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Tém tat

D3t van dé: P97 1a mot protein da chirc nang cd vai trd quan trong trong qud trinh sira chita tén thuong
DNA va céc qua trinh lién quan dén chét t& bao theo chuong trinh. Ching t6i st dung CB-5083, mdt chat (rc
ché& d&c hidéu p97, nhdm muc tiéu danh gia tac dung trc ché t& bao ting sinh theo cum va thic day apoptosis
trén dong t€ bao ung thu dai trang HCT116. P8i twong va phwong phép nghién ciru: Phuong phép nghién
ctru thye nghiém st dung chat (rc ché p97 CB-5083 (Sellechem) va dong té bao ung thw dai trang HCT116
(m3: CCL-247, ATCC). Thir nghiém tao cum t& bao va thir nghiém chét té bao theo chwong trinh duoc sir dung
trong nghién ctru. Phan tich s6 liéu trén phan mém ImageJ va GraphPad Prism 9. K&t qua: Mat do va kich
thwée cdc cum t€ bao & nhdm diéu tri 0,25 pM CB5083 nhé hon cd y nghia théng ké so véi cdc nhdm con lai.
Nhém diéu trj 0,25 uM cé ti 1é t& bao apoptosis cao hon cé y nghia théng ké so v&i nhém 0,125 uM va nhém
chirng (p < 0,0001). Ti I& t& bao hoai tl&r & cac nhdm diéu tri 0,125 pM, 0,25 uM cao hon cé y nghia théng ké
50 v&i nhém chirng (p < 0,0001). K&t luan: Uc ché& p97 bang CB5083 kim ham t& bao ting sinh theo cum va
thic ddy apoptosis trén té€ bao ung thw dai trang dong HCT116.

Tir khod: p97, stra chita tén thiwong DNA, ung thw dai trang, chét té bao theo churong trinh.
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Abstract

Background: p97 is a multifunctional protein that plays an important role in DNA damage repair and
processes related to programmed cell death. We used CB-5083, a specific p97 inhibitor, to evaluate the
effect of inhibiting cluster proliferation and promoting apoptosis on HCT116 colon cancer cells. Materials
and methods: Experimental research method used p97 inhibitor CB-5083 (Sellechem) and colon cancer cell
line HCT116 (code: CCL-247, ATCC). Colony formation assay and apoptotic assay were used in this study.
Data were analysed on Imagel and GraphPad Prism 9 software. Results: The density and size of cell colonies
in the 0.25 pM CB5083 treatment group were statistically significantly smaller than the other groups. The
0.25 uM treatment group had a statistically significant higher percentage of apoptotic cells compared to the
0,125uM group and the control group (p < 0.0001). The percentage of necrotic cells in the 0.125 pM and 0.25
UM treatment groups was statistically significantly higher than the control group (p < 0.0001). Conclusion:
Inhibiting p97 by CB5083 suppressed cell colony formation and promoted apoptosis on HCT116 colon cancer
cell line.
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1. DAT VAN DE & nir gidi, déng thoi 1a nguyén nhan ding th hai
Ung thu dai trwc trang |a mot trong nhitng loai  gdy tlr vong lién quan dén ung thu & ca hai gidi [1].
ung thu phd bién nhat trén thé gidi. Theo dit liéu  Vao nam 2020, wdc tinh cé khodng 1,9 triéu ca ung
Globocan 2020, ung thu dai truc trang 13 loai ung  thu dai truc trang dugc phat hién trén toan thé gidi.
thuw ph6 bién thir ba & nam gidi va phé bién thir hai  Ung thw dai truc trang & nam gidi (1.044.254 trudng
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hop) cao hon 1,2 [an so v&i nit gidi (836.471 trudng
hop). Ty 1é mac ung thu dai trang cao nhat & Chau
Au, Uc/New Zealand va Bic M¥. Ti 1é méc ung thu dai
true trang cd xu huwdng thap & cac viing Chau Phi va
Nam A. Udc tinh dén ndm 2040, ganh ndng ung thuw
dai triec trang s& ting lén 3,2 triéu ca mac mdi (ting
63%) va 1,6 triéu ca tlr vong mdi ndm (ting 73%) [2].
o Viét Nam, s6 nguwoi mac ung thu dai truc trang
khodng 16.000 ca, dirng th 5 trong nhitng loai ung
thw phd bién nhat & ca hai gidi, va dang cé xu hudng
tré hoa [3].

