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KIEM SOAT TE BAO UNG THU PAI TRANG TANG SINH THONG
QUA U'C CHE PROTEIN THAM GIA SUA CHUA TON THUONG DNA

Dé Quynh Chi', Biii Khic Cuong">”

Tém tit

Muc tiéu: Stra chira ton thuong DNA déng vai trd quan trong trong sy ton tai
va phdt trién cua té bao. Uc ché sta chita ton thuong DNA 13 muyc tiéu cia mot
s6 lidu phdp diéu tri ung thu. Nghién ctru ny duoc tién hanh dé danh gid tic
dung e ché té bao ung thu dai traing cia CB5083, chat trc ché dic hiéu cua p97 -
mot protein tham gia vao qud trinh stra chira DNA. Phwong phdp nghién ciru:
Nghién ciru sir dung CB5083, chét trc ché dic hiéu p97 va dong té bao ung thu
dai trang HCT116. Cdc thir nghiém duoc sir dung bao gdm thir nghiém ting sinh
té bao, di trd t& bao, thir nghiém chu ki té bao bang phuong phip dém té bao
dong chay. Két qud: CB5083 tic ché tang sinh té bao HCT116 in vitro. CB5083
cling anh huong dén qud trinh di trd t& bao va phan bd té bao & cdc pha khéc
nhau trong chu ky té bao. Két ludgn: Uc ché dic hiéu protein tham gia stra chira
ton thuong DNA p97 bang CB5083 c¢6 tic dung kim him ting sinh té bao ung
thu dai trang in vitro.

Tir khoa: Sira chita ton thuong DNA; Ung thu dai trang; p97.

CONTROLLING THE PROLIFERATION OF COLON CANCER CELLS
THROUGH THE INHIBITION OF PROTEIN INVOLVED
IN DNA DAMAGE REPAIR

Abstract

Objectives: DNA damage repair plays an important role in cell survival and
development. The inhibition of DNA damage repair is the target of several therapeutic
treatments. This study evaluated the inhibitory effect of CB5083 on colon
cancer cells, a specific inhibitor of p97 - a protein involved in DNA damage repair.
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Methods: The study used CB5083, a specific p97 inhibitor, and the colon cancer
cell line HCT116. Experimental assays were used, including cell proliferation

assay, cell migration assay, and cell cycle assay by flow cytometry. Results:
CB5083 inhibited HCT116 cell proliferation in vitro. CB5083 also affects cell
migration and cell distribution at different phases of the cell cycle. Conclusion:

The inhibition of p97, a protein involved in DNA damage repair by CB5083, has

a proliferative suppression on colon cancer cells in vitro.

Keywords: DNA damage repair; Colon cancer; p97.

DAT VAN DE

Put giy chudi kép DNA khong dugc
stra chita 1am mat 6n dinh cta bo gen,
dan dén chét t& bao hodc bién doi dc
tinh. Khi t6n thwong DNA x4y ra, cdc
té bao huy dong cic protein sira chira
dén vi tri ton thuong. Cdc nghién ctru
cho thiy p97 tham gia diéu phdi viéc
lap rdp cdc phirc hop tin hiéu va sira
chira t6n thuong DNA. p97 tham gia
sira chita ton thuong DNA bang cich
két hop vé6i nhiéu protein khic trong
dé c6 53BP1, BRCA1 va RADSI, ba
yéu té quan trong dbi véi sira chira
DNA va dam bao su toan ven cua b0
gen. Suy giam hoat dong cua p97 lam
gidam muc d0 sua chitra DNA danh
huong dén sy séng sét ciia té bao sau
khi c6 ton thwong DNA [1]. Cic dit
liéu gan ddy ciing cho thdy p97 cé vai
trO quan trong trong cac qua trinh phan
hay protein lién quan dén nhiém sic
thé, p97 déng vai trd nhu mot yéu td
cham s6c by gen [2]. p97 cling tham
gia ciing véi UFDI1 dé loai b6 CDT1

