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LOI CAM POAN
T6i xin cam doan luan &n: “Nghién cau thanh phan hda hoc va hoat tinh sinh
hoc cua cay xay rang nhon (Myrsine semiserrata Wall.) va cdy ban giac (Oligoceras
eberhardtii Gagnep.)” la cong trinh nghién ctu cua t6i dudi sy huéng dan khoa hoc
cua TS. Triéu Quy Hung, PGS.TS. Pham Vin Cudng va tap thé huéng dan. Luan &n
sir dung théng tin trich dan tir nhiéu ngudn tham khao khac nhau va cac théng tin
trich dan dwoc ghi rd nguon géc. Céc két qua nghién cau cia toi duge cong bd chung
Vi cac tac gia khac da duoc sy nhét tri cua ddng tac gia khi dwa vao luan an. Céc s
licu, két qua dugc trinh bay trong luan an 1a hoan toan trung thyc va chua duoc cong
bd trong bat ky cong trinh ndo khéc. Luan an duoc hoan thanh trong thoi gian t6i lam
nghién cu sinh tai Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé¢, Vién Han 1am Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam.
Ha Noi, ngay thang nam 2024

Tac gia

Nguyén Thi Binh Yén



LOI CAM ON

Ludn dn nay dwoc hoan thanh tgi Vién Hoa sinh bién -Vién Han 1am Khoa hoc
va Cong nghé Viét Nam. Trong qué trinh nghién citu, tac gia da nhdn dwoc nhiéu sy
chi day, giip d& quy bau cua cac thay ¢, cac nha khoa hoc, cdc dong nghiép, ban
be va gia dinh.

Toi xin bay té 10ng biét on sdu sdc, kinh trong nhdt cia minh téi TS. Triéu Quy
Hung, PGS.TS. Pham Van Cuong va PGS. TS. Poan Thi Mai Huong - nhitng nguoi
thdy da tdn tam hwdng dan, chi day cho toi vé mat chuyén mén, ciing nhw dong vién
Va tao moi diéu Kién, gitip d& cho toi trong sudt qua trinh thyc hién lugn an.

Toi Xin chan thanh cam on cac thay cd, cac nha khoa hoc Vién Hoéa sinh bién
da giang day, huéng ddn toi hoan thanh cac hoc phan va cdc chuyén dé trong chirong
trinh dao tao.

TOi xin tran trong cam on Ban ldnh dao Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé,
ban lanh dao Vién Hoéa sinh bién da giiip dé va tao moi diéu kién thudn loi cho toi
trong suét qua trinh hoc tdp va nghién cizu.

Toi xin tran trong cam on TS. Nguyén Thay Linh, TS. Phi Thi Pdo, TS. Trinh
Thi Thanh Van, ThS. Tran Vin Hiéu, ThS. Vii Van Nam va cac can bé nghién cizu
Phong Téng hep hitu co — Vién Hoa sinh bién da luén 1ing hé, déng vién va chia sé
cho tdi nhizng kinh nghiém, nhaing loi khuyén bé ich va nhing gop ¥ quy bau trong
viéec thuc hién va hoan thién lugn an.

Toi xin tran trong cdam on Trung tdm 1ng dung cdc phirong phdp phé - Vién
Hoa hoc da gitip do t0i thuec hién cdc phép do phé cong hwong tir hat nhan.

TOi xin tran trong cam on Phong Hoa sinh #ng dung — Vién Hoa hoc va Phong
cdng nghé sinh hoc - Vién Hoa sinh bién da giiip dé toi thuc hién cac phép thi hoat
tinh trong qua trinh thxc hi¢n lugn an.

TOi xin tran trong cam on PGS. TS. Pham Minh Quan va cac can bg nghién
cueu Trung téam U’ng dung Tin hdéa hoc va Y — Sinh — Duoc — Vién hoa hoc cac hop
chdt thién nhién da hé tro t6i thuec hién cac tinh toan docking phan tiz cac hep chat
hda hoc.

Toi xin bay té su cdm on sdu sdc dén Ban Lanh dao Truong Pai hoc Hlng
Virong, Khoa Khoa hoc Ty nhién-Truong Dai hoc Hiing Vieong dd tao moi diéu kién
vé thoi gian, kinh phi hé tro cho toi trong qua trinh hoc tdp.

Cudi cuing, t6i xin bay té 10ng biét on chdn thanh va sdu sdc nhat téi toan thé
gia dinh, ban bé va nhitng nguwoi than da luén luén quan tam, khich lé, dong vién toi
trong suot qua trinh hoc tdp va nghién ciu.

Xin tran trong cam on!
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Ki hiéu Tiéng Anh Dién giai
A-549 Lung cancer cell line Dong té bao ung thu phdi
Api Apiofuranosyl Puong apiose
13C NMR Carbon-13 nuclear magnetic | Pho cong huong tir hat nhan
resonance spectroscopy carbon 13
C.C Column chromatography Sic ky cot
CDCls Deuterochloroform (Chloroform-d) i Chloroform da deuteri hoa
CDs0OD Tetradeuteromethanol (Methanol-ds) | Methanol da deuterium hoa
CH:Cl> Dichloromethane
COSY Correlation spectroscopy Pho COSY
CTPT Molecular formula Cong thuc phén tu
DEPT Distortionless ~ Enhancement by | Pho DEPT
Polarisation Transfer
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium | Méi trudng nudi ciy té bao
DMEM
DMSO Dimethylsulfoxide (CH3).SO
EtOAC Ethyl acetate Ethyl acetate
Glc Glucopyranosyl Puong glucose
HepG2 Human liver cell line Dong té bao ung thu gan nguoi
HMBC Heteronuclear mutiple bond | Phé tuong tac di hat nhan qua
correlation nhiéu lién két
'H NMR Proton nuclear magnetic resonance | Pho cong huéng tir hat nhan
spectroscopy proton
HR-ESI-MS | High  resolution electrospray | Pho khéi lwong phéan giai cao
lonization mass spectrometry phun mu dién
HSQC Heteronuclear single-quantum Phé tuong tac di hat nhan qua
coherence spectroscopy 1 lién két
ICso Inhibitory concentration at 50% Nong do tc ché 50% ddi twong
thir nghiém
IR Infrared Spectroscopy Phé hong ngoai
KB Human epidermic carcinoma KB Dong té bao ung thu biéu mod
KLPT Molar mass Khéi luong phan tir
MCF-7 Human breast cancer cell Dong té bao ung thu va &
nguoi
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
diphenyltetrazolium bromide 2,5- diphenyltetrazolium
bromide
MIC Minimum Inhibitory Concentration | Nong d6 wc ché t6i thiéu
MeOH Methanol Methanol
NOESY Nuclear Overhauser Enhancement | Pho NOESY
Spectroscopy
Rha Rhamnopyranosyl Puong Rhamnose
TLC Thin layer chromatography Sic ky 16p mong
TMS Tetramethylsilane (CH3)4Si

Xyl

Xylopyranosyl

Puong Xylose
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MG PAU

Theo Té chirc Y té thé gigi (WHO) c6 khoang 7,6 triéu nguoi chét hang nim
vi cin bénh ung thu, dién hinh 1a cAc nhém bénh ung thu phdi, ung thu gan, ung thu
dai truc trang, ung thu v, ung thu ¢6 tir cung, ung thu da day, ung thu tién liét tuyén,
da chiém t&i hon 13% s6 nguoi chét mdi ndm. Tinh hinh méc bénh va tir vong do ung
thu c6 xu hudng ngdy cang ting. Theo wéc tinh cia WHO, s ca tir vong do ung thur
trén toan thé gisi s& 1én dén con sb 11,8 triéu mdi ndm vao nam 2030 [1]. O Viét
Nam, qua thong ké sé liéu ghi nhan ung thu tai Ha Noi, Thanh phd H6 Chi Minh va
mot s tinh; wéc tinh mdi nam ¢ nudc ta ¢6 khoang 150 nghin bénh nhan mai mic
ung thu va 75 nghin ngudi chét vi ung thu; con sé nay cé xu huéng ngay cang
gia tang [2].

Con ngudi di som biét dén viéc sir dung nhitg duoc liéu hda hoc tir thé ky 19
dé diéu tri ung thu nhu dung potassium arsenite dé diéu tri bénh bach cau tay dén tan
nhitng ndm 1930 [3]. Bén nay, rat nhiéu hop chat thién nhién va cac san pham duoc
tong hop, ban tdng hop tir cac hop chat ty nhién da dugc sir dung mot cach hiéu qua
trong viéc diéu tri, phong ngira bénh ung thu va cac bénh tat khac giup con nguoi
chéng lai bénh tat, nang cao stc khoe cong dong. Hang loat thudc chira trj ung thu
str dung c4c hoat chat dugc phan 1ap tir ty nhién nhu nhom cac hop chét paclitaxel
(Taxol®) la mot diterpenoid duoc phan lap tir loai Thong do Taxus brevifolia
(Taxaceae) hay mot so hop chat khac podophyllotoxin, camptothecin, berbamine,
beta-lapachone, acid betulinic, colchicine, curcumin, daphnoretin, ellipticine... va
dan xuat ban tong hop caa ching vinflunine, docetaxel (Taxotere®), ...[4,5]. Clung
véi su phét trién caa cdng nghé tong hop hoa duoc tao ra cac biét dugc, cac nha khoa
hoc van dang c6 ging tim hiéu, kham phé tac dung chong ung thu va cac hoat tinh
sinh hoc khac cua céc hop chat c6 ngudn gbc tir nhiéu loai thuc vat khac nhau.

Viét Nam 1a mot nude Pong Nam A, thudc khu vuc khi hau nhiét déi gié mia
c6 hai muia rd rét thay doi theo dia hinh, mua nhiéu, d6 am twong déi cao 1a diéu kién
thuan loi dé thyuc vat phat trién. Vi vay, Viét Nam c6 mot hé thuc vat phong phi va
da dang vai trén 12.000 loai, trong d6 co6 trén 3.200 loai thuc vat duoc st dung lam
thudc trong Y hoc dan gian; mé ra tiém ning 16n vé viéc nghién ciru vé cac hop chat
tu nhién tu cac loai thuc vat cua Viét Nam [6].

Trong khuon khé du an Hop tac Quéc té Phép - Viét “Nghién ctru hda thyuc
vat cta tham thyc vat Viét Nam” gitra Vién Hoa sinh bién, Vién Han 1am KH&CNVN
va Vién Hoéa hoc cac hop chit thién nhién, CNRS, Cong Hoa Phap, mét sé loai
Myrsine va Oligoceras cua Viét Nam da duoc thu hai va thir hoat tinh so bo. Két qua
cho thdy dich chiét EtOAc cua qua cay Myrsine semiserrata Wall c6 kha ning tc ché



57,19% dong té bao ung thu biéu md KB & ndng d6 1 pg/mL. Dich chiét EtOAc cua
qua cay Oligoceras eberhardtii Gagnep. c6 kha ning ¢ ché 37,66% dong té bao ung
thu biéu md KB & nong d6 1,0 ug/mL. Bong thai, cho dén nay chua cé cong trinh
trong nudc hay qudc té ndo nghién ciru vé thanh phan héa hoc ciing nhu hoat tinh
sinh hoc cua hai loai Myrsine semiserrata va Oligoceras eberhardtii.

Xuét phét tir nhitng luan diém trén, nghién ctu sinh da lua chon dé tai “Nghién
ciru thanh phan héa hoc va hoat tinh sinh hoc ciia ciy xay ring nhon (Myrsine
semiserrata Wall.) va cay ban giac (Oligoceras eberhardtii Gagnep.)”.

Muc tiéu cuaa luan an:

- Xac dinh duoc thanh phan hoa hoc cua loai Myrsine semiserrata va
Oligoceras eberhardtii ¢ Viét Nam.

- Panh gia duoc hoat tinh gdy doc té bao ung thu va hoat tinh khang vi sinh
vat kiém dinh cua cac hop chat phan lap duoc nham tim kiém cac hop chat ¢ hoat
tinh sinh hoc, lam co s& khoa hoc cho cac nghién ciru @ng dung tiép theo dé tao ra
san pham cham soc sirc khoe cho cong dong.

Néi dung cia luian &n bao gom:
1. Phan 1ap va xac dinh cau trdc hda hoc cac hop chat tir lodi Myrsine semiserrata va
Oligoceras eberhardtii
2. Panh gia hoat tinh gy doc té bao ung thu va hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh
cua cac hop chit phan lap duoc.
3. Sir dung phuong phap md phong nguyén tir nham tim kiém cac chat tc ché GSK-
34 tiém ning tir cAc hop chat phan lap duoc.



CHUONG 1. TONG QUAN
1.1. Giéi thiéu vé dic diém thwc vat ciaa chi Myrsine va chi Oligoceras
1.1.1. Pic diém thuc vit cia chi Myrsine

Trén thé gidi, chi Myrsine 12 mot chi I6n, ¢ khoang 300 loai, phan bé rong réi
khip cac ving nhiét déi va can nhiét déi nhu An Do, Mianma, Trung Québc, Chau
Phi, Chau My, Madagaska, Apganistan, quan dao Azores.... O Viét Nam, chi nay c6
khoang 9 loai [7,8]. Chi Myrsine cé nhiéu cong dung da dang trong y hoc dan gian,
vi du nhu qua cia loai xay rang nhon (Myrsine semiserrata) dugc dung dé lam thuéc
sat tring, nhuan trang, day hoi, dau bung kinh, tay giun san, ré va la cay mit cit
(Myrsine seguinii) chira viém tuyén vi, ngta 16, mun nhot, chita soi, bang quang,
Myrsine leuconeura st dung trong diéu tri nhiém trung duong tiét niéu, mot sé loai
dung dé diéu tri tiéu chay, thap khép, dau ring, lao phdi, bang huyét, hoic duoc st
dung 1am huong thom trong tra, mén khai vi, 1am thudc diét co, gia vi va chat tao
huong li¢u nhu Myrsine australis, Myrsine Africana, ... [10-14].

Cac loai thudc chi Myrsine chi yéu la cac cay gé nho hoic cay bui, thang, cé
canh nho, khic khuyu. L& mép nguyén hoic khia ring cua, nhin, c6 lac co diém
tuyén, cubng 14 thudng men xudng trén canh nho 1am cho canh nhé c¢6 canh. Cum
hoa hinh tan, hoa moc tum & nach hoac ngoai nach 14 hoac moc trén seo la caa nhirng
canh gia ¢ 14 da rung, gé¢ cum hoa c6 nhiéu 14 bac xép lop. Hoa mau 4-5 canh, nho
(it khi mau 6 canh), ludng tinh, don tinh hoic tap tinh. L4 dai hop ngan & gdc, xép
lop hodc xép van, thuong xuat hién nhitng nha san sui (papillose) & mit trong va &
mép, thudng c6 diém tuyén. Canh hoa gan roi, it khi hop dén Y chiéu dai, xép lop
trong nu, c6 diém tuyén hoic gan tuyén. Nhi dinh ¢ giira canh hoa tré xudng, moc
d6i xirng vai canh hoa, chi nhi rd, ngan hoic gan nhu khong cé, roi hodc hop ¢ goc;
bao phan hinh tring hoic hinh bau duc, nhon, 2 6, md doc. Nhuy & hoa duc thoai
hoa, & hoa cai ¢6 bau hinh cau, hinh tring hoc bau duc, voi nhuy rat ngan hoic gan
nhu khong c6. O hoa ludng tinh nim nhuy rat da dang nhu dang cham, bang, det,
hinh Iudi, Xé doi hoac dang xé tua rua, nodn it, mét vong. Qua hach, dang qua mong,
hinh cau hoac gan hinh trang. Hat mot, 16m ¢ gdc [8].

T trude dén nay van ton tai hai chi riéng biét, mac du cé nhitng dic diém hinh
thai rat giéng nhau 1a chi Thiét ton (Myrsine L. 1753) va chi Xay c6 (Rapanea Aubl.
1775). Theo C. Chen (1977, 1979) trudc kia ciing c6 nhiéu tac gia sap nhap chi
Rapanea vao chi Myrsine nhu E. Y. Hosaka (1940), E. Walker (1954, 1959), Ly Hué
Lan (1963), C. A. Barke va R. C. Bakhuizen Van den Brink (1965). Nguoc lai theo
quan diém cia Mez (1902) thi nhiéu loai caa chi Myrsine lai duoc chuyén sang chi
Rapanea. Nhung tat ca C4c tic gia gan dy da bac bo quan diém trén cua Mez. Theo



nghién cttu méi day nhit cua J. Pipoly & C. Chen (1995, 1996) ciing di sap nhap chi

Rapanea vao Myrsine.

Theo cac tac gia Pham Hoang Ho [9], V5 Van Chi [7] va gan day 1a Tran Thi
Kim Lién [8], mot sé loai Myrsine & Viét Nam cha yéu duoc dan gian st dung

lam thudc.

Bang 1.1. Céac loai thudc chi Myrsine ¢ Viét Nam
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Nam, Hai Nam, Quang Pdong, Quang
Tay, Quy Chau).

Mgi thdy & Da Nang (Tourane), Lam
bong (Di Linh), Ba Ria-Ving Tau
(Ba Ria), Kién Giang (Phu Quoc).

Nam bo

M. sequinii H. Lev. — M3t cit

Quang Ninh (B&i Chay), Bic Can,
Théai Nguyén, Nghé An (Ctra Lo), ba
Nang (Ba Na), Khanh Hoa (Nha
Trang), Lam Bong (Di Linh), Ninh
Thuan (Phan Rang). Con cO0 ¢
Mianma, Trung Quéc (Hai Nam, Van
Nam, Quang Dong, Quang Tay, Quy
Chau), Bai Loan, Nhat Ban, Thai Lan.




TT Tén loai Phan b
Nghé An (Nghi Loc), Quang Binh,
Quang Tri, Lam Dbong (Béq Loc),
5 Nam bo. Con c6 ¢ Trung Quoc (Hai
Nam, Quang Dong, Quang Tay, Quy
Chau).
A / i Lao Cai (Sa Pa), Quang Tri (Ba Mun),
6 O (o) Pa Ning (Ba Na), Khanh Hoa, Lam
§< A . Dong. Con ¢6 & An D9, Népan,
“F ’” ]_ Mianma, Trung Quéc, Thai Lan.
M. capitellata Wall. — Xay c6 dang
dau
— ';\\ .
L. %/ 5 A Lao Cai (Phan Si Pan), Vinh Phuc
7 ! \ =N (Tam Pao). Con c6 ¢ Trung Quoc
a A \ . .
Q‘”le x BB Sgir;)Nam, Hai Nam, ...), Indonexia
M. affinis A. DC. — Xay gan
S sioay
. "f\ﬁ« -
Y5 — ’ ' by - - by 4
8 *, ¥ )}}’ - ] Lao Cai (Phan Si Pan) va Trung Quoc
\A// A
\{g{ & © (Van Nam)
2.
M. verruculosa C. Y. Wu & C.
Chen. — Xay nhieu myn
9 1%@ Lao Cai (Sa Pa). Con c6 ¢ Trung

, o P
M. C|catr|cosa C. Y Wu & C. Chen.
- Xay cd nhiéu seo

Qudc (Van Nam).

1.1.2. Pic diém thuec vdt cia chi Oligoceras
Theo céc tai liéu tham khao chi Oligoceras chi ¢ mot loai duy nhat 1a cay ban

giac (Oligoceras eberhardtii Gagnep.) thuoc ho Thau dau (Euphorbiaceae) [7].

Chi Oligoceras 12 loai cay gb cao 20 m, nhanh kich com, 14 c6 phién to, xoan

tam gié4c, dai 5 — 10 cm, day cat ngang c6 3 gan, khdng long, mat dudi mdc méc,
cudng dai c6 hai tuyén ¢ dau. Chum tu tan ddng chu, hoa cé 5 14 dai, c6 mot tuyén c6




cong & lung, 5 canh hoa cao 5mm, 5 tiéu nhuy xen véi 5 tiéu nhuy 1ép, quanh nodn
sao lép to, hoa céi c6 nodn sao c6 3 voi nhuy ché hai, trai an duoc [7].
1.2. Téng quan c&c nghién ceu vé thanh phan hoéa hoc va hoat tinh sinh hec chi
Myrsine va chi Oligoceras
1.2.1. Cac nghién ci#u vé thanh phan hoa hec cia chi Myrsine

Nghién cau hoa thuc vat cia cac loai Myrsine cho thay cac 16p chit chinh duoc
tach ra chu yéu 12 flavonoid, phenolic, terpenoid, steroid va saponin, ... Cac 16p chat
nay chinh 1a céc thanh phan c6 hoat tinh sinh hoc quy bau caa cac loai Myrsine nay.
1.2.1.1. Cac hop chdt flavonoid tir chi Myrsine

R, R, R; Ry Rs
oH O 6 OH OCH; OH OH OCOCH;
HO 0 Ry Ry R; 7 OH OCH; OH OH OH

1 H H 8 OH OH OH OH OCOCH;
HO 2 H H Gl M R, 9 OH OH OH OCOCH; OCOCH;
Moo R 2 B on on on o’
4 OHH Gl s
< OH R HC 13 OH OH OH OH OH
a 14 H OCH; OCOCH; OH OCOCH,

HO
OH OH
HO oL .
' 1 HO
o OH
"/OR, :

15 R,=R,=H
16 R,=OH, R,=H HO
17 R;=0OH, R,=Galloyl HO

CH; n 18

19 20

Hinh 1.1. Céu trtc hoa hoc cac hop chét flavonoid tir chi Myrsine.
Nam 1997, nhom tac gia Xi — Ning Zhong va cong su thudc Vién Khoa hoc
Duoc pham, Trudng Pai hoc Y khoa Hiroshima, Nhat Ban da phéan 1ap va xac dinh
duogc cau tric cia nam hop chat flavonol glycoside tir dich chiét methanol 14 cay M.
seguinii [15] gém: quercitrin (1), quercetin-3-rhamnoside-3'-glucoside (2), myricitrin
(3), myricetin-3-rhamnoside-3'-glucoside (4) va myricetin-3,4'-dirhamnoside (5). Hali
trong s6 d6 1a quecitrin (1) va myricitrin (3) da dugc xac dinh cau tric lan dau tién



bai nhom tac gia Markham (Phong Hoa hoc, D.S.1.R Petone, New Zealand) nam 1978
[16]. Hai hop chit nay ciing duoc phan 1ap tir dich chiét methanol cua chéi hoic 14
cua loai M. africana [17].
Bdng 1.2.1. Thanh phan flavonoid tir chi Myrsine

rhamnopyranoside

STT Tén hop chat Loai Bo phan | TLTK
i M. seguinii La [15-17]
1 Quercitrin M. africana | Chai, la [15]
5 Quercgtln-s-rhamn03|de-3- M. sequinii La [15]
glucoside
. M. sequinii La [15-17]
3 | Myricitrin M. africana | Chdi, la
4 Myricetin-3-rhamnoside-3'-
glucoside M. seguinii L& [15]
5 | Myricetin-3,4’-dirhamnoside
5 Mearnsetin 3-O-(4"-O-acetyl)-a-L-
rhamnopyranoside
7 | Mearnsitrin
8 Myricetin 3-O-(4"-O-acetyl)-a-L-
rhamnopyranoside . i 1z
9 Quercetin-3-0-(3",4"-di-O-acetyl)- M. africana | Choi, la [17]
a-L-rhamnoside
Myricetin 3-O-(2",4"-di-O-acetyl)-
10 .
o—L-rhamnopyranoside
11 | Rutin
Quercetin 3-O--L- M. afrlc_ar?g Choll, la
12 . M. sequinii La
rhamnopyranoside M. rubra L& canh
R NIy [17]
.. M. africana Chai, 1a
Myricetin 3-O-a-L- R .
13 rhamnopyranoside M. sequinil La
M. rubra L4, canh
Mearnsetin 3-(2",4"- . A: 1z
14 diacetylrhamnoside) M. africana | Choi, 1& | [18, 19]
M. africana | Chdi, l&
15 | (-)-Epicatechin M. seguinii La [18, 19]
M. rubra L4, canh
16 | (-)-Epigallocatechin
17 | (-)-Epigallocatechin-3-O-gallate . ,
3 5-di-O-f-glucopyrancsyl M. africana L& [18, 19]
18 .
phloretin
19 Kaempferol 3-O-4-D-(6"-galloyl)
glucopyranoside .
i L uteolin 30-O-orL- M. rubra L4, canh [18]

Tur dich chiét methanol va ethyl acetate cua cdy M. africana con phan lap dugc

12 hop chét flavonoid va flavonoid glycoside khac nhu mearnsetin 3-O-(4"-O-




acetyl)-a-L-rhamnopyranoside (6), mearnsitrin (7), myricetin 3-O-(4"-O-acetyl)-a-L-
rhamnopyranoside (8), quercetin-3-O-(3",4"-di-O-acetyl)-a-L-rhamnoside (9),
myricetin 3-0-(2",4"-di-O-acetyl)-a-L-rhamnopyranoside (10), rutin (11), quercetin
3-0-a-L-rhamnopyranoside (12), va myricetin 3-O-a-L-rhamnopyranoside (13) [26],
mearnsetin ~ 3-(2",4"-diacetylrhamnoside)  (14), (-)-epicatechin  (15), (-)-
epigallocatechin ~ (16),  (-)-epigallocatechin-3-O-gallate  (17), 3'5-di-O-p-
glucopyranosyl phloretin (18) [18,19]. Hop chat (12), (13), (15) ciing phan lap duoc
tur cdy M. seguinii va M. rubra [18,19].

Tt dich chiét ethanol cua 14, canh cay M. rubra Hildegardo Franca va cong su
da tach thém dugc kaempferol 3-O-4-D-(6"-galloyl) glucopyranoside (19) va luteolin
30-0-a-L-rhamnopyranoside (20).
1.2.1.2. Cac hop chdt triterpene va saponin tiz chi Myrsine

Tir canh va 14 loai M. australis thu duoc hop chat lysikokianoside 1 (30) va
tam saponin khung oleanane [20] gom: 3-O-(8-D-xylopyranosyl-(1—2)-O--D-
glucopyranosyl-(1—4)-(0O-p-D-glucopyranosyl-(1—2))-a-L-arabinopyranosyl)-
16a-hydroxy-134,28-epoxy oleanane (22), 35-O-(a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-f-
D-glucopyranosyl-(1—4)-(O-4-D-glucopyranosyl-(1—2))-a-L-arabinopyranosy)-
16a-hydroxy-134,28-epoxy oleanane (23), 34-O-(5-D-xylopyranosyl-(1—2)-O-4-D-
glucopyranosyl-(1—4)-(0O-p-D-glucopyranosyl-(1—2))-a-L-arabinopyranosyl)-16a-
hydroxyolean-28,13p-olide  (24),  3$-O-(a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-4-D-
glucopyranosyl-(1—4)-(0O-p-D-glucopyranosyl-(1—2))-a-L-arabinopyranosyl)-
16a-hydroxyolean-28,134-olide (25), ardisiacrispin A (hoac saxifragifolin B) (26),
ardisiacrispin B (27), 3p-O-(8-D-xylopyranosyl-(1—2)-O-4-D-glucopyranosyl-
(1—4)-(O-4-D-glucopyranosyl-(1—2))-a-L-arabinopyranosyl))-16«,28-dihydroxy-
134,28-epoxy oleanane (28), va 3p-O-(a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-p-
glucopyranosyl-(1—4)-(0O-f-D-glucopyranosyl-(1—2))-a-L-arabinopyranosyl)-
16a,28-dihydroxy-134,28-epoxy oleanane (29) [21,22].

Aglycone cua saponin (22) va (23) la protoprimulagenin A, khi thuy phan tao
ra primulagenin A (21). So sanh dix liéu pho 2C NMR cua cap (24, 25) va (28, 29)
Vvé6i dit lieu cua (22) hoac (23) cho thay aglycone ciia cac saponin nay co lién quan
chat ch& vai protoprimulagenin A va chi khac nhau & trang thai oxy hoa cua C28. O
(24) va (25), C28 bi oxy hda hoan toan thanh C=0 va la mot phan cua nhdm y-lacton
(dc 179 ppm); & (28) va (29), C28 chuyén thanh dang hemiacetal (dc 99 ppm) [23].
Catherine Lavaud va cong su ciing da phén 1ap duoc (26) va (27) tir dich chiét ethanol
cua than cay M. pellucida [24]. Tuy nhién ban dau thu duoc saponin (27) & trong hon



hop véi saxifragifolin B (26) va viéc tach cac hop chat nay bang sic ky silica gel
khéng hiéu qua.

Ngoai ra, tir dich chiét nay cac tac gia con phan lap duoc bén hop chat saponin
khac la: 3-0-(a-L-rhamnopyranosyl(1—2)-f-D-glucopyranosyl(1—4)-a-L-
arabinopyranosyl) cyclamiretin A (31); 3-O-(8-D-xylopyranosyl(1—2)-8-D-
glucopyranosyl(1—4)-a-L-arabinopyranosyl) cyclamiretin A (hoac prumilanin) (32),
3-0-p-D-xylopyranosyl(1—2)-f-D-glucopyranosyl(1—4)-f-D-glucopyranosyl
(1—2)-a-L-arabinopyranosyl) cyclamiretin D (33).

34 H, H OH(Xyl
35 CH; OH H (Rha)

Hinh 1.2. Céu tric hoa hoc ctia cac hop chat saponin tir chi Myrsine.

T dich chiét methanol cua 14 cdy M. australis nhom tac gia V.R. Hegde ciing
phan lap dwoc hai hop chat saponin 1a 3-O-(5-D-xyclopyranosyl-(1—2)-O--D-
glucopyranosyl-(1—4)-(O-p-D-glucopyranosyl-(1—2))-a-L-arabinosyl)-16a-
hydroxy-134,28-epoxyoleanane (34) va 34-0O-(#-D-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-4-D-
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glucopyranosyl-(1—4)-(O-p-D-glucopyranosyl)-a-L-arabinopyranosyl)-16a-
hydroxy-134,28-epoxyoleanane (35) [25].
Bang 1.2.2. Thanh phan saponin tir chi Myrsine

STT

Tén hop chat

Loai

Bo phan

TLTK

22

3p-0O-(5-D-xylopyranosyl-(1—2)-
O-f-D-glucopyranosyl-(1—4)-(O-
S-D-glucopyranosyl-(1—2))-a-L-
arabinopyranosyl)-16a-hydroxy-
134,28-epoxy oleanane

23

3p-0O-(a-L-rhamnopyranosyl-
(1—-2)-O-p-D-glucopyranosyl-
(1—4)-(O-4-D-glucopyranosyl-
(1-2))-a-L-arabinopyranosy)-
16a-hydroxy-13/4,28-epoxy
oleanane

M. australis

Canh, la

[23,25]

24

34-0O-(B-D-xylopyranosyl-(1—2)-
O-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-(O-
S-D-glucopyranosyl-(1—2))-a-L-
arabinopyranosyl)-16a-
hydroxyolean-28,134-olide

25

34-0O-(a-L-rhamnopyranosyl-
(1—2)-O-p-D-glucopyranosyl-
(1—4)-(O-4-D-glucopyranosyl-
(1—2))-a-L-arabinopyranosyl)-
16a-hydroxyolean-28,134-olide

M. australis

Canh, la

[23]

26

Ardisiacrispin A
Saxifragifolin B

M. australis

Canh, 14

M. pellucida

Than cay

M. salicina

L&

27

Ardisiacrispin B

M. australis

Canh, 14

M. pellucida

Than cay

[23, 24]

28

34-0O-(5-D-xylopyranosyl-(1—2)-
O-f-D-glucopyranosyl-(1—4)-(O-
S-D-glucopyranosyl-(1—2))-a-L-
arabinopyranosyl))-16«,28-

dihydroxy-134,28-epoxy oleanane

29

3p-O-(a-L-rhamnopyranosyl-
(1—2)-O-p-glucopyranosyl-
(1—4)-(O-4-D-glucopyranosyl-
(1—2))-a-L-arabinopyranosyl)-
16a,28-dihydroxy-134,28-epoxy
oleanane

30

Lysikokianoside 1

M. australis

Canh, la

[23]

31

3-0O-(a-L-
rhamnopyranosyl(1—2)-4-D-
glucopyranosyl(1—4)-a-L-
arabinopyranosyl) cyclamiretin A

M. pellucida

Thén cay

[24]
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STT Tén hop chat Loai Bo phan | TLTK
3-O-(p-D-xylopyranosyl(1—2)-4-
D-glucopyranosyl(1—4)-a-L-

32 arabinopyranosyl) cyclamiretin A
(primulanin)
3-O-p-D-xylopyranosyl(1—2)-4-

33 D-glucopyranosyl(1—4)-4-D-

glucopyranosyl (1—2)-a-L-
arabinopyranosyl) cyclamiretin D
3-0-(p-D-xyclopyranosyl-(1—2)-
O-f-D-glucopyranosyl-(1—4)-(O-
34 | p-D-glucopyranosyl-(1—2))-a-L-
arabinosyl)-16a-hydroxy-134,28-
epoxyoleanane
34-0O-(p-D-rhamnopyranosyl-(1
—2)-0-p-D-glucopyranosyl-

35 | (1—4)-(O-p-D-glucopyranosyl)-
a-L-arabinopyranosyl)-16a-
hydroxy-134,28-epoxyoleanane
1.2.1.3. CAc ddn xudt cua arbutin tir chi Myrsine

M. australis | Canh, la [25]

OH

0
OH O 0Gle OH
R
> 0 o OCH, OCH,
e
Ry
OR

OH OH OH OGle
Ry Ry Ry 3 “
36 R =Glc 39 H H H
37R = Gle (2-1)Api 4 OH H H
38 R = Glc (6-1")Api 41 OH OCH; H
42 OH OCH; OCH;
OH
R
: 45 46 47 48 49
HO R H H H H OCH;
HO/&&/O T OH
" e 3 X \ej O OCH
Q o | \ 3
R,—O /O O 0 ‘}é | ,-J"{
o 4-c
X
OH OH O

Hinh 1.3. Cau trtc hoa hoc cac dan xuat cua arbutin tir chi Myrsine
Tiép theo cac nghién ciru cia Xi — ning Zhong va cong su, tir dich chiét 14 cay
M. seguinii da phan lap duoc bay hop chat hydroquinone glycoside [25] gom co:
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arbutin (36), arbutin-2'-O-p-apiofuranoside (seguinoside A) (37), arbutin-6'-O-4-
apiofuranoside (seguinoside B) (38), cac ester benzoyl, p-hydroxybenzoyl, 3-
methoxy-4-hydroxybenzoyl va 3,5-dimetoxy-4-hydroxybenzoyl cia nhém 5"-OH
cua arbutin 2'-O-f-apiofuranoside (twong urng la seguinosides C-F) (39-42).

Bang 1.2.3. Thanh phan céc dan xuit cua arbutin tir chi Myrsine

STT | Tén hop chét Loai Bo phan TLTK
36 | Arbutin
37 | Seqguinoside A
38 | Seguinoside B
39 | Seqguinoside C M. seguinii La [26]
40 | Seguinoside D
41 | Sequinoside E
42 i Seguinoside F
43 | Tachioside M. seguinii La [22]
44 | Isotachioside
45 | Seqguinoside G
46 | Seqguinoside H
47 | Seqguinoside |
48 | Seguinoside J
49 | Seguinoside K

Niam 1999, Xi — ning Zhong va cong sy tiép tuc phan lap tir dich chiét la cay

M. seguinii thu duoc hai hop chat phenolic glycoside la tachioside (43) va

isotachioside (44) cung véi nim hop chat hydroquinone diglycoside acyl ester 1a

seguinoside G — K (45 —49) [27].

1.2.1.4. Céc hop chdt megastigmane glycoside tir chi Myrsine

M. seguinii La [27]

e 2 , QG R OGle

O //13 O ‘7
51 R-H
50 52 R=OH
o &
R,0" RO
R, R, R, R
53 Gle H OH 56 Gle _
54 Gle OH H 57 Gle (6)Api
55 H 0Gle H

Hinh 1.4. CAu trlic cac hop chat megastigmane glycoside tir chi Myrsine

Trong nghién ctru cua Hideaki Otsuka cung cac cong sy nam 2001, nhém tac
gia da phan lap dugc tam megastigmane glycoside (dang bot vo dinh hinh) tir can
chiét methanol 14 cay M. seguinii thu thap & Okinawa gom c6: ampelopsisionoside
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(50), myrsinionoside A (51), myrsinionoside B (52), myrsinionoside C (53), alangionoside
J (54), myrsinionoside D (55), linarionoside A (56), myrsinionoside E (57) [28].
Bang 1.2.4. Thanh phan megastigmane glycoside tir chi Myrsine

STT | Tén hop chét Loai Bd phan TLTK
50 | Ampelopsisionoside
51 | Myrsinionoside A
52 i Myrsinionoside B
53 | Myrsinionoside C
54 | Alangionoside J
55 | Myrsinionoside D
56 | Linarionoside A
57 | Myrsinionoside E

1.2.1.5. Cac thanh phan khac tir chi Myrsine

(0]

M. seguinii La [28]

OH

HO

(0] (0]
CiiHy; ' OHHO ' CiiHy;
HO OH
(0]

0 H;C H
63
H;C H
3 0 HO
OH O OH
OH 0] OH HO,,, OH3C OH
CH; \O) Ho” 7 Yo
o HOV 0, O oH OH OH
o
64 65 66
H;C-(H,C),4-0CO o
0
"o HO
OH
67 68

Hinh 1.5. Cau trlc céc hop chat khac tir chi Myrsine.
Trong céc nghién ctu cua Hirota va cac cong sw, nam 2002, tir can chiét
methanol cta cdy M. seguinii da phan 1ap dugc myrsinoic acid A (58), myrsinoic acid
B (59), myrsinoic acid C (60), myrsinoic acid F (61) [29, 30, 31].
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Myrsinoic acid A con duoc phan I4p tir cin chiét ethanol cua qua cay M. coriacea [32].

Nam 2003, nhém nghién ctru Lawrence O. Arot Manguro da phan 1ap tir phan
doan cin chiét ethyl acetate bt qua cua M. africana duoc hai dan xuat benzoquinone
(62, 63) la methylvilangin (62) va methylanhydrovilangin (63) [33]. Tur can chiét
ethanol cua ré cay loai M. africana con phan lap duoc hop chat (64) dang tinh thé
mau cam séng 12 mot ddng phan vi tri cua emodine véi sy sap xép thay thé khac nhau
xung quanh vong 9,10-anthraquinone cé tén la 2-hydroxychrysophanol [16]. Hai hop
chét phenolic gdm myrsinoside A (65), myrsinoside B (66) [17] va mot hop chat
steroid myrsigenin (67) [33] duoc phan lap tir can chiét methanol cua M. africana.

Tu loai M. australis phan Iap thém dugc mot steroid la 3-O-(6'-O-palmitoyl)-
S-D-glucopyranosyl stigmasterol (68) [25].

Bang 1.2.5. Thanh phan khac tir chi Myrsine

STT Tén hop chat Loai Bo phan TLTK
. M. coriacea Qua [32]
58 | Myrsinoic acid A M. sequinii | Canh, 1a | [23, 34, 35]
59 | Myrsinoic acid B M. seguinii Canh, la [32,36]
60 | Myrsinoic acid C - X .
61 Myrsinoic acid F M. seguinii Canh, la [32]
62 | Methylvilangin . ,
63 | Methylanhydrovilangin M. africana Qua [36]
64 | 2-hydroxychrysophanol M. africana RéE [30]
65 | Myrsinoside A . .
66 | Myrsinoside B M. africana La [27]
67 | Myrsigenin M. africana La [37]
gg | 3-0-(6-O-palmitoyl)-f-D- 1, i atis L4, canh [25]
glucopyranosyl stigmasterol

Céc nghién ctu cho thay thanh phan hoa hoc tir Myrsine rat phong phu va da
dang. Trong d6, cac hop chat dugc cong bd nhiéu nhét tir cac loai thudc chi Myrsine
la cac hop chit flavonoid va terpenoid véi cau tric héa hoc kha doc dao.

1.2.2. Cac nghién cizu vé hogt tinh sinh hec cia chi Myrsine
1.2.2.1. Hoat tinh gay doc té bao ung thu

C6 nhiéu nghién ctru chi ra rang can chiét thd caa cac loai thuoc chi Myrsine
thé hién nhiéu hoat tinh sinh hoc rat dang quy. Cu thé, loai M. africana duoc nghién
ctru nhiéu nhat. Nam 1969, trong nghién ciru cia Kupchan va cong su di cho thay
can chiét alcohol caa canh va 14 loai M. africana dugc phat hién c¢é kha niang wc ché
c4c té bao ung thu co bap chudt [21]. Can chiét methanol va cac phan doan khac nhau
cua cac bo phan cia M. africana ¢ kha nang gay doc té bao ung thu va ngung két
mau d6i vai té bao hong cau nhdm mau AB ngudi [33]. Can chiét n-hexane cua loai
nay thé hién hoat tinh gay doc té bao c6 ¥ nghia (66,7%) & 1000 pg/ml.
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Qua céc nghién ciru di cong bd cho thiy, tir lodi M. africana phan lap duogc
cac hop chit saponin thé hién hoat tinh gay doc té bao c6 y nghia. Cac saponin nay
la cac glycoside cua primulagenin A (21) véi cac duong glucose, rhamnose, galactose
va glucuronic acid dugc Kupchan va cong su phan lap duoc tir canh va la, cac hop
chat nay duoc goi 1a Myrsine saponin, chiing c6 hoat dong wrc ché ung thu moé té bao
dang ké [21, 22].

Sy ¢6 mat cua cac saponin dd quyét dinh hoat tinh sinh hoc & hai loai Myrsine
(M. australis (A. Rich.) Allan va M. salicina Hew ex Hook.) thu ¢ New Zealand. Tam
saponin thuoc khung oleanane (22-29) duoc phan lap tir M. australis déu thé hién
mtic d6 hoat dong twong tu gay tc ché toan bo céc hiéu ung té bao & mirc 40,0 pg/dia.
Tuy nhién, su khac biét vé hoat tinh gay doc té bao da duoc quan sét thay trén dong
té bao bach cau lympho P388 trong d6 (22) va (23) (ICso 0,85 pg/ml trong mdi trudng
hop) gy doc té bao manh hon so véi 24-29 (1Cso > 6,0 pg/ml) [23].

Hop chat lysikokianoside 1 (30) phan lap duoc tir loai M. australis c6 tac dung
gy doc té bao ung thu ddi véi té bao budng tring chudt ddng (CHO) va té bao u ac
tinh & ngudi (ICso = 1,0 pug/ml). Hai hop chét saponin khac phan Iap tir can chiét
methanol cua loai nay la 3-O-(8-D-xyclopyranosyl-(I—2)-O-4-D-glucopyranosyl-
(1—4)-(0-p-D-glucopyranosyl-(1—2))-a-L-arabinosyl)-16a-hydroxy-134,28-
epoxyoleanane (34) va 3p-0O-(f-D-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-4-D-glucopyranosyl-
(1—4)-(0-p-D-glucopyranosyl)-a-L-arabinopyranosyl)-16a-hydroxy-134,28-
epoxyoleanane (35) thé hién két qua wc ché phospholipase D kich thich PMA
(phorbol 12-myristate-13-acetate) trong cac té bao bénh bach cau tién tay bao (HL-
60) & nguoi cho thay hop chét (34) va (35) ¢6 I1Cso lan luot 12 3,0 va 2,0 UM tc ché
PLD kich thich bang PMA. Cac hop chat nay ciing ¢ ché PLD kich thich bang fMLP
c6 gia tri ICso lan luot 12 8,0 va 24,0 M.

