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PANH GIA TAC DUNG CUA CHAT UC CHE PROTEIN KINASE TAK-901
LEN SU KiCH HOAT TE BAO UNG THU PAI TRUC TRANG
CHET THEO CHUONG TRINH

Biii Khic Cuwong'*

Tém tit

Muc tiéu: Panh gia tic dong cua TAK-901 1én sy tang sinh va chét theo
chuong trinh cia té bao ung thu dai tryc trang (UTDTT). Phwong phdp
nghién ciru: Nghién ctru st dung chét tre ché protein kinase TAK-901 va dong té
bao UTPTT HCT116. Cac thir nghiém duoc st dung bao gdm thir nghiém
crystal violet va thir nghiém apoptosis bang phuong phap dém té bao dong chay.
Két qua: Chét tc ché protein kinase TAK-901 c6 tac dung (rc ché sy tang sinh té
bao & thir nghiém crystal violet va kich hoat qué trinh chét té bao theo chuong
trinh & thir nghiém apoptosis trén dong té bao UTDTT HCT116. Két lugn: Chat
{rc ché protein kinase TAK-901 c¢6 tac dung trc ché su ting sinh va kich hoat qua
trinh chét té bao theo chuong trinh trén dong té bao UTDTT HCT116.

T khoa: Protein kinase; TAK-901; Ung thu dai tryc trang.

EVALUATION OF THE EFFECT OF PROTEIN KINASE INHIBITOR TAK-901
ON THE ACTIVATION OF APOPTOSIS IN COLORECTAL CANCER CELLS

Abstract

Objectives: To evaluate the impact of TAK-901 on the proliferation and
apoptosis of colorectal cancer cells. Methods: A study using protein kinase
inhibitor TAK-901 and colon cancer cell line HCT116. Experimental assays,
including the crystal violet assay and the apoptosis assay, were applied using a
flow cytometry system. Results: Protein kinase inhibitor TAK-901 inhibited cell
proliferation in the crystal violet assay and activated programmed cell death in
the apoptosis assay on colorectal cancer cell lines HCT116. Conclusion: Protein
kinase inhibitor TAK-901 inhibited proliferation and activated programmed cell
death on colorectal cancer cell line HCT116.
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PAT VAN PE

Ung thu dai truc trang 1a qua trinh
bénh 1y phat sinh tur dai tryc trang, gay
nén boi su ting bat thuong cac té bao
c¢6 kha niang xam lan hoic lan rong vao
cac by phan hay co quan khéc cua co
thé. Bénh 1y phat trién theo nhiéu giai
doan, hau qua tir su tich liy ting dan
ctia dot bién gen, dot bién ngoai gen va
cac bat thuong trong con dudng truyén
tin hiéu ndi bao. S& bénh nhan (BN)
mic UTDTT va sb ca tir vong do cin
bénh niy van ting theo thoi gian, tir
783.000 ca dugc chan doan va ghi
nhan nam 1990, 1én dén 1.361.000 vao
nam 2012. Nam 2020, c6 1.931.590
(10%, dtmg thir 3) ca ung thu dai truc
trang mac méi véi 935.173 (9,4%,
dung thir 2) ca tir vong trén tong sb cac
loai ung thu trén thé gidoi [1]. Tai Viét
Nam, theo s6 liéu ghi nhan tai 6 vung
dia ly giai doan 2004 - 2010, UTDTT
ding hang thr 4 & nam gidi va thir 2 ¢
nir gi6i voi ty 1é mac chuan theo tudi 1a
19,0 va 14,7/100.000 dan. Mdi nim co
khoang 8.700 BN mic méi va 5.900
truong hop tor vong [2]. Nhitng nam
gan day, da co nhiéu phuong phap diéu
trj ung thu méi dugc 4p dung vao diéu
tri UTDTT nhu liéu phap mién dich,
diéu tri dich, liéu phap st dung hat
nano... Tuy co nhiéu két qua tich cuc,
nhung tién lugng BN mac UTDTT giai