Yassuhiko va céng sy (2004) da phan tich bénh
nhan ung thu biéu md dai tryc trang bang hda mo
mién dich va phét hién ra rang cdc mo ¢é 6 di cén gan
bi€u hién p97 & murc cao hon, trong khi bénh nhan bj
u tuyé&n dai truc trang biéu hién protein & muirc thap
hon [4]. M6t nhom khac da bdo cdo vao nam 2012
rang nong dé p97 trong huyét thanh d3 ting lén &
nhitng bénh nhan ung thu dai tryc trang [5]. p97
la mét protein da chlrc nang ¢ vai tro quan trong
trong qua trinh stra chita tén thuong DNA, chuyén
hdéa protein va can bang ndi méi. N6 déng vai tro
nhuw mot chat phan tadch dé chiét xuat cac protein
muc tiéu tir mang bao quan cda té bao, phirc hop
DNA hodc phirc hop protein va thic ddy qua trinh
thodi hda, tinh ché, tai ché va téi dinh cu cla chung.
p97 tham gia vao mot s6 qua trinh té bao trong cac
diéu kién sinh ly, bao gdbm kiém soat chat lvgng
protein, tién trinh chu ky t& bao, cac qua trinh lién
quan dén chét té bao nhu chét theo chuong trinh
va ty thuee, thodi hod lién quan dén chat nhiém sac,
téng hop Golgi...[6]

D3 cb rat nhiéu chat e ché clda p97 dugc tim
thdy va trai qua cac th&r nghiém va diéu tri 1am sang,
duogc phan loai la chat (rc ché canh tranh ATP hoéc
allosteric. Trong d6, CB-5083 1a mét chat trc ché p97
qua mién D2, canh tranh v&i ATP va kha dung sinh
hoc qua dudng uéng [7]. Viéc diéu tri cac té bao khéi
u bang CB-5083 c6 thé kich hoat nhanh apoptotic
clia hé thong ubiquitin-proteosome (UPS), din dén
sy tich tu céc protein da lwgng va gilt lai cac chat
nén thodi hoa lién quan dén mang ludi ndi chat, gay
ra cing thang & ludi ndi chat va chét té bao theo
chuong trinh [8]. Trong nghién ctru nay, ching téi st
dung CB-5083 nham muc tiéu danh gia tac dung tc
ché& t& bao tang sinh theo cum va thic day apoptosis
trén dong té bao ung thu dai tryc trang HCT116.

2. D01 TUQNG VA PHUO'NG PHAP NGHIEN CU'U

2.1. Ddi twong nghién ciru

Chét (rc ché déc hiéu p97 CB-5083 (Selleckchem)
c6 cobng thie phan t&r C H__N_O_, c6 hoat tinh sinh

24" 23 572

hoc st dung dugc qua dudng udng, cé néng dé
10mM/ml duogc sir dung 1am ddi twong nghién clru
dé dénh gid hoat tinh. CB-5083 dwo'c bao quan -30°C.

Dong té bao ung thw dai truec trang HCT116 duwoc
|&y tlr ngudn ATCC (m3: CCL-247). Trong quad trinh
nghién ctru, t& bao dugc nudi cdy, tdng sinh trong
mdi trwdng nudi cdy theo quy trinh tiéu chuan.

2.3. Phuwong phap nghién ctru

Nghién ctru nay dugc thiét ké trén dong té bao
ung thu dai truc trang HCT116. P& phuc vu cho
cac thi nghiém, ching t6i nudi duy tri dong té bao
HCT116. Thir nghiém tao cum té bao dwoc thyc hién
dé danh gia kha ndng chéng tang sinh t& bao ung thw
clia CB-5083. Bén canh dd, kha nang anh hudng tai
chét té€ bao theo chuong trinh cling dugc danh gia
bang phuong phap dém t& bao dong chay.

