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(57) Giai phdp hitu ich dé cap dén hop chét tritecpen saponin c6 cong thitc chung

(I) va phuong phép chiét hgp chat nay tir loai hai sam Cercodemas anceps. Hop

chét tritecpen saponin nay c6 hoat tinh khiang nam dong t€ bao ung thu ngudi thir

nghiém, 1a t€ bao ung thu tuyén tién liét (LNCaP), ung thu vd (MCF7), ung thu
biéu mo (KB), ung thu gan (Hep-G2) va ung thu da (SK-Mel2). Phuong phap

theo giai phép hitu ich rét 1a hitu ich trong viéc 1am co s& khoa hoc cho nhiing

nghién ctu tng dung nhim tao ra cic dugc phdm chita bénh ung thu chita hop

chat nay cling nhu cac dan xuét ctia né.
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Linh vuc ky thuit dwoe d@ cip

Giai phap hitu ich @& cap dén hop chét tritecpen saponin méi ¢6 hoat tinh sinh
hoc trc ché sy phat trién ciia cac dong té€ bao ung thw nguoi 13 ung thu tuyén tién list
(LNCaP), ung thu vi (MCF?7), ung thu biéu mé (KB), ung thu gan (Hep-G2) va ung
thu da (SK-Mel2). Giai phap hitu ich cling d& cép dén phuong phép chibt cac hop
chét tritecpen saponin nay tir loai hai sdm Cercodemas anceps.

Tinh trang ky thuit cia gidi phap hitu ich

Céc hop chét c6 ngudn gde thién nhién ¢4 va dang nhan dugc rit nhidu sy quan
tdm clia cac nha khoa hoc trong va ngoadi nuéc trong viéc nghién ctru va phat trién
thanh céc duge phdm chita bénh cho ngudi do ¢6 nhidu wu diém nhu cdu trac héa hoc
va hoat tinh sinh hoc da dang, d& dugc hép thu va chuyén hoa trong co thé ciing nhu
doc tinh thdp. Ung thu 13 mot cin bénh nan y ma cho téi nay viée chita tri vin con
giip nhiéu kho khin. Theo cac sd lidu théng ké gin déy, ty 18 ngudi mic bénh ung thu
ngdy cang gia ting. Chinh vi viy, bén canh viéc dau tu cho céc chin doan sém céc
bénh ung thu, viéc tim kiém céc phuong phép diéu tri méi, cac thubc méi 13 v6 cing
can thiét ddc biét 1a cac hop chét ¢ ngudn gde tir thién nhién.

Hai sim 13 mdt trong nhitng sinh vét bién c6 tAm quan trong vé mit kinh té &
céc nude thuée Chau A, noi nhiéu loai duge st dung trong y hoc ¢b truyén hodc duge
an nhu nhitng thuc phdm bd dudng. V& mit phan loai hoc, hai sdm bao gdm sau bcf).
chinh (Apodida, Elasipodida, Aspidochirotida, Molpadiida, Dendrochirotida va
Dactylochirotida) v6i 25 ho, khoang 200 gibng va trén 1400 loai. Hai sim dugc tim
thdy & moi viing bién, tuy nhién phd bién nhét & cac ran san hd nhiét déi nuée nong.
Mic dit nhiéu 16p chét d& duoc phan 14p tir céc loai hai sdm, cac hop chét saponin 1a
thanh phén chinh va phd bién nhét. Nhin chung, cac hop chét saponin dugc ghi nhén
14 cac hop chit thién nhién c6 hoat tinh cao va saponin tir hai sim d3 dwoc khing dinh

13 rang vé hoat tinh chéng ung thu cta ching. Cercodemas anceps (tén ddng danh
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Colochirus anceps, ho Cucumariidae, b6 Dendrochirotida) 14 loai hai sdm cé mau
hc“)ng, mau vang - héng, kich thuéc nho, dai khoang 5-7 cm, than hinh try, thuén nhon
vé phia hdu mén. C6 4 dudng gd chay doc co thé, cac gai mém chay doc 4 dudng go.
Nim doc theo cac gor 13 cac ranh (4 rénh) nhén. Xic tu bao quanh miéng, phdn nhanh
gibng cdy. C6 ba day chan éng mau d6 & mit dudi. Co quan hau mén thudng dugce
bao quanh bdi 5 tAm ring det.

Trong linh vyc tim kiém c4c chit chdng ung thu, viéc tim kiém, sang loc va
d4nh gia cac chit c6 kha ning tic ché va tidu diét cac t& bao khédi u chi yéu dua trén
kha niing gy doc cac dong té bao khdi u thyc nghiém gy ung thu 14 v6 cing quan
trong. Thudc khudn khb chuong trinh nghién ctru trong diém cp Vién Han 14m Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam “Nghién ctru tiém ning v& duoc liéu bién ving Pong Béc
Viét Nam”, céc tdc gid gidi phdp hitu ich dd di sdu nghién clru loai hai sim
Cercodemas anceps va d3 phan 1ap dugce nim hop chét tritecpen saponin méi dt tén
14 cercodemasoit A-E thé hién hoat tinh manh khéng nim dong té bao ung thu ngudi
thir nghiém 13 ung thu tuyén tién liét (LNCaP), ung thu vii (MCF?7), ung thu biéu mo
(KB), ung thu gan (Hep-G2) va ung thu da (SK-Mel2). Phuong phap chiét nim hop
chit cercodemasoit A-E tir lodi hai sém Cercodemas anceps dugc @& cap theo giai
phap hitu ich d& thuc hién va cho hiéu suét cao.

Ban chit k§ thuét ctia giai phap hitu ich
Muc dich clia giai phap hitu ich 13 d& xuét hop chét tritecpen saponin chiét

dugc tir loai hai sdm Cercodemas anceps c6 cong thirc chung (I):
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néuR!=H thi R?= % va A%, hoiic
néu R! =H thi R? = H, hoc
néuR' =H thi R? = Hvi A%,

Céc hop chét tritecpen saponin theo giai phép hitu ich thé hién hoat tinh manh
khang nim dong t& bao ung thu ngudi thir nghiém 13 t& ung thu tuyén tién liét
(LNCaP), ung thu vii (MCF7), ung thu biéu mé (KB), ung thu gan (Hep-G2) va ung -
thu da (SK-Mel2). Hoat tinh nay twong duong hodc cao hon khi so v&i hop chét
tritecpen c6 cau tric twong tw di biét.

