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HOAT TiNH ’'C CHE DONG TE BAO UNG THU HEP3B VA MCF7
CUA PRODIGIOSIN IN VITRO
Tran Viét Tién"*, Nguy&n Linh Toan', D& Thj Tuyén’, D& Minh Trung"**

TOM TAT

Muc tiéu: Banh gia hoat tinh trc ché té bao ung thw cta PG téi tdng hop trong phong thi
nghiém lén dong té bao ung thr gan ngudi (Hep3B) va ung thw v ngudi (MCF7) tai Viét Nam.
Phwong phdp: theo déi tién ciru, dénh gid mirc do chét, khd ndng duy tri chire ndng séng va
dinh liéu IC50 trén 2 dong té bao Hep3B va MCF7. Sir dung phuwong phép nuéi cdy té bao, do
mét do quang ctia chét chuyén hoa. Két qua va két lugn: Prodigiosin ¢6 hoat tinh trc ché té
béo ung thw gan ngudi Hep3B va ung thw vit ngudi MCF7 trén in vitro & néng dé PG tir 6-10
ug/mi, Iam té bao bj chét va thay déi hinh dang té bao. Liéu IC50 trén té bao Hep3B Ja 5,5 va

IC50 trén té bao MCF7 Ia 6,53 (ug/mi).

Tir khéa: Prodigiosin, Hep3B, MCF7, Té bao ung thw, MTT.

1. DAT VAN BE

Ung thw [a mdt nhém bénh phirc tap, kha
nang diéu tri khoi thap va cé ty Ié t&r vong cao.
Theo sb liéu bao cao v& ung thw, nam 2012
thé gi¢i c6 khoang 14,1 triéu ca bénh m&i va
khoang 8,2 triéu ca tlr vong do ung thw [1].
Dy doan dén nam 2030 con s6 d6 1én t&i 13
triéu nguoi [1]. Vi thé, van dé nghién clru vé
ung thw danh dwoc sy quan tam cua y hoc.
Nhét 1a viéc nghién ctru céc gidi phap kéo dai
ty 18 s6ng, tang cao chét lwgng cudc song sau
diéu tri, nang ty I khéi cho bénh nhan va dac
biét 1a tim kiém hoat chdt méi cé hiéu nang
trong trc ché va tiéu diét ung thu.

Hién nay prodigiosin (PG) dugc biét dén 1a
mét chat c6 kha nang ¢ ché sy phat trién
ctia té bao ung thu & nhiéu ddng khac nhau
[4]. Day la mot chuyén héa thir cAp c6 mau
dd, cong thirc hda hoc 1a CagHzsNzO, khoi
lwgng khoang 323.4 Da. PG chi xuét hién &
sau giai doan tang trwéng clia vi khuan.
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Nguwoi ta nhan thdy rdng mét so6 vi khuan co
khd nang tong hgp PG véi khd nang khac
nhau. Vi khuan san xu4t PG dwoc biét dén va
dwoc nghién ctu nhiéu [a Serratia va
Streptomyces. Mot sb vi khuan khac ciing c6
kha nang nay nhw Pseudomonas, Vibrio,
Alteromonas, Actinomadura,
Saccharopolyspora va Streptoverticillium [2].
Nhiéu tac gia trén thé gi¢i da nghién ciru xay
dwng quy trinh tai tdng hop PG bang cach
nudi cay chiing Serratia marcescens. Cac tac
gid nay da tong hop dugc PG trong phang thi
nghiém, thir nghiém hoat tinh khang khuan,
khang ndm clia hoat chét nay [10], [2], [3].

Trong van dé tim kiém hoat chat méi c6
kha n3ng (rng dung trong diéu trj ung thw, PG
dang dwgc quan tdm. Nhitng ndm gan day
nhidu nghién cru da phéat hién tac dung tc
ché sy phan chia va xam I4an cua té bao ung
thw, trén nhidu dong té bao ung thw khac
nhau nhung khéng dnh hwdng téi cac té bao
lanh [4]. Tuy nhién, céc cdng trinh trén con
chua nhiéu, cac di¥ liéu khoa hoc cong bd tac
dung clia hoat chat PG lén té bao gan ung
thw con chwa day da. Nhat 1a cac nghién ctu
tai Viét Nam thi con rat hiém.

