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MO DAU

1. Tinh cip thiét caa luan an

Trong nhirng thap ki gan day, nhiéu thi nghiém da dugc thyc hién vai cac
loai thiét bi m6 phong vi trong huc cting véi rat nhiéu loai sinh vat khéc nhau.
Céc hé théng md phong vi trong lec duoc thiét ké ¢é mé phong tinh trang
gan nhu khong trong luc hoic roi tu do trong cac phong thi nghiém ngay trén
mat dat nham nghién ctru anh hudng cua tinh trang vi trong luc 1én s thay
do6i vé cac qua trinh sinh 1y cia co thé cac phi hanh gia khi thuc hién cac
nhiém vy ngoai khéng gian. Cac nghién ctru nay dugc thyuc hién khdng chi
khao sét su thay doi vé mat sinh ly ma con tim hiéu sau hon nhiing thay doi
& cap do té bao nham timg budc hiéu rd dugc sy chi phdi cua tinh trang vi
trong luc 18n céc loai té bao chuyén biét trong cac mo khac nhau. Nhiéu
nghién ciru ctia céc tac gia trén thé gioi da chi ra rang, cd nhitng thay doi,
anh huong nhat dinh vé mit sinh 1i néi chung ciing nhu swc khoe sinh san
n6i riéng ddi véi cac phi hanh dac biét 1a phi hanh gia nit, su thay d6i d& nhan
biét va dwoc ghi nhan d6 1a mot loat thay doi vé chat long, can bang dién
giai, thay d6i mach mau, tim, giam mat do khoang trong xuong, ting ty ¢
m& trong co thé, khang insuline, thay d6i cam giac bao gdbm ca thi giac chirc
nang tién dinh, thay ddi dung tich phéi, ting muc loc cau than, giam md hai,
giam thé tich tam that trai, giam huyét ap, ting tan suat réi loan nhip tim,
tang cing thing oxi hoa. ... Tuy nhién, do c6 su da dang vé céc loai té bao,
kém theo nhiing thay ddi lién quan dén gigi tinh, cac anh hudng cua vi trong
luc In cAc té bao s& rat da dang va phirc tap. Bé hiéu rd hon nhing tac dong
va anh hudng dé, chung ta ciing can phai hiéu vi trong luc anh huang thé nao
dbi voi sinh vat & mire do té bao. Gan déy, cac nghién ciu vé su anh huong
cua vi trong luc dén sy phét trién cua té bao ciing nhu nhitng dbi & mirc do
phan tir bén trong té bao dang 13 mét trong nhitng chu dé hap dan duoc cac
nha nghién ctru dac biét chd y va tim hiéu. Dya theo két qua tim kiém trén



PubMed tai thoi diém 20.3.2023, c¢6 khoang 9.798 két qua lién quan dén thuat
ngit “weightlessness”, 12.722 két qua lién quan dén “microgravity” va 4.219
két qua lién quan dén vi trong lrc va té bao”. Tuy nhién tai Viét Nam, hién
nay ngoai nhom nghién ciu cua tac gia Hoang Nghia Son cac cong Su tai
Vién Sinh hoc Nhiét Déi chua c6 nhiéu nghién ciu lién quan dén chu dé nay,
cac két qua tim kiém c6 duoc rat han ché. Ngay ca trén thé gisi cac nghién
ctru anh huéng cua diéu kién vi trong lec md phong trén déi twong pGC &
thoi diém hién tai ciing chua c6 két qua nghién ctru cong bd vé van dé nay.
Nhim tirng budc nghién ciru sau hon vé vai tro cua vi trong luc dbi vai su
tang sinh céac té bao phat trién trong méi trudng vi trong lue, ciing nhur nhing
tac dong, thay doi co thé dién ra lam anh huong dén sy thay ddi cau tric bén
trong té bao trong diéu kién vi trong luc so véi diéu kién binh thuong.
2. Muc tiéu nghién ciu caa luan an

Tur nhitng Iy do duoc dé cap lién quan dén tinh cap thiét cua luan an, muc
tiéu cua nghién ciru tim ra phuong thirc tac dong cua diéu kién vi trong hrc
md phong Ién sy phat trién cua té bao pGC trong diéu kién in vitro. Cu thé
tim hiéu su khéc biét cua cac tiéu chi lién quan dén su ting sinh, apoptosis
cua té bao trong diéu kién binh thudng va vi trong luc mé phong. Khao sat
anh huong cua vi trong luc md phong 1én sy biéu hién cua cac protein diéu
hoa chu ky té bao Cyclin A, Cdk4, Cdk6. Ngoai ra khao sat ciing tap trung
danh gia cac biéu hién cua cac protein ciu triic nhu o-tubulin va B-actin trong
viéc téi cau trac khung xuong té bao.
3. Cac ngi dung nghién cteu chinh caa luan an
— Phan lap va nudi cay té bao pGC
— Dénh gi4 su ting sinh té bao cua pGC
— Danh gia qua trinh apoptosis.
— Danh gia su thay ddi hinh thai té bao cua pGC
— Danh gia su thay ddi cau triic khung xwong té bao cia pGC.
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CHUONG 1. TONG QUAN

