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0 OH
Cong thic 1

trong d6 hop chét nay c¢6 hoat tinh giy doc t&€ bao déi véi 4 dong t€ bao bao gém
dong t€ bao ung thu biéu md KB, dong t€ bao ung thu vii MCF-7, dong t€ bao
ung thu vi khdng thuéc MCF-7R va dong t€ bao ung thu dai trang HT29. Sing
ché ciing dé c4p dén phuong phép tich hgp chat nay tir qua cay Céich hoa déng

duong Cleistanthus indochinensis Merr. ex Croiz.
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Linh virc k¥ thudt dwge dé cap

Sang ché @& cip dén hop chit | 7-hydroxy-6-metoxy-4,5:3" 4’
bis(metylendioxy)-2,7’-xyclolignan-9,9’-olit (Cleistantoxin) ¢6 cfng thirc 1 va
phwong phép tich hop chit ndy tir qua cdy Cach hoa déng duong (Cleistanthus
indochinensis Merr. ex Croiz).

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Cay Cach hoa dong duong co tén La tinh 1a Cleistanthus indochinensis Merr.
ex Croiz, thudc ho théu diu (Euphorbiaceae), 1 loai cay tiéu moc, thuong phan bé
noi 4m thip. G Viét Nam, Cleistanthus indochinensis Merr. ex Croiz phéin bd chu
yéu & mién Bic va mién Trung (Pham Hoang Ho, Cdy ¢é Viét Nam, NXB tré,
quyén 2, tr. 232, 2000).

Chi Cleistanthus 1a ngubn giau cc hgp chit lignan véi cac hoat tinh sinh hoc
thi vi. Cac hop chét lignan nhwr cleistanthin A va B dugc tach tir loai Cleistanthus
collinus ¢6 kha ning chéng ung thu khé manh (Lakshmi T. G. et al., Curr. Sci.,
1970, 39, 395-396 va Ramesh C. et al., Chem. Pharm. Bull., 2003, 51, 1299-1300).
Hop chét cleistanthin A trc ché sy phat trién cia té bio ung thu manh hon so véi té
bao thudmg, dic biét 1a cleistanthin A t6 ra hiéu qua hon céc thubc chéng ung thu
hién hank nhu cis-platin hay etoposit (Pradheepkumar C. P. et al., Oncol. Res.,
1999, 11, 225-232 va Pradheepkumar C. P. et al., Mutation Res./Genet. Toxicol.
Environ. Mutat., 2000, 464, 185-193). Hién 2 hop chét nay dang duoc nghién cim
sau hon va rét ¢6 trién vong tr¢ thanh tac nhén chiva tri mét s6 bénh ung thu.

Cho dén nay, chua c¢6 cong trinh nghién ctru khoa hoc nao cong bd vé cac

hop chét lignan cé hoat tinh cia loai Cleistanthus indochinensis.
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Bin chit ky thujt ciia sing ché

Muc dich cua sédng ché 1a d& xut hop chit méi Cleistantoxin c6 cong thic 1
thu duge tir qua cdy Cach hoa d6ng duong (Cleistanthus indochinensis Merr. ex
Croiz ). Hop chét ndy c6 hoat tinh gay dbc té bao dbi véi 4 dong té bao 1a dong té
bio ung thi bidu mdé KB, dong t& bao ung thu vit MCF-7, dong 1€ bao ung thu vi
khang thudc MCF-7R va déng té bao ung thu dai tring HT29.

O  OH
cong thic 1

Muc dich khic cta sang ché 14 dé xuft phuong phédp tach hop chét 7-
hydroxy-6-metoxy-4,5:3’,4°-bis(metylendioxy)-2,7’-xyclolignan-9,9’-olit ¢6 cong
thitc 1 tir qua cdy Céach hoa dong duong (Cleistanthus indochinensis Merr. ex

Croiz).

