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LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan dé tai nghién ctru trong ludn van nay 13 cong trinh
nghién clru cua t61 dua trén nhirng tai li€u, s6 liéu do chinh t6i tu tim hiéu va
nghién ctru. Chinh vi vy, cac két qua nghién ctru dam bao trung thyc va khach
quan nhat. Dong thoi, két qua nay chua timg xuét hién trong bat cr mot nghién
ctru ndo. Cac sd lidu, két qua néu trong ludn vian 13 trung thuc néu sai t6i hoan
chiu trach nhiém trudc phat luat.

Tac gia

-
-

\ ? a

Nguyén Xuin Ha



LOI CAM ON

Luan van nay dugc hoan thanh tai Vién Hoa hoc cac hop chét thién nhién,
Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam.

T6i xin bay to 1ong biét on sau sic dén nhimg thay c¢6 hudng dan GS.
TS. Nguyén Manh Cuodng va TS. DS. Pham Ngoc Khanh d3 chi bao tan tinh va
tao moi di€u kién thuén loi trong sudt qué trinh thuc hién luan van thac si.

T61 xin chan thanh cam on Ban lanh dao va cac anh, chi, ban déng nghiép
phong Hoat chét sinh hoc va Phan tich héa hoc — Vién Hoa hoc cac hop chét
thién nhién da co6 su ung ho, gitip do va c6 nhiing gop ¥ quy bau trong qua trinh
thuc hién va hoan thién luan van.

T6i xin trén trong cam on Ban lanh dao, phong Pao tao va cac thy co
bén Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé da tao moi diéu kién tot nhit cho toi
trong qué trinh hoc tap va nghién ctru.

T6i xin bay to 10ng biét on sdu sic va chan thanh t6i toan thé gia dinh va
ban bé da luon quan tam, khich 1€, dong vién t6i trong qua trinh hoan thanh
luan van.

To1 xin chan thanh cam on!

Tac gia

-
-

\? '

Nguyén Xuin Ha
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MO PAU

Thé gi6i hién dang phai d6i mat véi mot dai dich nhiém tring nghiém trong
gidng nhu bénh cim, gay ra bai mot loai coronavirus, cu thé 1a SARS-CoV-2. Ké tir
nam 2019, n6 da lan rong ra hon 130 qudc gia trén toan cau, 1ay nhiém cho hon 600
triéu nguoi va giy ra cai chét cho hon 6 triéu ngudi mac bénh (chiém khoang 1% ca
tr vong) (https://covid19.gov.vn/ - truy cap ngay 23/8/2023). Cac bién thé cua virut
SAR-CoV-2 va cac hoi ching hau COVID-19 dang dién bién phirc tap doi hoi can
tiép tuc nghién ciru dé dua ra nhiing liéu phap phong ngira va diéu tri thich hop [1].

Puong ho hép 1a con dudng chinh ma SARS-CoV-2 xam nhap vao co thé con
ngudi [2]. Virut SARS-CoV-2 xam nhap vao té bao phdi cia ngudi thong qua protein
Spike S tuwong tac voi cac thu thé ciia enzyme chuyén doi angiotensin-2 (ACE-2) &
phéi cta nguoi [3]. Do anh hudng cua virut, hé Renin-angiotensin ctia ngudi bi pha
v, dan dén cac tridu ching bénh 1y tram trong & phdi, gan, than va giy chét ngudi
rat nhanh chong [4]. Enzym ACE-2 va cac thu thé & nguoi nay 1a dich phén tir tiém
nang trong nghién ctru tim kiém va phat trién cac loai san pham va thudc trong phong
ngira va diéu tri bénh dich COVID-19.

Hién nay, k¥ thuat docking phan tir (in silico) véi sy hd tro cia may tinh dang
1a mot phuong phéap hiéu qué trong viée sang loc va danh gia cac hoat chat ¢ tac
dung sinh hoc & cap do phan tir [5]. Vi du, mot loat cac hop chat hoa hoc c6 hoat tinh
sinh hoc nhu flavonoid (rutin, astragalin, quercitin, isoquercitrin (tir ciy tim ma
Himalaya (Urtica dioica), glyasperin A, broussoflavonol F, isorhamnetin (tir keo ong
Sulawesi), chalcone (butein), triterpenoid (cucurbitacin E, cucurbitacin B,
isocucurbitacin B7) dugc phat hién 1a chét ¢c ché manh thu thé ACE-2 bang phuong
phap docking phén tir [6-9]. Sau hop chat tir cac ciy dugce lidu tir bao gdm tanshinone
I1A, carnosic acid, rosmarinic acid, salvianolic acid B, baicalein, and glycyrrhetinic
acid da dugc phat hién c6 tac dung trc ché virut SARS-CoV-2 qua thtr nghiém in vitro
va nghién ciru docking phan tir [10]. Viéc tim kiém chat rc ché ACE-2 tir cdy thude
va cac thanh phan ty nhién 14 mot trong nhing cach tiép can hiéu qua dé tao ra cac

san pham tiém nang dé phong ngira va diéu tri bénh COVID-19.

Chung t6i da budc dau sang loc in silico cua trén 1000 hop chat thién nhién
Viét Nam dén dich protein lién quan dén SARS-CoV-2 nhu Mpro, RdRp va ACE-2.
Két qua cho thay, mot s hop chat coumarin tir cidy X4o tam phan va cac hop chat
khac tir mot sb cy thude Viét Nam c6 tac dung manh thé hién qua ning lugng lién
két manh va twong tic cac vi tri axit amin quan trong trong ving hoat ddng ctia protein

ACE-2. Trén co s& ndy, chung t6i lwa chon nghién ctru phin l4p cac hop chét



coumarin tir cdy Xao tam phan va danh gia tac dung cua ching trén in vitro va in
silico

X4&o tam phan (Paramignya trimera (Oliv.) Burkill) loai cAy bui than g thudc
ho Rutaceae, phan bd chii yéu ¢ tinh Khanh Hoa, Viét Nam. Trong dan gian ré cua
loai thao dugc nay duogc dung dé diéu tri cac bénh vé gan, dac bi¢t 1a xo gan cd trudng.
Ré& clia X40 tam phan c6 thanh phan hoa hoc chinh 13 cac coumarin va coumarin
glycoside, vi du nhu ostruthin, ninhvanin, va paratrimerin A, B, ... [11-15].

Nhu vdy, viéc nghién ctru phan 1ap va danh gia tac dung trc ché enzym chuyén
d6i angiotensin (ACE-2) in vitro va in silico cta cac hop chit coumarin trong ciy
X4o tam phan (Paramignya trimera (Oliv.) Burkill) c6 tinh cap thiét va co ¥ nghia
khoa hoc va thuc tién. Viéc nghién ciru trén s& gop phan phat hién ngudn tai nguyén
thue vat Viét Nam trong phong ngtra va hd trg diéu tri bénh COVID-19. Do do, t6i
lya chon thuc hién dé tai: “Panh gia hoat tinh trc ché enzym chuyén doi
angiotensin 2 ciia cdc hop chét coumarin tir ré cdy X4o tam phan (Paramignya
trimera).”

Muc tiéu cua luan van:

- Phén 13p cac hop chét biscoumarin glycoside tir r& cAy X4o tam phan
(Paramignya trimera (Oliv.) Guill.)

- Nghién ctru hoat tinh ¢ ché ACE-2 in vitro va in silico cta cac hop chit
phan lap duogc.

No6i dung luan van bao gém X

1. Thu thap mau ré cAy X4o tam phan (Paramignya trimera (Oliv.) Guill.)

2. Xir Iy miu, ngam chiét, tao cao tong va cac cao phan doan.

3. Phén 1ap cac hop chat biscoumarin glycoside bang cac phwong phap sic ky.

4. Xéc dinh cau triic héa hoc ciia cac hop chit biscoumarin glycoside phan lap

duoc

5. Nghién ctru hoat tinh trc ché enzyme ACE-2 in vitro va in silico cta cac hop

chat biscoumarin glycoside phan lap dugc.

Nhirng dong goép cia luén van :

ba phan 13p va xac dinh cAu tric hoa hoc cua hai hop chat méi 1an dau tién
phan 1ap trong ty nhién tir ré loai X4o tam phan (Paramignya trimera (Oliv.) Guill.)
bao gdm cis-paratrimerin B (1) va cis-paratrimerin A (2).
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Céc cao chiét, cao phan doan va cac hop chit phan 14p 1 va 2 d duoc danh
gi4 hoat tinh trc ché enzyme ACE-2. Hai hop chat 1 va 2 thé hién hoat tinh Grc ché
dang ké vai ICsolan luot 12 28,9 va 68 uM

Nghién ctru m6 phdng docking phan tr dugc thuc hién trén dich protein ACE-
2 (PDB ID: 1R4L) dé danh gid kha ning twong tac lién két cta cac hop chit
biscoumarin glycoside 1-4 két qua cho thay ai luc lién két 1a —14,70, —12,95, —11,94
va —10,69 kcal/mol, thdp hon dang ké so v6i MLN-4760 ddi ching duong (—9,12
kcal/mol).
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Chwong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU
1.1. Chi Paramignya
1.1.1. Giéi thiéu vé chi Paramignya

Chi Cua ga, X4o (Paramignya) la chi thuoc ho Cam (Rutaceae) va phan bé rong rai
& ving nhiét i mién Nam Viét Nam, mién Nam Philippines, Thai Lan, Malaysia,
Java-Indonesia, Uc, viing khd va am ué6t cua Sri Lanka [12, 13, 16, 17].

Theo cac dix liéu thuc vat hoc “The World Flora Online” (https://wfoplantlist.org/

truy cap vao 21/3/2024) c6 24 loai thudc chi Paramignya cé tén khoa hoc duoc chap
nhan.

O Viét Nam, theo céc tai liéu da bao cdo chi ra c6 7 loai thudc chi Paramignya [18]
da duoc dé cap dén gom:

- Paramignya armata (Thwaites) Oliv. (Cua ga) moc & Pa Nang, Khanh
Hoa.

- Paramignya griffithii Hook. F (X&o griffith), phan b6 ¢ Lam Déng, Khanh
Hoa.

- Paramignya hispida Pierre ex Guillaum (Cya ga nham) phan b & Nghé
An, Quang Tri, Bong Nai.

- Paramignya monophylla Wight (X40 mét hoa) phan bé o Ba Vi.

- Paramignya petelotii Guillaum (X4ao petelot) moc & Mai Chau (Hoa Binh).

- Paramignya scandens (Griff.) Craib. (X4o leo) phan b & Ha Nam, Quang
Tri, Lam Dong.

- Paramignya trimera (Oliv.) Burkill (X&o tam phan) phan bé & ndi Lap Vo
(Tay Ninh), Khanh Hoa, Lam Déng.

Trong danh séch 7 loai ké trén c6 6 loai cd tén khoa hoc duoc chap nhan, bao gom:
Paramignya trimera, P. armata, P. hispida, P. monophylla, P. petelotii va P.
scandens.

1.1.2. Chi Paramignya trong y hoc ¢6 truyén

Loai Xao tam phan (Paramignya trimera) da dugc st dung trong y hoc dan gian &
tinh Khanh Hoa Viét Nam dé chita cac bénh vé gan nhu viém gan, xo gan cb truéng
[19]. O Thaéi Lan, than cay P. grithii duoc ding dé chita viém mii [20].

