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A. GIOI THIEU LUAN AN

1. Tinh cip thiét ciia lun an

Loai Stephania dielsiana Y.C. Wu c6 tén thuong dung 1a cu dom,
la mot trong cac loai thudc chi Stephania Lour. dang dugc quan tdm
nghién ctru trong nhiing nim gan day. Cac nghién ciru vé Stephania
dielsiana Y.C. Wu di xac dinh cac dic diém thuc vat; phan 1ap va xac
dinh cAu tric ciia mot sd alcaloid c6 trong than 14 va cii cia cdy nhu L-
tetrahydropalmatin,  oxostephanin, dehydrocrebanin, thailandin,
crebanin; xay dung duge phuong phép dinh lugng chat oxostephanin va
budc dau xac dinh mot sb thong s6 phuc vu thiét lap chét nay lam chét
dbi chiéu dung trong kiém nghiém va nghién ciru duge lidu ci dom. Mot
s0 phan doan va chit tinh khiét dugc chiét xuat va phan lap tir cii dom c6
tac dung trc ché mot s6 dong té bao ung thu, tac dung giai lo Au, an than
va chéng trAm cam, chdng viém giam dau, wrc ché acetylcholinesterase.

Trong céc hoat chat di dugc phan lap tir cii dom, oxostephanin
dugc tap trung nghién ciru nhidu hon. Thir nghiém in vitro cho thay chat
nay c6 nhiéu tac dung sinh hoc dang luu y, dic biét 1a tac dung khang té
bao ung thu. Ham lugng oxostephanin trong cac mau than 1a cao hon
nhiéu 14n so v6i mau cu. Str dung than 14 c6 nhiéu wu diém hon so véi sir
dung ci1 vi c6 thé thu hai dwoc nhiéu 1an trong nim, dong thoi khi thu hai
mdt phan than 14, cay van séng va tiép tuc phat trién. Tuy nhién hién van
chwa c6 nghién ctru dénh gia vé viéc nén thu hai than 14 vao thoi diém
nao trong nim dé thu dugce ham lugng hoat chit cao ma van dam bao phat
trién cay thudc nay. Bén canh oxostephanin va mot sd it cac hop chat da
dugc cong bo, trong than 14 ¢ dom con cac hgp chat nao khac, tic dung
sinh hoc va co ché tac dung cia cac hop chit nay ra sao ciing chua duoc
nghién clru va lam ro.

Tiép nbi két qua ciia cac nghién ctru trude day, dé gop phan lam

16 thém vé thanh phan hoa hoc ¢6 trong than 14 cay ctii dom va danh gia
tac dung ciing nhu co ché tac dung khang ung thu cia cac hop chat, dic
biét 1a oxostephanin, luan an tién hanh thyc hién dé tai: “N ghién ciru
thanh phin héa hoc va dnh gia tic dung khang ung thw ciia thén la
cay cu dom (Stephania dielsiana Y. C. Wu)”.



2. Muc tiéu va nfi dung ciia Ludnan
2.1. Muc tiéu ciia Luén an
Muc tiéu 1. Chiét xut, phan 1dp va xac dinh dugc cAu trac ciia mot s6 hop
cht tir than 14 cay cii dom.
Muc tiéu 2. Budc dau xay dung duge phuong phap phéan lap va phuong
phap dinh lugng dé theo ddi ham luong oxostephanin trong dugc lidu theo
thoi gian thu hai.
Muc tiéu 3. Panh gia dugc tac dung gay doc té bao clia mot sd hop chat
da phan lap va budc dau nghién ctru dugc co ché khang ung thu cua
oxostephanin.
2.2. N¢i dung ciia Luin an
> Chiét xuat, phan lap va xac dinh ciu tric ctia mot s6 hop chét tir than
14 céy ci dom
- Chiét xut va phan 1ap mot s6 hop chit tir than 14 ciy ctii dom
- X4c dinh c4u trac hoa hoc cua cac hop chét da phan lap dugc
> Budc dau nghién ciru xdy dung phuong phap phan lap va phuong
phap dinh lwgng dé theo ddi ham lugng oxostephanin trong dugc li¢u
theo thoi gian thu hai
- Phan lap va so bd danh gi4 d¢ tinh khiét ctia oxostephanin tir than 14
cay cu dom
- Xay dyng va tham dinh phuong phép dinh lwong oxostephanin trong
than 14 cay cu dom
- Danh gi4 sy thay d6i ham lugng oxostephanin theo thoi gian thu hai
> Danh gia tic dung gy doc té bao clia mot s6 hop chat da phan lap va
budc dau nghién ctru co ché khang ung thu ciia oxostephanin
- Danh gia tac dung gy doc trén mot sé dong té bao ung thur ciia mot
s0 hop chét phan 1ap duoc
- Nghién ctru co ché khang ung thu ciia oxostephanin.
3. Nhirng dong gép méi ctia Luén an
3.1. Vé héa hoc
Tu than 14 loai Stephania dielsiana Y.C. Wu da phan lap va xac
dinh cau triic héa hoc ciia 11 hop chat, trong dé:
- 2 hop chat méi 1a 2 alcaloid (Stedieltin A va Stedieltin B);
- 1 hop chiat lan dau tién phan 1ap duoc tir chi Stephania Lour.



(aristolactam)

- 4 hop chat lan dau tién phan lap dugc tir loai Stephania dielsiana
Y.C. Wu (oxostephanosin, 4-hydroxybenzaldehyd; benzyl p-D-
glucopyranosid, (6R,9S)-roseosid).

Luén 4n di budc dau nghién ctru phuong phép phéan 1ap va phuong
phap dinh lugng oxostephanin trong dugc liéu. Luan an 13 cong bd dau
tién vé sy thay d6i ham lugng oxostephanin trong than 14 cay cii dom theo
thoi gian thu hai.

3.2. V& tac dung sinh hoc

Luén 4n 1a cong bd dau tién vé:

- Tac dung gy doc trén 5 dong té bao ung thu thir nghiém ciia cac
hop chét Stedieltin A, Stedieltin B, oxostephanosin, oxocrebanin.

- Co ché tac dung gay doc té bao clia oxostephanin trén té bao ung
thu budng tring OVCAR-8 va 3 dong té bao thuong 1a hUVECs, UC-
MSCs va hFBs.

4.Y nghia ciia luin 4n

Pay 1a mot cong trinh nghién ciru tong thé, co hé thong vé thanh
phan héa hoc va tac dung khang ung thu cia than 14 loai ci dom
(Stephania dielsiana Y.C. Wu) thu hai ¢ Viét Nam. Cac két qua nghién
ctru ctia luan an déu 1a nhimg déng gop mai vé co so dit liéu hoa hoc va
sinh hoc cua ci dom ¢ Viét Nam.

Nhimng két qua nghién ciru vé hoa hoc cia cii dom da bd sung vao
co s& dit liéu cac hop chat thién nhién thong tin méi vé 2 hop chat alcaloid
1an dau tién phan lap tir ty nhién, cung cép dit liéu khoa hoc vé thanh phan
héa hoc cua dugc li¢u ci dom, phuc vu cho viéc sang loc, tim kiém cac
hoat chat c6 hoat tinh chong ung thu tiém nang trong loai nay.

