Khong gian cong nghé {

HOI - DAP CONG NGHE

Chiét hop chat Holothurin A3 cé hoat tinh chéng ung thu tir Hai sam

Héi: Ung thu la cdn bénh dang phdt trién manh & Viét
Nam véi nhiéu nguyén nhén khdc nhau, nhung hé qud
giéng nhau la chi phi cho qud trinh diéu tri rdt tén
kém, nhdt la cdc loai thuéc ddc tri. Ngoai cdc loai hoat
chdt c6 khd ndng chéng ung thu chiét xudt tu thuc vt
séng trén can (nhu nghé véi curcumin, dira can véi
vinblastine va vincristine, théng dé véi paclitaxel,...)
da duoc cdcnha khoa hoc Viét nghién ciru thanh céng,
tai nguyén bién Viét Nam cé gi?

Pap: Ung thu (UT) la can bénh nan y, cho t&i nay viéc
chira tri van con gap nhiéu khé khan. Theo céc thong ké
gan day, ty I& ngudi mac bénh UT ngay cang gia tang.
N&m 2000, trén thé gidi udc tinh cé khoang 10,3 triéu ca
UT, trong dé c6 khoang 7 triéu ca tif vong do UT. Tai Viét
Nam, theo bdo cdo cla Vién Nghién ctu Phong chéng
Ung thu Viét Nam, m&i ndm c6 tir 130.000-160.000 trudng
hgp mac méi UT, trong d6 cé tir 85.000-115.000 ngudi t
vong do can bénh nay (gap 7-10 lan s6 tt vong do tai nan
giao thong). Néu nam 2000 Viét Nam chi ghi nhan hon
6.900 ca UT phdi & nam gidi thi nam 2010 da hon 14.600
ca, du bao ndam 2020 sé gan 23.000 ca. Bénh UT da day
cling ngay cang phé bién khi nam 2010 ghi nhan khoang
10.000 ca, gap doi s6 ca mac dugc phat hién truéc dé 10
nam. Bénh UT vu & n( gidi la han 5.500 ca (nam 2000) thi
t&inam 2010 da vot Ién 12.500 ca va du bdo ti 6 nam nlta
tr& di sé trén 22.600 ca/nam.

Nhiéu nghién ctu da chi ra rang, 30%-40% ca UT co
thé phong dugc, néu phat hién sém c6 thé diéu tri khoi
va giam dugc 50% sé ngudi ti vong. Chinh vi vay, bén
canh viéc dau tu nghién ctiu cac phuong phap chan
doan sdm bénh UT thi viéc tim kiém cac phuong phap
diéu tri mai, cac thuéc mdi la vé cing can thiét, dac biét
la cdc hgp chat c6 ngudn géc ti thién nhién.

Bién vén chiém hon 70% dién tich cha Trai dat, la nguén
cac hgp chat thién nhién quan trong cho ddi séng con
ngudi. Cac hgp chat ¢ nguén géc bién dugc chu y la
cac chat c6 kha nang khang u. Nhiéu dugc chat chéng
UT cé ngudn géc tu sinh vat bién da va dang dugc
nghién ctu dé dua vao st dung trong diéu tri nhu hgp
chat Swinhoeiamit A chiét tu loai sta bién Theonella
swinhoei, hgp chat KRN7000 chiét ti loai stia bién Agela
mauritianus, cac dugc chat chiét tir cac loai hai sam
dang & giai doan nghién ctu dé lam thudc chira bénh
UT, trong dé hgp chat Holothurin B da dugc céng bo
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trong nhiéu céng trinh nghién clu cla cac tac gia Nhat
Ban, Buc va My.

Ngay 25/03/2008, sang ché “Hgp chdt Holothurin A3 ¢6
hoat tinh chéng ung thu va phuong phdp chiét hop chdt
nay tu loai hdai sdm Holothuria scabra” cla céac tac gia
Vién Héa hoc cac Hop chat Thién nhién da duoc cap
bang bao ho d6c quyén s6 1-0006852.

