ANH HUGNG CUA DICH CHIET TOI TREN TE BAO UNG THU VU NGUGI

TOM TAT

T8i ¢6 vai tro trong du phong va diéu tri ung thu 8
ngudi. Tac dung uc ché phéat trién t& bao ung thu tuyén
VU ngudi dong T-47D cla dich chiét téi dudc danh gia
béng thir nghiém MTT va phuong phép hinh thai vi thé.
Két qua cho thay, cac dich chiét tdi tir nbng doé 2,5 dén
10mg/ml thém vao méi trudng nudi té& bao co tac dung
e ché sur phét trién cla té bao ung thu tuyén vi ngudi
manh hon ré rét so véi moéi trudng chira thubc
vincristine (0,05#g/mi) tai cac thdi diém quan sat 24, 48
va 72 gid sau nubi cay t€ bao (p<0,01).

Tirkhod: T6i, MTT, T-47D, ung thu vu

SUMMARY

Garlic have a role in prevention and treatment of
human cancers. The potent effectivity antiproliferation
of garlic extraction on human breast cancer cells (T-
47D) was examined by using MTT assay and
micromorphology methods. Results show that garlic
extraction solutions from 2.5 to 10 mg/ml addition to
cell medium were significantly more inhibition the
breast carcinoma cell growth comparison to those than
vincristin solution (0.05) observation at time points of
24, 48, and 72 hours after cell cultrure (p<0.01).

Keywords: Garlic, MTT, T-47D, breast cancer

DAT VAN BE

Bénh ung thu déi véi stic khoé 1a van dé 16n ngay
cang dudc quan tdm nhiéu hon & tat ca cac nudc trén
thé& gi6i. Theo udc tinh clia TS chiic Y t& thé gi6i
(WHO) méi n&m trén toan ciu c6 khodng 10 triéu
trudng hop mdi mac va 6 triéu ngudi chét vi can bénh
nay. Hién nay, 8 My c( 4 trudng hop tir vong thi cé 1
trudng hop do ung thu gay ra. Tinh riéng & chau A, méi
n&m cb trén 3 triéu ca ung thu mic méi va trén 2 triéu
ngudi t& vong vi ung thu. Cac nghién ciu hién nay cho
thay, dén nam 2020 & chau A, s ca ung thu méic mdi
hang nam sé tang lén 7,1 triéu ca néu cac chién lugc
du phong va kiém soat ung thu hién nay khéng thay
d8i. & Viet Nam, theo két qua diéu tra chi trong 2 nam
2005-2006, c6 t6i 93.719 ngudi chét vi ung thu. Trong
d6, chli y&u chét vi ung thu gan, ung thu phdi va ung
thu da day. Ngoai ra, trong sé chét vi ung thu & nit, s6

BUI KHAC CUGNG, NGUYEN LiNH TOAN
Hoc vién Quéan y

tr vong do ung thu vi chiém 5,69% (Ngoan le T va cs,
2007).

Ung thu va |4 loai ung thu phé bién nhat & phu nit &
nhiéu nudc trén thé gidi. Theo s8 liéu théng ké ung thu
toan cau nam 2002, ung thu va ding th(t hai sau ung
thu phdi vé s6 ca méc va ding thd ndm vé nguyén
nhan gy t& vong do ung thu. Tuy nhién, ung thu vu
van la nguyén nhan gay tir vong nhiéu nhat & phu ni.
Tai Viét Nam, theo mot s6 tai liéu ung thu v cé ty &
méc chuan theo db tudi 1a 20,9/100.000 dan, ding dau
trong céac loai ung thu & nii. Tai thanh phé H6 Chi Minh
ty 1& nay la 17,1/100.000 dan dling hang th( hai sau
ung thu ¢é tr cung. Ty 1& t& vong vi ung thu & nir thi
ung thu vu 1a mét trong 4 ung thu hay gap nhéat chiém
5,69% (Ngoan le T va cs, 2007).

Tién luong clia ung thu va nhin chung la kha quan.
Ty 1& séng sau 5 nam & cac nudc phat trién trung binh
la 73% va & cac nuéc dang phat trién 1a 57%. Hién
nay, trén thi trudng ¢ khéa nhiéu loai thuéc diéu tri ung
thu va kha hiéu qua. & nudc ta cé nguén dugc lidu rat
phong phu, chinh vi vay nghién céu dé tim ra cac loai
dudc liéu quy dé diéu hiéu qua hon ung thu néi chung
va ung thu vd néi riéng la mét linh vuc dang dudc quan
tdm. Trong nghién clu nay, ching t6i danh gia tac
dung clia dich chiét t6i trén t& bao ung thu vi ngudi
dong T-47D trén nudi cy t€ bao.