va SETS khoi chit nhiém sic lién quan
dén qud trinh sira chira nhiém sic thé
[3]. Suy giam chirc ning ctia mot sb
protein nhu RNF168 anh huéng dén
kha ning tap trung p97 trén nhiém sic
thé khi c6 ton thuong DNA. Hoat dong
ciia p97 thic day giai phdng protein
L3MBTLI tir chat nhiém séc, tir d6 tao
diéu kién thuan loi cho viéc tuyén
dung 53BP1 trong sira chita ton thuong
DNA [4]. Ngoai ra, hoat dong cua p97
phu thudc vao ubiquitin lién két voi
Lys48, RNF8 tai cac vi tri ton thuong
DNA. Qud trinh nay can thiét cho sy
ludn chuyén protein theo khéng gian
va diéu chinh ca hai nhdnh chinh cua
sua chita DNA [5]. Do d6, tic dong
vao p97 c6 thé anh huong dén qua
trinh stra chita DNA trong cic té bao
ung thu, c6 thé nham dén nhu mot muc
tiéu diéu tri ung thu. Vi vay, nghién
ctru ndy duoc tién hanh nham: Pdnh
gid tdc dung trc ché té bao ung thuw dai
trang ciia CB5083, mét chat irc ché cé
thé sir dung bang dwong uéng, cé tinh
chon loc va ddac hiéu cao voi p97.
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POI TUQONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU
1. P6i twong nghién ciu
Nghién ctru str dung CB5083 (10mM,
Selleckchem) 12 mot chét phan t&r nho
trc ché dic hiéu p97, c6 tac dung sinh
hoc manh, tinh chon loc cao va ¢6 su
dung duoc qua duong udng voi IC50 1a
11nM. Dong té bao ung thu dai trang
HCT116 (ma: CCL-247, ATCC).

2. Phwong phap nghién ciru

* Pdnh gid tdc dung trc ché ting
sinh ciia CB5083 doi véi té bao ung
thir dai truc trang HCT116: Té bao
duoc gieo trén dia 96 giéng, nong do
1000 té bao/giéng. Sau 24 gid, kiém tra
té¢ bao dudi kinh hién vi, thay moi
truong nudi cdy va cho tiép xdc voi
CB-5083 véi dai nong d6 OuM,
0,125uM, 0,25uM, 0,5uM. Sau do, su
dung WST-1 dé xéc dinh luong té bao
séng & mdi néng do bang cich so sdnh
mat do quang giita cdc nhém diéu tri
so vO1 nhém chung (%).

* Pdnh gid tdc dung trc ché di trii
ciia CB-5083 trén té bao ung thw dai
triec trang HCTI116: Hoat tinh chéng
ung thu cua CB-5083 duogc danh gid
dua trén thi nghiém di trd té bao dé
xem xét kha niang két ndi va di trd coa
té bao ung thu duéi anh huodng cia
chit @c ché. Té bao HCTI16 dugc
nudi cdy trong dia 12 giéng, mdi giéng
2,5 x 10° té bao. Sau khi mat d6 té bao
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trong cdc giéng dat 80%, mot vét rach
dugc tao ra & giita giéng bang dau tip
200uL. Té bao ngay lap tirc duoc tiép
xdc v6i CB-5083 chuan bj & cdc ndng
dd khéac nhau (0,125uM; 0,25uM) va
nhém d6i chimg 1a té bao dugc nudi
cdy binh thudng, khéng tiép xic voi
CB-5083. Sau do, té bao duoc chup lai
& cic moc thoi gian 0, 24, va 48 gio
sau khi cho thudc thu. Dién tich cua
viing ton thuong dugc do luong trén
phan mém Image]J. Chi sé di trd cua té
bao dugc tinh theo cong thuc:

Wo - Wt

Chi s6 di trd (%) =
Wo

x 100

Wo: Dién tich vét rach tai thoi diém
0 gio.

Wt: Dién tich vét rach tai thoi diém
t gio.

* Ddnh gid anh huong cua CB-5083
doi véi chu ky té bao ung thir dai trire
trang HCTI16: PI 1a mot loai thudc
nhuém nhan té blo, hoat dong béng
céch xen k€ vao ranh chinh cia DNA
so1 kép tao ra mot tin hiéu huynh
quang cao khi bi kich thich ¢ budc
song 488nm vo41 phat xa rong tap trung
xung quanh 600nm. Thubc nhudém PI
giip xac nhan cac pha khic nhau trong
chu ki té bao cta quan thé té bao dua
trén ham luong nhdn ton tai trong té
bao. Mdy dém té bao dong chay sé&
phén tich dir liéu va 1ap biéu do tur
nhitng dir liéu t& bao thu dugc. Té bao
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dugc nudi ciy trong dia 6 giéng, mdi
giéng 2 x 10° té bao. Sau 24 gid, té bao
duoc tiép xdc véi CB-5083 dugc chuan
bi & cac néng do khac nhau (0.125uM;
0.25uM) va nhém dbi chimg 1a té bao
duoc nudi ciy binh thuong, khong tiép
xdc véi CB-5083. Té bao dugc chup
lai & cdc mdc thoi gian 0, 24, 48 gio
sau khi cho thubc thir. Sau 48 gio, té
bao dugc thu lai va phan tich trén thiét
bi Flow Cytometry (FACS BD Lyric)
va phan mém chay FACS.

