DICH CHIET TOI LY SON UC CHE PHAT TRIEN TE BAO UNG THU TUYEN
TIEN LIET NGUGI DONG PC-3 TREN IN VITRO
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TOM TAT

Ung thu tuyén tién liét (UTTTL) la ung thw phd bién & nam gidi va co ty 1é t& vong tang cao hang
nam. Dén nay, chuwa c6 thubc diéu tri hiéu quéd UTTTL. Nghién clru gan day chi ra rang: tdi cé kha
naéng (e ché ung thw phat trién. Trong nghién clru nay, tac dung cla dich chiét téi Ly Son (TLS) dbi
v&i nhan 1&n cla té bao UTTTL nguwoi dong PC-3 dwoc danh gia bang thir nghiém MTT. Két qua cho
thay, dich chiét TLS c6 tac dung trc ché té bao ung thw PC-3 phat trién phu thudc liéu dung so sanh
véi ching. O ndéng dd 2,5 mg/ml, 5 mg/ml va 10 mg/ml, dich chiét TLS trc ché rd rét té bao UTTTL
ngwdi nhan 1én so véi thudce vincristine 0,05 ug/ml méi trwdng (p < 0,001).

* T khod: Tai; Téi Ly Son; MTT; Ung thw tuyén tién liét.

AQUEOUS EXTRACTION OF LYSON GARLIC INHIBITED HUMAN
PROSTATE CARCINOMA CELL LINE PC-3 IN VITRO

SUMMARY

Prostate cancer is the most common cancer in men and related death rate increases every year.
There is no effective therapy for human prostate cancer. Previous studies reported that garlic
extraction suppresses cancer growth. In this study, aqueous extraction of Lyson garlic (AELG) was
examined for its antiproliferative on prostate cancer cell line PC-3 by MTT assay in vitro. The results
indicated that AELG inhibited the growth of prostate cancer cells in a dose dependent manner,
compared to the control. At 2.5 mg/ml, 5 mg/ml and 10 mg/ml concentrations, AELG was significantly
inhibited proliferation of human prostate cancer cells compared to vincristin 0.05 ug/ml (p < 0.001).

* Key words: Gatrlic; Lyson garlic; MTT, Prostate cancer.

DAT VAN BE ung thw cé ty 1& mac mdi cao nhat va ty lé
tlr vong dirng hang th&r 2 trong 10 loai ung

Ung thw tuyén tién liét chiém 10% t .
ng thir TUyen fien gt shiem o trong thw hay gap nhat & nam gidi tai Hoa Ky

s6 ung thw & nam gi¢i. O cac nuwéc phat B . o
tridn, ty 16 nay chiém khoang 15% va day la  "am 2010 [3]. O Viét Nam, theo ghi nhan
loai ung thu démg hang ther 2 sau ung Ve tinh hinh ung thw & Ha Noi nam 1999 c6
thw phéi. Tai Hoa Ky, UTTTL la loai ung ty 1é mac UTTTL tang theo tudi va & nam
thw thwong gap nhat & nam gidi. Pay la loai  gioi ty 1€ nay 1a 2,2/100.000 dan [2].

* Hoc vién Quén y
Phén bién khoa hoc: TS. Nguyén Bédng Ding

Ung thw néu dwoc phat hién som, qua trinh V01 phat hién mudn. Viéc can thiép som
didu tri va tién lwong sé tét hon rat nhidu so  ang cach loai bo khoi u duwa lai ket qua tot,



tuy nhién bién phap nay cé anh hwéng dén
kha nang tiéu tién tw cha va tinh duc. Dbi
v&i trvdng hop phat hién muén, da xam lan
hodc di can xa, viéc diéu tri phai két hop
nhiéu bién phap, trong khi hiéu qua con han
ché. St dung thudc chdng ung thw hoac xa
tri rat can thiét dé kiém soat khéi u. Cac nha
khoa hoc dang rat nd lwc tim kiém cac
phuwong thuéc méi diéu tri ung thw néi
chung va UTTTL nai riéng.

O nwoc ta hién nay cé rat nhidu loai
duwoc lieu quy cé tac dung diéu tri nhiéu
bénh, trong dé cé ca ung thw nhwng chwa
dwoc nghién clru day da. Chinh vi vay,
chang t6i tién hanh nghién clru nay nham
Danh gia tac dung khang ung thw cua dich
chiét TLS trén trén té bao UTTTL ngudi
dong PC-3 trén méi trvong nubi cay té bao.

