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MO PAU
Ngay nay su xudt hién ctia bénh ung thu dang gia ting theo
thoi gian. Ung thu 13 thuat ngit chung chi nhém cac bénh c6 thé anh
hudng bat ky bo phan nao trén co thé. Cac thuat ngir khac hay dung 1a
khdi u 4c tinh va khdi u tan sinh. Ung thur 1a sy hinh thanh nhanh chéng
cac té bao bat thudng, phat trién virgt ngoai ranh gidi binh thudng cua
ching, sau d6 xam l4n dén cac bo phan khéac ciing nhur cic co quan
khac cta co thé (qua trinh di cin). Di cin ciing 1 nguyén nhan gay tir

vong chinh do bénh ung thu.

Theo t6 chirc y té thé giéi (WHO) cong bd vé bénh ung thu
cho thay c6 khoang 9,7 triéu ngudi tir vong va khoang 20 triéu ngudi
méic méi trong ndm 2020 [1]. Ung thu 1a khéi u 4c tinh duoc dic trung
boi sy xam 14n mé tai chd va/hodc cac qua trinh di cin xa. O giai doan
d4u cua qua trinh phat trién ung thu, phau thuat hodc phiu thuat két
hop v6i xa tri bd trg c6 thé chita khoi trong hau hét cac truong hop.
Khi ung thu d phat trién hon va x4m 14n cac md khéc, hoa trj toan
than (uéng hodc tiém tinh mach) dugc bd sung vao phau thuat va xa
trj dé loai bod cac té bao ung thu bi ¢6 1ap va/hodc cac phan nhom té
bao ung thu chua dugc loai bé hodc tiéu diét. Theo nguyén tic chung
(ludn c6 ngoai 18), ung thu cang tién trién tai thoi diém chan doan thi
hoa tri bo trg hodc da héa tri s& dugc ap dung cang manh. Béi vay viée
tim kiém thudc dac tri cling nhu thube hd tro diéu tri ung thu va cac

tac nhan dy phong héa hoc 1a hét sirc can thiét va cap bach.

Nhan loai dang gip rit nghién ciru, tim kiém dé phat hién ra
nhitng hop chit tir thién nhién ciing nhu tong hop c6 hoat tinh t6t. Cac
hop chét c6 ngudn gde ty nhién chiém ty 18 16n trong duoc dién hién
tai, véi khoang 70% thudc khang sinh va thudc chéng ung thu hién

dang str dung c6 nguon goc tur cac nguon tu nhién, chang han nhu thuc
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vat va vi khuan [2]. Trong khi cac loai thudc c6 nguén géc tir thuc vat
c6 lich sir ghi chép hon 5.000 nim va céc loai thudc c6 ngudn gdc tir
vi khuan da dugc st dung trong gan mot thé ky, thi cac hoat chét tir
ngudn sinh vat bién gan day méi dugc nghién ciru nhu cac loai thube
méi [2]. Pén nay d3 co 15 loai duge pham c6 ngudn gdc tir bién dugc
FDA (Cuc quan Iy Thuc phdm va Duoc phdm Hoa Ky) phé duyét lam
sang, chu yéu dé diéu tri ung thu va do NCI (Vién Ung thu Quéc gia
Hoa Ky) tai trg tir nhitng nam 1960 [3].

Khoang 39.560 hop chat c¢6 hoat tinh sinh hoc dugc bat nguén
tir dong vat bién nhu Bot bién, San hé mém, dong vat Da gai, Sén bién
va cac sinh vat bién khac di dugc cong bd [4]. Trong d6, nganh than
mém c6 nhiéu chung loai rit da dang, phong phu va 1a nhém dong vt
bién 16n nhét, chiém khoang 23% téng s6 céc sinh vat bién d3 duoc
dat tén. Trong cac khu vuc nhiét déi, bao g(“)m Viét Nam, nganh nay
c6 hon 90 nghin loai hién hiru, trong d6 c6 cac loai nhu trai, so, 6c,
hén, ngao, muc, bach tude... Cung véi gia tri kinh té, su da dang phong
phi da cho thay tiém ning khai thac rat 16n ciia cac loai dong vat Than
mém, dic biét 1a nhitng loai sén bién (tho bién). Tir mot sé loai sén
bién duoc nghién ctru d tim thiy nhiéu hoat chat dang quy, trong d6
c6 mot sb hoat chat da dugc tmg dung trong thir nghiém 1am sang va
lam thuéc diéu tri bénh. Nhu hop chét dolastatin dé san xuét thudc
Brentuximab vedotin (Adcetris®) diéu trj ung thu gan, hop chat
Jorumycin tong hop thanh thudc (Zalypsis®) thir nghiém 1am sang pha
IT diéu tri ung thu biéu mo, da u tiy, tir cung, hop chat kahalalide F
dugc tong hop thanh elisidepsin (PM02734), hop chéat nay duoc thir

nghiém 14m sang pha I diéu tri ung thu va va ung thu méau.

