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(54) HOP CHAT COMBRETANONE H GAY POC TE BAO UNG THU PHAN LAP
TU CAY TRAM BAU (COMBRETUM QUADRANGULARE KURZ)

(57) Séang ché dé cap dén hop chat Combretanone H giy doc té bao ung thu phan lap tir

cay Tram bau (Combretum Quadrangulare Kurz). Hop chat nay c6 hoat tinh gy doc ddi

v6i té bao ung gan HepG2, té bao ung thu mau K562 va té bao ung thu va MCF7.
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Linh vuc ky thuét dwoge dé cap

Sang ché @& cap dén hop chit Combretanone H gy doc té bao ung thu phan 14p tir cdy

Tram bau (Combretum Quadrangulare Kurz).
Tinh trang ky thuit cia gidi phap hiru ich

Cay Tram bau hay con goi 14 Chun bau, Tim bau, sang ké, song re. Tén khoa hoc 1a
Combretum quadrangulare Kurz. thudc nganh Magnoliophyta; 16p Magnoliopesida; bd
Myrtales; ho Combretaceae (ho Bang); chi Combretum; loai Combretum quadrangulare Kurz.
Cay gd nho, cao 5 - 9 m. L4 thudng moc dbi nhau c¢6 hinh trimg nguoc, dAu 14 nhon hoic c6
khi tron, géc 14 thudn, nh&n va san sti & mit trén. Hoa nhd, mau vang, moc thanh cum & ngon
hodc nach 14, dai 4 - 5 cm. Qua dai khoang 2 cm, rong 8 - 9 mm, cé 4 cdnh mong mau xanh.
Hat ¢6 hinh thoi. Cdy trim bu tir lic ndy mam dén khoang 1 ndm sau thi c6 qua, dén nam tha
3 thi qua 9.

Theo kinh nghiém dan gian va céc bai thubc y hoc cb truyén, cay trém bau dugc sir
dung rong rai nhu mot loai thudc trong dén gian dé diéu tri bénh viém gan, sdt rét, nhiém
trang dudng ho hdp. Hat, 14, vo cua cdy duoc sir dung trong y hoc ¢b truyén Viét Nam nhu
mdt phuong thude ha sét va trj giun san.

Niam 1998, ¢6 07 hop chét cycloartane triterpene méi dugc phan Igp tir cdy trdm bau
va 2 trong s cac hop chat nay c6 hoat tinh giy doc té bao ung thu dai tring 26-L5 & chudt
(Banskota AH et al., Cytotoxic cycloartane-type triterpenes from Combretum quadrangulare.
Bioorg Med Chem Lett 1998, 8(24):3519-3524). Nam 2000, c6 13 hop chit cycloartane
triterpene moi dwoc phan l4p tir cdy trdim biu (Banskota AH et al., Thirteen novel
cycloartane-type triterpenes from Combretum quadrangulare. J Nat Prod 2000, 63(1):57-64).
Cing ndm nay, c6 thém 15 hop chét cycloartane triterpene méi khac dwogc phan 13p tir cay
tram bAu va tat ca déu c6 hoat tinh 1én t& bao ung thu dai trang 26-L5 & chudt & nhiéu muc do
khac nhau (Banskota AH et al., Metyl quadrangularates A-D and related triterpenes from
Combretum quadrangulare. Chem Pharm Bull (Tokyo) 2000, 48(4):496-504).

Nam 2011, ¢6 17 hop chit dugc phan lap tir chiét xuit metanol cia 14 cdy tram bau,
trong d6 c6 9 hop chét mai thudc nhém cycloartane triterpene. C6 05 hop chét trong sé cac

chét nay c6 kha ning ting cudng biéu hién cua thy thé chét 5 (DR5) va 01 hop chit c6 hoat
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tinh bai trir tinh khang ddi véi phéi tir kich hoat qua trinh chét cua té bao lién quan dén yéu td
hoai tir khdi u (TRAIL) (Toume K et al., Cycloartane triterpenes isolated from Combretum
quadrangulare in a screening program for death-receptor expression enhancing activity. J Nat
Prod 2011, 74(2):249-255).

Qua khao ctru tai liéu ndm 2014 cho thdy c6 97 hop chét duoc phat hién tlr cay tram
bau, trong d6 hdu hét cac hop chét nay thude nhém triterpenoid va flavonoid. Cac hoat chét c6
hoat tinh sinh hoc da dang gdm khéng khuan, khang vi rat HIV, gdy doc té bao ung thu, bao
vé gan (Roy R et al., Combretum quadrangulare (Combretaceae): Phytochemical Constituents
and Biological activity. Indo American Journal of Pharmaceutical Research 2014, 4(8):3416-
3427).

