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1. GIOI THIEU LUAN AN
a. Ly do va tinh cén thiét ciia nghién ctru

Chi Aspidistra thugc ho Asparagaceae hién c6 hon 200 loai,
trong do c6 khoang 80 loai dugc ghi nhan cho hé thuc vat Viét
Nam. Cac loai Aspidistra dugc ing dung trong y hoc ¢b truyén
lam thubc long dom, loi tiéu, thudc bo, tri gdy xwong, sung
huyét... Cac nhom hop chét phan Iap tir chi nay, véi saponin
steroid 12 nhom hop chat chinh, thé hién nhiéu hoat tinh nhu khang
nam, khang virus, khang khuan, khang viém va chdng ung thur.
Nhur vy, c6 thé thay chi Aspidistra rit tiém ning trong viéc im
kiém céc hoat chét c6 tac dung sinh hoc.

Loai Aspidistra triradiata dugc phat hién vao nam 2015 tai Viét
Nam. Két qua sang loc ctia nhém nghién ctru cho thiy cao methanol
va cao n-butanol ctia lodi A. triradiata c6 hoat tinh gy doc 4 dong té
bao: LU-1, HepG2, MCF7 va KB voi gia tri ICso 0,93 - 6,96 pug/ml.
Cao n-hexan trc ché san sinh nitric oxid (NO) véi gi tri ICsp 22,38
pg/ml. Cho dén thoi diém luan an thyc hién, chua c6 cong bd vé thanh
phén hoa hoc va hoat tinh sinh hoc ciia loai ndy. Vi vdy, viéc nghién
ctru loai A. triradiata & Viét Nam dé tim kiém cac hop chat c¢6 hoat
tinh gay doc té bao ung thu va khang viém c6 kha ning dat duoc
nhitng két qua kha quan, 13 co s6 khoi dau can thiét cho viéc nghién
ctru phat trién thude va san pham tmg dung trong diéu tri bénh ung
thur va céc bénh Iy viém tir ngudn thyc vat trong nude. Do chinh 1a
nhing 1y do dé dé xuét thyc hién dé tai “Nghién ctru thanh phan hoa
hoc hudng tac dung khang viém va gay doc mot s6 dong té bao ung

thu in vitro cta loai Aspidistra triradiata N. Vislobokov ¢ Viét Nam”.



b. Muc tiéu nghién ctru

1. Nghién ciru thanh phan hoa hoc: phan 1ap, x4c dinh ciu triic
hod hoc cac hop chat tir loai Aspidistra triradiata theo hudng tac
dung khang viém va gay doc mot s6 dong té bao ung thu in vitro.

2. Nghién ctru tac dung sinh hoc:

2a. Péanh gia tac dung gay doc mot sb dong té bao ung thu in
vitro clia cac cao chiét va cac hop chat phan 1ap dugc. Danh gia
tac dung kich hoat apoptosis va cam ng caspase 3 cia cac hop
chit co tac dung gy doc té bao tiém ning.

2b. Danh gia tac dung khang viém in vitro cua cac cao chiét
va cac hop chit phan lap duoc.
c. Pbi twong va phwong phap nghién ciru
Poi twgng nghién ctru

Déi tugng nghién ciru 14 loi Aspidistra triradiata N. Vislobokov

duoc thu hai tai Huéng Hoa, Quang Tri vao thang 3-7 nam 2020.
Phwong phap nghién ctru

Vé thanh phan hoa hgc: Chiét cao toan phan bang phuong
phap ngam chiét voi methanol, chiét phan doan bang phuong
phap chiét phan b 1ong - 1ong. Dinh tinh dé x4c dinh cac nhoém
chit hitu co chinh bang cic phan tmg hod hoc dic trung. Qué
trinh phan 1ap dugc tién hanh bang phwong phap sic ky cot ho
v6i pha tinh 1a silica gel pha thuan, silica gel pha dao, sephadex
LH-20. Xéc dinh c4u trac hoa hoc cac hop chat phan 1ap bang dit
liéu pho IR, HR-ESI-MS, pho NMR mét chiéu va hai chiéu.

Vé hoat tinh sinh hoc: Panh gia tic dung gay doc té bao in
vitro bang phuong phap SRB. Panh gid hoat tinh kich hoat
apoptosis bang thuéc nhuom Hoechst 33342, danh gia tac dung
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cam (g caspase 3 bang phuwong phap do quang. Panh gia tac
dung khang viém théng qua kha nang trc ché sy san sinh NO.
d. Nhitng déng gop méi ciia nghién ctru

Vé thanh phan hoa hoc, luan 4n di phan lap duoc 15 hop chit
lan dau tién duoc bao céo tir chi Aspidistra, trong d6 ¢6 5 hop
chit méi (aspidiata A-E). V& tac dung sinh hoc, két qua nghién
ctru 1a cong bd dau tién vé:

(a) hoat tinh gay ddc té bao ung thu va e ché san sinh NO
ctia cac cao chiét tir loai 4. triradiata;

(b) hoat tinh gy doc té bao ung thu ciia 5 chit méi aspidiata
A-E va clia cac chat reclinatosid (7), (25R)-spirost-5-en-3/-yl
o-L-thamnopyranosyl-(1—4)-a-L-thamnopyranosyl-(1—4)-5-
D-glucopyranosid (8), cyrtonemosid A (9) va (25R)-spirostan-
18,28,36,45,56,68-hexol (11);

(c) tac dung kich hoat apoptosis va cam (g caspase 3 trén té
bao LU-1 ciia cac chat paris saponin VII (2), aspidiata C (5),
va (8);