M3 ta vin tit hinh vé

Hinh 1: Bang di¥ liéu phd NMR ctia hop chét Cleistantoxin (céng thirc 1) (CDCls,
'H: 500.13 MHz, '*C: 125.76 MHz)

M@ ta chi tiét sang ché

Séng ché dé xuit phuong phép tach hgp chit méi 7-hydroxy-6-metoxy-
4,5:37,4’-bis(metylendioxy)-2,7’-xyclolignan-9,9’-olit cé cong thirc 1 tr qua ciy
Céch hoa ddng duong (Cleistanthus indochinensis Merr. ex Croiz) bao gbm cic
cong doan:

i) Tao bot kho: Siy khé qua cia cdy Céich hoa déng dwong (Cleistanthus
indochinensis Merr. ex Croiz.) & nhiét d6 50°C trong 2 ngay, nghién nhé dé thu
dugc bbt khé.

ii) Thu cin chiét: Ngam chiét b6t khé thu dugc trong cong doan (i) véi
diclometan theo ti 1é khdi hrong nguyén liéu (g)/thé tich dung méi (ml) 1a % trong

24 gid, cing doan ndy dugc thuc hién 6 14n. Dich chiét thu duge sau 6 ldn ngém
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chiét duge ¢ ct trong chin khéng dudi 4p suft giam dé loai bd hoan toan dung
mdi va thu ciin chiét.

iii) Sic ky céin chiét: Sic ky cbt silica gel cin chiét thu duge & c6ng doan (i)
véi hé dung moi n-hexan/axeton theo t 18 thé tich ndm trong khoang tir 100/0 dén
50/50 d& thu duoc 8 phéan doan chinh F1-F8 (Béang 1).

Bang 1: Céc phin doan thu dugec tir sic ky ciin chiét

STT | Phin doan | Ti 1é thé tich hé dung m#di n-hexan/axeton

1 FI 100/0

2 F2 95/5

3 F3 90/10

4 F4 85/15

5 F5 tir 80/20 dén 75/25

6 F6 tir 70/30 dén 65/35

7 F7 tir 60/40 dén 55/45

8 F8 50/50

iv) Thu hop chét cleistantoxin: két tinh phin doan F8 trong hé dung mdi n-
hexan/diclometan véi ti 1& thé tich ]a 4/6 d& thu dugc hop chét & dang tinh thé hinh
kim mau tring. Piy a3 mdt hop chit méi c6 tén khoa hoc theo TUPAC la 7-
hydroxy-6-metoxy-4,5:3°,4’-bis(metylendioxy)-2,7°-xyclolignan-9,9’-olit, ¢6 cong
thie 1, ¢6 diém néng chay 195-196 °C, d quay cuc [a)’p = -148° (¢ 0.5, CHCL,).
Hop chit méi dugc dit tén 13 cleistantoxin,

O OH
Cong thic 1
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Hop chét ¢6 cong thirc 1 dirge thir hoat tinh gy déc té bao dbi véi 4 dong té
bao 1 dong t& bao ung thu biéu mé KB, dong té bao ung thu vt MCF-7, dong té
bao ung thir vii khang thubc MCF-7R va dong té bao ung thur dai trang HT29. Thir
nghiém duoc thuc hién Up lai 2 1An. K&t qua cho thdy hop chét cleistantoxin (hop
chit c6 cong thizc 1) c6 hoat tinh rat tbt d6i voi ca 4 dong t& bao ung thu thir nghiém

véi gid tri ICsp ndm trong khong tir 0,014 dén 0,042 uM.

Dic biét didu thd vi 1a hop chét nay to ra hiéu qua hon déi véi dong té bao
ung thu vi khang thudc (MCF-7R: ICsp, 14 nM) so v6i dong té biao ung thu via
thuong (MCF-7: ICsq, 36 nM). Céu triic hoa hoc ciia hop chét cleistantoxin gén
gidng v6i din xuft ctia podophylotoxin hién dang dugc sir dung lam thuéc chong
ung thu nhu etoposit, teniposit va gin day 13 hop chét tafluposit. Péy 13 tién dé cho
viéc nghién ciro tdng hop cic dén chit ¢6 cu tric bén hon va cé hoat tinh cao hon,
nhim phét trién va sir dung hop chét méi cleistantoxin nhur 14 tién chit dé tao ra céc
thuéc chéng ung thu.

Vi du thye hién sing ché

Diém ndng chdy duoc do trén mdy do diém néng chdy hiéu Boetius, Phd
héng ngoai (IR) dwoc ghi trén may do hdng ngoai bién dbi Fourier hiéu FTIR
Impact- 410 bing phirong phap nén vién KBr hojc Film. Phd tir ngoai kha kién
(UV- VIS) duge do trén may Cintra 40. Phé khéi phun mu electron (ESI-MS) duec
do trén may ghi phd khéi Agilent 1100. Céc phd cong hudng tir hat nhan (NMR)
dugc ghi trén may do phd cong hudng tir hat nhan hiéu Bruker Avance 500 MHz
v6i TMS 13 chit chudn ndi. P6 quay cuc duge do trén may Polax-21 cia hing
Atago.

