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Tom tit: All trans retinoic acid (ATRA) dong vai trd quan trong trong nhidu qua trinh cua té bao
va 12 mot chat tiém nang dﬁy hira hen trong diéu tri ung thu. Ty lam mai 1a dac diém nbi bat cua té
bao gdc ung thu (TBGUT) duoc kiém soat chit ché boi mot s6 gene dic trung, ddng thoi nd con bi
chi phéi boi cac con duong tin hiéu phan tir trong té bao. Con duong tin hiéu Notch da dugc chi ra
1a mét trong sO it con dudng tin hiéu phén tir chu chét cia TBGUT, né diéu hoa kha nang tu lam
moi va sy sdng sét cia cac TBGUT. Trong nghién ctru nay, ching t6i di chi ra rang ATRA da
diéu hoa giam sy biéu hién cac gene quan trong lién quan t&i sy tw 1am méi cia t& bao nhu Sox2,
KLF4, DMNTI1 va MYC ciing nhu cac marker cia TBGUT nhu CD24, MUCI1, CD90. Xa hon
nira, trong nghién ctru nay ching t6i chi ra ring, sy biéu hién cta cac gene tw lam méi va cac
marker cta té bao ung thu da day cam tng boi ATRA c6 thé dugc trung gian boi su diéu hoa con

duong tin hiéu Notch.

Tir khéa: All trans retinoic acid, té bao gdc ung thu da day, con dudng tin hiéu Notch.

1. Mé dau

Trong mot thap ki gan day, cac lidu phéap
diéu tri ung thu da dat duoc nhiing tién bo déng
ké, mot phan nhd vao cac nghién cau veé
TBGUT va viéc sir dung cac hoat chét sinh hoc
nham dich d&én cac TBGUT. All trans retinoic
acid (ATRA) la dang chuyén héa tir vitamin A.
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Thong qua phuc hé thu thé RAR/RXR, ATRA
thuc hién vai tro cua né doi véi té bao bao gom
kiém soat qua trinh sinh truéng, biét hoa va sy
chét té bao [1]. Mic du qué trinh phét sinh khdi
u c6 thé 1a két qua cua cac thay doi vé gene, tai
sap xép nhiém sic thé hay céc yéu té ngoai sinh
nhung ATRA c6 thé can thiép vao céc sy kién
ké trén & mot mirc d6 nhat dinh lam cho cac té
bao ung thu bi tang cuong qué trinh biét hoa
hoac apoptosis va cuoi cung la wc ché su phét
trién khdi u [2]. Chinh vi thé, ATRA duoc chi
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ra nhu 1 mot chat tiém ning trong diéu tri ung
thu hién nay trong d6 c6 ung thu da day.

Cac TBGUT khéng chi c6 kha nang phan
chia, biét hoa thanh tit ca cac té bao khac nhau
trong khdi u, 1am tang kich thudc khdi u ma co
kha ning tao ra té bao con véi du cac dac tinh
cta né dua vao dic tinh ty 1dm méi cua loai té
bao nay. Tinh tu 1am méi caa té bao gbc thuong
cling nhu TBGUT duge diéu khién boi mang
lugi cac tin hiéu phan t¢ nhu Wnt/B-catenin,
Hedgehog, Bmi-1, EGF, FGF, Src, Akt, Notch
[3]. Céc té bao gbc dugc phan biét véi cac té
bao khac trong cung khdi u théng qua su biéu
hién mot sé marker trén bé mat cua té bao. Viéc
hiéu rd dic tinh cua cac TBGUT dong gop mot
phan khéng nho vao céc liéu phap diéu tri ung
thu ma & d6 cac TBGUT tré thanh dich nham
toi cua liéu phap.