(d) tac dung trc ché san sinh NO cia cac chit (25R)-17a-
hydroxy-spirost-5-en-3$-yl a-L-thamnopyranosyl-(1—4)-o-L-
rhamnopyranosyl-(1—4)-$-p-glucopyranosid (3), (11) va acid
2-methyl-3-(4,5,7-trihydroxy-8-hydroxymethyltetrahydro-6H-4-
pyranyl)-2-propenoic (14).

e. Bo cuc ciia luin 4n

Luan an c6 155 trang duoc trinh bay ddy du cac phan theo quy
dinh, gdm M6 dau (02 trang), Tong quan tai liéu (35 trang), Doi
tugng va phuwong phap nghién ctru (14 trang), Két qua (71 trang),
Ban luan (30 trang), Két luan (02 trang), Kién nghi (01 trang).
Luéan 4n gdm 31 bang va 57 hinh, 176 tai liéu tham khao gom 11
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tai lidu tiéng Viét va 165 tai liéu tiéng Anh, 22 phu luc va 05 bai
bao dinh kém cong bd cac két qua cua qua trinh nghién ctru.

2. TONG QUAN TAI LIEU

2.1. Tong quan vé chi Aspidistra Ker Gawl.

Chi Aspidistra gdbm céc thuc vat than thao & cac khu rimg nhiét
d6i, can nhiét d6i & Chau A, trong d6 noi c6 mat dé phan bd cao
nhit 12 mién Dong Nam Trung Qudc va phia Bic Viét Nam.
2.1.1. V& thanh phin ho4 hoc

Hién tai, trén thé gi6i chi khoang 4 loai thudc chi Aspidistra duoc
nghién ciru vé thanh phan héa hoc 1a A. elatior, A. sichuanensis,
A. typica va A. letreae. Saponin 1a nhém hop chét chinh trong chi
v6i khoang gan 80 hop chat di dugc phan 1ap. Phan 16n cac
saponin phéan 13p tir chi ndy c6 ciu tric saponin steroid, bao gom
hai khung chinh la furostanol va spirostanol. Yamogenin,
gentrogenin, aspidistrin, kitigenin, convallagenin-B, pentologenin,
neopentologenin dugc xem la cac aglycon chinh ctia saponin steroid
trong chi Aspidistra. Cac loai duong dién hinh ¢ trong chi
Aspidistra 1a xylose, thamnose, galactose va glucose. Cac chudi
duong lién két v6i phan aglycon chu yéu tai C-3 ddi voi nhoém
spirostanol; tai C-3 va C-26 dbi véi nhom furostanol. Tir cac loai
Aspidistra con phan 1ap dugc mot sb hop chat thudc nhom
coumarin, flavonoid, xanthon, lectin, nhém phospho hitu co...
2.1.2. V& hoat tinh sinh hoc

Dich chiét va cac hop chat tir chi Aspidistra da dugc bao cao
thé hién cac hoat tinh sinh hoc c6 gi4 tri nhu khang nam, khang
virus, khang khuén, gay doc té bao, khang viém va chdng oxy
hoa.



Hoat tinh khing viém

Hop chét aspidsaponin G va aspidsaponin H phén 1ap tir than
1& loai A. elatior thé hién kha nang tc ché san sinh NO trén té
bao RAW264.7 véi gia tri ICso twong tmg 1a 82,1 va 65,9 uM.
Hoat tinh gay doc té bao

Céc saponin (25R)-26-O-f-D-glucopyranosyl-furost-5,20-
dien-3,26-diol-3-O-f-p-glucopyranosyl(1—2)-[f-D-
glucopyranosyl(1—3)]-f-p-glucopyranosyl(1—4)-f-p-
galactopyranosid va aspidsaponin A phan 14p tir than ré loai 4.
elatior thé hién tac dung giy doc té bao trén 4 dong té bao ung
thu A549, Caski, HepG2 va MCF7 voi gia tri ICs 3,8 - 13,8 uM.
Typicalvon A, 1 homoisoflavon phan lap tir loai 4. typica, c6 kha
ning trc ché yéu voi cac té bao ung thu HL-60, A549, SMCC-
7721, MCF7 va SW-480. Trong nghién curu dugc thuc hién & Viét
Nam, dich chiét methanol loai 4. letreae cho thiy kha ning trc ché
cac dong té bao LU-1, HeLa, MDA-MB-231, HepG2 va MKN-7
voi gia tri ICs 52,58 - 64,78 pg/ml. Cac hop chét aspiletrein A-C
ciing thé hién tac dung gy doc té bao trén cac dong té bao nay voi
céc gia tri ICso 7,69 - 20,46 pM.
2.1.3. Cong dung trong Y hoc c6 truyén

Céc loai Aspidistra dugc st dung trong Y hoc cb truyén &
mot s& nudc chau A. Than ré va 14 A. elatior c6 tac dung loi
tiéu, tri dau lung, ting cholesterol mau, suy nhugc, chan
thuong, sung huyét va ran can. Than r& 4. fypica tri giy xuong,
sung huyét va ran can; & duoc dung dé giam dau, giai doc. Mot
s6 loai Aspidistra duoc biét dén trong tai liéu Danh luc cay thude
Viét Nam, dung lam thudc bo, giam dau, ti€u viém, chira ly, sbt
rét, phong thap.
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2.2. Tong quan vé loai Aspidistra triradiata

Cho dén thoi diém luan 4n thyc hién (ndm 2020), chua c6 cong

bd vé hoa thuc vat va hoat tinh sinh hoc cta loai 4. triradiata.
3. POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

3.1. Pbi twong nghién ciru

Déi tugng nghién ciru 14 loi Aspidistra triradiata N. Vislobokov
thu hai tai Huong Hoa, Quang Tri vao thang 3-7 nam 2020.

