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DICH CHIET ETHANOL TU LA CAY DPIA PUM (HELICIOPSIS LOBATA
(MERR.) SLEUM) UC CHE SU TANG SINH TE BAO VA TANG CUONG
APOPTOSIS O HAI DONG TE BAO UNG THU DA DAY AGS VA MKN45

Lé Thi Thanh Hwong', Tran Thu Hién® 2 Mai Vin Linh!, Nguyén Phi Hung®
YTruong Dai hoc Khoa hoc — DH Thai Nguyén,
2Bénh vién Noi tiet Trung wong

TOM TAT

Céy Dia dum (Heliciopsis lobata (Merr.) Sleum), trong dan gian con goi 1a cdy Ban tay ma, dugc
ghi nhan 1a cdy thudc dung rong rii trong cac bai thudc y hoc cd truyen Trong nghién ctru nay,
chung t6i da st dung ethanol nhu mot dung méi dé chiét cac thanh phan hoa tan c6 trong 14 cia
cay Heliciopsis lobata. Tiép theo, dich chiét dugc sir dung dé danh gia tac dong cua nd 1én sy ting
sinh cta cac t& bao ung thu da day dong AGS va MKN45 bang phwong phap MTT. Sy thay doi
hinh thai nhan té bao duoc phat hién dga vao thuéc nhuém nhan DAPIL. Két qua cho théy, dich
chiét ethanol tir cdy Pia dum da lam giam manh kha ning ting sinh cua té bao ung thu da day & ca
hai dong t& bao AGS va MKN45. Gia tri IC50 ctia dich chiét dbi voi hai dong AGS va MKN45
tuong tmg v6i 0,467 mg/ml va 0,168 mg/ml. Dich chiét ethanol cua ciy Dia dum ciing d3 1am ting
ty 1& t& bao c6 kiéu hinh apoptosis tir 8 — 20% d6i véi dong AGS va 7 — 28% ddi v6i dong té bao
MKN45. Két qua nghién ctru nay cho théy, dich chiét tir 14 cta ciy Dia dum Heliciopsis lobata c6
tiém ning (rc ché sy sinh trudng cua té bao ung thu da day.
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THE ETHANOL EXTRACT OF THE LEAVES OF HELICIOPSIS LOBATA
INHIBITS CELL PROLIFERATION AND ENHANCES APOPTOSIS IN THE
TWO GASTROINTESTINAL CANCER CELL LINES AGS AND MKN45
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ABSTRACT

Heliciopsis lobata (Merr.) Sleum, also called Ghost hand tree, has been recognized as a widely
used medicinal plant in traditional medicine. In this study, we used ethanol as a solvent to extract
components contained in the leaves of Heliciopsis lobata. The extract was then used to assess its
effect on the cell proliferation of AGS and MKN45 gastric cancer cells by MTT assay. Nuclear
morphological changes were detected by DAPI staining. The results showed that ethanol extract
from Heliciopsis lobata leaves significantly reduced the cell proliferation in both AGS and
MKN45 cell lines. The 1C50 value of the extract for AGS and MKNA45 cells corresponded to 0,467
mg/ml and 0,168 mg/ml. The ethanol extract of Heliciopsis lobata leaves also increased the
proportion of apoptosis-type cells from 8 - 20% for AGS lines and 7 - 28% for MKN45 cell lines.
The results of this study showed that the ethnanol extract from the Heliciopsis lobata leaves has
the potential to inhibit the growth of stomach cancer cells.
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1. Gi6i thiéu