Dt nuée Viét Nam cd dudng bd bién dai trén 3000 km, hon
3.000 d4o 16n nho, trong d6 ¢ hai quan dao Hoang Sa, Trudng Sa,
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Vi ving ddc quyén kinh té rong khoang 1 triéu km?, gap 3 lan dién
tich dat lién theo Cong wéc cia Lién hop qudc vé Luat Bién nim 1982
(UNCLOS). Pay la tién dé quan trong dé Viét Nam phat trién kinh té
da nganh, da muc tiéu, ddy manh giao thurong hang hai trong nudc va
qudc té. Trong qua trinh nghién ctru, nghién ciru sinh da khao sat vé
dong vat than mém, cu thé 13 loai sén bién Aplysia dactylomela va cho
théy moét s6 chit co hoat tinh manh gay doc 1én té bao ung thu. Tuy
nhién, & nude ta chua c6 nhiéu nghién ctru vé thanh phan hoa hoc ciing
nhu hoat tinh sinh hoc, méi chi ¢ mot sé nghién ciru trong vai nim
gan day. Vi vay dé tiép tuc nghién ctru vé dong vat than mém, cu thé
1a loai sén bién nham phat hién ra nhitng hop chat c6 hoat tinh sinh
hoc cling nhu c6 thé ung dung trong diéu tri bénh ung thu, t6i da lya
chon d¢ tai “Nghién ctru thanh phin héa hoc va danh gia hoat tinh
gy doc té bao ung thu cia hai loai sén bién Aplysia dactylomela
va Aplysia oculifera & ving bién Viégt Nam”. Luan 4n gdm cac muc

ti€u cling nhu cac ndi dung nhu sau:
e  Muc ti€u cua luén an:
1. Phén 1ap va xac dinh duoc cau tric hoa hoc cac hop
chét tir hai loai sén bién Aplysia dactylomela va Aplysia oculifera.

2. Panh gia duogc tic dung giy doc té bao trén mot sd
dong té bao ung thu & ngudi cua cac hop chét phan 14p duoc nham tim
kiém cac chét c6 hoat tinh sinh hoc, 1am co s¢ khoa hoc cho nhitng

nghién ctru y - sinh - duoc hoc tiép theo.
e No¢i dung cua luan an:

1. Phan lap va xéac dinh cdu tric cac hop chat phan lap
duoc tir loai sén bién Aplysia dactylomela thu & dao Phii Quy, LAm

Déng.
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2. Phan lap va xéac dinh cdu tric cac hop chat phan lap
duoc tir loai sén bién Aplysia dactylomela thu & dao Ly Son, Quang
Ngai.

3. Phan 1ap va xéc dinh céu tric cac hop chét phan 1ap

duoc tir loai sén bién Aplysia oculifera thu & Ling Co, Hué.

4. Danh gia tac dung gy doc té bao ung thu ngudi tir [Ba
dong té bao ung thu 13: ung thu gan (Hep-G2), ung thu phd (A549) va
ung thu vi (MCE-7)] véi cac hop chét dd phan 1ap duogc tir hai mau
sén bién Aplysia dactylomela.

5. Danh gia tac dung gay doc té bao ung thu nguoi tir
[Ba dong té bao ung thu 13: ung thu gan (Hep-G2), ung thu ¢d tir cung
(Hela) va ung thu vii (MCEF-7) v6i cac hop chét di phan 1ap duogc tir
loai Aplysia oculifera.
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Chuwong 1. TONG QUAN

1.1. Gi6i thiéu vé gidng sén bién Aplysia

Sén bién thudc gidng Aplysia trén thé gii c6 khoang 40 loai,

thude ho Aplysiidae, bd Anaspidea, 16p chan bung Gastropoda, nganh

dong vat than mém Molluses. Sén bién thudc giéng Aplysia

(Gastropoda: Opisthobranchia) c6 tudi tho ngan, téc do ting truong

nhanh va san lugng triing cao [4].

Bang 1.1. Danh sach cac loai sén bién thudc gidng Aplysia

STT Loai STT Loai STT Loai

1 A. angasi 15 A. gigantea 28 A. perfata

2 A. brasiliana 16 A. gracilis 29 A. rehderi

3 A. californica 17 A. inca 30 A. reticulata

4 A. cedrosensis 18 A. juliana 31 A. reticulopoda
5 A. cervina 19 A. keraudreni 32 A. robertsi

6 A. corrigera 20 A. kurodai 33 A. rudmani

7 A. cronullae 21 A. maculata 34 A. sagamiana
8 A. dactylomela 22 A. morio 35 A. sowerbyi

9 A. denisoni 23 A. nigra 36 A. sydneyensis
10 A. depilans 24 A. oculifera 37 A. tanzannensis
11 A. dura 25 A. parvula 38 A. vaccaria

12 A. euchlora 26 A. pulmonica 39 A. willcoxi

13 A. extraordinaria 27 A. punctata 40 A. winneba

14 A. fasciata

Nhiing con non sinh truong nhanh cé thé phat trién t6i

13.000% trong khoang thoi gian hai tuan va timg con sén bién c6 thé

dé nhiéu hon 10® trimg trong sudt vong doi cta ching [4]. Sén bién
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cling cho thay su bién ddi 16n vé tdc do ting truong va kich thude co
thé t6i da & cac quan thé cing loai khac nhau séng & cac dia diém hoic
thoi gian khac nhau hodc trong cac didu kién méi trudng khac nhau
[5, 6]. Nhitng dit liéu nay cho thiy Aplysia sp. c6 ning suét tiém ning
cao va sdng trong cac didu kién méi trudong khac nhau.

Sén bién phan b rong khip cac chau luc, & ving nhiét d6i va
can nhiét d6i [7]. O Viét Nam, sén bién phin bd ¢ cac vung bién
Thanh Hoéa, Quang Binh, Quang Ngdi, Nha Trang... Trén thé gi6i da
c6 nhidu nghién ctru vé sinh thai ciing nhu thanh phan hoa hoc va hoat
tinh sinh hoc. Mot $6 hop chét tir sén bién da co nhiing hoat tinh tdt
va dugc lam thudc chong ung thu. Lép chat chinh cia ching la
terpenoid, ngoai ra con mot $b 16p chit nhu alkaloid, sterol,

macrolid...

Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Doi twgng vt li¢u nghién ctru

2.1.1. Lodi sén bién Aplysia dactylomela — Phit Quy, Lim Déng

Sén bién Aplysia dactylomela Rang, 1828 duoc thu thip vao
thang 5 nam 2021 tai dao Phii Quy, Lam Ddng véi khdi luong tuoi 1a
600 g do GS. B3 Cong Thung, Vién Tai nguyén va Méi truong bién,
Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam gidm dinh br:ing dac
diém hinh thai. MAu tiéu ban duoc ngdm trong cdn va luu giit tai
Phong Hoat chét sinh hoc, Vién Hoéa sinh bién, Vién Han 1am Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam.



