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Tém tat - Trong qué trinh tim kiém cac thue vat ty nhién dé hd
tro diéu tri ung thu, nhdm tac gia da phét hién ra dich chiét cdn
ctia Vi thube Schima wallichii ho Ché Theacea & Quang Tri c6
kha nang trc ché sy sinh truong va phat trién cua cac dong té bao
ung thu. Két qua thi nghiém cho thay, cac phan doan phan cuc la
ethyl acetate va nudc cua |4 va canh Véi thudce c6 kha nang gay
doc 1én nhiéu dong té bao ung thu dic biét 13 dong ung thu mau
HL-60 va KG. Hai phan doan nay tac dong I1én PARP protein, va
kich hoat hé enzyme caspase bao gém hai loai cysteine-aspartic
acid protease la caspase-3 va caspase-9 thdng qua qua trinh biéu
hién protein bang phuong phap Western Blot. Nhu viy, c6 thé
nhan dinh ca hai phan doan ndy déu chtra nhiing hoat chit c6 thé
tuong tac vao DNA cua té bao ung thu mau thong qua con dudng
tac dong lén enzyme caspase va PARP. Diéu ndy c6 thé [am dinh
hudng trong cac nghién ciru tir cay Véi thube theo hoat tinh dan
duong dé tim kiém cac hoat chét chéng ung thu.

Tir khoa - Schima wallichii; Véi thudc; gay doc té bao; ung thu
mau; HL-60.

1. Gi6i thiéu

Bénh bach cau 1a mot loai bénh ung thu mau, céc té bao
bach cau bét thuong hinh thanh trong tiy xuong va xam
1an vao cac té bao khoe manh qua duong mau [1, 2]. Y hoc
hién dai c6 su tién bo trong diéu tri bénh bach cau, tuy
nhién sy tai phat bénh va khang thudc van con I thir théch
16n, doi hoi phai c6 nhiéu phuong phap diéu tri hiéu qua
hon [3, 4]. Céc chit chéng ung thu dang sir dung hién nay
c6 co ché chui yéu la gay ra qua trinh chét theo 1ap trinh cia
té bao (apoptosis) [5]. Trong qua trinh apoptosis, cac tac
nhan gay chét t& bao ung thu co thé gay doc ca cac té bao
thuong [6, 7]. Do do, viée tim ra cac hop chat khac c6 kha
nang diéu tri ung thu it tic dung phu dong thoi phai chong
lai sy khéng thudc [7, 8]. Necrosis, con duong ty huy té
bao theo chuong trinh khac biét so véi apoptosis, c6 thé
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Abstract - During the anti-cancer screening program from nature,
we discovered that the alcohol extract of Schima wallichii
(Theacea) in Quang Tri can inhibit the growth and development
of cancer cell lines. Experimental results showed that the polar
fractions such as ethyl acetate and water of the leaves and
branches of the S. wallichii were capable of causing toxicity to
many cancer cells, especially HL-60 and KG human leukemia
cancer cell lines. These two fractions react on the PARP protein,
and activate the caspase enzyme system consisting of two types
of cysteine-aspartic acid proteases, caspase-3, and caspase-9
through protein expression in HL-60. Based on the results, it is
noted that both two sub-fractions contain active substances that
can interact with the DNA of leukemia cancer cells through the
action of caspases and PARP. The results can help to search for
anti-cancer active substances from S. wallichii in the future.

Key words - Schima wallichii;
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dugc kich hoat trong mot s6 loai té bao ung thu nht dinh
trong qua trinh st dung liéu phép héa tri va dao ngugc sy
khang apoptosis trong cac té bao ung thu [9-11]. Trong
nhimg nam gan déy, Xu huéng s dung c4c san pham c6
nguon gbc tir tw nhién dé phong va chita bénh tré nén phd
bién [12]. Tim kiém céc loai thubc méi ¢ kha ning tiéu
diét nhiéu dong té bao ung thu khéc nhau, dong thoi giam
thiéu tac dung phu ctia thude 1a yéu cau cap thiét hién nay.
C6 nhiéu hudng dé tim kiém cac thude diéu tri ung thu méi
nhung hop chéat ¢6 ngudn gbc thién nhién ludn 1a mot
ngudn quan trong [13, 14].