POl TUONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN cU’U

1. Déi twong va vat liéu nghién ciru.

- Dich chiét TLS: TLS thu hai vao thang
2 - 2009 tai huyén ddo Ly Son (Quang
Ngai), chiét xuat toan phan thanh cao léng
hoa tan trong nuwdc, sau dé hoa loang dich
chiét trong méi trwong nudi cay té bao tinh
theo ty 1& (mg/ml) goi la dich chiét TLS.
Chét lvong cao t6i déu dat tiéu chuén co
s&, san xuét tai Trung tam Nghién ctru Sinh -
Y - Dwge hoc Quéan sy, Hoc vién Quan y [1].

- Vincristine: vincristine la mét alcaloid
chdéng ung thw, tach chiét tr cay dra can
Catharanthus Roseus L., c6 tac ddng trc ché
phan bao manh theo co ché lién két dac
hiéu vé&i tubulin. Day la moét protein éng

vi thé, phong bé tao thanh thoi phan bao
can thiét cho phan chia té bao. Vincristine 1a
mot thubc ngudn gbc tw nhién, dugc st
dung diéu tri nhiéu loai ung thw [1].

- Té bao UTTTL nguoi dong PC-3 (ma
CRL-1435), clia cong ty ATCC (Hoa Ky).

- Méi trwéng nudi cdy té bao F12K bd
sung thém 10% huyét thanh bao thai bé
(FBS) va 1% dung dich penicillin va streptomycin
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Dlrc).

2. Phwong phap nghién ctru.

* Nubi céy té bao:

Nubi ciy té bao ung thw PC-3 trén dia
nudi cdy 96 giéng (96 well-plate). S lwong
té bao 5 x 10* t& bao/ml mdi trwong, mdi
giéng 0,2 ml, phat trién trong moéi trwdng
F12K, bd sung 10% FBS, 1% penicillin va
streptomycin. Sau 24 gi®& nudi ciy dat trén
90% bam dinh, thay méi trwdng va bd sung
thubc nghién ctu véi ndng do da tinh toan
twong ng vao cac giéng té bao. Thay moi
truong t& bao PC3, thuéc nghién ctru va
thubc chirng hang ngay vao cung moét thoi
gian nhat dinh. Thu hoach t& bao va lam thir
nghiém doc té bao va MTT tai nhiing thoi
diém sau nudi cay 24 gid, 48 gid va 72 gid.
Nghién cru tién hanh tai Trung tdm Nghién
cru Sinh - Y - Dwoc hoc, Hoc vién Quan y.

Té bao sau khi cay chuyén, chia thanh 7
nhém:

Nhém 1: méi trwdng nudi cdy binh thuwong.

Nhém 2: méi trwéng nudi cdy cé ndng
dd vincristin 0,05 pg/ml.

Nhém 3: méi trwong nudi cdy co dich
chiét TLS 10 mg/ml.



Nhém 4: méi trwdng nudi cay cé dich
chiét TLS 5 mg/ml.

Nhém 5: méi trworng nudi cdy co dich
chiét TLS 2,5 mg/ml.

Nhém 6: méi trwdng nudi cay cé dich
chiét TLS 1,25 mg/ml.

Nhém 7: méi trwdng nudi cly cé dich
chiét TLS 0,625 mg/ml.

Toan bd quy trinh tién hanh thi nghiém
l&p lai 3 lan.

* Ther nghiém Trypan Blue:

Thi nghiém Trypan Blue la th&r nghiém
danh gia tac dung gay doc té bao truc tiép
cta dich chiét TLS trén dong té bao PC-3.
The nghiém nay cho biét ty 1& t& bao chét
va té bao sbng sau khi cho té bao tiép xuc
v&i thubc & nhitng ndng dd khac nhau vao
méi trwdng nudi cdy sau thdi gian 1 gio.
Té bao chét s& bat mau xanh clta Trypan
Blue va phan biét v&i nhilng té bao séng
khéng béat mau. Kiém tra anh hwéng gay
doc té bao truc tiép ndng dd cla dich chiét
TLS: 0,625 mg/ml; 1,25 mg/ml; 2,5 mg/ml;
5 mg/ml; 10 mg/ml; 20 mg/ml; 40 mg/ml.