Hinh 2.1. Sén bién A4. dactylomela
2.1.2. Loai sén bién Aplysia oculifera — Ly Son, Quéing Ngdi

Sén bién Aplysia dactylomela Rang, 1828 dugc thu thip tai Ly
Son, Quang Ngii vao thang 6 ndm 2023 véi khdi lugng mau tuoi 1,25
Kg do ThS. Nguyén Chi Mai, Phong Tai nguyén sinh vat giam dinh
bang phuong phép sinh hoc phan tir. Miu tiéu ban dugc ngdm trong
con va luu gitr tai Phong Hoat chét sinh hoc, Vién Hoa sinh bién, Vién

Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

-

Hinh 2.2. Sén bién A4. dactylomela
2.1.3. Loai sén bién Aplysia oculifera — Ling C6, Hué

Sén bién Aplysia oculifera, dugc thu thip vao thang 06 nim
2023 tai ving bién Liang C6, Hué véi khéi lwong tuoi 13 9,0 Kg do
ThS. Nguyén Chi Mai, Phong Tai nguyén sinh vat, Vién Héa sinh bién
giam dinh bang phwong phap sinh hoc phan tir. Mu tiéu ban duoc
ngam trong con va luu giit tai Phong Hoat chat sinh hoc, Vién Hoa

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



Hinh 2. 3. Sén bién 4. oculifera
2.3. Phan lap cac hop chit
2.3.1. Phén I@p cdc hop chit tir loai sén bién A. dactylomela thu tiv
dio Phii Quy, Lim Déong

Sén bién (4plysia dactylomela RANG, 1828)
(600 )

M: methanol
A: acetone
+2 L methanol x 3 lin D: dichloromethane

Siéu am & 35°C, 30 phut

l

E: ethyl acetate

Cién methanol H: n-hexane
(35¢g) W: nudc
+0.5 nuéce
+ 1 L dichoromethane x 3 lin
' ¥
Cin dichloromethane Nudc
(1039
i Gradient, 100% n-hexane —100%acetone
v v v
ADI.1 ADI1.9 ADI.10
(115 mg) (1200 mg)
l cc, cc.
HA: 80/1 viv HDA:S0/1/1 viv
AD2.1 I 3 il
(67 mg) ADS. 1 ADS.5 ADS5.8
RP, C-18, (861 mg)
MW3/1 viv Cc,
AD2.5 DM:70/1 viv
(32mg) v v v
cc, ADG6.1 AD6.2 ADG6.3
l HED25/1/0,1v/v (203 mg) (154 mg) (210mg)
cc, CC, HAD: RP, C-18,
ADAO3 HE: 6/1 viv 10,1 viv AW: 11,2 viv
(5.7 mg) AD7.1 ADS.1 AD9.1
(56 mg) (128 mg) (147 mg)
RP, C-18, Cc, Sephadex,
AW: 1/1,2 viv HE:3/1 viv MW: 1L,2/1 viv
AD7.2 HS8.2 AD9.9
(22 mg) (85 mg) (36 mg)
ACN/W: 40/60 v/v RP, C-18, cc,
HPLC 16,8 mlmin, 7, = 25,461 min AW: 21 viv HDE: 8/2/1 viv
ADAO02 ADAO1 ADAO4
(8.4 mg) (5,3 mg) (7.3 mg)

Hinh 2.4. So d6 phan lap cac hop chat tir sén bién 4. dactylomela
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2.3.2. Phén ldp cdc hop chit tiv loai sén bién A. dactylomela thu tiv
Qudng Ngai

Sén bién (Aplysia dactylomela RANG, 1828)
(125 kg)

+4 L methanol x 3 lin
Siéu am ¢ 35°C, 30 phit

Can methanol
(15¢)

+ 1.5 L nuée
+ 1.5 L n-hexane x 3 lin

Can n-hexane Nudc

(8.6
+ 1.5 L dichloromethane x 3 lin

Can dichloromethane Nudc
(81.59)

Hinh 2.5. So d6 chiét phan doan sén bién A. dactylomela thu tir
Quang Ngai

< M: methanol
Céan n-hexane
869 A: acetone
D: dichloromethane
E: ethyl acetate
H: n-hexane
Gradient, 100% H —100%E W: nuée
v 12 v v v
AD-HI AD-H5 AD-H7 AD-H8 AD-H12
(2136 mg) (422 mg) (357mg)
" CC, HDA: CC, HDA:
Gradient, 100% H —100% A l S l oo
v AD-H7.1 AD-H8.1
AD-H5.1 AD-H5.2 (257 mg) (214mg)
(429 mg) (615mg) cC RP-CIS CC, RP-CI8
CC, RP-CI8 CC, RP-CI8 l AW'_'I“;’WV AW:1/2 viv
AW:U/L viv AW:/2 Vi : AD-H8.1A
AD-H5.1A AD-H5.2A AD-HT7.1A (136 mg)
(163 mg) (326 mg) (56 mg) cc.
cc, Sephadex, HPLC DA: 50/1 viv
HD: 10/1 viv MW:273, viv : AD-IS.1B
AD-H5.1B AD-H5.2B @amg) ’
(53mg) (41 mg) ADB10 4muphit,
0,8 ml/phit. . 0.8 m/phit, (6.4 mg) HPLC | C6120%250mm
Cot4,6x250mm | HPLC HPLC | Cot4,6x 250 mm (t = 41,112 phat) M/W:85/15
M/W: 70/30 ACN/W: 20/80 B12
ADBI1 ADB9 (12,0 mg)
(73 me) Gome) (1= 58110 ph)
(1, = 44,930 phiit) (tr =23,813 phit)
ADBS
(4.2 mg)

