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Tém tit — Cay 1a ding (Vernonia amygdalina Del.) 1a dugc li¢u
khé phé bién dung trong y hoc dan toc dé chita mot sé bénh trén
ngudi. Trong linh vye nghién ctru khoa hoc, déy ciing 14 déi tuong
thuong xuyén dugc nghién ciru, tuy nhién tac dong cia cay 1én bénh
ung thuy mau van chua duoc tién hanh nghién ctru cu thé. Bing
phuong phéap khao nghiém déc tinh va x4c dinh bang ky thuat
nhudm trypan blue, tac dong tc ché cia cao chiét tir ciy 14 ding 1én
c4c dong ung thu bach cu cip dong tuy da dugc khao sat. Két qua
nghién ctru cho thiy cao chiét 14 dang sir dung dung méi ethanol
96% cho hiéu qua tac dong e ché tot nhét so véi cao chiét ethanol
70%, ethanol 30% va cao nudc. Cao chiét ethanol 96% cho théy
doc tinh manh trén ca 3 dong té bao AML biéu hién bét thuong
FLT3 gdm THP-1; MOLM-13 va MV4-11 véi gia tri IC50 (ug/mL)
lan lwot 13 24,17 £3,33; 11,45+ 2,12 va 16,08 + 1,21.

Tir khéa — L4 ding; Vernonia amygdalina Del.; kha nang gy dc
té bao; T¢€ bao ung thu mau cap; AML.

1. Pit van dé

Ung thu 1a mét trong nhiing van dé sirc khoé nghiém
trong hang dau trén toan thé gioi véi hon 19 triéu ca mac
méi va khoang 10 triéu ca tir vong nam 2020 theo thong ké
cia GLOBOCAN trén 185 quéc gia va vung lanh thd, sé
ca mac mai duoc dy doan tang gap 1,5 lan trong 20 nim
t6i [1, 2]. Trong s cac nhom ung thu phd bién nhat, ung
thy mau (con goi 1a lo-xo-mi, bénh mau tring, bénh
leukaemia hay bénh ung thu bach ciu) 1a nhém ung thu c6
ty 18 tir vong cao dang chua y véi 474.519 ca mic méi va
311.594 ca tu vong trong ndm 2020 [2]. Tuy theo muc do
biéu hién va ngudn gbc ung thu ma bénh ung thu mau duoc
chia thanh 4 nhém chinh bao gém lo-xo-mi cip dong tuy,
lo-xo-mi man dong tuy, lo-xo-mi cip dong lympho, lo-xo-
mi man dong lympho [3, 4]. Bénh lo-xo-mi cap dong tuy
(con goi la bénh AML) 1a dang ung thu méau kha phé bién
chiém khoang 80% s6 ca mac ung thu mau cp & ngudi lon
va 15-20% & tré em dic trung boi sy gia tang sd lugng bach
cau non trong mau ngoai vi 1én hon 20% [4, 5]. Nguyén
nhan bénh sinh duge xac dinh do cac dot bién trén DNA,
trong d6 45% sb ca mic khong phat hién thay bét thuong
trén nhidém sic thé d6 ma lién quan dén cac dot bién trén
gene cu thé [5, 6]. FLT3 1a 1 gen tién - sinh ung thu (proto-
oncogene) quan trong gy bénh sinh AML, théng ké c6

Abstract — Bitter leaf (Vernonia amygdalina Del.) is widely
used in folk medicine to treat a variety of human ailments.
This plant has been a frequently studied object in the field of
scientific research, but the studies on the effect of the bitter leaf
on blood cancer have not been conducted specifically. The
effect of the bitter leaf extract on AML cell proliferation was
determined by using a trypan blue exclusion assay. The results
showed that, the bitter leaf extract using ethanol 96% inhibited
the enzyme more effectively than 70% ethanol, 30% ethanol and
water extract. The lethality of the ethanol 96% extract was
classified as a strong toxicity in 3 AML abnormal cell lines,
including THP-1, MOML-13, and MV4-11 cell lines with
IC50 (ug/mL) of 24.17 + 3.33; 11.45 £ 2.12; and 16.08 + 1.21
respectively.

