E®,  (12) BANMO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE
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0020106

? (19)  Cong hoa xa héi chii nghia Viet Nam (VN)  (11) [l
CUC SO HOU TRI TUE 1
(51)7 A6IK 35/00, CO7D 493/00, A61K 35/56  (13) B

(21) 1-2015-02898 (22) 10.08.2015

(45) 25.12.2018 369 ) (43) 27.02.2017 347

(73)  VIEN HOA SINH BIEN - VIEN HAN LAM KHOA HOC VA CONG NGHE VIET
NAM (VN)
18 Hoang Qudc Viét, quan Cau Gidy, thanh pho Ha Noi

(72) Chau Van Minh (VN), Nguyén Hoai Nam (VN), Ninh Thi Ngoc (VN), Tran Thi
Hong Hanh (VN), Nguyén Phuong Thao (VN), D6 Thi Thao (VN), Nguyén Vin
Thanh (VN), Nguyén Xuan Cudng (VN), Tran Thu Hwong (VN), D6 Cong Thung
(VN), Phan Vian Kiém (VN)

(54) HOP CHAT BISCEMBRANOIT CO HOAT TINH KHANG TE BAO UNG THU
VA PHUONG PHAP TACH CHIET HOP CHAT NAY TU LOAI SAN HO MEM
SARCOPHYTON PAUCIPLICATUM

(57) Séng ché€ dé cap dén hop chat biscembranoit ¢ cong thic (I).

Hop chéit biscembranoit nay c6 hoat tinh khang tdm dong t€ bao ung thu
nguoi thir nghiém 1a t€ bao ung thu gan (HepG2), ung thu miu (HL-60), ung thu
biéu mo (KB), ung thu tuyén tién liét (LNCaP), ung thu phéi (LU-1), ung thu vi
(MCFT7), ung thu da (SK-Me12) va ung thu rudt (SW480). Ngoai ra, sang ché
cing dé cap dén phuong phép tich chiét hgp chét biscembranoit nay tir loai san

ho mém Sarcophyton pauciplicatum.
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Linh vyc k§ thuit duge dé cap

Sang ché thudc linh vuc cac hop chit thién nhién, cu thé sang ché d& cap dén
hop chét biscembranoit méi 1a metyl (15,2R,6R,85,115,15R,18S,21S,225,23E,27S,
285)-2,28-dihydroxy-6-methoxy-2,6,11,15,24,28-hexamethyl-9,16,19-trioxo-18-
(propan-2-yl)-31-oxatetracyclo [25.3.1.0°,22.0% 2! Jhentriaconta-4,23-dien-21-
carboxylat (dugc dat tén la sarcophytolide M) c6 hoat tinh sinh hoc tc ché su phat
trién cua cac dong 1¢ biao ung thu gan (HepG2), ung thu mau (HL-60), ung thu biéu
md (KB), ung thu tuyén tién liét (LNCaP), ung thu phdi (LU-1), ung thu vi
(MCF7), ung thu da (SK-Mel2) va ung thu rudt (SW480). Sang ché cling dé cap
dén phuong phap tich chiét hop chit biscembranoit niy tir loai san hé mém
Sarcophyton pauciplicatum.
Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

San h6 mém thudc gidi Dong vat (Animalia), nganh Rudt khoang
(Coelenterata), 16p San ho (Anthozoa), phan 16p san ho tdm tia (Octocorallia),
thudc bo san hdé mém (Alcyonacea), ho Alcyoniidae. Co thé ching c¢6 cdu tao don
gian bao g6m miéng, khoang ti€u hoa, 8 xlc tu (hodc bdi s6 cla 8) bao quanh
miéng va chang lién két cac ca thé (polyp) bang mé lién két v6i nhau thanh dang
tap doan, dugc nang do boi cac vi xuong nho nam rai rac trong co thé, cac vi
xuong nay co kich thude hién vi khéng lién két v6i nhau nén co thé san ho rét
mém. San hdé mém véi vai trd 13 quan xa sinh vat dudi bién c6 sinh khdi 16n va
phan bé véi dién tich rong c6 vai tro sinh thai quan trong dbi v6i cac sinh vat bién
trong can bang sinh thai va da dang sinh hoc. Trong d6, san hé mém thudc céc
giéng Cespitularia, Clavularia, Gersemia, Lobophytum, Nephthea, Sarcophyton
va Sinluaria 13 phd bién nhat,

