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Abstract: Cellular senescence is a state in wich cells can not longer divide. The dysregulation of
the cell senescence signaling pathway could lead to uncontrolled cell proliferation and formation of
malignant cells. Intervening in cell senessence signaling pathway to bring cancer cells back to cell
senessence state is a potential way in cancertreatment. Recent studies show that tumor cells can
undergo celluar senessencestate by using special chemotherapy. In this study, we indicatedthat All
trans retinoic acid (ATRA) is able to influence the expression of genes involved in cell senessence
signaling pathway in gastric cancer cells MKN45. ATRA down-regulatesthe expression of
important genes controlling cell growth. On the other hand, ATRA up-regulate the expression of
GADDA45A, P21 and P53 genes that play an important role in the signaling pathway of cells.This
finding suggestes that ATRA could inhibite MKN45 cells through activating cell senescence
signaling pathway.
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Tom tit: Lao hoa té bao 1a trang théi té bao khdng con kha nang tiép tuc phan chia. Su rdi loan diéu
hoa cta con dudng tin hiéu 140 hoa dan toi té bao mat kiém soét phan chia va hinh thanh 1&n cac té
bao 4c tinh. Viéc can thiép vao con duong tin hiéu ndy nham dwa té bao ung thu tré lai sy 140 héa 1a
mot huéng tiép can tiém ning trong didu tri ung thu hién nay. Cac nghién ctru gan déy chi ra rang,
c4c té bao khdi u c6 thé trai qua con dudng 140 hod nho sir dung hoa chat thong qua céc liéu phap
hoé tri. Trong nghién ciru nay chiing t6i da chi ra rang, All trans retinoic acid (ATRA) ¢6 kha ning
tac dong lén sy biéu hién cua cac gen lién quan ti su 140 hoé té bao & té bao ung thu da day MKN45.
Pang cha y, ATRA diéu hoa giam manh cac gene quan trong kiém soét sy ting truang cua té bao.
Mt khac, ATRA diéu hoa tang sy biéu hién cua cac gen GADD45A, P21 va P53 ¢6 vai trd rat quan
trong trong con dudng tin hiéu 140 hoa cua té bao. Két qua nay chi ra ring ATRA c6 thé da wc ché
té bao ung thu da day thdng qua viéc hoat hoa con dwdng tin hiéu 140 hoa té bao.

Tir khoa: All trans retinoic acid, té bao gc ung thu da day, su 130 hoé té bao.

1. Mé dau

Su |30 hoa té bao duwoc md ta 1an dau tién vao
ndm 1961 khi nudi cdy cac nguyén bao soi &
nguoi boi Hayflick va Moorhead (Hayflick and
Moorhead, 1961). Theo do, su 130 hda té bao
dugc dinh nghia 1a trang thai té bao khong con
kha ning tiép tuc phan chia do su ngan di cac
doan telomere ¢ dau mat nhiém sic thé sau mdi
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chu ky nhan d6i DNA. Bén canh do, rdi loan
chtrc ning & ty thé, tén thuong DNA va cac nhan
t5 ngoai sinh déu c6 thé gay ra sy |40 hoa té bao
[2]. Pic trung cta su 140 hoa té bao 1a sy sinh
truong 6n dinh di kém véi cac thay ddi vé mat
kiéu hinh nhu tai cAu tric sgi nhidm séc, tai thiét
lap chuong trinh trao ddi cht, ting cuong su tu
thue bao [3]. O cac khéi u, su 130 hoa té bao duoc
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quan sat ¢ trang thai tién &c tinh, tuy nhién cac té
bao &c tinh lai khéng cé hién twong bi 1d0 hda,
day 1a minh chitng manh mé cho thay réi loan sy
140 hoa té bao dong vai trd quan trong trong qué
trinh phét sinh khéi u [4]. ATRA 13 mot dan xuat
cua vitamin A thudc ho retinoid, n6 duoc sir
dung nhu mét loai thubc chdng ung thu trong céc
liéu phap hda hoc. ATRA wc ché su phat trién
cua khdi u théng qua kha ning dung chu ky té
bao, gdy biét hdéa hoac cam wng qua trinh
apoptosis ¢ cac té bao trong khdi u [5]. Heo va
cong su da chi ra ring, ATRA cam &ng qua trinh
chét theo chwong trinh (apoptosis) & céc té bao
ung thu gan bang cach hoat hda su biéu hién cua
pl4 trong con duong tin hiéu p53 [6]. Bén canh
do6, viéc can thiép vao con duong tin hiéu Rb dé
cai thién hiéu qua xir I cc té bao ung thu va phat
trién céc lidu phap mai 1a mot hudng di dwoc chi
y hién nay [7].