Trong nghién ctru cua Kishore va cong su nam 2018, cac hop chat myricetin
3-0-(4"-O-acetyl)-a-L-rhamnopyranoside (8), quercetin-3-O-(3",4"-di-O-acetyl)-a-
L-rhamnoside (9), myricetin 3-O-(2",4"-di-O-acetyl)-a-L-rhamnopyranoside (10),
myricetin 3-O-a-L-rhamnopyranoside (13), myrsinoside A (67), myrsinoside B (68)
tir loai M. africana thé hién kha niang wc ché té bao ung thu gan [17].

Myrsinoic acid A (58) dugc phan lap tir cao chiét ethanol cua qua cay M.
coriacea [32] thé hién su tc ché ddi voi HB — EGF (yéu té tang truong giéng nhu
yéu té ting truéng biéu bi gan heparin, lién quan dén bénh ung thu), methioninase
(L-methionine lyase, lién quan dén bénh ung thu va hoi miéng), acetylcholinesterase
(lién quan dén bénh Alzheimer). Hop chat 2-hydroxychrysophanol (66) tach tir ré cay
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loai M. africana thé hién hoat tinh giy doc té bao vira phai véi ba dong té bao khéi u
& nguoi A-549 (ung thu phéi), KBMRI, HT-29 (ung thu dai truc trang) [22].
1.2.2.2. Hogt tinh khéng vi sinh vdt kiém dinh

Cac ché pham tir hdn hop trai cay kho va 14 loai M. africana trong nuée da cho
thdy hiéu qua wc ché 77,0% db6i voi Haemonchus, Trichostrogylus va
Oesophagostomum spp. [38]. Cin chiét methanol va cac phan doan khac nhau cua
cac bo phan cua M. africana cd kha ning diét con tring, khang ndm, khang khuan.
Can chiét chloroform (CHClIs) c6 hoat tinh diét con tring & mirc d6 thap (20,0%), céc
phan doan trong nudc thé hién kha ning chéng lai Tribolium castaneum va
Rhizopertha dominica. Cin chiét methanol va phan doan CHCI3 thé hién hoat tinh
khang khuan tt doi vai Klebsiella pneumoniae véi gia tri MIC lan luot 13 2,45 va
2,10 mg/ml [37]. Ngoai ra, cin chiét caa loai Myrsine khac ciing c6 tinh khang khuan
nhu cin chiét ethanol caa loai M. coriacea [32]. Tuy nhién, khi thir hoat tinh khang
khuan caa myrsinoic acid A duoc phan lap tir dich chiét ethanol cua qua cay M.
coriacea nay [32] véi cac chung Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Candida albicans,
Candida krusei va Candida tropicalis thiy khong c6 hoat tinh chdng lai cac vi sinh
vat duoc chon.
1.2.2.3. Hoat tinh kh&ng viém

Niam 2003, nhom tac gia Hidefumi Makabe di thir hoat tinh cua cin chiét
methanol cua loai M. seguinii va cho thay c6 hoat tinh khang viém [29].

Céc hop chat: myrsinoic acid A (58), myrsinoic acid B (59), myrsinoic acid C
(60), myrsinoic acid F (61) phan lap tir can chiét methanol cua loai M. seguinii da
duogc thir nghiém b sung vao thanh phan thudc chéng viém tai ¢ chuot do TPA gay
ra. Két qua cho thay véi liéu 1,4 mmol, myrsinoic acid A, B va C d4 ngan chan tinh
trang viém do TPA gay ra twong tng lén dén 65z, 83z va 68z. O liéu 0,56 mmol,
myrsinoic acid A, B va C thé hién gié tri IE nho hon 1an luot 12 22z, 25z va 44z.
Nhitng hoat dong khang viém nay cd thé so sanh vai hoat dong cua indomethacin.
Myrsinoic acid F &c ché 77z ¢ liéu 0,56 mmol cho thay hoat tinh khang viém cua
myrsinoic acid F manh nhét trong cac hop chét trén va manh hon indomethacin — 1a
mot chat chéng viém thuong duoc sir dung. Cac myrsinoic acid nay ¢ kha nang ngan
chan cac phan tng sinh 1y khac nhau lién quan dén sy tang sinh té bao [29, 30, 31].

Ngoai ra, trong nghién ctru caa Satomi Ito va cac cong su cho thay myrsinoic
acid B (59) duoc phan lap tir Myrsine seguinii c6 kha ning &c ché qua trinh san xuat
methyl mercaptan (CH3sSH) béi Fusobacterium nucleatum JCM8532. Tiép d6, nim
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2010, Satomi Ito nghién ctu vé kha ning tc ché san xuat H,S bai vi sinh vat duong
miéng vi hydrogen sulfide (H2S) la thanh phan chinh caa ching hdi miéng sinh ly,
trong khi CHsSH lién quan dén chiing hdi miéng bénh ly. Trong nghién ciu nay,
Satomi Ito di 14y F. nucleatum, Porphyromonas gingivalis va Treponema denticola
1 v6i myrsinoic acid B va chat nén nhu L-cysteine hozic L-methionine. Nong d6 H2S
hodc CH3SH trong khong khi dugc xac dinh bang sic ky khi. Két qua cho thay nong
d6 ciia myrsinoic acid B wc ché 50% (ICso) qué trinh san xuat H,S cua F. nucleatum
13 0,14 pg ml ™ va ICso cua P. gingivalis va T. denticola lan luot 13 2,71 pg ml™ va
28,9 ug ml* [36].

Su hién dién cua pyruvate, san pham phu caa qua trinh san xuat H.S da duoc
xac dinh. Gia tri ICso ctia myrsinoic acid B trong qua trinh ngin chin san xuat
pyruvate 13 22,9 pg ml™! d6i voi F. nucleatum, 87,7 png ml™* ddi véi P. gingivalis va
165,0 ug ml™* d4i véi T. denticola. Trong khi do, gia tri 1Cso cua ZnCly lan luot 1a
186,0; 21,5 va 276,0 pg ml. Myrsinoic acid B hiéu qua hon k&m clorua trong viéc
ngin chan sy san xuat pyruvate cua F. nucleatum va T. denticola. Bén canh d6, trong
nghién ctru nay ciing cho thay Myrsinoic acid B hiéu qua hon k&m clorua trong viéc
ngan chin su san xuit a-ketobutyrate 1a san pham phu caia qua trinh san xuat CHzSH.
Nhu vay, myrsinoic acid B ¢d kha niang ¢ ché su san xuat HzS, CH3sSH ciing nhu
pyruvate va a-ketobutyrate bai mam bénh nha chu [36].
1.2.2.4. Hogt tinh chong oxi héa

Trong nghién ctu caa Kishore va cong su nim 2018, can chiét methanol cua
cay M. africana thé hién hoat tinh chéng oxi héa tét & khoang 1Cso = 8,65 + 0,23
ng/mL. Mudi bon hop chit flavonoid va flavonoid glycoside duoc phan 1ap tir cin
chiét methanol va ethyl acetate cua (1-14) thé hién hoat tinh chdng oxi héa manh &
c4c gia tri ICso trong khoang tir 1,90 + 0,021 dén 4,20 + 0,003 uM, trong d6 hop chat
mearnsitrin (7) c6 kha nang chéng oxi héa manh nhét véi 1Cso = 1,90 + 0,021 pM
[17]. Bén canh d6 hai hop chat phenolic ciing dugc tach tir I0ai nay cé hoat tinh chong
oxi héa manh vai 1Cso = 8,65 + 0,23 pg/mL.
1.2.2.5. Cac hoat tinh khac

Ciing trong nghién ctu cua Kishore va cong sy nim 2018, 14 hop chat
flavonoid va flavonoid glycoside thu dugc tir can chiét methanol va ethyl acetate cua
cay M. africana (1-14) déu c6 hoat tinh ¢ ché enzyme tyrosinase, dic biét cac hop
chat (11), (12), (13) c6 kha ning wc ché enzyme tyrosinase cao nhat véi gié tri 1Cso
lan luot 12 0,13 + 0,003; 0,15 + 0,003; 0,12 + 0,002 UM. Pay ciing 13 1an dau tién thir
hoat tinh @c ché enzyme tyrosinase cua mearnsitrin (7), mearnsetin 3-O-(4"-O-
acetyl)-a-L-rhamnopyranoside (8), quercetin-3-0-(3",4"-di-O-acetyl)-a-L-
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rhamnoside (9), myricetin 3-O-(2",4"-di-O-acetyl)-a-L-rhamnopyranoside (10),
myricetin 3-O-(4"-O-acetyl)-a-L-rhamnopyranoside (13). C4c hop chét nay c6 gia tri
|Cso thap hon (p < 0,01) so véi ascorbic acid (ICso = 11,2 uM), trong d6, mearnsitrin
cling thé hién hoat tinh manh nhat [17]. Ngoai ra, hai hop chat phenolic myrsinoside
A (65), myrsinoside B (66) ciing duoc phan 1ap tir can chiét methanol cua M. africana,
thir hoat tinh ¢ ché enzyme tyrosinase cho két qua 1Cso < 11,2 uM. Sy c6 mat cua
myrsigenin (67) gop phan quyét dinh hoat tinh chdng co thit do KCI theo co ché chin
kénh calcium cua can chiét methanol M. africana tho.
Bang 1.2.6. Thanh phan héa hoc va hoat tinh sinh hoc caa cac hop chat tir chi Myrsine

STT Tén hop chit Hoat tinh sinh hec Loai TLTK
_ M. seguinii
1 | Quercitrin M. africana [15-17]
5 Quercgtin-3-rhamnoside-3'- M. seguinii [15]
glucoside
3| Myricitrin Uc ché enzyme | M. seguinii [15-17]
tyrosinase M. africana
4 | Myricetin-3-rhamnoside-3- Chéng oxi hoa tot
glucoside M. seguinii [15]
5 | Myricetin-3,4'-dirhamnoside
Mearnsetin 3-O-(4"-O-
6 | acetyl)-a-L- M. africana [17]
rhamnopyranoside
7 | Mearnsitrin
Myricetin 3-O-(4"-O-acetyl)- | £
8 a-L-rhamnopyranoside t[;:osinczrsee enzyme
9 Quercetin-3-O-(3",4"-di-O- Chdng oxi hda tot M. africana [17]
acetyl)-a-L-rhamnoside U Lk e
ol —— c ché t& bao ung
Myricetin 3-O-(2",4"-di-O- thur gan (HepG2)
10 | acetyl)-a—L-
rhamnopyranoside
Uc ché enzyme
11 | Rutin tyrosinase M. africana
Chdng oxi hoa tot
Quercetin 3-O-ocL- Uc che enzyme | M. africana
12 rhamnopyranoside tyrqsmase_ o M. seguinii
Chong oxi hoa tot M. rubra [17]
Uc ché enzyme
" tyrosinase M. africana
13 m;lrrr:ﬁ%tpl);gr%;?éle_- Chdng oxi héatot | M. seguinii
Uc ché té bao ung | M. rubra
thu gan (HepG2)
Mearnsetin 3-(2",4"- X _y .
14 diacetylrhamnoside) Chong oxi hoa M. africana [18, 19]
15 | (-)-epicatechin - M. africana
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STT

Tén hop chit

Hoat tinh sinh hoc

Loai

TLTK

. sequinii
. rubra

<<

16

(-)-epigallocatechin

17

(-)-epigallocatechin-3-O-
gallate

18

3',5'-di-O-f-glucopyranosyl
phloretin

M. africana

19

Kaempferol 3-O-4-D-(6"-
galloyl) glucopyranoside

20

Luteolin 30-O-a-L-
rhamnopyranoside

M. rubra

[18]

22

3p-0-(p-D-xylopyranosyl-
(1-2)-0-p-D-
glucopyranosyl-(1—4)-(0-p-
D-glucopyranosyl-(1—2))-a-
L-arabinopyranosyl)-16a-
hydroxy-134,28-epoxy
oleanane

Uc ché té bao
thu bach cau

ung

23

3p-0-(a-L-rhamnopyranosyl-
(1-2)-0-p-D-
glucopyranosyl-(1—4)-(0-4-
D-glucopyranosyl-(1—2))-a-
L-arabinopyranosy)-16a-
hydroxy-134,28-epoxy
oleanane

Uc ché té bao
thu bach cau

ung

M. australis

[23,25]

24

3p-0O-(5-D-xylopyranosyl-
(1-2)-0-p-D-
glucopyranosyl-(1—4)-(0-4-
D-glucopyranosyl-(1—2))-a-
L-arabinopyranosyl)-16a-
hydroxyolean-28,134-olide

Uc ché té bao
thu bach cau

ung

25

3p-O-(a-L-rhamnopyranosyl-
(1-2)-0-p-D-
glucopyranosyl-(1—4)-(0-p-
D- glucopyranosyl-(1—2))-a-
L-arabinopyranosyl)-16a-
hydroxyolean-28,134-olide

Uc ché té bao
thu bach cau

ung

M. australis

[23]

26

Ardisiacrispin A
Saxifragifolin B

Uc ché té bao
thu bach cau

ung

M. australis
M. pellucida
M. salicina

27

Ardisiacrispin B

Uc ché té bao
thu bach cau

ung

M. australis
M. pellucida

[23, 24]

28

3/-O-(p-D-xylopyranosyl-
(1-2)-0-p-D-
glucopyranosyl-(1—4)-(O-4-
D-glucopyranosyl-(1—2))-a-

Uc ché té bao
thu bach cau

ung

M. australis

[23]
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STT

Tén hop chit

Hoat tinh sinh hoc

Loai

TLTK

L-arabinopyranosyl))-16a,28-
dihydroxy-134,28- epoxy
oleanane

29

3p-0O-(a-L-rhamnopyranosyl-
(1—2)-O-p-glucopyranosyl-
(1—4)-(0-p-D-
glucopyranosyl-(1—2))-a-L-
arabinopyranosyl)-16a,28-
dihydroxy-13,28-epoxy
oleanane

30

Lysikokianoside 1

Uc ché té bao u 4c
tinh, u buong trieng

31

3-O-(a-L-
rhamnopyranosyl(1—2)-4-D-
glucopyranosyl(1—4)-a-L-
arabinopyranosyl)
cyclamiretin A

32

3-O-(5-D-
xylopyranosyl(1—2)-4-D-
glucopyranosyl(1—4)-a-L-
arabinopyranosyl)
cyclamiretin A (primulanin)

33

3-0-p-D-
xylopyranosyl(1—2)-f-D-
glucopyranosyl(1—4)-4-D-
glucopyranosyl (1—2)-a-L-
arabinopyranosyl)
cyclamiretin D

M. pellucida

[24]

34

3-0O-(5-D-xyclopyranosyl-
(I-2)-O-4-D-glucopyranosyl-
(1—4)-(0-4-D-
glucopyranosyl-(1—2))-o-L-
arabinosyl)-16a-hydroxy-
135,28-epoxyoleanane

35

3p-O-(p-D-rhamnopyranosyl-
(1 —2)-0-4-D-
glucopyranosyl-(1—4)-(0O-p-
D-glucopyranosyl)-a-L-
arabinopyranosyl)-16a-
hydroxy-134,28-
epoxyoleanane

Uc ché
phospholipase D
trong té bao ung thu
bach cau

M. australis

[25]

36

Arbutin

37

Seguinoside A

38

Seguinoside B

39

Seguinoside C

40

Seguinoside D

M. seguinii

[26]
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STT Tén hop chit Hoat tinh sinh hoc Loai TLTK
41 | Seguinoside E -
42 | Seguinoside F -
43 | Tachioside - M. seguinii [22]
44 | Isotachioside -
45 | Seguinoside G -
46 | Seguinoside H - -
47 | Seguinoside | - M. seguinii [27]
48 | Seguinoside J -
49 | Seguinoside K -
50 | Ampelopsisionoside -
51 | Myrsinionoside A -
52 | Myrsinionoside B -
53 | Myrsinionoside C - -
54 i Alangionoside J - M. seguinil [28]
55 i Myrsinionoside D -
56 | Linarionoside A -
57 | Myrsinionoside E -
Hoat tinh khéng
viém, tc ché dbi vai
HB — EGF (yéu td
ting truong gidng
nhu yéu td ting
truong biéu bi gan
heparin, lién quan
. dén bénh ung thu), | M. coriacea
58 | Myrsinoic acid A methioninase  (L- | M. seguinii [32]
methionine  lyase,
lién quan dén bénh
ung thu va hoi
miéng),
acetylcholinesterase
(lién quan dén bénh
Alzheimer).
Hoat tinh khéang
Viém
Ut ché sy san xuét
59 | Myrsinoic acid B H>S, CHsSH ciing | M. seguinii [32,36]
nhu pyruvate va a-
ketobutyrate boi
mam bénh nha chu.
60 | Myrsinoic acid C Hoat tinh  khan .
61 | Myrsinoic acid F Viém Yo seguintt [32]
62 | Methylvilangin - .
63 | Methylanhydrovilangin - M. africana [36]
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STT Tén hop chit Hoat tinh sinh hoc Loai TLTK
A-549  (ung thu
64 | 2-hydroxychrysophanol phot), KBMRI, HT- M. africana [30]

29 (ung thu dai truc
trang)

65 | Myrsinoside A Uc ché enzyme

Tyrosinase
Chéng oxi hda tbt M. africana [27]
Uc ché té bao ung
thu gan (HepG2)

66 | Myrsinoside B

67 | Myrsigenin Chdng co that M. africana [37]

gg | >-0O-(6-O-palmitoyl)-5-D- - M. australis [25]
glucopyranosyl stigmasterol

(-) Khéng thé hién hogt tinh sinh hoc
1.2.3. Cidc nghién ciiu vé thanh phan hoa hoc va hoat tinh sinh hoc ciia chi Oligoceras

Chi Oliceras c6 mét loai duy nhat 1 Oligoceras eberhardtii trén thé gioi hién
nay chua cé nghién ciru nao vé thanh phan héa hoc va hoat tinh sinh hoc cua chi nay.
1.3. Tong quan vé loai Myrsine semiserrata Wall. va Oligoceras eberhardtii Gagnep.
1.3.1. Téng quan vé loai Myrsine semiserrata Wall.

Pic diém thyc vat 10ai xay rang nhon (Myrsine semiserrata Wall.)

Theo tac gia V& Vin Chi, cdy xay rang nhon hay con goi la diép xi thiét ton
cé tén khoa hoc la Myrsine semiserrata Wall. thuoc ho anh thao (Primulaceae), la
dang cay bui hay cay gd nho, cao 3 — 7 m, nhanh khéng 16ng. L& hinh bau duc hay
thudn, dai 4 —9 cm, rong 1 — 2 cm, nhon hai dau, day ctrng, mép co rang & nura trén,
mat dudi ¢d tuyén, cudng 14 dai 5 — 6 mm. Cum hoa hinh tan, gém 3 — 7 hoa ¢ nach
la. Hoa nho, mau do do, cac 1a dai va canh hoa hop & géc, 4 nhi dinh truéc canh hoa,
vOi nhuy dai 2 mm, dau nhyy to chia 3 thily. Qua hach tron, duong kinh 4 — 5 mm,
c6 diém tuyén, c6 mot hat.

Cay moc trong rirng thua thir sinh trén nti da voi, ¢ d6 cao 1100 — 1700 m, tai
sinh thién nhién kém. Cay ra hoa vao thang 4, c6 qua vao thang 5 — 7.

& ~ e e

Hinh 1.6. Mot s6 bo phan loai M. semiserrata
Cong dung: Vo va la caa M. semiserrata c6 nhiéu tannin, hat c6 nhiéu dau
béo. G Van Nam, Trung Quéc, qua cua cay dugc dung 1am thudc sét tring, chita san
day, nhuan trang, day hoi, dau bung [8].
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Thanh phdn hoéa hoc va hogt tinh sinh hoc: Theo tim hiéu cua ching toi, trén
thé gidi va Viét Nam chwa c6 nghién cru ndo vé thanh phan héa hoc va hoat tinh sinh
hoc cua loai nay.

1.3.2. Téng quan vé loai Oligoceras eberhardtii Gagnep.

Pdc diém thuc vdt cia loai ban giac Oligoceras eberhardtii Gagnep.

Theo céc tai liéu tham khao chi Oligoceras chi c6 mét loai duy nhat Ia cay ban
giac (Oligoceras eberhardtii Gagnep.) thudc ho Thau dau (Euphorbiaceae) [7].

Cay ban giac hay con goi la cay noi c6 tén khoa hoc Ia Oligoceras eberhardtii
Gagnep., 1a loai cay gd cao 20 m, nhanh kich com, 14 cé phién to, xoin tam giac, dai
5— 10 cm, day cat ngang c6 3 gan, khong long, mit dudi mdc moc, cudng dai cé hai
tuyén ¢ dau. Chim tu tan dong chu, hoa c6 5 14 dai, c6 mét tuyén cé cong & lung, 5
canh hoa cao 5mm, 5 tiéu nhuy xen véi 5 tiéu nhuy lép, quanh nodn sao Iép to, hoa

Thanh phan héa hoc va hoat tinh sinh hoc: Theo tim hiéu cua ching toi, trén
thé gioi va Viét Nam chua c6 nghién citu ndo vé thanh phan héa hoc va hoat tinh sinh
hoc cua loai nay.

1.4. Tong quan vé md hinh nghién ciru phat trién thuoc sir dung phwong phap
mo phéng phan tir
1.4.1. Gigi thi¢u chung

Phuong phap ng dung cdng nghé théng tin trong nghién ciru hod - sinh - y
hoc da duoc phat trién tir cubi nhitng nam 1950 trén thé gisi. Trong nhitng nam 1960,
nhitng chuong trinh may tinh don gian da c6 thé sir dung d¢ md phong phdé NMR
[39]. Str dung m6 hinh phan tich mdi twong quan hoat tinh - cau trdc Hansch, nhiéu
may tinh c6 thé duoc két ndi dé giai quyét nhitng phuong trinh hoi quy phuc tap [40].
Tuy nhién, cac phan tir thuc té 12 kha phuc tap dé cd thé giai quyét cac van dé lién
quan dén cu tric khéng gian vao thoi diém d6. Trong nhitng ndm 1970, véi Sy Cai
thién vé téc do xtr ly cong véi giao dién sir dung than thién, céng nghé tin hoc di co
nhitng dong gop dang ké hon [40]. Khé khin chinh trong thoi gian nay 1a chua c6 cac
chuong trinh may tinh c6 thé mo ta chinh xac cac phan tir cling cac tinh chit cua
ching tir cac két qua ly thuyét. Rao can nay sau d6 duoc thdo g& vai su xuat hién
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clia cac may tinh duoc trang bi cac chuwong trinh d6 hoa manh du dé c6 thé miéu ta
cac HOMO (Highest occupied molecular orbital), LUMO (Least unoccupied
molecular orbital), MUP (molecular electrostatic potential), cac vecto moment ludng
cuc ... chdng 18n ciu trdc 3D cua phan tir [39,40]. Pau nhitng nam 1990, cac may
tinh 16n da nhan (cluster) da da manh dé thuc hién cac tinh toan trén cac phan ti thuc
trong thoi gian du ngan, két qua nay ciing gbp phan ting cudng su quan tam cua céc
nha hoa hoc vao str dung cac tng dung cia cong nghé thong tin trong nghién ciru hoa
hoc cua cac phan ti hitu co [41].

Ngay nay trong linh vuc hoa dugc hién dai, chung ta dang chiing kién sy
blng ndé manh mé vé sé lugng cac nghién ctru tim kiém va thir nghiém danh gia nhiing
hop chat méi c6 tiém ning va hoat tinh chon loc. Piéu nay c6 thé thuc hién duoc 1a
nho vao sy phét trién cua cac ki thuat nhu hoa hoc to hop va sang loc thong luong
cao (Highthroughput screening — HTS). Tuy nhién, nhuoc diém cua cac ki thuat nay
1a tao ra mot sb luong 16n cac két qua duong gia, do do, ngay ca khi da sir dung ky
thuat sang loc nhanh nay, cac nha khoa hoc van can phai thyuc hién tiép nhimg budéc
sang loc chi tiét hon dé danh gia lai cac dir liéu thu duoc.
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Hinh 1.8. S luwong thude duoc cap phép luu hanh trén thi trudng theo tirng thap ky
ké tir thoi diém nam 1970

Trong nhitng nam gan day thiét ké thudc s dung cong cu hd tro may tinh
(Computer aided drug design - CADD) dang ndi 1én 1a mot cong cu manh dé sang loc
thong lugng cao cac co sd dir liéu 16n hop chat dé tim kiém hoat chat c6 kha nang tc
ché hoat dong cua mot protein chirc nang cu thé. Linh vuc nay dugc dé cap lan dau
tién vao ngay 5 thang 10 nam 1981 trong mot cong bd khoa hoc ¢6 tya dé "Cudc cach
mang cong nghiép tiép theo: Thiét ké thubc bang may tinh tai Merck" dang trén tap
chi Fortune [42]. K& tir 46, su vu viét cia CADD ngay cang dugc ching minh vi
phuong phap nay giam dang ké thoi gian va chi phi dé phat trién mot loai thubc méi
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[43]. Theo s6 liéu théng ké cho dén nim 2019, hon 70 loai thudc dang duoc thuong
mai héa trén thi truong co su dong gdp cua CADD trong qua trinh nghién ciu phét
trién, diéu nay chung minh vai trd ngay cang quan trong caa mé hinh nghién ctu nay
trong linh vuc dugc pham.

1.4.2. Tong quan mé hinh sang loc o tim kiém hoat chit tiém ning phdt trién thuéc

Trong cac nghién ctiru hoé hoc céc hop chat thién nhién truéc kia, cac hoat chat
méi duoc phan 1ap chi yéu 1a ngau nhién va théng qua viéc sang loc hoat tinh sinh
hoc don gian bao gém cac hoat tinh khang sinh, doc té bao, v.v. Hién nay, tai cac
nudc phat trién, cac loai thudc thé hé méi duge phét hién va phéat trién théng qua cac
cdng cu sang loc manh vé di truyén hoc va ho4 sinh, trong d6, str dung céc dong té
bao thay thé quan trong, cac trung gian diéu hoa, hay st dung su tuong tac thy thé —
phoi tir (Receptor - Ligand) [44]. Cac sang loc nay s& cho phép phat hién chinh xéc
cac hop chat c6 chta hoat tinh mong muén trong rat nhiéu céc dich chiét khac nhau.
Quan trong hon, cac thir nghiém nay cung cip nhitng thong tin ban dau vé co ché
hoat d6ng cua hoat chat trong qué trinh phét trién thudc [40, 44].

Dé thuc hién duoc cac sang loc trén can thiét phai ¢ thdng tin céu tric cua
nhiing thy thé dich sinh hoc (protein/enzyme) c6 vai trd quan trong trong hinh thanh
co ché cua dbi twong bénh nghién ctru. Phuong phap sang loc trén ngoai su chinh xac
va la céng cu dé nghién ctru co ché tac dong cua thude, con 13 co s& quan trong dé
phét trién cac loai thuéc méi khi bénh da khang thudc [45,46]. Khi st dung thudc
khong dung chi dinh hoic do cac diéu kién moi truong, cac tic nhan hoa hoc c6 thé
dan dén tinh trang bénh khang thuéc do mét sy dot bién nao do trong cu tric caa
ADN, tirc 1a cAu trdc cua protein dich c6 bién d6i. Néu chi dya trén cac sang loc hoé
hoc - hoat tinh sinh hoc thong thuong khdng thé phat hién ra cac bién ddi nay. Tuy
nhién, véi viéc két hop cdng nghé sinh hoc va hoa hoc thi van dé c6 thé duoc giai
quyét bang viéc nghién ciu nhitng thay d6i trong ciu tric ADN, su sai khac giita
tuong quan thy thé - thudc va bién d6i cau trdc cac thude dang sir dung 1am cho hiéu
qua cua thudc tré lai. Linh vuc sang loc trén doi hoi su két hop chat ché caa cac nha
nghién ctru trong ba linh vuc - Sinh hoc, Hoa hoc va Y dugc hoc, trong do:

- Céc nha sinh hoc phan tir 1a nhitng nguoi tién phong trong viéc tim kiém va
xac dinh céu tric cua céc dich sinh hoc.

- Céc nha hod hoc thuc hién cong viéc sang loc cac cau trdc thuc dua trén su
trc ché cac dich sinh hoc nay va sau d6 1a téng hop, ban téng hop ra ching.

- Cac budc thir nghiém hoat tinh sinh hoc, tién 1am sang va 1am sang 1a su két
hop gitra cac nha hoa hoc, sinh hoc, bac si, dugc si.



26

Trong cac mé hinh sang loc hoat chit hién dai, méi day xuat hién mé hinh
sang loc ao (Virtual Screening - VS) va dd nhanh chéng déng mot vai tro hét sic
quan trong trong cac du &n nghién cau phat trién thudc. M hinh trén sir dung cac
tién bo trong tin hoc dé sang loc 40, mé ta va du doan cac ciu tric méi dugc cho 1a
c6 hoat tinh manh [47,48]. Uu diém cua phuong phap la giam thiéu chi phi va thoi
gian trong qué trinh phat hién va phat trién thudc. N6 thuong dugc mo ta 1a mot
phuong phap gébm nhiéu budce theo tuan tu thdng qua cac tidu chi sang loc khac nhau
tir d6 thu hep dan dé lua chon cac hop chat c6 tiém nang phat trién 1am thudc voi
nhitng hoat tinh sinh hoc mong mudn. Hop chat dugc nghién ctu khong nhat thiét
phai ¢6 san va viéc thir nghiém ching 1a mé phong 4o nén khéng gay tén kém vé
nguyén vat liéu [47,49]. Dya vao nguyén ly nay, bat ky hop chat nao ciing c6 thé
dugc danh gia thong qua sang loc a0. Tuy thudc vao quy md nghién curu, co s¢ dir
liu hop chét cho sang loc 4o ¢é thé Ién toi hang chuc triéu hop chat va toan bo nhitng
chat nay c6 thé dugc phan tich chi sang mét 1an sang loc.

N
\ 250 N\
Hop chit 4

Nghién ciru thuéce °  Tién lim sang Lam sang giai doan 1-3 FDA Phé duyét

10-15 Nam

> 800 tri¢u do

Hinh 1.9. Quy trinh nghién ciu phat trién thude truyén théng

Véi md hinh truyén thong, mdi loai thudc mai duge dua ra thi trudng thong
thuong tiéu tén khoang 800 triéu euro va can thoi gian 10 — 15 nam cho qua trinh
nghién ctu (Hinh 1.9). Trong khi d6, véi cac hé thong may tinh ndi mang hién dai
(vi du tinh toan ludi — GRID) thi hang triéu cu tric cd thé dugc sang loc ao chi trong
thoi gian vai tuan.

Cac sang loc in silico sir dung mé phong tuong tac gitra thu thé — phéi tir dé
tim ra cac phdi tur (ligand) c6 cau trac dugc du doan lién két voi thu thé tét nhat — o
day 1a c6 muc ning luong lién két ty do (4G) thap nhat (Hinh 1.10) [50]. Céu tric
c4c protein & md hinh khéng gian ba chiéu (3D) di véi mdi bénh duoc nghién ctu
va cung cap bai cac nha sinh hoc, cac phdi tir 1 cac hop chat ho hoc véi cu trac da
duoc xac dinh va c6 ngudn trich dan rd rang.

Cong trinh nghién ctru st dung phuong phap sang loc ao dugc ghi nhan cong
b qudc té 1an dau tién vao nam 1997 [51]. K& tir d6 cho t6i nay, viéc tng dung mo
hinh ndy ngay cang tré nén phd bién va tro thanh mot xu thé nghién ctu méi trong
nganh duoc hoc, di kém d6 1a sé lwong cac nghién cieu cong b lién quan téi linh vuc

nay ngay cang tang manh.
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A)

C)

Hinh 1.10. Minh hoa tuwong tac protein — phdi tir.
(A) B& mit ving hoat dong cua protein; (B) Cau tric ba chiéu cua phdi tir;

(C) Trang thai lién két bé mat protein — phdi tir; (D) Cu hinh tuong tac ba chiéu protein - phdi tir
1.4.3. Tong quan phwong phdp mé phéng ldp ghép phan ti (Docking phan ti)

So véi sang loc thong lugng cao (HTS) thuc nghiém truyén thdng, VS la
phuong phép tiép can khdm pha thudc hop ly va tryc tiép hon va c6 wu diém la chi
phi thap va sang loc nhanh hiéu qua. VS c6 thé duoc phan loai thanh cac phuong
phép sang loc dua trén cau trdc phdi tir va sang loc dua trén céu trac dich sinh hoc
muc tiéu. Khi mét tap hop cac phéi tir c6 hoat tinh sinh hoc dugc biét dén ddng thoi
¢4 rat it hodc khong cd thdng tin cau trac cho cac dich sinh hoc muc tiéu, cac phuong
phép sang loc dwa trén ciu trdc phdi tir, chang han nhu mé hinh héa dugc va lién
quan dinh luong cau tric — tac dung (QSAR) cd thé duoc sir dung. i véi viec nghién
ctru phat trién thuc bang céch sang loc dua trén cau trac dich sinh hoc muc tiéu,
docking phan tir 13 phuong phap pho bién nhét dugc st dung rong réi ké tir dau nhing
nam 1980 [52]. Cac chuong trinh dua trén cac thuat toan khac nhau da duoc phat
trién dé thyuc hién cac nghién ciu docking phan tir, diéu nay da lam cho docking trd
thanh mot cdng cu ngay cang quan trong trong linh vuc nghién ctru dugc pham. Cho
dén nay, nhiéu bai danh gia téng quan vé docking di dugc céng bd [53-58], va nhiéu
nghién ciru so sanh di duoc thuc hién dé danh gia hiéu suit trong ddi cua cac phan
mém khéac nhau.

Phuong phap docking phén tir duoc phét trién dé md hinh hda sy tuong tac
gitta mot phan tir nho va mot protein & cap do nguyén tir, cho phép ching ta tim hiéu
va mo ta co ché hoat dong cua cac phan tir nho trong ving lién két (ving hoat dong)
cua protein dich cling nhu 1am sang to cac qua trinh sinh hoéa co ban [59]. Qua trinh
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docking bao gom hai buéc co ban: du doan cdu hinh lién két caa phdi tir gom vi tri
va huéng cua nd trong céc lién két nay (thudng duoc goi 1a dock pose) va danh gia
&i luc lién két (Hinh 1.11). Do d6, khong nhitng chi ra cac lién két c6 ¥ nghia, docking
con cd thé dinh luong kha ning lién két boi cac ham tinh diém, qua d6 phan hang kha
nang lién két manh yéu cua céc hoat chit tiém ning. Biét duoc vi tri ving hoat dong
cua protein trudc khi thuc hién docking gép phan 1am ting dang ké hiéu qua qua trinh
md phong. Trong da sb cac trudng hop, ving hoat dong dd dugc xac dinh trudc khi
tién hanh docking cac phdi tir vao nd. Ngoai ra, cac nha khoa hoc c6 thé thu duoc
thong tin vé cac ving hoat dong bing cach so sanh protein dich véi cac protein co
cling chire ning hodc vai cac protein két tinh trong trang théi lién két véi phoi tir
khac. Trong truong hop khéng biét trude thdng tin vé viing hoat dong cuaa protein,
ngay nay mot sé phan mém va webserver duoc phat trién dé dy doan nhitng vi tri
nay, vi du: GRID, POCKET, SurfNet, PASS va MMC c6 thé duoc st dung dé du
doan vung hoat dong gia dinh trong protein. Viéc thuc hién docking trong diéu kién
khong c6 bat ky gia dinh nao vé viing hoat dong duoc goi 1a "docking mu".

y LA

Hinh 1.11. Minh hoa vé mé phéong tim kiém cau hinh lién két bén viing cua hop
chat trong ving hoat dong cuaa protein

Viéc lam séng to co ché lién két giira phdi tir va thu thé 1a c6 tén goi la ly
thuyét "khoa va chia" do Fischer dé xuat [60], trong d6 phdi tir twong tac véi véi thu
thé mot cach phl hop duge vi nhu khoa va chia khéa. Cac phuong phéap docking thoi
ky dau déu dua trén ly thuyét nay va ca phéi tir va thu thé déu duoc coi 1a c6 cau tric
"c6 dinh". Sau d6, 1y thuyét “diéu chinh phd hop” [61,62] do Koshland dé xuat da
phét trién ly thuyét "khoa va chia” tién thém maot budc, thuyét ndy cho rang viing hoat
dong cuaa protein lién tuc dugc dinh hinh lai boi céc lién két véi cac phéi tir khi chiing
tuong tac v6i nhau. Ly thuyét nay cho rang phéi tir va thu thé phai duoc coi la c6 cau
trac linh dong trong qua trinh twong tac. Nho d6, 1y thuyét ndy ¢ thé mo ta cac tuong
tac mot cach chinh xac hon so v&i cac phuong phap truéc kia. Do han ché vé ning
lyc tinh toan cta may tinh, phuong phap docking cho dén nay van dugc thuc hién
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theo hinh thirc coi phéi tir ¢ ciu tric linh dong va thu thé c¢d ciu tric "cb dinh" va la
phuong phap phé bién nhét dugc sir dung trong cac nghién ctu. Gan day, nhiéu nd
luc phét trién phuong phap méi dd dugc thuc hién dé xir 1y tinh linh dong cau tric
cua thu thé, tuy nhién, viéc gan két vao thu thé cd ciu trac linh dong, dic biét 12 tinh
linh d6ng trong cau tric khung cua céc thu thé, van 1a mot thach thirc 16n dbi voi cac
phuong phap docking hién tai. Trong nhitng nim gan ddy, Local Move Monte Carlo
(LMMC) 1a mét ly thuyét méi da duoc phét trién cd tiém ning cao trong giai quyét
van dé lién quan dén docking vai thy thé cau trac linh dong.
1.4.4. Téng quan phwong phdp mé phéng dong luc hoc phan ti

Khéi niém m6 phong dong luc hoc phan tar (Molecular dynamic — MD) dugc
phét trién lan dau tién vao cudi nhitng nam 1970 [63,64]. Tuy nhién, md hinh nghién
ctru nay chi bat dau thu hat sy chi y caa cac nha khoa hoc tir nhitng nim 2000 tré lai
day. Hinh 1.12 cho thay thong ké su phat trién cua tir khda "molecular dynamics™ c6
trong cac cong b khoa hoc tir hai nguén Pubmed va Web of Science.
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Hinh 1.12. Thong keé s 1an tir khoa "Molecular dynamics" dugc ghi nhan trong céc
cong b khoa hoc giai doan tir naim 1998 dén nim 2020

Qua thoi gian, mé hinh nghién ciru nay da phat trién tir viéc md phong don
gian vai trim nguyén tir dén nay da co thé thuc hién tinh toan cac hé théng sinh hoc
phurc tap nhu: protein trong cac méi trueong dung méi khac nhau, cac protein nhung
mang, hoac cdc phuc hop dai phén tir 16n nhu nucleosom hoac ribosome [65-70].
Hién nay viéc md phong céac hé thdng co tir 50.000 — 100.000 nguyén tir da trd nén
phd bién, tham chi vai hé thong tinh toan dit manh cé thé thuc hién mé phong cho hé
thong 1én toi 500.000 nguyén tir. Nhitng cai tién dang ké nay phan Ién nho vao viéc
str dung tinh toan hiéu nang cao (HPC) va tinh don gian cta nhirng thuat toan MD co
ban. Dir liéu dau vao cho md phong thudng duoc thu thap tir ciu trdc thir nghiém
hozc tir cac dir liéu md hinh so sanh. Hé théng md phong cé thé dugc biéu dién & cac
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mtrc d6 chi tiét khac nhau. Biéu dién nguyén tir 1a cach tét nhit dé mé phong céc hé
thdng sat véi thuc té, tuy nhién, gan day cac mé hinh siéu nguyén tir (coarse-grain)
dang ngdy cang trd nén phd bién trong cac bai toan md phong hé thng 16n hodc md
phong trong thoi gian dai [71]. Bén canh dé, biéu dién dung méi ciing 1a mot van dé
quan trong trong qua trinh thiét 1ap moi truong cho hé théng mé phong, di cé nhiéu
cach tiép can duoc thir nghiém trudc dy va cac nha nghién ctru da két luan cach hiéu
qua nhat 1a biéu dién rd rang tirng phan tar dung méi mic du diéu nay s& khién ting
kich thuéc cua cac hé théng md phong [72-74]. Cach biéu dién nay gilp xem xét
duoc hau hét cac hiéu tng solvat héa cua dung méi thuc bao gom ca cac hiéu ang tir
gdc entropi nhu hiéu tng ky nudc. Khi hé théng duoc xay dung, cac luc tac dung 1én
moi nguyén tir s& thu duoc bang cach suy ra cac phuong trinh, trudng lec, trong d6
thé ning duoc suy ra tir cau trdc phan ti [75, 76]. Truong luc 1 nhitng phuong trinh
phtc tap, tuy nhién chung twong d6i d& tinh toan. Cac dic diém phan tir c6 thé duoc
biéu dién truong luc mot cach don gian nhu sau: 10 xo cho do dai va goc cua lién két,
ham tuan hoan cho chuyén dong quay cua lién két va dién thé Lennard — Jones, va
dinh luat Coulomb cho twong tac van der Waals va tinh dién. Diéu nay cho phép thuc
hién cac phép tinh nang lwong va luc mot cach nhanh chéng ngay ca dbi vai cac hé
thdng 16n. Cac mo hinh truong luc dang dugc sir dung trong mé phong md hinh
nguyeén tir khac nhau vé cach chung duoc tham sé hda va khong phai tat ca cac truong
lwc déu cho phép biéu dién tat ca cac loai nguyén tir [77,78]. Sau khi c¢6 dugc céc luc
tac dong 1én cac nguyén tir riéng I¢, dinh luat chuyén dong cua Newton cé dién duoc
sir dung dé tinh gia téc va van téc ciing nhu cap nhat vi tri caa nguyén tir. Vi sy tich
hop cua chuyén dong duoc thuc hién bang sé hoc, dé tranh mat 6n dinh, can st dung
mét budc thoi gian ngan hon cac chuyén dong nhanh nhat trong phan ti. Bude thoi
gian nay thong thuong c6 do dai tir 1 dén 2 fs d6i véi md phong nguyén tir. Cac md
phong dai micro gidy dé dam bao d6 chinh xac can lap lai tinh toan 1én toi 10° lan.
Pay 1a mot trong nhitng diém manh caa mé hinh mé phong siéu nguyén ti, khi hé
thdng dugc biéu dién don gian hon dong nghia budc thoi gian ¢6 thé 16n hon do d6
do dai vé thoi gian caa cac md phong duoc ting 1én dang ké.

Thoi gian gan day, nhitng tién bo vé thuat toan bao gom tinh chinh céc phép
tinh nang lugng, song song hoa hoic st dung cac don vi xir Iy dd hoa (Graphical
processing units — GPU), da cai thién phan 16n hiéu suat cia md phong MD. Hau hét
viéc téi uu hda GPU dua trén ngén ngit kién tric thiét bi tinh toan hop nhat (CUDA)
do NVIDIA phat trién. Mot trong nhiing loi ich cia CUDA 14 tinh linh hoat cua né
cho phép st dung cho tinh ton song song ngoai viéc thé hién hiéu qua & hiéu suat d6
hoa, vé co ban |a chuyén d6i GPU thanh mot cum. Nho vao tinh nang d6, hau hét cac
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phan mém MD di st dung hd trg GPU dé ting ning suat va kha ning mé rong tinh
toan cua ching. D& d& hinh dung, c6 thé dé cap mot vi du ndi bat 1a: bai toan md
phong toan b nguyén tir caa capsid hoan chinh cua HIV-1, nghién ctru nay da st
dung gan 4000 GPU Tesla [80]. Néu dé tinh toan biang CPU, sb lwong can sir dung
cho mét nghién ctru nhu vay 1a khoang 20.000 CPU, mét con sb khé c6 thé dap tng
dugce dbi voi hau hét cac don vi nghién ciru thong thuong. Trong khi d6, mot may
tinh dé ban duoc trang bi GPU c6 thé thuc hién mé phong khoang 500 ns/ngay Vi
cac hé thdng co tir 20.000 dén 30.000 nguyén ti.