Keywords — Bitter leaf; Vernonia amygdalina Del.; Cytotoxicity
effect; leukemia cells; AML.

khoang 30% s ca bénh c6 biéu hién bat thuong gen nay
[5, 6]. FLT3 1a mot thu thé thugc ho protein tyrosine kinase,
dong vai trd quan trong trong qud trinh ton tai, ting sinh va
biét hod cua té bao gbc méu [7]. Nam 1996, Nakao va cong
su d phat hién ra dot bién lap doan (ITD) trén viing exon
14-15 cua gene FLT3 cho phép protein nay c6 kha nang tu
phosphoryl héa thdng qua su dimer hod thy thé dan dén su
tang sinh mat kiém soét cua té bao [8, 9]. Chinh vi vay, cac
bat thuong lién quan dén dot bién hay biéu hién vuot qua
FLT3 thuong c6 y nghia quan trong trong bénh sinh AML
do d6 FLT3 dang trd thanh muc tiéu nghién ctu céc giai
phap dé diéu tri bénh AML [10].

Trén phat d6 diéu tri hién tai cho ung thu mau, hoa tri
va hoé tri két hop van 1a phuong phap diéu tri pho bién, tuy
nhién tac dung phu xay ra trong qué trinh diéu tri 1a van dé
can giai quyét [11]. Vi thé, cong tac nghién clru nham tim
ra cac liéu phap hay phuong thire diéu tri thay thé nham

tang hiéu qua diéu tri va giam tac dung phu van dang dugc

chu trong tién hanh [12]. Cac cdy thubc st dung trong y
hoc dén toc dugc nhin nhan nhu ngudn cung cdp cac hop
chit quan trong trong nghién ctru ung thu, trén thyc té da
¢6 nhiéu thude didu tri va thir nghiém dwoc phan lap tir
duoc liéu [13, 14].

Cay 14 ddng c6 tén khoa hoc 1a Vernonia amygdalina
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Del., con goi la cdy mat géu, phéan bd rong kh?ip ca nudc,
day 1a ddi tuong dugc sir dung nhiéu trong cac bai thude
dan gian [15, 16]. Bén canh do, cay ciing 1a dbi tugng duoc
nghién ctru kha phd bién trén da phuong dién. Tai Viét
Nam, cac nghién ctru tip trung vao ndi dung khao sat cac
hoat tinh so bg, phuong phép tach chiét, mo ta thuce vat, v.v
[17-25]. Cac nghién ctu qudc té di chi ra hoat tinh khang
ung thu dang chu ¥ cua loai duoc liéu nay trén nhiéu dong
té bao ung thu khac nhau nhu ung thu vu, tién ligt tuyén,
ung thu gan, v.v [26-30]. Tuy nhién, cac nghién ctru trén
dong té bao ung thu méau néi chung va AML néi riéng con
rat han ché. Trong nghién ctru trudc day, kha ning e ché
su phosphoryl hoa FLT3 tai tb hop ctia cao chiét tir cay 14
ding da dugc khao sat va cho két qua kha quan [31]. Pay
1a tién d& truc tiép dé nhém tac gia tién hanh thuc hién
nghién ctru khao sat kha ning tc ché tang sinh té bao ung
thu bach ciu cip dong tuy cua cao chiét tir cay 1a dang trén
céc dong té bao co biéu hién bat thuong FLT3.

2. Vit liéu va phwong phap
2.1. Vit ligu, té bao

Mau cdy 14 déng dugc thu héi tai tinh Ba Ria — Viing
Tau, dugc tién hanh dinh danh boi TS. Pang Lé Anh Tuan,
Pai hoc Khoa hoc Tu nhién Tp. Hd Chi Minh (s voucher
la PHH0004908, méu luu tai Bao tang Sinh hoc, truong
Pai hoc Khoa hoc Ty nhién TPHCM).