Luén 4n da thu thap va xac dinh dugc ham lugng oxostephanin cia
13 mau cit dom ¢ 3 dia diém khac nhau 1a Quan Ba (Ha Giang), Ba Vi
(Ha Noi) va thanh ph6 Bic Giang (Bic Giang) theo thoi gian thu hai khac
nhau. Két qua nghién ctru vé ham lugng oxostephanin ctia lun an da cung
cap co so dir liéu vé thanh phan hoa hoc déang luu ¥ ctia loai nay & cac
vung va cac thoi diém thu hai khéc nhau, dinh hudng cho viéc khai thac,
bao ton, phat trién dugc liéu ct dom.

Ngodi ra, két qua cta luan an da gdp phan giai thich, chimg minh



cong dung cua dugc li¢u than 14 ci dom dua trén cén cir khoa hoc, lam
sang t6 viéc sir dung cay thudc nay theo tri thirc dan gian dudi goc nhin
khoa hoc hién dai, lam tién dé cho viéc phat trién san phém tur loai nay,
vira phuc vu nhu cau cham séc strc khoe cong dong, vira gop phan vao
cong tac bao ton, khai thac, phat trién san pham tir cit dom gitip phat trién
kinh té cho nguoi dan & dia phuong.

5. B6 cuc ciia luin 4n

Luan 4n c6 149 trang, gom 4 chuong, 33 bang, 61 hinh, 171 tai li¢u
tham khao va 6 phu luc. Céc phan chinh trong luan 4n: Dt van dé (2 trang),
Tong quan (34 trang), Ddi tugng va phuong phéap nghién ciru (24 trang),
Két qua nghién ctru (62 trang), Ban luan (25 trang), Két luan va kién nghi
(2 trang).

B. NOI DUNG CUA LUAN AN
CHUONG 1: TONG QUAN

Di tong hop va trinh bay mot cach hé thong cac két qua nghién ctru
tir true dén nay vé thuce vat, thanh phén héa hoc va tac dung sinh hoc cta
loai Stephania dielsiana Y.C. Wu. trén thé giéi va ¢ Viét Nam. Ngoai ra
ludn 4n ciing da trinh bay mot s6 muyc tiéu phan tir trong diéu tri ung thu,
trong do tap trung vao Aurora kinase, ddc diém, vai tro trong ung thu va
mot s chét tre ché Aurora kinase.

CHUONG 2. POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Nguyén liéu nghién ctru

Nguyén liéu phuc vu cac ndi dung chiét xuat, phan 1ap va danh gia
tac dung sinh hoc 1a thén 14 ctia cdy cu dom thu hai tai xa Tan Linh — Ba
Vi (Ha Noi) vao thang 10/2019, dugc gidm dinh tén khoa hoc 1a Stephania
dielsiana Y.C.Wu, ho Tiét dé (Menispermaceae) (mi tiéu ban
SD10/2019). Mau duoc luu tai B6 moén Thuc vat — Dugc liéu, Hoc vién
Y Duoc hoc ¢d truyén Viét Nam.

Nguyén liéu phuc vu ndi dung danh gia sy thay d6i ham luong hoat
chit theo thoi gian thu hai dugc trong tai xd Song Mai — thanh phd Béc
Giang — tinh Bic Giang tir nguon gidng gbc ¢ Ba Vi tir thang 8/2019. Thu
hai phan than 14 non (doan than 14 dai khoang Im tinh tir dau ngon), thoi
gian bat dau tir thang thir 6 sau khi trong trong khoang tir thang 02 —
12/2020 (ky hiéu mau D1 — D9). Mau danh gia ham lugng con dugc thu



hai tai Quan Ba - Ha Giang thang 3/2019 (ky hiéu QB), Ba Vi - Ha N¢i
vao thang 3/2019, thang 5 va thang 10/2020 (ky hiéu lan lugt 1a BV, BV1
va BV2).

2.2. Phwong phap nghién ciru

- Xac dinh ciu triic cac hop chat phan lap duoc dua trén cac thong s6
vat Iy va cac phuong phap phd FT-IR, UV-Vis, ESI-MS, HR-EI-MS,
NMR 1 chiéu va 2 chiéu.

- Phan l1ap oxostephanin, xay dung, thim dinh phuong phap dinh
lugng va theo dbi su thay d6i ham lugng oxostephanin trong dugc liéu
theo thoi gian thu hai bang sic ky long hiéu nang cao (HPLC).

- Panh gia tac dung gy doc trén mot sé dong té bao ung thu thuc
nghiém ctia mot s6 hop chét phan lap dugce bang phuong phap so sanh
hinh théi va thtr nghiém MTS.

- Nghién ctru co ché gay doc té bao ung thu budng trimg OVCAR-
8 clia oxostephanin bang phuong phép theo ddi té bao theo thoi gian thyc,
phuong phap mién dich huynh quang, danh gi4 qua trinh chét theo
chwong trinh (apoptosis), phan tich khdi u da bao, RT-PCR dinh lugng.

- Nghién ctru tac dung cia oxostephanin trén cac dong t& bao
thuong gom hUVECs, UC-MSCs, hFBs bang phuong phap nhugm SRB,
thir nghiém hinh thanh khuan lac, phan tich su tiét cac yéu t6 tang truong
bang thir nghiém Luminex, thir nghiém chita lanh vét thuong va thir
nghiém hinh thanh mach.

CHUONG 3: KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Chiét xuit, phan 1ap cic hgp chit
3.1.1. Chiét xuit, phan 1ap va tinh ché

Duogc liéu than 14 cdy ca dom kho (7 kg) duge nghién nho va chiét
ngam v&i methanol ¢ nhiét d6 phong 3 1an x 3 ngay, voi ty 1¢ dugc lidw/
dung méi = 1/7. Loc, gop dich chiét va cat thu hoi dung moi dudi ap suat
giam thu dugc 680 g cao methanol.

Hoa tan cin methanol véi 2,5 lit dung dich HCI 10% sau do6 chiét
1ong - 16ng véi ethyl acetat 3 1an x 3 it/ 1an. Gop cac dich chiét va cat loai
dung moi duéi ap suat giam thu duoc cin ethyl acetat khong chira alcaloid
(SDE-I). Phan dich con lai duoc trung hoa bé'lng NaOH dén dung dich co
pH 10. Sau d6 tiép tuc chiét 1ong - 1ong véi ethyl acetat 3 1an x 3 lit/ 1an.



Gop cac dich chiét va cét loai dung méi duéi ap sudt giam thu dugc cin
65 g can ethyl acetat chira 16p chat alcaloid (SDE-II).