* Ther nghiém MTT [3~(4,5-dimethylthiazol-
2-yl) -2,5-diphenyl
thwc hién theo quy trinh mé ta dau tién cua

tetrazolium bromide]:

Mosmann (1983). Nguyén ly cGia phan &ng
la st dung chrc ndng chuyén héa cua ty
thé & té bao séng cé kha nang chuyén hoa
chat MTT thanh moét sdn phdm cé mau
khéng tan trong nwdc, nhwng tan trong
dung dich chuyén dung. Khi t& bao chét, ty
thé khong con kha nang chuyén héa MTT
thanh chat mau [6]. San phdm tao ra ti
phan tng MTT c6 mau dac trwng va dinh

lwong bang do mat d6 quang vé&i budc
séng h&p thu dac trung bang may doc
ELISA & kinh loc 590 nm. Mat d6 quang tao
ra tr phan &ng MTT cho phép xac dinh
twong quan vé sb lvong té bao séng/chét
c6 mét trong giéng nudi cy [6]. Thir nghiém
MTT thwc hién trén tat cd nhom té bao vao
céac thoi diém 24 gio, 48 gid, 72 gid sau khi
thay méi trwudng nudi cdy co chira thubc
nghién ctru vé&i ndng dd khac nhau nhuv mé
ta & trén.

* Xtr ly s6 ligu: phan tich théng ké dung
chi binh phuwong test, st dung chwong trinh
phan mém STAT 7.0 (website: www.stata.com);
phan tich sé liéu bang thuat toan parametric
Mann-Whitney U-test va so sanh dbi xirng t-
test dung chuwong trinh Statview, version
5.1 (website: www.statview.com).

KET QUA NGHIEN cUU
VA BAN LUAN

1. Anh hwéng gay doc té bao trwc tiép
cua dich chiét TLS.

Két qua thr nghiém Trypan Blue cho
thay dich chiét TLS & nhirtng ndng do khac
nhau khéng gay doc truc tiép déi véi té bao
ung thw PC-3. Biéu hién, tj 1& t& bao chét/té
bao sbng giira giéng nudi cdy st dung dich
chiét TLS khong cé sw khac biét so véi chivng
khi s dung méi trweng nudi cay don thuan
(hinh 1).
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Hinh 1: Té bao PC-3 sau thir nghiém
Trypan Blue.

(A) Nhém khéng cho thubc (ching);
(B) Nhém ¢6 dich chiét TLS 40 mg/ml.
(1) Té bao sbng (khdng bat mau Trypan Blue).
(2) Té bao chét (bat mau Trypan Blue).

Nhw vay, dich chiét TLS khong gay doc
t& bao truc tiép trén dong té bao ung thw
dong PC-3. Két qua nay twong tw nghién
cru cong bd gan day cta chung toi trén té
bao ung thw nguwdi dong Hep2, da chirng
minh & néng d6 cao dich chiét TLS (400
mg/ml) khéng gay doc té bao Hep2 trén in
vitro [1].

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

Quan sat dudi kinh hién vi tai thoi diém
sau 24 gid cho thay: nhitng giéng té bao
trong mdi trwdng hoa loang véi dich chiét
TLS hoéc vincristine c6 sb lwong té bao
thwa hon so véi té bao khong dung thubc
hodc tdi. O ndng do dich chiét TLS 10
mg/ml, &c ché t& bao phat trién ré rét nhat.

3. Tac dung cua dich chiét TLS tai
thoi diém sau 48 gio.

The nghiém MTT cho thdy: & ndng do dich
chiét TLS cang cao, s6 lwong t& bao ung
thw séng sét cang gidm (mat d6 quang chat
mau formazal gidm). Tuy nhién, & ndng do
TLS 0,625 mg/ml, sb lwong t& bao sbng
giam chwa ro rét so v&i nhém ching (p =
0,0518). Néng dé TLS 1,25 va 2,5 mg/ml va
mdi trwdng co vincristin 0,05 pg/ml cé tac
dung (rc ché sy phat trién cla té bao (p <
0,05) va khdng cé sy khac biét gilva 3
nhém nay (p > 0,05); nhwng & ndng dd dich
chiét TLS 5 hodc 10 mg/ml, &c ché rd rét té
bao PC-3 phat trién so v&i chirng va so voi
vincristin (p < 0,01) (hinh 2).

Hinh 2: S6 lwong té bao PC-3 sbng xac
dinh bing ky thuat MTT tai thoi diém 24
gi®. Nhém dung dich chiét TLS néng dé 5 va
10 mg/ml c6 s6 lwong té bao giam rd so voi
nhém chirng am va nhom st dung vincristin.