Trong qué trinh diéu tra thyc vat, nhom tac gia da phat
hién ra dich chiét cua Vi thudc Schima wallichii thudc ho
Che Theacea & Quang Tri ¢6 kha nang wc ché sy sinh
truong va phat trién cta cac dong té bao bach cau. Voi
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thude (con goi 1a Khao cai, Thi Iu) 6 tén khoa hoc khéc la
Gordonia wallichii DC [15, 16]. Trong y hoc ¢6 truyén, la
non c6 vi chat, dung cho diét giun, sat trung, tiéu thiing va
chi huyét sinh co, vo Vi thude ding dé tri an udng khong
tiéu, bénh giun diia, viém rudt va vét thuong do con tring
va rin cin [15-17]. Tong quan tai liéu cho thay, S. wallichii
la cly c6 tac dung chdng oxi hoa rat manh [18]. Theo dicu
tra so bg, dich chiét con va nudc ctia cay nay c6 kha ning
gay doc 1én nhiéu dong té bao ung thu, trong d6 cé hai dong
té bao ung thu mau 1a HL-60 va KG. Do dé, bai bao nay
cong bé hoat tinh chdng tang sinh t& bao ung thu méu cta
dich chiét Vi thudc Schima wallichii.

2. Vit liéu va phwong phap nghién ciu
2.1. Thu h&i méu thue vit

Mau canh va 14 Véi thudc duoc thu hai vao thang
10/2020 tai khu vic mién ndi Huyén Lao Bao, tinh Quéng
Tri boi ThS L& Tuén Anh, Vién Han Lam Khoa hoc Cong
nghé Viét Nam. MAu tiéu ban hién dang luu trir tai Phong
thi nghiém Bo mén Duoc liéu va Kiém nghiém, Khoa Y
Duoc - Pai hoc Pa Nang.
2.2. Chiét xuit dwoc liéu

L4 va canh Véi thude (LVT va CVT) khi thu hai vé
dugc phoi kho trong bong ram (2 kg), xay nho va lan luot
dugc chiét nong hoi luu véi ethanol 70% (3L x 3 lan).
Dung dich chiét sau d6 dugce ct loai dung mdi dudi ap suat
giam thu dugc can chiét con 70%. Can chiét nay duoc hoa
tan véi nuéc (3L) roi chiét phan doan lan luot voi
n-hexane, methylene dichloride, va ethyl acetate thu duoc
c4c can chiét n-hexane (Hx), methylene dichloride (MD),
ethyl acetate (EtOAC) va phan nuéc con lai (W). Theo dé
mau LVT thu dugc 4 phan doan theo d6 phan cuc 1a LVT-
Hx, LVT-MD, LVT-EtOAc va LVT-W. Tuong tuy, mau
CVT ciing thu dugc 4 phan doan la CVT-Hx, CVT-MD,
CVT-EtOAc va CVT-W. C4c mau phan doan nay dugc bao
quan ¢ 4°C trong ti lanh trude khi dem ra sir dung.
2.3. Phuong phép danh gia hoat tinh chéng ting sinh £ bao

Hoat tinh gy doc t& bao dugc xac dinh trén cac dong
té bao ung thu méu HL-60 va KG, céc dong ung thu khac
nhu tuy (MIA PACA-2, PANC-1), phéi (A549), ung thu
budng trimg (OVCARS, Hela) bang céach sir dung bo kit
Dojindo cai tién, dya trén phuong phap MTT trude day [24,
25]. Phuong phap thir hoat tinh chong ting sinh té bao duogc
Vién Ung thu Qudc gia Hoa Ky x4c nhén |a phép thir nham
sang loc, phat hién cac chét co kha nang kim ham sy phat
trién hogc tiéu diét té bao ung thu ¢ diéu kién in vitro.
Trong mdi truong nudi cdy cé dinh _dudng (DMEM) hay
khong co dinh dudng (NDM), c4c té bao ung thu song s&
cung cip mot dién tir trung gian lam chuyén héa mudi
tetrazolium thanh formazan. Formazan (cd mau) sé duoc
do d6 hép thu cuc dai & bude séng thich hop. Cac mau thu
khi cho vao dung dich s& 1am giam s lwong té bao ung thur,
do d6 ham lugng formazan cling giam va lam giam cuong
d6 mau cta dung dich. Dya vao cuong d6 mau cta dung
dich khi c6 va khong c6 mau thir, ta s& tinh dugc kha ning
gay doc té bao ung thu ctia mau thir. CAc té bao song dugc
nudi cay trong phién 96 giéng véi diéu kién 37°C, 5% CO,.
Dich chiét 4 va canh Véi thudc dugc pha lodng trong
DMSO véi cac ndng do khac nhau. Nong do6 DMSO cudi

cuing dugce diéu chinh nho hon 0,1% dé ngan ngua qua trlnh
biét hod. Sau 24 gid, cac mau thir dugc thém vao moi gleng,
thém ddng lugng moi truong véi DMSO 0,1% vao giéng
dbi chimg tring (khdng c6 mau thir). Sau khi 48 gio,
thudc thir Dojindo dwoc cho vao timg giéng. 4 gio sau do,
mang phién di do mat d6 quang (OD) & 450 nm bang thiét
bi doc vi phién (Molecular Devices, My). Lugng té bao
sdng sot s& dugc tinh theo cong thirc:
0D (mAu thtr) - OD (chitng tring)
0D (chitrng am) - OD (ching tring)