Con duong tin hiéu Notch duoc biét dén 1a
mot con duong tin hiéu co6 tinh bao thu cao,
dong vai tro then chét trong viéc diéu hoa nhiéu
qua trinh cia té bao nhu phan chia, biét hoa,
qua trinh apoptosis va tu lam méi cua té bao
trong qué trinh phat trién. Nhiéu gene dich quan
trong caa Notch c6 vai tro trong viéc kiém soat
chu ky té bao bi rdi loan diéu hoa trong nhiéu
loai ung thu khac nhau, dién hinh nhu c-myc
trong bénh bach cau cap dong tuy (AML) [4],
cyclinD1 trong ung thu va [5], P21 and
P27kip1 trong ung thu phdi té bao nho.

Trong nghién ctru nay, ching t6i danh gia
tac dong cua ATRA én su biéu hién cac gene
méa hoda cho cac marker cuia TBGUT, cac gene
lién quan dén dic tinh lam moi cua té bao goc
va cac gene tham gia vao con duong tin hiéu
Notch trén dong té bao ung thu da day MKN45,
gop phan lam séng té thém co ché tac dong
nhim dich cia ATRA d6i véi té bao goc ung
thu da day.

2. P6i twong va phuong phap nghién ctru
2.1. Dong té bao ung thir da diay MKN45

Dong t€ bao ung thu da day MKN45 duoc
cung cap bdi Phong thi nghiém Inserm U1053 -

Vién Stre khoe va Nghién ciru Y hoc Qudc gia
Phép tai Bordeaux. Cac hoa chét gém ATRA,
Polyhema, EGF, EGF, insulin st dung trong
nghién ctru ndy déu do Sigma cung cip. Mbi
truong nudi cay duoc cung cap boi Invitrogen.

2.2. Nudi cdy cdc tumorsphere

Nubi cdy céc té bao ung thu da day MKN45
trong diéu kién 3D dé hinh thanh cac
tumorsphere véi mat do 2000 té bao/giéng nudi
cdy, dién tich 3,8 cm? Nudi cay té bao trong 2
ml méi trudong DMEMF12/Glutamax c6 bo
sung 1% ampinicllin/streptomycin (Invitrogen),
yéu 6 tang trudng biéu mé6 EGF ndng do 20
ng/ml, yéu t6 ting truong thuong bi FGF nong do
20 ng/ml, glucose 0,3%, insulin 5 pg/ml (Sigma)
6 37°C, 5% CO,. Sau 2 ngay cua qua trinh nudi
cdy, loai bo 1 ml médi trudng nudi cay ci, dong
thoi bd sung 1 ml méi trudng nudi ciy méi.

2.3. Xir Iy té bao véi ATRA

Sau 5 ngay nudi ciy, cac tumorsphere duoc
xt li v6i 5 uM ATRA (hodc xu li DMSO cho
mau ddi chang) trong 48 gio. Thu nhan céac
tumorsphere va st dung enzyme trypsine phéan
tach céc tumorsphere thanh cac té bao don
trudc khi tién hanh tach chiét RNA tong sb
phuc vu cho cac phan tich Realtime PCR.

Céc tumorsphere sau khi dwoc xur ly bang
ATRA ciing duoc phan tach thanh céc té bao
don bang enzyme tripsine trong 3 phut va duoc
nudi ciy lan thir 2 dé danh gia kha ning ty 1am
méi thong qua sy hinh thanh cac tumorsphere
nhu mo ta & trén,

2.4. Tach chiét RNA tong s6 va tong hop cDNA

RNA tong sb duoc tach chiét bang phuong
phap Trizol theo huéng dan cia nha san xuat
(Invitrogen). Nong do va chat lugng RNA dugc
danh gia bang do quang phd trén may do
NanoDrop & budc song hap thu 260/280 nm. 1
ul ARN duoc sir dung dé thuc hién phan tng
tao cDNA bang Quantitect  Reverse
Transcriptase (RT) kit theo huéng dan cua nha
san xuat (Qiagen).
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2.5. Phan tich sw biéu hién gene bang
Realtime PCR

Phan ung Realtime PCR dugc thuc hién véi
thé tich 6ng 25 pl chira 20ng cDNA, 3 UM mbi
dac hiéu tuwong ttng voi gene nghién ciu cho
mdi phan ung, st dung chat phat quang SYBER
Green (Qiagen). M4 sb cac cap mdi tudng ang
véi tiing gene nghién ciu duoc chi ra trong
Bang 1. Két qua duoc trinh bay dudi dang gia
tri trung binh cua téi thiéu 3 thi nghiém véi do
léch chuan SD. Dit liéu duoc thong ké va phan
tich bang phan mém SPSS16.0F, sir dung kiém
dinh Mann-Whitney.