1.1.3. Thanh phin héa hoc

Cho dén nay, cac nghién ctru vé thanh phan hoéa hoc tap trung chu yéu vao cic bd

phan khac nhau (ré, than, vo, vo than, 14, canh va qua) cua 4 loai P. trimera, P.
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scandens, P. griffithii, P. monophylla, dic biét ¢ ré va than cua P. trimera. Cac hop
chét duoc phan thanh nhiéu loai 16p chit bao gdm coumarin, coumarin glycoside,
tirucallane, tirucallane saponin, acridone alkaloid, flavanone, flavon va flavanone
glycoside, phenol, chromen va megastigman. Trong d6, cic hop chit coumarin va

coumarin glycoside duoc phan 14p nhiéu nhat.
a) Cac hop chét coumarin va coumarin glycoside

Cho dén nay di xac dinh duoc khoang 39 hop chit coumarin va coumarin glycoside.
Pay 1a cac thanh phan chinh dugc phét hién tir cac 10ai P. trimera va P. monophylla.
Trong d6, 33 hop chat dugc phat hién tir loai P. trimera va 6 hop chat dugc tim thay
tr loai P. monophylla. Cu thé, cic hop chat thudc 16p coumarin gém 7-
hydroxycoumarin (1), 7-methoxycoumarin (2), ostruthin (3), ninhvanin (4),
ninhvannin B, 6-(6-hydroxy-3,7-dimethylocta-2,7 -dienyl)-7-hydroxycoumarin (5),
paratrimerin A,B (6,7) J-Y, paratrimerin E, F (8, 9), umbelliferone (10), scopoletin
(11), xanthyletin (12), pandanusin A (13), 8-geranyl-7-hydrocoumarin (14), 6-(7-
hydroperoxy-3,7-dimethylocta-2,5-dienyl)-7-hydroxycoumarin  (15), luvangetin
(16), poncitrin (17), nordentatin (18), 5-hydroxy-8,8-dimethyl-10-(3',7'-dimethyocta-
1',6'-dimethylocta-1',6'-dien-3'-yl) pyranocoumarin (19), 5-methoxy-8,8-dimethyl-
10-(3',7"- dimethyocta-1’,6’-dimethylocta-3'-dien-3’- yl) pyranocoumarin (20), 5-
methoxy-8,8-dimethyl-10-(7-hydroxy-3,7-dimethylocta-1,5-dien-3-yl)
pyranocoumarin (21), 5-hydroxy-8,8-dimethyl-10-(7-hydroxy-3,7-dimethylocta-1,5-
dien-3-yl) pyranocoumarin (22) (Phu luc 1) [11, 21, 22]. Piéu dang cha ¥, da c6 18
biscourmarin glycosides méi (paratrimerin A, B, J-Y) duoc phat hién tir ré ctia Xéo
tam phan véi dic trung cdu tric 14 hai vong coumarin duoc ndi v6i nhau qua mot
vong monoterpene. Cac biscoumarin glycoside tir X4o tam phan vé mat cau tric khac
biét vo1 cac biscoumarin tir cac chi khac thuoc ho Rutaceae, chéng han nhu bisparasin
tu Citrus paradise hoac thamnosin tir Thamnos mamontana [23].

b) Triterpenoid

Téng cong co6 15 hop chat triterpenoid duwoc phan lap tir cac loai thudc chi
Paramignya (Phu luc 2) trong d6 bay tirucallane 23-29 flindissone, deoxyflindissone,
tirucalla-7,24-diene-3-diol, 3-oxotirucalla-7,24-diene-21,23-diol, 3-oxo-tirucalla-
7,24-dien-23-ol, 24-dimethyl-lanosta-25-en-3-ol tr qua, la va than cua loai P.
monophylla [17, 24], mdt tirucallane 30 3-oxo-tirucalla-7,24-diene-21-al tir than cta
loai P. grithii [20], bay dan xuét glycosyl 31-37, paramignyol A, B, paramignyoside
A-E tir than va 14 cua loai P. scandens [25, 26].

c) Acridone alkaloid
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Cho dén nay, 7 hop chit alkaloid dwgc phat hién, bao gdm hop cht citrusinine-I,
glycocitrine-I11, oriciacridone E, oriciacridon, 5-hydroxynoracronycin, paratrimerin
C, D (38-44), Z (Phu luc 4), tit ca hop chit nay dugc tim thay & loai P. trimera c6
bd khung acridone dac trung [13, 27].

d) Flavonoid

Téng 6 hop chat flavonoid duoc tim thay tir chi Paramignya, bao gom ba flavanone,
hai flavone va mot dan xuat glycosyl 45-50 da dugc phan 1ap (Phu luc 4) [20, 24,
28]. Hai flavanon prenylat hoa 3',4'-dihydroxy-7 methoxy-8-(3-methylbut-2-enyl)-
furano-(4",5":6,5)-flavanon (46), va 3'4'-dihydroxy-7-metoxy-8-(3-metylbut-2-
enyl)-2"-(1-hydroxy 1-metyletyl)-furano-(4",5":6, 5)-flavanone (47), cung véi mdt
amoradicin (45) da biét duoc phan lap tir cao chiét methanol cia than cay P. grithii
trong khi flavanone diglycoside atripliside B (50) duoc lay tir dich chiét nudc cia
canh va la P. scandens. Trong sb cac flavon nay, cac flavon 48-49 trong cao chiét ete
dau hoa va chloroform ciia than cay P. monophylla [24].

e) Cac hop chét khac

Phan tich thanh phan hoa hoc cta cao chiét chloroform tir than cta loai P. trimera da
chi ra bay hop chat phenolic 51-57 [29]. Ngoai ra, axit vanillic (58) va trans-N-p-
coumaroyl tyramine (59) duoc phan 1ap twong tmg tir cao chiét methanol P. tripera
va cao chiét nudc P. scandens, ciing c6 thé dugc xac dinh 1a hop chat phenolic [13,
28]. Mot s6 glycosid sesquiterpene trong chi Paramignya xuit hién dudi dang
megastigmane glycoside, chi c6 hai hop chit c6 tén 1a gusanlungionoside C (62) va
(6R,9S)-roseoside (63), duoc phan 1ap tir cao chiét nuéc cua canh va 14 kho cua P.
scandens (Phu luc 5) [28].

Ngoai ra, cac hop chét khac nhu limonoid methyl isolimonate (64), lignin glycoside
syringaresinol di-O-f-D-glucopyranoside (65), nucleoside adenosine (66) cling duoc
phat hién tir canh va 14 kho caa P. scandens (Phu luc 6) [25]. Mot hop chit phd bién,
[-sitosterol (67) tir vo than cia loai P. monophylla cling da duoc bao cao [11].

1.1.4. Hoat tinh sinh hoc

a) Hoat tinh gay doc té bao

T cao chiét methanol than va 14 cua Paramignya scandens, hai hop chat
paramigynol A, B thé hién hoat tinh gay doc té bao dang ké voi ICs0 nam trong khoang
3.55 dén 10.50 UM trén 4 dong té bao KB (ung thur biéu mo biéu bi), SK -Mel-2 (khdi
u &c tinh), LU-1 (ung thu biéu mé tuyén phdi) va MCF-7 (ung thu vi). Trong s6 do,
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paramignyol A thé hién hoat tinh gay doc té bao trén dong té bao kB manh nhit vé6i
ICs0 3,55 £ 0,15 UM [26].

Tir cao chiét methanol cua ré cAy X4o tam phan thé hién hoat tinh giy doc té bao
chdng lai HepG2, MCF-7 tiém ning véi gid tri ICso lan luot 12 114.0 and 260.8
ng/mL. Hai hop chat coumarin, ostruthin va dan xuit 8-methoxy cla nd, cing véi
bén acridone alkaloid citrusinine-1, glycocitrine-Ill, oriciacridon va 5-
hydroxynoracronycin cé hoat tinh gdy doc té bao trén dong té bao ung thu biéu mé
gan Hep-G2 cho gia tri ICso trong pham vi tir 30,53 + 0,61 pM dén 62,90 + 2,58 M
[27].

b) Hoat tinh khang viém

Céac hop chat ostruthin, ninhvanin, 6-(6-Hydroxy-3,7-dimethylocta-2,7-dienyl)-7-
hydroxycoumarin, paratrimerin E, 8-geranyl-7-hydroxycoumarin, luvangetin va 6-
(2-hydroxyethyl)-2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran dugc sir dung dé e ché cac san
pham gy viém NO va PGE2, ciing nhu sy biéu hién protein nitric oxit tong hop
(iNOS) va cyclooxygenase-2 (COX-2) cam ung trong lipopolysacarit (LPS)- kich
thich cac té bao microglia BV2. Coumarin ostruthin va din xuat 8-methoxy ciia n6
c6 tac dung trc ché san sinh NO véi gia tri ICso 12 9,8 va 12,3 uM va lam giam sy tao
thanh PGE2 véi gia tri ICso 12 9,4 va 13,4pM, tuong tng. Cac hop chat ostruthin va
ninhvanin ciing c6 kha nang khang viém théng qua wc ché biéu hién ciia cac yéu t6
tién viém nhu protein iNOS va COX-2 trén té bao BV2 dugc kich thich bang LPS
[11].

Tac gia N. H. T. Phan va cOng sy da phan lap dugc nam tirucallane saponin
paramignyoside A-E tir loai Paramignya scandens [25] thu ¢ Da Lat va da danh gia
tac dung cua chung dén céc cytokine gay viém interleukin (IL)-12 p40, IL-6 va TNF-
o trén té bao cac té bao dudi gai c6 ngudn gde tir tiy xuwong (bone marrow-derived
dendritic cells (BMDC)) dugc kich thich bang LPS [25]. Hop chat Paramignyoside C
dugc phat hién c6 tdc dung manh va chon loc ddi voi viée san sinh interleukin IL-12
p40 vai gia tri ICso 1a 5,03 £ 0,19uM. Ngoai ra, paramignyoside D, paramignyoside
E thé hién hoat tinh dang ké, trong khi paramignyoside B va paramignyoside A thé

hién tac dung tic ché trung binh va yéu.
¢) Hoat tinh trc ché a-glucosidase

Cao chiét methanol cta ré loai X4o tam phan da dugc ching minh thé hién tac dung
trc ché a-glucosidase dang ké véi gia tri ICso 1a 36.6 pug/mL. Cac hop chat duoc xéac
dinh tir ré loai nay gém 7-hydroxycoumarin, 7-methoxycoumarin, ostruthin, 8-



methoxyostruthin,  oriciacridone,  citruscinin I,  glycocitrin ~ Ill,  5-
hydroxynoracronycin, 6,7-dihydroxycoumarin, 6-methoxy-7-hydroxycoumarin, 7-
demethylsuberosin, xanthyletin, 2,2-dimethylchrom-3-en-6-carboxaldehyde,
eulatachromene, paratrimerins C-F, ostruthin, umbelliferone, scopoletin,
xanthyletin, pandanusin A, citrusinine-I, glycocitrine-Ill, oriciacridone E, daedalin
A, vanillic acid va ninhvanin déu thé hién tac dung trc ché a-glucosidase v&i ICso
nam trong khoang 14,5 — 198,6 uM. Trong s do6, hop chét alkaloid paratrimerin C
thé hién hoat tinh manh nhét véi gia tri 1Cso 1a 14,5 + 1,2 pM [13]. M6t hop chat
alkaloid, (R)-2-ethylhexyl 2H-1,2,3-triazole-4-carboxylate dugc phat hién tir than cay
X40 tam phan, thé hién hoat tinh trc ché a-glucosidase véi gia tri ICso 1a 137,9 uM
[30].

1.2. Cay Xao tam phan (Paramignya trimera)
1.2.1. Pic diém thuc vat, phan bd va cong dung

Cay Xao tam phan c6 tén khoa hoc 1la Paramignya trimera thudc ho Rutaceae. Cay
X4&o tam phan phan b4 & Tay Ninh, Khanh Héa, Ninh Thuan, Pha Yén.

Cay X4o tam phén c6 nhiéu cong dung va thudng dung than ré cay dé ting cuong va

bao v¢ gan, ho trg di€u tri xo gan cd trudng va ung thu gan.

Cay Xao tam phan la cay gd nho, bui leo hay trudn, than dai tdi 4-5 m; c6 gai nhon,
hoi cong hay ngang, dai 0,4-1,2 cm. L4 moc so le. Phién 14 don, day, hinh bau duc
thudn, kich thudc khoang 2,3-5 x 1,8-2 cm; dinh 14 ¢6 khia nho, gc 1a tron, mép 14
c6 khia ¢ phia trén; mat trén xanh ddm, mat dudi nhat va bong, cé 8-10 do6i gan bén;
cuéng 14 dai khoang 4-8 mm, nhan. Cym hoa dang chum moc & nach 14, gém 2-8 hoa.
Hoa mau 3; cuéng hoa ngén, nhén, c6 14 bic; dai ton tai trén qua, 3 14 dai dinh nhau,
co tuyén r0, mép cb 16ng; 3 canh hoa nho, dai 4 mm; nhi 6, ngén hon canh hoa, chi
nhi day va det; bao phén hinh bau duc; bau 2-3 6, mdi 6 chira 1 nodn, voi nhuy day,
c6 tuyén, dau nhuy det, c¢6 3 go. Qua gan hinh cau, c¢6 dai va voi nhuy ton tai, dudng
kinh qua chi khoang 1,5cm. G6 than cirng, mau vang. R& mau niu sAm hay vang. Loi
ré mau vang nga. Toan than chira tinh dau, nhat 1a & ré. Cay ra hoa va qua vao khoang
thang 5-10 [31].

1.2.2. Thanh phin héa hoc va hoat tinh sinh hoc cay X&o tam phan

Céc nghién cuu hoa thuc vat trén thé gidi vé cac bod phan khac nhau cua
Paramignya trimera nhu than, ré, va 14 da chi ra rang cac thanh phan héa hoc chinh
bao gdm céc 16p chat: courmarin, alkanoid, flavonoid, cac axit hitu co. Cho dén nay,
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hon 70 hop chit da duoc phan 14p va xac dinh céu trac hoéa hoc trong d6 thanh phan
chinh 14 cac hop chat coumarin va coumarin glycoside.

T ré va than cua cay X4o tam phan, tac gia Tran Thu Huong va cong sy di phan
lap duoc 3 hop chat gdm ninhvanin B, paramitrimerol, parabacunoic acid [32]. Nhém
tac gia nay ciing dd phat hién duoc hai hop chat méi 1a paratrimerin A va paratrimerin
B tur ré va than cay Xao tam phan trong mot nghién cau khac [12].

HO HO_ O 0

m o)
OH OHHO o)

Paratrimerin A Paratrimerin B

OH
| HO

Ninhvanin B Paramitrimerol
Tur than cay Xao tam phan, nhom tac gia Nguyén Trung Nhan va cong su da
phan lap paratrimerin C, paratrimerin D thudc 16p chat acridone va paratrimerin E,
paratrimerin F thuoc 16p chat coumarin tir cao chiét CHCls va EtOAc. Cac hop chat
ma nhém tac gia xac dinh duoc cd hoat tinh @c ché a-glucosidase, gié tri ICso nam
trong khoang tir 14,6 dén 112,2 uM, manh hon so v6i acarbose dbi ching duwong
(ICso0, 214,5uM) [13].