1.1.Giéi thigu vé vi trong luc va vi treng luc md phéng

Phan nay nay néu cac khéi niém co ban vé vi trong luc va vi trong luc md
phong.
1.2. Cac thi nghiém khéng gian

Dé cap cac van dé kho khan gap phai lién quan dén viéc thuc hién cac
thi nghiém trong khéng gian.
1.3. Nhikng thay ddi dién ra trong cac chuyén bay ngoai khong gian

Phan nay néu c4c van dé anh huong dén sic khoe ciia phi hanh gia khi
thue hién nhiém vu ngoai khéng gian, bao gom sirc khoe sinh san.
1.4. Anh hwéng cia vi trong lwc 1én sy thu tinh va thai ky

Phan nay trinh by anh huong cua diéu kién vi trong luvc md phong dan
dén nhung tac dong bat thuong dén sy thu tinh va thai ky.
1.5. Céc thiét bi vi trong luc mé phéng

Gidi thiéu céc thiét bi tao didu kién vi trong lrc thuong duoc sir dung
trong nghién ctu.
1.6.Tong quan vé nodn va té bao hat thanh nang noan

Phan nay trinh bay khéi niém, cAu tao sy hinh thanh va phat trién cua té bao
hat thanh nang noén.
1.7.Sw ting sinh va chu ky té bao

Phan nay trinh bay khai niém va dic diém vé sy tang sinh cua té bao.

Phan nay dé cap khéi niém va cac giai doan trong chu ky té bao nhan chuan,
cling nhu cac kinase phu thudc cyclin diéu khién chu ky té bao.
1.8.Khung xwong té bao

Phan cap t6 chuc va ciu trac khung xuong té bao chu ky té bao.
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CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

2.1.Vat ligu

— Té bao bao hat nang nodn heo dugc phan lap tir budng tring heo.

— Heé théng tao vi trong luc mo phong Gravite tao mdi truong vi trong luc
md phong sir dung cho d& tai “Nghién ciru sy thay doi cau tric bo khung
va tang sinh cua té bao hat budng trimg heo trong diéu kién vi trong luc
md phong” Mi sé BL.03/20-21.

2.2.N9i dung va phwong phap nghién ciru

2.2.1.Nubi cdy té bao

2.2.1.1. Thu mdu buéng trimng
Mau budng trimg duogc thu thap tai 10 md, bao quan trong nudc mudi sinh

Iy va van chuyén vé phong thi nghiém trong vong 2 gio.

2.2.1.2. Thu nhdn nang nodn don
Nang noin don duoc rira sach nhiéu lan bing méi truong DMEM

10%FBS va 1% khang sinh Pen/Strep (Capricorn Scientific, Buc). Nang nay

s& dugc st dung dé thu nhan va nuéi ciy pGC.

2.2.1.3. Phurong phdp thu nhdn va nudi cady pGC
Nang noan don sau khi dugc thu nhan s& dugc xir Iy véi pronase dé loai

bo hét té bao ngoai nang. Dich chira té bao hat s& duoc ly tam 1500 vong/phut

dé thu tua té bao. Tua té bao dwoc huyén phu hoa va dugc chuyén vao binh
nudi cdy chira méi truong DMEM 10% FBS va 1% khang sinh Pen/Strep

(Capricorn Scientific, Puc) Té bao duoc nudi ciy & 37°C, 5% COs.