Xuét phat ttr ly do d6, ching toi thwe hién
nghién cteu ndy nham muyc tiéu: Bénh gia hoat
tinh tre ché té bao ung thw cla PG tai téng
hop trong phong thi nghiém Ién dong té bao
ung thr gan nguwéi (Hep3B) va ung thw va
nguoi (MCF7) tai Viét Nam.
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2. b0l TUONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN cUrU

2.1. B6i tweng nghién ciru

Chung téi str dung hai dong té bao ung
thw gan ngwdi Hep3B va ung thw vi nguoi
MCF7 dwgc cung cap bdi hang ATCC (Hoa
Ky). Cac té bao ung thw nay dwoc bdo quan,
nudi dwdng theo tiéu chuan ctia nha san xuét,
tuan tha quy trinh nghiém ngéat va hoan toan
vo khuan.

Hoat chét chinh str dung trong nghién ciru
la Prodigiosin tinh khiét tir dich 1&én men vi
khuan Serratia marcescens QY (dwoc phan
lap tuyén chon tir mau dat & Viét Nam). Céac
mau dwoc bdo quan & -20°C va duoc ra dong
khi thi nghiém.

Nghién ctru con s dung mét sé héa chét
sau: Mbéi trwdng RPMI, FBS (Fetal Bovine
Serum), Penicillium-Streptomyces, Trypsin-
EDTA (Gibco, My), MTT, DMSO (Sigma, My),
HCI, Isopropanol (Merck, Brc).

Céc dung cu va thiét bj st dung trong
nghién ciru gdm: Flask T75, Plate 96 giéng,
Pippet nhwa 5 ml, 10 ml (Corning, My) va cac
hoa chét vat tw khac dwoc cung cip tr cac
hang c6 uy tin trén thé gidi. Kinh hién vi soi
ngegc Olympus IX83 (Olympus, Nhat Ban),
Hé théng DTX 880 (Backman Coulter, My), Tu
cay (Bioair, My), TG 4m CO, (Nuiair, M§), B&
&n nhiét (Shellab, My), May ly tam Rotanda
460 (Henttich, Burc)..

2.2. Phwong phap nghién ctru

- Thiét ké nghién ciru: nghién ciru dugc
thiét ké tién clru, theo déi sw phat trién cla té
bao ung thw trwdre va sau str dung PG.

- Nuéi cay ting sinh té bao

Hai dong té bao ung thu dwoc nudi cly
tang sinh theo quy tfrinh sau: giai déng hoac
cdy chuyén, stz dyng méi trudng RPMI (RPMI
b6 sung 10% FBS, 1% Penicillin va
Streptomycin - Gibco, My), nhiét @3 37°C, 5%
CO,. Té bao dwgc nudi cay dén khi dat duoc

Liéu (rc ché (%) =

mat do khoang 80% dién tich b& mat dia nusi
cdy. Tiép theo tién hanh cdy chuyén va chia
té bao ra lam nhidu dia nudi cAy méi dé tién
hanh cho céc thi nghiém tiép theo.

