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GROWTH INHIBITORY ACTIVITY OF ARDISIA VILLOSA LEAF EXTRACT
ON MKN45 GASTRIC CANCER CELL
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According to Globocan 2020, Vietnam had a total of 1825563 new
cases and 122690 deaths linked to cancer. In recent decades, stomach
cancer treatment has made remarkable progress. However, the 5-year
survival rate of gastric cancer patients is still low, less than 30%. In
this study, we conducted to qualify chemical composition and
evaluated the inhibitory effect of ethanol extract from Ardisia villosa
leaves on gastric cancer MKN45 cell line. Qualitative results revealed
that the ethanol extract of Ardisia villosa species contained saponins,
tannins but not triterpenoids and alkaloids. The Ardisia villosa ethanol
extract had a proliferation inhibitiory ability and changed MKN45
gastric cancer cell morphorlogy. The ICs value was determined to be
144.54 pg/mL. Our study showed that Ardisia villosa had the
potential to inhibit gastric cancer cell proliferation.
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Theo ghi nhan cua Globocan nim 2020, Viét Nam c6 téng sb ca ung
thu méi méic 13 1.825.563 nguoi, tdng sb ca tir vong 1a 122.690. Pidu
tri ung thu da day da dat dwoc nhitng tién bo rd rét trong nhitng thap
ky gan day. Tuy nhién, ty 1¢ song sot 5 nim cua cac bénh nhéan ung
thu da day van con thap, dugi 30%. Trong nghién ctiu nay, ching tdi
tién hanh dinh tinh cac thanh phan héa hoc va danh gia tac dong tic
ché ung thu da day dong té bao MKNA45 cuaa dich chiét ethanol tir loai
Com ngudi 16ng (Ardisia villosa). Két qua dinh tinh cho thay, dich
chiét ethanol cua loai Ardisia villosa chtra saponin, tanin nhung
khéng chira triterpenoid va alkaloid. Dich chiét ethanol cua loai
Ardisia villosa c6 kha niang &rc ché ting sinh va lam thay ddi kiéu
hinh cua té bao ung thu da day dong MKN45. Gi4 tri 1Csp duoc Xac
dinh 1a 144,54 pg/mL. Nghién cttu ndy cua ching t6i dé chi ra rang,
Ardisia villosa c6 tiém ning wc ché sy ting sinh cua té bao ung thu
da day.
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1. Giéi thigu

Ung thu da day ding hang thir 5 sau ung thu phdi, vd, tuyén tién liét, dai trang voi sé ca tir
vong vi ung thu da day trén toan thé gi¢i nam 2020 1a 768.793 ca [1]. Ciing theo ghi nhan cua
Globocan nam 2020, Viét Nam c6 tong s6 ca ung thu méi mac 1a 182.563 ngudi, tong sb ca tir
vong do ung thu 14 122.690 [1]. Diéu tri ung thu da day trong nhitng nim gin dy di dat duoc
nhing tién bo rd rét. Tuy nhién, ty 1¢ song s6t 5 nam cua cac bénh nhan ung thu da day van con
rat thap, 353.826 nguoi twong tng Voi ty 1€ duci 30% [2], [3]. Mot trong nhing thach thuc trong
diéu tri ung thu hién nay la sy khang thube va khang Xa tri, sy tai phat cua khéi u sau diéu tri [3].
Céc phuong phép tiép can trong diéu tri ung thu bang viéc sir dung cac loai thao duoc c6 sin
trong tu nhién dang dwoc quan tam ¢ nhiéu qudc gia khac nhau, dién hinh nhu Trung Qudc, An
Do, Han Quéc va Nhat Ban [4], [5]-

