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va phu’()‘ng phap phan lap cac hop chat nay tir loai Ngii vi vay chdi S. perulata. Cac hop
chat lignan theo sang ché c6 tac dung trc ché sy phat trién té bao ung thu. Cac hop chat
lignan va phuong phap phan 1ap cac hop chét niy theo sang ché rat hitu ich trong viéc lam
co s khoa hoc cho cac nghién ctru ing dung nhim tao ra cac san pham co tac dung diéu
tri/hd trg diéu tri bénh ung thu.
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Linh vwe ky thuit duwgce dé cip

Sang ché thudc Iinh vue tim kiém céc hop chét ¢6 ngudn gdc tir thién nhién co tac
dung trc ché su phat trién té bao ung thu nhiam nghién ctru Ung dung chita ung thu. Cu
thé, sang ché dé cap dén céc hop chét lignan va phuong phép phan lap cac hop chét nay

tlr loai Ngii vi vay chdi Schisandra perulata Gagnep ¢ Viét Nam.

Tinh trang k§ thudt ciia sang ché

Ung thu [a modt can bénh nan y dang gianh duoc sy quan tdm cua toan thé gidi, do
cho i nay cdc viée chita trj van con gap nhiéu kho khan va hiéu quéa chua cao. Theo cac
s6 lidu théng ké gan day, ty 16 ngudi méc bénh ung thu ngay cang gia tang. G My va céc
nude phét trién khac, ung thu chiém khodng 25% truong hgp tir vong do moi nguyén
nhan. Chinh vi vdy, bén canh viéc du tu cho céc chdn dodn sém cac bénh ung thu, viéc
tim kiém cac phuong phap diéu tri méi, cac thube méi la vo cling can thiét, ddc biét 1a
cac hogp chat cé ngudn gde tir thién nhién. TUr nhidu cdly thudc, cac nha khoa hoc da tién
hanh nghién cttu va phét hién duoc nhidu hop cht c6 tac dung trong diéu tri ung thu nhu
vinblastine va vincristine tir loai dira can Catharanthus roseus G, paclitaxel tir loai Taxus
brevifolia Nutt, Camptothecin tir loai hy thu Camptotheca acuminata, Podophyllotoxin
tr loai tdo ma Podophyllum peltatum (xem Phytochemistry Letters 7 (2014) 173-181).

Schisandra 1a mot chi thyre vat ¢6 hoa trong ho Schisandraceae, thuong 1a nhitng
cly day leo la sém rung co thé phat trién t6t trén nhiéu loai dit va va thich cic b tudong
noi ¢6 nhiéu bong rdm. Cac loai ciy nay c6 ngudn gbc & khu vue Chau A, qua kho cua
ching dugc dung nhiéu trong y hoc. Chi Schisandra duge cac nha khoa hoc trén thé gigi
rat quan tam, co dén 25 loai cua chi da dugc cong bd vé thanh phan hoa hoc va hoat tinh
sinh hoc. Thanh phan hoa hoc chinh cta chi nay 1a cac hop chét lignan va triterpenoid,
ngodi ra, con chira cdc thanh phin khac nhu diterpenoid, flavonoid, ...Cac hop chit
dibenzocyclooctadien 1a thanh phan chinh cta lignan trong chi nay. Su cd mét cta cac
hop chét lignan va céc tic dung sinh hoc cia chiing da gop phan lam sang t6 cong dung
trong dan gian ctia mot s6 loai Schisandra dugc sir dung bio vé gan, chéng oxi héa. Bén
canh do v6i cdu trac hoa hoc tuong ddi dac biét, cac hop chét dibenzocyclooctadien con

thé hién hoat tinh chéng ung thu va khéang HIV rét tiém nang (xem Phytochemistry
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Reviews, 2017, 16, 195-218). Do vy, viéc diéu tra, nghién ctru vé loai Ngii vi vay chdi
Schisandra perulata (hay S. perulata), dic biét 1a phat hién ra cdc hgp chat lignan méi tir

loai Ngii vi vay chdi S. perulata s& c6 y nghia khoa hoc va thuc tién cao.