Céc cong trinh nghién ctru di céng bd cho thdy, thanh phan hoa hoc chinh

clia cac loai san hé mém thudc gidng Sarcophyton 13 cac hop chit ditecpen dang
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khung cembranoit, cac hop chét steroit mang nhiéu nhom hydroxy va céc hop chét
biscembranoit (theo tai li¢u “Dictionary of Natural Products”). Biscembranoit la
mot 16p chat tetratecpenoit ¢ cau tric hoa hoc doc dao véi cdu trac bo khung ba
vong 14-6-14. Su thay d6i vé céu triic ctia cic hop chét thudc dang khung nay chu
yéu xuat hién ¢ vong C v6i mat dd oxy hoa cao va sy tao vong tri-, penta- va
hexaepoxy. Lop chit nay thé hién nhiéu hoat tinh sinh hoc dang quan tdm nhu gy
doc té bao, khang viém va khang vi sinh vat kiém dinh. Zhifang Xi va cong su
(Helvetica Chimica Acta, 2013, tap 96, s6 12, trang 2218-2227) da phan 1ap duoc
hop chédt Sarcophytolide G-L thudc 1ép biscembranoit tir loai san hé mém
Sarcophyton elegans. Cac hop chit nay thé hién hoat tinh tc ché t& bao khéiu thap
d6i voi cac dong té bao ung thu dai truc trang (HCT-8), té bao ung thu biéu mé té
biao gan (Bel7402), té bao ung thu da day (BGC823), té bao ung thu phéi (A549)
va t& bao ung thu budng trimg (A2780) voi gia tri [Cso> SOM. |

Viéc tim kiém, sang loc va dénh gia cac chit c6 kha ning Gc ché va tiéu diét
cac té bao khdi u cha yéu dua trén kha ning giy doc cac dong té€ bao khdi u thuc
nghiém gy ung thu 14 v6 cing quan trong trong linh vuc tim kiém va phat trién cac
thude h5 tro va diéu tri ung thu. Hon thé nita, viéc tiép can cac hop chit c6 kha
nang khang t& bao ung thu tir cac loai sinh vét bién & nudc ngoai thudng gip nhidu
kho khin cho cac nghién ctru san xuét thudc didu tri ung thu trong nudc do gia
thanh cao. Do do, van c6 nhu cu tim kiém cac hop chat méi co hoat tinh khang té
bao ung thu c6 ngudn gdc tir cac loai sinh vit bién c6 ngudn gbc trong nude nham
dap ung duge nhu ciu néu trén.
Ban chit ky thuit cia sang ché

Muc dich cia sang ché 13 dé xuit hop chit thién nhién thudc 16p
biscembranoit ¢ hoat tinh khéng té bao ung thu, c6 ngudn goc tir loai san hd mém
duoc thu nhan tai ving bién Viét Nam.

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét hop chét biscembranoit dugc tich
chiét tir loai san hé mém Sarcophyton pauciplicatum cé cong thirc céu tao (1), thé
hién hoat tinh khang tam dong t& bao ung thu nguoi thir nghiém 1a té bao ung thu

gan (IlepGG2), ung thu mau (IIL-60), ung thu biéu m6 (KB), ung thu tuyén tién liét
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(LNCaP), ung thu phoi (LU-1), ung thu vii (MCF7), ung thu da (SK-Mel2) va ung
thu rudt (SW480).

(D

Theo khia canh khac, sang ché ciing dé xudt phwong phap tich chiét hop
chit biscembranoit c6 cong thic (I) tr lodi san hd mém Sarcophyton
pauciplicatum.

M6 ta chi tiét sang ché

Mau san hé mém Sarcophyton pauciplicatum, thudc ho Alcyoniidae duoc st
dung trong sang ché do Vién Tai nguyén va Méi trudng bién - Vién Han 14m Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam cung cip.