- Cdc chi tiéu nghién ciru

+ Mirc d6 sbng cua t& bao ung thu: dé
danh gia mirc dd sdng cla té bao ung th,
ching tdi quan sat trén tiéu ban d& danh gia
mukc d phat trién té bao. Bdng thei, chung tdi
dinh lwvgng ndng d6 tinh thé formazan do té
bao ung thw séng chuyén héa tao ra. Phwong
phap tién hanh dya trén kj thuat MTT (theo
[5], [1]): té bao dong Hep3B va MCF7 duoc
céy chuyén va nuéi cdy trong dia 96 giéng.
Sau 24h-48h, thyc hién quan sat té bao truédc
khi tiép xtc v&i PG. Sau do, cho té bao tiép
xtc véi PG & cac ndng dd 0,5 pg/ml; 1 pg/ml;
2 pg/ml; 4 pg/ml; 6 pg/ml; 8 pg/ml va 10 pg/ml
dbi voi nhém té bao thi nghiém; & nhém dbi
chirng, té bao ung thwr dwoc thém dung dich
RPMI hodc DMSO. Sau 24 gi& va 48 gi¢
quan sat mrc 4 tang sinh té bao dwéi kinh
hién vi. Tiép theo, bd sung dung dich MTT 5
mg/ml (Sigma, My) vao céc giéng (ca 16 thi
nghiém va 16 chirng), d& nguyén trong 4 gid.
Cac té bao ung thv sbng sé sinh ra cac
dehydrogenase, phan tng véi MTT tao ra
chét formazan. Sau 4 gio, tach chiét 1dy dich
nudi cay t& bao, dinh lwong ndng dd formazan
bang phwong phap do méat do quang OD &
bwéc séng 595 nm (trén may DTX 880 -
Backman Coulter, Hoa Ky).

+ Mic do ton thwong té bao ung thu:
dwoc danh gia bang sy toan ven cua té bao.
Phwong phap nudi cdy té bao ung thw va thir
nghiém PG nhu trén. Sau khi 4y dich chiét té
bao, chiing téi quan sat hinh thai té bao ung
the dwdi dwdi kinh hidn vi soi ngugc
(Olympus 1X83-Olympus, Nhat Ban).

Cac thi nghiém dugc I3p lai 6 lan (n=6).

+ Tinh liéu trc ché 50% té bao (IC50): liéu trc
ché té bao dwoc tinh dua trén céng thirc sau:

S6 lvgng té bio ung thu séng nhém PG

Dya trén ty 1& té bao sdng trong cac nhom
nghién ctru va ndng dd PG sk dung, lap

S8 lwgng té bao ung thu séng nhém ching

phuwong trinh hdi quy tuyén tinh tinh gitra ty 18
té bao séng (Y, %) va ndng d6 PG (X
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pg/ml). T phwong trinh hdi quy tuyén tinh,
tinh lidu &r ¢ ché 50% té bao (IC,;) ciia PG &
thoi diém 24 gior va 48 gio trén cac dong té
bao ung thw theo cong thirc:

IC50 = (50 — b)/a

Trong d6 hé sb a, b lay tir phwong trinh
hdi quy tuyén tinh

3. KET QUA VA BAN LUAN

Tac dung cta PG trén dong té bao Hep3B
dwoc trinh bay & hinh 3.1 va biéu db 3.1.

Hinh 3.1. Hinh anh té bao Hep3B - PG sau khi bd sung MTT sau 4 gio.
(Ndng dd PG: 10, 4 va 0,5 Ia hinh anh té bao Hep3B & céc giéng c6 ndng do PG 10, 4 va
0,5uL/mL, RPMI 12 hinh anh té bao Hep3B & dbi chirng),200X.

Tac dung ctia PG Ién déng té bao ung
thw vi ngudi MCF7 dugc thé hién trén hinh
3.2 va biéu d6 3.2

Hinh 3.2 cho thay & cac ndng do PG cao
nhw 10pg/ml, 8ug/ml, cé sy thay ddi v& hinh
dang té bao va nhiéu té bao bj chét, mat do
té€ bao thwa thét hon so véi nhém chivng.
Nhi&u té bao bj tén thwong va bién ddi hinh

dang. Biéu dd 3.2 cho thdy lwgng
formazan dwgc tao ra rat it & dung djch té
bao c6 bd sung PG véi ndng do 10 va
8ug/ml. O cac ndng dd thdp hon nhw
6ug/ml, 4ug/ml, lwvgng formazan duwgc tao
ra da tang lén nhidu hon so véi ndéng dé 10
pg/ml. O' cac ndng d tr 0.5-2 ug/ml tac
dung PG dbi voi té bao thap vi thé ma
lwgng tinh thé formazan tao thanh rat nhidu.