Trong nghién ctru trude, chiing t6i da chi ra
ATRA di gay biét hoa té bao ung thu da day
trong ca md hinh nudi cay in vitro va md hinh
chuot [8]. Bong thoi chung toi da xac dinh duoc
ATRA diéu hoa sy biéu hién cua cac gen tham
gia vao qua trinh apoptosis theo hudng tang
cuong biéu hién cac gene thuc diy apoptosis va
giam biéu hién cac gene uc ché apoptosis [9].
Tuy nhién, hién chua c6 mét nghién ciru nao
danh gia tac dong cua ATRA 1én con duong tin
hiéu phan tu coa su 140 hoa té bao ¢ ung thu da
day. Chinh vi vay, trong nghién ctu nay, ching
t6i tién hanh phan tich anh huong cua ATRA 1én
su biéu hién caa céc gen lién quan ti su 140 hoa
té bao, bao gém cac gen kiém soét qua trinh phan
bao, cac yéu té phién ma, cac cyclin va mot sé
proto-oncogene trén dong té bao ung thu da day
MKN45.

2. P6i twong va phwong phap nghién ciru
2.1. Nubi cay té bao 3D va xir ly té bao véi ATRA

Dong té bao ung thu da day MKN45 dugc
cung cap boi Phong thi nghiém Inserm U1053 -
Vién Suc khoe va Nghién ciu Y hoc Quéc gia

Phap tai Bordeaux. Quy trinh nudi cay duoc tién
hanh theo nghién ciru trude d6 [8]. Nudi cdy cac
té bao ung thu da day MKN45 véi mat do 2000
té bao/giéng nudi cdy dién tich 3,8cm? bé mat
khong bam dinh dé hinh thanh nén tumorsphere
(mot khoi cac té bao ung thu hinh cau) trong moi
truong DMEMF12/Glutamax (tir Invitrogen) cé
b6 sung 1% ampinicllin/streptomycin, yéu té
tang truong biéu mé EGF 20ng/ml, yéu t6 ting
trudng thuong bi FGF 20ng/ml, glucose 0,3%,
insulin 5ug/ml & 370C, 5% CO.. Sau mdi 2 ngay
cuia qué trinh nudi cay, loai bo 1 ml méi truong
nudi cay cii, dong thoi bd sung 1 ml méi trudng
nubi ciy moi.

Sau 5 ngay nudi cdy, cac té bao dugc xtur Ii
v6i ATRA ¢ nong d6 5uM (day la ndng do tc
ché sy tang sinh t& bao duoc lya chon tir mot
sang loc trong dai nong do tir 0 - 10uM truéc khi
tién hanh nghién ciru nay) trong 48 gio. Mau doi
chtng dugc xir I bing DMSO nong d6 0,01%
trong thoi gian tuong ang véi mau xi ly véi
ATRA. Thu nhén va phan tach cac tumorsphere
thanh céc té bao don bang enzyme trypsine nong
d6 0,05% trude khi tach chiét RNA tong sé (tat
ca hoé chat duoc cung cap boi Sigma, Saint-
Quentin Fallavier, France).

2.2. Tach chiét RNA tong sé va tong hop cDNA

RNA tong sb duoc tach chiét bang phuong
phap Trizol theo hudng dan cia nha san xuat
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). Nong do
va chit luong RNA dugc danh gia bang may do
quang phé NanoDrop ¢ budc song hip thu
260nm. 1pg RNA duoc st dung dé thyc hién
phan ung tao cDNA bang Quantitect Reverse
Transcriptase (RT) kit (cung cip boi Qiagen,
Hilden, Germany) theo hudng dan cua nha san
XUAt.