Dong té bao sir dung 1a dong AML c6 biéu hién bat
thuong FLT3: Dong té bao FLT3 wild-type: THP-1 [32];
Dong té bao FLT3-ITD di hop ti: MOLM-13 [7, 33-35];
Dong té bao FLT3-ITD ddng hop tir: MV4-11[7, 35-37].
2.2. Phwong phdp chudn bi cao chiét

Mau 14 déng duoc rira sach v6i nude cét hai 1an sau d6
sdy kho ¢ 40°C cho ti khi kho hoan toan. Mau 14 kho duoc
xay nhuyén thanh bot min. Bot duoc liéu dugc lam am véi
mot luong dung moéi vira du trong 4 gid trude khi bd sung
thém dung moi téi khi mie dung dich cao hon mic bot
chiét 1-2 cm. Hdn hop duoc chiét lanh trong 48 gid trude
khi chuyén sang binh chiét kiét v6i dong chay dung moi
lién tuc toc do 2-3 giot/gidy. Dich chiét duoc ¢ quay &
40°C cho t&i khi thu dugc cao khd. Cao chiét duoc can va
hoa tan véi DMSO dé thu dugc dung dich chiét me 200
mg/mL [38]. Cac dung méi sir dung cho nghién ctru nay
bao gom: Ethanol 96%, ethanol 70%, ethanol 30% va nudc
cét.

2.3. Phwong phdp nuéi cdy té bao

Dong t& bao AML dugc nudi cdy véi médi trudng
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 c¢6 bd sung
10% FBS (fetal bovine serum) va 5% penicillin/
streptomycin trong ti nudi cdy té bao & 37°C, 5% CO,. Té
bao dugc tién hanh ly tim va thay méi trudng dinh ki sau
72 gid va cdy chuyén khi mat d6 té bao chiém khoang 80%
thé tich nuoi cay.

2.4. Phwong phdp danh gia djc tinh

Té bao duoc ciy véi mat do dau vao 1a 10° t& bao/mL
sau d6 cho tiép xtic vi thude thir trong 72 gio. Ty 1& té bao
song sét dwoc xac dinh bang phuong phap nhuém Trypan
Blue va dém trén budng dém hong cau dugc mo ta trong
nghién ctu trude do6 [39].

2.5. Phuwong phap thir nghiém djc tinh theo thoi gian

Thi nghiém duoc tién hanh tuong tu thi nghiém doc
tinh. Té bao dugc ciy mat dd dau vao 1a 10° t& bao/mL va
nong do cao chiét 1a 3,13 pg/mL cho dong MOLM-13 va
6,25 pg/mL cho dong MV4-11. S6é luong té bao sdng dugc
xé4c dinh sau mdi 24 gio trong 5 ngay bang céch hat 20 pL
dich sinh khéi huyen phu sau d6 dém bang phuong phap
Trypan Blue. Té bao duoc tiép xtic lién tuc voi mau cao
trong subt 5 ngay thi nghiém.

2.6. Phwong phdp theo doi hinh thdi té bao

Hinh thai t€ bao dwoc quan sat bang kinh hién vi soi noi
v6i do phong dai x100 lan.
2.7. Phwong phdp phin tich sé li¢u

Céc s6 liéu thi nghiém duoc thu it nhit 3 lan. Phuong
phap hoi quy phi tuyén tinh, phuong phap so sanh thong ké
gém t-test, anova dugc tién hanh bang phan mém
Graphpad Prism version 9.0.0. S liéu dugc trinh bay dudi
dang trung binh cong + do 1éch chuén.

3. Két qua va thio ludn
3.1. Tdc dgng ciia dung méi DMSO lén dong té bao AML
thir nghiém

Nhiam dam bao tinh an toan cua dung mdi trong qué
trinh thir nghiém, nhom tac gia tién hanh thir nghiém doc
tinh ciia dung méi DMSO dung pha cao 1én sy tang sinh va
phat trién ctia dong té bao THP-1, MOLM-13 va MV4-11.
Noéng d6 DMSO thir nghiém 13 0,1% tuong dwong véi
lugng DMSO c6 trong nghiém thirc doc tinh ¢ ndng do cao
chiét cao nhat.