S#c ky gt duge thyc hién trén chét mang 12 silica gel (hé dung méi rira giai véi
d6 phan cwc ting din). Sic ky 16p mong duge thyc hién trén ban méng silica gel
Merck 60 F254, day 0,25 mm.

Dong té bao ung thu biéu mé KB, ung thy vt MCF-7, ung thu via khang
thuéc MCF-7R, ung thir dai trang HT29 dugc cung cip bdi ATCC.
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Vi du 1: Tach va x4c dinh chu tric cia hop chét cleistantoxin (hop chét ¢6 cong
thirc 1) tir qua cdy Cach hoa dbng duong (Cleistanthus indochinensis Merr. ex
Croiz)

300g qua tuoi cia cdy Céch hoa déng duong (Cleistanthus indochinensis
Merr. ex Croiz) thu hai dugce tai Quy Chiu - Nghé An dugc siy khé trong ti sy &
nhiét 3§ 50°C trong 2 nghy, nghién nhé d thu duge 80g nguyén lidu bot kbo. Sau
d6, nguyén liéu bdt qua ndy duge ngim chiét véi diclometan CH,Cl, trong 24 gio &
nhiét d§ phong theo ti 1& Y4 (sb g nguyén liu/sé ml dung mdéi). Céng doan ngim
chiét dugc thuc hién 6 14n. Dich chiét thu dugc tir 6 lan ngam chiét duge cb cht
chin khéng dudi 4p suét giam dé thu dugc 4,02g cin chiét,

Tir cin thu duoc, bing phuong phép sic ky cft silica gel voi hé dung n-
hexan/axeton v&i ti 1& thé tich tir 100/0 dén 50/50 thu dugc 8 phin doan chinh
(Bang 2).

Bang 2: Cic phén doan thu dirge tir sic ky cin chiét

STT | Phan doan Ti 1¢ thé tich hé dung mdi Khoi lwgng cic
n-hexan/axeton phén doan (mg)

1 F1 100/0 478

2 F2 95/5 362

3 F3 90/10 279

4 F4 85/15 54

5 F5 tir 80/20 den 75/25 140

6 F6 tir 70/30 dén 65/35 213

7 F7 tir 60/40 dén 55/45 142

8 F8 50/50 150

Phin doan F8 (150mg) duge két tinh trong 10ml hé dung méi n-
hexan/CH,Cl, vi ti 18 thé tich 1a 4/6 @& thu duoc 85mg chit mé&i ¢6 1én khoa hoc 12
7-hydroxy-6-metoxy-4,5:3",4’-bis(metylendioxy)-2,7’-xyclolignan-9,9’-olit va cong
thizc phén tir 12 Cy H;05 duge thé hién bing cong thire 1, ¢6 diém néng chay Ia
195-196°C, 36 quay cyc [a]*’p = -148° (¢ 0.5, CHCl3). Hop chét nay két tinh dudi
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dang tinh thé hinh kim mau tring v& dugc dat tén 1a cleistantoxin. Ciu tric héa hoc
ctia hop chét ndy dugc xac dinh bing cic phuong phap phé NMR 1D va 2D, phd
khéi phan giai cao HR-MS, phé hdng ngoai IR va phé tir ngoai UV.

HR-ESI-MS m/z 421,0899 [M + Na]" (Theo tinh toan CyH,305Na; m/z 421,0899);
IR (KBr): Vi (cm™'): 3565; 3466; 2931; 1773; 1617; 1483; 1297, 1047,

Vi du 2: Thir nghiém vé hoat tinh ctia cic dich chiét va hop chét c6 cong thirc 1