600

400
300
200
100

0

GeForce GTX 680 GeForce GTX 780 GeForce GTX 780 Ti GeForce GTX 980 Ti

h
(=)
(=]

HIEU SUAT (NS/NGAY)

Hinh 1.13. D4 thi so sanh hiéu suat md phong dong luc hoc phan tir stir dung céac
thiét bi GPU khac nhau thuc hién béi hang Desmond nam 2016 [79]

Cac thé hé may tinh ngay nay tan dung loi thé ciia phuong phap tinh song song
va ép xung dé tang téc qua trinh tinh toan moé phong. Cac phan mém code pho bién
(AMBER [81], CHARMM [82], GROMACS [83] hoac NAMD [84]) da duoc phat
trién trong thoi gian dai dé twong thich voi giao thirc truyén thong diép (Messaging
passing interface — MPI) va cé nhiing phién ban riéng cho viéc su dung GPU. Khi
nhiéu nhan vt ly c6 thé dugc st dung ddng thoi, MPI ¢6 thé giam dang ké thoi gian
tinh toan. Hién nay, mé hinh tinh toan st dung GPU hoic két hop véi MPI duoc xéac
dinh 1a cac md hinh tiéu chuan sir dung cho nghién citu MD.

Nhin chung, nho su phét trién cua may tinh dién tt, phuong phap MD da tré
nén pho bién trong nhiéu nganh khoa hoc khéng chi gigi han riéng trong vat ly.
Phuong phap MD duoc dung dé tinh toan dong lwong & mue do nguyén tir. Trong vat
ly sinh hoc, MD thudng dugc ding nghién ciu chuyén dong cua cac phan tir ADN,
protein, va twong tac gitra ching hoac cac phan tir khac. Tuy vay, MD khong phai
khong c6 nhitng han ché: Md phong dong hoc phan tir khdng ap dung dwoc cho cac
hién tuong luong tir; viéc 4p dung MD doi hoi phai lya chon cac bo tham sé va truong
luc, ddy ciing 1a mot han ché cua MD.
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1.4.5. Thong tin chung vé enzyme GSK-3p

Glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) la mét protein kinase serine/threonine
da chirc nang diéu chinh qua trinh phosphoryl héa cac muc tiéu té bao khac nhau bao
gom chuyén hoa (diéu hoa glucose), tin hiéu té bao, van chuyén té bao, apoptosis,
tang sinh va giao tiép noi bao. Phosphoryl hda 1a mot bude diéu hda quan trong nham
khai tao, ting cudng hoic we ché chic ning cua co chat muc tiéu. Ké tir khi phan lap
GSK-3 tir co xuong tho vao nam 1980 [85], vai tr0 va su tham gia cta n6 vao quéa
trinh chuyén hoa glucose da dugc nghién ciu rong rai. Tuy nhién, GSK-3 chi dugc
coi 1a muc tiéu diéu tri bénh tiéu duong sau khi phat hién ra sy tham gia cua né vao
viéc truyén tin hiéu insulin vao giira nhitng nam 1990 [86].

Chtic nang chinh cua GSK-3 1a diéu hoa hoat dong cua glycogen synthase
(GS), mot loai enzyme 1am trung gian chuyén dbi glucose thanh glycogen [87,88].
Trong diéu kién co ban, GS duogc duy tri ¢ dang khdng hoat dong do sy phosphoryl
hoa boi GSK-3. Trong diéu kién lugng glucose va insulin sin c6 cao, hoat dong GSK-
3 bi uc ché théng qua hoat dong cua insulin thong qua con dudng PI3 kinase
(phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate 3-kinase)/PKB (protein kinase B). Hanh
dong nay dan dén viéc kich hoat GS va hinh thanh glycogen [89-91]. Biéu hién ting
cao va hoat dong qua mac cia GSK-3 ¢6 lién quan dén tinh trang khang insulin ¢
bénh tiéu duong loai 2. Do do, chat tc ché GSK-3 di duoc phat trién dé diéu tri bénh
tiéu duong loai 2 [91]. Muc GSK-3 ting cao trong rdi loan ludng cuc (BD) di duoc
ghi nhan trong ca nghién ctu tién 1am sang va 1am sang. [92-95] Cu thé, mic GSK-
3a va GSK-3B cao hon di dugc tim thay trong cé4c té bao don nhan mau ngoai Vi
(PBMC) ctia BD hon so véi nhitng d6i tugng d6i chiing lanh manh [94]. Sau khi diéu
tri cho bénh nhan BD bang lithium, valproate hoic thuéc chdng loan than khong dién
hinh, nguoi ta d3 quan sat thiy su gia ting dang ké vé qua trinh phosphoryl héa serine
tic ché cua GSK-3 & PBMC. Tuy nhién, téng cap d6 cua GSK-3 van khong thay doi
[94]. Phat hién nay cho thay ty Ié GSK-3 hoat dong/khong hoat dong ¢ tac dung diéu
tiét & BD 16n hon so vai tong mirc GSK-3.

GSK-34 ciing lién quan dén mot s6 bénh thoai hoa than kinh [96] bao gom
bénh Parkinson (PD) [97], bénh Alzheimer (AD) [98], va bénh Huntington (HD) [99].
Mot danh gia gan day cua Li va cong su tom tat sy lién quan cua GSK-3 trong PD va
gia thuyét rang viéc tc ché hoat dong GSK-34 c6 thé bao vé cac té bao than kinh
dopaminergic. Tuong tu, nhitng phét hién gan day cua Llorens-Maritin va cong su da
nhan manh vai trd cia GSK-3p trong sinh bénh hoc AD, bao gém vai trd chu yéu
trong qué trinh phosphoryl héa protein tau. Hon nita, Lim va cong su di quan sat thay
mirc 0 GSK-3 duoc phosphoryl héa cao hon trong cac mau ndo HD ciia con nguodi
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sau khi chét co lién quan dén su gian doan chuyén hoa ning lwong & hai md hinh
chuot bién d6i gen [99]. Hoat dong diéu tiét cia GSK-3 c6 lién quan dén hoi chung
suy giam mién dich mic phai (AIDS) [100], s6t rét [101], viém [102], apoptosis, ting
truong té bao than kinh va cac con dudng Whnt/-catenin chinh tic [103]. GSK-3
dudng nhu cling dong mét vai trd quan trong trong su tién trién caa bénh ung thu. O
mét sb loai khéi u, GSK-3 thuc hién chirc ning tc ché khéi u, trong khi & céc loai
khdi u khac, GSK-3 ¢6 lién quan dén sy tién trién caa khdi u bang cach 6n dinh phic
hop beta-catenin [104]. R& rang, GSK-3 1a mét chat diéu chinh quan trong cua cac
chic ning trao d6i chat va truyén tin hiéu ¢ lién quan dén nhiéu linh vuc bénh tat,
thac day nhitng nd luc sau rong trong viéc phat trién chat ac ché va gan day hon 1a
phat trién ddu do hinh anh.

Cau tric va chize nang cria GSK-3

Hau nhu tt ca c4c sinh vat nhan chuan, tir rudi dén nguoi, déu chira cac dang
GSK-3 tuwong ddng vaoi mic d6 twong dong cao. O dong vat ¢ vi, co hai dang dong
phan caa GSK-3, bao gdm GSK-3a va GSK-38, dugc ma hda bai cac gen riéng biét.
GSK-3a (51 KDa) c6 trong lugng phén tir cao hon mét chut so vai GSK-34 (47 KDa).
Chiéu dai ting thém cua GSK-3« 1a do su hién dién cua 63 géc amino acid bo sung
& dau N. Mac di ca hai dang ddng phan nay c6 cau triic kha gidng nhau nhung ching
khac nhau vé chirc niang. Vi dy, nhitng con chuét bi mat chon loc exon 2 cua GSK-
38 s& chét phoi do apoptosis té bao gan lan rong bat chap su hién dién cia GSK-3a [105].
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Hinh 1.14. Céc vung khac nhau cua GSK-34 [103]

Mot phan tich chi tiét vé cau tric va chie ning cia GSK-34 dugc béo cao boi
ter Haar va cong sy [106] dugc md ta trong hinh 1.14. C6 hai mién GSK-34 chinh:
mién chudi # c6 & dau N gitra cac goc amino acid 25-138 (hinh 1.14) va mién xoan
bc c6 & dau C giira cac goc axit amin 139-343. Vi tri lién két ATP hién dién ¢ giao
dién cua hai mién duoc tiép giap bai ving vong va ban 1& giau glycine. Hoat tinh xuc
tac ciia GSK-38 dugc diéu hoa boi qua trinh phosphoryl héa & hai vi tri khac nhau,
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bao gém Ser 9 va Tyr 216. Qué trinh phosphoryl héa vi tri Ser 9 1am bat hoat GSK-
3p, trong khi su phosphoryl héa ¢ Tyr 216 trong vong kich hoat lam tang hoat tinh
xuc tac cua né [110]. Béi véi GSK-3a, su phosphoryl héa & Ser 21 khién n6 khong
hoat dong [107].

Truéc khi qua trinh phosphoryl héa c6 thé duoc xdc tac boi GSK-3, ca hai
mién chudi £ va chudi xoin ¢ o phai sip xép theo mét cau hinh cd hoat tinh xdc tac
dé lién két hiéu qua véi co chat. GSK-38 phosphoryl hda cac chat nén khéac nhau voi
hiéu qua va co ché khéac nhau. Trong mot s6 truong hop nhat dinh, GSK-34 truc tiép
phosphoryl héa co chat, trong khi trong cac truong hop khéc, can phai méi co chat
bang mot kinase khéac truge khi phosphoryl hda muc tiéu. Do d6, chirc nang va co
ché hoat dong cia GSK-34 tly thudc vao co chit. Thong thwdng, qua trinh
phosphoryl hoa théng qua co ché mdi hiéu qua hon tir 100 dén 1000 lan so véi qua
trinh phosphoryl hda khdng c6 moi [108]. Ngoai ra, hoat dong cia GSK-34 duoc diéu
chinh béi hai co ché khac nhau, bao gém qué trinh phosphoryl héa Ser 9 va hinh
thanh phirc hop protein GSK-34. Bijur va Jope [109] da dé xuat mot co ché thay thé
diéu chinh GSK-3 thdng qua viéc phan chia ngin dudi té bao. Cac nghién ciru trude
day da bao cdo rang GSK-34 1a mét protein té bao va cha yéu ton tai & dang hoat
dong, nhung ciing c6 thé hién dién trong nhan [110] va ty thé. Bijur va Jope luu ¥
rang tin hiéu apoptotic cam tng lam tang dang hoat dong cia GSK-34 trong nhan va
ty thé 1én nhiéu lan, nhung khong anh hudng dén mirc d6 té bao chat. Biéu tha vj 13,
su irc ché GSK-34 cua lithium 1am giam dang hoat dong cuia GSK-34 ¢ ca ba nhom [109].

Nhu vay, chirc ning cua GSK-3 rat can thiét cho su phat trién caa cac bénh
khéc nhau bao gom ung thu, tiéu dudng, bénh Alzheimer, ... Dang dong phan GSK-
3f da dugc chirng minh dong moét vai tro quan trong trong con duong tin hiéu Wnt,
trc ché GSK-34 c6 thé dan dén giam sy tang sinh té bao ung thu, giy ra qua trinh chét
theo chuong trinh phy thuoc p53 va kich thich sy chét té bao do TRAIL gay ra.
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Péi twong nghién ciu
2.1.1. Céay xay rang nheon (Myrsine semiserrata Wall.)

Mau ciy xay rang nhon (M. semiserrata) (Hinh 2.1) (toan bo phan trén mat
d4t) duoc thu hai tai Sa Pa, Lao Cai vao thang 12 nam 2004. Tén khoa hoc cua mau
duge xac dinh boi TS. Nguyén Thé Cudng, Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat,
Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Mau tiéu ban (ma sb VN-1432)
duoc luu trix tai Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat, Vién Han 1am Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam.

Hinh 2.1. Cay xay rang nhon (M. semiserrata)
2.1.2. Cay ban giac (Oligoceras eberhardtii Gagnep.)

Mau cay ban giac (O. eberhardtii) (Hinh 2.2) (toan bo phan trén mat dat) dugc
thu hai tai Vinh Linh, Quang Tri vao thang 6 nam 2004. Tén khoa hoc ciia mau duoc
xac dinh boi TS. Nguyén Thé Cuong, Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat, Vién
Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Mau tiéu ban (ma sé VN-1316) duoc
luu trir tai Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat, Vién Han lam Khoa hoc va Céng
nghé Viét Nam.

Hinh 2.2. Cay ban giac (O.eberhardtii)
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2.2. Phwong phap nghién ctru
2.2.1. Phwong phdp phdn ldp cac hop chat

« Sdc ky lép méng (TLC)

Sic ky 16p mong duoc thuc hién trén ban mong trang sin DC-Alufolien 60
F2s4 (Merck), RP-18 Fasss (Merck). Phat hién chat bang dén tir ngoai ¢ hai budc song
254 nm va 365 nm hoic dung thubc thir 1a dung dich H2S04 10% dwgc phun déu 1én
ban mong, sy kho roi ho néng tir tir dén khi hién mau.

« Sdc ky 16p méng diéu ché

Sic ky 16p mong diéu ché thuc hién trén ban mong trang sin silica gel 60 Fasa
(Merck), phat hién vét chat bang deén tir ngoai hai budc séng 254 nm va 365 nm, hoic
cit ria ban mong dé phun thudc thir 1a dung dich H2SO4 10%, ho ndng dé phat hién
vét chat; ghép lai ban mong nhu cii d&é xac dinh vang chat, sau d6 cao 16p silica gel
c6 chat, giai hap phu va tinh ché lai bang cach két tinh trong dung mai thich hop.

« Sdc ky cét (C.C)

Séac ky cot duoc tién hanh vai chat hip phu la silica gel pha thuong va pha dao.
Silica gel pha thuong co co hat la 0,040-0,063 mm (230-400 mesh). Silica gel pha
dao RP-18 (150 pum, Fudi silysia Chemical Ltd.). Nhya Diaion HP-20 (Misubishi
Chem. Ind. Co., Ltd.).

« Sac ky ray phan ti (Sephadex)

Séac ky cot véi pha tinh 1a Sephadex LH-20 duoc rira giai bang hdn hop dung
mOi methanol hoac methanol/dichloromethane (9/1, 8/2, ...).

2.2.2. CAc phwong phdp xdc dinh cdu trac cac hgp chat

Phuong phap chung dé xac dinh cau tric hoa hoc cua cac hop chat la su két
hop xéc dinh giira cac théng so vat Iy vai cac phuong phap phé hién dai bao gom:
2.2.2.1. Phé khoi lwong (MS)

Pho khéi lugng do trén hé Agilent 1260 HPLC-MS vai ngudn ion hoa
(Electrospray ionization source-ESI hoac Atmospheric pressure chemical ionization-
APCI) cua Vién Héa sinh bién, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.
2.2.2.2. Phé khoi lwong phan gidgi cao (HR-ESI-MS)

Pho phén giai cao HR-ESI-MS dugc do trén may Agilent 6530 Accutate Mas
QTOF LC/MS cua Vién Héa sinh bién, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.
2.2.2.3. Phé céng huwong tir hat nhan (NMR)

Phé NMR do trén may: Bruker Advance Neo 600 MHz FT-NMR cua Vién
Hoa hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Chét noi chuan la TMS
(Tetramethyl Silan).

Céc k¥ thuat phd cong huong tir hat nhan duoc s dung bao gém:
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- Phé cong huéng tir hat nhan mot chiéu: *H NMR, 3C NMR va DEPT.

- Phé cong hudng tir hat nhan hai chiéu: HSQC, HMBC, COSY va NOESY.

- Dung méi duoc sir dung bao gom cac dung mdi: DMSO-ds, CD3OD, CDCls.
Viéc lya chon dung méi do phu thudc vao ban chat cua tirng mau, trén nguyén tic la
dung méi phai hoa tan hoan toan mau do va khong che khuét cac tin hiéu phan tich.
2.2.2.4. B¢ quay cuc

Do quay cuc [a]p dugc do trén may JASCO P-2000 Polarimeter cua Vién Hoa
sinh bién, Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.
2.2.2.5. Phuong phap xdac dinh duong

Viéc x4c dinh cau hinh duong va vi tri gan cua duong 1a phan vé cing quan
trong trong qua trinh xay dung cau tric héa hoc cua cac hop chat phan lap duoc.
Trinh tu xac dinh duong duoc thuc hién nhu sau:

- Nhan dang dudng don théng qua gia tri do chuyén dich héa hoc cacbon va
proton, cau hinh «/f ctia nhém OH-hemiacetal duoc xac dinh thdng qua hang sb
tuong tac cua proton anome (Ji-2) cling nhu xac dinh lap thé cac vi tri trong tirng phan
tar dwdng bang dang tin hiéu va hang sé twong tac J caa cac proton trong tirng phan
tor duong.

- So sanh do chuyén dich hda hoc dc cua cac dudng thu dugc Vi cac tai lidu
tham khao vé chi va loai.

- Kiém tra lai cau tric hoa hoc cua tirng phan tr dudng don bang phd HSQC
két hop vai phd 'H-TH COSY dé ndi mach cacbon ciing nhu gan chinh xac cac gié tri
d6 dich chuyén hoa hoc cua tirng vi tri. Xac dinh vi tri gan ctia dudng don hay chudi
duong thdng qua phd tuong tac 2 chiéu HMBC.

Tuy nhién, véi viéc st dung phd NMR, chung ta chua khang dinh duoc ciu
hinh D/L cua tirng phan tar duong.

+ Xac dinh duong D va L: Trudc hét thity phan dé tao duong don, sau d6 tinh
ché bang cac phuong phéap sac ky két hop dé thu duge cac duong don. Tién hanh
kiém tra trén sic ky TLC véi cac duong chuan; so sanh do quay cuc riéng véi cac dit
liéu da cong bo. Tir d6 xac dinh duoc cau hinh D/L cua duong.

+ Cac budc tién hanh cu thé nhu sau: Mdi hop chat (MS1, MS2 va MS3, 5
mg) duoc hoa tan trong 5 mL hdn hop dung dich HCI 1N (dioxane/H20: 1/1, 2,5 mL)
va dun néng dén 95°C trong 5 gio. Dich loc tir dich thay phan duoc trung hoa bang
nhya trao d6i ion DOWEX HCR-S, sau d6 dugc co dic dudi 4p suat giam va duoc
tién hanh so sanh biang silica gel TLC [Kieselgel 60 (Merck Art 5554), i-
PrOH/axetone/H20 (5/3/1)] so véi cac mau xac thuc (Rf 0,3 dbi véi arabinose va Ry
0,5 d6i vé&i xylose) va so sanh d6 quay cuc riéng véi duong chuan di cong bd
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[111,112] cho thdy duong thu dugc 14 L-arabinose véi [o]o +102 (c, 0,1, H20), D-
xylose véoi [a]p +18,8 (c, 0,15, H20).

2.2.3. Cac phwong phdp danh gid hoat tinh sinh hec

2.2.3.1. Phurong phdp thir hoat tinh gdy déc té bao ung thie

Nguyén li:

Hoat tinh gay doc té bao dugc thyc hién dua trén phuong phap MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium) duwoc md ta lan dau tién bagi tac gia
Tim Mosman, 1983. DAy 1a phuong phap danh gia kha ning séng sot cua té bao qua
kha nang khir MTT (mau vang) thanh mot phac hop formazan (mau tim) béi hoat
dong ctia enzym dehydrogenase trong ty thé [113, 114]. San pham formazan dugc
hoa tan bang DMSO va do mat d6 quang (OD) & budc séng 540 nm. Gia tri thé hién
hoat tinh 1a I1Cso (Néng dé chat thir ic ché 50% sir phét trién cua té bao).

Chudn bj thi nghiém:

Céc dong té bao ¢ nguon gbc tir Bao tang giong chuan Hoa ky (ATCC) gom:
ung thu biéu mé biéu md KB (CCL -17™), ung thu gan HepG2 (HB - 8065™), ung
thu phdi A549 (CCL-185™) va ung thu vi MCF-7 (HTB - 22™),

Dong té bao dugc luu gitr trong nito 1ong, hoat hda va duy tri trong cac moi
truong dinh dudng nhu DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium) hoac MEME
(Minimum Esental Medium with Eagle salt) c6 bo sung 7-10% FBS (Fetal Bovine
Serum) va mot so thanh phan thiét yéu khac. Té bao duoc nudi trong cac diéu kién
tiéu chuan (5% CO2, do am 98%, nhiét d6 37°C, vo triing tuyét d6i). Té bao phat trién
& pha log sé& duoc st dung dé thir doc tinh.

Mau thir duoc hoa tan bang dung méi DMSO véi ndng do ban dau 1a 20 pg/ml.
Tién hanh pha lodng 2 budc trén dia 96 giéng thanh 5 ddy ndng do tir cao xubng thap lan
luot 12 2560, 640, 160, 40 va 10 pg/ml. Nong do chat thir trong dia thtr nghiém twong
tng 14 128, 32, 8, 2 va 0,5 pg/ml. Chat tham chiéu Ellipticine pha trong DMSO Vi
nong d6 0,01mM.

Tién hanh thi nghiém: [113, 114]

Trypsin hoa té bao thi nghiém dé 1am roi té bao va dém trong budng dém té
bao. Tiép do, pha té bao bang méi trudng sach va diéu chinh mat 6 cho phu hop véi
thi nghiém (khoang 1-3x10*té bao/ml tuy theo tirng dong té bao).

L4y vao mdi giéng 10 ul chat thir da chuan bi ¢ trén va 190 pl dung dich té
bao. i chimg duong cua thi nghiém 1a méi trudng c6 chira té bao, ddi ching am chi
¢6 mdi truong nudi cy.

Dia thi nghiém dwoc @ & diéu kién tiéu chuan.
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Sau 72 gio mdi giéng thi nghiém duoc tiép tuc u véi 10 pl MTT (5 mg/ml)
trong 4h. Sau khi loai bo méi trudng, tinh thé formaran dugc hoa tan bang 100 pl
DMSO 100%.

Két qua thi nghiém duoc xac dinh bang gia tri OD do ¢ budc séng 540 nm trén
may quang phé Biotek. Thi nghiém dwoc 13p lai 3 lan.

X 1y két qua thuec nghiém:

Gia tri 1Cso duogc xac dinh théng qua gia tri % e ché té bao phat trién va phan
mém may tinh Rawdata.

% ¢ ché té bao = (ODching (+) — ODmau thi)/( ODching (+)— ODehing (-)) X 100%
(Highy,py, - 50) x (Higheone - LOWeone)

ICSO = ngh

Conc ~

Highyyp, - LOWip,
(Trong d6, Highconcd/LOWconc: chat thiz & néng dg caolchdt thi thdp ¢ nong do
thap; Highinno/ LOWinhse: % 1€ ché ¢ nong dg caol% irc ché ¢ nong dé thap ).

Danh gid hoat tinh:

Theo tiéu chuan caa Vién ung thu qudc gia Hoa Ky (NCI), vai dich chiét thd
c6 gid tri 1Cso < 20 pg/ml duoc coi 1a ¢é hoat tinh tét, dich chiét c6 gia tri 21 pg/ml
< I1Cs0 < 200 pg/ml ¢6 hoat tinh trung binh va 201 pg/ml < ICso < 500 pg/ml cé hoat
tinh yéu, 1Cso > 500 pg/ml khong cé hoat tinh. Di véi chét sach ¢6 ICso < 4 pg/ml
(10uM) duge danh gia 1a c6 hoat tinh gay doc té bao tot.

Dich chiét EtOAc cua qua cdy xay rang nhon va dich chiét EtOAc cia qua cay
ban giac duoc thir so bo hoat tinh gy doc té bao ddi véi dong té bao KB. Céc phép
thir nay duoc tién hanh tai Vién Hoa hoc cac hop chat thién nhién — Cong hoa Phép.

Cac chat sach phan 1ap tir M. semiserrata va O. eberhardtii duoc thir hoat tinh
gy doc té bao trén bon dong té bao ung thu trén. Phép thir duoc thuc hién tai phong
Hoa sinh trng dung, Vién Hoa hoc, Vién Han 1dm Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.
2.2.3.2. Phuong phdp déanh gia hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh

Cac chat sach phan 1ap tir M. semiserrata va O. eberhardtii duoc thir hoat tinh
khang vi sinh vat kiém dinh tai phong Coéng nghé sinh hoc, Vién Héa sinh bién, Vién
Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh
duoc thuc hién dua trén phuong phap pha lodng da ndng do ciia Andrews JM. [115].
Day 1a phuong phap thir hoat tinh khang VSVKD nhiam danh gia mac d6 khang khuan
manh yéu ctia cAc mau thtr thdng qua céc gia tri thé hién hoat tinh 13 MIC (ndng do
trc ché tdi thiéu). Cac chung vi sinh vat kiém dinh chuan quéc té ATCC dwoc cung
cap bai vién Kiém nghiém vé sinh an toan thuc pham quéc gia:

- Ba chang vi khuan Gram am (Escherichia coli ATCC25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Salmonella enterica ATCC13076)
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- Ba chung Gram duong (Enterococcus faecalis ATCC299212,
Stapphylococus aureus ATCC25923, Bacillus cereus ATCC 14579)

- Mot chung ndm men Candida albicans ATCC10231

CAac chét sach duoc phan lap tir M. semiserrata va O. eberhardtii duoc pha
lo&ng trong DMSO ¢ dai nong d6 giam dan: 256 pg/ml, 128 pg/ml, 64 pg/ml, 32
ug/ml, 16 pg/ml, 8 pg/ml, 4 pg/ml va 2 pg/ml véi s thi nghiém lap lai N=3.

Chuan bi dung dich vi khuan hoic nim véi ndng d6 2x10°CFU/mI

Tién hanh tha: 1y 5,12 ul dung dich mau thtr c6 néng d6 10mg/ml vao hang
dau tién c6 chira 100p] mai truedng LB rdi pha lodng néi tiép giam Y2 ndng d6 vao cac
hang c6 chira 50ul cho dén khi dat dugc nong d6 1a 2 ug/ml, thém 50 pl dung dich vi
khuan va nim & ndng do 2x10° CFU/mI, u & 37°C. Sau 24h, xac dinh so b gia tri
MIC. Gi4 tri MIC duoc x4c dinh tai giéng c6 ndng d6 chét thir thdp nhat gy tc ché
hoan toan sy phét trién caa vi sinh vat sau 24 gio nudi cdy. Chat dbi chung 1a khang
sinh streptomycin cho cac chung vi khuan va cyclohexamide cho nam.

Bang 2.1. Gid tri MIC (ug/ml) cua cac chat déi chung

Gram dwong Gram am N4m men
Chét dbi Enterococcus | Staphylococcus Bacillus Escherichia | Pseudomonas | Salmonella Candida
ching faecalis aureus cereus coli aeruginosa enterica albicans
ATCC299212 | ATCC25923 | ATCCI14579 | aTccos922 | ATCC27853 | ATCC13076 | ATCC10231
MIC(pg/ml)
Streptomycin 256 128 128 32 256 128

Cyclohexamide 3_2
Céc chat cd gia tri MIC nho hon so véi gia tri MIC cua chat doi chung tuong

ing vai cac chang vi sinh vat duoc coi 1a c6 hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh
véi cac chung vi sinh vat do [116].

2.2.4. Phuong phap docking phdn tu

Chudn bj thy thé va phei tiz: Cau tric 3D cua 18 phéi tir (OE1-OE18) la 18
hop chat sach phan lap duoc tir loai Oligoceras eberhardtii. Céc cau tric ba chiéu
duoc tao bang MarvinSketch phién ban 19.27.0 va PyMOL phién ban 1.3r1 [117].
Viéc giam thiéu nang lwong cua phdi tir dwoc thuc hién bang Gabedit phién ban 2.5.0
[118]. Toa do cAu trdc ba chiéu cua GSK-38 duoc lay tir Ngan hang Dit liéu Protein
(PDB) véi ID PDB: 1Q41 [119]. Indirubin-3'-monoxime, mot chat wc ché duoc cong
nhan rong rai, da dugc chon 1am phéi tir tham chiéu.

Nghién cizu lap ghép phan ti (docking phan ti): Phién ban Ligand-Ranking
cai tién cua AutoDock Vina (mVina) [62] da dugc sir dung dé xac dinh cau hinh lién
két va ai luc gan két ciia cac hop chat dugc nghién ciu véi GSK-38. Ca GSK-34 va
cac hop chat dugc nghién ctru déu duoc tham sé hoa bang AutoDockTools [120].
Tam cua ludi lap ghép duoc dit ¢ toa do 39,60%6,30%36,30. Kich thudc ludi duoc
chon 12 29x22x21 A3, du I6n dé bao quanh toan bo vi tri lién két cua protein. Gia tri
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mac dinh cua mVina la 8, theo danh gia trudc d6 [63]. Nang luong chénh 1éch 16n
nhét gitra cac ché do 1dp ghép khéc nhau 1a 7 kcal mol™, day 1a gia trj mac dinh.

Nghién cizu déng luc phan tir: Goi GROMACS duoc sir dung dé md phong
hoat dong cua phirc chét tc ché va GSK-38 trong dung dich [88]. Pic biét, GSK-
3picac ion trung hoa, phan tir nudc va chét e ché dugc tham sé héa lan luot thong
qua Amber99SB-iLDN [121], m6 hinh nudce TIP3P [122] va truong luc Amber chung
[123]. Trong sb nay, thong tin vé cac hop chit co dugc thdng qua tinh toan héa hoc
luong tir sir dung chire ning lai kép B3LYP, bd co so 6-31G (d, p) va dung méi tiém
an (e=78,4). Ngoai ra, dién tich nguyén tir cua cac phdi tir dugc tinh todn bang phuong
phap thé tinh dién han ché [122]. Phac chat bao gom chat ¢c ché va GSK-34 duoc
dua vao hop diéu kién bién tuan hoan c6 kich thudc 937,53 nm3. Hé thdng nay bao
gom tong cong 92 000 nguyén tir. Hon nita, phirc hop hoa tan dwoc giam thiéu va can
bang thong qua phuwong phap giam dan d6 doc nhat, md phong NVT va NPT. Dic
biét, cc nguyén tir C, duoc cb dinh vi tri thdng qua mot dién thé nho phu hgp. Cau
hinh cudi cing thu dwgc tir md phong NPT dwoc sir dung 1am cau tric khoi dau cho
mo phong MD, duoc chay trong thoi gian 20 ns. Trong thoi gian d6, cac nguyén tir
C, ctia GSK-34 ciing bi han ché thong qua mot dién thé nho. Cac md phong dugc tién
hanh tam lan dé ¢am bao lay mau k§ ludng trong qué trinh mé phong.

M6 phéng dong luc phan tir dinh huéng: Hinh dang cudi cling ciia cac phic tir céc
mo phong MD thuén tién s& duoc str dung 1am céu trac ban dau ciia md phong dong hec
phan tir dinh huéng. Céc hop chat dwoc nghién ctru da dugc huy dong ra khoi vi tri gan
két GSK-3p. Trong qué trinh nay, cac nguyén tir GSK-3 C, duoc ¢b dinh vi tri bang hec
diéu hoa yéu 1000 kJ mol™ nm2 trong ba chiéu. Mot ngoai luc diéu hoa tac dung 1&n tam
khéi cua chat trc ché GSK-3p doc theo truc Z (Hinh 2.3). Luc pha v va cong ciia ngoai
luc duoc tinh toan nhu mo ta trude ddy [124]. Trong d6, hang s6 16 xo dic hang duoc chon
la k = 600 kJ mol™ nm? va van toc kéo v = 0,005 nm ps™. Céc théng sb kéo dugc chon
tham khao céc cong trinh trudc day [40, 42, 43].

Hinh 2.3. Cau hinh ban du ctia md phong FPL cua GSK-34 + indirubin-3'-monoxime
Cong cu phan tich: So dd tuong tac phdi tar duoc tao bang phién ban PyMOL
mién phi [41].
Phuong phap docking phan tir dugc thyc hién tai Trung tim Ung dung Tin hoa
hoc va Y — Sinh — Duogc — Vién héa hoc cac hop chét thién nhién.
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CHUONG 3. THUC NGHIEM VA KET QUA

3.1. Phan 1ap cé&c hep chit tir ciy xay ring nhon (M. semiserrata) va cay ban
giac (O. eberhardtii)
3.1.1. Phan ldp cac hep chat tir cdy xay ring nhon (M. semiserrata)

Phan trén mat dat cua cay xay rang nhon (M. semiserrata) sau khi thu hai duoc
rira sach, phoi kho va nghién nho thu duoc 1,08 kg. Sau d6 chiét mau biang methanol
(3L x 5 1an) sir dung thiét bi chiét siéu am (50°C, mdi lan 3 gio) cit loai dung méi &
ap suat thap thu dugc cao chiét methanol thé mau den (125,0 g). Cao chiét methanol
dugc phan b trong 100ml nudc, tién hanh chiét phan doan lan luot véi cac dung moi
n-hexane, dichloromethane va ethyl acetate (1L x 3 1an) roi cat loai dung méi ¢ ap
suat thap thu duoc cac cao chiét: cao chiét n-hexane (MS-H; 32,3 g), cao chiét
dichloromethane (MS-D; 25,4 g) va cao chiét ethyl acetate (MS-E; 20,2 g) va cin nudc.

Tu cao ethyl acetate (MS-E, 20,2 g) duoc phan tach trén cot silica gel pha
thuong str dung hé dung méi gradient CH2Clo/MeOH véi do phan cuc ting dan (D/M
50:1 — 0:1, v/v) thu dugc 10 phan doan ki hiéu F1-F10. Tir phan doan F1 (1,1 g) tién
hanh phan tach bang cot silica gel pha thuong voi hé dung mai ria giai n — hexane/
EtOAc (5-100% EtOAc trong n-hexane) (v/v) thu dugc 5 phan doan F1.1 — F1.5.
Phén doan F1.4 (22,0 mg) duoc tinh ché lai trén cot silica gel pha thudng st dung hé
dung mai rira giai n-hexane/ EtOAc theo ti 16 20/1 (v/v) thu dugc chat sach MS4 (5,6
mg). Tinh ché lai F1.5 (25,0 mg) trén cot silica gel pha thuong véi hé dung moi rira
giai n-hexane/ EtOAc 95/5 (v/v), thu duoc chat sach MS5 (4,50 mg). Tur phan doan
F2 (1,85 g) tién hanh phan tach trén cot silica gel pha thuong st dung hé dung moi
raa giai n-hexane/ EtOAc (5-100% EtOAc trong n-hexane) (v/v) thu dugc 4 phan
doan F2.1 — F2.4. Tinh ché lai F2.4 (25,0 mg) trén cot sic ky pha thuong st dung hé
dung mdi rira giai n-hexane/EtOAC theo ti 1¢ 9/1 (v/v) thu dwoc chat sach MS6 (4,7 mg).

Tién hanh sic ky cot véi phan doan F5 (2,34 g) trén cot Sephadex LH-20 voi
methanol thu duoc 5 phan doan ki hiéu F5.1 — F5.5. Tur phan doan F5.2 (21,0 mg)
dugc tinh ché trén cot sic ky silica gel pha thuong véi hé dung méi n-hexane/EtOAC
85/15 (v/v) thu dugc chat sach MS7 (6,5 mg). Tiép tuc phan tach F5.5 trén cot silica
gel pha thuong st dung hé dung moi rira giai n-hexane/acetone 8/2 (v/v) thu dugc
chat sach MS8 (4,3 mg). Tir phan doan F6 (1,29 g) thu dugc 7 phan doan ki hiéu F6.1
—F6.7 khi phan tach tiép trén cot Sephadex LH-20 vai methanol. Tinh ché lai F6.6
(24,0 mg) trén cot silica gel pha thuong véi hé dung méi CH2Clo/acetone 7/3 (viv)
thu duoc MS2 (4,90 mg). Hop chat MS3 (5,5 mg) thu duoc khi tinh ché lai F6.7 (21,0
mg) trén cot silica gel pha thuong ria giai bang hé dung méi CH2Cl,/acetone 7/3
(v/v) nho thém vai 1 giot CH3COOH 0.1%. Phan doan F7 (1,25 g) duoc chay qua cot
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sic ki thuong thu dwoc 8 phan doan nho F7.1 — F7.8 khi rira giai bang hé dung moi
CH2CIl2/EtOAC (5-100% EtOAc trong CH2Cl2). Phan tach lai F7.6 (35,0 mg) trén ban
mong diéu ché TLC str dung dung méi ria giai dichloromethane/ethyl acetate 7/3
(v/v) (thém vai giot CH3COOH 0.1%) thu dwoc chat sach MS9 (3,30 mg). Tuong tu
nhu phan doan F7.6, phan doan F7.8 (19,0 mg) cling duoc phan tach trén ban mong
diéu ché TLC, rira giai bang hé dung méi CH2Cl/EtOAc 7/3 (v/v) (thém vai giot
CH3COOH 0,1%) thu dugc MS10 (4,8 mg). Tt phan doan F7.9 (18,0 mg) chay qua
cot sic ky pha thudng véi hé rira giai CH2Clo/acetone 7/3 (v/v) thu dugc chat sach
MS1 (4,5 mg). Tu phan doan F9 (1,78 g) chay cot Sephadex LH-20 véi dung moi
methanol thu duoc 5 phan doan nho F9.1 — F9.5. Tinh ché phan doan F9.1 (20,2 mg)
trén cot silicagel pha thuong, st dung hé dung mai rira giai CH2Cl2/MeOH 8/2 (v/iv)
(nho 1-2 giot CH3COOH 0,2%) duoc chat sach MS11 (6,2 mg). Hop chat MS12 (5,4
mg) thu duoc khi tinh ché lai F9.2 (15,0 mg) trén cot silica gel pha thuong voi hé rira
giai CH2Clo/MeOH 8/2 (v/v) (nho 1 giot CH3COOH 0,1%). Phéan doan F10 (3,35 g)
tiép tuc dwoc phan tach trén cot sephadex LH-20 bing methanol thanh 6 phan doan
F10.1 — F10.6. Phéan doan F10.2 (16,5 mg) duoc tinh ché trén ban mong diéu ché
TLC véi hé dung mdi CH2Clo/MeOH 85/15 (v/v) cé nhé thém 1 giot CHsCOOH 0,1%
thu dugc MS13 (4,0 mg) va MS14 (3,8 mg).
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Phén trén mat dit ciia Myrsine semiserrata (1,08 kg)

5x 3L x 3h

Ngam chiét trong MeOH bing
thiét bi siéu 4m

Dich chiét

MeOH thé (125,0 g)

Chiét lin ot ba;mg n-hexane,

CH,CL, EtOAc

Y r
MS-H (32,3g) MS-D (25.4g) MS-M (20,2g)
CH,Cl,/MeOH
(50/1, vv)
Y \/ y Y l \ Y
F1 F2 F5 F6 F7 F9 F10
n-hexane/EtOAc
n-hexane/EtOAc (5-100% EtOAc trong Sephadex Sephadex CH,Cly/EtOAc i Sephadex LH-20, McOH
(5-100% EtOAc n-hexane) Y L LH.20 (5-100% EtOAc trong CH,Cl,)
trong n-hexane) F2.4 (25,0 mg) ¢ MeOH , F10.2 (16,5 mg)
n-hexane/EtOA¢ Y Y v ‘ TLC | CHaCL/MeOH (85/15, viv)
Y Y /1, vIv) Y F5.2 (21,0 mg) |F5.5 (25,0 mg) F7.6 (35,0 mg) [F7.8 (19,0 mg) [F7.9 (18,0 mg) Sef]};aggx acetic acid 0.1%
F1.4 (22,0 mg)| |F1.5 (25,0 mg) MS6 n-hexane/EtOAc | n-hexane/acetone CHCLEOAe | CHCEOAC ey ol jacetonef MeOH Y
BS/15,vV) (812, V) (872, vIv) (713, vIv) (713, vIv)
n-hexane/EtOAc n-hexane/EtOAc 47 mg Y ’ Y acetic acid 0.1% ’ MS13 MS14
(20/1,v/v) Y Y (95/5,v/v) MS7 MSS8 MS9 MS10 MS1
4,0 mg 3,8 mg
MS4 MS5 6,5 mg 4,3 mg 3,3 mg 4,8 mg 4,5 mg
5,6 mg 4,5 mg
| | Y
F6.6 (24,0 mg)| | F6.7 (21,0 mg) F9.1 (20,2 mg)||F9.2 (15,0 mg)
CH,Cl,/MeOH (8/2, v/v)

CH,Cl,/acetone

(7/3, vIv)

Y

MS2

4,9 mg

acetic acid 0,1%

Y
MS3

5,5 mg

CH,Cl,/acetone (7/3, v/v) CH2Cl/MeOH (8/2, v/v)

acetic acid 0,2% Y

acetic acid 0,1%

MS11

MS12

6,2 mg

Hinh 3.1. So' d6 phan ldp céc hop chdt tir lodi xay rdng nhon (M. semiserrata)

5,4 mg
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3.1.2. Phan ldp cac hep chdt tir mdu cay ban giac (O. eberhardtii)

Phan trén mat dat caa cdy ban giac (O. eberhardtii) sau khi thu hai duoc ria
sach, phoi khé va nghién nho thu duoc 1,8 kg. Sau d6 tién hanh chiét mau bang
methanol (5 1an x 5L) st dung thiét bi chiét siéu &m (50°C, mdi lan 3 gi®) dé thu cao
chiét methanol (225,0 g). Cao chiét methanol dugc phan bé trong 100ml nudc, sau
d6 chiét phan doan lan luot véi cac dung moi n-hexane va EtOAc (1L x 3 1an) roi cat
loai dung méi & &p suat thip thu duoc cin n-hexane (OE — H, 48,0 g), can chiét ethyl
acetate (OE-E, 55,3 g) va dich nudc.

Tu can ethyl acetate (OE-E, 55,3 g) duoc phéan tach trén cot silica gel pha
thuong str dung hé dung méi gradient CH2Clo/MeOH véi do phan cuc ting dan (D/M
50:1 — 0:1, v/v) thu duoc 6 phan doan ki hiéu F1-F6. Tir phan doan F2 (1,13 g) tién
hanh phan tach bang cot silica gel pha thuong vaéi hé dung mdi ria giai n-hexane/
CH2Cl> (5-100% CHCI; trong n-hexane) (v/v) thu dugc 5 phan doan F2.1 — F2.5.
Tién hanh sic ky cot véi phan doan F2.1 (25,0 mg) sir dung dung méi rira giai gradient
n-hexane/CH:Cl, 9/1 (v/v) thu dugc chat sach OE1 (4,9 mg). Tir phan doan F3 (2,05
g) duoc phan tach qua cot silica gel rira giai bang hé dung méi CH2Cl/EtOAc (5-
100% EtOAc trong CH,Cly) thu dugc 7 phan doan nho ki hiéu F3.1 — F3.7. Tiép tuc
tinh ché F3.3 (30,6 mg) trén cot sic ky silica gel pha thuong voi hé dung moéi
CH.CIo/EtOAC 9/1 (v/v) thu dugc hai phan doan F3.3.1 va F3.3.2. Phan doan F3.3.1
tiép tuc tién hanh sic ky cot silica gel pha thuong véi hé dung mdi CH2Cl/EtOAC
8/1 (v/v) thu dugc hai phan doan nho F3.3.1.1 va F3.3.1.2. Tinh ché F3.3.1.1 trén cot
silica gel thuong rira giai bang CH2Cla/acetone 7/1 (v/v) thu dugc hop chat OE2 (4,3
mg). Hop chat OE3 (3,3 mg) thu duoc khi tinh ché lai F3.3.1.2 qua cét silica gel pha
thuong st dung hé dung mai rira giai CH2Clz/acetone 6/1 (v/v). Phan doan F3.5 duogc
phan tach trén cot sic ky silica gel pha thuong véi hé dung moi CH.Cl/EtOAC 4/1
(v/v) thu dugc hai phan doan F3.5.1 va F3.5.2. Tinh ché lai F3.5.1 qua cot sic ky
silica gel pha thuong véi hé dung mdi CH2Clo/acetone 4/1 (v/v) thu duoc hop chat
sach OE4 (6,3 mg). Phan doan F3.7 (25,0 mg) duoc chay lai trén cot Sephadex LH-
20 véi methanol thu duoc 5 phan doan F3.7.1 — F3.7.5. Tinh ché lai F3.7.2 bang sic
ky ban mong TLC véi hé dung mdi CH2Cly/acetone 3/1 (v/v) thu dugc hop chat OE5
(3,20 mg). Phén tach phan doan F3.7.4 bang sic ki cot thudng rira giai bang hé dung
moi CH.Clz/MeOH 9/1 (v/v) thu duoc chat sach OE6 (5,1 mg). Phan doan F3.7.5
tiép tuc duoc chay qua cot sic ky silica gel pha thuong véi hé dung mdi ria giai
CH:Cly/acetone 2/1 (v/v) thu dugc hop chat OE7 (6,7 mg).