Bdng 1. Tac dong cia dung moi DMSO trén
cac dong tée bao AML thik nghiém

. P Phin trim té bao séng DMSO 0,1%
Dong té bao X X N
Lan 1 Lan 2 Lan 3
THP-1 83,33 98,35 95,49
MOLM-13 103,50 89,70 103,92
MV4-11 95,00 90,45 96,30
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Hinh 1. Biéu d6 so sanh thong ké 1y 1¢ song ciia té bao AML
trong diéu kién co va khéng co tac dong cia DMSO
Tyl¢ song sot cia té bao AML dudi tac dong cuia DMSO
duogc tong hop trong Bang 1. Két qua cho thdy, ty 18 song
sOt ctia té bao sau 72 gio tiép xuc voi DMSO 0,1% la hon
90%. Két qua so sanh T-test trén timg dong té bao cho thiy,
khong co su khac biét mang ¥ nghia thong ké giita 16 thir
nghiém va 16 dbi chting véi gia tri p-value 14 0,21; 0,99;
0,38 lan lugt cho dong té bao THP-1; MOLM-13; MV4-11.
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Hinh 1 14 biéu db thng ké so sanh cho thiy, khong c6 su
khac biét vé ti 1¢ té bao AML sdng sot trong diéu kién co va
khong c6 tac dong cua dung moéi DMSO 0,1%.

Trong nghién ctru trude day trén dong nguyén bao sgi,
DMSO dugc ghi nhan 1a ¢6 tinh an toan khi st dung & ndng
d6 0,1%, co6 tac dung kich thich ting sinh & ndng do thap
(0,01% - 0,001%) va chi gay doc tinh khi ndng do tac dong
trén 0,5% trong 4 ngay thir nghiém [40]. Trén md hinh cac
té bao ung thu, sy tac dong ciia DMSO 1én cac dong té bao
khac nhau 12 khac nhau va thé hién doc tinh trc ché & ndng
d6 DMSO 16n hon 1,25% voi thoi gian thir nghiém la
2 ngay [41]. Tac dong doc tinh ciia DMSO trén dong té bao
lympho dugc ghi nhan ¢ muc 10% cho 24 gid tac dong, 5%
cho 120 gid tac dong va ndng dd DMSO it hon 2,5% khong
cho thay doc tinh [42]. D6i v6i dong té bao tuy, RPMI-
8226/Dox40, DMSO cho thdy c6 tac dong kich thich ting
sinh t& bao & ndng d6 0,2% [43]. Tir cac két qua phan tich
thdng ké cho thidy, DMSO khéng c6 tac dong gy doc 1én
3 dong t& bao AML thir nghiém trong nghién ctru nay &
mirc ndng d6 0,1% do d6 dung mai 14 an toan va khong anh
huéng dén cac két qua thi nghiém trong nghién ciru.

3.2. Khdo st tic dong ciia cao chiét tong sé tir ld ding
Ién cdc dong té bao AML

Tac dong ciia mot loai thudc 1én su tang sinh cua té bao
dugc danh gia bang gia tri IC50. Dbi véi cao chiét tong sb
tu thue vat, gid tri IC50 tac dong 1€n dong té bao co gia tri
it hon 100 pg/mL duge danh gia 14 c6 hiéu qua vé doc tinh
trén té bao [44, 45]. Trong thir nghiém nay 4 cao chiét tong
s tir cay 14 déng bao gdm cao con 96%, cao con 70%, cao
¢on 30% va cao chiét nude duogce tién hanh khao sat doc
tinh tai mirc ndng d6 100 pg/mL trén hai dong té bao
MOLM-13 va MV4-11.

