 61,1 3,91 ()
5-OCHs 56,7 56,7 3,96 (5)
6-OCHs 60,9 60,9 3,89 ()

2150 MHz, 600 MHz, °CD30D, 9125 MHz, “6c cua 5,7,3'-trihydroxy-6,4',5'-
. trimethoxyflavone do trong CDsOD [139]

Pho C NMR cua OE2 cho thay su xuat hién tin hiéu cua 15 nguyén tir
carbon bao gdm mudi nguyén tir carbon thom khong lién két hydro tai dc 105,1 —
165,7, mOt nhdém carbonyl tai c 184,3 (C-4), hai carbon methine sp? tai dc 95,4 (C-
8) ctia vong A, dc 105,1 (C-3) ctia vong C va hai carbon methine ctia vong B tai dc
103,2 (C-2') va 108,8 (C-6'). Tir cAc dit liéu phd & trén goi y OE2 1a mot flavone.
Thém nita, trén phd COSY khong quan sat thiy cac hé turong téc spin — spin ctia Cac
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proton canh nhau nao, dong thai, trén phd HMBC xuét hién cac trong tac ciia H-3
(61 6,65) voi C-2 (dc 165,7), C-4 (6c 184,3), C-4a (6¢ 105,9); H-8 (d1 6,59) vai C-6
(0c 132)9), C-7 (5c 154,7), C-8a (dc 158,9), C-4a (dc 105,9); H-2' (o 7,09) véi C-2
(0c165,7), C-3' (0c 155,1), C-4' (6c 141,3) va C-6' (6c 108,8); H-6' (o 7,13) voi C-2
(0c165,7), C-4' (¢ 141,3), C-5' (0c 152,3) khéng dinh vi trf ciia cic carbon C-3, C-
8, C-2', C-6' tuong tmg, Ngoai ra vi tri cia cac nhém methoxy 4'-OCHjz, 5-OCHj,
6-OCHjs tai C-4', C-5', C-6 dugc gan dya trén co sd quan sat dugc cac tuong tac
HMBC tir cac proton cuia cac nhom methoxy 4-OCHjs véi C-4',5-OCHz voi C-5'
va6-OCHj3 voi C-6. So sanh s6 liéu phd cia OE2 voi tai lidu da cong bd trude do
vé hop chét 5,7,3"-trihydroxy-6,4' 5'-trimethoxyflavone [139] cho thiy phit hop &
tat ca cac vi tri. Nhu vdy c6 thé khang dinh OE2 la 5,7,3-trihydroxy-6,4'5'-
trimethoxyflavone.

4.1.2.3. Hop chdt OE3: 5,7,2' 5'-tetrahydroxy-6,3',4'- trimethoxyflavone
4.1.2.4. Hop chdt OE4: Dehydrovomifoliol

4.1.2.5. Hop chdt OE5: Protocatechuic acid

4.1.2.6. Hop chdt OE6: Chrysocriol-7-O-f-D-glucopyranoside

4.1.2.7. Hop chdt OET: 7Z-roseoside

4.1.2.8. Hop chdt OES: 5,7,3"-trihydroxy-6,4", 5"- trimethoxyflavanone
4.1.2.9. Hop chdt OE9: Lup-20(29)-ene

4.1.2.10. Hop chdt OE10: 23-deoxojessic acid

4.1.2.11. Hop chdt OE11: Cucurbitacin F

4.1.2.12. Hop chdt OE12: 3-(B-D-glucosyloxy)-16a,23a-epoxycucurbita-
5,24-diene-11-one

4.1.2.13. Hop chdt OE13: Lupeol

4.1.2.14. Hop chat OE14: 3-(E)-Coumaroyltaraxerol

4.1.2.15. Hop chat OE15: 4"-O-methyl-8-prenylnaringenin

4.1.2.16. Hop chdt OE16: 6,7,8-trimethoxycoumarin

4.1.2.17. Hop chdt OE17: 3-hydroxy-4-methoxybenzoic acid

4.1.2.18. Hop chat OE18: Vomifoliol

4.1.3. Két qud phén ldp cdc hop chit (MS1-MS14, OE1-OE18) tir loai M.
semiserrata va O. eberhardtii
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MS2: R = arabinopyranosyl: 3-O-f-D-arabinopyranosyl castanopsel (mdi)