Tur phan doan F4 (1,05 g) tién hanh phan tach bang cét silica gel pha thuong
véi hé dung méi rira giai CH2CI/EtOAC (5-100% EtOAc trong CH2Cl?) thu dugc 9
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phan doan nho ki hiéu F4.1 — F4.9. Tinh ché lai F4.9 trén sic ki ban mong TLC sir
dung hé dung mai rira giai CH2CI/EtOAC 7/1 (v/v) thu duoc hop chét sach OES (5,3
mg). Ttr phan doan F5 (3,45 g) chay sic ky cot silica gel pha thuong vai hé dung moi
CH2CI2/EtOAC (5-100% EtOAc trong CH2Cl2) thu dugc 8 phan doan nhé ki hi¢u F5.1
— F5.8. Chay séc ky trén cot silica gel thuong ria giai bang CH2Cl/EtOAC 95/5 (v/v)
V6i phan doan F5.1 (94,0 mg) thu dugc 5 phan doan F5.1.1 — F5.1.5. Tinh ché F5.1.1
(16,0 mg) trén cot sic ky thuong sir dung hé dung méi n-hexane/ CH2Cl, 10/1 (v/v)
thu duoc hop chat OE9 (4,5 mg). Tur F5.1.3 chay cot silica gel pha thuong sir dung
hé dung méi CH2Cl./acetone 4/1 (v/v) thu dwgc hop chit OE10 (5,2 mg). Hai hop
chat OE11 (4,8 mg) va OE12 (5,2 mg) tach ra tir phan doan F5.1.5 trén cot silica gel
pha thuong ria giai bang CH2Clo/MeOH 4/1 (v/v). Phan doan F5.2 tién hanh phan
tach trén cot thuong st dung hé dung méi n-hexane/EtOAc 9/1 (v/v) duoc chat sach
OE13 (3,6 mg). Cac phan doan F5.3, F5.4, F5.5 déu chay cot lan luot véi cac hé dung
mOi n-hexane/EtOAc 9/1 (v/v), CH2Cl2/EtOAC 8/1 (v/v), CH.Cla/acetone 7/1 (viv)
thu duoc cac chat sach lan luot 1a OE14 (4,1 mg), OE15 (5,3 mg) va OE16 (3,8 mg).
Tir phan doan F5.8 tiép tuc tach trén cot silica gel vai hé dung mdi CH2Clz/acetone
7/1 (v/v) thu dugc 8 phan doan ki hiéu F5.8.1 — F5.8.8. Tir phan doan F5.8.3 tach
duoc chat sach OE17 (5,2 mg) khi tinh ché trén cot silica gel pha thuong véi hé dung
moi CH2Clz/acetone 7/1 (v/v).

Tir phan doan F6 tién hanh phan tach bang cot silica gel pha thuong véi hé
dung m6i rira giai CH2Cl/EtOAC (5-100% EtOAc trong CH2Cl2) thu duoc 7 phéan
doan nho ki hiéu F6.1 — F6.7. Tinh ché lai F6.7 trén sac ki ban mong TLC sir dung
hé dung mai rira giai CH2Cl/EtOAC 2/1 (v/v) thu dugc hop chat sach OE18 (4,3 mg).
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5x 5L x3h

Ngam chiét trong MeOH bing
thiét bi siéu Am

Dich chiét MeOH thé (225,0 g)

Chiét lin Tt bﬁng n-hexane, EtOAc

v

{
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OE-E (55,3 g)

CH,C1,/MeOH (50/1, v/v)

n-hexane/CH,Cl,

(5-100% CH,Cl, trong n-hexane)

F2.1 (25,0 mg)

n-hexane/CH,Cl, (9/1, v/v)

'
[F7]

n-hexane/EtOAc

Y

F4.9 (25,0 mg)

CH,CI,/EtOAc (7/1, v/v)

(5-100% EtOAc trong n-hexane)

CH,Cly/EtOAc
(5-100% EtOAc trong CH,Cly)

CH,Cl,/EtOAc

F6.7 (16.5 mg)

CH,Cl,/EtOAc (2/1, v/V)

(5-100% EtOAc trong CH,Cl,)

CH,Cl,/EtOAc
(5-100% EtOAc trong CH,Cl,)

OE1l OES
4.9 mg 5,3 mg ¢ 4,3 mg
Y Y Y Y Y
|[F3.3 30.6 mg)| [F352Lomg|  [F3.7 25,0 my) F5.1 Fs2 || Fs.3 F5.4 F5.5 F5.8
94,0 mg) (22,0 mg) 25,0 mg) (28,0 mg) [20,0 mg 68,0 mg
CH,Cl,/EtOAc (9/1, v/v) H,Cl,/EtOAc (4/1, v/V)
n-hexane/EtOAc] n-hexane/EtOAc| CH,Cl,/EtOAc| CH2Cly/acetone CH,Cly/acetone
5. (AR | Yy Oy Y @,y Y (L) I, v)
CH,CIl,/EtOAc (8/1, v/v) ¢CH2CIZ/acetone Scphaz(i)cx OE13 | |OE14 | |0E15 | OEl6 |
LH-
- (4/1, vIv) MeOH 3.6mg 4,1 mg 53 mg 3,8mg |F5.8.3 (10,5 mg)
o CH,Cly/acetone (7/1, v/v)
[F3.3.11 [F33.12] 63 me o
CH,Cl,/acetone (7/1, V/V)+ *CHZClz/acetone (6/1,v/v) n-hexane/CH,Cl, 4.0
,U mg
OE2 OE3 (10/1, v/v)
4,3 mg 3,3 mg
\i Y Y Y
[F3.7.2 22mg)| [F3.7.4 20 mg) [F3.7.5 25 mg) F5.1.1 F5.1.3 F5.1.5
(16 mg) (11 mg) (22 mg)
CH,Cly/acetone (3/1, v/v) CH,Cl,/MeOH CH,Cly/acetone
Y o/1,viv) Y @/1,viv) Y n-hexane/CH,Cl, CH,Cl,/acetone CH,Cl,/MeOH
(10/1, v/v) Y @1V /1, viv)
OE5 OKs | OE7 |
51 6.7 OE9 OE10
3,2 mg ,1 mg ,/ mg
4,5 mg 5,2mg OE11

4,8 mg

5,2 mg

Hinh 3.2. So @6 phan 1ap cac hop chat tir cay ban giac (O. eberhardtii)
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3.2. Thong sé vat ly va dir liéu phd caa cac hop chat phan lap
3.2.1. Thong sé vdt Iy va di# liéu phé cia cac hep chat phan ldgp dwec tir cay xay
rang nhon (M. semiserrata)
3.2.1.1. Hop chdt MS1: Myrsineoside A (3-O-a-L-arabinopyranosyl juglangenin A)
(chat méi)

Chat bot mau trang;

Goc quay cuc riéng [a]o 24 +17,9 (c 0,24, MeOH);

Pho IR vmex (KBr): 3441, 2947, 2868, 1638, 1558, 1462, 1391, 1070 va 767 cm'.

Phé HR-ESI-MS m/z 611,3718 [M+K]*: (Tinh toan ly thuyét cho cong thirc
phan tir C3sHs606K, M = 611,3708).

S6 liéu phd *H NMR (CDsOD, 600 MHz) va *C NMR (CDsOD, 150 MHz)
xem bang 4.1.
3.2.1.2. Hop chdt MS2: Myrsineoside B (3-a-L-arabinopyranosyl castanopsol)
(chdt méi)

Chét bot mau trang;

Goc quay cuc riéng [o]p 2*: +43,0 (¢ 0,77, MeOH);

Phd IR vimax (KBr): 3421, 2947, 2874, 1654, 1463, 1380, 1363, 1259, 1168,
1141, 1083, 1062, 992, 787 va 659 cm™.

Phé HR-ESI-MS m/z 597,4125 [M+Na]* (Tinh toan ly thuyét cho cong thic
phan tir CasHssOsNa, M = 597,4125).

S6 ligu phd 'H NMR (CDsOD, 600 MHz) va 3C NMR (CD3OD, 150 MHz)
xem bang 4.2.
3.2.1.3. Hop chdat MS3: Myrsineoside C (3-4-D-xylopyranosyl castanopsol) (chat méi)

Chat bot mau trang;

Goc quay cuc riéng [o]o 2*: - 61,6 (¢ 0,15, MeOH);

Pho TRvmax (KBr): 3424, 2948, 1654, 1463, 1379, 1362, 1165, 1080, 992, 787
va 659 cm™.

Phé HR-ESI-MS m/z 597,4125 [M+Na]* (Tinh toan ly thuyét cho céng thirc
phan tr CasHssOeNa, M = 597,4125).

S6 ligu pho 'H NMR (CD3sOD, 600 MHz) va 3C NMR (CDsOD, 150 MHz)
xem bang 4.3.
3.2.1.4. Hop chat MS4: Lupeol acetate

Chét bot mau trang;

CTPT: Cs2H5202

KLPT: 468
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S6 liéu phd *H NMR (CDCls, 600 MHz) va 3C NMR (CDCls, 150 MHz) xem
bang 4.4.
3.2.1.5. Hop chdt MS5: Taraxerone

Chat bot mau trang;

CTPT: C30H4s0

KLPT: 424

S6 liéu phd *H NMR (CDCls, 600 MHz) va 3C NMR (CDCls, 150 MHz) xem
bang 4.5.
3.2.1.6. Hop chdt MS6: Kazinol B

Chét bot mau vang;

Goc quay cuc riéng [a]®p = -18 (¢ 0,21 CHCls)

CTPT: C25H2804

KLPT: 392

S6 liéu phd 'H NMR (CDCl3, 600 MHz) va 13C NMR (CDCls, 150 MHz) xem
bang 4.6.
3.2.1.7. Hop chat MS7: Kazinol A

Chat bt mau vang;

Goc quay cuc riéng [a]*®p -10,7 (CHCIs, ¢ 0,13)

CTPT: C2a5H3004

KLPT: 394

S lieu phd *H NMR (CDCls, 600 MHz) va 3C NMR (CDCls, 150 MHz) xem
bang 4.7.

3.2.1.8. Hop chat MS8: 4 “O-methyl-8-prenylnaringenin

Chét bot mau vang;

Goc quay cuc riéng [o]®b -30, (c 1,05, CHCIs)

CTPT: C21H2205

KLPT: 354

S6 liéu phd 'H NMR (CDCls, 600 MHz) va 13C NMR (CDCls, 150 MHz) xem
bang 4.8.
3.2.1.9. Hop chat MS9: Cucurbitacin D

Chét bot mau trang;

CTPT: C30H4407

KLPT: 516

S6 liéu phd H NMR (CDsOD, 600 MHz) va *C NMR (CD3;0OD, 150 MHz)
xem bang 4.9.
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3.2.1.10. Hop chat MS10: Cucurbitacin H

Chat bot mau trang;

CTPT: C30H460s

KLPT: 534

S6 lieu phd *H NMR (CDsOD, 600 MHz) va 3C NMR (CDsOD, 150 MHz)
xem bang 4.10.
3.2.1.11. Hop chat MS11: Eclalbasaponin I

Chét bot mau trang;

CTPT: C36Hs809

KLPT: 634

S6 liéu phd *H NMR (CDsOD, 600 MHz) va *C NMR (CDsOD, 150 MHz)
xem bang 4.11.
3.2.1.12. Hop chat MS12: Spergulacin

Chét bot mau trang;

CTPT: C41HesO12

KLPT: 752

S6 ligu phd 'H NMR (CDsOD, 600 MHz) va 3C NMR (CDsOD, 150 MHz)
xem bang 4.12.
3.2.1.13. Hop chat MS13: Kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranoside

Chat bt mau vang;

CTPT: C21H20010

KLPT: 432

S6 ligu phd 'H NMR (CDsOD, 600 MHz) va 3C NMR (CDsOD, 150 MHz)
xem bang 4.13.
3.2.1.14. Hop chat MS14: Quercitrin

Chét bot mau vang;

CTPT: C21H20011

KLPT: 448

S6 ligu pho 'H NMR (CD3sOD, 600 MHz) va 3C NMR (CDsOD, 150 MHz)
xem bang 4.14.
3.2.2. Thong sé vat Iy va di ligu phé ciia cac hep chdt phan ldp dwec tir cay ban
giac (O. eberhardtii)
3.2.2.1. Hop chdt OE1: Lupeol acetate

Chét bot mau trang;

CTPT: C32H5202

KLPT: 468
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S6 liéu phd *H NMR (CDCls, 600 MHz) va 3C NMR (CDCls, 150 MHz) xem

bang 4.4.
3.2.2.2. Hop chat OE2: 5,7,3 -Trihydroxy-6,4°, 5 -trimethoxyflavone

Chat bt mau vang nhat;

CTPT: C18H160s

KLPT: 360

S6 lieu phd *H NMR (CDsOD, 600 MHz) va 3C NMR (CDsOD, 150 MHz)

xem bang 4.15.
3.2.2.3. Hop chdt OE3: 5,7,2",5 -tetrahydroxy-6, 3,4 -trimethoxyflavone

Chat bot mau vang dam;

CTPT: C18H1609

KLPT: 376

S6 liéu phd *H NMR (CDsOD, 600 MHz) va *C NMR (CD3sOD, 150 MHz)

xem bang 4.16
3.2.2.4. Hop chat OE4: Dehydrovomifoliol

Chét dau mau vang;

CTPT: C13H1803

KLPT: 222

s licu phé 'H NMR (CDsOD, 600 MHz) va *C NMR (CDsOD, 150 MHz)

xem bang 4.17.
3.2.2.5. Hop chat OES5: Protocatechuic acid

Chat ran, mau trang;

CTPT: C7HeO4

KLPT: 154

S6 ligu phd H NMR (CDsOD, 600 MHz) va 3C NMR (CDsOD, 150 MHz)

xem bang 4.18.
3.2.2.6. Hop chat OE6: Chrysoeriol-7-O-4-D-glucopyranoside

Chét bot, mau vang;

CTPT: C22H22011

KLPT: 462

S6 lieu phé 'H NMR (DMSO-ds, 600 MHz) va 3C NMR (DMSO-ds, 150

MHz) xem bang 4.19.
3.2.2.7. Hop chdt OE7: 7Z-roseoside

Chét dau, khdng mau;
Goc quay cuc riéng [a]3* +108,8 (c 0,94 MeOH).
CTPT: C19H300s
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KLPT: 386

S6 lieu phd *H NMR (CDsOD, 600 MHz) va 3C NMR (CDsOD, 150 MHz)
xem bang 4.20.
3.2.2.8. Hop chat OES8: 5,7,3"-trihydroxy-6,4’, 5'-trimethoxyflavanone

Chat bot mau vang;

CTPT: C18H180s

KLPT: 362

S liéu phd *H NMR (600 MHz, CDCls) va 3C NMR (150 MHz, CDCls) xem
bang 4.21.
3.2.2.9. Hop chdt OE9: Lup-20(29)-ene

Chét bot, mau trang;

CTPT: CsoHso

KLPT: 410

S6 liéu phd 'H NMR (CDCls, 600 MHz) va 13C NMR (CDCls, 150 MHz) xem
bang 4.22
3.2.2.10. Hop chdt OE10: 23-deoxojessic acid

Chat bot, mau trang;

CTPT: C31H5004

KLPT: 486

S6 ligu phd 'H NMR (CD3sOD, 600 MHz) va *C NMR (CDsOD, 150 MHz)
xem bang 4.23.
3.2.2.11. Hop chat OE11: Cucurbitacin F

Chat bot, mau trang;

CTPT: C30H4607

KLPT: 518

S6 ligu pho 'H NMR (CD3sOD, 600 MHz) va 3C NMR (CDsOD, 150 MHz)
xem bang 4.24.
3.2.2.12. Hop chat OE12: 3p-(B-D-glucosyloxy)-16a,23a-epoxycucurbita-5,24-
diene-11-one

Chét bot, mau trang;

CTPT: C36H5609

KLPT: 632

GAc quay cuc riéng [a]o?*: +22,6 (¢ 0,01, CHzOH)

S6 liéu phd H NMR (CDsOD, 600 MHz) va *C NMR (CD3;0OD, 150 MHz)
xem bang 4.25.
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3.2.2.13. Hop chat OE13: Lupeol

Chat bot, mau trang;

CTPT: C3oH500

KLPT: 426

GAc quay cuc riéng [a]p®*: +26,4 (c 0,7, CHsCl)

S6 lieu phd *H NMR (CDsOD, 600 MHz) va 3C NMR (CDsOD, 150 MHz)
xem bang 4.26.
3.2.2.14. Hop chdt OE14: 3-(E)-Coumaroyltaraxerol

Chét bot, mau trang;

CTPT: C39Hs603

KLPT: 572

Goc quay cuc riéng [a]o?*: +26,4 (¢ 0,7, CH3CI)

S6 liéu phd *H NMR (CDCls, 600 MHz) va 3C NMR (CDCls, 150 MHz) xem
bang 4.27.
3.2.2.15. Hop chdt OE15: 5,7-Dihydroxy-4'-methoxy-8-(3-methylbut-2-enyl)
flavanone

Chat bot, mau vang;

CTPT: C21H220s5

KLPT: 354

Goc quay cuc riéng [a]po?*: -30 (¢ 1,05, CHCIs)

S6 liéu phé *H NMR (CDCls, 600 MHz) va 3C NMR (CDCls, 150 MHz) xem
bang 4.8.
3.2.2.16. Hop chdt OE16: 6,7,8-trimethoxycoumarine

Chat bot, mau trang;

CTPT: C12H120s5

KLPT: 236

S6 liéu phd 'H NMR (CDCls, 600 MHz) va 13C NMR (CDCls, 150 MHz) xem
bang 4.28.
3.2.2.17. Hop chdt OE17: 3-hydroxy-4-methoxybenzoic acid

Chét bot, mau trang;

CTPT: CgHgO4

KLPT: 168

S6 ligu pho 'H NMR (CD3sOD, 600 MHz) va 3C NMR (CDsOD, 150 MHz)
xem bang 4.29.
3.2.2.18. Hop chat OE18: Vomifoliol

Chét bot, mau trang;
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CTPT: C13H2003

KLPT: 224

GAc quay cuc riéng [a]o?*: +231 (c 0,97, CHCls)

S6 liéu phd *H NMR (CDCls, 600 MHz) va 3C NMR (CDCls, 150 MHz) xem
bang 4.30.

3.3. Két qua thir hoat tinh ciia cac hep chat phan 1ap tir lodi M. semiserrata va
O. eberhardtii
3.3.1. Hogt tinh #c ché gdy dgc té bao ung thir ciia cac hep chdt phan ldp tie M.
semiserrata va O. eberhardtii

Céc phép thir hoat tinh gay doc té bao ung thu duoc thyc hién theo phuong
phap dugc md ta trong muc 2.2.3.1. Cac hop chat MS1-MS14 phan lap tr M.
semiserrata va OE1-OE18 phan lap tir O. eberhardtii duoc thir hoat tinh giy doc té
bao in vitro trén 4 dong té bao ung thu & ngudi: ung thu phdi (A-549), ung thu gan
(HepG2), ung thu vt (MCF-7), ung thu biéu md (KB). Két qua thtr hoat tinh thé hién
o bang 4.31.
3.3.2. Siz dung md phéng nguyén ti tim kiém cac chdt irc ché enzyme GSK - 38
tiém ndng phan \ap tie O. eberhardtii

Str dung phuong phap docking phan tir (Iip ghép phan tir) va tinh toan dong
luc phan tir theo md ta & 2.2.4 dé xac dinh tu thé lién két va ai luc gin két cua céc
hop chat chat phan lap duoc OE1 — OE18 véi GSK-3p, dong thoi md phong hoat
dong cua phic chat wc ché GSK-34+ trong dung dich. Két qua dugc thé hién trong
bang 4.32- 4.39.
3.3.3. Két qud thaz hogt tinh khang vi sinh vat kiém dinh ciia cac hep chat phan lgp
tar loai M. semiserrata va O. eberhardtii

Céc hop chat phan 1ap MS1-MS14 va OE1-OE18 di duoc danh gia kha ning
khang cac chiing vi sinh vat kiém dinh chuan quéc té ATCC dua trén phuong phap
pha lodng da nong do nhu mé ta & muc 2.2.3.2. Két qua thir nghiém duoc thé hién &
bang 4.40.
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CHUONG 4. THAO LUAN KET QUA

4.1. Xac dinh cau tric cac hep chat phan lap

4.1.1. Xdc dinh cdu trac cac hep chdt phan ldp tir cdy xay ring nhon (M.
semiserrata)

4.1.1.1. Hop chat MS1: Myrsineoside A (3-O-a-L-arabinopyranosyl juglangenin A)
(chat méi)

OH
4 50,
HO o 1
3 OH ~
24 23
MS1 Juglangenin A
Hinh 4.1. Cau trtc hda hoc cta hop chat MS1 va hop chat tham khao
Hop chat MS1 thu duoc dudi dang chat bt mau tring, goc quay cuc riéng la
[e]5' +17,9 (c 0,24, MeOH).

Spectrum from 20240305hsb.wiff2 (sample 1) - MS7.9B, Experiment 1, +IDA TOF MS (20 - 4500) from 0.764 min
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Hinh 4.2. Phé HR-ESI-MS cua hop chat MS1
Trén phd khéi phan giai cao HR-ESI-MS cua hop chat MS1 xuat hién pic ion
gia phan tu tai m/z 611,3718 [M + K]* (tinh toan Iy thuyét cho cong thirc phan tir
CasHs606K™ m/z 611,3708) cho phép xac dinh cong thuc phén t cia MS1 la
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CasHs60s6 (V6i d6 bt bdo hoa A = 8). Trén phd hong ngoai cua MS1 cho thdy dinh
hap thu cua lién két déi C=C & 1638 cm?, 1559 cm™ va nhém hydroxyl & 3441 cm' L,
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Hinh 4.4. Ph6 *H NMR cua hop chat MS1

1
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Trén pho *H NMR caa MS1 xuét hién tin hiéu singlet cua tim nhém 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), cung
tin hiéu cua hai proton olefin tai on 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 cua hai proton oxymethine dugc xac dinh tai
o1 4,17 (1H, t,J = 3,0 Hz, H-1) va 3,69 (1H, dd, J = 4,8; 12,0 Hz, H-3) va c0 sy xuat
hién tin hiéu chong chéo ¢ viing aliphatic (n 3,52 — 3,86). Tin hiéu cua hai proton
olefin tai on 5,73 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-11) va 5,60 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-12) véi hing
s6 twong 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 xac dinh su hién
dién cua mot hé diene lién hop.

Ngoai ra, phé 'H NMR ctia MS1 con cho thay su xuat hién tin hiéu caa mot
proton anomer tai on 4,31 (1H, d, J = 6,6 Hz, H-1") cung cac tin hiéu khac cua 3 nhom
oxymethine tai on 3,52 (1H, m, H-3"), on 3,58 (1H, dd, J = 6,6; 8,4 Hz, H-2'), on 3,82
(1H, m, H-4") va va 1 nhdm oxymethylene tai on 3,54 (1H, dd, J = 3,0; 12,2 Hz, Ha -
59, 3,86 (1H, dd, J = 2,5; 12,2 Hz, Hy-5").

SN\ —
250 260 1!;0 1(;0 1:10 11|’0 160 BID GIO 4IO 2IO Lli ppm

Hinh 4.5. Ph6 1*C NMR cua hop chat MS1
Phan tich phd 13C NMR va DEPT véi su hd tro cua tuong tic HSQC cuia MS1
cho thay sy xuat hién tin hiéu caa 35 nguyén tir carbon trong d6 30 nguyén tir carbon
duoc gan cho phan aglycone va céc tin hiéu cho thanh phan dudng duoc tao thanh tir
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mét don vi duong c6 5 carbon. Cu thé 1a cd tin hiéu caa tim nhém methyl tai 5¢c 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), tm nhém methylene tai éc 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), mot nhém oxymethylene tai
oc 66,5 (C-5"), sau nhém oxymethine 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"), hai nhdm methine sp? tai éc 118,3 (C-11), 121,7 (C-
12), hai nhém methine sp? tai Jc 45,9 (C-5), 47,1 (C-18) va tam carbon khong lién
két truc tiép véi hydro tai dc 31,9 (C-20); 33,3 (C-17), 40,4 (C-4); 42,1 (C-14); 43,7
(C-8); 45,7 (C-10), 149,1 (C-13); 151,5 (C-9). Tur cac dix liéu trén cung vai giad tri caa
cac hang sb tuong tac J (Ji2 = 6,6 Hz, J2.3 = 8,4 Hz) cho phép du doan su c6 mat caa
mot gbc dudng a-arabinopyranose [125, 126].
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Hinh 4.6. Pho DEPT cua hop chat MS1
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Hinh 4.7. Pho HSQC cua hop chat MS1

Trén phé COSY cua MS1 quan sat thiy su hién dién cta bay hé tuong tac spin
— spin caa cac proton canh nhau dugce danh dau bing cac duong dam trong hinh 4.10
bao gom: H-1'/H-2'/H-3'/H-4'/CH2-5', H-1/CH2-2/H-3, H-5/CH,-6/CH,-7, H-11/H-
12, CH-15/CH,-16, H-18/CH-19 va CH2-21/CH.-22. Tir cac dit liéu phd NMR thu
dugc cia MS1 va cac phan tich trén goi y hop chat MS1 1a mét triterpenoid c6 khung
oleanane twong tu nhu hop chat da biét juglangenin A [127].
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Hinh 4.8. Ph HMBC cua hop chat MS1



Hinh 4.10. Cac twong tac chinh trén phé HMBC va COSY cua hop chat MS1

Vj tri cua don vi duong dugc xac dinh dua trén phd HMBC gitta twong tac H-
1' cia phan tir duong (on 4,31) véi C-3 (dc 85,3) cua phan oleanane aglycon, diéu nay
cho phép ta xac dinh vi tri cua goc dudong dugc dinh tai C-3 (Hinh 4.10).

Bén canh d6 trén pho HMBC cho thay tuong tac gitta Me-23 (54 1,14) va Me-
24 (4 0,92) véi C-3 (& 85,3), C-4 (& 40,4), C-5 (& 45,9) chi ra rang hai nhom
methyl ndy dugc gin vao C-4. Tuong tac HMBC gitra proton cua nhém Me-25 (4
1,28) voi C-1 (6c 74,2), C-5 (o 45,9), C-10 (oc 45,7), va C-9 (o 151,5); gitra proton
caa nhém Me-26 (o1 1,19) véi C-8 (oc 43,7), C-9 (oc 151,5) va C-14 (&c 42,1); gitra
proton cua nhém Me-27 (6n 1,09) vai C-8 (oc 43,7), C-13 (oc 149,1), C-14 (6c 42,1)
va C-15 (&c 26,8); gitra Me-28 (61 0,93) voi C-16 (&c 28,1), C-17 (&c 33,2), C-18
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(& 47,1) va C-22 (& 38,1) cho phép ta xac dinh vi tri cua bén nhom methyl duoc
dinh tryc tiép lan luot tai C-10, C-8, C-14 va C-17 cuia phan oleanane aglycon (Hinh 4.10).

Tuong tac gitra proton caa nhdm Me-29 (o4 0,94) va Me-30 (61 0,90) voi C-
19 (& 48,1), C-20 (&c 31,9) va C-21 (& 35,6) va su twong tac 1an nhau ctia 2 nhom
methyl nay cho phép xac dinh vi tri cua hai nhom methyl dugc gan tai C-20. Ngoai
ra, trén phd HMBC con quan sat dugc Sy twong tac xa gitta H-11 (k4 5,73), H-12 (84
5,60), Me-25 (S4 1,26), Me-26 (81 1,19) dén C-9 (5 151,5), va tir H-11 (4 5,73) dén
C-13 (6c 149,1); C-10 (6c 45,7) cho phép xac dinh khung olean-9(11),12-diene cua MSL1.

Céu hinh twong ddi cua hop chat MS1 duoc xac dinh dya trén cac gia tri hang
s6 twong tac va phd NOESY. Trén phd NOESY xuit hién tin hiéu tuong tac giita H-
1 (6w 4,17) va H-11 (6w 5,73)/Me-25 (6 1,26), giita Me-24 (51 0,92) va Me-25 (51
1,26), tir d6 két luan H-1 dinh hudng B. Proton & vj tri C-3 dinh huéng a duoc xac
dinh bang twong tac trén phd NOESY cua H-3 (0n 3,69) va Me-23 (5n 1,14). Thém
nira, sy phan tach cua H-1 (t, J = 3,0 Hz) va H-3 (dd, J = 4,8; 12,0 Hz) cang khang
dinh rd nhém hydroxy ¢ C-1 va nhém O-glycoside & C-3 dinh huéng lan luot 12 a va
B. Phan tich cac tuong tac trén phd NOESY cua MS1 cho thiy tuong tac giita Ho-
3/H-3' va H-1' goi y proton tai vi tri C-1' dinh hudng a. Bén canh do6 khi so sanh do
dich chuyén hda hoc tai C-3 (dc 85,3) cua MS1 (c6 su chuyén dich ra truong thap) so
Vi gia tri phd 3C NMR tai 73,0 (C-3) cua juglangenin A [127] cho thay sy phi hop
ctia nhdm O-glycoside & vi tri C-3 trong MS1. Tir nhitng thong tin trén cho thay cau
trdc hop chat MS1 tuong ty nhu juglangenin A, ngoai trir sy xuat hién cia mot don
vi duong trong MS1 thay vi nhom OH & C-3 trong juglangenin A.
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# "N NOESY

Hinh 4.12. Cac twong tac NOESY chinh cta hop chat MS1

Tién hanh thiy phan hop chat MS1 trong moéi truong HCI dé thu dugc dudng
don. Nhom duong trong MS1 dugc xac dinh la L-arabinose véi gbc quay cuc riéng
[0]*p = +10,2 (¢ 0,15, H20) pht hop véi gia tri goc quay cuc riéng cia duong L-
arabinose trén cac tai liu da cong bd trude d6 [125,126] va so sanh hé sd Ry trén ban

0,53). Tir tat ca nhitng phan

tich dit liéu pho trén cho phép xac dinh dugc cau trdc cua hop chat MS1 14 3-O-a-L-
arabinopyranosyl juglangenin A, day la hop chat méi va duoc dit tén riéng la
myrsineoside A.
Bang 4.1. S6 liéu phd NMR cua MS1 va hop chat tham khao

JnP¢ (dang tin on°¢ (dang tin
#e.d a.c g #5d a,.c .

= dc I hi¢u, J = Hz) C |7 dc hi¢u, J = Hz)
1| 728 74,2 4,17 (t, 3,0) 19 | 46,7 | 48,1 1,09 (m)
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1,72 (m)
2,04 (m)
2 | 31,7 | 33,2 222 (m) 20 31,1} 31,9 -
_ 1,15 (m)
3 730 | 85,3 3,69 (dd, 4,8;12,0) | 21 | 346 | 35,6 1,40 m)
1,31 (m)
4 | 390 | 40,4 - 22 1 37,0 i 38,1 1,52 (m)
5| 44,3 | 459 1,49 (m) 23 | 28,7 | 28,7 1,14 (s)
1,59 (m)
6 | 17,4 | 185 1.70 (m) 24 1 156 | 16,9 0,92 (s)
1,40 (br. ddd, 2,4; 2,4,
7 1324 {329 15,0) 25 { 25,7 | 264 1,26 (s)
1,76 (m)
8 | 425 | 43,7 - 26 1 21,0 219 1,19 (s)
9 {150,3 {1515 - 27 i 20,3 | 20,7 1,09 (s)
10 | 45,0 | 45,7 - 28 28,2 i 29,3 0,93 (s)
11 ¢ 117,0 i 118,3 5,73 (d, 6,0) 29 1 23,7 241 0,94 (s)
12 | 119,9 | 121,7 5,60 (d, 6,0) 30 | 33,2 | 33,7 0,90 (s)
13 | 149,0 | 149,1 - Ara
14 | 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 | 32,2 | 33,3 - 4 69,6 3,82 (m)
, 3,54 (dd, 3,0; 12,2)
18 | 45,8 | 47,1 2,19 (m) 5 66,5 3.86 (dd. 2.5: 12.2)

3150MHz, "600 MHz, °CD30D, 9100 MHz, #dc: Sé liéu cua juglangenin A do trong
CDCls [125]
4.1.1.2. Hop chdt MS2: Myrsineoside B (3-O-a-L-arabinopyranosyl castanopsol) (chat mé)

Castanopsol

Hinh 4.13. Cau trdc héa hoc hop chat MS2 va hop chat tham khao
Hop chat MS2 thu dugc dudi dang bot vo dinh hinh, mau tring véi goc quay
cuc riéng [a]o** +43,0 (c 0,77, MeOH).
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Spectrum from 20240301h.wiff2 (sample 6) - MS6.7, Experiment 1, +IDA TOF MS (20 - 4500) from 0.436 min
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Hinh 4.14. Pho HR-ESI-MS cua hgp chat MS2
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Hinh 4.15. Phé IR cua hop chat MS2
Trén pho khéi phan giai cao HR-ESI-MS xuat hién pic ion gia phan tir tai m/z
597,4125 [M+Na]*, (Tinh toan ly thuyét cho cong thirc phan tir CasHssOsNa*, m/z
597,4125) cho phép xac dinh dugc cdng thirc phéan tir caia MS2 la CssHsgOs (VO d6
bit bdo hoa A = 7). Trén phd hdng ngoai cia MS2 cho thay tin hiéu cua lién két doi
(1654 cm™) va nhém hydroxyl (3421 cm™™).
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Hinh 4.16. Pho *H NMR cua hop chat MS2

Gidng véi hop chat MS1, trén phd 'H NMR caa MS2 ciing xuét hién cac tin
hiéu singlet cuaa tdim nhém methyl tai on 0,87 (3H, s, H-28), 0,88 (3H, s, H-24), 0,89
(3H, s, H-30), 0,91 (3H, s, H-29), 1,00 (3H, s, H-25), 1,04 (3H, 5, H-26), 1,10 (3H, s,
H-23) va 1,22 (3H, s, H-27). Tin hiéu cia mot proton olefin xuat hién tai on 5,21 (1H,
t, J = 3,6 Hz, H-12). Tin hiéu cua hai proton oxymethine cia MS2 dugc xac dinh tai
01 3,56 (LH, t, J = 2,4 Hz, H-1) va 3,67 (1H, t, J = 8,4 Hz, H-3) va c6 su xuét hién tin
hiéu chong chéo ¢ vung aliphatic (Jn 3,53 — 3,85 ppm). Ngoai ra, con ¢ sy xuat hién
tin hiéu caa mot proton anomer tai on 4,32 (1H, d, J = 6,6 Hz, H-1"), cung 5 tin hi¢u
khac ctia mot goc duong tai ou 3,53 (1H, m, H-3"), dn 3,54 (1H, dd, J = 3,0; 12,0 Hz,
Ha -5, 61 3,58 (1H, dd, J = 6,6; 8,4 Hz, H-2"), 61 3,82 (1H, m, H-4"), va 3,85 (1H,
dd, J = 3,6; 12,0 Hz, Hp-5'). Tur cac dix liéu trén clng véi cac gid tri cua cac hang sb
tuong tac J (Jr2 = 6,6 Hz, J»3 = 8,4 Hz) tuong tu nhu gdc duong trong MS1 cho
phép dy doan trong MS2 c6 mit mot goc dudng a-arabinose. Khéc vai chat MS1,
trén phé MS2 thdy mat di tin hiéu ciia 1 mot proton olefin, diéu nay ciing duoc khang
dinh trén pho *C NMR cua MS2.
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Hinh 4.17. Pho 3C NMR cua hop chat MS2
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Hinh 4.18. Ph6 DEPT cua hop chat MS2

Phan tich pho 13C NMR va DEPT véi sy hd trg cia tuong tac HSQC ctia MS2
cho thdy sy xuat hién tin hiéu caa 35 nguyén tir carbon, trong d6 30 tin hiéu duoc géan
cho phan aglycone va 5 tin hiéu cho thanh phan duong duogc tao thanh tir mot gbe
duong pentose bao gém tin hiéu cua tim nhoém methyl, chin nhém methylene, mot
nhdm oxymethylene tai éc 66,3 (C-5'), mot nhdm methine sp?, chin nhém methine
sps, va bay tin hiéu carbon khong lién két truc tiép véi hydro. So sénh véi céc dit liéu
phd cia MS1 va MS2 cho thay su gan giéng nhau & hau hét cac vi tri. Piém khac
nhau duy nhat cua hai hop chat nay 1a tai cac vi tri C-9 va C-11. Trén phé NMR cua
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MS2 thiy mat di tin hiéu caa mot nhém methine sp? va mot carbon khéng lién két
tryc tiép voi hydro, thay vao d6 1a mot nhdm methylene va mot nhém methine sp®
chang to MS2 khéng c6 lién két d6i tai vi tri C-9/C-11.
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Hinh 4.19. Phd HSQC cua hop chat MS2
Cac lién két truc tiép gitra cac proton va carbon cia MS2 duogc xac dinh dua
trén viéc phan tich pho HSQC.
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Hinh 4.20. Phé HMBC cua hop chat MS2
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Hinh 4.21. Phé COSY cua hop chat MS2

Trén phé COSY cua MS2 quan sat thay su hién dién cua bay hé tuong tac spin
— spin caa cac proton canh nhau dugc ddnh ddu bang cac dudng dam trong hinh 4.23
(H-1'/H-2'/H-3'/H-4'/CH,-5', H-1/CH,-2/H-3, H-5/CH2-6/CH>-7, H-9/CH,-11/H-12,
CHa-15/CH2-16, H-18/CH,-19 va CH2-21/CH>-22). Tur cac dit lieu phé NMR thu
dugc cia MS2 va cac phan tich trén goi y hop chat MS2 1a mét triterpenoid cé khung
oleanane tuong ty nhu castanopsol [128]. Vi tri cua goc dudng duoc xac dinh dua
trén pho6 HMBC gitra twong tac H-1' cua gbc duong (on 4,32, J = 6,6 Hz) véi C-3 (dc
85,6) cua phan oleanane aglycon, diéu nay cho phép xéac dinh vi tri cia goc duong
dugc dinh truc tiép tai vi tri C-3 (Hinh 4.23).

Bén canh dé trén phd HMBC cho thay tuong tac gitra Me-23 (64 1,10) va Me-
24 (54 0,88) voi C-3 (& 85,6), C-4 (&c 40,2) chi ra rang hai nhom methyl nay dugc
lien két v6i C-4. Tuong tac HMBC giita Me-25 (84 1,00) véi C-1 (& 73,1), C-10 (&
41,7), va C-9 (&c 39,2); gitrta Me-26 (on 1,04) vai C-7 (&c 33,4), C-8 (o&c 40,8), C-9
(oc 39,2) va C-14 (oc 43,3); gitra Me-27 (o 1,22) véi C-13 (oc 146,1); gitta Me-28
(o 0,87) véi C-16 (oc 28,1), C-17 (&c 33,6) va C-18 (oc 48,6) cho phép xac dinh vi
tri cuia bdn nhém methyl duoc dinh tryc tiép lan luot tai C-10, C-8, C-14 va C-17 cua
phan oleanane aglycon (Hinh 4.23). Tuong tac giita Me-29 (4 0,91) va Me-30 (4
0,89) vé&i C-19 (& 48,2), C-20 (oc 31,9), C-21 (&c 35,8) va su tuong tac 1an nhau cua
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chung cho phép xac dinh vi tri cia hai nhém methyl duoc gin tai C-20. Ngoai ra, trén
phd HMBC con quan sat dugc sy tuong tac gitta H-11 (84 1,94), H-12 (54 5,21), Me-
25 (4 1,00), Me-26 (S 1,04) dén C-9 (6 39,2), va tir H-11 (54 1,94) va Me-27 (4
1,22) &én C-13 (&c 146,1) cho thiy khung olean-12-ene cia MS2 tuwong tw nhur MS1.

ppm _ | ‘L

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 Ppm

OH

. Huee #7"\ NOESY
Hinh 4.23. Céc twong tac chinh HMBC, COSY va NOESY cua hop chat MS2
Bang viéc quan sat tuong tac trén phd NOESY cua H-3 (du 3,67) va H-5 (1
1,26)/H-23 (6w 1,10), cau hinh cia proton ¢ vi tri C-3 va C-5 cia MS2 ciing dugc Xac
dinh 1a cau hinh a gidng voi MS1. Bén canh d6 phé NOESY xuat hién tin hiéu tuong
tac gitta H-1 (on 3,56) va H-25 (on 1,00), gitta H-24 (o1 0,88) va H-25 (dn 1,00), tur
d6 két luan ciu hinh g cho H-1.
Phén tich cac twong tac trén phd NOESY cua MS2 cho thiy tuong tac giira
Ho-3 va H-1' twong tu nhu MS1 goi y cho ta cdu hinh « cua proton tai vi tri C-1".
Ngoai ra, su tuong tac gitra Me-27 (o 1,22)/H-9 (o1 2,45) va su tuong tac gitra H-18
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(on 2,0)/Me-28 (dn 0,87) va H-12 (du 5,21) cho thay proton & C-9 ¢6 cau hinh a,
proton & C-18 ¢6 cau hinh . Tir nhirng thdng tin trén cho thiy cau tric phan aglycon
cua hop chit MS2 tuong tu nhu castanopsol.
Tién hanh thay phan hop chit MS2 trong moi trudng acid HCI dé thu dwoc
duong don. Nhém duong trong MS2 duoc xac dinh la L-arabinose vai goc quay cuc
riéng [a]?*p = +102 (c 0,1, H20) va hé sé R¢ = 0,53 phul hop véi gia tri do quay cuc
riéng cua dudng L-arabinose di cong b trude d6 va so sénh hé sé Ry trén ban mong
TLC cua duong L-arabinose chuan. Tir tit ca nhitng phan tich di liéu phé trén cho
phép x4c dinh dugc hop chat MS2 1a 3-O-a-L-arabinopyranosyl castanopsol, day la
hop chat méi va duoc dit tén riéng 12 myrsineoside B.
Bang 4.2. Sb liéu phd NMR cua MS2 va hop chat tham khao

onP° (dang tin onP° (dang tin
# a,C a,c . # a,c a,c .
C T o higu, J = Hz) C o dc higu, J = Hz)
1,02 (m)
11742 | 731 3,56 (M) 19 481 482 700N,
2 {332 343 2,04 (dd, 3,0;84) 20 {319 31,9 -
1,13 (m)
3 {853 {856 3,67 (t, 8,4) 21 {356 | 35,8 1,42 (td, 3,6, 13.2)
1,26 (m)
4 40,4 | 40,2 - 22 {1 38,1 38,3 1,46 (m)
5 | 459 | 494 1,26 (m) 23 28,7 | 285 1,10 (s)
1,51 (m)
6 | 18,5 | 19,2 161 (m) 24 1169 | 16,8 0,88 (5)
1,34 (m)
7 329 | 334 1,57 (m) 251264 16,9 1,00 (s)
8 | 437 | 408 . 26 | 21,9 | 17,6 1,04 (s)
9 | 151,5| 39,2 2,45 (t, 8,4) 27 [ 20,7 | 26,6 1,22 (s)
10| 457 | 41,7 - 28 1 29,3 | 28,9 0,87 (s)
111183 | 24,1 1,94 (dd, 3,6:9,0) | 29 | 24,1 | 241 0,91 (s)
12 121,7 | 1234 521 (t, 3,6) 30 | 33,7 | 33,8 0,89 (s)
13 1149,1 i 146,1 - Ara
14 | 42,1 | 43,3 - 1' 1107,4¢ 107,2 4,32 (d, 6,6)
1,00 (m) : _
151 26,8 | 27,4 1,85 (m) 2' 1729 72,9 | 3,58 (dd, 6,6; 8,4)
0,83 (M) |
16 | 28,1 | 28,1 208 (m) 3 | 744 | 743 3,53 (m)
17 33,3 | 33,6 - 4'" 169,6 | 695 3,82 (m)
| 3,54 (dd, 3,0; 12,0)
18 1 47,1 | 48,6 2,00 (dd, 4,2,138) | 5 | 66,5 66,3 3.85 (dd, 3,6: 12,0)

4150MHz, ®600 MHz, °CD30D, #sc ciia MS1 do trong CD;0D
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4.1.1.3. Hop chat MS3: Myrsineoside C (3-O--D-xylopyranosyl castanopsol) (chat méi)

HO

HO '
3 2

Hinh 4.24. C4u trdc hoa hoc caa hop chat MS3

Hop chat MS3 thu dugc dudi dang chat bot mau triang, goc quay cuc riéng la
[a]o %*:-61,6 (c 0,15, MeOH).