1y = 53,595 pht)

Hinh 2.6. So d6 phan lap cic hop chit tir phan doan chiét n-hexane

cua sén bién 4. dactylomela
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Cén dicholoromethane
8152

Gradient, 100% n-hexane —100%acetone

v v v
ADI1 AD9 AD12 AD15
(248 mg) (3240 mg) (5013 mg)
CC, HA: CC. HDA: CC, HE2/1 viv
6011, viv 50/1/1 viv
AD9.5
ADI1.2 ADI.1 (1830 mg) ADI2.1 ADI2.5
(120 mg) (341 mg) (658 mg)
cc cc,
HD: eradiont v/y DM:70/1 viv RP C-18, RP C-18
& I AW: UL viv AW: 23V
ADI1.2B AD9.5C AD9.5F ADI12.1.1
(92 mg) (108 mg) (954 mg) (163 mg) ADI12.5.1 ADI12.5.2
(255mg)
cc, cc, cc, G
HED:28/1/0.1v/v HE: 772 viv HDES//1 viv HDA7/2/1 viv RP C-18,
AD9.5F1 M/W: 273 viv
ADBI11 AD9.5C1 . ADB4
(73 mg) (325mg) ADI2.5.1A
.9 mg) RP C-18, (10,0 mg) g
RP C-18, MW: 2/3 viv
MW: U1 viv l cc.
ADB7 AD9.5F1A AD9.5F1B HAZ/L v
(42 mg) (96 mg) (50mg) ADB6
cc, cc,
HE: 72 viv HE: 3/1 vy (5.0 mg)
ADB2 ADBS
(6,3 mg) (9,8 mg)
ADB3
(8,3 mg)

Hinh 2. 7. So d6 phén 1ap cac hop chat tir phan doan
dichloromethane cta sén bién A. dactylomela



11

2.3.3. Phén ldp cdc hop chit tiv loai sén bién A. oculifera thu &

Ling Cé, Hué

Sén bién (dplysia oculifera)
©.0ke)

+10 L methanol x 3 lan
Siéu am & 35°C, 30 phit

M: methanol

A: acetone

D: dichloromethane
E: ethyl acetate

< H: n-hexane
Can methanol W: nuée
(800 ¢g) 3
+3 L nuée
+3 L ethyl acetate x 3 lin
Can Ethyl acetate Nude
(350 g
Gradient, 100% n-hexane —100% ethyl acetate
12 v ¥
AOl.1 AO1.21 AO1.33
(1,68) (14g)
cc, cc,
HA, 20/1, viv DME:S0/1/0.5 viv
AOIA v 12 ¥ v
(513mg) AO2A AO2B A02C AO2D
RP C-18, (2518 mg) (3042 mg) (1005 mg) (2073 mg)
M/W: 173 viv Rp RP CLI8, RPC-18,
AOIAL AW: 15 Vv AW: 12 viv AW: 12 vy
(15mg) AOSA AO6A
ACN/W: 45/55, viv . AO3A AO3B (99 mg) (483 mg)
; HPLC (602 mg) (359 mg) .
3 ml/pht HpLc | ACNW:sos0vy | CC
cc, " | 3 mbphat DMA:16/1/0.5 viv
AOB2 DMA25/1/0.5 v/y DMA25/10.5 v/v ;
2.0mg) AO3BI AOB7 AOG6A4
AO3AL @8mg) 113mg @ me
(197 mg) AN 30770 v/ e HPLC ACN/W: 25/75 viv
ACN/W: 25/75 viv . HPLC W SO VIV 3 ml/phit
3 milphit l HPLC l 3 mUphat RP C-18,
AW: 12 Vv AOB5
AOB3 /(*23‘: (1.0mg)
(11,0 mg) 24mg) v
' v
AO4A AO4B
(56 mg) (523 mg)
ACN/W: 50/50 vV | pprc RP C-18,
3 ml/phat AW: 273 vy
AOB1 AO4BI
(3.2mg) (62 mg)
HPLC | ACN/W: 50/50 viv
3 mUphat
AOB6
(2.8mg)

Hinh 2.8. So d6 phan lap cac hop chét tir sén bién 4. oculifera
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Chuong 3. THAO LUAN KET QUA
3.1. X4c dinh ciu tric cic hop chit phén 1ap duoc

