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ABSTRACT

Phyllanthaceae species have been extensively used in folk medicine in most tropical and

subtropical countries for thousand of years. However, there is a paucity of information on

the cytotoxic properties of these plants. Therefore, the present study was undertaken to

evaluate the cytotoxic and apoptotic activity of crude methanol (CME), hexane (CHE) and

ethyl acetate (CEE) extracts of the selected Phyllanthaceae species collected from different

parts of Peninsular Malaysia, namely Phyllanthus niruri (dukong anak), P. pectinatus

(Pokok Melaka), P. acidus (cermai), P. roseus (Labu Kuncing), P. watsonii and Baccaurea

motleyana (rambai). Cytotoxic activities were screened using an in vitro assay system of

growth inhibition against four human cancer cell lines, namely breast cancer cells (MCF7),

ovarian cancer cells (SKOV3), epidermal carcinoma of cervix cells (CaSki), colon cancer

cells (HT29), and one normal lung fibroblast cells (MRC5). CME and CEE of P. pectinatus

(leaves) exhibited potent cytotoxic activity against SKOV3 cells with IC50 values of 4.8 ±

1.04 and 5.8 ± 0.76 g/ml, respectively. CEE of P. pectinatus (fruit) exhibited strong

cytotoxicity on MCF7 and CaSki cells with IC50 values of 18.1 ± 0.66 and 19.4 ± 0.53

g/ml, respectively. CHE of P. watsonii exhibited strong cytotoxicity with IC50 values of

7.9 ± 0.60, 5.8 ± 0.29, 6.9 ± 0.96 and 11.8 ± 1.61 g/ml on MCF7, SKOV3, CaSki and

HT29 cells, respectively. CEE of P. watsonii demonstrated the potent cytotoxicity with an

IC50 value of 3.6 ± 1.01 g/ml on CaSki cells, as well as on HT29 and SKOV3 cells with

IC50 values of 5.1 ± 0.36 and 5.5 ± 0.50 g/ml, respectively. CHE of P. watsonii was

further subjected for bioassay-guided fractionation and yielded 10 fractions (PW1 –

PW10). PW4 – PW8 portraying a stronger cytotoxic activity against MCF7, SKOV3,

CaSki and HT29 cells and was further subjected for bioassay-guided fractionation and this
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resulted in 8 fractions (PPW1 – PPW8). Cytotoxic activity of fraction PPW7 on MCF7,

SKOV3, CaSki and HT29 cells were more active with IC50 values of 0.9 ± 0.06, 0.7 ± 0.06,

0.8 ± 0.00 and 0.8 ± 0.10 g/ml. Cytotoxic activity of CME, CHE and CEE of P. watsonii

and fraction PPW7 were shown to be quite selective for cancer cells with selectivity index

ranging from 4.4 to 14.6. Fraction PPW7 was subjected to LC-MS/MS analysis and six

main compounds were identified. The compounds detected were ellagic acid, geranic acid,

glochidone, betulin, phyllanthin and sterol glucoside. Marked morphological changes,

ladder-like appearance of DNA and increment in caspase-3 activity indicating of apoptosis

were clearly observed in MCF7, SKOV3, CaSki and HT29 cells-treated with cytotoxically

active crude extracts of P. pectinatus (leaves and fruits), and P. watsonii, and fractions

PPW6 and PPW7. It was also observed that CHE of P. watsonii arrested MCF7, SKOV3

and CaSki cells at G0/G1- S, S-G2/M and G0/G1- G2/M phases, and fraction PPW7 arrested

SKOV3 cells at S and G2/M phases. Cytotoxic activity of endemic P. watsonii collected

directly from Endau-Rompin Park, Johor against MCF7, SKOV3, CaSki and HT29 cells

were investigated for the first time. These results demonstrated that P. watsonii has strong

cytotoxic effect by inducing apoptotic cell death, increasing caspase-3 activity, and causing

arrest of cancer cells at different growth phases. Hence, P. watsonii has the potential to be

further exploited for the discovery and development for new anticancer pharmaceuticals.
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ABSTRAK

Spesies Phyllanthaceae telah lama digunakan secara intensif dalam perubatan tradisional di

kebanyakan negara tropika dan subtropika selama beribu-ribu tahun. Walaubagaimanapun,

maklumat mengenai nilai sitotoksik spesies Phyllanthaceae ini masih kurang. Oleh sebab

itu, kajian ini telah dijalankan untuk menilai aktiviti sitotoksik and apoptotik ekstrak

mentah methanol (CME), heksane (CHE) dan etil asetat (CEE) bagi spesies Phyllanthaceae

daripada enam spesies Phyllanthaceae yang dikutip dari kawasan-kawasan berlainan di

Semenanjung Malaysia iaitu, Phyllanthus niruri (dukong anak), P. pectinatus (Pokok

Melaka), P. acidus (cermai), P. roseus (Labu Kuncing), P. watsonii dan Baccaurea

motleyana (rambai).  Penyaringan aktiviti sitotoksik telah dijalankan menggunakan sistem

asei perencatan pertumbuhan secara in vitro ke atas empat leluhur sel karsinoma manusia,

iaitu sel kanser payudara (MCF7), sel kanser ovari (SKOV3), sel karsinoma epidermal

serviks (CaSki), sel kanser kolon (HT29), dan sel normal fibroblas paru-paru (MRC5).

