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CAC CHAT UC CHE ENZYME PTP1B PHAN LAP TU CAY DAY LOP BOP
(GYMNOSPORIA STYLOSA PIERRE.)

PTP1B INHIBITORY CONSTITUENTS FROM GYMNOSPORIA STYLOSA PIERRE.
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T6ém tét - Dich chiét methanol tong cua phan than canh cay Day
16p bdp (Gymnosporia stylosa Pierre.) thu hai tai Phu Loc, Thira
Thién - Hué dwoc tach phan doan vai pha EtOAc va nuéc. St dung
phuong phap hoat tinh dan dudng, hai hop chit bao gom eryvarin
H (1) va eryvarin M (2) da duoc phan lap va nhan dang cau triic
bang cac phuong phap phd. Ca hai hop chét phan lap dugc duoc
thir hoat tinh wc ché hoat luc enzyme protein tyrosine phosphatase
1B (PTP1BY) in vitro, véi ursolic acid dugc sir dung 1 chét ddi
chimg dwong. Hop chét 1 va 2 thé hién hoat tinh \ic ché enzyme
PTP1B manh véi cac gia tri ICso lan luot 148,1 +0,2 va 19,3 +0,6
uM. O thir nghiém nay, ursolic acid dwoc sir dung 1a chat di ching
dwong thé hién gia tri 1Cso = 3,5 £ 0,2 uM. Day 1a 1an dau tién hoat
tinh e ché enzyme PTP1B cua cay Day 16p bop duoc nghién ciru
va hoat chit 1 va 2 1in ddu tién duoc phan 1ap tir cay nay.

Tir khoa - PTP1B; hoat tinh trc ché enzyme; Gymnosporia stylosa
Pierre.; Ursolic acid; Eryvarin

1. Pit véan dé

Céay Day 16p bop la mét loai thuc vat cé hoa, cé tén
khoa hoc 1a Gymnosporia stylosa Pierre., thuoc ho Day gdi
(Celastraceae). Cay duoc md ta thuc vat dau tién vao nim
1894 bai Pierre [1]. Cac loai thudc chi Gymnosporia phan
b6 chu yéu & cac vang nhiét dgi [2]. Cac nghién ctru da chi
ra rang, triterpenoid, flavonoid va phenolic la cac thanh
phan héa hoc chinh cua chi [3]. M6t sb loai Gymnosporia
cling da duoc chimg minh c6 tac dung chong oxy hda, bao
vé gan, khéang ndm va khang viém [4-6].

O Viét Nam, cay phan b chi yéu & khu virc mién trung
tir Quang Binh téi Thira Thién Hué. Mau nghién ciru dugc
tim thdy va thu héi cha yéu tai khu vuc Pha Loc, Thira
Thién Hué vao moa ha. Cho téi nay méi chi c6 hai cong
trinh nghién cau vé thanh phan héa hoc va hoat tinh sinh
hoc cua loai Day 16p bop dwgc cdng bd, trong do ¢6 tam
hop chét da dugc phan 1ap va nhan dang céu tric héa hoc,
ngoai ra hoat tinh rc ché mot sé dong té bao ung thu cua
chung da duoc thir nghiém danh gia [3, 7]. C6 nhiéu nghién
ctru vé kha nang wc ché enzyme PTP1B cua dich chiét va
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cac hop chét phan 1ap tir thao dwoc, tuy nhién, hién chua
c6 bat ky nghién ctru nao vé thanh phan héa hoc lién quan
dén hoat tinh rc ché enzyme PTP1B cuia cly nay duoc cong
bd ca ¢ Viet Nam va trén thé gigi. Protein tyrosine
phosphatase 1B (PTP1B) nam trong ho protein tyrosine
phosphatases (PTPs) cung véi cac protein tyrosine kinase
tham gia vao viéc diéu chinh hang loat c4c chtrc nang té
bao, bao gom ca sy tang sinh, biét hoa, va sy chét theo chu
trinh. PTP1B khir qua trinh phospho hoa du lugng tyrosine
clia cac protein va duoc coi 1a cac tac nhan diéu chinh tiéu
cuc (hiéu chinh ngugc) cua tin hiéu insulin, do d6 n6 dong
mot vai trd quan trong trong su diéu chinh trong lugng co
thé ciing nhu nodi can bang lwong dudng bang cach hoat
ddng nhu mot bo phan diéu chinh nguoe con duong dan
truyén tin hiéu caa insulin va leptin. Cho nén, PTP1B da
thuc sy thu hut duoc sy quan tam, cha ¥ dang ké cua céc
nha khoa hoc nhu mét dich dén tiém ning trong nghién ctu
diéu trj can bénh tiéu duong va réi loan chuyén hoéa [8]. Su
biéu hién qua mirc cua enzyme nay trong té bao dan téi su
trc ché qua trinh dan truyén tin hiéu cua cac thu thé insulin
va tang sy biéu hién protetin PTP1B nay s& dan dén tinh
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trang khéang insulin [9]. Trong khi d6, & m6 hinh thi nghiém
trén chudt da dwoc e ché hoat dong cua PTP1B cho thy
su tang d6 nhay cua insulin va ting cuong qué trinh khang
lai sy béo phi [10]. Biéu nay chi ra rang, cac hoat chat c6
kha ning tic ché hoat luc enzyme PTP1B khong nhiing c6
tiém nang 16n trong viéc nghién ctru tim ra céc thude diéu
tri bénh tiéu duong tuyp 2 ma con 1a cac tac nhan hiru hiéu
trong diéu tri bénh béo phi [11, 12].