Spectrum from 20240301h.wiff2 (sample 5) - M56.6, Experiment 1, +IDA TOF MS (20 - 4500) from 0.472 min
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Hinh 4.25. Pho HR-ESI-MS cua hop chat MS3
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Hinh 4.26. Phé IR cua hop chat MS3
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Trén pho khéi lugng phan giai cao HR-ESI-MS xuat hién pic ion gia phan tu
tai m/z 597,4126 [M+Na]* (Tinh toan ly thuyét cho cong thtrc phan tir CasHssOsNa®,
m/z 597,4125 cho phép xac dinh dugc cdng thic phan tir cia MS3 1a CzsHss06 VG
d6 bat bdo hoda A = 7). Trén pho hong ngoai caa MS3 cho thay su xuat hién tin hiéu

Hinh 4.27. Pho *H NMR cua hop chat MS3

Tuong ty nhu hop chat MS2, trén pho 'H NMR cia MS3 xuét hién cac tin
hiéu singlet cua tam nhom methyl tai on 0,87 (3H, s, H-28), 0,88 (3H, s, H-24), 0,89
(3H, s, H-30), 0,91 (3H, s, H-29), 1,00 (3H, s, H-25), 1,03 (3H, s, H-26), 1,10 (3H, s,
H-23) va 1,22 (3H, s, H-27) va tin hiéu cua mot proton olefin tai on 5,21 (1H,t, J =
3,6 Hz, H-12).

Tin hiéu cua hai proton oxymethine dugc xac dinh tai én 3,55 (1H,t,J =24
Hz, H-1) va 3,66 (1H, dd, J = 5,4; 10,8 Hz, H-3) va cd su xuat hién tin hiéu chong
chéo & viing aliphatic (Jn 3,18 — 3,83 ppm). Ngoai ra, con cd su xuat hién tin hiéu cua
mot proton anomer tai on 4,31 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1") cung 5 tin hiéu khac caa mot
goc duong tai ou 3,18 (1H, m, H-2"), dn 3,20 (1H, dd, J = 1,2; 6,6 Hz, Ha-5"), o1 3,31
(1H, t, J = 9,0 Hz, H-3"), on 3,47 (1H, m, H-4"), va 3,83 (1H, dd, J = 5,4; 12,0 Hz, Hp-
5". Tir c4c dir liéu trén clng vai gia tri cua cac hang sé tuong tac J (Jr2 = 7,8 Hz,
Ja.4 = 9,0 Hz) ¢6 thé du doan sy ¢6 mat cua mot don vi dudng S-xylopyranose [129].
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Hinh 4.28. Phé 3C NMR cua hop chat MS3
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Hinh 4.29. Ph6 DEPT cua hop chat MS3
Phan tich pho 3C NMR va DEPT véi su hd trg cia twong tic HSQC cho thiy
35 tin hiéu carbon trong d6 30 tin hiéu dugc gan cho phan aglycone (gdm tam tin hiéu
cua nhém methyl, muoi tin hiéu nhom methylene véi mét nhom methylene dinh truc



74

tiép Vi oxi tai dc 66,7 (C-5'), mudi nhdm methine cong huong trong ving tir 39,2
dén 123,4 ppm, va bay tin hiéu carbon khong lién két hydro) va nam tin hiéu cua mot
don vi dudng. So sanh véi céc dir liéu phd cua MS2 cho thy sy giéng nhau & hau
hét céc vi tri, ngoai trir cac tin hiéu cua vang dudng gitta hai hop chat MS2 va MS3.
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Hinh 4.31. Phé HMBC cua hop chat MS3
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Trén phd COSY cua MS3 ciing quan sat thay su hién dién cua bay hé twong
tac spin — spin cua c4c proton canh nhau dwgc danh diu bang cac dudong dam trong
hinh 4.34 (H-1'/H-2'/H-3'/H-4'/CH,-5', H-1/CH>-2/H-3, H-5/CH2-6/CH>-7, H-9/CH-
11/H-12, CH2-15/CH>-16, H-18/CH2-19 va CH»>-21/CH,-22) twong tu nhu MS2. Tu
cac dit liéu phd NMR thu duoc cia MS3 va cac phan tich trén goi y hop chat MS3 1a
mét triterpenoid c6 khung oleanane, 1a dong phan caa MS2.

- 1}L.l I_uJ.Jh L_:JWML

2.0 ae

Hinh 4.32. Pho COSY cua hop chat MS3

Vi tri cua goc dudng duoc xac dinh lién két vai phan aglycon tai C-3 dua trén
twong tac HMBC cua H-1' (61 4,31, J = 7,8 Hz) véi C-3 (Sc 85,6) (Hinh 4.34). Bén
canh d6 trén phd HMBC cho thiy tuong tac gitra Me-23 (84 1,10) va Me-24 (84 0,88)
véi C-3 (& 85,6), C-4 (&c 40,2) chi ra rang hai nhém methyl nay lién két véi C-4.
Tuong tic HMBC giita Me-25 (4 0,99) Vi C-1 (& 73,1), C-10 (¢ 41,7), va C-9 (&
39,2); gitra Me-26 (64 1,03) véi C-7 (& 33,4), C-8 (& 40,8), C-9 (& 39,2), C-10
(& 41,7), va C-14 (& 43,4); gitta Me-27 (84 1,22) véi C-8 (& 40,8), C-14 (& 43,4)
va C-15 (o&c 27,4); gitra Me-28 (o1 0,87) vai C-16 (oc 28,1), C-17 (&c 33,6), C-18
(& 48,6) va C-22 (& 38,3) ciing duoc quan sat thdy cho phép xac dinh vi tri cua bdn
nhém methyl dugc dinh 1an luot tai C-10, C-8, C-14 va C-17 cua khung oleanane
(Hinh 4.34). Tuong tac gitta Me-29 (&4 0,91) va Me-30 (S 0,89) véi C-19 (& 48,2),
C-20 (& 31,9) va sy tuong tac 1an nhau cta chiing cho phép xéac dinh vi tri cua hai
nhoém methyl nay lién két vai C-20. Ngoai ra, trén phé HMBC con quan sat duoc
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twong thc gitta H-11 (&4 1,93), H-12 (61 5,21), Me-25 (84 0,99), Me-26 (&1 1,03) Vi
C-9 (839,2), va H-11 (84 1,93)/Me-27 (84 1,22) v6i C-8 (& 40,8), C-13 (6 146,2)
cho thay céu tric khung olean-12-ene cua MS3.
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Hinh 4.34. Cac tuong tac chinh HMBC, COSY va NOESY cua hop chit MS3
Cau hinh a cua proton & vi tri C-3 va C-5 dugc xac dinh bang twong tac trén
phd NOESY cua H-3 (dn 3,66) va H-5 (on 1,26)/Me-23 (dn 1,10). Bén canh d6 pho
NOESY xuét hién tin hiéu tuong tac giira H-1 (dn 3,0) va H-11 (dn 1,93)/Me-25 (1
0,99), giita Me-24 (d1 0,88) va Me-25 (51 0,99), tir d6 két luan cau hinh g cho H-1.
Thém nira, sy phan tach cua H-1 (t, J = 2,4 Hz) va H-3 (dd, J = 5,4; 10,8 Hz) cang
khang dinh r& nhom hydroxy ¢ C-1 va nhém O-glycoside & C-3 ¢6 cau hinh tuong
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g 12 & va B. Phan tich cac tuong tac trén phd NOESY cua MS3 cho thiy twong tac
gitta H.-3 va H-1' goi ¥ cau hinh o caa proton tai vi tri C-1'. Ngoai ra, su tuong tac
gitta Me-27 (6 1,22)/H-9 (0w 2,44) va H-18 (du 2,00)/Me-28 (dn 0,87) va H-12 (Jn
5,21) cho thiy proton & C-9 va C-18 lan luot c6 cau hinh o va A. Tt nhitng théng tin
trén cho thay céu tric hop chat MS3 tuong ty nhu MS2, chi khac don vi dudng trong
MS3 la xylose.

Bang 4.3. Sb liéu phé NMR cua hop chit MS3 va hop chat tham khao

onPe (dang tin onPC (dang tin
#¢ acC a,c 4 #5 acC a,c 4
C | oc higu, J = Hz) C |70 dc higu, J = Hz)
1,03 (m)
11731 731 3,55 (t, 2,4) 19 | 48,2 | 48,2 1,76 (t, 13.2)
2 1 343 | 34,3 2,00 (m) 20 1319 31,9 -
3 | 856 | 85,6 3,66 (dd, 5,4; 10,8) | 21 | 35,8 | 35,8 | 1,14 (m), 1,41 (m)
4 | 40,2 | 40,2 - 22 1 38,3 38,3 | 1,26 (m), 1,47 (m)
5 1494 | 494 1,26 (m) 23 1285 | 28,4 1,10 (s)
1,51 (m)
6 | 19,2 | 19,2 1.60 (m) 24 | 16,8 | 16,8 0,88 (s)
1,33 (m)
7 334 | 334 1,56 (m) 251 16,9 16,9 0,99 (s)
8 | 40,8 | 40,8 - 26 {176 | 17,6 1,03 (s)
9 | 392 | 39,2 2,44 (t, 9,0) 27 {1 26,6 | 26,6 1,22 (s)
10 | 41,7 | 41,7 - 28 | 28,9 | 28,9 0,87 (s)
111 241 | 24,1 1,93(dd, 3,6;9,0) | 29 | 24,1 | 24,1 0,91 (s)
12 { 123,41 123,4 5,21 (t, 3,6) 30 { 33,8 | 33,8 0,89 (s)
13 | 146,1 | 146,2 - Ara | Xyl
14 | 43,3 | 43,4 - 1' 1107,2: 107,6 4,31 (d, 7,8)
1,03 (m) ,
151 274 | 274 1.84 (m) 2" 1729 755 3,18 (m)
0,84 (m) ,
16 | 28,1 | 28,1 2.08 (m) 317431 781 3,31 (t,9,0)
17 | 33,6 | 33,6 - 4'" 1695 71,3 3,47 (m)
, 3,83 (dd, 5,4; 12,0)
18 | 48,6 | 48,6 2,00 (m) 5 166,3| 66,7 3.20 (dd. 5.4: 12.0)

4150MHz, °600 MHz, °CDs0D, #dc ciia MS2 do trong CD3OD

Tién hanh thay phan hop chit MS3 trong maéi truong acid HCI dé thu dugc
duong don. Nhom duong trong MS3 duoc xac dinh Ia D-xylose véi goc quay cuc
riéng [a]**p = +18,8 (c 0,15, H20) va R = 0,66 phu hop véi gia tri goc quay cuc riéng
cta duong D-xylose dd cong bd trude d6 va so sanh hé s6 R trén ban mong TLC cua
duong D-xylose chuan [129]. Két hop so sanh di liéu phd cua MS3 véi hop chat
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MS2 cho thiy su trong dong & hau hét cac vi tri ngoai trir dudng don lién két véi oxy
tai vi tri C-3 trong hop chit MS3 khac véi dudng trong MS2. Tir tat ca nhitng phan
tich dix liéu phé trén cho phép xac dinh duoc hop chat MS3 1a 3-0-4-D-xylopyranosyl
castanopsol, day 12 hop chat méi va duoc dat tén riéng 1a myrsineoside C.

4.1.1.4. Hop chat MS4: Lupeol acetate

Hinh 4.35. Cau trdc hoa hoc va cac tuong tac chinh trén phé HMBC, COSY cua
hop chat MS4

Hop chat MS4 thu dugc dudi dang chat bot mau trang. Trén pho *H NMR cua
hop chat xuat hién tin hiéu caa tim nhém methyl tai on 0,79 (3H, s, H-28), 0,84 (3H,
s, H-23), 0,85 (3H, s, H-25), 0,86 (3H, s, H-24), 0,94 (3H, s, H-27), 1,03 (3H, s, H-
26), 1,68 (3H, s, H-30), 2,04 (3H, s, CHs-CO-), cung tin hi¢u cia mot nhom
methylene sp? tai o1 4,68 (1H, d, J = 2,4 Hz, Ha-29) Va Jn 4,57 (1H, J = 2,4 Hz, Hp-
29) dic trung cho lién két doi ngoai vong. Bén canh d6 con xuat hién tin hiéu caa mot
proton oxymethine tai on 4,49 (1H, m, H-3).

Phé 13C NMR va phd DEPT cua hop chat MS4 cho thay tin hiéu cia 32 nguyén
tr carbon (gém tam nhom methyl trong d6 c6 mot nhdm methyl lién két véi nhém
carboxyl (oc 171,0), mudi nhom methylene, bay nhdm methine va sau carbon khéng
lien két hydro) dic trung cho mot hop chét triterpenoid ¢ khung lupane. D6 chuyén
dich hoa hoc cua C-3 (dc 81,0) goi ¥ su lién két cua carbon C-3 voi nguyén tir oxy.
Véi nhitng phan tich nay goi y MS4 1a mot hop chat triterpenoid khung lupane. Trén
pho COSY ctia MS4 xuat hién bén hé twong tac spin-spin caa cac proton lién ké bao
gém: H-1/H-2/H-3, H-5/H-6/H-7, H-9/H-11/H-12/H-13/H-18/H-19/H-21/H-22, H-
15/H-16 duoc biéu dién trén hinh 4.35. Trén phé HMBC cua MS4, tuong tac giita
Me-23 (dn 0,84) va Me-24 (o1 0,86) véi C-4 (5c 37,8), C-5 (dc 55,4) chi ra rang hai
nhoém methyl nay gin vao C-4. Tuong tic HMBC giita Me-25 (&4 0,85) véi C-5 (&
55,4), C-10 (&c 37,1) va C-9 (&c 50,4); gitra Me-26 (on 1,03) vai C-7 (oc 34,3) va C-
8 (& 40,9); gitta Me-27 (on 0,94) véi C-8 (&c 40,9), C-13 (& 38,1) va C-15 (& 38,4);
gitra Me-28 (1 0,79) v6i C-16 (oc 27,5), C-17 (¢ 43,0) va C-18 (&¢ 48,3) cho phép
ta xac dinh vi tri cia bén nhém methyl duge dinh truc tiép lan luot tai C-10, C-8, C-
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14 va C-17 cta khung lupane. Tuong tac gitra H-29 (o4 4,68; 4,57) va Me-30 (on
1,68) voi C-19 (& 48,0), C-20 (& 150,9) va su tuong tac 1an nhau cua ching cho
phép xac dinh vi tri caa nhom methyl va nhém methylene sp? duoc gan tai C-20. Tt
tat ca phan tich trén két hop so séanh véi tai liéu tham khao [130] thi cu trdc cua hop
chat MS4 duoc xéac dinh 1 lupeol acetate, hop chat nay da duoc cong bd trude day
tu loai C. bonducella.
Bang 4.4. Sb lieu phd NMR cua hop chat MS4 va chat tham khao

C #5Ca,c ocdC 5Hb,c (di,lng C #éca,c 0cd°C §Hb,c (di,lng
tin hi¢u, J = tin hi¢u, J =
Hz) Hz)
1 38,4 | 40,0 1,19 (m) 17 43,1 43,0
1,36 (M)
2 | 237 1237 166(m) 18 48,1 | 48,0
3 | 81,0 81,0 449 (m) 19 483 | 483 2,38 (M)
4 37,8 | 37,8 20 152,1 | 150,9
5 55,4 | 554 21 30,1 29,9 1,92 (m)
1,35 (m)
6 | 182 | 182 1,39(m) 22 40,0 | 384 0,99 (m)
1,41 (m) 1,62 (m)
7 1343 13437 1,39(m) 23 28,0 | 27,9 0,84 (s)
8 | 40,9 | 40,9 24 16,5 | 16,5 0,86 (s)
9 | 505 504 1,29(m) 25 16,2 | 16,2 0,85 (5)
10 | 37,1 | 37,1 26 16,0 | 16,0 1,03 (5)
11 | 21,0 | 20,9 1,21 (m) 27 14,5 145 0,94 (s)
1,40 (m)
12 | 251 | 251 28 18,1 18,2 0,79 (s)
13 | 38,1 | 381 29 109,5 109,44 | 4,68 (d, 2,4)
4,57 (d, 2,4)
14 | 429 | 42,9 30 19,3 | 19,3 1,68 (s)
15 | 275 | 275 1,67 (m) a 170,81 1710
1,06 (m) | (C=0)
16 | 357 (356, 146(Mm) b 213 | 21,3 2,04 (s)
1,35(m) | (CHs-
CO-)

3150MHz, P§600 MHz, °CDCls, *chat lupeol acetate do trong CDCl3 [130].
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4.1.1.5. Hop chat MS5: Taraxerone

24 23
Hinh 4.36. C4u trdc hoa hoc caa hop chat MS5

Hop chat MS5 thu dugc dudi dang chat bot mau trang. Trén phd *H NMR cua
MS5 xuat hién cac tin hiéu singlet cua tdm nhém methyl tai 5w 0,83 (3H, s, H-28),
0,91 (3H, s, H-29), 0,92 (3H, s, H-27), 0,96 (3H, s, H-30), 1,07 (3H, s, H-24), 1,08 (3H, s,
H-23), 1,09 (3H, s, H-25), 1,14 (3H, s, H-26), cung tin hiéu cia mot proton olefin tai o
5,57 (1H, dd, J = 3,0; 8,4 Hz, H-15), va céc tin hiéu proton khac & vung aliphatic.

Bang 4.5. S6 liéu phd NMR cua hop chat MS5 va hop chat tham khao

C #oc? ocP oH° (dang tin C #oc? oc® | on° (dang tin
hiéu, J = Hz) hiéu, J = Hz)

1 38,3 38,4 1,89 (m) 16 36,6 | 36,7 2,09 (m)
1,61 (m) 1,85 (m)

2 34,1 34,1 2,57 (M) 17 | 375 37,6 -
2,35 (M)

3 | 2175 | 2175 - 18 | 48,8 48,8 -

4 47,6 47,6 - 19 | 40,6 40,6 -

5 55,7 55,8 11,91 (dd, 3,0;15,0) | 20 | 28,7 28,8 -

6 19,9 19,9 1,69 (m) 21 | 335 33,6 -
1,59 (m)

7 35,1 35,1 1,67 (m) 22 | 331 331 -
1,58 (m)

8 38,8 38,9 - 23 | 26,1 26,1 1,08 (s)

9 48,7 48,7 1,68 (m) 24 | 21,3 21,5 1,07 (s)

10 | 35,7 35,8 - 25 | 14,8 14,8 1,09 (s)

11 | 174 17,4 1,66 (m) 26 | 29,8 29,9 1,14 (s)
1,57 (m)

12 | 376 37,7 1,66 (m) 27 | 255 25,6 0,92 (s)
1,56 (m)

13 | 37,7 37,8 - 28 | 299 29,8 0,83 (s)

14 | 157,6 | 157,6 - 29 | 333 33,4 0,91 (s)

15 | 117,12 | 117,2 | 557 (dd, 3,0;8,4) | 30 | 21,4 21,4 0,96 (s)

2125 MHz, ®150MHz, °600 MHz, #Sc ciia hop chdt taraxerone do trong CDCls [131]
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Trén phd 3C-NMR cua hop chit MS5 thu duogc tin hiéu cua 30 nguyén tir
carbon phtl hop véi mot triterpenoid gom tam nhém methyl, mudi nhém methylene,
bdn nhém methine (trong d6 c6 mdt nhdm methine sp?) va tdm carbon khong lién két
tryc tiép véi hydro (trong dé c6 mot nhém carbonyl tai dc 217,5 (C-3) va mot carbon
bac bén sp? tai dc 157,6). Phan tich phd *H NMR va 3CNMR cua hop chat MS5, két
hop V&i viéc so sanh céc dir liéu phd dd cong bd cua hop chat taraxerone [131] thiy
su phi hop & tat ca cac vi tri. Nhu vay c6 thé két luan duoc MS5 12 taraxerone.

4.1.1.6. Hop chat MS6: Kazinol B

HO\@OJ \\
4a

Hinh 4.37. C4u trdc hoa hoc caa hop chat MS6

Hop chat MS6 thu dugc dudi dang chat bot vo dinh hinh mau vang, géc quay
cuc [a]®p = -18 (¢ 0,21 CHCIs). Phé 'H NMR cua hop chat MS6 cho thiy su xuat
hién céc tin hiéu proton cia mét vong thom hé tuong tac spin — spin ABX tai on 6,38
(1H, br. d, J = 8,4 Hz, H-6), 6,39 (1H, s, H-8), 6,95 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5), mot
proton vong thom singlet taidn 6,73 (1H, s, H-6"], hai nhdm methine sp? tai Jn 6,31
(1H, d, J= 9,6 Hz, H-14), 5,58 (1H, d, J= 9,6 Hz, H-15), mot nhém oxymethine sp®
tai n 5,09 (1H, dd, J=1,8; 9,6 Hz, H-2), mot nhém prenyl c6 chia lién két d6i dang
(-CH=C<) tai [0 5,14 (1H, t, J = 7,2 Hz, H-10), 3,43 (2H, m), 1,72 (3H, s, H-12),
1,68 (3H, s, H-13)], hai nhdm methyl singlet tai on 1,44 (3H, s), 1,47 (3H, s) va cac
tuong tac proton con lai & ving aliphatic n 2,02 — 2,74. Phan tich phd 1D-NMR cua
hop chat MS6 két hop vai phd HSQC cho thdy hop chat MS6 c6 25 carbon, bao gom:
bén nhom methyl tai dc 17,9 (C-13), 25,7 (C-12), 28,1 (C-17), 28,3 (C-18); ba nhém
methylene sp® tai éc 24,8 (C-3), 29,8 (C-4), 25,3 (C-9); mot nhdom methine sp2 tai dc
74,7 (C-2); bay nhém methine sp? tai dc 130,2 (C-5), 107,8 (C-6), 103,6 (C-8), 122,2
(C-10), 114,9 (C-14), 129,9 (C-15), 122,8 (C-6"); va 10 carbon khong lién két véi
hydro tai dc 114,3 (C-4a), 154,7 (C-7), 156,4 (C-8a), 132,1 (C-11), 77,4 (C-16), 131,6
(C-1'), 125,7 (C-2'), 142,1 (C-3'), 138,6 (C-4'), 118,9 (C-5'), 122,8 (C-6'). D6 chuyén
dich héa hoc cua C-2, C-7, C-3', C-4' chung to cac carbon nay dugc lién két véi
nguy@n tir oxy. Tir cAc phan tich trén cho thdy MS6 1a mot hop chat flavan.

Bang 4.6. S6 lieu phd NMR cua hop chat MS6 va hop chat tham khao
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C #oc oc*® onP¢ (dang tin hiéu, J = Hz)

2 75,1 74,7 5,09 (dd, 1,8; 9,6)

3 25,1 24,8 2,02 (m)
2,12 (m)

4 30,2 29,8 2,89 (m)
2,74 (m)

4a 114,7 114,3 -

5 130,3 130,2 6,95 (d, 8,4)

6 108,2 107,8 6,38 (br. d, 8,4)

7 155,2 154,7 -

8 104,0 103,6 6,39 (s)

8a 156,8 156,4 -

9 25,7 25,3 3,43 (m)

10 123,2 122,2 514 (t,7,2)

11 132,5 132,1 -

12 26,1 25,7 1,72 (s)

13 18,3 17,9 1,68 (s)

14 1154 1149 6,31 (d, 9,6)

15 130,6 129,9 5,58 (d, 9,6)

16 77,4 77,4 -

17 28,5 28,1 1,44 (s)

18 28,7 28,3 1,47 (s)

1 132,0 131,6 -

2' 126,1 125,7 -

3 142,6 142,2 -

4 139,0 138,6 -

5 119,3 118,9 -

6' 122,6 122,8 6,73 (S)

2150 MHz, 600 MHz, *CDCls, *dc ciia kazinol B do trong CDCl3 [132]

Trén phd COSY cua MS6 thé hién sy ¢6 mit caa bn hé tuong tac spin-spin,
bao gém: H-2/H-3/H-4, H-5/H-6, H-9/H-10, H-14/H-15. Trén phé HMBC ciia hop
chat MS6, vi tri ciia nhém isoprenyl dugc gin & C-2' trén co sd ¢6 twong tac HMBC
gitta H-9 (dn 3,44) va H-10 (6w 5,14) vé6i C-2' (dc 125,7). Trén phdé HMBC ciing cho
thiy tuong tac ciia Me-17 (0w 1,44) va Me-18 (3n 1,47) véi C-15 (5 129,9), C-16 (3¢
77,4) ching to Me-17 va Me-18 gén tryc tiép voi C-16. Vi tri caa cac carbon C-5, C-
6, C-8 duoc khing dinh thong qua cac tuong tic HMBC tir H-5 t6i C-4/C-4a/C-7, H-
6 toi C-4a/C-7, H-8 tdi C-6/C-7/C-8a. So sanh céc dit liéu phd cua hop chat MS6 thu
duoc vai dit liéu phd da cong bd caa hop chit kazinol B [132] thay su phil hop ¢ tat

ca cé4c vi tri. Nhu vay c6 thé két luan duoc MS6 1a kazinol B.
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Hinh 4.38. Cac twong tac chinh trén phé HMBC va COSY cua hop chat MS6
4.1.1.7. Hop chat MS7: Kazinol A

HO § 8a

Hinh 4.39. CAu trdc héa hoc cua hop chat MS7

Hop chat MS7 thu dugc dudi dang chat bot mau vang, goc quay cuc riéng
[a]?° -10,7 (CHCI3, ¢ 0,13). Tuong tu nhu hop chat MS6, trén phé H NMR cua
MS?7 ciing cho thdy su xuat hién c4c tin hiéu proton cua vong thom hé twong tac spin
— spin ABX tai Jn 6,38 (1H, dd, J = 2,4; 8,4 Hz, H-6), 6,39 (1H, dd, J = 2,4 Hz, H-
8), 6,94 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5), mot proton vong thom singlet tai on 6,82 (1H, s, H-
6'), mot nhém oxymethine sp? tai ou 5,09 (1H, dd, J= 1,8; 10,8 Hz, H-2), hai nhém
prenyl c6 chua lién két d6i dang (-CH=C<) tai [on 5,18 (1H, t, J = 7,2 Hz, H-10) va
on 5,34 (1H, t,J=7,2 Hz, H-15)] va cac tuong tac proton con lai & vung aliphatic on 2,06
—2,89.

Pho 13C NMR cua hop chat MS7 cho thay hop chat MS7 ¢6 25 carbon, bao gom:
bdn nhém methyl tai dc 25,8 (C-12), 17,9 (C-13), 17,9 (C-17), 25,7 (C-18); bdn nhém
methylene sp® tai dc 25,1 (C-3), 29,7 (C-4), 25,2 (C-9), 29,4 (C-14); mot nhém methine
sp? tai dc 75,3 (C-2); sau nhdm methine sp? tai oc 130,2 (C-5), 107,8 (C-6), 103,6 (C-8),
122,5 (C-10), 122,1 (C-15), 119,0 (C-6") va chin carbon khdng lién két véi hydro tai dc
114,3 (C-4a), 154,8 (C-7), 156,3 (C-8a), 131,2 (C-1'), 125,0 (C-2'), 142,4 (C-3"), 141,9
(C-4"), 123,4 (C-5"), 133,5 (C-11), 134,5 (C-16). Do chuyén dich héa hoc cua C-2, C-7,
C-3', C-4' chitng t6 cac carbon nay duoc lién két voi nguyén tir oxy. Tir cAc phan tich
trén cho thay MS7 ciing 13 mot flavan tuong ty nhu MS6. So sénh céc dit liéu pho cua
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hop chat MS7 thu duogc véi dir liéu phd da cong bd cua hop chét kazinol A [133] thay
su phu hop & tat ca cac vi tri. Nhu vy c6 thé két luan dugc MS7 13 kazinol A.
Bang 4.7. S6 liéu phé NMR hop chat MS7 va hop chat tham khao

C “oc’ oc?c onP°¢ (dang tin hiéu, J = Hz)
2 75,6 75,3 5,09 (dd, 1,8; 10,8)
3 25,3 25,1 2,12 (m), 2,06 (m)
4 29,9 29,7 2,89 (m), 2,76 (m)
4a 1145 114,3 -
8 130,4 130,2 6,94 (d, 8,4)
6 108,1 107,8 6,38 (dd, 2,4; 8,4)
7 155,0 154,8
8 103,9 103,6 6,39 (d, 2,4)
8a 156,6 156,3 -
9 25,5 25,2 3,43 (d, 6,6)
10 122,7 1225 5,18 (t, 6,6)
11 133,8 133,5 -
12 26,0 25,8 1,77 (s)
13 18,1 17,9 1,77 (s)
14 29,6 29,4 3,35(d, 7,2)
15 122,3 122,1 534 (t,7,2)
16 134,8 134,5 -
17 18,2 17,9 1,71 (s)
18 25,9 25,7 1,76 (s)
1' 1314 131,2 -
2' 125,2 1244 -
3 142,6 1424 -
4 142,2 141,2 -
&) 123,7 123,4 -
6' 119,2 119,0 6,82 (s)

3', 4'-OH - - 5,50 (s)

7-OH - - 4,83 (s)

150 MHz, ®600 MHz, °CDCls, *dc ciia kazinol A do trong CDCl3 [133]
4.1.1.8. Hop chat MS8: 4'-O-methyl-8-prenylnaringenin

4 5

Hinh 4.40. C4u trdc hoa hoc caa hop chat MS8
Hop chat MS8 thu duoc duéi dang chat bot vo dinh hinh mau vang, goc quay cuc
[a]®b -30, (c 1,05, CHCI3). Phd *H NMR xuét hién tin hiéu proton ciia mét vong thom hé
fwong téc spin-spin AzBs tai on 7,38 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-2' va H-6Y), 6,96 (2H, d, J = 8.4
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Hz, H-3' va H-5"), mot nhom methoxy tai 0w 3,84 (3H, s, 4-OMe), mot nhdm isoprenyl tai
on 3,32 (2H, d, J=7,2 Hz, H-2"). Tt cac phén tich trén ggi y MS8 la mot flavanone. So
sanh céc dix liéu phd cua hop chat MS8 thu duwoc véi dit lidu phd di cong bd cia hop chat
4'-O-methyl-8-prenylnaringenin [134] thiy su ph hop & tit ca c4c vi tri. Nhu vy cd thé
két luan dugc MS8 14 4'-O-methyl-8-prenylnaringenin.

Bang 4.8. Sb liéu phé NMR hop chat MS8 va hop chét tham khao

C “ocd oc?* Oon°¢ (dang tin hiéu, J = Hz)
2 78,7 78,8 5,38 (dd, 13,2; 3,0)
3 43,0 43,2 3,09 (dd, 17,4; 13,2)
2,82 (dd, 17,4, 3,0)
4 196,5 196,4 -
4a 103,1 103,3 -
5 162,1 163,7 -
6 96,7 96,9 6,02 (s)
7 163,7 162,3 -
8 106,4 106,2 -
8a 159,8 159,9 -
1 130,6 130,8 -
2'/6' 127,5 1275 7,38 (d, 8,4)
3/5' 1141 1142 6,96 (d, 8,4)
4 159,8 159,8 -
1" 21,7 21,8 3,32 (d, 7,2)
2" 121,6 121,6 5,21 (t, 7,2)
3" 134,6 134,9 -
4'-OMe 55,3 55,4 3,84 (s)
CHs 4" 25,6 25,8 1,73 (s)
CHs.5" 17,8 17,8 1,73 (s)
5-OH - - 11,99 (s)
7-OH - - 6,16 (s)

3150 MHz, ®600 MHz, °CDCls, %60 MHz, "¢ cua 4'-O-methyl-8-prenylnaringenin do
) trong CDCl3 [134]
4.1.1.9. Hop chat MS9: Cucurbitacin D

Hinh 4.41. Cau trdc hoéa hoc va cac tuong tac chinh trén phé HMBC va COSY cua
hop chat MS9
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Bang 4.9. Sb liéu phé NMR cua hop chit MS9 va hop chat tham khao

] or"° (dang
b,c 5
C | focad | geac | owf(dangtin o us e | scac | tin higu, J =
hi¢u, J = Hz)
Hz)
1,22 (m)
1 | 360 | 371 211 (m) 16 | 715 | 717 | 452(m)
2 716 | 728 |458(dd, 6,0;13,2) | 17 57,3 59,5 2,65 (d, 7,8)
3 :213,0 : 2139 - 18 20,0 20,7 0,93 (s)
4 1502 | 518 i 19 ] 20,1 | 202 1,07 ()
5 11404 1420 - 20 78,1 79,9 -
6 1202 | 121,3 | 584 (dd, 2.4:3.6) | 21 | 239 | 254 | 143(s)
2,06 (m)
7 23,8 | 24,8 243 (m) 22 | 202,51 2049
8 | 423 | 441 2,00 (d, 7,8) 23 | 1189 | 121,3 16,87 (d, 15.6)
9 48,3 | 49,9 24 ¢+ 1559 ¢ 155,4 {7,01 (d, 15,6)
10 | 33,7 | 34,8 3,02 (d, 13,2) 25 71,1 71,5 -
11 1212,2 {215,6 - 26 29,5 29,8 1,35 (S)
2,64 (d, 14,4
12 | 48,6 | 49,8 3.45 (d, 14.4) 27 29,3 29,2 1,34 (s)
137 50,8 | 518 i 28 | 212 | 219 | 131(s)
14 | 48,3 | 50,4 - 29 28,8 29,2 1,32 (s)
1,45 (m)
15 | 455 | 46,6 1,88 (dd, 9,0: 13.2) 30 19,2 19,5 1,42 (s)

3150MHz, "600 MHz, °*CD3s0D, 9CDCls, #c ciia cucurbitacine D do trong CDCl3 [135]

Hop chat MS9 thu dugc dudi dang chat bot vo dinh hinh mau trang. Trén phd
'H NMR cua hop chat xuat hién cac tin hiéu singlet cia tim nhém methyl tai on 0,93
(3H, s, H-18), 1,07 (3H, s, H-19), 1,31 (3H, s, H-28), 1,32 (3H, 5, H-29), 1,34 (3H, s,
H-27), 1,35 (3H, s, H-26), 1,42 (3H, s, H-30), 1,43 (3H, s, H-21), va hai proton
carbinol tai o 4,52 (1H, t, J = 7,8 Hz, H-16) va on 4,58 (1H, dd, J = 6,0; 13,2 Hz, H-
2). Ngoai ra, phé *H NMR con ¢6 mét tin hiéu doublet doublet cua proton olefin tai
on 5,84 (1H, dd, J = 2,4; 3,6 Hz, H-6) va hai proton tuong tac trans tai on 6,87 (1H,
d, J = 15,6 Hz, H-23) va 6u 7,01 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-24). Bén canh d6 con quan
st thy céc proton aliphatic tai on 1,22 — 3,45.

Phd 13C NMR két hop phé DEPT cuia hop chat MS9 cho thay tin hiéu caa 30
nguyeén tir carbon bao gém bay nhém methyl dc 20,2 (C-19), 25,4 (C-21), 29,8 (C-
26), 29,2 (C-27), 21,9 (C-28), 29,2 (C-29), 19,5 (C-30), bén nhém methylene sp? tai
dc 37,1 (C-1), 24,8 (C-7), 49,8 (C-12), 46,6 (C-15), bon carbon carbinol tai dc 72,8
(C-2), 71,7 (C-16), 79,9 (C-20) va 71,5 (C-25); ba nhdm methine sp? tai dc 44,1 (C-
8), 34,8 (C-10), 59,5 (C-17); ba nhém methine sp? tai éc 121,3 (C-6), 121,3 (C-23),
155,4 (C-24); sau carbon khong lién két véi hydro tai oc 51,8 (C-4), 142,0 (C-5), 49,9
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(C-9), 51,8 (C-13), 50,4 (C-14), 71,5 (C-25) va ba nhém carbonyl & 5¢ 204,9 (C-22),
215,6 (C-11) va 213,9 (C-3), cho thdy chit MS9 1a mét triterpene thuéc nhém
cucurbitacin. Trén phé COSY cua MS9 xuét hién bén hé twong tac spin-spin cua cac
proton lién k& bao géom H-2/H-1/H-10, H-6/H-7/H-8, H-15/H-16/H-17, H-23/H-24
duoc biéu dién trén hinh 4.41. Trén phé HMBC cua MS9 thiy c6 tuong tac giira
proton nhom methyl tai on 1,31 (Me-28) va 1,32 (Me-29) véi C-3 (dc 213,9), C-4 (oc
51,8), C-5 (dc 142,0) chi ra rang hai nhdm methyl nay lién két vgi C-4. Tuong tac
HMBC giira Me-18 (84 0,93) v6i C-12 (& 49,8), C-13 (& 51,8), C-17 (& 59,5), ;
gitta Me-19 (1 1,07) véi C-8 (&c 44,2), C-9 (&c 49,9), C-10 (&c 34,9), C-11 (&
215,6); gitra Me-21 (on 1,43) véi C-17 (oc 59,5), C-20 (oc 79,9), C-22 (&c 204,9);
gitra Me-30 (64 0,79) véi C-13 (6c 51,8), C-15 (oc 46,6) cho phép xac dinh vi tri cua
bén nhom methyl lién két lan luot véi C-13, C-8, C-20 va C-14 cua khung
cucurbitane. Tuong tac gitta Me-26 (dn 1,35) va Me-27 (o4 1,34) vai C-25 (éc 71,5)
va su tuong tac 1an nhau ctia chiing cho phép xéc dinh vi tri cia hai nhom methyl nay
lien két vai C-25. Tuong tac ciia proton nhom methyl (H-28) tai dn 1,31 va H-1 tai
Sn (1,22; 2,11) vai C=0 (dc 213,9) cho phép gan két nhém carbonyl lién két véi C-2
va C-4. Tuong tu tuong tac cua C-11 (dc 215,6) vai H-19 (0w 1,07) va H-12 (0w 2,64;
3,45) cho phép gan két nhém carbonyl véi C-12 va C-9. Thém nita, cic twong tac cua
H-23 (6 6,87), H-24 (6n 7,01) véi C-22 (5¢c 204,9); H-23 véi C-20 (3¢ 79,9) ching to
rang nhom carbonyl tai C-22 gan két véi C-20 va C-23. Ngoai ra, H-23 va H-24 tuong
tac voi C-25 (dc 71,5) dong thoi cd sy twong tac gitra hai nhom methine sp? tai vi tri
23, 24 véi nhau cho thay lién két doi C(23)=C(24) gan két voi C-22 va C-25. Dua
trén cac phan tich phd NMR két hop so sanh vaéi tai liéu tham khao [135] xac dinh
duoc cau tric cua hop chat MS9 1a cucurbitacin D.

4.1.1.10. Hop chat MS10: Cucurbitacin H

Hinh 4.42. Cau trdc hoa hoc va cac tuong tac chinh trén phé HMBC, COSY cua
hop chit MS10
Hop chat MS10 thu dwoc dudi dang chat bot mau tring. Cac dit liéu va thong
tin phd 1D, 2D-NMR cua MS10 déu cho thay céc tin hiéu va tuong tac twong ty nhu
MS9 chi khac 1a lién két doi C(23)=C(24) trong MS9 di bi hidrate hoa tré thanh
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MS10. Trén ph6 *H NMR cua hop chit quan sat duoc cac tin hiéu proton twong tu
vé6i hop chit MS9 chi khéc 1a khéng thdy xuat hién hai proton olefin tai C-23 va C-
24. Trén phd 3C NMR caa MS10 xuat hién thém mot nhém methylene sp? tai dc 40,9
(C-23) va mot nhém oxymethine tai dc 75,8 (C-24) thay vi hai nhém methine sp? tai
6c121,3 (C-23), 155,4 (C-24) ciia MS9.

Bang 4.10. Sé liéu pho NMR cua hop chat MS10 va hop chat tham khao

C | #0c®d | 6c®C | onPC (dang tin C | #0c®d | o onP¢ (dang tin
hiéu, J = Hz) hiéu, J = Hz)
1356} 371 1,23 (m) 16 | 715 71,7 4,54 (t,7,2)
2,11 (m)
2 {715 7238 4,59 (dd, 6,0; 17 55,8 58,4 2,65 (d, 7,8)
12,6)
3 121292139 - 18 198 24,8 1,44 (s)
4 1502 519 - 19 20,0 20,2 1,07 (s)
5 1140,3 | 142,1 - 20| 79,3 81,0
6 {120,2 11212584 (dd,2,4,3,6) | 21| 234 20,5 0,97 (s)
7 238 | 248 2,05 (m) 221 2139 216,6 -
2,41 (m)
8 {423 | 441 2,01 (d, 7,8) 23+ 39,3 40,9 3,02 (m)
2,80 (dd, 1,8;
16,8)
9 | 48,3 | 4938 - 24+ 74,3 75,8 3,91 (dd, 1,8;
9,6)
10 | 33,6 | 34,9 3,01 (d, 9,6) 251 72,1 73,1
1112122 {2156 261 245 24,4 1,18 (s)
12 | 48,5 | 49,9 2,65 (d, 15,0) 27| 25,6 26,5 1,23 (s)
3,48 (d, 15,0)
13 50,7 | 51,8 - 281 212 21,9 1,31 (s)
14 | 48,3 | 49,3 - 29 293 29,8 1,32 (s)
15| 45,2 | 46,5 1,45 (m) 30 18,9 | 19,5 1,41 (s)
1,88 (dd, 9,0;
13,2)

2150MHz, 600 MHz, °CDs0D, CDCls, ¢ ciia cucurbitacin H do trong CDCl3[136]

C4u tric cta mach nhanh dugc xac dinh bai phd *H-'H COSY, qua tuong tac
gitra proton methylene o 3,02 (1H, m, Ha-23), 2,80 (1H, dd, J = 1,8; 16,8 Hz, Hp-23)
véi proton carbinol ¢ 6n 3,91 (1H, dd, J = 1,8; 9,6 Hz, H-24) va hai methyl singlet tai
o1 1,18 va 1,23 (3H, s, Me-26 va Me-27). Phé HMBC ciing cho thiy twong tac cta
H-23 vGi C-22 (dc 216,6), C-24 (dc 75,8); H-24 v6i C-22 (4c 216,6), C-23 (dc 40,9),
C-25 (dc 73,1), C-26 (dc 24,4). Phan tich ki hon phé *H-'H COSY va HMBC, da xac
dinh duoc cac chudi lién két -C10-C1-C2; -C6-C7-C8, -C15-C16-C17 va -C23-C24-
C25-C27 trong cAu tric phan tir. Clng véi viéc phan tich phd va so sanh véi tai liéu
tham khao, hop chat MS10 duoc xéac dinh 1a cucurbitacin H [136].
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4.1.1.11. Hop chat MS11: Eclalbasaponin I

OH

o [o) -
HO “
HO -

OH

Hinh 4.43. C4u trdc hoa hoc cua hop chat MS11

Hop chat MS11 thu duoc dudi dang chat bot vo dinh hinh mau trang. Trén
phd *H NMR ctua MS11 cho thdy sy ¢ mit cua bay nhom methyl singlet tai 5n 0,79
(3H, s, H-26), 0,85 (3H, s, H-24), 0,88 (3H, s, H-29), 0,96 (3H, s, H-25), 0,97 (3H, s,
H-30), 1,06 (3H, s, H-23), 1,37 (3H, s, H-27); hai nhdm oxymethine tai on 3,18 (1H,
m, H-3) va 4,46 (1H, br. s, H-16); mot proton olefin tai 6w 5,29 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-
12) va mét proton anomer cua mot goc duong glucopyranosyl tai ow 4,32 (1H, d, J =
7,8 Hz, H-1Y).

