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Nghién ctru tic dung chong ung thw cia dich chiét toi den

in vitro

Study anti-cancer effect of black garlic extract in vitro

Nguyén Linh Toan

Tém tat

Hoc vién Quan y

Muc tiéu: Toi va toi den da dugc chiing minh cé tac dung chéng oxy héa, bao vé tim mach, diéu

hoa dudng huyét va chéng ung thu. Toi den chira mot lugng 16n cac hop chat hitu co luu huynh nhu
S-allylcysteine (SAC), chat co tac dung chéng ung thu. Ching téi ti€n hanh nghién clu nham danh
gia tac dung chéng ung thu ctia SAC va dich chiét téi den. D67 tuong va phuong phadp: Trong nghién
cltu nay, kha nang chéng ung thu ctia SAC va dich chiét téi den dugc danh gia trén dong té bao ung thu
gan ngudi Hep-3B bang th nghiém MTT. Két qua: Nghién ciu cho thay té bao Hep-3B bi tic ché nhan
Ién r6 rét 3 nong d6 SAC 100mM va dich chiét t6i den & néng d6 tinh theo SAC la 0,25mM, 0,5mM, TmM
(p<0,05). Két luan: SAC va dich chiét téi den cho thay c6 tac dung khang ung thu trén dong té bao ung
thu biéu mé gan ngudi dong Hep-3B.
Tu khoa: Toi den, SAC, Hep-3B, ung thu gan.

Summary

Objective: Garlic and back garlic have been shown to antioxidant effects, cardiovascular protection,
regulating blood sugar and anti-cancer. Black garlic contains high levels of organosulphur compounds,
such as water-soluble S-allylcysteine (SAC) which has potential anticancer effect. This study, we evaluate
the anti-liver cancer effects of SAC and black garlic extract. Subject and method: Anti-liver cancer effects
of SAC and black garlic extract were evaluated on Hep-3B cell lines by MTT assay. Result: The data
indicated that the Hep-3B cancer cells replication were significantly inhibited at 100mM of SAC and
0.25mM, 0.5mM, 1TmM of black garlic extract (p<0.05). Conclusion.: The SAC and black garlic extract have
been shown anti-cancer effect on hepatocellular carcinoma of Hep-3B cell lines.
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1. Dat van dé

Cac nghién clu gan day cho thdy ngoai tac
dung ch6ng oxy hdéa, bao vé tim mach, diéu hoa
duong huyét, toi den con cé tac dung chéng ung
thu [1]. Khi téi tuoi trdi qua moét qua trinh 1én men
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cham, dudi su kiém soat chat ché nhiét dé va dé am,
tré thanh téi den, cé vi ngot mém, mui thom, cé
nhiéu uu diém hon han so véi téi thudng do néng
do clha S-allyl-L-cysteine (SAC) va mot s6 hgp chat
hitu co chira luu huynh tang 1én hon nhiéu lan. Theo
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nghién ctu cha Sasaki (2007) khi tiém dich chiét toi
den vao chudt mang té bao ung thu ngudi thi té bao
ung thu bién mat hoac giam di 50% trong khi nhém
chiing thi té€ bao ung thu tang lén nhiéu hon va thé
trang chuot yéu di. V6i nghién ctu tuong tu trén
nhung khi Sasaki tién hanh véi téi thuong thi hiéu
qua cai thién clia ca hai nhom déu khéng thé nhu
tdi den. Chinh vi vay, nghién ctu da chi ra rang hiéu
qua gila toi thudng va toi den la rat khac nhau [8].
Do dd, cac nghién clu sau hon vé toi den trong du
phong va chdng ung thu la rat can thiét dé c6 thé
dua ra thi trudng san phdm thudc an toan, c6 chat
lugng cho bénh ung thu luén dugc quan tam. Do
vady, chdng t6i tién hanh nghién ctiu kha nang
chéng ung thu cua toi den va SAC phan lap ti toi
den trén dong té bao ung thu gan ngudai.

2. D6i tugng va phuong phap
2.1. Béi tugng

Mau téi den (s6 16 010313) va SAC phan lap tu
dich chiét téi den theo quy trinh da dugc cong bo
[2] do Trung tam Nghién cu san xuat Thuéc - Hoc
vién Quany cung cap.

Dong té bao ung thu gan ngudi Hep-3B (ATCC,
Hoa Ky).

2.2. Phuong phdp

2.2.1. Hoat héa té bao va chuan bi mau nghién

cuau

Té bao va phuong phap nudi cay: Té bao
ung thu gan ngudi Hep-3B dugc phat trién trong
moi trudng DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA) bé
sung 10% huyét thanh bao thai bé (FBS) va 1%
penicillin + streptomycin & diéu kién nhiét d6 37°C,
khéng khi c6 5% CO.,.