Phén tach can SDE-II (65 g) bang sic ky cot silica gel voi hé dung
mdi rua giai gradient dichloromethan/methanol (100% dichloromethan
— 100% methanol) thu dugc 5 phan doan (SDE1 - SDES). Phan tach
phan doan trén bang sic ky cot pha thuan va pha dao thu duoc 11 hop
chat tinh khiét ky hiéu 1a SD1 — SD11.
3.1.2. Xic dinh céu triic héa hoc ciia cic hop chit phan lap dwoc

Dua vao phd khéi lugng (ESI-MS), phd khdi lwong phén giai cao
(HR-ESI-MS), phé cong hudng tir hat nhan mot chiéu, hai chiéu (NMR)
va dbi chiéu voi cac tai liéu tham khao, da xac dinh dugc ciu trac cta 11
hop chat.
* Hop chit SD1: Stedieltin A (chit méi) dang bot mau nau do. Pho khoi
HR-QTOF-MS m/z 354,0979 [M + H]", CTPT CoH;5sNOs. Pho 'H-NMR
(500 MHz, DMSO-ds) va *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) ciia SD1 ¢6
nhiéu dlem twong dong véi dir ligu pho clia oxostephanin cho thdy SD1
cling c6 ciu triic bo khung 14 dan xut ctia oxoaporphin. Pho *C-NMR
cho thay sy xuét hién ctia 19 carbon, bao gdom 15 carbon vong thom, mot
carbon ctia nhom methoxy gin cao vong thom 8-OCH; (dc 55,9), mot
nhom methylendioxy (C-12, dc 101,9) va mot nhom methoxy (dc 51,2)
cua nhom ester C;=0 (Jdc 167,0). Tin hi€u cua nhém carbonyl & C-7 (dc
179,69) cia oxostephanin da bi thay thé bai mot tin hiéu & 5 167,0, diéu
nay cho thiy c6 sy bién d6i & vong C ciia khung oxoaporphin. Két hop
v6i sur khac nhau cua chi s bat bdo hoa ctia hai hop chat (oxostephanin:
A=14; SD1: A=13) hd trg cho sy m& vong C cta khung chat. Nhom
hydroxyl (-OH) dugc xac dinh dya vao tin hiéu & C-7a (dc 145,0), phu
hop véi carbon thom bi oxy hoa. Thém vao do, su xuat hién hai tin hiéu
riéng biét cua hai proton cua nhom methylenedioxy (du 6,14 va 6,15) &
H-12 ciing gbp phan minh chimg cho sy md vong C. Phd HMQC cho thay
su tuong tac gitta H-3 (du 7,44) voi C-3 (dc 102,1), gitta H-4 (Ju 7,81, d,
J=5,5 Hz) v6i C-4 (éc 121,9), gitta H-5 (du 8.28, d, J = 5,5 Hz) va C-5
(¢ 139,9), gitta H-9 (on 7,00, dd, J =8,0 Hz, 1,0 Hz) v6i C-9 (dc 111,8),
gitra H-10 (Jn 6,81, t,J=8,0 Hz) v6i C-10 (dc 118,1), gitta H-11 (Jn 6,67,
dd, J = 8,0 Hz, 1,0 Hz) v6i C-11 (oc 123,7), gitta H-12 (o 6,11) vdi C-
12 (6c 101,9), gitta proton 7-OCH3 (du 3,14) v&i carbon C-7 thé -OCH;
(0c 51,2).

Phé 'H-NMR va COSY cho théy su xudt hién cua cac hé spin



tuong tu oxostephanin, bao gdm hé spin H-4 (0u 7,81)/H-5 (ou 8,28), H-
9 (éu 7,00)/H-10 (du 6,81)/H-11 (du 6,67), dong thoi cung voi mot tin
hi¢u singlet 6 Ju 7,44. Cu thé hon, pho COSY xuat hién mét sd tuong tac
gan, x4c dinh duoc cac proton canh nhau nhu H-4 (04 7,81, d, J=5.5 Hz)
tuong tac voi H-5 (du 8,28, d, J = 5,5 Hz). Hai proton nay trén lién két
d61 c6 cau hinh dang cis do hang s6 tuong tac gitra hai proton thap (J =
5,5 Hz). Phé COSY ciing cho thay H-9 (ou 7,00, dd, J= 8,0, 1,0 Hz) tuong
tac voi H-10 (du 6,81, t, J= 8,0 Hz) va H-10 tuong tac 1én H-11 (du 6,67,
dd,/=28,0, 1,0 Hz) do d6 3 proton nay canh nhau. V€ cac nhom the trén
h¢ vong thom, cac nhom thé nhu methylenedioxy (du 6,14 va 6,15) va
methoxy (du 3,83) van dugc gitt nguyén vi tri trén vong qua cac tuong tac
HMBC quan trong, cu thé 1a H-12 (du 6,14 va 6,15) /C-1 (dc 150,Q), C-2
(0c 147,5) va 8-OCH3 (du 3,83) /C-8 (du 147,5). Tuy nhién, su xuat hién
cta tin hiéu methyl tai ou 3,14 va dc 51,2 cung voi tuong tac HMBC cua
7-OCHas/ C-7 goiy cho su xuat hién cia mot nhom methyl ester trong cau
truc.

Dir liéu ph6 1D- va 2D-NMR ciia SD1 cho thay hé thong vong
thom ciia khung oxoaporphin da bi thay d6i & vong C, trong khi vong A,
B, D van giit nguyén, cu thé 1a vong C di bi m¢, va nhém carbonyl da
dugc chuyén thanh nhém ester ¢ vi tri C-6a va mot nhoém methoxy & C-
7. Pay 14 hop chat mdi, lan dau co sy mé vong tai hai vi tri C-7 va C-7a,
ciing 12 hop chat méi 1an dau tién duoc phan 1ap tir ty nhién va dugc dé
xuat dit tén 1a stedieltin A.
* Hop chat SD2: Stedieltin B (chdt méi): chat két tinh hinh kim, mau
trang. Pho khdi HR-QTOF-MS m/z 294,0766 [M+H]", CTPT C7H;1NO,.
Pho 'H-NMR (500 MHz, CDCl; + MeOD (9/1 v/v) va DMSO-ds) va
BC-NMR (125 MHz, CDCl;+ MeOD (9/1 v/v) va DMSO-ds) cho thiy
nhiéu tin hiéu twong dong véi dir liéu phd ctia hop chét oxostephanin, bao
gém tin hiéu dac trung cia mot nhom methoxy tai du 3,93 (3H, s) va cac
tin hi¢u proton & cac vong thom bao gom mdt tin hidu singlet tai oy
6,91(1H, s), hai tin hi¢u proton trén lién két d6i tai o 7,06 (1H, d, J= 6,0
Hz)va 7,82 (1H, d, J = 6,0 Hz), lién két doi nay co cAu hinh dang cis dya
trén hing s6 twong tac véi gia tri trung binh (J = 6,0 Hz), 3 tin higu ciia 3
proton olefinic canh nhau tai du 6,95 (1H, dd, J = 8,0, 1,5Hz)/ 7,10 (1H,
t, J = 8,0 Hz)/ 7,74 (1H, dd, J = 8.0, 1.5Hz), mdt tin hi€éu cia nhoém
methylen tai oy 6,20 (2H, s). Piéu nay cho thiy hop chit SD2 c6 khung
chit twong ty aporphin véi cdc nhom thé bao gom nhém methoxy & C-8



va nhém methylenedioxy & C-1 va C-2. Gia thuyét nay dugc khang dinh
thong qua céac twong taic HMBC quan trong ctia 8-OCHjs (dn 3,93)/C-8
(dc 148,1) va H-12 (n 6,20)/C-1 (Jc 152,7) va C-2 (Jc 140,8).

