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Tom tat

Dong té bao géc ung thw vii MCF-1-SC, dwoc phdn Idp tir cdc té bao ung thu vii
MCF-7, cho thdy cdc ddc diém khang anoikis. Trong nghién ciru ndy, chiét xudt ld chanh
tdy bang methanol (MLL) da dwoc danh gid vé hoat tinh chong ung thw ciia né trong té bao
goc ung thi vii MCF-7-SC khang anoikis. MLL gay ra sw chét té bao (apoptosis) trong
MCF-7-SC duwoc chirng minh bang si gia ting sw hinh thanh co thé apoptotic, ting sé
lwong té bao G1, tang té bao dwong tinh véi Annexin V, tang ty 1é Bax / Bel-2, kich hoat
protein cia caspase-9 va caspase- 3, va sw thodi bién ciia protein poly (ADP-ribose)
polymerase (PARP). Tém lai, nghién ciru nay chitng minh cho thay rang 14 chanh tay gay
déc tinh cho té bao goc ung thw vii khang anoikis va cé thé coi né nhi mét cdy thuéc ding
dé diéu ché thuoc hodc thire pham chire ndng chong ung thu moi.

Tir khoa: Khang anoikis. Apoptosis. 7é bao goc ung thie. L& chanh tay

1. Pit van dé

Céc bién phép can thi¢p thong thuong, chéng han nhu xa tri hodc hoéa tri, c6 thé loai
bo phén 16n khéi u, nhung cac té bao ung thu ac tinh lai c6 kha nang dac biét dé séng sot, tu
tai tao va cai thién khoi u 4c tinh. Gan day, nhiing té bao khdi u con sot lai da duoc phat
hién c6 cac dic tinh gidng nhu t& bao gdc va duge goi 1a té bao gde ung thu (CSCs) (Siegel
R, 2013). Do d6, viéc tiéu diét CSCs trong khdi u s& 1a bude di quan trong dé ngin chan su
tién trién va tai phat bénh. Mac du da nd luc khong ngimg dé chéng lai ung thu trong nhiéu
thap ky, ung thu va van la nguyén nhan gay tir vong dtng hang th hai & phu nit (Reya T,
2001) va té bao gdc ung thu va, dic trung boi biéu hién cua dau hiéu bé mat CD44Man |
CD24"", duoc cho la nguyén nhan chinh cua sy tién trién va di cin cua ung thu vii (Al-Hajj
M, 2003). Dong té baio MCF-7-SC duoc phén loai tir t& bao ung thu vi & ngudi MCF-7
thong qua viée tich liy quin thé CD44"" / CD24"" (Phuc PV, 2010) MCF-7-SC di dugc
bao cao co chira cac dic diém cua CSCs nhu khang thude va xam nhap (Tran TA, 2014) va
n6 da dugc nghién cou dé tim kiém muc tiéu cu thé cua té bao géc ung thu vu (Tran TA,
2014).

Noi bat trong sb cac co ché khang thudc 1a d6 dic hiéu rong cua hé théng van
chuyén ho ATP-binding cassette (ABC), bao gdm bao gdm P-glycoprotein (Chen CJ, 1986),
lién quan dén da khang thudc protein (Cole SPC, 1992) va protein khang ung thu va (BCRP
/ MXR / ABCP / ABCG2) (Allen JD, 1999). Biéu hién qua mirc ciia hé théng van chuyén
ABC trong cac té bao ung thu co thé dan dén sy da khang thude béng cach han ché sy tich
lity ndi bao cuia cac tac nhin giy doc té bao thong qua viéc loai bo cac tic nhan do (Seamon
JA, 2006). Anoikis 1a mot dang chét té biao (apoptosis) trong d6 cac té bao tach rdi nhau va
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tach ra khoi moi trudng ngoai bao xung quanh. Khang anoikis dugc biét dén nhu mét co
ché dan dén su khang thude. Tuy nhién, tim kiém hoa chét thuc vat e ché su hoat dong cua
cac té bao gbe khang anoikis va co ché that sy clia né van chua duge kham pha ddy du.