Trong chuang trinh nghién cdu tim kiém dugc liéu chéng
UT tU bién, cac tac gid sang ché da di sau nghién ciu
loai hai sam Holothuria scabra va chiét dugc hgp chat
holothurin A3, mét hgp chat mai thé hién hoat tinh manh,
khang ca ba dong té bao UT ngudi la té bao carcinom biéu
bi ngusi (KB), té€ bao sacom co tron tl cung dang sgi (FL)
va té bao carcinom té bao gan ngudi (Hep-G2). Phuong
phap chiét Holothurin A3 tis loai hai sam Holothuria scabra
theo séang ché tuy don gian song lai cho hiéu suat cao.
Sang ché tao ¢ s& cho nhiing nghién ctu tng dung tiép
theo dé tao ra cac dugc phadm chira Holothurin A3, ciing
nhu cac dan xuat cla ching dé phong va chita bénh UT
dua trén viéc khai thac ngudn dugc liéu bién quy bau, sén
¢4 trong nudc vao phuc vu cudc séng.

Phuong phdp chiét hop chédt holothurin A3 tu loai hai
sam Holothuria scabra bao gém cac budc sau:
« Rra sach mudi khoi hai sam Holothuria scabra bang
nudc, sau dé nghién nhé thanh bét bang may nghién;
« Chiét bang siéu am bot nay bang dung méi la rugu
metylic ba lan, méi lan 1 gig;

« GOp cac dich chiét trong rugu metylic nay lai voi
nhau, cat dé loai bdé dung méi dudi ap suat giam dé
thu dugc dich c6 trong rugu metylic (dich c6 A);
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< Hoa tan dich ¢6 A vao nuéc cat réi chiét lan lugt bang
cloroform, sau d6 la n-butanol;

« Pha nuéc con lai dugc loai mudi bang cach s dung
cot sac ky trao d6i ion DIANION HP-20 vé&i dung mai
réia mudi la nudc cat; rira giai (moét ky thuat tach sac
ky) bang hén hgp dung moi rugu metylic/nuéce véi ty
I& thé tich 2:8; rlra gidi bang hén hop dung méi rugu
metylic/nudc véi ty 1é thé tich 7:3; sau cung ria giai
bdng rugu metylic, cat dé loai bé dung méi duéi ap
suat giam ti phan dich rlra giai bang rugu metylic nay,
thu dugc dich c6 B;

«Tién hanh sac ky dich c6 B nay trén cét sdc ky pha dao
YMC RP-8 bang céch hoa tan dich cé B nay trong dung
mdi 1a hén hop rugu metylic/nudc véi ty 1é thé tich
6:4, sau do tién hanh sac ky véi dung moi la hén hop
axeton/nudc vai ty 1é thé tich 10:18, lan lugt thu dugc
phan doan th nhat ky hiéu la D-1, phan doan thi hai
ky hiéu la D-Il va phan doan thu ba ky hiéu la D-IlI;

- C4t dé€ loai bé dung moéi & phan doan D-ll dudi ap
suat giam. Két tinh dich cé thu dugc trong dung méi la
hén hop rugu metylic/axeton véi ty 1& thé tich 1:1 dé
thu dugc hgp chat Holothurin A3 duéi dang tinh thé
hinh kim mau trang.

Vi du 1: Chiét hop chdt Holothurin A3 tir loai hai sém
Holothuria scabra

Ruia sach 5 kg hai sam Holothuria scabra bang nudc dé
loai bd mudi, sau dé nghién nho thanh bot bang may
nghién.

Chiét bét nay ba lan bang may siéu am vasi dung moi la
rugu metylic trong binh thay tinh, méi lan 1 gio.

GOp céc dich chiét trong rugu metylic nay lai véi nhau,
sau do cat dé loai bd dung moéi dudi ap suat gidam dé
thu dugc 75 g dich c6 trong rugu metylic (dich c6 A).

Hoa tan 75 g dich c6 A vao 2 lit nudc cat réi chiét lan
lugt bang 2 lit cloroform, sau dé la 2 lit n-butanol.

Pha nudc con lai dugc loai muéi bang cach st dung cot
sac ky trao d8i ion DIANION HP-20 vé&i dung moi rila mudi
la 3 lit nuGc cat; rira giai bang 3 lit hén hop dung méi rugu
metylic/nudc vai ty |& thé tich 2:8; rira giai bang 3 lit hén
hgp dung méi rugu metylic/nudc vai ty 1 thé lich 7:3, va
sau clng rta gidi bang 3 lit rugu metylic, cat dé loai bd
dung méi duéi ap suat giam tir phan dich rta giai bang
rugu metylic nay dé thu dugc 23 g dich c6 B.