Mau san hd mém sau khi thu dugc tién hanh lam kho trong diéu kién lanh
am sau, nghién nho thanh bot va tién hanh chiét xuét, phan lap va xac dinh cAu tric
hoa hoc ciia cac hop chét theo cac phuong phap mé ta dudi ddy: Sic ky 16p mong
(TLC) duoc thuc hién trén ban mong trang san DC-Alufolien 60 F,s4 (Merck) va
RP18 Fysss (Merck). Phat hién chat bé“mg dén tir ngoai ¢ hai budc song 254 va 368
nm hodc dung thudc thu 1a dung dich H,SO4 10% dugc phun déu 1én ban mong,
séy khé 10i ho néng tr tu dén khi hién mau. Sic ky cot (CC) duoc tién hanh véi
chét hip phu 1a silica gel pha thuong va pha dao. Silica gel pha thuong ¢ ¢& hat 1a
0,040-0,063 mm (240-430 mesh, Merck). Silica gel pha dao YMC (30-50 um, Fuji
Silysia Chemical). P9 quay cuc dugc do trén may JASCO P-2000. Ph cong hudng
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tr hat nhan (NMR) dugc do trén may Bruker DRX500.

Hop chit biscembranoit duoc tach chiét tir loai san hd mém Sarcophyton

pauciplicatum c6 cong thure cau tao (I) sau:

(D

Hop chat metyl (1S,2R,6R,85,115,15R,18S,21S5,225,23E,275,285)-2,28-
dihydroxy-6-methoxy-2,6,11,15,24,28-hexamethyl-9,16,19-trioxo-18-(propan-2-
yl)-31-oxatetracyclo[25.3.1.0°,22.08 2! ]hentriaconta-4,23-dien-21-carboxylat  nay
duoc dat tén 1a sarcophytolide M. Céc thong s6 hoa 1y ctia hop chit nay 1a nhu sau:

Cong thic phan tu: Cy,HgOo;

Khdéi lugng phan tu: M = 714;

Céc thong s6 vit 1y:

+ Chét bot mau tréng;

+ D0 quay cuc [a]p® + 45 (¢ 0,1, CHCly);

+ Pho khdi lugng phan giai cao tai m/z 737,4539 [M+Na]’, tinh toén ly

thuyét 737,4599 cho cong thirc C4oHgeNaOy;

+ Pho cong huong tir hat nhan duoc dua ra trong Béang 1.

Bang 1. S6 li¢u pho 'H-NMR va *C-NMR ctia hop chét biscembranoit ¢6 cong (1)

C 8™’ %‘; ng pic (J = H2) HMBC (H - C)
1 50,9 -

2 42,0 3,74 dd (3,5, 13,5)

3 213,9 -
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2,46 dd (1,5, 20,0)

4 33,6 3,12 dd (10,5, 20,0) 3.5, 19
5 27,3 1,72 m
6 37,4 1,04 m
7 25,5 1,14/1,30 m
8 33,9 1,51 m 6,7,9, 18
9 47,6 2,54 dd (7,0, 14,5) 8,10, 18
10 213,6 -

1,88 dd (1,5, 17,0)
11 31,3 2,08.dd 9.5, 17.0) 10, 12, 13, 15
12 51,7 3,09 m
13 208,3 -

2,68 d (18,5)
14 45,7 3224 (18.5) 1,2,13,20
15 28,9 231 m
16 17,6 0,72 d (7,0) 12, 15, 17
17 21,3 1,01 d (7,0) 12,15, 16
18 17,5 1,11d(7,0) 8,9, 10
19 22,3 0,83 d (7,0) 4,5,6

20 174,3 -

21 47,8 3,38d (11,0) 1,2, 14,22, 23, 33, 34, 35
22 124.,0 5,34d (11,0) 24,38
23 136,9 -
24 38,9 1,67/2,38 m
25 28,6 1,54/1,62 m
26 85,2 3,51dd (3,0, 9,5) 27,28
27 69,6 -
28 30,9 1,40/1,61 m 26, 30, 39
29 20,2 1,52/1,65 m
30 69,1 3,45dd (3,5, 12,0) 31
31 74,1 -