MS3: R = xylopyranosyl: 3-0-f-D-xylopyranosyl castanopsol (mdi)

MS4: Lupeol acetate MSS5: Taraxerone  HO MS6: Kazinol B MS7: Kazinol A

O\
HO 0
) HO,
(o)
OH o

MS8: 4'-O-methyl-8-prenylnaringenin MS9: Cucurbitacin D MS10: Cucurbitacin H

MS11: Eclalbasaponin I MS12: Spergulacin MS13: R =H: Kaempferol 3-0-a—
-L-rhamnopyranoside

MS14: R = OH: Quercitrin

Hinh 4.70. Céc hop chat MS1-MS14 phan lap tir M. semiserrata



OE4: R = COCHj3: Dehydrovomifoliol OES: R = H: Protocatechuic acid
OEI18: R = CH(OH)CHj: Vomifoliol ~OE17: R = CHj: 3-hydroxy-4-
OE1: R = CH3COO: Lupeol acctate Ry R, Ry ? e Do Y
methoxybenzoic acid
OEY: R = H: Lup-20(29)-ene OE2: H H  CH;
OE13: R = OH: Lupeol OE3: OH CH; H
OE2: 5,7,3"-trihydroxy-6,4',5'-trimethoxyflavone OH
OE3: 5,7,2',5"-tetrahydroxy-6,3',4'-trimethoxyflavone

0.

HO, o _

’OII

OE7: 7Z-roseoside OE8: 5.7.3"-trihydroxy-
6,4',5'-trimethoxyflavanone

OE6: Chrysacriol 7 O -f-
D glucopyranoside

OH

4 (o] (6]
- H HO'
COOH HO
o OHyy
OE10: 23-deoxojessic acid OE11: Cucurbitacin F

OE12: 3f-(f-D-glucosyloxy)-16a.23u
-epoxycucurbita-5,24-diene-| 1-one

o o
- X
HO 0w
o 0" o
RN
OH ©

OE14: 3-(E)-Coumaroyltaraxerol OEI15: 4'-O-methyl-8-prenylnaringenin ~ OE16: 6,7,8-trimethoxycoumarine

Hinh 4.71. Céc hop chat OE1-OE18 phan lap tir O. eberhardtii

4.2. Panh gia hoat tinh sinh hoc cac hop chat phan lap dwoc tir M.
semiserrata va O. eberhardtii
4.2.1. Hoat tinh gdy déc té bao ciia cdc hop chit phan lap tic M. semiserrata
va O. eberhardtii

Két qua danh gia hoat tinh gay doc té bao i in vitro ctia cac hop chit phén lép
tir M. semiserrata va O. eberhardtii trén 4 dong té bao ung thu & nguoi gdm: ung
thu phoi (A549), ung thu gan (HepG2), ung thu va (MCF-7), ung thu biéu m6 (KB)
(Bang 4.31) cho thay: Hop chat cucurbitacin D (MS9) phan 14p tir M. semiserrata
thé hién kha ning gy doc t& bao manh déi véi dong ung thu KB, HepG2, MCF-7
voi gia tri ICs tong tmg 1a 2,05 + 0,05; 2,32 + 0,07; 5,45 + 0,15 uM trong khi




cucurbitacin H (MS10) chi thé hién kha ning gay doc té bao manh v6i dong ung thu

bicu mo (ICs = 6,76 +0,15).

Bang 4.31. Két qua thir hoat tinh gay doc té bao cua cac hop chat phan lap

16

tir M. semiserrata va O. eberhardtii

Miu ICso (UM)

KB HepG2 A549 MCF7

MS1 74,87 £2,27 129,82 +0,84 | 71,06 3,74 123,81 +1,92

MS2 32,80 £0,77 79,18 £1,09 23,39+2,02 73,58 £1,18

MS3 104,95 * 2,66 177,21 £0,39 4357 +1,41 192,01 +4,37

MS4 - : : -

MS5 - : : -

MS6 49,11 +2,70 61,98 £ 3,72 72,22 £0,15 196,53 = 5,07

MS7 - - - -

MS8 137,65 = 2,90 - - -

MS9 2,05 0,05 2,32 +0,07 72,38 + 3,44 5,45 +0,15
MS10 6,76 £ 0,15 11,21 £ 0,34 185,12+ 1,04 37,56 £1,22
MS13 - - - -
MS14 - - - -