3. Két qua va thao luan

3.1. ATRA uc ché kha nang tw lam méi ciia té
bao goc ung thw da day

DPé danh gia tac dong cua ATRA 1én kha
nang ty lam mdi cua t€ bao, cac tumorsphere

sau khi dugc xtr Iy véi ATRA sau 24 h da duoc
phan tach thanh cac té bao don boi tripsine va
nudi cy tao tumorsphere lan 2. Két qua duoc
trinh bay trong Hinh 1 cho thdy ty 1& cac
tumorsphere tir cac té bao gdc thu nhan tir cac
tumorsphere sau khi dugc xir Iy voi ATRA thap
hon han so véi cac ddi ching.

Két qua nay cho thdy ATRA da tac dong
1én ddc tinh tai tao lai cac tumorsphere ctia cac
té bao goc ung thu. Kha nang tao cac
tumorsphere trong diéu kién nudi cdy 3D la tiéu
chuén quan trong dé danh gia dic tinh ty lam
moi cua té bao. Cac nghién ctru chi ra rang, chi
¢6 té bao c6 tinh gdc méi co kha “nang tao phan
chia dé hinh thanh nén cac khéi ciu lo ling
trong diéu kién nudi cdy khong bam dinh va
khong dugc bd sung cac huyét thanh bo [6]. Két
qua nghién ctru nay da cho thiy ring, ATRA
lam giam kha nadng ty 1am mdi cia cac TBGUT
da day.

Bang 1. Tén gen va mi s6 cip mdi ciia gene tuong tmg (Qiagen)

Gene M4 s0 cap moi Gene M3 s0 cap moi
ATAXIN1 PPHO05946A LIN28A PPH10338B
BMI1 PPH57778A JAG1 PPH06022B
CD24 PPH02365B MAML1 PPH06329F
DNMT1 PPHO01055F MUC1 PPHO01085A
CD90 PPH02406G NOTCH1 PPHO00526C
ITGB1 PPH00650B NOTCH2 PPHO06330B
KLF4 PPH18388A MYC PPH00100B

Mirc d§ hinh thanh tumorsphere

Hinh 1. ATRA lam giam kha ning tai tao cAc tumorsphere cua té bao gdc ung thu da day a) cac tumorsphere tai
tao tu cAc té bao trong cac sphere khong duoc xir Iy véi ATRA (ddi ching-control), b) cac tumorsphere tai tao tu
céc té bao trong cac sphere dugc xir Iy v6i ATRA 5 UM trong 48 h, ¢) su thay d6i vé mirc do hinh thanh
tumorsphere gitra dbi chitng va mau xu ly véi ATRA, n =5, *p < 0.05 so v&i dbi ching.
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3.2. ATRA diéu hoa giam sw biéu hién cua cdc
gene kiém soat sy lam mai té bao

Dé danh gia tdc dong cua ATRA 1€n su biéu
hién cua mét sO gene quan trong lién quan t6i
kha ning tu lam moi cua té bao gbc ung thu,
cac ky thuat Realtime PCR di duogc tién hanh
dbi véi cac gene KLF4, SOX2, MYC, LIN28A
va DMNTI. Két qua dugc trinh bay trong Hinh
2 cho thay, ATRA di diéu hoa sy giam manh
biéu hién cta cac gene kiém soat sy 1am méi té
bao trong d6 mirc do biéu hién cua KLF4 giam
2 lan, DNMT1 giam 4 lan va SOX2 giam 5 lan
so v&i mau ddi chung. Trong 5 gene dugc phan
tich, chi duy nhit sy biéu hién LIN28A khdng
¢6 sy thay dbi khi bj tac dong boi ATRA. Sy
lam méi té bao 1a mot dic trung cua TBGUT
trong do ¢ giai doan phat sinh khdi u xay ra su
1di loan biéu hién cac gene diéu hoa tinh ti lam
méi [7].