Tuy nhién, phd *C-NMR va HSQC ciia SD2 cho thiy 17 tin higu
carbon, bao gdm mot carbon sp’ ctia nhém methylen, 15 carbon sp® va
mdt carbon ciia nhom methoxy. 15 carbon sp? c¢6 thé duoc cho 1a ctia mot
lién két doi va 2 vong benzen c6 trong cong thirc ctia SD2. Trén pho *C-
NMR ctia SD2 khéng c6 tin hiéu ctia nhom carbonyl nhur & phd chéat tham
khao (oxostephanin). Thém véo do, tin hiéu C-6a va C-7a chuyén dich vé
ving truong thap trén phd C-NMR, goi y cho viéc cic carbon nay co
lién két véi nguyén tir c6 d0 am di€n 16n nhu N hodc O. Dya trén cong
thirc phan tir C;7H;1NO4 va d6 bat bio hoa A=13, cho thay rang khac véi
oxostephanin, hgp chat SD2 sé& c6 vong C 1a di vong chira mot nguyén tir
oxy. Thém vao d6, pho HMQC cho thay tuong tac gitta H-9 (Ju 6,95) véi
C-9 (dc 113,1), diéu nay khang dinh chat SD2 khong gan nhém thé -
OCHj3 tai vi tri C-9 nhu oxostephanin.

Dua trén céac dir liéu trén cho phép két luan cdu trac hoa hoc cua
SD2. Hop chat SD2 1a hop chit mdi, 1an dau tién duoc phan lap tir thién
nhién va dugc dé xuat tén 1a stedieltin B.

* Hop chit SD3: oxostephanin: Pho '"H-NMR (500 MHz, DMSO-dj,
J, ppm, J/Hz): 8,73 (1H, d, J=5,0, H-5), 8,26 (1H, d, /= 8,0, H-11), 7,90
(1H, d, /= 5,0, H-4), 7,73 (1H, t, J = 8,0, H-10), 7,43 (1H, s, H-3), 7,25
(1H, J = 8,0, H-9), 6,42 (2H, s, H-12), 3,96 (3H, s, 8-OCH3). Phé *C-
NMR (125 MHz, DMSO-ds, 6, ppm): 179,7 (C-7), 160,9 (C-8), 151,3
(C-1), 147,5 (C-2), 145,8 (C-6a), 143,8 (C-5), 134,5 (C-11a), 134,4 (C-
3a), 134,3 (C-10), 123,0 (C-4), 121,1 (C-6b), 120,2 (C-7a), 118,8 (C-11),
112,6 (C-9), 106,7 (C-11b), 102,7 (C-3), 102,5 (C-12), 55,9 (8-OCHa).

* Hop chat SD4: oxostephanosin: Pho 'H-NMR (500 MHz, DMSO-
ds, 0, ppm, J /Hz): 13,64 (1H, s, 8-OH), 8,86 (1H, d, J = 5,5, H-5), §,17
(1H, dd, /= 1,0; 8,0, H-11), 8,07 (1H, d, J = 5,5, H-4), 7,79 (1H, t, J =
8,0, H-10), 7,57 (1H, s, H-3), 7,09 (1H, dd, J = 1,0; 8,0, H-9), 6,51 (2H,
s, H-12). Phé *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds, 5, ppm): 186,4 (C-7),
163,3 (C-8), 151,5 (C-1), 148,8 (C-2), 144,2 (C-5), 143,6 (C-6a), 136,7
(C-10), 134,8 (C-3a), 133,1 (C-11a), 124,7 (C-4), 122,4 (C-6b), 117,7 (C-
11),116,5 (C-9), 115,3 (C-7a), 106,0 (C-11b), 103,2 (C-3), 103,0 (C-12).



* Hop chit SD5: oxocrebanin: Phé "H-NMR (500 MHz, DMSO-ds, J,
ppm, J/Hz): 8,75 (1H, d, J = 5,5, H-5), 8,26 (1H, d, J= 9,0, H-11), 7,97
(1H, d, J= 5,5, H-4), 7,58 (1H, d, J = 9,0, H-10), 7,48 (1H, s, H-3), 6,46
(2H, s, H-12), 3,96 (3H, s, 9-OCH3), 3,86 (3H, s, 8-OCH;). Phd *C-
NMR (125 MHz, DMSO-ds, J, ppm): 180,8 (C-7), 153,3 (C-9), 151,7
(C-1), 150,0 (C-8), 146,9 (C-2), 145,6 (C-6a), 144,2 (C-5), 135,1 (C-3a),
126,0 (C-11a), 125,4 (C-7a), 123,8 (C-4), 123,5 (C-11), 121,3 (C-6b),
118,1 (C-10), 106,9 (C11b), 102,9 (C-12), 102,2 (C-3), 60,6 (8-OCH3),
56,1 (9-OCH3).

* Hop chit SD6: aristolactam: Phé "H-NMR (500 MHz, DMSO-ds, J,
ppm, J/Hz): 10,73 (1H, NH), 8,12 (1H, d, J= 8,0, H-12), 7,64 (1H, s, J =
H-3), 7,50 (1H, t, J = 8,0, H-10), 7,34 (1H, s, H-7), 7,20 (1H, d, J = 8,0,
H-9), 6,47 (2H, s, H-12), 4,00 (3H, s, 8-OCH;). Phé *C-NMR (125
MHz, DMSO-ds, 6, ppm): 168,1 (C-4), 155,3 (C-8), 148,8 (C-2), 147,1
(C-1), 125,7 (C-10), 125,0 (C-11a), 124,8 (C-6b), 119,3 (C-3a), 118,7 (C-
11), 111,0 (C-11b), 108,3 (C-9), 105,6 (C-3), 103,2 (C-12), 97,9 (C-7),
55,8 (8-OCHs).

* Hop chit SD7: crebanin: Pho 'H-NMR (500 MHz, CDCls, 6, ppm,
J/Hz): Phé '"H-NMR xuét hién tin hiéu singlet cia 2 nhom methoxy tai
ou 3,81 (3H, s) va 3,89 (3H, s), mot nhém methyl lién két v6i nito tai on
2,59 (3H, s); 3 nhém methylen ¢ vung trudng cao tai ou 3,05 - 3,14 (2H),
2,62 (1H, dd, J = 3,5; 16,0 Hz), 2,53 (1H, td J = 3,5; 11,5 Hz), 3,67 (1H,
dd, J=4,0; 14,5 Hz) va 2,31 (1H, dd, J = 14,0; 14,5 Hz); 1 nhom methin
tai ou 3,05 - 3,14 (1H); 1 nhom dioxymethylen (-OCH»O-) tai du 5,90
(1H, d, J=1,5 Hz) va 6,04 (1H, d, J = 1,5 Hz); 1 proton olefin & dang
singlet tai du 6,51 (1H, s) va hai proton olefin canh nhau tai du 6,87 (1H,
d, J=8,5 Hz) va 7,80 (1H, d, J = 8,5 Hz). Phé *C-NMR (125 MHz,
CDCls, d, ppm): 152,1 (C-9), 146,7 (C-2), 145,9 (C-8), 142,1 (C-1), 129,7
(C-7a), 126,4 (C-6b), 126,3 (C-3a), 124,6 (C-11a), 123,1 (C-11), 116,6
(C-11b), 110,4 (C-10), 106,8 (C-3), 100,6 (C-12), 61,9 (C-6a), 60,7 (8-
OCHs), 55,8 (9-OCH3), 53,5 (C-5), 43,7 (6-NCH3), 29,0 (C-4), 26,8 (C-
7).