OE1 - - - -

OE2 - - - -

OE3 142,84 + 8,08 196,03 +£3,48 | 157,66 £2,15 | 197,58 + 3,96
OE6 - - - -

OES8 - - - -

OE9 - - - -
OE12 41,32 +2,13 36,42 £1,84 38,34 +1,28 102,32 + 1,60
OE13 122,18 £ 3,46 160,51 +£1,74 | 101,54 £2,35 | 140,79 £2,55
OE14 - - - -
OE15 - - - -

Ellipticine” 1,78 +0,02 1,75+ 0,02 1,75 +0,02 1,78 £0,02

(*): Chat doi chimg, (-): Cdc chdt cé ICso > 200 pM
IMS10 thé hién hoat tinh gay doc té bao & mirc trung binh v6i hai dong HepG2
(ICs=11,21+0,34) vd MCF7 (ICs = 37,56 + 1,22 uM). Ca hai hop chét ndy thé hién
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iy doc yéu ddi voi dong té bao A549. Hai hop chat méi myrsineoside B (MS2) va
myrsineoside C (MS3) ciing thé hién kha ning gy doc té bao & mirc trung binh dbi
voi dong té bao A549 1an lugt & céc gia tri [Cso trong tmg 14 23,39 + 2,02 va 43,57 £
1,41 pM trong khi d6 chiing thé hién gay doc yéu hon d6i véi cac dong té bao HepG2
va MCF7. Bén canh d6 hop chat méi MS2 con thé hién kha ning gy doc t& bao trung
binh dong ung thu biéu mé véi gié tri ICs 12 32,80 + 0,77 M trong khi MS3 thé hién gy
ddc & bao yéu & dong té bao ung thu nay. Ngodi ra, két qua & bang 4.31 con cho thay hop
cht méi myrsineoside A (MS1) va hai hop chét da biét Kazinol B (MS6), 4-O-methyl-8-
prenylnaringenin (MS8) ciing c6 biéu hién gay ddc té bao yéu véi bon dong té bao ung thur
thir nghiém trén trong khi céc chét con lai (MS4, MS5, MS7, MS13, MS14) phan I4p tir
M. semiserrata khong gay doc vai céc dong té bao ung thur thir nghiém.

Hop chit 3p-(8-D-glucosyloxy)-16a,23a-epoxycucurbita-5,24-diene-11-
one (OE12) phan lap tir O.eberhardtii thé hién hoat tinh gay doc té bao & mirc do
trung binh véi ba dong ung thu biéu mo, ung thur gan va ung thu phdi véi cac gia tri
ICsp tuong tmg 1a 41,32 + 2,13; 36,42 + 1,84 va 38,34 + 1,28 uM so véi chét dbi
chiig duong ellipticine (ICso = 1,78 uM), bén canh d6 hai hop chét lupeol (OE13)
va 5,7,2' 5-tetrahydroxy-6,3' 4-trimethoxyflavone (OE3) thé hién hoat tinh gy doc
yéu voi ca 4 dong té bao ung thur thir nghiém véi gia trj ICso trong khoang 101,54-
197,58 uM. Cac hop chét con lai khong thé hién hoat tinh gay doc & cc nong do
nghién ciru trén ca 4 dong té bao ung thu thir nghiém.

Cac hop chit phan lap tir M. semiserrata c6 hoat tinh tot déu Ia cac
triterpenoid. Hai hop chat MS9, MS10 c6 khung cucurbitacin thé hién hoat tinh tt
hon so véi cac saponin méi co khung oleanane MS1, MS2 va MS3. Hoat tinh gay
doc té bao ung thu ciia hop chat cucurbitacin D d4 dugc nghién ctru rat nhiéu tir dau
thé ki XX, chu yéu duoc phan lap tir ho Cucurbitaceae, cac hoat tinh chéng ung thu
biéu hién manh trén cac dong té bao khac nhau nhur ung thu via, phéi, gan, tir cung,
tuyén tuy, ...[157]. Dicu thi vi 1a hop chat cucurbitacin D (MS9) lan dau tién dugc
phan 1ap tir loai M. semiserrata c6 biéu hién tic ché té bao ung thur vii va ung thur
gan manh hon nhiéu so véi cucurbitacin D phan 1ap tir loai Cucumis prophetarum
(ICso: 26,7 uM (MCF-7), 5,0 uM (HepG2)) [158]. Ddi vdi cucurbitacin H thi ¢6 it
nghién ciru vé hoat tinh gay doc té bao, chi c6 mot nghién ciru gan day nim 2020
cta nhém tic gia Neha Kapoor va céc cong sur cho thiy cucurbitacin H 1a mot trong
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nhiing thanh phan ctia thude ¢6 thé chong lai SARS-CoV-2 [159]. Diéu do cho thiy

trong nghién ctru hién tai ciia NCS, cucurbitacin H (MS10) tach tir M. semiserrata