3.1.1. Xdc dinh cdu tric cdc hop chit phin lgp dwoc tir lodi sén
bién A. dactylomela thu ¢ dio Phii Quy, Lim Dong

3.1.1.1. Hop chat ADA1: Dactylomelanin C (chat méi)

ADAO1 ma'ilione

Hinh 3.1. Céu tric hop chit ADA1

Dactylomelanin C (ADA1) thu dugc dudi dang bot vo dinh
hinh méau tring. Pho HR-ESI-MS ctia n6 cho thiy céac dinh ion dong
vi 6 m/z 299,0657 va 301,0624 [M + H]" véi ty 1€ 1:1, goi y cong thire
phan tr 1a CisHi1oBrO; (tinh toan cho CisHBrO:", 299,0641 va
301,0621). Phé *C NMR ctua ADAT1 cho thiy tin hiéu ctia 14 nguyén
tir cacbon, dugc phén loai bang phuong phap HSQC thanh bén nguyén
tir cacbon khong proton héa, bén methin, bén metylen va hai metyl.
Trong s6 ndy, mot nhom xeton (dc 198,8), bdn cacbon olefin (5 152,3,
142,9, 131,4 va 117,0) va hai methine c6 oxy hoac halogen (dc 73,2
va 71,2) da dugc phat hién. Hon nita, s6 lugng cacbon sp? chiém ba
trong tong sé nim do khong bao hoa suy ra tir céng thirc phan tir, chi
ra su tdn tai cia hé hai vong trong ADAI. Phd '"H-NMR cho théy su
hién dién cua lién két doi thé 1,2 [du 6,87 (dd, J= 10,2, 1,8 Hz) va
6,14 (d, J= 10,2 Hz)], lién két d6i thé 1,1 [on 5,18 (brs) va 4,81 (t, J
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= 1,8 Hz)] va hai metyl don [Ju 1,20 va 1,13]. Ngoai ra, hai proton
methine khong duoc che chin cong huong & du 4,38 (d, J = 10,5 Hz)
va on 3,90 (ddd, J = 10,5, 10,5, 6,0 Hz) co thé duogc gan cho nhom
methine brom hoa va nhém oxymethine (Davyt va cong su, 2001).
Phan tich dit lidu COSY va HMBC cho thdy cau tric 2D cua ADAI
gidng véi cdu tric ciia ma’ilione, mot nor-chamigrane duoc phan lap
tur tdo 6 Laurencia cartilaginea (Francisco va cong su, 1998; Juagdan
va cong sy, 1997). Cu thé, cac dinh chéo COSY cua H-1/H-2 va H2-
4/H,-5, két hop véi cac twong quan HMBC tir Ho-5 dén C-1, C-3 va
C-6, vatir H-2 dén C-4, da xac nhan cAu tric cua vong cyclohexenone.
Ciu trGic cna vong cyclohexane ciing nhu bd khung spiro[5.5]
chamigrane duoc xéac 1ap bang cac tuong quan COSY giita H,-8/H-
9/H-10 va cac tuong quan HMBC tir H3-12 dén C-10, C-11 va C-6, tir
H,-14 dén C-8 va C-6, tir Hy-8 dén C-7, va tir Hy-5 dén C-7. Céc hing
s6 ghép ndi 'H-'H va phdé NOESY di duoc str dung dé xac dinh cu
hinh tuong ddi cia ADA1. Cac hing sé ghép ndi 16n 10,5 Hz giira H-
10 va H-9, va gitta H-9 va H-8b chi ra hudng truc ctia cac proton nay.
Diéu ndy duoc xac nhan thém béi cac twong quan NOESY quan sat
duoc gitra H-10/H»-5, H»-5/H-8b va H-9/H3-12. Céc tuong quan
NOESY 16 rang gitta H3-12/H-1, H-1/H-14b va H»-5/H3-13 da xac
minh ciu trac chamigrane spiro[5.5] v6i cAu hinh 65*. Trong sb cac
sesquiterpen bromochamigrane duoc phan 1ap tir giéng Aplysia va tao
d6 bién thudc chi Laurencia, hau hét déu chira mot nguyén tir brom &
C-10, nhung mét s6 dugc béo cdo 13 9-bromochamigrane bat thuong
(Gonzalez et al., 1983; Hu et al., 2020; Li et al., 2013; Wessels et al.,
2000). Theo d6, d& lam sang t6 vi tri cua nguyén tir brom trong phd
ADA1, phép tinh d6 dich chuyén hoa hoc trén phd 'H va 3C NMR
cho hai ddng phin c6 thé c6 ADAl-a-(65*95*-OH,108*-Br) va
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ADA1-b-(65*,95*-Br,105*-OH) da duoc thuc hién biang phwong phap
orbital nguyén tir khong phu thudc chuin (GIAO) ¢ mic PCM-
CHCI3/mPWI1PW91/6-31+G(d,p). Sau d6, dit licu NMR thuc nghiém
va tinh toan dugc so sanh bang cach phén tich hé sb twong quan tuyén
tinh (R2), sai sd tuyét d6i trung binh da hi¢u chinh (CMAE), d6 léch
can bac hai trung binh (RMSD) va xac sudt DP4+ (Zanardi va Sarotti,
2021). Két qua cho thay do dich chuyén héa hoc trén phd 'H va *C
NMR tinh toan duoc cua C-9 va C-10 cia ddng phan ADA1-a khop
v6i cac gia tri thue nghiém t6t hon nhiéu so véi gia tri cia ADA1-b.
Hon nita, khi so sanh R2, CMAE va RMSD cua hai dong phan, ta thiy
rang ca dir liéu NMR 'H va 3C ctia 1a déu chinh xac hon dit lieu NMR
ADAL1-b. Cubi cung, phép tinh DP4+ dy doan ring ADA1-a la dong
phan ding véi xéc suat 100%. Dé xac dinh céu hinh tuyét dbi cua
ADA1, ddng phan ADA1-(6S,95,10S) va ddng phan ddi quang ctia no,
ADA1'-<(6R.9R,10R), di dugc dua vao tinh toan ECD bang ly thuyét
ham mat d6 phu thudc thoi gian (TDDFT) ¢ mic PCM-MeOH/CAM-
B3LYP/cc-PVTZ. Két qua cho thdy duong cong ECD tinh toan cua
ADA1-(65,95,10S) phu hop tdt voi dir lidu thuc nghiém. Do 4o, cAu
hinh tuyét ddi cua dactylomelanin C (ADA1) duoc chi dinh 13
6S5,95,10S.

Bang 3.1. S6 liéu phd 'H, *C-NMR ciia hop chat ADA1

VitriC  *oc™ o™ Su (dd bdi, J = Hz)
1 152,9 1523 6,87 (1H, dd, 10,2, 1,8)
2 131,1 1314 6,14 (1H, d, 10,2)
3 198,7 1988 -
4 342 340 2,35 (2H, m)
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5 263 263 221 (2H, m)
6 518 515 -
7 1417 1429 -
8 54 302 2S0(H.dd138.60)
2,44 (1H, dddd, 13,8, 10,5, 2,4, 1,8)
9 717 712 3,90 (1H, ddd, 10,5, 10,5, 6,0)
10 688 732  438(1H,d, 10,5)
1 027 25 -
12 214 192 120 (3H,s)
13 269 263  1,13(3H,s)
1179 1170 i8UHbrs)

4,81 (1H, brt, 1,8)

" Tai liéu tham khdo chdt ma'ilione [120].“ do trong CDCls, * 150
MHz, © 600 MHz, ‘50 MHz.