Phd 3C NMR va DEPT caa MS11 cho cac tin hiéu cia 36 nguyén tir carbon
trong sé d6 c6 30 carbon cua mat triterpenoid dang khung oleanane va sau carbon
cua dudng glucopyranosyl. Triterpenoid sapogenin ¢ bay nhém methyl lan luot tai
oc 16,1 (C-25), 17,0 (C-24), 17,8 (C-26), 24,9 (C-30), 27,3 (C-27), 28,6 (C-23) va
33,4 (C-29), chin nhdm methylene tai éc 39,9 (C-1), 27,1 (C-2), 19,3 (C-6), 34,3 (C-
7), 24,5 (C-11), 36,2 (C-15), 47,7 (C-19), 36,6 (C-21), 32,7 (C-22), ba nhém methine
sp? tai oc 57,2 (C-5), 48,2 (C-9), 42,2 (C-18), mot nhom methine sp? tai dc 123,4 (C-
12), hai nhdm oxymethine tai dc 90,8 (C-3) va 75,3 (C-16), bay carbon khéng lién
két hydro tai dc 40,2 (C-4), 40, 7 (C-8), 37,9 (C-10), 145,1 (C-13), 42,6 (C-14), 49,7
(C-17), 31,4 (C-20), va mot nhom carbonyl tai oc 181,3 (C-28).

Hinh 4.44. Céc tuong tac chinh trén phé COSY va HMBC cua hop chit MS11
Sau carbon cua duong glucopyranosyl xuat hién tai dc 106,7 (C-1'), 75,7 (C-2"), 78,3
(C-3), 71,7 (C-4"), 77,7 (C-5"), 62,8 (C-6"). C4u hinh £ cia nhém D-glucopyranosyl
dugc xac dinh dya trén hang sé tuong tac (Ji2 = 7,8 Hz) caa proton anomer. Sy phu
hop cuaa cac dit kién phé NMR thudc khung oleanane cua MS11 véi cac dir kién phd
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cua eclalbasaponin 11 cho thdy MS11 c6 mét don vi duong glucopyranosyl duy nhat.
Vi tri caa gbe duong lién két véi C-3 duge khang dinh dua vao twong tac HMBC cua
H-1' (ou 4,32) véi C-3 (dc 90,8). Cau trdc phan aglycon va phan duong cia MS11
duoc khang dinh trén phd COSY véi bay hé twong tac spin — spin ctia cac proton canh
nhau bao gém: H-1/H-2/H-3, H-5/H-6/H-7, H-9/H-11/H-12, H-15/H-16, H-18/H-19,
H-21/H-22, H-1'/H-2'/H-3'/H-4'/H-5'/H-6". Trén phé) HMBC c6 cac tuong tac gitra
proton nhom methyl tai on 1,06 (Me-23) va 0,85 (Me-24) vai C-3 (oc 90,8), C-4 (oc
40,2), C-5 (dc 57,2) chi ra rang hai nhém methyl nay lién két véi C-4.

Bang 4.11. Sé liéu pho NMR cuaa hop chat MS11 va hop chat tham khao

C | #0c®® | oc®° onP¢ (dang tin C | #ocdc oc?c onP¢ (dang tin
hiéu, J = Hz) hiéu, J = Hz)
11399 | 399 1,65 (m) 19 | 47,7 47,7 11,03 (dd, 9,6; 13,8)
1,02 (m) 2,28 (t,13,8)
2 2711 271 1,92 (m) 20 ¢ 314 31,4 -
1,69 (br. dd, 3,0;
12,0)
3 90,8 | 90,8 3,18 (m) 21 | 36,6 36,6 1,92 (m)
1,15 (m)
4 | 40,2 | 40,2 - 22 | 32,6 32,7 1,93 (m)
1,78 (m)
51| 572 | 57,2 0,78 (m) 23 | 28,6 28,6 1,06 (s)
6 | 19,3 | 19,3 1,56 (m) 24 | 17,0 17,0 0,85 (s)
1,38 (m)
7 343 | 343 1,33 (m) 25 | 16,1 16,1 0,96 (s)
1,55 (m)
8 | 40,7 | 40,7 - 26 | 17,8 17,8 0,79 (s)
9 | 48,2 | 48,2 1,66 (m) 27 | 27,3 27,3 1,37 (s)
10 37,9 | 379 - 28 | 1815 i 1813
111 245 | 245 1,89 (m) 29 | 334 33,4 0,88 (s)
12 1 1235 11234 5,29 (t,9,0) 30 | 249 24,9 0,97 (s)
13§ 1451 i 1451 - 1' i 106,7 i 106,7 4,32 (d, 7,8)
14 1 427 | 42,6 - 2' | 157 75,7 3,19 (m)
15} 36,3 | 36,2 1,34 (m) 3| 783 78,3 3,33 (m)
1,88 (dd, 4,2; 15,0)
161 753 | 753 4,46 (br s) 4 1 717 71,7 3,29 (m)
17 ¢ 498 | 49,7 - 5 1 71,7 71,7 3,28 (m)
181 42,1 | 42,1 | 3,01(dd,4,2;144) | 6 | 629 62,8 | 3,66 (dd, 5,4; 12,0)

3,85 (dd, 2,4: 12,0)

3150MHz, 600 MHz, °CD30D, #dc cua eclalbasaponin Il do trong CD30D [137]

C4c tuong tic HMBC giita H-25 (01 0,96) vai C-5 (6c 57,2), C-9 (¢ 48,2), C-
10 (dc 37,9); H-26 (01 0,79) v6i C-7 (5c 34,3), C-9 (Jc 48,2), C-14 (5 42,6) va H-27
(01 1,37) Vi C-8 (6c 40,7), C-13 (5c 145,1), C-14 (6c 42,6), C-15 (5c 36,2) goi ¥ cAc
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nhoém methyl nay lién két lan luot véi C-10, C-8 va C-14. Céc proton cua hai nhém
methyl con lai Me-29 (Jn 0,88), Me-30 (o1 0,97) ciing tuong tac vai C-20 (dc 31,4),
C-21 (¢ 36,6) trén phd HMBC chuang to chiing dugc gin két véi C-20. Ngoai ra, sy
tuong tac ctia H-12 (1 5,29), H-26 (31 0,79) véi C-11 (5c 24,5); H-15 (9w 1,34; 1,88),
H-18 (0w 3,01) voi C-13 (¢ 145,1): H-16 (9n 4,46) voi C-17 (dc 49,7) va C-18 (5c
42,1); H-19 (dn 1,03; 2,28) vai C-18 (5c 42,1) cho thay sy gin két cua cac vong trong
khung oleanane. Trén co s& cac phan tich 6 chuyén dich hda hoc va hang sé twong
tac hda lap thé cua C-3 va C-16 phu hgp véi cau tric cua chat eclalbasaponin I1. Tt
tat ca cc lap luan trén, cing véi viéc so sanh phd cia MS11 véi chat tham khao cho
phép xac dinh MS11 1 eclalbasaponin 1T di dwoc phan lap lan dau tién tir cay Eclipta
alba cua Nhat Ban va c6 trong cay co muc Eclipta prostrata L. trdng & mién Nam
Viét Nam [137].

4.1.1.12. Hop chat MS12: Spergulacin

Hinh 4.45. Cau trdc hop chat MS12
Hop chat MS12 thu dugc dudi dang chat bot mau trang. Trén pho 'H NMR
ciia MS12 cho thay su c6 mat cia chin nhém methyl singlet tai 5u 1,06 (3H, s, H-23),
1,06 (3H, s, H-24), 0,86 (3H, s, H-25), 1,09 (3H, s, H-26), 1,04 (3H, s, H-27), 0,93
(3H, s, H-28), 1,41 (3H, s, H-29), 2,23 (3H, s, H-30), 1,26 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-6").
Hop chét nay c6 tin hiéu caa 41 carbon trén phé 3C NMR, trong d6 11 nguyén tir
carbon c6 thé gan cho hai don vi dudng gom mét don vi duong pentose va mot don
vi dudng hexose; 30 carbon con lai dic trung cho khung triterpenoid véi su xuat hién
cua tdm nhom methyl tai oc 28,4 (C-23), 17,8 (C-24), 16,8 (C-25), 17,4 (C-26), 19,2
(C-27), 16,4 (C-28), 20,9 (C-29_, 26,2 (C-30) cung va&i tdm nhdm methylene sp® tai
39,8 (C-1), 27,2 (C-2), 19,4 (C-6), 34,4 (C-7), 32,9 (C-11), 45,7 (C-15), 45,5 (C-19),
38,2 (C-20); bdn nhém methine sp® tai éc 56,8 (C-5), 50,0 (C-9), 56,0 (C-13), 63,5
(C-17); ba nhdm oxymethine tai dc 90,0 (C-3), 69,9 (C-12), 66,7 (C-16); mot nhdm
carbonyl tai dc 218,6 (C-22) va sau carbon khéng lién két voi hydro tai dc 40,3 (C-
4), 46,5 (C-8), 37,8 (C-10), 42,6 (C-14), 47,7 (C-18), 54,5 (C-21). CAu trdc cia MS12
duogc 1am sang to nho sy phan tich cac phé NMR 2D. Khung triterpenoid cia MS12
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va cac don vi duong duoc Xac nhan qua twong tac H-H COSY véi su xuét hién cua
bay hé tuwong tac spin-spin cua cac proton canh nhau gdm H-3/H-2/H-1, H-5/H-6/H-
7, H-9/H-11/H-12/H-13, H-15/H-16/H-17, H19/H-20, H-1'/H-2'/H-3'/H-4'/H-5', H-
1"/H-2"/H-3"/H-4"/H-5"/H-6". Trén phé HMBC thiy c6 sy tuong tac cua H-23 (5n
1,06), H-24 (61 1,06) vé6i C-3 (dc 90,6), C-4 (¢ 40,3), C-5 (dc 56,8); H-3 (d1 3,15),
H-5 (dn 0,79) véi C-4 (oc 40,3), C-25 (dc 16,8); va H-25 (Jn 0,86) vai C-1 (dc 39,8),
C-9 (oc 50,0), C-10 (oc 37,8) da xac dinh dugc vi tri cia cic nguyén tir trong vong A
va vong B. Cac vong nay dugc mé rong khi quan sat thay cac tuong tac giita C-9 véi H-
26 va H(p)-11; giira C-11 véi H-13; giita C-14 véi H-13, H-26, H-27 va H-28. Hon nita,
trén HMBC con thiy tuong tic cua C-15 va C-13 véi H-17 cho thay su hién dién rd rang
cua cac vong cyclohexanyl A-D. VVong cyclopentanyl cua vong E duoc xac dinh tur su
twong tac cua H-17 vai C-21, C-22, H()-19/C-21, H-17/C-18, H(B)-19/C-18, H(«)-
20/C-29, H(B)-20/C-18, H-29/C-17, C-20, C-21. Nhom ketomethyl dugc gin & C-21 do
¢ twong tac HMBC gitta C-22 véi H-29, H-17, H(a)-20; va C-21 vai H-30.

HO
OH

Hinh 4.46. Céc tuong tac chinh trén phé COSY va HMBC cua hop chit MS12

Cac tin hiéu proton H-12 (on 3,89) va H-16 (dn 3,77) cung vai céc tin hiéu
carbon twong ing goi y ¢4 cac nhdém -OH gan vao C-12 va C-16. Thém nira, quan sat
thdy sy tuong tic HMBC cua H-11(0n 1,84, 1,40) va H-13 (on 1,51) véi C-12 (dc
69,9) trong khi C-16 (dc 66,7) twong tac véi H-17 (0w 1,83) va H(a)-15 (0w 2,08, 1,45)
cang xac dinh chac chan vi tri caa cac nhém hydroxy nay.

Véi céc dit lidu pho [oc 107,1 (C-1)/dn 4,32 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1"), dc 75,5
(C-2"/6n 3,33 (1H, m, H-2"), oc 83,8 (C-3")/6n 3,45 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-3"), oc 69,9
(C-4"/61 3,53 (1H, m, H-4"), dc 66,5 (C-5/dn 3,88 (1H, m, Ha-5'), 3,24 (1H, dd, J =
9,6; 11,4 Hz, Hy-5"] cho thiy don vi duong tha nhat lién két truc tiép véi phan
aglycon 1a duong xylose. Tin hiéu cua proton anomer xuét hién dudi dang doublet ¢
o 4,32 (d, J = 7,8 Hz) véi hang sé tuong tac Ji> = 7,8 Hz xac nhan cau hinh cua
nhém O-glycoside ¢ C-1' 1a f [138]. Vi tri caa dudng gin véi phan aglycone duoc
xéac dinh & C-3 (dc 90,6) dua vao twong tic HMBC cua H-1' voi C-3. Piéu tha vi la
d6 dich chuyén hoa hoc ciia C-3' (dc 83,8) cuia xylose xuat hién & trudong thip hon
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dang ké so véi do dich chuyén caa methyl s-D-xylose chuan (dc 77,7) [138] biéu thi
s 6 mat cua mot nhém thé & vi tri ndy (nhém thé chinh 13 don vi duong thi hai).
Bang 4.12. Sé liéu pho NMR cua hop chat MS12 va hop chat tham khao

C i #oc® | 6c® | onPC (dang tin C #ocd oc?c onP¢ (dang tin
hiéu, J = Hz) hiéu, J = Hz)
1 38,2 | 39,8 1,72 (m) 22 | 2136 | 218,6 -
0,99 (m)
2 | 258 | 27,2 1,83 (m) 23| 27,4 28,4 1,06 (s)
1,71 (m)
3| 878 | 90,6 3,15 (dd, 4,2, 24 16,0 17,8 1,06 (s)
12,0)
4 | 38,8 | 40,3 - 25| 155 16,8 0,86 (s)
5 | 548 | 56,8 0,79 (d,11,4) 26 16,5 174 1,09 (s)
6 17,8 | 194 1,59 (m) 27| 18,4 19,2 1,04 (s)
1,45 (m)
7 i 328 | 344 1,49 (m) 28 17,1 16,4 0,93 ()
1,31 (m)
8 | 44,7 | 46,5 - 291 20,1 20,9 1,41 (s)
9 | 48,1 | 50,0 30 25,7 26,2 2,23 ()
10 36,1 | 37,8 - 1' { 1056 107,1 4,32 (d, 7,8)
114 31,8 | 32,9 1,84 (m) 2' 1 73,8 75,5 3,33 (m)
1,40 (m)
12 67,3 | 69,9 3,89 (m) 3 810 83,8 3,45 (d, 8,4)
131 545 | 56,0 1,51 (d, 10,8) 4" | 68,2 69,9 3,53 (m)
14 40,9 | 42,6 - 5 i 65,3 66,5 3,88 (m)
3,24 (dd, 9,6;
11,4)
15 44,3 | 457 2,08 (m) 1" ¢ 100,5 ; 102,6 5,15 (d, 1,8)
1,45 (m)
16 | 64,0 | 66,7 3,77 (m) 2" | 70,5 72,3 3,71 (dd, 3,6;
9,6)
171 62,8 | 63,5 1,83 (m) 3" | 70,6 72,3 3,95 (m)
181 459 | 47,7 - 4" 1 72,1 73,9 3,41 (d, 9,6)
19| 44,6 | 455 1,58 (m) 5" | 68,0 70,0 3,99 (m)
1,36 (m)
20| 36,7 | 38,2 1,92 (m) 6" | 17,8 17,9 1,26 (d, 6,0)
1,71 (m)
21 | 52,2 | 54,5 -

3150MHz, 600 MHz, *CD30D,Y DMSO-ds, *dc cua spergulacin do trong DMSO-ds[138]

Tin hiéu proton anomer H-1" cia don vi duong thir hai duoc quan sat thay
duéi dang doublet tai on 5,15 (J = 1,8 Hz) ddng thoi xuat hién tin hiéu cua mot nhém
methyl ¢6 d6 chuyén dich du 1,26 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-6") cho phép xac nhan dudng
thir 2 chinh 14 a-L-rhamnose. Trén pho6 HMBC caa MS12 ¢6 sy tuong tac cua H-1"
va C-3' cho thay lién két glycoside 1"-3' cua dudng rhamnose va duong xylose. Tir
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cac sy phan tich trén cd thé khiang dinh MS12 1a mét saponin. So sanh phd cua MS12
vé6i chat tham khao cho phép xac dinh MS12 1a spergulacin [138].

4.1.1.13. Hop chat MS13: Kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranoside

Hinh 4.47. Cau trdc hoa hoc va cac tuong tac chinh trén phé HMBC, COSY cua
hop chat MS13
Bang 4.13. S6 liéu phd NMR hop chat MS13 va hop chat tham khao

C “ocd:© OcC OnPC (dang tin hiéu, J = Hz)
2 159,3 158,9 -

3 136,2 136,0 -

4 179,6 179,3 -

da 158,6 158,8 -

5 163,2 163,0 -

6 100,0 100,8 6,14 (d, 1,8)

7 166,2 169,0 -

8 94,8 955 6,30 (s)

8a 105,9 105,1 -

1' 1227 1227 -
2'/6' 131,9 131,8 7,76 (d, 8,7)
3'/5' 116,6 116,6 6,93 (d, 8,7)

4 161,6 161,6 -

1" 103,5 103,5 5,36 (d, 1,2)
2" 72,2 72,2 ;

3" 72,0 71,9 4,21 (dd, 1,8; 3,0
4" 73,2 73,2 3,32 (m)

5" 71,9 71,9 3,34 (m)

6" 17,7 17,6 0,92 (d, 6,0)

4150 MHz, ®§600 MHz, °CD30D, 9125 MHz, "¢ cua kaempferol 3-O-a-L-
rhamnopyranosidg do trong CD30D [139] )
MS13 thu duoc dudi dang chat bot mau vang. Pho *H NMR xuat hién tin hiéu

cua hai proton tai on 6,14 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-6) va 6,30 (1H, s, H-8). M6t vong
thom hé tuong tac spin-spin A2B2 (vong B) duoc quan st tai on 7,76 (2H, d, J = 8,7
Hz, H-2' va H-6"), 6,93 (2H, d, J = 8,7 Hz, H-3' va H-5"). Ngoai ra, sb liéu pho H
NMR tai 0w 5,36 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-1") cho thay su c6 mit caa 1 proton anomer
va mot tin hiéu doublet ¢ on 0,92 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-6") biéu thi cho nhém methyl
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déu dic trung cua don vi duong a-L-rhamnose. Phd 13C NMR két hop véi phd DEPT
cua hop chat MS13 cho thdy c6 15 nhém nguyén tir carbon bao gdm sau nguyén tu
carbon thom khong lién két hydro tai dc 105,0 — 169,0 ppm va mot nhém carbonyl
tai c 179,3 (C-4), hai carbon methine thom ¢ éc 100,8 (C-6) va 95,5 (C-8) cua vong
A, bén carbon methine cia vong B tai dc 131,8 (C-2'/C-6”) va 116,5 (C-3'/C-5). Tur
cac phan tich trén goi y MS13 1a mét flavonol, c6 khung kaempferol [139]. Biéu nay
cling duoc khang dinh dya trén twong tac HMBC cua H-6 (du 6,14) vé6i C-8 (¢ 95,5),
C-4a (oc 158,8), C-5 (Jc 163,0) va C-7 (oc 169,0); H-8 (dn 6,30) véi C6 (dc 100,8),
C-4a (oc 158,8), C-5 (dc 163,0) va C-7 (dc 169,0); H-3' (61 6,93) va H-5' (J1 6,93)
véi C-1' (6c 122,7) va C-4' (6c 161,6). Trén phé COSY cua MS13 xuét hién ba hé
twong tac spin-spin H-'H cua H-2'/H-3', H5'/H-6', H-1"/H-2"/H-3"/H-4"/H-5"/H-6".
Phé HMBC con xuat hién tuong tac giita proton anomer H-1" cua dudng véi C-3
chtng to duong rhamnose gan véi khung kaempferol ¢ vi tri C-3. Tir cac phan tich
va 1ap luan trén cung vai viéc so sanh phd caa MS13 vai chat tham khao cho phép
xac dinh MS13 la kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranoside hay kaempferin hoac
afzelin [139].

4.1.1.14. Hop chdt MS14: Quercetin-3-0-a-L-rhamnopyranoside

Hinh 4.48. Cau trdc hoa hoc va cac twong tac chinh trén pho HMBC, COSY cua
hop chat MS14

MS14 thu duge dudi dang chat bot mau vang. Céc dix liéu phé 1D, 2D-NMR cua
MS14 cho thay cac tin hiéu twong tw nhu MS13. Trén phd *H NMR ctua MS14 ciing Xuat
hién tin hiéu cua hai proton thom tai 6w 6,20 (1H, s, H-6) va 6,70 (1H, s, H-8); mot proton
anomer tai on 5,37 (1H, s, H-1") va mét tin hiéu doublet cia nhom methyl & 6w 0,96 (3H,
d, J = 6,0 Hz, H-6") cho thay su c6 mat caa mot don vi dudng a-L-rhamnose, diém khéc
biét duy nhat 1a mot vong thom hé twong tac spin-spin ABX (vong B) tai 6 7,36 (1H, s,
H-2Y), 6,93 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5), va 7,33 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-6") cua MS14 so Vi
MS13. Trén phd 3C NMR cuta hop chat MS14 ciing cho thdy 15 nhém nguyén tir carbon
& truong thip, bao gom bay nguyén tir carbon thom khong lién két hydro tai dc 105,9 —
166,3 ppm (xuat hién thém mat carbon béc 4 tai dc 146,4 (C-3)) va mot nhém carbonyl
tai oc 179,3 (C-4), hai carbon methine thom & dc 100,0 (C-6) va 94,9 (C-8) cua vong A,
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ba carbon methine cta vong B tai dc 116,4 (C-2"), 116,9 (C-5') va 122,8 (C-6"). Nhu vay
MS14 13 ciing 1a mét flavonol, nhung c6 khung quercetin [140]. CAu tric cia MS14 duoc
khing dinh thém boi twong tac *H-tH COSY cua cac hé H-2/H-3', H5/H-6', H-1"/H-2"/H-
3"/H-4"/H-5"/H-6". Diéu nay ciing dwoc khing dinh dya trén twong tic HMBC cua H-6
(01 6,20) V6i C-8 (5 94,9), C-4a (5c 158,5) va C-7 (5c 166,3); H-2' (51 7,36) Vi C-3' (Jc
146,4), C-4' (5c 149,8) va C-6' (5c 122,8); H-5' (1 6,93) Véi C-3' (5c 146,4) va C-6' (Jc
122,8); H-6' (6w 7,33) Vi C-4' (S 149,8) va C-5' (dc 116,9).

Mt khéc, sy xuat hién tuong tac HMBC giita H-1" cta duong véi C-3 chang to
duong rhamnose gan véi khung quercetin & vi tri C-3. Tir cac phan tich va Iap luan trén
cling Véi viéc so sanh pho caa MS14 vai chat tham khao cho phép xac dinh MS14 la
quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside hay quercitrin [140].

Bang 4.14. Sé liéu pho NMR hop chat MS14 va hop chat tham khao

C et © Oc?C onPC (dang tin hiéu, J = Hz)
2 158,5 158,5 -

3 136,2 136,0 -

4 179,7 179,3 -

da 158,4 158,5 -

5 159,3 159,3

6 100,0 100,0 6,20 (s)

7 166,3 166,3 -

8 94,9 94,9 6,30 (s)

8 105,9 105,7 -

1' 123,0 1229 -

2' 116,4 116,4 7,36 (s)
3' 146,4 146,4 -

4 149,8 149,8 -

5' 117,0 116,9 6,93 (d, 8,4)
6' 122,9 122,8 7,33 (d, 8,4)
1" 103,5 103,5 5,37 (s)
2" 72,0 72,1 4,24 (m)
3" 72,1 72,0 3,77 (dd, 2,4; 9,0)
4" 73,3 73,2 3,36 (d, 9,0
5" 71,9 71,9 3,44 (m)
6" 17,6 17,6 0,96 (d, 6,0)

2150 MHz, ® 600 MHz, °CDs;0D, 9125 MHz, "¢ cua quercetin-3-O-a-L-
rhamnopyranoside do trong CDs0D [140]
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4.1.2. Xdc dinh céu trac cac hep chdt phan ldp tir cy ban giac O. eberhardtii
4.1.2.1. Hop chat OE1: Lupeol acetate

Hinh 4.49. Cau trdc hoa hoc cua hop chat OE1
Hop chat OE1 thu dugc dudi dang chat bot mau tring, cac thdng so vat i va
cac dit liéu pho thu dugc gidng vai hop chat MS4 (phan phu luc phé). Vi vay, cé thé
két luan hop chat OE1 1 lupeol acetate.
4.1.2.2. Hop chat OE2: 5,7,3'-Trihydroxy-6,4',5'-trimethoxyflavone

Hinh 4.50. Cau trdc hoa hoc va cac tuong tac chinh trén phé HMBC, COSY cua
hop chit OE2

Hop chat OE2 dugc phan 1ap dudi dang chat bot mau vang nhat. Trén phd H
NMR ctia OE2 xuét hién tin hiéu cua ba nhom methoxy tai o+ 3,89 (3H, s, 6-OCHj3),
3,91 (3H, s, 4-OCHj3), 3,96 (3H, s, 5'-OCHz3) cting bén nhém methine sp? tai dn 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"). Ph6 3C NMR cua OE2 cho thay sy xuat hién tin hiéu cia 15 nguyén tir
carbon bao géom mudi nguyén tir carbon thom khong lién két hydro tai dc 105,1 —
165,7, mot nhom carbonyl tai 6c 184,3 (C-4), hai carbon methine sp? tai dc 95,4 (C-
8) cua vong A, Jc 105,1 (C-3) cua vong C va hai carbon methine cta vong B tai dc
103,2 (C-2") va 108,8 (C-6"). Tur cac dix lidu phd ¢ trén goi y OE2 13 mot flavone.

Thém nia, trén pho COSY khong quan sat thay cac hé tuong tac spin — spin cia
c4c proton canh nhau nao, dong thoi, trén phd HMBC xuét hién cac tuong tac ciia H-
3 (Jn 6,65) vai C-2 (oc 165,7), C-4 (6c 184,3), C-4a (oc 105,9); H-8 (oH 6,59) véi C-
6 (oc 132,9), C-7 (dc 154,7), C-8a (oc 158,9), C-4a (dc 105,9); H-2' (o1 7,09) vai C-2
(6c 165,7), C-3' (0c 155,1), C-4' (6c 141,3) va C-6' (6c 108,8); H-6' (on 7,13) vaGi C-2
(0c 165,7), C-4' (9c 141,3), C-5' (dc 152,3) khang dinh vi tri cua cic carbon C-3, C-8, C-2/,
C-6' twong trng. Ngoai ra vi tri cia cac nhom methoxy 4'-OCHs, 5-OCHsz, 6-OCHjs tai C-4/,
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C-5', C-6 duoc gan dua trén co s quan sat dugc cac tuong tac HMBC tir CAC proton cua Cac
nhom methoxy 4'-OCHs véi C-4',5-OCHs véi C-5' va6-OCHs véi C-6.
Bang 4.15. S liéu phd NMR cuaa hop chat OE2 va hop chét tham khao

C focte Ocae orP° (dang tin hiéu, J = Hz)

2 165,7 165,7 -

3 105,1 105,1 6.65 (5)

4 184,2 184,3 -

da 105,9 105,9 -

5 153,9 154,0

6 1329 132,9 -

7 154,7 154,7 -

8 95,4 95,4 6,59 ()

8a 158,9 158,9 -

1 127,8 127,8 -

> 103,1 103,2 7.09 (d, 2.4)

3 155,0 155,1 -

4' 141,2 141,3 -

5' 152,3 152,3 -

6' 108,8 108,8 7,13 (d, 2,4)
4'-OCH3 61,1 61,1 3,91 (s)
5'-OCHj3 56,7 56,7 3,96 (s)
6-OCH3s 60,9 60,9 3,89 (s)

3150 MHz, ®600 MHz, °CD30D, 9125 MHz, “dc cua 5,7,3'-trihydroxy-6,4',5'-
trimethoxyflavone do trong CD30D [141]

So sénh s6 liéu pho cia OE2 véi tai lidu da cong b trude do vé hop chat 5,7,3'-
trinydroxy-6,4',5'-trimethoxyflavone [141] cho thay phl hop ¢ tat ca cAc vi tri. Nhu
vay c0 thé khang dinh OE2 14 5,7,3-trihydroxy-6,4',5'-trimethoxyflavone.
4.1.2.3. Hop chat OE3: 5,7,2'5'-tetrahydroxy-6,3',4'- trimethoxyflavone

%%

P !
OH

Hinh 4.51. Cau trdc hoa hoc va cac tuong tac chinh trén phé HMBC, COSY cua hop
chit OE3

Hop chat OE3 phan lap dugc dudi dang chat bot mau vang dam. Pho *H NMR

cho thay tin hiéu singlet caa ba nhém methoxy tai 513,75 (3H, s, 6-OCHs), 3,78 (3H,

s, 3'-OCHj3), 3,87 (3H, s, 4'-OCHj3), hai nhom methine thom tai 6n 7,12 (3H, s, H-6"),

6,50 (3H, s, H-8), mot nhém methine olefin tai on 7,04 (3H, s, H-3) va bén nhém

hydroxy tai on 13,03 (s, OH-5), 10,72 (brs, OH-7), 9,49 (brs, OH-2"), 9,18 (brs, OH-



99

5" (Bang 4.16). Trén phé 3C NMR cua OE3 xuat hién tin hiéu caa 18 nguyén tir
carbon, bao gém ba nhém methoxy tai dc 59,9 (6-OMe), 60,9 (3'-OMe), 60,2 (4"
OMe), hai nhém methine thom tai dc 108,8 (C-6") va 93,9 (C-8), mdt nhom methin
olefin tai dc 108,0 (C-3). Céc dir liéu phd trén goi y OE3 la din xuat cua flavone.
Phan tich dit liéu 'H va 13C NMR caa OE3 (Bang 4.16) cho thay hop chét nay c6 cu
truc twong tu véi OE2, ngoai trir sy xuat hién caa nhém -OH & vj tri C-2', cling Vi
su hoan déi vi trf nhém -OH va -OCHs & hai vi tri C-3' va C-5' trong OE3 [142].
Bang 4.16. S liéu phd NMR cua hop chat OE3 va hop chat tham khao

C “ocd© OcC onPC (dang tin hiéu, J = Hz)

2 161,2 161,0 -

3 108,1 108,0 7,04 (s)

4 182,2 182,2 -

4a 1525 1524 -

5 152,7 152,7

6 131,3 131,3 -

7 157.,4 157,3 -

8 94,0 93,9 6,50 (s)

8 104,1 104,0 -

1 112,1 112,1 -

2' 143,3 143,2 -

3' 141,8 141,8 -

4' 1447 1446 -

5 143,6 143,5 -

6' 108,9 108,8 7,12 (s)
5-OH - - 13,03 (s)
7-OH - - 10,72 (br. s)
2'-OH - - 9,49 (br. s)
5'-0OH - - 9,18 (br. s)

6-OCHs 60,0 59,9 3,75 (s)
3'-OCHj3 61,0 60,9 3,78 ()
4'-OCH3 60,3 60,2 3,87 ()

3150MHz, 600 MHz, °DMSO-ds, 9125 MHz, #oc ciia 5,7,2',5'-tetrahydroxy-6,3',4'-
trimethoxyflavone trong DMSO-ds [142]

Ph COSY cua OE3 cho thdy khong c6 twong tac nao chirng to OE3 khong c6
c4c proton canh nhau (Hinh 4.51). Quan st trén phé HMBC cho thy cac twong tac
gitra H-8 va C-4a/C-7/C-8a, gitra H-3 v4i C-2/C-1'/C-4a; gitra H-6' voi C1'/C-2/C-
4'/C-5'; gitra 5-OH vaéi C-5/C-4a; gitra 6-OCH3 vai C-6, gitra 3'-OCH3 voi C-3', gitra
4'-OCHjs vé6i C-4' cho phép xac dinh vi tri ciia cac nhdm methoxy lién két lan luot voi
C-6, C-3', C-4' va bdn nhém hydroxy lién két voi C-5, C-7, C-2', C-5' twong ung.
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Tur nhitng dit kién trén két hop so sanh véi cac cong bd trude dé cua cac hop
chat twong ty ¢d thé xac dinh dugc ciu tric cua OE3 14 5,7,2',5'-tetrahydroxy-6,3',4'-
trimethoxyflavone [142].

4.1.2.4. Hop chat OE4: Dehydrovomifoliol

e 1 0] 2 :\\'2 0]
S . \ 9 “ \\}9
“/0H ‘& (OH —— COSY
A

o) 57N, Y it ~X\ HMBC
Hinh 4.52. Cau trdc hoa hoc va cac twong tac chinh trén pho HMBC, COSY cua
hop chat OE4
Bang 4.17. Sé liéu pho NMR cuaa hop chat OE4 va hop chét tham khao
C "Oc2C Oc*C onPC (dang tin hiéu, J = Hz)
1 42,6 42,6 -
2 50,4 50,5 2,61 (d, 16,8)
2,31 (d, 16,8)

3 199,9 200,4 -
4 127,7 128,0 5,96 (t, 1,2)
5 164,2 164,6 -
6 79,8 79,9 -
7 148,0 148,3 7,00 (d, 15,6)
8 131,4 131,7 6,44 (d, 15,6)
9 200,1 200,7 -
10 27,6 27,6 2,31 (s)
11 23,5 23,5 1,08 (s)
12 24,7 24,7 1,04 (s)
13 19,1 19,1 1,92 (d, 1,2)

4150MHz, °600 MHz, °CD3s0D, “dc cia dehydrovomifoliol do trong CDsOD [143]

Hop chat OE4 thu dwoc dudi dang chat dau mau vang. Trén phd *H NMR cua
OE4 xuit hién tin hiéu singlet caa bon nhdm methyl tai on 1,04 (3H, s, H-12), 1,08
(3H,'s, H-11), 1,92 (3H, d, J = 1,2 Hz, H-13), 2,31 (3H, s, H-10), tin hiéu caa ba nhém
methine sp? tai [0n 5,96 (1H, t, J = 1,2 Hz, H-4), 6,44 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-8), 7,00
(1H, d, J = 15,6 Hz, H-7)].

Ngoai ra, trén pho 'H NMR caa OE4 con cho thay su xuat hién tin hiéu cua
mot nhom methylene sp® tai on 2,31 (1H, d, J = 16,8 Hz, Ha-2), 2,61 (1H, d, J = 16,8
Hz, Hp-2) & trudong thap goi ¥ nhém methylene ndy gan truc tiép véi mot nhom
carbonyl. Phé 3C NMR va DEPT xuat hién hai tin hiéu dic trung ctia hai nhom
ketone tai 6c 200,4 (C-3) va 200,7 (C-9), ba nhém methine sp? tai c 128,0 (C-4),
131,7 (C-8), 148,3 (C-7), mot nhdm carbon bac 4 sp? tai 164,6 (C-5), hai nhém carbon
bac 4 sp? tai dc 42,6 (C-1), 79,9 (C-6), bén nhdm methyl tai dc 27,6 (C-10), 23,5 (C-
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11), 24,7 (C-12), 19,1 (C-13) va mot tin hiéu cua nhdm methylene tai Jc 50,5 (C-2).
Do chuyén dich hda hoc cua C-6 cho thay carbon C-6 c6 lién két véi nguyén tir oxy.
Trén COSY xuat hién méi trong quan gitra H-7/H-8, ddng thai hang s tuong tac J7g
= 15,6 Hz 16n cho phép xac dinh lién két d6i -CH=CH- kiéu trans. Bén canh do, trén
phd HMBC quan sat dwgc sy tuong tac ciia H-11, H-12 véi C-1/C-2/C-6 xéac dinh
duoc hai nhdm methyl nay gan truc tiép tai C-1; twong tac cua H-13 voi C-4/C-5/C-
6 cho thiy nhom Me-13 gin & C-5. Ngoai ra, con thiy twong tic HMBC cua H-7, H-
8 vGi C-6/C-9; H-2 véi C-1/C-3/C-4. Qua nhitng phan tich trén két hop so sanh sb
lieu phd BC NMR ctua OE4 véi céc sb lidu dd cong bb trong tai liéu tham khao (Bang
4.17) [143] c6 thé két luan cau trlc cua hop chat OE4 Ia dehydrovomifoliol.

4.1.2.5. Hop chat OE5: Protocatechuic acid

] ,_COOH
4
HO ;

OH

Hinh 4.53. Cau trdc héa hoc cua hop chat OE5

Hop chat OES5 phan lap dugc dudi dang chat bot mau tring. Phé *H NMR cua
OES5 xuat hién tin hiéu proton ciia vong thom hé tuong tac spin — spin ABX tai dn
6,81 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5), 7,43 (1H, dd, J = 2,4; 8,4 Hz, H-2), 7,46 (1H, d, J =
2,4 Hz, H-6). Phd 3C NMR xuat hién tin hiéu caa mot nhoém carboxylic tai oc 170,9
(COOH), 3 carbon methine sp? tai Jc 115,7 (C-2), 117,7 (C-5), 123,9 (C-6) va ba
carbon khong lién két vai hydro tai oc 123,8 (C-1), 145,9 (C-3) va 151,3 (C-4). Qua
nhitng phan tich trén phd NMR cua hop chat OE5, két hop véi cac tai liéu da cong
bd trude d6 vé hop chat protocatechuic acid [144], cho thay sy phi hop ¢ tat ca cac
vi tri, cho phép ta xac dinh dugc OEDS la protocatechuic acid .

Bang 4.18. Dit liéu phd NMR hop chat OES5 va hop chat tham khao

C Focac Oc?® onPC (dang tin hiéu, J = Hz)

1 123,0 123,8

2 1158 | 1157 7.46 (d, 2,4)

3 146,0 145,9

4 1515 151,3

5 | 1177 | 1177 6,81 (d, 8,4)

6 123,9 123,9 7,43 (dd, 2,4; 8,4)
COOH| 170,3 170,8

3150MHz, 600 MHz, °CD30D, #dc Ciia protocatechuic acid do trong CD30D [144]



102

4.1.2.6. Hop chat OE6: Chrysoeriol-7-O-8-D-glucopyranoside

S

Hinh 4.54. Cau trdc héa hoc cua hop chit OE6

Hop chat OE6 thu dwgc dudi dang chat bot mau vang. Cac phdo NMR cua OE6
dic trung cho mot hop chat c6 khung flavonoid. Trén phd *H NMR xuat hién tin hiéu
ctia ndm proton thom, trong d6 c¢6 mot hé vong thom kiéu ABX duoc xac dinh bai
céc tin hidu tai on 6,94 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5'), 7,58 (1H, br. s, H-2") va 7,59 (1H,
d, J = 2,4; 8,4 Hz, H-6"; hai proton vong thom thé & vi tri meta voi nhau tai on 6,45
(1H, d, J= 2,4 Hz, H-6), 6,87 (1H, d, J = 2,4 Hz, H-8); mot proton methine sp? tai ou
6,98 (1H, s, H-3); mot nhém methoxy tai du 3,89 (3H, s, 3'-OCHa). Bén canh d6 phd
'H NMR ciing x4c dinh sy c6 mat caa mot gbc dudng véi tin hiéu proton anomer tai
51 5,06 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1").

Hinh 4.55. Céc tuong tac chinh trén phé HMBC va COSY cua hop chit OE6

Céc tin hiéu trén phd 3C NMR va DEPT cho thdy OE6 c6 22 nguyén tir
carbon, trong d6 c6 sdu nhdm methine sp?, tam carbon khong lién két hydro sp2, mot
nhom carbonyl va sau nguyén tir carbon dic trung cho mot goc dudng, goi y rang
hop chat OE6 la mot hop chat flavone glycoside. Ngoai ra, phé 3C NMR cua hop
chat OEG6 xuat hién hai tin hiéu tai dc 95,0 va 99,5 rat dic trung cho hai vi tri C-8, C-
6 cuia vong A khi hai vi tri C-5 va C-7 déu bi thé. Thém vao dé, su xuat hién cua mot
géc duodng glucose ciing duoc xac dinh véi céc tin hiéu dic trung tai dc 100,1 (C-
1")/6n5,06 (1H, d, J = 7,8 Hz), &c 73,1 (C-2")/6k 3,28 (1H, m), 5¢ 76,4 (C-3")/6k 3,35
(1H, ), dc 69,6 (C-4")/0n 3,18 (1H, m), éc 77,2 (C-5")/ 61 3,44 (1H, m), Jc 60,6 (C-
6"). Hang s6 twong tac 16n (J1.2 = 7,8 Hz) goi ¥ phan ti duong c6 cau hinh 4. Trén
phd HMBC xut hién cac twong tac giita H-3 véi C-4/C-4a/C-1', H-6 véi C-5C-8; H-
8 vgi C-4a/C-8a/C-6; H-5'vgi C-4'/C-3'/C-1"; H-6' voi C-4'/C-2/C-2"; H-2' véi C-3'/C-
1'/C-2 khang dinh vi tri cua cac carbon C-3, C-6, C-8, C-5', C-6', C-2' twong ng.
Ngoai ra, con xuat hién twong tic HMBC gitta H-1" va C-7, cho thay phan tir duong
cd vi tri C-1" gan véi khung chrysoeriol ¢ vi tri C-7. Thém nira, ciing quan sat duoc
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méi tuong quan giita H-5'H-6' va H-1"/H-2"/H-3"/H-4"/H-5"/H-6" trén phd COSY.
Tir céc dir kién trén két hop so séanh voi tai liéu tham khao [145] dd cong bd vé
chrysoeriol-7-0-8-D-glucopyranoside cho thay cé su phiu hop & tit ca cac vj tri
(Bang 4.19). Nhu vdy c6 thé khing dinh OEG6 la chrysoeriol-7-O-4-D-
glucopyranoside [145].