Trong nhiéu nim, apoptosis dugc cho 1 co ché chinh ctia cic tic nhan hoa tri liéu
tiéu diét té bao. bay la mét hinh thac chét té bao duoc lap trinh bao tdn cao, diéu chinh can
béng ndi mé va loai bé cac té bao bi hu hoéng va bi nhiém bénh. C6 hai con duong apoptotic
chinh t6n tai: con dudng bén ngoai dugc kich hoat boi cac thy thé gay chét va con duong
bén trong dugc kich hoat bai ty thé (Morselli E, 2009). Nhiing con dudng truyén tin hiéu
apoptotic ndy din dén viéc kich hoat cac caspase, cic cysteine protease tach rdi cac chat
nén khac nhau. Con dudng bén trong cua apoptosis duge kich hoat béi cac diéu kién khéac
nhau, bao gém ton thuong DNA, kich hoat gy ung thu, kich thich oxy hoa, thiéu oxy va
cac dang kich thich khac.

Nhirng nim gan day, thuc vat duoc xem 1a ngudn hop chit ¢6 hoat tinh sinh hoc quy
gia cho nguoi va dong vat, do dé nod cod tiém nang 16n dé su dung trong viéc phat hién ra céac
loai thubc méi (Pellegrini NM, 2007). Trai cdy c6 mii c6 hoat tinh chéng oxy hoa cao nhat
(Chun OKY, 2008) vi n6 chtra nhiéu flavonoid, vitamin C va carotenoids (Xu G, 2008). C6
rat nhidu bioflavonoids trong Chanh tay (Citrus limon) nhu hesperidin, rutin va naringin,
cac chit nay kich hoat cac hoat dong ctia thudc trong co thé (Tripoli E, 2007). Trai cay ho
cam quyt, ddc biét 1a Chanh tay da dwoc khoa hoc ching minh 1a c6 nhiéu lgi ich cho sirc
khoé ciing nhu han ché nguy co méic bénh do su phong phti ctia vitamin, khoang cht va céc
thanh phan khac (Peterson OA, 2006). Chanh tay duoc trong & nhiéu noi trén thé gidi dé
san xudt nuéc ép chanh va da dugc chimg minh 1a c6 kha ning chéng ndm va chdng ung
thu (Viuda MM, 2008) (Arias BA, 2005). Trong khi hat chanh tay va vo chanh tay da duogc
ching minh vé hoat tinh chéng oxy hoa va chéng ung thu (Im JS, 2014) (Banjerdpongchai
R, 2016), (Pagliara V, 2019) thi c4c nghién ctru vé& dugc tinh cia 14 chanh tdy vin con han
ché. Do dé, muc dich cua nghién ctru ndy 1a khao sat cac tiém nang chdng ung thu, dic biét
1a ung thu va, cua 14 chanh tay. Két qua cho thay dich chiét ctia 14 chanh tdy bang methanol
(MLL) trc ché duoc su san sinh cua cac té bao MCF-7-SC thong qua viéc gy ra sy chét té
bao (apoptosis). Pong thoi, sy e ché ting sinh ciia MCF-7-SC bang MLL c6 thé 1a mot
cach hitu hiéu dé tiéu diét té bao gbc khang anoikis, tdc nhan gay nén sy di cian cua ung thu
vu.

2. Vatliéu va phwong phap nghién ctiru

2.1 Trich xuit va chuin bi miu

L& chanh tay say kho (1200 g) duoc nghién thanh bot, sir dung méay xay va chiét bang 80%
methanol bang cach khudy trong 3 ngay & nhiét do phong. Dich chiét duoc loc, co dic bang
thiét bi bay hoi quay chan khong dudi ap suat giam & 40°C va dugc dong kho dé thu duoc
cao chiét metanol tho (27,0 g). Cao chiét dugc lam lanh (4°C) trudc khi str dung. Cao chiét
dugc hoa tan trong DMSO (Dimethyl Sulfoxide) dén nong d6 100 pg/mL trong cac thi
nghiém.