Th&r nghiém MTT cho két qua mat do
quang cang gidm, sb lwong t& bao sbng
cang thap, té bao ung thw PC-3 cang bj trc
ché phat trién. Két qua nay twong tw théng
bao nghién ctu gan day cua ching t6i trén
té bao ung thw thanh quan Hep2 nguoi [1]
va clia cac tac gia khac danh gia tac dung
cUa téi trén té bao PC-3 [3, 4].

Tai thoi diém 48 giy, quan sat duéi kinh
hién vi quang hoc cho thay sé lwgng té bao



gidm di rd rét & nhém dung dich chiét TLS
va vincristine. Nhat 13 nhém té bao dich
chiét TLS & ndng d6 5 mg/ml va 10 mg/ml
cling nhw vincristine so v&i nhom chng.
The nghiém MTT cho thay: tai thoi diém
nay, & tAt ca nhém té bao co dich chiét TLS
trong moéi trwdng déu (rc ché rd rét té bao
ung thw PC-3 phat trién (p < 0,05). Néng do
dich chiét TLS cang cao, sb lwong té bao
ung thw sdng sét cang gidm (p < 0,05), nhat

Mit d6 quang Nhdém so sanh p
o 1-2 0,0012
r«: | 1-3 0,0003
23 1 1-4 <0,0001
2] : | 15 0,0003
1 - . . 16 0,0044
- 1-7 0,0390
' 2-3 0,0002
2-4 <0,0001
2-5 0,0003
1 2 3 4 5 6 7 Nhém 2-6 0,1535
] Vinc. 10mg Smg  25mg 125mg 0,625 mg/ml >7 00001

la & ndng d6 cao 5 - 10 mg/ml, sb lwong té
bao séng con lai gidm rd rét so véi chirng
khéng dung thuéc va so véi nhém s dung
vincristin (p < 0,001). So s&nh v&i néng dd
TLS khac nhau thay, tac dung cla vincristin
0,05 ug/ml manh hon so véi néng dd dich
chiét TLS 0,625 mg/ml (p < 0,001), nhung
kém hon so v&i ndng dd TLS trén 2,5 mg/ml
(p <0,01) (hinh 3).

Hinh 3: S6 lwong té bao PC-3 séng xac dinh bang ky thuat MTT tai thoi diém 48 gior. Noéng
dd TLS cang cao, s6 luvong té bao ung thw PC-3

cang bi &rc ché va s6 luvong

Theo nhitng nghién ciu gan day, dich
chiét téi ¢ kha nang e ché té bao ung thw
chuét di can va nhéan I1én [7, 9]. Tac dung
nay cla t6i, khd nang thanh phan diallyl
disulfide trong dich chiét téi (rc ché t& bao
ung thw tang sinh, tdng cwdng diéu hoa gen
té bao chét theo chwong trinh. Diallyl disulfide

té bao sbéng cang gidm (p < 0,01).

da dwoc chirng minh tao ra qua trinh chét
t& bao theo chwong trinh & té bao ung thw
vU bang tdng cweng biéu hién protein Bax
va giam biéu hién Bcl2 va hoat hoa caspase
trong con dwdng tin hiéu chét té bao theo
chwong trinh, co ché twong tw nhw duoc
chng minh trén té bao ung thw PC-3 nguoi
[4,7,9].

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

Duw6i kinh hién vi quang hoc cho théy:
vincristine, t& bao bi (rc ché phat trién rd rét.

thdi diém 72 gid sau dung dich chiét TLS va
Nhat & nhirng t& bao méi trwérng c6 dich chiét



TLS ndng d6 5 hodc 10 mg/ml (hinh 4). Hinh anh thwa thét té bao bam dwoc vao day
giéng, nhiéu té bao chét bong va ndi lo' Irng trong méi trwdng ddi véi nhivng giéng té bao
moi trwdng c6 dich chiét TLS.

§ 3

Hinh 4: Té bao ung thw PC-3 sau 72 gi®& nudi cay khi thir nghiém MTT.
(a) té bao dwoc nudi cay trong méi trwerng théng thuwong;
(b) té bao dwoc nudi cay trong méi trwérng cé néng dd vincristine 0,05 pg/ml;
(c) t& bao dwoc nudi cay trong méi trwdng cé néng d6 dich chiét TLS 10 mg/ml.