Két qua cho thay, tic dong khong ddng déu cua cac cao
chiét 1én ca hai dong té bao, trong d6 cao chiét trong
ethanol c¢6 ndng do cang cao thi cang cho thiy hiéu qua e
ché tang sinh. Cao chiét con 96% cho hiéu qua tac dong
cao nhat khi khong con té bao sdng sét dugc ghi nhéan trong
c4c nghiém thire. Cao chiét nuée cho hiéu qua e ché kha
tuong dong trén 2 dong té bao véi ty 1& té bao sdng 1a
25,79% va 25,51% ddi véi MV4-11 va MOLM-13, tuong
tu ty 1€ nay cho cao cbn 30% 1a 54,08% va 61,84%, cao
c6n 70% 1a 95,36% va 72,51%.
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Hinh 2. Téc déng ciia cic cao chiét tong s6 tir ld ding lén
cac dong té bao ¢ nong do 100 ug/mL

Khoéng c6 sy khac biét mang y nghia thong ké trong tac
dong cua cac cao chiét tong s 1én té bao MOLM-13 va
MV4-11 véi p-value 1an luot 12 0,96 (cao nudc); 0,49 (cao
cdn 30%); 0,08 (cao cdn 70%). Cao chiét con 96% la cao
chiét c¢6 hiéu qua nhét nén dugc chon dé tién hanh céc thi
nghiém tiép theo, cao chiét con 96% s& duogc viét tit la
LDE96.

3.3. Néng dp IC50 ciia LDEY6 trén cdc dong té bao AML

Cao chiét LDE96 dugc chuan bi trong méi trudng
RPMI 1640 thanh day cac ndng do tir 100 — 0 pg/mL trong
thi nghiém xéc dinh gia tri IC50. Két qua so bo cho thay,
theo chiéu n6ng do tang dan, séng luong té bao chét dugc
ghi nhan cang ting va hau nhu khong con té bao sdng &
noéng d6 100 pg/mL. Quan sat thay, t& bao MOLM-13 ¢
tinh nhay cam cao nhat véi LDE96 va THP-1 ¢6 tinh khang
cao nhat.
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Hinh 3. Téc dgng ciia cao chiét LDE96 lén
cac dong té bao AML theo nong do

Bing phuong phap phan tich hdi quy phi tuyén tinh
theo m6 hinh Y=100/(1+(1C50/X)""Slope) " cac gia tri IC50
duogc xéac dinh va trinh bay cu thé trong Bang 2. Cao chiét
LDE96 thé hién hoat tinh khang ung thu manh véi gia tri
IC50 trén ca 3 dong té bao thir nghiém déu dudi ngudng
30 pg/mL. Poc tinh cao chiét LDE96 dugc ghi nhan 1a
manh nhat 1én t& bao MOLM-13 va kém nhét trén dong té
bao THP-1, p-value = 0,0018. Céc gia tri IC50 cho thiy,
tac dong cia cao chiét LDE96 duoc xép vao nhom c6 doc
tinh tir vira t6i manh d6i voi su tang sinh cua té bao ung
thu mau cép dong tuy [44, 45]. Theo hudng dan cta Vién
nghién ciru ung thu quoc gia cia Hoa Ky (NCI), déi voi
cac cao chiét tong so co gia tri IC50 trén té bao ung thu
duoi 30 pg/mL s& duge xEp vao nhom dugc lidu co tiém
nang trong diéu trj ung thu va can dugc nghién ctru chuyén
sau [44, 45].

Bing 2. Gid tri IC50 ciia cao LDE9Y6 trén cdc dong té biao AML

. P Gia tri IC50 (ng/mL)
Dong te bao - - 2
Trung binh Do 1éch chuan
MOLM-13 11,45 2,12
MV4-11 16,08 1,21
THP-1 24,17 3,33

Su khac biét trong tac dong ciia LDE96 1én ba dong té
bao mang kiéu gene khac nhau ciia FLT3 cho phép du doan
Ve muc tiéu tac dong cua cao chiét 1én sy ting trudng cta
té bao co thé lién quan dén biéu hién cta protein FLT3 nay.
THP-1 mang kiéu hinh FLT3-WT trong khi MOLM-13 va
MV4-11 mang dot bién FLT3-ITD, diéu nay cho thay
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nhiéu kha ning FLT3-ITD nhay cam véi tac dong cia
LDE96 hon la FLT3-WT. Tuy nhién, day chi 1a du doan
ban dau, can phai thyc hién nhi€u nghién ciru chuyén sau
khac dé co6 thé chirng minh gia thuyét nay.