% trc ché = 100% - % sdng sot

Céc phép thir dugc lap lai 3 1an dé dam bao tinh chinh
xé4c. Camptothecin (Merck) duoc st dung lam chat d6i
chimg duong. DMSO la d6i chimg am. Gia tri 1Cso (ndng
d6 ic ché 50% sy phat trién) dwoc xac dinh nhd vao phan
mém TableCurve 2Dv5.01.
2.4. Phuwong phap danh gié khd nang Kich hogt caspase-3

Caspase-3 la mot enzyme thudc ho caspase (enzyme
protease dang cystein-aspartic) thuong ton tai dudi dang
tién chat khong hoat dong trong té bao. Khi enzyme nay bi
hoat ho4, né s& khoi dong qua trinh apoptosis bang viéc
phan cit protein (chit nén) ma muc tiéu cu thé 1a chudi
amino DEVD (Asp-Glu-Val-Asp). Ac-DEVD-AFC la chat
nén cé gan chat phét quang, khi vao té bao bi caspase-3 cit
dut lién két voi AFC (7-amino-4-trifluoromethylcoumarin)
do d6 giai phong phan phéat quang AFC va dugc dinh lugng
dugc bang may do quang phd huynh quang [26]. Té bao
ung thu duoc xu ly v6i dich chiét con 14 va canh Vi thuoc
& cac nong do khac nhau, sau khi o 12, 24, 48 gio, cac té
bao dwoc thu gom va rira sach bang PBS lanh rdi mang di
dung giai bang dung dich dém ly giai & nhiét d6 phong
trong 10 phit, sau d6 lam lanh va thém vao dung dich dém
thir nghiém vao mdi giéng, i 6 37°C trong 1 gio. Cudng do
huynh quang duge do bang kich thich & 370 nm va phat xa
& 505 nm biang may Twinkle LB970 (Berthold
Technologies, Dirc). Mau chi chira té bao ung thu, khong
c6 chat thir duge dung 1am nhoém dbi chimg. Mirc d6 cam
ung enzyme caspase-3 dugc X&c dinh thong qua ty 1€ cuong
d6 huynh quang ciia mau thir S0 voi miu ching. Két qua
dugc xtr ly bang phan mém GraphPad Prism 3.03.
2.5. Phwong phé&p Western Blot

Ky thuat lai gitra protein véi protein (gitta khang
nguyén véi khang thé) protein khang nguyén dugc phét
hién qua phan Urng tao mau hoac phat huynh quang. Trong
Western Blot, mot hdn hop protein dwoc phan tach bing
dién di SDS-PAGE. Céc vach protein dugc chuyén Ién
mang lai va timg vach protein dugc phat hién bang cach
ngam mang véi khang thé so cp va thir cip c6 gén enzyme
hodc danh déu phéng xa dic hiéu cho protein quan tam.
Néu protein quan tam duoc két hop boi khang thé danh du
phong xa, vi tri cia no trén cac diém c6 thé duoc phat hién
bang cach chup mang Ién tam film X-quang. Té bao duogc
11 v6i dich chiét con ctia 14 va canh Vi thude trong 24 gio
& 37°C. Cac manh v té bao duge ngam trong dung dich
dém ly giai, c6 chira hdn hop chat tc ché protease, ly tam
dé loai bo két tia. Phan dich ndi protein ndy dugc mang di
phén tach bang dién di SDS-PAGE, sau d6 duoc chuyén
Ién mang lai PVDF (Bio-Rad, My). Bat mang vao 5% sira
bot khdng béo trong dung dich @ém Tris chira 0,1% Tween-

% sbng sét = [ 100]
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20 (TBS-T) & 4°C qua dém va u voi khang thé so cip ¢
nhiét d6 phong. Cac mang duoc rira 3 1an v6i TBS-T va
thAm céc khang thé thir cap c6 gan enzym HRP (Horse-
radish peroxidase), i & nhiét d6 phong trong 1,5 gi0, rira
lai 3 1an véi TBS-T, sau d6 hién thi protein mién dich va
chup X-quang. Protein dugc binh thuong ho& bang céch
day lai cing mot mang véi viée phat hién khang thé khang
B-actin, mang da st dung & trén dugc ngdm trong dung dich
dém loai bo & nhiét @6 phong trong 20 phat [27,28].

