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TOm tat

(-) - Epigallocatechin (EGC) la mét trong nhiing hep chdt trong nhém catechin
déng vai tro quan trong trong Viéc tao nén hogt tinh sinh hoc cia tra. Tuy da c¢é nhiéu
nghién ciru triede ddy bdo cdo vé tac dung gdy déc té bao cia EGC doi véi mét sé logi
ung thir ciing nhuw da lam ré co ché tac dong cua no; thé nhung EGCG, mét logi catechin
khac mdi la doi twong dwoc nghién cizu nhiéu nhdt, do dé van rat can nhieng nghién ciru
theec hién trén hop char EGC dé cung cap thém nhiéu bang ching khoa hoc hon cho hop
chdt nay. Trong nghién cizu ndy, chung toi thuc hién khdo sdt tac dong khang tang sinh
té bao ung thir bach cau cap tinh dong tiy (AML) c6 chiza gen dung hop ETV6-NTRKS3.
Két qua cho thay EGC ¢6 tac dung i:c ché su tang sinh trén cdc dong té bao khao sét véi
gia tri 1C50 Ia 11,39 + 0,99uM déi véi Ba/F3-AML; 14,42 + 0,95uM cho Ba/F3-CFS;
21,49 + 0,98uM cho MO-91 va 20,90 + 1,52uM cho IMS-M2.

Tar khoa: hop chdt, tic dong, tang sinh, té bao
Abstract

A STUDY FOR DETERMINING THE EFFECT OF (-)-EPIGALLOCATECHIN
(EGC) ON CELL LINES HARBORING THE ETV6-NTRK3 FUSION GENE

(-) - Epigallocatechin (EGC) is one of the catechin compounds that contributes
significantly to tea's biological activity. Although many previous studies have reported
the cytotoxic effects of EGC on some types of cancer as well as elucidating its mechanism
of action; however, EGCG, another type of catechin, is the most studied subject, so more
research on EGC compounds is still required to provide more scientific evidence for this
compound. We investigated the antiproliferative effect of acute myeloid leukemia (AML)
cells containing the ETV6-NTRK3 fusion gene in this study. EGC had a proliferation
inhibitory effect on the survey cell lines, with an 1C50 value of 11,39 £ 0,99 uM for Ba/F3-
AML, 14,42 + 0,95uM for Ba/F3-CFS, 21,49 + 0,98uM for MO-91, and 20,90 + 1,52uM
for IMS-M2.
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1. Pit van dé

Ung thu 12 mét trong nhitng cin bénh nguy hiém d6i véi con ngudi, c¢é tic dong
xau dén kinh té va anh huong nghiém trong t6i sic khoe con nguoi. Bénh ung thu 1a
nguyén nhan gay tir vong cho hon 10 triéu ngudi trén toan thé gisi vao nim 2020, va sb
ca mac bénh dy kién s& tang gp 3 lan vao nim 2040 (Sung va nnk., 2021). Bénh bach
cau 1a mot trong 20 loai bénh ung thu phd bién nhat va nd c6 thé anh huéng dén bat ky
ai, bat ké tudi tac hay gigi tinh (Li va nnk., 2017). Mic du thuc té hién nay da c6 nhiéu
phuong phap diéu tri duoc dé xuat va dua vao chita trj nhung cac tac dung phu cua viéc
sir dung thudc van 1a mot van dé rat dang lo ngai. Do d6, nhiéu phuong phap diéu tri méi
van dang duoc tiép tuc nghién cau. Trong do, liéu phap sir dung thuéc nham muc tiéu va
liu phap mién dich da duoc chi y sir dung trong diéu tri ung thu, ké ca bénh bach cau
cap dong tay (AML) (Déhner va nnk., 2021; Pelster va nnk., 2019). Tel-TrkC thuong goi
la ETV6-NTRK3 (viét tit 1a EN) (A. Church va nnk., 2018; A. J. Church va nnk., 2018;
De Braekeleer va nnk., 2012) l1a mét t6 hop gen duoc hinh thanh boi sy dung hop cua
viing gen ETV6 (tir exon 1 dén exon 4 hoic 5) véi viing NTRK3 (tir exon 13 dén exon
20), t6 hop gen nay duoc tim thay & nhiéu ca bénh AML. Chinh sy t6 hop nay lam cho
protein dung hop c6 kha nang tu hoat héa khi khdng co tin hi¢u neurotrophin 3 ngoai bao
(Amatu va nnk., 2016; Chi va nnk., 2012). Protein dung hop Tel-TrkC dugc xac dinh la
muc tiéu diéu tri trong bénh ung thu (Chi va nnk., 2012; Shukla va nnk., 2017). Do d6,
muc dich ctia nghién ciru nay 1a xem xét tac dong gay doc té bao ciia EGC trén céc dong
té bao ung thu AML khac nhau chira gen dung hop EN.