Lwgng formazan & cac nong do PG 0,5
pg/ml va 1 pg/ml g&n béng véi nhém chirng.
Két qua tinh lidu chét IC50 cho thay diém
cét trén bidu dd 1a 6,53, twong rng véi néng
dd PG 6,53pg/ml. Hinh 3.1 cho thay té bao
Hep3B tai giéng cho tiép xuc véi RPMI thi té
bdo tang sinh tét nhung & cac giéng cé PG
véi néng dd tr 0,5 dén 10 pg/ml, té bao thua
thét va bj chét nhidu. Hinh thai té bao cla té
bao ung thw Hep3B bj thay ddi nhidu theo
ndng do trong d6 tén thwong nang nhéit &
dung dich ¢6 néng d PG 10pg/ml.

Biéu dd 3.1 cho thay tai cac ndng d6 PG
cao nhw 10ug/ml, 8ug/ml PG tao ra it
formazan trong khi d6 & cac ndng do thap
hon nhw 6ug/ml, 4pg/ml, 2pg/ml  lwgng
formazan dwgc tao ra da tang 1én nhiéu hon.
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Biéu dd 3.1. Dam dd OD clia formazan tai cac dung dich tiép xtic PG cé ndng do khac nhau va
phuwong trinh héi quy tuyén tinh tinh 1C50 cta té bao Hep3B

Hinh 3.2. M{t sb hinh anh t& bao MCF7 tao tinh thé formazan sau khi bb sung MTT.
(0,5, 4, 10: hinh anh té bao ung thw Hep3B sau khi tiép xtc véi PG & cac néng do tir 0,5, 4.
10pg/ml, RPMI: hinh @nh té bao ung thw Hep3B trong dung djch nuéi cay ddi ching)-
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Biéu d6 3.2. bam do OD cla formazan tai cac dung dich tiép xtic PG cé ndng dd khac nhau va
phwong trinh hdi quy tuyén tinh tinh 1C50 clia té bao ung thw MCF7

Pac biét, tai cac ndng do thap nhw 1ug/ml,
0,5ug/ml PG gan nhu chua cé tac dung dbi
v6i t& bao ung thw nén dam dg OD kha cao.

Phuong trinh tuyén tinh liéu IC50 cho thay
lidu IC,, clia G trén té bao Hep 3B Ia diém cét
5,5, twong trng v&i ndng d6 5,5ug/ml

Ter nam 1952, Wier RH va CS da tho
nghiém prodigiosin trén lam sang trong diéu
trj ndm C.immitis [7]. Két qua c6 sy phuc hdi
trén 14 bénh nhan nhiém n&m [7]. Trong
nhrng na3m gén day da c6 nhiéu nghién ctu
dwoc tién hanh trén té bao ung thw nham xéc
dinh hoat tinh khang ung thw clia hoat chét
nay. Két qua thu nhan dwoc PG c6 hoat tinh
khang lai hon 80 dong té bao ung thu voi
ndng @6 trung binh 2.1 uM [2]. PG'dugc coi
la mot trong nhitng gay chét té bao ung thw

(appotosis). Hoat déng gay chét té& bao clia
PG trong nhan té bao céithé la do tac dung
gay sy phan manh DNA [2].

Trong nghién ciru nay, sau khi cho PG tiép
xuc v&i té bao & cac ndng dd khac nhau két
qua cho thdy & 8 néng dd khac nhau cia PG
sau khi dwgc thir nghiém' chi ¢6 ndng dé 10
pg/ml va 8 pg/ml ¢cé anh hwdng manh nhét
trén hai dong té bao Hep3B va MCF7. PG
ndng dd thdp 0,5 pg/ml gin nhw khéng c6
hiéu quéa gy chét té bao, tham chi, ching toi
cdn nhan thay & mét sé vj tri, t& bao cé hién
twong tang sinh. T4t ca cac ndng do con lai,
ching téi nhan thdy c6 sy thay dbi nhét dinh
vé hinh thai t& bao, mirc do tang sinh té bao
cling nhrr kha ning sdng. So séanh tac dung
trén 2 dong té bao ung thw, chiing t8i nhan
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thdy PG c6 tadc dung manh hon trén dong té
bao Hep3B. Tuy nhién, didu nay can phai
nghién ctru thém.