Ardisia 1a mét chi 16n nhat trong ho Myrsinaceae vdi khoang 500 loai, phan bé rai khip cac
viing nhiét va can nhiét d6i nhu chau My, chau A, s6 it & chau Uc, cic dao Thai Binh Duwong va
c6 tiém ning Gng dung trong doi séng [6]. O Viét Nam, chi nay gém 101 loai va nhiéu loai duoc
sir dung 1am thuéc [7]. Nhiing nghién ctu gan day da cho thdy, mét s loai trong chi Ardisia c6
kha ning khang khuan, chéng oxi hoa [8], [9]. Cac nghién ctru xa hon ciing da chi ra, mot s6 loai
trong chi nay con c6 kha nang uc ché sy nhan Ién cua cac té bao ung thu khac nhau [10]. M6t s6
co ché khang ung thu tir cac loai thugc chi Ardisia ciing dd dugc chi ra nhu kha niang dirng chu
ky té bao, cam ung apoptosis [11], [12]. Com nguéi 16ng (Ardisia villosa) la mét loai thugc chi
Ardisia duoc tim thay & nhiéu khu vuc khac nhau, trong dé c6 khu vuc mién ndi phia Bac.
Nhiing hiéu biét vé vai tro khang ung thu ciia loai Com ngudi 16ng con han ché. Trong nghién
ctru ndy, ching toi tién hanh dinh tinh cac thanh phan héa hoc va dénh gia tac dong tc ché ung
thu da day dong té bao MKNA45 cua dich chiét ethanol tir loai Ardisia villosa.

2. Phuwong phap nghién ciru
2.1. Vit ligu, hoa cht

Mau vat: Mau l4 tir cdy Com ngudi 16ng (Ardisia villosa Roxb.) thudc chi Ardisia ho Pon
nem (Myrsinaceae) phan bo tai Bic Kan.

Dong té bao ung thu da day: MKN45 do phong Thi nghiém Inserm U1053, Pai hoc Y Dugc
Bordeaux, Phap cung cép.

Hoa chat: M6i truong nudi cdy RPMI 1640 (Invitrogen cung cap), Propidium iodide va 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) (Sigma cung cap).

2.2. Phwong phdp thu thap, xir i mdu vt va dinh logi

Sir dung phuong phap thu thap, xur Iy mau vat theo Nguyén Nghia Thin (2007) [13] va dinh
loai theo Tran Thi Kim Lién trong cuén Thuc vat chi Viét Nam, tap 4, ho Myrsinaceae [14].

2.3. Phwong phdp tich dich chiét tong thé tir 1a bang ethanol va dinh tinh thanh phan héa hec

M3u 14 cua loai Com ngudi 16ng (Ardisia villosa) dwoc thu nhan, ria sach, siy khd & nhiét do
42°C trong 48 h. Tiép theo, mau 14 dwoc nghién nho bang chay ci st thanh bot min. 10 gam bot
thu dugc s& dugc cho vao ong Falcon thé tich 50 mL. Bé chiét rat dich chiét tong sb, 30 mL
ethanol tuyét dbi duoc bd sung vao dng Falcon chira 10 gam bét 14 va duoc ldc 200 vong/phut
trong 48 h. Dich chiét thu duogc, duoc loc bang gidy loc Whatman, sau d6 1am kho trong ti siy &
nhiét ¢ 50°C trong 48 h, cin thu duoc sau bay hoi s& dugc sir dung cho céc thi nghiém tiép theo.

Tién hanh cac phan tng dinh tinh alkaloid, flavonoid, tannin, saponin, terpenoid, carbohydrate
va protein theo mé ta cua Sasidharin va cong su [15].

2.4. Xdc dinh ty |¢ té bao song bang phwong phdap MTT
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Dong té bao ung thu da day MKN45 dugc nudi cdy trong RPMI 1640 c6 b sung 10% huyét
thanh bo va 1% héon hop khang sinh Penicillin/Streptomycin (10,000 don vi/mL Penicillin va
10,000 pg/mL Streptomycin) do Invtrogen cung cap. Té bao nudi cdy trén dia nudi cay 96 giéng,
nhiét 6 37°C va 5% CO, & mat do 5x10° té bao/giéng, thé tich nudi cay 1a 100 pL/giéng. Sau 48 h,
té bao duoc xtr ly bang méi truong mai chira dich chiét & cac nong do tir 10 — 400 pg/mL.

Thoi gian xtr ly 12 48 h, sau d6 bo sung 20 L dung dich MTT trong 4 h. Tiép theo dung dich
nudi cdy chtra héa chat MTT duoc loai bo hoan toan va duoc thay thé boi 100 pL dung mdi
DMSO va 12 uL dung dich dém: 0,1 M NaCl; 0,1 M glycine; pH = 10 va tiép tuc u 15 phit. Mat
do quang (optical density) caa moi gleng dugc do bang may quang phd nano (SPECTROstar"™) ¢
budc song 570 nm. Ty 1€ phan tram té bao sdng so Véi dbi chimg duoc tinh theo cong thuec:

% Té bao song so voi doi chimg = (Mat dp quang giéng xir b/ mat @6 quang giéng doi chimg) x 100

Gid tri ICso dugc tinh theo phan mém GraphPad Prism 5.0.