Trong bai béo nay, hai hop chét khung flavonoid dugc
phan 1ap va nhan dang cau tric bang phuong phap phan
tich pho ciing nhu viéc danh gia hoat tinh sinh hoc cua
ching s& duoc thao luan va cong bd.

2. Nguyén li¢u va phwong phap nghién ciru
2.1. Nguyén vat li¢u va thiét bi nghién citu

Céc phd cong huang tir hat nhan *H (300 va 500 MHz)
va 13C (75 va 125 MHz) dugc do trén may quang phd ké
céng hudng tir hat nhan hiéu Bruker AM300 FT-NMR, véi
chuan néi TMS sir dung cac dung mdi metanol-ds, hay
aceton-ds. Sac ky ban mong (TLC) duoc thyc hién trén cac
loai silica gel trang trudc 60 Foss (MA s6 1.05554.0001,
Merck) and RP-18 Fzsss (Mm@ 1.15685.0001, Merck).
Céc loai sic ky cot he (Open CC) dugc thuc hién vai loai
hat silica gel Kieselgel 60 (40-63 um va 63-200 um,
Merck) cho pha thuong va YMC RP-18 silica gel
(40-75 pm, Fuji Silysia Chemical Ltd., Japan) cho pha dao.
DTT (1,4-dithiothreitol), PMSF (phenyl methyl sulfonyl
fluoride), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), co chét
p-NPP (4-Nitrophenylphosphate di(tris) salt) cua Sigma
Aldrich. Protein tyrosine phosphatase 1B (human
recombinant) cuaa Biomol International LP, Plymouth
Meeting, PA, USA.

2.2. Péi twong nghién ciu

Phan than canh cua cay Day 16p bop (Gymnosporia
stylosa Pierre.) thu hai tai Pha Loc, Thira Thién - Hué vao
thang 06 nam 2019. Mau thuc vat dugc dinh danh boi TS.
Nguyén Quéc Binh, Bao tang Thién nhién Viét Nam, Vién
Han 1am KH&CN Viét Nam. Tiéu ban mau (VN1844)
dugc Iuu trir tai phdng Phén tich héa hoc, Vién Hoa hoc
cac hop chét thién nhién, Vién Han 1am Khoa hoc va Codng
nghé Viét Nam.