* Hop chat SD8: dehydrocrebanin: Phé '"H-NMR (500 MHz, CDCl;,
J, ppm, J/Hz): 8,64 (1H, d, J = 9,0, C-11), 7,01 (1H, d, J = 9,0, C-10),
6,88 (1H, s, C-7), 6,87 (1H, s, C-3), 6,18 (2H, s, C-12), 3,98 (3H, s, 9-



OCHa»), 3,97 (3H, s, 8-OCH3), 3,27 (2H, t, J = 6,0, C-5), 3,21 (2H, t,J =
6,0, C-4), 3,12 (3H, s, 6-NCH3). Pho *C-NMR (125 MHz, CDCl;, 4,
ppm): 152,2 (C-9), 145,2 (C-2), 143,9 (C-6a), 141,7 (C-1), 141,7 (C-8),
129,4 (C-7a), 123,4 (C-11), 118,8 (C-11a), 118,3 (C-6b), 117,5 (C-11b),
108,8 (C-10), 106,8 (C-3), 106,8 (C-7), 100,9 (C-12), 60,6 (8-OCH3),
56,2 (9-OCH3), 50,6 (C-5), 40,6 (6-NCHa), 30,7 (C-4).

* Hop chat SD9: 4-hydroxybenzaldehyd: chit rin mau trang. Ph6 'H-
NMR (500 MHz, CD;0D) xuét hién hai cap tin hi€u proton olefin tai du
7,79 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-2, H-6) va 6,92 (2H, d, /= 9,0 Hz, H-3, H-5)
dic trung cho hé vong thom dang AA'BB’. Ngoai ra, pho proton ciing
xudt hién tin hiéu cia nhom aldehyd tai du 9,77 (1H, s, H-7). Phd C-
NMR (125 MHz, CD;0D) va DEPT cho thiy tin higu cua 7 carbon, trong
do 6 carbon ctia vong thom tai dc 130,0 (C-1), 133,4 (C-2, C-6), 117,0 (C-3,
C-5)va 165,7 (C-4). Tin hi€u tai dc 192,7 (C-7) dac trung cho nhém aldehyd.
* Hop chiat SD10: benzyl f-D-glucopyranosid: bot vo dinh hinh mau
trang. Ph 'H-NMR (500 MHz, CD;0D) xuét hién tin hiéu ciia 5 proton
thom tai dn 7,41 (2H, m, H-2, H-6), 7,31 (2H, m, H-3, H-5) va 7,26 (1H,
m, H-4) goi ¥ sur c6 mit ciia vong benzen thé & vi tri 1. Ngoai ra, trén pho
proton con xuat hién tin hi¢u cia nhém oxymethylen tai oy 4,66 (1H, d,
J=12, OHZ H-7) va 4,92 (1H, d, J= 12,0 Hz, H-7). Bén canh d0, sy xuat
hién ctia gbc duong S-D- glucopyranosyl ciing dugc thé hién qua tin hi¢u
clia proton anomeric v6i hang sd ghép cap 16n [dn 4,35 (1H, d, J = 8,0
Hz)], proton nhom hydroxymethylen [du 3,69 (1H, d, J = 6,0; 12,0 Hz),
3,89 (1H, d, J = 2,5; 12,0 Hz)] va cac proton nhém hydroxymethin [du
3,23 — 3,34 (4H, m)]. Phé *C-NMR (125 MHz, CD;OD) cho thiy tin
hiéu ctia 13 carbon trong d6 6 carbon cua gbc duong f-D-glucopyranosyl
[6c 103,2, 75,1, 77,9, 71,6, 78,0 va 62,8]. Vi tri cua géc duong nay dugc
xac dinh tai vi tri C-7 thong qua tuong tic HMBC gitta H-1' (dn 4,35) voi
C-7 (6c 71,7).

* Hop chiat SD11: (6R,9S)-roseosid: bot vo dinh hinh mau tring. Pho
"H-NMR (500 MHz, CD;OD) xuét hién tin hiéu ctia mot proton olefin
dang C=CH tai du 5,89 (1H, br s, H-4) va mot nbi d6i khac thé hai lan
(CH=CH) dang trans tai ou 6,99 (1H, d, J = 15,5 Hz, H-7) va 5,75 (1H,
dd, J= 15,5 Hz, H-8); 3 nhom methyl béc 3 [dx 1,03 (3H, s, H-12), 1,06
(3H, s, H-11) va 1,96 (3H, d, J = 1,5 Hz, H-13)] va 1 nhom methyl bac



hai [ou 1,31 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-10)]; 1 nhom methylen [Ju 2,18 (1H,
m, H-2a)/2,61 (1H, m, H-2b)]; 1 nhém oxymethin [ou 4,55 (1H, t,J= 6,8
Hz, H-9)]; mdt proton anomeric tai ou 4,29 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1"), 2
proton hydroxymethylen tai Ju 3,66 (1H, dd, J= 6,0, 11,5 Hz, H-6"), 3,87
(1H, dd, J = 2,0; 11,5 Hz, H-6") va cac proton hydroxymethin nam trong
ving truong 3,17 - 3,21 ppm, goi y sy ¢6 mit ciia mot goc dudng hexose.
Gia tri d6 dich chuyén hoa hoc ciia phan dudng cung voi hing sé twong
tac 16n ctia proton anomeric H-17H-2' (Ji = 7,5 Hz) goi ¥ gbc dudng 1a
O-f-D-glucopyranosyl.

Phé *C-NMR (125 MHz, CD;OD) va HSQC xuit hién tin hiéu
cong huong cia 19 carbon, bao gém 13 carbon dic trung cho khung
megastigman: 1 nhom carbonyl tai dc 201,2 (C-3), 2 nhoém methin olefin
ctia n6i d6i (CH=CH) tai dc 133,7 (C-7)/133,7 (C-8), 2 tin hiéu carbon
olefin khac ctia nbi d6i CH=C tai 127,1 (C-4)/167,0 (C-5), 4 nhoém methyl
tai oc 19,5 (C-13), 22,2 (C-10), 234 (C-11), 24,6 (C-12), 1 nhém
methylen tai dc 50,7 (C-2), 1 carbon khéng mang hydro lién két v6i oxy
tai oc 80,0 (C-6), nhom oxymethin tai dc 74,6 (C-9) va sau carbon dic
trung cho gbc duong tai dc 101,2 (C-1') va 5 tin hi¢u cic nhom
oxymethin/oxymethylen trong ving tir dc 62,8 - 78,3. Pho HMBC ciia
cho théy vi tri cua 2 nhém methyl bac ba tai C-1 va C-5 duoc xac dinh
dua vao tuong tac gitra Hs-11/H3-12 véi C-1/C-2/ C-6, gitra H3-13 voi C-
4/C-5/C-6; vi tri ciia 1 nhém methyl bac hai con lai tai C-9 dugc xac dinh
dwa vao cic tuong tac HMBC giita H3-10 v6i C-8/C-9. Bang cach xéac
dinh twong ty mdi twong quan giira cAc tuong tac, vi tri ciia nhom keton
(C-3) dugc xac dinh dua vao cac tuong tic HMBC gitra proton H-2/H-4
v6i C-3. Tuong tac HMBC gitra proton anomeric H-1' voi C-9, xac dinh
vi tri cua lién két cua ph?m duong tai C-9. CAu hinh 6R, 9S duoc xac dinh
dua trén do chuyén dich hoa hoc cua carbon tai cac vi tri C-7, C-8 va C-
9.