2,01 dd (2,5, 14,5)
32 37,5 261 dd (115, 14.5) 30, 31, 33
33 126,5 5,77dd (2,0, 11,5) 21,32
34 135,5 -
35 74,9 -

1,58 dd (3,5, 15,0)
36 39,3 1,94 dd (13,5, 15,0)
37 22,1 1,26 s 34, 35, 36
38 19,4 1,79 s 22,23,24
39 25,3 1,07 s 26,27, 28
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40 24,0 1,27 s 30, 31, 32
COOMe 51,1 3,49 s 20
35-OMe 48,7 3,07 s 35

“Po trong CDCls, °125 MHz, 500 MHz.

Phuong phap tach chiét hop chit biscembranoit ¢6 cong thirc (I) tir lodi san
h6é mém Sarcophyton pauciplicatum theo sang ché duge tién hanh nhu mé ta dudi
day.

Tién hanh déng khé miu san hé mém Sarcophyton pauciplicatum r6i nghién
thanh b6t min, sau d6 bot nay duoc chiét 3 14n, mdi lan 2 210 voi ruou metylic
trong d6 ty 1& ruou metylic/bot san hdé mém 13 2/1 (thé tich/trong lugng) trén thiét
bi chiét siéu 4m.

Gop cac dich chiét trong rugu metylic thu duoc lai, loc qua gidy loc va cd
quay dé loai bo dung mdi dudi ap sudt giam thu dugc dich ¢b trong rugu metylic,
ky hi¢u 1a dich c6 A.

Hoa tan dich ¢d A v6i nude cit trong do ty 16 nude ct/dich ¢d A 1a 20/1 (thé
tich/trong luong), sau d6 chiét phan bd bing dung moéi n-hexan va sau dé la
diclorometan, modi dung mai tién hanh chiét 3 14n véi ty 1& 1/1 theo thé tich. Dich
chiét diclorometan dugc tién hanh loai bo dung méi duéi ap suét giam thu duogc
dich c6 diclorometan, ky hi¢u la dich c¢6 B.

Dich ¢6 B duoc tién hanh phan tach trén cot sdc ky ai luc véi chét hép phu la
silica gel pha thuong (Kiesegel 60, ¢& hat 230-400 mesh, Merck) véi hon hop dung
mdi rira giai ting dan ndng do ectyl axetat trong n-hexan. Trong d6 ty 1& n-
hexan/ctyl axetat theo ty 1¢ thé tich lan luot [a 100/1, 70/1, 30/1, 10/1, 1/1 thu duoc
7 phan doan ky hiéu lan luot 1a tir B-1 dén B-7.

Phén doan B-7 dugc tién hanh phan 1ap trén hé théng sic ky long trung ap su
dung cot nhdi silica gel pha dao C-18 rira giai gradient ting dan nong do axcton
trong nudc voi ty 1¢ thé tich axeton/nude tr 1/2 dén 3/1 thu duoc 6 phan doan nho
ky hiéu 1an luot tir B-7-A dén B-7-F.

Tién hanh hoa tan phan doan B-7-D vao hdn hop dung méi metanol/nuéc

voi ty 16 3/1 theo thé tich va tién hanh phén lap trén cot sic ki nhdi sephadex LH-
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20 va sir dung pha déng 1a hon hop dung mo6i metanol/nudc véi ty 18 3/1 theo thé
tich thu duoc 5 phan doan nho ky hi¢u 1an Tuot tir B-7-D-1 dén B-7-D-5.

Tién hanh hoa tan phan doan B-7-D-3 vao hdn hop dung méi metanol/nudc
v6i ty 16 2,5/1 vé thé tich va tién hanh phan lap trén sac ky cot voi chit hip phu 1a
silica gel pha ddo YMC RP-18 (cd hat 30—50um, trong do ty 1€ phan doan B-7-D-
3/ty 18 bot silica gel YMC 14 1/20 theo khdi lugng) va st dung hdn hop dung méi
rua gidi [ metanol/nude vai ty I¢ 2,5/1 theo thé tich. Dich rtra giai ra khoi c¢ot duoc
htng riéng biét vao cac éng nghiém theo thé tich 10 ml/éng. Kiém tra su c6 mait
clia cac hop chat trong cac dng nghiém bang ban sic k¥ 16p mong silica gel pha déo
v6i hé dung mdi metanol/mude véi ty 16 3,0/1 theo thé tich va gom cac dng nghiém
c6 vét chdt tring nhau lai, cit loai dung méi dudi ap suét giam thu duoc hop chét
biscembranoit ¢6 cong thire (I) dudi dang chit bot mau tréng.