Chuén bi dich chiét téi den: Téi den dugc pha
thanh dung dich tht c6 néng dé SAC tuong Ung: C; =
0,0625mM, G, = 0,125mM, G = 0,25mM, C, = 0,5mM,
Cs=1,0mM.

Chuén bi SAC: Pha cac dung dich thi SAC véi
néng do SAC 50mM hoac 100mM.

3. Két qua
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2.2.2. Pdnh gia tac dung gdy déc té bao bang
thu nghiém Trypan blue

Té bao dugc cho vao khay 96 giéng véi néng

do6 té bao gidng nhau & tat ca cac giéng (dat 100.000
té bao/giéng), r6i dugc G véi moi trudng nuodi cdy G
nhiét d6 37°C, CO, 5% trong 1 dém. Sau d6, dung dich
nuodi dugc thay méi cé chia thuée thir la dich chiét toi
den va SAC & cac nong do khac nhau réi tiép tuc 0
trong 1 gi&. Nhudém mau bang thuéc thir Trypan blue.
Té bao chét sé bat mau xanh cta Trypan blue va phan
biét véi té bao séng. Dém sé lugng té bao dudi kinh
hién vi dao ngugc. Thi nghiém dugc lap lai 3 lan.

Cac té bao dugc chia thanh ba nhom:

Nhom 1: Mo6i trudng nudi cay binh thudng.

Nhém 2: Méi trudng nudi cdy cé dich chiét toi den
cb cac nbng dé tuong Ung véi néng do SAC nhu trén.

Nhém 3: Méi truong nudi cdy cé6 SAC 100mM
hodac 50mM.

2.2.3. Bdnh gia tac dung gdy déc té bao bang
tha nghiém MTT.

Tha nghiém MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide] theo nguyén ly: Tithé &
té€ bao séng c6 kha nang chuyén hoa chat MTT thanh
san phdm c6 mau khéng tan trong nudc nhung tan
trong dung dich hoa tan MTT. Khi t€ bao chét thi ti thé
khong con kha nang chuyén hoa MTT thanh chat mau.
Thir nghiém MTT dugc thuc hién vao cac thoi diém 48
git va 72 gid sau khi b6 sung vao moéi trudng chat
nghién ctu. Thi nghiém dugc lap lai 3 lan, mat do
quang dugc do & budc séng 590nm.

Chuén bi cdc mau té bao:

Mau trang: Chi c6 méi trudng nudi cdy thdng thuong.

Mau thuir: Cho dich chiét téi den va SAC & cac
nong do du kién.

2.3.Xuly sé liéu

SO liéu dugc xi ly bang phan mém Statview
5.01E va STATA 7.0 st dung cac thuat toan théng ké.

So sanh 2 ty |, so sanh 2 s6 trung binh. Khac biét c6
y nghia théng ké khi p<0,05.
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3.1. Két qué thd nghiém Trypan Blue trén té bao Hep-3B

Ve

Nhom chirng SAC 100mM TD C5
Hinh 1. Hinh anh té bao Hep-3B sau tht nghiém Trypan Blue (100X: Nhém chiing va SAC; 200X: TD)

Quan sat trén kinh hién vi khéng phat hién thay cac té bao chét bat mau xanh cta Trypan blue tai cac
nhém dung dich chiét toi den va SAC.

Thi nghiém & cac nong d6 khac nhau tu C, dén Cs clia chiét téi den va 100mM va 50mM ctia SAC déu
khong gay chét té bao truc ti€p déi véi té bao ung thu tuyén gan ngudi dong Hep-3B.

3.2. Két qué tha nghiém MTT trén té bao Hep-3B

Bang 1. TAc dung cta dich chiét téi den va SAC trén Hep-3B

Nhém Thoi diém 48 gis p Thoi diém 72 gis p

Chding am (1) 0,164 £ 0,023 0,200 + 0,027
Nhém ding | 100mM (2) 0,160 + 0,037 p21>0,05 0,170 + 0,037 P21<0,05
SAC 50mM (3) 0,183 £ 0,048 Ps1>0,05 0,203 + 0,020 ps1>0,05

Cs (4) 0,170 £ 0,041 P41>0,05 0,177 0,010 P.1<0,05
Nhém diing | Cs (5) 0,165 + 0,046 ps1>0,05 0,144 + 0,027 Ps1<0,05
dich chiét ~ | C;(6) 0,193 £ 0,030 Pe1>0,05 0,157 £0,033 P61<0,05
toi den G, (7) 0,1919 + 0,016 p71>0,05 0,197 +£0,014 p71>0,05