Cay Dbia dum (Heliciopsis lobata (Merr.)
Sleum, thudc ho Proteaceae (ho Quén hoa),
duoc phan bd & mot s6 tinh mién nui phia Bac
va mot sb tinh trung du Béc bd. Mot sb dong
bao dan toc thiéu sb con goi Dia dym la cay
Ban tay ma do 14 ¢6 cdu tao phan thily giéng
hinh ban tay. Dia dym tir 1au di dugc dong
bao cac déan toc thiéu sb sir dung trong cac bai
thudc khac nhau dé chira tri mot s bénh vé
gan mat, tiét niéu va mot sé bénh do viém
nhiém nhu viém gan, vang mét. Bén canh do,
bia dum ciing dung dé hd trg diéu tri cac
bénh vé xuong khdp hodc tim cho phu nit sau
sinh. Mot sd nghién ctru gan day cho thay,
trong cdy Dia dum c6 chira mot s6 hop chat
c6 kha niang tc ché t& bao ung thu nhu
myricetin, myrincitrin, hydroquinone va
medioresinol [1], [2]. Bén canh do,
Heliciopsis lobata con dugc chi ra 1a ¢6 tac
dung chéng oxy hoa va c6 kha ning giy biét
hoa té bao ung thu. Hai din xuét cua arbutin
tach chiét tir 14 cua cdy Dia dum 1a 6'-((E)2-
methoxy-5-hydroxycinnamoyl) arbutin va 2'-
((E)2, 5-dihydroxycinnamoyl) arbutin (2)
cling da dugc chiing minh la c6 kha nang gay
ddc cho cac té bao gdc ung thu vi, e ché kha
nang di tra va cdm Ung qua trinh apoptosis
cta t& bao [3], [4]. Tuy nhién, hién chua c
nghién ciru nao danh gia tac dong cua dich
chiét tir 14 cua cay Pia dum 1én cac té bao ung
thu da day. Chinh vi vay, lan dau tién, ching
t6i tién hanh phan tich anh huéng trc ché cua
dich chiét ethanol cua la cay Dia dum 1én sy
tang sinh té bao ung thu da day ciing nhu kha
ning cam ung qua trinh apoptosis cua té bao.
2. Phuong phap nghién ciru

2.1. Thu méu va chiét dich tiv ld bang ethanol
Mau 14 cay Dia dum (Heliciopsis lobata)
duoc thu thap tai huyén Vo6 Nhai, Thai
Nguyén, dem rira sach, sy kho ¢ 50°C trong
48h va nghién thanh bdt min trudc khi tién
hanh thu dich chiét vé6i ethanol (Hinh 1).

Dich chiét cua 14 cay bia dum dugc thu b;‘ing
cach bod sung 30 ml ethanol 95% vao Ong

falcon chira 15 gam bot 14 va lic qua dém &
tbc d6 200 vong/phut. Tién hanh loc dich
bang gidy loc Whatman (Merk, Ptic). Ethanol
dugc bay hoi hoan toan ¢ nhiét @6 40°C trong
24h. Phan cb dic dugc goi 1a cao chiét va
dugc hoa tan trong dung moi DMSO ¢ nong
d6 gbc 200 mg/ml. Dung dich chtra cao chiét
dugc str dung dénh gia tac dong trén hai dong
té bao ung thu da day AGS va MKN45.

2.2. Phén tich sw ting sinh té bao

2.2.1. Phwong phap danh gid kiéu hinh té bao
Hai dong té bao ung thu da day AGS va
MKN45 (do phong thi nghiém Inserm U1053
— Vién Strc khoe va Nghién ctru Y hoc Quéc
gia Phap cung cip) duoc nudi cdy trong moi
truong RPMI 1640 (Invitrogen, My) co bo
sung 10% huyét thanh bo (FBS) va 1% khang
sinh penicillin/streptomycin trén dia 96 giéng
v6i mat do ban dau 5.10% t& bao/giéng. Sau
24h nudi cdy, moi truong duoc thay thé bing
mai truong méi 6 chira dich chiét ethanol tir 14
cdy Heliciopsis lobata ¢ cic ndng do khac
nhau: 0,1 —0,2—-0,5— 1 va 2 mg/ml trong 48h &
diéu kién 37°C, 5% CO,, Quan sat, chup anh va
danh gia kiéu hinh té bao bang kinh hién vi soi
ngugc (NIKON, Ts2, Nhat Ban).

2.2.2. Sang loc MTT

Céc té bao ung thu da day AGS va MKN45
dugce xir 1y voi dich chiét ethanol tir 14 cay
Heliciopsis lobata va nudi cdy ¢ diéu kién
37°C, 5% CO,, d6 am 95%. Sau 48h x 1y,
moi truong nudi cdy cii duge loai bo va tién
hanh b sung méi trudng nudi cdy mai chira
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) nong do 5
mg/ml. Tiép theo, mdi truong nudi ciy chira
MTT duoc loai b va bd sung 100 ul DMSO
dé hoa tan cac tinh thé két tinh. Mat do té bao
dugc xac dinh ¢ bude song 570 nm trén may
quang phd (Multiskan Sky cta Thermo
Fisher). M&i nong d¢ lap lai 4 giéng cho mdi
thi nghiém. Ti 1& ting sinh cua t& bao duogc
tinh theo cong thuc:

% tang sinh té bao = (OD mau xir 1y/OD miu

d6i ching)*100.
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Gia tri IC50 cua dich chiét ethanol tir cay bia
dum mdi dong té bao dya trén do hap thu OD
(mét d0 quang) tr sang loc MTT duoc thuc
hién bang phdn mém chuyén dung GraphPad
Prism 5.0, theo huéng dan ctia nha san xuét.