2.2.1.4. Phurong phdp cdy chuyén pGC
Té bao dugc xur ly véi ImL trypsin-EDTA 0,25% (Capricorn Scientific,

bruc) u 3 phit & 37°C, 5% CO,. Huyén phu héa té bao bang 2mL méi trudng

DMEM 10% FBS va 1% khang sinh Pen/Strep va chuyén vao éng ly tam

15mL, quay 1500vong/phut trong Sphit loai bo dich ndi va té bao. Tua té
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bao dugc huyén pha hoa va chuyén vao binh nudi ciy méi chira méi trudng
DMEM 10% FBS va 1% khang sinh Pen/Strep (Capricorn Scientific, Buc).
2.2.2. Phwong phdp nhupm nhan pGC

Té bao dugc xir Iy véi Triton X-100 0,1% (Merck, Puc) qua dém ¢ 4°C.
Sau d6 dem nhudém té bao véi Hoechst 33342 (14533 Sigma Alrdrich,
Munich) 2pg/ml trong 30phut va quan sat dudi kinh hién vi huynh quang dé
danh gia.
2.2.3. Phwong phdp thir nghiém vi trong luc

Céc té bao duoc chia 1am 2 nhém: Nhom ddi chimg, dugc nudi cdy trong
diéu kién binh thuong va nhom mai trudng vi trong luc mod phong (SMG) dugc
nudi cay trén hé thong vi trong luc md phong Gravite. CAc té bao duoc danh
gia va so sénh sau khi nuéi cay 72gio. Cac thi nghiém duoc lap lai 3 lan.
2.2.4. Phwong phdp dinh gid sw ting sinh té bao
2.2.4.1. Pdnh gid mdt dé té bao bang WST-1

pGC duoc xu ly vai dung dich WST-1 (11644807001, Roche, Thuy Si)
trong 3,5 gio & 37°C, 5% CO». Gia tri OD mdi giéng dugc do boi may quang
phd GloMax® Explorer Multimode Microplate Reader (Promega, M) &
buéc séng 450 nm.
2.2.4.2. Pdnh gid chu ky té bao, biéu hi¢n dich ma

Thu hoach té bao: M3i binh nudi té bao dugc u véi ImL dung dich
Trypsin 0,25% (TRY-2B, Capricorn Scientific, Ptc) trong 5phit ¢ 37°C.
Sau d6, cho thém 1mL méi truong vao binh nudi té bao dé bat hoat Trypsin.

Té bao dugc thu hoach va ly tam véi tbe ¢6 1500vong/phut trong 5phat &
nhiét d6 thudng nham thu tua cua té bao.

Danh gia ti 1& cac pha cua té bao trong chu ki té bao bang hé thng Cytell:
pGC duoc nudi cy trong méi truong DMEM/Ham’s F12 véi 15% FBS va
1% Pen/ Strep trén dia 96 giéng & mat d6 1x 10%é bao/ giéng ¢ diéu kién ddi
chang va hé thdng vi trong luc mé phong trong thai gian 72gid. Nhuoém nhan.
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Té bao dugc dém bang phan mém tng dung trén kinh Cytell (GE Healthcare,
My)

Danh gia biéu hién phién mé céc gene CDK4, CDKS6, Cyclin A, Cyclin
D1 diéu hoa chu ky té bao: Phuong phap real-time PCR duoc sir dung dé

danh gia biéu hién mirc do phién ma cia cac gene lién quan dén diéu hoa chu
Ki té bao 1a CDK4, CDK6, Cyclin A, Cyclin D1. Gene GADPH duoc sir dung
dé 1am dbi chung.

Téach chiét RNA tong cua té bao: RNA tong cia pGC duoc tach bang kit
ReliaPrep™ RNA Cell miniprep RNA system (26011, Promega, M¥). Céc
miu RNA thu dugc dugc trir trong nito 1ong trude khi tién hanh chay
Realtime gRT-PCR.

Real time gRT-PCR: sir dung kit 2x gPCR SyGreen 1-Step Go Hi-ROX
kit (PB25.32.03, PCRBiosystem, Anh). Mdi phan ng c6 téng thé tich la
20ul bao gém 1l RNA mau, 2pl mdi xudi va nguoc, 10pul 2X Mix Hi-ROX,
1ul RTAse, va 6ul dH2O. Chu trinh nhiét ciia phan ung duoc tién hanh nhu
sau: 45°C trong 15 phat, 95°C trong 2 pht, 40 chu ky gom 95°C trong 10
giay va 60°C trong 15 giay, 71 budc 60°C trong 15 giay, 4°C trong 30 phut.
Céc cap moi dic trung cho cac gen khao sat gom: CDK4 F: 5°-

TTCGAGCATCCCAATGTTGTC-3’, R: 5’-
GTCTCGATGAACGATGCAGTTG-3%; CDK6 F: 5’-
TTGGCTTTGGTGGGTAGTTCT-3’, R: 5’-
TGAATGTCGGGTAGGAAGATTG-3’; Cyclin D1 F:5’-
TGCATCTACACCGACAACTCCA-3’, R: 5’-
GTTGGAAATGAACTTCACGTCTGT-3’; Cyclin A F:5’-
GATTTACATCTTAGAAAACAAAGG-3’; GADPH F:5-