3.4. Tic dpng ciia LDEY6 lén té bao AML theo thoi gian

Nham kiém tra sy tac dong ctia LDE96 theo thoi gian
va sy dap Gmg tic dong cta cac dong té bao, hai dong té
bao MOLM-13 va MV4-11 di dugc tién hanh nuoi cdy
trong moi trudng RPMI 1640 c6 chira nong do thap cia
LDE96 trong vao 5 ngay, s ty 1¢ té bao song — chét duoc
tién hanh kiém tra va ghi nhan sau mdi 24 gid.
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Hinh 4. Tac déng cia cao chiét LDEY6 lén cdc
dong té bao AML theo thoi gian

Két qua cho thdy, tic dong kim ham ting sinh ctia cao
chiét LDE96 trén ca 2 dong té bao thir nghiém, tuy nhién
tac dong trén dong té bao MOLM-13 14 rd rang hon. Trong
vong 5 ngay thtr nghiém, khong cé su khac biét trong ty 1¢
té bao séng sot giira cac ngay voi nhau ddi voi nghiém thire
t¢ bao MOLM-13 ¢6 tic dong cua cao chiét LDE96,
p-value > 0,99. Trong khi d6, cé su khac biét mang y nghia
thdng ké trong ty 1 ting trudng t& bao MOLM-13 giita cac
ngay trong 16 ddi ching, p-value = 0,0143. Két hop cing
két qua ddc tinh theo n6ng d6, nhom nghién ctru nhéan dinh
tac dong tre ché tang sinh cua cao chiét LDEY6 1a theo thoi
gian va ndng do tac dong.
3.5. Tdc dgng ciia LDE96 lén té bao AML theo thoi gian

Control 50 pg/ml

100 pg/ml

MOLM-13 [

MV-4-11

Hinh 5. Tdc déng ciia cao chiét LDE96 1én hinh thdi té bao

Song song voi qua trinh thtr nghiém ddc tinh, sy thay
d6i trong hinh thai té bao ciing dugc tién hanh quan sét trén
kinh hién vi quang hoc & d6 phong dai x100. Cac d4u hidu
vé hinh thai té bao dudi tic dong ciia tic nhan tir nghiém
phan 4nh con dudng chét cua té bao [46]. Két qua quan sat
phan 4nh sy thay d6i vé mét d6 té bao phi hop véi két qua
doc tinh ghi nhan, mat do té bao giam dan theo chiéu ting
ctia ndng do cao chiét. O ndng do cao chiét cao 100 pg/mL,
quan sat thiy nhidu manh v& té bao va hau nhu khong con

té bao sdng sot cho thay doc tinh manh ciia cao chiét. O cac
nong do cao chiét thap tir 50 pg/mL tré xudng, bén canh
cac té bao chét va manh v té bao, nhom tac gia con quan
sat thiy cac té bao bi co rut (Hinh 5). Cac dau hiéu vé co
riit t& bao, giam thé tich té bao, gian doan mang té bao la
cic ddu hiéu cho thdy té bao dang chét theo lap trinh
(apoptosis) [47, 48]. Song két qua quan sat chura phan anh
chinh x4c dugc con dudng chét cua té bao ma doi hoi cac
nghién ctru chuyén trong tuong lai.

4. Két luan

Tir cac két qua nghién ciru trén, nhom tac gia nhan dinh
dung méi ethanol 96% cho ra cao chiét c6 hiéu qua tac
dong trc ché cao nhit trén dong té bao AML so vdi cac
ndng dé ethanol thir nghiém khac. Cao chiét ethanol 96%
tir cdy la dang cho thay doc tinh manh 1én cac dong té bao
AML c¢6 biéu hién bt thuong FLT3 phu thudc vao liéu
luong va thoi gian tac dong véi gia tri IC50 thap.

Loi cam on: Nghién clru ndy dugc tai tro boi Quy Phat
trién khoa hoc va cong nghé Quoc gia (NAFOSTED) trong
dé tai ma s6 106.02-2019.50.
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