Hiéu Iwc trc ché té bao ung thw clia PG
trong nghién ctru cta chiing téi twong tw nhw
két qua nghién clru ciia Beatriz Montaner va
CS. Tac gia danh gia anh hwéng dich nudi
céay ¢6 chra PG dén kha n&ng séng sét trén
céac dong té bao ung thw mau khac nhau va té
bao binh thwdng tac gia nhan thay sb lwong
té bao giam nhanh sau 4 gi¢r bang xét nghiém
MTT [1]. M&c du thoi gian tiép xuc véi PG
ngén hon cta ching t6i nhung hiéu qua thu
dwoc Ia twong dwong.

Co ché tac dung ctia PG duoc cho 1a do
khd ndng lam thuc ddy qua trinh apoptosis.
Khi qua trinh apoptosis dwgc khéi dong do
tac dung ctia PG, té bao ung thw sé bj &rc ché,
gidm phét trién va bi chét, von la mot dic
diém kho thay & mét khdi ung thw [1].

Ngoai ra, co ché lam chét té bao ung thw
v( va ung thw gan trong nghién ctru nay ciing
c6 thé 1a do Iam gian doan cac két néi té bao.
Yenkejeh va CS (2017) thr nghiém PG trén
dong té bao HepG2, cho thdy PG da lam thay
ddi hinh thai cla céc té bao thanh va lam gian
doan céc két ndi té bao [8). Tuy nhién, cac co
ché nay can phai dwgc nghién cru thém.

5. KET LUAN

Prodigiosin c6 hoat tinh trc ché té bao ung
thu gan nguwdi Hep3B va ung thw vi ngudi
MCF7 trén in vitro & nong do PG tir 6-10
pg/ml, 1am té bao bj chét va thay ddi hinh
dang té bao. Lidu IC50 trén té bao Hep3B |a
5,5 va IC50 trén té bao MCF7 Ia 6,53 (ug/ml).

L&icam on

Nghién ctru nay dugc tai tro bdi dé tai ma
s6 07.17/CNSHCB do Hoc vién Quan y chu
tri. Nném tac gia xin trén trong cam on Hoc
vién Quan y, Vién Cong nghé sinh hoc, Vién
Nghién ctru hé Gen — Vién Han l1am KH&CN
Viét Nam da tng ho, tao didu kién va tich cuc
hegp tac trong qua trinh nghién ciru.
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SUMMARY

EVALUATING THE ABILITY TO INHIBIT CANCER CELL LINES
HEP3B AND MCF7 OF PRODIGIOSIN IN VITRO

Tran Viet Tien', Do Minh Trung', Nguyen Linh Toan', Do Thi Tuyen?

Vietnam Military Medical University
?Institute of Biotechnology, Vietnam Academy of Science and Technology

Objective: evaluating the inhibiting activity of prodigiosin (PG) isolated and purified from
bacterial culture in vitro on the human liver cancer cells (Hep3B) and human breast cancer cells
(MCF7) in Vietnam. Methods: prospective study, assessing the death cell condition, living cell
ability and IC50 dose on two human cancer cell lines. The cancer cell culture, OD measure
were used. Results and conclusion: PG have ability of inhibiting cancer cell on Hep3B and
MCFT7 cell lines at concentration of 6-10 pl/ml, changed cell morphology and caused death cell.
IC50 dose on Hep3B cells was 5.5 and the IC50 value on the MCF7 cells was 6.53 ul/ml

Keywords: Prodigiosin, Hep3B, MCF7, cancer cells, MTT.