2.3. Phan tich sy biéu hién gene bang Realtime
PCR

Phan tich Real-time PCR sir dung 20ng
cDNA cho mdi phan @ng véi téng thé tich la
20pl, chat phéat huynh quang 1a SYBR Green
gPCR do Invitrogen cung cap nhu da mé ta trong



32 L.T. Binh et al. / VNU Journal of Science: Natural Sciences and Technology, Vol. 35, No. 4 (2019) 29-36

nghién ctu trudéc do6 [8]. Danh sach cac gen
nghién ciru v6i ma sé cap moi tuong g duoc
cung cip bai Qiagen va duoc trinh bay trong
bang 1, trong d6 HPRT1 la gene tham chiéu
(reference gene). Su thay d6i vé muc do biéu
hién gene dugc tinh theo phuong phap Delta
delta ct (AACt) [10]. Két qua duoc trinh bay dudi
dang gia tri trung binh caa 3 lan Iap lai thi
nghiém véi do léch chuan SD, ¢& mau cho mdi
lan thi nghiém n = 3. Dit liéu duogc thong ké va
phan tich bing phian mém SPSS16.0F, sir dung
kiém dinh Mann-Whitney.

2.4. Phan tich sy biéu hién ciia P21 bang phuong
phap mien dich huynh quang

Phan tich sy biéu hién P21 bing phuong
phép mién dich huynh quang dwoc tém tat theo
cac budc sau: Cac tumorsphere dugc cd dinh
bang parafomaldehyde sau dé rira 2 lan bing
dém PBS. Tiép theo nhudm tiéu ban véi khang
thé thir nhat 1a khang thé don dong (IgG) tho
khang lai p21 & nguoi (Abcam cung cap) ty 1&
1/100 trong 30 phat ¢ nhiét do6 phong, rua tiéu
ban bang PBS 2 lan. Tiép theo, nhuém vai khang
thé 2 gin AlexaFluor®488 (Abcam cung cap)
khang lai khang thé tha 1 trong 15 phat & 4°C.
Sau d6, té bao duoc rira 2 1an bang dém PBS, va
nhuom vai Phalodin 647, ty I¢ 1/1000 trong thoi
gian 30 phut. Rura té bao 2 1an bang PBS 1X, lan
thir 2 dém rira PBS chira dung dich nhuém nhan
té bao DAPI (Sigma cung cap). Té bao duoc
quan sat va chup anh bang hé théng kinh hién vi
huynh quang Nikon Eclipse Ti2.

3. Két qua va thao luan

3.1. ATRA diéu hoa giam sy phién ma cac gene
kiém soat su phdn chia va tang truong té bao
trong con dwong tin hi¢u 1o hda

L4o hoéa té bao I1a qué trinh phuc tap, cd su
tham gia cta nhiéu gen khac nhau trong d6 co
nhom gen lién quan téi sy dirng chu ki phén chia,
lam ngirng sur gia tang sb luong té bao. Bé danh

gia anh huong caa ATRA 18n chu ki té bao, trong
nghién ciru ndy, 18 gen khac nhau lién quan dén
su kiém soat chu Ki té bao da duoc phan tich. Két
qua & hinh 1 cho thy, viéc sir dung ATRA da
lam giam su biéu hién caa cac gen kiém soat su
tang trudng cua té bao bao gém cac gene thudc
ho cyclin (CCND1, CCNE1), CDKs (CDK2,
CDK4, CDKS6), céc protein kinase kiém soat cac
vi tri chuyén pha trong chu ki té bao (CHEK1,
CHEK?2) va cac yéu té phién ma (E2F1, E2F3,
ETS1, ETS2, RB1, RBL2, MDM2). Trong do,
cac gen ma hoa cho cyclin duoc diéu hoa giam
muc d6 phién ma tir 4 &én 5 1an so v6i mau doi
chtng. Tuong ty nhu vy, mirc d6 biéu hién cua
cac gen ma hda cho céc protein ¢ diém kiém soat
chu ki té bao gdbm CHEK1 va CHEK2 giam tur
2,5 dén 3 1an so véi mau d6i ching (Hinh 1).