Muc dich khéc ctia giai phép hitu ich 13 ¢ xuit phuong phap chiét hop chit
tritecpen saponin tir loai hai sim Cercodemas anceps. Phuong phéap theo giai phap
httu ich don gian, d& thuc hién va cho hiéu suét cao.

M5 ta chi tiét giai phap hitu ich

M3u hai sém Cercodemas anceps Selenka, 1867, thudc ho Cucumariidae. Mau
tuoi hai sdm dugce tién hanh loai bd ndi tang, cét nhé sau d6 tién hanh chiét xuét, phan
18p va xé4c dinh cdu tric héa hoc ciia cic hop chit theo cac phuong phép mé ta dudi
day: sic ky 16p méng (TLC) duogc thuc hién trén ban méng trang sin DC-Alufolien
60 Fas4 (Merck 1,05715) va RP18 Fases (Merck). Phat hién chét bing deén tir ngoai &
hai budc séng 254 va 368 nm hoic ding thudc thir 13 dung dich H2SO4 10% phun déu
1én ban mong, sdy kho rdi ho nong tir tir dén khi hién mau. Sic ky c6t duoc tién hanh
v6i chét hap phu 12 silica gel pha thuong va pha dao. Silica gel pha thudng c6 ¢& hat
1a 0,040-0,063 mm (240-430 mesh, Merck). Silica gel pha ddo YMC (30-50 pm, Fuji
Silysia Chemical Ltd.). P6 quay cuc duge do trén may JASCO P-2000. Phé cong
hudng tir hat nhan (NMR) dugc do trén may Bruker AM500. Phd khdi lugng phan
giai cao HR-ESI-MS dugc do trén méy MicroQ-TOF III mass spectrometer.

Theo mot phuong 4n, giai phap hiru ich @& cép dén hop chét tritecpen saponin

c6 cdng thirc chung (I):
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Theo mét phwong 4n dwoc wu tién, giai phép hitu ich dé cép dén hop chét 3-0-
{3-O-metyl-f-D-glucopyranosyl-(1—3)-6-O-sulfat-$-D-glucopyranosyl-(1—4)-[ f-D-
xylopyranosyl-(1—2)]-f-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-sulfat-$-D-xylopyranosyl} -
holosta-9(11),25-dien-3-$-0l-16-on c6 cong thire (Ia):

(Ia)

Hop chét 3-0-{3-0-metyl-f-D-glucopyranosyl-(1—3)-6-O-sulfat-S-D-
glucopyranosyl-(1—4)-[f-D-xylopyranosyl-(1—2)]-f-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-
sulfat-B-D-xylopyranosyl}-holosta-9(11),25-dien-3-8-0l-16-on nay dugc dit tén la
cercodemasoit A.

Theo mdt phuong 4n duge wu tién khac, giai phap hitu ich d& cap dén hop chét
3-0-{6-0-sulfat-B-D-glucopyranosyl-(1—4)--D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-sulfat-
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p-D-xylopyranosyl}-holosta-9(11)-en-3-$-0l-16-on c6 cdng thirc (Ib):

5 0
0S03Na ",
%W .

Hop chét 3-0-{6-O-sulfat-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-f-D-quinopyranosyl-

(152)-4-0-sulfat-f-D-xylopyranosyl }-holosta-9(11)-en-3--0l-16-on nay dugc dit
tén la cercodemasoit B. |
Theo mét phuong an duoc uu tién khéc, giai phap hitu ich d& cap dén hop chét
3-0-{6-0-sulfat-$-p-glucopyranosyl-(1—4)-f-p-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-sulfat-S-p-
xylopyranosyl}-holosta-9(11),25-dien-3-$-o0l-16-on c6 cong thirc (Ic):

OH " ()

Hop chit  3-0-{6-O-sulfat-B-p-glucopyranosyl-(1—4)-B-p-quinopyranosyl-
(1—2)-4-0O-sulfat-f-p-xylopyranosyl}-holosta-9(11),25-dien-3-3-0l-16-on nay dugc dat
tén 1 cercodemasoit C.

Theo mét phuong 4n duoc wu tién khéc, giai phap hitu ich d& cap dén hop chét
3-0-{B-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-sulfat-f-D-xylopyranosyl}-holosta-9(11)-en-3-
B-ol-16-on c6 cdng thie (Id):
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Hop chit 3-O-{-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O- sulfat-p-D-xylopyranosyl}-
holosta-9(11)-en-3-4-o0l-16-on nay duogc dit tén la cercodemasoit D.

Theo mdt phuong 4n duge uu tién khéc, giai phép hitu ich d& cap dén hop chét
3-0-{p-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O- sulfat-B-D-xylopyranosyl}-holosta-9(11),25-
dien-3-p-o0l-16-on ¢ cdng thirc (Ie):

- on * (Ie)

Hop chit 3-0—{,B—D-quinopyranosyl-(l—)2)-4-O-sulfat—,B-D-xylopyranosyl}-
holosta-9(11),25-dien-3-$-o0l-16-on niy dugc dit tén la cercodemasoit E.