Bang 4.19. Sé liéu phd NMR cuaa hop chat OE6 va hop chat tham khao

C Focde oc ¢ onP¢ (dang tin hiéu, J = Hz)

2 164,3 164,2 -

3 103,1 103,3 6,98 (s)

4 182,0 181,9 -

5 161,1 161,1 -

6 99,5 99,5 6,45 (d, 2,4)

7 162,9 162,9 -

8 95,0 95,0 6,87 (d, 2,4)

4a 105,3 105,3 -

8a 156,9 156,9 -

1 121,9 121,1 -

2' 110,3 110,3 7,58 (br. s)

3 148,3 148,1 -

4 150,7 151,2 -

5' 116,0 115,8 6,94 (d, 8,4)

6' 120,7 120,5 7,59 (dd, 2,4; 8,4)
3-OCHs 55,9 55,9 3,89 (s)

1" 100,0 100,0 5,06 (d, 7,8)

2" 73,1 73,1 3,28 (M)

3" 76,5 76,4 3,35 (M)

4" 69,6 69,6 3,18 (m)

5" 77,3 77,2 3,44 (m)

6" 60,6 60,6 3,45 (m)

3,72 (m)

3150 MHz, ®600 MHz, °DMSO-ds, 9100 MHz, #c ciia chrysoeriol-7-O-4-D-
glucopyranoside do trong DMSO-ds [145]
4.1.2.7. Hop chat OE7: 7Z-roseoside

1

12 <
N

Hinh 4.56. Cau trdc hoa hoc va cac tuong tac chinh trén phé HMBC, COSY cua
hop chit OE7
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Hop chat OE7 thu duoc dudi dang chat dau khdng mau, co goc quay cuc riéng
[a]3* +108,8 (c 0,94 MeOH). Céc phd 1D-NMR ciia OE7 dic trung cho mot hop chat
megastigmane glycoside. Trén phé *H NMR xuat hién cac tin hiéu caa ba proton olefin tai
o1 5,87 (1H, 10,2, H-7), 5,88 (1H, dd, J =10,2; 1,8 Hz, H-8), 5,89 (1H, s, H-4).

Bang 4.20. Sé liéu pho NMR cuaa hop chat OE7 va chat tham khao

C “octd oc?C on°*¢ (dang tin hiéu, J = Hz)

1 42,5 42,4 -

2 50,7 50,7 2,53 (d, 16,8)

2,16 (d, 16,8)

3 201,4 201,2 -

4 127,2 127,2 5,89 (s)

5 167,4 167,3 -

6 80,1 79,9 -

7 131,6 1315 5,87 (d, 10,2)

8 135,3 135,3 5,88 (dd, 10,2; 1,8)

9 77,4 77,3 4,43 (m)

10 21,3 21,2 1,30 (d, 6,6)

11 23,5 23,4 1,06 (s)

12 24,8 24,7 1,05 (s)

13 19,7 195 1,94 (s)

1 102,7 102,7 4,36 (d, 7,8)

2' 75,3 75,3 -

3 78,0 78,0 -

4 71,6 71,6 -

5 78,1 78,1 -

6' 62,8 62,8 3,87 (dd, 2,4; 12,0)
3,63 (dd, 6,0; 12,0)

4150 MHz, ®600 MHz, ¢CD30D, 9100 MHz, “dc ciia 7Z-roeoside [146]

Bén canh d6 phd *H-NMR ciing xac dinh sy ¢6 mat ciia bon nhém methyl tai 5n
1,05 (3H, s, H-12), 1,06 (3H, s, H-11), 1,30 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-10), 1,94 (3H, s, H-
13) va cua mot géc duong véi tin hiéu proton anomer tai 0w 4,36 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-
1') cling céc tin hiéu khac dic trung cho gdc duong tai 3,25-3,88. Céc tin hiéu trén pho
13C NMR va DEPT di goi y rang hop chat OE7 c¢6 khung cyclohexenone. Piéu nay
duoc khing dinh bai cac tin hidu tai dc 201,2 (C-3), 167,3 (C-5), 127,2 (C-4), 79,9 (C-
6), 50,7 (C-2), 42,4 (C-1), hai tin hiéu tai oc 131,5 va 135,3 rat dic trung cho hai vi tri
C-7, C-8 cua ndi dbi olefin. Ngoai ra sy Xuat hién caa mot goc duong glucose ciing dugc
xéc dinh véi cac tin hicu dic trung tai oc 102,7 (C-1)/614,36 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1),
75,2 (C-2'), 78,0 (C-3), 71,6 (C-4'), 78,1 (C-5'), 62,8 (C-6"). Hing sb twong tac 1n (J12
= 7,8 Hz) goi y phan tir dwong co6 dang f-glucoside. Cac twong tac HMBC gitra H-2 Vi
C-1/C-3/C-6/C-11/C-12, gitra H-4 vai C-5/C-6/C-13, gitta H-7 vai C-6/C-8/C-9, gitta
H-8 vai C-6/C-7/C-9, gitta H-9 vai C-7/C-8/C-10, gitta H-10 véi C-8/C-9 va H-13 vai
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C-4/C-5/C-6 dugc quan sat 13, dong thoi trén phd COSY ciing nhin thdy médi trong quan
gitra H-7/H-8/H-9. So sanh s6 liéu phd *C NMR cua OE7 véi hop chit (6S,7Z,9R)-6,9-
dihydroxymegastigma-4,7-dien-3-one-9-O-4-D-glucoside [146] va so sanh gbc quay
cuc riéng thay c6 su phi hop & tit ca cac vj tri (Bang 3.20). Tir d6 c6 thé két luan hop
chit OE7 la (6S,7Z,9R)-6,9-dihydroxymegastigma-4,7-dien-3-one-9-O--D-glucoside
hay con co tén khac la 7Z-roeoside.

4.1.2.8. Hop chat OES: 5,7,3"-trihydroxy-6,4", 5'- trimethoxyflavanone

OH (6]
_— HMBC
Hinh 4.57. Cau trdc hoa hoc va cac twong tac chinh trén pho HMBC, COSY cua
hop chat OES8
Bang 4.21. Sé liéu pho NMR cua hop chat OES8 va hop chét tham khao
C “oc3C Oc?C on°° (dang tin hiéu, J = Hz)
2 78,6 79,1 5,29 (dd, 3,0; 12,6)
3 42,8 43,4 2,80 (dd, 3,0; 17,4)
3,04 (dd, 12,6; 17,4)
4 196,7 196,6 -
5 154,6 1544 -
6 128,7 128,5 -
7 158,8 158,5 -
8 94,8 94,7 6,13 ()
4a 1575 1575 -
8a 103,2 103,1 -
1 134,6 1344 -
2' 106,2 106,2 6,68 (d, 1,8)
3 149,9 149,6 -
4 136,0 135,8 -
5 152,8 152,7 -
6' 102,2 102,1 6,56 (d, 1,8)
6-OCHjs 60,4 61,0 3,94 (s)
4'-OCH3 60,4 60,9 3,91 (s)
5'-0OCHjs 55,4 56,0 3,89 (s)
5-OH - - 12,16 (br. s)

2150MHz, "600MHz, °CDCls, “dc cia 5,7,3'-trihydroxy-6,4' 5'-
trimethoxyflavone do trong CDCl3 [147]

Hop chat OES phan lap duoc dudi dang bot mau vang. Phd *H NMR xuat hién
tin hiéu caa ba proton dac trung cho vong thom, trong d6 c6 hai proton doublet ¢ vi
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tri meta vagi nhau tai 64 6,68 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2"), 6,56 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-6"),
mot proton singlet tai 61 6,13 (1H, s, H-8); mot nhom methylene sp2 tai 51 2,80 (1H,
dd,J=3,0;17,4 Hz, Hx-3), 3,04 (1H, dd, J = 12,6; 17,4 Hz, Hp-3); mét proton methine
sp? tai on 5,29 (1H, dd, J = 3,0; 12,6 Hz, H-2) va ba nhém methoxy tai Jn 3,91 (3H,
s, 4-OCHs), 3,94 (3H, s, 6-OCHj), 3,89 (3H, s, 5-OCHj3). Phd 3C NMR xuat hién
tin hiéu cua 18 nguyén tir carbon bao gdm mét nhém carbonyl, bén nhém methine
sp2, ba nhom methoxy, va mudi carbon khong lién két véi hydro. Két hop véi phd tH
NMR ¢ thé nhan dinh ddy 1a mot hop chat c6 khung flavone. Trén phé HMBC cua
hop chat OE8 xuat hién cac twong tac giita H-8 voi C-4a/C-6/C-7/C-8a; giita H-2'
v6i C-1'/C-3'/C-6'/C-2; gitta H-6' v6i C-1'/C-5'/C-2'/C-2; gitra H-3 véi C-4/C-2/C-
4a/C-1' gilip khang dinh lan luot cac vi tri caa C-8, C-2', C-6' va C-3. Ngoai ra vi tri
cua cac nhom methoxy tai C-6, C-4', C-5' dugc khang dinh théng qua cac twong tac
HMBC tur cac proton cua cac nhém OCHjs-6 tdi C-6, OCH3z-4' t6i C-4' va OCH3-5' téi
C-5'. So sanh céc dit liéu phd caa hop chat OE8 vai céc dir lieu phd caa hgp chat
5,7,3-trihydroxy-6,4',5'- trimethoxyflavanone [147] thiy c6 su phu hop hoan toan.
Nhu vdy c6 thé két luan hop chat OE8 chinh la 5,7,3-trihydroxy-6,4'5'-
trimethoxyflavone.

4.1.2.9. Hop chat OE9: Lup-20(29)-ene

Hop chat OE9 thu dugc dudi dang chat bot mau trang. Phd *H NMR caa OE9
Xuat hién cé4c tin hiéu singlet ciia bay nhom methyl ddc trung cho hop chat triterpenoid
khung lupane c6 do dich chuyén lan luot tai on 0,79 (3H, s, H-23), 0,84 (3H, s, H-
24), 0,82 (3H, s, H-25), 0,95 (3H, s, H-26), 0,72 (3H, s, H-27), 0,96 (3H, s, H-28),
1,75 (3H, s, H-30).

u
Hinh 4.58. Cau trdc héa hoc cua hop chit OE9
Bén canh d6 phé 'H NMR con cho thy su xuat hién tin hiéu cua hai proton
methylene sp? tai dn 4,78 (2H, br. s, H-29) va céc tin hiéu proton con lai ¢ ving
aliphatic on 1,11-1,85.
Bang 4.22. S liéu phd NMR cuaa hop chat OE9 va hop chét tham khao



107

C | "0c® | 0c* | ouPC(dangtin | C | "oc?P oc®® | onPC (dang tin hiéu, J =
hiéu, J = Hz) Hz)
1 33,6 33,7 1,21 (m) 16 | 42,1 42,1 1,33 (m)
1,38 (m) 1,11 (ddd, 4,8; 14,4; 4,2)
2 20,9 20,9 1,30 (m) 17 i 44,8 448 -
1,52 (m)
3 42,0 41,9 1,59 (m) 18 i 49,5 49,5 1,34 (m)
1,02 (d, 9,6)
4 37,4 37,4 - 19 | 46,5 46,5 2,67 (dd, 9,6; 16,2)
5 56,1 56,1 069(d,18) |20 | 148,8 | 1488 -
6 18,7 18,7 1,35 (m) 21 | 29,7 29,7 -
1,55 (m)
7 33,2 33,3 1,21 (m) 22+ 40,3 40,4 0,76 (m)
1,45 (m)
8 42,0 42,0 - 23 | 216 21,6 0,79 (s)
9 55,0 54,9 1,39 (m) 24 | 334 33,4 0,84 (s)
10 | 419 419 - 25| 158 15,9 0,82 (s)
11§ 21,6 21,7 1,64 (m) 26 { 16,7 16,8 0,95 (s)
1,46 (m)
12 | 23,9 24,0 1,39 (m) 27 | 16,0 16,1 0,72 (s)
1,45 (m)
13 { 50,4 50,4 1,24 (m) 28 | 16,7 16,7 0,96 (s)
14 | 421 42,1 - 29 | 110,1 | 1101 4,78 (br. s)
15 | 27,4 27,4 1,79 (m) 30 1 249 25,0 1,75 (s)
1,85 (m)

4150 MHz, ®600 MHz, °CDCls, “dc cuia lup-20(29)-ene do trong CDCls [148]

Ph6 13C NMR xuét hién tin hiéu caa 30 nguyén tir carbon, trong d6 c¢6 1 nhém
methylene sp? va 1 carbon sp? khong lién két truc tiép voi hydro tai dc 148,8 (C-20)
va 110,1 (C-29). Piéu nay hoan toan phi hop véi cac nhan dinh dua ra khi pho H
NMR thu dugc tin hiéu caa hai proton olefin. Nhu vay, két hop gitra c4c tin hiéu thu
duoc trén phd *H NMR, phé *C NMR c6 thé nhan dinh 30 nguyén tir carbon thudc
khung lupane giong OE1. Két hop so sanh dix liéu pho cua hop chat OE9 véi dit liéu
d3 cong bd cua hop chit lup-20(29)-ene [148] thay su phi hop & tt ca céc vi tri, tir

d6 c6 thé két luan hop chat OE9 ¢6 ciu tric la lup-20(29)-ene.

4.1.2.10. Hop chat OE10: 23-deoxojessic acid
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Hinh 4.59. Cau trdc hoa hoc va cac twong tac chinh trén phé HMBC, COSY cua
hop chit OE10
Bang 4.23. S liéu phd NMR cuaa hop chat OE10 va hop chat tham khao

onP° (dang tin onPC (dang tin

C *§Cd’e oc** C *5Cd,e oc¢

hiéu, J = Hz) hiéu, J = Hz)
1 72,5 73,6 3,56 (br. s) 17 52,5 | 53,6 1,67 (m)
2 38,8 38,3 243 (m) 18 18,3 | 18,8 1,02 (s)
] 1) 2’59 (m) ) 1 )
4,55 (dd, 4,2; 0,51 (d, 4,2)
3 70,7 71,5 12.0) 19 29,7 | 31,1 0.72 (d. 4.2)
4 55,6 55,8 - 20 36,5 | 37,3 1,81 (m)
5 37,7 37,8 1,87 (m) 21 18,5 | 18,8 | 0,95(d, 6,0)
1,35 (m) 1,17 (m)
6 23,4 24,0 101 (m) 22 353 | 36,2 162 (m)
1,94 (m) 2,16 (m)
7 28,3 29,2 132 (m) 23 31,6 | 32,3 1.96 (m)
1,55 (dd, 4,2;
8 48,1 50,1 12.0) 24 | 156,7 | 157,8 -

9 20,8 22,1 - 25 340 | 349 2,27 (m)

10 | 30,3 30,2 26 220 | 224 | 1,05(d,6,6)

2,44- (m)

11 | 26,6 26,7 128 (m) 27 219 | 22,3 1,06 (d, 6,6)

12 | 33,2 34,1 1,70 (m) 28 11799 1810 -

13 | 45,6 46,4 - 29 9,7 9,2 1,09 (s)

14 | 49,1 49,9 - 30 194 | 199 1,01 (s)

4,74 (br. s),

15 | 359 36,9 1,35 (m) 31 | 106,6 | 106,8 4,68 (d, 1.2)
1,25 (m)

16 | 25,8 26,6 130 (m)

3150 MHz, ®§600 MHz, °CD30D, %pyridine-ds, ©100MHz, “dc ciia 23-deoxojessic acid
do trong pyridine-ds [149]

Hop chat OE10 phan lap dugc dudi dang chat bot mau trang. Phé 'H NMR
Xuat hién cac tin hiéu dic trung cua hop chat triterpenoid véi cac tin hiéu cia 6 nhém
methyl tai o 0,95 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-21), 1,01 (3H, s, H-30), 1,02 (3H, s, H-18),
1,05 (3H, d, J = 4,2 Hz, H-26), 1,06 (3H, d, J = 4,2 Hz, H-27), 1,09 (3H, s, H-29).
Phé 3C NMR xuat hién cac tin hiéu dic trung cuia nhom carboxylic tai dc 181,0 (C-
28) va mot lién két doi ngoai vong tai dc 157,8 (C-24) va 106,8 (C-31). Bo chuyén
dich héa hoc cua C-19 (on 0,51 (1H, d, J= 4,2 Hz, H,.-19), 0,72 (1H, d, J= 4,2 Hz,
Hb-19), dc 31,1) dic trung cho tin hiéu ciia mot vong cyclopropyl.Trén phd COSY
quan sat thiy cac hé tuong tac sau: H-1/H-2/H-3, H-5/H-6/H-7/H-8, H-11/H12, H-
15/H-16/H-17/H-20/H-22/H-23. Ngoai ra, trén phd HMBC c6 cac tuong tac chinh
gitta H-26/H-27 cung twong tac dén C-25, giira H-21 dén C-20/C-17, giita H-19 tuong
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tac voi C-1/C-10/C-9/C-11/C-5/C-8, giita H-29 tuong tac voéi C-28/ C-3/C-4/C-5,
gitta H-30 voi C-8/C-13/C-14/C-15, giita H-18 twong tac voi C-12/C-13/C-14/C-17,
gitta H-31 v&i C-23/C-24/C-25, giita H-8 vgi C-7/C-9/C-10/C-14/C-15, giira H-5 V&i
C-3/C-4/C-6/C-10, giita H-11 v&i C-9/C-10/C-12, giita H-17 véi C-18/C-13/C-20
cho phép xac dinh ciu tric caa hop chat OE10 nhu hinh v& (Hinh 4.59).

Qua phan tich dit liéu phé 1D, 2D NMR cua OE10, két hop so sanh tai liéu
tham khao d3 cong bd truée d6 [149] cho phép xac dinh hop chat OE10 la 23-
deoxojessic acid.

4.1.2.11. Hop chdt OE11: Cucurbitacin F

Hinh 4.60. Cau trdc hoa hoc va cac twong tac chinh trén phé HMBC, COSY cua
hop chat OE11
Hop chat OE11 thu dugc duéi dang chat bot mau tring. Phan tich céc di kién
phd 1D, 2D NMR cho thay cau tric OE11 thugc nhém chat cucurbitacin. Pho H
NMR xuét hién tin hiéu singlet caa tim nhém methyl tai 5u 0,92 (3H, s, H-30), 0,98
(3H, s, H-28), 1,09 (3H, s, H-18), 1,19 (3H, s, H-29), 1,21 (3H, 5, H-26), 1,34 (3H, s,
H-27), 1,32 (3H, s, H-19), 1,40 (3H, s, H-21), va ba nhom oxymethine & n 4,48 (1H,
m, H-16), Jn 3,55 (1H, m, H-2) va on 2,87 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-3). Ngoai ra, phé H
NMR con c¢6 mot tin hiéu doublet caa proton olefin & on 5,76 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-
6) va hai tin hiéu proton olefin ¢ dang trans tai on 6,85 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-23) va
on 6,99 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-24). Bén canh d6 con xuat hién cac tin hiéu proton
methine va methylene ¢ truong cao trong khoang on 1,05 — 2,08 ppm, trong khi cac
tin hiéu gan nhém carbonyl chuyén dich sang trudng thap hon, cu thé on 2,58 (1H, t,
J=4.8Hz, H-12) va 2,54 (1H, d, J = 4,8 Hz, Hp-12) va 61 2,50 (1H, d, J = 13,2 Hz, H-10).
Pho6 3C NMR cua hop chat OE11 cho thay tin hiéu caa 30 nguyén ti carbon
gém tdm nhom methyl (dc 19,8 dén 29,2), nam carbon carbinol ¢ dc 71,8 (C-2), 81,9
(C-3), 71,6 (C-16), 79,9 (C-20) va 71,5 (C-25) va hai carbon carbonyl ¢ oc 204,9 (C-
22), 216,1 (C-11), dac trung cua triterpenoid khung cucurbitane.
Bang 4.24. S liéu pho NMR caa hop chat OE11 va hop chat tham khao

C | #oc%d | 6c® | onPC (dang tin C | #octd | o3¢ onPC (dang tin
hiéu, J = Hz) hiéu, J = Hz)
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1] 348 | 34,8 1,81 (m) 16 | 716 | 716 4,48 (M)
1,05 (m)
2 | 717 | 718 3,55 (m) 17| 594 | 594 261 (d, 7,2)
31819 819 | 287(d09,6) 18| 206 | 205 1,09 (s)
4 | 433 | 434 a 19| 198 | 198 1,32 (s)
5 (1427 1427 - 201 799 | 79,9 -
6 | 121211199 5,76(d, 6,0) 21 254 | 254 1,40 (s)
71247 | 248 | 242(dd, 7.8, | 22| 2049 2049 -
19,2)
2,00 (dd, 5,4;
19.2)

8 | 443 | 444 1,95(d,7,8) | 23 1200 1213 6,85 (d, 15,6)
9 | 49,7 | 49,7 - 241 1553 1553 6,99 (d, 15,6)

10| 34,9 | 349 | 250(d,132) | 25| 715 | 715 -
- 26| 292 | 2972 1,21 ()

11 1 216,0 | 216,1
121 49,9 | 49,8 2,58 (t, 4,8) 27 254 | 253 1,34 (s)
2,54 (t, 4,8)
131 494 | 49,7 - 28 223 1 223 0,98 (s)
141519 | 519 - 29| 254 | 254 1,19 (s)
15| 46,6 | 46,6 1,39 (m) 30 | 20,7 | 206 0,92 (s)
1,83 (m)

3150MHz, °600 MHz, °CD30D, 950 MHz, *dc ciia cucurbitacine F do trong CD30D [150]
Trén phd COSY caa OE11 xuat hién 4 hé tuong tac spin-spin caa cac proton
lién ké bao gom H-3/H-2/H-1/H-10, H-6/H-7/H-8, H-15/H-16/H-17, H-23/H-24
duoc biéu dién trén hinh 4.60. Trén phd HMBC cua OE11, twong tac giira Me-28 (5n
0,98) va Me-29 (dn 1,19) véi C-3 (5c 81,9), C-4 (dc 43,4), C-5 (5¢c 142,7) chi ra rang
hai nhdm methyl nay gin vao C-4. Tuong tic HMBC giira Me-18 (&4 1,09) véi C-8
(&c 44,4), C-12 (oc 49,8), C-13 (¢ 49,7), C-17 (o 59,4); gitta Me-19 (5 1,32) véi
C-8 (&c 44,4), C-9 (& 49,7), C-10 (& 34,9), C-11 (& 216,1); giita Me-21 (84 1,40)
v6i C-17 (& 59,4), C-20 (&c 79,9); giita Me-30 (84 0,92) véi C-13 (& 49,7), C-14
(& 51,9), C-15 (& 46,6), C-17 (& 59,4) cho phép xac dinh vi tri caa bén nhom
methyl dwugc dinh tryc tiép lan luot tai C-13, C-9, C-20 va C-14 cua khung
cucurbitane. Tuong tac gitta Me-26 (dn 1,21) va Me-27 (o 1,34) véi C-23 (oc 121,3),
C-24 (6c 155,3), C-25 (& 71,5) va sy twong tac 1an nhau cua chiing cho phép xac
dinh vi tri ciia hai nhdm methyl ndy duoc gan tai C-25. Tir tat ca phan tich trén két
hop so sanh vai tai liéu tham khao [150] thi cau tric cia hop chat OE11 dugc xac
dinh la cucurbitacin F.

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

Hinh 4.61. Cau trdc hoa hoc cua hop chat OE12
Bang 4.25. Sé liéu pho NMR cua hop chat OE12

C dc®® | onPt (dangtinhiéu, | C | dc*° | onPC (dang tin hiéu,
J=Hz) J=Hz)
1 224 1 133(m):1,6(d 30) 19 @ 205 1,09(s)
2 | 288 1,77 (m) 20 | 725 :
2,03 (m)

3 | 879 3,44 (br. s) 21 | 29,0 1,29 (s)

4 42,7 - 22 | 49,8 1,43 (m)

5 142,1 - 23 | 745 4,59 (m)

6 | 1196 5,64 (d, 6,0) 24 | 1265 5.15 (d, 8,4)

7 | 249 | 193(m); 2,40 (m) | 25 | 136,9 -

8 | 442 1,98 (m) 26 | 258 174 (s)

9 | 509 - 27 | 184 1,72 (s)

10 | 365 2.37 (m) 28 | 28,6 1,07 (s)

11 | 2166 : 29 | 259 1,26 (s)

12 | 495 | 236(m):3,14(m) | 30 | 21,6 1,27 (s)

13 | 48,7 - 1 | 1066 430 (d, 7,8)

14 | 486 : 2 | 756 3.18 (d, 4,8)

15 | 41,7 | 141(m),187(m) | 3 | 783 3,32 (M)

16 | 77,6 443 (m) 4 | 7.7 3,29 (m)

17 | 56,4 1,99 (m) 5 | 77,6 3,22 (m)

18 20,1 0,94 (s) 6' 62,9 3,67 (dd, 6,0; 12,0)
3,84 (dd, 2,4 12,0)

4150MHz, ®6600MHz, °CD30OD [151]

Hop chat OE12 phan lap duoc dudi dang chat bot mau trang. Trén phod H
NMR xuat hién cac pic dic trung cho khung cucurbitane véi cac tin hiéu cua tam
nhom methyl tir on 0,94 dén 1,74, cu thé 1a on 0,94 (3H, s, H-18), 1,07 (3H, s, H-28),
1,09 (3H, s, H-19), 1,26 (3H, s, H-29), 1,27 (3H, s, H-30), 1,29 (3H, s, H-21), 1,72
(3H, s, H-27) va 1,74 (3H, s, H-26). Ngoai ra, ph6 *H NMR con ¢ hai tin hiéu doublet
cua hai proton olefin tai on 5,64 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-6) va on 5,15 (1H, d, J = 8,4
Hz, H-24). Bén canh d6 con xuat hién céc tin hiéu proton methine va methylene trong
khoang on 1,33 — 2,40 ppm. Cac nhom oxymethine on 3,44 (s, H-3), 4,43 (ddd, J =
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3,6; 10,2; 3,6 Hz, H-16), 4,59 (m, H-23) ciing duoc quan sat trén pho H-NMR cua
hop chit OE12. Trén phé *C NMR cua hop chit OE12 cho thay tin hiéu cua 36
nguyeén tir carbon gdm 30 nguyeén tir carbon dic trung cua triterpenoid thugc nhém
cucurbitacin va 6 nguyén tir carbon thuoc mot don vi duong hexose. Proton anomer
cua hop chat OE12 tai dn 4,30 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1') ¢6 hang s6 tuwong tac J = 7,8
Hz cho phép xac dinh cau hinh  cua lién két glycoside.

OH X\ HMBC

Hinh 4.62. Cac twong tac chinh trén phd HMBC va COSY cua hop chat OE12

Trén phé COSY cua OE12 xuét hién niam hé tuong tic spin-spin cua Cac
proton lién ké bao géom H-3/H-2/H-1/H-10, H-6/H-7/H-8, H-15/H-16/H-17, H-22/H-
23/H-24, H-1'/H-2'/H-3'/H-4'/H-5'/H-6' dugc biéu dién trén hinh 4.62. Trén phd
HMBC cua OE12, tuong tac gitra Me-28 (dn 1,07) va Me-29 (dn 1,26) vai C-3 (oc
87,9), C-4 (dc 42,7), C-5 (dc 142,1) chi ra rang hai nhém methyl nay gan vao C-4. Tuong
tdc HMBC gitra Me-18 (o1 0,94) vai C-8 (oc 44,2), C-12 (&c 49,5), C-13 (o 48,7),
C-17 (&c 56,4); gitra Me-19 (64 1,09) vai C-8 (&c 44,4), C-9 (o&c 50,9), C-10 (oc
36,5), C-11 (oc 216,6); gitra Me-21 (n 1,29) véi C-17 (oc 56,4), C-20 (o&c 72,5); gitra
Me-30 (on 1,27) véi C-13 (oc 48,7), C-14 (oc 48,6), C-15 (oc 41,7) cho phep xac
dinh vi tri ciia bén nhém methyl duoc dinh tryc tiép lan luot tai C-13, C-9, C-20 va
C-14 cua khung cucurbitane. Tuong tac gitra Me-26 (o1 1,74) va Me-27 (on 1,72) voi
C-24 (& 126,5), C-25 (&c 136,9) va su tuong tac 1an nhau cua ching cho phép xac
dinh vi trf ciia hai nhdm methyl nay duoc gin tai C-25. Tuwong taic HMBC giira proton
H-23 véi C-16 va do chuyén dich hda hoc cua ching khing dinh cho lién két Cys-O-
C23 (Hinh 4.62). Ngoai ra, twong tac HMBC cua H-3 véi C-1', C-5 va H-1' vdi C-3,
C-2', C-3' cho thay don vi duong gan véi phan aglycon & vi tri C-3.

Cau hinh o caa proton & vi tri C-3 dugc x4c dinh bang twong tac trén phd NOESY
cta H-3 (on 3,69) va H-28 (0n 1,07). Bén canh d6 phd NOESY xut hién tin hiéu trong
tac giita Ho-3 va H-1' goi y cau hinh o ciia proton tai vi tri C-1', twong tac gitra H-8 va
H-18/H-19 cho phép xac dinh cau hinh f caa proton & C-8. Thém nira, trén phd NOESY
cling quan sat thay tin hiéu twong tac gitra H-17/H-30 goi y cau hinh a cta proton tai vi
tri C-17, cac twong tac giita H-16 va H-26/H-23, H-24/H-27 cho phép xac dinh cau hinh
S cua H-16, H-23.
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HO o 0 ’ -
HO 1 ‘ £ 4-a NOESY
HO 29 Tog

OHﬁ
Hinh 4.63. Cac twong tic NOESY chinh ciia hop chat OE12
Tir tat ca nhitng phan tich dir liéu pho trén va so sanh vai tai liéu tham khao
[151] cho phép xac dinh dugc hop chat OE12 1a 34-(8-D-glucosyloxy)-16a,23a -
epoxycucurbita-5,24-diene-11-one.

4.1.2.13. Hop chdt OE13: Lupeol

5 %
Hinh 4.64. Cau trdc hoa hoc caa hop chat OE13

Hop chat OE13 thu duoc dudi dang chat bot mau trang. Phan tich pho cong
huong tir hat nhan 1D, 2D cho thay OE13 ¢6 cau trac tuong ty voi OE9 chi khac duy
nhat mot diém 1a xuat hién nhom -OH & vj tri C-3 trong khung lupane. Trén pho H
NMR ciing cho thay cac tin hiéu dic trung cua cac proton singlet ciia 7 nhém methyl
tai 61 0,76 (3H, s, H-24), 0,95 (3H, s, H-23), 1,03 (3H, s, H-25), 0,94 (3H, s, H-26),
0,83 (3H, s, H-27), 0,79 (3H, s, H-28), 1,68 (3H, s, H-30), hai proton methylene sp?
tai 0w 4,69 (LH, d, J = 2,4 Hz, Ha-29), 4,57 (1H, d, J = 2,4 Hz, Hy-29) tuong tu nhu OEQ.

Ph6 3C NMR ciing cho thay OE13 ¢ 30 nguyén tir carbon, trong d6 c6 hai
carbon la cua lién két olefin tai dc 150,9 (C-20) va 109,3 (C-29), bay nhém methyl,
mudi nthdm methylene sp?, nim nhém methine sp, nam carbon khong lién két hydro.
Trén pho 3C NMR cua OE13 ¢4 tin hiéu cua nhém oxymethine tai dc 79,0 (C-3) Ia
diém khac duy nhat voi OE9. Nhu vay, két hop gitra cac tin hiéu thu duoc trén phd
IH NMR, phd 3C NMR c6 thé nhan dinh 30 nguyén ti carbon thudc khung lupane
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gidng OE9. Két hop so sénh dit liéu pho caa hop chat OE13 véi dix liéu di cong bd
cua hop chat lupeol [152] cho phép xac dinh hop chat OE13 chinh 1a lupeol.
Bang 4.26. S liéu phd NMR cuaa hop chat OE13 va hop chat tham khao

C | "0c® | 6 on°¢ (dang tin C | "oc* | 6c?¢ | onPC (dang tin
hiéu, J = Hz) hiéu, J = Hz)
1 38,7 38,7 1,66 (m) 16 | 35,6 35,6 1,47 (m)
1,38 (m)
2 27,4 27,4 1,56 (m) 17 | 43,0 43,0 -
1,64 (m)
3 79,0 79,0 3,20 (dd, 11,4, 18 | 48,3 48,3 1,36 (m)
4,8)
4 38,8 38,8 - 19 | 48,0 48,0 2,39 (m)
5 52,3 55,3 0,67 (m) 20 | 1510 | 1509
6 18,3 18,3 1,50 (m) 21 | 30,0 29,9 1,92 (m)
1,4 (m) 1,32 (m)
7 34,3 34,3 1,38 (m) 22 | 40,0 40,0 1,38 (m)
1,18 (m)
8 40,8 40,8 - 23 | 274 28,0 0,95 (s)
9 50,4 50,5 1,26 (m) 24 | 154 154 0,76 (s)
10 | 37,2 37,2 - 25 | 159 16,0 1,03 (s)
11 | 209 20,9 1,41 (m) 26 | 16,1 16,1 0,94 (s)
1,21 (m)
12 ¢ 251 25,2 1,67 (m) 27 i 145 14,5 0,83 (s)
1,05 (m)
13 | 38,0 38,1 0,91 (m) 28 | 18,0 18,0 0,79 (s)
14 |+ 42,8 42,8 - 29 | 109,3 | 109,3 | 4,69 (d, 2,4)
4,57 (d, 2,4)
15 | 28,0 27,5 0,99 (m) 30 | 19,3 19,3 1,68 (s)
1,62 (m)

3150 MHz, ®§600 MHz, °CDCls, “dc cua lupeol do trong CDCl3 [152]
4.1.2.14. Hop chat OE14: 3-(E)-Coumaroyltaraxerol

Hinh 4.65. CAu tric hoa hoc cua hop chit OE14

24 23

Hop chit OE14 thu duoc dang bot mau tring. Cau tric cia OE14 duoc Xac
dinh twong ty taraxerol chi khéc & vi tri C-3 duoc thay thé bai nhdm trans-coumaroyl
khi phan tich cac dir kién phd. Céc tin hiéu dic trung cho 1 hop chét triterpenoid thu
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duoc trén phd H NMR cua hop chat OE14 twong tu Véi cc tin hiéu proton thu dugc
tir MS5.
Bang 4.27. S liéu phd NMR cua hop chat OE14 va chat tham khao

C #§Ca,c ocac 5Hb,c (di,lng C #5Ca,c ocaC 5Hb,c (di,lng
tin higu, J = tin higu, J =
Hz) Hz)
1 | 374 | 374 1,08(m) |21 | 331 | 331 1,23 (m)
1,33 (m)
2 | 235 | 236 1,64(m) | 22| 351 | 351 1,00 (m)
1,69 (m) 1,36 (M)
3 81,0 | 809 4,59 (dd, 23 | 28,0 | 28,0 0,90 (s)
11,4; 5,4)
4 379 : 37,9 - 24 © 16,8 | 16,8 0,96 (s)
5 | 557 | 557 091(m) |25 155 | 155 0,98 (s)
6 | 187 | 187 1,49(m) |26 | 259 | 259 1,11 (s)
1,62 (m)
7 0412 | 412 1,38(m) |27 ! 213 | 21,3 0,92 (s)
2,04 (dt,
12,6; 3,0)
8 39,0 | 39,0 - 28 | 29,7 | 298 0,83 (s)
9 | 492 | 492 147(m) | 29| 333 | 333 0,96 (s)
10 { 379 | 379 - 30 0 299 | 299 0,91 (s)
11 | 175 17,5 1,49 (m) 1" | 167,3| 167,2 -
1,62 (m)
12 | 337 | 337 1,52 (m) 2' | 116,3 1164 | 6,31(d, 16,2)
1,61 (m)
13 | 375 | 375 - 3" | 1439 1439 |7,61(d, 16,2)
14 : 158,0 | 158,0 - 4 1274 1274 -
15 | 116,9 | 116,9 | 554 (dd, 8,4, | 5" | 1299 1299 | 7,44(d, 8,4)
3,0)
16 | 37,7 | 377 1,61 (m) 6 | 1158 1158 | 6,84 (d, 8,4)
1,92 (dd, 3,0;
14,4)
17 : 358 35,8 - /1575 1575 -
18 | 48,8 | 488 0,94 (m) 8 | 1158 1158 | 6,84d(8,4)
19 | 36,7 | 367 0,96 (M) 9 | 129,9 1299 | 7,44d (8,4)
1,29 (m)
20 | 288 | 288 -

3150MHz, °600 MHz, °CDCls, "¢ cua hop chat 3-(E)-coumaroyltaraxerol

do trong CDCI3[153]

Cu thé, trén phdé 'H NMR cua OE14 xuat hién cac tin hiéu cia tim nhom
methyl tai on 0,83 (3H, s, H-28), 0,96 (3H, s, H-29), 0,92 (3H, s, H-27), 0,91 (3H, s,
H-30), 0,96 (3H, s, H-24), 0,90 (3H, s, H-23), 0,98 (3H, s, H-25), 1,11 (3H, s, H-26),
cung tin hiéu caa mot proton olefin tai 0w 5,54 (1H, dd, J = 3,6; 8,4 Hz, H-15) va mét
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tin hiéu proton oxymethine tai on 4,59 (1H, dd, J = 5,4; 11,4 Hz, H-3). Bén canh do,
trén phé 'H NMR con xuat hién mot hé vong thom dang A2B; vai cac tin hiéu proton
tai on 6,84 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-6'/H-8") va 7,44 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-5'/H-9"). Thém
nita 1a 2 proton olefin khac véi d6 chuyén dich 1 6,31 (1H, d, J = 16,2 Hz, H-2") va
7,61 (1H, d, J = 16,2 Hz, H-3") c6 hang s twong tac J = 16,2 Hz cho thay lién két doi
nay cd cau hinh trans.

Trén phé carbon thu dwgc céc tin hiéu cua 39 carbon trong d6 30 carbon hoan
hoan phu hop véi mét triterpenoid gdm tam nhdm methyl tai dc 28,0 (C-23), 16,8 (C-
24), 18,5 (C-25), 25,9 (C-26), 21,3 (C-27), 29,8 (C-28), 33,3 (C-29), 29,9 (C-30), 9
nhom methylen tai ¢ 37,4 (C-1), 23,6 (C-2), 18,7 (C-6), 41,2 (C-7), 17,5 (C-11), 33,7
(C-12), 36,7 (C-19), 33,1 (C-21), 35,1 (C-22), 3 nhém methine sp? tai 5c 55,7 (C-5),
49,2 (C-9), 48,8 (C-18); mot nhém methine sp? tai dc 116,9 (C-15); mot nhom
oxymethine tai dc 80,9 (C-3) va tam carbon khong lién két hydro tai dc 37,9 (C-4),
39,0 (C-8), 37,9 (C-10), 37,5 (C-13), 158,0 (C-14), 35,8 (C-17), 28,8 (C-20). Chin
nguyeén tir carbon con lai wng véi nhanh trans — coumaroyl trong d6 ¢6 bén nhém
methine thom tai dc 129,9 (C-5'/C-9"), 115,8 (C-6'/C-8"), hai nhém methine olefin tai
oc 116,4 (C-2", 143,9 (C-3"), mot nhém carbonyl tai dc 167,2 (C-1") va hai carbon
khong lién két hydro tai dc 127,4 (C-4'), 157,5 (C-7'). So sanh céac dit liéu phé caa
hop chit OE14 thu duwoc voi dir lieu phé di cong bd cua hop chat 3-(E)-
coumaroyltaraxerol [153] thdy su phi hop & tat ca c4c vi tri. Nhu vay c6 thé két luan
dugc OE14 la 3-(E)-coumaroyltaraxerol.

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

Hinh 4.66. Cau trdc hoa hoc cua hop chit OE15
Hop chat OE15 thu dwoc dudi dang bot vo dinh hinh mau vang. Phan tich cac
phd cong huong tir va so sanh sb liéu phd cua OE15 véi hop chat MS8 cho thiy
OE15 giéng hét MS8, két hop véi dit liéu pho di cong bd cua hop chat 4'-O-methyl-
8-prenylnaringenin thay su phi hop & tat ca cac vi tri (bang 4.8). Nhu vay c6 thé két

luan dugc OE1L5 la 4'-O-methyl-8-prenylnaringenin.
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4.1.2.16. Hop chat OE16: 6,7,8-trimethoxycoumarin
D

L

0¢ 9 -
s A 23 <5 ﬁ\
077 L1007 o ™~ 0" o
0\ ~ — COSY
~~—X HMBC
Hinh 4.67. Cau trdc hoa hoc va cac twong tac chinh trén phé HMBC, COSY cua
hop chit OE16
Bang 4.28. S6 liéu phd NMR cua hop chat OE16 va hop chat tham khao

C “oc2C OcC OnPC (dang tin hiéu, J = Hz)
2 160,5 160,5 -
3 115,2 115,3 6,33 (d, 11,4)
4 143,4 143,4 7,59 (d, 11,4)
5 103,6 103,7 6,66 (s)
6 150,1 150,1 -
7 1431 143,1 -
8 1431 1431 -
9 114,3 114,3 -
10 1459 146,0 -

6-OCHjs 56,3 56,3 3,89 (s)

8-OCHjs 61,5 61,5 3,99 (s)

7-OCHjs 61,8 61,8 4,04 (s)
3150MHz, °600 MHz, °CDCl; “dc ciia hop chdt 6,7,8-trimethoxycoumarin

do trong CDCI3[154]

Hop chit OE16 phan lap duoc dudi dang chat bot mau trang. Trén phd H
NMRva *C NMR cua OE16 c6 su hién dién cia ba nhém methoxy tai [d1 3,89 (3H,
s, 6-OCHs3), 3¢ 56,3 (6-OCH3)], [013,99 (3H, s, 8-OCHs), 6¢ 61,5 (8-OCHs)], [0+4,04
(3H, s, 7-OCHp3), 6c 61,8 (7-OCH3)]. Ngoai ra, con quan sat dwgc mot nhdm methine
thom duy nhét tai [0k 6,67 (1H, s, H-5), 5c 103,8 (C-5)] va hai nhém methine olefin
tai [0n 6,33 (1H, d, J = 11,4 Hz, H-3), ¢ 115,3 (C-3)] va [61 7,59 (1H, d, J = 11,4 Hz,
H-4), dc 143,4 (C-4)] ciia mot lién két doi dang -CH=CH-.

Trén ph6 3C NMR xuat hién nhom carboxyl c¢6 d6 chuyén dich héa hoc dc
160,5 (C-2). Tur cac phan tich trén cho thay OE16 la mot dan xuat coumarine. Trén
phd tuong tic HMBC quan sat dugc twong tac cua H-5 (d4 6,66) véi C-6 (dc 150,2),
C-9 (dc 114,4), C-10 (5c 146,0); H-3 (51 6,33) Véi C-2 (5c 160,5) va C-9 (5c 114,4);
H-4 véi C-5 (5 103,7), C-9 (dc 114,4), C-10 (¢ 146,0), C-2 (3¢ 160,5) di khang dinh
khung coumarine cta hop chat OE16. Vi tri ciia cac nhom methoxy dugc gan ¢ cac
carbon C-6, C-7, C-8 dua trén cac tuong tac HMBC cua cac proton nhom methoxy
CH30-6, CH30-7, CH30-8 voi cac carbon C-6, C-7, C-8 tuong tng. Két hop so séanh
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Vv6i cac tai liéu tham khao dd cong bd [154] c6 thé két luan duoc OE16 la 6,7,8-
trimethoxycoumarin hay dimethylfraxetin.