2.5. Phwong phdp dinh gid anh hwéng cia dich chiét 1én kiéu hinh cia té bao

Té bao nudi ciy trong méi trudng RPMI 16040 c6 bo sung 10% huyét thanh bd va 1% hdn
hop khang sinh Penicillin/Streptomycin (10,000 don vi/mL Penicillin va 10,000 pg/mL
Streptomycin) trong didu kién 5% CO; ¢ 37°C. Sau 48 h nudi cdy, té bao dugc xur ly véi dich
chiét cay Com ngudi 16ng tai nong do tuong g Véi gia tri 1C50 trong 48 h. Cac té bao ddi
ching dwoc nudi cdy trong cing diéu kién nhung khéng bd sung dich chiét cdy Com ngudi 16ng.
Sau khi xir ly, té bao duoc rira 2 lan bang dung dich dém PBS. Sy thay d6i hinh dang té bao duoc
quan sat va chup anh trén kinh hién vi soi ngugc Ts2 (NIKON) & d6 phong dai 200 lan, Céc thay
d6i vé kiéu hinh té bao s& dugc quan sat danh gia dudi kinh hién vi bao gom thay doi vé kich
thudc té bao, hinh dang té bao va sy bam dinh trén bé mat nudi céy.

2.6. Phuwong phdp phén tich thong ké

Cac thi nghiém phén tich tang sinh té bao duoc tién hanh lap lai 2 lan va mdi nong do duogc
tién hanh trén 4 giéng nudi cay. Phan tich gia tri khac biét vé mat thong ké gitra cac nhom doi
chung va nhém theo kiém dinh Mann Whitney véi gia tri p < 0,05, sir dung phan mém GraphPad
Prism 5.0.

3. Két qua va ban luan

3.1. Két qua thu thdp va dinh logi miu vat
Mau cay thudc sau khi duoc thu thap tai thon Na Chia, x& Thuan Mang, huyén Ngan Son,

tinh Bac Kan, tién hanh xt Iy mau ngoai thuc dia va xt Iy tai phong thi nghiém duoc tien hanh

dinh danh khoa hoc duya trén cac déc diem ve hinh théi caa than, ré, 14, hoa, qua ddi chiéu véi cac

tai liéu phan loai ve chi Ardisia da xac dinh dugc loai Com ngudi 10ng (Ardisia villosa Roxb.)

(hinh 1) va mau khé dugc luu gitr tai phong thi nghiém.

Hinh 1. Hinh dnh loai Ardisia villosa Roxb: mdu turoi (tréi) va tiéu ban mdu kho (phdi)
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3.2. Két qud dinh tinh cdc thanh phén trong cao chiét ethanol ciia lodi Ardisia villosa
Dé x4c dinh thanh phan cac chat c6 trong cao chiét ethanol, ching toi tién hanh cdc phan tng
dinh tinh. Ket qua trinh bay trong bang 1 cho thay, cao chiét ethanol khong c6 phan ung rd rét voi
cac thuoc thir Wagners va Dragendroft, dong thoi cho ket tia mau kem véi dung dich HCI.
Bang 1. Cac thanh phan trong cao chiét ethanol cua loai Ardisia villosa

Nhém chat Thudc thir cho phan ng dinh tinh Hién twong Két luan
HCI 1% Két tia
. Mayers Mau kem R . .
Alkaloid Wagners C6 du hicu phan ang Khéng c6 alkaloid

Dragendroff Khéng rd
Flavonoid NH; lodng + H2SO. Xuét hién mau vang C6 flavonoid
Tannin FeCls; Xuét hién mau xanh C6 tannin
Saponin Pha lodng trong H20 Hinh thanh bot Co6 saponin
Terpenoid CHCI3+ C2HsOH + H,S04 Hién tuong khéng r6 Khéng c6 terpenoid
Carbohydrate ~ Thudc thir Fehling Két taa do C6 carbohydrate
Protein HNO; + C,HsOH Xuat hién mau vang Co protein