¢6 hoat tinh chdng ung thu manh véi dong té bao ung thu biéu mé rat quy bau, hira

hen cho nhiing nghién ctru tiép theo trong viéc chita tri loai ung thu nay.

4.2.2. Sir dung mé phong lip ghép phén ti dw dodn co ché irc ché GSK -

3p ciia cdc hoat chit tiém ning phén lap tiv O. eberhardtii

4.2.2.1. Kiém tra sy phit hop kha ndng tinh todn ciia phién ban mVina véi 11 chat

vke ché GSK-3f dd biét

4.2.2.2. Sur dung mé hinh docking phén tiz va mé phong déng hoc phan tir

tinh todn doi véi cac chat phan ldp duoc tir O. eberhardtii

a) St dung docking phdn tir trong tinh tocn doi voi cde chdt phan Ip duoe tir O. eberhardtii
Bang 4.36. Ai luc lién két cia 18 hop chit phan lap duoc tir Oligoceras

eberhardtii dén GSK-38 (AGp,ck Kcal. mol™)

TT | Hopchit | AGpyge | TT Hop chit AGpock
1 OE1l -8,2 11 OE1l1l -7,9
2 OE2 -8,6 12 OE12 -9,4
3 OE3 -8,4 13 OE13 9,1
4 OE4 -6,5 14 OE14 -8,5
5 OE5 -6,8 15 OE15 -1,7
6 OES6 -8,7 16 OE16 -7,5
7 OE7 -6,3 17 OE1l7 -7,0
8 OES8 -5,7 18 OE18 -6,2
9 OE9 -6,4 19 indirubin-3'-monoxime -10,5
10 OE10 -8,6

Ai Iyc lién két ctia 18 hop chat phan lap tir Oligoceras eberhardtii dén GSK-
38 dugc du doan bang mVina (bang 4.36). Pic biét, nang lugng tur do lién két dao
dong tir 9,4 dén -5,7 keal. mol™, gi tri trung binh 13 -7,6 £ 0,2 kcal.mol™.

Trong 18 hop chit nay c6 hai hop chit gdm lupeol (OE13) va 34-(5-D-
glucosyloxy)-16a,23a-epoxycucurbita-5,24-diene-11-one (OE12) dugc cho 1a co
thé trc ché GSK-3 véi 4i luc lién két gan nhat véi CHEMBL365229, day la chat
thuc nghiém c6 4i lyc lién két 16n nhat. Cu thé, két qua dugc trinh bay & bang 4.37.
Dua trén cac tai liéu di cong bd trude ddy, c6 thé thay ving hoat dong ctia protein
GSK-34 dugc ciu thanh boi mdt sb amino axit quan trong gom: Ile62, Asp133,
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Val135, GIn185, Asn186, Cys199, Asp200. Trong cac nghién ciru phat trién thude,
céc chét irc ché thuong nhim t6i hinh thanh lién két véi nhimg amino axit nay nhim
ngéan chan hi€u qua hoat dong ctia enzyme bﬁng cach can thi€p vao nhén dang co
chét va co ché xuc tic, cudi cting anh hudng dén chirc nang té bao va tin hiéu xudi
dong. Trong nghién ciru ndy, cdu hinh lién két gitra hai phéi tir va GSK-38 duoc
phan tich bang phan mém PyMOL [48] va dugc biéu dién trong hinh 4.74. Trong
s0 nay, hop chat OE12 tao mét lién két hydro véi amino acid Cys199 ctia GSK-34
(Bang 4.37). Cac tuong tac ky nudc khac dugc quan sat thiy do Val70, Ala83 va
Leul88 hinh thanh véi OE12. Trong khi do, Asn64, Phe67, Argl4l, Lys183 va
Asp200 13 céc amino acid tao tuong tac ky nudc véi OE13, lién két giita phdi tir va
protein dugc cing cd thém thong qua 4 lién két hydro véi cac amino axit Lys183,
GIn185, Asn186, Asp 200.
Bang 4.37. Két qua tinh toan docking cua hai hop chat tiém ning