2. Phwong phap nghién ciru

2.1. (-)-epigallocatechin (EGC)

Dung dich EGC dugc chuan bi nhu mé ta trong bao cio truéc (Ly va nnk., 2013)

2.2. Té bao

Hai dong té bao AML c6 chtra to hop gen EN duoc st dung dé danh gia 1a IMS-
M2 va MO-91. Dong té bao IMS-M2 duoc thu nhan tir mot bénh nhan AML 59 tudi voi
nhidm sic thé bat thuong s6 48, XX, thém (6) (q27), + 8, der (12) t (12; 15) (p13; 25)
inv (12) (p13; g15), der (15) t (12; 15) (p13; g25), + der (15) t (12; 15) (p13; g25) va co
hién dién t6 hop gen ETV6 — NTRK3 (M. Eguchi va nnk., 1999); Dong MO-91 dugc
phéan lap tr bénh nhan nam vai t (12; 15) (p13; g25) c6 chua gen dung hop ETV6 —
NTRK3 (Eguchi va nnk., 2001; Gu va nnk., 2007). Ngoai ra nghién ctru con su dung hai
dong té bao chuot Ba/F3 ¢6 chuyén nap 6n dinh té hop gen EN. Trong d6, dong Ba/F3-
CFS duoc tao ra bang cach chuyén bién thé cia “CFS” ETV6 — NTRK3 trong u xo bam
sinh va dong Ba/F3-AML duoc tao ra bang cach chuyén bién thé hiém gap “L” cua ETV6
— NTRK3 trong AML (Mariko Eguchi va nnk., 2005).

2.3. Cell culture conditions

Céc dong té bao duoc nudi ciy trong mdi truong Roswell Park Memorial Institute
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1640 (RPMI 1640, Sigma-Aldrich) c6 bd sung 10% huyét thanh nhau thai bo
(Thermofisher Scientific), 100IU/mL penicilin va 0,1mg/mL streptomycin (Sigma-
Aldrich) sau d6 u trong ta 4m 5% CO2 & 37°C.

2.4. Thiz nghiém ddnh gid déc tinh té bao

Té bao huyén phu duoc phan phéi vao trong cac dia 6 giéng & mat do 105 té bao/mL
c6 hozc khong cé su hién dién cua EGC & ndng do tir 6,25uM dén 50uM. Sau 3 ngay Xir
ly, phuwong phap nhuém trypan blue duoc str dung dé danh gia tac dong cua EGC 1én sy
tang sinh cua té bao (Chi va nnk., 2012).

2.5. Phwong phdp phdn tich sé ligu

Cac thi nghiém duoc thuc hién it nhat ba lan va duoc phan tich bang phan mém
Graphpad prism phién ban 9.0.0. Phan tich héi quy phi tuyén duoc thuc hién dé xac dinh
ndng 46 EGC ma tai d6 wc ché 50% quan thé té bao (IC50). Su khéc biét dang ké dugc
xéc dinh bang gia tri p 12 0,05. Dit liéu duoc trinh bay duéi dang trung binh + sai s6 chuan
cua gié tri trung binh.