doan cudi séng > 5 nam la < 20% [3,
4]. Do d06, vi¢c nang cao hi¢u qua diéu
tri van 1a van dé cép thiét. Hién nay, sy
phat trién cta sinh hoc phan tir da cho
chung ta nhiing hiéu biét r& hon vé cac
con duong din truyén tin hiéu cé lién
quan dén co ché gay bénh ung thu. Cac
loai thudc cé tac dong uc ché dén mot
s6 nhan t6 trén con duong nay di duoc
gi61 khoa hoc tao ra va thir nghiém
nham tim ra phwong phap diéu trj ung
thu modi va hi¢u qua. TAK-901 1a mdt
chat c6 tac dung tc ché nhiéu kinase
trong d6 Aurora A/B, JAK3... 1a cac
protein quan trong anh huéng dén sy
ton tai cua té bao ung thu. Nghién ctru
nay duoc tién hanh nham: Pdnh gid tic
dong cua TAK-901 lén sy tang sinh va
chét theo chwong trinh cia té bdo
UTPTT.

POI TUQNG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU
1. P6i twong nghién ciu
Chét trc ché protein kinase TAK-901
(Selleckchem, ham luong 10uM/mL)
dugc thor nghiém cac néng do khac
nhau bang cic nghiém phap dé danh
gia tac dong toi té bao UTDTT HCT116.
Dong té bao UTDTT HCT116 & ngudi
dugc cung cip boi ATCC (American
Type Culture Collection), luu trir va bao
quan trong diéu kién lanh sau -80°C.
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2. Phuwong phap nghién ciru

* Nudi cdy té bao HCTI16: Nudi
cidy tang sinh té bao HCT116 trong
moi truong DMEM trén dia petri
10cm. Hat bo hét dich méi trudong cil,
loai bo té bao chét va rira sach dia bang
dung dich PBS. U té bao trong dung
dich Trypsin-EDTA 2 - 3 phut dé té
bao co va bong khoi day dia nudi cay.
Kiém tra té bao trén kinh hién vi quang
hoc. Tach, rira té bao va cdy chuyén
sang dia nudi ciy moi, thay méi truong
nudi cdy sau 2 - 3 ngay. Cac thi
nghiém duoc 13p lai 3 1an.

* Thu nghiém Crystal Violet danh
gid khd ndng trc ché tang sinh té bao:
Thir nghiém nay duogc sir dung dé danh
gia kha ning wc ché ting sinh cua
TAK-901 d6i voi dong té bao bam day
HCT116 bang thudc nhuém Crystal
Violet. Cac ion dwong ctia thuéc nhudém
tuong tac v6i cac phan tir ion Am cla
t¢ bao nhu DNA, peptidoglycan va
lipopolysaccharide, nho dé, t& bao s&
gitr lai mau tim cua thuéc nhudm.
Ngoai ra, thr nghiém nay cling gilp
danh gia kha ning sdng sot cua té bao
in vitro dua trén kha nang hinh thanh
cum té bao tr mot té bao don 1. Té
bao duoc chuyén lén dia 12 giéng
(ImL méi truong DMEM/giéng), mdi
giéng 500 té bao. Tiép tuc nudi cay
trong 24 gi0.
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Cac giéng sau do6 duogc xu ly véi
TAK-901 (1 mL/giéng) & cac nong do
0,000uM, 0,125uM, 0,250uM. Té bao
tiép tuc duoc nudi cdy trong 2 tuan,
chup anh dinh ky trén kinh hién vi. Sau
d6, can loai bo moi trudng nudi cy va
nhuom vé&i 2mL dung dich Crystal
Violet 1% u trong 30 phut. Rura sach
lai v&i phosphate buffered-saline (PBS)
dé loai bo hét dung dich nhuém. Cac
giéng duoc chup anh lai sau khi di rira
sach. Hinh anh sau d6 dugc phan tich
bang phan mém Imagel. Cac chi tiéu
danh gia bao gébm dién tich té bao bt
mau thudc nhuém va cuong do bét
mau thudc nhudm cua té bao.