3.1.2. Téng hop cdc hop chit phan ldp ti méu sén A. dactylomela
thu ¢ ddio Phii Quy, Lam Dong

Tir mau sén 4. dactylomela - Phtt Quy, Lam Pdng di phan lap
va xéc dinh cAu trac 4 hop chit tinh khiét, bao gdm: dactylomelanin C
(ADA1), dactylomelanin D (ADA2), dactylomelanin E (ADA3),
(28,3R,78S,7R)-2-chloro-3,7-epoxychamigrane-9-one (ADA4),
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Hinh 3. 2. Cu tric cac hop chét tir m‘zﬁu sén A. dactylomela - Phu
Quy, Lam Dong

3.1.3. Xdc dinh cdu triic cdc hop chit phan ldp dwoc tiv lodi sén
bién A. dactylomela thu ¢ Ly Son, Quding Ngdi

Tur mau sén 4. dactylomela — Ly Son, Quang Ngai da phan 1ap
va xac dinh cdu tric 12 hop chit, bao gém: elatol (ADBI),
aplydactylonin I (ADB2), aplydactylonin K (ADB3), aplydactylonin
G (ADB4), aplydactylonin H (ADBS), aplydactylonin F (ADB6),
aplydactylonin E (ADB7), [3(15)E,42,65,95,10R]-10,15-
dibromochamigra-3(15),4,7(14)-trien-9-ol  (ADBS8), pacifidiene
(ADBY), 11-hydroxy-8-oxo-f-cyperon (ADB10), aplydactylonin D
(ADBI11), thyrsiferol (ADB12).
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Hinh 3.3. CAu tric cac hop chat tir loai sén bién A. dactylomela — Ly
Son, Quang Ngai

3.1.3. Xdc dinh ciu triic cdc hop chit phan lgp dwec tiv lodi sén
bién A. oculifera thu & Ling C6, Hué

Tir loai sén bién A. oculifera d3 phan lap va xac dinh céu trac
07 hop chit sach: oculiferanin A (AOB1), oculiferanin B (AOB2),
oculiferanin C (AOB3), oculiferanin D (AOB4), oculiferanin E
(AOBS), oculiferanin F (AOB6), oculiferanin G (AOB7). Cac hop
chét trén déu 1a cac diterpene méi va ciing 13 16p chit 1an dau tién duoc

phén 1ép tir loai sén A. oculifera.



Hinh 3.4. Ciu triic hoéa hoc cic hop chit AOB1 - AOB7

3.2. Hoat tinh gy ddc té bao ung thw ciia cic hop chit phan lap
dugc
3.2.1. Hoat tinh gay dc té bao ung thw ciia cdc hop chit phan lap
dwoc tir mbu sén bién A. dactylomela — Phii Quy, Lim Déong

Bdn hop chét sach tir ADA1 - ADA4 phan lap dugc tir loai
sén bién A. dactylomela — Phii Quy, Lam DPong duoc danh gia hoat
tinh gdy doc té bao in vitro trén ba dong té bao ung thu & nguoi: ung
thu phéi (A549), ung thu v (MCF-7) va ung thu gan (HepG2) bang
phuong phap MTT.

Hop chét dactylomelanin E (ADA3) thé hién hoat tinh tét trén
ca ba dong té bao HepG2, A549 va MCF-7 véi gia gia tri ICso lan luot
127,54, 17,78 va 18,62 uM. Hop chét dactylomelanin C (ADA1) thé
hién hoat tinh tot trén hai dong té bao ung thu HepG2 va ung thu A549
v6i gid tri ICso twong tng 13 27,35 va 19,91 pM, con voi dong té bao
MCF-7 thé hién hoat tinh yéu hon véi gié tri ICso twong Gmg 13 42,661
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uM. Hop chét dactylomelanin D (ADA2) chi thé hién hoat tinh t6t trén
dong té bao A549 voi gia tri ICs 1a 27,86 puM, con lai thé hién hoat
tinh yéu trén hai dong té bao con lai. Hop chét (2S,3R,7S,7R)-2-chloro-
3,7-epoxychamigrane-9-one (ADA4) con lai khong thé hién hoat tinh
& nong do nghién ciru.

3.2.2. Hogt tinh giy djc t¢ bao ung thi ciia cic hgp chit phén lgp

dwoc tir méu sén bién A. dactylomela — Ly Son, Qudng Ngii
Muoi hai hop chat sach tir ADB1 — ADB12 phan lap duogc tur

loai sén bién A. dactylomela — Phti Quy, Lam Pdng duoc danh gia
hoat tinh gdy doc té bao in vitro trén ba dong té bao ung thu & ngudi:
ung thu phdi (A549), ung thu vt (MCF-7) va ung thu gan (HepG2)
bang phuong phap MTT.

Trong s6 12 hop chit thir nghiém hoat tinh trén thi ¢6 6 hop
chét elatol (ADB1), aplydactylonin K (ADB3), aplydactylonin G
(ADB4), aplydactylonin H (ADBS), [3(15)E,4Z,6S5,95,10R]-10,15-
dibromochamigra-3(15),4,7(14)-trien-9-ol (ADBS8) va aplydactylonin
D (ADB11) thé hién hoat tinh gay doc té bao ung thu. Trong d6 hop
chét elatol (ADB1) thé hién hoat tinh gdy doc manh nhat véi gia tri
1Cso 12 6,22, 5,07 va 6,55 uM tuong Gng véi 3 dong té bao HepG2,
A549 va MCF-7. Hop chit elatol (ADB1) c6 hoat tinh manh véi cac
dong té bao thir nghiém, trong khi d6 11 hop chat con lai c¢6 hoat tinh
yéu hoac khong c6 hoat tinh. Dy doan ADB1 c6 hoat tinh manh do
trén hop chét c6 thé di t6 Clo - dic diém nay khac so voi 11 hop chat
con lai (cac hop chit chi thé halogen 1a Brom hozc khong thé halogen).