2.3. Tach chiét, phan lgp va tinh ché cac hep chat

Mau nguyén liéu tuoi sau khi thu hai dwugc phoi kho tu
nhién trong bong ram, sau d6 cit thanh nhitng miéng nho
kich thuéc 2-3 cm bang may va ngam chiét véi MeOH
(10 kg, 10 L x 3 14n) c6 sir dung siéu &m & nhiét d¢ 40°C
trong vong 3 gio/mé. Céc dich chiét sau do duoc loc bang
giay loc, gop lai va co quay thu hoi dung méi dudi &p suét
giam, thu dugc cao chiét MeOH tong (1,4 kg). Cao chiét
tong (1,0 kg) dugc hoa tan vao nudc, sau d6 dugc tach phan
16p lan luot véi cac dung mdi n-Hexane, EtOAc va BUOH,
¢6 quay dudi dung méi, thu duoc cac phan doan twong Gng.
Phén doan EtOAc (120 g) duoc chay sic ky cot hé (5,0 x
60 cm) vaoi hé silica gel pha thuong (SiO;, c& hat
63-200 pm), st dung hé dung mbi raa giai la
CH2Cl2:MeOH (tir 10:1 dén 0:1) thu dwoc 15 phan doan
nho ky higu 1a GS-1 dén GS-15. Phan doan GS-10 duoc
tiép tuc chay sic ky cot ha véi pha tinh sir dung silica gel

pha dao RP_C18 (kich thudc 75 pm), st dung hé dung moi
rira giai MeOH:H,O (tir 1:5 dén 1:0), thu dugc 10 phan
doan nho (GS-10.1 - GS-10.10). Hai hop chat 1 (12 mg) va
hop chat 2 (15,8 mg) dugc tinh ché tir phan doan GS-10.3
bang hé thong sic ky long hiéu ning cao (HPLC) hing
Agilent 1260 series, str dung cot optima_Pak C18 (10 x 250
mm 1.D; kich thuéc hat 10 pm), vai hé dung méi dang dong
MeOH:H,0 = 45:55, trong thoi gian 60 phat. Hop chit s6
1 dat tén Ia Eryvarin H thu dugce dudi dang bot mau vang
nhat; Hop chat s6 2 dat tén Ia Eryvarin M thu duoc dudi
dang bot mau vang dam [13].

2.4. Thir nghiém tac dung sc ché enzyme PTP1B

Phuong phap thir tac dung tuc ché hoat lyc enzyme
PTP1B duoc thuc hién trén cac phién nudi cy té bao 96
giéng theo phwong phap ciia Nguyen et al. duoc md ta nhu
trong tai liéu [14]. Cu thé: M3i giéng (thé tich cudi ciing la
110 pL) dugc cho 2 mM p-NPP (p-nitrophenyl phosphate)
va 1 lugng 0,05-0,1 pg enzyme PTP1B pha trong dung dich
dém chira 50 mM citrate (pH 6,0), 0,1 M NaCl, 1 mM
EDTA, va 1 mM dithiotheritol (DTT), cé hoac khéng co
mau thar. Sau d6, dem u & 37°C trong 10 phut, rdi thém
50 uL p-NPP trong dung dich déém. Sau khi u ¢ 20°C trong
20 phat, phan @mg dugc dung lai bang cach bé sung 10 M
NaOH. Luong p-nitrophenyl sinh ra biang enzyme qua phan
tng khir phdt pho duoc tinh bang cach do do hap thu ¢
budc séng 405 nm bang may do quang phé. Qué trinh thuy
phan khéng enzyme cua co chit p-NPP dugc hiéu chinh
bang cach do sy gia ting hap thu & 405 nm khong c6 mat
cua enzyme PTP1B.

Panh gia kha nang @rc ché (% inhibition) cua cac chat
thr duoc tinh baoi cdng thac (Ac - As)/Ac x 100%, trong
d6 Ac 1a do hap thu cua chat kiém ching va As, 6 hap thy
ctia mau thir. Trong phép thir nay, ursolic acid duoc sir
dung lam chét d6i chung duong.