Viéce tim kiém céc hop chit mdi ¢6 hoat tinh sinh hoc luén 1a nhu cau cép thiét hién
nay. Do d6, sang ché @ xudt mot hop cht m6i Combretanone H ¢6 hoat tinh khang mot s6
dong t& bao ung thu c6 thé dugc tng dung 1am thubc hodc thuc phdm chirc ning. Ngoai ra
séng ché cling d& xuét phuong phap cb 1ap hop chit nay tir 14 cdy trAm bau Combretum
quadrangulare Kurz.

Ban chit k§ thuat ciia gidi phap hiru ich
Sang ché d& cap dén hop chit Combretanone H gay doc té bao ung thu, duge phén lap

tlr cdy tram bau Combretum quadrangulare Kurz cé cau triic hda hoc the hién nhu sau:

M5 ta vin tit hinh vé

FIG.1 thé hién cAu truc hoa hoc ciia hop chit Combretanone H gy doc té bao ung thu
phén 1ap tir cay tram bau Combretum quadrangulare Kurz.
MBO ta chi tiét giai phap hitu ich

Theo FIG.1 thé hién cAu truc héa hoc ciia hop chat Combretanone H gy doc té bao

ung thu phan 1ap tir 14 cdy tram bau Combretum quadrangulare Kurz.
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Combretanone H 1a chit bot mau tréng v0 dinh hinh, ¢6 cong thitc phan tir C3oH50:-
H, va c6 dic didm va dir liéu phd cu thé nhu sau:

"H NMR (CDCls;, 500 MHz) 8y 5.02 (1H, s, H-26a), 4.94 (1H, H-26b), 3.96 (1H, d, J
= 8.0 Hz, H-24), 3.86 (1H, ddd, J = 10.9, 8.5, 2.0 Hz, H-23), 3.65 (1H, ddd, J = 10.5, 9.5, 4.0
Hz, H-7), 2.70 (1H, td, J = 13.5, 6.5 Hz, H-2a), 2.32 (1H, ddd, J = 14.0, 4.5, 2.5 Hz, H-2b),
1.96 (1H, m, H-16a), 1.90 (2H, m, H-5, H-11a), 1.85 (2H, m, H-12a, H-1a), 1.77 (3H, s, H-
27), 1.73 (1H, m, H-6a), 1.72 (1H, m, H-20), 1.69 (1H, m, H-8), 1.68 (1H, m, H-17), 1.66 (1H,
m, H-22a), 1.64 (1H, m, H-12b), 1.60 (1H, m, H-1b, H-15a), 1.49 (1H, m, H-15b), 1.37 (1H,
m, H-16b), 1.32 (1H, m, H-11b), 1.15 (2H, m, H-6b, H-22b), 1.10 (3H, s, H-29), 1.05 (3H, s,
H-28), 1.03 (3H, s, H-18), 0.95 (1H, d, J = 4.5 Hz, H-19a), 0.94 (3H, s, H-30), 0.90 (3H, d, J
= 6.5 Hz, H-21), 0.56 (1H, d, J = 4.5 Hz, H-19b).

BC NMR (CDCl, 125 MHz) 8¢ 215.9 (C-3), 141.9 (C-25), 114.3 (C-26), 85.7 (C-24),
76.4 (C-23), 70.8 (C-7), 54.8 (C-8), 53.4 (C-17), 49.8 (C-4), 48.6 (C-14), 46.8 (C-5), 46.1 (C-
13), 39.6 (C-22), 37.4 (C-15), 37.2 (C-2), 33.5 (C-20), 33.0 (C-12), 32.7 (C-1), 31.3 (C-6),
28.4 (C-16), 27.7 (C-19), 27.0 (C-11), 26.7 (C-10), 22.3 (C-28), 21.0 (C-9), 20.8 (C-29), 19.0
(C-30), 18.4 (C-21), 17.6 (C-18), 17.6 (C-27)

HRESIMS m/z: [M-H]" 471.3472 tinh toan ly thuyét cho C;oHs304-H (calcd.
471.3474).