Hop chit biscembranoit co cong thac (I) thu duogc tir loadi san hd mém
Sarcophyton pauciplicatum c6 hoat tinh khang t& bao ung thu gan (HepG2), ung
thu méau (IL-60), ung thu bi¢u mé (KB), ung thu tuyén tién liét (LNCaP), ung thu
phéi (LU-1), ung thu va (MCF7), ung thu da (SK-Mecl2) va ung thu rudt (SW480)
v6i gia tri ICsy 1an luot 1a 36,64 = 0,16 uM; 26,90 + 2,96 uM; 23,16 £ 2,99 uM;
30,60 4= 4,21 uM; 32,44 + 1,99 uM; 39,09 + 3,97 uM; 15,31 4 0,80 uM va 44,01 +
1,51 uM.

Vi du thuc hién sang ché

Sang ché duoc minh hoa thém bﬁng cac vi du sau. Cac vi dy nay duoc dua ra
chi nhim muc dich minh hoa ma khong nhim 1am 2161 han pham vi bao ho cua
sang ché nay.

Vidu 1
Chiét hop chat biscembranoit c¢é cong thire (I) tir loai san hé mém Sarcophyton
pauciplicaluni

Méiu san hé mém Sarcophyton pauciplicatum Versevldt & Benayahu
(Alcyoniidac) sau khi thu thap duoc tién hanh déng khé trén mdy FreeZone-
Labconco rdi nghién thanh bt min (2,5kg), sau d6 bot nay duoc chiét 3 1dn, mdi

lan 2 210, vo1 rugu metylic (5 lit/lén) trén thiét bi chiét siéu 4m Elma S 120H.

-8-
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Gop cac dich chiét trong ruou metylic thu duoc lai, loc qua gidy loc va co
quay dé loai bo dung méi dudi ap sudt giam trén may c6 quay EYELA N-1200a thu
duogc dich ¢é trong ruou metylic, ky hi¢u la dich c6 A (160 g).

Hoa tan 160g dich ¢6 A véi 3,2 lit nude cét roi chiét phin bd bang dung moi
n-hexan sau d6 13 dung méi diclorometan, mdi dung méi tién hanh chiét 3 1in, mdi
lan 3,2 lit dung mdi, dich chiét diclorometan dugc tién hanh loai bo dung méi dudi
ap sudt giam trén mdy c6 quay EYELA N-1200a thu dugc dich ¢d diclorometan, ky
hi¢u la dich ¢6 B (82,0 g).

Dich c6 B (82,0 g) duoc tién hanh phan tach trén cot séc ky ai luc (@ 10 cm,
L 80 cm) v6i chat hip phu 14 silica gel pha thuong (Kiesegel 60, ¢& hat 230-400
mesh, Merck) v6i hdn hop dung moéi rira giai ting dan nong do etyl axetat trong n-
hexan. Trong do ty 1& n-hexan/ctyl axetat theo ty 1¢ thé tich 1an luot 1a 100/1, 70/1,
30/1, 10/1, 1/1 thu dugc 7 phan doan ky hiu lan luot 1a t B-1 dén B-7.

