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(57) Séang ché dé cap dén hop chét epoxy-tiglian va dugc pham chtra hop chét nay. Theo
cac phuong an cu thé, hop chat epoxy-tiglian ¢ dang hop chat epoxy- -tigliaen-3-on. Sang
ché cling mé ta phuong phap kich thich hodc thuc ddy qua trinh lam lanh vét thuong ciing
nhu phuong phép 1am giam sy hinh thanh seo va cai thién hiéu qua thAm my nho vao sy
lam lanh vét thuong. Sang ché ciing mo ta hop chat va ché phim st dung dé 1am lanh vét
thuong.
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Linh vye ky thuét dwgc dé cip

Sang ché d& cap dén hop chit epoxy-tiglian d& thtc ddy qué trinh lam lanh vét
thwong va dugc phidm chira hop chit nay. Theo céc phuong 4n cu thé, hop chit
epoxy-tiglian 13 & dang hop chit epoxy-tigliaen-3-on. Sang ché mé ta phuong phép
kich thich hodc thic déy qué trinh 1am lanh vét thuong cling nhu phuong phap lam
giam su hinh thanh seo va cai thién hiéu qua thAm my khi 1am lanh vét thuong. Sang

ché cling mé ta hop chit va ché phdm dé sir dung trong viéc 1am lanh vét thuong,

Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Qua trinh 1am lanh vét thuong 1a mét qua trinh phirc tap trong d6 da hodc co
quan hoiic mé khéc, tu hdi phuc sau tdn thuong. Trén da binh thudng, biéu bi (16p
ngoai cuing) va chin bi (16p bén trong ho#c sdu hon) tdn tai & trang thai cdn bang 6n
dinh, tao thanh hang rao bao vé chdng lai mdi truong bén ngoai. Ngay khi hang rao
bao vé bi pha v&, qua trinh sinh ly binh thuong cta qué trinh lam lanh vét thuong
ngay lap tuc b4t d4u hoat dong. M6 hinh lam lanh vét thuong cd dién duogc chia
thanh ba giai doan khong trung nhau, tudn tw, cu thé 13: giai doan viém, giai doan

ting sinh va cudi cung 14 giai doan tai tao.

Trong giai doan viém cta qud trinh lam lanh vét thuong, xuét hién su bd sung
hoat héa cac bach clu trung tinh va tiép d6 12 bach cdu don nhén to tir hé mach bao
quanh vao trong vét thuong. Bach cdu trung tinh vé co ban @8 khdng ché va pha hity
ban dAu céc lay nhidm do vi khudn va nim trong vét thuong. Bach cau don nhan to
trudng thanh thanh dai thuc bao khi ching xdm nhép vao vét thuong, noi ching c6
nhiéu vai trd trong qud trinh xtr Iy vét thuong bao gdm ca qué trinh thuc bao ban dau
va 1am sach chit nén va manh vun té bao. Sy gidi phéng cdc enzym, xytokin va cac
yéu t6 tang truéng bing ca bach ciu trung tinh va dai thuc bao trong vét thuong tiép

theo c6 thé gay ra anh huéng manh d6i véi cac té bao khac trong vét thuong va mo
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bao quanh. Vi du, dai thuc bao tiét ra colagenaza dé loai béo mo hoai tir vét thuong;
interleukin va yéu tb hoai tr khdi u (TNF), kich thich cdc nguyén bao soi va thic
déy su tao mach; va yéu tb ting truong bién d6i (TGF), yéu tb nay kich thich cac té
bao stng. Chiing ciing tiét ra yéu té ting truéng c6 ngudn gde tir tiéu cau va yéu t
tang trudng ndi mdé mach méu, yéu t6 nay khoi dau sy hinh thanh mé hat va do d6
khoi ddu qua trinh chuyén ddi sang giai doan ting sinh va tai tao. Giai doan viém
nhanh chéng va manh m& nhung thodng qua thudng c6 lién quan dén hiéu qua lam

lanh vét thuong tdt.

Giai doan thtt hai ctia qua trinh 1am lanh vét thuong c6 lién quan dén sy ting
sinh & bao va sy di tra va su co lai vét thuong. Didu ndy c6 lién quan dén céc tac
dung dugc thuc hién boi cac té bao bén trong vét thuong dé dat duoc sy kin miéng
vét thuong va lam ddy lai md bi mat. Sy di tra va ting sinh cia cAc té bao simg 13
co ban dé tai tao biéu mo cua vét thuong, trong khi viée tai tao lai 16p chan bi bén
duéi 1a két qua ctia sy di tru, ting sinh va biét héa clia cac nguyén bao soi gitip vét

thwong khép lai va gop phén tdng hop, bé va lién két cac soi colagen.

Trong giai doan tai tao cubi cling, cic t& bao stmg di tra va ting sinh & ria vét
thwong phan ting lai dé bit kin vét thuong va tao thanh mét 16p biéu bi lién tuc.
Trong giai doan nay, nhiéu thay dbi cling xuét hién trong chén bi lién quan dén viéc
tai tao cht nén ngoai bao dé khoi phuc lai cAu tric binh thudng cta 16p da va hé

mach.

Trong mot sb trudng hop, vét thuong cé thé chdm lanh hogic hoan toan khong
lanh. Nhiéu yéu t§ anh huéng dén qua trinh 1am lanh vét thuong, vi dy, strc khoe
chung cta dbi tugng bi thwong, d6 tudi ctia d6i twong bi thuong, cac bénh nhu bénh
dai thao duodng, hodc cac bénh khac ma co thé anh huong dén sy tudn hoan, su xuét
hién nhim khudn, di vat hoic mé hoai tir, hodc trong mdt sb trudong hop, viée su

dung thubc c6 thé anh huong dén tbc d6 1am lanh vét thuong.
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Hon nita, & mot sb vét thuong, viéc didu chinh su tiéu sung vét thuong khong
hoan toan c6 thé din dén chimg xo héa va sy hinh thanh seo qua mirc dé 1ai mé seo

kém hon v€ mit chirc ndng va thdm m§ so véi mo binh thuong.

C6 nhiéu nghién ciru vé viée cai thién qué trinh 1am lanh vét thuong va lam
giam mé seo. Tuy nhién, cn phai tim ra céc tic nhan c6 kha nang thuc dAy qua trinh
lam lanh vét thuong, vi du, 1am ting t6c d6 1am lanh vét thuong, dic biét 1a cac vét
thwong man tinh. Ciing cin dén c4c tic nhan cho phép vét thuong lanh lai véi it seo

hon so v6i tu nhién.

Hop chit epoxy-tiglian dd dugc phat hién c6 img dung diéu tri bénh lam tac
nhan gdy doc té bio, tic nhan khang nguyén sinh dong v4t, tdc nhén diét ky sinh
tring va thudc khang sinh (W02007/070985) cling nhu ing dung trong ndng nghiép,
vi duy, lam tic nhin phong trlr loai gy hai (W02007/070985) hodc dudi dang tac
nhan xén 16ng héa hoc (AU 2010200429). Tuy nhién, khong c6 tai li¢u nao goi y
rang cac hop chét nhu vay s& thuc ddy qud trinh 13m lanh vét thuong.

Ban chit k§ thudt ciia sing ché

Vi céc ly do néu trén, muc dich cta sang ché 12 @& xuét dya trén sy phat hién
ra chét chiét tir thuc vat, it nhit mot phin, c6 chira cic hop chét epoxy-tiglian c6 thé
thiic ddy qué trinh 1am lanh vét thuong va cling 1am gidm mo seo hinh thanh khi vét
thuong lanh lai.

Theo khia canh tht nhit, sang ché mé ta phuong phap thic d4y qué trinh lam
lanh vét thuong cho mdt dbi twong bao gbm budc cho dbi tugng nay st dung hop

chat epoxy-tiglian hodic mudi duge dung cua no.

Theo mdt s phuong 4n, hop chét epoxy-tiglian c6 dang chét chiét thuc vat,
dic biét 1a chit chiét etanolic. Theo mot sb phuong an, chét chiét thuc vat c¢6 thé thu
duoc hoic dugc thu tir thue vat 13 loai Fontainea hodc loai Hylandia. Theo mot sb

phuong 4n, hop chit epoxy-tiglian dugc phén 14p tir chét chiét thuc vat. Theo céc
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phwong an khéc, hop chét epoxy-tiglian 1a din xuét tbng hop hoic ban téng hop clia
hop chét tiglian dugc phan 1ap.

Theo mdt sé phuong 4n, phuong phap thiic diy qua trinh 1am lanh vét thuong
bao gdm budc 1am ting tdc @0 1am lanh vét thuong. Theo mot s6 phuong an, phuong
phap thic ddy qua trinh lam lanh vét thuong bao gdm budc 1am giam sy hinh thanh
seo trong mo vét thuong. Theo mot s6 phwong 4n, phwong phép thiic d4y qua trinh
lam lanh vét thuong bao gdm ca budc lam tang tdc d6 lam lanh vét thuong va bude
lam giam sy hinh thanh seo trong mé vét thuong. Theo mot sb phuong 4n, vét thuong

1a vét thwong man tinh, vét thuong cép tinh hodc vét thuong hién cé.

Theo mdt khia canh khéc, sing ché mé ta phuong phép diéu tri hoc ngin chin
su hinh thanh seo qua mirc bao gébm budc bdi hop chét epoxy-tiglian hodc mubi

dugc dung ctia nd 1én vét thwong hoic seo.

Theo mot sb phuong 4n, sy hinh thanh s¢o qua murc la sy hinh thanh s¢o 161

hoic seo phi dai.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché mé ta viée sir dung hop chét epoxy-tiglian
hozc mudi dugc dung cia n6 dé san xuét thudc @& thuc ddy qua trinh 1am lanh vét

thwong cho dbi tuong.

Theo mot khia canh khac, sang ché md ta viéc st dung hop chét epoxy-tiglian
hodc mudi duge dung ciia né dé thic ddy qué trinh 1am lanh vét thuong cho ddi

tugng.

MBS ta vin tit cac hinh vé
Fig. 1 1a hinh biéu dién bang anh chup sy lam kin miéng vét xudc trong céc t€
bao nguyén bao s¢i méi sinh & ngudi dugce diéu tri bang doi chimg chi ¢6 chat mang,

24 gid sau khi c6 vet xudc.
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Fig. 2 14 hinh biéu dién bang anh chup sy lam kin miéng vét xudc trong té bao
nguyén bao s¢i méi sinh & nguoi duge didu tri bang 30 ng/mL Hop chét 1, 24 gio

sau khi c6 vét xudec.

Fig. 3 12 hinh biéu di&n bing dd thi ctia thir nghiém xam 14n matrigel ctia té bao
nguyén bio sgi méi sinh & nguoi duge didu tri bang 10 ng/mL hoic 30 ng/mL Hop
chit 1 so véi déi ching chi c6 chit mang. Cc té bao dugc dém sau thoi gian 24 gio

u. * p<0,05; *** p<0,001.

Fig. 4 13 thit nghiém Western blot cua té bao nguyén bao s¢i méi sinh & ngudi
duoc diéu tri bing Hop chat 1 va thé hién sy hoat héa va sy diéu hoa gidm sau d6
ctia cac phan tir truyén tin hiéu chinh ¢ lién quan dén sy sira chita va 1am lanh vét

thuong.

Fig. 5 12 hinh biéu din bing anh chup cdc tac dong clia sy phoi nhiém céc
nguyén bao soi (dugce nudi cAy voi su c6 mit cia TGF-B1) dén khoang ndng d6 ctia
hop chét 1 déi véi sy biét hoa thanh u nguyén bao soi, duge dic trung béi su biéu

hién ting cua actin co tron a va sy hinh thanh soi stress.

Fig. 6 14 hinh biéu dién bing anh chyp vé cac tac dong ctia su phoi nhiém cac
nguyén bao so¢i (duge nudi cly vai su c6 mit ciia TGF-B1) dén khoang ndng do6 ctia
hop chit 37 d6i véi su biét héa thanh u nguyén bao sgi, duge dic trung bdi sy biéu

hién ting cla actin co tron a va sy hinh thanh soi stress.

MO ta chi tiét sang ché
Céac dinh nghia

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, tAt ca cac thuat ngit k¥ thuat va khoa hoc duoc sir
dung trong ban md ta ndy c6 cung y nghia nhu thudong duge hidu boi ngudi c6 hidu
biét trung binh vé linh vyc ma séng ché ¢6 lién quan. Mic du cac phuong phap va

vat liéu bit ky twong tw hodc tuong duong vdi cac phuong phép va vét lieu duge mo
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ta o day déu c6 thé duoc sir dung trong thuc tién hogic thir nghiém theo sang ché, cac
phuong phép va vat liéu dugc uu tién vAn duge mo ta. Déi véi cac muc dich cua
sang ché, cac thuat ngit duge dinh nghia dudi day.

Dang sb it "m6t" bao gdm dang sb nhiéu tuong duong. Vi dy, “mdt nguyén t6”

¢6 nghia 13 mot nguyén t6 hodc nhiéu hon mdt nguyén t6.

Nhu dugce st dung & ddy, thudt ngit "khoang" dung dé chi sé luong, muc, tri
s6, kich thuéc, hodc lugng ma thay ddi nhidu bang 30%, 25%, 20%, 15% hodc 10%

s0 luwong, mic, tri sO, kich thudce, ¢d, hodc luong tham chicu.

Trong toan bd ban mo ta, trir khi ngit canh sir dung thé hién rd rang theo céch
khéc, cac thuét ngit "bao gom", “gdm”, va “chtra” dugc dy dinh la bao gém budce
hodc d4u hiéu hoic tap hop céc bude hodc cac dau hiéu dd duge chi ra nhung khong

loai trir bude hoc dau hiéu hodc tap hop cac bude hodc cac dau higu khéc.

Thuét ngit "alkyl" ding ¢ chi cic nhém hydrocacbon mach thing hoic mach
nhénh tily ¥ ¢6 1 d&n 20 nguyén tit cacbon. Trong d6 néu thich hop, nhém alkyl c6
thé c6 sb luong nguyén tir cacbon x4ac dinh, vi dy, -Ci-Cs alkyl bao gbm céc nhém
alkyl ¢6 1, 2, 3, 4, 5 hodc 6 nguyén tir cacbon theo cach sip xép mach thing hoic
mach nhéanh. Vi du khong gi6i han vé cdc nhém alkyl bao gbm metyl, etyl, propyl,
isopropyl, butyl, s- va t-butyl, pentyl, 2-metylbutyl, 3-metylbutyl, hexyl, 2-
metylpentyl, 3-metylpentyl, 4-metylpentyl, 2-etylbutyl, 3-etylbutyl, heptyl, octyl,
nonyl, dexyl, undexyl, dodexyl, tridexyl, tetradexyl va pentadexyl.

Thuét ngit "alkenyl" dung dé chi hydrocacbon mach thing hoic mach nhanh
khéng no, tly y duoc thé, c6 2 dén 20 nguyén tir cacbon va c6 it nhit mot lién két
d6i. Néu thich hop, nhém alkenyl c6 thé ¢6 s6 luong nguyén tir cacbon xac dinh, vi
du, C2-Cs alkenyl ma bao gébm céc nhém alkenyl c6 2, 3, 4, 5 hodc 6 nguyén tit

cacbon theo cach sép xép mach thing hoic mach nhénh. Vi du khong gi¢i han vé
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cac nhém alkenyl gdm, etenyl, propenyl, isopropenyl, butenyl, s- va t-butenyl,
pentenyl, hexenyl, hept-1,3-dien, hex-1,3-dien, khong phai la 1,3,5-trien va cac
nhém tuong tu.

Thuét ngit "alkynyl" ding dé chi hydrocacbon mach thing hodc mach nhanh
khong no tiy ¥ dugce thé, c6 2 dén 20 nguyén tir cacbon, c0 it nhét mot lién két ba.
Néu thich hop, nhém alkynyl c6 thé c6 s6 lugng nguyén tir cacbon xac dinh, vi dy,
C2-Cs alkynyl ma bao gdm céc nhém alkynyl ¢6 2, 3, 4, 5 hodc 6 nguyén tir cacbon
theo cac cach sip xép mach thing hogc mach nhanh. Vi du khong giéi han gbm

etynyl, propynyl, butynyl, pentynyl va hexynyl.

Thuét ngit "xycloalkyl" va “vong cacbon” dung d8 chi cac nhém hydrocacbon
mot vong, hai vong hodc ba vong no hodc khong no tuy y duge thé. Néu thich hop,
nhém xycloalkyl c6 thé cé s6 lwong nguyén tir cacbon xac dinh, vi du, C3-Ce
xycloalkyl 12 nhém vong cacbon ¢6 3, 4, 5 hodc 6 nguyén tir cacbon. Vi du khong
gi6i han c6 thé bao gdm xyclopropyl, xyclobutyl, xyclopentyl, xyclopentenyl,

xyclohexyl, xyclohexenyl, xyclohexadienyl va céc nhém tuong tu.

"Aryl" c6 nghia 1a hé vong cacbon mét vong, hai vong hodc ba vong c6 Cs-Cu4
canh ¢6 1én dén 7 nguyén tir trong mdi vong, trong 4o it nhét mot vong 13 thom. Vi
du v& céc nhém aryl gdm, nhung khéng gi6éi han &, phenyl, naphtyl,
tetrahydronaphtyl, indanyl va biphenyl. Aryl c6 thé bao gém 1-3 vong benzen. Néu
¢6 mit hai hodc nhiéu vong thom, thi cac vong nay cé thé duoc ngung tu véi nhau,

sao cho cdc vong lién ké c6 mot lién ket chung.

MB3i alkyl, alkenyl, alkynyl, xycloalkyl va aryl, cho du la mot phan tir riéng 1€
hodc 13 mot phin ctia mot phan tir 16n hon c6 thé tiy ¥ duge thé bing mét hoic nhiéu
phén tir thé thly y dugc chon tir nhém bao gdm Crealkyl, C2.salkenyl, Cs-sxycloalkyl,
oxo (=0), -OH, -SH, CisalkylO-, CzsalkenylO-, Cs-exycloalkylO-, Ci-salkylS-,
CaealkenylS-, CsexycloalkylS-, -CO2H, -COxCicalkyl, -NHa, -NH(Ci
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salkyl), -N(Cisalkyl)2, -NH(phenyl), -N(phenyl)2, -CN, -NO2, -halogen, -CF3, -
OCF;, -SCF3, -CHF,, -OCHF», -SCHF, -phenyl, -Ophenyl, -C(O)phenyl, -C(O)Ci-
salkyl. Vi du v& cac phan tit thé thich hop gbm, nhung khéng giéi han &, metyl, etyl,
propyl, isopropyl, butyl, sec-butyl, fert-butyl, vinyl, metoxy, etoxy, propoxy,
isopropoxy, butoxy, metylthio, etylthio, propylthio, isopropylthio, butylthio,
hydroxy, hydroxymetyl, hydroxyetyl, hydroxypropyl, hydroxybutyl, flo, clo, bromo,
| iot, xyano, nitro, -CO2H, -CO2CHj3, triflometyl, triflometoxy, triflometylthio,
diflometyl, diflometoxy, diflometylthio, morpholino, amino, metylamino,

dimetylamino, phenyl, phenoxy, phenylcacbonyl, benzyl va axetyl.

Hop chét theo sang ché c6 thé & dang mudi duge dung. Tuy nhién nén dugc
d4nh gia cao ring mubi khong duge dyng cling n3m trong pham vi ciia sang ché do
céic mudi ndy c6 thé hitu ich lam hop cht trung gian trong qué trinh diéu ché mubi
dugc dung hodc co thé hitu ich trong khi bdo quan hodc vén chuyén. Mudi duge
dung thich hgp gbm, nhung khéng gi6i han &, mudi cia axit vo co duge dung nhu
axit hydrocloric, sulfuric, phdsphoric, nitric, cacbonic, boric, sulfamic, va
hydrobromic, hodc mudi cla axit hitu co dugc dung nhu axit axetic, propionic,
butyric, tartaric, maleic, hydroxymaleic, fumaric, maleic, xitric, lactic, muxic,
gluconic, benzoic, sucxinic, oxalic, phenylaxetic, metansulphonic, toluensulphonic,
benezensulphonic, salixyclic sulphanilic, aspartic, glutamic, edetic, stearic, palmitic,

oleic, lauric, pantothenic, tanic, ascorbic va valeric.

Mubi bazo gdm, nhung khong gi6i han ¢, cac mudi duge tao ra bang céc cation

duge dung, nhu natri, kali, lithi, canxi, magie, amoni va alkylamoni.

C4c nhém chira nito bazo ¢6 thé dugc chia thanh bdn phin bing c4c chat nay
dudi dang alkyl halogen bac thap, nhu metyl, etyl, propyl, va butyl clorua, bromua
va iodua; dialkyl sulfat gidng dimetyl va dietyl sulfat; va cac nhom khac.
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Cfing s& nhén biét dugc ring cc hop chit theo sang ché c6 thé c6 tAm khong
dbi xtmg va do d6 c6 kha niang tdn tai trong nhidu hon mdt dang chét déng phan 14p
thé. Do d6 sang ché ciing d& cap dén cac hop chit vé co ban c6 dang d6ng phén tinh
khiét tai mot hodc nhiéu tAm khong dbi xtmg vi du, c6 do tinh khiét v& mit quang
hoc 16n hon khoang 90%, nhu c6 49 tinh khiét vé mat quang hoc khoang 95% hoic
97% hoic c¢6 d9 tinh khiét v& mit quang hoc 16n hon 99%, cling nhu céc hdn hop,
bao gdm céc hdn hop raxemic, ctia ching. Cac chit ddng phan nay c6 thé thu dugce
bang cach phan lap tur ngudn tu nhién, biang sw tong hop khong d6i xtmg, vi du str
dung céc hop chét trung gian khong dbi ximg, hodc bing sw phén giai khong dbi
xtng. Céc hop chit theo sang ché c6 thé tdn tai & dang chit ddng phéan di hinh. Sdng
ché ciing d& cap dén cac hop chét & dang cis (Z) hoic trans (E) gin nhu tinh khiét

hodc hdn hop ctia ching.

Hop chét theo sang ché c6 thé thu dugc béng cach phan 14p tir cy hodc mot bd
phan cta cay, hoic bing céch tao din xut hop chit da phan 1ap, hodc bang cach tao

d&n xuit hop chat c6 lién quan.

Nhu duge st dung & day, thuét ngit “vét thuong” ding & chi sy pha vo vat ly
c6 tinh lién tuc hodc nguyén ven cia cdu tric md. Céc vét thuong c6 thé 13 cAp tinh
hoiic man tinh va bao gdm céc vét cit va vét rach, dudng rach md hoic vét thuong,
15 chich, ch da bi xuéc, bénh phdng da chan, vét thuong nén, chd bi trdy da, vét
thuong cha sat, loét tu thé ndm (vi du loét do &p suit hogc loét do nam liét giudng);
vét thuong do tac dong clia nhiét (céc vét bong do ngudn lanh va néng), vét thuong
héa hoc (vi du vét bong axit hodc chit kiém) hogc nhidm khuan gay bénh (vi du
virut, vi khuén hosc ném) bao gém nhot v& ho#c con nguyén ven, sy phat ban da, tit
va mun trimg ca, chd loét, vét thuong man tinh, (bao gbm vét thuong c6 lién quan
dén bénh dai thao dudng nhu chd loét phia dudi chén va ban chén, chd loét gan chan
va chd loét do ap sudt), ngudi cho cdy/ghép da va céc vi tri tiép nhan, diéu kién dap

tg mién dich, vi du bénh vay nén va cham bdi nhiém, chd loét da day hogc rudt,

-10-
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vét thuong & mié€ng, bao gém chd loét & miéng, sun ho#ic xwong bi hu hai, vét thuong

do thu thudt cét cut va thuong tén mang simg.

Nhu duge sit dung & day, thudt ngit “vét throng man tinh” ding & chi vét
thuong khong dugc lam lanh trong khoang thoi gian 1anh thong thudng & d6i tugng
khoe manh khac. Vét thuong man tinh cé thé 1a vét thwong chua lanh do stc khoe
cua dbi tugng,‘vi du, khi d6i tuong co su tudn hoan kém hodic mic bénh nhu bénh
dai thao dudng, hoic trong d6 ddi tugng dang udng thubc ma wc ché qua trinh 1am
lanh binh thudng. Qua trinh 1am lanh ciing c6 thé bi suy giam bdi bénh nhiém tring,
nhu nhiém khuén, nhidm ndm hozc nhi®m ky sinh tring. Trong mét sb trudng hop,
vét thuong man tinh c6 thé vin chua lanh lai trong nhiéu tudn, nhiéu thang hodc
tham tri nhidu ndm. Céc vi du v& vét thuong man tinh gbm nhung khéng giéi han &,

chd loét do bénh dai thao dudmg, chd loét do 4p sudt va chd loét khu tra.

Thuat ngft “thuc ddy qué trinh lam lanh vét thuong” nhu dugc st dung & day,
diing dé chi su cai thién qu4 trinh lam lanh vét thuong so v6i qué trinh 1am lanh vét
thuong ma s& duwoc quan sat & vét thuong khong duge diéu tri. Phuong phép thic
ddy qué trinh lam lanh vét thuong bao gébm budc lam ting tbc do lam lanh vét
thuong, vi du, vét thuong c6 thé Ianh lai véi tdc d6 nhanh hon nhiéu gi, nhidu ngay
hoc nhidu tudn so véi khi vét thuong khong dugc didu tri. Phuong phép thuc ddy
qué trinh 1am lanh vét thuong ciing c6 thé bao gdm budc 1am giam md seo & vét
thuong dang lanh hoic vét thuong d lanh so véi du kién khi vét thuong khong dugc

dicu tri.

Thuét ngit "1am lanh vét thuong" dung dé chi sy phuc hdi tinh nguyén ven cua

mo, mot phan hogc 1a toan bg.
Thuét ngit “lam giam sy hinh thanh s¢o” hogc “lam gidm m6 se¢o” duge de cap

& day dung dé chi hidu qua thdm m¥ duoc cai thién va/hodc mo bt thuong giam di

do su lam lanh vét thuong so véi khi vét thuong khong dugc didu tri. Theo mot sb

-11-



28701

phuong an, phuong phap lam giam mo s¢o bao gdm bude 1am giam hoic giam thiéu
md bét thuong, 1am giam hodc giam thidu cac thay ddi v& sy hinh thanh sic t6 da

va/hodc cai thién sy moc 16ng so véi khi vét thuong khong duoc diéu tri.

Thuat ngit "hop chét epoxy-tiglian" ding dé chi hop chit c6 mot trong cac chu

tric vong cacbon bazo sau day:

Céc hop chét c6 hé trixyclo[9.3.0.0]tetradecan v6i vong xyclopropan ngung tu
duoc gén vao vong cé sau canh. Epoxit dugc ngung tu véi vong c6 bay canh trong

vi tri 5,6 hodc 6,7.

Thuat ngit "hop chét epoxy-tiglien-3-on" ding @& chi hop chit c6 cAu tric
epoxy-tiglian duge dinh nghia & trén trong d6 vong ndm canh c6 cong thirc clu tao
poxy-tig g g g g

1,2-en-3-on:

Phuong phép lam lanh vét thuong
Theo mot khia canh khac, sang ché m ta phuong phap thuc ddy qua trinh lam
lanh vét thuong cho mot dbi tugng bao gdm budc cho dbi tuong nay st dung hop

cht epoxy-tiglian hogc mudi dugc dung cua no.
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Vét thuong dugc 1am lanh c6 thé ¢6 trong co quan hoic mo, bao gbm co quan
ho#c md bén trong hodc md bén ngoai, nhu da. Vét thuong ¢6 thé 1a do tén thuong,
vét cén hodc vét bong. Co quan hodc mé c¢6 thé 14 mot hodc nhiéu co quan trong s6
da, co, gan, théan, phéi, tim, tuyén tuy, 14 14ch, da day, rudt, bang quang, buéng tring,
tinh hoan, da con, sun, gin, ddy ching, xuong va co quan tuong tw. Theo cic phuong

4n cu thé, vét thuong 1 & trong da va/hoic co.

Theo mot sb phuong an, hop chét epoxy-tiglian dugc st dung sém sau khi bi
thuwong. Theo céc phuong 4n khac, vét thuong 13 vét thuong man tinh ma khong thé
lanh lai trong thdi gian nhidu ngay, nhiéu tuln, nhidu thang hoc nhidu nam. Theo
céc phuong 4n khéc, vét thuong 13 vét thuong hién ¢6 ma khong thé lanh lai & tbc

d6 binh thudng hodc khong dap tng véi cac phuong phap diéu tri bénh khéc.

Céc hop chét theo sang ché cling c6 thé duoc bdi 1én vét thuong dang lanh hodc
4 1anh do sy hinh thanh seo qué mtrc. Céc vi du vé céc vét thuong nay 1a céc vét

thuong dang hinh thanh hodc d4 hinh thanh se¢o 161 hoic seo phi dai.

Theo mot sé phuong 4n, vét thuong bi nhidm tring do vi khuén. Sy nhiém
khuén c6 thé do vi khudn Gram duwong hogc Gram 4m gdy ra, dac biét 1a vi khuén
Gram duong. Vi du khong giéi han vé vi khuAn ma dugc kiém soét bai cac hop chét
theo sang ché bao gdm céc vi khudn thudc chi Bacillus, nhu B. subtilis, B. anthracis,
B. cereus, B. firmis, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus, B. coagulans, B.
pantothenticus, B. alvei, B. brevis, B. circubins, B. laterosporus, B. macerans, B.
polymyxa, B. stearothermophilus, B. thuringiensis va B. sphaericus; Staphlococcus
nhu S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus; Streptococcus, Vi
du, S pyrogenes, S. pneumoniae, S. alagactiae, S. dysgalactiae, S. equisimilis, S.
equi, S. zooepidemicus, S. anginosus, S. salwarius, S. milleri, S. sanguis, S. mitior,
S. mutans, S. faecalis, S. faecium, S. bovis, S. equinus, S. uberus and S. avium,
Aerococcus spp., Gemella spp., Corynebacterium spp., Listeria spp., Kurthia spp.,
Lactobacillus spp., Erysipelothrix spp., Arachnia spp., Actinomyces spp.,
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Propionibacterium spp., Rothia spp., Bifidobacterium spp., Clostridium spp.,
Eubacterium spp., Serratia spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Enterococcus spp.,

Pseudomonas spp., Nocardia spp. va Mycobacterium spp.

Theo mdt s& phuong 4n, vét thuong bi nhidm tring do ndm. Bénh nhiém ném
6 thé gdy ra boi ném soi hodc ndm men. Vi du khéng gi6i han vé nAm ma dugc
khéng ché bai cac hop chit theo sang ché bao gém nim thudc chi nhu Aspergillus
spp., Mucor spp., Trichtophyton spp., Cladosporium spp., Ulocladium spp.,
Curvularia spp., Aureobasidium spp., Candida albicans, Candida spp.,

Cryptococcus spp., Malessezia pachydermatis, Malessezia spp. va Trichosporon

Spp.

Theo mdt sb phwong 4n, vét thuong bi nhiém tring do ca vi khuén va ndm, bao

gom trong cac mang sinh hoc.

Déi tugng c6 vét thuong dugce lam lanh co thé 1a dbi tuong bit ky bao gdm
dong vat ¢ vu, chim, ca va loai bo sat. Theo mét s& phuong 4n, dbi tugng 12 ngudi,
vat nudi trong gia dinh, dong vat phong thi nghiém, vat nudi trong trang trai hoac
vat nudi 1am viéc, chim duge nudi trong trang trai, dong vat dua hodc dong vat hoang
dugc bét gift nhu cac con vat dugce nhét trong s& thu. Céc vi du v& dbi tugng thich
hop gém nhung khong giéi han & nguoi, cho, méo, tho, chudt ddng, chudt lang,
chudt thuong, chudt nhit, ngya, gia stc, clru, dé, huou, lon, khi, thu c6 tui, ga, ngdng,
chim hoang yén, chim yén phung, c4 siu, rén, thin lan va loai twong tu. Theo cac
phuong én cu thé, dbi tuong 13 déi tuong dong vat c6 vi nhu ngudi, ché, meéo, ngua,

gia stic, ciru, dé, lon, huou, chudt nhét, chudt lang, chudt tdi, tho hodc chudt.

Theo mdt s6 phuong 4n, viéc sit dung hop chét epoxy-tiglian thuc déy qua trinh
lam lanh vét thuong bing cach lam ting téc d6 lam lanh vét thwong. Theo mot sO
phuong an, viéc sir dung hop chét epoxy-tiglian thuc day su 1am lanh béng cach 1am

giam sy hinh thanh s¢o hodc lugng md seo dé tao thanh vét thuong khi khong duoc
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didu tri. Theo mot s6 phuong an, phuong phép diéu tri cai thién két qua hoic hiéu
qua thAm m§ hoic hinh thai ctia vét thuong sau khi né di lanh bao gdm bude cai

thién sic td da va cai thién sy moc 16ng lai so véi vét thwong chua duoc dicu tri.

Theo cac phuong an cu thé dé thuc ddy quad trinh 1am lanh vét thuong, phuong
phéap diéu tri bénh tt hon 14 khu trt tai hodc quanh vi tri hodc dugc st dung trong
tdn thuong dé tao ra tac dung khu tru.

"Luong hitu hidu" c6 nghia 13 lugng can dén it nhit mot phan dé thu duogc dap
g mong mudn, vi dy, d khéi dAu qué trinh 1am lanh vét thuong hogc dé 1am ting
tbc do lam lanh vét thuong. Luong nay thay dbi phu thudc vao diéu kién stc khoe
va sinh ly ctia ca thé duge didu tri, nhém taxonomic cla ca thé duoc diéu tri, sy bao
ché ché phdm, su d4nh gié tinh trang y khoa, va cac yéu td c6 lién quan khac. Mong
doi ring luong nay s& nim trong khoang twong d6i rong ma c6 thé dugc x4c dinh
thong qua cac thit nghiém thong thuong. Luong hitu hiu lién quan dén bénh nhan
12 ngudi, vi dy, ¢6 thé nim trong khoang tlr khoang 0,1 ng trén mdi kg c4n ning dén
1 g trén m&i kg c4n ning déi v6i mbi lidu lugng. Lidu lugng tét hon 1a ndm trong
khoang tir 1ug dén 1 g trén mdi kg can ning d6i v6i mdi lidu lugng, nhu ndm trong
khoang tir 0,5 mg dén 1 g trén mdi kg c4n ning déi véi mdi liu lugng. Theo mét
phuong 4n, liéu lugng nay ndm trong khoang tir 1 mg dén 500 mg d6i voi mbi lidu
lugng. Theo mdt phuwong 4n khéc, lidu lugng nam trong khoang tr 1 mg dén 250 mg
dbi v&i mbi liéu lugng. Theo mdt phwong an khéc nita, liéu lugng ndm trong khoang
tir 1 mg dén 100 mg dbi v6i mi lidu lugng, nhu lén dén 50 mg ddi véi mdi lidu
luong. Theo mét phuong an khac nita, lidu luong ndm trong khoang tir 1 pg dén 1
mg trén mbi kg can ning déi véi m3i lidu lugng. Ché d6 liéu lugng ¢6 thé dugc diéu
chinh d tao ra dap ung didu tri bénh tbi wu. Vi dy, cc liéu dugc chia khac nhau c6
thé duoc st dung hing ngdy, hang tudn, hang thang hogic cac khoang thoi gian thich
hop khac, hodc lidu lugng c6 thé gidm di twong tmg theo tinh cdp thiét cta timg
trudong hop.
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Theo mét sé phuong an, hop chét epoxy-tiglian hogic chit chiét thyc vat chira
it nhat mot hop chét epoxy-tiglian c6 thé dugc st dung riéng r&, ddng thoi hodc tudn
tw, hodc trong cing mdt ché phAm lam hoat chét dugc khic ma hitu ich d lam lanh
vét thuong. Vi du, hop chét epoxy-tiglian c6 thé dugc st dung két hop véi thubc
khang sinh va/hodc chét chéng viém. Thubc khang sinh thich hgp bao gbm thubc
khang sinh beta-lactam nhu penixilin, ampixilin, amoxyxilin, flucloxaxilin,
dicloxaxilin, methaxilin, carbenixilin va noroxilin; cephalosporin nhu xephalexin,
xefacetril, xefadroxil, xefaloglyxin, xefalonium, xefalordidin, xefatrizin, xeaclor,
xefproxil, xefuzonam, xefmetozol, loracarbef, xefminox, xefdinir, xefpodoxim, va
xefpirom; carbapenem nhu imipenem, meropenem, ertapenem, daripenem,
panipenem va biapenem; aminoglycosit nhw gentamixin, streptomyxin, neomyxin,
kanamyxin, vancomyxin, erythromyxin va asithromyxin; oxazolidinon nhu linezolit
va posizolit, lincosamit nhu clindamyxin, quinolin nhu axit oxolinic, Xiprofloxaxin,
enoxaxin, ofloxaxin, lomefloxaxin, levofloxaxin va difloxaxin; va sulfonamit nhu
sulfamethoxazol, sulfoadiazin va sulfaxetamit, hoic hén hop nhu amoxyclav
(amoxyxilin va axit clavulinic). Chét chéng viém thich hgp bao gbm thudc chéng
viém khdng steroit nhu meloxicam, piroxicam, oxicam, aspirin, difunisal, ibuprofen,
dexibuprofen, naproxen, ketoprofen, indomethaxin, tolmetin, axit mefenamic,
numisulit va cdc chit twong tu va corticosteroit nhu hydrocortison, prednisolon,

metylprednisolon, prednison, budesonit, betametason va dexametason.

Hop chét epoxy-tiglian c6 thé duge sir dung két hop véi céc tri liéu 1am lanh
vét thuong khéc nhu gac va thubc md, thubc xirc va gel. Vi dy, hop chét epoxy-
tiglian c6 thé duogc st dung két hop véi gac phu bac va gac, thubc m&, thube xtc va
gel chira cac chit ding dé diéu tri bénh nhu i6t, 16 hoi, cdy paw paw, hodc mat ong
¢4 hoat tinh duoc nhu mat ong g manuca hodc cac hoat chét sinh hoc hoic sinh ly
hoc khéc nhu chét chéng virut, chét chéng khuén, chét khang ndm, va vitamin, nhu
A, C, D va E va céc este cia chung. Hop chét epoxy-tiglian cling c6 thé dugc st

dung két hop véi gac dé tao ra cu tric phan tir cho vét thuong. Gac ndy cé thé bao
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gdm mang polyme va mang polyme lién két ngang, nhu axit hyaluronic va cAu tric

c6 lién quan, bao gbém axit hyaluronic lién két ngang.