Hai hop chét prenylated phenolic, paratrimerins G va H ciing da duoc phan
lap tir than cay Xé&o tam phan (Rutaceae). Cac hop chét nay dugc kiém tra hoat tinh
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trc ché a-glucosidase, hiéu qua tc ché ¢ mirc trung binh lan luot véi gia tri 1Cso 1a
89.2 va 58.8 UM [14].

Mot hop chat acridone alkaloid 1a paratrimerin I dugc tac gia Nguy@n Thi
Thanh Mai va cong su phan 1ap tir can chiét hoa tan boi CHCIs cua ré cay Xéo tam
phan. Paratrimerin | c6 kha ning gay doc té bao dang cha y ddi véi cac dong té bao
ung thu biéu mé gan ¢ nguodi HepG2 va ung thu biéu md vi ¢ ngudi MCF-7, véi céc
gia tri ICso twong tng 14 0,43 va 0,26 uM. Cac nhom N-methyl, C-4 methoxy, va C-
5 hydroxy trong khung acridone duoc dé xuat nhu mot dic diém cau tric anh huong
dén kha ning gy doc té bao manh [33].

O OH OH
O OH G
(L1 i
N Cr1
I P N 0
OH |
Paratrimerin C Paratrimerin D
HO
X A
OH
HO 0] (@]
Paratrimerin E Paratrimerin F
OH O
HO. WOH H
Ok@\ OH
o)
(o] "y
OH
Paratrimerin G Paratrimerin H
o o
g w W
OH O

Paratrimerin |
Tur than cdy X&o tam phan, tac gia Phan Van Kiém va cong su, da phan lap
dugc bay hop chét: ostruthin, ninhvanin, 8-geranyl-7-hydroxycoumarin, 6-(6’,7’-
dihydroxy-3’,7’-dimethylocta-2’-enyl)-hydroxycoumarin,  6-(7-hydroperoxy-3,7-
dimethylocta-2,5-dienyl)-7-hydroxycoumarin, 6-(2-hydroxyethyl)-2,2-dimethyl-2H-
1-benzopyran, luvangetin. Két qua nghién ctru hoat tinh khang viém cho thay, hop
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chat ostruthin, ninhvanin, 8-geranyl-7-hydroxycoumarin, 6-(6’,7’-dihydroxy-3’,7’-
dimethylocta-2’-enyl)-hydroxycoumarin va luvangetin wc ché san sinh NO va PGE:
trong céc té bao BV2 duogc kich hoat bai LPS lan lugt véi gia tri 1Cso ndm trong
khoang 9,8-46,8 uM va 9,4-52,8 uM. Bac biét ostruthin va ninhvanin dwoc chirng
minh 13 ngin chidn sy biéu hién cua protein iNOS va COX-2 do LPS gay ra. Nghién
ctru nay cung cip co s& khoa hoc vé viéc sir dung P. trimera trong phong ngira va
diéu tri cac bénh viém than kinh. Ostruthin va ninhvanin c6 thé cé cac tac dung diéu
trj tiém niang va can dugc xem xét dé phat trién thém nhu cac chat chong viém than
kinh méi [11].

AN
N X N
HO (0] @]
HO O (@] o)

~

Ostruthin Ninhvanin
HO
X N
H
© HO O (@]

6-(6',7'-dihydroxy-3',7'-dimethylocta-2'-enyl)-7-hydroxycoumarin

6-(7-hydroperoxy-3,7-dimethylocta-2,5-

8-geranyl-7-hydroxycoumarin
dienyl)-7-hydroxycoumarin gerary yaroxy

= N

= OH |
| 0 0 Yo
O O
6-(2-hydroxyethyl)-2,2-dimethyl-2H-1- .
Luvangetin

benzopyran
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Tir cao chiét EtOH cua than Xao tam phan, nhém tac gia Khong Trong Quan
va cong su, da phan 14p cac dimeric coumarin mai, paratrimerin J-Y. Trong sb céc
hop chat nay, paratrimerin W c6 tac dung gay doc té bao ddi véi ung thu biéu mo té
bao gan Huh7, sarcoma soi HT1080 va té bao ung thu dai truc trang HT29 vai gia tri
ICs0 lan luot 14 14,9, 18,4 va 22,5 puM.

Tac gia Nguyén Thi Hoai va cong su, da xac dinh hoat tinh sinh hoc cua tinh
dau duoc chiét xuit tir 14 Paramignya trimera bao gém tac dung gy doc té bao,
khang vi rat, khang khuan, chéng nam, chong trichomonas. Két qua cho thay, tinh
dau P. trimera khong gay doc té bao trén céc té bao thong thudng cu thé MT-4, BHK-
21, MDBK, va Vero-76. Tinh dau P. trimera thé hién ¢c ché manh chéng lai
Staphylococcus aureus, Candida parapsilosis lan luot vai gia tri MIC va MLC 1a 2%,
8% (v/v) va & cac chang con lai gia tri MIC va MLC 1én hon hoic bang 16% (v/v).
Ngoai ra, hoat tinh chéng trichomonas cua tinh dau P. trimera thé hién gia tri 1Cso,
ICg0, MLC lan luot 1a 0.016%, 0.03% va 0.06% (v/v). Tinh dau nay khdng hoan toan
hiéu qua chdng lai céc virus ssRNA+ (HIV-1, YFV, BVDV, Sbh-1, CV-B4). ssRNA-
(RSV, VSV), dsRNA (Reo-1) va dsDNA (HSV-1, VV) [34].

Thanh phan héa hoc tinh dau trong cay Paramignya trimera rat da dang va
phong phu. Theo tac gia Ain Raal va cong su, tinh dau tir 14 cua cay Paramignya
trimera thu duoc bang phuong phap chung cét 16i cuén hoi nuéc. Phan tich sic ky
khi ghép phd khéi (GC/MS) xéac dinh dugc tong sb 43 thanh phan, chiém 89.5% luong
tinh dau, chu yéu I1a hydrocacbon sesquiterpene (39.6%) va sesquiterpenes chtra oxy
(41.7%). Thanh phan chinh trong tinh dau nay Ia g-caryophyllene (10.5 %), f-
caryophyllene oxide (9.9 %), 7-epi-a-eudesmol (7.6 %), and y-muurolene (6.8 %)
[34].

Tac gia Gang MinHur va cong sy cho rang hai geranylated 7-hydroxy
coumarins chinh, 6-geranyl-7-hydroxycoumarin (ostruthin) va 8-geranyl-7-
hydroxycoumarin (8-geranylumbelliferone, 8-GU) dugc phén lap tr Paramignya
trimera, tao diéu kién thuan loi cho hai phuong thirc apoptosis va hoai tir kép phu
thudc RIPK1 bang cach nham muc tiéu IKKp khi that chat protein TNF1 (TNFR1).
Phan tich cac su kién nguoc dong cua NF-kB cho thay 8-GU va ostruthin &c ché dang
ké qua trinh phosphoryl héa IKK do TNF gay ra, trong khi khdng anh huong dén su
phosphoryl héa TAK1 va su hinh thanh phirc hop TNFR1. Biéu thd vi 12 8-GU khang
anh huong dén su chét té bao gay ra bai phdi tir Fas hoac phdi tir gay apoptosis lién
quan dén TNF hoic gay ra bai cac tac nhan gay hai DNA, 8-GU chi nhay cam voéi sy
chét té bao do TNF gay ra. Hon nita, 8-GU lam tang toc do hoai tir do TNF diéu khién
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bang cach diéu chinh ting su hinh thanh hoai tir trong FADD thiéu té bao ung thu
chira RIPK3 [35].

CAac nghién ctru gan day vao nim 2023, nhém Tran Hoai TG va cong sy da
phat hién cac kiéu apotirucallane protolimonoid mgi tir 14 cua cdy Paramignya
trimera gdm methyl-1,2-dihydroprotoxylocarpin D, (20S,21R,23R)-21,23-epoxy-
70.,24,25-trihydroxy-21-O-methyl-3-oxoapotirucalla-14-ene va 7a,24,25-trihydroxy-
3-oxoapotirucalla-14-en-21,23-olide. Ba hop chat nay khéng thé hién hoat tinh gay
doc té bao chong dong té bao MCF-7 tai nong d6 100 uM. Diéu tha vi 1, khi céc té
bao MCF-7 duoc xur ly bang methyl-1,2-dihydroprotoxylocarpin D & cac nong do
khac nhau, ngudi ta dd quan sat thay phan tng kich thich dang chu y, dan dén kha
nang séng sot cua té bao tang dang ké, 1&n tai 127% [36].

methyl-1,2-dihydroprotoxylocarpin D (20S,21R,23R)-21,23-epoxy-7a,24,25-
trihydroxy-21-O-methyl-3-
oxoapotirucalla-14-ene

Ta,,24,25-trihydroxy-3-oxoapotirucalla-14-en-21,23-olide
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Gan day vao nim 2024, tir phan doan EtOAc cua ré cay Paramignya trimera,
nhém Ding Hoang Phi phan 1ap mot dan xuét chromene méi 1a paratrimerin Z. Cau
trdc cua né di duoc 1am sang 6 trén co s giai thich quang phd NMR. Paratrimerin
Z 6 ndng d6 100 uM khong thé hién kha ning gay doc té bao di véi dong té bao ung
thu gan ngudoi Hep3B [37].

OH
Paratrimerin Z

Cay X4o tam phan duoc biét dén nhu mot vi thudc nam co truyén ¢ Viét Nam.
Do d6, cac hop chit c¢6 trong loai nay di duoc nhiéu tac gia phan lap va nghién ctu
tinh chat. Cac két qua nghién ctru cho thay thanh phan héa hoc cay Xao tam phan
chtra nhiéu coumarin, flavonoid, alkaloid, phenol va c6 nhiéu hoat tinh sinh hoc nhu
gy doc té bao, khang viém, khang khuan, khang nam. ..

1.3. Thu thé ACE-2 va vai tré trong diéu tri COVID-19

Enzyme chuyén ddi angiotensin 2 (ACE-2) duogc phat hién vao nim 2000 dudi
dang twong ddng cua enzyme chuyén doi angiotensin (ACE). ACE-2 1a mét protein
xuyén mang loai | bao gom 805 axit amin va c6 hai mién, cu thé 1a mién xtc tac dau
cubi amino va carboxy. Mién xuc tac chira mot vi tri hoat dong, mién metallicoprotein
k&m, phu hop véi 41,8% trinh tu cia ACE. Gen ma hda ACE-2 nam trén nhiém sic
thé X, Xp22.2. Bang chang cho thiy ACE-2 duoc biéu hién ¢ tim, than, phoi, gan,
tinh hoan, rugt va cac mé khéac [38-41]

Chtic ning sinh hoc cua ACE-2 ¢6 thé duoc chia thanh hai loai: phu thudc peptidase
va doc lap peptidase. Chirc nang phu thudc peptidase dé cap dén qua trinh chuyén
hoa angiotensin | (Ang I) thanh peptide angiotensin 1-9 (Ang 1-9) va angiotensin 11
(Ang 1) thanh peptide angiotensin 1-7 (Ang 1-7) (Hinh 1.8). Chirc nang khong phu
thudc vao peptidase caa ACE-2 chu yéu dé cap dén viéc diéu hoa nhiém tring
coronavirus. Chirc nang khong phu thudc vao peptidase ciing lién quan dén su hap
thu axit amin trong ruot. ACE-2 lién két véi chat van chuyén axit amin BOAT1 dé
diéu hoa su hap thu cac axit amin trung tinh trong ruot [41].
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Hinh 1.1. So do vé vai trd cua ACE2 trong hé théng renin-angiotensin-aldosterone va
tac dung bao vé cta né ddi Vi cac co quan [42].

Protein ACE-2 c6 trén 20 dang cau truc tinh thé tiy thudc vao cau tric va cac
phdi tir dong két tinh [43]. Trong nghién ciru vé in silico danh gia docking ngudi ta
thudng str dung cac ciu trlc tinh thé véi cac thude e ché dong két tinh cta ching vé
nhirng dic diém tuong tac va i luc lién két. DPidu ndy c6 y nghia ddi véi tinh dic hiéu
va xtc tac ctia co chat. MLN-4760 1a chat ¢rc ché ACE2 manh va chon loc & nguoi
(ICso = 0,44 nM) da dugc ban trén thi truong hién nay nhu mot tac nhan dé danh gia,
d6i chimg ACE-2. Viéc kiém tra sy tuong tac gitta MLN-4760 va ACE2 cho thay
cac gbc amino acid quan trong chiu trach nhiém lién két voi chat te ché va o 18 1a
mién XUcC tAc ctia co chat. Chat rc ché MLN-4760 c6 hai nhém carboxylate, mot trong
s6 d6 lién két voi nguyén tir kém bang cach thay thé phan tir nude lién két co trong
ciu tric ACE-2 tu nhién. Bé’mg phan tich thyc nghiém, céac lién két hydro dugc quan
sat khi chat (rc ché MLN-4760 gén trong mién xtc tac ACE2 tai cac vi tri hoat dong
gdm Arg273, His505, His345, Pro346, Thr371, Tyr515, Glu375 [44]. Nhitng vi tri
nay gop phan lam co s& cho viéc danh gia kha nang e ché ACE-2 cila cac hop chat
tu sang loc in silico.