* Xup Iy s6 liéu: Dé phan tich s liéu,
ching t61 dung céac thuat todn xu ly
hinh anh duoc viét trén phan mém Imagel;
xtr 1y sb liéu bang phan mém Microsoft
Excel 2016; théng ké, v& do thi bang
phan mém GraphPad Prism 9. Sir dung
phép kiém dinh T-test dé so sdnh gid
tri trung binh giita 2 nhém, phép kiém
dinh One-Way ANOVA dé kiém dinh
su khac nhau cua gié tri trung binh khi
so sdnh nhiéu hon 2 nhém. Khéc biét
¢6 y nghia théng ké khi p < 0,05.

KET QUA NGHIEN CUU
1. Két qua @c ché ting sinh cia CB-5083 trén té biao ung thw

dai truc trang bing thir nghiém WST-1

2)

3)

“4)

Hinh 1. Anh té bao & thoi diém 0 gio (trén) va 72 gio (dwéi)
sau khi tiép xiic véi CB-5083.
(1) Nhém chting; (2) Nhém 0,125uM; (3) Nhém 0,25uM; (4) Nhém 0,5uM

Duéi kinh hién vi quang hoc, t& bao HCT116 1a cic té bao ung thu dai truc
trang bam d4y, phat trién don 16p, c6 nhiéu hinh dang khic nhau: Hinh bau duyc,
hinh da giac hinh thoi, duong kinh khodng 2()pm Nhén té bao rat 16n, chiém gan
hét phan té bao chat. Trudc diéu tri mat d6 té bao & cdc giéng twong dong nhau
sau khi diéu tri, hinh anh cho thiy ndng d6 CB-5083 cang cao, cang tc ché té

bao tang sinh (Hinh I).
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Hinh 2. Anh hudng cua ndng d6 diéu tri CB-5083
& cdc nhém diéu tri trén dong té bao HCT116.

(Té bao HCT 116 duwoc gieo 1én dia véi nong dg 1000 té bao/giéng, gieo vao
dia 96 giéng. Sau 72 gio ké tir khi cho té bao tiép xiic véi thuée & cdc nong do
khdc nhau, co chat WST-1 dwge thém vao dé ddnh gid suw ting sinh cia té bao.)

Theo sy ting dan néng d6 thudc, luong té bao séng sét giam 16 rét. O ndng do
0,125uM, tic ché dugc khoang 45% quan thé. O ndng d6 0,25uM, e ché duoc
khoang 65% quan thé. O ndng do 0,5uM, ty 1& té bao séng thap hon han, tc ché
75% quan thé (Hinh 2).

2. Két qua danh gia kha ning e ché di tri té bao cia CB-5083
trén té bao ung thw dai true trang

0 gioy 24 giy 48 gidy

Ctrl

0.125uM

0.25uM

Hinh 3. Piéu tri CB-5083 tic ché di trd té bao HCT116 & cdc ndng do khic nhau.

(Té bao dwoc gieo trong dia 12 giéng, sau 48 gio, tao dwong rach thang giita
giéng, va té bao duwoc tiép xiic véi CB-5083 ¢ cdc nong dg khdc nhau. Sau do,
chup lai hinh anh & cdc thoi diém 0, 24, 48 gio ké tir khi diéu tri.)
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Tir hinh 3 cho thiy tdc dong ctia CB-5083 1én sy lién lai cta vét thuong. Khu
vuc biéu thi cho viing rach 1a khu vuc trong nam & gitta hién vi truong. O thoi
diém 24 gio, vét rach lién lai hon mot nira so véi thoi diém 0 gio. Tai thoi diém
48 gid, & nhém chung hau nhu khong con thdy dudng rach; nhém diéu tri
0,125uM va 0,25uM van con twong d6i nhiéu vi tri chua lién han.