SOX2 1a yéu t6 phién ma dong vai trd chu
chét trong su phat trlen phoi va trong viéc duy
tri tinh toan ning cua té bao ciing nhu kha ning
tu 1am méi ¢ té bao gde phdi. SOX2 duoc bicu
hién ting cudng & nhidu dang ung thu nhu ung
thu phdi, ung thu xuong [8].

Céc yéu t6 phién mi KLF4, MYC, SOX2
déu tham gia vao qua trinh tai thiét 1ap chuong
trinh té bao ma & d6 cac té bao da biét hoa duoc
chuyén hoa nguoc thanh céc té bao & trang thai
toan nang [9]. Theo do, viéc kiém soét sy biéu
hién cuia cac gene nay 1a can thiét dé chdng lai
su chuyén hoa nguoc cua cac té bao thanh dang
ac tinh.
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Hinh 2. ATRA,diéu hoa giém su biéu hién cua cac
gene lam mdi té bao so voi doi chung (control), n=
5, *p < 0,05.

Trong nghién ciru ndy, ATRA di diéu hoa
giam manh 4 trong s 5 gene dac biét quan
trong o vai tro quyét dinh dén kha nang ty lam
moi cia té bao da giai thich mot phan co ché
din t6i su biét hoa té bao goc ung thu da day,
lam biét hod céc té bao nay thanh té bao khong
con kha nang phéan chia.

3.3. ATRA diéu hoa giam sy biéu hién cua cac
marker té bao goc ung thu

Su suy giam hodc mat di kha ning tu lam
mdi cua té bao géc ung thu s€ dugc thé hién &
su giam s6 luong té bao goc ung thu hoac giam
su bleu hién cac marker bé mit dic trung cho
cac té bao nay. Trén co so do, chung t6i tiép tuc
danh gia tac dong cua ATRA 1én sy biéu hién
ctia mot sd gene da duogc biét dén nhu 1a marker
clia cac té bao gbc ung thu & mot sé dang ung
thu khac nhau. Két qua chi ra ¢ hinh 3 cho thiy,
ATRA lam giam 2 lan sy biéu hién cta cac
gene ITGB1, CD24 va giam khoang 3 lan dbi
voi cac gene CD90 va MUCI. Trong khi do,
mirc d6 biéu hién BMII hau nhu khéng thay
d6i va mirc do biéu hién cuia ATAXINI ting
dang ké, xdp xi 1,8 1an khi so sanh cac t& bao
duoc xir li so v6i cac té bao khong duoc xir 1i
voi ATRA.

Cac marker té bao gdc khong chi duoc sir
dung trong viéc nhan dién cac TBGUT ma con
1a dich nhidm t6i trong cac liéu phap hoa hoc
diéu tri ung thu ngady nay. MUCI la mot
glycoprotein
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Hinh 3. ATRA diéu hoa gidm sur biéu hién ciia céc
marker t€ bao gbc ung thu so vdi doi chung
(control), n=5, *p < 0,05.
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xuyén mang thudc ho mucin, MUC1 thuong
duge biéu hién qua muc ¢ nhiéu dang ung thu
nhu ung thu phdi, ung thu gan, ung thu v, ung
thu ¢ tir cung. Vi thé, MUC1 duoc coi 1a mot
marker TBGUT va dugc st dung trong viéc
phat trién cac vaccine tiém ning phong ung thu
[10]. Péi voi ung thu da day, su biéu hién qua
muc cua MUCI, dac biét trong cac ung thu da
day thé rudt da duoc chi ra bai cac nghién ciru
hoa md mién dich. Pang chu ¥, su biéu hién cao
ctia MUCT con duge chi ra ¢ mbi lién hé chat
ché v6i kha ning di can va ty 1¢ séng sot thap
cua cac bénh nhan ung thu da day va no duoc
str dung nhu mot marker tién luong déi véi loai
ung thu nay [11]. ITBGI hay con dugc biét dén
v6i tén CD29 1a protein gém 2 tiéu phan khac
nhau alpha va beta, chung 13 cac thy thé mang
¢6 chirc nang trong viéc lién két t& bao va nhan
dién cac qua trinh dién ra trong co thé nhu sy
tao thanh phoi, tao mau, sua chita mo, dap tng
mién dich va dic biét 1a chuyén héa di cin &
khéiu [12].