Theo mot sb phwong 4n, hop chat epoxy-tiglian 1a hop chét c¢6 cong thirc (I):

@

trong d6

Ri 1a hydro va Rz 1a -ORy7; hodc R; va Rz cling tao thanh nhém cacbonyl (=O);

R3 14 hydro hodc Cisalkyl;

R4 va Rs doc 1ap 1a hydro hodc —ORi7; hodc R4 va Rs cung tao thanh li€n két
d6i hoic epoxit (-O-);

Re 14 hydro hogc Cisalkyl;

R7 1a -OH hoéc -ORs;

Rg 1 -OH hodc —ORys; v6i didu kién 13 ca R7 va Rs déu khong phai 1a -OH;

Ro va Ry doc 14p duge chon tir hydro va Ci-salkyl;

Ri1 va Ry2 hodc Riz va Ris cing tao thanh epoxit va nhém con lai cia Rii va
Ri3 1a hydro, -OH hodc —ORy7;

Ri4 13 hydro hodc —Ri7;

Ris 1a hydro hoéc -Ri7;

Rie 1a hydro hodc —Ri7;

Ri7 12 hydro, -Cisalkyl, -Casalkenyl, -Ciealkynyl, -C(O)Ci-
galkyl, -C(O)Cz-salkenyl hodc —C(O)Cz-salkynyl;
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Ris 13 Ci20alkyl, -Ca20alkenyl, -Cz20alkynyl, -C(O)Ci-2oalkyl, -C(O)C2-
zoalkenyl, -C(O)Caa0alkynyl, -C(O)xycloalkyl, -C(O)Ci-
1oalkylxycloalkyl; -C(O)Cz-10alkenylxycloalkyl, -C(O)Cz-0alkynylxycloalkyl, -
C(O)aryl, -C(0)Ci-10alkylaryl, -C(O)Cz-10alkenylaryl, -C(O)Co-
1oalkynylaryl, -C(O)Ci-10alkylC(O)R19, -C(O)C2-10alkenylC(O)R19, -C(O)C2-
10alkynylC(O)R19, -C(O)C1-10alkylCH(OR19)(OR19), -C(O)C2-
10alkenylCH(OR19)(OR19), -C(O)C2-10alkynylCH(OR19)(OR19), -C(O)Ci-
10alkylSR19, -C(O)Cz.10alkenylSR19, -C(O)Cz-10alkynylSR19, -C(O)Ci.-
10alkylC(O)OR 19, -C(O)C2-10alkenylC(O)OR19, -C(O)C2-10alkynylC(O)ORuy, -
C(0)Ci-10alkylC(O)SR19, -C(O)Cz-10alkenylC(O)SRi9, -C(O)Co-
10alkynylC(O)SRio,
0] 0
—C(0)C1.10alky—L"—Rys | —C(0)Cy-10alkeny—"—Rq
hoac o
—C(0)Cyp.q0alkyny—L>—Ro
va
Ri9 13 hydro, -Ci.10alkyl, -Cz-10alkenyl, -Ca-10alkynyl, xycloalkyl hodc aryl;
trong d6 mdi nhém alkyl, alkenyl, alkynyl, xycloalkyl hodc aryl tuy y dugc
thé; hozic chit ddng phan di hinh hozc chét ddng phan lap thé hodc mubi dugc dung

cua nd.

Theo mét s6 phwong 4n, hop chat c6 cong thire (I) 1a hop chit epoxy-tigliaen-

3-on c6 cong thuc (II):
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1D
trong d6 Rs, Re, R7, Rs, Ro, Rio, Ri1, Riz, Ri3 va Ris la nhu duoc xac dinh boi
cong thue (I).

Theo mét s6 phuong 4n, hop chét c6 cong thire (I) hodc (IT) 1a hop chét c6 cong
thac (IID):

trong d6 R7, Rs, R11, Rz, Ri3 va Ris 1a nhu duge xdc dinh béi cong thice (I).

Theo cac phuong an cu thé, cong thirc (I), cong thie (II) hodic cong thire (IIT)
c6 thé c6 mot hodic nhiéu cach ap dung sau day:

R; 1a hydro va Rz 1a OH hogc —OC(O)Cisalkyl, -OC(O)Czealkenyl
hodic -OC(0)Cz-salkynyl, hodc R va Rz cing tao thanh nhém cacbonyl; déac biét 1a
trong d6 R1 va Rz cung tao thanh nhém cacbonyl;

R3 1 hydro hoic -Ci.3alkyl, ddc biét 1a —Cisalkyl, dic biét hon 1a metyl;
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R4 13 hydro hoic -OH, —~OC(O)Cisalkyl, -OC(O)Cz-salkenyl hodc ~OC(O)Ca2-
salkynyl va

Rs 13 hydro hoic -OH, —~OC(O)Cisalkyl, -OC(O)Cz-salkenyl hogc ~OC(O)C2-
¢alkynyl; hodc R4 va Rs ciing tao thanh lién két doi hodc epoxit; dic biét 1a trong d6
R4 va Rs cling tao thanh lién két doi;

Rs 13 hydro hoic -Ci3alkyl, ddc biét 1a —Cisalkyl, ddc biét hon 1a metyl;

R7 13 —OH, -OC(0)C;i-1salkyl, -OC(0)Cz.15alkenyl, -OC(O)Cz-15alkynyl, -
OC(O)ary! trong d6 nhém aryl tlly y dugc thé, -OC(0)C.isalkylaryl, -OC(O)Ci.
10alkylC(O)H, -OC(0)Ca-10alkenylC(O)H, -OC(O)Ci-10alkylC(O)C1-salkyl, -
OC(0)Cz-10alkenylC(O)Ci-salkyl, -OC(O)C1-10alkyl CH(OC13alkyl)(OCi-
salkyl), -OC(0)Cz-10alkenylCH(OC1.3alkyl)(OCisalkyl), -OC(O)Ci-10alkylSCi-
salkyl, -OC(O)Cz-loalkenyISC1-6alkyl, -OC(0)Ci-10alkylC(0)OC1-salkyl
hoic -OC(0)C2-10alkylC(O)OC1.salkyl; ddc biét 1a —OH, -OC(O)C-
1salkyl, -OC(0)Ca-12alkenyl, -OC(O)Ca-12alkynyl, -OC(O)aryl trong d6 nhoém aryl
thy v dugc thé, -OC(0)Ci-12alkylaryl, -OC(O)Ci-salkylC(O)H, -OC(O)Co-
salkenylC(O)H, -OC(0)C1-salkylC(O)C1-salkyl, -OC(O)Ca-salkenylC(O)Ci-
salkyl, -OC(0)C1-6alkylCH(OC1.3alkyl)(OCisalkyl), -OC(O)Ca-salkenylCH(OC:-
salkyl)(OCisalkyl), -OC(O)Ci-salkylSCisalkyl, -OC(O)Ca-salkenylSCi.
salkyl, -OC(0)C1-6alkylC(O)OCi.3alkyl hodc -OC(0)C2-6alkylC(O)OCr-salkyl;

Rs 1a —OC(0)Ci.isalkyl, -OC(O)Cz-15alkenyl, -OC(O)Ca-1salkynyl, hodc —
OC(O)aryl trong d6 nhém aryl ty y duoc thé, dac biét la -OC(O)Ci-
1oalkyl, -OC(O)Ca-10alkenyl, -OC(O)Ca-10alkynyl hodc —OC(O)aryl trong d6 nhém
aryl tuy y duogc thé; dac biét hon 13 -OC(O)Ci-alkyl, -C(O)Cz-i0alkenyl
va -OC(O)aryl trong d6 nhom aryl tly y duoc thé;

Ro va Ryo doc 1ap 1 -Ci.zalkyl, ddc biét 1a trong d6 ca Ry va Rio déu 1a metyl;

Ri1 va Ryz ciing tao thanh epoxit va Ris 1a -OH, -OC(0)Ci-salkyl, -OC(O)Co-
salkenyl hoiic —OC(O)Czsalkynyl, dédc biét la ~OH hodc —CI(O)Cl-aalkyl; hodc

Ri2 va Ris ciing tao thanh epoxit va Ri 1a -OH, -OC(O)Ci.salkyl, -OC(O)Co-
salkenyl hoic —OC(O)Ca-salkynyl, ddc biét la -OH; va
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biét 14 hydro;

Ris 13 hydro, -C(O)Cisalkyl, -C(O)Ca-salkenyl hosic —C(O)Cz-alkynyl, déc
biét 1a hydro hodc —C(O)Cisalkyl; va
Ris 14 hydro, -C(O)Ci.ealkyl, -C(O)Ca-salkenyl hodic —C(O)Cz6alkynyl, ddc

biét 14 hydro.

Theo cc phuong an cu thé, hop chét epoxy-tiglian dugc chon tir mét trong cac

hop chét sau dy trong cc bang tir 1 dén 6:

Béang 1
Hop chat | Ry R> R; R4
1 0 CHs H H
/U\(\(;H3 CHj3
CHgj
2 0 CHs H H
CHa CHs
CH,
3 )oj\/\/\/\/\/\ CHs H H
PNANF CH, CHs
4 (o) \(\CH;_:, H H
)J\/\/\/\/\CHa CH3
5 9 CH, H H
)J\/\/\CH CHs

3
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6 0 CHs
7 N CHs CHa
(0] CH;
8 CHj CH,
Eh/ CH3
9 OCHg3 CHs
YW\OCH3 CH3
o]
10 o CH,
WH CH;
(0]
OH
11 YM/WCHS CHs
CH;
o] OH
12 OH CH,
WWCHs CH,
6] OH
13 0] _<CH3
)\,/\CHS CH,
CHj
14 S< CH
AN CH 3
15 0o CHj3
)j\[(CHa CH,3
CH,
16 X CH3 CHS
o) CH;
17 i CH
N/MCHs \CI;:S\ 3
0
18 X CHs
0] A CH;
CHj
19 CH,
—H CHs
20 AN CH3 CH3
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21 o] H H
/U\/\CH(; /\/CH3
CHg3
22 ~CH> H H
NN
j)(\/ )
23 0 \(\0H3 H H
) L
25 CHs CHs H H
—<CH
3
O e
=
26 0 CH; H H
\jr‘§>/‘§y/lJ¥\¢/\\/”\cHa CH;,
. H
27 CHa —~_CHs H
\é(\/

28 O>_© ~CHs H H
41 0 H H
)J\/\/\/\/CHa NN N
42 (o] H H

/u\/\v/\cH3 NSCH,
43 O ~o~-CHs H H
/”\/\/CH3
44 0 ZCH, H H
/U\/\CHS CH3
CHj3
45 (0] CH, (0] (0]
)H/\CHS CH3 /U\CHg )I\CH;;
CHg3
46 0] H H
W\CHa \N\CH3
/U\/\/\CH3
48 (0] HN’CHs H H
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49 N ek H
(o) /\/\/\CH3
50 (CH2)12CHg -CHs3 H
D
51 (CH2)12CHz CH, H
T
52 0o -CH3 H
CH,
CHj
53 -OH NTNCH, H
* AL S
Bang 2:
Hop chét Ri R2
24 CH
2 CHs 3
/u\/\/\/\/\CHa
Béang 3:
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HsC

Hop chét Ri R>
54 CHj CHs
_<CH3
o e
=
> /8\\/\/\ CHs
h CHy | CHg
o]
56 CHs
\([)]/\/ /\/CHS
57 0 :
/\/CH3
Bang 4:
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Hop chdt | Ry Rz
29 0 CHs
)ﬁ/ﬂcm CHs
CHs
30 CHs
-H CH;
31 CH,
0 CHs
/)kCH3
32 O CH,
)H/\CHa CH3
CHj3
33 \WT/N\CHS CH3
o} CH,
34 0] CHs
)J\/\/\CH3 CH,
35 Q CHs
)H/\CHa :CH3
CHs
36 S< CH
X CH 3
\1§/\V/ 3 CH,
39 o O CHs
MS/CHs CHs
40 O O CHj3
/U\/”\O/CH;; CH3
Bang 5:

HaC
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Hop chit Ri R
37 i CH,
CHa
Béang 6:

HaC

Hop chit
38 CHs
58 CH,

I ems \1;;\
59 0O o0 \/\CH3

)I\/U\O/CHa CHs

Hop chét theo sang ché c6 thé c6 dang hop chit tinh khiét hoic c6 dang chit

chiét thuc vat.

Trong trudng hop céc hop chit dugc mo ta cd c4u tric hoa hoc 14p thé, hoa hoc
lap thé duge mo ta 1a hoéa hoc lap thé twong d6i va dya trén sy hiéu biét v& cac con

dudng sinh tdng hop va phan tich hoa hoc.
Theo mot sd phuong an, chét chiét thuc vat 13 tir thuc vat thudc chi Fontainea

hodc Hylandia, dic biét 1a cac loai 1 Fontainea pancheri, Fontainea australis,

Fontainea borealis, Fontainea fugax, Fontainea oraria, Fontainea picrosperma,
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Fontainea rostrata, Fontainea subpapuana, Fontainea venosa hodc Hylandia
dockrillii, dic biét 1a Fontainea picrosperma, Fontainea australis, Fontainea

rostrata hodc Hylandia dockrillii.

Céc bd phan clia cdy c6 thé bao gdom thit qua, hat, vo, thén, 14, hoa, 18, n6i nhil,

v6 qua ngoai va than g3, dic biét 1a trong d6 chét chiét thu duge tir hat gidng.

Chét chiét cia thuc vét c6 thé thu duge bang cac phuong phép tiéu chudn, vi
duy, sinh khéi thu dugc tir hat gidng, 14, thit qua, ndi nhil, vo qua ngoai, than hogc vo
cua cdy phu thudc vao su chiét dung méi ban dAu, nhu véi dung mdi phan cuc, vi
du, etanol. Chét chiét ban dau tiép do6 duoc cd dic va duge pha lodng véi nudce va
duoc chiét véi dung mdi thtt hai, vi dy, etyl axetat. MAu dung méi tir 1an chiét thu
hai dugc thu gom va dugc tach bing cét phan doan HPLC didu ché. Cac phin cét
duoc phan tich bing HPLC phan tich va dugc thu gom theo thoi gian luu giff cac
hop chit dugc tim thdy trong mAu. Cac phan cat da dugc gom duge can, dugc thu
nghiém sinh hoc va dugce phan tich bang HPLC phan tich. Phuong phap cAt phan
doan khac st dung mdt hodc nhidu HPLC didu ché dugc thuc hién @ phan 1ap cac
hop chét cu thé. Mbi hop chét dugc thir nghiém sinh hoc va chu trac cta n6 duoc

nhén biét bing céc k§ thuat UV, NMR va phd khéi.

Céc hop chit khac theo sang ché c6 thé thu dugc bang cach tao dan xuét cac
hop chét dugc phén 14p tir cdy hodc cac b phan cuia cdy, ddc biét 1a tur chi Fontainea,
dic biét 1a tir lodi Fontainea picrosperma, ddc biét 1a cac hat gidng ctia Fontainea

picrosperma.

Céc din xuft clia cac hop chit tw nhién c6 thé thu duge bang cac k¥ thudt da
biét trong linh vuc k¥ thuat. Vi du, nhém hydroxy c6 thé dugc oxy hoa thanh keton,
aldehyt hodc axit carboxylic bing su phoi nhiém véi cac chit oxy héa nhu axit
cromic, chit phan ing Jones, KMnOs, peraxit nhue mCPBA (axit metacloperbenzoic)

hoic dioxiran nhu dimetyldioxiran (DMDO) va metyl(triflometyl)dioxiran (TFDO).
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Céc chét oxy hoa c6 th8 dugc chon dé c4c nhom chire khac trong phén tir dugc hodc
khong dugc oxy hoa. Vi dy, rugu bic nhét c6 thé dugc oxy hoa chon loc thanh
aldehyt hodc axit carboxylic v4i sy ¢6 mit clia ruou béc hai s dung cac chét phan
{mg nhu RuCly(PPhs)s-benzen. Rugu béc hai c6 thé duge oxy hoa chon loc thanh
keton véi sy ¢6 mit ciia rugu bac nhét st dung Cl-pyridin hogc NaBrOs-xeric-
amoni nitrat. Rugu c6 thé dugc oxy héa véi su ¢6 mit cta lién két d6i va lién két ba
va ma khong cin epime héa tai cac tAm lap thé 1ién k& bang cach sir dung cac chit
phan tmg Jones c¢6 hodc khong c6 Xelit (hodc amoni clorua). N6i cach khac, cac chét
phan tng dugc chon c6 thé it chon loc hon d4n dén sy oxy hoa nhiéu hon m6t nhém

chtc.

Nhém hydroxy ciing c6 thé duge tao din xuét bang céch ete héa hodc axyl hoa.
Vi du, ete c6 thé dugc didu ché bé“tng c4ch tao thanh ion alkoxit véi sy ¢ mit cua
bazo va phan tng cua alkoxit v&i alkylhalogen, alkenylhalogen, alkynylhalogen
hoic arylhalogen thich hgp. Tuong tu phan (ing axyl héa c6 thé dat dugc bang cach
tao thanh ion alkoxit va phan tmg véi axit carboxylic thich hop hogc axit carboxylic

hoat hda (nhu anhydrit ho#c axylclorua).

Nhoém axyl ¢6 thé dugc thity phan d tao ra rugu béng céch thity phan axit hodc
bazo nhu duge biét trong linh vuc k§ thuat va cac rugu d6 c6 thé con dugc tao din

xuét nhu trén.

Keton c6 thé duge khir thanh ruou bac hai bing cac chit khir nhu lithi nhom
hydrua va céc hydrua kim loai khidc ma khong cAn khir c4c lién két d6i, bao gébm

keton chura bdo hoa a.
Lién két d6i va lién két ba c6 thé dugc khir thanh lién két don sir dung phan

ung khir c6 xdc tac, vi du, Ho/Pd. Lién két d6i c6 thé dugc oxy hda thanh epoxit

bing cach sir dung chét oxy héa nhu peraxit, vi du mCPBA hogc dioxiran, nhu
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DMDO va TFDO. Lién két dbi ciing c6 thé duge phan tng cong 8 tao ra cac phin
ttr thé nhu nhém halo, nhém hydroxy hodc alkoxy.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vyc lién quan s& c6 thé x4c dinh cac didu
kién thich hop d thu dugc céc din xudt clia cac hop chét duge phan 1ap, vi du, bing
cach vién dn céc néi dung c6 lién quan dén hé phuong phép tdng hop, cac vi dy vé
cac phuong phép nay duge mé ta trong Smith M.B. and March J., March's Advanced
Organic Chemistry, Fifth Edition, John Wiley & Sons Inc., 2001 va Larock R.C.,
Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers Ltd., 1989. Hon nifa, cac
thao tac chon loc cdc nhém chic ¢é thé can dén su bao vé cac nhom chirc khac. Céc
nhém bao vé thich hop d& ngin chin cc phan (mg phu khong mong muén dugc md
ta Green and Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons
Inc., 3" Edition, 1999.

Hop chét theo sang ché

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén cac hop chét bao gdm:
12-hexanoyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chét 5);
12-axetyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-
3-on (hop chét 6);
12-propanoyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chét 7);
12-butanoyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chét 8);
12-[(2E,4E)-(6,6-dimetoxyhexa-2,4-dienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-
4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop chét 9);
12-[(2E,4E)-6-oxohexa-2,4-dienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-
4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop chét 10);
12-[(2F, 4E)-6,7-dihydroxydodeca-2,4-dieﬁoyl] -13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-
4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hgp chit 11);
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12-[(2E)-4,5-dihydroxy-deca-2-enoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-
4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hgp chat 12);
12-tigloyl-13-(2-metylpropanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chit 13);
12-[(2E)-3-metylthioprop-2-enoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-
4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop chét 14);
12-(2-metylprop-2-enoyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hgp chét 15);
12-[(2E,4E)-hexa-2,4-dienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hgp chét 16);
12-[(2E,4E)-8-oxododeca-2,4-dienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-
4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hgp chit17);

12-[(2Z,4 E)-deca-2,4-dienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop chét 18);
13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop
chét 19);

12-[(2E)-but-2-enoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hgp chit 20);
12-tigloyl-13-butanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
(hop chéit 21);
12-(3-butenoyl)-13-nonanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-
on (hop chét 22);
12-benzoyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chét 23);
12-[(2Z,4E)-deca-2,4-dienoyl]-13-(2-metylpropanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hgp chit 25);
12-[(2E,4E)-6,7-(anti)-epoxy-dodeca-2,4-dienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-
epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop chét 26);
12,13-dibutanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop chét
27);
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12-benzoyl-13-butanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
(hop chit 28);
12-tigloyl-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-
3-on (hop chét 29);
13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop
chét 30);
12-axetyl-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-
on (hop chit 31);
12,13-di-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
(hop chét 32);
12-propanoyl-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chét 33);
12-hexanoyl-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chét 34);
12-tigloyl-13-(2-metylpropanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chét 35);
12-[(2E)-3-metylthioprop-2-enoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-
4,7,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hgp chét 3 6);
12-{[2-(metylsulfanyl)cacbonyl]-axetoyl}-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-
4,7,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop chit 39);
12-[(2-metoxycacbonyl)-axetoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hgp chét 40);
12,13-di-nonoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop chit
41);

12,13-di-hexanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop
chét 42);
12,13-di-pentanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on  (hop
chét 43);

12,13-di-tigloyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hgp chit
44)
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5,20-diaxetyl-12-tigloyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop chit 45);
12,13-di-(2E,4E)-hex-2,4-enoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-
3-on (hop chit 46);
12-hexanoyl-13-[2-(N-metylantraniloyl)]-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-
1-tigliaen-3-on (hop chét 47)
12-axetyl-13-[2-(N-metylantraniloyl)]-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chat 48);
12,13-di-heptanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on  (hop
chét 49);
12-myristoyl-13-axetyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
(hop chét 50);
12-myristoyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chat 51);
12-(2-metylbutanoyl)-13-axetyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-
3-on (hop chat 52); va
13-hexanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop chit 53);
12,13-di-(3-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3on
(hop chét 60)

hodc mudi dugc dung cta nd.

Theo mot phuong an khéc cua sang ché, hop chét bt ky trong sb cac hop chat
tir 5 dén 53 hodc 60 hodc mudi duoc dung ctia né cé thé c6 dang duge phim cling

v6i chit mang, chét pha lodng va/hogc ta duoc dugc dung.

Ché phdm

Trong khi hop chét epoxy-tiglian hodc mudi duge dung ciia nd, c6 thé dugc sir
dung ¢ dang nguyén chét, c6 thé thuan tién hon dé sir dung cac hop chét epoxy-
tiglian dudi dang duogc phém cung voi chit mang, chét pha loing va/hodc ta dugc

dugc dung.
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Dang lidu lugng va tbc do str dung dugc phém va ché phém dé dang c6 thé xac

dinh duoc bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh v& linh vuc lién quan.

Dang lidu lwong bao gbm vién nén, chét phan tan, hdn dich, thudc tiém, dung
dich, si-r0, vién thube, vién nang, thubc dan, binh xit, miéng dép da, miéng bang hut
thdm (hut gitt), kem, gel va c4c dang twong ty. Cac dang lidu luong nay ciing c6 thé
ciing bao gdm dung cu tiém hodc cdy dui da cu thé duge chi dinh, hogc bién doi,
duoc giai phong c6 kiém soat ciia duge pham. Sy gidi phéng c6 kiém soét ctia chit
tri liéu c6 thé dugc thuc hién bing cach pht lén ching, vi du, polyme ky nudc bao
gbm nhuya acrylic, sap, rugu béo bac cao, axit polyactic va polyglycolic va cac din
xuét xenluloza d3 biét nhu hydroxypropylmetyl xenluloza. Ngoai ra, su giai phong
¢6 kiém soét c¢6 thé duge thuc hién béng cach st dung nén polyme, liposom va/hodc

trung thé khéc.

Chit mang dugc dung va chit mang c6 thé chép nhén duge dé sir dung toan

than cling c6 thd duge két hop vao ché phdm theo sang ché

Mot céch thich hop, duoc phdm bao gém t4 duge duge dung hodc té duge co
thé chép nhéin duoc. “T4 duge duge dung” cb nghia la chit don rén hoic 1ong, chét
pha lodng hodc chét bao nang c6 thé duoc str dung mot cach an toan. Tuy thude vao
duodng dung cu thé, cac chit mang khéc nhau, da biét trong linh vuc k¥ thuat ndy c6
thé duoc sir dung. Cac chit mang hoic t4 duge nay c6 thé dugc chon tir nhém bao
gém duodng, tinh bot, xenluloza va din xuét ctia n6, mach nha, gelatin hodc chét keo
hoa khéc, dé tan, canxi sulphat, diu thuc vat, ddu téng hop, rugu va/hodc rugu
polyhydric, axit alginic, dung dich dém phosphat, chit nhfi héa, nuéc mubi ding

truong, va nudc khdng chira pyrogen.

Pudng ding thich hop bét ky ¢6 thé dugc st dung dé cung cp cho bénh nhan

1a nguoi hodc khdng phai 1a ngudi bing dugc phim theo séng ché. Vi dy, c6 thé st
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dung dudng ding qua dudng miéng, khu trd, tryc trang, ngoai dudng ti€u héa, dudi
lui, trong m4, trong tinh mach, trong khop, trong co, trong da, duéi da, dudng hit,
trong mét, trong mang bung, trong thit nio, qua chén bi va cac duong ding tuong

tu.

Duoc phdm theo sang ché c6 thé thich hop dé sir dung c6 trong cac don vi roi
rac nhu 6ng tiém, lo nho, 6ng, vién nang, géi hodic vién nén, mdi don vi chira mot
lugng dinh trude cua mot hodc nhiéu hop chét hodc chét chiét c6 hoat tinh dugc theo
sang ché, dudi dang bt hoic hat nhd hodc dudi dang dung dich hodc hon dich trong
chét 16ng chira nuée, dung dich xyclodextrin, chét 16ng khong chtta nudce, nhil tuong
déu trong nudc hozc nhil trong nude trong dau hogc duéi dang dung dich hoic hén
dich trong kem hoéc gel hodc dudi dang hdn dich chtra cac vi hat hozc hat nano két
hop v&i hop chit theo sang ché, gdm nhung khong giéi han ¢ silic dioxit hodc vi hat
hoic hat nano polylactit. Cac ché phdm nay c6 th8 duoc didu ché bang phuong phap
bat ky trohg sb cac phuong phép y hoc nhung tit ca cac phuong phap nay déu bao
gém budce dua vao két hgp mot hoic nhidu hop chét c6 hoat tinh dugc theo séng ché
v6i chit mang ma cu thinh mét hogc nhiéu thanh phin thiét yéu. N6i chung, cac
ché phim nay c6 thé dugc didu ché bing cach tron déu va k§ cée cht theo sang ché
véi chét mang 16ng hodc chit mang r&n rat nhd min hodc ca hai, va tiép d6, néu can,

tao hinh san phim thanh san phim mong mudn.

Trong bot, cht mang 1a chét rén rit nho min trong hdn hgp véi thanh phin

hoat tinh rt nhé min.
Trong c4c vién nén, thanh phén hoat tinh dugc tron voi chit mang c6 kha ning
lién két cAn thiét theo céc ty 18 thich hop va dugce nén thanh hinh dang va ¢ mong

muon.

Chit mang thich hop dung cho bt va vién nén gdm magie cacbonat, magie

stearat, d4 tan, duong, lactoza, pectin, dextrin, tinh bdt, gelatin, tragacan,

-35-



28701

metylxenluloza, natri carboxymetylxenluloza, sép nong chay thép, bo cacao, va cac
chit mang twong ty. Thuit ngit "dang bao ché" dugc ding dé bao gdm ché phim
chtra hgp chét hoat tinh véi vat liéu bao nang 13 chét mang tao ra vién nang trong do
thanh phén hoat tinh, ¢6 hodc khéng c6 chit mang, duoc bao quanh boi chit mang,
duge két hop véi né theo cach d6. Tuong ty, bao gbm ca vién nhong va vién thube
hinh thoi. Vién nén, bot, vién nang, vién thudc, vién nhong, va vién thude hinh thoi

c6 thé duge st dung dudi dang rén thich hop dé str dung qua duong miéng.

Dé didu ché thudc dan, sap néng chay thip, nhu hdn hop cta glyxerit cta axit
béo hoac bo cacao, trudc hét duge ndu chay va thanh phén hoat tinh dugc phén tan
ddng nhét trong d6, nhu bing cich khudy. HOn hop ddng nhit néng chay tiép d6

dugc dd vao khuodn c¢6 ¢& thudn tién, d€ 1am mat, va cling 1a d€ héa ran.

Céc ché phdm thich hop & sir dung trong am dao c6 thé ¢6 trong vong tranh
thai, bang v€ sinh, kem, gel, miéng d4n, bot hodc chit 1ong dang bui chita thém hoat

chit nhu chét mang thich hop da biét trong linh vyc k¥ thuat.

Ché phém dang léng gém dung dich, hdn dich, va nhii twong, vi dy, nuéc hodc
dung dich nuéc-propylen glycol. Vi dy, ché pham long tiém ngoai dudng tiéu hoa
c6 thd duoc bao ché dudi dang dung dich trong 1,2-propandiol chira nudec,
dimetylsulfoxit (DMSO), dung dich chira nu6c chira gama xyclodextrin hodc 2-
hydroxypropyl-beta-xyclodextrin, dung dich nudc mudi hodc dung dich polyetylen
glycol, ¢ hogc khong c6 dung dich dém. Khoang wu tién c¢6 d6 pH nam trong khoang
tir 3,5 dén 4,5. Dung dich dém thich hop dém ché phim & d6 pH ndm trong khoang
tir 3,5 #n 4,5 va gém, nhung khong gi6i han ¢, dung dich axetat va dung dich dém

xitrat.
Hop chit theo sang ché do d6 ¢6 thé dugc bao ché dé sir dung ngoai dudng tiéu

héa (vi du béng céch tiém, vi du tiém bolus hodc truyén lién tuc) va co thé duoc thé

hién dudi dang lidu don vi trong céc Ong thudc tiém, ong tiém dugc lam day trudc,
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truyén thé tich nho hodc vét chira da liéu véi chit bao quan bd sung. Céc ché phdm
¢6 thé c6 cac dang nhu hdn dich, dung dich, hodc nhil twong trong chit mang dang
ddu hodc chua nude, va co thé chia cac chét bao ché nhu chét tao hdn dich, chit 6n
dinh va/hodc chét phén tan. Noi cach khac, hoat chét c6 thé c6 dang bot, thu dugc
béng cach phan 1ap v6 tring chét rin khir tring hozc bing céch 1am kho lanh tr dung
dich, d& cAu thanh bdi chit mang thich hop, vi du nuéc khong chira pyrogen, vo

trung trudce khi str dung.

Dung dich chira nuéc thich hop dé str dung qua dudng miéng c6 thé duoc didu
ché bang cach hoa tan thinh phan hoat tinh trong nuéc va bd sung thudc nhudm

mau, huong vi, chit 6n dinh va chét gdy ling thich hop, nhu mong mubn.

Hdn dich chtra nuéce thich hop dé sir dung qua dudng miéng c6 thé duoc tao
thanh bing cach phan tan thanh phan hoat tinh rAt nho min trong nudc bang vt liéu
dinh, nhu gém ty nhién hodc tdng hop, nhua, metylxenluloza, natri

carboxymetylxenluloza, hodc cic chét tao hdn dich da biét khac.

Ngoai ra, sang ché ciing bao gdm céc dang bao ché dang rin ma dugc dung dé
bién dbi, ngay trude khi st dung, thanh cac ché phédm dang long dé st dung qua
duong miéng. Céc dang chat 1ong nay gbm dung dich, hdn dich, va nhil twong. Céc
ché phdm nay c6 thé chira, ngoai thanh phin hoat tinh, thubc nhuém mau, huong
liéu, chét 6n dinh, dung dich dém, chét tao ngot tw nhién va nhén tao, chét phan tan,

chét gy ling, chit hoa tan, va céc chét tuong tur.

D4 str dung khu tra trong bidu bi hodc co quan khac, cac hop chét theo sang
ché c6 thd duge bao ché dudi dang gel, thubec md, nhil trong, thude nhao, kem hodc
kem dudng 4m, hodc du6i dang miéng dn qua chan bi. Gel ¢6 thé duoc diéu ché
bing céch st dung céc chét gy ling thich hop va bd sung ching vio ché pham trong
nuée/cé rugu. Chét gy ling hoic chit keo hoa da biét trong linh vuc k¥ thudt, nhu

polyme polyvinyl carboxy, Carbomer 940. Thubc m& va kem c6 thé, vi du, duoc bao
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ché véi bazo chira nudc hodc dang diu bing cach bd sung chét gay ldng va/hogc
chét keo héa thich hop. Kem dudng dm c6 thé dugc bao ché bing bazo chita nude
hogic dang ddu va thudng s& chira mot hogic nhiéu chét nhii héa, chat lam 6n dinh,

chét phan tan, chit tao hdn dich, chit gdy ldng, hojic phim nhudm.

Ché phim thich hgp d sir dung khu tra ciing bao gbm dung dich hozc hdn dich
ma c6 thé dugce sir dung khu tra duéi dang dung dich ngdm hodc dung dich t&m hoiic
dung dich xit. Cac ché phim nay c6 thé dugc bdi dé chéng lai céc kich tng trén da,

vét can clia cOn tring va cac vét thuong ¢ ban chan.

Céc ché phim thich hop dé sir dung khu trii trong miéng bao gbm vién thudc
hinh thoi chtra hoat chét trong bazo c¢6 hwong vi, thudng 13 sucroza va gdm acacia
hodc tragacan; vién ngm chira hoat chit trong bazo tro nhu gelatin va glyxerin hodc
sucroza va gém acacia; va thubc sat trung dé stic miéng chira hoat chét trong chét

mang long thich hop.

Dung dich hodc hdn dich dugc bdi tryc tiép vao khoang miii bing c4c dung cu
thong thudng, vi du bing éng nhé giot, ng hit hodc binh phun. Céc ché phim c6
thé duoc tao ra dudi dang lidu don hodc da lidu. Trong truong hop dang da lidu cua
bng nho giot hogc bng hit, dang nay c6 thé dugc ung dung bing cach cho bénh nhan
st dung mot thé tich thich hop, x4c dinh truéc chira dung dich hodc hdn dich. Trong
truong hop dung dich xit, dang nay c6 thé sir dung vi du bang bom phun do nguyén
tir héa. Dé cai thién sy phan phdi va luu gilt trong mili, cac hop chét theo sang ché
¢6 thé dugc bao nang b?mg xyclodextrin, hodc dugc bao ché béng cac chét ctia ching

duoc mong doi dé ting cuong sw phan phoi va luu giit trong niém mac mii.

Viéc st dung cho duong ho hép ciing c6 thé sir dung bang ché phdm sol khi
trong d6 hoat chit dugc tao ra trong go6i dugce didu 4p bing nhién liéu phun khi thich
hop nhu cloflocacbon (CFC) vi du, diclodiflometan, tricloflometan, hodc

diclotetrafloetan, cacbon dioxit, hodc khi thich hgp khéc. Binh xit cling ¢ thé chua
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chit hoat dong bé mat nhu lexithin. Liéu lugng thudc c6 thé dwoc kiém soét bang

cach cung cap van dong ho do.

Noi céch khéc, cac hoat chit nay cé thé duogc cung cép duéi dang bot kho, vi
du hén hop bot chira hop chét trong bazo bot thich hop nhu lactoza, tinh bot, dan
xuét ciia tinh bt nhur hydroxypropylmetyl xenluloza va polyvinylpyrolidon (PVP).

R4t thuén tién 1 chit mang bot s& tao thanh gel trong khoang miii. Ché phim
bot c6 thé & dang 1iéu don vi, vi du nhu trong vién nang hozic hop chira, vi du, gelatin,

hodc bao bi xbp ma tir d6 bot c6 thé duoc st dung bang dng hit.

Trong cc ché phim dugc ding dé st dung cho dudng ho hép, bao gdbm ché
phdm trong mii, hop chét thuong s& c¢6 c& hat nho vi du theo thir tu nim trong
khoang tir 1 dén 10 micron hoic nho hon. C& hat nhu vdy c6 thé thu duoc b'ﬁmg cac
phuong phap di biét trong linh vuc k¥ thuat, vi du bang phuong phap micron héa.

Séng ché hién tai s& dugc md ta béng cac vi du sau day dé minh hoa mot sb
khia canh dugc uu tién theo sang ché. Tuy nhién, nén dugc hiéu r%mg tinh cu thé cua
phin mb ta dudi ddy theo sang ché khong ding @8 thay thé nguyén tic chung cua

phan mo ta trudc d6 cua sang che.

Vi du thye hién sang ché
Vi du 1: Chét chiét thyc vét

T4t ca céc chét chiét thuc vat duge didu ché bing cach ct nho vat ligu thyc vét
va chiét v6i etanol véi ty 16 gin dung bang 1 phan vit li¢u thyc vat dén khoang tir 2
dén 5 phan etanol (trong lugng/trong lugng). Chét chiét duoc gitt qua dém & nhiét
d6 4°C va tiép d6 phan nbi trén bé mit duge gan va duge bao quan & nhiét d 4°C

cho dén khi str dung.
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Su ¢4 mit cua cac hop chét epoxy-tiglian trong chét chiét thuc vat dugc xéac
nhén boi LCMSMS bing céch st dung Shimadzu HPLC dugc két hop véi khéi phd
ké mach bdn cuc bo ba ABI3200. Cot C18 halo amit dugc sir dung dé tach cac hop

chét trong hdn hop, bang cach st dung hdn hgp axetonitril/nude 1am hé dung mdi.

Hau hét c4c mAu duge chay bing phuong phép KinC18Gen, bing cach st dung
cdt C18 Kinetix 4,6 mm x100 mm 2,6 micron C18:
Axetonitril:  55% 60% 75% 100% 100% 55%
Phut: 0 25 15 151 17,5 17,6

Mot s& mAu dugce chay bing phwong phap Amide Long bang cach st dung cot
Halo amit RP 4,6 mm x 150 mm, 2,7 micron, tir Advanced Materials Technology:
Axetonitril:  45% 58% 95% 95% 45%45%

Phut: 0 13 20 24 24,127

Vi du 2: Tach va lam sang t6 cac hop chit epoxy-tiglian

Céc hop chét dugc tinh ché tir cc hat Fontainea picrosperma bang cach chiét,
va phuong phap sic ky trén silicagel tiép theo phuong phap HPLC didu ché (cot
C18, hdn hop dung mdi metanol/nuéc) bing cach st dung céc phuong phap chung

dugc mo ta dudi day.