Theo cac nghién ctru trude day, viéc sir dung cac cong cu sang loc in silico
trong viéc tim ra cac hoat chit ty nhién trc ché ACE-2 dang duoc 4p dung rong rii.
C6 thé ké dén nhu, hdn hop protein-peptide tir hat tam gidc mach (Fagopyrum sp.)
va hat diém mach (Chenopodium quinoa, Willd) da cho thiy cac peptide c6 ngudn
gdc tir thye pham c6 tiém ning e ché ACE-2. Thong qua viée st dung docking phan
tir, mot loat cac hop chét hoat tinh sinh hoc nhw flavonoid (rutin, astragalin, quercitin,
isoquercitrin (tir cAy tam ma cta Urtica dioica), glyasperin A, broussoflavonol F,
isorhamnetin (tr keo ong Sulawesi), chalcone (butein), triterpenoids (cucurbitacin E,
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cucurbitacin B va isocucurbitacin B) dugc phat hién 1a chat e ché manh mé thu thé
ACE-2 [7, 45].

Viéc str dung phuong phap in silico trong sang loc phat hién chat e ché ACE-
2 tir cay thude, thue vat va két hop danh gia tac dung in vitro cac thanh phan ty nhién
ctia chung s& gdp phan cac hop chat thién nhién tiém ning trong phong ngira va diéu
tri cac bénh do vi rat SARS-CoV-2 gay ra.
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Chuwong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. P6i twong nghién ciru

Mau ré cay X4&o tam phan (Paramignya trimera (Oliv.) Burkill) duoc thu thap tai xa
Ninh Van, tinh Khanh Hoa va dugc xac dinh bdi nha thuc vat hoc TS. Nguyén Quéc
Binh, Béo tang Thién nhién Qudc gia Viét Nam, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong
nghé Viét Nam. MAu tiéu ban (C-765) duoc luu giir tai phong Hoat chét sinh hoc va
Phan tich héa hoc cta Vién Hoéa hoc cac Hop chit Thién nhién, Vién Han 14m Khoa
hoc va Céng nghé Viét Nam, Ha N1, Viét Nam.

Hinh 2.1. Qua cdy Xao tam phan (Paramignya trimera) (GS. TS. Nguyén Manh
Cudng cung cap)

2.2. Phwong phap nghién ciru

2.2.1. Phwong phap chiét

Phuong phap chiét duoc sir dung trong nghién ctru 1a phwong phép chiét rin-1ong va
phuong phap chiét 10ng-10ng.

2.2.2. Phuwong phap phén lap va tinh ché cac hop chat

- Sic ky 16p mong (Thin layer chromatography-TLC): duoc thuc hién trén ban mong
d3 trang sdn DC Alufoline 60 F254 (Merck, 1,05715), RP-18 F254SS (Merck). Chat
trén ban mong dugc phat hién bang dén UV tai hai budc song chi dinh 254 nm va
365 nm va dung thude thir dung dich H2SO4 10 % sau d6 gia nhiét dén khi dé hién
mau.

- Séc ky cot (Column Chromatography-CC): sir dung silica gel 60 (Merck, 15-40 pm),
silica gel 100 (Merck, 63-200 um), Sephadex LH -20 (GE Healthcare) va silica gel
pha dao C18 (RP-18, Merck, 15-25 um ) lam chét hap phu cho pha tinh.
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- Sic ky 16ng hiéu ning cao (HPLC): dugc thuc hién voi cot sic ky HPLC pha dao
(RP-HPLC, pha tinh khong phan cyc, trong khi pha dong 1a chét long phan cuc. Cot
diéu ché duoc lam bang thép khong ri d6 dai 250 mm voi duong kinh 20 mm. Dau
dd UV nidm & cudi cot c6 tac dung dé phat hién chat. Tin hiéu dau do duoc ghi lai qua

phan mém luu trit va xtr 1y dit liéu, sau d6 hing phan doan thu duoc.
2.2.3. Phwong phap xac dinh ciu tric héa hoc ciia ciac hop chit phan lap

Céu trac hoa hoc ciia cac hop chét phan lap tir r& cdy Xao tam phan duoc xac dinh
bang phuong phap phd hién dai va dua trén so sanh véi dit lidu da duoc bao cdo trudc
do.

- Pho khéi phan giai cao HR-ESI-MS duoc do trén may AGILENT 6530 Accurate
Mass QTOF LC/MS cua Vién Hoéa hoc.

- Phd cong huong tir hat nhan NMR duoc thuc hién do trén may NMR Bruker AM600
va Bruker AV500 tai Vién Hoéa hoc v&i chat ndi chuan dugc sir dung la
Tetramethylsilane (TMS). Cac k¥ thuat phan tich pho cong hudng tir hat nhan da
dugc ap dung bao gdm: pho cong hudng tir hat nhan mét chiéu (1D-NMR) gom tH-
NMR, 8C-NMR, Pho cong huong tir hat nhan hai chiéu (2D-NMR) st dung cac k¥
thudt hién dai nhuw HSQC, HMBC, COSY va NOESY.

- Pho ludng ky sic tron CD duge do trén may Chirascan st dung cuvet Imm tai Vién

Héa sinh bién.
2.2.4. Phuwong phap danh gia hoat tinh e ché enzyme ACE-2

Thir nghiém danh gia hoat tinh trc ché enzyme ACE-2 ciia cac chat thir duoc do theo
huéng dan cia nha san xuat d6i vai bo sang loc chat (e ché ACE-2 (MAK378, Merck
KGaA, Darmstadt, Ptic) do PGS. TS P4 Hitu Nghi, phong Sinh hoc thuc nghiém,
Vién Hoa hoc cac hop chét thién nhién hd trg hop tac thuc hién.

2.3. Thwe nghiém
2.3.1. Chiét va phan lap cac hop chit tir ré cAy Xdo tam phén

Mau ré cAy X4o tam phan sau khi thu hdi duoc mang di lam sach, thai nhd, sau d6
duogc siy kho dén khdi lwong khong ddi, tiép theo dugc nghién thanh bot min. Mau
sau khi nghién nho duoc tién hanh dun soi voi nude cit trong 4 gid. Hon hop thu
dugc dugce loc qua gidy loc dé 14y phan dich va duoc phan bd qua ethyl acetate. Sau
do, ph'ém dich nudc duoc thuc hién c6 quay chan khong dé co dic dich loc tao ra cao

nudc.
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Cao nudc duge dua 1én cot Dianion HP-20 va duoc rira giai bang gradient timg budc
nudc: methanol (W:M) (W:M = 100:0, 80:20, 60:40, 40:60, 20:80, 0:100 v/v, mdi lan
2 L) dé tao ra 6 phan doan con, cu thé 1a PW1 dén PW6. Phan doan PW-5 (32g) duoc
xir 1y sic ky cot silica gel pha thudng va rira giai bang hé dung moi gradient ting
bude chloroform-methanol (C:M = 80:20, 60:40, 40:60, 20:80, 0:100 v/v, mbi lan
2L) dé cho ra 5 phan doan ky hiéu PW-5A dén PW-5E. Phan doan PW-5D (10g)
dugc dua 1én cot silica gel (70-100 mesh) va giai ly véi hé dung moéi chloroform-
methanol-nudc (4:1:0,1, v/v/v) dé thu duoc nim phan doan ky hiéu PW-5D1 dén PW-
5D5. Phan doan con PW-5D3 (300mg) duoc chay sic ky trén cot Sephadex LH-20
giai ly v&i hé dung moi methanol-nudce (1:1 v/v) va tiép tuc chay tiép trén cot pha dao
YMC giai ly voi hé dung méi acetone-nude (1:2, v/v) thu dugce cac phan doan CPT3A
dén CPT3E,

Ttr phian doan CPT3B duoc chuan bi dwa 1én may Agilent 1260 HPLC sir dung mot
cdt Optima Pak C18 (10 x 250 mm, kich thudc hat: 10 pm) giai ly v6i hé dung moi
dugc duy tri ACN-H20 thém 0.1 % acid formic (téc do dong 2.0 mL/phut) khoang
50 phut, dau do UV tai budc song 200, 260, va 330 nm, dan dén phan 1ap dugc hai
chét sach 1 (26,3 mg; thoi gian luu tr = 39,9 phdt) va 2 (37,8 mg; tr = 43 phit) (Phu
luc 15).

So d6 phan 1ap cac hop chat biscoumarin glycoside 1 va 2 duoc trinh bay cu thé
trong hinh 2.2. sau day:

Bun trong nuwéc
(2x10L), 4h

Chiét phan bé

EtOAc(2L)
EtOAc: Ethyl acetate
. W: nudc
Cao EtOAc
|Cao nuoe | | | M: methanol
Dianion HP-20 C: chloroform
W:M = 100:0 = 0:100 ACN: acetonitrile
A: acetone
| PWS5 (32g) |
CC-Sio,
C:M =80:20 — 0:100
PWSD HPLCC-18 1
(10g) ACN/H,0 + o )
(26.3 mg, t;=39.9 phut)
0,
cc-sio, CPT3B 0.1% HCOOH
CM:W = 4:1:0.1 1. CC-Sephadex LH20 (100mg)
PW5D3 M:W =1:1 | 2 ]
(300mg) 5 CCYMC (37.8 mg, t;=43.0 phat)
AW =1:2 CPT3B
(50mg)
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Hinh 2.2. So d6 phén l4p cac hop chit biscoumarin glycoside 1 va 2 tir cao nudc
cua loai Xao tam phan
2.3.2. Dit liéu pho ciia cac hop chit phan 1ap dugc
a) Hop chat 1 (cis-Paratrimerin B)
Bot vo dinh hinh mau nga. Cong thirc hoa hoc: CasHs2020

'H-NMR (600 MHz, methanol-ds) va *C-NMR (150 MHz, methanol-da): xem trong
Bang 3.1.

HR-ESI-QTOFMS (m/z): 947.2756 [M + CI]" (theo tinh todn CasHs:020Cl":
947.2740, Am/m = 1.69), 781.2707 [M — api + H]*, 619.2180 [M — api — glc + H]*,
413.2182, 352.3405, 310.2007, 223.2047.

CD (MeOH, ¢ 0.2 mg/mL) Amax (0: mdeg): 209 (39.59), 230 (14.73), 263 (~8.84), 290
(—0.36), 324 (-3.22).

b) Hop chat 2 (cis-Paratrimerin A)
Bot v6 dinh hinh mau tring. Cong thirc héa hoc: CaoHa4016

'H-NMR (600 MHz, methanol-d.) and 3 C-NMR (150 MHz, methanol-d.): xem trong
Bang 3.2.

HR-ESI-QTOFMS (m/z): 781.2673 [M + H]* (theo tinh todn CaoHasO16*: 781,2707,
Am/m = 4,35), 619.2132 [M — Glc + HJ*, 617.1963 [M — Glc — H]", 457.1642 [M —
2Glc + HJ".

CD (MeOH, ¢ 0.2 mg/mL) A (0: mdeg) Amax 209 (+16.13), 229 (7.02), 263 (~4.88),
295 (—0.32), 322 (—1.45).

2.3.3. Thir nghiém hoat tinh gy déc té bao ciia cac hop chit phan 1ap dugc

Cac cao chiét va cac hop chat sach dugc tién hanh danh gia bang cac phuong
phap sau [46-49]:

Tac dung tc ché enzym ACE-2 in vitro (ICso) duoc do theo huéng dan cia
nha san xuit dbi véi kit thir ACE-2 (MAK378, Merck KGaA, Darmstadt, Dirc).

Enzyme ACE-2, dém, co chat gan huynh quang 4-methoxycoumarin-7-acetic
acid (MCA-ACE-2) dugc mua tir hang Merck KGaA, Darmstadt, CHLB Dtc va luu
giit & nhiét do -20°C dén khi sir dung.

Tién hanh

Pha dung dich stock dbi chimg (-), chat chuan/ddi chung (+) trong dém pha
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loang (ACE2 Dilution Buffer), va enzyme ACE2 trong dém thir nghiém (ACE2
Assay Buffer). Mau thtr dugc pha trong DMSO & cac dai nong d6 tir 100 dén 6.25
ng/mL, moi ndng d6 13p lai 3 lan.

Chuén bi 5 giéng phan tng, gdm chat ddi chimg (-) cia enzyme (Enzyme
Control, EC), mau (Sample, S), ddi ching (+) (inhibitor control, IC), va d6i chtng
chuén nén (Background control, BC). Sau d6, bd sung 50uL dung dich enzyme ACE2
vao mdi giéng. B sung 10uL mau thir (v6i dai ndng d6 nhu trén) vao giéng S, 10 uL
dung dich dém vao cac giéng EC va BC. Thém 10 uL chét tc ché ACE2 [PC (+)]
vao giéng IC, va 10pL dung méi pha mau vao giéng SC. U cic giéng trong 15 phit ¢
nhiét do phong. Sau d6, thém 40 pL co chat enzyme (MCA-ACE2) vao mdi giéng.