* Thur nghiém Apoptosis danh gia
tac dong dén chét theo chuong trinh
cta té bao: Thir nghiém nay duogc s
dung dya trén mang phospholipid,
phosphatidylserine (PS) & cac té bao
apoptotic dugc chuyén vi tri tir trong ra
ngoai cia mang sinh chat, do do6 boc 1o
PS v6i méi trudng té bao bén ngoai.
Annexin V13 mdt protein lién két
phospholipid phu thugc Ca2+, c6 ai luc
cao voi PS va lién két voi cac té bao co
PS boc 10 ra ngoai. Pong thoi,
Annexin V ¢6 thé dugc lién hop voi
cac fluorochromes nhu FITC va PE,
hodc véi biotin hay duoc gin véi
EGFP (protein huynh quang xanh tang
cuong). Viéc li€n hop nay vua gitr lai
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ai luc cao cua chung véi PS, vira cung
cap tin hiéu dé phan tich cac t& bao
dang trdi qua qua trinh apoptosis.
Thudc nhudém PI (propidium iodide) 1a
héa chit nhudém acide nucleic, tuy
nhién khong thé thAim qua mang té bao
toan ven, ma chi ¢ thé thim qua mang
cia t& bao d3 chét hodc t& bao
apoptotic. Dua trén tinh chit ndy nén
trong thtr nghiém FACS Apoptosis, PI
dugc st dung nhu chét chi thi huynh
quang dé xac dinh su toan ven cula
mang té bao.

Té bao dugc chuyén lén dia 6 giéng
(2mL moi truong DMEM/giéng), mdi
giéng 300.000 té bao va nudi ciy tiép
24 ¢10. TAK-901 dugc thém vao céc
giéng (2 mL/giéng) ¢ cac ndng do
0,000uM, 0,125uM, 0,250uM. Cac
giéng duoc chup anh tai cac thoi diém
0 gio, 24 gio sau diéu tri. Té bao duoc
thu lai ¢ thoi diém 24 gid ngay sau khi
chup anh dé chuén bi chay FACS. Cac
thir nghiém trong nghién ctru duoc tién
hanh tai Trung tdm nghién ctru dong

vat thuc nghiém, Hoc vién Quéan y.

KET QUA NGHIEN CcUU
1. Két qua nudi cdy, ting sinh té bao HCT116

Hinh 1. Té bao quan sat & cac vat kinh khac nhau:
Té bao HCT116 quan sat ¢ cac vat kinh: A. 20X; B. 40X; C. 63X.

Té bao HCT116 dugc quan sat bang kinh hién vi quang hoc. Té bao HCT116
1a cac té bao biéu mé dai trang bam ddy, phat trién don 16p, c6 hinh dang tir bau
duc t6i da giac, duong kinh té bao khoang 20 - 40pum. Tang sinh té bao HCT116
cho két qua tbt, sb luong té bao tang nhanh, mat do té bao 16n, déng déu trén toan

b bé mat day dia nudi cay.
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2. Thir nghiém Crystal Violet

Control 0,125uM 0,250pM

Hinh 2. Két qua thir nghiém Crytsal Violet d6i véi cac ndng do thudc:
0,125uM va 0,25uM 6 ngay thir 5 va thir 9.
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Hinh 3. Két qua phan tich do bao phu té bao va cuong do bat mau thudc nhudm.

Ngay thir 5 sau xr 1y, té bao & nhom  v6i TAK-901 ¢ hai ndng d6 0,125uM
chtng phat trién tét, bat dau hinh thanh  va 0,25uM té bao it ting sinh, moc don
cac cum té bao. Kich thudc té bao & & trong vi truong.
cac nhom xur ly 16n hon khoéng 5 - 10 Ngay thir 9 sau xtr 1y, & nhom chirng
lan ¢ nhom chimg. O hai nhém diéu tri  hinh thanh nhiéu cum té bao 1o,
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phan bd khap bé mit giéng nudi cay.
Té bao bat mau thudc nhudém tt. Kich
thudc té bao ¢ cac nhém xur 1y 16n hon
khoang 10 - 15 lan ¢ nhom chung. Té
bao tiép tuc co sy gia ting kich thude
so voi ngay thir 5. O hai nhom xir 1y,
cac t& bao hau nhu khong ting sinh,
nhiéu té bao chét. Mot s6 té bao c¢o
thanh bi pha v& hoic kich thudc té bao
tang manh.

C6 thé thay 6 su khac biét cia cac
giéng t& bao gilta cac ndng do cua

thudc. O nhom khong xur 1y, cac cum
té bao phat trién to, mat do day, nhin
r3. O hai nhoém con lai, xir ly lan luot
v6i TAK-901 & néng do 0,125uM va
0,25uM, céc cum té bao nho, bam it
thuéc nhudm. Sy khac biét c6 ¥ nghia
théng ké (p < 0,05) gitra s6 luong té
bao ctia nhom dbi ching véi cac nhom
té bao duoc xur 1y véi TAK-901 & cac
noéng d6 ciing duge ghi nhan dua trén
hai thong sb vé do bao phu té bao va
cuong d6 bit mau thuéc nhudm
Crystal Violet cia t& bao HCT116.