Ban chit ky thuat ciia sang ché

Muc dich ctia séng ché 1a dé xudt cdc hop chét lignan thé hién tac dung trc ché
manh sy phat trién té bao ung thu vom hong (CAL27), ung thu vii (MDAMB231) va
phuong phdp phan 1ap cic hop chét lignan tir loai Ngii vi vay chdi S. perulata dé thuc
hién va cho d tinh khiét cao, c6 thé phat trién thyc hién dé tao san phém c6 tinh Ung
dung trong didu tri/hd tro didu tri bénh ung thu.

pé dat duoc muc dich trén, theo mot khia canh, sang ché dé xut hop chét lignan:

schisandrulata A va schisandrulata B c6 cong thuc (Ia) va (Ib) sau déy:

(schisandrulata A) (schisandrulata B)

Theo mdt phuong an, hop chét (Ia) nay 14 schisandrulata A.

Theo mdt phuong an, hop chét (Ib) nay 1a schisandrulata B.

Cac hop chat lignan theo sang ché thé hién tac dung e ché manh sy phét trién té
bao ung thu vom hong (CAL27) va ung thu va (MDAMB231) ¢6 thé sir dung dé phat
trién thanh cac san pham diéu tri/hd tro diéu tri bénh ung thu.

Theo mot khia canh khac, sdng ché con dé xuét phuong phap phan lap cac hop
chit lignan: schisandrulata A va schisandrulata B trén day tir loai Ngii vi vay chdi S
perulata, phuong phéap nay bao gdm céc budc:

(i) thai nho, phoi kho roi nghién thanh bot min méu 14 loai Ngii vi vay chdi S. perulata,
sau do bt nay dugc ngdm chiét siéu m vé6i rugu metylic 3 lan & nhiét do 40°C, mdi lan

60 phut;
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(ii) gom céc dich chiét ¢ budce (i), loc qua gidy loc va cit dé loai bo dung moi dudi ap
suat giam thu dugc dich ¢6 trong rugu metylic, dugce ky hiéu la dich c6 SP;
(i) phan b déu dich ¢o SP véi nude cét roi chiét phan bd véi diclorometan va etyl axetat,
mdi dung moéi tién hanh chiét 2 1an véi ty 1& 1/1 v& thé tich, sau do tién hanh loai bo dung
moi ctia dich chiét diclorometan va etyl axetat dudi ap suét giam thu duoc cac dich cd
diclorometan (SP1), etyl axetat (SP2) va dich chiét nudce (SP3);
(iv) tién hanh phan tach dich c6 SP1 trén ¢ot sic ky v&i chat hap phy 1a silica gel (loai
Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hing san xuat Merck) v&i hdn hop dung méi rira giai
tang dan ndng do axeton trong n-hexan 12 n-hexan/axeton ty 16 100/0 dén 1/1 thu duoc
sau phan doan, ky hiéu tir SP1A dén SP1F;
(v) tién hanh phan tach sic ky phan doan SPIB trén cot séc ky v6i chit hap phu la pha
ddo (loai RP-18, ¢& hat 30 - 50 pm, hang san xudt Fuji silysia Chemical Ltd.), v6i hén
hop dung mdi rua gidi axeton/nudc cét ty 1& 2/1 vé thé tich, thu duoc ba phan doan nho
hon, ky hiéu tir SP1B1 dén SP1B3;
(vi) hoa tan phan doan SP1B1 vao hdn hgp dung méi n-hexan/axeton ty 1¢ 8/1 vé thé tich
va tién hanh phan tach trén sic ky trén cot sic ky ai luc voi chdt hdp phu la silica gel
(loai Kiesegel 60, ¢& hat 230-400 mesh, hang san xuit Merck) ty 1& SP1B1/silica gel =
1/2 vé khéi luong), hé dung moi rira giai n-hexan/axeton (8/1, v/v), thu duge bdn phén
doan, ky hiéu tir SPIBIA dén SP1BI1D;
(vii) tach cac hop chit schisandrulata A va schisandrulata B, trong do:
« tién hanh sac ky phén doan SPIB1C trén hé thong HPLC, dung mdi axetonitril 33%
trong nudc, cho hop chét schisandrulata A ¢6 cong thirc (Ia) dudi dang bdt vo dinh
hinh;
(viii) tién hanh loai bd dung mdi etyl axetat dich chiét nude (SP3), sau d6 dua 1én cot
Diaion HP-20, loai bé duong bang nudc sau dé ting din ndng do ruou metylic
(MeOH) trong nude (25, 50, 75 va 100% MeOH) thu dugc 4 phdn doan, ky hi¢u la
SP3A-SP3D;
(ix) tién hanh phén tach phan doan SP3D trén c¢ot sdc ky voi chat hap phu la silica gel
(loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hang san xudt Merck) voi hdn hop dung moi
rira giai taing dan nong dd MeOH trong diclorometan (CHyCla) 1a CH,Cl/MeOH ty 16
10/1—1/1 thu duge bdn phan doan, ky hiéu tir SP3D1 dén SP3D4;
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(x) tién hanh phan tach phan doan SP3D2 trén ¢dt sic ky v&i chét hip phu la pha dao
(loai RP-18, ¢& hat 30 - 50 pm, hing san xudt Fuji silysia Chemical Ltd.), v6i hdn
hop dung mdi rira gidi MeOH/nudce cét ty 1¢ 4/1 vé thé tich, thu duge bdn phan doan
nho hon, ky hi¢u tir SP3D2A dén SP3D2D;
« tién hanh sic ky phan doan SP3D2A trén hé thong HPLC, dung moi axetonitril
20% trong nuéce, cho hop chét schisandrulata B ¢6 cong thire (Ib) dudi dang bot