Khoang tir 1 dén 2 kg vat liéu thuc vat (14, qua, hat, cubng, 1&, hoa, v6 hodc
than gd) duoc cét nho, duge chiét bing 2 phn etanol (trong lugng/thé tich) ba 1n,
chét chiét duge két hop, duge 1am bay hoi va ciin dugc chia thanh nhiéu phén gifta
nude va dung méi hitu co khéng thé tron 14n (thuong 13 nhién liéu 1ong ddu mé bp
40-60 (PE) hoic etyl axetat EtOAc). Cén tlr sy bay hoi dung mdi hiru co duge chay
sc ky trén silicagel trong hdn hgp dung méi c6 do phén cuc ting, khoi du bing PE
hoic heptan va tién dén EtOAc va tiép d6 1a metanol. Céc phan cét tir silicagel tiép
d6 dugce tinh ché bang HPLC diéu ché trén cot C18 thudng su dung gradien metanol-

nuée. Cac phin cit sau d6 duge phén tich v& hoat tinh sinh hoc, dugc goép chung
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theo thoi gian luu gift cac hop chit dugc tim thdy bing HPLC phén tich, va phu
thudc vao phuong phap HPLC tiép theo dé thu dugc cic hop chét tinh khiét. M&i
hop chéit duoc thir nghiém sinh hoc va clu tric cua nd dugc xdc nhin bﬁng UV,
NMR va céc k¥ thuat phd khébi.

Hop chét 1: 12-tigloyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

e
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RN —CH
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'H NMR (500 MHz, CDCls)  ppm: 0,84 (3H (18), d, J=6,4 Hz), 0,92 (3H (4"), t,
1=7,3 Hz), 1,11 (3H (5"), d, =6,8 Hz), 1,21 (3H (16), s), 1,24 (3H (17), 5), 1,26 (1H
(14), d, J=6,8 Hz), 1,43 (1H (3"), m, J=14,1, 7,3, 7,2 Hz), 1,69 (1H (3"), m), 1,73
(3H (19), dd, J=2,9, 1,5 Hz), 1,77 (3H (4"), dd, J=7,1, 1,2 Hz), 1,8 (3H (5", d, J=1,5
Hz), 1,94 (1H (11), m), 2,37 (1H (2"), qt, J=7,0, 6,8 Hz), 3,17 (1H (8), d), 3,26 (1H
(7), s), 3,69 (1H, OH, br,s), 3,80, (1H (20), d, ]=12,7 Hz), 3,83 (1H (20), d, J=12,2
Hz), 4,06 (1H (10), t, ]=2,7 Hz), 4,22 (1H (5), s), 5,42 (1H (12), d, ]=9,8 Hz), 6,02
(1H, OH, br,s), 6,79 (1H (3), m, J=7,2, 7,0, 1,2 Hz), 7,71 (1H, (1), dd),

13C NMR (125 MHz, CDCls) § ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 12,2 (5'), 14,4 (4, 15,1
(18), 16,1 (5"), 17,2 (16), 23,6 (17), 26,1 (3"), 26,6 (15), 36,0 (8), 36,1 (14), 41,2
2", 45,9 (11), 48,9 (10,) 61,8 (6), 64,6 (20), 65,2 (7), 65,5 (13), 71,3 (5), 72,4 (4),
76,7 (12), 77,2 (9), 128,4 (2"), 133,4 (2), 137,6 (3", 164,7 (1), 167,4 (1", 178,9 (1"),
209,9 (3).

Hop chét 2: 12,13-di-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCls) § ppm: 0,85 (3H (18), d, J=6,4 Hz), 0,89 (3H (4"),
J=7,3Hz), 0,91 (3H (4"), t, =7,8 Hz), 1,11 (3H (5"), d, J]=6,8 Hz), 1,12 3H (5'), d,
J1=6,8 Hz), 1,21 (3H (17), 5), 1,22 (3H (16), 5), 1,26 (1H (14), d, J=6,8 Hz), 1,44 (1H
(3", td, J=13,9, 7,3 Hz), 1,44 (1H (3"), td, I=13,9, 7,3 Hz), 1,63 (1H (3", dd, J=7.8,
5,9 Hz), 1,69 (1H (3"), dd, J=13,9, 7,1 Hz), 1,74 (3H (19), dd, J=2,7, 1,2 Hz), 1,90
(1H (11), dd, J=10,0, 6,6 Hz), 2,36 (1H (2'), q, I=7,0 Hz), 2,36 (1H (2"), q, J=7,0
Hz), 3,16 (1H (8), d, J=6,8 Hz), 3,26 (1H (7), s), 3,61 (1H (OH), m), 3,78 (1H (20),
m, J=12,7 Hz), 3,85 (1H (20), d, I=12,2 Hz), 4,06 (1H (10), t, J=2,7 Hz), 4,22 (1H
(5), s), 5,40 (1H (12), d, J=10,3 Hz), 5,98 (1H (9-OH), m), 7,71 (1H (1), dd, J=2,4,
1,5 Hz),

13C NMR (125 MHz, CDCls)  ppm: 9,7 (19), 11,6 (4), 11,6 (4"), 15,0 (18), 16,1
(5", 17,0 (5), 17,2 (17), 23,7 (16), 26,2 (3"), 26,5 (15), 26,7 (3, 36,0 (8), 36,0 (14),
41,2 (2"), 41,8 (2, 45,5 (11), 48,9 (10), 61,7 (6), 64,5 (20), 65,2 (7), 65,5 (13), 71,5
(5), 72,4 (4), 76,2 (12), 77,2 (9), 133,5 (2), 164,7 (1), 175,9 (1), 178,8 (1"), 209,9
3).

Hop chét 3: 12-[(2E,4E,6E)-dodeca-2,4,6-trienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-
6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20- hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,86 (3H (18), d, J=7,0 Hz), 0,87 (3H (12'), m,
J=7,0 Hz), 0,92 (3H (4"), t, I=7,5 Hz), 1,12 (3H (5"), d, J=7,0 Hz), 1,22 (3H (17),
s), 1,24 (3H (16), 5), 1,26 (2H (10", m), 1,27 (1H (14), m), 1,29 (2H (11"), m), 1,39
(2H (9), m), 1,45 (1H (3"), dd, J=14,1, 7,0 Hz), 1,71 (1H (3"), m), 1,74 (3H (19),
dd, J=2,8, 1,2 Hz), 1,95 (1H (11), dq), 2,12 (2H (8", q), 2,38 (1H (2"), sxt, J=7,0
Hz), 3,17 (1H (8), d, J=6,7 Hz), 3,27 (1H (7), s), 3,57 (1H, (4-OH), s), (3,78 (1H
(20), m), 3,86 (1H (20), m), 4,06 (1H (10), d, J=2,7 Hz), 4,22 (1H (5), s), 5,41 (1H
(12), d), 5,79 (1H (2), d, J=15,2 Hz), 5,92 (1H (7), dt, I=15,2, 7,2 Hz), 6,04 (1H
(OH), m), 6,11 (1H (6"), dd, J=15,1, 10,7 Hz), 6,19 (1H (4"), dd, J=14,8, 11,2 Hz),
6,51 (1H (5, dd, J=14,9, 10,7 Hz), 7,23 (1H (3'), dd, J=15,5, 10,9 Hz), 7,72 (1H (1),
dd, 1=2,4, 1,3 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) & ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 14,0 (12, 15,1 (18), 16,2
(5"), 17,2 (16), 22,5 (117, 23,6 (17), 26,2 (3"), 26,7 (15), 28,6 (9", 31,4 (10", 33,0
(8"), 36,0 (8), 36,2 (14), 41,2 (2"), 45,9 (11), 48,9 (10), 61,6 (6), 64,5 (20), 65,3 (7),
65,5 (13), 71,6 (5), 72,4 (4), 76,7 (9), 77,1 (12), 119,5 (2), 127,5 (4'), 129,7 (6)),
133,5 (2), 141,1 (7'), 141,7 (5", 145,3 (3), 164,8 (1), 166,6 (1"}, 170,0 (1"), 210,0
3).

Hop chit 4: 12-[(2E,4Z)-deca-2,4-dienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-
4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCl3) & ppm: 0,87 (3H (18), d, J=6,4 Hz), 0,87 (3H (10", s),
0,93 3H (4"), t, J=7,5 Hz), 1,13 (3H (5"), d, J=7,1 Hz), 1,23 (3H (16), s), 1,25 (3H
(17), s), 1,27 (1H (14), d, J=1,6 Hz), 1,27 (2H (9"), m), 1,30 (2H (8'), m), 1,40 (2H
(7, m), 1,46 (1H (3"), dd, J=14,2, 6,9 Hz), 1,71 (1H (3"), m), 1,75 (3H (19), dd,
J=2,9, 1,3 Hz), 1,95 (1H (11), d, J=3,3 Hz), 2,11 (1H (20-OH), m), 2,26 (2H (6'),
m), 2,38 (1IH (2"), q, J=7,0 Hz), 3,18 (1H (8), d, J=6,6 Hz), 3,28 (1H (7), s), 3,53
(1H (4-OH), d, J=0,9 Hz), 3,77 (1H (20), m), 3,81 (1H (5-OH), d, J=2,8 Hz), 3,87
(1H (20), dd, J=12,4, 7,6 Hz), 4,06 (1H (10), d, J#2,7 Hz), 4,22 (1H (5), d, J=1,7
Hz), 5,43 (1H (12), d, J=9,9 Hz), 5,83 (1H (2), d, J=15,2 Hz), 5,86 (1H (5", ddd,
J=10,8, 7,9, 7,8 Hz), 6,03 (1H (9-OH), m), 6,10 (1H (4"), td, J=11,2, 0,7 Hz), 7,56
(1H (3"), ddd, J=15,3, 11,7, 1,1 Hz), 7,72 (1H (1), dd, J=2,5, 1,4 Hz).
3C NMR (125 MHz, CDCls) & ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 14,0 (10", 15,2 (18), 16,2
(53", 17,2(17),22,5 (9", 23,7 (16), 26,2 (3"), 26,7 (15), 28,3 (6"), 29,0 (7"), 31,4 (8"),
36,1 (8), 36,2 (14), 41,2 (2"), 45,9 (11), 49,0 (10), 61,6 (6), 64,5 (20), 65,3 (7), 65,5
(13), 71,7 (5), 72,3 (4), 76,8 (12), 77,1 (9), 120,8 (2'), 126,4 (4"), 133,5 (2), 140,0
(3", 142,2 (5"), 164,8 (1), 166,6 (1), 179,0 (1"), 210,0 (3),

Hop chét 5: 12-hexanoyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,84 (3H (18), d, ]=6,5 Hz), 0,87 (3H (6", t,
J7=7,0 Hz), 0,91 (3H (4"), t, I=7,5 Hz), 1,11 (3H (5"), d, J=7,0 Hz), 1,21, (3H (16),
s), 1,21, BH (17), 5), 1,25 (1H (14), d, J=6,6 Hz), 1,43 (1H (3"), m, J=14,1, 7,4, 7,1
Hz), 1,60 (2H (3"), quin, J=7,4 Hz), 1,70 (1H (3"), ddd, J=13,9, 7,3, 7,1 Hz), 1,74
(3H (19), dd, J=2,9, 1,3 Hz), 1,9 (1H (11), dg, J=10,0, 6,5 Hz), 2,27 (2H (2'), dt,
J=7,4,3,7 Hz), 1,29 (2H (4"), m, J=7,5, 7,2, 3,9 Hz), 1,29 (2H (5", m, I=7,5, 7,2, 3,9
Hz), 2,36 (1H (2"), sxt, J=7,0 Hz), 3,14 (1H (8), d, J=6,6 Hz), 3,25 (1H (7), ), 3,64
(1H, (OH), s), 3,83 (1H (OH), dd, J=12,5, 7,9 Hz), 3,79 (2H (20), dd, J=12,5, 5,7
Hz), 3,94, (1H (OH), d, J=2,5 Hz), 4,06 (1H (10), t, J=2,6 Hz), 4,22 (1H (5), 5), 5,37
(1H (12), d, J=10,0 Hz), 5,95 (1H (OH), br. 5.) 7,7 (1H (1), dd, ]=2,4, 1,3 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) 8 ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 13,9 (6, 15,0 (18), 16,1
(5"), 17,1 (16), 22,3 (5"), 23,6 (17), 24,9 (3'), 26,2 (3"), 26,6 (15), 31,1 (4), 34,5 (2),
35,96 (8), 36,04 (14), 41,2 (2"), 45,6 (11), 48,9 (10), 61,8 (6), 64,6 (20), 65,2 (7),
65,5 (13), 71,4 (5), 72,4 (4), 76,5 (12), 77,1 (9), 133,4 (2), 164,6 (1), 173,3 (1), 178,8
(1"), 209,9 (3),

Hop chit 6: 12-axetyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCL) & ppm: 0,85 (3H (18), d, J=6,4 Hz), 0,92 (3H (4"), t,
J1=7,6 Hz), 1,12 (3H (5"), d, J=6,8 Hz), 1,21 (3H (16), s), 1,23 3H (17), 5), 1,25 (1H
(14), d, J=6,8 Hz), 1,44 (1H (3"), m, J=14,1, 7,3, 7,2 Hz), 1,71 (1H (3"), dd), 1,75
(3H (19), dd, =29, 1,0 Hz), 1,91 (1H (11), m), 2,04 3H (2, s), 2,36 (1H (2"), m,
1=7,0, 6,8 Hz), 3,14 (1H (8), d, J=6,8 Hz), 3,26 (1H (7), s), 3,78 (1H (20), d, J=12,7
Hz), 3,85 (1H (20), d, J=12,7 Hz), 4,04 (1H (10), t, ]=2,7 Hz), 4,21 (1H (5), 5), 5,33
(1H (12), d, J=9,8 Hz), 7,7 (1H (1), s).

13C NMR (125 MHz, CDCls) § ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 15,1 (18), 16,2 (5"), 17,1
(16), 21,0 (21, 23,7 (17), 26,2 (3"), 26,7 (15), 36,0 (8), 36,1 (14), 41,2 (2"), 45,7
(11), 48,9 (10), 61,7 (6), 64,5 (20), 65,2 (7), 65,4 (13), 71,5 (5), 72,4 (4), 76,8 (9),
77,1 (12), 133,5 (2), 164,6 (1), 170,6 (1", 178,9 (1), 209,9 (3).

Hop chit 7: 12-propanoyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

/ 7
1—10 OH N
N\ ke
He™ Ny |7

19 HO \ ’
g OH HO
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'H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,85 (3H (18), d, J=6,8 Hz), 0,92 (3H (4"), t,
J=7,6 Hz), 1,12 (3H (5", d, J=7,3 Hz), 1,13 (3H (3), 1), 1,21 (3H (16), 5), 1,22 (3H
(17), s), 1,25 (1H (14), dd, J=10,3, 6,8 Hz), 1,44 (1H (3"), m J=14,0, 7,0, 6,6 Hz),
1,70 (1H (3"), dd, J=14,2, 6,8 Hz), 1,74 (3H (19), dd, J=2,9, 1,5 Hz), 1,91 (1H (11),
m), 2,31 (2H (2'), m), 2,37 (1H (2"), dd, J=13,7, 6,8 Hz), 3,15 (1H (8), d, J=6,8 Hz),
3,26 (1H (7), s), 3,78 (1H (20), d, J=12,2 Hz), 3,84 (1H (20), d, J=12,7 Hz), 4,05
(1H (10), m), 4,21 (1H (5), s), 5,35 (1H (12), d, ]=9,8 Hz), 5,92 (1H (OH), br,s,),
7,71 (1H (1), m).

13C NMR (125 MHz, CDCls) § ppm: 9,3 (3'), 9,7 (19), 11,6 (4"), 15,1 (18), 16,1 (5"),
17,1 (16), 23,7 (17), 26,2 (3"), 26,7 (15), 27,8 (2), 36,0 (8), 36,1 (14), 41,2 (2"), 45,7
(11), 48,9 (10), 61,7 (6), 64,6 (20), 65,2 (7), 65,4 (13), 71,5 (5), 72,4 (4), 76,8 (12),
77,1 (9), 133,5 (2), 164,6 (1), 173,9 (1), 178,9 (1"), 209,9 (3).

Hop chét 8: 12-butanoyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

'H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,85 (3H (18), d, J=6,4 Hz), 0,92 (3H (4"), t,
1=7,6 Hz), 0,94 (3H (4", t, I=7,3 Hz), 1,12 (3H (5"), d), 1,22 (3H (16), 5), 1,23 3H
(17), s), 1,26 (1H (14), d, J=6,8 Hz), 1,45 (1H (3"), dq, J=14,0, 7,1 Hz) 1,64 (2H (3"),
m, J=14,6, 7,2, 7,1 Hz), 1,71 (1H (3"), dd, J=13,7, 6,8 Hz), 1,75 (3H (19), d, J=2,9
Hz), 1,90 (1H (11), dd, J=10,0, 6,6 Hz), 2,27 (2H (2'), m), 2,37 (1H (2"), qt, J=7,0,
6,8 Hz), 3,15 (1H (8), d, J=6,4 Hz), 3,27 (1H (7), 5), 3,77 (1H (20), m, J=12,2 Hz),
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3,86 (1H (20), m, J=12,7 Hz), 4,05 (1H (10), d, ]=2,4 Hz), 4,21 (1H (5), 5), 7,71 (1H
(1), dd, J=2,4, 1,0 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) 8 ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 13,5 (4), 15,1 (18), 16,1
(5"), 17,1 (16), 18,7 (3"), 23,7 (17), 26,2 (3"), 26,6 (15), 36,0 (8), 36,1 (14), 36,4 (2",
41,2 (2"), 45,6 (11), 48,9 (10), 61,6 (6), 64,5 (20), 65,2 (7), 65,5 (13), 71,7 (5), 72,3
@), 76,6 (12), 77,1 (9), 133,5 (2), 164,7 (1), 173,1 (1), 178,8 (1"), 209,9 (3).

Hop chét 9: 12-[(2E,4E)-(6,6-dimetoxyhexa-2,4-dienoyl]-13-(2-
metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

'H NMR (500 MHz, CDCL) § ppm: 0,86 (3H (18), d, J=6,4 Hz), 0,92 (3H (4"), t,
1=7,3 Hz), 1,12 (3H (5"), d, J=6,8 Hz), 1,22 (3H (17), 5), 1,24 (3H (16), 5), 1,27 (1H
(14), dd, J=11,2, 6,8 Hz), 1,44 (1H, (3"), m), 1,72 (1H (3"), m), 1,75 (3H (19), dd,
1=2,9, 1,5 Hz), 1,96 (1H (11), dd, J=10,0, 6,6 Hz), 2,37 (1H (2"), m), 3,17 (1H (8),
d, J=6,8 Hz), 3,27 (1H (7), s), 3,31 BH (7", 5), 3,31 BH (8", 5), 3,79, (1H (20), m,
J=12,2 Hz), 3,86 (1H (20), m), 4,06 (1H (10), br. 5.), 4,22 (1H (5), d, J=2,4 Hz), 4,89
(1H (6, dd, J=4,4, 1,0 Hz), 5,42 (1H (12), d, J=9,8 Hz), 5,91 (1H (2, d, I=15,7
Hz), 5,98 (1H (5, dd, I=15,7, 4,4 Hz), 6,47 (1H (4'), dd, 15,6, 11,2 Hz), 7,21 (1H
(3, dd, J=15,6, 11,2 Hz), 7,71 (1H (1), 5).

13C NMR (125 MHz, CDCL) 8 ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 15,1 (18), 16,2 (5"), 17,2
(17), 23,6 (16), 26,2 (3"), 26,8 (15), 36,0 (8), 36,2 (14), 41,2 (2"), 45,8 (11), 48,9
(10), 52,7 (7, 52,7 (8", 61,7 (6), 64,5 (20), 65,2 (7), 65,4 (13), 71,6 (5), 72,4 (4),
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77,1 (9), 77,1 (12), 101,3 (6), 122,8 (2'), 131,0 (4, 133,5 (2), 137,9 (5, 143,4 (3",
164,7 (1), 166,1 (1), 178,9 (1), 209,9 (3).

Hop chét 10: 12-[(2E,4E)-6-oxohexa-2,4-dienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-
epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

'H NMR (500 MHz, CDCls)  ppm: 0,88 (3H (18), d, J=6,4 Hz), 0,93 (3H (4"), t,
1=7,5 Hz), 1,13 (3H (5"), d, 7=7,1 Hz), 1,24 3H (17), 5), 1,25 (3H (16), 5), 1,28 (1H
(14), m), 1,46 (1H (3"), td, J=14,1, 7,3 Hz), 1,70 (1H (3"), m), 1,75 (3H (19), dd,
1=2,9, 1,2 Hz), 1,99 (1H (11), dddd, J=9,8, 6,5, 6,4, 6,1 Hz), 2,38 (1H (2"), d, J=6,8
Hz), 3,19 (1H (8), d, 1=6,8 Hz), 3,28 (1H (7), 5), 3,77 (1H (20), m, J=12,5 Hz), 3,87
(1H (20), d, J=13,0 Hz), 4,06 (1H (10), d, J=2,7 Hz), 4,22 (1H (5), 5), 5,46 (1H (12),
d, 1=9,8 Hz), 6,28 (1H (2, d, J=15,4 Hz), 6,40 (1H (5), dd, J=15,4, 7,8 Hz), 7,14
(1H (4", dd, J=14,9, 11,2 Hz), 7,36 (1H (3'), dd, J=15,4, 11,2 Hz), 7,71 (1H (1), dd,
1=2,6, 1,3 Hz), 9,66 (1H (6"), d, I=7,6 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) & ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 15,2 (18), 16,2 (5"), 17,2
(16), 23,6 (17), 26,2 (3"), 26,9 (15), 36,0 (8), 36,3 (14), 41,2 (2"), 45,8 (11), 48,9
(10), 61,7 (6), 64,5 (20), 65,1 (7), 65,3 (13), 71,6 (5), 72,3 (4), 77,1 (9), 78,2 (12),
1294 (2), 133,6 (2), 137,2 (5, 140,8 (3", 146,9 (4'), 164,4 (1), 165,0 (1), 178,9
(1", 192,8 (63), 209,8 (3).

Hop chét 11: 12-[(2E,4E)-6,7-dihydroxydodeca-2,4-dienoyl]-13-(2-
metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1 -tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCL) & ppm: 0,87 (3H (18), d, J=2,0 Hz), 0,87 (3H (12, d,
1=2,0 Hz), 0,92 (3H (4", t, I=7,3 Hz), 1,12 3H (5"), d, J=6,8 Hz), 1,22 (3H (17),
s), 1,24 (3H (16), s), 1,28 (1H (14), d, J=6,4 Hz), 1,28 (2H (11'), d, J=6,4 Hz), 1,44
(2H (8", d, J=6,8 Hz), 1,46 (1H (3"), d, ]=6,8 Hz), 1,47 (2H (9", d, J=2,9 Hz), 1,69
(1H (3"), m), 1,76 (3H (19), m), 1,95 (1H (11), dd, J=9,5, 6,6 Hz), 2,38 (1H (2"), dg,
=13,7, 6,8 Hz), 3,17 (1H (8), d, J=6,4 Hz), 3,27 (1H (7), s), 3,49 (1H (7", br. s.),
3,60 (1H (OH), 5), 3,82 (2H (20), ), 4,03 (1H (6'), m), 4,06 (1H (10), br. s.), 4,22
(1H (5), d, J=2,9 Hz), 5,42 (1H (12), d, ]=9,8 Hz), 5,88 (1H (2), d, J=15,2 Hz), 6,08
(1H (OH), t, J=6,1 Hz), 6,11 (1H (5'), t, J=6,1 Hz), 6,43 (1H (OH), m), 6,47 (1H (4"),
m), 7,21 (1H (OH), dd, J=13,2, 2,0 Hz), 7,24 (1H (3'), s), 7,71 (1H (1), s),

13C NMR (125 MHz, CDCls) 8 ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 14,0 (12'), 15,1 (18), 16,2
(5"), 17,2 (16), 22,6 (11", 23,6 (17), 25,3 (9), 26,2 (3"), 26,8 (15), 31,7 (10", 33,1
(8), 36,0 (8), 36,2 (14), 41,2 (2"), 45,8 (11), 48,9 (10), 61,7 (6), 64,5 (20), 65,2 (7),
65,4 (13), 71,6 (5), 72,4 (4), 74,5 (T'), 75,1 (6), 77,1 (9), 77,1 (12), 133,5 (2), 121,8
(2, 129,7 (4"), 141,6 (5", 143,8 (3), 164,6 (1), 166,2 (1), 178,9 (1"), 209,9 (3).

Hop chit 12: 12-[(2E)-4,5-dihydroxy-deca-2-enoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-
6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCL) 8 ppm: 0,86 (3H (18), d), 0,87 (3H (10), ), 0,93 3H
4", t, 1=7,5 Hz), 1,12 (3H (5"), d, J=7,0 Hz), 1,22 (3H (17), 5), 1,23 (3H (16), 5),
1,26 (2H (9), m), 1,27 (1H (14), m), 1,28 (2H (8'), m), 1,30 (1H (7'), m), 1,42 (2H
(6"), m), 1,44 (1H (3"), m), 1,46 (1H (7', m), 1,70 (1H (3"), m), 1,74 (3H (19), d,
J=1,6 Hz), 1,95 (1H (11), m), 2,37 (1H (2"), m), 3,16 (1H (8), d, J=6,5 Hz), 3,27 (1H
(7), 5), 3,75 (1H (5), m), 3,77 (1H (20), m), 3,85 (1H (20), d, J=19,3 Hz), 4,05 (1H
(10), br. s.), 4,21 (1H (5), 5), 4,32 (1H (4), m), 5,41 (1H (12), d, J=9,5 Hz), 6,11 (1H
(2), dd, 1=8.8, 1,8 Hz), 6,92 (1H (3'), dd, J=4,9, 1,6 Hz), 7,71 (1H (1), dd).

13C NMR (125 MHz, CDCl5) 8 ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 14 (10", 15,1 (18), 16,2
(5", 17,2 (16), 22,5 (9'), 23,7 (17), 25,5 (7), 26,2 (3"), 26,8 (15), 31,7 (8", 32,0 (6),
36,0 (8), 36,2 (14), 41,2 (2"), 45,8 (11), 48,9 (10), 61,7 (6), 64,5 (20), 65,2 (7), 65,4
(13), 71,6 (5), 72,3 (4), 73,9 (4", 74,1 (5), 77,1 (12), 77,3 (9), 122,5 (2'), 133,6 (2),
145,9 (3), 164,6 (1), 165,5 (1, 179 (1"), 209,9 (3).

Hop chét 13: 12-tigloyl-13-(2-metylpropanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCls) 8 ppm: 0,84 (3H (18), d, J=6,4 Hz), 1,14 (3H (4") d,
=73 Hz, 1,17 GH (3"), d, ]=6,8 Hz), 1,22 (3H (16), ), 1,24 (3H (17), 5), 1,28 (1H
(8), m), 1,74 (3H (19), 5), 1,77 (3H (4), d, J=7,3 Hz), 1,95 (1H (11), dd, J=10,0, 6,6
Hz), 2,56 (1H, (2"), m, J=7,3, 7,1, 7,0 Hz), 3,16 (1H (14), d, J=6,4 Hz), 3,26 (1H
(7), 5), 3,82 (2H (20), m), 4,06 (1H (10), br. s.), 4,22 (1H (5), d, J=2,4 Hz), 5,41 (1H
(12), d, J=9,8 Hz), 6,80 (1H (3"), m), 7,71 (1H (1), 5).

13C NMR (125 MHz, CDCls) 8 ppm: 9,7 (19), 12,2 (5'), 14,4 (4"), 15,1 (18), 17,2
(17), 18,5 (3"), 18,6 (4"), 23,7 (16), 26,5 (15), 34,1 (2"), 36,0 (8), 36,1 (14), 45,8
(11), 48,9 (10), 61,7 (6), 64,6 (20), 65,2 (7), 65,5 (13), 71,4 (5), 72,4 (4), 76,6 (12),
77,2 (9), 128,4 (2), 133,4 (2), 137,6 (3), 164,7 (1), 167,5 (1), 179,3 (1"), 209,9 (3).

Hop chit 14: 12-[(2E)-3-metylthioprop-2-enoyl]-13-(2-metylbutanoy1)-6,7-
epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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I'H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,86 (3H (18), d, J=6,4 Hz), 0,92 (3H (4"), t,
=73 Hz), 1,12 (3H (5"), d, J=6,8 Hz), 1,23 (3H (17), 5), 1,24 (3H (16), 5), 1,27 (1H
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(14), d, J=6,8 Hz), 1,44 (1H (3"), m), 1,71 (1H (3"), m), 1,75 (3H (19), s), 1,94 (1H
(11), m), 2,14 (1H (OH), t, J=5,9 Hz), 2,32 (3H (4, s), 2,38 (1H (2"), m), 3,16 (1H
(8), d, 1=6,8 Hz), 3,27 (1H (7), s), 3,55 (1H (4-OH), 5), 3,78 (1H (20), dd, J=12,7,
5,9 Hz), 3,84 (1H (5-OH), 5), 3,85 (1H (20), s), 4,05 (1H (10), m), 4,21 (1H (5), d,
J=2,4 Hz), 5,41 (1H (12), d, J=9,8 Hz), 5,61 (1H (2, d, ]=14,7 Hz), 6,02 (1H (9-
OH), m), 7,69 (1H (3"), d, J=14,7 Hz), 7,71 (1H (1), s).

13C NMR (125 MHz, CDCls) & ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 14,3 (4), 15,1 (18), 16,2
(5™, 17,2 (16), 23,7 (17), 26,2 (3"), 26,7 (15), 36,1 (8), 36,2 (14), 41,2 (2"), 45,9
(11), 49,0 (10), 61,6 (6), 64,5 (20), 65,2 (7), 65,5 (13), 71,7 (5), 72,4 (4), 76,8 (12),
77,1 (9), 112,8 (2'), 133,5 (2), 147,5 (3'), 164,5 (1), 164,8 (1), 178,9 (1"), 210,0 (3).

Hop chét 15: 12-(2-metylprop-2-enoyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-
4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

H,C CH
35,,\ {4" 3

'H NMR (500 MHz, CDCl;) 8 ppm: 0,86 (3H (18), d), 0,92 (3H (4"), t, J=7,3 Hz),
1,12 (3H (5"), d, 1=6,8 Hz), 1,23 (3H (17), br. s.), 1,25 (3H (16), 5), 1,27 (1H (14),
dd, I=11.2, 6,4 Hz), 1,45 (LH (3"), m), 1,72 (1H (3"), m), 1,75 (3H (19), dd, J=2.9,
1,0 Hz), 1,92 (3H (4), 5), 1,95 (1H (11), m), 2,38 (1H (2"), m), 3,18 (1H (8), d), 3,28
(1H (7), 5), 3,54 (1H (OH), d, J=1,0 Hz), 3,78 (1H (20), m), 3,87 (1H (20), dd), 4,06
(1H (10), m), 4,22 (1H (5), d, J=2,0 Hz), 5,42 (1H (12), 5), 5,56 (1H (3", dt, ]=2,9,
1,5 Hz), 6,05 (1H (3'), m), 7,72 (1H (1), dd, J=2,4, 1,5 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCL) & ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 15,1 (18), 16,2 (5"), 17,2
(17), 18,5 (4", 23,7 (16), 26,2 (3"), 26,7 (15), 36,1 (8), 36,2 (14), 41,2 (2"), 45,9
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(11), 49,0 (10), 61,6 (6), 64,5 (20), 65,2 (7), 65,5 (13), 71,7 (5), 72,3 (4), 77,1 (9),
77,3 (12), 125,8 (3'), 133,5 (2), 136,2 (2'), 164,7 (1), 166,8 (1"), 178,9 (1"), 209,9
3)-

Hop chét 16: 12-[(2E,4E)-hexa-2,4-dienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-
epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & ppm: 0,87 (3H (18), d, J=6,5 Hz), 0,93 (3H (4"), 1),
1,13 (3H (5"), m, J=6,8 Hz), 1,23 (3H (16), br. 5.), 1,26 (3H (17), 5), 1,27 (1H (14),
m), 1,45 (1H 3"), s), 1,70 (1H (3"), m), 1,75 (3H (19), dd, J=2,8, 1,2 Hz), 1,86 3H
(6), dd, J=7,3, 1,7 Hz), 1,96 (1H (11), dd, J=9,8, 6,2 Hz), 2,37 (1H (2"), m), 3,18
(1H (8), d, J=6,7 Hz), 3,28 (1H (7), s), 3,78 (1H (20), m), 3,87 (1H (20), m), 4,06
(1H (10), br. 5.), 4,21 (1H (5), br. 5.), 5,44 (1H (12), d, J=10,1 Hz), 5,83 (1H (2, 4,
J=15,0 Hz), 5,94 (1H (5), m), 6,14 (1H (4"), m), 7,59 (1H (3'), ddd, J=15,3, 11,7, 1,2
Hz), 7,72 (1H (1), dd, J=2,2, 1,3 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCL) & ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 14,1 (6), 15,2 (18), 16,2
(5", 17,2 (17), 23,7 (16), 26,2 (3"), 26,7 (15), 36,1 (8), 36,2 (14), 41,2 (2"), 45,9
(11), 49,0 (10), 61,6 (6), 64,5 (20), 65,3 (7), 65,5 (13), 71,7 (5), 72,4 (4), 76,8 (12),
77,1 (9), 120,7 (2), 127,3 (&), 133,5 (2), 136,2 (5'), 139,6 (3'), 164,8 (1), 166,6 (1",
179,0 (1", 210,0 (3).

Hop chit 17: 12-[(2E,4E)-8-oxododeca-2,4-dienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-
6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on



28701

CHs
7'_—-6'\ 3?"\2../3["
o / 5'..—:-4\
—8 — .
AL OFN CH
9'—10 1'—0, 0 /! 3
O// \12—_ '3—15—CHj
11'—CH, / 1{
127 Y c—"1 /
3180 \9 4
HO—9—
1_.1( \7\
I\ o
HaC™™ o~ ~s\
19 ”H \ 20—QH
OH

'H NMR (500 MHz, CDCls) § ppm: 0,85 (3H (18), d, J=5,3 Hz), 0,88 (3H (12), t,
J7=7,3 Hz), 0,92 (3H (4"), t, J=7,4 Hz), 1,12 3H (5"), d, ]=7,0 Hz), 1,22 (3H (16),
br. s.), 1,23 (3H (17), 5), 1,26 (1H (14), d, J=5,4 Hz), 1,28 (2H (11'), d, ]=2,8 Hz),
1,43 (1H (3"), br. s.), 1,53 (2H (10", m), 1,71 (1H (3"), m), 1,75 (3H (19), dd, J=2.9,
1,3 Hz), 1,95 (1H (11), m), 2,37 (1H (2"), m), 2,38 (2H (9"), d, J=7,2 Hz), 2,42 (2H
(6), m), 2,52 (2H (7), 5), 3,17 (1H (8), d, J=6,6 Hz), 3,27 (1H (7), 5), 3,53 (1H (OH),
s), 3,81 (1H (20), br. s.), 3,86 (1H (20), m), 4,05 (1H (10), m), 4,22 (1H (5), d, J=2,4
Hz), 5,41 (1H (12), d, 1=9,8 Hz), 5,76 (1H (2"), d, J=15,4 Hz), 6,09 (1H (5", t, ]=6,8
Hz), 6,15, (1H (4, d, J=10,6 Hz), 7,16 (1H (3'), dd, J=15,4, 10,6 Hz), 7,71 (1H (1),
dd, 1=2,6, 1,3 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCL) & ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 13,8 (12, 15,1 (18), 16,2
(5", 17,2 (17), 22,3 (119, 23,7 (16), 25,9 (10, 26,2 (3"), 26,7 (15), 26,9 (6, 36,1
(8), 36,1 (14), 41,2 (2"), 41,3 (7), 42,7 (9, 45,9 (11), 49,0 (10), 61,6 (6), 64,5 (20),
65,3 (7), 65,5 (13), 71,7 (5), 72,3 (4), 77,1 (12), 77,2 (9), 119,6 (2), 129,1 (4), 133,5
(2), 142,8 (5"), 145,0 (3'), 164,8 (1), 166,6 (1), 179,0 (1"), 209,7 (8"), 210,1 (3).

Hop chit 18: 12-[(2Z,4E)-deca-2,4-dienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-
epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCl5) & ppm: 0,86 (3H (10'), t, ]=6,9 Hz), 0,87 (3H (18), d,
1=6,6 Hz), 0,94 (3H (4"), t, 1=7,5 Hz), 1,14 3H (5"), d, J=7,1 Hz), 1,22 (3H (16),
5), 1,23 (3H (17), 5), 1,25 (1H (14), br. 5.), 1,27 (2H (8)), br. 5.), 1,28 (2H, (9"), br.
s.), 1,41 (2H (7)), m), 1,46 (1H (3"), m), 1,71 (1H (3"), m), 1,75 (3H (19), dd, J=2.9,
1,3 Hz), 1,94 (1H (11), dd, I=10,0, 6,4 Hz), 2,16 (2H (6)), 5), 2,39 (1H (2"), m, =7,2,
7,0 Hz), 3,16 (1H (8), d, J=6,8 Hz), 3,27 (1H (7), s), 3,53 (1H (4-OH), d, J=0,6 Hz),
3,77 (1H (20), dd, J=12,7, 5,7 Hz), 3,83 (1H (5-OH), d, J=3,1 Hz), 3,86 (1H (20),
m, J=12.6, 7,7 Hz), 4,05 (1H (10), t, J=2,7 Hz), 4,21 (1H (5), d, J=2,9 Hz), 5,43 (1H
(12), d, J=9,9 Hz), 5,51 (1H (2), d, J=11,4 Hz), 6,06 (1H (5"), ddd, J=15,1, 7.2, 6,8
Hz), 6,55 (1H (3), t, I=11,6 Hz), 7,29 (1H (4), ddd, J=15,1, 7,2, 6,8 Hz), 7,72 (1H
(1), dd, 7=2,3, 1,3 Hz).

130 NMR (125 MHz, CDCls) § ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 14,0 (10", 15,1 (18), 16,2
(5", 17,1 (16), 22,5 (9, 23,7 (17), 26,2 (3"), 26,6 (15), 28,3 (7), 31,4 (8), 33,0 (6),
36,0 (14), 36,1 (8), 41,2 (2"), 45,8 (11), 49,0 (10), 61,6 (6), 64,5 (20), 65,3 (7), 65,5
(13), 71,7 (5), 728 (4), 76,1 (12), 77,1 (9), 115,0 (2'), 126,9 (4), 145,9 (3'), 146,1
(5), 133,5 (2), 164,8 (1), 165,9 (1), 178,9 (1"), 210,0 (3).

Hop chét 19: 13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13 ,20-hexahydroxy-1-

tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCls) § ppm: 0,92 (3H (4", t, J=7,6 Hz), 1,07 (3H (18), d,
J=6,4 Hz), 1,16 (3H (5'), d, J=6,8 Hz), 1,20 (3H (16), 5), 1,24 (1H (14), m), 1,26 3H
(17), 5), 1,45 (1H (3"), ddd, J=13,8, 7,1, 7,0 Hz), 1,71 (1H (3'), dt, J=13,7, 7,3 Hz),
1,76 (1H (11), d, J=15,7 Hz), 1,77 3H (19), dd, J=2,7, 1,2 Hz), 2,41 (1H (2), m,
1=7,0, 6,8 Hz), 3,08 (1H (8), d, =7,3 Hz), 3,27 (1H (7), s), 3,79 (1H (10), d, ]=2,9
Hz), 3,81 (2H (20), m), 3,90 (1H (12), d, ]=9,8 Hz), 4,20 (1H (5), 5), 7,70 (1H (1),
dd, 1=2,4, 1,5 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) & ppm: 9,8 (19), 11,7 (4"), 16,6 (5), 16,2 (18), 17,2
(17), 23,4 (16), 26,5 (3'), 27,9 (15), 34,8 (14), 36,5 (8), 41,0 (2), 47,3 (11), 50,7 (10),
62,4 (6), 65,0 (20), 66,0 (7), 68,4 (13), 71,5 (5), 72,1 (4), 77,6 (9), 78,3 (12), 133,9
(), 163,8 (1), 180,1 (1), 209,7 (3).