Hop chit Combretanone H duoc dung dé thir nghiém hoat tinh gy doc trén céc dong
té bao ung thu gdm té bao ung gan HepG2, t& bao ung thu mau K562 va té bao ung thu vi
MCF7. Phuong phép thuc hién nhu sau:

DAu tién, chuén bi vat liéu va hoa chit: mdi truong DMEM va huyét thanh bao thai bd
FBS dugc mua cia Biowest. Moi truong RPMI 1640 dugec mua cia Sigma. Khéng sinh

Penicillin duoc mua ctia Mekophar. Khang sinh Streptomycin dugc mua ctia Shandong
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Reyoung. MTT (3- (4, 5- dimetylthiazol - 2- yl) - 2,5 - diphenyl tetrazolium bromid) va
DMSO (dimetyl sulfoxide) dugc mua ciia Thermo Fisher. Doxorubicin 2mg/ml (tén thuong
mai Adrim) dugc mua ciia Fresenius Kabi. Dodecyl Sulfate Sodium (SDS) va HCI dugc
mua ctia Merck. Dia nhua nudi té bao dugc mua cta Corning. May doc dia ELISA cua
Sunrise. Tt cdy an toan sinh hoc cip 2 ctia Labtech. Tu 4m nudi té bao cua ESCO. Té bio ung
gan HepG2, t& bao ung thu méu K562 va t€ bao ung thu vit MCF7 dugc cung cép bdi Vién té
bao gbc va Trung tim Cong nghé sinh hoc Thanh phd Hb Chi Minh.

Tiép theo, tién hanh nudi cdy té bao ung thu. Céc dong té bao ung thu gan HepG2 va
ung thu vit MCF-7 dugc nudi cdy véi mét do ban dAu 1a 10* t& bao/ml trong mdi trudng nudi
chy DMEM dugc bd sung 10% FBS, penicillin (100 IU/ml) va streptomycin (100 pg/ml).
Dong té bao ung thu mau dong lympho K562 dugc nudi cdy & mat do ban dau 1A 10* té
bao/ml trong moi trudng nudi cAy RPMI 1640 duge bd sung 10% FBS, penicillin (100 IU/ml)
va streptomycin (100 pg/ml). Té bao duge nudi trong ti 4m & 37°C va 5% CO,.

Tiép theo, tién hanh thir nghiém hop chit MTT danh gi4 hoat tinh gy ddc té bao ung
thu cia Combretanone H. Hop chit MTT tham gia phan (mg oxy hod khtt véi ti thé cua té bao
va tao thanh céc formazan dang tinh th8. C6 thé diing mot s& dung dich khac nhau dé vira pha
huy mang t& bao va hoa tan c4c tinh thé formazan, sau d6 do d6 hap thu quang hoc ciia céc
dung dich nay & bude séng 595 nm. Phuong phép thir nghiém nay danh gia sic sdng cua té
bao thong qua hoat dong hd hip ciia ching.

Combretanone H duogc pha trong dung méi DMSO & noéng d6 10 mg/ml. Dung dich
chtra Combretanone H ndy va dung dich Doxorubicin (chét dbi chiimg duong, 2mg/ml) duoc
dung dé pha v6i méi trudng nudi cly DMEM hogc RPMI 1640 sao cho ndng d6 cudi dat 100;
50; 25;12,5; 6,25; 3,125 va 0 pg/ml.

Sau 24 gid nudi cdy (d6i voi té bao HepG2) va 48 gid nudi cdy (ddi véi t€ bao K562
va MCF7), méi truong nudi té bao dugc loai bo va thay thé bing 100 pl mdi trudng nudi cdy
ma&i chira néng dd khac nhau ctia Combretanone H va Doxorubicin dugc néu trén. U té bao
trong ti 4m & 37°C va 5% CO, trong 72 gid. Thém 10 pl MTT (5 mg/ml) vao méi giéng nudi
té bao. Tiép tuc u t& bao trong ti 4m & 37°C va 5% CO, trong 3,5 gid. Thém 70 pl dung dich
ly giai t& bao (chira 10% SDS va 0,01 M HCI) vao mdi giéng va t té bao trong ti &m & 37°C
va 5% CO, trong 16 gid. Do d hép thu quang hoc & budc séng 595 nm. V& db thi thé hién
phén tram sb t& bao chét bang phdn mém Prism v5.0. Ty 1§ té bao chét duoc tinh theo cong

thac sau:
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I (%) =100 - 100* (A 595nm mau - As595nm nén)/(As95nm DMSO = A595nm nén)

Trong dé:

I (%): phin trim té bao chét.