2.2 Nubi cy té bao va thudc thir

Té bao gbc ung thu vii MCE-7-SC & ngudi duoc chon tir cac té bao MCF-7 thong qua viée
tich lily quan thé CD44"9" / CD24"" sau khi phén loai t& bao (Phuc PV, 2010). MCF-7-SC
dugc nudi cay trong moi truong RPMI-1640. MCF-7 duoc nudi cdy trong hdn hop moi
truong DMEM va F-12K. Mbi trudng nudi cdy duoc bd sung 10% huyét thanh bao thai bat
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hoat nhiét (FBS) va 1% khang sinh. Tat ca cac té bao duoc duy tri & 37°C trong tu 4m do
am voi 5% CO,. Moi truong RPMI 1640, albumin huyét thanh bo, axit trypsin
[ethylenediaminetetraacetic, huyét thanh bo bao thai (FBS) va khang sinh Antimycotic
100X, F-12K va DMEM dugc mua tir Invitrogen (Hoa Ky). Hoechst 33342, Dimethyl
sulfoxide (DMSO), 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT),
propidium iodide, RNase A, khang thé khang-actin di dwoc mua tir Sigma Cong ty (Hoa
Ky). Cao chiét 14 chanh tdy bang methanol da duoc hoa tan trong DMSO. Céc khang thé da
duoc mua tir cdng ty Cell Signaling (Hoa Ky). Cac mang polyvinylidene fluoride dé 1am thi
nghiém western blot dugc mua tir Millipore (Hoa Ky).

2.3 Xét nghiém khang anoikis

Dé kiém tra tinh khang anoikis cua té bao, phuong phap lya chon cac t& bao khang anoikis
duoc d& cap boi Su X. et al. (2009) di duoc ap dung. Sau d6, kha ning séng cua té bao
dugc xac dinh bang cach i cac té bao bang thuéc nhuém Trypan Blue 0,4% va dém bing
dung cu budng dém.

2.4 Phan rng sao chép chudi polymerase nguoc (RT-PCR)

Toan b RNA tir cac dong té bao dugc chiét xuat bang thude thir TRIzol (Invitrogen). Sao
chép nguoc duge thuc hién bing reverse transcription system (Promega, USA). Cac moi
phan tng chudi polymerase (PCR) dé khuéch dai nhu sau: ABCG2, forward 5'-
CCGCGACAGCTTCCAATGACCT-3, reverse 5-GCCGAAGAGCTGCTGAGAACT
GTA-3'; GAPDH, forward 5-GAGAAGGCTGGGGCTCATTT-3', reverse 5-AGTGA
TGGCATGGACTGTGG-3". RT-PCR dugc thyc hién bang Taq polymerase (iNtRON Inc.,
Han Quéc). PCR duoc bét dau bang cach u cac mau ¢ 95°C trong 1 phit, sau do6 1a 35 chu
ky 40 gidy denaturation & 95°C, annealing 40 gidy & 57°C va 1 phut elongation & 72°C. Cac
miu duoc phan tich bang dién di trén Gel agarose 1,2% chita 0,002% thudc nhudém
(RedSafeTM; Biotechnology Inc., Korea)

2.5 Xét nghiém kha ning song cia té bao

Céc té bao dugc nudi ciy trong cac dia 96 giéng trong 200 pL méi truong chira 10% FBS
bat hoat nhiét. Sau khi xir Iy, 20 pL thude thir MTT (5 mg / mL) di dwoc thém vao va cac té
bao duoc U trong 3 - 4 gio. Sau d6 phan dich phia trén da duoc loai bo khoi giéng va 150
ML cua DMSO da dugc thém vao. Tét cé cac thi nghiém dugc tién hanh trong bdn 1an. Kha
nang séng cua té bao duoc xac dinh tir d6 hép thu ¢ budc song 570nm, dugc do béng dau
doc vi mach Sunrise (Ao). Kha ning ton tai cua té bao duoc hién thi dudi dang ph?m tram
kha niang séng sot (trung binh + SD).

2.6 Hinh théi

MCF-7-SC (3 x 10* té bao / mL) dugc gieo vao cac dia 6 giéng va duogc xir Iy bang thude
thir 24 gio. Sau 24 gio, cac té bao duge nhudm 10 UM Hoechst hodc acridine Orange (AO)
sau d6 dugc quan sat dudi kinh hién vi (Olympus, Essex, UK).