Két qua nay chi ra rang, cao chiét ethanol cua loai Ardisia villosa khong chira thanh phan
alkaloid. Tiép theo, cac phan tmg dwong tinh véi dung dich NH3 va axit H2SO4 cho thay cao chiét
c6 chira thanh phan flavoid. Bén canh d6, sw ¢6 mit caa tannin trong cao chiét ciing duoc chi ra dya
Va0 céc phan g duong tinh véi FeCls véi sy xuat hién mau xanh den. Dang chu y, su ¢6 mit coa
saponin, mot thanh phan quan trong thudng duoc tim thay trong chi Ardisia da duoc xac dinh thong
qua dac tinh tao bot. Tuy nhién, két qua bang 1 cho thay, khéng c6 thanh phan terpenoid trong cao
chiét ethanol cua loai Ardisia villosa. Nhu vay, véi cac phan tich dinh tinh cho thiy, cao chiét
ethanol tir 14 cdy Com ngudi 16ng c6 chira thanh phan flavonoid, tamin, saponin, carbohydrate va
cac protein nhung khong c6 alkaloid va terpenoid. Cac phan tich siu hon bang sac ky long, khoi
pho 1a can thiét dé xac dinh chinh x4c tén cac hop chat cé trong loai thuc vat nay.

3.3. Anh hwéng ciia dich chiét Ardisia villosa lén sw sinh truéng ciia té bao ung thw da day
MKN45

Pé danh gia anh huong cua dich chiét 1én sy ting truong cia té bao ung thu da day dugc tién
hanh xi 1y & 5 ndng d6 khac nhau trong 48 h. Két qua duoc dénh gia khi kiém tra anh huong cua
dich chiét Ardisia villosa Ién sy ting sinh té bao trong dong té bao ung thu da day MKN45 bing
phuong phap MTT.

Két qua ¢ hinh 2 (phai) chi ra rang, dong té bao MKNA45 bi wc ché ting sinh boi dich chiét
ethanol tir loai Ardisia villosa trong dai ndng dé nghién ctru tir 0 dén 400 pg/mL. Nong do tc ché
su tang trudong dugc chi ra 1a tir 50 pg/mL. O nong d6 100 pg/mL ty 1¢ té bao sdng chi la khoang
30% so voi doi chang.

1804 LogIC50 = 2.162 pg
g - IC50 = 144.54 pg
2 5
@ En - 150+
] £ 1007
= = o
=2 =
.7 80 £ 504
g8 =
= T T 1
0- R 1 2 3
S H & @& S w0 Log (ndng d¢ dich chiét)

Hinh 2. Anh huong cia dich chiét Ardisia villosa 1€n su sinh truong cia té bao ung thu da day MKNA45
(trdi) va do thi xdc dinh gia tri 1C50 cua dich chiét ethanol (phai), * P < 0,05.
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Trén co so anh huéng caa tirng nong do toi sy ting truong cua té bao MKNA45, ching t6i tinh
todn gia tri ICso cua dich chiét ethanol tir cay Ardisia villosa (hinh 2, trai) dya vao phan mém
Graphad Primism 5.0. Két qua trong hinh 2 chi ra ring, gi4 tri 1Cso cua dich chiét ethanol cua loai
Ardisia villosa la 144,54 pg/mL.

Mot sb nghién ciru truée do6 chi ra rang, loai dich chiét methanol tir loai Ardisia balansae c6
gia tri ICso dao dong tir 54,22 — 77,68 pg/mL trén cac dong té bao ung thu v, ung thu gan va ung
thu phéi [9], trong khi d6 dich chiét methanol tir loai Ardisia primulifolia va Ardisia maculosa
trong cung chi nay lai déu ghi nhan gia tri ICso > 100 pg/mL. Nodin va cong su da danh gia tac
dung cua dich chiét methanol (80%) tir loai Ardisia crispa 1én cac dong té bao ung thu cb tir cung
4T1, dong té bao NIH3T va di cho thay gid trj ICso thu dwoc twong tng 1a 42,26 pg/mL va 431,94
pg/mL. Trong khi do, dich chiét bang Ethyl acetate c¢6 gia tri 1Cso twong g véi 2 dong té bao
nay 1a 52,41 pg/mL va 50,21 ug/mL d6i voi dong NIH3T. Béi véi dich chiét bang nuéc cua loai
nay gia tri ICso 1a 303,09 pug/mL ddi véi dong 4T1 va 236,42 ug/mL d6i véi dong NIH3T [11].
Nhu vay c6 thé thiy, mot s6 loai khac nhau thudc chi Ardisia c6 mic d6 tac dong Ién té bao ung
thu khac nhau 1a khong giéng nhau. Dong thoi trong cling mét loai, sir dung cac dung mdi khac
nhau c6 thé din t6i gia tri ICso ciing khac nhau. Nghién ciu cua ching t6i sir dung dung méi
Ethanol it doc hon so véi Methanol nhung ciing thu dwoc gia tri 1Cso ddi véi dong té bao ung thu
da day MKN45 ¢ muc 144,54 pg/mL.