Dit liéu duoc phan tich voi kiém dinh ANOVA test, thu duoc biéu do nhu
hinh 4.

kkkxk ns
1 150 - e
ns ns ns I Hl Doi chitng
. '* N ns'_ o mE 0.125 uM
i Kk kk
100000~ [ | £ 1004 B 0.25uM
- J—— «@
NE ’—I Il Doichung =
2. 80000+ m 0.125uM g
£ -
E‘ 50000 Bl 0.25uM :g 50—
\E "
40000 c
§ T S
5_ 20000} T 0-
5 i 24h 48h
oh 24h 48h Thoi gian
(A) (B)

Hinh 4. Phan tich tvong quan giita ndng do diéu tri.
vo1 dién tich vét rach ¢ cac néng do khac nhau trong cac thoi diém khdc nhau.
(A) Dit liéu dién tich vét rach dugc dua vao phan tich;
(B) Tuong quan gitra néng do va thoi gian diéu tri v6i dir liéu sau khi hiéu

chinh theo nhém chirng.

Két qua chi ra c¢6 su lién quan twong ddi chit ch& voi gid tri p lan luot 1a
*p=0,0116, **p = 0,0020, ****p < 0,0001, so vé1 nhdm chirng. Tuy nhién, theo
biéu d6 thu duoc, dién tich vét rach tai thoi diém 24 gid & nhém diéu tri 0,125uM
thip hon so véi nhém ching va nhém diéu trj 0,25uM. Khong c6 su khéc biét c6

¥ nghia thong ké gitta cdc nhém diéu tri sau 48 gid.
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3. Két qua danh gia anh huéng ciia CB-5083 ddi voi chu ky té bao trén té
bao ung thw dai truc trang

Ctrl 0125 uM 0.25uM
Oh
24h .
S Al ‘v\ A
48h

P eTae
= S

o

LT e o
Hinh 5. CB-5083 ting cudng sy nging chu ky té bao & dong té bao HCT116.
(Té bao duwoc gieo trong dia 6 giéng, sau 24 gio, té bao dwoc tiép xiic véi
CB-5083 o cdc n&ng do diéu tri OuM, 0,125uM, 0,25uM. Té bao sau dé duoc
chup hinh & cdc thoi diém 0, 24, 48 gio).

Tai thoi diém 24 gid, c6 thé nhan thdy sy ting sinh rat it ¢ nhém diéu trj
0,25uM. Tai thoi diém 48 gio, c6 su khéc biét trong dbi r6 gitta 3 nhém diéu tri.
Cic té bao ¢ nhém chirng moc thanh méang 16n va dan trai trén bé mit nudi cdy;
trong khi nhém diéu tri 0,125uM co thanh tirng mang rdi rac; cdon nhém diéu tr
0,25uM moc thanh tung cum nho va xa nhau (Hinh 5). Sau 48 gio, té bao duoc
thu lai va c6 dinh bang ethanol 80%, rdi dugc dua vao phan tich trén mdy dém té
bao dong chay vao ngay hom sau v6i chat chi thi PI, mdi 14n phan tich 10* té bao.
Két qua do duoc thé hién ¢ hinh 6. Két qua phan tich duoc thé hién ¢ hinh 7.

HCT116-CB508_Cerl_3 - P2 HCT116-CB508_0125.5 - P2

A B c HCT116-C3508_0.25_4 - P2

Gl 5 G2/M

Propidium lodide-4 Propidium lodide-A - Propidium lodide-A

Hinh 6. Bi¢u d6 dém té bao dong chay cho nhém ching (A),
ndéng do 0,125uM (B), néng do 0,25uM (C)
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Hinh 7. Két qua phan tich dong chay té bao cho chu ky té bao
ctia dong té bao ung thu dai truc trang ngudi HCT116.

Ty 18 té bao bi bat giit trong cdc pha & cdc nhém diéu tri thay dbi khong dang
ké: Két qua bt gitr pha G1 ¢ cdc nhém diéu tri déu cao hon so véi nhém ching
(nhém 0,125uM la 65,60%, nhém 0,25uM 1a 65,74% so voi nhom ching 1a
62,88%). Két qua & pha S: Nhém 0,125uM c6 ty 1é bat giit xdp xi nhém ching,
nhém 0,25uM lai thfip hon so v61 nhém chirng (nhém 0,125uM 1a 22,56%, nhém
0,25uM 12 20,59% so v6i nhém chimg 12 22,41%). Tai pha G2/M, ty 1¢ té bao bat
gilt & cdc nhém diéu tri déu thap hon so véi nhém chimg; nhém 0,125uM c6 ty 18
bét gir thdp nhat (nhém 0,125uM 1a 11,84%, nhém 0,25uM 1a 13,67% so véi

nhom chung 1a 14,71%).