Theo mot phuong an khéac, giai phap hiru ich dé& xuét phuong phap chiét hop
chét tritecpen saponin c6 hoat tinh gy doc t& bao tir loai hai sdm Cercodemas anceps,
trong d6 phuong phép nay bao gbm cac budc:

a) mAu twoi hai saim Cercodemas anceps dugce tién hanh loai bé noi tang, cit nhd, sau
d6 chiét ngam 3 1an, mdi 14n 6 gid, véi rugu metylic ¢ nhiét 49 50°C;

b) gbp céc dich chiét trong rugu metylic thu dugc & bude a) lai, loc qua gidy loc va
cAt dé loai bd dung mdi dudi ap sudt giam dé thu dugc dich cb trong ruou metylic, ky
hiéu l1a dich c6 A;

¢) hoa tan dich c6 A voi nude cét rdi chiét phan b bing dung moéi diclorometan 3 lan
theo ty 1& 1/1 v& thé tich thu duoc 16p nude (ky higu 1a B) \}é dich ¢ diclorometan
(ky hi¢u 1 C) sau khi loai bo dung mdi dudi ap suét giam;

d) dich ¢b C duoc tién hanh phan tach trén hé théng séc ky 1ong trung 4p MPLC v6i
cot nhdi silica gel pha thudng st dung h¢ dung mdi ria giai gradient ndng do
diclorometan/metanol theo ty 18 tir 100/1 dén 1/1 vé thé tich thu duoc by phan doan
ky hiéu 1an lugt tir C1 dén C7 tuong tmg vdi cac ndng d6 diclorometan/metanol theo
ty 18 100/1, 80/1, 50/1, 30/1, 10/1, 5/1 v& 1/1 v& thé tich;

¢) phan doan C6 dugc tién hanh phan 14p trén séc ky cot voi chat hép phy 1a silica gel
_7-
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pha thudng va sit dung hdn hgp dung moéi rira giai la diclorometan/metanol/nuéc theo
t 16 4/1/0,1 v& thé tich thu dugc ndm phan doan nhé hon ky hiéu 1an luot tr C6A dén
C6E; va
f) phan doan C6A duogc tinh ché trén cot séc ky ai luc véi chit hép phu 13 YMC st
dung hé dung méi rira giai metanol/nudc theo ty 1€ 2/1 vé thé tich thu dugc hop chit
3-0-{p-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-sulfat-g-D-xylopyrano syl}-holosta-9(11)-en-3-
B-ol-16-on (Id) va hop chit 3-O-{B-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-sulfat-3-D-
xylopyranosyl}-holosta-9(11),25-dien-3-3-o0l-16-on (Ie) dudi dang chét bot mau tring.
Theo mdt phuong an khéc nita, giai phap hitu ich d& xuét phuong phép chiét
hop chét tritecpen saponin ¢6 hoat tinh gy doc té bao néu trén, trong d6 phwong phép
ndy con bao gdm bude chiét hop chit ¢ cong thic (Ib) va (Ic) bang cach tinh ché
phén doan C6C thu dugc tir budc e) trén cot sic ky 4i luc véi chét hap phu 13 YMC
stt dung hé dung moi rira gidi metanol/nude theo ty 18 1,5/1 vé thé tich thu duoc hop
chit  3-0-{6-O-sulfat-S-D-glucopyranosyl-(1—>4)-p-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-
sulfat-B-D-xylopyranosyl}-holosta-9(11)-en-3-4-ol-16-on (ij va hop chét 3-0-{6-O-
sulfat-B-p-glucopyranosyl-(1—4)-#-p-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-sulfat-f-p-
xylopyranosyl}-holosta-9(11),25-dien-3-$-0l-16-on (Ic) duéi dang chét bot mau tring.
Theo mdt phuong 4n, giai phap hitu ich dé xut phwong phap chiét hop chét
tritecpen saponin c6 hoat tinh gay doc té bio néu trén, trong d6 phuong phép nay con
bao gdm budc chiét hop chét cé cong thire (Ia) bing cach tién hanh séc ky 16p nuéc B
thu dugc & budc c) trén cot nhdi Diaion HP-20 rira giai ting dan ndng d6 metanol
trong nude (0, 25, 50, 75 va 100%), loai bo phan rira gidi bing nuée 100% thu duge
bén phén doan ky hiéu 14n luot tir B1 dén B4 tuong tmg véi céc ndng d6 metanol
trong nuée 1 25, 50, 75 va 100%; phin doan B4 dugc phan tach trén hé théng sic ky
1ong trung 4p MPLC vd&i cot nhdi silica gel pha thuong st dung hé dung méi rira giai
diclorometan/metanol/nuéc theo ty 18 4/1/0,1 v& thé tich thu duge bén phan doan nhé
hon ky hiéu 14n luot tir B4A dén B4D; phan doan B4C dugc tinh ché trén cot séc ky
4 luc v6i chit hip phu 13 YMC sir dung hé dung méi rira gidi metanol/nudc ty 18
1/1,5 v& thé tich thu dugc hop chét 3-O-{3-O-metyl-B-D-glucopyranosyl-(1—3)-6-O-
sulfat-B-D-glucopyranosyl-(1 —>4)-[B-D-xylopyranosyl-(1-2)]-B-D-quinopyranosyl-
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(1—)2)-4-O-sulfat-B-D-xylopyranosyl}-holosta—9(1l),25-dien-3-ﬂ—ol—l6-on (Ia) dudi
dang chét bot mau tréng.

Vi du thye hién giai phap hiru ich

Vidul

Chiét hop chdt cercodemasoit A-E tir loai hai sdm Cercodemas anceps

M3u tuoi hai sdm Cercodemas anceps dugc tién he‘mh loai bo ndi tang, cit
nhé (15 kg), sau do6 chiét ngdm 3 14n, mdi 14n 6 gid, véi rugu metylic (20 lit) & nhiét
do 50°C.

Gop cac dich chiét trong ruou metylic thu duogc lai, loc qua gidy loc va cat dé
loai b6 dung mdi dudi ap suét giam dé thu duge dich c6 trong rugu metylic, ky hiéu
1a dich ¢6 A (290 g).

Hoa tan dich c6 A vé&i nude cat (2 lit) rdi chiét phan b bang dung moi
diclorometan 3 1an theo ty 1€ 1/1 v& thé tich thu duoc 16p nuée (ky hiéu 12 B) va dich
¢6 diclorometan (ky hiéu 1a C, 110,2 g) sau khi loai b6 dung mdi dudi ap sudt giam;

Lép nuée B duge tién hanh séc ky trén ¢t nhoi Diaion HP-20 (@ 10 em, L
80 cm) rira giai tdng dAn ndng d6 metanol trong nude (0, 25, 50, 75 va 100%, mdi
mitc ndng @6 2 lit), loai bo phin-rira giai bang nuéc 100% thu duoc bbn phan doan
tuong tmg ky hiéu Ian lugt B1 (25,0 g), B2 (15,1 g), B3 (11,3 g) va B4 (5,1 g);

Phan doan B4 (5 g) dugc phan tich trén hé théng sic ky 1éng trung 4p MPLC
vé6i ¢t nhdi silica gel pha thudng (Biotage® KP-SIL 100 g) st dung hé dung moi rira
giai diclorometan/metanol/nuée theo ty 1& 4/1/0,1 v& thé tich thu dugc bbn phan doan
nho hon ky hiéu 1a B4A (1,3 g), B4B (0,9 g), B4C (1,0 g) va B4D (1,7 g).