DOI TUGNG VA PHUONG PHAP NGHIEN c(U

1. P3i tugng va vat liéu nghién ciu

Dich chiét téi: Tdi su dung trong nghién clu nay cb
nguén géc tir Ly Son goi la Toi Ly Son (TLS). Toi nay
dugc thu héi vao thang 2 nam 2009 tai huyén déo Ly
Son (Quang Ngai). Téi nay dudc chiét xuat toan phan
thanh cao 10ng sau d6 hoda loang trong mai trudng nudi
céy t€ bao theo ty 1& (mg/ml) goi 1a dich chiét t6i Ly
Son. Chét lugng dich chiét téi déu dat tiéu chudn co
s8, san xuét tai Trung tam nghién cGu Ging dung Sinh —
Y — Dudc hoc Quén sy, Hoc vién Quan Y.

Thubc dbi chimg: Vincristine 1a mét alcaloid chéng
ung thu dugc tach chiét tir cay dira can Catharanthus
Roseus L.. Vincristine ¢ tac dong Gc ché phan bao
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manh theo cd ché lién két dac hiéu véi tubulin, la
protein &ng vi thé, phéng bé tao thanh thoi phan bao
cén thiét cho su phan chia t& bao. Day la thuc ngudn
g6c¢ tu nhién dugc s dung diéu tri nhiéu loai ung thu:.

Té& bao ung thu v ngudi dong T-47D (ATCC, Hoa
Ky). Mé6i trudng RPMI, FBS, Insulin, Penicillin va
Streptomycin (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany)

2. Phuong phap nghién ciu

* Nuéi céy t& bao

Té& bao ung thu vi ngudi dong T-47D dudc nudi cdy
trén dia nudi cdy t€ bao 96 giéng. S6 lugng té€ bao
5x10* t& bao/ml méi trudng, mbéi giéng 0,2ml, dudc
phat trién trong méi trudng RPMI, chira 10% FBS,
Insuline 5Ul/ml, 1% penicillin/streptomycin. Sau 24 gid
nudi cdy dat trén 90% bam dinh, t€ bao dudc thay moi
trudng nudi cdy va cho cac thudc nghién cu véi nhiing
néng dé tinh toan tuong (ng vao cac giéng nudi cay.
Tién hanh thay méi trudng nuéi cay va thudc nghién
cliu hang ngay vao cung moét thdi gian qui dinh. Thu
hoach t& bao va 1am cac thf nghiém tai cac thsi diém
sau nudi cay 24 gio, 48 gid va 72 gid.

T& bao sau khi cdy chuyén dudc dudc chia thanh 7
nhém:

- Nhém 1 (chiing 8am): M6i trudng nudi cay binh
thudng.

- Nhém 2 (chiing duong): Méi trudng nudi cdy co
néng do Vincristin 0,05ug/ml

- Nhém 3: Méi trudng nuéi cdy cé dich chiét TLS
10mg/ml.

- Nhém 4: Méi trudng nudi cdy cé dich chiét TLS
5mg/ml.

- Nhém 5: Méi trudng nuéi cdy cé dich chiét TLS
2,5mg/ml.

- Nhém 6: Méi trudng nudi cdy co dich chiét TLS
1,25mg/ml

- Nhém 7: Méi trudng nuéi cdy cé dich chiét TLS
0,625mg/ml

Toan b quy trinh ti€n hanh thi nghiém dugc 13p lai
3 lan.

* Thir nghiém Trypan Blue

Trudc khi danh gia tac dung cla dich chiét TLS tién
hanh kiém tra anh hudng gay doc t& bao truc tiép clia
dich chiét TLS trén dong t& bao T-47D bang thir
nghiém Trypan Blue. Th{r nghiém nay cho biét ti 1& t&
bao chét va t€ bao s6ng sau khi cho thudc véi cac
néng dé khac nhau vao méi trudng nuéi cdy sau thoi
gian 1 gid. C4c té bao chét s& bat mau xanh cla
Trypan Blue va dudc phan biét vGi cac t€ bao séng
khéng bat mau. Cac néng dé clia dich chiét TLS dudc
kim tra anh hudng gay doc t& bao truc tiép la:
0,625mg/ml, 1,25mg/ml, 2,5mg/ml, 5mg/ml, 10mg/ml,
20mg/ml, 40mg/ml.