CME dan CEE bagi spesies P. pectinatus (daun) mempamerkan kesan sitotoksik yang kuat

ke atas SKOV3 dengan nilai IC50 sebanyak 4.8 ± 1.04 dan 5.8 ± 0.76 g/ml, masing-

masing. CEE dari P. pectinatus (buah) mempamerkan aktiviti sitotoksik yang kuat ke atas

sel MCF7 dan CaSki dengan nilai IC50 sebanyak 18.1 ± 0.66 dan 19.4 ± 0.53 g/ml. CHE

dari P. watsonii mempamerkan sitotoksiti yang kuat dengan nilai IC50 sebanyak 7.9 ±

0.60, 5.8 ± 0.29, 6.9 ± 0.96 dan 11.8 ± 1.61 g/ml ke atas sel MCF7, SKOV3, CaSki dan

HT29, masing-masing. CEE dari P. watsonii menunjukkan aktiviti sitotoksik yang paling

baik dengan nilai  IC50 sebanyak 3.6 ± 1.01 g/ml ke atas sel CaSki, begitu juga ke atas sel

HT29 dan SKOV3 dengan nilai IC50 sebanyak 5.1 ± 0.36 and 5.5 ± 0.50 g/ml, masing-

masing. CHE dari P. watsonii disubjekkan ke atas pencerakinan bioasei secara pemanduan
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dan menghasilkan 10 fraksi (PW1 – PW10). PW4 – PW8 mempamerkan aktiviti

sitoktoksik yang paling kuat ke atas sel MCF7, SKOV3, CaSki and HT29 disubjekkan ke

atas pencerakinan bioasei secara pemanduan dengan lebih lanjut dan menghasilkan

pencerakinan sebanyak 8 fraksi (PPW1 – PPW8). Aktiviti sitoksoksik fraksi PPW7 ke atas

sel MCF7, SKOV3, CaSki dan HT29 adalah paling mujarab dengan nilai IC50 sebanyak 0.9

± 0.06, 0.7 ± 0.06, 0.8 ± 0.00 dan 0.8 ± 0.10 g/ml. Ciri sitoktoksik bagi CME, CHE dan

CEE bagi P. watsonii dan fraksi PPW7 menunjukkan selektiviti ke atas kanser sel dengan

indeks selektiviti berjulat dari 4.4 ke 14.6. Fraksi PPW7 disubjekkan ke atas analisa LC-

MS/MS dan enam sebatian utama dapat dikenalpasti. Sebatian-sebatian yang dikesan

adalah asid ellagic, asid geraiinic, glochidone, betulin, phyllanthin dan sterol glukosida.

Perubahan ciri-ciri morfologi, DNA kelihatan seperti tangga dan peningkatan dalam aktiviti

caspase-3 yang menandakan apoptosis sel dapat dilihat dengan jelas di dalam sel MCF7,

SKOV3, CaSki dan HT29 yang dirawat dengan ekstrak mentah yang aktif dalam sitotoksik

dari P. pectinatus (daun dan buah) dan fraksi PPW6 dan PPW7. Ia juga didapati bahawa

CHE dari P. watsonii merencat sel MCF7, SKOV3 dan CaSki pada fasa G0/G1- S, S-G2/M

dan G0/G1- G2/M, dan fraksi PPW7 merencat sel SKOV3 pada fasa S dan G2/M. Aktiviti

sitotoksik bagi P. watsonii yang endemic dan dikutip secara terus dari Taman Negara

Endau-Rompin, Johor ke atas sel MCF7, SKOV3, CaSki dan HT29 dikaji buat kali

pertama. Kajian menunjukkan bahawa P. watsonii mempunyai kesan sitotoksik yang kuat

dengan meningkatkan kematian sel secara apoptosis, meningkatkan pengaktifan caspase-3,

dan menyebabkan perencatan sel kanser pada fasa berbeza. Dengan itu, P. watsonii

berpotensi untuk dieksploitasikan selanjutnya dalam pencarian dan pembangunan

antikanser farmaseutikal yang baru.
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