v6 dinh hinh;

M6 ti chi tiét sang ché

Mau 14 loai Ngii vi vay chdi S. perulata duge thu tai Sapa, Lao Cai thang 12 ndm
2018. Tén khoa hoc duge gidm dinh béi TS. Nguyén Thé Cudng, Vién Sinh thai va Tai
nguyén Sinh vat. Mau 14 loai Ngii vi vay chdi S. perulata dugc thai nhé, phoi kho rdi
nghién thanh bot min, sau d6 bot nay duge ngam chiét siéu am 3 1an, mdi lan 60 phut,
voi ruou metylic & nhiét do 40°C sau do tién hanh chiét xuét, phan ldp va xéc dinh ciu
tric hoa hoc theo cac phuong phdp mé ta dudi dy: Sic ky 16p mong (TLC) duoe thue
hién trén ban mdng trang san (loai DC-Alufolien 60 F254 (Merck 1,05715) hodc RP18
F254s (Merck). Phat hién chit bang deén tir ngoai & hai budce song 254 nm va 365 nm
hodc dung thudc thir [a dung dich H2SO4 10% dugc phun déu 1én ban méng, sdy kho rdi
ho néng tir tir dén khi hién mau. Sic ky cot duge tién hanh v6i chat héap phu la silica gel
hodc pha ddo. Silica gel c6 c& hat la 40-63 pm (230-400 mesh, Merck). Pha ddo RP-18
(30 - SO um, Fuji silysia Chemical Ltd). Phd cong huong tir hat nhan (NMR) duoc do
trén may Bruker AMS00 FT NMR. Phd khdi luong phan giai cao duwoc do trén may
Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS.

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén céc hop chit lignan ¢ cong thuc (Ia) va

(Ib) sau day:
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Cac hop chit lignan trén day theo sang ché 1a cac hop chit ¢6 cdu triic hda hoc
méi. Cac thong s6 hoa 1y clia cac hop chét nay nhu sau:

Hop chat schisandrulata A c6 cdng thtc (I1a):

+ Cdng thtrc phan td: C30H300s;

+ Khéi lugng phan tir: M = 518;

Céc thong sd vat ly:

+ Chat bot vo dinh hinh mau (ring;

+ Do quay cuc [a]p®® +32,3° (¢ 0,1, MeOH);

+ Phd khéi lugng phén giai cao HR-MS-ESI tai m/z 541,1819 [M+Na]", tinh toan
ly thuyét cho cong thirc [C30H300sNa]", 541,1838;

Hop chét schisandrulata B ¢6 cong thuce (Ib):

+ Cong thac phan ti: CosH3,00;

Khbi lugng phén tir: M = 492;

Céc thong sb vat ly:

+ Chét bot vo dinh hinh mau tring;

+ Do quay cuc |a]p?® —45.0° (¢ 01, MeOH);

+ Ph6 khéi luong phan giai cao HR-MS-ESI tai m/z 515,1891 [M + Na]*, tinh

toan ly thuyét cho cong thirc [CasH32010Na]*, 515,1888;

Theo khia canh thtr khéc, sang ché dé xudt phuong phap phan 1ap cac hop chit
lignan trén day tur 14 loai Ngii vi vay chdi S. perulata, phwong phap nay bao gbm cac
budc:

(i) Mau la loai Ngii vi vay chdi S. perulata duge thai nho, phoi khé rdi nghién
thanh b0t min, sau d6 bdt nay dugc ngm chiét sidu 4m véi ruou metylic 3 14n & nhiét do
40°C, mdi lan 60 phut.