Phén doan B4C (1,0 g) dugc tinh ché trén cot séc ky 4i lyc voi chét hip phu 1a
YMC str dung hé dung méi rira giai metanol/nude theo ty 1€ 1/1,5 vé thé tich thu duogc
150 mg hop chét 3-0-{3-O-metyl-,B-D-glucopyranosyl-(1——>3)—6-O-sulfat—/>’-D-
glucopyranosyl-(1->4)-[-D-xylopyranosyl-(1 —2)]-p-D-quinopyranosyl-(1-—2)-4-O-
sulfat-B-D-xylopyranosyl}-holosta-9(1 1),25-dien-3-B-0l-16-on (Ia) du¢i dang chét
bot mau tréng. '

Dich ¢6 C (110,2 g) dugc tién hanh phan tach trén hé thdng séc ky 16ng trung

-0-
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ap MPLC véi cdot nhdi silica gel pha thudng (Biotage® KP-SIL 340 g) sir dung hé
dung moi rira giai gradient ndng @6 diclorometan/metanol theo ty 1€ tir 100/1 dén 1/1
v& thé tich thu duoc biy phan doan ky hiéu 1a C1 (15,2 g), 2 (18,2 g), C3 (15,5 g),
C4 (16,8 g), C5 (12,7 g), C6 (1 1,5 g)va C7 (20,1 g).

Phan doan C6 (11,5 g) dugc tién hanh phan 1ap trén séc ky cdt ( 6 cm, L 60
cm) v6i chit hép phuy 1a silica gel pha thuong va sir dung hdn hop dung méi rira gidi
1a diclorometan/metanol/nudce theo ty 1§ 4/1/0,1 v& thé tich (3 lit) thu dugc ndm phén
doan nhé hon ky hiéu 13 C6A (2,5 g), C6B (1,5 g), C6C (1,8 ), C6D (2,5 g) va C6E
(3,1 g).

Phén doan C6A (2,5 g) duoc tinh ché trén cdt séc ky i luc (@ 3 cm, L 80 cm)
v6i chit hip phu 1a YMC st dyng hé dung mdi rira giai metanol/nude theo ty 1& 2/1
v& thé tich (1,5 lit) thu dugc 100 mg hop chét 3-0-{B-D-quinopyranosyl-(1—>2)-4-O-
sulfat-B-D-xylopyranosyl1}-holosta-9(11)-en-3-5-o0l-16-on (Id) va 95 mg hop chét 3-
O- {,B—D-quinopyranosyl-(1—>2)—4-O-sulfat-ﬁ-D-xylopyranosyl}-holosta—9(1 1),25-dien-3-
B-ol-16-on (Ie) dudi dang chit bot mau tring;

Phan doan C6C (1,8 g) dugc tinh ché trén cot séc ky 4i luc (@ 2,5 cm, L 80
cm) v6i chit hap phy 12 YMC st dung h¢ dung mo6i rira giai metanol/nudc theo ty 1€
1,5/1 v& thé tich (1,0 lit) thu duge 115 mg hop chét 3-O-{6-O-sulfat-B-D-
glucopyranosyl-(1-»4)-B-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O- sulfat-B-D-xylopyranosyl}-
holosta-9(11)-en-3-f-ol-16-on (Ib) vi 105 mg hop chat 3-O-{6-O-sulfat-f-p-
glucopyranosyl-(l—)4)-ﬂ-D-quinopyranosy1-(1—>2)-4-O-sulfat- -p-xylopyranosyl}-
holosta-9(11),25-dien-3-5-ol-16-on (Ic) dudi dang chét bot mau trang.

Hop chét 3-0—{3—O-metyl-,B—D-glucopyranosyl—(1—>3)-6-O—su1fat-ﬁ-D-
glucopyranosyl-(1—4)-[-D-xylopyranosyl-(1 —2)]-B-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-
sulfat-B-D-xylopyranosyl}-holosta-9(1 1),25-dien-3-p-ol-16-on (cercodemasoit A) thu

duoc ¢ cong thirc (Ia):
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(Ia)

Cong thtrc phén tir: CsoHgoNa,03,S;;

Khéi lugng phén tir: M = 1420;

Céc thong sb vat 1y: '

+ Chét bot mau tring;

+ Do quay cuc [o]7 - 12,5 (¢ 0,1, MeOH);

+ Phd khéi lugng phan giai cao HR-ESI-MS tai m/z 1443,4557 [M+Na[', tinh

toan ly thuyét 1443,4550 cho cong thirc CsoHgpNa3z03,S,;

+ Phé cong hudng tr hat nhan dugc dua ra trong Bang 1.

Hop chét 3-0—{6-O-sulfat—,b’-D-glucopyranosyl—(1—)21)-ﬂ-D-quinopyranosyl-
(1->2)-4-O-sulfat-B-D-xylopyranosyl}-holosta-9(11)-en-3--ol-16-on (cercodemasoit
B) thu dugc ¢b cong thire (Ib):

&

s _—0
Naoaso/m/o
0SO03Na HO \ { ™,

o H3C, 0

« S, o Az —0

HO 2 O
3 HO /
" OH " ¥ on! (Ib)

Cong thirc phén tir: C47H72Na023S5;
Khéi lwong phén tr: M = 1114;

Céc thong sd vat 1y:

+ Chét bt mau tréng;

+ Do quay cuc [o]7 —18,3 (¢ 0,1, MeOH);

-11-
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+ Phé khéi lugng phén giai cao HR-ESI-MS tai m/z 1137,3559 [M+Na]’, tinh

toan 1y thuyét 1137,3593 cho cong thirc C47H7,Na302352;

+ S6 liéu phd cong hudng tir hat nhén dugc dua ra trong Bang 1.