Hop chit 20: 12-[(2E)-but-2-enoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-
4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCls) 8 ppm: 0,85 (3H, (18), d, J=6,4 Hz), 0,92 (3H (4"), t,
7=7,5 Hz), 1,12 3H ("), d, J=7,1 Hz), 1,22 (3H (17), 5), 1,24 (3H (16), 5), 1,26 (1H
(14), d, J=6,7 Hz), 1,45 (1H (3"), dd, I=14,5, 6,4 Hz), 1,72 (1H (3"), dd, J=14,1, 6,8
Hz), 1,75 (3H (19), dd, J=2,8, 1,3 Hz), 1,87 3H (4), dd, J=6,9, 1,7 Hz), 1,94 (1H
(11), dd, J=9.8, 6,4 Hz), 2,37 (1H (2"), dd, J=13,8, 6,8 Hz), 3,16 (1H (8), d, I=6,5
Hz), 3,27 (1H (7), s), 3,78 (1H (20), d, J=12,2 Hz), 3,87 (1H (20), m), 4,05 (1H (10),
m), 4,21 (1H (5), s), 5,40 (1H (12), d, ]=9,9 Hz), 5,81 (1H (2), dddd, J=15,5, 1,6,
1,5, 1,2 Hz), 6,92 (1H (3), dd, J=15,5, 7,0 Hz), 7,71 (1H (1), m).

13C NMR (125 MHz, CDCls) § ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 15,1 (18), 16,2 (5"), 17,2
(17), 18,1 (4), 23,7 (16), 26,2 (3"), 26,7 (15), 36,1 (8), 36,2 (14), 41,2 (2"), 45,9
(11), 49,0 (10), 61,6 (6), 64,5 (20), 65,3 (7), 65,5 (13), 71,7 (5), 72,3 (4), 76,7 (12),
77,1 (9), 122,6 (2)), 133,6 (2), 145,0 (3"), 164,8 (1), 166,1 (1), 178,9 (1"), 210,2 (3).

Hop chét 24: 12-[(2E,4E)-deca-2,4-dienoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-
epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

9—CHj
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AN
7 CH
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\ 5" \2../3
s'——4\ /

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & ppm: 0,86 (3H (18), d, J=5,6 Hz), 0,87 (3H (10, d
=11,7 Hz), 0,93 (3H (4"), t, J=7,5 Hz), 1,12 (3H (5"), d, J=7,0 Hz), 1,22 (3H (16),
s), 1,24 (3H (17), 5), 1,26 (1H (14), m), 1,26 (2H (8", br. 5.), 1,29 (2H (9), m), 1,45
(1H (3"), m), 1,41 (2H (7)), m), 1,73 (1H (3"), m), 1,75 (3H (19), dd, J=2,9, 1,3 Hz),
1,95 (1H (11), dd, J=9,7, 6,4 Hz), 2,15 (2H (6, m), 2,38 (1H (2"), m), 3,17 (1H (8),
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d, J=6,6 Hz), 3,27 (1H (7), s), 3,55 (1H (OH), m), 3,78 (1H (20), dd, J=12,0, 4,6 Hz),
3,87 (1H (20), m), 4,05 (1H (10), m), 4,22 (1H (5), m), 5,41 (1H (12), d, J=9,9 Hz),
5,75 (1H (2'), d, J=15,4 Hz), 6,13 (1H (5, dd, I=6,7, 6,2 Hz), 6,16 (1H (4"), 5), 7,20
(1H (3"), dd, I=15,5, 9,9 Hz), 7,72 (1H (1), dt, ]=2,5, 1,3 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) 8 ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 14,0 (10", 15,1 (18), 16,2
(5"), 17,2 (17), 22,4 (9), 23,6 (16), 26,2 (3"), 26,7 (15), 28,4 (7", 31,3 (8), 33,0 (6",
36,1 (8), 36,2 (14), 41,2 (2"), 45,9 (11), 49,0 (10), 61,6 (6), 64,5 (20), 65,3 (7), 65,5
(13), 71,7 (5), 72,3 (4), 76,7 (12), 77,1 (9), 118,8 (2)), 128,3 (4"), 133,5 (2), 145,3
(5), 145,6 (3), 164,8 (1), 166,6 (1), 178,9 (1"), 210,0 (3).

Hop chét 25: 12-[(2Z,4E)-deca-2,4-dienoyl]-13-(2-metylpropanoyl)-6,7-
epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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I'H NMR (500 MHz, CDCls) § ppm: 0,85 (3H (18), d), 0,86 (3H (10, t), 1,16 (3H
4", d), 1,19 (3H (3"), d, J=7,0 Hz), 1,22 (3H (16), ), 1,22 (3H (17), 5), 1,25 H
(8), m), 1,27 (1H (14), d, =3,1 Hz), 1,29 (2H (9), m), 1,41 (2H (7, br. 5.), 1,75
(3H (19), 5), 1,94 (1H (11), dd, 7=10,0, 6,4 Hz), 2,16 (2H (6", 5), 2,58 (1H (2"), dt,
J=14,0, 7,0 Hz), 3,16 (1H (8), d, J=6,7 Hz), 3,27 (1H (7), 5), 3,55 (1H (OH), br, 5),
3,78 (1H (20), d, J=12,5 Hz), 3,86 (1H (20), d, ]=13,1 Hz), 4,05 (1H (10), d, J=5,4
Hz), 4,21 (1H (5), 5), 5,41 (1H (12), d, J=9,9 Hz), 5,51 (1H (2", d, J=11,2 Hz), 6,06
(1H (5, dd, J=15,3, 7,0 Hz), 6,55 (1H (3, t, =11,4 Hz), 7,29 (1H (4, dd, J=15,3,
7,0 Hz), 7,71 (1H (1), 5).
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13C NMR (125 MHz, CDCLs) & ppm: 9,7 (19), 14,7 (10", 15,1 (18), 17,1 (16), 18,6
(3"), 18,6 (4"), 22,5 (9'), 23,7 (17), 26,6 (15), 28,4 (7)), 31,4 (8", 33,0 (6, 34,2 (2"),
36,0 (14), 36,1 (8), 45,7 (11), 49,0 (10), 61,6 (6), 64,5 (20), 65,3 (7), 65,5 (13), 71,7
(5), 72,3 (4), 76,0 (12), 77,2 (9), 115,0 (2'), 126,9 (4), 133,5 (2), 145,9 (3, 146,2
(5), 164,8 (1), 165,9 (1), 179,3 (1), 210,0 (3).

Hop chit 26: 12-[(2E,4E)-6,7-(anti)-epoxy-dodeca-2,4-dienoyl]-13-(2-
metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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I'H NMR (500 MHz, CDCL;) & ppm: 0,87 (3H (18), d, J=4,4 Hz), 0,86 (3H (12", br.
5.), 0,92 (3H (4", t, I=7,3 Hz), 1,12 (3H (5", d, J=6,8 Hz), 1,22 (3H (17), br. 5.),
1,24 (3H (16), 5), 1,27 (1H (14), d, I=7,3 Hz), 1,28 (2H (11"), m), 1,29 (2H (10'), m),
1,44 (2H (9'), m), 1,57 (2H (8, m), 1,72 H (3"), dd, J=13,9, 7,1 Hz), 1,75 3H
(19), d, I=1,5 Hz), 1,95 (1H (11), m), 2,37 (1H (2"), m), 2,85 (1H (7, tt, J=5,6, 2,0
Hz), 3,15 (1H (6"), d, I=7,8 Hz), 3,17 (1H (8), 5), 3,28 (1H (7), 5), 3,52 (1H (OH), d,
1=2,9 Hz), 3,76 (1H (OH), m), 3,79 (1H (20), d, J=2,9 Hz), 3,87 (1H (20), m), 4,05
(1H (10), d, ]=2,0 Hz), 4,22 (1H (5), ), 5,42 (1H (12), d, ]=10,3 Hz), 5,83 (1H (5),
d, J=15.2, 7,8 Hz), 5,87 (1H (2, d, I=15,7 Hz), 6,00 (1H (OH), m), 6,47 (1H (4),
dd, J=14,7, 11,2 Hz), 7,20 (1H (3'), dd, J=15,2, 11,2 Hz), 7,71 (1H (1), br. s.).
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13C NMR (125 MHz, CDCl) 8 ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 14,0 (12'), 15,1 (18), 16,2
(5"), 17,2 (16), 22,5 (11), 23,7 (17), 25,5 (9, 26,2 (3", 26,8 (15), 31,5 (10), 31,9
8", 36,1 (8), 36,2 (14), 41,2 (2"), 45,9 (11), 49,0 (10), 57,5 (6"), 61,6 (7', 61,7 (6),
64,5 (20), 65,2 (7), 65,4 (13), 71,7 (5), 72,3 (4), 77,1 (9), 77,1 (12), 121,6 (2'), 130,9
@), 133,5 (2), 139,7 (5, 143,3 (3, 164,7 (1), 166,2 (1), 179,0 (1"), 210,1 (3).

Hop chét 29: 12-tigloyl-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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I'H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,83 (3H (18), d, J=6,8 Hz), 0,92 (3H (4"), t,
1=7,6 Hz), 1,13 (3H (5"), d, I=6,8 Hz), 1,20 (1H (14), d, J=5,9 Hz), 1,22 3H (17),
5), 1,23 (3H (16), 5), 1,45 (1H (3", tt, J=14,2, 7,3 Hz), 1,72 (1H (3"), dd), 1,77 3H
(5Y, dd, J=7,1, 1,2 Hz), 1,80 (3H (4'), d, ]=1,5 Hz), 1,81 (3H (19), dd, ]=2,9, 1,5 Hz),
2,11 (1H (11), dq), 2,29 (1H (8), d, J=5,4 Hz), 2,38 (1H (2"), m, I=7,0, 6,8 Hz), 2,47
(1H (20-OH), t, 1=6,8 Hz), 2,98 (1H (4-OH), s), 3,53 (1H (10), m), 3,73 (1H (5), d,
J=1,0 Hz), 3,81 (1H (20), dd, I=12,7, 6,8 Hz), 3,92 (1H (20), m, J=12,7, 6,8 Hz),
4,46 (1H (7), d, J=5,4 Hz), 5,10 (1H (7-OH), d, J=5,4 Hz), 5,39 (1H (12), d, ]=10,3
Hz), 6,55 (1H (9-OH), m), 6,80 (1H (3), m, J=7,1, 6,8, 1,5 Hz), 7,58 (1H (1), 5),
13 NMR (125 MHz, CDCls) § ppm: 10,3 (19), 11,6 (4"), 12,2 (4"), 14,0 (18), 14,4
(5, 16,2 (5"), 17,0 (17), 23,5 (16), 26,2 (15), 26,2 (3"), 34,7 (14), 35,2 (8), 41,3
2", 43,7 (11), 57,3 (10), 62,6 (5), 64,2 (20), 67,0 (6), 67,0 (13), 71,3 (4), 75,8 (12),
77,3 (7), 79,1 (9), 128,3 (2, 134,7 (2), 137,8 (3), 159,7 (1), 167,4 (1), 179,7 (1),
205,7 (3).
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Hop chit 30: 13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on

.
HC™ NGt

IH NMR (500 MHz, CDCls) 8 ppm: 0,91 (3H (4"), t, J=7,6 Hz), 1,02 3H (18), d,
J=6,4 Hz), 1,15 (1H (14), d, J=5,9 Hz), 1,15 (3H (5"), d, J=7,3 Hz), 1,19 (3H (16),
s), 1,22 (3H (17), 5), 1,46 (1H (3"), ddd, J=14,1, 7,0, 6,8 Hz), 1,70 (1H (3"), dt, J=13,7,
7,3 Hz), 1,81 (3H (19), dd, J=2,9, 1,5 Hz), 1,93 (1H (11), dq, J=9,8, 6,6, 6,5 Hz),
2,24 (1H (8), d, J=5,9 Hz), 2,40 (1H (2'), m, J=7,0, 6,8 Hz), 2,84 (1H (20-OH), br,
s,), 3,44 (1H (4-OH), s), 3,50 (1H (10), t, J=2,4 Hz), 3,76 (1H (5), s), 3,84 (1H (20),
dd, J=12,2, 3,9 Hz), 3,88 (1H (12), dd, J=10,0, 3,7 Hz), 3,92 (1H (20), d, J=12,2, 5,9
Hz), 4,46 (1H (7), d, J=4,4 Hz), 4,57 (1H (OH), m), 5,20 (1H (OH), m), 7,60 (1H
(1), s).

13C NMR (125 MHz, CDCl3) 8 ppm: 10,3 (19), 11,7 (4, 14,6 (1), 16,5 (5'), 16,7
(16), 23,6 (17), 26,4 (15), 26,5 (3'), 33,8 (14), 35,5 (8), 41,1 (2", 45,5 (11), 57,8 (10),
62,6 (5), 64,1 (20), 66,9 (6), 68,0 (13), 71,3 (4), 76,8 (12), 77,3 (7), 78,8 (9), 134,4
(2), 160,2 (1), 180,0 (1", 206,2 (3).

Hop chit 31: 12-axetyl-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

-62-



28701

HyC— 1 !
B\ /

HO—7" "\

110 7

2, 4, S—
e \a/l\f<{

|| HO o

o}

IH NMR (500 MHz, CDCl3) 8§ ppm: 0,84 (3H (18), d, J=6,6 Hz), 0,92 3H (4"), t,
J=7,5Hz), 1,12 (3H (5"), d, J=7,0 Hz), 1,17 (3H (16), s), 1,18 (1H (14), 5), 1,22 BH
(17), s), 1,44 (1H (3"), m, J=14,1, 7,3, 7,1 Hz), 1,81 (3H (19), dd, J=2,8, 1,2 Hz),
2,04 (3H (2", s), 2,09 (1H (11), dq, J=10,2, 6,5 Hz), 2,31 (1H (8), d, J=5,6 Hz), 2,37
(1H (2"), sxt, I=7,0 Hz), 2,88 (1H (20-OH), m), 3,52 (1H (10), d, J=2,6 Hz), 3,59
(1H (4-OH), s), 3,81 (1H (5), d, J=0,9 Hz), 3,83 (1H (20), d, J=12,4 Hz), 3,96 (1H
(20), d), 4,39 (1H (7), d, J=5,1 Hz), 5,04 (1H (7-OH), d, J=5,5 Hz), 5,3 (1H (12), d,
J=10,1 Hz), 6,48 (1H (9-OH), br, s,), 7,58 (1H (1), ).
3C NMR (125 MHz, CDCl) 6 ppm: 10,3 (19), 11,6 (4™), 14,0 (18), 16,2 (5"), 16,7
(16), 20,9 (2", 23,5 (17), 26,1 (30"), 26,2 (15), 34,6 (14), 35,1 (8), 41,3 (2"), 43,4
(11), 57,3 (10), 62,4 (5), 63,7 (20), 65,6 (13), 67,3 (6), 71,3 (4), 76,1 (12), 77,2 N,
79,0 (9), 134,6 (2), 159,8 (1), 170,6 (1", 179,7 (1"), 206,1 (3).
0

Hop chét 32: 12,13-di-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
HaC,/sl\z'/g'-l3 HS%H CH,
T

! NS,
0/ ~o0 |

\

H,C 2
Ste~n” ~{

HO
1 N 14 ScH

3
H3%\27 N0 g 16
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'H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,84 (3H (18), d, J=6,6 Hz), 0,89 (3H (4'), m,
J=7,6 Hz), 0,91 (3H (4"), d, I=7,5 Hz), 1,11 (3H (5"), d, J=7,0 Hz), 1,12 (3H (5'), d,
1=7,0 Hz), 1,17 (3H (16), 5), 1,18 (1H (14), d, J=5,7 Hz), 1,19 BH (17), 5), 1,42 (1H
(3), m), 1,46 (1H (3"), dt, J=6,8, 3,3 Hz), 1,62 (1H (3'), dt, J=8,2, 6,9 Hz), 1,68 (1H
(3", d, 1=7,1 Hz), 1,80 (3H (19), dd, J=2,8, 1,3 Hz), 2,10 (1H (11), dd, J=10,2, 6,
Hz), 2,33 (1H (8), d, J=5,4 Hz), 2,35 (1H (2'), m), 2,38 (1H (2"), d, J=4,3 Hz), 3,14
(1H (20-OH), br, 5,), 3,54 (1H (10), dd, ]=2,4, 2,2 Hz), 3,83 (1H (20), d, ]=13,0 Hz),
3,85 (1H (5), d, J=1,0 Hz), 3,96 (1H (4-OH), s), 3,98 (1H (20), m, J=12,8 Hz), 4,37
(1H (7), d, J=5,3 Hz), 5,03 (1H (7-OH), d, ]=5,5 Hz), 5,36 (1H (12), d, J=10,3 Hz),
6,46 (1H (9-OH), s), 7,59 (1H (1) s).

13C NMR (125 MHz, CDCls) § ppm: 10,3 (19), 11,6 (4"), 11,6 (4"), 13,9 (18), 16,1
(5"), 16,8 (5'), 16,9 (16), 23,5 (17), 26,0 (15), 26,2 (3"), 26,7 (3"), 34,6 (14), 35,1 (8),
41,3 (2"), 41,7 (2), 43,3 (11), 57,2 (10), 62,2 (5), 63,2 (20), 65,6 (13), 67,6 (6), 71,3
(@), 75,4 (12), 77,2 (7), 79,1 (9), 134,6 (2), 160,0 (1), 175,9 (1), 179,6 (1"), 2063
3).

Hop chét 33: 12-propanoyl-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

2 4. —~—20
HG N ]\
HO 0 OH
o

I'H NMR (500 MHz, CDCL) & ppm: 0,83 (3H (18), d), 0,92 (3H (4"), t, J=7,5 Hz),
1,12 GH (5"), d, J=7,0 Hz), 1,13 3H (3, t, J=7,6 Hz), 1,18 (3H (16), 5), 1,19 (1H
(14), 5), 1,22 (3H (17), 5), 1,44 (1H (3"), m, I=14,1, 7,5, 7,1 Hz), 1,71 (1H (3"), ddd,
1=13,9, 7,3, 7,1 Hz), 1,81, (3H (19), dd, J=2,8, 1,3 Hz), 2,08 (1H (11), dd, ]=10,2,
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6,5 Hz), 2,29 (1H (8), m), 2,31 (2H (2), m), 2,37 (1H (2"), d, J=7,0 Hz), 2,72 (1H
(20-OH), t, J=6,7 Hz), 3,34 (1H (4-OH), s), 3,53 (1H (10), d, J=2,4 Hz), 3,78 (1H
(5), d), 3,82 (1H (20), dd, =127, 5,9 Hz), 3,94 (1H (20), dd, J=12,7, 5,9 Hz), 4,42
(1H (7), d, J=5,6 Hz), 5,06 (1H (7-OH), d, J=5,6 Hz), 5,32 (1H (12), d, ]=10,3 Hz),
6,49 (1H (9-OH), s), 7,58 (1H (1), d, J=1,3 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCl) § ppm: 9,3 (3", 10,3 (19), 11,6 (4"), 14,0 (18), 16,2
(5™, 16,8 (16), 23,5 (17), 26,1 (3"), 26,2 (15), 27,8 (2)), 34,6 (14), 35,1 (8), 41,3
(2", 43,4 (11), 57,3 (10), 62,5 (5), 63,8 (20), 65,6 (13), 67,2 (6), 71,3 (4), 75,9 (12),
77,3 (7), 79,1 (9), 134,6 (2), 159,8 (1), 173,9 (1'), 179,7 (1"), 206,0 (3).

Hop chit 34: 1 2-hexanoyl-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

Hsg\s‘/“ Fy s
., _{  oh
3— o=

\ \ Hy
1—0 [o} 17
/. Nptb—ps—CH,
o /TN
—11
M\,
HO—7/ H
1-—1{ \!7/0
\4 /\20
HC N ||
1 G O OH

'H NMR (500 MHz, CDCL) & ppm: 0,83 (3H (18), d), 0,88 (3H (6"), t, J=6,9 Hz),
0,92 (3H (4"), t, I=7,5 Hz), 1,12 3H (5"), d, ]=7,1 Hz), 1,18 (3H (16), 5), 1,19 (1H
(14), s), 1,21 (3H (17), 5), 1,29 (2H (4), m), 1,30 (2H (5'), m, I=7,6, 7,3, 3,6 Hz),
1,44 (1H, (3", dt, J=14,1, 7,0 Hz), 1,61 (2H (3"), m), 1,70 (1H (3"), m, J=14,1, 7,3,
7,1 Hz), 1,81 (3H (19), dd, J=2,8, 1,3 Hz), 2,08 (1H (11), dq, J=10,3, 6,5 Hz), 2,3
(1H (8), d, J=3,8 Hz), 2,28 (2H (2'), m), 2,37 (1H (2"), q, J=7,0 Hz), 2,73 (1H (20-
OH), m), 3,35 (1H (4-OH), br, s,), 3,53 (1H (10), t, J=2,5 Hz), 3,78 (1H (5), d, J=1,1
Hz), 3,82 (1H (20), d, I=12,6 Hz), 3,94 (1H (20), d, J=12,5 Hz), 4,42 (1H (7), d,
J=3,9 Hz), 5,06 (1H (7-OH), d, J=5,4 Hz), 5,34 (1H (12), d, J=10,3 Hz), 6,48 (1H
(9-OH), 5), 7,58 (1H (1), d, J=1,5 Hz).
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13C NMR (125 MHz, CDCls) 8 ppm: 10,3 (19), 11,6 (4"), 13,9 (18), 13,9 (6", 16,1
(5"), 16,8 (16), 22,3 (5), 23,5 (17), 24,9 (3'), 26,1 (15), 26,2 (3"), 31,1 (4), 34,5 (2,
34,6 (14), 35,2 (8), 41,3 (2"), 43,3 (11), 57,3 (10), 62,5 (5), 64,0 (20), 65,6 (13), 67,1
(6), 71,3 (4), 75,6 (12), 77,2 (7), 79,1 (9), 134,6 (2), 159,8 (1), 173,3 (1'), 179,6 (1",
206,0 (3).

Hop chét 35: 12-tigloyl-13-(2-metylpropanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

HaC
{ HyC
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'H NMR (500 MHz, CDCL;) & ppm: 0,84 (3H (18), d), 1,15 (3H (3"), d, I=7,0 Hz),
1,17 GH (4"), d, J=7,0 Hz), 1,21 (1H (14), m), 1,21 (3H (16), 5), 1,21 BH (17), 5),
1,77 (3H (4"), dd, I=7,1, 1,1 Hz), 1,80 (3H (5, d, J=1,3 Hz), 1,81 (3H (19), dd,
1=2,9, 1,4 Hz), 2,13 (1H (11), dd, I=9,6, 6,3 Hz), 2,32 (1H (8), d, J=6,1 Hz), 2,58
(1H (2"), spt, J=7,0 Hz), 3,46 (1H (4-OH), s), 3,54 (1H (10), d, ]=2,5 Hz), 3,81 (1H
(5), d, =1,2 Hz), 3,82 (1H (20), m), 3,96 (1H (20), d, J=13,0 Hz), 4,42 (1H (7), 4,
J=4,9 Hz), 5,07 (1H (7-OH), d, J=5,5 Hz), 5,37 (1H (12), d, J=10,2 Hz), 6,52 (1H
(9-OH), 5), 6,80 (1H (3"), dq, I=7,0, 1,4 Hz), 7,58 (1H (1), dd, J=2,0, 1,4 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCL) & ppm: 10,3 (19), 12,2 (5", 14,0 (18), 14,4 (4", 16,9
(16), 18,5 (3"), 18,6 (4"), 23,5 (17), 26,0 (15), 34,2 (2"), 34,6 (14), 35,2 (8), 43,6
(11), 57,3 (10), 62,4 (5), 63,7 (20), 65,7 (13), 67,3 (6), 71,3 (4), 75,7 (12), 77,2 (7),
79,1 (9), 128,3 (2'), 134,6 (2), 137,8 (3, 159,9 (1), 167,5 (1), 180,1 (1"), 206,0 (3).
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Hop chét 36: 12-[(2E)-3-metylthioprop-2-enoyl]-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-
epoxy-4,7,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

'H NMR (500 MHz, CDCl5) & ppm: 0,92 (3H (4", t, J=7,0 Hz), 0,84 (3H (18), d,
1=6,5 Hz), 1,13 (3H (5") d, I=7,0 Hz), 1,18 (1H (14), s), 1,20 (3H (16), 5), 1,22 BH
(17), 5), 1,44 (1H (3"), dt, I=13,9, 7,0 Hz), 1,72 (1H (3"), d, J=13,8 Hz), 1,81 (3H
(19), dd, =27, 1,2 Hz), 2,12 (1H (11), dd, =94, 5,6 Hz), 2,31 (1H (8), d, J=6,0
Hz), 2,32 GH (5", 5), 2,38 (1H (2"), q, J=7,0 Hz), 3,36 (1H (4-OH), s), 3,53 (1H
(10), d, J=2,3 Hz), 3,78 (1H (5), d, J=0,9 Hz), 3,82 (1H (20), d, ]=12,6 Hz), 3,94 (1H
(20), d), 4,43 (1H (7), d, J=4,6 Hz), 5,08 (1H (7-OH), d), 5,37 (1H (12), d, ]=10,2
Hz), 5,61 (1H (2), d, I=14,9 Hz), 6,53 (1H (9-OH), s), 7,58 (1H (1), d, J=1,9 Hz),
7,68 (1H (3"), d, J=14,9 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCL;) 8 ppm: 10,3 (19), 11,6 (4"), 14,0 (18), 14,3 (5, 16,2
(5", 16,9 (16), 23,5 (17), 26,2 (15), 26,2 (3"), 34,7 (14), 35,2 (8), 41,3 (2"), 43,6
(11), 57,3 (10), 62,5 (5), 64,0 (20), 65,6 (13), 67,1 (6), 71,3 (4), 75,8 (12), 77,3 (7),
79,1 (9), 112,7 (2'), 134,6 (2), 147,7 (3'), 159,8 (1), 164,5 (1), 179,8 (1"), 206,0 (3).

Hop chét 37: 12-tigloyl-13-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,5,9,12,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,84 (2H (18), d, J=6,6 Hz), 0,92 (3H (4"), t,
7=17,5 Hz), 1,12 3H (5"), d, J=6,9 Hz), 1,19 (1H (14), 5), 1,20 (1H (16), 5), 1,21 (1H
(17), s), 1,44 (1H (3"), dt, J=14,1, 7,0 Hz), 1,72 (1H (3"), dq), 1,77 (3H (4", dd,
7=7,1,1,1 Hz), 1,8 (3H (5, t, J=1,3 Hz), 1,81 (3H (19), dd, J=2,9, 1,5 Hz), 2,13 (1H
(11), q, J=2,9 Hz), 2,33 (1H (8), d, J=5,7 Hz), 2,38 (1H (2"), q, J=7,0 Hz), 2,99 (1H
(20-OH), br, 5,), 3,55 (1H (10), t, J=2,6 Hz), 3,70 (1H (4-OH), br, s,), 3,83 (1H (20),
dd, J=12,8, 4,9 Hz), 3,84 (1H (5),d, I=1,1 Hz), 3,98 (1H (20), dd, J=12,8, 7,3 Hz),
4,39 (1H (7), d, J=5,5 Hz), 5,06 (1H (7-OH), d, J=5,5 Hz), 5,39 (1H (12), d, ]=10,2
Hz), 6,53 (1H (9-OH), br, s,), 6,8 (1H (3, dd, J=7,1, 1,5 Hz), 7,59 (1H (1), dd, ]=2,0,
1,5 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCLs) & ppm: 10,3 (19), 11,6 (4"), 12,2 (5), 14,0 (18), 14,4
@), 16,2 (5"), 17,0 (16), 23,5 (17), 26,1 (15), 26,1 (3"), 34,7 (14), 35,2 (8), 41,2
2", 43,7 (11), 57,2 (10), 62,3 (5), 63,5 (20), 65,7 (13), 67,5 (6), 71,3 (4), 75,9 (12),
77,2 (7), 79,1 (9), 128,3 (2), 134,6 (2), 137,7 (3), 159,9 (1), 167,4 (1), 179,7 (1"),
206,1 (3).

Hop chét 38: 12,13-di-(2-metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,13,20-
hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,84 (3H (18), d, J=6,6 Hz), 0,89 (3H (4), t,
1=7,4 Hz), 0,92 (3H (4"), t, I=7,5 Hz), 1,12 3H (5'), d, J=7,0 Hz), 1,12 3H (5"), 4,
J7=7,0 Hz), 1,19 (1H (14), d, J=1,5 Hz), 1,20 (3H (16) s), 1,21 (3H (17), 5), 1,45 (1H
(3), dd, J=14,1, 6,8 Hz), 1,45 (1H (3"), dd, J=14,1, 6,8 Hz), 1,62 (1H (3"), dd, J=8,3,
7,5 Hz), 1,68 (1H (3"), dd, J=14,1, 6,9 Hz), 1,81 (3H (19), dd, J=2,8, 1,3 Hz), 2,08
(1H (11), dd, J=10.3, 6,5 Hz), 2,30 (1H (8), d, J=5,5 Hz), 2,36 (1H (2'), m), 2,36 (1H
"), m), 2,62 (1H (10-OH), t, ]=6,8 Hz), 3,22 (1H (4-OH), 5), 3,53 (1H (10), br, s,),
3,76 (1H (5), d, J=1,1 Hz), 3,82 (1H (20), dd, J=12,5, 6,3 Hz), 3,93 (1H (20), dd,
1=12,6, 7,0 Hz), 4,44 (1H (7), d, J=5,5 Hz), 5,06 (1H (7-OH), d, J=5,6 Hz), 5,36 (1H
(12), d, 1=10,3 Hz), 6,48 (1H (9-OH), 5), 7,58 (1H (1), d, J=2,0 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCL) & ppm: 10,3 (19), 11,6 (4), 11,6 (4"), 13,9 (18), 16,1
(5", 16,9 (5), 17,0 (16), 23,5 (17), 26,0 (15), 26,2 (3"), 26,7 (3"), 34,6 (14), 35,2 (8),
413 (2)), 41,8 (2"), 43,3 (11), 57,3 (10), 62,5 (5), 63,9 (20), 65,6 (13), 67,2 (6), 71,3
(4), 75,4 (12), 77,3 (7), 79,1 (9), 134,7 (2), 159,8 (1), 175,9 (1), 179,6 (1), 205,9
3).

Hop chét 39: 12-{[2-(metylsulfanyl)cacbonyl]-axetoyl}-13-(2-
metylbutanoyl)-5,6-epoxy-4,7,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
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'H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,87 (3H (18), d, J=6,6 Hz, 0,92 (3H (4"), t,
1=7,5 Hz), 1,13 3H (5"), d, J=7,0 Hz), 1,16 3H (16), s), 1,20 (1H (14), d, J=5,9
Hz), 1,23 (17), br, s,), 1,45 (1H (3"), td, J=14,1, 7,2 Hz), 1,70 (1H (3"), td, J]=14,0,
7,2 Hz), 1,82 (3H (19), dd, J=2,8, 1,3 Hz), 2,05 (1H (OH), d, J=3,40 Hz), 2,09 (1H
(11), dd, 7=10,3, 6,5 Hz), 2,27 (1H (8), d, J=5,9 Hz), 2,34 (3H (4), 5), 2,38 (1H (2"),
t, 1=7,0 Hz), 2,85 (1H (4-OH), s), 3,52 (1H (10), dd, J=2,6, 2,3 Hz), 3,57 (2H (2),
d, J=4,5 Hz), 3,70 (1H (5), d, J=1,1 Hz), 3,81 (1H (20), dd, J=12,2, 6,2 Hz), 3,89
(1H (20), m), 4,46 (1H (7), d, J=5,7 Hz), 5,02 (1H (7-OH), d, I=5,9 Hz), 5,35 (1H
(12), d, 1=10,3 Hz), 6,47 (1H (9-OH), m), 7,56 (1H (1), dd, J=2,0, 1,3 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) & ppm: 10,3 (19), 11,6 (4"), 12,1 (4", 14,0 (18), 16,2
(5", 16,6 (16), 23,5 (17), 26,2 (3"), 26,5 (15), 34,8 (14), 35,2 (8), 41,3 (2"), 43,3
(11), 49,5 (2'), 57,4 (10), 62,7 (5), 64,4 (20), 65,3 (13), 66,8 (6), 71,3 (4), 77,2 (7),
77,9 (12), 79,1 (9), 134,7 (2), 159,5 (1), 165,7 (1), 179,8 (1"), 190,9 (3'), 205,6 (3).

Hop chit 40: 12-[(2-metoxycacbonyl)-axetoyl]-13 -(2-metylbutanoyl)-5,6-
epoxy-4,7,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on

-70-



28701

'H NMR (500 MHz, CDCL) & ppm: 0,88 (3H (18), d), 0,92 (3H (4"), t, I=7,6 Hz),
1,13 (3H (5"), d, 1=6,8 Hz), 1,17 (3H (16), s), 1,21 (1H (14), d, J=5,9 Hz), 1,23 (3H
(7), 5), 1,45 (1H (3"), dt, I=14,2, 6,8 Hz), 1,70 (1H (3"), dd, J=14,2, 6,8 Hz), 1,82
(3H (19), dd, J=2,7, 1,2 Hz), 2,09 (1H (11), dd, J=10,3, 6,4 Hz), 2,27 (1H (8), d,
J=4,9 Hz), 2,38 (1H (2"), m, J=14,1, 7,0, 6,8 Hz), 2,72 (1H (4-OH), 5), 3,37 (2H (2),
5), 3,53 (1H (10), d, ]=2,4 Hz), 3,70 (1H (5), d, J=1,0 Hz), 3,72 (3H (4, 5), 3,80 (1H
(20), m), 3,90 (1H (20), m), 4,46 (1H (7), d, J=2,4 Hz), 5,02 (1H (7-OH), d, J=5,9
Hz), 6,49 (1H (9-OH), s), 7,56 (1H (1), d, J=2,0 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) 8 ppm: 10,3 (19), 11,6 (4"), 13,9 (18), 16,2 (5"), 16,7
(16), 23,5 (17), 26,2 (3"), 26,5 (15), 34,8 (14), 35,2 (8), 41,3 (2"), 41,4 (2, 43,3
(11), 52,5 (4'), 57,4 (10), 62,7 (5), 64,7 (20), 65,3 (13), 66,6 (6), 71,3 (4), 77,2 (1),
77,7 (12), 79,1 (9), 134,8 (2), 159,4 (1), 166,1 (1), 166,1 (3", 179,8 (1"), 205,5 (3).

Vi du 3: Diéu ché céc dan xudt Tiglian

Nhidu hop chét dugc didu ché ban tdng hop bang su thity phan céc este C-12
va C-13 trong hdn hop chtra 5,20-axetonit ciia cac hop chét tiglian nhu hop chét 1
va cac hop chét c6 lién quan, sau do bang sy tai este hoa & C-12 va C-13 bang céc

chét phan tmg tiéu chuén bing cach st dung cac phuong phap dudi day.
H&n hop tho chita céc este tiglian dé tdng hop céc chat tuong ty tiglian dugc

diéu ché bing cach nghién thanh bot thd 150 g hat Fontainea picrosperma tiép d6

duoc chiét bing cach khudy véi axeton trong binh tam gidc 1L. Sau thoi gian 4 gio,
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hdn dich nay dugc loc chin khong, va banh loc dugc rita béng axeton cho dén khi
TLC (PE:EtOAc : 4:6) th hién sy c6 mit cia este tiglian. Phan loc d4 thu gom dugc
lam bay hoi, tao ra h3n hop thé chira este. Chét béo tiép d6 dugc loai bo bing phuong
phap sic ky cot trong lyc thip trén silicagel (ete diu mo/etyl axetat; PE/EtOAc
8:2—4:6 1am dung moi rira giai) dé tao ra 8,2 g (5,5%) hdn hop este thd.

Hon hop chira este tiép d6 duoc bao vé, duge khir este hoa va dugce tai este hoa
tai vi tri C-12 va C-13 nhu dugc minh hoa trong cac phan tng sau déy béng cach st
dung céc nhém axyl bién dbi dé tao ra cac hop chat 21, 22, 23, 27, 28, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53 va 60.

Dung dich 10 mL chira hdn hop este A trong dimetylformamit (DMF) dugc bb
sung vao dung dich 50 mL chtra pyridin-p-toluensulfonat (PPTS, 4,1 g, luong du)
trong DMF (10 mL) va duoc khudy & nhiét d6 trong phong trong thoi gian 2 phut.
120 mL 2,2-dimetoxypropan (DMP) tiép d6 dugc bd sung vao va dung dich dugc
khudy trong thoi gian 24 gio. Hon hgp phéan ting dugc pha lodng bing dung dich
NaCl (150 mL) va dugc rira bing etyl axetat (EtOAc, 50 mL). Pha hitu co dugc rira
bing dung dich NaCl, dugc sdy khd (Na2SOxs), dugc loc va lam bay hoi. Can duge
tinh ché bang phuong phap sic ky cot trong lyc trén silicagel (PE/EtOAc 8:2—6:4
14 dung dich rtra giai) d8 tao ra 5,2 g (3,5%) hdn hop este 5,20-axetonit B. Nguyén
liéu khong phan tmg duoc phan tmg lai dudi cing diéu kién dé tao ra hon hop este

bb sung B.
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NaOMe, MeOH

-

1,15< pH < 12

Dung dich 0,21N NaOMe duoc didu ché méi béng cach bd sung tlr tir cac mau
nho natri (9,7 g) vao dung dich metanol dugc khudy (mtc HPLC, 2 L). Trong didu
kién khqu manh, 128 mL dung dich nay tiép d6 dugc bd sung nhanh vio 6,4 g hdn
hop este 5,20-axetonit B. P pH cua dung dich tao thanh phai duge duy tri trong
khoang tir 11,5 dén 12,0 bing cach bd sung chinh xac 0,21 M NaOMe, cén than dé
khong vuot qua d6 pH=12,5. Sau khi khudy & nhiét d6 trong phong trong thoi gian
24 gi®, hdn hop phan ting dugce trung hoa béng axit axetic, dugc loc va lam bay hoi
dén khoang 1/20 th tich ban dAu. EtOAc (20 mL) duge bd sung vao va dung dich
duoc rira bing 2N H,SO4 (100 mL). Dung dich rira axit duge chiét ngugc bang
EtOAc, va dung dich EtOAc da thu gom dugc rira b%mg dung dich NaCl (2 x 300
mL). Sau khi sdy kho (Na2S04), loc va lam bay hoi, can duge tinh ché bing phwong
phap séc ky cot trong luc trén silicagel (PE/EtOAc 6:4—4:6 la dung dich rira giai)

d8 tao ra 1,4 g bot mau tring.