2.7 Phan tich té bao hoc

Dé phan tich phan bd chu ky té bao apoptosis, cac té bao (3 x 10* t& bao / mL) dugc nudi
ciy trong cac tdm 6 giéng va dugc xir Iy bang MLL trong 24 gio. Dé phan tich chu ky té
bao, cac té bao dugc thu hoach, ria béng PBS, ¢b dinh béng 70% ethanol, dugc bu nudc
trong 2 mM EDTA-PBS (Axit Aminopolycarboxylic trong Phosphate-Buffered Saline
Solution), dugc xir Iy bang RNase A (25 pg / mL) va nhuém mau bang PI (40 ug / mL).
Mot bo phat hién apoptosis Annexin V-FITC da dugc st dung dé phat hi¢n sy chuyén dich
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phosphatidylserine tir phia bén trong ciia mang plasma sang phia bén ngoai theo cong thirc
ciia nha san xudt. Tom lai, cic t& bao duoc rira bang PBS, pha lodng trong dém lién két
annexin V c6 chtra annexin V va PI, va dugc u trong 15 phut ¢ nhiét do phong (RT). Céc té
bao di duge xr 1y trong vong 1 gid. Dir liéu tir 10.000 6 trén mdi mau duge phan tich voi
Phan mém Cell-Quest (BD Bioscatics). Mdi thi nghiém duoc lap di ldp lai it nhat ba lan.
2.8 Western Blot
Cac té bao duoc nudi céy va sau do duoc xu ly voi n6ng d6 MLL duoc chi dinh. Sau do,
céc té bao duoc thu hoach va ly giai trong b dém RIPA va giit trén bang trong 30 phit. Xét
nghiém BCA d3 duogc thyc hién va lugng mau protein bang nhau duoc nap vao mdi giéng.
Céac phan cua cac lysate dugc tach ra trén gel SDS-polyacrylamide va duoc chuyén dén
mang PVDF bang cach st dung bd dém chuyén glycine. Sau khi ngam vdi sita khong béo
5%, cac mang dugc i qua dém véi cac khang thé chinh va sau d6 trong 1 gid voi cac khang
thé thtr cap trong sita c6 chita nwéc mudi Tris-buffered (TBS) va 0,5% Tween 20. Tét ca cac
khang thé chinh (v6i ngoai 1é ctia khang thé chdng -actin) dwoc sir dung voi do pha lodng 1:
1000. Cac khang thé chinh va thi cap chéng -actin (Phong thi nghiém Vector, Hoa Ky) da
duogc str dung voi do pha lodng 1: 10.000. Cac dai protein dwoc phat hién bang WEST-
ZOL® plus Western Blot Detection System (iNtRON, Han Qudc).
3. Két qua va thao luin
3.1 MCF-7-SC 1a té bao gbc khang anoikis
Boi vi mot trong nhitng dic diém cua té bao gbe dd dwoc bao céo 1a khang anoikis, mot
dong té bao méi, MCF-7-SC, dugc thir nghiém kha nang khang anoikis. MCF-7-SC hinh
thanh nhitng cum té bao trdi ndi va bam vao nhau thanh nhidu cum 16n hon MCF-7 trong
dia nudi cdy polyHema (Hinh. 1A va B). Phuong phéap lua chon cac té bao khang anoikis
(Su X, 2009), da duoc ap dung dé kiém tra va loai bo nhiing té bao chét, chi dé lai nudi cdy
nhitng t& bao khang anoikis. Ty 1& t& bao chét giam dang ké xudng con 6,42 va 6,67% khi
MCF-7-SC dugc thyc hién chon loc ¢ chu ky thtr hai va thtr ba (Hinh 1C). Phat hién nay
cho thdy MCF-7-SC t6n tai tot hon t& bao MCF-7 trong mdi trudong nudi ciy troi ndi bang
cach bam vao nhau. Dic trung quan trong nhét cia té bao khang anoikis 1a khang thubc. Vi
thé, chung t6i da kiém tra mirc 46 mRNA ciia ABCG2, diéu dan dén sy khang thudc cua té
bao (Seamon JA, 2006). Nong d6 mRNA cia ABCG2 & té bao MCF-7-SC cao gép 2 lan ¢
té bao MCF-7, chi ra ring MCF-7-SC d& dang khang thudc hon céc t& bao MCF-7 (Hinh 1
D). Nhimng két qua nay dd chimg minh rang dong té bao gbc ung thu vit MCF-7-SC ¢6 cac
déc tinh cua khang anoikis.
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Hinh 1. MCF-7-SC tao thanh tdp hop té bao I6n hon va c6 kha ning chong anoikis nhiéu hon
MCF-7. (4) Ciing mét s6 lwong té bao (4 x 10* té bao / mL) di dwoc gieo vao cdc dia nudi cdy
binh thwong trong 24 gio sau dé tach ra trong 6 gio trong cdc dia nudi cdy polyHema. Hinh
thai té bao dwoc kiém tra dwdi kinh hién vi (@ phéng dai, 100X). (B) S6 lwong tdp hop té bao
tach ra trong cdc dia nudi cdy polyHema trong 6 gio dugc tinh bang cdch sir dung thiét bi
buong dém. (C) Cdc té bao dwoc thu thdp, cdy VA0 trong méi truong nudi cdy don 16p va dwoc
phép phuc hoi trong 24 gio sau méi 48 gio i trén polyHema. Kha ndng song cua té bdo duwoc
danh gid bang nhuém mau Trypan Blue sau méi chu ky. (D) Mitc d6 mRNA ciia ABCG2 dwoc
phdn tich bang RT-PCR. Dit liéu twong vmg véi gid tri trung binh + SD ciia ba thi nghiém djc
Idp. Y nghia thong ké, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