Amino axit tham gia | Amino axit tham gia
lién ket Hydro lién ket Van der Waals

Lys183, GIn185,
1 OE12 -9,4 Asn186. Asp 200 Asn64, Phe67, Asp200

2 OE13 -9,1 Cys199 Val70, Ala83, Leul88

TT|Hop chit] AGpeu

(A)

(B)

- >~

Hinh 4.74. Cau hinh lién két gitta OE12 (A), OE13 (B) v6i GSK-38
b) Sir dung mé phong dong hec hoc phan tir tinh todn doi voi cac chat phan lgp
duoc tir O. eberhardtii
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Théng qua phuong phap hdi quy tuyén tinh, ning lwong ty do lién két du
kién cua phdi tir voi GSK-34 ¢6 thé duoc tinh nhur sau:
AGEES = 0.035 x W — 14.628
Bdng 4.38. Do thi biéu dién luc kéo gay dit gy lién két cua hai chat ic ché tigm
ning trong qua trinh di chuyén ra khoi viing lién két voi GSK-34
TT Hop chat Cong kéo

1 OE12 m 1%

P B

0 200 400 600

Time (ps)
‘ ; +

600 7

2 OE13

L | L | L 1 L
8] 200 400 600
Time (ps)

Dua trén budc danh gia voi chat thuc nghiém da thuc hién trude do, c6 thé
nhan dinh rang mé hinh FPL ¢6 kha nang tinh toan tuong d6i chinh x&c &i lyc lién két
caa phéi tir véi GSK-38. Do do, nang luong tu do lién két phdi tir cia OE12 va OE13
Vi GSK-38 da duoc danh gia bang phuong phap FPL. Cau hinh lién két caa hai hop
chat ban du duoc tinh chinh théng qua md phong MD trong thai gian 20ns. Sau 5 ns
md phong MD, phirc hé da dat dén trang théi 6n dinh (bang 4.38). Sau d6, cau hinh
lién két cudi cung cia phuc hé dugc chon 1am di lidu dau vao cho md phong FPL. B6
thi lyc gay gay dut lién két duoc ghi nhan gan gidng véi cac chét thuc nghiém trude
d6, cho thay tinh chinh xéc ciia m hinh tinh toén. C6 thé thay, huc kéo nhanh chéng
tang dén gia tri cuc dai trude khi dot ngot giam xudng bang 0. Gia trj trung binh cua
lue kéo gay dirt gay lién két va cong kéo duoc cung cap trong bang 4.37. Nang luong
tu do lién két dy doan 14 -9,87 va -10,46 kcal.mol™. K; du doan cua cAc hop chét tiém
ning OE13, OE12 lan luot 12 64,43 va 23,95 (bang 4.37).

Do thi lyc gay iy dat lién két dugc ghi nhan gan gidng véi cac chat thuc
nghiém trudc do, cho thay tinh chinh xac ciia md hinh tinh toan. C6 thé thay, luc
kéo nhanh chong ting dén gié tri cuc dai trude khi dot ngot giam xubng bang 0. Gia
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tri trung binh ciia hue kéo gay dirt gdy lién két va cong kéo duoc cung cap trong bang
4.39. Nang luong ty do lién két dy doan 13 -9,87 va -10,46 kcal.mol™. K; duy doan ctia
cé&c hop chét tiém nang OE13, OE12 lan luot 13 64,43 va 23,95 (bang 4.39).

Bang 4.39. Két qua md phong FPL cua hai hop chat tiém ning

TT| Hopchit | AGpeq AFyay w AGPre Dy dodn k;
(nM)
1 OE12 94 1653,1+23,6119,1+3,6/ -10,46 23,95
2 OE13 91 17925+31,9/11359+27 -9.87 64,43