Tron déu dung dich trong cac giéng, i phan tng trong 1 gid ¢ nhiét d6 phong
va tién hanh do huynh quang tai budc séong Ex/Em = 320/420 nm (Fluorescence
multi-mode microplate reader Spark®, Mannedorf, Switzerland).

Ty 1& % hoat tinh e ché ACE-2 duoc xéac dinh theo cong thic :

ARFU(S)

% Hoat tinh &cc ché = [W(EC) X

100] + o

Trong d6 : RFU(S) 14 tin hiéu huynh quang thu dugc tir giéng mau thir tai thoi
diém T1 va T>.
RFU(EC) 14 tin hiéu huynh quang thu duoc tir giéng EC tai thoi diém Tq va T.

Do lénh tiéu chuan o tinh theo cong thirc cia Ducan:

_ (x; — x)?
o= n—1

Cac mau c6 biéu hién hoat tinh tc ché ACE-2 duogc x4c dinh gia tri ICso
(ug/mL) 1a n6ng dd ctia mau thtr ma tai d6 e ché dugce 50% hoat tinh cia ACE-2, st
dung phan mém TableCurve AISN (Jandel Scientific, San Rafiel, CA).

2.3.4. M6 phéng docking phan tir
a) Thiét bi va phan mém
May tinh Asus VivoBook — Hé diéu hanh Window 10

Hé thong may tinh tai — Trung tdm Tin hoc va Tinh toan thudc Vién Han 1am Khoa

hoc va Cong ngh¢ Viét Nam.



22

Phan mém phuyc vu cho nghién ctru mé phong docking phan tir gdbm: PyMOL v2.5,
AutoDockTools v1.5.6, AutoDock Vina, Discovery Studio Visualizer, Chimera
v1.15, ChemDraw, Chem3D, Gaussian 09, GaussView, Python, Origin 8.0.

b) Cdch tién hanh

Trong nghién ctru nay, quy trinh docking phan tir d3 duoc thuc hién bang chuong
trinh AutoDock Vina v.1.2.3 [50, 51]. Céu trac cua paratrimerin (1 va 2) va MLN-
4760 duoc v& bang Marvin JS va dugc nghién ciru vé cdu triic va cac muc ning luong
clia chung bang truong luc MMFF94s. Cau hinh ciia cht ma c6 nang lwong thap nhat
duogc xac dinh va str dung cho nghién ctru docking phén tir. Protein dich ACE-2 (ID
PDB: 1R4L) duoc chuan bj bang cach loai bo cac phdi tir va phan tir nude bang phan
mém UCSF Chimera. Nghién ctru docking trén protein ACE-2 (PDB ID: 1R4L) duoc
thuc hién tai trung tAm hoat dong c6 toadd hopla X =414 A, Y =5.85 A va Z=28.08
A, dugc xac dinh protein d@)ng két tinh cia ACE-2 véi MLN-4760. Gia tri
“exhaustiveness” 1a 400 va tit ca cac thong sb6 khac nhu céc gia tri mac dinh cua
ching. Céc hop chét dugc docking vai tim hoat dong & cé hai trang thai cimg nhic
(rigid) va linh dong (flexible), dé cho phép xac dinh cac twong tac 6n dinh v6i amino
acid trong ving hoat dong ACE-2. Khac véi docking & trang théi cimg nhic, o trang
thai linh hoat, 11 amino acid la cAc amino acid quan trong c6 lién hé chit ché véi
MLN-4760 (ban kinh <4,5 A) [44], duoc di chuyén tu do trong hop ludi, bao gdm
Arg273, Thr371, Cys344, His345, Met360, Lys363, Asp368, Tyr510, Arg514,
Tyr515 va Arg518. C4u hinh cua cac chat gin két (binding) véi mot tAm toa do xac
dinh c6 mtrc nang lugng lién két thap nhat (kcal/mol) dugc tinh todn khi sir dung phan
mém docking ngudén mé thong dung AutoDock Vina v.1.2.3. Viéc nghién ctru danh
gia cac tuong tac lién két nhu lién két hydro, cic twong tac 7, cic twong tac ki nudc
(hydrophobic) va cac twong tac khac dugc thuc hién bang phan mém Discovery
Studio Visualizer v2021.
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Chwong 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Phan 1ap céac hop chit biscoumarin glycoside tir ré Xdo tam phéan (P.
trimera)

Ré loai X4o tam phan duogc xir 1y, dun trong nudc dé thu duge cao tong nude.
Bang cach két hop cac phuong phép sic ky cot voi pha tinh 1a cac chat hap phu
nhu: silica gel pha thudng, silica gel pha dao (RP-18), Sephadex LH-20 va sic
ky 16ng hiéu ning cao (HPLC), 2 hop chét biscoumarin glycoside (1 va 2) da
duogc phan 1ap theo so d6 hinh 2.2.

3.2. X4c dinh cau tric héa hoc ciia cac hop chat 1 va 2

3.2.1. cis-Paratrimerin B (1)

Hop chit 1 thu duoc dudi dang bot vo dinh hinh mau tréng c6 do quay cuc ([o]p®
—25,0°, ¢ = 0,02, MeOH). Cong thirc phan tir duoc xac dinh tir phd khdi 12 CasHs2020
(M =912,3 g/mol) dua trén pic ion gia phan tir quan sat dugc & m/z 947,2756 [M +
CI]™ (tinh toan cho CasHs2020Cl™ 947,2740) (Phu luc 8), twong tu cac biscoumarin
glycoside chira ba gdc duong nhu paratrimerin B, K-R, dugc tim thay trudc ddy trong
ré loai X4o tam phan thu hai & tinh Khanh Hoa [12, 15].

Ph6 1®C-NMR va DEPT cua 1 (trong MeOD) vi 45 tin hiéu carbon (13xC, 23xCH,
7XCH2, 2xCHs), hién thi cac mau tuong tu nhu cia paratrimerin B [12], tir ph6 'H
cho thiy cac dic trung tin hiéu proton cua hai nhan coumarin, ciu monoterpene va
ba gbc duong (Bang 3.1, Hinh 3.3, 3.4, 3.5). Vi tri lién két cta timg don vi ciu trac
duoc xac dinh dya trén phan tich phé HMBC, COSY, NOESY va ROESY (Bang 3.1,
Phu luc 6, 7, 8, 9, 10).

Tuong ty nhu paratrimerin B, ca hai nhan coumarin trong hop chat 1 déu dugc thé &
vi tri C-6 va C-7, dugc biéu thi bﬁmg su xudt hién cta hai cap proton olefinic vi tri
ortho- ¢ dn 6,28 (H-3) va 7,94 (H-4), va én 6,21 (H-3") va 7,80 (H-4") voi J = 9,6 Hz,
cling nhu hai cap proton thom para- singlet ¢ o+ 7,45 (H-5) va 7,09 (H-8), va on 7,37
(H-5") va 7,08 (H-8'). Cac nguyén tir cacbon dugc oxy hoa C-7/C-7' ciia chung dugc
nbi voi hai gbc glucopyranosyl duge xac dinh boi moi tuong quan HMBC giira cac
proton anomeric H-1" (6w 4,91, d, J = 7,8 Hz) va H-1" (dn 4,88, d, J = 7,8 Hz) vdi
cac nguyén tir cacbon C-7 (dc 158,5) va C-7' (5c 160,1), va bang cic tuong tac
ROESY tir cac proton duong H-2" (on 3,42) va H -2" (on 3,58) vi Cac proton thom
nhém don H-8 (dn 7,09) va H-8' (o1 7,08), twong Gng (Bang 3.1, Hinh 3.1). Vi tri cuia

cau monoterpene gan voi hai don vi glucopyranosyl coumarin ¢ cac nguyén tir cacbon
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thom C-6 (dc 127,6) va C-6' (dc 131,7) dugc xac dinh dua trén cac twong tac HMBC
(twong tac 3J) tir cac proton coumarin H-5 (Sn 7,45) va H-5' (6w 7,37) twong ing voi
cac nguyén tir cacbon methine cua gbe vinylcyclohexene C-9 (dc 121.3) va C-9' (5c
44 .4), va cac tuong tac ROESY tir H-5 va H-5' véi proton vinylic H-9 (dn 6,38) va
proton methine H-9' (du 4.12), twong Gmg (Bang 3.1, Hinh 3.1). Dit liéu phé HMBC
gitra H-9' va C-5', H-10 va C-6 thé hién vi tri gin két giira hai nhan coumarin va cau
ndi monoterpene (C-10, 1,4-dimethyl-4-vinylcyclohexene) tai vi tri C-6/C-9 va C-
6'/C-9', twong tu nhu trong 18 biscoumarin da dugc phan 1ap trudc day tir ré cay P.
trimera [12, 15]. Nhung khac vdi paratrimerin B, hai proton olefinic H-9 (dn 6,38)
/H-10 (dn 6,38) xuat hién dudi dang hai tin hiéu singlet, cho thiy chang & vi tri Cis-
so voi nhau (Bang 3.1). O trans-paratrimerin B, hai proton vicinal nay, H-9 va H-10
O vi tri trans- voi J = 16,5 Hz [12, 15].

Sy hién dién cta hai gdc glucosyl ¢6 cau hinh f dugc xac nhan bang hai tin hiéu
proton anomeric & on 4,91 (d, H-1") va du 4,88 (d, H-1") (J = 7.8 Hz), va dugc thé
hién day du boi dir liéu 2D-NMR (HMBC, COSY, ROESY) (Bang 3.1). C6 thé thiy
proton anomeric H-1"" (4,88, d, J = 7,8 Hz) c0 tuong tac ROESY t61 H-5" (0w 3,62),
thém nira c6 twong tac COSY vai -CH2-O-C methylene proton H-6" (on 4,02, H-6""a)
va (du 3,61, H-6""b) cuia don vi glucopyranosyl duoc thé. C-6"" ¢6 twong tic HMBC

nhu sau véi proton anomeric H-1"""" ciia dudng: apiose hoic gdc xylose.

Gbc duong nay sau d6 duoc xac dinh 13 apiose nhd su c6 mit cua hai nguyén tir
cacbon methylene dic trung mang oxy (-CH2-O-) ¢ dc 75,0 (C-4"") va ¢ on 3,62 (C-
5""). Phan dudng apiose nay dugc xac dinh gin vao gbc glucosyl do cé tuong tic
HMBC gitra proton anomeric ctia né ¢ on 4,91 (H-1""") véi carbon glucosyl methylene
& dc 69,1 (C-6"") cuia gbe glucosyl (Phu luc 3.7). Carbon C-1"" anomeric cta apiosyl
xudt hién tai dc 111,2 biéu thi cau hinh $-D, trong khi dit liéu 3C-NMR cua a-D-
apiofuranoside xuét hién tai dc 104,5 va -D-apiofuranoside tai dc 111,5 . Khi thay
phan bang axit, hgp chat 1 tao ra cac don vi D-glucose va D-apiose trén co so sic ky
bdn mong v4i mau xac dinh. O m/z 781.2707 cling chi ra sy hién di¢n cua manh
apiosyl (Phu luc 8, 9).

Ngoai ra, ciu trac cua 1 dd duge xac dinh bﬁng cach phan tich cac manh HR-MS/MS,
thé hién qua sy hién di¢n ctia cac manh chinh bao g@)m m/z 781.2707 [M — api + H]",
619.2180 [M — api — glc + H]*, va 352,3405 amu (Phu luc 8, 9).

Pho ludng sic tron CD cho thdy hop chit 1 ¢ cau hinh tuyét ddi 9'S,11S, tuong tu

nhu cau hinh ciia cic trans-paratrimerin A va B va mét sb paratrimerin khéc (A, B,
L, N, S) [12, 15] (Hinh 3.1). Dua trén cac két qua phd nay, hop chat 1 duoc xac dinh
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12 mot coumarin glycoside lién két véi monoterpene méi; mot dong phan hinh hoc
cua paratrimerin B, dugc dat tén twong trng la cis-paratrimerin B.

HO.