3. Két qua nghién ciru va thao luan

Muc dich cua thi nghiém la khao sat tac dong ctia EGC Ién sy tang trudng cia cac
dong té bao AML c6 chua td hop gen EN. Theo d6, té bao MO-91 va IMS-M2 duoc nudi
6 bd sung EGC ¢ nhiéu nong d6 khac nhau. Kha ning séng sot cua té bao sau thoi gian
xtr 1y duoc tinh todn dya vao ty 18 phan tram té bao song sot gitra nhom duoc xir Iy va
nhoém khong duoc xir ly. Két qua thi nghiém cho thay ty 1¢ té bao song giam dan khi nong
d6 EGC tang dan (hinh 1). Sy wc ché tang truong té bao bach cau do EGC gay ra c6 thé
phu thudc vao liéu luong. Quan sét biéu d6 cd thé nhan thiy tac dong ciia EGC duoc thé
hién twong tu nhau ddi véi ca hai dong té bao IMS-M2 va MO-91. Két qua phan tich hoi
quy phi tuyén cho thay gia tri IC50 ciia EGC 1a 21,49 + 0,98uM dbi véi dong té bao MO-
91 va 20,90 £ 1,52uM dbi véi dong té bao IMS-M2.
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Hinh 1. Téc dong ciia EGC dén sir sinh truéng cua té bao MO-91 va IMS-M2
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Nhu d3 dé cap & trén cac dong té bao AML dugc ding trong thir nghiém 13 duoc
phan 1ap tir bénh nhan cé t6 hop gen EN va cd mot sé bat thudng nhidm sic thé khac (Chi
va nnk., 2010; Eguchi va nnk., 1999; Okabe va nnk., 1995). Bén canh d6 thi nghiém ciing
st dung cac dong té bao chudt cd chuyén gen EN. Hai dong té bao Ba/F3-AML va Ba/F3-
CFS sinh truong 6n dinh nhd vao tin hiéu hoat hoa cua protein dung hop Tel-TrkC
(Mariko Eguchi va nnk., 2005). Thir nghiém gy doc té bao Ba/F3-AML va Ba/F3-CFS
duogc thyuc hién theo cach twong tu nhu thir nghiém gy doc té bao cho cac dong MO-91
va IMS-M2. Két qua twong tu ciing dwoc ghi nhan trong hinh 2. Tac dong gay chét cua
EGC trén Ba/F3-AML va Ba/F3-CFS duoc xac dinh phu thudc vao liéu lugng. Cac tac
dong uc ché caa EGC trén té bao Ba/F3-AML c6 xu huéng hidu qua hon cac tac dong
cua té bao Ba/F3-CFS duya trén biéu d6. IC50 dugc xac dinh & 11,39 + 0,99uM dbi Véi
Ba/F3-AML va 14,42 £ 0,95uM ddi vé6i Ba/F3-CFS.
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Hinh 2. Tdc dong ciia EGC dén su sinh trwéng cua té bao Ba/F3-AML va Ba/F3-CFS

Céc gia tri 1C50 cua EGC trén cac dong té bao EN duoc tom tat trong Bang 1. Phan
tich phuong sai mot chiéu (ANOVA) duoc thyc hién dé kiém tra xem c6 sy khéc biét
dang ké nao giira cac gia tri IC50 cia EGC trén bdn dong té bao duogc thir nghiém hay
khong. Két qua cho thay c6 it nhat hai nhom khac nhau c6 ¥ nghia théng ké voi gia tri p
nho hon 0,001 <a = 0,05. Thir nghiém Turkey da xac nhan rang EGC gay ra anh huong
I6n nhat dén céc té bao Ba/F3-CFS va thap nhat trén cac té bao Ba/F3 -AML va khong
c6 su khac biét thong ké nao duoc ghi nhan giita tac dong caa EGC trén dong té bao MO-
91 va IMS -M2.