3.2. Phwong phap nghién ciru

, Thu mz:iu > Aspidistra triradiata
Xac dinh tén KH +
v v
Nghién cuau Nghién ctru
Thanh phan hoa hoc Tac dung sinh hoc
—» Dinh tinh c4c nhom chit
—» Chiét cao phén doan —» Tac dun% gay d.(')c t.e bao, tro oy
\ ché NO in vitro
v
Phén doan c6 tac dung - -
> in vitro manh Chat c6 tac dung doc te bao
in vitro tiém nang:
v » Téac dung kich hoat <
Phan 18p va xac dinh [, apoptosis
cau tric hgp chat * T4c dung cdm Ung
caspase 3

Hinh 3.1. So d6 quy trinh thyc hién nghién ciru ciia luan an
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3.2.2. Phuong phap nghién ciru thanh phin hoa hoc

Chiét cao toan phan bang phuong phip ngam chiét véi
methanol, tién hanh chiét 3 dot, mdi dot kéo dai 7 ngay. Chiét
phan doan bang phuong phap chiét phan bd 1ong - 1ong vai cac
dung mo6i n-hexan, ethyl acetat va n-butanol. Xac dinh cac nhom
chit hitu co chinh trong loai nghién ctru bang cac phan tmg hoa
hoc ddc trung. Qua trinh phan lap dwgc tién hanh bang cac
phuong phap sic ky cot ho véi pha tinh 1a silica gel pha thuan,
silica gel pha dao, sephadex LH-20. Xac dinh cau tric hoa hoc
cac hop chit phéan lap bang dit liéu phd IR, phd khdi phan giai
cao (HR-ESI-MS), phé cong huong tir hat nhan mét chiéu ('H
NMR, C NMR) va hai chiéu (HSQC, HMBC, COSY,
NOESY/ROESY).
3.2.3. Phuwong phap nghién ciru hoat tinh sinh hoc
3.2.3.1. Phwong phap danh gia tac dung giy dc té bao ung
thw in vitro

Tac dung gy doc té bao dugc danh gia bang phuong phap SRB
trén cac dong té bao: LU-1, MCF7, HepG2, KB, HT-29 va HEK-
293A. Té bao dugc thém vao dia 96 giéng (190 pl) véi mat do
phu hop. Mau thir (10 pl) dugc thém vao cac giéng trén dia 96
giéng d c6 té bao dé ndng do cudi trong giéng 1a 100, 20, 4 va
0,8 ug/ml. Mau ddi chimg ngay 0 1a mau khong c6 chat thir
nhung ¢6 190 pl té bao ung thu va 10 ul DMSO 10 % (ndng do
DMSO trong giéng 1a 0,5 %). Ellipticin, DMSO 0,5 % duoc sir
dung 1am ddi ching duong va d6i chimg am. Sau 1 gio, dia doi
chimg ngay 0 dugc c¢b dinh té bao bang acid trichloroacetic
(TCA) 20 %. Céc dia thi nghiém duoc 0 trong ti 4m 37 °C trong
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72 gio. Sau do, té bao duoc c¢b dinh bang TCA 20 % trong 1 gid,
nhuém bang SRB trong 30 phit & 37 °C, rira 3 1an bang acid
acetic 1 %, dé kho ¢ nhiét do phong. Dung dich tris base 10 mM
dugc ding dé hoa tan SRB. Lic nhe miu trong 10 phut va sir
dung may ELISA Plate Reader (Biotek) dé do quang ¢ 515 nm.
Ti 1& % tc ché t& bao duoc xac dinh bang cong thirc:
OD(chit thr) — OD(ngay 0
% e ché =100 - oD (dfgi chirng :;m) - (ng(n};gé\; 0) x 100
Trong d6 OD (chét thir), OD (ngay 0) va OD (dbi chiig am)
1a mat d6 quang trung binh cia mau thir, mau d6i ching ngay 0
va mau d6i chimg 4m DMSO 0,5 %. Phan mém TableCurve

2Dv4 dugce st dung dé xac dinh gia trj ICso.

3.2.3.2. Phwong phap danh gia kha ning kich hoat apoptosis
Hoat tinh kich hoat apoptosis dugc xac dinh bang phuong
phap nhuém Hoechst 33342. Té bao LU-1 duoc cho vao dia thi
nghiém véi mat do 5 x 10* té bao/ml. Pha mau tuong ty nhu thu
nghiém hoat tinh gay doc té bao va cho mau thir vao giéng da c6
té bao. Sau 24 gio 1t miu, ¢b dinh té bao bang formandehyd 4 %.
Té bao dugc rira lai bang PBS sau 30 phut va nhudém bang thude
nhudém Hoechst 33342 (0,5 pg/ml) trong 10 phut. Quan sét té bao
bang kinh hién vi huynh quang & budc song kich thich cyc dai la
350 nm va budc soéng phan xa cyc dai la 461 nm. Camptothecin
1 uM va DMSO 0,5 % dugc sit dung 1am d6i chimg dwong va
d6i chimg am. Xac dinh s6 lugng té bao apoptosis trong it nhat
200 té bao quan sat dugc qua kinh hién vi.
3.2.3.3. Phwong phap danh gia kha ning cdm &rng caspase 3
Té bao LU-1 dugc thém vao dia thi nghiém véi mat 6 5 x
10* t& bao/ml. Pha miu tuong ty nhu thir nghiém gy doc té bao
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va cho mau thir vao giéng da co té bao. Sau 24 gid i mau, té bao
duoc ly giai trong 10 phat. Ly tam va thu dich ly giai t bao. Xac
dinh ham luong protein trong dich ly giai bang bo kit Pierce™
BCA Protein Assay Kit. Pha loang protein dé dugc nong do 50
ng trong 50 pl dung dich dém ly giai. Tién hanh phan (mg trong
mdi giéng cua dia 96 giéng gdm: 50 ul dich ly giai té bao da pha
loang, 50 pl dung dich phan tng 2X ¢6 chira 10 mM DTT va 5
ul co chiat DEVD-pNA 4 mM. U dia phan tmg & 37 °C trong 1
gio. Camptothecin 0,5 pM, DMSO 0,5 % va dém ly giai dugc st
dung l1am d6i chimg duong, dbi chimg am va miu trang. Str dung
méay ELISA Plate Reader (Biotek) dé doc két qua & 405 nm.
3.2.3.4. Phwong phap danh gia tic dung trc ché sian sinh NO