3. Két qua va thio luin
3.1. Hoat tinh gay déc té bao ung thu

C6 8 mau dugc liéu 1a phan doan dich chiét tir 14 va
canh cua Voi thuéc bao géom phan doan n-hexane,
methylene dichloride, ethyl acetate va pha nudc con lai sau
chiét xuat (LVT-Hx, LVT-MD, LVT-EtOAC, LVT-W, va
CVT-Hx, CVT-MD, CVT-EtOAC, CVT-W, Bang 1). Céc
phan doan nay dugc pha lodng thanh cac ndng do tir thap
dén cao (5-500 pg/mL), va duoc dua vao cac giéng nudi
cdy té bao ung thu. Nhu két qua trinh bay ¢ Bang 1, miu
dich chiét LVT-MD tir l4 c6 kha ning diét t& bao ung thu
tuy PANC-1 v6i ICs0 = 256,8 + 10,4 ng/mL, ddy I mot két
qud yéu, phan doan nay cling khong thé hién kha ning trc
che sinh truong té bao ¢ tat ca cac dong khac. Tuong tu,
mau LVT-Hx ciing khéng thé hién duoc hoat tinh gy doc
trén tit ca cac dong té bao véi gié tri 1Cso > 300 pg/mL.
Tuy nhién, cling v6i mau la Véi thue, hai mau dich chiét
con lai 1a LVT-EtOAC va LVT-W c6 kha ning gay doc té
bao ung thu tuy (MIA PACA2, PANC-1), ung thu phéi
(A549), ung thu tir cung (Hela) véi cac gid tri 1Cso < 200
pg/mL. DBéi véi 2 dong té bao ung thu mau la HL-60 va
KG, ca 2 phan doan nay déu cho gia tri ICsp trong khoang
70-86 pg/mL. Didu ndy cho thiy, cac hoat chét c6 hoat tinh
gay doc té bao ung thu tap trung & 2 phan doan c6 d6 phan
cuc cao hon, nhit |2 & phan doan nudc, noi tap trung nhiéu
cac flavonoid chtra cac nhom duong. Pac biét, phan doan
nude cua 14 cay Vi thude cho thdy kha ning diét t& bao
KG manh véi gid tri ICsp 12 72,2 £ 5,0 ug/mL (Bang 1).

Céc mau phan doan tir canh cay Vi thube ciing c6 cac
két qua tvong tu. Tuy nhién, & mau canh, phan doan CVT-
MD da cho két qua kha quan vd&i gié tri 1Cso bang 72,5 +
4,6 png/mL trén dong HL-60. Mau phan doan CVT-Hx thé
hién hoat tinh yéu, diéu nay ciing phl hop véi mau la. Tuy
nhién, CVT-EtOAc va CVT-W lai cho céac két qua tiém
ning. Mau CVT-EtOAC trc ché sinh truong tat ca cac dong
té bao ung thu, trong d6 dong HL-60 va KG bi trc ché manh
v6i gia tri 1Cso 1an luot 12 46,4 + 2,5 va 65,2 + 3,2 pg/mL.
Mau CVT-W ciing cho thiy, kha nang diét té bao ung thu
t6t, trong d6 1Cso = 72,5 + 2,8 pg/mL (PANC-1), I1Cs =
50,2 + 2,4 (HL-60) va ICso = 50,5 + 3,2 pg/mL (KG).

Dong té bao than HEK293 (immortalized human
embryonic kidney cells) dugc dua vao thir nghiém, day la
dong té bao thuong, sinh truong tot va khdng bi anh huong
béi dich chiét cac phan doan tir 14 va canh Véi thude. Didu
nay cho thdy, ca 2 dich chiét ndy v6i ndng do dudi 500
pg/mL déu khong gay doc cho té bao binh thuong. Tuy
chua c6 thir nghiém doc tinh cdp va doc tinh ban truong
dién, nhung nghién ctru nay cling gop phan cho thay céc
phan doan dich chiét tr V&i déu khéng gay doc.

