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CHAT U'C CHE P97 CB5083 KIM HAM TE BAO
UNG THUY DPUONG MAT TANG SINH VA DI TRU

Bui Khac Cwong'™

TOM TAT

Muc tiéu: Nghién ciu téc dung kim ham té bao dudng mét téng sinh va di tri ciia CB5083 trén dong té
bao ung thw biéu mé dwong mat nguoi TFK-1 in vitro.

Péi twong va phq’o’ng phap: Nghién ctru str dung CB5083 va déqg té bao ung thw duong mét TFK-1.
Tac ddng cua thuéc dwoc danh gia dwa trén cac thi nghiém bao gom thir nghiém tang sinh té bao, thi
nghiém Crystal violet va di tru té bao.

Két qua: CB5083 trc ché tang sinh té bao TFK-1 in vitro déng thoi ngén chdn qua trinh di trd té bao.

Két luan: CB5083 trc ché déc hiéu p97 (protein tham gia vao quaé trinh stra chira DNA tén thuong), ¢ kha
nang ngédn chén qua trinh tdng sinh va di tru ctda té ung thw dwong mét in vitro.

Tir khéa: CB5083, chat trc ché P97, ung thuw dwdng mat, stba chiva tén thwong DNA.

ABSTRACT

Objectives: To study the inhibitory effect of CB5083 on proliferation and migration of human
cholangiocarcinoma cell line TFK-1 in vitro.

Subjects and methods: This study used CB5083 and cholangiocarcinoma cell line TFK-1. The effects of
the drug were evaluated based on experiments including cell proliferation assay, Crystal violet assay and

cell migration assay.

Results: CB5083 inhibited cell proliferation and also suppressed cell migration on TFK-1 cells in vitro

Conclusion: CB5083 specifically inhibits p97 (protein involved in the process of DNA damage repair),
potentially suppressed the proliferation and migration of cholangiocarcinoma cells in vitro.
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"Hoc vién Quén y.

1. DAT VAN BE

Ung thw biéu mé dwérng mat (UTBMBM) 1a mot
loai ung thw hiém gap (chiém khodng 3% céac loai
ung thw dwdng tiéu héa) [1], cé ti lé tlr vong cao [2].
Day & mot loai ung thw nguy hiém, cé tién lwong
xau, voi ti 1& sbng sét sau 5 nam 1a 15% va gidm
xudng con 2% & bénh nhan cé di can [3]. Phuong
phap diéu tri duy nhat cé kha nang chira khdi
UTBMDM 13 phau thuat cét bd triet dé. UTBMBM
thwong khoéng co triéu chirng & giai doan dau, do
vay, ti Ié cao chan doan xac dinh bénh khi khéi u
tién trién (tién trién cuc bo/khong thé cat bé hodc di
can) [4]. UTBMDBM c6 ti |é tai phat cao trén nhirng
bénh nhan phau thuat. Ti 1& sdng s6t sau 5 nam
phau thuat cat bd khdi u chi dat 20-40% (tuy thudc
vao vi tri khéi u) [3].

M6t s6 thir nghiém 1am sang da danh gia hiéu
qua clia cac tac nhan phan t& cu thé nham vao cac
muc tiéu tiém nang khac nhau trong UTBMBM, bao
gdm thu thé yéu t6 tang sinh biéu mé (EGFR) hodc
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thu thé yéu t6 tang sinh néi md mach mau (VEGFR)
[5]. Trong d6, CB5083 c6 thé 1a mét hop chét tiém
nang trong viéc diéu tri tring dich ung thw, 1a mot
phan tlr nhé dwoc phat hién qua qua trinh sang loc
chét trc ché p97, mét protein quan trong trong quéa
trinh stra chira DNA [6]. Viéc kim ham con dwong
stra chira DNA tén thwong c6 thé lam tang kha
nang gay chét té bao ung thw, b&i vi né lam tang
sy tich tu cac dot bién trong hé gene cla té bao
ung thw dang phan chia nhanh. Diéu nay dan dén
hai kha nang: chu trinh t& bao sé bi chan lai tai cac
diém kiém soat; té bao sé bi kich hoat con dwéong
chét theo chu trinh [7]. Do vay, (rc ché con dwong
stra chira DNA c6 thé [am t&ng kha nang kim ham
sy sinh trwdng va kich thich sy chét cia té& bao
ung thw, d&c biét, n6 con cé thé duoc két hop dé
diéu tri héa tri hoic xa tri. Trong qua trinh nay, p97
(valosin-containing protein VCP hoac cell division
cycle protein 48 CDC48) la mét protein da chirc
nang thudc ho AAA-ATPase tham gia vao qua trinh
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stra chira DNA phu thuéc Ubiquitin [8]. P97 tao
phirc hop voi Ataxin 3 (ATX3) deubiquitinase va E3
ubiquitin ligase RNF8 diéu hoa can bang protein va
stra chira DNA trong diéu kién binh thwdng. Tuy
nhién, trong té bao ung thw, sw tdng vé ndng do
RNF8 trong t& bao c6 lién hé véi sw mat én dinh
clia bod gen, thic ddy sw tang sinh, xam lan va di
can cla té bao ung thw. Bong thoi, sy bat hoat ciia
phirc hé p97-ATX3 lam tang sw nhay cdm cla té
bao ung thw véi xa tri [9].