Asgsnm miu: gid tri mat d§ quang & budc séng 595 nm cua té bao da duogc thir nghiém

v6i Combretanone H hodc Doxorubicin.

As9snm nén: gid tri mét dd quang & budc séng 595 nm cia dbi ching tréng.

Asosnm pmso: gia tri mat d¢ quang & budc séng 595 nm cua t& bao nudi trong moi

trudng nudi cdy chita DMSO (& ndéng do twong tng véi céc giéng chira mau thir

nghiém).

Gid trj ICso dugc tinh bing phuong phéap dd thi, gi tri dugc thé hién 1 gié tri trung
binh kém theo do 1éch chuin. Phuong phap thdng ké duoc str dung 1a Unpaired T-test with
Welch’s correction. S& lidu coi 1a ¢6 y nghia théng ké khi p < 0,05.

Tiép theo, tién hanh phén tich két qua doc tinh ctia hop chat Combretanone H c6 hoat
tinh trung binh so v&i chét di chimg Doxorubicin trén ba dong té bao ung thu gdm té bao
ung gan HepG2, t& bao ung thu mau K562 va té bao ung thu vit MCF7 véi gia tri ICso dugc
néu trong Bang 1.

Két qué thir nghiém cho thdy Combretanone H c6 hoat tinh trung binh trén cac dong té
bao ung thu nay so vai chat ddi chimg Doxorubicin (Bang 1).

Bang 1. Gié tri ICs (ug/ml) ciia Combretanone H. S6 li¢u thé hién gia tri trung binh +

sai s& chudn cua thi nghiém duoc thuc hién 13p lai 3 lan.

Hop chat K562 HepG2 MCF-7
Combretanone H 21,0+£1,2 37,3+2,0 70,3+ 0,7
Doxorubicin 2.2+0.7 24+0.2 13.9+£2.2

Theo mot phuong 4n cu thé, hop chit Combretanone H phan 14p tir 14 cdy tram bau
thuc hién theo phuong phép bao gbm cac budc:

i) @) thu gom nguyén liéu 14 trAm biu Combretum quadrangulare Kurz, phoi
khé trong trong phong bing quat;

ii) nghién nho 14 trdm bau kho va chiét xudt véi etanol & 70°C trong 8 gid; dich
loc sau d6 duogc c¢d quay lam kho & diéu kién ap xuat thap dé thu hdi cao tho;

iii) tién hanh nap cao thd lén sic ky cot silica gel su dung pha dong 1an luot véi

dung méi bao gdm n-hexan, hdn hop n-hexan:etyl axetat v6i ty 18 thé tich/thé tich 1a 1:1, etyl
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acetat va n-butanol; va c6 quay cdc phan doan thu dugc twong Ung cao n-hexan, cao n-
hexan:etyl axetat, cao etyl axetat va cao n-butanol;

iv)  tién hanh nap cao n-hexan:etyl axetat 1én sdc ky cot silica gel st dung pha dong
chira hdn hop dung mdi bao gdbm n-hexan:etyl axetat:axeton v6i ty 1& thé tich/ thé tich 1a 5:1:1,
va thu dugc 14 phén doan gdm phén doan P1, phan doan P2, phan doan P3, phan doan P4,
phéan doan P35, phan doan P6, phan doan P7, phian doan P8, phan doan P9, phén doan P10,
phan doan P11, phan doan P12, phan doan P13, phan doan P14;

V) tién hanh nap phan doan P12 1én sic ky cot silica gel st dung pha dong chira
hén hop dung mdi bao gdm n-hexan:etyl axetat:axeton véi ty 18 thé tich/thé tich 1a 5:1:1, va
thu duoc 8 phan doan gdm phéan doan T1, phan doan T2, phan doan T3, phan doan T4, phan
doan T5, phin doan T6, phan doan T7, phan doan T8;

vi)  tién hanh nap phan doan T5 lén sic ky cot silica gel sir dung pha dong chira
hdn hop dung moi bao gdm n-hexan : cloroform : etyl axetat : axeton : nudc véi ty 1€ thé
tich/thé tich 1a 3 : 1: 2: 2: 0,01 thu duoc c4c phan doan T5.1, phan doan T5.2, va phan doan
T5.3;va

vii)  tién hanh nap phan doan T5.1 1én sic ky cot silica gel st dung pha dong chira
hdn hop dung mdi bao gdm n-hexan:etyl axetat:axeton véi ty 18 thé tich/thé tich 14 5:1:1, va
thu dugc hop chit Combretanone H.

Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: Phuong phap phén l4p hop chit Combretanone H tir 3,5 kg 14 trdm biu khd
Combretum quadrangulare Kurz.

Déu tién, tién hanh thu gom nguyén liu 14 trAm bau Combretum quadrangulare Kurz,
phoi kho trong trong phong béng quat va thu dugc 3,5 kg 14 traim bau kho.

Tiép theo, tién hanh nghién nho 14 trim bau khd va chiét xult véi 10 lit etanol & 70°C
trong 8 gio. Dich loc sau d6 dugc c6 quay lam kho & didu kién ap xuét thap va thu hdi dwogc
118,4 g cao tho.

Tiép theo, cao thd sau d6 dwoc phan doan bing cic dung méi n-hexan, hdn hop n-
hexan:etyl axetat voi ty 18 thé tich/thé tich 13 1:1, etyl axetat va n-butanol. C6 quay cac phan
doan thu duoc twong ng bao gdm cao n-hexan véi khdi luong 6,1 g, cao n-hexan:etyl axetat
v6i khdi lugng 54,5 g, cao etyl axetat voi khdi lugng 30 g va cao n-butanol véi khbi lugng 12
g.

Tiép theo, tién hanh nap 54,5 g cao n-hexan:etyl axetat lén sic ky cot silica gel sir
dung pha dong chira hdn hgp bao gdm n-hexan: etyl axetat : axeton véi ty 1& thé tich/ thé tich

1a 5:1:1 thu duoc 14 phan doan gdm phan doan P1 véi khéi lwong 2,95 g, phan doan P2 véi
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khéi luong 0,72 g, phan doan P3 véi khdi lugng 0,94 g, phan doan P4 voi khéi lugng 0,82 g,
phén doan PS5 vdi khéi luong 0,69 g, phan doan P6 véi khéi luong 0,23 g, phan doan P7 véi
khéi lwong 0,2 g, phan doan P8 véi khdi lugng 0,15 g, phan doan P9 véi khdi luong 0,3 g,
phan doan P10 véi khdi luong 0,1 g, phan doan P11 véi khéi luong, phan doan P12 véi khoi
lugng 6 g, phan doan P13 véi khdi luong 13,1 g, phan doan P14 véi khéi lugng 20,1 g.

Tiép theo, tiép hanh nap 6 g phan doan P12 1én sic ky cot silica gel sir dung pha dong
chira n-hexan:etyl axetat:axeton ty 18 thé tich/ thé tich 1& 5:1:1, va thu dwgc 8 phén doan gdm
phan doan T1 véi khéi lugng 1,3 g, phan doan T2 voi khéi lwong 0,2 g, phan doan T3 véi
khéi luong 0,3 g, phan doan T4 v&i khéi lugng 1,0 g, phan doan T5 vdi khdi lugng 1,2 g,
phéan doan T6 véi khéi lugng 0,3 g, phan doan T7 véi khéi luong 0,12 g, phan doan T8 v6i
khdi luong 0,5 g.

Tiép theo, tién hanh nap 1,2 g phan doan T5 lén sic ky cot (CC-Column
chromatography) st dung hé dung mdi chira n-hexan : cloroform: etyl axetat : axeton : nuéc
v6i ty 18 thé tich/thé tich 13 3:1:2:2:0,01 thu dugc cac phan doan T5.1 véi khéi lwong 130 mg,
phan doan T5.2 v6i khéi lugng 60 mg va phan doan T5.3 véi khdi lugng 30 mg.

Cudi cung, tién hanh nap phan doan T5.1 1én sic ky ¢t (CC) st dung hé dung moi
bao gdm hdn hop n-hexan:etyl axetat:axeton véi ty 18 thé tich/thé tich 1a 5:1:1, va thu duoc
hop chit Combretanone H véi khéi lugng 1,4 mg.

Nhirng lgi ich c6 thé dat dwoc

Combretanone H 1a mot hop chit méi duoc phat hién va cb 1ap lan dau tién tir 14 cay
tram biu Combretum quadrangulare Kurz. Chét nay c6 kha ning gay doc té bao ung thu va
can duoc tiép tuc nghién ciru hoat tinh sinh hoc dé ung dung 1am san phim diéu tri hoac hd

trg diéu tri ung thu trong tuong lai.
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YEU CAUBAO HQ

1. Hop chit Combretanone H gdy doc té bao ung thu phan lap tir cdy Tram bau

(Combretum Quadrangulare Kurz) c6 cong thuc:
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FIG.1
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