HOIlee

HMBC H —>C COSY Hmmm—H ROESY H-<—>H

Hinh 3.2. Twong tac HMBC, COSY, NOESY cua hop chat cis-Paratrimerin B
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Bang 3.1. Dit liéu phd NMR cua hop chét 1 va trans-Paratrimerin B

Vi tri 1 Paratrimerin B
BC-NMR 'H-NMR 1BC-NMR 'H-NMR
2 163,6 (s) - 163,3 (s) -
3 114,3 (d) 6,28, d, 9,6 114,5 (d) 6,32, d, 9,5 Hz
Hz
4 146,2 (d) 7,94,d,9,6 146,1 (d) 7,91,d,9,5Hz
Hz
4a 115,3 (s) - 115,3 (s) -
5 126,6 (d) 7,45,s 126,4 (d) 7,42,s
6 127,6 (s) - 127,7 (s) -
7 158,5 (s) - 158,5 (s) -
8 104,4 (d) 7,09, s 104,2 (d) 7,07,s
8a 155,2 (s) - 155,1 (s) -
2! 163,5 (s) - 163,9 (s) -
3 114,1 (d) 6,21,d, 9,6 6,25, d, 9,5 Hz
Hz 114,0 (d)
4' 145,9 (d) 7,80, d, 9,6 7,91,d,9,5Hz
Hz 146,0 (d)
4'a 114,4 (s) - 114,4 (s) -
5' 131,0 (d) 7,37, 131,0 (d) 7,39, s
6’ 131,7 () - 131,5 (s) -
7' 160,1 (s) - 160,0 (s) -
8’ 103,7 (d) 7,08, s 103,8 (d) 7,18, s
8'a 155,0 (s) - 155,2 (s) -
9 121,3 (d) 6,38, s 6,49, d, 16,5
121,0 (d) Hz
10 140,9 (d) 6,38, s 6,23, d, 16,5
140,9 (d) Hz
11 40,2 (s) - 40,0 (s) -
12 32,2 (t) 1,85 m? 31,7 () 1,61, dt-like,
1,66, dt like, 6 13,3, 5,9 Hz,
va 18 Hz" 1,83, m
11-CHs 25,8 (Q) 1,29, s 25,3 (q) 1,33, brs
9’ 44,4 (d) 4,12, brs 44,3 (d) 4,11,s
10’ 124,6 (d) 5,36, brs 124,6 (d) 5,35, s
11’ 135,6 (5) - 136,0 (s) -
12’ 28,5 (t) 2,28, dt-like, 28,5 (1) 2,18, dt-like,
4,5va 18 Hz? 18,2, 7,0 Hz,
2,14, dt-like, 2,27, dt-like,
6,6 va 14,5 18,2, 5,9 Hz
Hz¢
11'-CHs 23,7 (Q) 1,83, s 23,7 (Q) 1,85, br s
1" 102,6 (d) 491,d,7,8 102,0 (d) 5,03,d,7,5Hz
Hz
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2" 74.8 (d) 3,42, m 74,9 (d) ca. 3,46%, m
3" 78,5 (d) ca. 3,5, m?ad 78,4 (d) ca. 3,46%¢, m
4" 71,9 (d) 3,03, m 71,2 (d) ca. 3,41, m
5" 78,3 (d) 3,489 m 78,4 (d) ca. 3,46%, m
6" 627 () |383,dd, 11,4, | 624 () 371, dd, 2, 12
1,8 Hz Hz, 3,89, dd,
3,46, m 2,125Hz
1 101,9 (d) 4.88,d,7,8 102,4 (d) 4,90°,d, 7,5
Hz Hz
2 75,0 (d) 3,58 m 75,0 (d) ca. 3,61°, m
3" 78,4 (d) 3,48, m¢ 78,60 (d) ca. 3,46%¢, m
4 71,7 (d) 3,25, t, 9 Hz 721(d) | 3,15, 9,5 Hz
5 77,2 (d) 3,62, md 77,2 (d) ca. 3,66°, m
6" 69,1 () | 4.02d,9H% | 69,4 () 3,22, dd, 2, 11
3,61, md Hz, 3,96, dd,
2,11 Hz
1" 111,2 (d) 491,d,55 111,2(d) | 4,84, d, 2,5 Hz
Hz
2 78,3 (d) 3,97, d, 2,4 78,3 (d) 4,03, 2,5 Hz
Hz
3 80,5 (s) - 80,5 (s) -
4 75,0 (1) 4,04, d,9,6 75,01 (1) 3,80, d, 9,5
Hz9, Hz, 4,12, d, 10
3,77, d, 10,2 Hz
Hz¢
50 65,7 (1) 3,62, m¢ 65,7 (1) | 3,68, d, 3,5 Hz

*Céc hop chét dugc do trong dung méi CDzOD, 600 MHz cho H- va 150 MHz cho phd *C-NMR.
2Tin hiéu chong chap manh. ®Pd chuyén dich hda hoc cua pic tuong tac HSQC. °Tin hiéu chong chap
v6i dung méi. 9Tin hiéu c6 thé thay thé cho nhau.
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51APT3B2-MeOD-C13CPD &DEPT
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51APT3B2-MeOD-HSQC
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51APT3B2-MeOD-COSYGP
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51APT3BZ2-MeOD-NOESY

Hinh 3.9. Phé NOESY cua hop chat 1



34

51APT3B2-MeOD-ROESY

g LU m ”T"['

Hinh 3.10. Phé ROESY cua hop chit 1

3.2.2. cis-Paratrimerin A (2)

Mot biscoumarin mai khac, cis-paratrimerin A (2) (Hinh 3.11, 3.12), ciing dugc phan
1ap dudi dang bot vo dinh hinh mau tring. Hop chét nay duoc danh gia cau trac bang
dir liéu phd NMR va phé CD (Bang 3.2 va Hinh 3.13, 3.14, Phu luc 11, 12, 13, 14,
16) tuwong ty nhu hop chat cis-paratrimerin B ngoai trir khéng c6 mit ctia C4c tin hiéu
tuong tng v6i gbe duong apiosyl.

Ph6 8C-NMR va DEPT cuia hop chat 2 cho thay 45 tin hiéu carbon (12xC, 22xCH,
4xCHa, 2XCHj3), vdi cac tin hi¢u twong tu nhu cua trans-paratrimerin A [12]. Di 11eu
pho 'H-NMR thé hlen cac tin hiéu proton dic trung cua hai nhan coumarin, cu
monoterpene, va hai goc glucopyranosyl (xem Béang 3.1, Hinh 3.3, 3.4, 3.5). Vi tri
lién két ctia cac don vi cdu tric duoc xac dinh thong qua phan tich phé HMBC,
COSY, NOESY va ROESY (xem Bang 3.1, Phu luc 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10).

Gidng nhu trans-paratrimerin A, ca hai nhan coumarin trong hop chét 2 déu c6 nhém
thé tai vi tri C-6 va C-7, dugc x4c nhan qua sy xuét hién cua hai cap proton olefinic
ortho- tai dn 6,22 (H-3) va 7,96 (H-4), cung vdi on 6,28 (H-3") va 7,89 (H-4") véi J =
9,6 Hz. Ngoai ra, con c6 hai cap proton thom para- singlet tai on 7,48 (H-5) va 7,04
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(H-8), cung véi 0w 7,39 (H-5") va 7,10 (H-8'). Cac nguyén tir carbon C-7/C-7' ctia hai
nhém coumarin bi oxy hoa duoc ndi véi hai gbe glucopyranosyl, diéu nay duge xac
dinh thong qua mbi twong quan HMBC giira cac proton anomeric H-1" (6w 4,99, d, J
= 7,8 Hz) va H-1" (6w 4,93, d, J = 7,8 Hz) vdi cac nguyén tir carbon C-7 (dc 158,4)
va C-7' (6c 160,1). Hon nira, cac twong tac ROESY tir proton duong H-2" (o1 3,50)
va H-2" (du 3,57) dén cac proton thom H-8 (o 7,04) va H-8' (6u 7,10) ciing hd tro
thong tin nay (xem Bang 3.1, Hinh 3.1).

Vi tri gin két ciia cau monoterpene v6i hai don vi glucopyranosyl coumarin & cac
carbon bac ba C-6 (dc 127,7) va C-6' (6c 131,7) dugc xac dinh thong qua céac tuong
tac HMBC (tuong tac 3J) tr proton H-5 (on 7,48) va H-5' (0w 7,39) clia nhom
coumarin dén céc carbon biac ba C-9 (dc 121,3) va C-9' (dc 44.4) cua gbc
vinylcyclohexene. Cac twong tic ROESY tir H-5 va H-5' dén proton vinylic H-9 (5n
6,40) va proton methine H-9' (Jn 4,14) ciing cung cap thong tin vé cau tric nay (xem
Béang 3.1, Hinh 3 1). Dix liéu pho6 HMBC giira H-9’ Va C- 5’ cung véi H-10 va C-6,
x4c nhan vi tri gan két gitra hai nhan coumarin va ciu nbi monoterpene (C10, 1,4-
dimethyl-4-vinylcyclohexene) tai cac vi tri C-6/C-9 va C-6'/C-9’, tuong tu nhu cac
biscoumarin trude ddy phan lap tir ré cdy X4o tam phan.

Tuy nhién, khac vi paratrimerin A, hai proton olefinic H-9 (Jn 6,40) va H-10 (o
6,40) trong hop chit 2 xuét hién dudi dang hai tin hiéu singlet, cho thdy ching ¢ dang
cis-, trong khi & trans-paratrimerin A, hai proton nay cé su twong tac trans- véi J =
16,5 Hz.

Sy hién dién cua hai gdc glucosyl trong cdu hinh # dugc xac nhan qua hai tin hiéu
proton anomeric & 0w 4,99 (d, H-1") va dn 4,93 (d, H-1") (J = 7,8 Hz). Théng tin nay
dugc thé hién rd qua dir liéu 2D-NMR (HMBC, COSY, ROESY) (xem Bang 3.1).
Proton anomeric H-1" (dn 4,93, d, J = 7,8 Hz) c6 su tuong tac ROESY vaéi H-5" (n
3,56), ddng thoi twong tac COSY véi cac proton methylene -CH»-O-C H-6" (1 3,89,
H-6""a) va (6u 3,71, H-6""b) cua gbc glucopyranosyl.

Pho ludng sac tron CD cho thay hop chat 2 ¢6 cu hinh 9'S,11S, twong tu nhu cau
hinh cua trans-paratrimerin A va B va mot sb cac paratrimerin khac (A, B, L, N, S)
(xem Hinh 3.1) [12, 15]. Dua trén nhing dit liéu phé nay, hop chét 2 dugc xac dinh
1a mot coumarin glycoside lién két v6i monoterpene méi, 1a dong phan hinh hoc ciia
paratrimerin A, va dugc dat tén 1a cis-paratrimerin A.

Sy t6n tai bén virng cua hai biscoumarin 1 va 2 cho thiy chung khéng phai 1a cac
phan tir gia (artifact) nhu tac gia Quan da dé xuét truée day cho mot dan xudt cis cua
paratrimerin J [15]. M6t s hop chit thién nhién duoc phét hién ton tai dudi dang hdn
hop diastereomeric, moi dang lap thé 6 thé thé hién muc do hoat tinh sinh hoc khac
nhau. Vi du, dl-1-benzoyloxy-2-dimethylamino-1,2,3,4-tetrahydronaphthalene ton
tai & ca dang trans va cis va ca hai dang déu c6 hoat tinh gy té cuc bo. Hop chét cis
c6 hiéu qua gip 2.9 dén 6 1an so v6i ddng phan trans trong tac dung ngin chin diy

than kinh giam dau, trong da va dau than kinh toa, vuot qua tac dung cua procain,
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lidocain va cocain & chudt lang [52]. Captopril 1a thuc duoc st dung rong rii trong
diéu tri ting huyét ap, c6 hai dang dong phan (cis va trans) va ca hai déu c6 tac dung
trén hé tim mach [53].

OH

anll|O
T

HMBC H —>C COSY  H mm—1 ROESY H--—>H
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Hinh 3.12. Tuong tac HMBC, COSY, NOESY ciia hop chat cis-Paratrimerin A