Pang chu ¥, ca CD24 va CD29 déu dugc st
dung dé nhan dién céc té bao géc 0 cac dang
ung thu tuyén tién liét, ung thu vi va ung thu
da day. Vai tro cua CD24 trong phat sinh ung
thu da day da duoc dé cap, & d6 CD24 lam ting
kha nang hinh thanh khéi u, ting kha ning xam
lan ciing nhu diéu hoa cac protein Ecadherin,
fibronectin va hoat hoa con duong STAT3 [12].
Oncogene BMII 14 mdt thanh vién cua ho cac
yéu t6 phién mi PCG tham gia vao nhiéu con
duong tin hiéu phan tir té bao, ching c6 vai tro
trong qua trinh biét hoa va 1am méi té bao gbc &
ung thu va, ung thu vom hong, ung thu phdi,
ung thu da day, ung thu tuy va thuong dugc
biéu hién qua mirc ¢ cac dang ung thu nay.
Trong ung thu da day, BMI1 gép phan 1am ting
cac dic tinh cua & bao gbc thong qua diéu hoa
tang su biéu hién cua cac miRNAs nhu miR-21,
miR-34a boi sy hoat hoa con duong tin hi¢u
AKT-NF-kB [13]. Hién nay, BMII dugc coi la
mot dich dén trién vong trong viéc diéu tri ung
thu ¢ nguoi. ATAXINI, dugc ma hoa boi gene
ATXN, la mot protein c¢6 kha niang bam vao
DNA tir d6 n6 tham gia vao qua trinh didu hoa
biéu hién gene. Su biéu hién cia ATAXIN bi

giam di trong cic t& bao ung thu da day
MKN45 va SGC7901 da duoc xac dinh, va nd
duoc cho ré‘mg su mat di hodc giam thiéu céc
protein nay trong t& bao s& ting cudng khoi
phat ung thu da day [14].

3.4. ATRA diéu hoa sw biéu hién cdc gene thugc
con dwong tin hiéu phdn tur Notch

Notch dugc biét dén 1a mot trong sb it cac
con dudng tin hiéu ung thu phd bién ¢ cac té
bao gbc ung thu cia nhiéu dang ung thu khéac
nhau. N6 chi phdi kha ning 1am méi, kha ning
khang thudc va di cin cia té bao gbc ung thu.
Trong nghién ctu nay, su tdc dong cia ATRA
1én su biéu hién cua 5 gen chinh trong con
duong tin hiéu Notch dd dwoc danh gia bing
phuong phap Realtime-PCR. Két qua dugc chi
ra trong Hinh 4 cho thay, ATRA da ap ché su
biéu hién cua hau hét cac gen dugc phan tich.

Cu thé 1a ATRA d3 lam giam muc do biéu
hién 1én t6i 5 lan déi véi JAG1 va 2 1an ddi véi
Notchl va Notch2. Cung voi d6 thi MAMLI1
cling bi diéu hoa giam dang dé.