3.4. Anh hwong ciia dich chiét Ardisia villosa I&én hinh thai nudi cdy ciia té bao MKN45

D¢ danh gia anh huong cua dich chiét ethanol tir loai Ardisia villosa Ién kieu hinh té bao
MKNA45, cac té bao nudi cay dugc xir ly trong 48 h & nong do twong tng cua gia tri 1Cso. Két qua
dugc trinh bay trong hinh 3.

Hinh 3. Anh huong cua dich chiét ethanol 1én hinh thai té bao ung thur da day MKN45: (a) Déi chiing va
(b) Té bao dwoc xur ly véi cao chiet tir 1a cay Ardisia villosa ¢ nong dg 1Cso

Két qua cho thay, da co su thay doi hinh théi cua té bao dugc xir ly (Hinh 3b) so voi ddi
chang (Hinh 3a). Hinh 3a cho thay, té bao déi chirg c6 hinh thoi va phan bb dong déu va bam
dinh tt trén bé mat nudi cdy. Trong khi d6 cac té bao dugc xur Iy véi dich chiét tir cy Ardisia
villosa da co kiéu hinh bién d6i thanh dang hinh tron, phan b thua thdt va khong dong déu trén
bé mit dia nudi cdy. Mat khéc, duéi kinh hién vi soi ngugc cho thiy, mot sb té bao c6 xu hudng
mét kha ning bam dinh trén bé mat dia va troi ndi trong dich nudi cdy va mot s6 té bao kich
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thudc nho xuét hién twong g véi té bao chét. Pidu nay chi ra rang, kiéu hinh théng thuong cua
té bao di bi bién ddi sau xir Iy va su thay ddi 6 lién quan téi dic tinh phén chia, ting sinh cua té
ba0. So véi cac té bao binh thuong thi cac té bao ung thu thuong cé co ché thoat khoi qua trinh
apoptosis, gitp té bao kéo dai sy song va ting kha nang phan chia. Mot trong nhiing co ché quan
trong cua cac thude diéu tri ung thu 1a kha ning thuc day lai qué trinh apoptosis cua té bao. Cac
nghién ciu truée day da chi ra rang, dich chiét tir mot s6 loai thuoc chi Ardisia c6 kha nang cam
g apoptosis ddi Vi cac dong té bao ung thu vi thong qua sy ting cudng biéu hién cua cac
protein caspase 8 va caspase 3 [11]. Bén canh do, cac protein thy thé cua té bao chét gom
Fas/FasL, TNFR1 va DR5 ciing duoc biéu 16 ting sau khi té& bao xir ly véi dich chiét chua
saponin tir cay Ardisia gigantifolia Stapf [16]. Trong nghién ctru nay, bude dau ching toi di chi
ra sy bién d6i kiéu nhan ciia mot té bao binh thuong thanh kiéu nhan dic trung cia apoptosis sau
khi xtr Iy véi dich chiét ethanol chira saponin tir loai Ardisia villosa. Két qua nay cho thay tiém
nang khang ung thu tir loai nay la c6 co s¢. Day s¢ la tién dé cho viéc phat trién cac nghién ciru
sau hon dé 1am rd sy anh huong cua chdng 18n cac gen lién quan t6i qué trinh apoptosis cua té
bao sau xir ly.

4. Két luan

Pi tién hanh thu thap mau vat, dinh loai loai Com ngudi 16ng (Ardisia villosa Roxb.) va thu
dugc cao chiét ethanol tir loai Ardisia villosa véi ty 16 10%. Két qua dinh tinh dich chiét ethanol
cua loai Ardisia villosa chtra saponin, tanin nhung khong chua triterpennoid va alkaloid. Dich
chiét ethanol cua loai Ardisia villosa c6 kha ning tc ché sy ting sinh lam thay d6i kiéu hinh cua
té bao ung thu da day dong MKN45. Gi4 tri 1Cso dugc xac dinh 1a 144,54 ug/mL. Nghién cau
nay da chi ra rang, Ardisia villosa ¢ tiém ning ¢ ché su ting sinh cua té bao ung thu da day.
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