Bang 3.2. Dit liéu phd NMR ctia hop chat 2 va trans-Paratrimerin A

Vi tri 2 Paratrimerin A
BC-NMR 'H-NMR BC-NMR 'H-NMR
2 163,3 (s) - 163,3 (s) -
3 114,3 (d) 6,22, d, 9.0 Hz 114,3 (d) 6,28, d, 9,5 Hz
4 146,0 (d) 7,96, d, 9.0 Hz 146,0 (d) 7,95, d, 9,5 Hz
4a 115,2 (s) - 115,2 (s) -
5 126,6 (d) 7,48, s 126,6 (d) 7,47, 3
6 127,7 (s) - 127,7 () -
7 158,4 (s) - 158,3 (s) -
8 104,0 (d) 7,04,s 104,0 (d) 7,03, s
8a 155,3 (s) - 155,2 (s) -
2! 163,5 (s) - 163,5 (s) -
3’ 114,1 (d) 6,28, d, 9,6 Hz 114,1 (d) 6,22, d, 9,5 Hz
4’ 145,9 (d) 7,89, d, 9,6 Hz 145,9 (d) 7,88, d, 9,5 Hz
4'a 114,4 (s) - 114,4 (s) -
5’ 131,0 (d) 7,39, s 131,0 (d) 7,39, s
6’ 131,7 (s) - 131,6 (s) -
7' 160,1 (s) - 160,0 (s) -
8’ 103,7 (d) 7,10, s 103,6 (d) 7,09, s
8'a 155,1 (s) - 155,0 (s) -
9 121,3 (d) 6,40, d, 8,4 Hz 6,41, d, 16,5
121,2 (d) Hz
10 141,0 (d) 6,40, d, 8,4 Hz 6,37,d, 16,5
140,9 (d) Hz
11 40,2 (s) - 40,2 (s) -
12 31,9 () 1,66, dt-like, 1,65, dt-like,
13,3, 5,9 Hz, 13,3, 5,9 Hz,
va 1,88, m 31,9 (1) 1,87, m
11-CH3 25,8 (q) 1.32,s 25,8 (q) 1,31, brs
9’ 44,4 (d) 4.14,s 44,3 (d) 4,13, s
10’ 124,6 (d) 5.36, s 124.6 (d) 5,35, s
11’ 135,6 (5) - 135,6 (5) -
12 28,6 (1) 2,29, dt-like, 28,6 (1) 2,16, dt-like,
5,04,17,8 Hz 18,4, 7,0 Hz,
2,18, m 2,29, dt-like,
18,4, 5,7 Hz
11’-CH3 23,7 (q) 1,86, s 23,7 (q) 1,85, br s
1" 101,7 (d) 4,99, d, 7,8 Hz 101,6 (d) 4,99, d, 8,0 Hz
2" 74,8 (d) ca. 3,50, m ¢ 74,8 (d) 3,39°, m
3" 78,2 (d) ca. 3,47, m?d 78,2 (d) ca. 3,5%4 m
4" 71,7 (d) 3,23,1,9,0 Hz 71,7 (d) 3,23",1,9,0
Hz
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5" 78,4 (d) ca. 3,56, m2d 78,4 (d) ca. 3,5%4, m
6" 62,7 (1) 3,37, ma? 627 () | 3,85, dd, 12,0
2,0 Hz, 3,37¢
1" 102,5(d) |4,93,d,7,8Hz | 1025(d) | 4,93,d, 8,0 Hz
2 75,0 (d) 3,57, dd, 9,2, 75,0 (d) 3,58, dd, 9,0,
7,7 Hz 8,0 Hz
3" 78,4 (d) ca. 3,56, m2d 78,3 (d) ca. 3,5%4 m
4 71,2 (d) ca. 3,36, m a9 71,2 (d) 3,36°, m
5" 78,4 (d) ca. 3,56, m 2 78,4 (d) ca. 3,5%4 m
6" 62,5 (1) 3,89, dd, 12,2, 62,5 (1) 3,89, dd, 12,0,
2,3 Hz 2,0 Hz, 3,70,
3,71, mad dd, 12,0, 6,0
Hz

*C4c hop chat dugc do trong dung méi CD30D, 600 MHz cho H- va 150 MHz cho phd BC-NMR.
2Tin hiéu chong chap manh. ®Pd chuyén dich hda hoc cua pic tuong tac HSQC. °Tin hiéu chong chap
v6i dung méi. 9Tin hiéu c6 thé thay thé cho nhau.

MC4D7-MeOD-1H

Hinh 3.13. Ph6 *H-NMR cua hop chat 2
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MC4D7-MeOD-C13CPD
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Hinh 3.14. Pho 3C-NMR cua hop chit 2
3.3. Panh gia hoat tinh rc ché enzym ACE-2 ciia cac hop chat 1 va 2
Bo kit thtr chét trc ché ACE-2 thuong mai (MAK378, Merck KGaA, Darmstadt, Dric)

da dugc st dung dé do muc d6 trc ché enzyme cua cac chit thu nghiém. B§ san phém
nay st dung ACE-2 tai t6 hop duoc gin nhén biotin va glycoprotein ( > 90%) duoc
biéu hién trong té bao HEK-293 ¢ nguoi. Phitc hgp ACE2-biotin hinh thanh dugc
hién thi bang dau do lién hop streptavidin-HRP va hoat tinh dic hiéu ciia ACE2 tai
t6 hop duoc do bang kha niang phan cit co chat peptide sinh huynh quang 4-
methoxycoumarin-Mca-YVADAPK (Dnp)-OH dé giai phong mot chat huynh quang
tu do. Khi ¢6 mit chét tre ché, enzyme sé& mat hoat tinh peptidase dan dén giam cuong
d6 huynh quang. Lugng enzyme can thiét dé phan cit 1 picomole ciia chat nén peptit
phat huynh quang, Mca-YVADAPK(Dnp)-OH trong mét phut & 37°C, pH 7,5 [54],
dugc dung lam don vi tinh dé danh gia tic dung e ché ACE-2. MLN-4760, mot chét
trc ché carboxypeptidase lién quan dén ACE-2, duoc st dung 1am chat dbi ching
duong.

Két qua trong Bang 3.2 cho thay cao chiét nuwdc va cao chiét ethanol-96% ciia X0
tam phan c6 hoat tinh tic dung tc ché ACE-2 yéu. Cis-paratrimerin B (1), cis-
paratrimerin A (2) va trans-paratrimerin B (3) ttc ché ACE-2 véi gié tri ICso 1an luot
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la 28,9, 68 va 77 uM. Hop chét (1) (cis-paratrimerin B) cho thiy tic dung @c ché
ACE-2 cao nhit (103,11 + 0,4%) voi gia tri ICso 12 26,4 (ug/mL) hodc 28,9 (uM).
Trong cung diéu kién, gia tri ICso ctia ddi ching dwong tinh 13 33 (ng/mL) (Bang 3.3).
Nhitng két qua nay chi ra ring biscoumarin glycoside cta X4o tam phan c6 mét sb
tiém ning nhu chit e ché chdng ACE-2 néi riéng va do d6 chéng SARS-CoV-2 néi
chung.

C6 bao cao chi ra rang su twong tac cia SARS-CoV-2 véi ACE-2 1a rit quan trong
ddi v&i sy xAm nhap cua vi rut & giai doan dau cua qua trinh lay nhiém COVID-19.
Hon nita, virus lién quan dén qua trinh dai thuc bao ciing ¢ thé di chuyén qua mau
tir phdi dén cac co quan khac c6 ndng do ACE-2 cao. Ngudi ta di phat hién ra rang
ACE2 doéng hai vai tro: thir nhét, n6 tao diéu kién cho virus xAm nhap vao vat chu;
va thtr hai, n6 bao vé khoi tén thuong phoi nghiém trong do ton thuong angiotensin
11 [55]. Do d6, thuc vat co chira hop chét tc ché ACE-2 ¢6 tac dung giam thiéu sy
xam nhap ciia virus va bao vé chong lai t6n thuong phdi. Li va cong su (2013) bang
cach ngin chan sy didu hoa giam cua enzyme chuyén d6i angitensin 2, mot khung
monocoumarin prenylat hoa, d dugc chimg minh dé giam ton thuong phdi cap tinh
do lipopolysacarit (LPS) gy ra ¢ chudt [56]. Bé danh gia kha ning ngin ngira ton
thuong phoi lién quan dén COVID, biscoumarin duoc tim thay trong X&o tam phan
can dugc nghién ctru thém bang cach sir dung cac thir nghiém in vivo. Mot sd
biscoumarin thuyc vat ho Rutaceous khac, nhu toddalosin tir Toddalia asiatica,
hassmarin tir Citrus hassaku va bisparasin tir hon hop ré cta cay Citrus, c6 thé hitu
ich trong viéc kham phé cac hoat tinh sinh hoc néi chung ciing nhu tac dung chong
ACE 2 cua ching [57]. Biscoumarin ctia Hypericum sp. ciing cho thiy dic tinh gay
doc té bao va khang vi-rat [57].

Bang 3.3. Thir nghiém hoat tinh in vitro ¢c ché ACE-2

Tén mau thir Phan trim ic | 1Cso 1Cs0 (1M)
che ACE-2 (ug/mL)

Cao chiét nudc P. trimera 19.1+0.51 > 100 -

Cao chiét con EtOH-96% 12.1+0.12 > 100 -

P. trimera

cis-paratrimerin B (1) 103.1 £ 0.42 26.3 28.9

cis-paratrimerin A (2) 84.0 +0.33 53.1 68.1

Dbi chang &m 0 0 -

Dbi ching duong 99.7 +0.22 0.033 0,077

(MLN-4760)
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3.4. Nghién ciru m6 phéng docking phan ti

Pé hiéu rd hon vé sy twong tac ctia hai hop chat paratrimerin phan lap duoc va dong
phan khac cua chung (d6ng phan trans-) véi ACE-2, mé phong docking phan tir da
dugc thuc hién, sir dung cau tric ACE-2 & nguoi (WACE-2, ID PDB: 1R4L) dugc béo
cao boi Towler va cong su [44].

a) Xéc thuc giao thirc docking bang cach st dung vi tri lién két caa hACE-2

Do chinh x&c va tin cay cua giao thuc docking da duoc xac thuc théng qua qué trinh
re-docking. Mirc do xép chdng cao giita phdi tir dong két tinh MLN-4760 (1D PDB:
1R4L) va phdi tir re-dock dugc mé ta trong Hinh 3.5 [44]. o léch binh phuong trung
binh géc (RMSD) giita toa do cia MLN-4760 dugc re-dock va phdi tiar dong két tinh
ban dau 12 0,816 A. Nhu duoc tiét 16 boi cac twong tac MLN-4760, vi tri lién két
hACE-2 c6 thé dugc chia thanh ba vi tri nho, tirc 12 S1, S1' va vi tri lién két kem [44],
véi lién két k&m 1a mot phan caa mo tip xUc tac cua enzyme nay. Vi tri S1 bao gom
Thr347, Phe504, Arg514 va Tyr510, xac dinh tinh chon loc cta co chat chu yéu 1a
chat uc ché thong qua twong tac van der Waals. Trong khi d6, vi tri S1” 16n hon nhiéu
s0 V6i S1 va c6 thé sir dung nhiéu co chét c6 thé hinh thanh tuong tac lién két H voi
Arg273, His345, Thr371, Pro346 va His505, ciing nhu cac twong tic xép chong
(stacking) véi cac gbc amino acid nhu Phe274, Cys344, Pro346, Met360, Cys361 va
Thr371. Theo bao cao thir nghiém [44], MLN-4760 c6 thé chelat hoa ion Zn?* va
tuong tac véi nhiéu goc trong khoang S1 va S1’ ctia ACE-2, nhu dugc hién thi trong
Hinh 4. Cac tuong tac chinh nay cia MLN-4760 la duoc duy tri trong qua trinh
docking, cho thay d tin cay cao cua giao thic docking.

" Phesos

'
NG b 2 i\ = Phe274 Arg273

-

\ /
| # J}

Hinh 3.15. Hinh twong tac 2D and 3D re-dock caa chat &c ché MLN-4760 (PDB ID:
1RA4L) hién thi hinh dang khoang lién két cua ACE-2
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b) Docking cac thanh phan thuc vt Xao tam phan chéng lai hACE-2

Giao thirc docking da dugc xac thuc sir dung dé kiém tra cic twong tac cau tric cua
protein dich ACE-2 véi hai hop chat 1-4 tir ré ciia X0 tam phan va dé tinh toan nang
lwong lién két cua cac phuc hop. Két qua docking linh dong (Bang 3.3) cho thay rang
tat ca cac hop chat 1-4 va d6i ching duwong MLN-4760 c6 thé lién két véi enzyme
ACE-2 vdi gié tri AG nam trong khoang tir —10,69 dén —14,70 kcal/mol. Diéu thi vi
13, tit ca cac hop chat méi déu thé hién diém docking tét hon so véi chat e ché MLN-
4760 da biét (AG 1a —9,12 kcal/mol), cho thay &i luc lién két tét véi dich protein nay.
Gia tri AG cua biscoumarin glycoside tét hon so véi gi& tri cia mot sé hop chat
polyphenolic tu nhién, nhu quercetin (-9,0 kcal/mol), kaempferol (-8,7 kcal/mol),
catechin (-8,3 kcal/mol), axit galic (-6,0 kcal/mol), indirubin alkaloid (—8,9 kcal/mol)
[58] hoac stilbene glucoside rhaponticin (9,3 kcal/mol) [59]. Cac tuong tac chinh
gitta cac hop chét nay va ACE-2 sau d6 da dugc phan tich.

c) Phan tich tinh toan vé sy twong tac giira biscoumarin glycoside (1-4) va du luong
axit amin trong phtrc hop ACE-2

Sy tuong tac giira biscoumarin glycoside (1-4) va gbc axit amin trong vi tri hoat dong
cua protein enzyme ACE-2 duoc tom tit trong Bang 3.4 va Hinh 3.6. Trong cac md
hinh giam thiéu niang luong, tt ca cac hop chat (1-4) c6 thé phi hop tdt trong vi tri
hoat dong cua ACE-2. Chiing c6 thé lién két véi ion Zn thong qua mot nhom carbonyl
coumarin (nhom lactone) véi khoang cach gan (2,3-2,6 A) nhu trong Hinh 3.6. Nhin
chung, cac biscoumarin glycoside chu yéu twong tac véi cac géc amino acid & vi tri
S1°, kha khac so v6i MLN-4760. Véi cau tric polyphenol, biscoumarin glycoside 1-
4 do d6 cho thay sb luong lién két hydro cao hon chat ¢rc ché MLN-4760. Hop chat
nay chi tao thanh nam lién két hydro, trong khi hau hét cac biscoumarin glycoside (1-
3) thé hién bay lién két hydro. Céc biscoumarin glycoside 16n hon nhiéu so véi MLN-
4760; do @6, chung co thé twong tac voi nhiéu goc doc theo kénh doc ciia khoang S1°
va cho thay ning luong lién két cao hon so véi MLN-4760.