Hop chét 3-0—{6-O-sulfat-ﬁ-D-glucopyranosyl-(1—)4)—B-D-quinopyranosyl-
(1—>2)—4-O-sulfat-,B-D-xylopyranosyl}-holosta-9(1 1),25-dien-3--o0l-16-on

(cercodemasoit C) thu duge c6 cong thirc (Ic):

9 o) 2
Hao 3" 3 HO "

Cong thirc phén tir: C47H70Na;023S,;

Khdi luong phan tir: M = 1112;

Céc thong s vat ly:

+ Chét bdt mau tréng;

+ Do quay cuc [o]Z -19,5 (¢ 0,1, MeOH);

+ Phé khéi luong phén gidi cao HR-ESI-MS tai m/z 1135,3424 [M+Na]’, tinh

toan ly thuyét 1135,3437 cho cong thirc Cy7H70NazO23S;

+ S liéu phd cong hudng tir hat nhan duge dua ra trong Bang 1.

Hop chét 3-0-{,B—D-quinopyranosyl—(l——)2)-4-O-sulfat-,B—D-xylopyranosyl}-
holosta-9(11)-en-3-p-ol-16-on (cercodemasoit D) thu duge c6 cong thure (Id):
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Cong thtrc phén tir: C41He3NaOjsS;

Khdi lugng phan ti: M = 850;

Céc thong s vat ly:

+ Chét bot mau tring;

+ P quay cuc [a]F 30,5 (c 0,1, MeOH);

+ Phd khéi lugng phan gidi cao HR-ESI-MS tai m/z 873,3569 [M+Na]", tinh

toén ly thuyét 873,3678 cho cdng thirc C41Hg3NayO;5S;

+ 86 1iéu phd cong hudng tir hat nhan duge dua ra trong Bang 2.

Hop chit 3-O-{f-D-quinopyranosyl-(1—>2)-4-O-sulfat-3-D-xylopyranosyl}-
holosta-9(11),25-dien-3-$-ol-16-on (cercodemasoit E) thu dugc c6 cong thire (Ie):

R (Te)

Cong thtrc phan tir: C41He1NaO1sS;

Khéi lugng phén ti: M = 848;

Céc théng s6 vat ly:

+ Chét bot mau tring;

+ Do quay cuc [a]5 31,3 (¢ 0,1, MeOH);

+ Phd khéi lugng phan giai cao HR-ESI-MS tai m/z 871,3419 [M+Na]’, tinh
toén ly thuyét 871,3521 cho cong thirc C41Hg1Na,O15S;

+ S6 1iéu phd cong huéng tlr hat nhén duge dua ra trong Bang 2.
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Bang 1. S6 liéu phé "H-NMR (pyridine-ds, 500 MHz) va °C-NMR (pyridine-ds, 125

MHz) cta hop chat cercodemasoit A (Ia), cercodemasoit B (Ib) va cercodemasoit C

(Ic)
C Cercodemasoide A (Ia) Cercodemasoide B (Ib) Cercodemasoide C (I¢c)
oc | su(J=Hz) o | ou(J=Hz) oc__ | %u(J=Hz)
1 35,9 | 1,30m/1,71 m 36,2 | 1,44 m/1,86 m 36,2 | 1,42m/1,84 m
2 26,6 |1,80m/2,03 m 27,0 | 1,96 m/2,20 m 27,0 |1,94 m/2,18 m
3 88,5 |3,11dd(4,0,12,0) |- 88,6 |3,21dd(4,0,11,5)| 88,6 3,20 dd (4,0, 11,5)
4 39,7 | - 39,8 | - 39,8 |-
5 52,6 | 0,82brd (12,0) 52,8 10,94 brd (12,0) 52,8 {0,92brd(12,0)
6 20,8 | 1,43 m/1,56 m 21,1 | 1,52m/1,70 m 21,1 1,52 m/1,70 m
7 28,2 |1,20m/1,56 m 28,50 | 1,27 m/1,61 m 28,5 | 1,26 m/1,60 m
8 38,5 | 3,15m 38,7 |3,27m 38,7 |3,26m
9 150,9 | - 151,3 | - 151,3 | -
10 | 394 |- 39,7 | - 39,7 |-
11 | 110,9 | 5,26 brd (5,0) 111,1 | 5,32 brs 111,1 | 5,33 brs
12 | 31,4 |244dd(5,0,17,5)| 32,1 |2,52m 32,1 (2,51 m
2,56 brd (17,5)
13 55,6 |- 55,7 |- 55,7 |-
14 | 41,8 |- 42,1 |- 42,1 |-
15 51,8 |2,13d(16,0) 52,0 |2,28(16,0) 52,0 |2,22(16,0)
2,37 d (16,0) 2,41 (16,0) 2,39 (16,0)
16 | 213,6 | - 213,1 | - 213,1 | -
17 | 61,0 |2,82s 614 |2,82s 61,3 |2,82s
18 | 176,2 | - 176,1 | - 176,0 | -
19 | 21,8 | 1,28s 21,1 | 1,41s 21,1 | 1,40s
20 | 83,2 |- 83,2 |- 83,1 |-
21 26,6 | 1,38s 26,8 | 1425 26,8 | 1,41s
22 | 38,1 | 1,55m/1,72m 39,1 | 1,64 m/1,81 m 38,5 | 1,66 m/1,82 m
23 | 22,0 | 1,45m/1,72m 222 | 1,47m/1,64 m 224 |1,53m/1,81 m
24 | 37,7 | 1,89 m 39,3 | 1,12m 38,0 |2,00m
25 | 1453 | - 279 (1,49m 1456 | -
26 | 110,3 | 4,704 (2,0) 22,6 |0,85d(6,5) 110,5 | 4,79 brs
27 | 22,0 |1,61s 22,6 |0,844d(6,5) 22,3 |1,70s
30 16,5 | 1,028 16,5 | 1,03 s 16,5 | 1,02s
31 27,8 | 1,185 280 | 1,245 27,9 |1,23s
32 | 20,4 |0,87s 20,7 10,92s 20,7 1091s
1" | 104,6 {4,71d(7,5) -105,2 | 4,68 d (7,0) 105,2 | 4,68 d (7,0)
2! 81,2 | 3,99*% 82,9 | 4,01* 83,0 |4,01%*
3’ 75,3 |4,33t(9,0) 75,5 | 4,30* 754 | 4,31%
4 75,7 | 5,06* 76,1 | 5,12m 76,0 |5,14m
5' 64,2 | 3,85% 64,2 |3,70dd (9,0,11,5)| 64,1 |3,68dd(9,0,1L,5)
4,80 dd (5,0, 12,0) 4,67 dd (5,5, 11,5) 4,65 dd (5,5, 11,5)
1 | 101,9 | 5,26 d(8,0) 105,0 | 4,98 d (8,0) 105,0 | 4,97 d (8,0)
2 83,1 | 3,89* . 76,1 |3,90* 75,9 | 3,91*
3" | 74,6 |3,98* 749 | 4,01* 749 | 4,03*
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47 | 87,0 |3,36t(9,0) 88,3 | 3,50t (9,0) 88,4 | 3,48t(9,0)