Té bao RAW 264.7 duoc cho vao dia 96 giéng voi nong do 2
x 10° té bao/ml va nudi cdy & diéu kién thich hop. Mau thir (10
ul) duoc thém vao cac giéng trén dia 96 giéng da c6 té bao dé co
ndng do cudi trong giéng 1a 100, 20, 4 va 0,8 pg/ml. Té bao dugc
i mau trong 2 gio trudce khi duge kich thich san sinh NO bang
10 ul LPS (10 pg/ml) trong 24 gio. 100 pl méi truong nudi té bao
(1 miu) dugc chuyén sang khay 96 giéng méi va dugc thém vao
100 pl thude thir Griess. Hon hop nay dugc u tiép ¢ nhiét do
phong trong 10 phut. Ham luwong nitrit duge do bang méy
microplate reader & 540 nm. Kha ning trc ché san sinh NO dugc
xac dinh bang cong thirc:
% e ché = 100% — [ham luong NOmiu ti/ham luong NO(ching
am)] x 100

Gia tri ICso dugc xac dinh béng phﬁn mém TableCurve 2Dv4. L-
NMMA, DMSO 0,5 % va méi truong DMEM khong c6 FBS duogc
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str dung lam ddi chimg duong, dbi chimg 4m va mau tring. Hoat
tinh trc ché san sinh NO duoc danh gia dong thoi voi viée xac
dinh kha ning gay doc té bao bang phuong phap MTT.
4. KET QUA NGHIEN CUU
4.1. Két qua nghién ctru vé thanh phin ho4 hoc

Qua cac phan ung dinh tinh da xac dinh trong loai A.
triradiata c6 saponin, chit béo, steroid, acid hitu co va duong
Kkhir. Qua trinh chiét xuat tir 3,31 kg bot loai nghién ctru thu dugc
550 g cao methanol. Cao toan phan nay duoc chiét xuat phan
doan thu dugc 21,0 g cao n-hexan, 92,0 g cao ethyl acetat, 201,2
g cao n-butanol va 203,4 g cao phan doan nudc. Cao n-butanol
va ethyl acetat thé hién hoat tinh gay ddc té bao tét hon cac phan
doan con lai (gia tri ICso 0,93 - 60,64 pg/ml), dic biét cao n-
butanol c6 hoat tinh manh, nén hai phan doan nay dugc Iya chon
dé phén 1ap cac chét tinh khiét. Cao n-hexan thé hién hoat tinh
{rc ché san sinh NO véi gia tri ICsp 22,38 pg/ml. Tuy nhién khi
tién hanh phan Iap hop chét tir phan doan n-hexan, dé tai gap
nhiéu kho khin do phan doan nay c6 khdi lugng it, chira it hop
chét, lai chira chu yéu la chlorophyl, nén dé tai da phan lap dugc
cac hop chét tir phan doan n-butanol va ethyl acetat. Tir loai A.
triradiata luén an da phan lap dugc 15 hop chét, bao gém 11
saponin, 2 spirostanol, 1 dan xuat acid propenoic va 1 steroid,
trong d6 c6 6 hop chat phan lap tir phan doan ethyl acetat (chat
3,10, 11, 13, 14 va 15) va 9 hop chit phan 1ap tir phan doan n-
butanol (chat 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 va 12). Tt ca 15 hop chéat déu
lan dau tién phan lap tir chi Aspidistra, trong d6 ¢6 5 hop chat
moi (aspidiata A-E, 13 cac chat 1, 4, 5, 10 va 12).
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Bang 4.1. Céac hop chét phan 1ap tir loai Aspidistra triradiata

Ky CTCT - Tén chat Khdi | Ghi
hiéu lwgng | chu
(mg)
1 13,6 Méi
2 38,5 Lan
dau
phan
lap tir
chi
3 w| 25,5 Lan
dau
phan
lap tir
chi
(25R)-170a-hydroxy-spirost-5-en-35-yl
o-L-rhamnopyranosyl-(1—4)-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—4)-f-D-
glucopyranosid
4 15,5 Méi

aspidiata D
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Lan
dau
phan
lap tir
chi

39,0

Lan
dau
phan
lap tir
chi

(25R)-spirost-5-en-3$-yl a-L-

rhamnopyranosyl-(1—4)-o-L-

rhamnopyranosyl-(1—4)-f-D-
glucopyranosid

20,0

Lan
dau
phan
lap tir
chi
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¥ OOH