Cac nghién ctru trude d6 da chi ra rang, Gc
ché su biéu hién caa cyclin D1 bang thuéc khang
ung thu d3 lam tang su tu thuc bao trong céc té
bao biéu md tuyén vl & ngudi va thuc day trang
thai 140 hoa cua té bao [11]. Bén canh do, né
cling duoc chi ra rang sy diéu hoa giam su biéu
hién cua cac kinase phu thudc cyclin dién hinh
nhu CDK2, CDK4 va CDKG6 s& dan t6i ac ché
qua trinh phosphorin héa RB. RB khong dugc
phosphorin hoa s& tuong tac chat ché vai yéu to
phién ma E2F dan tai trc ché qua trinh phién ma
cua cac gene can thiét cho té bao budc vao pha
S, két qua 1a thuc day qué trinh 140 hoa té bao
[12, 13].Tuy nhién, két qua & hinh 1 cho thay
ATRA khong lam thay d6i dang ké muc do biéu
hién cua cac gene TWIST, BMI1, MDMZ2, p19,
CDK4 va ATM. TWIST duoc biét dén Ia protein
tham gia truc tiép vao sy biéu hién cua BMI1
trong qua trinh chuyén dich biéu mé — trung mé
(EMT), co ché chinh cua su di cin ung thu dong
thoi su lién két gitta TWIST va BMI1 con lién
quan dén dic tinh goc cua cac té bao ung thu
[14]. TWIST va BMII ciing duoc biét dén nhu
la hai yéu t§ diéu hoa am cua p19 hay Cdkn2a
[15, 16].
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Bang 1. M4 sb cac cap moi str dung cho Realtime - PCR (Qiagen)
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Téngene MAasbcapmdi  Téngene  Masécapmoi  Téngene  Masd cap moi
ATM PPHO00325C CHEK1 PPH00940C MDM?2 PPHO00193E
BMI1 PPH57778A CHEK2 PPH00921B p19 PPHO00210C

CCND1 PPHO00128F E2F1 PPH00136G P21 PPHO00211E
CCNE1 PPHO0131A E2F3 PPHO0917F P53 PPHO00213F
CDK2 PPHOO0117F ETS1 PPH01781C RB PPHO00228F
CDK4 PPHO0118F ETS2 PPHO00091C RBL2 PPHO00364C
CDK®6 PPH00119C GADD45A PPH00148B TWIST PPH02132A
HPRT1 PPHO01018C
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Hinh 1. ATRA diéu hoa sy biéu hién ciia cac gene kiém soat sy ting truéng té bao so sanh
véi mau doi chang (control), n = 3, *p < 0,05.

3.2. ATRA lam tang cuong sy phién ma cac gene
cha chot P53, P21 va ’GADD45A trong con
dwong tin hiéu 1do hda té bao

Trong nghién ctru nay, chiing t6i da chi ra
ATRA anh huéng 1én su biéu hién & cac gen P53,
P21 va GADD45A (Hinh 2). Két qua & hinh 2
cho thay, P53 duoc biéu hién ting 1,5 1an trong
khi mic do biéu hién cua P21 va GADDA45A
tang manh khoang 2,5 va 4 lan so sanh véi mau
d6i ching. Qua trinh 40 héa té bao xay ra khong
chi do su ngin dan cac doan telomere sau mdi
chu ki tai ban DNA ma con gay ra bai cac bat
thudng trong sy biéu hién cua cac oncogene. P53
tham gia vao nhiéu qua trinh khac nhau cua té
bao bao gom kiém soét chu ki té bao, stra chira
DNA, khién té bao trai qua apoptosis dong thoi
c6 thé gay nén ldo hoé té bao theo ca hai cach
trén [17].
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Hinh 2. ATRA diéu hoa tang sy biéu hién cua cac
gen cam ung su 180 hoa té bao so véi mau doi chirng
(control), n = 3, *p < 0,05.

P21 1a mot trong cac yéu té phién ma dugc
diéu hoa tryc tiép boi P53 va sy biéu hién manh
ctia P53 dan t6i diéu hoa ting sy biéu hién cua
P21 trong qua trinh dap &tng vai cac stress tir moi
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truong [18]. P21 1a chat tc ché qué trinh tai ban
DNA va wc ché cac protein cycline phu thugc
kinase(CDK) tir d6 khién té bao di vao trang théi
ding chu ki té bao [19]. ‘Pang chu y, ¢ nhiéu
dong té bao ung thu, sy biéu hién ting cuong cua
P21 da thuc day té bao di vao trang thai nghi vinh
Vién véi cac dic diém cia mot té bao dang trai
gua qué trinh lao hoé [20].