57 | 705 |3,55dd(6,0,9,0) | 71,6 |3,75dd (6,0,9,0) | 71,6 |3,73dd (6,0, 9,0)

6" | 17,7 | 1,54d(6,0) 18,1 | 1,684 (6,0) 18,2 | 1,66 d (6,0)

1" | 1042 | 4,72d(7,5) 105,6 | 4,85 d (7,0) 105,6 | 4,83 d (7,0)

2 | 73,3 | 3,83* 74,7 | 3,99% 74,7 | 4,00

37 | 86,1 | 4,18t(9,0) 78,0 | 4,191 (9,0) 78,1 | 4,18t (9,0)

4 | 69,3 |3,781(9,0) 72,1 | 3,93* 72,2 | 3,92%

57 | 75,0 | 4,12 75,7 | 4,31* 75,6 | 4,31%

67 | 673 | 4,60dd (7,0,12,0) | 682 |4,84dd(6,0,12,0)] 682 |4,85dd (6,0,12,0)
5,05* 5,31 brd (12,0) 5,32 br d (12,0)

1 | 104,7 | 5,23 d(8,0)
2| 74,6 | 3,87

3| 87,2 13,65t(9,0)

4 1 70,2 | 3,94*

sV 77,7 | 3,90%

6" | 61,7 |4,10*

4,39 br d (12,0)
OMe | 60,5 |3,79s

1 105,6 | 5,08 d(7,5)
2| 74,9 | 3,95%

3| 76,4 | 4,06t (9,0)
4" 1 70,0 | 4,00%

5" 66,8 | 3,60t (11,0)
4,25 dd (4,5, 11,0)

*tin hidu bi chdng 14p. Toan bd sb lidu phd dugc xac dinh trén co s& két qua phd
HSQC, HMBC, COSY va ROESY.

Bang 2. 6 lidu phd 'H-NMR (pyridine-ds, 500 MHz) va ’C-NMR (pyridine-ds, 125
MH?z) ctia hop chét cercodemasoit D (Id) va cercodemasoit E (Te)

C Cercodemasoide D (Id) Cercodemasoide E (Ie)

oc ou (J=Hz) oc 6u (J=Hz)
1 36,3 1,45 m/1,85 m 36,3 1,43 m/1,84 m
2 27,0 1,98 m/2,20 m 27,0 1,97 m/2,20 m
3 88,7 3,25dd (4,0, 11,5) 88,7 3,25dd (4,0, 11,5)
4 40,0 - 40,0 -
5 52,9 0,95 brd (12,0) 52,9 0,93 brd (12,0)
6 21,1 1,55 m/1,72 m 21,1 1,52 m/1,70 m
7 28,5 1,26 m/1,60 m 28,5 1,25 m/1,55 m
8 38,7 3,26 m 38,7 3,26 m
9 151,3 - 151,3 -
10 39,7 - 39,7 -
11 111,1 5,32d(2,0) 111,1 5,32.d (2,0)
12 32,1 2,50 m 32,1 2,50 m
13 55,7 - 55,7 -
14 42,1 - 42,1 -

-15-



1786

15 52,0 |2.25d(16,0) 52,0 2224d(16,0)
2,40 d (16,0) 2,38 d (16,0)

16 2131 |- 2135 |-

17 61,4 | 2,81s 61,4 | 2.81s

18 1760 |- 1760 |-

19 21,1 141 s 21,1 | 1,40

20 832 |- ' 83,1 |-

21 26,8 | 1Als 26,8 | 1,40

2 39,1 1,63 m/1,80 m 385 | 1,67m/1,82m

23 22 | 135m/1,63m 24 | 1,52m/1,82m

24 39,3 L3 m 380 |2,00m

25 28,1 147 m 1456 |-

26 226 | 0,85d(6,5) 110,5 |4,78brs

27 22,6 |0,84d(6,5) 22 1,9

30 16,7 | Ll4s 16,7 | 1,14s

31 280 | 130s 281 | 1,30s

32 20,7 | 0,91s 20,7 0905

I 1054 | 4,76 d (7,0) 1054 | 4,76 d (7,0)

2 832 | 4,14dd (7,0, 9,0) 832 | 4,13dd(7,0,9,0)

3 75,7 | 4,351 (9,0) 757 | 4,361(9,0)

4 76,3 |5,15m 76,1 | 5,16m

5 64,4 | 3,80 64,4 | 3,80%
4,85dd (5,5, 11,5) 4,84 dd (5,0, 11,5)

1" 105,0 | 5,18d(7,5) 1060 |5,174d(7,5)

2" 771 | 4,074dd (7,5, 9,0) 77,1 | 4,07dd (7.5, 9,0)

3" 777 | 4,161(9,0) 775 | 4,15t(9,0)

4" 76,7 | 3,751(9,0) 76,7 | 3,741(9,0)

5 734 | 3,80 734 | 3,80

6" 18,6 | 1,68d (6,0 18,6 | 1,674d(6,0)

*tin hiéu bi chdng l4p. Toan bé sb lidu phd dugc xac dinh trén co s két qua phd
HSQC, HMBC, COSY va ROESY.