V6i tiém nang trc ché p97 cia CB5083 trong
diéu tri ung thw thdng qua viéc kim ham qua trinh
stra chira DNA tén thuwong. Chang t6i thwe hién dé
tai nay nhdm nghién clru tac dung kim ham té bao
dwdng mat tang sinh va di trd ciia CB5083 trén dong
té bao ung thw biéu md dwdng mat ngudi TFK-1.

2. DOl TUQNG, PHUWONG PHAP NGHIEN CUrU
2.1. D6i twong va vat liéu nghién ctru

- Béi twong nghién ctru: dong t& bao ung thw
biéu m6 duong mat TFK-1 (ma: ACC-344) duoc
nudi & nhiét d6 37°C, 5% CO,, trong mbi trwong
90% RPMI 1640 + 10% FBS.

- Vat lieu nghién cku: CB5083 (10 mM,
Selleckchem) & mét chat (rc ché p97 sinh kha
dung béng dwdng ubng, bdo quan & -30°C.

2.2. Phwong phap nghién ctru

- Thi* nghiém WST-1
sinh cuia té bao):

Té bao TFK-1 duoc gieo trén dia 96 giéng voi
ndng d6 1000 té bao/gléng trong 24 gid, 37°C, 5%
CO,. Sau 24 gio, kiém tra t& bao dwéi kinh hién vi,
bao dam té bao da bam day, thay moi trvong nudi
cay bang moi trudng méi véi cac ndng do CB5083
khac nhau, v&i dai ndng d6 0 uM, 0,125 uM, 0,250
UM, 0,500 pM trong 3 ngay tiép theo. Sau do, U
v6i WST-1 trong 1 gio va do nong do quang (o4 m0|
giéng dé xac dinh lwong té bao sdéng & mbi ndng
do gitra cac nhom diéu tri so véi nhém ching (%)
theo cong thire:

(danh gia kha nang tang

Tilé séng = x 100

Trong do, At: mat do quang cuia giéng diéu tri;
Ao: mat do quang cua giéng dbi chirng.

- Thir nghiém Crystal violet:

Ti 18 t& bao sbéng sau khi ddng nudi ciy voi
cac nong do khac nhau cua thuéc CB5083 duoc
danh gia bang thl* nghiém Cryst’aI violet. Té bao
TFK-1 duoc gieo trén dia 12 giéng véi nong do
300 té bao/giéng, u tai 37°C, 5% CO, trong vong
24 gio. Sau do, mbi giéng sé duwoc tlep xuc voi
cac nong d6 CB5083 khac nhau (0,125 uM, 0,250
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UM va 0,500 uM) va nhém dbdi chirng. Theo dbi
bang kinh hién vi hang ngay cho t&i khi cac cum té
bao quan sat dwoc bang mat thuong (khoang 7-8
ngay), tién hanh nhuém té bao béng thudc nhudém
Crystal Violet. Cudi cung, chup va x& li hinh anh
bang ImageJ va dd thj dwa vao sb lwong cum té
bao va cwérng dd mau thube nhudém (n = 3).