3. Két qua nghién ciru va thao luan
3.1. Xdc dinh cdu trac héa hec ciia cac hep chat

Két qua do phd cong huong tir hat nhan *h-NMR va
13C-NMR cua cac chét (1) va (2) nhu sau:

* Eryvarin H (1): 'H NMR (Metanol-ds, 500 MHz) 6y
ppm: 4,87 (2H, s, H-2), 6,47 (1H, s, H-4), 6,88 (1H, d,
J =8,0 Hz, H-5), 6,34 (1H, dd, J = 2,0; 8,0 Hz, H-6), 6,26
(1H, d, J = 2,0 Hz, H-8), 6,85 (1H, s, H-6"), 6,50 (1H, s,
H-3"), 3,81 (3H, s, 5-OCHs), 3,72 (3H, s, 2'-OCHy);
13C NMR (Metanol-ds, 125 MHz) dc ppm: 69,6 (C-2),
130,3 (C-3), 122,0 (C-4), 128,7 (C-5), 109,7 (C-6), 159,3
(C-7), 103,7 (C-8), 156,2 (C-9), 117,7 (C-10), 120,0 (C-1'),
153,6 (C-2'), 101,8 (C-3), 148,6 (C-4'), 143,1 (C-5"),
114,0 (C-6"), 57,5 (5'-OCHs), 56,6 (2'-OCHs).

* Eryvarin M (2): 'H NMR (Aceton-ds, 300 MHz) Jn
ppm: 4,56 (1H, dd, J = 10,8; 12,0 Hz, H-2a), 4,17 (1H, dd,
J =5,4; 12,0 Hz, H-2b), 4,42 (1H, dd, J = 5,4; 10,8 Hz
H-3), 7,75 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5), 6,54 (1H, dd, J = 2,1;
8,4 Hz, H-6), 6,40 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-8), 6,56 (1H, s,
H-3"), 6,78 (1H, s, H-6"), 3,70 (3H, s, 2'-OCHs), 3,72 (3H,
s, 5-OCHs); 3C NMR (Aceton-ds, 75 MHz) éc ppm: 71,7
(C-2), 48,2 (C-3), 191,7 (C-4), 129.9 (C-5), 111,0 (C-6),
162,6 (C-7), 103,3 (C-8), 163,8 (C-9), 116,1 (C-10), 114,7



ISSN 1859-1531 - TAP CHi KHOA HOC VA CONG NGHE - DAl HOC DA NANG, VOL. 19, NO. 3, 2021 35

(C-1'), 153,1 (C-2), 101,2 (C-3'), 147,2 (C-4), 142,3
(C-5'), 115,6 (C-6"), 56,4 (2'-OCHs), 57,1 (5'-OCHb).

Hop chit sé 1 thu duoc dudi dang bot mau vang nhat.
Cong thuc phan tir cia hop chit 1 duogc xac dinh Ia
C17H160s v6i khéi lugng phan tir 1a 300,3 g/mol. Phd H va
13C NMR cua hop chit 1 cho thay, su xuat hién tin hiéu caa
mot nhdm oxymetilen [o4 4,87 (2H, s, H-2)/6c 69,6 (C-2)]
va mot nhom olefin [64 6,47 (1H, s, H-4)/6c 122,0 (C-4),
va 130,3 (C-3)], diéu do6 khang dinh rang hop chat 1 1a mot
isoflav-3-ene [14]. Phé *H NMR cua hop chat 1 con xuat
hién ba pic dac trung ctia hé vong thom ABX [dn 6,88 (1H,
d, J =8,0 Hz, H-5), 6,34 (1H, dd, J = 2,0; 8,0 Hz, H-6), va
6,26 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8)] va hai tin hiéu dudi dang
singlet cua mot vong thom khac c6 do dich chuyén héa hoc
lan Iuot 12 6,85 (1H, s, H-6"), va 6,50 (1H, s, H-3'). Ngoai
ra, tin hiéu dudi dang singlet cia 02 nhdm metoxy tai &y
3,81 (3H, s, 5'-OCH3), va 3,72 (3H, s, 2'-OCHj) ciing xuét
hién trén phd 'H NMR cua hop chit 1 (Hinh 1). Pho 13C
NMR cua hop chét 1 xuét hién tin hiéu cua 17 nguyén tir
cachon, bao gom 12 tin hiéu cacbon thudc vé hai vong
thom c6 do dich chuyén héa hoc trong khoang & 101,8 —
159,3 ppm, va 2 tin hiéu cacbon cua hai nhdm metoxy tai
& 57,5 (5'-OCHs), 56,6 (2’-OCHs) (Hinh 1). Phé HMBC
cua hop chat 1 xuat hién céc lién két xa di nguyén tir caa
cac proton H-2 vé6i cac nguyén tir cacbon C-9, va C-1';
proton H-4 vai C-2, C-9, va C-1'; Va proton H-6" vai C-3.
Hon nira, cac lién két tir proton H-6" dén céc nguyén tu
cacbon C-2' va C-4'; Proton cia nhdm metoxy 2’-OCHj3 Vi
C-2'; Proton H-3' va proton ciia nhém metoxy 5'-OCHs; vai
C-5' ciing xuét hién trén phd HMBC, diéu dé khing dinh
rang, mot nhém hydroxyl nam & vi tri C-4' va hai nhém
metoxy nam & vi tri C-2' va C-5' (Hinh 2). Nhém hydroxyl
cudi cung duoc xac dinh tai C-7 bai cac lién két HMBC
gitra proton H-5 vai cic nguyén tir cacbon C-7, va C-9
(Hinh 2). Tir cc dir liéu trén két hop véi tai liéu cong b,
hop chat 1 dwoc xéc dinh la 7,4'-dihydroxy-2’,
5’-dimethoxyisoflav-3-ene va co tén goi eryvarin H [15].