8,0

Lan
dau
phan
lap tir
chi

10

12,5

Méi

11

20,0

Lan
dau
phan
lap tir
chi

12

11,0

Méi

13

16-[(f-D-glucopyranosyl)oxy]-14,35,22-
trihydroxycholest-5-en-15-yl a-L-
rhamnopyranosid

19,0

Lan
dau
phan
lap tir
chi

14

OH 2 CHs

“ " 1cooH
HO OH

acid 2-methyl-3-(4,5,7-trihydroxy-8-
hydroxymethyltetrahydro-6H-4-pyranyl)-
2-propenoic

9
0.
HO (]

21,8

Lan
dau
phan
lap tir
chi




21,6 | Lan
dau
phan
lap tir
chi
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daucosterol

4.2. Két qua nghién ctru vé hoat tinh sinh hoc
4.2.1. Tac dung giy ddc té bao ung thw in vitro
Bang 4.2. Két qua danh gia hoat tinh gy doc té bao ung thu

cua cac cao chiét

Dong té bao ICso (ug/ml)
Cao Cao ethyl
methanol Cao n-hexan acetaty

LU-1 5,25+0,27 61,51+ 3,76 46,63 + 1,01
HepG2 5,81 £0,23 61,25 +5,50 60,64 + 4,86
MCF7 4,64 + 0,56 57,98 + 1,69 56,49 + 1,57
KB 6,96 + 0,32 68,82 +£2,02 58,66 + 3,20
HEK-293A 7,65 + 0,66 53,35+5,03 43,98 + 3,61
bCu ig:(;l Cao nuée Ellipticin®

LU-1 0,93 £ 0,05 >100 0,38 + 0,04
HepG2 1,06+ 0,12 >100 0,33 + 0,04
MCF7 1,17+ 0,17 >100 0,37 + 0,04
KB 1,26 £ 0,11 >100 0,41 +0,05
HEK-293A 6,78+ 1,18 >100 0,27 £ 0,02

a: Boi chung dwong

Trong cac phan doan, cao methanol va cao n-butanol thé hién
hoat tinh gdy doc té bao manh véi gia tri ICso 0,93 - 6,96 pg/ml.
Cao n-hexan va ethyl acetat thé hién hoat tinh ¢ mirc d6 trung
binh, véi gia tri [Cso 43,98 - 68,82 ug/ml. Cao n-butanol thé hién
hoat tinh chon loc trén ca 4 dong té bao ung thu thir nghiém,
v6i hé 86 SI (=ICso trén té bao thuong/ICs trén té bao ung thur)
trong khoang 5,4 - 7,3.
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Bang 4.3. Két qua danh gia hoat tinh gay doc té bao ung thu

clia cac hop chat phan lap
Dong ICs0 (uM)
té bao

1 2 3 10
LU-1 >100 0,59 + 0,06 >100 >100
HepG2 >100 0,57 + 0,05 >100 >100
MCF7 >100 0,93 + 0,09 >100 >100
KB >100 1,23+0,18 >100 >100
HEK- - 1,23+0,20 - -
293A

11 13 14
LU-1 95,81 +5,32 >100 >100
HepG2 >100 >100 >100
MCF7 >100 >100 >100
KB >100 >100 >100
HEK- 110,78 + - -
293A 7,44

4 5 6 7
LU-1 >100 16,29+0,63 0,65+0,04 0,57+0,02
HepG2 74,13+420 1232+1,11 0,63+0,03 0,81 +0,07
MCF7 >100 13,72+0,99 0,34=+0,02 0,36 +0,05
HT-29 82,27+3,82 16,69+0,77 0,30+0,04 0,28 +0,02
HEK- 60,10+ 6,62 13,39+0,36 0,19+0,01 0,84 +0,04
293A

8 9 12 Ellipticin®
LU-1 38,51+0,05 56,38 +1,29 >100 1,54 +0,16
HepG2 3633+144 6477141 68,85+£536 1,34+0,16
MCF7 4055+1,20 5572+2,17 83,30+3,59 1,50+0,16
HT-29 39,98+1,98 53,99+£2,09 84,19+5,61 1,34+0,08
KB 1,66 + 0,20
HEK- 33,41+ 1,88 47,71+2,772 83,56+3,48 1,10+0,08
293A

a: Poi chung duwong, -: Khong xac dinh

Két qua cho thay ¢ 9 trong s 14 hop chat thir nghiém thé

hién hoat tinh gay doc té bao trén cac dong té bao thir nghiém
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voi cac gia tri ICso 0,28 - 95,81 uM. Trong d6, 3 saponin 2, 6
va 7 thé hién tac dung manh véi gia tri ICso 0,28 - 1,23 uM,
tac dung giy doc té bao cta 3 saponin ndy manh hon so véi
d6i chimg duong ellipticin. Hop chat méi aspidiata C (5) thé
hién tac dung kha tbt trén cac dong té bao thir nghiém véi ICs,
12,32 - 16,69 uM. Céc hop chit 4, 8, 9 va 12 cho thiy tac dung
trung binh véi gia tri ICso 36,33 - 95,81 uM. Cac hop chat 1,
3, 10, 13 va 14 khong thé hién hoat tinh trén cac dong té bao
thir nghiém. Ddi v6i két qua hoat tinh trén té bao thuong HEK-
293A, hop chét 2 thé hién tac dung chon loc trén dong té bao
LU-1 va HepG2 so véi té bao thuong HEK-293A véi h¢ sb SI
trong khoang 2,1 - 2,2, hop chit 7 thé hién tac dung chon loc
trén t& bao MCF7 va HT-29 véi hé s6 SI trong khoang 2,3 -
3,0.
4.2.2. Tac dung kich hoat apoptosis va cim rng caspase 3
4.2.2.1. Hoat tinh kich hoat apoptosis bang phwong phap
nhu¢m Hoechst 33342