Téng hop céc cht tuong ty tiglian bang mau este héa dbi xtmg; Céac phuong phép
néu lam vi du

Phuong phap este hoa Steglich dugc cai bién

1.

DCC. DMAP,
Axit XXXX

-

THF, 60°C

Hop chét 4-dimetylaminopyridin (DMAP) (15 mg; 0,12 mMol) dugc bd sung
vao dung dich chira deaxyl-tiglian axetonit (100 mg; 0,23 mMol) trong THF 6
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mL) va dung dich ndy duoc gia nhiét dén nhiét d6 60°C (nhiét &6 bé dau). Mot
cach riéng r8, hop chit N,N'-dixyclohexylcarbodiimit (DCC, 10 Eq) dugc b sung
vao dung dich chira axit carboxylic este hoa (10 Eq) trong THF (10 mL/g); sau khi
khudy trong khoang thdi gian 15 phit, hdn dich dugc loc qua dém chén bong, va
bd sung timg giot nho vao dung dich THF chtra deaxyl-tiglian axetonit. Sau khi
khudy trong thoi gian 24 gid & nhiét do 60°C, hdn hogp phan ting duge tinh ché
bing céch pha lodng v&i EtOAc (=200 mL) va rira bing 2N H2SO4 (%50 mL), nudce
mudi (2 x =50 mL), va tiép theo véi NaHCO; bdo hoa (=50 mL) va nuée mubi (2
x=50 mL). Sau khi lam kho (Na2SOa), loc va 1am bay hoi, can duge tinh ché bing
phuong phap sic ky cot trong luc trén silicagel (PE/EtOAc 9:1—6:4 1a dung dich

rita giai) dé tao ra 111 mg (80%) bt mau tréng.

3.2 Phan ting khir bao vé

Phuong phép A (TFA trong CH2Cl2)

Axetonit dieste (100 mg) duoc bd sung vao dung dich dugce diéu ché méi chira
axit trifloaxetic (TFA) trong CH2Cl> (2% thé tich/thé tich; 200 uL, 2 pL/mg). Sau
khi khudy trong thoi gian tir 6 dén 12 git & nhiét d6 trong phong, hdn hop hdn hop
phéan tmg dugc tinh ché bang cach rira bang hdn hop chira NaHCO3 béo hoa (<10
mL) va nudc mudi (%40 mL), va tip theo véi chi riéng nude mubi (2x =40 mL). Sau
khi sdy kho (Na2SOs), loc va lam bay hoi, cin dugce tinh ché bing phuong phéap sic
ky cot trong luc trén silicagel (PE/EtOAc 8:2—2:8 la dung dich rira gidi) dé tao ra
chét tuong tu tiglian (hiéu suét khoang: 60-70%).

Phuong phap B (HC1O4 trong MeOH)
Axetonit dieste (100 mg) dugc bd sung vao dung dich dugce didu ché méi chira

HCI104 trong MeOH [dd pH: khoang tir 1,5 dén 2,0]. Sau khi khudy & nhiét do trong
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phong trong thoi gian tir 6 dén 24 gio, hdn hop phén ung duoc tinh ché bing cach
trung hoa véi natri axetat, loc va lam bay hoi dén khoang 1/20 thé tich ban dau.
EtOAc (10 mL) tiép d6 dugc bd sung vao, va dung dich dugc rira bang 2N H,SOs4
(30 mL) va tiép d6 v6i nude mudi (30 mL). Sau khi siy kho (Na2SO4), loc va lam
bay hoi, can dugc tinh ché bing phuong phép sic ky cot trong luc trén silicagel
(PE/EtOAc - —4:6 1a dung dich rira giai) d8 tao ra dieste v6i hiéu sudt ndm trong
khoang tir 60 dén 70%.

Phuong phép nay dugce sit dung dé tao ra céc hop chat 27, 41, 42, 43, 44, 46,
49 va 60.

Tdng hop cac dieste khong ddi xing, cac phuong phéap duge néu lam vi du:

DCC, DMAP
axit (S)(+)-2-metylbutylric

THF, 60°C

B sung 740 mL trietylamin (TEA) 34 mMol vao dung dich chua 12,13-
deaxyl-5,20-axetonit (C) (1,4 g; 3,4 mMol) trong 10 mL tetrahydrofuran (THF), va
dung dich dugc gia nhiét dén nhiét do 60°C. Mot cach riéng & NN'-
dixyclohexylcarbodiimit (DCC, 7,015 g; 34 mMol) duoc bb sung vao dung dich
chira axit (S)-(+)-2-metylbutyric (3,702 mL; 34 mMol) trong THF (20 mL). Sau khi
khudy trong thoi gian khoang 15 phut, hdn dich dugc loc va dugc b sung vio dung
dich dugc 1am 4m chira diol (C) ban du. Sau khi khudy trong thoi gian 24 gi &
nhiét d6 60°C, hdn hop phan tmg dugc pha lodng véi EtOAc (=200 mL) va dugce
rira bing 2N HS04 (=50 mL), dung dich NaCl (2 x =50 mL), va tiép d6 véi dung
dich NaHCO3 (=50 mL) va dung dich NaCl (2 x=50 mL). Sau khi siy khé (Na2S04),

loc va lam bay hoi, cn dugc tinh ché bing phuong phép séc ky ¢t trong Iyc trén
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silicagel (PE/EtOAc 9:1—6:4 13 dung dich rira giai) dé tao ra 12-deaxyl-5,20-
axetonit-13-[(S)-(+)-2-metylbutyrat (D) & dang bot mau tring.

DCC, (DMAP),
axit 2-metylbutyric

THF, 60°C

Axit  (S)-(+)-2-metylbutyric (109 pL; 1,00 mMol) va N\N'-
dixyclohexylcarbodiimit (DCC, 206,33 mg; 1,00 mMol) duoc bd sung vio dung
dich chua 12,13-deaxyl-5,20-axetonit C (100 mg; 0,25 mMol) trong THF (5 mL).
Dung dich duoc khudy & nhiét d6 60°C (nhiét 4o bé dau) trong thdi gian 24 gid, va
tiép d6 dugce xir ly trung gian béng cach pha lodng v6i EtOAc (=20 mL) va rira bing
2N H2S04 (=50 mL), nude mudi (2 x =50 mL), NaHCO3 bdo hoa (=50 mL), va nudce
mubi (2 x~50 mL). Sau khi sdy kho (Na2804), loc va 1am bay hoi, c&n dugc tinh ché
bing phuong phép sic ky cot trong luc trén silicagel (PE/EtOAc 9:1—6:4 1a dung
dich rtra giai) d8 tao ra 106,2 mg (60%) 12-deaxyl-5,20-axetonit-13-((S)-2-
metylbutyrat) D ¢ dang bot mau trang.

Anhydrit axetic, DIPEA
THF, 50°C "

Diispropyletylamin (DIPEA) (131 uL; 0,75 mMol) va anhydrit axetic (94 pL;
0,75 mMol) dugc bd sung vao dung dich chua 12,13-deaxyl-5,20-axetonit C (100
mg; 0,25 mMol) trong THF (5 mL). Sau khi khudy trong thoi gian 72 gior & nhiét o
trong phong, EtOAc (10 mL) dugc bd sung vao, va dung dich dugc rira bang 2N
H2S04 (2 x 20 mL) va nuéc mudi (20 mL). Sau khi sdy kho (Na2SO4), loc va lam
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bay hoi, cdn dugc tinh ché bing phwong phap sic ky cot trong lyc trén silicagel
(PE/EtOAc - —4:6 1a dung dich ra gii) dé tao ra 12-deaxyl-13-axetyl-5,20-
axetonit 104 mg (87%) c6 dang bot mau trang.

Anhydrit N-metylisatoic, DMAP
Tol, DMF, 80°C

Bé sung anhydrit N-metylisatoic (266 mg; 1,50 mMol) va
dimetylaminopyridin (DMAP) (31 mg; 0,25 mMol) vao dung dich chira deaxyl-
5,20-axetonit (100 mg; 0,25 mMol) trong toluen (5 mL)/dimetylformamit (2mL).
Sau khi khudy trong thoi gian 24 gid & nhiét d6 80°C, hdn hop phan tmg dugce tinh
ché bing cach pha lodng v6i EtOAc (10 mL) va 14n luot rita bing [2N H2S04 (=20
mL) + nude mudi (=60 mL)] (2 14n), va [NaHCO3 bdo hda (=20 mL) + nuéc mudi
(%60 mL)] (2 1an). Sau khi séy kho (Na2SOx), loc va 1am bay hoi, cn dugc tinh ché
bing phwong phép sic ky cot trong luc trén silicagel (PE/EtOAc 9:1—7:3 la dung
dich rura giai) dé tao ra 12-deaxyl-13-[(N-metyl)-antranilat-5,20-axetonit, 114 mg
(80%) c6 dang bot mau tréng.

Phéan umg axyl hoa 13-monoeste: Phuong phap duoc néu 1am vi du

1.
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Triclobenzoyl clorua
Axit benzoic

Y

Toluen, 60°C

B6 sung dimetylaminopyridin (DMAP) (249 mg; 2,04 mMol) vao dung dich
chita 12-deaxyl-5,20-axetonit-13-[(S)-(+)-2-metylbutyrat (D) (1062 mg; 2,04
mMol) trong toluen (10 mL). Mt cach riéng biét, trietylamin (1,397 mL; 10,02
mMol) dugc bd sung vao dung dich chira axit benzoic 1224 mg; 10,02 mMol) trong
toluen (20 mL) va dung dich dugc khudy trong thoi gian khoang 2 phut dé hoa tan
hoan toan; 2,4,6-triclobenzoyl clorua (1,566 mL; 10,02 mMol) tiép d6 duge bd sung
vao (Dung dich 1). Sau khi khudy ché phdm chira hop chét D trong thoi gian 6 giod,
hdn dich dugc loc va duge db vao dung dich 1. Sau khi khudy trong thoi gian tir 24
dén 48 gid & nhiét d9 60°C, hdn hop phan tmg duoc pha lodng véi EtOAc (%10 mL)
va duoc rira bing dung dich NH2SO4 (=40 mL), dung dich NaCl (2 x =40 mL), va
tiép d6 voi dung dich NaHCO3 (%40 mL) va dung dich NaCl (2 x=40 mL). Sau khi
séy kho (Na;SO4), loc va 1am bay hoi, can duge tinh ché bing phu:ong‘phép sc ky
cot trong luc trén silicagel (PE/EtOAc¢ 9:1—7:3 1a dung dich rira giai) dé tao ra 5,20-
axetonit-12-benzoat-13-[(S)-(+)-2-metylbutyrat E c6 dang bot mau tréng.

0 NH

OH A@
' Anhydrit axetic, DMAP

THF, 50°C
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Anhydrit axetic (51 mg; 0,54 mMol) va dimetylaminopyridin (DMAP) (2,2
mg; 0,018 mMol) dugc bd sung tudn ty vdo dung dich chira deaxyl-13-(N-
methyantranoyl)-5,20-axetonit (100 mg; 0,18 mMol) trong tetrahydrofuran (THF, 5
mL). Sau khi khudy trong thoi gian 6 git & nhiét d6 50°C, hdn hop phéan tng duoc
tinh ché bing cach pha lodng v6i EtOAc (khoang 10 mL) va rira tudn ty béang 2N
H2SO4 (2 1An khoang 40 mL), NaHCO3 bio hoa (2 14n khoang 40 mL), va nuée mudi
(2 14n khoang 40 mL). Sau khi sdy kho (Na2S04), loc va 1am bay hoi, cin dugc tinh
ché bang phuong phép séc ky cot trong luc trén silicagel (PE/EtOAc 95:05—7:3 1a
dung dich rua giai) dé tao ra 12-axetyl-13-(N-metyl)antranylat-5,20-axetonit, 105
mg (95%) ¢ dang bot mau tring.

Axit XXX, TEA,
Triclobenzoyl clorua, DMAP

Tol, 60°C

B6 sung dimetylaminopyridin (DMAP) (23 mg; 0,19 mMol) vao dung dich
chira 12-deaxyl-5,20-axetonit-13-[(S)-2-metylbutyrat] (100 mg; 0,19 mMol) trong
toluen (5 mL). Mot cach riéng biét, bd sung trietylamin (132 pL; 0,95 mMol) vao
dung dich chira axit tiglic (95 mg; 0,95 mMol) trong toluen (5 mL), va dung dich
dugc khudy trong thoi gian khoang 2 phut dé hoa tan hoan toan; 2,4,6-triclobenzoyl
clorua (148 pL; 0,95 mMol) tiép @6 dugc bd sung vio, va, sau khi khuy trong thoi
gian 6 gid ¢ nhiét do trong phong, hdn dich duogc loc (bdng gon) va dugc bd sung
ting giot vao dung dich chira diterpenoit monoeste trong toluen. Sau khi khudy trong
thri gian tir 24 dén 48 gid & nhiét 4o 60°C, hdn hop phan tng duoc tinh ché bang
cach pha lodng v&i EtOAc (khoang 10 mL) va rira bang 2N H2SO4 (khoang 40 mL),
nuée mudi (2 x =40 mL), va tiép theo véi NaHCO; (khoang 40 mL) va nude mubi
(2 x~40 mL). Sau khi sdy khd (Na:SOx), loc va 1am bay hoi, can dugc tinh ché bing
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phuong phép sic ky cot trong luc trén silicagel (PE/EtOAc 9:1—7:3 1a dung dich
rira giai) dé tao ra 12-tigloyl-13-metylbutyryl-5,20-axetonit, 59 mg (50%) c6 dang

b6t mau tring,

Axit myristic, DCC, DMAP

Tol, 60°C

Dung dich chira 12-deaxyl-5,20-axetonit-13-(S)-2-metylbutyrat (100 mg; 0,19
mMol) trong toluen (10 mL) dugc gia nhiét dén nhiét d6 60°C, va axit myristic (217
mg; 0,95 mMol), N,N'- dixyclohexylcarbodiimit (DCC) (196 mg; 0,95 mMol) va
dimetylaminopyridin (DMAP) (23 mg; 0,19 mMol) dugc bd sung tudn ty vao. Sau
khi khudy trong thoi gian 12 git & nhiét 46 60°C, hdn hop phan tng dugce tinh ché
bing cach pha lodng véi EtOAc (=10 mL) va rira bang 2N H,SO04 (2x =40 mL),
NaHCO; bdo hoa (2x ~40 mL), va nuéc mudi (2x =40 mL). Sau khi sdy kho
(Naz2S04), loc va lam bay hoi, cén dugc tinh ché bang phuong phap séc ky cot trong
luc trén silicagel (PE/EtOAc 9:1—7:3 12 dung dich rra giai) dé tao ra 12-myristoyl-
13-(2-metylbutanoyl)-5,20-axetonit, 121 mg (70%) c6 dang bot mau tréng.

Axit myristic, DCC, DMAP

Tol, 50°C

Dung dich chira 12-deaxyl-5,20-axetonit-13-axetat (100 mg; 0,25 mMol) trong
toluen (10 mL) duge gia nhiét dén nhiét d6 60°C (nhiét d bé du), va axit myristic
(286 mg; 1,00 mMol), N,N'-dixyclohexylcarbodiimit (DCC) (206 mg; 1,00 mMol)
va dimetylaminopyridin (DMAP) (31 mg; 0,25 mMol) tiép d6 duge bd sung vio.

-80-



28701

Sau khi khudy trong thoi gian 12 gi¢ & nhiét d6 60°C, hdn hop phan tmg dugc tinh
ché bing cach pha lodng véi EtOAc (khoang 10 mL) va rira bang 2N HzS04 (2 lan
khoang 40 mL), NaHCOs béo hoa (2 1in khoang40 mL), va nuéc mudi (2 1an khoang
40 mL). Sau khi siy kho (Na2S04), loc va lam bay hoi, cin duge tinh ché bang
phuong phép sic ky cot trong luc trén silicagel (PE/EtOAc 9:1—7:3 1a dung dich
rira giai) dé tao ra 12-myristyl-13-axetyl-5,20-axetonit, 121 mg (70%) c6 dang bt

mau trang.

Axit hexanoic, DCC, DMAP
THF, 50°C -

B sung tudn ty axit hexanoic (84 mg; 0,72 mMol), dixyclohexylcarbodiimit
(DCC, 149 mg; 0,72 mMol), va dimetylaminopyridin (DMAP 22 mg; 0,18 mMol)
vao dung dich dugc gia nhiét (60°C, nhiét do bé dau) chita deaxyl-13-(N-
metylantranoyl)-5,20-axetonit (100 mg; 0,18 mMol) trong toluen (10 mL). Sau khi
khudy trong thoi gian 12 gior & nhiét 6 60°C, hén hop phan tmg dugc tinh ché bang
céch pha lodng véi EtOAc (khoang 10 mL) va rira tudn ty bang 2N HaSOs (2 1an
khoang 40 mL), NaHCO3 bdo hoa (2 14n khoang 40 mL), va nuéc mudi (2 lan khoang
40 mL). Sau khi sy khd (Na28O4), loc va lam bay hoi, cin dugc tinh ché bang
phuong phap sic ky cdt trong luc trén silicagel (PE/EtOAc 9:1—7:3 la dung dich
rira giai) dé tao ra 12-hexanoyl-13-(N-metylantranoyl)-5,20-axetonit, 108 mg (90%)

¢6 dang bt mau tréng.

Phan tmg khir bao vé

1.
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Bb sung 5,20-axetonit-12-benzoat-13-[(S)-(+)-2-metylbutyrat E (637 mg; 1,02
mMol) vao dung dich duge diéu ché méi chira HC1O4 trong MeOH [1,5 < pH <2,0].
Sau khi khudy trong thoi gian tir 6 dén 24 gid, hdn hop phan ing dugc trung hoa
béng natri axetat, dugc loc va dugce bay hoi dén khoang 1/20 thé tich ban dau. EtOAc
(10 mL) duge bd sung vao, va dung dich dugc rira bing 2N HaS04 (30 mL) va tiép
d6 v6i dung dich NaCl (30 mL). Sau khi sdy kho (Na2S04), loc va 1am bay hoi, cin
duoc tinh ché bing phuong phap sic ky cot trong luc trén silicagel (PE/EtOAc -
—4:6 13 dung dich rira giai) dé tao ra 12-benzoat-13-[(S)-(+)-2-metylbutyrat F (hop

chit 23) & dang bdt mau trang.

Phan tmg v6i 12-axetyl-13-N-metylantranoyl-5,20-axetonit nhu mo ta: axit
trifloaxetic (TFA) (300 pL; 3% V/V) duoc bd sung vao dung dich chura 12-axetyl-
13-N-metylantranoyl-5,20-axetonit (100 mg; 0,16 mMol) trong CH2CI12 (10 mL).
Sau khi khudy khoang 12 gi®, hdn hop phan tmg duogc tinh ché bing céch rira bang
[NaHCO3 (=10 mL) + nudc mudi (=40 mL)] va tiép theo va nuée mudi (2x =40
mL). Sau khi siy khd (Na2S04), loc va lam bay hoi, cin dugc tinh ché bang phuong
phap séc ky cot trong luc trén silicagel (PE/EtOAc 8:2—2:8 la dung dich rura giai)
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dé tao ra 12-axetyl-13-(N-metylantranoyl)-tiglian, 69 mg (75%) c6 dang bdt mau

tréng.

Hop chét 21, 22, 23, 28, 45, 47, 48, 50, 51, 52 va 53 duge diéu ché bing cac
phuong phép nay.

Hop chit 21

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8 ppm: 0,84 (3H, d, J=6,6 Hz), 0,93 (3 H, t, J=7,4 Hz),
1,21 3 H, s), 1,23 3 H, s), 1,29 (1 H, d, J=6,7 Hz), 1,64 (2 H, sxt, J=7,6 Hz), 1,73
(3 H, dd, =2,9, 1,3 Hz), 1,77 (3 H, dq, J=7,2, 1,2 Hz), 1,79-1,81 (3 H, m), 1,95 (1
H, dd, J=9,9, 6,5 Hz), 2,24-2,38 (2 H, m), 3,16 (1 H, d, J=6,7 Hz), 3,26 (1 H, d, J=0,5
Hz), 3,65 (1 H, 5), 3,83 (2H, dd, J=13,3, 12,5 Hz), 3,94 (1 H, d, J=3,1 Hz, OH), 4,06
(1 H,t, ]=2,6 Hz), 4,22 (1 H, 5), 5,41 (1 H, d, J=9,9 Hz), 5,82-6,00 (1 H, br, s,, OH),
6,80 (1 H, qq, J=7,1, 1,4 Hz), 7,71 (1 H, dd, J=2,6, 1,3 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) 8 ppm: 9,72, 12,20, 13,62, 14,43, 15,07, 17,12, 18,03,
23,66, 26,35, 35,98, 36,03, 36,13, 45,76, 48,92, 61,77, 64,56, 65,23, 65,65, 71,36,
72,41, 76,74, 77,20, 128,38, 133,46, 137,73, 164,63, 167,62, 176,12, 209,88.

Hop chét 22

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 8 ppm: 0,85 (3 H, d, J=7,3 Hz), 0,86 3 H, 1, J=7,2 Hz),
1,20 3 H, s), 1,21 3 H, s), 1,20-1,40 (10 H, m), 1,29 (1 H, d, J=6,8 Hz), 1,67 (2 H,
d, J=13,7 Hz), 1,75 (3 H, dd, J=2,9, 1,0 Hz), 1,88-1,92 (2H, m) 1,89-1,95 (1H, m),
3,07 (2H, dd, J=6,8, 1,5 Hz), 3,15 (1 H, d, J=6,4 Hz), 3,26 (1 H, 5), 3,85 (2 H, dd,
1=12,7, 4,4 Hz), 4,04 (1 H, d, ]=2,9 Hz), 4,21 (1 H, 5), 5,13-5,15 (1 H, m), 5,16-5,18
(1 H, m), 5,35 (1 H, d, J=9,8 Hz), 5,82-5,92 (1 H, m), 7,70 (1 H, dd, ]=2,4, 1,0 Hz).
13C NMR (125 MHz, CLOROFORM-d) 8 ppm: 9,74, 14,08, 15,12, 17,03, 22,63,
23,69, 24,48, 26,51, 29,07, 29,08, 29,19, 31,81, 34,25, 36,01, 36,04, 39,29, 45,50,
48,94, 61,69, 64,54, 65,21, 65,49, 71,58, 72,35, 77,17, 77,41, 118,62, 130,03,
133,55, 164,54, 171,11, 176,25, 209,86.
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Hop chit 23

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8 ppm: 0,90 (3 H, d, J=6,5 Hz), 0,94 (3 H, t, J=7,5 Hz),
1,14 3 H, d, J=7,1 Hz), 1,22 3 H, s), 1,32 (1 H, d, J=6,6 Hz), 1,35 3 H, s), 1,41-
1,51 (1 H, m, J=14,1, 7,5, 7,0 Hz), 1,69-1,79 (1 H, m), 1,73 (3 H, dd, J=2,9, 1,3 Hz),
2,08 (1 H, dq, 1=9,9, 6,5 Hz), 2,39 (1 H, sxt, J=7,0 Hz), 3,24 (1 H, d, J=6,6 Hz), 3,29
(1 H,s), 3,84 (2 H, dd, ]=12,8, 1,3 Hz), 4,10 (1 H, t, J=2,5 Hz), 4,24 (1 H, d, J=0,7
Hz), 5,62 (1 H, d, ]=9,9 Hz), 6,07 (1 H, br, s,, OH), 7,43 (2 H, t, J=7,7 Hz), 7,55 (1
H, tt, J=7,5, 1,3 Hz), 7,72 (1 H, dd, J=2,6, 1,3 Hz), 7,99 (2 H, dm, J=8,4, 1,3 Hz)
13C NMR (125 MHz, CDCls) 8 ppm: 9,73, 11,61, 15,14, 16,14, 17,32, 23,63, 26,18,
26,82, 36,03, 36,34, 41,22, 45,92, 48,92, 61,86, 64,59, 65,20, 65,48, 71,27, 72,46,
77,23, 77,60, 128,44 (2 C), 129,70 (2 C), 130,02, 133,07, 133,52, 164,54, 165,94,
179,00, 209,84.

Hop chit 27

IH{ NMR (500 MHz, CDCls) 8 ppm: 0,85 (3 H, d, J=6,5 Hz), 0,93 (6 H, t, J=7,4 Hz),
1,20 (6 1, s), 1,28 (1 H, d, J=6,6 Hz), 1,58-1,68 (4 H, m), 1,74 3 H, d, J=1,8 Hz),
1,91 (1 H, dg, J=10,0, 6,4 Hz), 2,20-2,36 (4 H, m), 3,14 (1 H, d, J=6,6 Hz), 3,25 (1
H, s), 3,63 (1 H, s, OH), 3,76-3,86 (1 H, m), 3,93 (1 H, d, J=3,1 Hz, OH), 4,05 (1 H,
d, J=2,4 Hz), 4,21 (1 H, d, J=2,4 Hz), 5,36 (1 H, d, J=10,0 Hz), 5,84 (1 H, br, s,,
OH), 7,70 (1 H, s).

13C NMR (125 MHz, CLOROFORM-d) & ppm: 9,72, 13,46, 13,62, 15,04, 17,02,
18,01, 18,61, 23,66, 26,34, 35,90, 35,95, 36,14, 36,38, 45,42, 48,90, 61,79, 64,58,
65,21, 65,60, 71,34, 72,40, 76,59, 77,18, 133,49, 164,54, 173,30, 176,05, 209,85.
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Hop chit 28

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & ppm: 0,91 (3 H, d, J=6,6 Hz), 0,96 (3 H, t, J=7,4 Hz),
1,21 3 H, s), 1,34 3 H, s), 1,36 (1 H, d, J=3,4 Hz), 1,60 - 1,72 2 H, m), 1,74 G H,
d, J=2,1 Hz), 2,09 (1 H, dd, ]=9,8, 6,5 Hz), 2,31 (1 H, t, J=15,9, 7,6 Hz), 2,38 (1 H,
t, 1=15,9, 7,6 Hz), 3,24 (1 H, d, J=6,7 Hz), 3,29 (1 H, s), 3,80 (1 H, d, J=12,4 Hz),
3,87 (1 H, d, J=12,4 Hz), 4,09 (1 H, d, J=2,7 Hz), 4,24 (1 H, s), 5,62 (1 H, d, J=9,9
Hz), 7,43 (2 H, t, 1=7,7 Hz), 7,56 (1 H, t, ]=7,4 Hz), 7,73 (1 H, s), 7,99 2 H, d,J=7,3
Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) 8 ppm: 9,73, 13,65, 15,16, 17,25, 18,07, 23,66, 26,59,
36,07, 36,18, 36,23, 45,80, 48,95, 61,74, 64,55, 65,23, 65,62, 71,54, 72,40, 77,21,
77,63, 128,46 (2 C), 129,72 (2 C), 129,98, 133,12, 133,56, 164,57, 166,15, 176,19,
209,88.

Hop chét 41

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & ppm: 0,85 (3H (18), d, J=7,3 Hz), 0,85 (3H (9, t,
J=7,3 Hz), 0,86 (3H (9"), t, J=6,8 Hz), 1,20 (3H (16), s), 1,20 (3H (17), 5), 1,22-1,30
(10H (4, 5', 6', 7', 8, m), 1,22-1,30 (10H, 4", 5", 6", 7", 8"), m), 1,28 (1H (14), d,
J=6,8 Hz), 1,53-1,62 (2H (3"), m), 1,56-1,63 (2H (3'), m), 1,74 (3H (19), dd, J=2.9,
1,3 Hz), 1,90 (1H (11), dq, J=10,1, 6,5 Hz), 2,19 (1H (20-OH), t, J=6,8 Hz), 2,24-
2,32 (2H (2)), m), 2,29-2,37 (2H (2"), m), 3,14 (1H (8), d, J=6,8 Hz), 3,26 (1H (7),
s), 3,59 (1H (4-OH), s), 3,78 (1H (20), dd, J=12,5, 5,2 Hz), 3,82-3,87 (1H (20), m,
J=12,5, 7,3 Hz), 3,89 (1H (5-OH), d, J=3,1 Hz), 4,05 (1H (10), dq), 4,21 (1H (5), d,
7=2,6 Hz), 5,36 (1H (12), d, ]=10,4 Hz), 5,86 (1H 9-OH), br, s,), 7,70 (1H (1), dd,
J=2,6, 1,6 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCL) & ppm: 9,7 (19), 14,1 (9"), 14,1 (9", 15,1 (18), 17,0
(16), 22,6 (8"), 22,6 (8, 23,7 (17), 24,5 (3"), 25,2 (3'), 26,3 (15), 28,99 (4"), 29,07
(6"), 29,07 (6"), 29,15 (4), 29,18 (5"), 29,2 (4", 29,22 (5'), 31,78 (7"), 31,80 (7),
34,3 (2"), 34,5 (2, 35,9 (14), 36,0 (8), 45,4 (11), 48,9 (10), 61,7 (6), 64,5 (20), 65,2
(7), 65,6 (13), 71,5 (5), 72,4 (4), 76,5 (12), 77,2 (9), 133,5 (2), 164,6 (1), 173,5 (1",
176,2 (1", 209,9 (3).
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Hop chét 42

'H NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,84 (3H (18), d, J=6,2 Hz), 0,87 (3H (6'), t,
J=7,0 Hz), 0,88 (3H (6"), t, J=7,0 Hz), 1,20 (3H (17), ), 1,21 (3H (16), 5), 1,25-1,31
(2H (4"), m), 1,25-1,31 (2H (4"), m), 1,26-1,32 (2H (5"), m), 1,26-1,32 (2H (5"), m),
1,27-1,29 (1H (14), m, J=6,8 Hz), 1,57-1,62 (2H (3"), m), 1,58-1,63 (2H (3'), m),
1,74 (3H (19), dd, J=2,9, 1,3 Hz), 1,91 (1H (11), dq, J=10,1, 6,5 Hz), 2,20 (1H (20-
OH), t, 1=6,8 Hz), 2,26-2,30 (2'), m), 2,29-2,34 (2H (2"), m), 3,14 (1H (8), d, J=6,8
Hz), 3,26 (1H (7), s), 3,59 (1H (4-OH), d, ]=1,0 Hz), 3,78 (1H (20), dd, J=12,5, 5,2
Hz), 3,82-3,87 (1H, (20), m), 3,88 (1H (5-OH), d, J=3,1 Hz), 4,05 (1H (10), t, ]=2,6
Hz), 4,21 (1H (5), d, J=3,6 Hz), 5,36 (1H (12), d, J=9,9 Hz), 5,86 (1H, (9-OH), br,s,),
7,70 (1H (1), dd, J=2,3, 1,3 Hz),

13C NMR (125 MHz, CDCls) § ppm: 9,7 (19), 13,8 (6"), 13,9 (6", 15,1 (18), 17,0
(16), 22,26 (5"), 22,3 (5"), 23,7 (17), 24,1 (3"), 24,8 (3), 26,3 (15), 31,1 (4"), 31,2
(4", 34,2 (2"), 34,5 (29, 35,9 (14), 36,0 (8), 45,4 (11), 48,9 (10), 61,7 (6), 64,5 (20),
65,2 (7), 65,6 (13), 71,5 (5), 72,4 (4), 76,5 (12), 77,2 (9), 133,5 (2), 164,6 (1), 173,5
(1", 176,2 (1"), 210,0 (3).

Hop chét 43

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 8 ppm: 0,85 (3H (18), d, J=6,5 Hz), 0,89 (3H (5, t,
1=7,2 Hz), 0,90, 3H (5"), 1, J=7,3 Hz), 1,21 (3H (16), 5), 1,21 (3H (17), 5), 1,28 (1H
(14), d, J=6,6 Hz), 1,29-1,37 (2H (4"), m), 1,29-1,38 (2H (4'), m), 1,55-1,59 (2H
(3"), m), 1,56-1,62 (2H (3"), m), 1,75 (3H (19), dd, J=2,9, 1,2 Hz), 1,91 (1H (11), dq,
J=10,1, 6,5 Hz), 2,19 (1H (20-OH), t, J=6,6 Hz), 2,24-2,32 (2H (2'), m), 2,30-2,38
(2H (2"), m), 3,15 (1H (8), d, J=6,6 Hz), 3,25 (1H (7), 5), 3,59 (1H (4-OH), 5), 3,78
(1H (20), dd, I=12,6, 5,2 Hz), 3,85 (1H (20), dd, J=12,6, 7,4 Hz), 3,88 (1H (20-OH),
d, J=3,1 Hz), 4,05 (1H (10), t, 1=2,6 Hz), 4,21 (1H (5), d, J=2,3 Hz), 5,36 (1H (12),
d, J=10,0 Hz), 5,85 (1H (9-OH), b, s,), 7,70 (1H (1), dd, J=2,3, 1,4 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & ppm: 9,7 (19), 13,65 (5"), 13,68 (5'), 15,1 (18), 17,0
(16), 22,1 (4"), 22,2 (4), 23,7 (17), 26,4 (15), 26,5 (3"), 27,2 (3'), 34,0 (2"), 34,2 (2),
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35,9 (14), 36,0 (8), 45,5 (11), 48,9 (10), 61,7 (6), 64,6 (20), 65,2 (7), 65,6 (13), 71,5
(5), 72,4 (4), 76,6 (12), 77,2 (9), 133,5 (2), 164,6 (1), 173,5 (1), 176,2 (1"), 209,9
(3)-

Hop chét 44

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & ppm: 0,86 (3H (18), d, J=6,2 Hz), 1,24 (3H (16), s),
1,26 (3H (17), s), 1,33 (1H (14), d, J=6,8 Hz), 1,74 (3H (19), dd, J=2,9, 1,3 Hz),
1,76-1,78 (2H (4", m), 1,77-1,79 (2H (4"), m), 1,78-1,79 (3H (5"), m), 1,80-1,81
(3H (5", m), 1,97 (1H (11), dq, J=9,9, 6,4 Hz), 2,19 (1H (20-OH), br,s,), 3,18 (1H
(8), d, 1=6,8 Hz), 3,27 (1H (7), s, 3,60 (1H (4-OH), s), 3,74-3,81 (1H (20), m), 3,86
(1H (20), br, s,), 3,89 (1H (5-OH), br, s,), 4,04-4,11 (1H (10), m), 4,22 (1H (5), s),
5,45 (1H (12), d, J=9,9 Hz), 6,28 (1H (9-OH), br, s,), 6,75-6,83 (1H (3'), m), 6,85~
6,94 (1H (3"), m), 7,72 (1H (1), dd, J=2,6, 1,6 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCl3) & ppm: 9,7 (19), 11,8 (5"), 12,2 (5), 14,4 (4), 14,7
4", 15,2 (18), 17,3 (16), 23,7 (17), 26,8 (15), 36,1 (8), 36,2 (14), 45,9 (11), 49,0
(10), 61,6 (6), 64,5 (20), 65,3 (7), 65,6 (13), 71,7 (5), 72,4 (4), 77,0 (12), 77,2 (9),
128,2 (2)), 128,5 (2"), 133,4 (2), 137,6 (3", 139,8 (3"), 164,9 (1), 1675 (1'), 169,7
(1"), 210,0 (3).

Hop chét 45

'H NMR (500 MHz, CDCL3) & ppm: 0,79 (3H (18), d, J=6,6 Hz), 0,93 (3H (4"), t,
J=7,5Hz), 1,13 (3H (53", d, J=7,0 Hz), 1,24 3H (17), ), 1,28 (3H (16), 5), 1,28 (1H
(14), d, J=6,7 Hz), 1,45 (1H (3"), dq, J=14,1, 7,3 Hz), 1,69-1,76 (1H (3"), m), 1,71
(3H (19), dd, J=2,8, 1,4), 1,77 (3H (4"), dq, I=7,1, 1,1 Hz), 1,79-1,81 (3H (5"), m),
1,90 (1H (11), dg, J=9,8, 6,5 Hz), 2,01 BH (2""), 5), 2,18 3H (2'), 5), 2,38 (1H (2"),
sxt, J=7,0 Hz), 2,99 (1H (4-OH), s), 3,15 (1H (7), 5), 3,26 (1H (8), d, J=6,8 Hz), 3,54
(1H (20), d, J=12,1 Hz), 4,14-4,17, (1H (10), m), 4,69 (1H (20), d, ]=12,1 Hz), 5,42
(1H (12), d, J=9,9 Hz), 5,52 (1H.(5), s), 5,98 (1H (9-OH), br.s,), 6,80 (1H (3"), 94,
7=7.1, 1,3 Hz), 7,62 (1H (1), dd, J=2,3, 1,2 Hz).
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13C NMR (125 MHz, CDCl;) 8 ppm: 9,8 (19), 11,6 (4™), 12,2 (5), 14,4 (4", 15,0
(18), 16,2 (3™, 17,3 (16), 20,7 (2"™), 20,8 (2, 23,7 (17), 26,2 (3", 26,7 (15), 36,0
(14), 36,1 (8), 41,2 (2™), 45,8 (11), 49,4 (10), 60,4 (6), 65,4 (7), 65,6 (13), 66,3 (20),
68,1 (5), 71,8 (4), 76,7 (12), 76,9 (9), 128,5 (2"), 133,8 (2), 137,6 (3"), 162,5 (1),
167,4 (1"), 168,8 (1), 170,6 (1""), 178,9 (1™), 206,3 (2).

Hop chét 46

IH NMR (500 MHz, CDCl3) 8 ppm: 0,87 (3H (18), d, J=6,6 Hz), 1,23 (3H (16), s),
1,25 (3H (17), s), 1,34 (1H (14), d, J=6,8 Hz), 1,75 (3H (19), dd, J=2,6, 1,0 Hz),
1,82-1,85 (3H (6"), m), 1,82-1,85 (3H (6"), m), 1,93-1,99 (1H (11), m), 3,17 (1H (8),
d, J=6,8 Hz), 3,27 (1H (7), br,s,), 3,78 (1H (20), d, J=12,6 Hz), 3,85 (1H (20), d,
J=12,2 Hz), 4,05-4,08 (1H (10), m), 4,22 (1H (5), d, J=1,6 Hz), 5,47 (1H (12), d,
J=9,9 Hz), 5,73 (1H (2), d, J=15,2 Hz), 5,75 (1H (2"), d, J=15,1 Hz), 6,08-6,19 (1H
(4, m), 6,08-6,19 (1H (4"), m), 6,14-6,19 (1H (5"), m), 6,15-6,18 (1H (5"), m), 7,16-
7,23 (1H (3"), m), 7,26-7,33 (1H (3"), m), 7,71-7,73, (1H (1), m).