- Th&r nghiém danh gia kha n&ng di tra té bao:

banh gia kha nang ditrd cua té bao TFK-1 khi
ddng nubi cay véi cac néng dd khac nhau ctia CB-
5083 bang cach tao vét thwong. Té bao TFK-1 nudi
cdy trong dTa 12 giéng v&i nong d6 2,5 x 10° t& bao/
giéng, & dleu kién 37°C, 5% CO,. Khi mat do té bao
trong cac gleng dat 80%, tao mot vét rach & gitra
gleng bang d4u tip 200 pl, sau do, ngay lap ttre cho
té bao tiép xuc véi CB5083 chuén bj & cac ndng do
khac nhau (0,125, 0,250 va 0,500 yM) va nhém déi
chiyrng. Hinh anh cac dia dwoc chup lai & cac mbc
thoi gian 0 gi®v, 24 gid va 48 gid sau khi cho thube
thir. Dién tich cGa vung tén thuwong dwoc x( li bang
phan mém ImageJ. Chi sé di trd cta té bao dwoc
tinh theo céng thirc:

Chi s6 di trat (%) = 2Vt 400

Trong do6, Wo: dién tich vét rach tai thdi diém 0
gid; Wt: dién tich vét rach tai thoi diém t gio

- X li s6 liéu: x& |i hinh anh bdng phan mém
ImageJ, s6 liéu gbc xt li trén phan mém Excel 2016,
phan tich théng ké bang phan mém GraphPad
Prism 9 va vé db thi. S dung phép kiém dinh One-
Way ANOVA dé kiém dinh sw khac nhau cla gia tri
trung binh khi so séanh nhiéu hon 2 nhém. Khac biét
c6 y nghia khi p < 0,05.

3. KET QUA NGHIEN cUU

3.1. Két qua trc ché tang sinh ctia CB5083 trén té
bao ung thw dwo'ng mat bang thir nghiém WST-1
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Hinh 1. Ti Ié té bao sbéng sau khi déng nuéi cay
CB5083 trén dong té bao TFK-1.
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Té bao dwoc gieo I&n dia 96 giéng véi ndng do
1000 té bao/giéng. Sau 72 gi® ké tir khi cho té bao
tiép xuc voi thuéc & cac ndng d6 khac nhau, co
chat WST-1 dwoc thém vao dé danh gia sy tang
sinh cla té bao. Sau 72 gi® cho té bao déng nudi
cly v&i CB5083, ti 1& sbng & mdi giéng cd xu hwdng
gidm rd rét khi tdng néng do thudc. Thudc & néng
dd 0,25 pM rc ché dwoc khodng 55% quan thé; &
ndng dod 0,5 uM, ti 1& t& bao séng thap hon han, bj
&c ché 75% quan thé (Hinh 1).

3.2. Két qua thir nghiém Crystal violet danh gia
0.125 uM 0.500 M

Control

0.250 uM

Hinh 2. Hinh dnh cum té bao TFK-1 sau
7 ngay déng nudi cay voi cac ndng dé khac nhau.

Té bao dwoc gieo 1én dia 12 giéng véi ndng do
300 té bao/giéng. Sau 7 ngay ké tir khi cho té bao
tiép xuc v&i thube & cac ndng dd khac nhau, té bao
dwoc nhudm véi crystal violet. Két qua thi nghiém
Crystal violet (Hinh 2 va 3) Ian lwot cho thdy mét
céach trwc quan qua thdng ké mat do va kich thuéc
cac cum té bao TFK-1 diéu tri véi thubc CB5083 &
cac ndng 0 UM, 0,125 uM, 0,250 UM va 0,500 M.

O hinh 2, sau 7 ngay diéu tri, nhém tiép xdc véi
nong dé thuéc CB5083 cao hon co sy gidm rd rét
sb lwong cac cum té bao va kich thuwéc ctia ching
so v&i nhom tiép xuc véi thubc CB5083 & ndng do
0,125 uM va nhém dbi chirng (p < 0,0001). C6 sw
khac biét gitta nhdm 0,125 yM va cac nhom 0,250
uM va 0,500 Mm (p < 0,05). Diéu nay cho théy,
thudc cé kha ndng trc ché, nhwng phu thudc néng
do thudc va sw tao thanh cac cum té bao UTBMBM.
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Hinh 3. Két qua thong ké dién tich cac cum
té bao séng duoc nhuém mau sau khi diéu tri
v6i CB5083 & cac ndng dé khac nhau.
(*: p < 0,05, ****: p <0,0001).
3.3. Két qua danh gia kha nang trc ché di tra té
bao cua CB5083 trén té bao TFK-1