HO. 7 % 9.0,

1

Hinh 1. Cdu tric héa hoc cia hop chdt 1 va 2
HO

OCH;

H,CO
Hinh 2. Phé HMBC cuia hep chat 1

Hop chit 2 thu dwuoc dudi dang bot mau vang dam.
Coéng thic phan tir cua hop chat 2 duge xac dinh 1a
C17H1606 V6i khéi lwgng phan tir 12 316,3 g/mol. Pho 'H va
13C NMR cua hop chit 2 ciing cho thay su xuat hién tin
hiéu cia mot nhém oxymetilen [y 4,56 (1H, dd, J = 10,8;

12,0 Hz, H-2a), 4,17 (1H, dd, J = 5,4; 12,0 Hz, H-2b)/&
71,7 (C-2)], mot nhdm metin [64 4,42 (1H, dd, J = 5,4;
10,8 Hz H-3)/5c 48,2 (C-3)], va 1 nhom keton c6 d¢ dich
chuyén héa hoc 1a & 191,7 (C-4)], didu d6 khing dinh rang
hop chat 2 1a mot isoflavanon [15]. Phé *H NMR cua hop
chat 2 ciing xuét hién ba pic dic trung ctia hé vong thom
ABX [6n 7,75 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5), 6,54 (1H, dd,
J=2,1; 8,4 Hz, H-6), va 6,40 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-8)] va
hai tin hiéu dudi dang singlet cia mét vong thom khéc véi
d6 dich chuyén hoéa hoc lan luot 1a & 6,56 (1H, s, H-3"),
6,78 (1H, s, H-6"). Ngoai ra, tin hiéu dudi dang singlet cua
hai nhom metoxy tai 64 3,70 (3H, s, 2’-OCHs), va 3,72 (3H,
s, 5'-OCHs) ciing xudt hién trén phé *H NMR cua hop chét
2 (Hinh 1). Ph6 3C NMR cua hop chét 2 ciing xuat hign tin
hiéu caa 17 nguyén tir cacbon, bao gom 12 tin hiéu cachon
thuoc vé hai vong thom c6 do dich chuyén héa hoc trong
khoang ¢éc 101,2 — 163,8 ppm, va 2 tin hiéu cacbon cua hai
nhom metoxy tai & 56,4 (2'-OCHs), 57,1 (5'-OCHs).
(Hinh 1). Tir cac dir lidu trén két hop véi tai liéu cong bd,
hop chat 2 dwoc xac dinh la 2,3-dihydro-7-hydroxy-3-
(4-hydroxy-2,5-dimethoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-
one va c0 tén goi eryvarin M [16].