Nhom so

sanh P
1-2 < 0,0001
1-3 < 0,0001
1-4 < 0,0001
1-5 < 0,0001
1-6 < 0,0001
1-7 0,1469
2-3 < 0,0001
2-4 < 0,0001
2-5 0,0003
2-6 0,0390
2-7 0,0001

Hinh 5: S6 lwong té bao PC-3 sbng xac dinh bang ky thuat MTT tai thoi diém 72 gior. S6
lwong té bao PC-3 gidm rd rét dwdi tac dong cla dich chiét TLS. Néng d TLS cang cao,
té bao sbng cang giam (p < 0,001). & ndng dd TLS < 1,25 mg/ml, kha ndng (rc ché té bao
phat trién kém hon vincristine (p < 0,05), nhwng & ndng dé tir 2,5 dén 10 mg/ml, TLS tc
ché té bao PC-3 r6 rét so v&i vincristine (p < 0,01).



Thir nghiém MTT chirng minh sy phat trién cla té bao PC-3 bj (rc ché rd rét & nhom té
bao nuéi cay véi dich chiét TLS tir 1,25 mg/ml dén 10 mg/ml. Néng dd dich chiét TLS cang
cao, (rc ché cang manh sw phat trién cta té bao PC-3 (p < 0,001). Hon ni¥a, ndng d6 dich
chiét TLS tr 2,5 - 10 mg/ml c6 tac dung &c ché manh hon so véi thubc vincristine 0,05 pg/ml
(p < 0,01) (hinh 5).

Tai vira la mot loai gia vi phd bién, ddng thoi cling 1a mét loai dwoc liéu quy. Tai Ly Son,
Viét Nam ndi tiéng vé chat lwong tir bao doi nay dang thu hat nhiéu nguwoi trong va ngoai
nwéc quan tam, khodng chi la gia vi thom ngon ma né con dwoc dung lam thubc phong chiva
nhiéu bénh. Trong lich st, tdi dwoc si dung dé diéu tri nhiéu loai bénh khac nhau nhw bénh
tri, khép, viém da, dau bung, ho, chan &n... [4, 5] Gan day, cé rat nhiéu nghién clru cho thay
tdi cb vai trd quan trong trong diéu tri nhiéu bénh khac nhau, trong d6 cé cac bénh ly nhiém
khuan, tim mach va ung thw [1, 4]. Trong dich chiét t6i c6 hon 100 loai hop chat chva lwu
huynh cé gia tri trong y hoc, tiéu biéu la N-aceryl-S-allyl cysteine, allyl mercaptan, diallyl
disulfide, diallyl sulfide, diallyl sulfoxide, diallyl sulfone, va allyl methyl sulfide... 1, 3,5,
7, 9]. Céac chat nay cé vai trd quan trong trong co' ché khang ung thw théng qua diéu hoa
néng d6 glucathion va ¢ ché cytochrome P450 2E1. Allicin cé vai trd quan trong trong (¢
ché qua trinh nhan 1&n cda té bao ung thw va diéu hoa apoptosis [3, 5].

Scharfenberg va CS (1990) chirng minh ajoene cé tac dung doc t& bao va gay chét té
bao nhw té bao ung thw va, tuyén liét tuyén dai trwe trang, gan, phdi, tuy, lympho... Hon niva,
ajoene con ¢ kha nang twong tac véi mot sd dong tin hiéu lién quan téi con dueng té bao
chét theo chwong trinh théng qua hoat héa cac dong thac phu thudc mitochondrial caspase-
3, protein p53 va bé gay protein chdng lai t& bao chét BCL2 [3, 4, 8].

Céc chét c6 trong dich chiét t3i cé thé (rc ché trwc tiép qua trinh chuyén hoa cua té bao
ung thw, (rc ché qua trinh phat sinh va phat trién cla té bao ung thw, didu bién dap &ng cla
hé mién dich qua dai thwc bao va lympho T [4].

Nhirng co ché trén giai thich tdc dung cla dich chiét t6i trong dé khang ung thw noi
chung. Két qua chang téi thu dwoc khi nghién cru tac dung cla dich chiét TLS trén té bao
UTTTL ngwdi dong PC-3 phu hop véi nhitng nghién ctru da duwoc cong bé. Dich chiét TLS
c6 thé gay chét va/hodc trc ché phat trién té bao ung thu PC-3.

KET LUAN

Trén mdi tredng nudi cay té bao UTTTL dong PC-3, dich chiét TLS c¢6 tac dung trc ché té
bao phat trién. O thoi diém 48 - 72 gio, dich chiét TLS c6 tac dung trc ché ré rét té bao phat
trién so v&i nhém ching khong dung tai (p < 0,001). O ndng do dich chiét TLS 2,5 - 10
mg/ml, tac dung trc ché té bao ung thw PC-3 manh hon so véi tac dung cta thubc khang
ung thw vincristin 0,05 pyg/ml.
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