3.2 MLL trc ché sy ting sinh ciia cac té bao ung thu vii MCF-7 va MCF-7-SC.

Vi loai bo té bao gdc ung thu vii khang anoikis 1a mot phwong phap day htra hen dé tao ra
céc phan mg lau dai d6i véi cac phuong phap diéu tri ung thu vi, ching t6i da kham pha
dong té bao MCF-7-SC dugc sap xép tir cac té bao MCF-7 ung thu vi binh thudng thong
qua viéc tich lily quan thé CD44"9" / CD24'“ ™), cho dic tinh khang anoikis. Két qua MTT
cho thdy MLL trc ché sy ting sinh ciia ca té bao ung thu vii MCF-7 vd MCF-7-SC trong d6
MCF-7-SC nhay cam vdi MLL hon MCF-7, cho théy MLL dic biét tiéu diét cac muc tiéu la
té bao gdc ung thur va khang anoikis (Hinh 2A va 2B).
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Hinh 2. MLL sc ché si tang sinh ciia C&c té bdo ung thi vil.
MCF-7-SC va MCF-7 duroc nudi cdy va xit Iy véi nong dé MLL dwoc chi dinh trong (A) 24 h
and (B) 48 h, va kha ndng song sét duwoc xdc dinh bang MTT assay. Dit liéu firong img véi gia
tri trung binh £ SD cua ba thi nghiém dac ldap.
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3.3 MLLL giy chét té bao (apoptosis) trong té bao goc ung thwr via khang anoikis MCF-7-SC
Dé x4c dinh xem kha ning sdng sot cua cac té bao dugc diéu tri bang MLL giam c6 phai 1a
do apoptosis hay khong, t6i da thuc hi¢n nhuém hat nhan Hoechst, nhuom Annexin V / PI
va phén tich chu ky phan phdi té bao. Nhuom hat nhan cho thiy MLL gay ra sy phan manh
va ngung tu cua cac hat nhan trong t& bao gdc ung thu va theo cach phu thudc ndng do
(Hinh 3A). Phan tich té bao hoc thong qua nhuém mau kép annexin V / PI cho thdy MLL da
tang ty 16 té bao annexin V-positive / PI am tinh 1a apoptosis thay vi hoai tir theo kiéu phu
thudc ndng d6 (Hinh 3B). Ngoai ra, ¢ su gia ting dang ké trong phan doan G1 phu tir
8,71% dén 26,02% c6 thé do sy phan manh DNA (Hinh 3C). Nhiing két qua nay chi ra raing
MLL gay ra cai chét té bao apoptosis thong qua ton thwong DNA. Két qua cta western blot
ctia cac protein lién quan dén apoptosis cho thdy MLL gay ra apoptosis trong té bao gdc ung
thu va bang cach thay ddi ty 1¢ Bax / Bel-2 theo huéng c6 loi cho apoptosis (Hinh 3D). Hon
nita, mic do cta ba ddu hiéu cua apoptosis, caspase 3 bi phan tach, caspase 9 bi phan tach
va PARP bi cit, da tang 1én (Hinh 3D). Noi chung, cac két qua nay chi ra raing MLL giy ra
apoptosis trong té bao gbc ung thu vii khéang anoikis.
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Hinh 3. MLL gdy ra sw chét té bao apoptosis trong té bao goc ung thw vii khing anoikis
MCF-7-SC. Cdc té bao dwge cdy, i trong 24 gio va sau d6 dwoc 1t véi nong dé MLL duwoc