23 g dich ¢6 B nay dugc tién hanh sac ky trén cét sac ky
pha ddo YMC RP-8 bang cach hoa tan 23 g dich ¢6 B vao
30 ml dung méi la hén hgp rugu metylic/nudc véi ty 1é
thé tich 6:4, sau dé ti€n hanh sdc ky véi 3 lit dung méi
la hén hgp axeton/nudc vdi ty |& thé tich 10:18, lan luot
thu dugc 4,0 g phan doan tha nhat ky hiéu la D-1,9,0 g
phan doan thu hai ky hiéu la D-ll va 10,0 g phan doan
thu ba ky hiéu la D-11I.

20

9,0 g phan doan D-ll thu dugc nay dugc cat dé loai
bd dung méi dudi dp sudt gidm va tién hanh két tinh
lai dich ¢6 thu dugc trong dung méi la hén hgp rugu
metylic/axeton véi ty 1& thé tich 1:1, thu duogc 2,3 g
holothurin A3 duéi dang tinh thé hinh kim mau trang.

Vi du 2: Thir nghiém vé tdc dung duoc ly cia hop chdt
Holothurin A3

Hop chat holothurin A3 dugc thi nghiém vé hoat tinh
gay déc té bao d6i vGi ba dong té bao UT ngudi la té
bao carcinom biéu bi ngudi (KB), t&€ bao sacom co tron
tl cung dang sgi (FL) va té bao carcinom té bao gan
nguci (Hep-G2) in vitro nhu sau:

Cac dong té bao carcinom biéu bi ngudsi (KB), t€ bao sacom
ca tran tl cung dang sgi (FL) va té bao carcinom té€ bao gan
ngudi (Hep-G2) gilr trong nita 1dng, dugc danh thiic va nudi
cdy trong cac méi trudng dinh duéng DMEM (Dulbeco's
Modified Eagle Medium) c6 bé sung huyét thanh bé tuai
tUr 7-10 %. Cac té bao nay dugc nudi cdy trong cac binh
nudi (thai gian tir 18 -24 gid) cho phét trién dén pha loga
(dat khodng 60-70% su phat trién t6i da cla té bao), sau
dé thay bang méi trushg DMEM sach dé hoat héa té bao.
Hoa tan hop chat holothurin A3 tht nghiém vao dung dich
dimetylsulfosit (DMSO) 100% vdi ti 1& 4-10 mg/ml dé sang
loc s6 b6 (ndng d6 cudi nam trong khoang 200-500 pg/ml).
Cac mau co dau hiéu duong tinh dugc pha ti€p nhiéu bac
dé tinh gia tri IC5, (v6i nbng dd loang dan lan lugt la 200,
180, 160, 140, 120, 100, 80, 60, 40 va 20 pg/ml).

Chat d6i ching dugc st dung trong tht nghiém nay
la ellipticine - chat cé hoat tinh gay doc té bao doi véi
té bao carcinom biéu bi ngudi (KB), té€ bao carcinom
té bao gan ngudi (Hep-G2) va té€ bao sacom ca tron t
cung dang sai (FL).

Hoa tan chat déi ching véi nong d6 0,01 mM trong
DMSO. Nhé 10ul dung dich chia hop chat holothurin
A3 tht nghiém néu trén hodc dung dich chita mau déi
ching vao tling 16 trong dia nudi cdy c6 96 16. Xt ly cac
té€ bao da hoat héa badng tripsin 0,05% dé tach cac té
bao nay ra khoi day binh nuéi cay.

Sau d6, pha loang huyén phu té bao nay bang moi truéng
nudi cay, ria té bao, dém s6 lugng té bao va pha té bao
lai vao méi trudng sach dé dat nong do 3x10% té bao/
ml d6i v6i dong KB, 4x10% té bao/ml déi véi dong FL va
Hep-G2. BS sung 190 ul huyén phu té€ bao ctia méi loai té
bao vao cac 16 cua dia 96 16 da c6 sén hgp chat néu trén,
sau do G trong tu chita 5% CO, thém trong 3 ngay.

C6 dinh cac té bao nay bang dung dich TCA (Trichloacetic)
lanh (30 - 50%) trong thai gian 30 phut; rra, dé kho,
nhudém bang dung dich chita 0,4% SRB (SulfoRhodamine)
trong dung dich axit axetic 1% va rda lai bang dung dich
axit axetic 1% dé loai mau thura clia thuéc nhudém. Sau d6,
cac dia dugc lam kho, hoa tan lai trong dung dich dém
bazo va doc két qua trén may ELISA & budc séng nam
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trong khodng tur 495-515 mm. Két qua hoat tinh gay doc
té bao ctia holothurin A3 dugc néu trong bang 1.