Thir nghiém tao cum té€ bao: Té bao ung thu dugc
nudi cdy trong dia 12 giéng, mdi giéng gieo 300 t&
bao, nudi trong 1ml méi trudng. Sau 24 gid, té bao
dwoc tiép xuc vai CB-5083 dugc chuin bi & cac nong
dd khéac nhau (0,125 pM; 0,25 uM) va nhém déi
chirng 1a té€ bao duoc nudi cdy binh thuwong, khéng
tiép xuc véi CB-5083. Kiém tra dia 2 - 3 ngay/lan va
chup anh t& bao duéi kinh hién vi mdi tuan 1 [an. Sau
2 tuan, t& bdo duwoc nhudm véi dung dich tinh thé
tim 1%. Sau d6 dia t€ bao duwoc rira va sdy kho. Hinh
anh cac cum té bao da nhudm duoc quét bang may
scan va phan tich hinh anh trén phan mém Image).

Thir nghiém chét té bao theo chuong trinh: Té bao
duoc nudi cdy trong dia 6 giéng, mbi giéng 3 x 10°
t€ bao. Sau 24 gid, té bao duwoc tiép xuc véi CB-5083
dwoc chuan bi & cac nong dod khac nhau (0,125 uM;
0,25 uM) va nhédm d6i chirng la t€ bao dwoc nudi cdy
trong méi trudng binh thuéng, khdng tiép xdc véi CB-
5083. Té bao dugc chup lai & cdc mdc thai gian 0, 24,
48 gi&r sau khi cho thudc thir. Sau 48 gid, té bao dugc
x&t ly va nhudm theo quy trinh v&i bé kit Annexin
V-FITC/PI Cell Apoptosis Detection Kit (BD) va phan
tich trén hé théng dém té bao dong chay BD Lyric.

Phan tich va x{ ly s& liéu: D& phan tich sb liéu,
ching t6i dung cac thuat toan x& Iy hinh anh trén
phan mém ImagelJ; thong k&, vé do thi bang phan
mém GraphPad Prism 9. S dung phép kiém dinh
One-Way ANOVA dé kiém dinh sy khac nhau cla gia
tri trung binh khi so sanh nhiéu hon 2 nhém.

3. KET QUA

3.1. K&t qua tang sinh dong té bao HCT116

Té bao HCT116 dugc nudi trong mdi trudng
tuwong &ng va duy tri trong td nudi cdy té€ bao.
HCT116 phét trién tét, t6c d® moc nhanh, ting sinh
gap ddi sau khoang 24 gi®» (Hinh 1).
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Hinh 1. Anh t& bao sau 24 gio (A), 48 gio (B), 72 gi® (C) gieo trén dia nudi ciy
3.2. K&t qua danh gia kha nang trc ché tao cum té bao bang thudc nhudm tinh thé tim (Crystal Violet)
Theo ddi té bao sau 5 ngay diéu trj thay su khac nhau twong d6i gitra cac gi€éng v&i cdc ndng d6 chat e
ché khac nhau. O hinh anh chup duéi kinh hién vi cé thé thay rd cac cum té bao & ndng do diéu tri 0,25 pM
moc rat thwa va nhd hon han so véi nong do diéu tri 0,125 uM va nhém chirng (Hinh 2).

(A) (B) (€)
Anh chup céc giéng & cac ndng d6 khac nhau sau 5 ngay (hang trén) va 9 ngay (hang duéi)
A: Nhom Control; B: Nhom 0.125uM; C: Nhom 0.25 pM

Hinh 2. Anh chup cac giéng & cac ndng d6 khac nhau sau 5 ngay (trén) va 9 ngay (dudi) duoc didu tri voi
CB-5083
A: Nhém ching; B: Nhém 0,125uM; C: Nhém 0,25uM