Camptothecin lam chat dbi chimg dwong, chit nay duoc
coi 12 hoat chat thuong dung dé thir nghiém tiéu diét cac té
bao ung thu. Camptothecin da trc ché sy ting sinh cia té
bao HL-60 v&i gia tri 1Cso 12 1,8 £ 0,3 UM va véi té bao
KG 10,5 + 0,1 pM [29].
Bing 1. Hoat tinh gay déc 1é bao ung thu cia
cac phan doan cay Véi thudc

. Cac dong té ba thu, IC L2
Dich chiét, — ac dong té bao ung thw, 1Cso pg/m
han doan - -
p 2 PACA2 PANC-1| A549 | Hela |HL-60| KG |[HEK293
LVT-Hx >300 | >500 - | >300 | >300 > 300
256,8 + 146,0
LVT-MD > 300 104 > 300 | >300 +85 >300{ >300
2155+ (2183 130,5 | 85,8+ 80,5
LVT-EtOAC 6.6 102 > 300 +68 | 45 |+41 > 300
167,8+| 90,6+ | 190,6 80,4+ (86,6 +| 72,2
LVT-W 10,3 12,7 | £56 | 43 6,0 [£5,0
CVT-Hx >300 | >300 |>300|>300|>300|>300{ >500
257,2+ | 108,7 72,5+
CVT-MD > 300 6.0 +80 > 300 46 > 300
196,1+ | 231,0+ | 112,0 | 181,5 | 46,4 £| 65,2
CVT-EtOAC 12,0 65 |[+£10,2|+9,2| 25 |+3.22
1178+| 725+ |86,2+|67,0+(50,2+| 505
cvT-w 11,0 2,8 105 | 3,8 24 [£32 >500
. 30+ 20+ [ 05+ |18+ |05+
b f 3 i ) i
Camptothecin 0.7 6,4+0,8 02 01 03 01

a) Gia tri 1Cso duroc tinh dyea theo dé lap lai ciia 3 l@‘n thir nghiém,
don vi do pg/mL; b) Camptothecin duogc dung dé lam chat doi
chitng dwong, 1Cso do ¢ don vi M. Gia tri + SD duoc chap thudn
o murc do cho phép. (-): Hoat tinh yéu hodc khdng c6 hoat tinh.
3.2. Hogt tinh kich hoat enzyme caspase-3

(A) CVT-EtOAC
10 4
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- #100 pg/mL
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Control
Thai gian a (gio)
(B) CVI-W
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D§ kich hoat caspase 3 (lin)
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Théi gian i (gid)
Hinh 1. Anh huéng ciia CVT-EtOAC (A) va CVT-W (B) dén
sw hoat hda caspase-3 trong ¢é bao HL-60.
Theo két qua doc tinh € bao, phan doan tir canh Vi
thuoc la CVT-EtOAc va CVT-W duoc lua chon dé thu
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nghiém trén mo hinh kich hoat caspase-3 va tham tach
mién dich Western Blot trén dong té bao HL-60.

Caspase-3 la mot enzyme cua ho cysteine-aspartic acid
protease Caspase ton tai dudi dang proenzyme khéng hoat
dong 0 nhi¢m vu phan gidi proteln tai cac goc aspartic de
biéu hién cac tiéu don vi 16n va nho trong té bao. CAc tiéu
don vi nay khi bi kich hoat s& tao thanh cac dimer hoa, la
dang enzyme hoat dong.

Té bao HL-60 (1x10%giéng) duoc u véi CVT-EtOAC
va CVT-W (10-100 pg/mL) & 37°C véi chat nén caspase-
3 (Ac-DEVD-AFC) trong 1 gio. Cuong do huynh quang
cua chat ly giai té bao dugc do dé xac dinh hoat tinh cia
caspase-3. Mau dbi chimg am chira DMSO 0,1%. Dir liéu
duoce trinh bay dud6i dang gid tri trung binh £ SD ctia cac
két qua tir ba thi nghiém doc lap (* p <0,01; ** p <0,05).

Théng thuong, su hoat héa tudn tw cua CAC caspase
dong vai tro trung tdm trong qua trinh apoptosis. Caspase-
3 khi bi hoat hda s& dan dén sy hoat hda cua caspase khac
Ia caspase-6 va caspase-7, qué trinh ndy phan cit nhiéu ciu
tric protein va diéu hoa sy chuyén déi cau trlc protein, day
1a qua trinh quan trong dbi vai sy ton tai va duy tri cua té
bao [30]. Trong sb cac enzyme ho caspase, caspase-3 dugc
xéc dinh 1a enzyme quan trong nhét (executioner enzyme),
dugc kich hoat bang ca con dudng ndi sinh va ngoai sinh
trong té bao [30]. Do dé, kich hoat duoc enzyme caspase-
3 s& dan t6i té bao chét, day la co ché chinh cua cac hop
chat diéu tri ung thu hién nay. Trong thi nghiém nay, hai
mau phan doan CVT-EtOAc va CVT-W duoc pha lodng ¢
dai ndng do 10, 50 va 100 pg/mL. Céc ndng do nay dugc
thém vao té bao HL-60 sau d6 u trong 12, 24 va 48 gid. Sau
do, su hoat héa enzyme caspase-3 dugc do theo muc do
ctia Ac-DEVD-AFC. Két qua trong Hinh 2 cho thiy CVT-
EtOAC va CVT-W & ndng d6 50 pg/mL da biéu hién kha
nang kich hoat caspase-3, lam ting mac d6 enzyme phéan
cit 1an luot 1a 2-4 14n sau 12 va 24 gio, va tang su phan cit,
hoat héa cua caspase-3 1én cao hon 6 1an so véi ddi ching
am 1a mau t& bao HL-60 khi khong bi hoat hoa (p<0,05,
Hinh 2). Nhimg két qua nay cho thdy 2 phan doan CVT-
EtOAc va CVT-W c6 thé lam ting hoat héa caspase-3 &
dong HL-60 Ién theo cach phy thudc vao ndng do va thoi
gian u trong mdi truong nudi ciy té bao.