* Thir nghiém MTT

Th& nghiém MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide] dudc thuc hién theo qui
trinh md t& dau tién bdi Mosmann (1983). Nguyén i
clia phan (ng la s dung chiic nang chuyén héa clia
ti thé & t& bao song c6 khd nang chuyén hoéa chat
MTT thanh mét san phdm cé mau khéng tan trong
nudc nhung tan trong dung dich chuyén dung. Khi té

bao chét thi ti thé khong con khd nang chuyén hoa
MTT thanh chat mau. San phdm tao ra tir phéan (ng
MTT cé mau dac trung va c6 thé dinh lugng dudc
b&ng cach do mat dé quang véi budc séng hap thu
d#c trung bang may doc ELISA & kinh loc 590nm.
Mat d6 quang tao ra tir phan (ng MTT cho phép xac
dinh su tuong quan vé sé lugng cac t€ bao séng/chét
c6 mat trong cac giéng nudi cdy. Thi nghiém MTT
dugc thuc hién trén tat ca cac nhém té bao vao cac
thoi diém 24 gio, 48 gid, 72 gid sau khi thay moi
trusng nuéi cay co6 chira cac thudc nghién clu véi cac
néng d6 khac nhau nhu mo ta & trén.

3. X li 6 liéu

S6 liéu dudc xU ly théng ké bang thuat toan T-test,
so sanh 2 s6 trung binh, si dung phan mém tinh toan
chuyén dung STAVIEW6.0 va STAT7.1.

KET QUA VA BAN LUAN

1. Anh hudng gay déc t& bao truc tiép

Két qua th& nghiém Trypan Blue cho thdy dich
chiét TLS & cac néng dd khac nhau va vincristin
0,05ug/ml khong gay déc truc tiép doi véi t€ bao T-
47D. Biéu hién, ti 1& t& bao chét va t& bao séng giiia
céc giéng nudi cay st dung dich chiét ti va vincristin
0,05ug/ml khéng cé su khac biét so véi ching.

Dich chiét TLS khéng ¢6 anh hudng gay doc t& bao
truc ti€p trén dong t€ bao T-47D.

2. Tac dung cua dich chiét TLS tai thoi diém sau
24 gis.

Quan sét dudi kinh hién vi tai thdi diém sau 24 gio
cho thdy nhiing giéng t€ bao trong moéi trudng hoa
lodng véi dich chiét TLS tir 2,5-10mg/ml c6 s6 lugng t€
bao it hon so véi t§ bao khong ding thude. G néng do
dich chiét TLS 10mg/ml cho thdy (c ché t€ bao phat
trién rd rét nhat. Thir nghiém MTT cho thdy & néng do
dich chiét TLS cang cao thi s6 lugng t€ bao ung thu
sdng s6t sdng cang gidm (mat dé quang chat mau
formazal gidm). Tuy nhién, & giéng té bao c6 néng dd
TLS 0,625-1,25mg/ml va giéng t€ bao cd vincristin
0,05ug/ml s6 Iugng t€ bao séng gidm khéng co y nghia
thong ké so véi t€ bao nuéi binh thudng (p>0,1) (Hinh
2).

PADT A g

';g’?
=R
Hinh 2: S lugng té bao sdng tai thai diém 24 gis. Nhém diing
dich chiét TLS ndng dd 5 va 10mg/ml c6 s6 Iugng té bao giam ré
s0 vdi nhém chiing am va nhém sir dung vincristin.

Két qué thir nghiém MTT cho thdy méat dé quang
cang giam thi s6 luong t& bao cang thap.

Variell)
}

16

Nhém so sanh p
1-2 0,9386
1-3 0,0005
1-4 0,0007
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1-5 0,0005
1-6 0,7455
1-7 01779
2-3 <0,0001
24 <0,0001
25 <0,0001
26 0,3366
27 0,1626

3. Tac dung cta dich chiét TLS tai thoi diém sau
48 gid

Tai thdi diém 48 gid dudi tac dong clia dich chiét
TLS, quan sat dusi kinh hién vi cho thay sé lugng t&
bao giam di rd rét & nhém dugc dung dich chiét TLS &
néng dd 2,5-10 mg/ml.