Thir nghiém vé hoat tinh gay doc té bao ciia cac dich chiét, cic phan doan va
chét c6 cbgn thire 1 trén cac dong té bao ung thu & ndng d6 1 pg/ml va 10 pg/mi véi
s6 thir nghiém lap lai N=2, Phuong phép thir nghiém vé do doc té bao in vitro duoe
Vién Ung thu quéc gia Hoa ky (NCI) x4c nhén 1a phép thir d6 doc t& bao chufn nhim
sang loc, phét hién cac chit ¢6 kha nang trc ché sy phat trién cia té bao ung thu & diéu
kién in vitro Mosmann T. R. et al., J. Immunol. Meth., 65, 55-63, 1983). Té bao ung
thur durge duy tri lign tuc & cAc diéu kién tiéu chudn. Sau khi t& bao phét trién dén pha
log, s& duge sir dung dé tién hanh thir nghiém véi cac chit thir d3 duge chuln bi & cac
thang ndng dé khac nhau trén dia 96 giéng. Dia thir nghiém bao gdm: té bio + méi
truong nubi céy + chét thir, duoc o trong fu &m CO,, & nhiét d§ 37°C trong 3 -5 ngay dé
1€ bio tiép tuc phat trién. Sau d6 té bao duoc cb dinh vao diy giéng bing axit
tricloaxetic (TCA) 20% trong 30 phiit & nhiét d6 4°C va nhuém bing sulfocloramin B
(SRB) 0,4% (w/v) trong 1 git & nhiét d6 37°C. Sau dé lugng SRB du duge gan bo va
céc giéng thi nghiém dugc nira 3 14n bing axit axetic 1% va dé khd trong khéng khi &
nhiét do phong. Cudi cing sir dung dung djch Tris base dé hoa tan lugng SRB di bim
va nhuém céc phan tir protein, li¢ nhe trong 10 phit. Ham luong méau cta cht nhuém
SRB duoc xic dinh qua phé hip phu & bude séng 515nm.

Cin chiét va 8 dich chiét phian doan ciia c6t séc ky ddu tién cia céin chiét,
cung hop chét méi cleistantoxin (hop chét c6 cong thirc 1) duge thir hoat tinh gay
doc té bao dbi voi dong té bao ung thu bidu mé KB. Két qua cho thdy can chiét va
cac phin doan F6, F7, F8 ¢6 hoat tinh rat tbt dbi voi dong té bao ung thu biéu mé
KB voi gid tri % trc ché tir 64% dén 95% & ndng d6 1 pg/mL. Hop chit mai
Cleistantoxin dugc tach tir phin doan cé hoat tinh F8 thé hién hoat tinh gdy déc té
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bao d6i véi dong té bao ung thu biéu mé KB voi gia tri % trc ché 1a 97% & ca 2
ndng d¢ 10 pg/mL va 1 pg/mL (Bang 3).

Bing 3: Két qua thir hoat tinh giy ddc té bao

Tri sb % vrc ché d6i v6i dong té bao ung thr
STT Méu thir biéu mé KB
Nong a6 10 pg/ml Niing 3 1 pg/m)
1 Can chiét 95% 90%
2 Fl 0% 10%
3 F2 0% 0%
4 F3 25% 2%
5 F4 27% 4%
6 F5 14% 5%
7 F6 92% 84%
8 F7 95% 64%
9 F8 96% 95%
10 Cleistantoxin 97% 97%

Hop chét cleistantoxin tiép tuc dugc thir hoat tinh d6i véi 4 dong té bao ung
thu nhu ung thu biéu mé KB, ung thu vi MCF-7, ung thw vii khang thuéc MCF-7R
va ung thu dai trang HT29. Phép thir dugc thuc hién 2 14n, két qua cho thiy hgp
chét cleistantoxin co hoat tinh rat tt d6i voi ca 4 dong té bao ung thu thir nghiém
v6i gid trj ICso nim trong khoang 0,014 dén 0,042 uM (Bang 4).