13C NMR (125 MHz, CDCl3) § ppm: 9,7 (19), 15,2 (18), 17,2 (16), 18,7 (6"), 18,7
(6"), 23,6 (17), 26,7 (15), 36,1 (8), 36,2 (14), 45,9 (11), 49,0 (10), 61,6 (6), 64,6 (20),
65,3 (7), 65,6 (13), 71,7 (5), 72,4 (4), 77,0 (12), 77,1 (9), 117,7 (2"), 118,7 (2",
129,7 (4, 129,7 (4"), 133,4 (2), 139,7 (5", 141,0 (5"), 145,5 (3"), 147,3 (3"), 164,8
(1), 166,8 (1), 169,2 (1), 210,0 (3).

Hop chit 47

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & ppm: 0,89 (3H (18), d, J=6,7 Hz), 0,90 3H (6", t,
J=6,7 Hz), 1,28 BH (16), 5), 1,29-1,34 (2H (4"), m), 1,30-1,35 (2H (5'), m), 1,31 3H
(17), s), 1,40 (1H (14), d, J=6,6 Hz), 1,60-1,65 (2H (3", m), 1,77 (3H (19), dd, J=2.7,
1,2 Hz), 1,97 (1H (11), dq, J=9,9, 6,5 Hz), 2,14 (1H (20-OH), dd, J=74, 6,4 Hz),
2,30 (2H, (2", td, J=7,4, 7,3 Hz), 2,87 (3H (MeNH), d, J=4,8 Hz), 3,22 (1H (8), d,
J=6,6 Hz), 3,29 (1H (7), s), 3,80 (1H (20), dd, J=12,5, 5,7 Hz), 3,86 (1H (20), dd,
1=12,9, 7,8 Hz), 4,08-4,11 (1H (10), m), 4,24 (1H (5), d, J=2,5 Hz), 5,53 (1H (12),
d. J=9.9 Hz). 6.30-6,37 (1H (9-OH), m), 6,52 (1H (6"), ddd, J=7,9, 7,0, 0,9 Hz), 6,64
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(1H (4", d, J=8,4 Hz), 7,36 (1H (5"), ddd, ]=8,4, 7.1, 1,4 Hz), 7,56 (1H (3"NH), q,
J=4,8 Hz), 7,75 (1H, 7"), dd, ]=8,2, 1,6 Hz), 7,72-7,76 (1H (1), m).

13C NMR (125 MHz, CDCL) & ppm: 9,8 (19), 14,0 (6'), 15,2 (18), 17,2 (16), 22,4
(5), 23,9 (17), 24,9 (3"), 27,0 (15), 29,5 (MeNH), 31,2 (4"), 34,5 (29, 36,1 (8), 36,2
(14), 45,7 (11), 49,0 (10), 61,8 (6), 64,6 (20), 65,4 (7), 65,5 (13), 71,6 (5), 72,4 (4),
76,8 (12), 77,4 (9), 108,6 (2"), 111,0 (4"), 114,5 (6"), 131,8 (7"), 133,6 (2), 135,6
(5"), 152,7 (3"), 164,4 (1), 170,2 (1"), 173,2 (1), 209,9 (3).

Hop chét 48

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8 ppm: 0,9 (3H (18), d, J=6,6 Hz), 1,27 3H (16), s),
1,32 (3H (17), 5), 1,4 (1H (14), d, ]=6,6 Hz), 1,77 (3H (19), dd, J=2,7, 1,0 Hz), 1,98
(1H (11), dg, J=9,9, 6,5 Hz), 2,05 (3H (2), s), 2,88 (3H (MeNH), d, J=5,1 Hz), 3,22
(1H (8), d, J=6,6 Hz), 3,29 (1H (7), 5), 3,80 (1H (20), dd, J=12,2, 5,2 Hz), 3,83-3,88
(1H (20), m), 4,09 (1H (10), br,s,), 4,24 (1H (5), d, J=2,9 Hz), 5,49 (1H (12), d,J=9.9
Hz), 6,53 (1H (6"), t, J=7,6 Hz), 6,64 (1H (4"), d, ]=8,6 Hz), 7,36 (1H (5"), ddd,
J=8.4,7,0, 1,6 Hz), 7,55 (1H (3"-NH), q, J=4,6 Hz), 7,73 (1H (1), ), 7,78 (1H (7"),
dd, J=8,0, 1,6 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) 8 ppm: 9,8 (19), 15,3 (18), 17,2 (16), 21,0 (2), 23,9
(17), 27,1 (15), 29,5 (MeNH), 36,1 (8), 36,3 (14), 45,8 (11), 49,0 (10), 61,8 (6), 64,6
(20), 65,3 (7), 65,4 (13), 71,6 (5), 72,4 (4), 77,3 (9), 77,4 (12), 108,6 (2"), 111,0 (4"),
114,5 (6"), 131,9 (7"), 133,6 (2), 135,6 (5"), 152,7 3"), 164,4 (1), 170,3 (1"), 170,4
(1", 209,9 (3).

Hop chét 49

IH NMR (500 MHz, CDCls) § ppm: 0,84 (3H (18), d, J=6,8 Hz), 0,86 (3H (7'), t,
J=6,7 Hz), 0,86 (3H (7"), t, J=6,7 Hz), 1,20 (3H (16), 5), 1,20 (3H (17), 5), 1,22-1,32
(12 H, (4, 5', 6', 4", 5", 6"), m), 1,28 (1H (14), d, ]=6,7 Hz), 1,55-1,63 (4H (3', 3",
m), 1,74 (3H (19), dd, J=2,6, 1,0 Hz), 1,90 (1H (11), m), 2,28 (2H (2"), m), 2,32 (2H
(2", m), 3,14 (1H (8), d, J=6,7 Hz), 3,25 (1H (7), 5), 3,65 (1H (4-OH), s), 3,81 2H
(20), br,s,), 3,97 (1H (5-OH), br,s,), 4,05 (1H (10), t, J=2,6 Hz), 4,21 (1H (5), 5),
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5,35 (1H (12), d, 1=9,9 Hz), 5,85 (1H (9-OH), br,s,), 7,70 (1H (1), dd, J=2,6, 1,6
Hz),

13C NMR (125 MHz, CDCls) & ppm: 9,7 (19), 14,0 (7'), 14,0 (7"), 15,0 (18), 17,0
(16), 22,4 (6"), 22,5 (6"), 23,7 (17), 24,4 (3"), 25,1 (3"), 26,3 (15), 28,7 (4, 28,7 (4"),
31,4 (5, 31,4 (5"), 34,3 (2, 34,5 (2"), 35,9 (8), 35,9 (14), 45,4 (11), 48,9 (10), 61,8
(6), 64,6 (20), 65,2 (7), 65,6 (13), 71,3 (5), 72,4 (4), 76,5 (9), 77,2 (9), 133,5 (2),
164,5 (1), 173,5 (1'), 176,2 (1"), 209,8 (2).

Hop chét 50

'H NMR (500 MHz, CDCl;) & ppm: 0,84 (3H (18), d, J=6,8 Hz), 0,85 (3H (14'), ,
J=6,8 Hz), 1,20 (3H (16), s), 1,20 (3H (17), s), 1,21-1,28 (20H (4, 5, 6, 7', 8', 9",
10', 11', 12, 13, m), 1,30 (1H (14), d, J=6,8 Hz), 1,60 (2H (3", quin, J=7,3 Hz),
1,74 (3H (19), dd, 1=2,9, 1,3 Hz), 1,91 (1H (11), dg, J=10,1, 6,5 Hz), 2,07 (3H, (2"),
s), 2,23-2,34 (2H (2), m), 3,14 (1H (8), d, ]=6,8 Hz), 3,24 (1H (7), 5), 3,46 (1H (5-
OH), 5), 3,65 (1H (4-OH), s), 3,77-3,83 (2H (20), m, J=3,1 Hz), 3,97 (1H (20-OH),
d, 1=3,1 Hz), 4,04 (1H (10), t, J=2,6 Hz), 4,21 (1H (5), d, J=2,1 Hz), 5,36 (1H (12),
d, 1=10,4 Hz), 5,70 (1H (9-OH), br,s,), 7,69 (1H (1), dd, J=2,6, 1,6 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls) 8 ppm: 9,7 (19), 14,1 (14", 15,0 (18), 17,0 (16), 21,0
2"), 22,7 (13, 23,6 (17), 25,1 (3"), 26,2 (15), 29,0 (4), 29,2 (5", 29,3 (6"), 29,5 (7",
29,6 (8), 29,6 (8'), 29,6 (9", 29,6 (10", 29,6 (117, 31,9 (12'), 34,5 (2'), 35,8 (14),
35,9 (8), 45,3 (11), 48,9 (10), 61,8 (6), 64,6 (20), 65,2 (7), 65,8 (13), 71,2 (5), 72,4
(4), 76,5 (12), 77,2 (9), 133,5 (2), 164,4 (1), 173,6 (1), 173,6 (1"), 209,8 (3).

Hop chit 51

IH NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,84 (3H (18), d, J=6,8 Hz), 0,86 (3H (14, t,
1=7,0 Hz), 0,92 (3H (4"), t, J=7,5 Hz), 1,12 (3H (5", d, J=6,8 Hz), 1,21 (3H (16),
s), 1,22 (3H (17), s), 1,21-1,31 (20H (4!, 5', 6', 7, 8, 9', 10", 11", 12!, 13), m), 1,25
(1H (14), d, J=6,2 Hz), 1,44 (1H (3"), ddg, J=14,0, 7,1, 7,1 Hz), 1,60 (2H (3"), m),
1,71 (1H (3"), ddq, J=14,0, 7,5, 7,5 Hz), 1,75 (3H (19), dd, J=2,9, 1,3 Hz), 1,90 GH
(11). da. J=10,1, 6,5 Hz), 2,18 (1H (20-OH), m, J=6,8, 4,7 Hz), 2,28 (2H (2), m,
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J=11,4, 7,4 Hz), 2,36 (2H (2"), sxt, I=7,3 Hz), 3,15 (1H (8), d, ]=6,8 Hz), 3,26 (1H
(7), s), 3,57 (1H (4-OH), d, J=1,0 Hz), 3,78 (1H (20), dd, J=12,5, 4,2 Hz), 3,86 (1H
(20), dd, J=12,5, 6,8 Hz), 3,87 (1H (5-OH), d, J=3,1 Hz), 4,05 (1H (10), m, J=2,6
Hz), 4,21 (1H (5), d, J=2,6 Hz), 5,37 (1H (12), d, ]=9,9 Hz), 5,98 (1H (9-OH), brs,),
7,71 (1H (1), dd, J=2,6, 1,6 Hz).

130 NMR (125 MHz, CDCl3) 8 ppm: 9,7 (19), 11,6 (4"), 14,1 (14", 15,1 (18), 16,1
(5", 17,2 (16), 22,7 (13", 23,7 (17), 25,2 (2), 26,2 (3"), 26,6 (15), 29,0 (5'), 29,3
(4"),29,3 (4, 29,5 (6"), 29,6 (8'), 29,6 (9", 29,6 (10"), 29,7 (11), 31,9 (12"), 34,6 (2'),
36,0 (8), 36,1 (14), 41,2 (2"), 45,6 (11), 48,9 (10), 61,7 (6), 64,5 (20), 65,2 (7), 65,5
(13), 71,6 (5), 72,4 (4), 76,5 (12), 77,2 (9), 133,5 (2), 164,7 (1), 173,3 (1"), 178,38
(1), 209,9 (3).

Hop chit 52

IH NMR (500 MHz, CDCls) & ppm: 0,85 (3H (18), d, J=6,8 Hz), 0,90 3H (4"), t,
J=7,5 Hz), 1,11 (3H (5"), d, J=7,3 Hz), 1,19 (3H (16), 5), 1,21 (3H (17), 5), 1,31 (1H
(14), d, =6,8 Hz), 1,44-1,56 (1H (3'),m), 1,58-1,67 (1H (3'), m), 1,74 (3H (19), dd,
J=2,9,1,3 Hz), 1,88-1,96 (1H (11), m), 2,08 (3H (2"), 5), 2,33-2,43 (2H (2"), m), 3,15
(1H (8), d, J=6,2 Hz), 3,25 (1H (7), s), 3,59 (1H (4-OH), br,s,), 3,78 (1H (20), d,
J=13,0 Hz), 3,85 (1H (20), d, J=12,5 Hz), 4,05 (1H (10), t, ]=2,9 Hz), 4,21 (1H (5),
s), 5,38 (1H (12), d, J=10,4 Hz), 5,74 (1H (9-OH), br,s,), 7,71 (1H (1), dd, J=2,3, 1.3
Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCl3) § ppm: 9,7 (19), 11,3 (4", 15,0 (18), 16,5 (5'), 17,0
(16), 21,0 (2"), 23,6 (17), 26,1 (15),26,9 (3, 35,7 (14), 35,9 (8), 41,2 (2'), 45,3 (11),
48,9 (10), 61,7 (6), 64,5 (20), 65,2 (7), 65,8 (13), 71,5 (5), 72,4 (4), 76,2 (12), 76,9
(9), 133,5 (2), 164,6 (1), 173,6 (1), 176,4 (1"), 209,9 (3).

Hop chit 53

IH NMR (500 MHz, CDCL3) & ppm: 0,88 (3H (6"), m, J=7,3 Hz), 1,06 (3H (18), d,
J=6,2 Hz), 1,18 (3H (16), 5), 1,25 (3H (17), s), 1,25 (1H (14), d, J=7,3 Hz), 1,27-
1,33 (4H (&4, 5"), m), 1,59-1,65 (2H (3'), m), 1,74-1,80 (1H (11), m), 1,76 (3H (19),
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dd, 1=2,9, 1,3 Hz), 2,23 (1H (20-OH), t, ]=6,2), 2,35 (2H (2'), td, J=7,5, 1,6 Hz),
3,06 (1H (8), d, 1=7,3 Hz), 3,26 (1H (7), s), 3,57 (1H (4-OH), 5), 3,77 (1H (10), 1,
1=2,6 Hz), 3,81 (2H (20), dd, J=7,3, 4,7 Hz), 3,94 (1H (12), dd, J=9,1, 1,3 Hz), 4,2
(1H (5), 5), 7,69, (1H (1), dd, J=2,3, 1,3 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCL;) & ppm: 9,8 (19), 13,9 (6), 16,3 (18), 17,2 (16), 22,3
(5), 23,3 (17), 24,5 (3"), 28,0 (15), 31,3 (4), 34,0 (2'), 34,8 (14), 36,5 (8), 47,2 (11),
50,8 (10), 62,5 (6), 65,0 (20), 66,0 (7), 68,6 (13), 71,4 (5), 72,1 (4), 77,7 (9), 78,2
(12), 134,0 (2), 163,7 (1), 177,3 (1), 209,6 (3).

Hop chét 60
HPLC: Cot Kinetex C18 4,6 mm, 0,8 mL/phit, metanol-nudc (70:30). Thoi gian luu
gitt: 10,9 phut.

Vi du vé céc tac dung in vitro d6i v6i cac loai té bao c6 lién quan deén qué trinh 1am

lanh vét thuong

Vi du 4: Sy lam kin miéng vét xuée va su di tri cia nguyén bao sgi in vitro

Kha niing cta cac nguyén bao soi bao quy dAu so sinh dan truyén sém (NFF)
dwoc nudi cly trong RPMI 1640-10% huyét thanh bao thai bé dé di tra doc theo vét
thuong xudc duge tao thanh trong 16p don hop dong sau khi didu tri bang céac hop
chét duoc didu ché hoic chét chiét thuc vat duge xac dinh bang cach sit dung mot

hodc nhiéu phuong phép trong s6 ba phuong phép dudi day.

Phuong phép 1

Céc té bao duoc gieo vao céc dia c6 dudng kinh 16 mm (dia 24 18), duoc dé
cho hop dong va tao 2 vét xu6e cho mdi 1§ bang cach sir dung dau dng hit bang
nhya vO tring. Moi truong dugc loai bd, cac 15 dugc rira bing nudc mubi dém
phosphat c6 d§ pH=7,2 (PBS) dé loai bo céc té bao dugc thai loai, mdi trudong mai
duoc bd sung vao sau khi pha lodng 10 14n theo thtr tw hop chét tinh khiét hogc cht
chiét thuc vat (2pL). U lién tyc trong thoi gian tir 16 dén 30 gio. Thit nghiém dugc
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két thic khi ria cia vét xude trong cac mdi truong nudi cdy khong duge xir ly gin
bang 25% k& hd ban déu. Céc 16p don dugc rira bang PBS, dugc cb dinh bang etanol
va dugc nhudm bing 0,05% tim tinh thé. Anh chup bang hién vi ciia mbi 16 (kinh
hién vi EVOS) dugc in ra va mai vét xude duge do & 3 vi tri dé x4c dinh chiéu rong
trung binh. Sy 1am kin miéng vét thuong d4 ting cudng duge xem 12 quan trong néu

k& h& con lai <40% k& hd cua cac d6i ching khong dugc xut 1y.

Phuong phép 2

Cic té bio dugc gieo trong cac 16 6 mm (cac dia 96 16) hodc 16 mm (cac dia
24 18), véi tir 2 dén 6 18 13p mdi 1an pha lodng, va dugc xir Iy nhu trong phuong phép
1. Ngay sau khi didu tri, ria cia vét xuéc duge vach ra trén mét bén dudi cua 18 bang
biit da diu nhé. Sau khi ¢é dinh va nhudm, sy di tri duge dénh gia dudi kinh hién vi
bﬁng su hd tro ciia 6 vach, cho diém sy di tra 12 0, 25, 50, 75 hodc 100% (kin miéng
hoan toan) chiéu rong ban diu. Su kin miéng vét thuong nhanh chéng dugc xem la
quan trong néu diém t& phan vi trung binh ctia cic ban sao nhd hon diém tr phan vi
ciia cic dbi chimng khong dugc didu trj (p<0,05, thir nghiém t). Ngoai ra, dién tich
“vét thuong” dugce tao ra bang cach gieo cac té bio v6i su ¢6 mit cua dinh bing thép
khong gi 3 mm (dia 96 16), hotc bang cach chén céc vong Teflon c6 g&r phing vao.

Thiét bi ndy duogc loai bo sau khi i qua dém cac té bao NFF.

Phuong phép 3

Céc té bao dugc gieo va dugc xur ly trong cac dia 96 16 nhu trong phuwong phap
2 (5 15 1ap mdi lan pha loding), ngoai tri cac vét xude duge tao thanh trong mot hoat
dong bing cong cu c6 96, cac dinh ghim duge phu teflon ¢6 d6 day 1mm (Essen
Bioscience Woundmaker). Pia tiép d6 dugce dit & nhiét do 37°C, khong khi dugc
tao 4m COz 5% trong dung cu IncuCyte FLR dugc 18p chuwong trinh dé chup anh cho
mdi 15 dudi pha nguge & khoang thdi gian 3 gio trong thoi gian 42 gio. Phin mém
x4c dinh dugc ranh gidi cua vét xuéc ban diu va tbe do kin miéng cta ching. Su
kin miéng vét tuong nhanh chéng dugc xem la quan trong néu téc d6 kin miéng ban

diu >10% cua cac dbi ching khong dugce diéu tri.
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Céc két qua duoc thé hién trong cac bang tir 7 dén 9.

Bang 7. T6c @6 kin miéng vét xudc & cac nguyén bao soi so sinh & nguoi sau khi

didu tri bing cac hop chét tinh khiét

Hop chit | Phuong phap 1 Phuong phép 2 Phuong phap 3
Nong dd |%kin | Nongdd | % kin Nong d6 | % kin
thu miéng so | thu miéng so | thir miéng so
nghiém |v6iddi |nghiém |voiddi |nghiém | véiddi
(ng/mL) | ching (ng/mL) | chung (ng/mL) | chiing

1 30 166 200 180 30 150
1 100 146 100 160
2 30 130 30 147
2 100 129
3 200 270
5 30 209
5 200 300
8 200 190
11 200 270
18 200 220
27 1000 158 2000 130
28 200 140
21 200 200
- 22 200 400
23 200 130

Céc tri s6 in d4m, bong mau xdm thé hién tdc do kin miéng vet xudc cao hon déng

ké so voi phuong phéap didu tri d6i ching

T4t ca céc hop chit tinh khiét ddu dugc chimg minh 1a ¢6 téc 40 kin mi¢ng vét

xude ting 1én dang ké so v6i cac phuong phap didu tri déi chimg chi c6 chit mang.
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Bang 8. Toc d6 kin miéng vet xudc trong cac nguyén bao sgi so sinh & ngudi sau
khi didu tri bing chit chiét etanolic khong dugc cat phan doan cua cic phan khac

nhau cua cdy Fontainea picrosperma

B6 phan | Phuong phép 1 Phuong phép 2 Phuong phéap 3

cua cay Pha % kin Pha % kin Pha % kin
lodng miéng so | lodng miéng so | lodng miéng so
chét véidbdi | chat véiddi | chat véi doi
chiét chimg | chiét ching | chiét chimg

la 5000 268 5000 300 5000 220

than 5000 367

vo 500 397 500 200

ndi nhil 500 128 500 270

vd qua 500 167

ngoai

quachua |[5x10* |300

chin

Tri s6 in d4m, bong mau xam thé hién toc d6 kin miéng vét xude cao hon dang ké

so v6i phuong phép diéu tri d6i chimg

Chét chit tho etanolic cta tit ca cdc bd phan clia cdy Fontainea picrosperma
duoc thir nghiém c6 téc d6 kin miéng vét xude ting cao dang ké so véi phuong phap

didu tri d6i chimg chi c6 chat mang.

Béng 9. Téc d6 kin miéng vét xudc trong cdc nguyén bao soi so sinh & ngudi sau
khi didu trj bang chét chiét etanolic khong dugc c4t phan doan tir cac bd phan khic

nhau ctia cdy trong so ba loai cdy khac nhau

B6 phdn | Phuong phép 1 Phuong phép 2 Phuong phap 3

ciacdy |Pha % kin Pha % kin Pha % kin
logng miéng so | lodng miéng so | lodng miéng so
chét véidéi | chét voidbdi | chat voi dbi
chiét chimg | chiét ching | chiét chimg

Fontainea australis

La 500 163

Thén 5000 203

Fontainea rostrata

L4 | 500 | 101 [ | | 500 | 141

Hylandia dockrillii

L4 5000 |187 | | | l
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Than 500 390 500 129
Vo 500 192 5000 121
Qua 500 385

Céc tri s6 in d4m, béng mau xam thé hién toc d6 kin miéng vet xudce cao hon dang

k& so véi phuong phép didu tri d6i ching

Chét chiét tir bd phan cta cdy thudc hai loai Fontainea, F. australis va F.
Rostrata khéc, va céc loai c6 lién quan mat thiét Hylandia dockrillii chimg minh tbe
d6 kin miéng vét xudc ting dang k& so véi phuong phép didu tri d6i chimg chi ¢6

chit mang.

Ngoai ra, viéc quan st cac dia thir nghiém duéi kinh hién vi (Phuong phép 1)
d8 xuit réng cac nguyén bao sgi biéu 10 téng su khac biét trong mau nhudm sau khi
didu tri bing Hop chit 1. Nghién clru méi ddy tiét 16 ring diéu nay 1a do cac t& bao
phéat trién rd rét theo kidu tao nhiéu 16p, chi ra hiu qua giam su trc ché tiép xuc, ting
sur ting sinh, hodc kha nang tai tao. Cac vi du vé su kin miéng vét xudc trong dbi
chimg va sy didu tri bing Hop chit 1 & 24 gid sau khi c6 vét xuée duge minh hoa

13n luot trén cac hinh v& Fig. 1 va Fig. 2.

Vi du 5: Thir nghiém xam 14n matrigel vé kha ning di tra clia cdc nguyén bao soi so
sinh & nguoi

Céc ngin x4m lan matrigel tao ra céc t€ bao trong cac diéu kién cho phép danh
gi4 dic tinh x4m l4n cta ching in vitro. Cac ngan xdm 14n Matrigel bao gdm dia di
kém mdi trudng nubi cdy té bao duoc dua moi trudng nudi cAy té bao vao c6 chira
mang PET ¢& 16 8 micron v6i mdt 16p mong chira chit nén mang co s& Matrigel.
Chét nén Matrigel thich hop 1a mang co s& dugc hoan nguyén in vitro. Lép hut gitt
céc 18 trong mang, phong bé cac té bao khong xam 14n khoi sy di tra théng qua
mang. Ngugc lai, cac t& bao x4m 14n c6 kha ning ty thdo ra khoi va tran ra khip chét
nén Matrigel va 15 mang 8 micron. Mang nay ¢6 thé dugc xit 1y bing énh sing va

kinh hién vi dién t&r va c6 thé dugc loai bd dé dang sau khi nhudm.
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Céc khoang duoc sir dung theo cac chi dan clia nha san xuét, nhu dugc mo ta
duéi day trong hai nghién ciru, @ danh gia cac anh hudng ctia céc Hop chét 1,2, 5
va 42 d6i véi sy di tri clia cic nguyén bao soi so sinh & ngudi. Cac anh hudng cia
ba ndng @5 (0, 10 va 30 ng/mL) dwgc d4nh gi4 trong nghién ctru dau tién cua Hop
chit 1 dbi véi cac nguyén bio sgi so sinh trong céc 16 chira mdi trudng c6 huyét
thanh bao thai bé 10%. Nghién ctru thit hai sit dung hai ndng d6 (0 va 30ng/mL) déi
v6i mdi hop chét trong cac Hop chat 1, 2, 5 va 42 d8 nghién ctru cac anh hudng dbi
véi sy di trii clia cac nguyén bao soi so sinh duge 14y di trong thoi gian 2 ngay trude

khi didu tri va tiép d6 dugc chuyén vao méi trudng c6 1% huyét thanh bao thai bé.

Phan ing hydrat hda lai

 G6i chiracéc khoang dugc lay ra khoi kho -20°C va dugc ¢ dén nhiét d6 trong
phong. Lam 4m (37°C) mdi trudng nudi cAy dua trén bicacbonat dugc bb sung vao
phia trong céc miéng chén (500 pL) va ddy cua cac 16 (750 pL). Céac khoang chira
Matrigel duoc @& hydrat héa lai trong thoi gian 2 gid trong t U nudi cdy mo duge
tao 4m, 37°C, 5% khi CO,. Sau khi hydrat hoa lai, méi trudmg dugc loai bo cAn than

béng cach hut ma khéng lam x4o trdn 16p chit nén Matrigel™ trén mang.

Céc nghién ctru vé sy xdm l4n

Céc té bao dugc thu lai, va dugc tao hdn dich lai & 20000 € bao trén mdi mL.
Téng s6 250 uL hén dich té bao dugc dit vao bén trong vat 1dng vao (5000 té bao).
250 uL. mdi trudng thém vao chira cac hop chét tuong tng tiép d6 duge bd sung vao
bén trong cua vét 1dng vao dé tao ra ndng d6 cudi cing mong mudn ddi véi mdi
nghién ctru trong s hai nghién ctu. Téng s6 750 pL mdi trudng chita cac ndng d6
thich hop ctia mdi hop chét trong mdi 14n didu trj dugc dit vao 18 trong vt 1ong vao
thich hop. Céc ngin Matrigel tiép d6 dugc 0 trong thoi gian 24 gid trong t 0 nudi
cdy mo duoc tao Am, & nhiét 6 37°C, 5% khi COs.

Phép do sy xam l4n t€ bao
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Céc t& bao khong xam 14n dwoc loai bd khoi mit phia trén ciia mang bang cach
“cha”. Miéng gac d4u bit béng duoc nhing vao vat 16ng vao sau khi loai bo méi
trudng, va 4p sult nhit dinh dugc téc dung trong khi d4u duoc di chuyén phia trén
bé mit mang. Viéc cha duoc 1ip lai bﬁng miéng gac thtr hai dugce tao 4m bang PBS.
Céc t& bao tran ra khép bé mit phia ngoai ctia vét 1dng vao tiép d6 dugc cb dinh bang
cach dt trong 500 pL metanol 100% trong thdi gian it nhit 5 phit. Vat 1dng vao
tiép d6 dugc chuyén vao dia di kém chira 500 pL tim tinh thé 0,1% trong metanol,
va dugc nhudm trong thoi gian it nhit 15 phut. VAt 1dng vao duge lam méit mau bing
sy din truyén qua 3 dia kém theo chira 500 pL nuéc, truée khi dugc sdy khé bing
khong khi.

Ngay tiép theo, mang dugc loai bd khéi vé boc cua vat 16ng vao bing cach 16n
nguoc vat 10ng vao va 16ng dau cia ludi dao md nhon qua mang tai g& lién ké véi
thanh vo boc. Vo boc cia vat 1dng vao dugc quay quanh ludi tinh va mang duge
tach ra. Mang dugc 1am bét ra khoi vo boc bing fooc-xép, va duge dit quay xubng
10 pL dung dich glyxerol Kaiser va dwgc pht bang 14 kinh ddy. Céc phién kinh dugc

dé khé qua dém, trude khi dém céc te bao xam lan.

Céc két qua

Trong nghién ciru thir nhat, cdc nguyén bao s¢i duge diéu trj bang 10 hoic 30
ng/mL Hop chét 1 thé hién kha ning di tra ting trong hé thdng ngéin x4m 14n Matrigel
50 v6&i cac té bao duge didu tri bing chi bing chit mang (Fig. 3). Nghién ctru thit hai
x4c nhén céc két qua cia nghién ctru thi nhét bang Hop chét 1 va chiing minh cac

mitc trong tw dé 1am ting kha ning di tr d6i v&i cac Hop chét 2, 5 va 42 (Bang 10).
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Bang 10. Thir nghiém x4m 14n matrigel ctia t€ bao nguyén bio soi méi sinh &
ngudi duge didu tri béng 30 ng/mL mdi hop chét. S liéu dugc thé hién dudi dan
g g g op g
% su tang sy Xam lAn mang so voi déi chung chi co chét mang, d¢ léch chuin

duong hodc dm tir hai thir nghiém 13p. Cac té bao duge dém sau 24 gid

Hop chdt | Sy dm t& bao dudi dang % cua dbi ching (D6i chung
= khong c6 cac hop chét duge bd sung)
1 356 + 141
2 366 + 122
5 - 218+ 21
42 350 + 101

Vi du 6: Su phuc hoi quan thé vét xudce va sy kin miéng céc t€ bao sing & ngudi

duge 1am cho bét tir (HaCaT) in vitro

Kha niing cta céc t& bao simg & ngudi dugc 1am cho bét tir (HaCaT) & di tr
doc theo vét thuong c6 vét xudce duge tao thanh trong 16p don hgp dong sau khi diéu
tri bang Hop chét 1 hoic Hop chét 37 dugc xac dinh béng phuong phap sau ddy.

Céc té bao HaCaT d4 trypsin hoa dugc gieo & mat d6 t& bao bang 7,4x10* té
bao/mL trong cac dia nudi cdy md (VWR International, UK) BD Falcon déy phéng
24-13, trong 1 mL MJdi trudng Dulbecco's Modified Eagle (DMEM), dugc bb sung
L-glutamin (2 mM), thudc khéng sinh (100 U/mL penixilin G natri, 100 pg/mL
streptomyxin sulphat va 0,25 pg/mL amphoterixin B); va 10% huyét thanh bao thai
bé (tét ca Invitrogen Ltd., UK) dé tao ra mat do té bao bang 7,4x10* té bao dugc gieo
trong mdi 15. Céc té bao tiép d6 duge gitt & nhiét do 37°C trong khong khi 5%
C02/95% qua dém. Vao budi sang tiép theo, DMEM chita 10% huyét thanh bao thai
bé dugc thay thé bing DMEM khéng chira huyét thanh va c4c t€ bao HaCaT sau d6
dugc tach huyét thanh trong DMEM trong thoi gian 48 gio.

Sau thoi gian 48 gio, DMEM khong chira huyét thanh dugc loai bd va ‘vét

thuong’ c6 vét xudc don bing dng hut vo tring doc theo mdi 16p té bao. Rira hai 1an

tiép theo trong 1mL PBS, méi trudng chira Hop chét 1 hosic Hop chét 37 (1ImL)
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duoc bb sung vao mdi 18. Mbi trudng niy c6 chita DMEM, duge bd sung L-glutamin
(2mM), thudc khéng sinh (nhu trén) va 1% huyét thanh bao thai bé, cong véi Hop
cht 1 hoc Hop chét 37 & ndng d6 cudi cling bang 0, 0,001, 0,01, 0,1, 1,0, 10 hozc

100pg/mL. C6 ba 13 13p d6i véi mbi ndng dd cho mdi hop chat.

MBoi trudng nudi cdy HaCaT dugc gilt & nhiét do 37°C trong khong khi 5%
C02/95% va su phuc hdi quin thé cic ving ‘vét thwong’ d 16t trdn dugc theo di
bing kinh hién vi clng tiéu diém quing thoi gian (Leica TCS SP5 Confocal
Microscope, Leica Microsystems UK Ltd., UK) c6 d0 phong dai 100 14n, ¢6 cac anh
bing s6 duoc thu giit & cac vi tri ¢d dinh 20 phit mdt lan trong khoang thoi gian 48
gio. Tha tu anh s6 dugc xuét ra va dugce chuln bi dudi dang céc tép phim .avi, sir
dung phan mém LAS AF (Leica Microsystems). Téc d6 kin miéng vét thuong
HaCaT in vitro duge dinh luong bing céach sir dung phan mém Image] (Image]
1.37v; hitp://rsb.info.nih.gov/ij/). S6 liéu dugc phén tich bang phép phan tich
phuong sai mét chiéu cling véi phép phan tich Tukey sau thir nghiém. Mbi thir

nghiém dugc tién hanh dya trén 3 thoi diém riéng ré.

Vio 48 gioy sau tng dung, Hop chit 1 1am ting déng ké toc @9 kin miéng vét
xudc (p<0,01) so véi phuong phép didu tri d6i chémg & cdc ndng d6 0,001, 0,01 va
0,1 ng/ml (Bang 11). Tai 48 gi, Hop chét 37 ciing 1am ting tdc do kin miéng vét
xude (p<0,01) so véi phuong phap didu trj dbi chitng & cac ndng d6 0,001, 0,01, 0,1
va 1,0 pg/ml (Bang 11).

Béng 11. Mirc d6 phuc hdi quan thé va sy kin miéng vét xudc bang cic t€ bio simng
& nguoi duge 1am cho bat tir (HaCaT) & 48 gid sau khi diéu trj trong khoang ndng
6 ctia Hop chat 1 va Hop chét 37. S8 liéu v& % ving vét thuong c6 vét xudc dé

m& sau khi di€u tri (+ cac sai sO chuan).

Hop Nong d9 ciia hop chat (ug hop chit/ml méi trudng sinh trudng)
chdt |0 0,001 0,01 0,1 1,0 10
1 43.843,6 |8,6£9,4 |19,749,3 |21,4+58 |35,4+£7,9 |45,5+73
37 49,5+54 | 4,3+4,1 0,9+1,5 2,2+3,4 30,0+£5,3 |37,1+7,1

-100-




28701

D& xAc dinh xem liéu cac anh hudng cta Hop chét 1 va Hop chét 37 ¢6 lam
tang su phuc hdi quin thé va sy kin miéng vét xude nhu duge thé hién trong Bang
11 duoc trung gian boi sy ting sinh hodc di trd té bao, hai thir nghiém khac duoc
tién hanh. Thir nghiém thr nhit trong céc thir nghiém nay d& cap dén céc khia canh
v& su di tra va lap lai nghién ctru phuc hdi quan th8 vét xuc nhung véi su bd sung
1pg/mL Mitomyxin C vao mo6i trudong ddng thoi véi cac hop chit duge tmg dung.
Mitomyxin C dugc biét dé tc ché su ting sinh té bao, bao gdm té bio trong cac té
bao HaCaT; va dugc xac dinh khong chi gay ddc hai t& bao trong hé théng nuoi céy
& ndng d6 1pg/mL. Cac két qua ctia nghién ciru di tri ndy thé hién sy phuc hdi quan
thé cua vét xude (p<0,05) duge ting cudng va su kin miéng & ndng d6 nim trong

khoang tir 0,001 dén 1,0 pg/mL dbi v6i ca Hop chit 1 va Hop chat 37.

Thir nghiém ting sinh dénh gi4 c4c anh hudng ciia hai hgp chét dbi véi sy ting
sinh HaCaT (nhu duoc do bing MTT) trong hé mdi trudong nudi cly & 4 giai doan
thoi gian (24, 48, 120 va 168 gid). Ca hai Hop chat 1 va Hop chét 37 déu c6 anh
huéng dang k& (p<0,01) d6i v6i sy ting sinh ting cua t& bao HaCaT trong khoang
ndng d6 tir 0,001 dén 10pg/mL so véi phuong phap diéu tri d8i chimg ma khong bé
sung hop chit.

Céc két qua nay chimg minh rang ci su ting sinh va sy di tra té bao duogc ting
cudng c6 lién quan dén sw phuc hdi quin thé vét xudce va quy trinh kin miéng béng

céc Hop chét 1 va Hop chit 37.

Vi du 7: Su biét héa céc bach cAu don nhan to thanh cac dai thuc bao béng cac hop
chit

Dai thuc bao déng nhiéu vai trd trong qua trinh Jam lanh vét thuong, bao gdbm
su lam sach manh vun té bao va mé hoai tir trong giai doan viém, sdm sau d6 béng

sy hd tro su ting sinh té bao va sy phuc hdi md trong cac giai doan lam lanh sau do.

-101-



28701

Kiéu hinh M1 duogc xem 14 ¢6 lién quan dén giai doan viém sém va ki€u hinh M2

véi giai doan 1am lanh.

D4 x4c dinh cdc anh hudng c6 hidu qua ciia Hop chét 1 va mudi lam hop chét
epoxy-tiglian khéac trong bang dua trén su bi€t hoa bach cau don nhan to, t& bao don
nhéan trong méu ngoai vi & ngudi (PBMC) duoc phén 14p boi sy ling dong Ficoll-
Paque trong méau dugc heparin hoéa tir ngudi cho la nam 72 tudi, va dugc dan trén
dia & 100000 té bao/15 trong RPMI-1640 10% FCS. Cac 18 1ip dugce xir ly béng cach
pha logng 10 14n c4c hop chét va dugc 0 & nhiét d6 37°C trong thoi gian 4 ngay. Cac
18 duoc cho diém bé’mg mét thuong vé su gén va hinh thai hoc cuta té bao, tiép do
duoc rira hai 14n bing PBS, duoc nhudém bing sulfurhodamin va viéc nhuém két hop
duoc dinh lugng trong may doc ELISA. Céc dia tiép @6 duogc rira béng nudc va duogc
nhudm béng 1% tim tinh thé trong metanol dé chup anh va cho diém hinh thai hoc

cua té bao dinh bam.