Hop chét aplydactylonin G (ADB4) thé hién hoat tinh manh
trén mot dong té bao ung thu A549 vai gia tri ICso 1a 8,15 uM, gan
manh bang hop chit ADB1. Trong khi d6 hop chit aplydactylonin H
(ADBS5) c6 cau triic gan giong v6i hop chat (ADB4), chi khac ADB5
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c6 thém nhom thé acetyl lai thé hién hoat tinh gdy doc té bao A549
yéu (ICso 14 34,51 uM).

Hop chit ADB3 thé hién hoat tinh tdt trén ca ba dong té bao
ung thu HepG2, A549 va MCF-7 voi gia tri ICso twong tng 1a 29,65,
25,23 va 31,19 uM. Hop chat novel ADB11 thé hién hoat tinh t5t trén
dong té bao A549 véi gia tri ICs) 1a 30,83 pM, thé hién yéu trén hai
dong con lai va hai hop chit ADB5 va ADBS ciing thé hién hoat tinh
yéu trén cac dong té bao ung thu vé6i gia tri ICso trong khoang tir 34,51
dén 49,89 uM. Con lai cac hop chit ADB2, ADB6, ADB7, ADBY,
ADB10 va ADB12 khong thé hién hoat tinh.

3.2.3. Hoat tinh gdy dﬁf té bao ung thw ciia mét sé hop chit phin
ldp dwoc tir loai sén bién A. oculifera

Céc hop chit sach tir AOB1 dén AOB?7 phan lap dugc tir loai
sén bién A. oculifera duoc thir hoat tinh gy ddc té bao in vitro trén ba
dong té bao ung thu & nguoi: ung thu gan HepG2, ung thu ¢ tir cung
(Hela) va ung thu va (MCF-7) bang phuong phap MTT.

Vi bang két qua thir nghiém hoat tinh gay doc té bao ciia bén
hop chit cho thdy: Hop chét oculiferanin A (AOB1) thé hién tac dung
trén hai dong té bao ung thu HepG2 va Hela vdi gid tri ICs, twong (mg
1a 21,38 va 23,44 uM. Hop oculiferanin C (AOB3) cung thé hién tc
ché trén hai dong té bao ung thu véi gia tri ICso 1an luot 1a 34,67 va
36,73 uM nhu chit AOB1 nhung yéu hon. Hop chit oculiferanin B
(AOB2) thé hién trc ché trén ca ba dong té bao ung thu HepG2, Hela
va MCF-7 véi gia tri ICso 1an luot 34,94, 41,91 va 35,89 uM. Hop chat
oculiferanin D (AOB4) va oculiferanin G (AOB7) vo6i gia tri ICso lan
luot 13 54,95 va 31,99 uM trén ciing dong té bao ung thu HepG2. Hop
chét oculiferanin E (AOBS) va oculiferanin F (AOB6) khong thé hién
hoat tinh trén ca ba dong té bao ung thu thir nghiém.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
< KET LUAN

Béng cac phuong phap sic ky két hop va cic phuong phap
phé hién dai dong thoi so sanh voi dit liéu phd cua cac hop chat da
cong bo trong tai lidu tham khao, dé tai da phan 1ap va xac dinh duoc
chu trac cia 23 hop chét tir hai loai sén bién A. dactylomela va A.
oculifera. Cac hop chat phan lap da duoc tién hanh thr nghiém hoat
tinh gy doc té bao ung thu, cu thé nhu sau:

e V& thanh phan héa hoc:

1. Tir loai sén bién A. dactylomela thu & dao Pha Quy, Lam
Ddng di phan 1ap va xac dinh céu trac bdn hop chit. Trong dé c6 ba
hop chat méi l1a: dactylomelanin C (ADA1), dactylomelanin D
(ADA2) va dactylomelanin E (ADA3). M6t hop chat da biét 1a:
(28,3R,7S,7R)-2-chloro-3,7-epoxychamigrane-9-one (ADA4). Cac
hop chét trén thudc 16p chét sesquiterpene.

2. Tir loai sén bién 4. dactylomela thu & Ly Son, Quang Ngi
d3 phan 14p va xéac dinh ciu trac 12 hop chét. Trong d6 ¢ bay hop
chat méi 1a: aplydactylonin I (ADB2), aplydactylonin K (ADB3),
aplydactylonin G (ADB4), aplydactylonin H (ADBS), aplydactylonin
F (ADB6), aplydactylonin E (ADB7) va aplydactylonin D (ADB11).
Nam hop chit di biét 1a: elatol (ADB1), [3(15)E,4Z,6S,9S,10R]-
10,15-dibromochamigra-3(15),4,7(14)-trien-9-ol (ADBS), pacifidiene
(ADBY), 11-hydroxy-8-oxo-f-cyperon (ADB10) va thyrsiferol
(ADB12).

Céc hop chét trén thudc 16p chét terpenoid, trong d6 c6 mudi
mot hop chit sesquiterpene, mot hop chét diterpene va mot hop chat
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triterpene. Pdc biét hop chét aplydactylonin D (ADB11) la mot

diterpene c6 khung carbon méi, chua dugce cong bo trude day.