BAN LUAN

Ung thu dai tryc trang 1a mot trong
nhitng bénh ung thu duoc chan dodn
pho bién nhét trén toan thé gii. Mic
dii phau thuit 12 phuong phdp diéu tri
chinh cho ung thu dai trang giai doan
dau, nhung héa tri van cé mot vai trd
quan trong, vi nhiéu bénh nhan c6 khéi
u di can di xa tai thoi diém chan dodn.
Phan 16n that bai trong diéu tri héa
chét & cic giai doan xam l4n va di cin
lién quan dén tinh trang khang thubc
[6]. Do d6, viéc tim kiém cdc loai
thudc héa tri hiéu qua va khiac phuc
tinh trang khang thudc 1a mot van dé

khé khian. p97 1a mot protein diéu
chinh quan trong ddi véi stra chita tén
thwong DNA, kiém soat chit luwong
protein va cin bang ndi moi, déng thoi
¢ mat va biéu hién cao trong nhiéu
bénh ung thu [7]; vi vy, viéc tc ché
chtic ning p97 c¢6 thé 1a mot muc tiéu
trong diéu tri ung thu. Nghién ctru cta
ching t61 phat hién ra CB-5083, mot
chét trc ché p97 duong udng, c6 thé uc
ché dang ké sy phét trién cia té bao
ung thu dai truc trang in vitro, diéu nay
cho thdy CB-5083 c6 thé 1a mot chat
chéng ung thu tiém ning. Thir nghiém
di trd t& bao 12 mot ky thuat duoc st

77



TAP CHI Y DUQC HQC QUAN SU - SO PAC BIET 2024

dung dé nghién ctu su di chuyén cua
té bao va tuong tic gitta cdc té bao.
Két qua cua ching t6i cho thiy c6 xu
hudng sy rc ché xam 1an & bao & céc
nong d6 diéu tri khdc nhau. Tuy nhién,
su khéc biét chua c6 ¥ nghia théng ké.
Chu ky té bao 1a mot loat cac budc
ting truong va phdt trién ma mot té
bao trai qua trong qué trinh phan chia
té bao. Viéc bat gitt chu ky té bao
trong céc té bao ung thu thuong di kem
v6i su trc ché tang sinh té bao. Sy ting
sinh té bao khong kiém sodt 12 mot dic
diém sinh hoc quan trong gitip phan
biét t¢ bao khdi u véi ¢ bao soma
thong thudng. Viéc mat kiém sodt chu
ky té bao déng mot vai trd quan trong
trong su phat trién, ting sinh khdi u va
12 mot dau hiéu dic trung cta bénh
ung thu [8]. Zhao Z va CS da chi ra
CB-5083 c6 thé giy ra su bat giir chu
ky té bao G1 trong cdc té bao ung thu
xuong va do d6 trc ché sy ting sinh té
bao [9]. O mot nghién ctiru khac trén té
bao ung thu budng tring, diéu tri CB-
5083 lam ting bat giit pha G1 va giam
pha S [10]. Nhitng két qua nay cho
thdy rang cdc chit e ché p97 giy ra su
bét gitt chu ky té bao G1. Chiing toi di
thuc hién dém té bao dong chay dé
kiém tra tic dong ctia CB-5083 d6i voi
chu ky t& bao va nhan thiy luong té
bao bt giit & cic pha thay d6i khong
déng ké, trong d6 pha G1 ting 1én & ca
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hai nhém diéu tri; trong khi d6 sy giam
bat giit pha S chi thdy & nhém diéu tri
0,25uM.

KET LUAN

Uc ché protein tham gia stra chita
tén thuong DNA p97 ¢6 tic dung kim
ham ting sinh trén t& bao ung thu dai
trang HCT116.

Loi cam on: Nghién ctru nay dugc
tai trg boi Quy Phat trién khoa hoc va
cong nghé Qudc gia (NAFOSTED)
trong dé¢ tai ma s6 108.02-2019.324.
Ching t6i cam két khong c¢6 xung dot
lgi ich trong nghién ctru.
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