Vidu?2

Thir nghiém vé tac dung duoc Iy cia cdc hop chdt cercodemasoit A-E

Nam hop chét cercodemasoit A-E theo giai phap hitu ich dugc thir nghi¢ém vé
hoat tinh gy ddc té bao bang phuong phap SRB nhu sau:

Céc dong té bao ung thu duge nudi cdy dudi dang don 16p trong moi trudng
nudi cdy DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) véi thanh phin kém theo gbm
L-glutamin 2mM, 1,5 g/l natri bicacbonat, 4,5 g/1 glucoza, HEPES 10 mM va natri
pyruvat 1,0mM, ngoai ra bd sung huyét thanh bé tuoi 10% (FBS - Fetal Bovine
Serum, GIBCO). Té bio dugc ciy chuyén sau 3-5 ngdy vdi ti 18 (1:3) va nudi trong ti
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4m CO, & diéu kién 37°C, 5% COs.

Nam hop chit cercodemasoit A-E dugc pha & ndng d6 gbc 1a 4 mg/ml trong
dimetylsulfosit (DMSO) 10%. Sau d6 dugc pha lodng dé ¢4 ndng dd cudi clng trong
giéng thir 1a 20 pg/ml trong cac phép thir sang loc. O céc phép thir xac dinh ndng do
tic ché 50% su phat trién t& bao ung thu (ICs), céc chit dugce tiép tuc pha lodng dé
a0 loat ndng d6 20, 4, 0,8, va 0,16 pg/ml bing DMSO 10%. Cic té bao ung thu duge
nudi trong phién vi lugng 96 giéng, duoc thir chét, nhudém bing SRB (sulforhodamin
B) va do ham lugng protein téng sb & budc séng 515 nm bing may doc vi phién
(Microplate Reader, BioRad). Kha nang sbng s6t ctia té bao khi c6 mit chét thir s&
duoc xac dinh thdng qua cong thirc sau:

] [OD ehit thiy — OD(ngay 0)] * 100
% song sot =

OD(46i chimg am) — OD(ngay 0)
% tc ché = 100% - % sdng sot

Thi nghiém duogc 1ap lai 3 lén dé dam bao tinh chinh x4c cla thi nghiém va cua
dit liéu. DMSO 10% la dung moéi pha chit dugc st dung nhu dbi ching &m.
Ellipticine (Sigma) dugc st dung lam dbi ching duong va dugc thir nghiém & cac
néng d6 10,0, 2,0, 0,4 va 0,08 pug/ml. Sau qué trinh xtr li s6 lidu bz“mg phﬁn mém
Table Curve, céc gia tri ICsy d4 dugc tinh todn va cho thé'ty do tin cdy cao (sai sdp <
0,01). Két qua dugc néu trong Bang 3:

Béng 3: Két qua hoat tinh gy doc t& bao in vitro

Hop ohit Gié tri ICso (uM)

LNCaP MCEF7 KB Hep-G2 SK-Mel2
Cercodemasoit A 0,23+0,03 0,20+0,03 0,04+0,01 | 0,07+0,01 | 0,24+0,06
Cercodemasoit B 1,19+0,11 0,56+0,05 0,25+0,05 | 0,97+0,14 | 1,47+0,17
Cercodemasoit C 1,92+0,22 1,03+0,13 0,32+£0,03 | 4,69+0,31 | 1,25+0,22
Cercodemasoit D 2,11+0,13 1,09+0,08 0,48+0,05 | 2,05+0,21 | 4,09+0,26
Cercodemasoit E 3,30+0,20. | 1,33+0,33 1,37+£0,15 | 6,08+0,74 | 7,36+0,46
Ellipticine® 1,99+0,16 1,95+0,12 2,07£0,12 | 1,71£0,16 | 2,15+0,24
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Chét c_huén duong

Nhu vay, hop chét hop chét tritecpen saponin cercodemasoit A-E c6 hoat tinh
manh trén tit ca 05 dong t€ bao ung thu di thir nghiém. Hoat tinh nay twong duong,
hodc cao hon khi so v6i hop chét tritecpen c6 céu tric twong tu da biét.
Hiéu qua cia gidi phap hiru ich

Giai phap hitu ich d8 cép dén phuong phap chiét duge hop chét tritecpen
saponin méi cercodemasoit A-E tir loai hai sdm Cercodemas anceps ¢ Vit Nam.
Hop chit ndy c6 hoat tinh manh khang ndm dong t& bao ung thu thit nghiém 13 t€ ung
thu tuyén tién liét (LNCaP), ung thu vii (MCF7), ung thu biéu m6 (KB), ung thu gan
(Hep-G2) va ung thu da (SK-Mel2). Giai phép hitu ich nay tao co s¢ khoa hoc ving
chéc cho cac nghién clru Gng dung tiép theo nham tao ra céc dugc phim c6 tac dung
phong va diéu tri bénh ung thu dya trén viéc khai thac ngudn dugce liéu hai sdm quy,

san c6 trong nude vao phuc vu cudc song.
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YEU CAU BAO HQ
1. Hop chét c6 cong thirc chung (I):

NaO3SO-

KA e T

r R HO \ -
trong d6 néu R' = "% = va A%, hodc
NaO3SO-

nduR'=HthiR*= "%, hoic

néuR'=H thi R*= T A, holic

néu R' = H thi R* = H, hodc

néuR'=H thi R> =H va A”,
2. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chit nay 13 3-O-{3-O-metyl-8-D-
glucopyranosyl-(1—3)-6-O-sulfat-g-D-glucopyranosyl-(1—-4)-[ f-D-xylopyranosyl-
(1—2)]-B-D-quinopyranosyl-(1->2)-4-O-sulfat-f-D-xylopyranosyl}-holosta-
9(11),25-dien-3-p-o0l-16-on c6 cdng thirc (Ia)

(Ia)

3. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay 1a 3-O-{6-O-sulfat-5-D-
glucopyranosyl-(1—4)-B-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-sulfat-$-D-xylopyrano syl}-
holosta-9(11)-en-3-$-0l-16-on ¢ cdng thirc (Ib):
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¥
OH