chi dinh trong 24 gio nita. (4) Cac té bao duwgc xir ly da dvoc ¢6 dinh va nhuém madu bcing
10 uM Hoechst 33342 va dwoc quan sat dwedi kinh hién vi huynh quang. (B) Cdc té bao da
xik Iy dwoc thu hoach va nhuém mau véi PI va / hodc Annexin V theo huwéng dan ciia céng ty
cung ccfp bo san phcfm. Cdc két qua dwoc hién thi la dai dién cia ba phan tich té bao hoc
doc lap. (C) Cac té bao da xir ly dwoc thu hoach, o dinh bcfng ethanol lanh 70%, nhuém
mau PI, dwoc rira va phdn tich bang phdn tich té bao hoc dong chay. Cdc két qua hién thi la
dai dién ciia ba thi nghiém riéng biét. (D) Cdc té bao duoc ly gidi sau khi it véi MLL & nong
dé dwoc chi dinh trong 24 gio. Cac protein té bao dwoc phan tach bang SDS-PAGE va dwoc
thir nghiém véi cdc khdang thé chinh thich hop. Khéng thé -actin dwegc sk dung lam chudn.
4. Kétluan

Viéc tim ra céc tic nhan tri liéu méi dé tiéu diét té bao géc ung thu khang anoikis la
rat can thiét vi hoa tri liéu théng thuong hodc xa tri khong loai bo dwoc khéi u khang tri lidu
cao nay. Mic du van can thém nhing nghién ctru siu hon vé co ché chéng lai sy khang
anoikis cia MLL, nhung nghién ctru nay di chimg minh dwoc ring MLL trc ché sy phat
trién khong nhitng ciia té bao ung thu vii ma con cia té bao gdc ung thu vi khang anoikis
thong qua viéc gdy chét té bao bang con dudng apoptosis. Tir nghién ciru nay cho thay viéc
tim hiéu va khao sat hoat tinh chéng ung thu ¢ céac loai thyc vat m¢ ra mot hudng diéu tri
moi thay thé cho cac phuong phap diéu tri ung thu truyén théng, bao gdm hoa tri va xa tri.
Chién lugc két hop nay s& mo ra mot lidu phap méi chdng lai cac truong hop ung thu khang
thudc va khang tri liéu.
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Abstract

Breast cancer stem cell line MCF-7-SC, isolated from MCF-7 breast cancer cells,
shows anoikis resistant characteristics. In this study, methanolic extraction from lemon
leaves (MLL) was assessed for its anti-cancer activity in anoikis-resistant breast cancer
stem cell MCF-7-SC. MLL induced apoptosis in MCF-7-SC as evidenced by an increase of
apoptotic body formation, increased sub-Gl cell population, increased Annexin V-positive
cells, increased Bax/Bcl-2 ratio, proteolytic activation of caspase-9 and caspase-3, and the
degradation of poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) protein. Therefore, it might be useful
as a medicinal plant for alternative novel anticancer drugs and nutraceutical products.
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