Control

0.125 uM

0.25 uM

Hinh 3. Diéu tri CB-5083 (rc ché sy ting sinh theo cum cla t& bao HCT116
Té bdo duoc gieo & mat dé 300 té bao/giéng trong dia 12 giéng. Sau 24 gio, t€ bao duoc tiép xtc vdi CB-
5083 vdi cdc ndng dé 0 uM, 0,125 uM, 0,25 uM. Sau 2 tudn, t& bao duoc nhudm tim tinh thé (1% trong 20%
methanol pha trong nwdc cdt) va chup hinh
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Hinh 4. Phan tram dién tich cac cum té& bao trong mdi gi€ng véi cdc ndng dd diéu tri khac nhau
Cac cum t& bao dugc nhudm vdi Crystal violet, két qua cho thdy & nhdm diéu trj 0,25 uM CB5083, mat
d6 va kich thuwdc cac cum t&€ bao nhé hon so véi cdc nhém con lai (Hinh 3). Hinh anh sau dé duoc x( ly bang
phan mém Imagel dé xac dinh mat d6 cum té& bao trén mdi giéng, két qua chi ra ring & nhom diéu trj 0,25
KM CB5083 ¢é sy gidm cd y nghia thdng ké vé mat do va kich thudc cda cac cum té bao so véi cdc nhém con
lai (p < 0,0001, Hinh 4).
3.3. K&t qua danh gia anh hwéng ciia CB-5083 ddi vé'i chét té bao theo chwong trinh

Ctrl 0.125 uM 0.25uM

Oh

24h

Hinh 5. Hinh dnh t& bao HCT116 trong thir nghiém té€ bao chét theo chuong trinh
Té bao duoc gieo & mat d6 300.000 té bao/giéng trong dia 6 giéng. Sau 24 gid, té bao duwoc tiép xuc
vdi CB-5083 & cdc ndng dé diéu tri 0 uM, 0,125 uM, 0,25 uM. Té bao sau dé dwoc chup hinh
& cdc thoi diém 0 gior va 24 gio.

Tai thoi diém 24h d3 c6 sy khac biét twong déi rd
& nhém diéu tri 0,25 pM so vdi hai nhdm con lai khi
quan sat trén kinh hién vi. Lvgng t& bao con séng &  dong chay véi chat chi thi AnnexinV/Pl, méi Ian phan
ndng dd 0,25 uM thuwa hon, hdu nhu khéng thé moc  tich 10 té€ bao. Két qua phan tich dwoc thé hién &
thanh cum; trong khi d6 nhém diéu tri 0,125uM it Hinh 6.

hon nhédm chirng (Hinh 5). Sau 48 gid, té bao dugc
thu lai va dwa vao phan tich trén may dém té bao
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Hinh 6. Biéu d6 k&t qua thir nghiém apoptosis trén dong t& bao HCT116
Két qua & cdc nhdm diéu tri 0,25 uM ¢4 ti |1é t&€ bao apoptosis cao hon cd y nghia théng ké so véi nhom
0,125uM va nhom chirng (p < 0,0001). Khéng cd khdc biét théng ké gitta nhdm 0,125 uM va nhém chirng vé
ti 18 t&€ bao apoptosis (p = 0,0754). Ti |& t& bao hoai tlr & cdc nhdm diéu tri 0,125 uM, 0,25 uM cao hon cd y

nghta thng ké so vd&i nhém chirng (p < 0,0001).

4. BAN LUAN

Thir nghiém tao cum té& bao 1a mét trong nhirng
thlr nghiém d3c trwng cho kha nang rc ché sy tang
sinh cla té€ bao ung thu. Thir nghiém nay s dung
thudc nhuém tinh thé tim dé xac dinh s6 lugng té
bao con séng sau khi tiép xtc véi thudc. Nhudm tinh
thé tim c6 thé xac nhan ring CB-5083 lam gidm dang
ké khad n3ng ton tai cla té bao HCT116 théng qua
hién mau cac cum té bao. Cé nhiéu nghién ctru d3
st dung thr nghiém nhuém tim tinh thé dé danh gia
hoat tinh chéng ung thu trén dong té€ bao HCT116. Li
H va cong sy (2021), d3 st dung th& nghiém nhudém
tinh thé tim d€ danh gia kha ndng chéng ting sinh té&
bao SW480 va HCT116 cla Tetramethylpyrazine, két
qua nhuém mau cho thay sy tdng sinh va kha nang
ton tai cla ca hai loai t& bao déu giam dan khi ting
néng do diéu tri va kéo dai thoi gian ti€p xdc [9].
Nhu vay, thir nghiém tao cum té& bao tinh thé tim cé
thé coi la mot trong nhitng céch ti€p can cd gia tri
trong nghién clru tiém nadng chéng ung thu in vitro.
K&t qua danh gid kha ndng (rc ché tao cum té bao
cla ching t6i da khang dinh kha ndng (rc ché t& bao
HCT116 in vitro cia CB-5083. Ti I& cum t& bao séng &
nhém néng dé thudc 0,25 uM thé hién rd sy (rc ché
tang sinh HCT116 cla CB-5083 vdi cac cum té€ bao
nhd &, thua thét.