Thit nghiém MTT cho thay tai thdi diém nay & tat c3
cac nong do dich chiét TLS tir 2,5-10 mg/ml déu Gc
ché rd rét t& bao ung thu phat trién (P<0,01). Néng do6
dich chiét TLS cang cao thi s6 lugng té bao ung thu
s6ng sét cang gidm. G cac giéng nudi c6 ndng do dich
chiét TLS 0,625-1,25mg/ml va giéng nudi c6 Vincristin
0,05ug/ml s6 lugng t& bao thay déi khéng cé y nghia
thong ké so véi chiing (P>0,01)

BAGE G quiang

&
i
{

Chigfl)
Virrisinel2)

TS L0mg mi(3)
TS Sg/mi)
> 1181 25mg ke

Hinh 3: S& lugng té bao T-47D glam rd rét dudi tac dong clia dlch
chiét TLS tai thai diém 48 gic. Nong do dlch chiét TLS cang cao té

bao sdng cang giam (P<0,01).
Nhém so sanh p
1-2 0,4097
1-3 0,0046
1-4 0,0010
1-5 0,0025
1-6 0,2885
1-7 0,2476
2-3 0,0035
2-4 0,0004
2-5 <0,0001
26 0,1711
2-7 0,3970

4. Tac dung cua dich chiét TLS tai thoi diém sau
72 gio

Dudi kinh hién vi quang hoc cho thay thai diém 72
gid sau dung dich chiét TLS va Vincristine t€ bao bi Uc
ché& phat trién ré rét. Nhat 1a nhing t€ bao moi tru’dng
c6 dich chiét TLS néng dé 5 hodc 10 mg/ml. Hinh anh

thua thét cac té bao bam duoc vao day giéng, nhiéu té

bao chét bong va néi Io liing trong méi trudng.

PAXC D cor g
za -
Lz -

tg

i
Vinristine]2}
TS L0mg/mk3)
TSl
T80, Sme k5
TS, gk
150 65mg/mi7}

Hinh 5: S6 lugng té bao T-47D glam rd rét dudi tac dong ctia dich
chiét TLS tai thoi dlem 72 glo' o] néng dd TLS < 1,25mg/ml s&
Ierng té bao thay déi khong co y nghla thong ké (p>0,05). Nhung
& ndng dé tir 2,5 - 10 mg/ml thi tic ché t& bao phat trién (p<0.05).
Giéng nuéi co nong dd Vincristine 0,05ug/ml c6 tac dung (e ché
té bao phat trién sau 72 gid (p=0,04).

Nhém so sanh p
1-2 0,0407
1-3 0,0003
1-4 <0,0001
1-5 0,0109
1-6 0,0573
1-7 0,0812
2-3 0,0006
24 0,0002
25 0,0155
2-6 0,0175
27 0,0469

Th& nghiém MTT & thdi diém 72 gid cho thay su
phat trién clia t& bao T-47D bj Gic ché rd rét & nhom t&
bao nudi cdy véi dich chiét TLS tUr 2,5mg/ml dén
10mg/ml. Néng @6 dich chiét TLS cang cao thi Gc ché
cang manh t& bio T-47D phat trién (p<0,001). Tuy
nhién, Vincristine 0,05ug/ml chi c6 tac dung Uc ché té
bao ung thu phét trién sau 72 gid (p=0,04) (Hinh 5).

Két qua chiing t6i thu dugc khi nghién clu tac dung
cla dich chiét TLS trén t€ bao ung thu tuyén v ngudgi
dong T-47D phl hop véi mét s6 nghién cliu da dudc
cdng bd thdi gian gan day. Theo nghién ciu cla
Bianchini and H Vainio (2001) cho thay, allium trong
hanh va téi c6 nhiéu tac dung trong phong va diéu tri
nhiéu bénh, bao gém ca ung thu. Béo céo cling chi ra
rang ching cé tac dung chéng ung thu & nhiéu co
quan khac nhau nhu ung thu vd, phéi, da day, dai
trang... Chung khéng nhiing Gc ché su phat trién clia
t€ bao ung thu ma con cb vai tro kich hoat t€ bao ung
thu chét theo chuong trinh, ng&n chan qué trinh di can
clia t€ bao ung thu [1-6]. Cac két qua nghién cliu tuong
tu dugc Hassan HT. (2004) cong bé cho thay, ajoene
trong dich chiét t6i c6 tac dung Uc ché t€ bao ung thu
tang sinh va kich hoat appotosis trén t€ bao ung thu
bach cau [4].

KET LUAN

Trén moi trudng nudi cdy té bao ung thu tuyén wvu
dong T-47D dich chiét tdi nguén géc tir ddo Ly Son c6
tac dung Uc ché t&€ bao phat trién. & thdi diém 48-72
gig dich chiét TLS c6 tac dung Gc ché rd rét cac t€ bao
phat trién so v&i nhém ching khéng ding toi
(p<0,001). o] néng dd dich chiét TLS 2,5 - 10mg/ml c6
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tac dung Uc ché t€ bao ung thu T-47D manh hon so véi
tac dung clia thuéc khang ung thu Vincristin 0,05ug/ml.
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