H¢ dung moi
Phan doan | n-hexan/ctyl axctat Thé tich phéan doan (ml) Khéi luong (g)
(theo thé tich)
B-1 1001 1000 14,5
- B2 100/1 500 5,0
B3 | 7011 500 5.8
B-4 70/1 500 5,0
B-5 30/1 500 7,0
B-6 10/1 500 9,0
B-7 1/1 2000 35,0

Phan doan B-7 (35,0 g) duoc tién hanh phan 1ap trén hé thong sic ky long
trung ap st dung cot nhoi silica gel pha ddo C-18 (Biotage® SNAP KP-C18-HS
400g) rua giai gradient ting dan ndng do axcton trong nudc véi ty 1¢ thé tich

axcton/nude tir 1/2 dén 3/1 thu duoc 6 phan doan nhd ky hiéu lan luot tr B-7-A dén



20106

B-7-F.
Phan doan Khéi lugng (g)
B-7-A 7,0
B-7-B 6,5
B-7-C 6,0
 B7D 3,5
B-7-E 4,0
B-7-F 8,0

Hoa tan phan doan B-7-D (3,5 g) vao Sml hén hop dung méi metanol/nuéc
voi ty 1¢ 3/1 theo thé tich va tién hanh phan 1ap trén cot sdc ky (@ 2,5cm, L 50cm)
nhdi sephadex LII-20 va st dung pha dong 1a 900 ml hdn hop dung méi

metanol/nudc voi ty I¢ 3/1 theo thé tich thu duoc 5 phéan doan nhd ky hi¢u lan luot

tir B-7-D-1 dén B-7-D-5.

Thé tich phan doan .
Phéan doan Khoi luong (g)
(ml)
B-7-D-1 100 0,5
B-7-D-2 150 0,7
B-7-D3 300 1,2
- B-7-D-4 150 0.6
B-7-D-5 200 0,5

Hoa tan phz”mh doan B-7-D-3 (1,2 g) vao 2,5ml hén hop dung méi
metanol/nudce voi ty 1¢ 2,5/1 theo thé tich va tién hanh phan 1ap trén cot sic ky (O
2,5 cm, L. 80 cm) v6i chat hap phu la silica gel pha dao YMC RP-18 (¢ hat
30—50um, trong do ty 1¢ phan doan B-7-D-3/ty 1€ bot silica gel YMC 1a 1/20 theo
khéi luong) va st dung 600ml hon hop dung méi rira giai 1a metanol/nude voi ty 1¢

2,5/1 theo thé tich. Dich rira giai ra khoi cot duoc hing riéng biét vao cac éng

-10-
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nghiém theo thé tich 10 ml/6ng. Kiém tra sy c6 mit ctia cac hop chit trong cac dng
nghiém bang ban sic ky 16p mong silica gel pha dao véi hé dung moi metanol/nudc
voi ty 1¢ 3,0/1 theo thé tich va gom Ccac 611g nghiém co vt chét trung nhau lai, cit
loai dung moi dudi 4p suét giam thu duoc hop chét biscembranoit c6 cong thirc (I)
(khéi luong 95 mg) duoi dang chit bot mau tréng.

Hop chit thu duoc duoc xac dinh cdu tric bang phuong phap phd cong
huong tir hat nhan cho thiy hop chét nay 1a hop chat biscembranoit méi c6 tén la
metyl (18,2R,6R,85,118,15R,185,215,225,23E,275,285)-2,28-dihydroxy-6-
methoxy-2,6,11,15,24,28-hexamethyl-9,16,19-trioxo-18-(propan-2-yl)-31-
oxatelracyclo[25,3.1.05,22.08,21]hcntriaconta-4,23-dicn—2l—carboxylat (dugc dat tén

la sarcophytolide M) c6 cong thiic (I):

Vidu 2
Thir nghiém vé tac dung duwoc ly ciia hop chat biscembranoit ¢é céng thirc (1)

Hop chét biscembranoit ¢6 cong thic (I) theo sang ché duoc thir nghiém vé
hoat tinh khéng t& bao ung thu bang phuong phép thir SRB nhu sau:

Céc dong t& bao ung thu dugc nudi ciy dudi dang don 16p trong mdi trudng
nudi ciy DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) véi thanh phin kém theo
¢6m 2mM L-glutamin, 1,5 g/L. natri bicacbonat, 4,5 g/L glucoza, 10 mM HEPES
va 1,0 mM natri pyruvat, ngoai ra bo sung huyét thanh bé tuoi 10% (FBS - Fetal

-11-
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Bovine Serum, GIBCO). T¢é bao duoc cdy chuyén sau 3-5 ngay véi ty 18 (1:3) va
nudi trong ta 4m CO, & ditu kién 37°C, 5% CO,.