3.2. Pdnh gid hogt tinh ¢ ché PTP1B ciia cac hgp chat
phéan lgp

Thir nghiém danh gia hoat tinh ¢ ché hoat luc enzyme
PTP1B duoc thyc hién theo phuong phap cta chinh tac
gia da cong bd [14]. Trong d6, céc chat thir nghiém duoc
1 cling Vi enzyme, co chat trong vong 20 pht, phan ung
dugc dung lai bang cach bé sung 10 M NaOH. Trong
phuong phéap thtr nghiém nay, ursolic acid dwoc sir dung
lam chat d6i chung dwong, cac hop chit thir dugc pha
trong DMSO véi cac ti 1¢é nong do thich hop trudc khi st
dung. Hai hop chat phan lap duoc la eryvarin H (1) va
eryvarin M (2) thé hién kha ning trc ché manh véi céc gia
tri 1Cso 1an luot 12 8,1 + 0,2 va 19,3 + 0,6 pM. Ursolic
acid ¢ lan thi nghiém nay thé hién gia tri e ché ICso 12
35+0,2 pM. O hop chit s6 1 va 2 c6 su khac nhau vé
cau trdc voi mot nhom ketone (-C=0- -) thé & vi tri C-4 (2)
thé hién hoat tinh yéu hon (1Cso = 19,3 pM) so véi hop
chét s6 1 1a mot olefin (=CH-) thé hién hoat tinh manh
(ICso = 8,1 uM), diéu nay goi y rang khung isoflavanon
(eryvarin M) véi nhém thé C=0 c6 thé c6 tac dung wc ché
hoat luc PTP1B yéu hon so véi eryvarin H (1) véi cdu
trac khung isoflav-3-ene.

Céc két qua trong cac cong trinh [3] va [7] trude day da
cong b vé tac dung trc ché mot sé dong té bao ung thu cua
dich chiét va mot s6 hop chit phan cuc thap (chiét xuét tir
EtOAc) tur loai G. stylosa. O bai béo nay, nhém tac gid di
sau phan 1ap mot s6 hoat chat phan cuc hon (Chlet XUAt tir
cao methanol tong) va theo tra ciu tai ligu dén thoi diém
nay thi day 1a lan dau tién cong bd danh gia hoat tinh tic
ché PTP1B cua loai cay nay.

4. Két luan

Tir phan than canh cay Day l6p bép (Gymnosporia
stylosa Pierre.) thu hai tai Thura Thién Hue, bang cac ky
thuat sac ky khac nhau da phén 14p va tinh ché dugc hai
hop chat sach. Cau tric héa hoc cua cac hgp chat nay duoc
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nhan dang bang phuwong phap phan tich cac gia tri phd két
hop so sanh véi tai liéu cong b gom eryvarin H (1) va
eryvarin M (2). Ca hai hop chat déu thé hién tac dung tc
ché manh hoat lyc enzyme PTP1B véi cac gia tri ICs lan
lugt 12 8,1 £0,2 va 19,3 + 0,6 pM, trong khi d6 ursolic acid
thé hién gia trj ICso 12 3,5 + 0,2 uM. So sanh cau tric hoa
hoc va hoat tinh sinh hoc nhan thay rang eryvarin H (1) véi
cau trac khung isoflavene cé thé c6 tac dung tc ché hoat
luc PTP1B manh hon so véi khung isoflavanone cua
eryvarin M véi nhém thé C=0 tai vi tri C-4. Pay 1a lan dau
tién hai hop chét eryvarin H (1) va eryvarin M (2) dugc
tinh ché va nhan dang tir chi nay. Day ciing 1a 1an dau tién
hoat tinh rc ché enzyme PTP1B cua lodi Gymnosporia
stylosa Pierre. dwoc nghién ciru va cong bé.

Loi cidm on: Nghién ctru nay duoc tai tro boi Quy Phat
trien Khoa hoc va Cong nghé Quoc gia (NAFOSTED)
trong dé tai ma so6 104.01-2016.21.
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