Céc hop chat phan lap tir than 14 cdy cii dom dugc tom tat trong
bang 3.12.



Bang 3.12. Cac hop chit phin 1ap dworc tir thin 14 ciy ci dom
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3.2. Buéc diu nghién ciru xdy dung phwong phap phan lip va phwong
phap dinh lrgng dé theo déi ham hrgng oxostephanin trong dwgre liéu
theo thoi gian thu hai
3.2.1. Phin lap va so bd danh gia do tinh khiét ciia oxostephanin
Phuong phép chiét phan 1ap oxostephanin gdm 6 budc, chia thanh 4
giai doan, gom: (1) chiét xuat tao cao tong methanol ctia cit dom; (2) loai tap
tao cao giau alcaloid tho (bang ethyl acetate va petroleum ether két hop véi
chuyén dang mudi chlorid — base alcaloid); (3) Tao can giau alcaloid d lam
giau oxostephanin bang chiét phan b voi chloroform va ethyl acetat; (4) tinh
ché két tinh tao oxostephanin. Tir 5kg than 1a cay ctii dom kho d phan lap
duoc 4,0 g oxostephanin. So by danh gia d9 tinh khiét cta oxostephanin da

OH




phén 1ap theo phan trim dién tich pic trén sic ky d6 HPLC 1a 98,5%. Hop
chét nay dugc sir dung lam chat so sanh cho céc nghién ctru tiép theo vé thanh
ph?m hoa hoc va tac dung sinh hoc.

3.2.2. Xay dung va thim dinh phwong phap dinh hrgng oxostephanin
trong than la ciy ci dom

Diéu kién sic ky Iya chon 1a: cot sac ky: Supelco Cis (250 x 4,6
mm, 5 um); detector: DAD 254 nm; thé tich tiém: 10 ul; tde d6 dong: 1,0
ml/phtt; pha dong: MeOH : acid formic 0,1% (ty 1€ 35:65, v/v); nhiét do
cot: nhi¢t do phong; thoi gian chay: 25 phut.

Diéu kién xur ly mau duoc lya chon 1a: dung moi chiét: MeOH; sb
lan chiét: 3 1an, sir dung séng siéu 4m dé hd tro chiét xuat; ty 1¢ tong luong
dung méi/ dugc ligu: 200 : 1; thoi gian chiét mdi 1an: 1 gio.

Tham dinh phuong phéap phén tich dat cac yéu cau vé do dic hiéu,
do lap lai, do thu hdi theo “Hudng dan cua ASEAN vé thim dinh quy
trinh phén tich” va AOAC, xac dinh dugc khoang ndng do tuyén tinh tir
3,125 - 100 pg/ml, LOD = 0,002441 pg/ml va LOQ = 0,0079 pg/ml.
3.2.3. Panh gia sy thay doi ham lwong oxostephanin theo thoi gian
thu hai

Danh gi4 sy thay doi ham luong oxostephanin theo thoi gian thu
hai trong 9 miu thu hai tai Thanh phd Béc Giang (tinh Bic Giang), so
sanh v&i cidc mau thu tai Quan Ba (Ha Giang) va Ba Vi (Ha Noi).

Bing 3.23. Két qua dinh lwgng oxostephanin trong miu dwgc liéu
thu hai tai Thanh phd Bic Giang

Ky hi¢u | Théi gian thu héi trfr?;:);:ﬂi,) l;,il;
DI 1/2/2020 0,353 4,1
D2 29/2/2020 0,611 2,0
D3 29/3/2020 0,337 7,4
D4 3/5/2020 0,430 1,4
D5 31/5/2020 0,597 3.9
D6 6/9/2020 0,873 23
D7 8/10/2020 0,819 0,5
DS 14/11/2020 0,501 1,4
D9 14/12/2020 0,525 2,9




Két qua so bo c6 thé thdy rang cac thoi diém thu hai khac nhau c6
thé dan dén su khac biét vé& ham lugng oxostephanin trong cu dom. Dugc
liéu trong tai TP Bac Giang thu hai tai thoi diém thich hop nhat vao
khoang giita thang 9 dén giira thang 10. Khi d6 s& thu dwgc ham lugng
oxostephanin cao nhét lan luot 13 0,873 % va 0,819 % (bang 3.23).

Trong khi d6, két qua dinh lugng miu than 14 thu hai & Ha Giang

va Ba Vi cho thay rang: (1) oxostephanin tap trung nhiéu ¢ 1a va cao gap
khoang 40 1an so v&i than; (2) ham lugng oxostephanin thu mau ¢ Ba Vi
(0,340 % (14) va 0,008 % (than)), cao hon & mau thu & Ha Giang (0,320
% (1) va 0,004 % (than)) 1a khoang 6% ddi véi 1a va cao gap 2 lan dbi
v6i than vao thoi diém thu hai 3/2019. Nhung do trit luong oxostephanin
trong than thip nén nhin chung sy khac biét nay khong dang ké giira hai
vung thu hai mau trén; (3) D6i voi miu toan b than 14 thu hai vao hai
mua thang 5 va thang 10 & Ba Vi lai khong cho su khac biét 18 rang nao
vé ham lugng oxostephanin. Nhung lai khac biét dang ké so véi thoi diém
tuong tu thu hai & Bic Giang.
3.3. Panh gia tic dung giy doc té bao ciia mot sé hop chit di phan
14p va buée diu nghién ciru co ché khang ung thw ciia oxostephanin
3.3.1. Panh gia tac dung gy doc té bao ciia mdt sé hop chit da phan
lap

Bang phuong phap danh gia vé hinh théi va thir nghiém MTS cho
két qua hop chat SD3 gy doc manh cho cic dong té bao thir nghiém. O
nong do cao nhat, ca 5 dong té bao ung thu thir nghiém déu bi tc ché dang
ké, ddc biét trén dong té bao MCF7, HepG2 va OVCAR-8, lam té bao
bién dang va mat d6 giam manh. Kha ning trc ché sy séng cua té bao
giam dan theo chiéu giam ctia nong d¢ thude thir. Tai nong d6 [C1]= 65,5
uM s6 lugng té bao ciia ba dong MCF7, HepG2 va OVCAR-8 lan luot
voi A% chi dat trung binh khoang 20%, 17% va 9% va lan luot 1a 23%,
22% va 16% & nong d6 [C2] = 32,75 uM. O ndng do thap nhat, hop chat
khong con kha nang anh huéng dén sy song cua té bao, chi sé A% déu
16n hon 90%.