IIop chat biscembranoit ¢6 cong thire (I) duge pha ¢ nong dé gbe 1a 4 mg/ml
trong dimetylsulfosit (DMSO) 10%. Sau d6 duoc pha lodng dé c6 nong do cudi
cung trorig giéng thir 13 100 pg/ml trong cac phép thi sang loc. O cac phép thir xac
dinh néng do tc ché 50% su phat trién 1& bao ung thu (ICs), cac chit duoc tiép tuc
pha lodng dé tao diy nong dé 100, 20, 4,0 va 0,8 ug/ml. Cac té bao ung thu duge
nudi trong phién vi luong 96 giéng, duoc thir chit nhuém bang SRB
(sulforhodaminc B) va do ham luong protein téng sé & bude séng 515 nm béng
méy doc vi phién (Microplate Reader, BioRad). Kha ning song sot cia té bao khi
c6 mat chat thu s¢ duge xéc dinh thong qua cong thuc sau:

) [OD(chét thir) — OD(ngZ\y ol x 100
% song sot =

OD 4éi ching am) — OD(ngay 0)
% e ché =100% — % song sot
Thi nghi¢m duoc lap lai 3 lan dé dam bao tinh chinh x4c cua thi nghiém va
ctia dir lidu. DMSO 10% la dung mdi pha chit dugc sir dung nhu dbi chimg 4m.
Ellipticine (Sigma) duoc sir dung 1am déi ching duong va duoc thir nghiém & céc
né)ng dé 10,0, 2,0, 0,4 va 0,08 pg/ml. Sau qué trinh x{ li sb licu bfmg ph'ém mém
Table Curve, cac gia tri ICsg da dugc tinh toan va cho théy dd tin cay cao (sai ) p

<0,01). K&t qua duoc néu trong trong Bang 2.

Béng 2: K&t qua hoat tinh khang t¢ bao ung thu in vitro ctia hop chét biscembranoit

co cong thuc (1)

Gia tri ICsy (LM)
Dong (& bao ung thu Hop chit biscembranoit e

c6 cong thuc (1) Ellipticine
L.NCaP (tuyén tién liét) 30,60-4:4,21 1,99+0,16
MCE7 (va) 39,0943,97 1,95+0,12
KB (bi¢u mo) 23,1642,99 2,07+0,12
HepG2 (gan) 36,4440,16 1,71+0,16
SK-Mecl-2 (da) 15,314+0,80 2,15+0,24
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HL-60 (méu) 26,9042.96 2,1540,16
SW480 (ruét) 44.0141,51 1954028
LU-1 (phoi) 32,44+1,99 1,7140,28

K&t qua cho thy, hop chét biscembranoit c6 cong thie (I) ¢6 bicu hién hoat

tinh trén 14t ca cac dong té bao ung thu da thir nghi¢m.

Ii¢u qua dat duwgce caa sang ché

Sang ché dé cap dén phuong phap chiét duoc hop chat biscembranoit méi ¢6

cong thie (1) (duge dat tén 1a sarcophytolide M) tir loai san hé mém Sarcophyton

pauciplicatum. Hop chit ndy c6 hoat tinh khang tam dong té bao ung thu nguoi thi

nghiém 14 t& bao ung thu gan (HepG2), ung thu mau (HL-60), ung thu biéu md
(KB), ung thu tuyén tién li¢t (LNCaP), ung thu phdi (LU-1), ung thu va (MCF7),
ung thu da (SK-Mel2) va ung thu rudt (SW480). Sang ché nay tao co so khoa hoc

cho cac nghin ciru Umg dung ti¢p thco nham tao ra cac dugc pham c6 tac dung

phong va diéu tri bénh ung thu dua trén viée khai thac ngudn dugc lidu bién quy

214 va san c6 trong nudc vao phuc vu cudc song.
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YEU CAU BAO HO

1. Hop chat biscembranoit c6 cong thirc cau tao (I) dugc tach chict tir loai san

hé mém Sarcophyton pauciplicatum c¢b hoat tinh khang t& bao ung thu gan

(HepG2), ung thu mau (IIL-60), ung thu biéu mé (KB), ung thu tuyén tién liét
(LNCaP), ung thu phdi (LU-1), ung thu vii (MCE7), ung thu da (SK-Mel2) vi ung
thu rudt (SW480)

@.