3.3. Hogt tinh thdm tach mién dich \Western blot

Dé danh gi4 thém liéu CVT-EtOAC va CVT-W c6 thé
gay ra apoptosis ¢ té bao HL-60 hay khéng, nhom tac gia
sit dung polymerase poly (ADP-ribose) di phan cit
(cleaved poly (ADP-ribose) polymerase, PARP) xtr ly véi
CVT-EtOAc va CVT-W (10-100 pg/mL), théng qua
phuong phép phan tich va biéu hién protein dang Western
blot. Nhur thé hién trong Hinh 3, CVT-EtOAc va CVT-W
gay ra su bién ddi cua PARP tao ra dang phan cit cua
PARP (cleaved PARP). PARP la mot protein c6 vai tro
quan trong trong viéc gilp céc té bao bi hu hong tu sua
chira. i vai cac té bao thuong, PARP ¢ vai tro tu chinh
sira v phuc hdi lai cac ton thwong khi DNA bi dut gay
trong qué trinh phuc hdi hu ton. Tuy nhién déi véi té bao
ung thu, PARP ¢0 vai tro tu stta chita DNA bj hu hong
trong té bao ung thu khi cd tac nhan bén ngoai, diéu nay
cho phép cac té bao ung thu c¢6 kha nang khang lai cAc tac
nhan nhu thude diéu tri hodc hoé chat va tiép tuc phan chia

[31]. Do d6, ddi véi cac dong té bao ung thu, cac thude diéu
tri bang cach wc ché hoat dong cua protein PARP s& lam
cho sy phét trién cua khi u c6 thé bi cham hodc ngimg lai.
Trong thi nghiém nay, CVT-EtOAc va CVT-W (10-100
ng/mL) da déng vai tro trc ché va bién ddi cau tric cua
PARP thanh dang bi dut ra (cleaved protein), theo do,
PARP s& khong thuc hién dugc chic nang sta chita cia
minh dé phuc hoi hu ton DNA ciia cAc té bao ung thu. Day
la co ché chinh cua cac thude chong ung thu theo con
duong PARP. Phén tich ham lugng protein cleaved PARP
tao ra cho thiy, hai phan doan CVT-EtOAc va CVT-W
(10-100 pg/mL) bién do6i thanh phan protein PARP va can
tro kha nang tu stra chira cia PARP, gay ra qua trinh chet
rung té bao HL-60 theo cach phu thudc vao néng do mau
trong qué trinh u véi té bao.
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Hinh 4. Anh huéng ciia CVT-EtOAc va CVT-W 1én biéu hién

protein hoat hda caspase-3 (A) va caspase-9 (B) trong
té bao HL-60
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Té bao duwgc u voi CVT-EtOAc va CVT-W
(10-100 pg/mL) trong 48 gio. B-actin dugc st dung nhu
mdt chat kiém soat; Lan (0 pg/mL) c6 nghia té bao duge
xtr Iy v6i DMSO 0,1%. C4c thi nghiém duoc lap lai ba lan.

Téc déng cua CVT-EtOAc vaCVT-W (10-100 pg/mL)
Ién su hoat hda caspase-3 va caspase-9 tiép tuc duogc kiém
tra thém & dong té bao ung thu HL-60 (H|nh 4). Thong
thuong, céc caspase-3 ton tai dudi dang tién chat khdng
hoat dong c6 kich thudce 32 kDa (procaspase-3) [8, 30]. Khi
dugc kich hoat, caspase-3 chuyén sang dang hoat hoa
(activated caspase-3) gay ra su phan cat nhiéu doan DNA
ctia t& bao ung thu, c6 thé gay chét té bao bang cach khai
dong con dudng apoptosis thong qua viéc phan cit DNA
protein thanh cac chat di hop tir. Trong khi caspase-3 dugc
coi 1a ké hanh quyét t& bao, caspase-9 ciing tham gia vao
qua trinh apoptosis cua t& bao, enzyme nay dugc ma héa
boi gen CASP, la chat khoi ddu qué trinh chét cua té bao
ung thu [30].