Hai hop chat SD4 va SD5 chura gay doc manh cho cac dong té bao
thir nghiém, rd nhat v6i dong ung thu via MCF7. Hai hop chit nay gy
doc véi cac dong té bao ung thu 6 tir cung Hela va da day N87, gay giam
dang ké mat do té bao khi thir & cac nong do cao nhur [C1], [C2] va [C3].



Vi hop chat SD4, tai nong d6 [C1] = 156,4 uM s6 lugng té bao OVCAR-
8 chi dat trung binh khoang 28% va 40% & nong do [C2] = 78,2 uM.Tac
dong cua hop chat SD5 trén hai dong OVCAR-8, HepG?2 tai ndng do cao
c6 gdy giam vé mat do té bao tuy nhién mirc do giam khong dang ké.
Ngoai ra, hai hgp chat SD1, SD2 chua c6 tic dung gay ddc trén ca
5 dong té bao thu nghiém (Hela, HepG2, MCF7, N87 va OVCAR-8),
chua thé hién anh hudng nao 1én té bao, hinh thai té bao khong c6 bién
d61, mat do té bao chiém kha cao.
Két qua ICs ctia cac hop chit trén cac dong té bao ung thu trong
thir nghiém MTS duoc thé hién trong bang 3.25.
Bing 3.25. ICs cia cac hop chit trén cic dong té bao ung thu trong

thir nghiém MTS (uM)
ong té bao
OVCAR-8 HeLa HepG2 MCF7 N87
Chit thir
SD1 ND ND ND ND ND
SD2 ND ND ND ND ND
SD3 3,4+0,007 | 224+0,7 | 32+0,18 | 3,1£0,06 | 33+0,08
R2=0,99 R2=0,99 R?=0,97 R2=0,99 R?=0,98
30+ 1,4 97,4+ 4,6 122.9+5,7 66,1+0,9
SD4 R2=098 | R2=0,98 | R2=0,98 ND R2=0,98
160,3+9,2 1153 £ 1,34
SD5 ND R2=0.99 ND ND 2= 0,97

3.3.2. Nghién ciru co ché tiac dung giy ddc té bao ciia oxostephanin
* Anh huéng ciia oxostephanin dbi véi té bao ung thw OVCAR-8
Oxostephanin c6 tac dung tuong ty VX-680 dbi voi sy ting sinh

té bao; nong do clia cac hgp chat cang cao thi tic dung trc ché sy phat
trién cua té bao cang 16n. Thoi gian nhan ddi cta cac té bao OVCAR-8
ciing bi anh huong, khi 0 v6i oxostephanin, phan 16n thoi gian nhan d6i
cao hon so v6i ddi chimg, cho thiy sy ting sinh cua té bao di bi wc ché.
Céc té bao tang kich thudc, c6 su gia ting dang ké dién tich nhan té bao
sau thoi gian i Ngoai ra, hinh thai ctia nhan té bao da bi thay doi, véi cac
nhan tré nén khong dong nhat, nhiéu thily va mé rong, khong dong nhat
hodc hinh bau duc nhu trong ddi chimg.



O ndng d6 oxostephanin 5 pM, quan sat thay sy biéu hién ctia phan
tir phosphatidylserine, mot dau hiéu apoptosis, lién két véi Annexin-V
trén bé mat t& bao sau 24 giv u. Theo do, ty 1& té bao dugc xur 1y voi
oxostephanin (5 uM) dwong tinh v6i Annexin-V 1a 30,4 + 6,8%, cao gip
7,4 1an so v6i ddi chung (4,1 £ 0,8%). Trong khi do, 33,7 = 5,1% té bao
dwong tinh v6i Annexin-V khi dugc xir Iy bang 0,2 uM VX-680.

Khi thém chat thir vao thoi diém chuan bi khéi u, oxostephanin nay
da ngan chan 70% sy hinh thanh khéiu ¢ 5 uM va 58% su hinh thanh
hinh cdu & 1 pM. Mot két qua tuong ty ciing thu dugc véi VX-680; chi
¢6 22,5% khéi u c6 thé duge hinh thanh ¢ ndng d6 0,2 uM. Hon nita, thé
tich ctia cac khdi u dugc tao thanh nho hon so véi thé tich ciia d6i ching.
Diéu kién thir hai dwgc tién hanh khi oxostephanin dugc thém vao va duy
tri trong méi truong sau khi cac khéi u duoce chuyén vao dia thach. Trong
diéu kién nay, sau 7 ngay, oxostephanin trc ché sy phat trién cia cac khoi
u, voi kich thude giam 4,3 1an & 5 uM va 2,7 1an & 1 pM. Téc dong ctia
oxostephanin dbi voi sy phat trién cta hinh u thAm chi con néi bat hon so
v6i VX-680 & 0,2 uM, v6i su giam 2,1 1an vé thé tich vao ngay diéu tri
thir 7. Hon nita, hinh thai ciia cdc khéi u dugc xir Iy trong cé hai diéu kién
déu thdy c6 su thay doi thanh cic cum té bao long 1éo véi nhiéu té bao
duogc bao boc riéng biét, trai nguoc vadi cac khéi u c6 cdu trac chit ché ¢
dbi chung.

Oxostephanin c6 tic dung nhu mét cht trc ché Aurora kinase méi,
tac dong ctia hop chét nay 1én qué trinh phosphoryl hoa ciia H3S10ph da
dugc danh gia trong cac té bao ung thu OVCAR-8. Qué trinh phosphoryl
hoa histone H3 & serine 10 da bi gian doan trong cic té bao ung thu
OVCAR-8 dugc xir Iy bang oxostephanin va VX-680 thé hién & tin hiéu
cta H3S10ph bi khur khi ¢6 mat oxostephanin (5 uM) va VX-680 (0,2
puM) trong 15 gio (hinh 3.35).

Aurora kinase B khong biéu hién tap trung ma c6 xu hudng phan
tan trén toan bd NST va biéu hién mRNA cua Aurora kinase B cling co
sy giam dang ké sau khi 0 véi oxostephanin.

Toém lai, nhitng dit liéu nay minh hoa rang viéc xir Iy té bao bang
oxostephanin da anh hudong dén sy biéu hién cta Aurora B trong chu ky
té bao theo cach twong tur nhu VX-680, nhung véi hidu qua thap hon.
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Hinh 3.35. Anh huéng ciia oxostephanin va VX-680 1én qua trinh
phosphoryl hoa ciia H3S10ph

* Anh huéng ciia oxostephanin trén cac dong té bao thwong

Nghién ciru chon ba dong té bao, bao gdbm UC-MSCs, hUVECs va
hFBs ciia nguoi dé kiém tra doc tinh t& bao oxostephanin. Pau tién, sy
biéu hién ciia gen kinase Aurora A va Aurora B so véi gen ddi ching
actin da duoc kiém tra ¢ té bao binh thuong va té bao ung thu. Két qua
cho thiy nhiing gen nay dugc biéu hién cao & cdp dd mRNA, véi mirc cao
nhat dugc quan sat thay trong cac té bao hUVECs va OVCAR-8, va thap
nhit trong hFBs (hinh 3.39).