Céc két qua tir thir nghiém déap ung lidu dung véi PBMC & nguoi (Bang 12)
cho thiy ring tit ca mudi sau hop chét epoxy-tiglian di thit nghiém céc bach cau
don nhan trong mau ngoai vi da biét hoa thir nghiém thanh cac dai thuc bao & néng
d6 ng, dugc danh gia boi sy dinh bam va hinh thai hoc 1a hdn hop cua cac té bao
dubi gai dién hinh ctia kiéu hinh M2, va céc té bao trdn dc trung cho kiéu hinh M1.

Bang 12. Ndng d6 diém cubi theo tht ty pha lodng dé cam tng kiéu hinh cta dai

thuc bao trong bach cdu don nhan to méu ngoai vi & ngudi bing hop chat epoxy-

tiglian trong day
Hop chit | Piém cubi biét héa (ng/mL)
1 1
2 1
3 10
5 1
8 10
21 10
22 100
23 1
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24 1
41 0,1
42 1
49 1
50 1
51 1
52 10
53 100

Vi du 8: Anh hudng ctia c4c hop chit 1 va 37 dbi véi sy biét hoa cdc nguyén bao soi

da nguoi trudng thanh thanh u nguyén bao soi

Céc nguyén bao sgi dong vai trd trung tdm trong qué trinh lam lanh vét thuong
va khi dugc hoat hda, ching bié€t hda thanh kiéu hinh nguyén bio soi co dugc dic
trung boi sy biéu hién ciia actin co tron o (a-SMA). Trong khi u nguyén bao soi gop
phﬁn vao viéc stra chita mo va sy kin miéng cua vét thuong, su biéu hién qua mirc

cta ching c6 lién quan dén sy 1am lanh bi suy gidm va su hinh thanh s¢o qua muc.

Anh huéng ctia cac Hop chét 1 va Hop chit 37 dbi véi sy biét hoa nguyén bao
soi da voi u nguyén bao soi dugce thir nghiém béng murc d6 biéu hién a-SMA béng

cac nguyén bao s¢i da dugc kich thich bang TGF-p;.

Phuong phép

Sau qu4 trinh trypsin héa, cic nguyén bao s¢i duge cly vao cac phién kinh
Permanoxchamber 8 15 (VWR International) trong méi truong DMEM, c6 chira
thubc khang sinh, 2 mM L-glutamin va 10% huyét thanh bao thai bé (250 pL, tat ca
déu mua duoc tir Invitrogen); & méat dd t& bao 13 2,5x10* t& bao/16 va duoc gitt &

nhiét d6 37°C trong 5% C02/95% khong khi trong thoi gian 48 gid.

G 48 gio, cac nguyén bao soi bi bét gitt ting trudng trong DMEM khong c6
huyét thanh trong thoi gian 48 gidr va tiép d6 duoc thay thé bang DMEM khéng ¢6
huyét thanh (250 pL), c¢6 chira cac Hop chit 1 hodc Hop chit 37 & cac ndng do bing
0, 0,001, 0,01, 0,1, 1,0 va 10,0 pg/mL (3 18/ndng d¢/ hop chat) va TGF-B1 (10ng/ml,
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Peprotech). Cac nguyén bao soi dugc gilt & nhiét d6 37°C trong 5% CO2/95% khdng
khi trong thoi gian 72 gid.

O 72 gid, c4c 18 phién kinh trong khoang dugc rira bang PBS (1 1an, 250 pL)
va duge ¢b dinh trong 4% paraformaldehyt (100 uL/18) trong thai gian 10 phut. Cac
15 phién kinh trong khoang tiép d6 duoc rira lai bang PBS (1 14n, 250 pl), duge xir
Iy bang 0,1% Triton X-100 trong PBS (100 pL, Sigma) trong thoi gian 5 phut va
duoc rira lai bang PBS (1 14n, 250 pL). Cac 18 dugc phong bé bang 1% BSA trong
PBS (250 pL, Sigma) trong thoi gian 1 gid va dugc rira (3 1an) trong 0,1% BSA/PBS.

Céc 15 dugc 1 biang khang thé don dong ctia chudt khéng a-SMA & ngudi, dong
vo tinh 1A4 (1:100, 150ul, Sigma) & nhiét d§ 4°C qua dém, duogc rira (6 14n) trong
0,1% BSA/PBS va dugc U bang khang thé ctia dé khang IgG & chudt Alexa Fluor
488 (1:1000, 250 uL, Invitrogen), & nhiét 40 trong phong trong thoi gian 1 gid, trong
béng t6i. Céc phién kinh trong khoang duoc rira (6 14n) trong 0,1% BSA/PBS va
dugc nhudm tuong phan bing dung dich Hoescht 33258 trong thoi gian 30 phut
trong béng tbi (1:2000, 250 plL, Sigma). Khoang sau d6 dugc loai bo phién kinh va
dugce xir Iy bang Fluorsave (Santa Cruz) trong thdi gian 10 phut trong bong tbi. Cac
phién kinh dugc quan sat bing kinh hién vi huynh quang (Leica Microsystem), bang
cac anh k¥ thut s6 c6 d6 phong dai capturedat x200. Céc anh k¥ thuét s6 duge xtt
Iy bang cach sir dung phin mém HC Image J.

Két qua

Trong phuong phép didu tri di chimg bang TGF-B1 nhung khong bd sung céc
Hop chét, cac nguyén bao soi da trudng thanh dugce biét hoa thanh u nguyén bao soi,
thuong duge md ta bé’lng su biéu hién a-SMA ting cao, cum sgi stress a-SMA va su
phat trién téng thé ctia hinh thai hoc té bao da giac, duoc mé rong. Nguoc lai, su
phoi nhiém ctia c4c nguyén bao soi da truéng thanh duge diéu tri bang TGF-B1 véi
Hop chit 1 va Hop chét 37 anh huéng dén su biét hoa thanh u nguyén bao soi theo
cach phu thudc vao ndng d6. Trong trudng hop ciia Hop chét 1 & ndng d6 0,1 pg/mL,
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moi truong nudi céy nguyén bao sgi thiéu su hinh thanh soi stress a-SMA va hinh
thai hoc t& bao da giac dién hinh, dai dién cho sy biét héa nguyén bao s¢i co (Fig.
5). Déi véi Hop chét 37, d3 c6 tac dong pha v& sy hinh thanh sgi stress 0-SMA va
sy phat trién hinh théi hoc da gidc & ndng d6 10 pg/mL (Fig. 6).

Hon nita, dudng nhu c6 nhiing thay d6i nhd vé hinh thai ctia nguyén bao s¢i
co trong khoang ndng db tir 1 dén 10 pg/mL d6i véi Hop chét 1 va ndm trong khoang
tir 0,1 dén 1,0 pg/mL dbi voi Hop chit 37 (Fig. 5 va Fig. 6).

Téc dong cu thé ctia cac hop chat dbi véi su biét hoa nguyén bao sgi/nguyén
bao soi co ¢6 thé lién quan dén sy hinh thanh seo t8i thiéu duge quan sat th:?'ly ocac -

vét thuong dugc diéu tri in vivo bing Hop chét 1 (Céac vidu 16 va 17).

Vi du 9: Cam tmg sy bung nd oxy phan tng bing céc bach ciu trung tinh d& phan

{mg v&i Hop chét 1

Bach cAu trung tinh 12 céc té bao thuc bao chuyén dung ctia hé thdng mién dich
bAm sinh va sy x4m nhép va kich hoat ciia chung 13 cAn thiét d loai bo vi khuén,
nim va cdc manh vun té bao trong giai doan diu ciia qua trinh 1am lanh vét thuong.
Hoat tinh khang khuén rdng cua bach cAu trung tinh dua trén mot s6 chién lugc bao

gdm su bung nd clia céc dang oxy phan tng (ROS).

Mot nghién ctru d8 duge thuc hién dé danh gia tac dong tiém ning ctia Hop

cht 1 trong viéc cam (g sy bing nd oxy phan mg béng cac bach cdu trung tinh.

Bach céu trung tinh duge phan 14p tir mau twoi cia ngudi cho khée manh béng
céch 1am tiéu pelet té bao méau do thu dugce bing phuong phap ling Ficoll-Paque.
Bach cu trung tinh (~ 4 x 10° t& bao/ml) dugc G véi 10 pg/ml dihydroethidi (DHE)
(Sigma-Aldrich) trong mo6i truong nudi cAy hoan chinh & nhiét 46 37°C trong thoi

gian 15 phut cung véi mot phin phén wéc té bao khdng nhuém mau dé dugc thir
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nghiém 14 déi chitng khong dwgc nhudm. Viée & ndy tiép theo phuong phép diu tri
bing Hop chét 1 & mot loat cac ndng d6 (0, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1 pg/ml,
10 pg/ml, 100 pg/ml) trong thoi gian 15 phit. Viéc tao ra cac dang oxy phan ing
sau khi @ dugc x4c dinh bing cach sir dung may dém té bao theo dong FACS Canto
@& do su phat huynh quanh do qu trinh oxy héa DHE thanh ion ethidi.

Nghién ciru ndy cho thdy ring khong cé sy san sinh ROS trong phuong phép
didu tri d6i chitng ma khong c6 Hop chét 1 hién dién. Nguge lai, Hop chét 1 kich
thich viéc san sinh dang ké cac dang oxy phan tmg (ROS) theo cach phy thudc vao

lidu luong, voi viée san xudt ROS ting theo ndng d6 ctia Hop chét 1.

Vi dy vé anh hudng ctia cac hop chat doi véi protein, gen va xytokin c6 li€én quan

dén viéc cai thién hiéu qua 1am lanh vét thuong

Vi du 10: Phan tich phén tir cic nguyén bao s¢i so sinh & ngudi duge didu trj bang
cac Hop chit 1 va Hop chét 42

Phuong phap Western Blot dugc str dung d& nhén biét anh hudng ctia cac Hop
chét 1 va Hop chit 42 dbi vé6i cac protein c6 lién quan dén viéc stra chita va 1am lanh
vét thuong trong té bao nguyén bao s¢i méi sinh & ngudi (NFF). Hai nghién ctru
duogc tién hanh. Trong nghién ctru ddu tién, cic NFF duge diéu tri bang 10 hogc 30
ng Hop chat 1/mL trong thoi gian 6 hodc 24 gid, trudc khi thu va chiét protein. Trong
nghién ciru thit hai, cdc NFF dugc didu tri riéng 1é bing 30 ng/mL ndng dé cia cac
Hop chét 1 va Hop chit 42 tuong tng trong thoi gian 6 gio. Dich tan tao thanh tir ca
hai nghién ctru dugc phan tich Western Blot, va thdm do cac khang thé dic trung
v6i céc phan tir truyén tin hidu chinh c6 lién quan dén viéc sira chita va lam lanh vét

thuong.

Chuén bi cac mau protein cho thit nghiém Western Blot

MOéi truong tir cic nguyén bao soi so sinh bAm dinh & ngudi phat trién trong

céc dia 75 cm? dd duoc loai bo va cac té bao dugc rira hai 1an trong PBS lanh bing.
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Cic té bao dinh kém duge thu trong 10 mL PBS lanh bing bang cach sir dung vat
dung nao té bao (Costar®, Corning) dugc tao pelet bang céch ly tAm trong thoi gian
5 phut (1500 vong/phit, RTemp), dugc tao hdn dich lai trong 1 mL PBS lanh bang,
va dugc chuyén vao dng ly tdm 1,5 mL. C4c té bao duogc thu bang cach ly tim (13200
vong/phut, RTemp, 2 gidy), PBS duoc loai bo va céc pelet duge bao quan & nhiét
d6 -20°C cho dén khi can.

Céc pelet dong lanh dugce 18 dong trén d4, va duoc tao hdn dich lai & thé tich
dung dich dém ly giai t& bao gép 3 dén 4 14n thé tich ciia pelet d6 bing cach hut pipet
1én va xuéng. Hdn dich t& bao dwoc hoa tan bang séng siéu dm 60 gidy & nhiét d6
4°C va duoc ly tAm trong thoi gian 20 phut (13200 vong/phit, 4°C) va pha giita chia
protein dugc chuyén vao dng ly tAm 1,5 ml méi. Protein dugc bao quan & nhiét d6 -

20°C.

Xéc dinh ndng d6 ctia protein

Ndng dd ctia protein dwgc xac dinh bing cach sir dung bo kit thir nghiém
protein BCA (Pierce). Phuong phép ndy dua trén phan {ng khir Cu?* thanh Cu'
béng protein trong dung dich kidm. Cu!* dugc tao ra sau d6 dugc chelat héa bing

axit bixincronic (BCA) tao ra san phim phan ing mau tia.

Céc mAu protein dugc pha lodng 1/10 va 1/20 (thé tich/thé tich) trong nuéc
MilliQ va 10 pL dugc dua theo 1An 1ip vio dia 96 16 d4y phéng (Costar®, Corning).
Dung dich gdc chira albumin huyét thanh bd (BSA) duoc chuén bi & 100, 200, 400,
600, 1,000, va 1,200 pg/mL va 10 pL/15 duge dit theo 14n lp va dugc thir nghiém
cung véi cac mAu. Chat phan thir hoat dong BCA dugc chuén bi béng cach trén 50
phan chit phan tmg A v6i 1 phin chit phan tmg B va tao phin phan uéc 100 pL vao
m3i 13. Dia dwoc @ & nhiét d 37°C trong thoi gian tir 30 dén 45 phut d& cho phan
ung xay ra. Hé s6 hip thu tho dugc doc tai A590 nm trén mdy doc vi dia

(VERSAmax, Molecular Devices) va dudong cong chuén dugc tao ra bang cach st
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dung phin mém SOFTmax PRO (Molecular Devices). Noéng d6 cta cac miu chua

biét duge danh gi4 tir dudng cong.

Phuong phap dién di trén gel SDS polyacrylamit (SDS-PAGE).

Céc mAu protein dugc chuén bi bing cach tron mot thé tich thich hop cua dung
dich @ém nap 2 x SDS va dugc 1am bién tinh béng cach gia nhiét trong thoi gian 10
pht & nhidt d6 70°C. Gel SDS-PAGE dugc tién hanh bing cach st dung thiét bi gel
tAm kép Mini-Protean II (Bio-Rad Laboratories) nhur dugc mo ta béi Laemmli (6).
Gel phén giai chtra 0,275 M Tris-HCI (pH=8,8), 0,1% (trong lwong/thé tich) SDS,
0,05% (trong lwong/thé tich) amoni persulphat dugc didu ché mai, 1% (thé tich/thé
tich) TEMED va nim trong khoang tir 7,5 dén 12% (trong luong/thé tich)
acrylamit/bisacrylamit (29:1). Dung dich dugc pha thanh 5 mL trong MilliQ H20,
va dugc dé dac lai trong thoi gian it nhat 30 phit (RTemp) trong khi dugc phi béng
butanol bdo hoa trong nude. Trude khi d6 gel chdng 1én, butanol béo hoa trong nudce
dugc db vao. Gel chdng cé chira 0,125 M Tris-HCI (pH = 6,8), 0,1% (trong lugng/thé
tich) SDS, 0,05% (trong lugng/thé tich) amoni persulphat dugc diéu ché méi, 0,1%
(thd tich/thé tich) TEMED va 4% (trong lugng/thé tich) acrylamit/bisacrylamit
(29:1). Dung dich dugc pha dén 2,5 mL trén mdi gel trong MilliQ H20, dugc 6 1én
trén ciing cta gel phan giai dé lam dic bang luge 1016 (Bio-Rad Laboratories) trong
thoi gian it nhdt 30 phut. Phuong phép dién di duge tién hanh trong khoang 1 gi
hodic cho dén khi thuc nhudém chay ra khoi ddy gel (200 V, RTemp) trong bd dém
chay 1x SDS.

Su dich chuyén Western

Sau k§ thuét dién di SDS-PAGE, céc dia gel dugc tich mét cach cén thén, loc
dong ngang gel chdng va chuyén vao t bao Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad
Laboratories). “Kep chuyén” dugc 1&p rap nhu sau: mot miéng bot bién xdp, hai to&
gidy thAm (Whatmann), mang nitroxenluloza, gel, hai miéng gidy thAm nita va mot
miéng bot bién xbp khéc va dugc dua vao thiét bi chuyén. Bot bién, mang va gidy

thAm da duoc 1am uét trude trong dém dién cyc lanh va cAn than dé ngin chin bét
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ky bot khi ndo hinh thanh vi didu niy s& din dén sy chuyén khéng nhét quén ctia céc
protein. Cac protein dugc chuyén & 100 V trong thoi gian 1 gi¢s (dién ap khong d61)
trong dém truyén lanh bing & nhiét do 4°C véi mang nitroxenluloza (Hybond™-C,
Amersham Biosciences) gin phia anion hon, va mdt tai nudc da va may khudy tir

duogc thém vao.

Kiém tra mang protein

Sau khi dugc chuyén, mang dugc G trong 5% (trong lwong/thé tich) Blotto
trong 0,1% (thé tich/thé tich) Tween 20/TBS & RTemp trong thoi gian it nhét 30
phit bing cach lac nhe theo quy dao d& phong bé céc vi tri lién két khong dic hiéu.
Khang thé so cip dugc pha lodng trong 5% (trong luong/thé tich) BSA nhu dugc
gi¢i thidu boi nha san xuit (xem Bang 13 duéi ddy) dén thé tich cudi cing 1a 2 mL.
Mot 16p bao nhya chira mang va khéng thé da duoc tao ra va duge bit kin bing nhiét,
loai bd cang nhidu bot khi cang tot. Lép bao duge quay trén roto tiry chinh qua dém
(khoang 16 gio) ¢ nhiét d¢ 4°C.

Mang dugc 14y ra khoi tii, dat vao khay nhya c6 0,1% (thé tich/thé tich) Tween
20/TBS va duoc rita bén 14n & nhiét do trong phong bing cach 1ic manh theo quy
dao trong thoi gian 15 phut m3i 1in rira. Khéng thé thi cép thich hop duoc tiép hop
v6i peroxidaza clia cdy cai ngua (HRP) dugc kiém tra vao mang bang cach pha lodng
né 1/1000 trong 5% (trong luong/thé tich) Blotto trong 0,1% (thé tich/thé tich)
Tween 20/TBS va dit nd trong mdt 16p bao nhwa méi duge quay & nhi€t do trong
phong trong thoi gian 2 gio.

Phét hién mién dich c4c protein

D4 loai bo khang thé khong lién két hoc lién két khong dic hidu bat ky, mang
dugc rira trong 0,1% (thé tich/thé tich) Tween 20/TBS/ & nhiét d¢ trong phong bén
1An, mdi 14n trong thdi gian 15 phut. Western Lighting™ Chemiluminescence
Reagent Plus (PerkinElmer Life Sciences) dugc st dung d8 tao ra tin hiéu c6 thé

phét hién tit céc khéng thé thir cAp duge danh déu bang HRP. Chat phan img dya
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trén su phan hity oxy héa luminol duge xuc tac bsi HRP, din dén sy phat xa 4nh
séng ma c6 thé dugc phat hién 420 nm va c6 thé dugce thu giit trén mang. Thé tich
twong duong tix lo 1 va lo 2 dugc tron ngay trude khi phat hién. Tong thé tich béng
2 mL trén mdi mang dugc ing dung va dugc U & nhiét 46 trong phong trong thoi
gian 1 phut. C4n than d& dam bao ring toan bd mang duge phoi nhiém nhu nhau.
Mang dugc loai bo, duge 1am kho nhanh trén mdt it gidy thdm, dugc dit gitta hai
manh cua thiét bi bao vé tAm polypropylen vao caset mang (Hypercassette™,
Amersham Biosciences) va dugc phoi nhiém véi manh mang (SuperRX, Fujifilm).
Su phoi nhidm ban d4u 14 2 phit dugc sir dung d& d4nh gia thoi gian phét hién toi
uu. Mang duoc hién 1én trong Kodak Image Station (Kodak).

Bang 13. Cac khang thé dugc sir dung trong thir nghiém nay 1a:

Khang thé Vit chu Ey ¢ p’ha lodng Hiang san xut
ugce st dung

Khang pan phospho | Tho 1:1000 Cell Signalling

PKC

Khang Phospho-ERK | Tho 1:1000 Cell Signalling

(Thr202/Tyr204)

Khang ERK Thé 1:1000 Cell Signalling

Khéng Phospho- Tho 1:1000 Cell Signalling

MEK1/2(Ser217/221)

Khéng MEK1/2 Thé 1:1000 Cell Signalling

Khang MMP9 Tho 1:1000 Cell Signalling

Duoc tiép hop HRP | Ciru 1:1000 Cell Signalling

khang Ig & tho

Trong thir nghiém dAu tién véi Hop chit 1, phéan tich Western Blot cho thiy su
hoat héa thodng qua ctia ca MEK1/2 va ERK 1/2 sau thoi gian 6 gioy diéu trj bang 10
hodc 30 ng/mL Hop chét 1, va su diéu hoa giam hoat héa tip theo sau 24 gio didu
tri. Hoat hoa nhanh MEK / ERK trong con duong MAP Kinaza dugc biét 14 ¢6 anh
hudng dén kiéu hinh di tri ciia nhiéu loai té bao, bao gdm ca nguyén bao soi. Khong

c6 su khac biét vé cac mirc MMP9 duoc phat hién.
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Cac mau phosphoryl héa tuong tu cua phospho-ERK dugc tim thdy trén
Western Blot trong thir nghiém thir hai v6i ndng d6 30 ng/mL ciia cdc Hop chét 1
va 42 trén cac NFF.

Vi dy 11: Anh huong cia Hop chét 1 d6i véi sy bidu hién gen c6 lién quan dén qua
trinh 1am lanh vét thuong

Anh huéng cta Hop chit 1 d6i véi sy bidu hién cua cac gen lién quan dén viée
]am lanh vét thuong d4 dugc nghién cttu trong hai trudong hop (a) cac PBMC & ngudi

va (b) md dém trén chudt ciia cac md ghép khdac loai khoi u & nguoi.

Vit liéu va Phuong phap

Té bao don nhan trong mau ngoai vi & ngudi (cac PBMC) dugc phén 14p béi
sur d6ng cin Ficoll-Paque ciia mau dugc heparin hda tir ngudi cho la nam 68 tudi, va
dugc nudi cdy trong RPMI-1640 10% FCS. Sau khi diéu trj bing Hop chét 1 & 30
ng/mL, 16p don dugc rira mot 14n bing nuéc mudi dém phosphat (PBS) va cac té

bao duoc thu bing nao vo tring va dugc bao quéan dudi dang pelet & nhigt d6 -80°C.

Mo dém trén chudt trong md ghép khac loai khdi u & ngudi thu duge tir chudt
trong d6 dong té bao u hic sic t6 & nguoi Sk-Mel-28 duge tiém dudi da vao 2 vj tri
trén sudm ctia m3i con chudt BALB/c Foxnlnu (2 x 106 t& bao/vi trf) va dugc dé sinh
trudng dén dudng kinh khoang 7 mm. M&i khdi u tiép d6 dugc tiém bang 50 pL cla
20% propylen glycol chira 30 pg Hop chit 1 hodc véi 50 pL cta 20% propylen
glycol. G cac thoi didm khéac nhau sau khi tiém, chudt duoc 1am chét mdt cach nhe
nhang va cac khdi u dugce thu lai, 16p pht da dugc loai bo, va céac khéi u con nguyén

ven dugc bao quan ¢ nhiét 3o -80°C
ARN duoc chiét tir 30 mg khéi u dong lanh hogic 1 x 107 t& bao béng cach sir

dung bd kit QiagenRNeasyPlus Mini Kit, theo cac chi din ciia nha sén xudt, tiép d6

duoc dinh lugng béng thiét bi NanoDrop va tinh nguyén ven duoc xac nhén dya trén
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céc gel agaroza bién tinh mang gen chi thi ADN 1 kb va dugc nhuém béang ethidi

bromua.

Phéng dai va danh ddu ARN.

Khoang 500 ng ARN khong duge danh d4u tdng s6 dugc diéu chinh dén thé
tich cubi cing bang 11 pL véi nudc khong chita nucleaza. ARN duoc G véi 9 pL
hdn hop tron sén (master mix) transcriptaza nguoc (1 pL méi T7 Oligo (dT) Primer,
2 uL dung dich dém soi thir nhét 10X, 4 pL hén hop dNTP, 1 pL chét itc ché Rnaza
va 1 uL ArrayScript) & nhiét d6 42°C trong thoi gian 2 gio. Bude nay duoc tiép theo
bude tdng hop cADN sgi thit hai ma c6 lién quan dén sy 0 thém & nhiét d6 16°C
trong thoi gian 2 gio v6i 80 pL hén hop tron san (master mix) soi thit hai (63 pL
nuéce khdng c6 nucleaza, 10 pL dung dich dém sgi thir hai 10X, 4 pL hdn hop ANTP,
2 uL. ADN polymeraza va 1 pL. RNaza H). cADN duoc tinh ché bing cach loc qua
hdp loc cADN bing 250 pL dung dich dém lién két cADN va rira bing 500 pL dung
dich dém rtra c6 trong bd kit. cADN d4 tinh ché duoc rira giai & nhiét d6 55°C béng
20 pL nuéc khong ¢ nucleaza. M8i mu cADN dugce 0 bang 7,5 uL hdn hop tron
sén (master mix) IVT (2,5 pL dung dich dém phan tmg T7 10X, 2,5 pL hdn hop
enzym T7 va 2,5 uL hdn hop biotin-NTP) & nhiét d6 37°C trong thoi gian 16 gid.
Lam dimg phan tng bing cach bd sung 75 pL nude khong c6 nucleaza vao mdi miu
cARN. ARN phoéng dai, d3 dugc biotin héa duoc tinh ché bang cach loc cac mau
cARN thong qua hdp loc cARN bing 350 pL dung dich dém lién két cARN va 250
pL etanol 100% duge tron cung nhau trude khi nap 1én trén b loc. Hop loc cARN
c6 ARN kém theo tiép d6 dugc rira bang 650 pL dung dich dém rira trudce khi rira
giai cCARN da dugc tinh ché bang 200 pL nuéc khong c6 nucleaza ¢ nhiét d6 55°C.

Lai BeadChip biéu hién Illumina (Illumina Expression BeadChip)

Cac mAu cARN dugc gia nhiét & nhiét 4§ 65°C trong thoi gian 5 phut va dugc
thu lai bang cach ly tim xung dong. Sau khi gia nhiét & 65 d trong thoi gian 5 phut,
khoang 750 ng mau cARN dugc phén chia déu vao céc dng riéng r& duge bb sung ~

5 uL nude khong c6 Rnaza va 10 pL hén hop lai (Hyb Mix). Khoéng 15 pL hén hop
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cARN di chudn bi dugc nap 1én trén BeadChip biéu hién Illumina (Illumina
Expression BeadChip). Cac budc lai va rira tiép theo dugc tién hanh theo huéng din
cua thir nghiém lai truc tiép biéu hién gen toan bd hé gen (Whole-Genome Gene

Expression Direct Hybridization Assay Guide) dugc cung cAp boi Illumina.

BeadChip biéu hién HT-12 v4 & ngudi (Human HT-12 v4 Expression
BeadChips) bao gdm nhiéu hon 47.000 san phdm phién m3 va cc bién thé mbi nbi
d3 biét trén hé phién ma cta ngudi. BeadChip biéu hién Ref-8 v2.0 & chudt
(MouseRef-8 v2.0 Expression BeadChips) bao gbm khoang 25.600 san phim phién
ma RefSeq (Trinh ty tham chiéu) dugc chu thich tbt, bao gdm hon 19.000 gen duy
nhat.

Phan tich dit liéu

BeadChip dwoc doc boi hé thdng iScan (iScan System), va duoc chuyén qua
GenomeStudio thanh GeneSpring GX v12.5 (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). Cac tri s6 bidu hién da dugc chudn héa béng cach str dung su chuén héa
luong tir véi céc cai dit mac dinh. Cac thuc thé duge loc dua trén diém phéat hién

dugc tinh bing GenomeStudio trong d6 p < 0,05 dugc xem 1a c6 y nghia.

Céc thay dbi vé su biéu hién gen c6 lién quan dén sy lam lanh vét thuong duge cam

ung trong cac PBMC & ngudi bing Hop chét 1

Céc té bao don nhin trong méu ngoai vi & ngudi (cAc PBMC) c6 rat nhiéu trong
céc té bao lympho va céc tién than ctia dai thye bao (bach ciu don nhan to) tham gia
vao viéc san sinh xytokin va cac enzym tai tao mo c6 li€n quan dén qu4 trinh 1am
lanh vét thuong. Bang 14 liét ké c4c thay d6i ctia sy biéu hién gen dugc cam tng boi
30 ng/mL Hop chit 1 cao hon >2 14n hoic thip hon >2 14n so véi d6i chimg, PBMC
khong duge didu tri, va c6 mi lién hé da biét voi sy lam lanh vét thuong. Viée 1am
lanh vét thuong 12 mét chudi phirc tap, nhidu giai doan, trong d6 céc quy trinh nhu

viém sau d6 cin dugc diéu hoa giam. Do dd, can luu y rang cac gen duoc the hién
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trong Bang 14 minh hoa cac mirc phan ti ¢6 lién quan dugc didu hoa bai Hop chét

1 trong qudn thé dang bach huyét hdn hop in vitro, ma khong xéac dinh thir tu biéu

hién dic hiéu mo in vivo.

Céc gen bao gbm cac xytokin tién viém (IL-1a, IL-1p va IL-6) lién quan dén

viéc bao vé khoi nhidm tring, céc xytokin dé diéu hoa phan tmg viém (IL-10 va IL-

24), c4c yéu t6 ting truéng (GMCSF, CSF1 va HBEGF), va mét loat cic chemokin

va metallopeptidaza gian bao dé tai tao md (metallopeptidaza gian bao dugc hd trg

bing su didu hoa giam TIMP2). Sy didu hoa giam ctia THBS], ttc ché sy hinh thanh

md hat, ciing 13 yéu t§tinh cyuc trong qué trinh 1am lanh vét thuong. Su diéu hoa

ting ctia KLF10 s& hd trg cho qua trinh hinh thanh mach va 14 déu hiéu ctia viéc cam

tmg TGF-B. Transglutaminaza (TGM) lam dn dinh céc protein bing cach lién két

chéo chung va c6 nhing tac dung c6 1oi khéc trong viéc 1am lanh vét thuong,

Bang 14. C4c thay d6i vé su biéu hién gen c6 lién quan dén vi€c cai thién

hidu qua 1am lanh vét thuong duge cam tmg trong cac PBMC & ngudi béng Hop

chét 1
Thoi | Thay dbicta | ;p
Gen Tén gen (Homo sapiens) gian |sybi€uhién | _.x &
o £ 1A diéu hoa
(gio) | theo so lan
IL1a Interleukin 1, alpha (IL1a), mRNA. |24 14,6 Tang
IL1B Interleukin 1, beta (IL1B), mRNA. 24 15,4 Tang
Interleukin 6 (Interferon 2, beta) <
IL6 (IL6), mRNA. 24 33,1 Téng
IL10 Interleukin 10 (IL10), mRNA. 24 2,1 Téang
Interleukin 24 (IL24), san phdm y
IL24 | Shien ma bién thé 1, mRNA. 24 46 Téng
GM- Yéu t6 kich thich khuan lac GM 1 43 Tan
CSF (GM-CSF), mRNA ’ &
24 34,6 Téng
96 6 Tang
Yéu 6 kich thich khuan lac, sin y
CSF1 | him phién ma bién thé 4, mRNA. |24 |1 Téng
Yé&u t6 ting trudng gidng EGF lién g
HBEGF | | & Heparin (HBEGF), mRNA. 4 2,7 Tang
24 5,1 Tang
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Chemokin (mé-tip C-X-C) phdi tir 1

CXCL1 (CXCL1), mRNA. 24 15,5 Tang
Chemokin (mé-tip C-X-C) phdi tir 2 .
CXCL2 (CXCL2), mRNA. 4 3,5 Tang
24 73,5 Tang
Chemokin (m6-tip C-X-C) phdi tir 5 y
CXCLS | (XCLS), mRNA. 24 8,1 Tang
] 96 15,1 Tang
CXCL7 (Cé‘}?gg;‘)n (mEO]'It;? CXOphoitd7 1oy |17 Tng
96 37,4 Ting
Chemokin (mé-tip C-X-C) phdi tir 13 }
CXCL13 (CXCL13), mRNA. 24 2,2 Tang
96 23,5 Tang
A A 4 Ke 4o
CCL1 %‘é‘i‘f)l“?ng;’;‘p C-Ophoitrl 1,4 398 Téng
i 96 42,6 Téang
CCL3 %‘gfgf;gﬁp C-Oyphoite3 1,5, |s69 Tang
Chemokin (mé-tip C-C) phoi it 7 s
CCL7 (CCL7), mRNA. 4 9,4 Tang
24 54,5 Tang
96 4,8 Tang
Chemokin (mé-tip C-C) 1 (CCL3L1) o
CCL3LL | iéng phéi tir 3, mRNA. 4 >3 Tang
24 72,3 Tang
96 4,2 Tang
MMP1 ?ﬁij%cl)iepudaz:. gian bao 1 4 3.1 Téing
24 4,2 Tang
MMP7 lgﬁltzgc;g,eptldaﬁ.glan bao 7 4 3.5 Tiing
24 7,4 Tang
96 117,3 Tang
MMP9 ?ﬁfvag;‘;l)’ept;d]afz gian bdo 9 24 |29 Gidm
Metallopeptidaza gian bao 10 o
MMPI0 | melysin 2) (MMP10), mRNA. | 4 3,2 Téng
24 52 Ting
Metallopeptidaza gian bao 19, san o
MMP19 | 1 4 phién ma bién thé 1, mRNA. | 11,6 Téng
24 2,6 Tang
TIMP2 Chat trc ché TIMP metallopeptidaza 24 10,9 Giam

2 (TIMP2), mRNA.
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THBS1 Thrombospondin 1 (THBS1), 4 478 Gidm
mRNA.
24 -101,5 Giam
Yeéu to giong Kruppel 10 (KLF10),
KLF10 | san pham phién mé bien thé 1, 4 5,9 Tang
mRNA.
24 9,3 Tang
Transglutaminaza 3 (TGM3), N
TGM3 MmRNA. 4 2,3 Tang
24 28,4 Tang
Transglutaminaza 2 (TGM2), san o
TGM2 | Am phién ma bién thé 1, mRNA. | 2+ [ 122 Tang
96 4,4 Tang
Transglutaminaza 5 (TGMS), san .
TGM> phdm phién ma bién thé 2, mRNA. 24 -3.3 Gidm

Céc thay dbi cua sy bidu hién gen c6 lién quan dén sw 1am lanh vét thuong duge cam
{ing trong md dém trén chudt trong md ghép khac loai khéi u & ngudi bang Hop chat

1

Qua trinh 1am 1anh hoan hao tai céc vi tri khéi u trén chudt va vat nudi trong
gia dinh, duoc chimg minh bing sy phyc héi 16ng va mau 16ng ciing nhu sy hinh
thanh seo t5i thidu, 1a d4u hidu ndi bat trong viée diéu tri bing Hop chét 1 bing cich
tiém trong khéi u (Céc vi du 16 va 17). Céc thay déi vé sy biéu hién gen c6 lién quan
dén su 1am lanh vét thuong do d6 dugc thir nghiém trong md dém c6 ngudn gbc tir
chudt trong md ghép khéc loai khdi u & ngudi & céc thoi diém dAu sau khi tiém trong

khi khoi u van con nguyén ven.

Dit liéu bidu hién st dung vi day dac hiéu gen & chudt dwoc thyuc hién ddi véi
2-3 m6 ghép khéc loai SK-Mel-28 & mdi c4 nhén riéng 1é dugc didu tri bang cach
tiém trong khdi u véi 30 pg Hop chét 1, cing v6i 3 vi tri chi c6 chit mang, dir liéu
duoc két hop. Chi c6 cac gen & chudt &6 mdi bidu hién trong vi tri duge diéu trj bing
Hop chét 1 cao hon >2 14n hoic thip hon >2 1an trong vi tri dugc tiém chéit mang

dugc thir nghiém vé su tuong quan véi qué trinh 13m lanh vét thuong.
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Bang 15 liét ké cac gen dugc lya chon theo céc ti€u chuan néu trén va véi cac

mbi lién hé da biét véi qua trinh 1am lanh vét thuong.

Nhidu gen c6 c4c hidu qua c6 loi da bibt d& 1am lanh vét thuong dugce diéu hoa
tang it nhét 2-13n so véi Hop chit 1. C4c gen nay 1 céc gen c6 lién quan dén sy co
co (ACTA1), su sinh truéng (EGR1), sy didu bién viém (CXCL1), keratin dé phuc
hdi céc t& bao simg (krt5, 10, 14, 15, 17, 71, krtdap), su di trd té bao simg (Coll7al),

su biét héa bidu bi va su giao tiép té bao (lor, Tgm2, Itga7).

Mot gen c6 lién quan dén sy 1am lanh vét thuong, Thrombospondin 2 (Thbs2),
dugc didu hoa giam. Sy diéu hoa gidm cia gen nay c6 lién quan dén mat d6 mach

méu va ting fibronectin trong giai doan du clia qu4 trinh lam lanh vét thuong.

Bang 15. C4c thay ddi vé su biéu hién cac gen cd lién quan dén viéc cai thién
hiéu qua 1am lanh véet thwong duge cam tng trong m6 dém trén chudt trong mo

ghép khéc loai khdi u & ngudi bang Hop chit 1

Thoi | Thay doicta | . .
Ma4 gen | Tén gen (Musmusculus) gian su bieéu hién i h%
o £ 1A i€u hoa
(gid) theo sO lan
Actal ‘&Cf;:l ;‘}%ﬁ" van 0,5 9,3 Ting
4 30,3 Tang
8 8,5 Téng
Egrl g‘gpr f)n“m&h  ruone som Loy 4,7 Téng
8 5,34 Tang
Chemokin (mé-tip C-X-C) <
CXCLL | ohditir 1 (Cxcll)f)mRNA. 4 12,1 Tang
krt14 keratin 14 (Krt14), mRNA. 1 9,4 Téng
2 5,6 Tang
4 9,7 Téng
Krt10 keratin 10 (Krt10), mRNA. 1 7 Tang
2 2,4 Tang
4 8,6 Tang
8 2,1 Giam
Krt17 keratin 17 (Krt17), mRNA. 1 2,9 Téng
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4 10 Tang
8 2 Giam
Krtl5 keratin 15 (Krt15), mRNA. 1 2,3 Téng
Krt5 keratin 5 (Krt5), mRNA. 1 2,8 Téng
Krt71 keratin 71 (Krt71), mRNA. 4 3,2 Téng
colagen, loai XVII, alpha 1 <
Coll7al (Col17al), mRNA. 1 2,7 Tang
2 2 Tang
4 3,2 Tang
Sy biét hoa té bao simg c6 lién i}
Krtdap quan (Krtdap), mRNA. 1 7 Tang
4 3,8 Tang
Leelm 16p bao dugc stmg héa mudn 1 4.9 Tin
1M (Lcelm), mRNA. : ang
16p bao dugc stmg héa mudn <
Lcelb 1B (Lcelb), mRNA. 1 4,8 Tang
16p bao duoc stng hoa mudn .
Leeld 115 (Lceld), mRNA. 1 3,3 Tang
16p bao dugc stmg héa mudn o
LCelal | A1 (Lcelal), mRNA. 1 2,7 Tang
4 2,8 Téng
16p bao dugc sing héa mudn -
Leela2 |1 x5 (1.cela2), mRNA. 1 3 Tang
Lor loricrin (Lor), mRNA. 1 11,6 Tang
2 2,8 Tang
Transglutaminaza 2, C o
Tgm2 polypeptit (Tgm2), mRNA. 0,5 2,67 Tang
4 2 Giam
Thbs2 thrombospondin 2 (Thbs2), 0.5 3,08 Giam
mRNA.
integrin alpha 7 (Itga7), <
Itga7 mRNA. 1 2,1 Tang

Vi du 12: Anh huéng cta céc hop chét dbi véi su san sinh xytokin

Xytokin ddc hi¢u dong vai tro quyét dinh trong céc qua trinh lam lanh vét

thwong, va cac téc nhan didu bién cc chét niy c6 thé hitu ich dé diéu trj vet thuong

va/hodic cai thién cac hiéu qua lam lanh thdm my (vi dy, gidm sy hinh thanh s¢o).