3. TUr loai sén bién 4. oculifera thu & Lang C6, Hué da phan
1ap va xac dinh cAu tric bdy hop chét 1a: oculiferanin A (AOB1),
oculiferanin B (AOB2), oculiferanin C (AOB3), oculiferanin D
(AOB4), oculiferanin E (AOBS), oculiferanin F (AOB6), oculiferanin
G (AOBY7). Cac hop chat trén déu thudc 16p chét diterpene va 1a nhiing
hop chét méi, trong d6 c6 nam hop chat c6 khung duoc sip xép lai tir

khung parguerane va hai hop chat c6 khung parguerane.
o V& hoat tinh sinh hoc:

D3 tién hanh thir nghiém hoat tinh gy doc té bao ung thu caa
23 hop chat sach tir hai mau sén bién 4. dactylomela - Phit Quy, Lim
Dong va A. dactylomela - Ly Son, Quang Ngii va mau sén bién A.

oculifera - Lang Co, Hué.

Bén hop chit tir sén bién A. dactylomela - Phu Quy, Lam
Pong duoc thir nghiém gay doc té bao trén ba dong ung thu HepG2,
A549 va MCF-7 cho thiy c6 ba hop chit thé hién hoat tinh 1a:
dactylomelanin C (ADA1l), dactylomelanin D (ADA2) va
dactylomelanin E (ADA3). Trong d6 hop chit (ADA3) thé hién hoat
tinh trén ca ba dong té bao véi gia tri ICs 1an luot 14 27,54, 17,78 va
18,62 uM.

Mudi hai hop chét tir mau sén A. dactylomela - Ly Son, Quang
Ngdi duoc thir nghiém gy doc té bao trén ba dong ung thu HepG2,
A549 va MCF-7 cho thiy c¢6 sau hop chét thé hién hoat tinh 1a: elatol
(ADBI1), aplydactylonin K (ADB3), aplydactylonin G (ADB4),
aplydactylonin H (ADBS), [3(15)F,47,65,95,10R]-10,15-
dibromochamigra-3(15),4,7(14)-trien-9-ol (ADBS), aplydactylonin D
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(ADB11). Trong d6 hop chit elatol (ADB1) thé hién hoat tinh giy doc
manh nhét véi gia tri ICso 6,22, 5,07 va 6,55 uM tuong rng voi cac
dong té bao trén. Hop chit méi aplydactylonin G (ADB4) thé hién
hoat tinh manh trén mot dong té bao ung thu A549 voi gid tri ICs 1a
8,15 uM.

Bay hop chit tir sén bién 4. oculifera - Lang C6, Hué thir
nghiém hoat tinh gy doc trén cac dong té bao ung thu HepG2, Hela
va MCF-7 thi cho thiy c6 nim hop chat c6 thé hién hoat tinh 1a
oculiferanin A (AOB1), oculiferanin B (AOB2), oculiferanin C
(AOB3), oculiferanin D (AOB4), oculiferanin G (AOB7). Trong dé
hop chit AOBI thé hién hoat tinh tot nhit véi ca hai dong té bao ung
thu HepG2 va Hela v6i gi tri ICso nam trong khoang 21,38 va 23,44
uM.

% KIEN NGHI

Hop chét aplydactylonin G (ADB4) phan 1ap tir loai sén bién
A. dactylomela - Ly Son, Quang Ngai thé hién hoat tinh manh trén
dong té bao ung thu A540 véi gié tri ICso 1a 8,15 uM. Can nghién ctru

sau hon vé hop chat c6 ti€ém nang nay.

Nhitng hop chit méi duoc phan 1ap tir hai loai A. dactylomela
va A. oculifera can thir nghiém thém mot sé hoat tinh khéc, vi du nhu
hoat tinh khang viém, hoat tinh khang khuén, trc ché enzym...dé phat
hién dugc nhimg hoat tinh tét hon, phuc vu cho nhitng nghién ctru sau

hon sau nay.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN
1. Tir loai sén bién A. dactylomela thu & dao Phu Quy, Lam
DPdng phan lap duoc ba hop chit méi: dactylomelanin C (ADA1),
dactylomelanin D (ADA2), dactylomelanin E (ADA3).

2. Tir loai sén bién A. dactylomela thu & ddo Ly Son, Quang
Ngii da phan 1ap dugc bay hop chit méi: aplydactylonin I (ADB2),
aplydactylonin K (ADB3), aplydactylonin G (ADB4), aplydactylonin
H (ADBS), aplydactylonin F (ADB6), aplydactylonin E (ADB7),
aplydactylonin D (ADB11). Dic biét hop chét aplydactylonin D
(ADB11) sé hiiu by khung carbon méi va duoc dat tén Ia
aplydactylonane.

3. TUr loai sén bién 4. oculifera thu & Lang C6, Hué da phan
lap va xac dinh cdu tric 07 hop chit: oculiferanin A-G (AOBI1-
AOB7). Cac hop chét trén déu thudc 16p chat diterpene va 1a nhiing
hop chit méi, trong d6 c6 nam hop chét co dang khung carbon méi
dugc sip xép lai tir khung parguerane va hai hop chat c6 khung

parguerane.

4. Cac hop chat méi (17 chat) phan lap duoc tir hai loai sén
bién A. dactylomela va A. oculifera d3 dugc tién hanh thir nghiém hoat
tinh sinh hoc véi bén dong té bao ung thu (HepG2, A549, MCF-7 va
Hela) cho thay ba hop chét aplydactylonin G (ADB4) thé hién hoat
tinh manh trén dong té bao ung thu A540 véi gia tri ICs 1a 8,15 uM.
Céc hop chit méi thé hoat tinh & muc trung binh 1a dactylomelanin C
(ADA1) (ICs 14 19,91 uM véi dong té bao A549), dactylomelanin E
(ADA3) (ICs) 14 17,78 va 18,62 uM tuong g v6i hai dong té bao
A549 va MCF-7).
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