Céc gia tri ICso cia hUVECs lan luot 14 7,9 £ 0,6; 3,1 + 0,5 va 1,9
+ 0,5 uM sau 24, 48 va 72 gio 0. Tuy nhién, khong thé xac dinh gié tri
ICso cua hFBs sau 24 va 48 gio, nhung la 17,1 + 0,8 uM sau 72 gio G.
Dang chu v, tac dung gay doc té bao ciia oxostephanin trén UC-MSCs
thap hon so v6i hUVECs, nhung cao hon trén hFBs, véi gia tri ICso & 48
va 72 gid 1an luot 12 4,7 £ 0,8 va 5,1 + 0,7 uM. Nhitng dit liéu nay, ciing
nhu két qua cua cép do mRNA chi ra réng oxostephanin c6 thé doc hai
hon ddi véi té bao ung thur OVCAR-8 va hUVECs, nhung it hon di véi
hFBs va UC-MSCs. Anh huoéng cua oxostephanin con duge thé hién &
kha nang [am gidm s6 lugng khuan lac va mat do té bao/khuan lac, giam
su bai tiét cac yéu to ting truong khi nudi cdy cac dong té bao hUVECs
va hFBs.

)
Bon 5




OAurora A

@ Aurora B
0.8 +

0.6

0.4

0.2

Biéu hién twong ddi so véi Actin

0

UC-MSCs I hFBs I hUVECs I OVCAR-8
Hinh 3.39. Anh huéng ciia oxostephanin 1én biéu hi¢n mRNA ciia
kinase Aurora A va Aurora B trong cac dong té bao ung thw va
binh thwong

Oxostephanin trc ché sy di chuyén cia hUVECs va hFBs trong thu
nghiém lam lién vét thwong va tc ché sy tao thanh mach trong ong
nghiém. Tong Chleu dai mach, phan nhanh mach, cac doan mach va so
luong cic diém ndi déu giam dang ké so voi nhom ddi ching. Phan 16n
cac té bao hUVECs tap hop lai va rat it cAu tric dang dng duoc quan sat
thdy. Pinh lugng sy hinh thanh mach khi cAy hUVECs trén Matrigel véi
su c6 mat cua oxostephanin dugc thé hién trong hinh 3.47.
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Hinh 3.47. Pinh hrgng sy hinh thanh mach khi ciy hUVECs trén
Matrigel véi sw c6 mat ciia oxostephanin



CHUONG 4: BAN LUAN
Di c6 mot s6 ¥ kién ban luan vé gia tri khoa hoc va y nghia thuc
tién vé két qua ctia Luan an.

KET LUAN
1. V@& chiét xuit, phan 1ap va xac dinh céu tric ciia cic hop chit tinh
Khiét

Di chiét xuat, phan 1ap va xac dinh dugc cau tric héa hoc 11 hop chit
tir than 14 cay cu dom Stephania dielsiana Y.C. Wu, bao gom :

+ 08 hop chét alcaloid, trong d6 c6: 2 hop chit méi lan dau tién
dugc phan lap tur tu nhién, dugc deé nghi dit tén la Stedieltin A va
Stedieltin B; 01 hop chat 1an dAu tién phan lap tir cac loai thudc chi
Stephania Lour. 13 aristolactam (SD6); 01 hop chat 1dn dau tién phén lap
tir loai S. dielsiana 1a oxostephanosin (SD4); 01 hgp chét alcaloid 1an dau
tién dugc phan 1ap tir phan than 14 cta cdy ci dom (da phan 1ap duoc tir
phan ct) 1a oxocrebanin (SD5) va 03 hop chét alcaloid oxostephanin
(SD3), crebanin (SD7) va dehydrocrebanin (SDS).

+ 03 hop chit khong phai alcaloid gém 4-hydroxybenzaldehyd
(SDY); benzyl p-D-glucopyranosid (SD10) va (6R,9S)-roseosid (SD11)
déu 14 cac hop chét 1an dau tién dugc phan 1ap tir loai ctii dom.

2. Vé xdy dung phwong phap phan lip va phwong phap dinh luong
dé theo ddi ham lwong oxostephanin trong dwgc liéu theo thoi gian
thu hai

- ba xay dung phuong phap va phan lép dugc 4,0 g oxostephanin
(46 tinh khiét 98,5 % theo dién tich pic trén HPLC) tir 5 kg than 14 cay cu
dom dung 1am chét so sanh va lam nguyén liéu cho cac nghién ctru tiép
theo.

- Pi xdy dyng va thim dinh dugc phwong phap dinh lwong
oxostephanin trong than 14 cay ci dom dap tng duogc céac tiéu chi cua
AOAC va Hudng dan ctia ASEAN vé tham dinh quy trinh phan tich.

- i danh gia dugc sy thay d6i ham lwong oxostephanin trong dugc
liéu than 14 ctt dom theo thoi gian thu hai ndm trong khoang 0,337 — 0,873
%, trong do6 thoi diém thu hai cho ham lugng hoat chit cao nhat 14 thang
9 va thang 10.



3. Vé danh gia tac dung giy doc té bao ciia mot s6 hop chit da phan
14p va nghién ciru co ché khanh ung thw ciia oxostephanin

- Pa danh gia tac dung wc ché cac dong té bao ung thu HelLa,
HepG2, MCF7, N87 va OVCAR-8 cua cac hop chat SD1 (Stedieltin A),
SD2 (Stedieltin B), SD3 (oxostephanin), SD4 (oxostephanosin) va SD5
(oxocrebanin) bang phuwong phap nhudém MTS: hop chat SD3 c6 tac dung
{rc ché manh cac dong té bao ung thu HepG2, MCF7 va OVCAR-8 véi
ICso trong khoang 3,1-3,4 pM, cac hop chit SD4, SD5 thé hién tic dung
trung binh dén yéu, hop chat SD1, SD2 chua c6 tac dung gay doc trén ca
5 dong té bao thir nghiém.

- Pa nghién ciru co ché tic dung gay doc té bao clia oxostephanin:
oxostephanin 1a mot chét trc ché Aurora kinase théng qua viéc ngan chin
su phosphoryl hoa histone H3 ¢ serine 10, sy dinh vi sai cua Aurora B va
gdy ra thé di boi. Hon nita, oxostephanin gy doc té bao c6 chon loc ddi
v6i té bao ndi mo tinh mach rén ctia con ngudi (WUVECS), trong khi it
giy doc té bao hon ddi voi nguyén bao soi clia nguoi va té bao gbc trung
mod c6 ngudn goc tir diy ron. Ngoai ra, oxostephanin lam giam dang ké
kha nang di chuyén va hinh thanh mach ciia hUVECs. Oxostephanin dong
vai trd kép trong viéc tc ché hoat dong ctia Aurora kinase va hinh thanh
mach. Do d6, né co tiém nang st dung nhu mot loai thude trong diéu trj
ung thu.

KIEN NGHI

1. Xay dung quy trinh phan 1ap oxostephanin va thiét lap chuan
phuc vu danh gia dugc lidu va cac nghién ctru vé tic dung tiép theo

2. Tiép tuc dénh gi4 tac dung chong ung thur ctia oxostephanin noi
riéng va cac alcaloid khac dugc phan lap tir ci dom trén in vitro va in
Vivo.

3. Tiép tuc nghién ciru d6 an toan ciia cao chiét, phan doan hodc hop
chat phan lap tir than 14 cay ci dom va dénh gia tac dung khéc cuta loai
nay.
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