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

OH

H,C0” 4

OH

Hinh 4.68. Cau trdc hoa hoc cua hop chat OE17
Bang 4.29. S liéu phd NMR cua hop chat OE17 va chat tham khao

C "Oc?C Oc?C onPC (dang tin hiéu, J = Hz)

1 123,1 123,1 -

2 115,8 115,8 7,56 (d,1,8)

3 148,6 1487 -

4 152,6 152,7 -

5 113,8 113,8 6,85 (d, 8,4)

6 125,3 125,3 7,58 (dd,1,8; 8,4)
-COOH 170,0 170,4
4-OCHjs 56,4 56,4 3,91 (s)

3150MHz, ®600 MHz, °CD30D “dc cua hop chat 3-hydroxy-4-
methoxybenzoic acid do trong CD30D [155]

Hop chat OE17 phan lap dugc dudi dang chat bot mau trang. Trén phé *H NMR
xuat hién tin hiéu cua mot vong thom kiéu ABX tai 647,56 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2), 6,85
(1H, d, J = 8,4 Hz, H-5), 7,58 (1H, dd, J = 1,8; 8,4 Hz, H-6). Ngoai ra, con cé tin hiéu
cta mot nhom methoxy tai ou 3,91 (3H, s, 4-OCHs) trén phd cong huéng tir proton tH
NMR. Mat khac, trén phd 3C NMR quan sat duoc mot vong thom tai cac vi tri dc 123,1
(C-1), 115,8 (C-2), 148,7 (C-3), 152,7 (C-4), 113,8 (C-5) va 125,3 (C-6) déu cua Ccac
nguyén tir carbon sp?, dong thai cd tin hiéu caa mét nhém carbonyl tai dc 170,4 gan & vi
tri C-1. Két hop vai viéc so sanh dir liéu phé cua OE17 véi tai lidu da duoc cong bd
[155] cho phép két luan OE17 1a 3-hydroxy-4-methoxybenzoic acid.
4.1.2.18. Hop chat OE18: Vomifoliol

Hinh 4.69. Cau trdc héa hoc cua hop chit OE18
Hop chat OE18 thu duoc dudi dang chat bot mau trang. Trén pho *H-NMR
Xuat hién céc tin hiéu singlet caa ba nhdm methyl singlet tai on 1,06 (3H, s, H-12),
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1,04 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-10), n 1,04 (3H, s, H-11), mot nhém methyl doublet tai
on 1,27 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-10), mot nhém methylene tai on 2,49 (1H, d, J = 16,8
Hz, Ha-2), 2,17 (1H, d, J = 16,8 Hz, Hy-2) va bdn nhém methine (mot nhém methine
sp® tai on 4,32 (1H, m, H-9), mot nhém methine sp? tai Jn 5,89 (1H, s) va hai nhom
methine sp?thudc vé mot lién két dbi co cau hinh trans tai dn 5,80 (1H, dd, J = 14,0;
5,0 Hz, H-8), 5,81 (1H, d, J = 14,0 Hz, H-7). Trén phé 3C NMR xuét hién tin hiéu
cua 13 carbon bao gdm 1 nhoém carbonyl tai 5c 201,2, bon nhém methyl tai dc 19,5
(C-12), 23,4 (C-13), 23,8 (C-10), 24,5 (C-11), mot nhém methylene tai dc 50,7 (C-
2), ba nhom methine sp? tai dc 127,1 (C-4), 129,9 (C-7), 136,9 (C-8); hai nhom
oxymethine tai dc 79,9 (C-6), 68,6 (C-9) va hai carbon khdng lién két hydro tai dc
42,4 (C-1), 161,5 (C-5). Cau triic cua vong cyclohexenone dugc khang dinh khi quan
st trén phé HMBC thiy c6 su twong tic cua Ha-3, Hp-3 véi C-3, C-4, C-6, C-1. Vi
tri cia nhanh ¢ C-6 dugc xac nhan lai boi sy tuwong tac cua H-7 vdi C-6 quan sat duoc
trén HMBC. Trén phd twong tic COSY xuét hién tin hiéu twong tac cta proton H-7
véi H-8, H-8 véi H-9. So sanh sb liéu pho 3C NMR cua OE18 vai céc sd lieu da
duoc cong bd (bang 4.30) [156] cho phép xac dinh ciu tric caa hop chat OE18 1a
vomifoliol.
Bang 4.30. S liéu phd NMR cuaa hop chat OE18 va hop chat tham khao

C “ocde oce onP¢ (dang tin hiéu, J = Hz)

1 42,3 42 .4 -

2 49,9 50,7 2,48 (d, 16.8)
2,16 (d, 16,8)

3 200,9 201,2 -

4 1259 1271 5.89 (s)

5 161,5 161,5 -

6 79,9 79,9 -

7 130,0 129,9 5,81 (d, 14,0)

8 136,9 136,9 5,80 (dd, 14,0; 5,0)

9 68,7 68,6 432 (m)

10 23,8 23,8 1,27 (d, 6,6)

11 247 245 1,04 (s)

12 20,0 19,5 1,06 (3)

13 235 235 1,94 ()

3150MHz, °600 MHz, °CD30D, 965 MHz "¢ cua hep chat vomifoliol do trong CD30D [156]
4.1.3. Két qua phan lgp cac hep chat (MS1-MS14, OE1-OE18) tir loai M.
semiserrata va O. eberhardtii

Béng cac phuong phap sic ky két hop tir hai loai xay rang nhon va ban giac
d3 phan 1ap va xac dinh ciu tric cua 32 hop chit bao gdm: 10 hop chat flavonoid
(kazinol B (MS6), kazinol A (MS7), 4'-O-methyl-8-prenylnaringenin (MS8, OE15),
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kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranoside (MS13), quercitrin (MS14), 5,7,3-
trihydroxy-6,4',5'-trimethoxyflavone (OE2), 5,7,2' 5'-tetrahydroxy-6,3',4'-
trimethoxyflavone (OE3), chrysoeriol-7-O-f-D-glucopyranoside (OEG6)), 16 hop
chat triterpene saponin va triterpenoid (myrsineoside A (MS1), myrsineoside B
(MS2), myrsineoside C (MS3), 3-a-L-arabinopyranosyl castanopsol (MS2), lupeol
acetate (MS4, OEL), taraxerone (MS5), cucurbitacin D (MS9), cucurbitacin H
(MS10), eclalbasaponin 1l (MS11), spergulacin (MS12), lup-20(29)-ene (OE9), 23-
deoxojessic acid (OE10), cucurbitacin F (OE11), 34-(5-D-glucosyloxy)-16a,23a-
epoxycucurbita-5,24-diene-11-one (OE12), lupeol (OE13), 3-(E)-
coumaroyltaraxerol (OE14)) va 6 hgp chit khac (dehydrovomifoliol (OE4),
protocatechuic acid (OE5), 7Z-roseoside (OE7), 6,7,8-trimethoxycoumarin (OE16),
3-hydroxy-4-methoxybenzoic acid (OE17), vomifoliol (OE18)).

Dic biét, 3 hop chat: myrsineoside A (MS1), myrsineoside B (MS2) va
myrsineoside C (MS3) phan lap tir loai M. semiserrata |a nhitng hop chat méi, cung
18 hop chat phan lap tir loai O. eberhardtii 1a nhitng hop chét lan dau tién dugc phan
lap tr chi Oligoceras.

Thanh phan hoéa hoc chinh tir Ioai M. semiserrata duoc nghién ctu chi yéu 1a
cac hop chét terpenoid (khung oleanane, lupane, cucurbitane va hopane) va flavonoid
hoan toan phd hop véi cac cong b trude do vé thanh phan chinh cua chi Myrsine.

CAu tric hda hoc cua cac hop chét trén duoc xac dinh dia vao céc di liéu phd
IR, HR-ESI-MS, MS, 1D, 2D NMR, dong thoi so sanh vai cac tai lidu da cong bd
trude day dbi voi cac hop chat da biét.
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Hinh 4.70. Céc hop chat MS1-MS14 phan lap tir M. semiserrata
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Hinh 4.71. Céc hop chat OE1-OE18 phan lap tir O. eberhardtii
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4.2. Panh gia hoat tinh sinh hoc cac hep chét phan lap dwoc tir M. semiserrata
va O. eberhardtii
4.2.1. Hoat tinh gdy déc té bao ciia cac hep chdt phan ldp tir M. semiserrata va O.
eberhardtii
Bang 4.31. Két qua thir hoat tinh gay doc té bao cua cac hop chat phan 1ap tir M.
semiserrata va O. eberhardtii

Mau 1Cs0 (LM)
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+109 | 23,39+£202 | 73,58+ 1,18

MS3 10495+2,66 | 177,21+0,39 | 4357+141 [ 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 - - - -

OE1l - - - -

OE2 - - - -

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

OE®6 - - - -

OES8 - - - -

OE9 - - - -

OE12 41,32 +2,13 36,42+184 | 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

(*): Chdt d@si ching, (-): C&c chdt ¢d ICsp > 200 uM

Két qua danh gia hoat tinh gay doc té bao in vitro cua cac hop chat phan lap
tir M. semiserrata va O. eberhardtii trén 4 dong té bao ung thu & ngudi gém: ung thu
phdi (A549), ung thu gan (HepG2), ung thu vt (MCE7), ung thu biéu mé (KB) (Bang
4.31) cho thay:

Hop chit cucurbitacin D (MS9) phan Iap tir M. semiserrata thé hién kha ning
gy doc té bao manh d6i véi dong ung thu KB, HepG2, MCF7 vdi gié tri I1Csp twong
ung la 2,05 £ 0,05; 2,32 + 0,07; 5,45 + 0,15 uM trong khi cucurbitacin H (MS10) chi
thé hién kha nang gay doc té bao manh véi dong ung thu biéu mé (1Cso = 6,76 + 0,15).
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MS10 thé hién hoat tinh gay doc té bao & mirc trung binh véi hai dong HepG2 (ICso
= 11,21 + 0,34) vda MCF7 (ICso = 37,56 + 1,22 uM). Ca hai hop chat nay thé hién gay
doc yéu dbi véi dong té bao A549. Hai hop chit méi myrsineoside B (MS2) va
myrsineoside C (MS3) ciing thé hién kha ning giy doc té bao ¢ murc trung binh ddi
VGi dong té bao A549 lan luot & cac gia tri ICso twong ung 1a 23,39 + 2,02 va 43,57 +
1,41 uM trong khi d6 chung thé hién gy doc yéu hon dbi véi cac dong té bao HepG2
va MCF7. Bén canh d6 hop chat mai MS2 con thé hién kha ning gay doc té bao trung
binh dong ung thu biéu md véi gia tri ICso 12 32,80 + 0,77 UM trong khi MS3 thé
hién gay doc té bao yéu ¢ dong té bao ung thu nay. Ngoai ra, két qua ¢ bang 4.31 con
cho thay hop chat méi myrsineoside A (MS1) va hai hop chat da biét Kazinol B

(MS6), 4'-O-methyl-8-prenylnaringenin (MS8) ciing c6 biéu hién gay doc té bao yéu

vé6i bbn dong té bao ung thu thir nghiém trén trong khi cac chat con lai (MS4, MS5,
MS7, MS13, MS14) phan Iap tir M. semiserrata khong giy doc véi cac dong té bao
ung thu thur nghiém.

Hop chat 3p-(B-D-glucosyloxy)-16a,23a-epoxycucurbita-5,24-diene-11-one
(OE12) phan lap tir O.eberhardtii thé hién hoat tinh gy doc té bao ¢ mtc do trung
binh véi ba dong ung thu biéu mo, ung thu gan va ung thu phoi véi céc gia tri 1Cso
tuong tng 1a 41,32 + 2,13; 36,42 + 1,84 va 38,34 + 1,28uM so véi chat dbi ching
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 gay doc yéu
véi ca 4 dong té bao ung thu thir nghiém vaéi gia tri 1Cso trong khoang 101,54-197,58
UM. C4c hop chét con lai khong thé hién hoat tinh giy doc ¢ cac ndng do nghién cau
trén ca bén dong té bao ung thu thir nghiém.

C4c hop chat phan I1ap tir M. semiserrata c6 hoat tinh tét déu la cac triterpenoid.
Hai hop chat MS9, MS10 c6 khung cucurbitacin thé hién hoat tinh tét hon so v&i céc
saponin méi ¢ khung oleanane MS1, MS2 va MS3. Hoat tinh gy doc té bao ung
thu caa hop chat cucurbitacin D da duoc nghién ciu rat nhiéu tir dau thé ki XX, chu
yéu duoc phan lap tir ho Cucurbitaceae, cac hoat tinh chdng ung thu biéu hién manh
trén cac dong té bao khac nhau nhu ung thu v, phdi, gan, tir cung, tuyén tuy, ...[155].
Piéu tha vi la hop chat cucurbitacin D (MS9) lan dau tién dugc phan 1ap tir loai M.
semiserrata c6 biéu hién wc ché té bao ung thur vii va ung thu gan manh hon nhiéu so
véi cucurbitacin D phén Iap tir loai Cucumis prophetarum (1Cso: 26,7 uM (MCF-7),
5,0 UM (HepG2)) [158]. Bdi vai cucurbitacin H thi ¢é it nghién ciu vé hoat tinh gay
doc té bao, chi c6 mot nghién ciru gan day nam 2020 cua nhém tac gia Neha Kapoor
va cac cong su cho thay cucurbitacin H 1a mot trong nhitng thanh phan cua thudc co
thé chdng lai SARS-CoV-2 [159]. Piéu d6 cho thay trong nghién cau hién tai cua
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NCS, cucurbitacin H (MS10) tach tir M. semiserrata c6 hoat tinh chdng ung thu manh
vé6i dong té bao ung thu biéu mé rat quy bau, hira hen cho nhitng nghién ctu tiép theo
trong viéc chira tri loai ung thu nay.

Ta thdy MS2 ¢ biéu hién kha ning gay doc té bao & muc trung binh véi hai
dong ung thu biéu mé va ung thu phdi trong khi MS1 lai c6 biéu hién gay doc yéu
v6i hai dong nay, diéu nay co thé 1a do sy xuét hién thém mot ndi d6i ¢ vi tri C9-C11
trong khung oleanane caa MS1. Thém nita, hop chat MS3 hau hét déu cé biéu hién
gy doc yéu hon & ca 4 dong té bao thir nghiém so véi MS2 1a do sy ¢6 mat cia don
vi duong khac nhau & hai hop chat c6 cung khung nay.

Cac hop chat OE12, MS9, MS10 déu la cac hop chat cucurbitacin tuy nhién
hop chat OE12 c6 biéu hién gay doc té bao trung binh dén yéu vai ba dong té bao
ung thu biéu mo, ung thu gan, ung thu v trong khi MS9, MS10 déu c6 biéu hién gay
doc té bao kha manh véi ba dong nay. Diéu nay cé thé giai thich do sy dong vong
epoxy va gan thém dudng glucose & C-3 trong khung cucurbitane caa hop chat OE12 nay.

Mai sy thay thé cua cac nhom thé trong céu tric s& quyét dinh hoat tinh sinh
hoc riéng caa ching. Qua cac nghién ctru cho thay giita cu tric hoa hoc va hoat tinh
sinh hoc cua cac hop chat c6 méi twong quan véi nhau, tuy nhién khéng c6 mét quy
tac chung nao vé mdi quan hé giira cau tric héa hoc va hoat tinh sinh hoc cua ching.
4.2.2. Siz dung moé phéng ldp ghép phan ti dw dodn co ché irc ché GSK-38 cia
cac hogt chdt tiém néng phdn 1p tir O. eberhardtii
4.2.2.1. Kiém tra sy phil hop khd néng tinh toan cia phién ban mVina véi 11 chat itc ché
GSK-3p da biét
a) Si dung docking phan ti tink todn doi véi 11 chat ixc ché GSK-38 da biét

Thong thudng, md phong lap ghép phan tir c6 thé du doan cau hinh lién két
cua phdi tir v6i protein. Phién ban mVina 13 mot phién ban cai tién cua AutoDock
Vina [39], dugc xem 1a mét trong nhitng phan mém Iap ghép phan ti pho bién nhat,
da duoc sir dung rong réi trong cac cong thirc nghién cau thude ¢d su hd trg cia may
tinh, v&i hon 20 nghin trich dan trong 12 nim qua. Do d6, cong cu nay dugc str dung
dé tinh toan so bo vé nang luong tu do lién két va cau hinh lién két cua cac phoi tu
V6i GSK-35.

Truéc tién phai danh gia d6 tin cay caa phién ban mVina trén GSK-34 bang
céch kiém tra véi 11 chat e ché da biét trong ngan hang co s¢ dit liéu thuc nghiém
hoat tinh sinh hoc cua My. Cau tric ha hoc ciia 11 chat wrc ché da biét dugc thé hién
trong bang 4.32.
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Bang 4.32. Cau trdc hoa hoc cua 11 hop chit tc ché GSK-34 da biét
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STT Hop chat Céu trac hda hoc
H,N /N
g |
8 CHEMBL2177177

9 CHEMBL186101

N

N
=
10 CHEMBL2177155 \F)\é\

11 CHEMBL2182001

//N

\

Str dung cdng thirc Cheng-Prusoff [42], hang sé wc ché Ki duoc tinh nhu sau:

o G0 _(AGy AG [S]
=TS P (RT) — hs0 = €Xp (RT) +exp (RT) XX
1432 n
m

Trong diéu kién ly tuéng, gia st gid tri 1Cso bang Ki, ning lugng tw do lién két
thue nghiém c6 thé duoc suy ra tir cong thire ndi trén nhu sau:
AGeyp = RTIn(K;) = RTIn(ICs)
Trong d6, R = 1,987 x 10 (kcal/K.mol); T = 300 (K) va hing s6 trc ché Ki
dugce do bang mol. Ning luong AG duge do bang kcal.mol ™. Cac két qua duogc thé
hién trong bang 4.33 va bang 4.34:
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Bang 4.33. Cau hinh lién két gitta GSK-34 va 11 chit wc ché da biét

TT | Hop chét Cau hinh lién két TT | Hop chit Cau hinh lién két
CHEMBL 7 CHEMBL
1 365229 4764153
CHEMBL 8 CHEMBL
2 2177163 2177177
CHEMBL 9 CHEMBL
3 1088145 186101
CHEMBL 10 CHEMBL
4 1088011 2177155
5 CHEMBL 11 CHEMBL
2177165 2182001
6 CHEMBL

4758595
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Bang 4.34. Biém s cua céc chat tc ché GSK-34 ¢d sén so véi gia trj thir nghiém?

TT Hop chat K; AGp,ck AGgxp

1 { CHEMBL365229 0,30 10,5 | -13,07 [43]
2 { CHEMBL2177163 0,42 -10,1 i -12,87 [44]
3 | CHEMBL1088145 0,41 96 | -12,88[45]
4 | CHEMBL1088011 0,45 94 | -12,83[45]
5 | CHEMBL2177165 0,67 -9,2 -12,59 [44]
6 | CHEMBL4758595 0,78 9,1 -12,50 [46]
7 | CHEMBLA4764153 0,95 95 | -12,38 [46]
8 | CHEMBL2177177 0,99 -85 | -12,36 [44]
9 | CHEMBL186101 1,00 -9,7 -12,35 [43]
10 | CHEMBL2177155 1,10 9,4 | -12,30 [44]
11 | CHEMBL2182001 1,30 9,3 | -12,20 [46]

aPon vi cia hang so irc ché va nang lirong tu do lién két lan heot 12 nM va keal. mol ™
Hé sb twong quan gitra nang luong tu do lién két md phong va ning luong tu
do lién két thuc nghiém duoc xac dinh 1a R = 0,64 (Hinh 4.72) cho thdy mVina c6
thé du doan mot cach tuong ddi tét nang luong ty do lién két caa phdi tir voi GSK-
3. Két qua thu dugc budc dau bai mé phong docking phan tir nay tiép tuc duoc tinh
chinh boi mé phong dong luc hoc phan ti.

412,10
412,20
-12,30
12,40
412,50
-12,60
12,70
-12.80
-12,90
13,00
-13.10 e
-13,20

-11.0 -10.5 -10,0 -0.5 -9.0 -8.5 -8.0

AG dock (kcal mol?)

AG Exp (kcal mol?)

Hinh 4.72. Hé s6 twong quan giita ning lwong tu do lién két md phong va ning
lwong tu do lién két thuc nghiém
b) Sir dung md phong déng luc hoc phan ti tinh chinh két qua docking phan tir doi
véi 11 chadt irc ché GSK-3 dd biét
Mic du mVina thé hién hé sb trong quan kha tin cdy véi dit liéu thuc nghiém,
tuy nhién docking phan tu chi la qué trinh md phong budc dau véi cac tinh toan so
cap. Do d6, can phai xac nhan két qua docking bang cac phwong phap tinh toan chinh
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xac va chuyén sau hon dé dam bao do chinh xac [49, 50]. Nghién ctu nay st dung
phuong phap kéo phdi tir nhanh (Fast pulling ligand - FPL) 1a3 mot phuwong phap phu
hop dé tinh chinh nhanh chéng va chinh xac ning luong tu do lién két [40]. D6 chinh
xéac cua ky thuat nay da duoc béo céo trong céc nghién ctu trude day [51-53]. Cau
hinh lién két cua phéi tir - protein (phic hé) cé tir md phong docking phan tir duoc
chon lam dit liéu dau vao cho mé phong MD. Phirc hé duoc tién hanh mé phong dong
luc hoc phan tir trong 20 ns véi 8 quy dao lap lai, két qua cho thay phirc hé dat dén
trang thai can bang trén tat ca cac quy dao nhanh chéng sau 5ns.

Do d6, cau hinh lién két cudi cung cuaa phtc hé thu tir mé phong MD dugc sir
dung 1am dit liéu dau vao dé tinh toan ai luc lién két thong qua md phong FPL. Trong
nghién ctu ndy, k¥ thuat FPL da duoc 4p dung trén 11 chat ac ché da biét, trong d6
st dung mot ngoai luc tac dung 18n khéi tdm caa mdi chét tc ché, khién ching di
chuyén ra khoi ving lién két véi GSK-38 trong khoang thai gian mé phong 700 ps.
Luc kéo nhanh chong dat gid tri ti da, xap xi trong vong 200 ps, trude khi dot ngot
tré vé 0, diu nay c6 nghia di khong con sy lién két giita protein va phdi ti. Gié tri
cdng kéo cao nhat dugc ghi lai twong tng vai luc gay gy dat lién két. Trong sudt
qua trinh md phong, cong cua luc kéo ciing dwogc tinh todn. Dit liéu thu dugc bao gom
luc gay gy dat lién két trung binh, (F_Max) va cong kéo, (W) , duoc béo cdo
trong bang 4.35.

Bang 4.35. Két qua md phong FPL cua céc chat tc ché GSK-34 ¢d san so véi gia tri
thir nghiém?
Hep chat (Fyax) (W) AGgxp
CHEMBL365229 | 541,7 +17,6 715+3,1 -13,07 [43]
CHEMBL2177163 | 672,6 £ 25,2 80,729 -12,87 [44]
CHEMBL1088145 | 608,4 + 35,1 84,4 +4,6 -12,88 [45]
CHEMBL1088011 | 597,8 + 24,0 74,6 £ 3,4 -12,83 [45]
CHEMBL2177165 { 602,9 + 27,5 80,2+4,6 -12,59 [44]
CHEMBLA4758595 | 7225+ 31,6 82,1+5/1 -12,50 [46]
CHEMBLA4764153 | 568,7 + 39,3 88,6 £ 3,6 -12,38 [46]
CHEMBL2177177 { 693,3+ 224 85,8+2,2 -12,36 [44]
CHEMBL186101 | 679,1 + 32,5 88,5+45 -12,35 [43]
CHEMBL2177155 | 816,5 + 37,1 89,3+ 3,8 -12,30 [44]

CHEMBL?2182001 { 894,4 +38,9 | 103,5+4,0 -12,20 [46]
3pon vi cua e, cong va ning heong tir do lién két lan ot 1 pN, keal.mol™* va kcal.mol™

Luc gay gdy dat lién két trung binh thay doi tir 541,7 + 17,6 dén 894,4 + 38,9
PN, cho gia tri trung binh 1a 672,5 &+ 32,4 pN. Trong khi d6, pham vi céng kéo trung
binh dao dong trong khoang tir 71,5 + 3,1 dén 103,5 + 4,0 kcal. mol™, mang lai muc
gia tri trung binh 12 84,5 + 2,6 kcal. mol™t. So sanh két qua tinh toan véi ning luong
tu do lién két thuc nghiém, hé sé trong quan luc ndy di ting 1én véi gia tri A R_FPL=
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-0,82 cho thay ring FPL déng vai trd 1a méot cdng cu thich hop dé tinh chinh cac két
qua lap ghép phan tir (Hinh 4.73).

110

100 R=-0.82

20

80

W (kcal mol )

70

60

50 . . . . 4
-1320  -1300 -1280 -1260 -1240 -1220 -12.00
Experimental Affinity (kcal mol?)

Hinh 4.73. Méi tuong quan gitta cong kéo (W) va ning luong tu do lién két thuc nghiém
Nhu vay c6 thé xac nhan do tin cay cia viéc s dung ding mVina va mé phong
dong luc hoc phan tir trong tinh toan d6i véi cac chat phan lap dugc tir O. eberhardtii.
4.2.2.2. Sur dung md hinh docking phan tiz va mé phong dong hoc phan ti tinh toan
doi véi cac chat phan ldp dwoc tir O. eberhardtii
a) Sir dung docking phan tir trong tinh todn déi véi cac chat phan ldp dwoc tir O.
eberhardtii
Ai luc lién két cua 18 hop chat phan lap tir Oligoceras eberhardtii dén GSK-
34 duoc du doan bang mVina. Céc két qua duoc thé hién trong bang 4.36. Dic biét,
nang luong tu do lién két dao dong tir -9,4 dén -5,7 kcal. mol™, gi tri trung binh 14 -
7,6 £ 0,2 kcal.mol ™.
Bang 4.36. Ai lyc lién két cua 18 hop chit phan lap duoc tir Oligoceras eberhardtii
dén GSK-38 (AGpock keal. mol™)

TT | Hopchit | AGpogc | TT Hop chat AGpocx
1 OE1 82 | 11 OE11 -7.9
2 OE2 86 | 12 OE12 94
3 OE3 -84 | 13 OE13 9,1
4 OE4 65 | 14 OE14 -8,5
5 OE5 68 | 15 OE15 7,7
6 OE6 -8,7 | 16 OE16 -7,5
7 OE7 -6,3 | 17 OE17 -7,0
8 OES8 5,7 | 18 OE18 -6,2
9 OE9 -6,4 19 | indirubin-3'-monoxime | -10,5
10 OE10 -8,6
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Trong 18 hop chat nay c6 hai hop chit gom lupeol (OE13) va 3p-(8-D-
glucosyloxy)-16a,23a-epoxycucurbita-5,24-diene-11-one (OE12) duoc cho 1a ¢6 thé
rc ché GSK-3p véi &i luc lién két gan nhat véi CHEMBL365229, day 1a chat thuc
nghiém c6 ai luc lién két 16n nhat. Cuy thé, két qua dugc trinh bay & bang 4.37.

Bang 4.37. Két qua tinh toan docking cua hai hop chét tiém ning

Amino axit tham gia lién{ Amino axit tham gia lién

TT i Hopchat | AGpoc két Hydro két Van der Waals

1| OEL 94  |Lys183,GInI8S, Ani8S, | )\ 64 phes7, Asp200
Asp 200

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

Duya trén cac tai liéu da cong bd trude day, co thé thay ving hoat dong cua
protein GSK-38 duoc cau thanh boi mot sé amino axit quan trong gom: 11e62,
Asp133, Val135, GIn185, Asn186, Cys199, Asp200. Trong cac nghién ctru phat trién
thudc, cac chat Gc ché thuong nham téi hinh thanh lién két véi nhitng amino axit nay
nham ngin chan hiéu qua hoat dong caa enzyme bang céach can thiép vao nhan dang
co chét va co ché xUc tac, cubi cling anh hudng dén chirc nang té bao va tin higu xudi
dong. Trong nghién ctru nay, cau hinh lién két giira hai phdi tir va GSK-34 duoc phan
tich bang phan mém PyMOL [48] va duoc biéu dién trong hinh 4.74.

(A)

(B)

Trong s6 nay, hop chat OE12 tao mét lién két hydro véi amino acid Cys199
cua GSK-34 (Bang 4.37). Cac twong tac ky nudc khac duoc quan sét thay do Val70,
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Ala83 va Leul88 hinh thanh vai OE12. Trong khi do, Asn64, Phe67, Argl41, Lys183
va Asp200 Ia cac amino acid tao twong tac ky nudc voi OE13, lién két gitta phdi tu
va protein duoc cung cb thém thdng qua 4 lién két hydro véi cac amino axit Lys183,
GIn185, Asn186, Asp 200.
b) Sir dung mo phéng déng luc hoc phan ti: tinh todn déi véi cac chdt phan ldp duoc
ter O. eberhardtii

Thong qua phuong phap hoi quy tuyén tinh, nang lwong tu do lién két du kién
cua phdi tir voi GSK-3 ¢6 thé duoc tinh nhu sau:

AGEES = 0.035 X W — 14.628

Dua trén budc danh gia voi chat thuc nghiém da thyuc hién trude do, cé thé nhan
dinh rang mé hinh FPL c6 kha ning tinh toan twong doi chinh xac ai luc lién két cua
phdi tir véi GSK-34. Do d6, nang luong tu do lién két phéi tir cia OE12 va OE13
v6i GSK-3p da dugc danh gia bang phuong phap FPL.

Cac két qua duoc trinh bay chi tiét trong bang 4.38 va hinh 4.74. Cy thé, cau
hinh lién két caa hai hop chat ban dau dugc tinh chinh théng qua md phong MD trong
thoi gian 20ns. Sau 5 ns md phong MD, phirc hé da dat dén trang thai 6n dinh (bang
4.38). Sau dé, cau hinh lién két cudi cuing caa phuc hé dugc chon lam dix liéu dau vao
cho mé phong FPL.

Bang 4.38. B thi biéu dién luc kéo gay dit gay lién két caa hai chat e ché tiém
nang trong qua trinh di chuyén ra khoi viing lién két voi GSK-34
TT Hop chit Cong kéo
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Db thi luc gy giy dut lién két duoc ghi nhan gan gidng véi cac chat thuc
nghiém trudc do, cho thay tinh chinh xac cua md hinh tinh todn. C6 thé thay, luc kéo
nhanh chéng ting dén gié tri cuc dai trude khi dot ngot giam xubng bang 0. Gia tri
trung binh cua luc kéo gay dat gy lién két va cong kéo dugc cung cip trong bang
4.39. Ning luong tu do lién két du doan 13 -9,87 va -10,46 kcal.mol L. K; du doan cua
cac hop chat tiém nang OE13, OE12 lan luot 14 64,43 va 23,95 (bang 4.39).

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

TT| Hopchit | AGpya AFyay w AGEre D‘-"(‘;‘I’\%‘ ki
1 OE12 94 1653,1+23,61191+36] -10,46 23,95
2 OE13 91 |7925+31,9]1359+27] -9,87 64,43

& Don vi Cua nang lwong: kcal. mol™

Do d6, c6 thé lap luan rang hai hop chat nay ¢ kha nang ngin chan chirc nang
ciia GSK-38. Vi cac gié tri thuc nghiém di dugc xac dinh & trén véi 4 dong té bao
ung thu cho thay ca hai hop chat OE12, OE13 déu c6 hoat tinh gay doc té bao, trong
d6 OE12 c6 hoat tinh gay doc té bao & muc trung binh nhung manh hon so véi OE13.
Diéu nay cho thay cac tinh toan Ii thuyét 1a hoan toan phi hop véi céc gia tri thuc
nghiém, cé thé sir dung phuong phap docking phan tir va mé phong dong luc phan tir
trong viéc khao sat hoat tinh cua céc chat phan lap duoc tir cac loai khac.
4.2.3. Hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh cac hgp chdt phan lgp tie M.
semiserrata va O. eberhardtii

Bang 4.40. Hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh caa cac hop chat phan lap tir M.
semiserrata va O. eberhardtii (MIC pg/ml)

Gram dwong Gram &m Nam
men
T . Enterococ | Staphyloc Bacillus | Escherichi Pseudomo | Salmonel Candida
Hop chat cus ocus . nas la .
T faecalis aureus A(E?(r%i 4 A?’éc()ZIIZS aeruginosa| enterica 2'.:.32:828
ATCC299 | ATCC259 579 922 ATCC278 | ATCC13 931
212 23 53 076
1 OE3 32 -
2 MS2 128 - 64
3 MS3 32 32 32
4 MS13 256 - 256 - - - 256
5 | SUEPIOMYC | 556 128 128 32 256 128
6 Cycl_ohgxa 32
mide

~ (O): chat doi ching, (-): MIC ciia cac chat > 256 pg/ml ‘
Cac chat OE1, OE2, OE6, OE8, OE9, OE12 — OE15, MS1, MS7, MS14 déu cb
gia tri MIC > 256 pg/ml.
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Sau hop chat sach dugc phan 1ap tir M. semiserrata (MS1-MS3, MS7, MS13,
MS14) va mudi mot hop chét sach dwgc phan lap tir O. eberhardtii (OE1-OE3, OES,
OES, OE9, OE11, OE12-OE15) dugc pha lodng trong DMSO & dai ndng do giam
dan: 256pg/ml, 128pg/ml, 64pg/ml, 32pg/ml, 16pg/ml, 8pg/ml, 4pg/ml va 2pg/ml
thir hoat tinh lan luot véi ba chung vi khuan Gram am (Escherichia coli
ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Salmonella enterica
ATCC13076), ba chiung Gram duong (Enterococcus faecalis ATCC299212,
Stapphylococus aureus ATCC25923, Bacillus cereus ATCC 14579) va mot chiang
nam men Candida albicans ATCC10231. Két qua thu duoc ¢ bang 4.39 cho thay
hau hét cac hop chat phan lap tir loai O. eberhardtii déu khdng thé hién kha ning
khang khuan ddi véi cac chung vi khuan va nam trén, chi c6 duy nhat OE3
(5,7,2',5'-tetrahydroxy-6,3',4'-trimethoxyflavone) c6é kha nang khang chung
Enterococcus faecalis khd manh & gia tri MIC = 32 pg/ml.

Ddi vai cac chat phan phan Iap tr M. Semiserrata chi yéu 1a cac hop chat
saponin va flavonoid thé hién kha ning khang vi sinh vat kiém dinh, cu thé 1a c6 ba
hop chat myrsineoside B (MS2), myrsineoside C (MS3) va Kaempferol 3-O-a-L-
rhamnopyranoside (MS13) thé hién kha nang khang cac chung gram duong, khong
cd biéu hién khang véi cac chung gram am. Cu thé, hop chat MS3 biéu hién khéang
manh ca 3 khuin gram duong so vai chat dbi khang & cac gia tri MIC déu 1a 32 ug/ml,
MS13 biéu hién khang 01 ching gram dwong 14 Enterococcus faecalis twong dwong
Vé6i chat dbi khang Streptomycin & gié tri MIC 256 pg/ml; MS2 biéu hién khang khé
t6t 2 khuan gram dwong Enterococcus faecalis va Bacillus cereus so vai chat doi
khang ¢ MIC lan luot 14 128 va 64 pg/ml. Nhu vay, c6 thé thiy hai hop chit méi
myrsineoside B (MS2) va myrsineoside C (MS3) ¢ tiém ning ¢ng dung tdt trong
diéu tri mot s6 bénh nhidm trung nhu viém ndi thm mac, viém duong tiét niéu, viém
tuyén tién liét.



136

KET LUAN

Bang phuong phap sic ky két hop va cac phuong phap pho hién dai, ¢ su so
sanh véi s6 liéu phd cac hop chat tuong ty trong tai liéu tham khao, tir hai loai Myrsine
semiserrata va Oligoceras eberhardtii NCS da phan 1ap va xac dinh duoc ciu trdc
cua 32 hop chat va danh gia mot s hoat tinh sinh hoc cua céc hop chat nay. Cu thé:

e Vé thanh phdn hoéa hec:

1. Tirloai M. semiserrata da phéan 1ap va xac dinh cau tric 14 hop chat (MS1-
MS14) trong d6 c6 3 hop chat méi va 11 hop chat da biét. Ba hop chat méi dugc xéac
dinh la 3-O-a-L-arabinopyranosyl juglangenin A (MS1), 3-O-p-D-xylopyranosyl
castanopsol (MS3), 3-a-L-arabinopyranosyl castanopsol (MS2) va 11 hop chat da
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-a-L-
rhamnopyranoside (MS13), quercitrin (MS14).

2. Tuloai O. eberhardtii da phan 1ap va xac dinh cau tric 18 hop chat da
biét gom: lupeol acetate (OE1), 5,7,3'-trihydroxy-6,4',5'-trimethoxyflavone (OE?2),
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 (OE), 5,7,3-trihydroxy-6,4',5'-trimethoxyflavanone (OES),
lup-20(29)-ene (OE9), 23-deoxojessic acid (OE10), cucurbitacin F (OE11), 3p-(p-
D-glucosyloxy)-16a,23a-epoxycucurbita-5,24-diene-11-one (OE12), lupeol
(OE13), 3-(E)-coumaroyltaraxerol (OE14), 4'-O-methyl-8-prenylnaringenin
(OE15), 6,7,8-trimethoxycoumarine (OE16), 3-hydroxy-4-methoxybenzoic acid
(OEL17), vomifoliol (OE18).

e Vé hogt tinh sinh hoc:

3. Di tién hanh danh gia hoat tinh gay doc té bao ung thu cua cac hop chat
phan lap tr M. semiserrata (MS1-MS14) va O. eberhardtii (OE1-OE18) trén 4 dong
té bao ung thu & ngudi: ung thu phdi (A549), ung thu gan (HepG2), ung thu v (MCF-
7), ung thu biéu md (KB). Két qua cho thiy hop chat MS9 phan lap tir M. semiserrata
déu thé hién kha niang gy doc té bao manh d6i voi dong ung thu biéu md KB, ung
thu gan HepG2 va ung thu vii MCF7 véi gia tri I1Cso twong ng la 2,05 + 0,05; 2,32
+ 0,07; 5,45 + 0,15 pM. MS10 thé hién kha ning gay doc té bao manh ddi véi KB
(ICso = 6,76 % 0,15) va mirc trung binh d6i véi HepG2 va MCF7 véi céc gié tri ICso
lan luot 12 11,21 + 0,34, 37,56 + 1,22 uM. Hai hop chat moi MS2, MS3 ciing thé
hién kha ning gay doc té bao & mirc trung binh ddi véi dong té bao ung thu phoi
A549 lan lugt ¢ c4c gia tri 1Cso twong (g 14 43,57 + 1,41 va 23,39 + 2,02 uM. Hop
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chat OE12 phan lap tir O.eberhardtii thé hién hoat tinh giy doc té bao ¢ mac do
trung binh véi ba dong ung thu biéu md KB, ung thu gan HepG2 va ung thu phdi
Ab549 véi cac giatri ICso trong ing 12 41,32 + 2,13, 36,42 + 1,84 va 38,34 £ 1,28uM.

4. Di nghién ctu hoat tinh khéng vi sinh vat kiém dinh cac hop chat phan
lap tir hai loai M. semiserrata va O. eberhardtii. Két qua cho thiy céc hop chat phan
lap tir loai O. eberhardtii déu khong thé hién kha ning khang khuan ddi véi céac
chung vi khuan va nam thir nghiém. Céc hop chat OE3, MS2, MS3, MS13 thé hién
tac dung khéang vi sinh vat kiém dinh twong ddi tét trong d6 MS3 biéu hién khang
manh véi 3 khuan gram duong Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC27853, Salmonella enterica ATCC13076 vai cac gia tri MIC
tuong tng déu 1a 32 pg/ml.

5. ba str dung moé phong docking phan tar va mé phong dong luc hoc phén ta
d6i vé6i cac chat tc ché GSK-3p tiém ning phén 1ap tir O. eberhardtii, két qua xac
dinh duoc hai hop chat OE12, OE13 c6 kha niang ngin chin chiic ning hoat dong
cua GSK-34 phu hop vai céc gid tri thuc nghiém.
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KIEN NGHI

Hop chat MS9 phan lap tir M. semiserrata thé hién kha ning gy doc té bao
manh d6i véi dong ung thu biéu mé KB, ung thu gan HepG2 va ung thu va MCF7,
MS10 thé hién kha ning gay doc té bao manh d6i véi dong ung thu biéu md KB ¢6
thé tiép tuc tién hanh nghién ciu co ché gay doc té bao dé dinh hudng vé kha nang tng
dung cuia hop chat nay.

Qua viéc st dung tinh todn mé phong dd xac nhan dwoc 2 hop chat OE12,
OE13 ¢4 kha ning ¢ ché GSK-38 trong diéu tri ung thu phu hop véi thuc nghiém,
do d6 co thé dung phuong phap nay dé thuc hién tim kiém céc hop chat phan lap tur
M. semiserrata ¢ kha ning rc ché GSK-35.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

Lan dau tién thanh phan hda hoc va hoat tinh sinh hoc cua hai loai Myrsine
semiserrata va Oligoceras eberhardtii dugc nghién ciu ¢ Viét Nam va trén thé gidi.
1. Vé thanh phan hoa hoc

Tur loai Myrsine semiserrata va Oligoceras eberhardtii da phan 1ap va xac dinh
cau triic hoa hoc cua 32 hop chat, trong d6 c¢6 3 hop chat mai tir loai M. semiserrata
va 18 hop chat lan dau dugc phan Iap tir chi Oligoceras

- Ba hop chat méi 1a: myrsineoside A, myrsineoside B, myrsineoside C.

- 18 hop chéat lan dau phan lap tir chi Oligoceras gdm: Lupeol acetate, 5,7,3'-
trinydroxy-6,4',5'-trimethoxyflavone, 5,7,2' 5'-tetrahydroxy-6,3',4'-
trimethoxyflavone, dehydrovomifoliol, protocatechuic acid, chrysoeriol-7-O-$-D-
glucopyranoside, 7Z-roseoside,5,7,3'-trihydroxy-6,4',5'-trimethoxyflavanone, lup-
20(29)-ene, 23-deoxojessic acid, cucurbitacin F, 3p-(5-D-glucosyloxy)-16a,23a-
epoxycucurbita-5,24-diene-11-one, lupeol, 3-(E)-coumaroyltaraxerol, 4'-O-methyl-
8-prenylnaringenin, 6,7,8-trimethoxycoumarin, 3-hydroxy-4-methoxybenzoic acid,
vomifoliol.

2. Vé tac dung sinh hoc
Hoat tinh gay doc té bao ung thu in vitro d6i vai 4 dong té bao ung thu KB,
HepG2, A549 va MCF7 cua 2 loai Myrsine semiserrata va Oligoceras eberhardtii
d3 duoc nghién ctu. Két qua cho thiy hop chét cucurbitacin D phan lap tir M.
semiserrata thé hién kha ning gay doc té bao tét nhat dbi voi dong ung thu biéu mo
KB, ung thu gan HepG2 va ung thu vii MCF7 véi gié tri ICso lan luot 2,05 + 0,05;
2,32 = 0,07; 5,45 + 0,15 uM. Hai hop chat mai myrsineoside B, myrsineoside C
phén lap tir M. semiserrata va 34-(-D-glucosyloxy)-16a,23a-epoxycucurbita-5,24-
diene-1 1-one phan lap tir O. eberharditii cling thé hién kha ning gay doc té bao &
mirc trung binh d6i v&i dong té bao ung thu phdi A549 véi cac gia tri 1Cso lan
luot 43,57 +1,41; 23,39 + 2,02 va 38,34 + 1,28 uM.

Lan dau tién sir dung md phong docking phan tir va md phong dong luc hoc
phan tir d6i voi cac chat tc ché GSK-3 tiém nang phan 1ap tir O. eberhardtii, két
qua xac dinh dugc hai hop chit OE12 (3p-(8-D-glucosyloxy)-16a,23a-
epoxycucurbita-5,24-diene-11-one) va OE13 (lupeol) cé kha nang ngan chan chac
nang hoat dong cua GSK-34 phu hop vaéi céc gi tri thuc nghiém.
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