(i) gom cac dich chiét & bude (i), loc qua gidy loc va cat dé loai bo dung moi dudi
ap suét giam thu dugc dich cd trong rugu metylic, dugc ky hi¢u la dich c6 SP.

(iii) phan bd déu dich c¢6 SP véi nudce cit rdi chiét phan bd véi diclorometan va etyl
axetat, mdi dung mai tién hanh chiét 2 1an véi ty 1€ 1/1 vé thé tich, sau dé tién hanh loai bo
dung mai cta dich chiét diclorometan va etyl axetat dudi ap suat giam thu dugc cac dich

¢o diclorometan (SP1), etyl axetat (SP2) va dich chiét nudc (SP3).
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(iv) tién hanh phan tach dich ¢d SP1 trén cot sdc ky v&i chat hip phu 1a silica gel
(loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hing sén XUt Merck) v&i hon hop dung mdi rira
gidi ting din ndng do axeton trong n-hexan 1a n-hexan/axeton ty 18 100/0 dén 1/1 thu
dugc sau phan doan, ky hiéu tir SP1A dén SPIF.

(v) tién hanh phan tach sic ky phan doan SP1B trén cot sic ky voi chit hap phu la
pha dao (loai RP-18, ¢& hat 30 - 50 pm, hang san xuét Fuji silysia Chemical Ltd.), véi
hon hop dung moi rira giai axeton/nude cit ty 1€ 2/1 vé thé tich, thu dugc ba phén doan
nhé hon, ky hiéu tr SP1B1 dén SP1B3.

(vi) tién hanh phan tach phan doan SP1BI trén cot sic ky v6i chit hip phu la
silica gel (loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hang san xuit Merck) v&i hdn hop
dung maoi rua gidi n-hexan/axeton ty 1é 8/1 thu dugc bon phén doan, ky hiéu tr SPIBIA
dén SPIBID.

(vii) tién hanh sic ky phan doan SP1B1C trén hé théng HPLC, dung moi axetonitril
33% trong nudce, cho hop chét schisandrulata A ¢6 cong thuc (Ia) dudi dang bot v dinh
hinh.

(viii) tién hanh loai bo dung méi etyl axetat dich chiét nugc (SP3), sau d6 dua lén
c¢dt Diaion HP-20, loai bo dudong bing nude sau dé ting dan ndng do rugu metylic
(MeOH) trong nudgc (25, 50, 75 va 100% MeOH) thu dugc 4 phén doan, ky hiéu la
SP3A-SP3D.

(xi) tién hanh phan tach phan doan SP3D trén ¢dt sdc ky v6i chét hip phu 14 silica
gel (loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hing san xudt Merck) véi hdn hop dung moéi
rira giai tang dan ndng do MeOH trong diclorometan (CH,Cly) 1a CH2Cly/MeOH ty 16
10/1—1/1 thu duoc bbn phan doan, ky hiéu tir SP3D1 dén SP3D4.

(x) tién hanh phan tach phan doan SP3D2 trén c6t sic ky véi chit hdp phu la pha
ddo (loai RP-18, ¢ hat 30 - 50 pm, hang san xudt Fuji silysia Chemical Ltd.), véi hon
hop dung madi rira giai MeOH/nuée cit ty 1& 4/1 vé thé tich, thu dugc bdn phan doan nho
hon, ky hiéu tir SP3D2A dén SP3D2D. Phan doan SP3D2A duoc sic ky trén hé thong
HPLC, dung mdi axetonitril 20% trong nude, cho hop chét schisandrulata B ¢6 cong thuc
(Ib) dudi dang bot vo dinh hinh.

Vi du thuc hién sang ché

Vi du 1: Phan 1ap cac hop chét lignan tir 14 loai Ngii vi vay chdi S. perulata
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Mau 14 loai Ngii vi vay chdi S. perulata dugce thai nho, phoi kho rdi nghién thanh
bot min (5,0 kg). Sau do, bot nay duoc ngdm chiét siéu am vdi ruou metylic 3 [an & nhiét
d9 40°C, méi 1an 60 phut. Céc dich chiét dugc gom lai, loc qua gidy loc va cit dé loai bo
dungm(“)i dudi 4p sudt giam thu duoc dich ¢ trong rugu metylic, duoc ky hiéu la dich ¢
SP.