Bén canh do, apoptosis dong vai tro quan trong
trong cac qua trinh sinh hoc va bénh ly. DSi v&i ung
thuw, thic ddy con duwong té bao chét theo chuong
trinh d3 duoc coi la mét chién luge phat trién thuéc
chéng ung thu [10]. Trong nghién ctu nay, khi quan

sat t€ bao HCT116 tiép xuc véi CB-5083, t& bao
HCT116 chét theo chuwong trinh cé hinh anh co tron,
tach r&i nhau, t€ bao két dic lai. Diéu nay phu hop
V@i cac nghién clru vé apoptosis trudc day. Cac ddu
hiéu hinh thdi hoc cla qud trinh chét theo chuong
trinh bao gdm nhan két dic va phan manh, té bao
co lai, bao quan tap trung. Cdc manh v& té bao teo
lai, bao quan ty tiéu hdy va duoc thyc bao hodc
thodi bién. Chét t&€ bao theo chwong trinh va tang
sinh t€ bao ludn lién quan chit ché véi nhau. Ching
tdi da sir dung phuong phap dém té bao dong chay
dé kiém tra tdc déng clia CB-5083 d&i véi qua trinh
chét theo chuong trinh va phat hién ra ring cac t&
bao HCT116 duwoc didu tri bang CB-5083 cho thay
ndng dé chat trc ché cang cao, ti 1 t& bao chét theo
chuong trinh cang tang. Tuy nhién, ngoai co ché kich
hoat con dudng té bao chét apoptosis, t€ bao con
6 thé chét theo nhiéu co ché khéc, nhu 13 gdy hoai
tlr t&€ bao [11]. Trong nghién ctru cha ching t6i, ti 1&
t€ bao hoai tlr tdng & cac nhdm diéu tri so vdi nhém
chirng. Do d6, can c6 nhiéu nghién clru hon dé danh
gid t& bao chét theo chuwong trinh cling nhu céc co
ché giét chét té bao ung thu ngoai con dudng kich
hoat t&€ bao chét theo chuwong trinh. Mét nghién ctru
d4 chi ra rdng qua trinh ty thwe dién ra dé han ché
céc tac dong co hai cta sy (e ché p97 véi CB-5083,
va hiéu rng nay dic biét ddng chu y trong céc té
bao da can kiét GCN2 [12]except for younger adults
(younger than 50 years. Anderson DJ va cdng sy da
chi ra rdng qua trinh ty thuc c6 kha ning duoc kich
hoat b&i CB-5083, phu hop vai cac nghién clru bao
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co viéc gay ra cing thang & ludi ndi chat dan dén
kich hoat qué trinh ty thuwc manh mé [1]. Vi thé,
cling c6 thé nghién ctru réng hon vé cac con dudng
gay chét té bao khdac cla CB-5083.

5. KET LUAN

Uc ché p97 bang CB5083 kim hdm té& bao ting
sinh theo cum va thic day apoptosis trén té& bao ung
thu dai trang dong HCT116.

Tuyén bd vé xung dét lgi ich: Cac tac gia tuyén bd khdng c6 xung dét lgi ich trong nghién ctru nay.
L&i cAm o'n: Nghién clru nay duoc tai tro bai Quy Phat trién khoa hoc va cong nghé Quéc gia (NAFOSTED)

trong dé tai ma s6 108.02-2019.324.
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