Bang 4.4. Két qua danh gia hoat tinh kich hoat apoptosis bang

phuong phap nhuém Hoechst 33342

Nong d¢ thir % T¢é bao apoptosis
Hop chat 2 0,30 uM 6,12 + 0,84
0,59 uM 10,77 + 0,94
1,18 uM 1526 + 1,78
Hop chit 5 8,15 uM 5,63 +0,74
16,29 uM 6,51 0,87
32,58 uM 15,48 + 1,82
Hop chit 7 0,29 uM 3,59+ 0,59
0,57 uM 5,94 +0,77
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1,14 uM 6,88 + 0,81
Hop chit 8 19,26 uM 15,94 +2,12
38,51 uM 20,25 + 3,62

77,02 uM 25,02 +2,51

Camptothecin 1 uM 37,62 +4,95
DMSO 0,5 % 522+0,72

Hop chit 2, 5 va 8 thé hién hoat tinh kich hoat apoptosis, giy
ra sy c6 dac hodac phan manh nhan té bao lan luot véi ti 16 tir
6,12 % dén 15,26 %, 5,63 % dén 15,48 % va tir 15,94 % dén
25,02 %, déu cao hon so vé&i dbi chimg am (5,22 %). Hop chét 7
chua thé hién hoat tinh & cac néng d6 tht nghiém.
4.2.2.2. Hoat tinh cdm wng caspase 3

Bang 4.5. Két qua danh gia hoat tinh cam tmg caspase 3

Nong dd % Té bao SD
thi apoptosis
Hop chit 2 0,30 uM 1,17 0,11
0,59 uM 1,39 0,13
1,18 uyM 1,43* 0,19
Hop chit 5 8,15 uM 1,13 0,12
16,29 uM 1,18 0,15
32,58 uM 1,43* 0,18
Hop chat 7 0,29 uM 0,83 0,12
0,57 uM 0,85 0,14
1,14 uM 0,88 0,15
Hop chit 8 19,26 uM 1,45* 0,14
38,51 uM 1,86 0,19
77,02 uM 2,62%* 0,28
Camptothecin 0,5 uM 2,56%* 0,38
DMSO 0,5% 1,00 0,12

*p<0,05, **p<0,01 so véi doi chimg dm
Hop chat 2 va 5 cho thdy hoat tinh cam tng caspase 3 ting

dan theo nong d6 va & muc nong d6 thur nghi€ém cao nhat (lan
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luot 1a 1,18 uM va 32,58 pM), hoat tinh caspase 3 déu tang 1,43
1an va c6 y nghia thdng ké (p<0,05) so véi ddi chimg 4m. Hop
chét 8 cho th?iy hoat tinh manh: & néng d6 77,02 uM, hoat tinh
caspase 3 tang 2,62 lan va c6 y nghia thong ké (p<0,01) so véi
d6i chimg am. Hop chét 7 chua thé hién hoat tinh ¢ cic nong do
thtr nghiém.

4.2.3. Tac dung khing viém

Bang 4.6. Két qua danh gi4 hoat tinh trc ché san sinh NO ciia

cac cao chiét

Méu nghién ctru ICso = SD (ug/ml)
Cao methanol -
Cao n-hexan 22,38 +£0,83

Cao ethyl acetat -
Cao n-butanol -
Cao nudc >100
L-NMMA? 8,94 £ 0,66

a: Doi chimg duwong, - : Khéng c¢é hoat tinh

Cao n-hexan thé hién hoat tinh trc ché sy san sinh NO véi gia
tri ICso 22,38 = 0,83 pg/ml. Trong khi d6, cac mau cao con lai
chua thé hién hoat tinh & cac néng d6 tht nghiém.

Bing 4.7. Két qua danh gi4 hoat tinh trc ché san sinh NO ciia

cac hop chit phan lap
Hop chit ICso = SD (uM)
1 -
95,38 +2,41

DN A WIN
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7 -

8 -

9 -

10 -

11 120,57 + 9,73
12 -

13 >100

14 399,03 + 17,74

L-NMMA®? 47,48 +3,51

a: Doi chimg duong, - : Khéng c¢é hoat tinh

Céc hop chat 3, 11 va 14 tic ché san sinh NO vdi gia tri ICso
95,38 - 399,03 uM. Cac hop chit con lai chua thé hién hoat tinh.
5. BAN LUAN
5.1. V& thanh phan ho4 hoc
5.1.1. Két qua chiét xuit va phan lap

T loai A. triradiata, luan an da phan lap va xac dinh cAu tric
15 hop chat, trong d6, 5 hop chét 1, 4, 5, 10 va 12 1a cac hop chét
moi (Aspidiata A-E); 15 hop chat déu lan dau tién phan 1ap tir
chi Aspidistra. Cac két qua phan lap gop phan bo sung dit liéu
cho nganh hoa hoc cac hop chét ty nhién ciing nhu dit liéu vé hoa
thuc vat cia chi Aspidistra va loai A. triradiata.