cis-Paratrimerin B (1), c6 diém docking cao nhat, cho thay bay lién két hydro (Bang
3.4) véi Ser128, Glu145, His345, Lys363, Thr371, Glu406 va Tyr803. Nhu c6 thé
thay trong Hinh 5, cac tuong tac xép chong m gitra cac amino acid Alal53, Arg273,
Pro346 va Glu375 chéng lai cac vong coumarin dong vai tro thiét yéu trong lién két
cua hop chat nay. Tuong ty nhu 1, biscoumarin 2, tao thanh bay lién két hydro véi
Tyrl27, His345, Asp367, Thr371, Glu406, Thr445 va Arg518. bac biét, cis-
paratrimerin A (2) c6 tuong tac lién két hydro vai géc amino acid Thr371, tuong tu
nhu chét irc ché MLN-4760 va cac hop chat ty nhién khac nhu cac flavonoid apigenin,
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isovitexin, quercetin, isorhamnetin [7]. N6 ciing tham gia vao cac twong tac sdu hon
véi Glulds, Gluls0, Alal53, Arg273, Cys344, Cys361 va Lys363. Tuy nhién, su
tuong tac tir Cys361 véi goc glycoside cua hop chit 2 ¢6 thé can tré sy hinh thanh
phtic hop phéi tir protein 6n dinh. Trans-paratrimerin B (3) hinh thanh s6 luong lién
két hydro gidng nhu 1 va 2, nhung c6 tuong tac thip hon véi cac goc ky nuée trong
viing. Nhu c6 thé thay trong Hinh 3.6, cdu tric disacarit 3 dugc b tri & dau vitri S1°,
diéu nay lam suy yéu sy tuong tac v6i cac goc chinh trong vi tri hoat dong, chang han
nhu His345 va Thr371. Trong sé bon hop chat dugc dock, trans-paratrimerin A (4)
cho thay nang luong lién két thip nhat vai gia tri AG 1a —10,69 kcal/mol. Hop chat
nay hinh thanh ndm lién két hydro véi Glul45, Asn149, Glu406, Thr4d45 va Tyr515,
kha khéc biét so vai MLN-4760. Mic du c6 sé lugng lién két hydro thap hon, hop
chat 4 cho thiy tuong tac xép chong cao hon vai cac goc ky nuéc & vi tri S1° so véi
ba biscoumarin con lai. Biéu tha vi 1a cac flavonoid quercetin-3-glucuronide-7-
glucoside, ciing cho thay cac tuong tac ky nude twong tw nhu 4 [60]. Vi cac tuong
tac chiém wu thé trong vi tri S1' 13 lién két hydro, nén lién két caa 4 c6 thé yéu hon
so vai 1-3.
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Hinh 3.16. C4c tuong tac 2D va 3D cua (A) cis- va (B) trans-paratrimerin A (2 va
4); (C) cis- va (D) trans-paratrimerin B (1 va 3) véi cac gdc amino acid trong vi tri

hoat dong ACE-2.

[] Carbon Hydeogen Bend
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Bang 3.4. Ai lyc lién két, lién két hydro va cac twong tac khac nhu cac tuong tac ky nuéc
ctia cac hop chat biscoumarin glycoside (1-4) trong vi tri hoat dong ctiia enzyme ACE-2.

Ky
hiéu

Tén hop chat

Nang lugng
lién ket
(kcal/mol)

Lién két hydro

Cac tuwong tac khac

1

cis-paratrimerin B

—11.94

Glu375, His374,
Glu402, His345,
Arg273, Glul45,
Asn149

Thr347, Ala348,
Tyr510, Phe504,
His505, Pro346,
Trp271,
Glu150,Thr365,
Lys363, Asn277,
Glul50, Alal5s3,
Thr445, Asp368,
Leu370, Phe274,
Asp367, Thr371

cis-paratrimerin A

—14.70

Glu406, Asp367,
Thr445, Cys344,
Arg273, His345

Glu375, Thr371,
Pro346, Asn149,
Trp271, Leu370,
Phe274, Asp368,
Alal53, Thr276,
Lys363, Thr365,
Glul50, Glu145,
Trp271

trans-paratrimerin B

—10.69

Leu370,
Glu406,
His345,
Asnl149

Leuld4, Alals3,
Asp269, Trp271,
Phe274, Cys344,
His345, Pro346,

Met360, Cys361,
Lys363, Thr365,
Asp367, Asp368,
Leu370, His374,
Ser409, Thr445,

His505,

trans-paratrimerin A

—12.95

Thr371, Glu406,
Thr445, Asp368,
Asnl149, Cys344

Leu370, Phe274,
His374, Arg273,
Lys363, Pro346,
Glul145, Asp269,
Asp367, Asn277,
Alal53, Gly268,
Thr365, Thr276

MLN-4760

—8.63

Arg273,
Pro346, Tyr515

Tyr510, Phe504,
Arg273, Thr371,
Pro346, Arg514,
His374, Met360,
Arg518, Phe274
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KET LUAN

Bang cach két hop cac phuong phéap sic ky cot thuong, sic ky cot Sephadex, sic ky
cot pha dao va sic ky 1ong hiéu ning cao (HPLC), hai hop chat biscoumarin méi
duoc phan 1ap tir ré cay Xéao tam phan (Paramignya trimera) moc ¢ Khanh Hoa, Viét
Nam, bao gom cis-paratrimerin B (1) va cis-paratrimerin A (2). Cau trdc hda hoc cua
cac hop chét nay dugc danh gia bang cac phuong phap phé hién dai, bao gom phd
1D, 2D-NMR, HR-MS, UV va CD.

Hai hop chat 1 va 2 ¢4 tac dung rc ché ACE-2 in vitro véi gia tri 1Cso lan luot 12 28,9
1M va 68,1 uM.

Str dung phuong phap docking phan tir, bon biscoumarin glycoside cis-paratrimerin
A, B va trans-paratrimerin A, B (1-4) c6 ai luc lién két cao véi protein ACE-2, V4i
c4c gi4 tri AG 1a —14,70, —12,95, —11,94 va —10,69 kcal/mol, twong wng, thap hon
dang ké so véi MLN-4760 dbi chimg duong (—9,12 kcal/mol).
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KIEN NGHI

Cac két qua nghién ctu thu duoc vé thanh phan héa hoc va tac dung sinh hoc cua loai
X&o tam phan cho thay:

Can nghién ctru sau hon vé tac dung va co ché hoat dong cua hai hop chit cis-
paratrimerin B va cis-paratrimerin A va cac hop chit khac cua cdy Xao tam phan
trong diéu tri cac bénh COVID-19 va hau COVID-19 gay bai virus SARS-CoV-2 va
cac bién thé cua ching.
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PHU LUC
Phu luc 1. Cac hop chit coumarin va coumarin glycoside tir chi Paramignya
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5 15 0] o~ ~o
R

O0H 12 R=H
OR4 16 R=OCHj
= A 17 R4=R,=CH,
. 18 R1=H, R2=CH3
wlo 070 19 Ry=H, Ry=(CH,),CH=C(CHs),
= 20 R4=CHjg, Ry=(CH,),CH=C(CHs),

RO 6 R=H
HI?O 0] O 7 R= p-D-apiofuranosyl

21 R1=CH3‘ R2=H
22 R1=R2=H
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Phu luc 2. Cac hop chét tirycallane tir chi Paramignya

HQ

0 X HO" -

:H 31 R,=0CH,, Ry=H
23 R1=H, OH, R2=H, CHC(CH3)2 32 R1=H, R2=OCH3
24 R,=H, H: R,=H, CHC(CH),

R, |

R g

~

25 Ry=aH, POH; R,=OH, H, Rs=CHs
26 R1=GH, BH, R2=OH, H, R3=CH20H

27 Ry=0; Ry=OH, H; Rs=CH,OH 30
28 Ry=0; Ry=OH, H; Ry=CHj S
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Phu luc 3. Cac hop chét tirycallane saponin tir chi Paramignya

OH
OH -
HOW
HO
o 0 Qe
HO'
HO on OR o HO
H OH
(0]
o OH
OH
35R;=R,=H
36 R;=H, R,=B-D-glucopyranose
37 Ry=Ac, R,=B-D-glucopyranose
OH
Ho\\\\\\\‘
HO 0o
R,0 0
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Phu luc 4. Cac hop chét acridone alkanoid tir chi Paramignya

(0] OH (0] OH

Rs

OH R4 OH 42
38 R;=R,=OCHj,, Ry=H

39 R=H, R,=0OH, R;=geranyl
40 R;=geranyl, R,=OH, R;=H
41 R ;=prenyl, R,=OH, R;=H

4

O OH

OH 43 —
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Phu luc 5. Cac hop chét flavanone, flavone, flavanone glycoside tir chi Paramignya

OH
_0
47 R=1-hydroxy-1-methylethyl
R
OH
N
RO

50 R=rutinoside
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Phu luc 6. Cac hop chat phenol, chromene, va megastimane glycoside (52-63) tir chi
Paramignya

OH
N 5 OH COOH
52 R,=R,=H R; Rz 51 Ry=Ry=H, R3=OCHj,3
55 R=R,=OCH; o2 R1ZRa"Re=0CH,
56 Ry=OCHj, Ry=H 54 Ry=OCHj, Ry=R3=H o~
X 57 R1=OCHj3, Ry=H, R3=OCHj OH 58
COOCH, " R
HO OH

HO

OH
OH
63

R
H 60 R=OH
HO 59 61 R=CH,CH,0H O

OH
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Phu luc 7. Limonoid, lignin glycoside, nucleoside, va sterol (64-67) tir chi
Paramignya

NH,
NN
|)\/E\
kN/ N%izr{»

OHOH
65 R=B—D-glucopyranoside 66
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Phu luc 8. Dir liéu phé HR-ESI-QTOF-MS cua hop chat 1

%105 | Scan (rt: 3.287 min) 51APT3B2_neg.d

4.75+
4.5+
4.25 1 947.2756
3.75
3.5
3.25

2.75+
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2.254
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0'22’ » 347.0772 623.1532 8152305 | | 125519504 1555.9366
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710.5711

bl b




X104

2.81
26+
241
2.2

1.8
161
1.4
1.2

0.81
0.6
0.4+
0.2
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

+Scan (rt: 3.165 min) 51APT3B2.d
310.2007
2621800 293 1752
2232047 251.2366
277.1800 352.3405
209.1881 3213155
i ‘ul 1 I\|u.. || ! | L ‘“.l il ”.‘ Ii.. |‘| |.‘||II||| ‘Hl I‘.h]ll ‘“IHu Iu|||| ‘I .”luli\‘h Luiu ‘II ||"|'|"."I'|"HJ|.' 1R |\illl ]||I|I .‘“l'“ III‘.I||| I |
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
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Phu luc 9. Manh phan tir HR-MS-MS cua hop chat 1

m/z 781.2707

|
-

HO
HO

OH

HO
@]
m/z619.2180

A\ J

m/z 352.3405

v
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Phu luc 10. Phé HR-ESI-QTOF-MS cua hop chat 2

Spectrum from 20230929H.wiff2 (sample 4) - MC-407, Experiment 1, +IDA TOF MS (20 - 4500) from 0.155 min

Intensity, cps
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Phu luc 11. Phé HSQC cua hop chat 2
MC4D7-MaOD-HSQC
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Phu luc 12. Phé HMBC cua hop chit 2
MC4D7-MeQOD-HMBC
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Phu luc 13. Phd COSY cua hop chat 2

MC4D7-MeOD-COSYGP
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Phu luc 14. Phd NOESY cua hop chét 2

MC4D7-MeOD-NOESY

FPpm
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Phu luc 15. Pho @6 HPLC tach céac hop chat 1 va 2

[T DADT A 53=200.4 Rer380.100 (STAFTS521022805 0]
] DAD1 B, Sig=280.4 Ref=360,100 (51APT-3E121022605.0)
[ DADT C. Sig=3304 Ref=300.100 (STAPT-382 5
maU
AT RS T AT T FTOGeT E ST TS Ao ,
oo au 200nm Rt=43.04
00
as0]
0]
200 260nm
250]
200
330nm
150
1504
100 1
* Rt=39.9’
o]
1004
50|
° — V‘ T oy Rt i o, SV el ¥
s 10 5 2 s

HPLC condition: Agilent HPLC 1200

Column: OptimaPak-C18 (10 x 250 mm, 10 um) Pure compounds:

Mobile phase: ACN — H20+0,1%Fa = 26-74 .

Stop ime: 50 min: 51A-PT-3B1:2,9 + 23,4 mg
Flow rate: 2 mL/min; Pressure: 143 bar 51A-PT-3B2:13,6 + 24,2 mg

UV spectrum: 200, 260, 330 nm
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Phu luc 16. Phd CD cua hai hop chat 1 va 2
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Phu luc 17. Két qua danh gia hoat tinh &c ché ACE-2 cua hai hop chit 1 va 2 theo dai nong do

Hop chat Néng do pg/mL Ty 18 rc ché ACE2 (%)
1 100 103,11 + 0,42
50 66,32 + 1,01
25 47,33+ 0,89
2 100 74,67 0,35
50 48,56 + 0,92
25 33,01+ 1,35