4. Hop chdt theo diém 1, trong d6 hgp chat nay la 3-O-{6-O-sulfat-g-D-
glucopyranosyl-(1—>4)-p-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-sulfat-g-D-xylopyranosyl} -
holosta-9(11),25-dien-3-$-0l-16-on c6 cong thirc (Ic):

HO g .
Ho—\2 . HO > Yo (Ic)

5. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay 1a 3-0-{p-D-quinopyranosyl-(1—2)-
4-0O-sulfat-p-D-xylopyranosyl}-holosta-9(11)-en-3-$-ol-16-on c6 cong thie (Id):

HO—\ v (1d)

6. Hop chit theo diém 1, trong d6 hop chét nay 13 3-O-{B-D-quinopyranosyl-(1-2)-
4-O-sulfat-B-D-xylopyranosyl}-holosta-9(11),25-dien-3--o0l-16-on ¢6 cong thic (Ie):
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lem%pMpmﬁhwcﬁﬂﬂ%mnmmmnwhwﬂmh@ywcé&wmkm
hai sim Cercodemas anceps, trong d6 phuong phap nay bao gém cac budc:

a) mau tuoi hai sim Cercodemas anceps dugc tién hanh loai b noi tang, cat nho, sau
d6 chiét ngam 3 14n, mbi 14n 6 gid, véi ruou metylic & nhiét do 50°C;

b) gbp céc dich chiét trong ruou metylic thu dugc & budce a) lai, loc qua gidy loc va
cAt dé loai bo dung mdi dudi ap suét giam dé thu duge dich ¢ trong rugu metylic, ky
hiéu la dich cd A;

¢) hoa tan dich ¢6 A voi nude cét rdi chiét phan bd bang dung méi diclorometan 3 lan
theo ty 18 1/1 vé thé tich thu duoc 16p nuée (ky hiéu la B) va dich c¢6 diclorometan
(ky hidu 12 C) sau khi loai bo dung mdi dudi 4p suét gidm;

d) dich ¢6 C dugc tién hanh phén tach trén hé théng séc ky 16ng trung ap MPLC véi
¢t nhdi silica gel pha thudng st dung hé dung modi rira gidi gradient nong do
diclorometan/metanol theo ty 18 tir 100/1 dén 1/1 vé thé tich thu duoc biy phan doan
ky hiéu lan lugt tr C1 dén C7 tuong ing véi cac ndng do diclorometan/metanol theo
£ 16 100/1, 80/1, 50/1, 30/1, 10/1, 5/1 va 1/1 v& thé tich;

e) phén doan C6 dugc tién hanh phan 13p trén sic ky cdt véi chét hép phu 13 silica gel
pha thuong va stir dung hdn hop dung mbi rira giai 13 diclorometan/metanol/nudce theo
ty 1¢ 4/1/0,1 vé thé tich thu dugc nim phan doan nhé hon ky hi¢u 14n luot tir C6A dén
C6E; va

f) phan doan C6A dugc tinh ché trén cot sic ky i luc véi chat hép phu 13 YMC su
dung hé dung mdi rira gidi metaﬁol/nuéc theo ty 18 2/1 vé th8 tich thu duoc hop chat
3-0-{B-D-quinopyranosyl-(1—>2)-4-O-sulfat-f-D-xylopyranosyl}-holo sta-9(11)-en-3-
p-ol-16-on (Id) va hop chit 3-O-{f-D-quinopyranosyl-(1—2)-4-O-sulfat-g-D-
xylopyranosyl}-holosta-9(11),25-dien-3--o0l-16-on (Ie) dudi dang chit bot mau tréng.
8. Phuong phap theo diém 7, trong d6 phuong phép nay con bao gbm bude chiét hop
chét c6 cong thire (Ib) va (Ic) béng cach tinh ché phéan doan C6C thu dugc tir bude e)
trén cot sic ky & luc voi chit hip phu 13 YMC st dung hé dung moéi rira giai
metanol/nude theo ty 18 1,5/1 vé thé tich thu duge hop chét 3-0-{6-O-sulfat-B-D-
glucopyranosyl-(1—>4)—,8—D-quinqpyranosyl—(l—>2)—4-0—sulfat-ﬁ-D-xylopyranosyl}-
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holosta-9(11)-en-3-p-0l-16-on (Ib) va hop chit 3-0-{6-O-sulfat-B-p-glucopyranosyl-
(1—)4)-,8-D-quinopyranosyl-(1—>2)—4-O—sulfat—/f-D-xylopyranosyi}-holosta-9(1 1),25-
dien-3-p-ol-16-on (Ic) dudi dang chit bot mau tréng.

9. Phuong phép theo diém 7, trong @6 phuong phép nay con bao gdm bude chiét hop
chit c6 cong thirc (Ia) bang cach tién hanh sic ky 16p nuéc B thu duge & budc ¢) trén
¢t nhdi Diaion HP-20 rira giai tang dan ndng do metanol trong nudc (0, 25, 50, 75 va
100%), loai bo phin rira giai bing nuée 100% thu duge bén phan doan ky hiéu lan
luot tir B1 dén B4 tuong Umg Vi céc ndng d6 metanol trong nudc 1a 25, 50, 75 va
100%; phan doan B4 dugc phan tach trén hé thdng séc ky 1ong trung 4p MPLC véi
c6t nhdi silica gel pha thuong st dung hé dung méi rua giai
diclorometan/metanol/nudGe theo ty 1€ 4/1/0,1 v& thé tich thu duc,rc bbn phan doan nhd
hon ky hiéu 14n luot tix B4A dén B4D; phan doan B4C dugc tinh ché trén cot séc ky
4i luc v6i chét hép phu 13 YMC st dung hé dung mo6i rira gidi metanol/nude ty 1€
1/1,5 v thé tich thu duoc hop chét 3-O-{3-O-metyl-B-D-glucopyranosyl-(1—3)-6-O-
sulfat-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-quinopyrano syl-
(1->2)-4-O-sulfat-B-D-xylopyranosyl}-holosta-9(11),25-dien-3-4-ol-16-on  (Ia) dudi

dang chét bot mau trang.
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