Té bao dugc @ véi CVT-EtOAc va CVT-W (10-100
pg/mL) trong 48 gid. B-Actin dugc st dung nhu mot chét
kiém soat; Lan (0 pg/mL) té bao dugc xt Iy véi DMSO
0,1%. CAc thi nghiém duogc thyuc hién trong ba lan lip lai.

Trong thi nghiém, CVT-EtOAc va CVT-W (0-100
ng/mL) d duge thém vao té bao HL-60, hdn hop dung dich
duogc 1 trong 48 gid, sau do, mirc d6 cua biéu hién protein
apoptotic caspase-3 va caspase-9 dugc phét hién trong cac
té bao HL-60 bang phuong phap Western blot. Két qua trén
Hinh 4 cho thiy, ca 2 phan doan tir 14 va canh Véi thude
CVT-EtOAc va CVT-W (0-100 pg / mL) ddu da kich hoat
procaspase-3 va procaspase-9 thanh dang hoat déng cua
chung. Theo do, khi ting ndng d6 cac phan doan nay lén
thi kha ning biéu hién cua cAc protein enzyme caspase-3
va caspase-9 ciing ting |én. Didu nay c6 thé dua ra két luan
1a ca 2 phan doan nay déu gay ra qué trinh chét theo dang
apoptosis cua té bao ung thu bach cau HL-60.

3.4. Thdo lugn

Apoptosis 1a mot dang tu chét cua té bao (chét theo lap
trinh) xay ra trong trudng hop bénh ly trong céc thé sinh
vét va gop phan thay thé té bao, ti tao mo va loai bo cac té
bao bi hu hong trong diéu kién binh thuong [5, 6]. Hau hét
bénh nhan ung thu 1a do su bién ddi bat thuong cac vat liéu
di truyén cua té bao trong qué trinh phat trién. Nhimg bét
thuong ¢6 thé do anh hudng cua cac hoa chat gay ung thu
nhu khoi thube 14, birc xa, hda chét, hodc c4c tac nhan lay
nhiém. V& mit di truyén hoc, ung thu 12 mot qué trinh sai
s6t ngau nhién trong sao chép DNA hoic dugc di truyén,
do d6 n6 c6 thé hién dién trong tit ca c4c té bao tir khi sinh
ra [6-8]. Trén thyc té, sy twong tAc phirc tap giita cac chat
gay ung thu va hé gen ciia vét chi ¢6 thé giai thich cho sy
phét trién ung thu ngay tirc thoi sau khi té bao tiép xuc véi
tac nhan kich thich. C6 nhiéu kiéu kich hoat dé bat dau qué
trinh apoptosis, trong do cd qué trinh kich hoat hé enzyme
caspase [8, 9, 30]. Cac nha khoa hoc da tim ra mét trong
nhiing co ché quan trong do 1a cac enzyme caspase dugc
kich hoat truéc khi thay déi ti thé [8, 9]. Cac nghién ctru
nhan dinh ring, su hoat hda enzyme caspase-9 sau do6 kich
hoat caspase-3 khoi dong qua trlnh apopt05|s Cac enzyme
ho caspases con co the chia cét nhleu dang céu trdc khac,
bao gdbm cac yéu té tao céu tric té bao, protein nhan, va

tién protein, lamin, actin, va cau trdc lién hop ADP-ribose
(PARP) [30, 31]. Su phan cit cua cAc protein nay duoc két
hop véi su bién ddi hinh théi cua té bao da duoc ching
minh nhiéu trong qué trinh apoptosis [31].

Trén thé gidi, c6 nhicu nghién ciru ing dung dugc lidu
tu nhién va cac hoat chét tir thuc vat vao tiéu diét té bao
ung thu va hd trg diéu tri cac loai ung thu [29]. Hai loai
thuc vat dau tién dugc nghién ctru 1a Podophyllum
peltatum (T4o ma) va Catharanthus roseus (Dura can).
Thanh phan chinh ctia cay T4o ma la podophyllotoxin. Bay
la tién than cia nhom hop chat diéu tri ung thu
podophyllins. Mot s6 thude diéu tri ung thu thuong duogc
sir dung hién nay nam trong nhém podophyllins 1a
etoposide va teniposide. Hai thanh phan chinh ciia cay Dira
can la vinblastine va vincristine dugc chirng minh cé kha
nang diét té bao ung thu. Mot hop chat quan trong khac 1a
paclitaxel (Taxol) [29, 32]. Taxol la mot hop chat dugc tim
thdy vo cay Taxus brevifolia (cay Thong do). Taxol dugc
str dung trong diéu tri ung thu budng trimg, ung thu v, ung
thu phoi, ung thu tuy va mot vai loai ung thu khac [32].