Dich ¢6 SP (300 g) dugc hoa tan v6i nude cat (3 lit) rdi chiét phan bd 1an lugt
bang dung méi diclometan va etyl axetat, m6i dung mdi tién hanh chiét 2 1an véi ty 16 1/1
vé thé tich. Cac dich chiét duoc tién hanh loai bd dung méi dudi ap sut giam thu dugc
cac dich co diclometan (SP1, 113,0 g), etyl axetat (SP2, 25,0 g) va dich chiét nuge (SP3).

Dich ¢6 SP1 duogec tién hanh phén tach trén cot sic ky voi chit hip phu la silica gel
(@ 12 cm, chiéu dai cdt nhdi 5 cm) (loai Kiesegel 60, ¢& hat 230-400 mesh, hdng sin
xuét Merck) véi hdn hop dung moi rira giai tang din ndng do axeton trong n-hexan la n-
hexan/axeton ty 1& 100/0 dén 1/1 thu duoc sdu phan doan, ky hiéu tir SP1A dén SPIF.

Phén doan SP1B (22.0 g) dugc phan tich trén cot séc ky (® 8 cm, chidu dai cot
nhdi 40 em) voi chét hap phu la pha dao (loai RP-18, c¢& hat 30 - 50 um, hing san xuat
Fuji silysia Chemical Ltd.), véi hdn hop dung méi rira giai axeton/nudce cit ty 18 2/1 vé
thé tich, thu dugc ba phan doan nhé hon, ky hi¢u tir SPIB1 d¢én SP1B3. Hoa tan phan
doan SP1B! vao hdn hgp dung méi n-hexan/axeton ty 1¢ 8/1 vé thé tich va tién hanh
phan tach trén sic ky trén cot séc ky ai luc voi chat hip phu la silica gel (® 4 cm, chiéu
dai ¢t nhdi 50 cm) (loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hang séan Xudt Merck) ty 1€
SP1B1/silica gel = 1/2 vé khdi lugng), hé dung moi ria giai n-hexan/axeton (8/1, v/v),
thu duge bdn phan doan, ky hiéu tir SPIB1A dén SPIB1D. Phan doan SP1B1C dugc sic
ky trén hé théng HPLC dung mdi axetonitril 33% trong nudce, thu duge hop chit
schisandrulata A c¢ cong thire (Ia) dudi dang bot vo dinh hinh.

Dich chiét nude (SP3) duoc tién hanh loai bo dung mdi etyl axetat, sau d6 dua lén
cdt Diaion HP-20, loai bé dudng bing nudc sau dé tang dan ndng do rugu metylic
(MeOH) trong nudc (25, 50, 75 va 100% MeOH) thu dugc 4 phan doan, ky hiéu lan luot
la SP3A-SP3D. Phéan doan SP3D dugc tién hanh phén tach trén cot sic ky (d 8 cm,
chidu dai cot nhdi 5 cm) vdi chét hip phu 1a silica gel (loai Kiesegel 60, cd hat 230-400
mesh, hiang sin xuit Merck) véi hdn hop dung méi rira giai ting dén nong d6 MeOH
trong diclometan (CH2Cl,) 1a CH2Cla/MeOH ty 1& 10/1—1/1 thu duoc bdn phan doan, ky
hidu tir SP3D1 dén SP3D4. Phan doan SP3D2 duoc phan tach trén cot sic ky (® 4 cm, L
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) v6i chét hip phu la pha ddo (loai RP-18, ¢& hat 30 - 50 pm, hang san xuit Fuji

Chemical Ltd.), v6i hdn hop dung mdi rira giai MeOH/nudc cit ty 18 4/1 vé thé

tich, thu dwgc bén phan doan nhé hon, ky hiéu tr SP3D2A dén SP3D2D. Phan doan

SP3D2A dugc sic ky trén hé théng HPLC dung mdi axetonitril 20% trong nude, thu

duge hop chit schisandrulata B ¢6 cong thitc (Ib) dudi dang bot v6 dinh hinh

Bang 1:

Hop cht schisandrulata A c6 cong thire (Ia), tén thuong goi 1a schisandrulata A.
+ Chét bdt vo dinh hinh mau tréng;

+ Do quay cuc [a]p?® +32,3° (¢ 0,1, MeOH);

+ Phd khéi lugng phan giai cao HR-MS-ESI tai m/z 541,1819 [M+Nal+, tinh toén
ly thuyét cho cong thire [C30H300Na]*, 541,1838;

+ Phd cdng hudng tir hat nhan dugc thé hién trong Bang 1 dudi day.