ALL4 khong thay doi boi ATRA vé muc do
phién ma. Nhiéu nghién ctru hién nay di khing
dinh vai tro cua con duong tin hiéu Notch trong
su phat sinh ung thu da day. Su biéu hién cta 4
thu thé Notch (Notch1-4) va cac ligand cta no
gdm Jaggedl, Jagged2 dd duoc tim thiy trong
ung thu da day o nguoi [15]. Pang chu y,
Notchl khong duoc phat hién trong cac biéu
md da day khéng ung thu va né duoc tim thiy
phé bién trong cac ung thu da day typ rudt (trén
50%) so véi typ lan toa (23%) [16].
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Hinh 4. ATRA diéu hoa giam sy biéu hién cac gene
cua con duong tin hi¢u Notch, n= 5, *p < 0,05.
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Cac tin hiéu Notchl va Notch2 c6 thé khoi
dong qué trinh phat sinh ung thu da day thong
qua cam tmg su biéu hién cia COX-2. Yeh va
cs da chi ra r?mg dang hoat hoa cua thy thé
Notchl tang cuong sy hinh thanh céac colony in
vitro, su ting truong cua khéi u ciy ghép, su di
cu va xam lan théng qua COX-2 trong cac té
bao ung thu da day [17]. Trong mét nghién ctu
khéc, su biéu hién cta Noth2 d3 lam tang su
hinh thanh cac colony, di cu, xam lan va su
chuyén dich biéu mé trung mdé (EMT) cua té
bao ung thu da day. Xa hon nira, sy tuong tac
gitra vung ndi bao ctia Notch2 véi promoter cua
COX-2 dan téi cam mg su biéu hién cua COX-
2 theo cach phu thuéc vao CBF1 trong té bao
ung thu da day cling da dugc xac dinh. Sy uc
ché sy biéu hién cia COX-2 véi NS-398 (mot
chat tc ché ciia COX-2) da diéu hoa giam anh
huong ctia ving ndi bao Notch2 trong qua trinh
phat trién coa ung thu da day [18]. Trong
nghién ctru nay, su diéu hoa giam con duong tin
hiéu Notch da gop phan giai thich co ché phan
tir clia sy e ché té TBGUT da day boi ATRA.

4. Két luan

Nhim dich TBGUT la mdt trong nhiing
hudng liéu phap dugc dic biét chu y hién nay.
Trong nghién ctru ndy, ching toi di chi ra rang
ATRA c6 kha ning diéu hoa giam cac gene cua
con duong tin hiéu phén tir Notch ciing nhu cac
gene kiém soat tyr [am méi té bao va marker cia
TBGUT da day. Piéu nay c6 thé dugc xem nhur
1a mot phin co ché phan tir giai thich cho sy
ctia sy rc ché TBGUT da day ctia ATRA. Qua
d6 chi ra ring ATRA 1a mot chat tiém ning
trong diéu tri nhiam dich ddi voi ung thu da day.

Lo1i cam on

_ Nghién clru ndy dugc tai trg kinh phi boi
bé tai cap Bo ma so B2017-TNA-48.
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Inhibition of All-Trans Retinoic Acid on the Expression of the
Genes Envoled in Self-Renewal and Notch Signaling Pathway
in Gastric Cancer Cells

Le Thi Thanh Huong?, Luu Thi Binh?, Diep Thi Huong Giang?, Nguyen Phu Hung?

Thai Nguyen University of Sciences, Thai Nguyen, Viet Nam
2Thai Nguyen University of Medicine and Pharmacy, Thai Nguyen, Viet Nam

Abstract: All-trans retinoic acid (ATRA) plays an important role in many cellular processes and is
a potentially promising substance for cancer therapy. The self-renewal, a prominent feature of cancer
stem cells, is tightly controlled by a number of specific genes and is mediated by the cell signaling
pathways. The Notch signal pathway has been shown to be one of the few major molecular signaling
pathways of cancer stem cells, which regulates the self-renewal and survival of cancer stem cells. This
study shows that ATRA reduced the expression of important genes involved in self-renewal of cells,
including Sox2, KLF4, DMNT1 and MYC as well as TBGUT markers such as CD24, MUC1 and
CD90. Furthermore, it is indicated that the ATRA-induced expression of self-renewal genes and
cancer stem cell markers of gastric cancer stem cells can be mediated by the regulation of the Notch
signaling pathway.

Keywords: All-trans retinoic acid, gastric cancer stem cell, Notch signaling pathway.
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