2.3. Phdn tich sw bién doi kiéu nhdn cuia té

bao bing thuéc nhugm nhin DAPI

Té bao ung thu da day duoc nudi cdy trong
moi truong RPMI 1640 trén dia 96 giéng. Sau
48h xir 1y voi dich chiét cua cay Heliciopsis
lobata, t& bao dugc cb dinh bang dung dich
ethanol 95% trong 10 phut. Sau khi ) dinh,
ethanol duoc loai bd béng cach rira 2 1an véi
dung dich dém PBS 1X. Tiép theo, bd sung
vao mdi giéng 100 pl dung dich nhuém nhan
t¢ bao DAPI (2-(4-Amidinophenyl)-6-
indolecarbamidine dihydrochloride) nong do
10 pg/ml trong 5 phit. Té bao dugc soi trén
kinh hién vi huynh quang Nilkon T2U & d6
phong dai 200 lan & kinh loc sic danh cho
kénh mau DAPI.

A 0 mg/ml 0,2 mg/ml

0,1 mg/ml

-
o
o

% Tang sinh té bao
v
o

100 -
IC50 = 0,476 mg/ml
: ﬂﬂ

Nong dq d;ch chlet (mg/ml)

Hlnh 1. Anh hwong cia dinh chiét lén si tang sinh
1é bao AGS: A) Hinh danh le bao chup dwoi kinh
hién vi soi nguge & cdc nong do xir 1y véi dich
chiét khéc nhau va B) Ty Ié phan tram sw tang
sinh té bao so véi doi chitng (100%),* p < 0,05, n
= 5. Thang do: 50 um

3. Két qua va thao luin

3.1. Tdc djng ciia dich chiét ld cdy Dia dum
Ién sw ting sinh té bao ung thu

3.1.1. Tac dong cua dich chiét lén su tang
sinh té bao AGS

Dé danh gia anh huong cia dich chiét cay Dia
dum 1én sy ting sinh cua té bao ung thu da
day AGS va MKN45. Két qua chi ra trong
hinh 1 cho thiy, sau 48h dich chiét ethanol tir
l& cta cay Pia dum dugc pha loang trong méi
truong nudi cdy theo cac ndong do khac nhau
tr0,1-0,2-0,5-1 va2mg/ml.

Két qua chi ra trong hinh 1A cho théy, mat do
té bao khong c6 su thay dbi dang ké so voi
d6i chimg (0 mg/ml). Tuy nhién, sy ting 1én
cla néng do dich chiét da anh hudng 10 rét
dén mat do té bao duoc quan sat. Hinh 1B cho
thdy, ngay & ndng do 0,2 mg/ml thi mic do
tang sinh cia té bao di giam xap xi 50% so
voi dbi chung. O cac néng d0 cao hon, tir 0,5
- 2 mg/ml, muc d¢ ting sinh chi con khoang
40% - 7% so v6i dbi chimg. Nhu vay co thé
thdy rang, dich chiét ethanol ctia cdy Dia dum
da tac dong ro rét lén kha nang phan chia,
tang sinh ciia t& bao ung thu da day dong
AGS. St dung phan mém phan tich chuyén
dung GraphPad Prism 5.0, chung t6i xac dinh
duogc gia tri IC50 cua dich chiét ethanol tur 14
ciy Pia dum tac dong 1én té bao ung thu da
day AGS trong 48h 1a 0,476 mg/ml (hinh 1B).
Trudc d6, mot nghién ctru cua Choi va cong
su da danh gia tac dong cua dich chiét ethanol
tir 14 cua cay Paeonia suffruticosa da tc ché
su ting sinh cta té bao AGS véi gia tri IC50
dugc xac dinh ¢ 48h xu 1y 1a 0,22 mg/ml [5].
Trong mot nghién ctru khac, dich chiét
ethanol tir cac bd phan khac nhau cua cay
Linum album thu nhéan tai Iran da c6 tac dong
{rc ché sy tang sinh té bao AGS véi gid tri
IC50 dao dong tr 0,35 — 0,894 mg/ml [6].
Mot nghién ctu trude d6 cua Wei-Yan va
ddng tac gia (2016) da cho thay, 5 trong sb 7
hop chat méi thudc nhom arbutin tach chiét
va tinh sach tir cay Heliciopsis lobata déu c6
anh huéng e ché su ting té bao ung thu biéu
mo da day MGC-803 voi gia tri 1C50 > 0,05
mg/ml [4]. Nhu vay c6 thé thay rang, dich chiét
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ethanol tir cac loai thao dugc khac nhau cd6 mirc
do tac dong 1én sy ting sinh ciia dong t& bao
ung thu da day AGS la khong gidng nhau va
thuong c6 gia tri IC50 16n hon so véi cac chat
da dugc tinh sach tir dich chiét téng thé.