2. Phuong phap tach chiét hop chit biscembranoit ¢6 cong thie (I) theo diém 1

tu loai san h6 meém Sarcophyton pauciplicatum, phuong phap nay gom céac budc:

@)

(i)

(i11)

dong khé mau san hé mém Sarcophyton pauciplicatum 16i nghién thanh
bot min, sau do6 bot nay dugc chiét 3 1an, mdi 1an 2 gi0o vai ruou metylic,
trong do ty 1¢ rugu metylic/bot san ho mém 12 2/1 (thé tich/trong luong)
trén thiét bi chiét siéu am;

gdp cac dich chiét trong ruou metylic thu duogc & bude (i) lai, loc qua
gidy loc va ¢6 quay dé loai bo dung moi dudi ap suit giam thu dugc dich
co trong ruou metylic, ky hic¢u la dich co A;

hoa tan dich ¢6 A v&i nude cat theo ty 1¢ 1/20 (trong luqng/thé tich) sau
do chiét phan bé bang dung méi n-hexan va diclorometan, mbi dung moi
tién hanh chiét 3 lan voi ty 18 1/1 theo thé tich, dich chiét diclorometan
duoc tién hanh loai bd dung moéi dudi ap suit giam thu duoc dich ¢d

diclorometan, ky hi¢u la dich c6 B;
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(iv)

v)

(vi)

(vi1)

20106

dich ¢6 B duoc tién hanh phan tach trén cot sic ky ai luc véi chét hép
phu la silica gel pha thuong (Kiesegel 60, ¢ hat 230-400 mesh, Merck)
v6i hon hop dung méi rira giai tang dan ndng do ctyl axctat trong n-
hexan, trong do ty 1¢ n-hexan/etyl axetat theo ty 1€ thé tich 1an luot 1a
100/1, 70/1, 30/1, 10/1, 1/1 thu dugc 7 phén doan ky hiéu lén luot 1a tir
B-1 dén B-7;

phan doan B-7 dugc tién hanh phéan 1ap trén hé théng séc ky long trung
ap str dung cot nhoi silica gel pha dao C-18 rira giai gradient ting dan
ndng do axcton trong nudc voi ty 18 thé tich axeton/nude tir 1/2 dén 3/1
thu dugc 6 phan doan nho ky hi¢u lan luot tir B-7-A dén B-7-F;

hoa tan phan doan B-7-D vao hdn hop dung mdi metanol/nude véi ty 18
3/1 theo thé tich va tién hanh phan lap trén cot séc ky nhdi sephadex LH-
20 va st dung pha dong 1a hdon hop dung méi metanol/nude véi ty 16 3/1
v& thé tich thu duoc nam phan doan nho ky hiéu 1an luot tir B-7-D-1 dén
B-7-D-5; va

hoa tan phan doan B-7-D-3 vao hdn hgp dung moéi metanol/nude véi ty 18
2,5/1 theo thé tich va tién hanh phan 1ap trén cot séc ky v6i chat hip phu
la silica gel pha ddo YMC RP-18 (c& hat 30—50pum, trong d6 ty 1€ phén
doan B-7-D-3/ty 1¢& bot silica gel YMC 1a 1/20 theo khéi lugng) va st
dung hén hop dung méi rira giai 14 metanol/nudc véi ty 18 2,5/1 theo thé
tich; sau do himg riéng biét dich rura giai ra khoi cdt vao cac 6ng nghiém
theo thé tich 10 ml/6ng va kiém tra sy c6 mat cua cac hop chit trong cic
6ng nghi¢m bang ban sic ky 16p mong silica gel pha ddo v6i h¢ dung moi
metanol/nudce voi ty 1¢ 3,0/1 theo thé tich rdi gom céc dng nghiém c6 vét
chit trung nhau lai, tiép do cét loai dung méi dudi ap suat giam thu duoc

hop chit biscembranoit c6 cong thie (I) dudi dang chit bot mau trang.
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