Céc tac dung cta cac Hop chét 1, 2, 5 va 42 dbi vi sy diéu hoa cia bon xytokin (IL-

1B, IL-6, IL-8 va TNFa) duge biét 1a quyét dinh trong cc giai doan dAu ctia qui
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trinh 1am lanh vét thuong dugc nghién ctru trong cac t& bao don nhan trong méau

ngoai vi & ngudi (PBMC).

Céc PBMC duogc phan lap b%tng su dong cdn Ficoll-Paque trong méu duoc
heparin héa thu dugce tir ca ¢ nguoi cho 1a nam gidi 72 tubi Ngudi cho 1) va 34 tubi
(Ngudi cho 2). Tét ca céc t& bao duoc nudi ciy trong 10% FCS, RPMI nhu duge md

ta chi tiét & trén.

Céac PBMC dugc cdy & mét d6 1,5x10° t& bao trén mdi 16 trong 10% FCS,
RPMI. Viée kich thich céc t& bao ndy bing bdn hop chit duge thye hién & bén ndng
d6 (0 ng/mL, 3 ng/mL, 30 ng/mL, 300 ng/mL) 13p lai trong thoi gian 24 gi¢ trong tu
1 duoc tao Am & nhiét do 37°C, 5% CO2. Céc mAu méi trudng duge 14y tir mbi 16

cAn thiét va dugc ddng lanh & nhiét d6 -80°C cho dén khi st dung.

Thir nghiém Cytometric Bead Array (CBA) dugc st dung d8 do cac két qua.
Céc thir nghiém CBA cung cAp phwong phép d8 thu gitt chat phén tich hoa tan hodc
tap hop céc chit phan tich béng cach st dung céc hat duge phu khang thé ¢6 c& va
su phat huynh quang da biét. Sau d6, viéc pht hién dugc tién hanh bing cch sir
dung khang thé thir cAp dugc danh déu huynh quang khéc dé tao thanh phirc hop
kep. M8i mAu moi truong dugc kiém tra sy ¢6 mit cta IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70 va TNFa hoa tan bang céach st dung b kit phat hién xytokin viém & nguoi
BD (Becton Dickinson) CBA theo cc chi din cia nha san xuat. Tri s6 mat d phat
huynh quang trung binh tir mdi mAu duoc so sanh véi dudng chuin dé xac dinh céc

ndng 6 xytokin (pg/mL).

Céc két qua cta thir nghiém CBA d6i v6i m&i hop chat dwoc thé hign trong

Bang 16.

T4t ca bdn hop chit 1am ting déng ké murc cia bdn xytokin (TNFa, IL-1pB, IL-
6, IL-8) dugc phat hién trong dich ndi bé mit duoc thir nghiém tir cac PBMC dugce
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didu tri, bing cac xu huéng phu hop gifta cac PBMC tir hai nguoi cho. Cac mirc
xytokin cao nhat thuong xuét hién & hai ndng o cao nhét (30 va 300 ng/mL) cta

céc hop chit.

Bang 16. Su san sinh xytokin tir cic PBMC sau khi 1 trong thdi gian 24 gi¢ ¢ cac
ndng d6 bing 0, 3, 30 va 300 ng hop chdt/ml ddi véi céc Hop chét 1,2, 5 va 42.
Céc mirc xytokin duge bidu hién theo pg/ml + d6 léch chudn va dugc thé hién dbi

v&i moi ngudi trong s6 hai ngudi cho
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Céc vi du vé hoat tinh in vivo
Vi du 13: Pép Gng viém cAp tinh trong da chudt

Pép Gng viém cép tinh 13 giai doan quan trong d4u tién trong qua trinh 1am
lanh vét thuong. C4c t& bao tién viém, bach cAu trung tinh so cp va dai thyc bao, di
trti vao vi tri va bao vé né khoi nhiém tring va giai phong xytokin va chemokin ¢6

lién quan dén su khoi dau va diéu bien sy sira chita mo tiep theo.

Chudt duc trui 16ng dugc tiém dudi da mdi bén sudn véi 50 puL dung dich 100
pg/mL cta cac Hop chit 1, 2, 5 va 42 tuong g trong 20% propylen glycol. Mbi vi
tri img d6 trong thoi gian 4 gid va khoang 24 gio, khu vye bi anh huong dugc bao
pht boi duong kinh da khoang 1 cm. Sy chai cimg hinh thanh trong 6 ngay tiép theo

va dén 14 ngay, vi tri d3 hoan toan lanh 13n véi it seo.

Dép tmg viém cAp tinh dugc khoi diu béi cac hop chat trong da chudt, sau d6
13 su phan giai nhanh, phti hgp véi cac tac dong truc tiép quan sat dugc cua cac hop
chit trén cdc t& bao tidn viém (Vi du 7 va 9) va dbi v6i sy biéu hién gen va cdu hinh
xytokin trong cac PBMC (Vi du 11 va 12). Dap mg tién viém manh mé& nhung
thodng qua nhu vdy thuong c6 li€n quan dén cac hidu qua 1am lanh vét thuong in

vivo tot.

Vi du 14: Ché phim gel chira Hop chét 1

30 mg hoiic 50 mg Hop chét 1 (46 tinh khiét >97% bang HPLC) dugc hoa tan
trong 5 mL rugu isopropyl 99,5% (Biotech Pharmaceuticals) va dugc d¢é qua dém.
Dung dich chtra 0,6% Carbomer 940 (Snowdrift Farms) dugc didu ché dudi dang
chét tao gel trong SmL nudc vo trung. Hop chat 1 c6 dic va 0,6% dung dich
Carbomer 940 tiép d6 dugc bd sung cling nhau trong bng tiém 20 mL va dugc tron
k§. 20 uL trietanolamin 100% (Sigma-Aldrich) tiép d6 duoc bd sung vao va dugce
tron nhanh. Gel hgp chat 1 tao thanh tiép d6 duogc phén tan vao dng tiém insulin 1
mL riéng 1& dé tao ra liéu luong chira 3 mg Hop chit 1/mL va 5mg Hop chét 1/mL.
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Vi du 15: Ché pham c6 thé tiém chia Hop cht 1

20mg Hop chét 1 (d6 tinh khiét >97% béng HPLC) dugc hoa tan trong 8 mL
1,2 propandiol (Sigma-Aldrich) trong lo thity tinh nhép nhay c6 dung tich 20 mL va
duoc dé qua dém & nhiét d¢ trong phong. 12 mL dung dich dém axetat 30 mM & d6
pH=4,2 hodc nué6c mudi (natri clorua pha tiém BP 0,9% - AstraZeneca) tiép d6 duge
bd sung vao dung dich va dugc tron k§. Dung dich tiép d6 duoc loc khir trung va
phan phéi thinh lidu lvong 1 mL véi ndng d6 1 mg/mL cta Hop chit 1.

Vi du 16: Viéc didu tri thi y lam sang cc vét thuong chua lanh va vét thwong ma

A y /. re A A - , A .
khéng dap tmg véi cac tiéu chuan chdm séc hién tai

Hop chét 1 di dugc sir dung @8 didu tri cac vét thwong khé lanh & 10 con vat
nudi (tire 14 dugc nudi va duge chim séc ri€ng) voi muyc dich @ cai thién qua trinh

1am lanh vét thuong theo y dinh tht hai.

Bay con ché (Canis lupus familiaris) va mdt con chudt tui leo cdy (Dendrolagus
lumholtzii) v6i cac vét thuong chua lanh, man tinh, khong dép ung véi cac tiéu
chuin chim séc tha y hién hanh ddi véi céc chi dinh nay da duge cac bac s§ thu 'y
ddc 1ap diéu tri bing Hop chit 1. Con chudt i leo cy thi hai va doi qua bbn mét
(Pteropus conspicillatus) véi vét thwong khong phi hop @8 didu tri ban dau bang cac
tiéu chudn cham séc hién hanh ciing duoc didu tri bing Hop chét 1. T4t ca cac trudng
hop duge xtr Iy nhu céc vét thuong hd ma khong sir dung gac hodc béng bd trong
qué trinh diéu tri bing Hop chit 1 va giai doan xir ly vét thuong tiép theo. Trur khi
duoc néu trong cac nghién ciru dién hinh riéng 1¢, khong c6 loai thudc ddng thdi nao

duoc st dung trong qud trinh didu tri bing Hop chit 1.

Ghi chéi céc truomg hop va viéc didu tri d6i voi mdi bénh nhan trong s6 céc
bénh nhan nay duoc tém tt dudi ddy. Luu y réng viée tra lai nhitng con vat nay cho
béc s thd y didu tri thuong khong thudng xuyén va hiéu qua lam lanh vét thuong

c6 thé xay ra tot trude cac l4n danh gi4 lai.
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Viéc didu tri bing Hop chit 1 gitip xtt Iy vét thuong hiéu qué véi sy hinh thanh

seo t6i thidu trong tdm trudng hgp da hoan thanh. Viée xu ly vét thuong da tién trién

5t trong hai nghién ctru dién hinh dang tién hanh duge diéu trj gin day nhat (Nghién
ctru dién hinh 8 va 10).

Céc nghién ciru dién hinh tir 1 dén 8: Vét thuong chua lanh

Nghién ctiru dién hinh 1: V&t thuong sdu trén mit hoai tir chua lanh, ch6 nui Bernese

3 tubi

Ghi chu cac trudng hop:

Vét thuong 16n, hinh bau duc trén mit, dai 7cm x rdng 4cm x sdu dén 2cm &
phia bén tay trai ciia mdm bénh nhén.

Vét thuong duge déng vay voi cac mang chay mu hoai tur.

M6 bénh hoc: tdn thuwong hoai tir sdu c6 lién quan dén vét nhén cin va dic
trung boi sy ¢6 mat cua vi khuén dang ciu khuin va viém trot.

Vét thuong khong dap tng voi cac phuong thire diéu tri vét thuong chuin
bao gdm thubc khéng sinh (xephalexin, amoxyclav, gentamixin) va cac chét
chéng viém (macrolon) vuot qua khoang thoi gian 3 thang.

Vét thuong ngay cang ting din v& kich thuéc, gdy nhim mat va anh hudng
dang ké dén thi lyc cling nhu phong thai chung ctia bénh nhén. Cac hach bach
huyét duéi ham cua bénh nhén da tré nén to ra.

Lua chon ti€éu chuén chim séc con lai danh cho phiu thuit va tai tao khudén
mat tich cuc.

Viée didu trj ban dAu bao gdm 5 14n boi (tng cong 5,3mL) gel ciia Hop chét
1 (3 mg/mL) trong khoang thoi gian 14 ngay dAu tién (hop chit 1 duoc ap
dung vao céc ngay 1,2, 6, 10 va 14).

Sau khi vét thuong duge xtr Iy mot phin & 28 ngdy, bénh nhan dugc diéu trj
bing mot lidu 1 mL Hop chét 1 (0,5 mg/mL) dugc tiém ngay dudi bé mit tai

nhiéu vi trf trén khép viing vét thuong.
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e Vio 35 ngy sau khi tiém Hop chét 1, vét thuong da chira ddy mo hat bigt
hoa khoe manh va khong ¢ ddu hidu nhiém tring.

e Céc thudc dung ddng thdi trong qua trinh didu trj bing Hop chat 1 13 temgesic
va lignocain tai thoi diém diéu tri dAu tién bing ché phim gel, temgesic va
tramadol vio thdi diém va vao ngay ngay sau khi diéu tri bing thudc tiém
(tirc 13 céc ngdy 28 va 29) va tiép do 1a hd trg diéu tri bang corticosteroit
dudng ubng lidu thap (macrolon) héng ngay tir ngdy thi 42.

e Vio 76 ngay sau lan diéu tri cudi ciing, vét thuong da lanh va dugc 14p day
véi mo binh thudng, it seo va 16ng moc lai bao phii hon 95% dién tich vét

thwong ban dau.

Nghién ctru dién hinh 2: Nang bung bi nhiém tring, v&, Boxer 13 tudi

Ghi cht cac truong hop:

e Bénh nhan yéu bi bénh viém xuong khép ning, dugc xem la c6 nguy co gy
mé cao dbi véi bit ky can thiép phau thuét nio.

e Bénh nhan ¢6 u nang bi nhiém tring dai ding ¢ mat sau gin dudi ma khong
dap tmg véi viéc din luu va tiém thudc khang sinh (gentamyxin,
enrofloxaxin, noroxilin) thudng xuyén vao u nang trong khoang thoi gian 5
thang.

e Bénh nhin c6 u nang v& va than nhié€t ting cao. Khdi u nang dugc 1am sach
d loai b6 da chét va tiép d6 dugc rira bing nuée mudi va clohexiden. Bénh
nhan duoc diéu tri bing thubc khang sinh (clindamyxin va noroxilin) va thube
chbng viém (metacam).

e Sau thoi gian 5 ngay, vét thuong c6 lién quan dén khéi nang v& khong c6 ddu
hiéu khoi va bi bao quanh boi tinh trang viém khu tra dang ké. Sau d6, ving
phoi nhiém cta vét thuong (dai khoang 5cm x rong 3 cm X sdu dén 2,5cm)
tiép d6 duge rira bing nude mudi va 0,5 mL gel Hop chét 1 (3 mg/mL) dugc

thoa déu 1én ving vét thuong.
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Sau 5 ngay didu trj bang gel Hop chét 1, vét thuong d3 co lai dang ké chi con
duéi 30% dién tich cia vét thwong ban déu (kich thuéc ude tinh dai 3em x
rong 1,5cm x sdu lem) va bao gém cac md hat khoe manh.

Sau 30 ngay, vét thuong da 1ién mé binh thudng va hon 70% 16ng moc lai so
v6i ving vét thuong ban dau.

Céc thubc ding dong thdi cho bénh nhan nay trong sudt qué trinh didu tri
bang Hop chit 1 12 thuc chdng viém khéng steroit (metacam) dang tiém tai

thoi diém diéu tri.

Nghién ctru dién hinh 3: V&t thuong rach do nhiém triing chua lanh, Chow Chow 11

tudi

Ghi chu cac truong hop:

Bénh nhan c6 hai vét cén 16n (mdi vét dai khoang 4cm x rdng 1,5cm x séu
2cm) trén vét thuong do dénh cho.

Vét thuong @ duge rira sach va bénh nhén duge diéu tri bé'lng thubc khang
sinh (vién nén amoxyclav va thubc tiém noroxilin).

Sau thoi gian 8 ngay, vét thwong vin chua lanh, khong lién lai va nhiém tring.
Vét thuong duge 1am sach va thoa déu 0,4 mL gel Hop chit 1 (3 mg/mL) Ién
mdi vét thuong.

Khoang 15 ngay sau khi didu tri bing Hop chét 1, céc vét thuong co lai dang
1& dudi 40% kich thudc ban dAu, hinh thanh vay va khéng c6 ddu hiéu nhiém
trung.

Vio 46 ngay sau khi diéu tri bing Hop chét 1, vét thuong d& hoan toan lién
véi md binh thuong, khong dé lai seo va 16ng moc lai toan bd trén vung vét
thuong.

Khong c¢6 thubc ding ddng thdi cho bénh nhan ndy trong khi didu tri bang
Hop chit 1. |
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Nghién ctru dién hinh 4: Vét thwong nhidm tring chua lanh trén mgt va cb chan cta

ché (Boxer 11 tudi)

Ghi chu céc truong hop:

Bénh nhén c6 hai ving vét thuong bi nhiém tring va viém chua lanh, mét 1a
& bén trai mit va mot 13 & c6 chin sau bén trai khong dap ung véi dot khang
sinh kéo dai 8 tudn (xephalexin, doxyxyclin) va corticosteroit (macrolon).
Mbt 14n didu trj bang ché phim gel 5 mg/mL chira Hop chét 1 dugc ap dung
cho vét thuong trén mit (0,4 mL) va vét thuong & chan (0,6 mL).

Vét thuong trén mit dap Ung nhanh chéng véi viéc diéu tri bang Hop chét 1
v6i mot vay nho xuét hién sau 7 ngdy va vét thuong 1idn hoan toan, bao gém
ca du hiéu v& sy moc 16ng nhiéu trd lai vao 14 ngdy sau khi didu tri. Ving
vét thuong d3 dugc 1am lanh hoan toan sau 63 ngay sau khi didu tri.

Vét thuong & chin ciing nhanh chéng dip Umg véi cac vay xuét hién trong
cac viung dugc khoanh ving. Vao 14 ngay, vy da rung phan 16n va quan sat
thdy cdc md hat bén dudi khoe manh. Ving vét thuong di hoan toan lién lai
vé ¢6 hon 95% 16ng che phu vao 63 ngay sau khi didu tri.

Thudc ding ddng thdi cho bénh nhén nay trong khoang thdi gian diéu tri bang
Hop chét 1 13 mét dot didu tri lién tuc hing ngay clia corticosteroit liu thip

(macrolon) d& diéu trj hoi chimg viém da di img & ché.

Nghién ctru dién hinh 5: Vét thuong nhiém tring chua lanh trén tai ctia ch6 (Bull
Arab 4 tubi)

Ghi chu céc truong hop:

Bénh nhéan c6 vét rach chura lanh do tai nan sin ban xuat hién trén tai trai hon
6 tun.

Ba Iin didu tri, mi 14n 0,1 mL ché phim gel 5 mg/mL chita Hop chét 1, duge
b6i 1én ving bi anh huéng cach nhau 8 ngdy. Khong ding thudc dong thoi
trong khoang thoi gian diéu tri cho bénh nhéin béng Hop chét 1.
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Khoang 41 ngay sau 14n didu tri dAu tién bing Hop chét 1, vét thuong d3 lién
lai hoan toan. Danh gi4 thém vao thoi diém 152 ngay sau khi diéu trj ban dau
cho thdy vét thuong da dugc xi Iy hoan toan, sy hinh thanh s¢o t6i thiéu véi

d6 che phu cta 16ng trén 80% so v6i vi tri vét thuong ban diu.

Nghién ctru didn hinh 6: V&t thuong nhiém tring chua lanh trén tai ché (Boxer 11

tudi)

Ghi chu cac truong hop:

Bénh nhan c6 chd 1& 10ét (bi nhidm tring va sung tdy) chua lanh & phin phia
trén clia tai tréi va da dugc didu tri trong 10 tudn bing cic quy trinh cham soc
tiéu chudn bao gdm viéc bdi déu din (i) ché pham khu tra cho da (Neotopic)
két hop cic thuc khang khudn (neomyxin sulphat), chéng viém
(hydrocortison) va chéng ngira (lignocain), va (b) hdn dich thwong mai
(Auracol) c6 céac thanh phin chéng viém (prednisolon), khang nim
(miconazol nitrat) va khang khuén (polymixin B sulphat). Trudc khi didu tri,
bénh nhan dang trong giai doan didu tri bang corticosteroit qua dudng miéng
lidu thip (macrolon) dé diéu tri hoi chimg viém da di tng man tinh & cho.
Sau thoi gian 10 tudn thyc hién quy trinh chim séc tiéu chuén, vét thuong
khong c6 ddu hi¢u thuyén giam.

Mbt 14n didu tri duy nhat bing 3 mL ché phim gel 5 mg/mL chira Hop chat
1 duoc bdi 1én ving bi anh hudng va trong vong 15 phit sau khi bdi Hop chét
1, ¢ thé nhan thdy sy tmg d6 trén ving duogc diéu tri.

Tir 4 ngdy sau khi didu tri bing Hop chét 1, bénh nhén duge khuyén ding
corticosteroit lidu thdp hing ngy (macrolon) dé diéu tri chimg viém da di
ung nang. Viéc diéu tri nay lién tuc trong toan bd khoang thoi gian lam lanh
va xtt Iy vét thuong.

Vo 17 ngay sau khi diéu trj bing Hop chét 1, khong thiy ¢6 d4u hiéu nhiém
tring hodc viém va vét thuong dang hat tién trién tdt & vi tri duge diéu tri.
Vao 83 ngdy sau khi diéu tri, vét thuong da lién hoan toan va 16ng moc lai

trén 90% dién tich vét thuong ban dau.
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e Khoang 139 ngdy sau khi didu tri, khong thé xdc dinh dugc vi tri clia vet
thwong ban dAu, khong cé ddu hiéu cta sy hinh thanh seo va hodc sy khic

biét vé séc t6 da hodc do day rd rét trong va quanh ving dugc didu tri.

Nghién ctru dién hinh 7: Vét thwong nhiém tring chua lanh trén tai va mit cua ché

(cho sin Jack Russell 8 tudi)

Ghi chu céc trudng hop:

e Bénh nhén c6 hai vét thuong chua lanh & d4u va gdc tai phai va mot vét
thwong chua lanh & mém ma ngudi cht clia nd da quan st thiy xuat hién
trong hon 4 tuan. Cin nguyén c6 thé 14 do bi nhi®m tring boi vét can cua
nhén hogc vét cén cia con trung khac.

e Hai lAn diéu tri, mdi 14n bing 0,1 mL ché phim gel 5 mg/mL chira Hop chat
1, duoc boi 1én ca hai ving bi anh hudng trén tai cach nhau 5 ngay. Mot lan
didu tri 0,1mL ché phim gel 5Smg/mL chtra Hop chat 1 dwoc 4p dung cho
thwong t6n trén mit,

e Khoang 13 ngay sau 1An didu tri dAu tién bing Hop chét 1, ca hai vét thuong
trén tai co lai dang ké va tao ra vay. Khoang 29 ngay, vét thwong da 1ién lai
hoan toan va c¢6 16ng moc hoan toan

e Vao 16 ngay sau khi didu tri, vét thuong trén mom khoi hoan toan.

e Thubc ding ddng thdi cho bénh nhan ndy 1a mét dot 5 ngay gdm thudc khang
sinh amoxixilin va axit clavulanic (amoxyclav) qua duong mi¢ng tai thoi

diém diéu tri ban dau.

Nghién ctru dién hinh 8: Vét thuong & xwong bj nhiém tring trén chén ctia chudt tii
leo cdy (Marsupialia, Dendrolagus lumholtzi)
Ghi chu céc trudng hop:
e Bénh nhan 1a mdt con chudt thi leo cdy hoang da bi thwong do bi cho tn cong
din dén su trat khop va viém tiy xwong lacrosacral. Bénh nhén dugc diéu tri

trong thoi gian 1 thang bing thudc khang sinh duong ti€m xeftazidim
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(Fortum) va trimethoprim sulphametoxazol (TMS). Trong khi tinh trang viém
da duoc giam bot, nhung miéng gac vi khudn cho thiy ring van c6 céc vi
khudn Gram 4m va Serratiamarcesens. Chi bi anh huong, khdng chiu dugc
sic ndng.

Viéc didu tri bang xeftazidim thém 2 tudn nita vin khong cai thién dugc tinh
trang bénh va bac s§ thu y khuyén nén tién luong xAu d8 loai bd nhiém trung
tir xuwong va c6 kha ning gy gian doan co hoc dang ké d6i v6i cau tric xuong,
bao gdm ca déng di sau nay. Miéng gac vi khudn méi duge 14y tir mi xoang
chay trén khuju chan sau cua dong vat va gan ban chan tai thoi diém ma c6
thé nhén thiy ring hdn hop cac loai vi khuén ky khi va céc loai Actinomyces
Gram duong, do 6 mot lan truyén natri iodua (Sodide) cham qua dudng tinh
mach (IV) d& dugc thuc hién.

Do khong dap ung v6i cac phuong phap diéu tri khac va tién lugng x4u tbng
thé véi cac tiéu chuin chim séc ndy, nén vige diéu tri clp ciru bao gdm 4 lin
b6i 5 mg/mL ché phdm gel chira Hop chét 1 d4 duoc bét dAu 2 tudn sau do.
D&i voi 1in bbi ddu tién, 0,1 mL gel Hop chit 1 dugc bdi 1én ba ton thuong
trén khuyu chén sau bén phai (mot t6n thuong trén khép mét ca chan, mot tbn
thuong & dudi gan ban chdn va mot t6n thuong nho & ddy vét thuong) va tiém
tinh mach (IV) chim bét dAu truyén natri iodua. Trong thoi gian 10 phut sau
khi b6i gel Hop chét 1, ving duoc didu tri c6 mu chay ra.

Vao 8 ngdy sau lan diéu tri dAu tién, dich mt 1 ra tir 2 trong 6 3 vét thwong
& chan. Vét thuong con lai (vét thuong nhé nhét khi lanh) da lién lai va bét
dAu 1anh. Mot phuong phép didu tri tiép theo gdm 0,15 mL ché phdm gel 5
mg/mL chira Hop chit 1 d duoc sir dung dé didu tri timg vét thuong trong
s6 hai vét thuong hd (mot vét thuong trén khop mét c4 chan, vét thuong con
lai trén dé clia gan ban chén). Truyén tinh mach (IV) chdm natri iodua ciing
duoc duara.

15 ngay sau (23 ngay sau 14n diéu tri dAu tién) mot vai mL mu ddc dugc nan
ra tir vét thuong trén gan ban chén trude khi dua 0,15 mL cta 5 mg/mL ché

pham gel chira Hop chit 1 vao chd 10 trén vét thuong d nin ra.
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e MOt tudn sau, tinh trang nhiém tring dwoc cai thién dang ké. M6t manh xuong
nho d3 dugc 14y ra tir 16 trén gan ban chan. Khong thdy c6 ddu hiéu ctia mu
nhung ¢6 su ri mau. 0,2 mL gel Hop chit 1 nita dugc bdi 16n mbi ton thuong,
mot ph?ln trén mét c4 chén, phﬁn con lai bén dudi ban chan. Truyén tinh mach
(IV) chim natri iodua d4 dugc thyc hign. Chi bay gio la ganh ning, nhung
vét thwong lanh va gan ban chan vin rit chic chin khi b viém nhiém va déng
di ctia con vat rat that thuong va léch hén vé& chin sau khong bi tdn thuong.

¢ 15 ngay sau, vét thuong trén khép mit c4 chan d lién hoan toan va 16ng moc
trd lai. Vét thuong trén gan ban chan da lanh da co lai duéi 50% so v6i kich
thuée ctia nd & 1An kham trude d6 va da va md xung quanh mém, déo va binh
thuong. Chi by gi¢ ¢d hoan toan chiu dugc trong lugng va khong thay c6 su
that thuong trong dang di cia con vat.

e Ngoai natri iodua dang ti€ém, khong c6 loai thudc ddng thoi nao khac duge sir

dung cho bénh nhén trong khoang thdi gian diéu tri bang Hop chit 1.

Nghién ctru dién hinh v& cac vét thuong kho lanh khong phit hop v6i cée tiéu chudn

chim soc hién hanh

Nghién ctru dién hinh 9: Su viém mach do ldy nhiém trong tai cua chudt tui leo cay

(Marsupialia, Dendrolagus lumholizi)

Ghi chu cac truong hop:

e Bénh nhan 1a con vat nho bi thuong dugc tim thdy trong rimg.

e Bénh nhan rit yéu, bi mat nu6c va thiéu mau. Mau nuée tiéu phéat hién c6
mau va nhidm khuén, c6 khéa ning bi nhiém tring mau. Bénh nhan dugc dt
liéu phép truyén dich va dung thudc chdng noén maropitant xitrat (cerenia) va
hai ché phim khéng sinh dang tiém Tribacteral (trimethoprim, sulfadiazin)
va xeftazidim (fortum).

e Sau 9 truyén dich, tinh trang ciia bénh nhén dugc cai thién nhung bi chan
thuong & tai phai va c6 kha nang bi viém mach nhiém trung va hoai t&r. Khong

thé phau thuat vi nguy co gdy mé déng ké do tinh trang ctia bénh nhén bi t6n

-132-



28701

thuong nghiém trong. Thay vao dd, viéc didu tri bing ché phdm gel chira Hop
chét 1 da dugc bét dau.

e Ba lan didu tri bing 0,1 mL cta gel Hop chét 1 ndng d6 5 mg/mL duge bodi
1én ving bi anh hudng cach nhau 7 ngdy. Thubc dong thoi duy nhat trong
thoi gian nay 14 thude khéng sinh xephalosporin xeftazidim (fortum).

e Vio 7 ngiy sau lan didu tri du tién bang gel Hop chét 1, c6 vay dinh chit
phit 1én b mat vét thuong. Vay ndy duge bong ra sau 10 ngy dé 19 ra 16p
hat mau hdng, tién trién tét.

e Vao thoi didm cia 14n didu tri thi ba va 1dn diéu tri cudi ciing vao 14 ngdy
sau 14n diéu tri dAu tién, ving vét thuong di gidm khoang 50% va vao 25
ngiy mo lanh da xuét hién trén toan b ving vét thuong.

e Vao 67 ngay, ton thuong da khoi hoan toan va 16ng moc lai toan bd trén tai.

Nghién ctru dién hinh 10: Vét thuong bi xé rach nghiém trong trén dau cia con doi

qua c6 vong quanh mit (dong vat cé vu, Pteropus conspicillatus)

Ghi cht céc truong hop:

e Bénh nhén 14 con doi qua 4 thing tudi c6 vét thuong sau trén d4u cta con doi
qua 4 thang tudi do vuéng vao day thép gai.

e Theo y kién cia bac sy thu y diéu tri, ngudi c6 kinh nghiém 1au nam vé chin
thuong dong vat hoang da (bao gbm doi qua), cic phuong phap chim séc ti€u
chuén théng thudng c6 kha ning gay ra nhidu vin d& khién mét phai bi mat
hinh dang va khong thé nhém lai, hogc 13 do sy thanh m6 seo qua muec lién
quan dén phiu thuét hogic mirc d¢ tao hat cn thiét néu 4p dung viéc bang vét
thuong.

e Hop chit 1 dugc bdi 1én vét thuong theo 3 14n boi 1a 0,1 mL ché pham gel 5
mg/mL trong khoang thoi gian 28 ngay (Ngay 1, 10 va 28). Khong cé thudc
hoic bién phép can thi€p ddng thoi ndo khac duge sir dung trong qué trinh
didu tri.

e Vao 14 ngly sau 1n didu tri ddu tién, md da dugc lam day va dugc thi tao

déng k& va dén 28 ngdy thi mt c6 thé nhim hoan toan. Pén 38 ngay, vay
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dugc phu toan b vung lén vét thuong va ving nay bét ddu tréc da sau 49
ngay & 16 16p hat tét.

e Vao 55 ngay sau 14n diéu tri dau tién, mo6 da duoc lam dﬁy tt trong toan bd
ving vét thwong ban dAu va mét phai di trd lai vi tri ban dau. Mot 16p hat

khoe manh d3 xuat hién.

Vidu 17: X ly va hi€u qua thAm my ctia cac vét thuong dugc tao ra sau khi hoai tir
va bong ra ctia cac khéi u tu phéat & vat nudi trong gia dinh duoc didu tri bang Hop

chit 1

Dit lidu 14m sang tha y vé toc d6 xtt ly cac vét thuong hinh thanh sau khi hoai
tir va bong ra clia cac khéi u ty phét da dugc diéu tri béng cach tiém vao trong khéi
u cia Hop chit 1 (30% ché phdm 1,2 propandiol & ndng d6 0,5 hogc 1,0 mg/mL)

trong hai muoi bdn con vét nudi trong nha nhu dugc tém tit trong Bang 17.

Luu y ring tit ca cac vét thuong duge dua vao nghién ciru 1a vét thuong hé va
khéng dugc dung bang, gac, thudc xirc hoic cac thudc ding ddng thoi trong bat ky

treong hop nao.

Béang 17. Kich thuéc vét thwong va téc d6 xtr Iy (thoi gian lién lai) & vat
nudi trong gia dinh theo sau sy bong ra clia cac khdi u tu phat da duoc diéu tri

bing ché phim dang tiém chia Hop chét 1

Cho
Loai kich S6 Dién tich Po sau Ngay trung binh tir khi
thudc vét luong | vét thuong | trung binh bong ra ctia khdiu dén
thuong chc trung binh | cta vét khi lién vét thuong
trudng | (cm?) thuong
hop (mm)
Tix 0,25 dén 9 7 3,6+2,7 6,7 +2,8 24+ 16
cm?
Tir 9 dén 50 5 30,4+ 16,1 | 14,0£55 40+ 15
cm?
>50 dn 130 | 3 953+35,0 | 13,3£5,8 62+ 18
cm?
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Ngua
Loai kich S Dién tich Do sdu Ngay trung binh tir khi
thude vét luong | vét thuong | trung binh | bong ra clia khéi u dén
thuong céc trung binh | cua vét khi lién vét thuong
trudng | (cm?) thuong
hop (mm)
T 0,25dén9 | 4 2,9+ 1,4 7,5+2,9 20+ 12
cm?
Tlr 9 dén 50 2 19,5+14,5 | 10,00 5322
cm?
M¢o
Loai kich S Dién tich Do sau Ngay trung binh tir khi
thude vét luong | vét thuong | trung binh | bong ra clia khéi u d&én
thuong céc trung binh | ctia vét khi lién vét thuong
trudng | (cm?) thuong
hop (mm)
Tir 0,25 dén 3 4,8+6,3 5043 17+ 10
12 cm?

Dit liéu tlr c4c truong hop ndy cling cho thdy hiéu qua thAm m§ t6t a8 xtr 1y vét
thuong vé6i seo t6i thiéu va 16ng moc lai binh thudng & phan 16n bénh nhan (Bang
18). Trong mét sé it trudng hop, da xudt hién seo, trudng hop ndy thudng xay ra véi

cac ving da binh thudng mong (vi du, trén céc chi cua ngya va chd).

Bang 18. Dic diém mo, da va 16ng cua cac vi tri vét thuong d3 lanh & vat
nudi trong nha sau khi cac khéi u tu phéat bong ra da dugc didu tri bing ché phim

dang tiém chira Hop chét 1

DPic diém mé, da va 16ng cua vi tri vét thuong sau khi xt Iy
Dic diém vi tri vét thuong va cc dang Sé luong | S6lwong | S6 luong
ket qua chd ngua meo

Su thidu hut mé & vi| Khong hoc rat it 15 6 3
tr vét thuong! Khong déng ké 0 0 0
Déng ké 0 0 0
Sy hinh thanh seo & | Khong hoic rt it 13 4 3
lam day da? Khong déng ké 1 1 0
Diéng ké 1 1 0
Su moc 16ng lai trén Toan bd 12 5 2
ving vét thuong? Mot phin 1 1 1
Thua thét 0 0
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Thay d6i mau long Khéng 15 3 2
C 0 3 1

Sic t6 da Binh thudng 11 3 3
Loang 16 1 1 0

Giam séc t6 da 1 0

Giam séc t6 da 0 1 0

I C4c dang thiéu hut md
Khoéng hoac rht it: <5% su thiéu hut mé trén ving vét thuong ban dau
Khong dang ké: tir 5 dén 10% su thiéu hut md trén ving vét thuong
ban dau
Déang ké: >10% su thiéu hyt mo trén ving vét thuong ban dau
2 C4c dang hinh thanh seo va lam day da:
Khong hoic rat it: Seo khong 13 rang bing mét hoic bang cach s&
Khong déng ké: Seo dwgc khoanh ving bao phi < 10% ving vét
thuong ban dau
Dang ké: seo bao phi >10% ving vét thuong ban diu
3. Céc dang moc 10ng lai trén ving vét thuong
Toan bd: 16ng bao pht >95% vung vét thuong ban diu
Mot phan: 16ng bao phti >50% ving vét thuong ban dau
Thua thét: 16ng bao phi <50% viung vét thuong ban du
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YEU CAUBAO HQ

1. Hop chét dugc chon tir nhém gdm:
12-hexanoyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chét 5);

12-(3-butenoyl)-13-nonanoyl-6 ,f7-epoxy-4,5,9, 12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-
on (hop chét 22);

12,13-di-nonoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1 -tigliaen-3-on (hop chét
41);

12,13-di-hexanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop
chét 42);
12,13-di-pentanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop
chét 43);

12-hexanoyl-13-[2-(N-metylantraniloyl)]-6,7-epoxy-4,5,9,12,13 ,20-hexahydroxy-
1-tigliaen-3-on (hop chét‘ 47)
12,13-di-heptanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop
chét 49);

12-myristoyl-13-axetyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1 -tigliaen-3-on
(hop chét 50);

12-myristoyl-13(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5,9,12,1 3,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chit 51 ); va

12-hydroxy-13 -hexanoyl-6,7-epoxy-4,5 ,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on
(hop chét 53);

ho#c mudi duge dung ctia nd.

2. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay dugc chon tir nhom gbm:
12-hexanoyl-13-(2-metylbutanoyl)-6,7-epoxy-4,5 ,9,12,13,20-hexahydroxy-1-
tigliaen-3-on (hop chit 5);

12-(3-butenoyl)-13-nonanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13 ,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-
on (hop chét 22);
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12,13-di-nonoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop chét
41); va

12,13-di-hexanoyl-6,7-epoxy-4,5,9,12,13,20-hexahydroxy-1-tigliaen-3-on (hop
chét 42).

3. Duoc phém chira hop chét theo diém 1 hodc diém 2, hoic mudi dugc dung ctia né

va chét mang, chét pha loing hodc ta duoc duge dung.

4. Dugc phdm theo diém 3, trong d6 dugc phim nay dugc bao ché dé dung khu tru.
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Fig. 4
Khong 6 hep chét 1 (d6i chirng) 0,001 pg/ml 0,01 pg/ml

A

0,1 pg/ml

10pg/mi

Fig. 5

Khong c6 hop chit 37 (d6i chimg) 0,001 pg/ml : 0,01 pg/ml

%

Fig. 6
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