Trong cac hgp chat phan 1ap duge ¢ 11 saponin (hgp chét 1
-9, 12 va 13), 2 spirostanol (hgp chat 10 va 11), 1 dan xuét acid
propenoic (hgp chit 14) va 1 steroid (hop chat 15). Nhu vay, da
sO cac hop chit phan 1ap dugc thudc nhém saponin. Trong d6 co
10 saponin c6 cdu trac thudc nhém spirostanol, 1 saponin c6
phan aglycon cau tric cholest-5-en. Piéu nay cho thdy sy phu
hop véi cac nghién ciru trude ddy cho thay saponin steroid 1a
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nhom chat chinh cua chi Aspidistra véi gan 80 saponin di dugc
phén lép. Trong 11 saponin da phan 1ap c6 9 saponin dugc phan
1ap tir phan doan n-butanol, hau hét 1a cac saponin c6 do phan
cuc 16n véi chudi duong gém 3-4 don vi dudng; c6 2 saponin (3
va 13) duogc phan 13p tir phan doan ethyl acetat v6i chudi duong
lan luot gdm 3 va 2 don vi duong. Trong 10 saponin khung
spirostanol c¢6 3 hop chét phan aglycon c6 ciu triic khung
pennnogenin (chat 1-3) va 4 hop chit c6 ciu trac khung
diosgenin (chét 5-8). Ddi chiéu voi tong quan tai lidu, trong 27
saponin/sapogenin khung spirostanol tir chi Aspidistra chi co6 1
saponin c6 khung diosgenin (hop chat aspidistrin), con lai 1a cac
khung céu trac khac. Nhu vy két qua phan lap cua dé tai da gop
phin phat hién cac saponin khung diosgenin va khung
pennogenin bd sung cho hoé thuc vat ciia chi Aspidistra.
5.1.2. Pinh hwéng cia qua trinh phan 13p theo tac dung giy dc
té bao ung thw

Theo két qua sang loc tac dung gay ddc té bao, hai phan doan
thé hién tac dung ot 1a cao n-butanol va cao ethyl acetat, trong d6
cao n-butanol c6 hoat tinh manh véi cac gia tri ICso trong khoang
0,93 - 1,26 pg/ml. Vi vay cao n-butanol va ethyl acetat dugc lua
chon dé phan lap cac hop chat tinh khiét. Trong 14 hop chat tinh
khiét dugc danh gia tac dung gy doc té bao in vitro, b 9 hop
chat thé hién hoat tinh tir trung binh dén manh. Trong d6 c6 8
hop chét (hop chat 2, 4,5, 6,7, 8,9 va 12) bao gom 3 hop chét
c6 hoat tinh manh nhat (hop chét 2, 6 va 7) déu dwoc phan lap tir
phan doan n-butanol. Nhu vay, dé tai cho thay su logic cua thiét
ké nghién ciru, tir phan doan co tic dung gy doc té bao in vitro
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t6t nhat da phan 1ap dugc phan 16n hop chat cho hoat tinh gay
doc té bao. Pong thoi tat ca 9 hop chit c6 hoat tinh gy doc té
bao déu c6 ciu truc saponin/sapogenin steroid.

5.2. Vé tac dung gy doc té bao ung thw

Céc két qua cta luan an 1a cong bd dau tién vé hoat tinh
gdy doc té bao cia cic cao chiét methanol, n-hexan, ethyl
acetat, n-butanol va nudc; ctia 5 hop chat moi aspidiata A-E va
cua cac chit 7, 8,9, 11 dugc phan lap tu loai 4. triradiata trén
cac dong té bao LU-1, HepG2, MCF7, HT-29 va HEK-293A.
Trong d6, cao methanol va cao n-butanol thé hién hoat tinh manh
véi cac gia tri ICso trong khoang 0,93 dén 6,96 ug/ml; 3 saponin
paris saponin VII (2), paris saponin II (6) va reclinatosid (7)
thé hién tac dung manh véi gia tri ICs trong khoang 0,28 dén
1,23 uM. Vi vy c6 thé dé xuét thuc hién cic nghién ctru sau
hon vé tac dung gy doc té bao ddi v6i cao n-butanol ciing nhu
mot sb chat phan 1ap dugc co tac dung manh.

Xét vé khia canh lién quan cau triic - tac dung gy doc té bao ciia
cac chét phan lap, c6 thé thiy rang tac dung gay ddc té bao clia cac
saponin nay phu thudc vao ca 2 yéu td chinh: cdu tric ciia phan
aglycon va dic biét 1a ciu trac cta chudi duong. Trong do, cac chudi
dudng co ciu tric da dang, chi cin mot thay d6i nho trong céu tric
s& tao ra s khac nhau vé tac dung gy doc té bao ung thu. Két qua
ctia dé tai cling d3 dong gop cac dit liéu vé mbi lién quan cdu trac
- tac dung gay doc té bao ciia cac saponin khung spirostanol.
5.3. Vé tac dung Kkich hoat apoptosis va cam ng caspase 3

Thir nghiém kich hoat apoptosis nhim xac dinh mau thir ¢6
gdy doc té bao ung thu bing co ché giy chét té bao theo chuong
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trinh hay khong. Tir két qua thu dugc c6 thé thdy hop chat 7 c¢6
hoat tinh gy doc té bao LU-1 manh nhung khéng gay chét té bao
theo chuong trinh, hop chit 8 c6 hoat tinh gay doc té bao LU-1
yéu hon hop chit 2 va 5 nhung lai kich hoat apoptosis manh hon
hai hop chit nay. Dong thoi c6 thé so bo két luan hop chat 8 gay
doc té bao LU-1 cha yéu bang co ché apoptosis. Thir nghiém hoat
tinh cam (mg caspase 3 gop phan cung cip thong tin vé co ché
clia qua trinh apoptosis. Tir két qua nghién ciru c6 thé thay hop
chit 2 va 5 c¢6 hoat tinh cam g caspase 3 mirc do trung binh,
trong khi d6 hop chat 8 kich hoat apoptosis trén té bao LU-1 chi
yéu theo co ché cam tng caspase 3.