3 Pon vi ciia nang luong: kcal. mol™

Do do, ¢6 thé 1ap luan rang hai hop chat nay c6 kha ning ngin chan chic
nang cua GSK-34. Vi cac gid tri thuc nghiém da duogc xac dinh ¢ trén véi 4 dong
té bao ung thu cho thiy ca hai hop chit OE12, OE13 déu c6 hoat tinh giy doc té
béo, trong d6 OE12 cd hoat tinh giy doc té bao & muc trung binh nhung manh
hon so v6i OE13. Biéu ndy cho thiy cac tinh toan Ii thuyét 1a hoan toan phu hop
Vai C4c gia tri thuc nghiém, c6 thé sir dung phuong phap docking phan tir va md
phong dong luc phén tirtrong viée khio sét hoat tinh ciia cAc chét phan Iap duroc tir céc loai Khéc.
4.2.3. Hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh cac hop chét phén lap tir M.
semiserrata va O. eberhardtii

Sau hop chat sach dugc phan Iap tir M. semiserrata (MS1-MS3, MS7,
MS13, MS14) va mudi mot hop chét sach dugc phén lap tir O. eberhardtii (OE1-
OE3, OE6, OES8, OE9, OE11, OE12-OE15) duoc pha loang trong DMSO ¢ dai
nong do giam dan: 256pg/ml, 128pug/ml, 64ug/ml, 32ug/ml, 16pg/ml, 8ug/ml,
4pg/ml va 2ug/ml thir hoat tinh lan luogt voi ba ching vi khuin Gram am
(Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853,
Salmonella enterica ATCC13076), ba chiing Gram dwong (Enterococcus faecalis
ATCC299212, Stapphylococus aureus ATCC25923, Bacillus cereus ATCC
14579) va mot ching nim men Candida albicans ATCC10231. Két qua thu dugc
& bang 4.39 cho thiy hau hét cac hop chit phan l4p tir loai O. eberhardtii déu khong
thé hién kha niing khang khuén ddi voi cac chung vi khuin va ndm trén, chi c6 duy
nhat OE3 (5,7,2' 5-tetrahydroxy-6,3'4'-trimethoxyflavone) c¢6 kha ning khang
chung Enterococcus faecalis kha manh ¢ gia tri MIC = 32 pg/ml.
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Déi v6i cac chat phan phén 1ap tir M. Semiserrata chii yéu 14 cac hop chét
saponin va flavonoid thé hién kha niang khang vi sinh vat kiém dinh, cu thé 1a c¢6
ba hop chat myrsineoside B (MS2), myrsineoside C (MS3) va Kaempferol 3-O-
a-L-rhamnopyranoside (MS13) thé hién kha niang khéng cac chung gram duong,
khéng c6 biéu hién khang voi cac chung gram am. Cu thé, hop chit MS3 biéu
hién khang manh ca 3 khuan gram duong so véi chét d6i khang & cac gia tri MIC
déu 1a 32 pg/ml, MS13 biéu hién khang 01 ching gram dwong 1a Enterococcus
faecalis twong duong vai chat d6i khang Streptomycin & gia tri MIC 256 pg/ml;
MS2 biéu hién khang kha t6t 2 khuan gram duwong Enterococcus faecalis va
Bacillus cereus so voi chat dbi khang & MIC lan luot 1a 128 va 64 pg/ml. Nhu
vdy, c6 thé thay hai hop chit méi myrsineoside B (MS2) va myrsineoside C
(MS3) ¢6 tiém ning g dung tdt trong didu tri mot s6 bénh nhiém tring nhu viém
noi tim mac, viém dudng tiét niéu, viém tuyén tién liét.

Bang 4.39. Hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh cua cac hop chat phan lap
tr M. semiserrata va O. eberhardtii (MIC pg/ml)

A NAm
Gram duong Gramam men
Enteroc | Staphvio Pseudom | Salmon | Candid
T £ ke Bacillu | Escheric | onas ella a
T Hop chat occus cocus hia coli : e Ibi
faccalis | aurcus | SCereus | hiacoli | aerugino | enteric | albican
ATCC2 | ATCC2 ATCC | ATCC sa a S
99212 5923 14579 25922 | ATCC27| ATCC ATCC
853 13076 10231
1 OE3 32 - - - - - -
2 MS2 128 - 64 - - - -
3 MS3 32 32 32 - - - -
4 MS13 256 - 256 - - - 256
5 | Streptom | ogg 128 128 2 256 128 -
ycin
6 Cycl_ohgx 0
amide