ATGGTGAAGGTCGGAGTCAAC-3’,
R:5’CTCGCTCCTGGAAGATGGT-3’
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Danh gia mic d6 biéu hién dich ma cac gene CDK4, CDK®6, Cyclin A,
Cyclin D1 diéu hoa chu ky té bao:

Murc d6 biéu hién cua cac protein lién quan dén dén chu ki té bao bao
gom: CDK4, CDKG6, Cyclin A1, Cyclin A2 dugc dénh gia bang phuong phap
Western Blot. Protein GADPH duoc sir dung lam ddi ching. Trinh tu cac
buéc thuc hién nhu mo ta bén dudi: Ly giai protein—> Dién di SDS-PAGE~>
Chuyén mang PVDF-> Khéa mang-> U khéang thé so cap—> U khang thé thi
cap.

2.2.5. Phwong phdp danh gia qua trinh apoptosis

2.2.5.1. Pdnh gid ti 1¢ apoptosis bang phwong phdp té bao dong chay

pGC sau khi thu hoach dugc xu ly véi FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit | (BD Biosciences, M) va duoc phan tich boi hé thdng may
BD Accuri C6 flow cytomete (BD Biosciences, M¥).
2.2.5.2. Panh gid biéu hién phién ma cia cac gene apoptosis

Céc gene Bax va Bcl-2 duogc danh gia biéu hién mic phién ma bang
phuong phéap Realtime gRT-PCR. Quy trinh thu nhan RNA tong va phan ing
Realtime gRT-PCR duoc thuc hién nhe Muc 2.2.4.2. Chu trinh nhiét dugc
tién hanh nhu sau: 45°C trong 15 phit, 95°C trong 2 phut, 40 chu ky gom
95°C trong 10 gidy va 52,2°C trong 15 gidy, 71 budc 60°C trong 15 gidy,
4°C trong 30 pht. Cac cap mdi dic trung cho cac gene khao sat bao gom:

Bax F: 5’-CCAGGAGTTCCCAATGTTGTC-3’, R: 5’-
TTCATCCAGGGGAGGTACAAC-3’; Bcl-2 F: 5’-
TCTTCATTCACACCGAGTAGTGC-3, R: 5’-
TGAGGTTAGAGCCATCTGGAAA-3’; GAPDH F: 5’-
CATGAGAAGTATGACAACAGCCT-3’, R: 5’-

AGTCCTTTCCACGATACCAAAGT-3".
2.2.6. Phuwong phdp danh gia sw thay déi hinh thai nhan va té bao chat
2.2.6.1. Phuong phap danh gia hinh thai nhan
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pGC dugc nhuom nhéan bang Hoechst 33342 (14533, Sigma-Aldrich,

M$) va quan sat dudi hé thdng kinh hién vi huynh quang Cytell (GE
Healthcare, M§y). Ung dung Cell Cycle App duoc st dung dé danh gia hinh
thai nhan, bao gém dién tich, cuong d va gié tri hinh dang nhan (nuclear
shape value).
2.2.6.7. Phuwong phdp déanh gid hinh thdi té bao chat

Phan mém ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, M) duoc
dung dé danh gia dién tich té bao. Kich thudc ciia hueMSC ciing duoc danh
gia bang phuong phap flow cytometry thong qua két qua do chi sé FSC
(Forward Scatter).
2.2.7. Ddnh gid sw thay déi cdu trisc khung xwong té bao
2.2.7.1. Panh gida biéu hién mitc phién ma cac gene ma hoa vi ong, vi sei

Céc gene gom a-tubulin 3 va f-actin duoc danh gia biéu hién muc phién
m4 bang phuong phap Realtime qRT-PCR nhu Muc 2.2.4.2. Chu trinh nhiét
duoc tién hanh nhu sau: 45°C trong 15 phit, 95°C trong 2 phut, 40 chu ky
goém 95°C trong 10 gidy va 60°C trong 15 gidy, 71 budc 60°C trong 15 gidy,
4°C trong 30 phit. Cac cap mdi dic trung cho cac gene khao sat bao gom:
a-tubulin 3 F: 5’-CATTGAAAAGTTGTGGTCTGATCA-3’, R: 5’-

GCTTGGGTCTGTAACAAAGCAT-3’; p-actin F: 5’-
GAGCACAGAGCCTCGCCTTT-3’, R: 5’-
AGAGGCGTACAGGGATAGCA-3’; GAPDH F: 5’-
CATGAGAAGTATGACAACAGCCT-3’, R: 5’-

AGTCCTTTCCACGATACCAAAGT-3".