5.4. V& tac dung khang viém

Két qua cho thiy cao n-hexan thé hién hoat tinh trc ché san
sinh NO véi gia tri ICso 22,38 pg/ml. 3 hop chét 3, 11 va 14 i
ché san sinh NO véi gid tri ICsy lan luot 1a 9538, 120,57 va
399,03 uM. Trén thyc té, mot trong nhitng nhom thude khang
viém dugc sir dung phd bién nhit trén 1am sang 13 nhom cac
corticosteroid. Céc corticosteroid déu ¢ ciu tric hoa hoc khung
steroid, bao gdm 3 vong cyclohexan va 1 vong cyclopentan. Hai
hop chét 3 va 11 1a cac saponin va sapogenin steroid, déu mang
cau tric khung steroid, vi vay vé mit lién quan ciu triic - tic dung
khang viém, c6 thé 1y giai hoat tinh khang viém ciia hai hop chét
nay 1 do khung cau tric steroid clia chung mang lai.

Nhu véy, luan 4n da déng gop nhimng diém méi quan trong vé
thanh phan hoa hoc, tac dung gay doc té bao, kich hoat apoptosis,
cam Ung caspase 3 va khang viém ctia cic cao chiét va hop chat
phan 1ap tir loai A. triradiata. Nhiing két qua dat dugc gop phan
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dinh hudéng cho cac nghién ciru tiép theo dé tim kiém cac hop
chit c6 ngudn gdc tr nhién tiém ning trong nghién ciru phat trién
thudc va san pham diéu tri bénh ung thu tir loai 4. triradiata.
6. KET LUAN VA KIEN NGHI
6.1. V& thanh phan ho4 hoc

D phan lap va xac dinh ciu tric hod hoc ciia 15 hop chét tir
loai A. triradiata gdm: 11 saponin, 2 spirostanol, 1 dan xuat acid
propenoic va 1 steroid. 15 hop chat phan 1ap dwgc déu lan dau
tién duoc cong bb tir chi Aspidistra, trong d6 ¢ 5 hop chit méi:
Aspidiata A-E. D3 xéac dinh cac nhom hop chét c6 trong loai 4.
triradiata bao gém: saponin, chit béo, steroid, acid hitu co va
duong khur.
6.2. V& hoat tinh gy ddc té bao ung thw in vitro

Cao toan phan methanol, cao n-butanol, cao n-hexan va
ethyl acetat c6 kha ning gay doc cac dong té bao LU-1, MCF7,
HepG2 va KB véi gia tri ICso 0,93 - 68,82 pug/ml. Cac hop chat
paris saponin VII (2), paris saponin II (6) va reclinatosid (7)
thé hién tac dung gay doc té bao manh voi gia tri ICso 0,28 -
1,23 uM; cac hop chat aspidiata D (4), aspidiata C (5), (25R)-
spirost-5-en-34-yl a-L-thamnopyranosyl-(1—4)-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—4)-4-D-glucopyranosid 8,
cyrtonemosid A (9), (25R)-spirostan-15,2f,35,45,56,6-hexol
(11) va aspidiata E (12) thé hién tac dung trung binh véi gia
tri ICso 12,32 - 95,81 uM trén 5 dong té bao LU-1, MCF7,
HepG2, KB va HT-29.
6.3. Vé tac dung kich hoat apoptosis va cam trng caspase 3
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Hop chit (2), (5) va (8) thé hién hoat tinh apoptosis trén té bao
LU-1, gy ra sy cd dic hodc phan manh nhan té bao lan luot véi ti
1€ 6,12 % - 15,26 %, 5,63 % - 15,48 % va 15,94 % - 25,02 %. Trén
dong té bao LU-1, hop chat (2) & nong d6 1,18 uM, hop chét (5)
& nong d9 32,58 uM c6 kha ning cam (g caspase 3 tang 1,43 lan
va c6 y nghia thong ké (p<0,05) so voi dbi chiing 4m; hop chit (8)
& nong d 77,02 uM c6 kha ning cam (g caspase 3 ting 2,62 lan
va c6 y nghia thong ké (p<0,01) so v6i dbi chimg am.

6.4. V& hoat tinh khang viém in vitro

Cao n-hexan trc ché san sinh NO véi gia tri ICsy 22,38 pg/ml.
Cac hop chit (25R)-17a-hydroxy-spirost-5-en-34-yl a-L-
rhamnopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—4)-4-D-
glucopyranosid (3), (25R)-spirostan-15,25,35,48,55,66-hexol
(11) va acid 2-methyl-3-(4,5,7-trihydroxy-8-
hydroxymethyltetrahydro-6H-4-pyranyl)-2-propenoic (14) tic ché
san sinh NO véi gia tri ICso 95,38; 120,57 va 399,03 pM.

Kién nghi

- Tiép tuc phan 1ap cic hop chat khac va xac dinh hoat tinh
{rc ché té bao ung thu ctia cac hop chit phan 1ap duoc.

- Tiép tuc nghién ctru vé co ché tic dung gy doc té bao ung
thu cta cac hop chét c6 hoat tinh in vitro tot.

- Chiét xuét nguyén liéu nhiéu hon dé c6 thé phan lap cac hop
chit trong phan doan n-hexan cé hoat tinh khang viém.

- Banh gia hoat tinh khéc cta céac saponin phan lap dugc nhu
hoat tinh khang ndm, khang khuén.

- Nghién ctru tac dung chéng ung thur in vivo cia cao chiét phan

doan n-butanol tir loai Aspidistra triradiata.
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