Bing 4: Két qua thir nghi¢m vé hoat tinh giy djc té bao ciia cleistantoxin

Tén dong té bao ung thw

TT | Mau thir KB MCF-7 MCF-7R HT29

ICso(pM) | ICso (uM) | IC5 (M) | ICs (pM)
1 Lin | 0,018 0,038 0,014 0,029

2 Lén 2 0,027 0,035 0,015 0,042
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Hiéu qua dat dwge ciia sing ché

Tu qua cdy Cach hoa dong duong (Cleistanthus indochinensis Merr. ex
Croiz), cac tac giz sang ché da tach va xdc dinh duge cdu tric héa hoc clia hgp chit
7-hydroxy-6-metoxy-4,5:3’,4’-bis(metylendioxy)-2,7’-xyclolignan-9,9’-olit
(cleistantoxin). Pdy la mot hop chét ¢6 hoat tinh rdt tét d6i voi ca 4 dong té bao ung
thir bidu mé KB, ung thu va MCF-7, ung thu vit khang thuéc MCF-7R va ung thu
dai trang HT29 véi gia tri ICso ndm trong khoang 0,014 dén 0,042 pM. Pic biét
diéu théi vi 1 d6i véi dong t& bao ung thu vii, hop chit nay to ra hiéu qua hon trén
dong té bao ung thu vii khang thubc (MCF7R: ICsq, 14 nM) so v6i dong t& béo ung
thu v thudmg (MCF7: ICsp, 36 nM). Céu tric héa hoc clia hop chét cleistantoxin
ghn gidng v4i din xuft cia podophylotoxin hién dang dugc sit dung lam thubc
chéng ung thu nhir etoposit, teniposit va gin day 1a hop chét tafluposit. Déy )4 tién
dé& cho viéc nghién ciru tdng hop cdc din chit c6 chu triic bén hon va ¢6 hoat tinh
cao hon, nhdm phat trién va sir dung hop chit méi cleistantoxin nhur 1 tién chét dé

tao ra cac thude chdng ung thu.
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YEU CAU BAO HQ
1. Hop chit 7-hydroxy-6-metoxy-4,5:3",4’-bis(metylendioxy)-2,7’-xyclolignan-
9,9’-0lit ¢6 cong thirc 1 tich duge tir qua cdy Céch hoa dong duong Cleistanthus

indochinensis Merrt. ex Croiz

0O  OH
Cong thirc 1

trong dé hop chét nay c6 hoat tinh gy déc t& bao ddi vai 4 dong t€ bao ung thur bao
gdm dong té bao ung thu biéu mé KB, dong té bao ung thu vit MCF-7, dong té bao
ung thr vi khang thuéc MCF-7R va dong té bao ung thu dai trang HT29.

2. Phuong phap tach hop chét theo didm 1 bao gbm cac cong doan:

i) tao bt khd bing cich siy khd qua cia cdy Cach hoa dong duong
Cleistanthus indochinensis Merr. ex Croiz. & nhiét d6 50°C trong 2 ngay, nghién
nhé dé thu duoc bdt kho;

ii) thu cin chiét bing cach ngam chiét bdt khd thu duge trong cong doan (i)
v6i diclometan trong 24 gid theo ti 1é khéi lugng nguyén liéu (g)/thé tich dung méi
(ml) 1a 4, cong doan nay duoc 13p lai 6 lan, sau d6 téng dich chiét duogc ¢ cht trong
chén khéng dudi 4p suét gidm dé loai bo hoan toan dung méi va thu cin chiét;

iii) sic ky can chiét bing cach sic ky cot silica gel cin chiét thu duoc & cong
doan (ii) voi hé dung mdi n-hexan/axeton theo ti 1& thé tich nim trong khodng tir
100/0 dén 50/50 dé thu dugc 8 phan doan chinh F1-F8; va

iv) thu hop chét theo diém 1 bing céach két tinh phin doan F8 thu duge & cong
doan (iii) v&i hé dung mbi n-hexan/axeton cé ty 18 thé tich 1a 50/50 trong hé dung
mdi n-hexan/diclometan c6 ti 1é thé tich 1a 4/6 dé thu dugc hop chét theo diém 1.

-10-
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Hinh 1: Bang dit liéu phé NMR cita hop chit Cleistantoxin (1) (CDCL, 'H:
500.13 MHz, °C: 125.76 MHz)

No ;| &c(ppm) du (ppm), J (Hz)

1 124,08

2 132,95

3 104,14 16,22 (s, 1H)

4 149,39

5 134,86

6 141,52

7 70,45 | 5,00 (d, J=9,0 Hz, 1H)

8 38,66 | 2,86 (m, 1H)

9 2177 4,02 (dd, J=8,5; 10,0 Hz, 1H)

4,57 (t, 1=8,5 Hz, 1H)
10 101.25 5,88 (d, J=1,5 Hz, 1H)
5,91 (d, J=1,5 Hz, 1H)

1’ 133,01

2’ 111,13 | 6,71 (d, J=1,5 Hz, 1H)

3’ 146,53

’y 147,23

5 107,59 | 6,65 (d, 1=8,0 Hz, 1H)

6’ 124,66 | 6,63 (dd, J=1,5; 8,0 Hz, 1H)
7’ 43,91 |4,46 (d, J=4,5 Hz, 1H)

8’ 44,61 | 2,71 (dd, J=4,5; 15,0 Hz, 1H)
9 174,18

10° 100,87 | 5,86 (dd, J=1,5; 3,0 Hz, 2H)

OCH; | 5980 |4,12(s,3H)
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