3.1.2. Tac dong cua dich chiét 1én su tang
sinh té bao MKN45

MKN45 1a dong té bao ung thu da day thudc
thé phan tan va dugc st dung nhiéu céc
nghién ctru doc tinh cua cac thube hodc hop

A 0 mg/ml

0,1 mg/ml

B MKN45

-
I3
o

-
=}
o

IC50 = 0,168 mg/ml

23
=}

% Tang sinh té bao

0. l;,1‘ 0,2‘ 0,:’) 1 2 ]
Nong d6 dich chiét (mg/ml)

Hinh 2. Anh hudng cia dinh cﬁiét lén sy tang sinh
te bao MKN45: A) Hinh anh té bao chup duoi kinh
hién vi soi nguoc o cdc nong do xv ly voi dich
chiét khac nhau va B) Ty I¢ phan tram su tang
sinh té bdao so vdi doi chitng (100%), * p < 0,05, n
= 5. Thang do: 50 um
Két qua chi ra trong nghién ciru nay (hinh 2)
cho thiy, ngay & nong d6 0,1 mg/ml, dich
chiét cua cdy Pia dum da biéu thi kha ning
kim ham sy ting sinh té bao so voi ddi ching.
Miuc d6 kim ham sy tang sinh tang 1én khi
néng do dich chiét tang tir 0,2 - 2 mg/ml.
Pang chu y, ¢ cac nong do tir 0,5 mg/ml xuat
hién hién twong té bao mét kha ning bam
dinh, co cum thanh dam té bao. Gia tri tc ché
50% sy tang sinh té bao (IC50) duoc xac dinh
sau 48h xu ly véi dich chiét duoc x4c dinh 1a
0,168 mg. Mot nghién ctru gay day trén dong
té bao MKN45 cho thay, dich chiét ethanol tir

loai Cyrtopodion scabrum cé kha nang trc ché
sy tang sinh té bao voi gia tri IC50 dat dugc
la 0,38 mg/ml. Nghién ctu nay ciing chi ra
rang, gia tri IC50 cua nd d6i véi dong té bao
ung thu gan HepG2 1a 0,86 mg/ml [7]. Nhu
vy c6 thé thiy rang, dich chiét ethanol tir 14
ctia cdy Dia dum c6 tic dong trc ché manh dbi
v6i dong té bao MKN45 so voi dong té bao
AGS trong nghién cttu nady va manh hon so
v6i dich chiét tir loai Cyrtopodion scabrum da
dugc nghién ctru trude do.

3.2. Tdc dpng ciia dich chiét ciy Pia dum
Ién ty 16 té bao cé kiéu hinh apoptosis ciia té
bao ung thu

3.2.1. Tac dong cua dich chiét lén té bao AGS
bé danh gia tac dong cua dich chiét ethanol
1én kiéu nhan cta hai dong té bao ung thu da
day AGS va MKN45, sau khi ¢ dinh, t& bao
da dwoc nhudm véi thube nhudm DNA cua
nhan 1a DAPL Nhiing thay dbi vé kiéu hinh
nhan té bao dugc ghi nhan dudi kinh hién vi
huynh quang (hinh 3).