Bang 1: Két qua hoat tinh gay ddc té bao in vitro

Khong gian cong nghé {

K&t qua hoat tinh tic ché 50% (IC50) thu dugc cho thay,
hop chat holothurin A3 c6 hoat tinh khang manh ca ba
dong té bao UT ngudi la té bao carcinom biéu bi (KB)
(IC59 = 0,57 pg/ml); té bao carcinom té bao gan ngudi
(Hep-G2) (IC55 = 0,23 pg/ml va té& bao sacom cao tron tU
cung dang sai (FL) (IC5 = 0,39 ug/ml). 3

Tim hiéu cdc céng nghé vui ldng lién hé Ban
bién tdp STINFO, dia chi 79 Truong Dinh,
Qudn 1, TP. HCM, DT: 08 3829 7040 (403),

Tébao | 16P3° | ygpao
< carcinom | @T"OM | cacom co
Hop chat biéu bi tebao | on i cung | —
(KB) gan nguol dang sai (FL)
(Hep-G2) : :
Holothurin A3 | 1C50=057 | 150 =023 | 1C55=0,39
ug/ml pg/ml pg/ml
I IC50=0,22 | IC5o=0,30 [ 1C5q=0,15 email: stinfo@cesti.gov.vn
Ellipticine
pg/ml pg/ml pg/mi

A

1 4

Gidi thiéu két qua nghién ciu
KH&CN tai TP. HCM

<> VAN NGUYEN

Céng nghé cao TP. HCM
Ndm hoan thanh: 2015

Chon tao cdc dong bién di chiu nhiét cdy hoa thu hdi duéng
(Begonia spp.) bang ky thudt bi'c xa gamma Co-60

Chu nhiém dé tai: ThS. Pham Cao Khai va ThS. Tran Thi Thanh Quy
Co quan chd tri: Trung tdm Nghién ctu va Phat trién Néng nghiép

Co quan quan ly: S& Khoa hoc va Céng nghé TP. HCM

J

hu hai dudng la loai hoa dugc

ua chudng béi vé dep mau
sdc, hinh dang cing nhu do6 bén.
Loai hoa nay con la nguén thuc
phdm va dugc phdm dugc dung
nhiéu & Philippines, Brazil, Trung
Quédc, Indonesia... Nhém nghién
cltu da thuc hién chon tao cac
dong bién di chiu nhiét cay hoa
thu hai dudng (Begonia spp.) bang
ky thuat bic xa gamma Co-60. Cu
thé, hoan thién quy trinh nhan
giéng bang phuong phap nuéi cay
mod té bao thuc vat; khao sat anh
hudng cla bic xa gamma Co-60
[én mau hat va chéi in vitro; chiéu

xa tia gamma Co-60 tao nguén
bién di; tréng, theo déi nhing ca
thé da dugc xi ly dét bién nham
chon loc va phat trién cac dong
bién di uu viét.

K&t qua da xac dinh dugc moi trudng
MS (Murashing & skoog) bd sung
0,5 mg/l BA (6-benzylaminopurine)
va 0,3 mg/l NAA (a-Naphthalene
acetic acid) cdm Ung tao chéi cao
nhat déi vGi giong BY (giong thu hai
dudng kép hoa vang) va BW (giéng
thu hai dudng kép hoa trang); 1,0
mg/l BA va 0,5 mg/l NAA déi véi
giébng BL (gi6éng thu hai duong
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Thu hdi duong la mét trong nhiing loadi
hoa kiéng dep, dang duoc ua chudng.

kiéng 13). Liéu chiéu xa thich hop dé
tao nguon bién di déi vai hat giéng
BY la 100Gy va 125Gy, BW la 75Gy
va 100Gy. Liéu chiéu xa thich hgp
dé tao nguén bién di déi vai chéi
clia cac giéng BY, BW va BL lan luot
la 100Gy va 120Gy, 80Gy va 100Gy,
100Gy va 120Gy. Cac bién di da
dugc tim thdy & cac nghiém thuc
xU ly chi€u xa gébm su bién déi cla
hinh thai, mau sac 13, than va hoa.
Thai gian phat nu sé6m va s6 hoa dat
cao nhat & liéu 100Gy déi véi giéng
BY va 75Gy déi véi giéng BW.

Cac ddc tinh sinh trudng va ra hoa
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