GADDA45 la mét protein gitr vai tro dac biét
quan trong trong vi¢c dung su sinh trusng té bao
va dua té bao vao trang thai 1do hoa, diéu nay co
y nghia quan trong trong viéc ngan ngua sinh soi

Phalodin/F-actin DAPI/Nhan t&€ bao

Control

cua cé4c té bao chira nhirng sai hong vé mat di
truyén. Jackson va cong sy da chi ra rang, P53
gan két vao viing promoter ciia gene GADDA45 &
C4 CAC té bao dang dugc xur Iy bang thude diéu tri
ung thu va cac té bao 140 hoa. Pdng thoi, nhém
nghién ctru da chirng minh rang ¢ cac té bao lao
hoa, khi lién két cua P53 vao promoter cia cac
gene dich dugc tang cuong chi co P21 va
GADDA45 dugc ting cuong biéu hien [21].

3.3. ATRA cdam ¢ng sw biéu hién ting ciia protein
P21

Téng hop

Hinh 3. Anh huong cua ATRA Ién sy biéu hién cua protein P21: Phalodin phét hién F-actin mau do;
DAPI nhuém nhan té bao mau lam; Khang thé khang P21 mau luc; thang ty 1€ (Scale bar) 20um.

Céc phan tich bang Realtime PCR trinh bay
& trén da chi ra, ATRA diéu hoa ting su phién
ma cua P21 1én 2,5 lan so véi ddi ching. Dé
khing dinh ATRA lam tang cudng sy biéu hién
cua P21 & mtc d6 protein, phuong phap nhuém
mién dich huynh quang voi khang thé don dong
khang P21 da duoc thyc hién. Két qua ¢ hinh 3
chi ra rang P21 dugc biéu hién manh trong nhan
té bao MKN45 duoc xir Iy voi ATRA so Véi cac
té bao d6i chung. Két qua ndy mot lan nita khang
dinh ATRA da diéu hoa ting sy biéu hién cua
gen P21, mot gen chi chét lién quan dén su 140
hoa té bao. Pang chu y, mot nghién ctru trude do
cuia Park va cong su khi tién hanh nghién ciu anh
huéng cua ATRA 1én céc dong té bao gan
HepG2, Huh7 va dong té bao ung thu rudt két
HCT116 trong diéu kién nudi cdy 2D da chi ra

rang, ATRA d3 cam tng su 130 hoa cua té bao
gan HepG2 théng qua diéu hoa tang sy biéu hién
cua cac gene P16, P21 va P27. Tuy nhién, cac
dong té bao Huh7 va HTCT16 khong bi cam ting
su 130 hod boi ATRA da khong c6 su didu hoa
biéu hién ting ctia nhém gen nay, qua dé chi ra
vai tro dac biét quan trong cua cac gen P21, P27
va P16 trong sy |40 hoé cua té bao [22]. Trong
nghién cau nay, lan dAu tién chang tdi chi ra rang
ATRA da diéu hoa ting hoat dong cac gene chu
chét trong con duodng tin hiéu cua su 140 hoa
dong té bao ung thu da day MKN45,

4. Két luan

_Trong nghién ctru nay, ching t6i da chi ra
rang ATRA la mot hoat chat tiém nang trong
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viéc can thiép vao su biéu hién cac gen lién quan
dén su 130 hoa té bao bao gdm sy ting cudng
biéu hién cac gen cam ung su 140 hoa té bao va
su rc ché biéu hién cac gen kiém soéat su 130 hoa
té bao. Dic biét, ATRA da ting cudng su biéu
hién ctia P21, mot protein dugc diéu hoa bai P53
va gitr vai tro dac biét quan trong trong qua trinh
l40 hoa té bao trong diéu kién nudi cay 3D.
Nghién ctru nay chi ra rang, ATRA c6 thé da ap
ché sy phat trién cua té bao ung thu da day
MKN45 thong qua diéu hoa sy biéu hién ciia cac
gene tham gia vao con duong tin hiéu l4o hoa té
bao.

Loi cdm on
Nghién ciru nay dugc tai trg kinh phi boi D
tai cap Bo méd s6 B2017-TNA-48.
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