S0 liéu phd "H- NMR va 3C-NMR cta hop chét schisandrulata A (Ia) trong CDCl;
C oc' | Ou” (do boi, J = Hz) C oc" | on® (do boi, J = Hz)
| 152.0] - 15 1219 | -
2 141.5] - 16 1222 -
3 1527 - 17 20.6 1.24 (d, 7.0)
4 108.3 6.81 (s) 18 1117 4.80 (s)
5.10 (s)

5 1347 - 1-OMe 60.6 | 3.56(s)
6 81.0| 6.55(s) 2-OMe 60.8 | 3.88(s)
7 | 1496 - 3-OMe 56.0| 3.92(s)
8 38.9 | 2.65 (m) 14-OMe | 59.1| 3.58(s)
9 41.0 2.24 (dd, 10.0, 13.5) |-OCHy0O- | 100.6 5.80 (d, 2.0)

2.54 (dd, 3.0, 13.5) 5.87 (d, 2.0)
10 134.8 | - I' 1650 -
1L | 102.5] 651(s) 2 130.0] -
12 148.8 | - 37 129.6 | 7.63(dd, 2.0, 8.0)
13 134.3 - 46 127.9 | 7.33 (dt, 2.0, 8.0)
14 141.0| - 5' 132.8 | 7.49 (dt, 2.0, 8.0)

Y Po trong CDCls, OMe: metoxy.

Hop chét schisandrulata B ¢4 cong thire (Ib), tén thuong goi la schisandrulata B.
+ Chat bot vo dinh hinh mau tréng;

+ Do quay cuc [a]p®> —45,0° (¢ 0,1, MeOH);

+ Phé khéi lugng phan giai cao HR-MS-ESI tai m/z 515,1891 [M + Na]*, tinh
toan ly thuyét cho cong thirc [C2sH3010Na]*, 515,1888;

+ Phé cong hudng tir hat nhan duoc thé hién trong Bang 2 duéi day.
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Bang 2: S6 lidu phd 'H- va BC-NMR cua hop chét schisandrulata B (Ib) trong CD3;OD

C 8¢ | &u (dd béi, J = Hz) C dc* | du® (d6 boi, J = Hz)
1 137.1] - 4 147.0 | -
2 1142 6.75(s) 5' 118.9| 7.04(d, 8.0)
3 1452 | - 6 1192 | 6.92 (dd, 2.0, 8.0)
4 147.5| - 7 88.5 | 5.56(d, 5.0)
5 1383 | - g 55.6 | 3.48 (m)
6 118.0 | 6.74 (s) 9 65.1| 3.78(dd, 6.5, 11.0)
3.86 (dd, 5.0, 11.0)
7 329 2.64 (t,7.5) 3'-OMe 56.5| 3.82(s)
8 35.8| 1.84 (m) 4'-Apio
9 622 | 3.39(t6.5) 1" 109.7 | 5.56 (d, 2.0)
3-OMe 56.8 | 3.88(s) 2" 783 | 4.23 (d, 2.0
' 1297 - 3" 80.6| -
2’ 1112 7.03(d,2.0) 4" 758 | 3.87(d, 10.0)
4.12 (d, 10.0)
3 151.8| - 5" 654 3.69(s)

“'Po trong CD30D, Apio: apiofuranosyl, OMe: metoxy.

Vi du 2: Thir nghiém vé tac dung duge ly clia cac hop chét lignan

Céc hop chét lignan theo sang ché duge thir nghiém vé hoat tinh e ché sy phét
trién té bao ung thu vom hong (CAL27) va ung thu vi (MDAMB231) nhu sau:

Phuong phap thir do doc té bao in vitro duge Vién Ung thu Qubc gia Hoa Ky
(National Cancer Institute — NCI) xac nhan 1a phép thir do doc té bao chudn nhim sang
loc, phat hién cac chat co kha nang kim ham sy phat trién hodc diét t& bao ung thu & diéu
kién in vitro. Phép thir tién hanh xdc dinh ham luong protein té bao tdng s6 dua vao mat
do quang hoc (OD — Optical Density) do duoc khi thanh phan protein cua té bao duoc
nhudm béng Sulforhodamine B (SRB). Gia tri OD mday do dugc ti 1€ thudn voi lugng
SRB gin véi phan tit protein, do do lugng té bao cang nhiéu (lwong protein cang nhiéu)
thi gia tri OD cang 1én. Cac hop chét thé hién % sbng sét cua té bao ung thu >50% &
nong do 100 pg/mL dugc danh gia & cac ndng do thap hon 50, 25, 12.5 va 6.25 pg/mL.
Céc té bao dugc th 4&m CO; va dé phat trién trong vong 72 h. Sau do6 té bao duoc ¢b dinh
vao day giéng bang TCA trong 30 phut, dugc nhuém bing SRB trong 1 gi¢ ¢ nhiét do
37°C. D6 bo SRB va cac giéng thi nghiém duge rira 3 1dn bing acetic acid (5%) rdi dé
kho trong khong khi & nhiét do phong. Cudi clng, st dung 10 mM dung dich bazo Tris
dé hoa tan lugng SRB dd bam va nhudm céc phan t protein, dua [én may lic dia ldc nhe
trong 10 phut va st dung may ELISA Plate Reader dé doc két qua vé ham lugng mau ctia
chit nhuém SRB qua phd hip phu & bude song 515 nm. Kha ning séng sot cua té bao

khi c6 mat chét thir s& duge xdc dinh thong qua cong thirc sau:
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OD (chat thtr) — OD (ngay 0) x 100

% S§ 9t = - ;
?2OR8 SO = 0D (chat ddi ching) — OD (ngay 0)

Céc phép thir duge ldp lai 3 1dn d& dam bao tinh chinh xac. Ellipticine dugc st
dung la chit déi ching duong. Gié tri ICso duoc x4c dinh bang phin mém TableCurve.
Két qua duge thé hién trong Bang 3 dudi day.

Bang 3: Két qua danh gi4 hoat tinh G khang té bao ung thu cua cac chit

Hop chit ICso (uM)
CAL27 | MDAMB231
Ia 1.8£0.2 3.5+0.2
Ib >30 >30
Capecitabine 8.2+0.8 52£09

Hop chét schisandrulata A (Ia) thé hién tac dung trc ché sy phat trién va sdng sot
té bao ung thu trén 2 dong ung thu vom hong (CAL27) va ung thu via (MDAMB231) véi
gid tri 1Cso 1an luot [a 1,8 + 0,2 va 3,5 £ 0,2 pM, manh hon chit dbi ching duong
capecitabine v&i ICso 1an lugt 1a 8,2 = 0,8 va 5,2 £ 0,9 uM. Két qua nay c6 y nghia khoa
hoc va thyc tién cao, tao co s& dé nghién ctru phat trién cdc duge phdm méi ¢ tac dung

diéu trj bénh ung thu tir loai Ngii vi vay chdi.

Hiéu qua c6 lgi ciia sang ché

Sang ché d& cap dén cac hop chit mdi, schisandrulata A va schisandrulata B, va
phuong phép phan 1ap cdc hop chit tir loai Ngii vi vay chdi S. perulata. Tét ca céc hop
chét theo sang ché da duoc danh gi4 tac dung tc ché sy phat trién cua té bao ung thu
vom hong (CAL27) va ung thu vi (MDAMB231). Hop chét schisandrulata A thé hién
tac dung (rc ché su phat trién té bao ung thu trén 2 dong: ung thu vom hong (CAL27) va
ung thu vii (MDAMB231) v6i gia tri ICsp lan luot 14 1,8 + 0,2 va 3,5 + 0,2 uM. Sang ché
ndy tao co s& khoa hoc vimg chic cho cic nghién ctru ing dung tiép theo nhim tao ra
cac dugc phdm c6 tac dung phong va diéu tri bénh ung thu dua trén viéc khai thac ngudn

duoc liéu qui, sén cé trong nude.
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Yéu cau béo ho

1. Hop chét schisandrulata A va schisandrulata B ¢6 cOng thice (Ia) va (Ib) sau day:

Ib
(schisandrulata A) (schisandrulata B)

2. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét (Ia) nay la schisandrulata A,

3. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét (Ib) nay 1a schisandrulata B.