G (8) 0,205 + 0,057 Ps.1>0,05 0,201 £0,013 Ps1>0,05

Tai thdi diém 48 gid: Quan sat dudi kinh hién vi quang hoc cho thdy & thai diém nay dich chiét téi den
va SAC chua c6 tac dung Uc ché Hep-3B. Mat do té bao cé su khac biét chua cé y nghia théng ké (Hinh 2).

a
" € = e

e =

Chirng am 48 gio SAC 100mM 48 gi& SAC 50mM 48 gio

Hinh 2. Hinh anh té bao Hep3B dudi tac dung cua dich chiét téi den va SAC sau 48 gid (200X)

Tai thoi diém sau 72 gid: Dudi kinh hién vi quang hoc cho thay thai diém 72 gid sau dung dich chiét
t6i den va SAC té bao bi Uc ché phat trién rd rét. Nhat la nhimng té bao méi trudng co dich chiét toi den ndng
d6 Cs, C., Cs va SAC 100mM (p<0,05) (Hinh 3).
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Chirng am 72 gio

oot

TD C4 72 gio

SAC 100mM 72 gi&

D C2 72 gio

SAC 50mM 72 gio

TD C5 72 givy

Hinh 3. Hinh anh té bao Hep-3B dugi tdc dung cua dich chiét toi den va SAC sau 72 giG (200X)

Sau 72 gid, c6 thé nhan thay dudi kinh hién vi, mat
dé té€ bao bi anh hudng rd rét baéi dich chiét toi den &
nong dé C; dén Cs va SAC néng d6 100mM (Hinh 3).

4. Ban luan

Két qua thi nghiém Trypan blue cho thay dich
chiét toi den va SAC & cac néng d6 khac nhau khéng
gay doc truc tiép déi vdéi té bao ung thu Hep-3B
(Hinh 1). Ty & té bao chét/té bao séng gilra cac
giéng nudi cay st dung dich chiét téi den va SAC
khéng cé su khéc biét so véi ching khi str dung moi
truong nuodi cdy té bao (p>0,05).

Nghién cttu tdc dung cla dich chiét téi Ly Son
(TLS) d6i véi su nhan lén cla té bao ung thu gan cho
thay, dich chiét TLS c6 tac dung Uc ché phat trién té
bao ung thu phu thuéc liéu dung so sanh vai ching.
G néng d6 2,5mg/ml, 5mg/ml va 10mg/ml, dich
chiét TLS Uc ché ro rét té bao ung thu tuyén tién liét
(UTTTL) ngudi nhan lén so véi thudc vincristine
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0,05ug/ml moéi trudng (p<0,001) [3]. Das va cOng sy
(2007) st dung cac san pham chia goc sulfur (nhu
SAC) c6 ngudn gdc tu téi dé nghién clu co ché
chéng ung thu. Cac tac gid nhan thdy cé su tiang
phospho hda p38 MAPK protein, day la moét protein
¢6 tac dong sinh hoc qua mang nhan kich thich téi
cac gen trong nhan nham ting san xudt cac
cytokine trong dap ung viém, cac yéu té phat trién
hodc c6 thé thuc day qua trinh chét té€ bao [4]. Trong
nghién ctu nay cho thay, dich chiét toi den va SAC
c6 tac dung Uc ché té bao ung thu gan Hep-3B
(Bang 2).

Lee va cOng su (2011) thi nghiém goc sulfur trén
nudi cay té bao cho thay ty lé gay té bao chét phu
thudc vao ndng do va thai gian ti€p xuc véi chat nay.
Thong qua dinh lugng géc tu do glutaredoxyn (GRX)
bang nhuém fluororescen da xac dinh chat nay ting
manh trong té€ bao ung thu & néng dé 50 - 80mcg [6].
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Dan chat géc sulfur ciing da dugc ching minh
kha nang Uc ché su tang sinh té bao ung thu gan
bang cach tang cudng acetyl hoa histone, Uc ché
enzyme histone deacetylase, gay chét té bao theo
chuong trinh (apoptosis) hodc tc ché qua trinh hinh
thanh cac mach mau mai théng qua gidm biéu hién
cla cac gen VEGF-receptor cac enzyme MMP-2, MMP-
9 ¢6 vai trd quan trong trong tao diéu kién dé khéi u
xam lan ra xung quanh va di can [5], [7], [9], [10].

5. Két luadn

Nghién ctu tdc dung cla dich chiét toi den va
SAC trén dong té bao ung thu Hep-3B khong thay cé
tac dung gay doc té bao truc tiép. G thai diém 72
gi®, nhdm té bao dugc diéu tri bang S-allyl-L-
cysteine (SAC) ¢ néng d6 100mM va dich chiét toéi
den véi néng do tinh theo SAC la 0,25mM, 0,5mM,
1TmM c6 tac dung Uc ché ro rét té bao ung thu gan
ngudi Hep-3B so véi nhém chiing (p<0,05).
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