) (): chdt doi chirng, (-): MIC ctia cdc chat > 256 pg/ml .
Cac chat OE1, OE2, OEG, OES8, OE9, OE12 — OE15, MS1, MS7, MS14 déu co
gid tri MIC I6n hon 256 pg/ml.
KET LUAN
Béng phuong phap sic ky két hop va cac phuong phap pho hién dai, c6 su
so sanh véi s6 lidu phd cac hop chat twong ty trong tai lidu tham khao, tir hai loai
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Myrsine semiserrata va Oligoceras eberhardtii NCS da phan lap va xac dinh dugc
cau tric ctia 32 hop chit va danh gia mot s hoat tinh sinh hoc ctia cac hop chét
nay. Cu thé:

e  Vé thanh phén hod hoc:

1. Tr loai M. semiserrata di phan 14p va xéc dinh cau tric 14 hop chat (MS1-
MS14) trong d6 c¢6 3 hop chét méi va 11 hop chat da biét. Ba hop chat méi duoc dat
tén la: 3-O-a-L- arabinopyranosyl juglangenin A (MS1), 3-O--D- xylopyranosyl
castanopsol (MS3), 3-a-L-arabinopyranosyl castanopsol (MS2) va 11 hop chit d2 biét
gom: Lupeol acetate (MS4), taraxerone (MS5), kazinol B (MS6), kazinol A (MS7),
4"-O-methyl-8-prenylnaringenin (MS8), cucurbitacin D (MS9), cucurbitacin H
(MS10), eclalbasaponin Il (MS11), spergulacin (MS12), kaempferol 3-O-o-L-
rhamnopyranoside (MS13), quercitrin (MS14).

2. Tir loai O. eberhardtii d phén 1ap va xac dinh c4u tric 18 hop chat da biét
gom: lupeol acetate (OE1), 5,7,3-trihydroxy-6,4'5-trimethoxyflavone (OE2),
5,7,2'5-tetrahydroxy-6,3',4-trimethoxyflavone (OE3), dehydro vomifoliol (OE4),
protocatechuic acid (OE5), chrysoeriol-7-O-4-D-glucopyranoside (OE6), 7Z-roseoside
(OEY), 5,7,3trihydroxy-6,4' 5-trimethoxyflavanone (OES), lup-20(29)-ene (OE9), 23-
deoxojessic acid (OEL0), cucurbitacin F (OELL), 36-(f-D-glucosyloxy)-16¢,23c-
epoxycucurbita-5,24-diene-11-one (OE12), lupeol (OE13), 3-(E)-coumaroyltaraxerol
(OE14), 4-O-methyl-8-prenylnaringenin (OE15), 6,7,8-trimethoxycoumarine (OEL6),
3-hydroxy-4-methoxybenzoic acid (OE17), vomifoliol (OE18).

e Vé hoat tinh sinh hoc:

3. Pi tién hanh danh gi4 hoat tinh giy doc té bao ung thu ctia cic hop chét
phan 1ap tir M. semiserrata (MS1-MS14) va O. eberhardtii (OE1-OE18) trén 4
dong té bao ung thur & nguoi: ung thu phdi (A549), ung thu gan (HepG2), ung thur
vii (MCF-7), ung thu biéu mé (KB). Két qua cho thiy hop chat MS9 phén Iap tir
M. semiserrata déu thé hién kha ning gay doc t& bao manh déi v6i dong ung thur
biéu mé KB, ung thu gan HepG2 va ung thu via MCE7 véi gia tri ICs twong img
14 2,05 + 0,05; 2,32 + 0,07; 5,45+0,15 pM. MS10 thé hién kha ning gy doc té
bao manh d6i voi KB (ICso = 6,76 + 0,15) va muic trung binh ddi v6i HepG2 va
MCF?7 véi cac gia tri ICs 1an Iugt 14 11,21 + 0,34, 37,56 + 1,22 pM. Hai hop chét
méi MS2, MS3 ciing thé hién kha ning gy doc té bao & mirc trung binh dbi voi



24

dong té bao ung thu phdi A549 1an lugt & cac gia tri ICso trong ing 1a 43,57+1,41
va 23,39+2,02 uM. Hop chat OE12 phan 1ap tir O.eberhardtii thé hién hoat tinh
gay doc té bao & mirc d9 trung binh véi ba dong ung thu biéu mé KB, ung thur gan
HepG2 va ung thu phdi A549 véi cac gia tri ICso trong tmg 14 41,32 + 2,13, 36,42
+1,84va 38,34+ 1,28uM.