0,125 0,25

Ctrl 0,5 nM

pM pM

Ngay 0

Ngay 1

Ngay 3

Hinh 4. Khéa néng di trd té bao TFK-1 bi gidm sau khi
déng nuéi cay véi CB5083 & céc nbng do khéc nhau.
Mét dwong rach thdng gitra giéng duoc tao ra
sau 48 gi®» nudi cay (vung rach dwoc quan sat tai
khu vuc tréng nam gitra hién vi treong) va té bao
tiép xuc véi CB5083 & cac ndng dd khac nhau
(hinh &nh ghi lai & cac thoi diém 0 ngay, 1 ngay, 3
ngay k& tlr khi diéu tri - hinh 4). Hinh anh mé ta tryc
quan sv lién lai cia vét thwong sau 1 va 3 ngay
diéu tri v&i thube thay dién tich vang rach thu nhé
lai sau 24 gi& va 72 gio, voi téc do lién lai nhanh
hon & nhém dbi chirng va gidm dan khi tang néng
do thube tr 0,125 pM dén 0,500 uM. D liéu sau
doé duwgce phan tich véi kiém dinh ANOVA, thu dwoc

biéu dé nhw Hinh 5.
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Hinh 5. Két qua chi sé di tri té bao &
cac néng dé déng nubi cdy khac nhau.

- Két qua thong ké chi s6 di tru te bao (hinh 5)
cho thdy, nhém té bao déng nudi cdy & ndng do
0,500 pM co s giam rd rét (49,5%) so v&i nhom
doi chieng vao ngay thr 3 (p < 0,05) . Tuy nhién, &
2 nong do thap hon thay s khac biét khéng c6 y
nghia th()ng ké so v&i nhom doi chivrng.

- C6 mébi twong quan gitra nong dd va thoi gian
ddng nuobi cay tac dong dén chi s6 di tra té bao sau
1 va 3 ngay ké tir thoi diém tao vét rach(*: p < 0,05).

4. BAN LUAN

Co ché tac dong clia CB5083 Ién sw kim ham
tang sinh ung thw la trc ché p97, mét protein quan
trong trong qua trinh stra chiva DNA ton thwong.
Uc ché con duwdng nay sé lam té bao tré nén nhay
cam hon véi tac dong clia mot sb loai thube didu
tri ung thw khac cé co ché gay dot bién DNA (nhw
Salubrinal). Vi vay, CB5083 co thé didu tri ddng thoi
Vi cac loai thubc trén dé lam tang hiéu qua gay dot
bién & cac té bao ung thw. Nghién clru nay da chira
rang CB5083 da dwoc str dung doc lap, co kha nang
rc ché dang ké s sinh trwdng va phat trién cac cum
t& bao ung thw trén dong té bao biéu moé duwdng mat
TFK-1 in vitro. Ddng thdi, sw di trd cha té bao dwoc
danh gia bang thir nghiém lanh vét thwong, mot ki
thuat dwoc sir dung dé nghién ctru sw di chuyén clia
té bao va twong tac gitra cac té bao.

Két qua nghién clru cho théy, tai ndng d6 0,500
UM, chi sbé di tru té bao gidm dang ké sau 3 ngay.
Bén canh d6, CB5083 (rc ché stra chiva DNA [am
tang tich tu cac dot bién cé thé kim ham chu ki
té bao tai pha G1, va diéu nay da duwoc ching
minh & bénh ung thw xwong [6]including ubiquitin—
proteasome system (UPS va ung thw budng trirng
[10]. Nhitng két qua nay cho thay réng, cac chat trc
ché p97 gay ra sy bét gilr chu ki té bao & pha G1.
Do d6, can c6 thém cac thi nghiém dé kiém tra tac
doéng ctia CB5083 dbi véi chu ki té bao, nhw dém té
bao dong chay can dwoc thyc hién dé xem suw thay
d6i sw phan bd quan thé té bao & cac pha trong chu
ki té bao sau khi diéu tri véi thube.
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5. KET LUAN

CB5083 (rc ché dac hiéu p97 (protein tham gia
vao con dwdng sra chiva ton thwong DNA), c6 tac
dung kim ham t&ng sinh (liéu 0,125-0,500 uM) va di
tra (liéu 0,500 M) cla té bao ung thw dwdng mat
TFK-1 in vitro.
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