Trudc day, nhdm nghién ctu da thanh cong trong viée
diéu tra cac dugc liéu ¢ khu vire Mién Trung Tay Nguyén
tng dung trong viéc gay doc cac té bao ung thu tuy va ung
thu mau [24-28]. Trong nghién ctru nay, nhom téc gia da
phét hién ra loai V01 thude c6 khd ndng trc ché sy sinh
truong va phét trién cua céc dong té bao ung thur, trong do
¢6 ung thu mau HL-60 va KG. Cac tai li¢u cho thay, dich
chiét Vi thuéc & An Do 6 tac dung chbng oxi hoa rat
manh trén mo hinh in vitro [40]. M6t s6 hop chat duoc tim
thy trong Véi thude ¢ Trung Qudc ciing dugc danh gia 1a
¢6 hoat tinh dung sinh hoc nhu khang khuan, khang virus,
khang ky sinh tring sét rét, khang ung thu [18, 19]. Tuy
nhién, vé thanh phan hoa hoc ciia Véi thude thi con kha
nhidu han ché. Loai khac cua Véi 1a Véi ring cua S.
superba di dwoc nghién ctru nhiéu hon vé thanh phan héa
hoc va cac hoat tinh sinh hoc [20-24]. Loai Véi rang cua
c6 chira nhidu hop chét dang oleanane-type triterpenoid
saponins, schisusaponins. CAc chat nay c6 tac dung gay doc
I&n dong té bao ung thu biéu mé (B16 melanoma cells) [20-
23]. Cac chat nay c6 kha nang trc ché tang sinh cua té bao
HeLa, CNE, HepG-2, va HEp-2 [20-23]. Bén nay, nghién
ctru vé& Vi thube & Viét Nam con han ché mic du day la
ngudn mau doi dao va dang dugc quan tdm vé mit tng
dung duoc hoc.

Két qua nghién ctru cho thy, cic phan doan ethyl
acetate va nude cua la va canh Vi thude ¢d kha ning tc
ché sy tang sinh ctia nhiéu dong té bao ung thu, dic biét la
dong ung thu méau HL-60 va KG (Bang 1). Hai phan doan
nay c6 thé chira nhiéu hoat chit dang tritepenoids c6 chira
duong, lignan, flavonoid va cac polyphenol. Hai phan doan
CVT-EtOAc va CVT-W di dugc chimg minh 13 c6 thé
tuong tac I1&n PARP protein théng qua phan tng Western
Blot (Hinh 2). Thém vao do, hai phan doan nay cho thiy,
khd néng Kich hoat hé enzyme caspase bao gom caspase-3
va caspase-9 (Hinh 3A, B). Thong qua qua trinh biéu hién
protein bang phuong phap Western Blot, cac enzyme nay
déu da duoc kich hoat tir dang tién enzyme procaspase-3
va procaspase-9 thanh dang hoat dong cta ching. Nhu vay,
¢6 thé khang dinh rang, ca 2 phan doan ndy déu chira nhimg
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hoat chit c6 thé tuong tac vao DNA ciia té bao ung thu HL-
60 thdng qua con duong tac dong tGi caspase va PARP.

4. Két luan

Tir qué trinh sang loc va tim kiém céc cay thudc c6 kha
nang tc ché sy sinh truong ctia nhidu loai té bao ung thu,
nhom tac gia da tim ra cac phan doan ethyl acetate va nudc
chiét xuét tir cdy Vi thude S. wallichi ¢ kha ning tuong
tac vao PARP va enzyme caspase-3 va caspase-9 cua té bao
ung thu méau HL-60. Két qua nay cho thdy phan doan phan
cuc cua 14 va canh Vi thude c6 thé chira cac hoat chat tu
nhién tiém ning cho viéc phat trién va tim kiém thudc trong
tu nhién dé phong chdng va hd trg diéu tri ung thu, trong
d6 ¢6 ung thu méu. Két qua nay ciing lam tién dé cho cac
nghién ctru tiép theo dé phan tich va tach chiét ra cac hoat
chat dang tinh khiét va thir nghiém trén céc dong té bao ung
thu trong tuong lai.
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