4. B nghién ctiiu hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh céc hop chét phan
l4p tir hai loai M. semiserrata va O. eberhardtii. Két qua cho thay cac hop chat
phén 1ap tir loai O. eberhardtii déu khong thé hién kha ning khang khuan ddi voi
cac ching vi khuan va nim thir nghiém. Cac hop chat OE3, MS2, MS3, MS13
thé hién tac dung khéang vi sinh vat kiém dinh tuong ddi tot trong d6 MS3 biéu
hién khang manh véi 3 khuan gram duong Escherichia coli ATCC25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Salmonella enterica ATCC13076 véi
céac gia tri MIC tuong tmg déu 1a 32 pg/ml.

5. ba stt dung mo phong docking phan tir va md phong dong luc hoc phéan
tir dbi voi cac chat trc ché GSK-3/ tiém nang phan 1ap tir O. eberhardtii, két qua
xac dinh duoc hai hop chat OE12, OE13 ¢6 kha ning ngin chin chirc ning hoat
dong ctia GSK-34 phu hop véi cac gia tri thuc nghiém.

KIEN NGHI

Hop chat MS9 phén 1ap tir M. semiserrata thé hién kha nang gy doc té bao
manh d6i v6i dong ung thur biéu mé KB, ung thu gan HepG2 va ung thu vit MCF7,
MS10 thé hién kha niing gy doc t& bao manh ddi v6i dong ung thu biéu mé co
thé tiép tuc tién hanh nghién ctru co ché gy doc té bao dé dinh hudng vé kha ning
g dung ctia hop chat nay.

Qua viéc sir dung tinh toan mé phong da x4c nhan duoc 2 hop chit OE12,
OE13 ¢6 kha nang trc ché GSK-34 trong diéu tri ung thu phtt hop véi thue nghiém,
do d6 c6 thé ding phuong phap nay dé thuc hién tim kiém cac hop chét phan lap
tir M. semiserrata c6 kha ning trc ché GSK-35.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN
Lan dau tién thanh phan hoa hoc va hoat tinh sinh hoc cta hai loai Myrsine
semiserrata va Oligoceras eberhardtii duoc nghién ctru & Viét Nam va trén thé gioi.

1. Vé thanh phén héa hoc

Tur loai Myrsine semiserrata va Oligoceras eberhardtii da phan 1ap va xac

dinh cdu tric hoa hoc ctia 32 hop chit, trong d6 ¢ 3 hop chat méi tir loai M.

semiserrata gdm myrsineoside A, myrsineoside B, myrsineoside C va 18 hop chit

1an d4u duoc phén 1ap tir chi Oligoceras.

2. Vé tac dung sinh hoc

Hoat tinh gy doc té bao ung thur in vitro ddi véi 4 dong té bao ung thu KB,
HepG2, A549 va MCF7 cia 2 loai Myrsine semiserrata va Oligoceras eberhardtii
da duoc nghién ctu. Két qua cho thay hop chat cucurbitacin D phén 1ap tir M.
semiserrata thé hién kha niang gay doc té bao tot nhéat ddi véi dong ung thu biéu mo
KB, ung thu gan HepG2 va ung thu vit MCF7 véi gia tri ICs1an luot 2,05 + 0,05;
2,32+0,07; 5,45+0,15 pM. Hai hop chit méi myrsineoside B, myrsineoside C phan
1ap tir M. semiserrata va 3p-(f3-D-glucosyloxy)-16a,23a-epoxycucurbita-5,24-diene-
| 1-one phan Iap tir O. eberhardtii ciing thé hién kha nang gay doc té bao & mirc trung
binh ddi v6i dong t& bao ung thu phdi A549 véi céc gid tri ICsolan luot 43,57 + 1,41;
23,39+2,02va 38,34+ 1,28 uM.

Lan dau tién str dung md phong docking phan tir va mé phong dong luc hoc
phan tir d6i voi cac chét e ché GSK - 38 tiém ning phan 14p tir O. eberhardtii, két
qua xac dinh duoc hai hop chit OE12 (38-(8-D-glucosyloxy)-16a,23a-
epoxycucurbita-5,24-diene-11-one) va OE13 (lupeol) c¢6 kha ning ngan chan chire
nang hoat dong ctia GSK-36 phu hop vai cac gia tri thuye nghiém.
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