4. Phuong phap tach chiét cac hop chit schisandrulata A va schisandrulata B theo diém
bat ky trong sé céc didm tir 1 dén 3 tr loai Ngil vi vay chdi S. perulata, phuong phadp nay
bao gdm céc bude:

(i) thai nho, phoi kho rdi nghién thanh bot min miu 14 loai Ngil vi vay chdi S. perulata,
sau do bot nay dugc ngadm chiét siéu 4m voi rugu metylic 3 lan & nhiét d6 40°C, mdi lan
60 phat;

(i) gom cdc dich chiét & budc (i), loc qua gidy loc va cht dé loai bé dung méi dudi 4p
suét giam thu dugc dich ¢6 trong rugu metylic, duoc ky hiéu la dich co SP;

(iii) phén bd déu dich ¢d SP vdi nuée cit rdi chiét phan bd véi diclorometan va etyl axetat,
mdi dung méi tién hanh chiét 2 1an véi ty 1& 1/1 vé thé tich, sau dé tién hanh loai bo dung
moi cta dich chiét diclorometan va etyl axetat dudi ap sudt giam thu duge cdc dich co
diclorometan (SP1), etyl axetat (SP2) va dich chiét nuéc (SP3);

(iv) tién hanh phan tach dich ¢ SP1 trén cot sdc ky véi chét hép phu 1 silica gel (loai
Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hang san xuit Merck) v6i hdn hop dung mdi rira giai
tang dan ndng do axeton trong n-hexan 1 n-hexan/axeton ty 1& 100/0 dén 1/1 thu dugc
sau phan doan, ky hiéu tir SP1A dén SPIF;

(v) tién hanh phan tach séc ky phén doan SP1B trén cdt sic ky voi chit hip phu la pha
dio (loai RP-18, ¢& hat 30 - 50 um, hing san xuét Fuji silysia Chemical Ltd.), v6i hdn
hop dung moi rira giai axeton/nude cat ty 16 2/1 vé thé tich, thu duoc ba phan doan nho

hon, ky hiéu tir SP1B1 dén SP1B3;
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(vi) hoa tan phan doan SP1B1 vao hdn hop dung mdi n-hexan/axeton ty 1¢ 8/1 vé thé tich
va tién hanh phan téch trén sic ky trén cot séc ky &i lyc v6i chit hdp phu la silica gel
(loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hang san xuét Merck) ty 1¢ SP1B1/silica gel =
1/2 vé khéi lugng), h¢ dung mai rira gidi n-hexan/axeton (8/1, v/v), thu dugc bén phén
doan. ky hiéu tr SPIBIA dén SPIBID;

(vii) thch cac hop chat schisandrulata A va schisandrulata B, trong do:

 tién hanh sdc ky phan doan SP1BIC trén hé théng HPLC, dung moi axetonitril 33%
trong nude, cho hop chit schisandrulata A cé cong thirc (Ia) dudi dang bot vo dinh
hinh;
(viii) tién hanh loai bo dung moi etyl axetat dich chiét nuée (SP3), sau d6 dua lén cot
Diaion HP-20, loai bd dudng bing nudc sau do tang dan ndng do rugu metylic
(MeOH) trong nudce (25, 50, 75 va 100% MeOH) thu dugc 4 phan doan, ky hiéu la
SP3A-SP3D,
(ix) tién hanh phan tach phan doan SP3D trén ot shc ky véi chét hip phu 12 silica gel
(loai Kiesegel 60, c& hat 230-400 mesh, hang san Xuét Merck) v&i hdn hgp dung moi
rlra gidi ting dan ndng do MeOH trong diclorometan (CH,Cly) 1a CHyCl/MeOH t 18
10/1—1/1 thu dugc bon phan doan, ky hiéu tr SP3D1 dén SP3D4;
(x) tién hanh phan téch phén doan SP3D2 trén cot séc ky vdi chét hép phu la pha dao
(loai RP-18, ¢ hat 30 - 50 pm, hing san xuét Fuji silysia Chemical Ltd.), véi hon
hop dung méi rira giai MeOH/nudc cit ty 1¢ 4/1 vé thé tich, thu duoc bon phan doan
nhd hon, ky hiéu tir SP3D2A dén SP3D2D;
- tién hanh sac ky phan doan SP3D2A trén h¢ théng HPLC, dung méi axetonitril
20% trong nudc, cho hop chét schisandrulata B ¢ cong thire (Ib) dudi dang bot

vO dinh hinh.
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