Bdng 1. Gia trj 1C50 ciia EGC trén céac dong té bao thiz nghiém

Tén dong té bao Gia tri ICso (uM)
MO-91 21.49+0.98
IMS-M2 20.90 + 1.52
BaF3-AML 11.39 + 0.99
BaF3-CFS 14.42 +0.95
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EGC la mét trong bén loai catechin c6 ham lugng nhiéu nhat trong tra, va EGC
duoc chimg minh 13 thic day qué trinh chét theo chu trinh cua té bao ung thu, su hinh
thanh mach, phat trién khdi u va tc ché di can (Cheng va nnk., 2017; Cheng va nnk.,
2020). Két qua IC50 cua EGC trén té bao AML nam trong khoang tir 11,39uM dén
21,49uM sau 72 gio xu 1y, day 1a két qua rat dang cha ¥ dic biét khi so sanh véi thude
hién dang st dung diéu tri trong 1am sang OTX015 c6 gia tri 1C50 lan lwot 12 13,06pM
va 11,34pM cho té bao HL-60 va K562 (Coudé va nnk., 2015). Cac bao céo trudc di phat
hién ra rang cac catechin trong tra twong tac vai nhiéu loai thy thé tyrosine kinase khién
cac con dudng dan truyén tin hiéu lién quan dén ting trudng trong té bao bi gian doan
(Larsen va nnk., 2010). Nghién ctru trude day caa nhom chiing toi cling dé chi ra rang
EGC wc ché sy sinh truong cua cac dong té bao AML bang cach gay ra qué trinh chét
theo chu trinh bang con dudng ngin chin sy biéu hién cua protein FLT3 thong qua Hsp90,
két qua dan dén sy e ché cac con duong tin hiéu bén dudi nhu con duong PI3K/AKT,
con duong STATS va con duong RassMAPK (Cauchy va nnk., 2015; Ly va nnk., 2013).
Hsp90 da dugc xac dinh 1a chét cong tac di kém véi protein ETV6/FLT3 duoc phién ma
tir t6 hop gen ETV6/FLT3, duoc tim thiy trong cac khéi u ac tinh huyét hoc (Ly va nnk.,
2018). Do d6, trong nghién cru ndy ching t6i ciing du doan rang protein to hop Tel / Trk
sé bi tac dong bai EGC.

Trong thi nghiém nay, cé4c té bao dugc chia thanh hai nhém: nhém A bao gom hai
dong té bao thu dugc tir bénh nhan AML va nhém B bao gom hai dong té bao B chudt
chuyén gen dugc md ta & trén. Kha nang gay chét cia EGC trén ca hai dong té bao AML
mang gen dung hop EN dugc chitng minh bang biéu hién tc ché tuong dong trén MO-91
va IMS-M2. G nhém A, ¢6 nhiéu bt thuong vé nhiém sac thé ¢ ca hai dong té bao (Chi
va nnk., 2010; Eguchi va nnk., 2001; Eguchi va nnk., 1999). Do d6, n6 can tr¢ viéc du
doan muyc tiéu tac dong ciia EGC ddi véi qua trinh wc ché tang sinh té bao. Trong nhom
B, anh huong cia EGC trén dong té bao Ba/F3-CSF thap hon theo théng ké so véi dong
té bao Ba/F3-AML va so véi ca hai dong té bao trong nhém A. Do cling mét té bao chu,
c6 thé suy doan rang su khéc biét vé hiéu qua caa EGC trong nhém B 1a do gen dung hop
dugc chuyén nap. Khi so sanh kiéu hinh va sinh ly ciia chugt chuyén gen CFS va L bién
thé EN, ngudi ta thiy rang gen chuyén kiéu CFS c6 hai hon, dan dén khéng c6 con. Trong
khi d6, cac phdi duoc bién nap tir bién thé L hinh thanh mang lu6i mach mau binh thuong,
va con céi phét trién khoe manh va khong c6 cac triéu chimg ung thu trong ti da 17 thang
(Mariko Eguchi va nnk., 2005). Hon nita, su hién dién caa ETV6 exon 5 trong gen té hop
va sy chén 14 axit amin trong mién kinase xuc tac cua trkC chi duoc tim thay trong bién
thé CFS ma khdng c6 trong bién thé L (De Braekeleer va nnk., 2012; Eguchi va nnk.,
1999). VVung exon 5 caa Tel dugc phét hién dé diéu hoa hoat tinh gan vao DNA cua viing
domain noi bao (Green va nnk., 2010). C6 thé su hién dién caa exon 5 trong bién thé CFS
s& hoat dong nhu mot muc tiéu Gc ché. Tuy nhién can c6 thém nhiéu nghién ctru dé xac
dinh xem muc tiéu cua EGC ¢ tac dong Ién protein EN hay khong va néu c6 thi co ché
cu thé nhu thé ndo.
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