3. Tac dung kich hoat apoptosis ciia TAK-901 trén dong té bao HCT116
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Hinh 4. Ty 1é té bao HCT116 chét theo chuong trinh (A)
va hoai tr (B) sau xur ly TAK-901 trong thir nghi¢m apoptosis.
(*p < 0,05, ¥**p <0,001; ****p <0,0001)

Biéu d6 A cho thay khac biét vé ty 18 té bao chét theo chwong trinh giita nhém
chtng va hai nhém té bao xtr 1y véi TAK-901 (p < 0,05). Biéu dd B cho thay su
khac biét co ¥ nghia théng ké vé ty 18 té bao hoai tir giita nhém chimg va hai
nhom té bao xur Iy véi TAK-901 (p < 0,05). Két qua cho thdy TAK-901 kich hoat

apoptosis trén dong té bao HCT116.
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BAN LUAN

Té bao HCT116 dang duoc sir dung
rong rai trong cac nghién ctu danh gia
hiéu qua khang ung thu cua nhiéu hop
chat, thudc khac nhau. Dé danh gia tac
dung cia TAK-901 trén té bao UTPTT
HCT116, ching t6i da thuc hién thu
nghiém Crystal Violet va thtr nghiém
apoptosis. Thir nghiém Crystal Violet
duoc st dung dé danh gia kha ning e
ché tang sinh té bao ung thu HCT116
ciia TAK-901. Két qua nghiém phap da
chtrng minh tac dong e ché cia TAK-
901 1én kha ting sinh cua té bao
HCT116. O cac nhom xir 1y, té bao gia
tang kich thuéc va hau nhu khong co
su phan chia té bao. Bén canh do, co
thé nhan thiy sb luong té bao chét gia
taing dang ké & cac nhom xu ly. Su
thay ddi vé kich thuéc va kha ning
ting sinh té bao nay twong ddng voi
cic nghién ciu trudéc day vé anh
huong cia TAK-901 1én cac loai té
bao ung thu khic nhau va trén té bao
chudt [5, 6, 7]. Su suy gidm vé d6 bao
phu té bao va cudong do bat mau thudce
nhudm ciling phu hop voi sy gia tang
vé nong do xir 1y.

Thtr nghiém apoptosis dugc str dung
dé danh gia tic dong ctia TAK-901 dén
chét theo chuong trinh cta té bao
UTDTT HCTI116. Quan sat té bao
HCT116 duoc chuin bj dé chay FACS
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& thoi diém 24 gio va 48 gio sau xir 1y,
kich thudc té bao tang manh, té bao
tach cum va phat trién riéng 1¢. O nong
d6 0,250uM, kich thudc té bao ting,
tron hoa, mét hinh dang ban dau. Cac
nghién ctru trude day da chi ra TAK-
901 tc ché qua trinh phosphoryl héa té
bao cua histone H3 (co chét truc tiép
ctia Aurora B kinase), tir d6 khién cho
té bao ung thu tién vao con duong tu
chét som hon bang cach tao thé da boi
(té bao > 4n) va sau d6 kich hoat p53
[6, 8]. Khi Aurora B kinase bj trc ché,
cac té bao tiép tuc chu ky t& bao ma
khong c6 qua trinh phan bao va khong
c6 bat ky diém kiém tra chu ky té bao
nao dugc kich hoat, din dén da boi
héa. N6 ciing anh huong dén qué trinh
sira chita DNA ton thwong va kich hoat
qua trinh apoptosis [6, 8, 9].

KET LUAN

Nghién ctru cua ching t61 da ching
minh chat rc ché protein kinase TAK-
901 c6 tac dung trc ché sy ting sinh va
kich hoat qué trinh chét t& bao theo
chuong trinh trén dong té bao UTDTT
HCT116.

Loi cdm on: Tac gia xin cam on
Quy Phat trién khoa hoc va cong nghé
Quéc gia (NAFOSTED) d3 tai trg cho
nghién ciru nay trong dé tai ma sb
108.02-2019.324. Toi xin cam két khong
c6 xung dot loi ich trong nghién ctru.
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