A 0 mg/ml

0,1 mg/ml

0,2 mg/ml

30

n
o
"

% té bao ¢6 ki¢u nhan
apoptosis
s
*

o e
0 01 02 05 1 2
Nong do dich chiét (mg/ml)

Hinh 3. Dinh ch}'é't cia la cdy’Bia dum tdc dong lén
sw hinh thanh kiéu nhan cua té bao apoptosis o dong
te bao AGS, *p <0,05, n = 5. Thang do: 30 um
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Hinh 3A cho thay, cic té bao co kiéu nhan
dién hinh cta t& bao apoptosis 1a nhan phan
manh, bit mau manh vé6i thuéc nhuém DAPI
bat dau xuét hién rd rét & cac giéng xu Iy voi
dich chiét nong do tir 0,2 mg/ml. Ty 1é té bao
¢6 kiéu hinh apoptosis di ting manh & céac
nong d6 cao hon va dat xap xi 20% trong tong
sO t& bao quan sat & nong d6 1 mg/ml. Nhu
vy c6 thé thiy rang, doc tinh cua dich chiét
dbi voi té bao AGS tang 1én khi ting nong do
xu ly tang 1én.

Két qua tuong tu ciing dugce chi ra déi voi
truong hop cta dich chiét ethanol tir loai
Cyrtopodion scabrum trén dong té bao
SW740. O néng d6 1 mg/ml, dich chiét cua
loai nay d3 lam ting ty 1 té bao apoptosis cta
té bao SW740 1én khoang 15% [7].

3.2.2. Tdc dong cua dich chiét lén té bao
MKN45

0 mg/ml

0,1 mg/ml

0,2 mg/ml

% té bao ¢6 kiéu nhan
apoptosis

. * *
20
10 - N
0 1 [ . I s , '
0 01 02 05 1 2

Nong dé dich chiét (mg/ml)

Hinh 4. Dinh chfét cua la cdy’Dia dum tac dong lén
su hinh thanh kiéu nhdn ciia té bao apoptosis & dong
te bao MKN45, * p <0,05, n = 5. Thang do: 30 um
Dbi v6i dong té bao ung thu da day MKN45,
két qua phan tich sy ting sinh (hinh 3) da cho
thiy rang, MKN45 nhay cam ddi voi dich
chiét tr 14 cly Heliciopsis lobata hon so v&i

dong AGS. Nhing anh huong cia dich chiét
1én muc d6 apoptosis cua té bao nay cling da
duoc danh gia bang k¥ thuat nhudém nhén voi
thudc nhuém DAPI. Két qua trinh bay trong
hinh 4 cho thdy, ty 1& té bao c6 kiéu nhan
apoptosis di ting tir 7 - 28% so voi ddi ching
khi nong do dich chiét tang tir 0,2 - 2 mg/ml.
Piéu nay cho thiy ring, muc do giy
apoptosis ctia dich chiét d6i véi dong
MKN45 1a cao hon déng ké so véi dong
AGS. Két qua nay ciing c6 sy twrong dong vé
muc d6 anh hudng cia dich chiét 1én sy tang
sinh té bao & hai dong té bao ung thu AGS va
MKN45. Apoptosis 1a cach thirc co thé chong
lai sy phat sinh ung thu thong qua viéc loai bd
cac t& bao c6 nhimng sai hong vé hé gen [8].
Dua trén dic diém nay, nhidu loai thudc
khang ung thu hién nay da dugc phat trién
nhu 5-Fluouracin hay Doxorubicin. Trong
nhitng nam gﬁn day, viéc sang loc cac thao
dugc ¢6 kha ning tc ché su ting sinh té bao
thong qua co ché gy chét t& bao bang con
duong apoptosis dugc dac biét quan tdm [9].
Trong dan gian, cdy Pia dum da dugc biét
dén nhu mot vi thude quan trong trong cac bai
thube dbi véi cac bénh vé gan, bénh duong
tiét liéu. Trong nghién ctru nay, lan dau tién
chung t6i da chimg minh duoc, cay DPia dum
con c6 tiém nang chéng lai sy ting sinh cia
céc té bao ung thu da day ciing nhu kha ning
cam tng qua trinh apoptosis di voi loai ung
thu nay.

4. Két luan

Dich chiét ethanol tir 14 cia cdy Pia dum
(Heliciopsis lobata) da trc ché su ting sinh té
bao ung thu da day ¢ ca hai dong té bao AGS
va MKN45 véi gia tri IC50 tuwong ung la
0,467 mg/ml va 0,168 mg/ml. Ty 1& t& bao co
kiéu nhan apoptosis d tang tir 8 - 20% khi xir
ly t& biao AGS véi dich chiét cia cay Dia
dum. Dbi véi dong MKN45, ty 18 t& bao co
kiéu nhan apoptosis ting tir 7 - 28%. Nghién
clru nay chi ra ring, cay Dia dum la loai thao
dugc c6 tiém nang chdng lai sy ting sinh ciia
té bao ung thu da day.
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