2.2.7.2. Panh gid biéu hién mizc dich ma cac gene ma hda vi éng, vi soi
Muc do biéu hién cua cac protein a-tubulin va B-actin, dwgc danh gia

bang phuong phap Western Blot nhu & Muc 2.2.4.2. Céc khéng thé duoc sir

dung bao gdm: Anti-beta Actin antibody (ab8226, Abcam, M¥), Anti-alpha



Tubulin antibody (ab52866, Abcam, My¥), Anti-GAPDH antibody
(ab181602, Abcam, My).
2.2.8. Phwong phdp thong ké

Phan mém Sigma Plot (SYSTAT Software, My) dugc dung dé phén tich
s6 lidu trong nghién ciru. Phuong phap One-way ANOVA duoc sir dung dé
danh gia sy khac biét gitra cac nhdm thi nghiém, trong d6 p < 0,05, p < 0,01,
p <0,001 dugc xem la cac khéc biét co y nghia thong ke.

CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1.Két qua thu nhan va nudi cy té bao hat thanh nang noan heo
3.1.1 Két qud thu nhgn nang trieng va pGC

Hinh 3.1. Tién trinh thu nhan nang nodn don tir budng tring heo. A. Budng
tring duoc cét thanh cac phan nho. B. Nang don duoc cit roi khoi budng
tring. C. Vo nang dugc béc tach khoi nang budng tring. D. Hinh thai nang

noan heo don.

Hinh 3.1 thé hi¢n qué trinh thu nhan nang no&n bang phwong phép cét roi
tung nang. Cac nang nay sé€ duoc st dung cho qua trinh thu nhéan te bao hat
buong tring heo dé thyc hién céac thi nghiém tiép theo nhu nudi cay so cay,
cay chuyén va thir ngh|¢m cam ng vi trong luc mo phong.

Sau khi thu nhan cac nang noan, té bao hat s& dwoc thu nhan bang cach
sir dung dng mao quan hat dich nang va té bao bén trong nang noan. Té bao
s¢ duogc Chuyen vao cé&c binh nuéi té bao T25 voi mdi truong nudi Cay
DMEM b sung 10% huyét thanh bé va 1% khang sinh. Sau 24gid nudi ciy,
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té bao hat phét trién va bam trai trén bé mat binh nudi cay (hinh 3.2). Té bao
hat ¢6 hinh dang hinh thoi sau 3gi¢ va 12gi¢ nudi cay. T¢€ bao hat tang sinh
binh thwong, khéng ¢6 biéu hién phan manh cua té bao chat hay phan manh

Hinh 3.2. Két qua nudi cay so cap té bao hat. A, B, C: céc quan thé té
bao hat bam va tang sinh trén bé mat binh nudi cay sau 24 gio.
3.1.2. Két qud nudi cdy. cdy chuyén va ting sinh pGC
Trong nudi ciy so cip, té bao hat bam va phat trién trén bé mat binh nuoi
cdy. Tir 1an cay chuyén thir 1 dén thir 9 céc té bao van thé hién kha nang ting
sinh manh
Hinh 3.3. Hinh thai té bao hat thanh nang nodn qua céc lan ciy chuyén. A,

B. Té bao hat thanh nang noan lan ciy chuyén thir 1. C, D. Céc té bao hat
thanh nang nodn heo lan cay chuyén thir 3 va 5. E, F. C4c té bao hat thanh
nang no&n heo lan cy chuyén thir 7 va 9 (X 200).

3.2. Két qua danh gia sy ting sinh cia pGC dwéi diéu kién vi trong luc
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Mirc d6 ting sinh ciia té bao hat thanh nang noan heo dugc dénh gia bijlng
hai phuong phap WST-1 va dém mat d¢ t¢ bao bang phan mem trén hé thong
Cytell.

3.2.1. Két qud ddnh gia sw thay déi mdt dé té bao bang phwong phdp
WST-1

Sau thtr nghiém vi trong luc, c6 thé nhan thay sy khéc biét vé mat do té
bao hat budng tring heo gitta hai nhém thi nghiém. Qua quan sat dudi kinh
hién vi, cac té bao té bao hat budng triang heo & nhém SMG c6 phan moc
thua hon va mat do thip hon so voi nhom dbi chang (hinh 3.4).

0.D. (450 nm)

Hinh 3.4. Thir nghiém WST-1 danh gia su ting sinh té bao pGC giita moi
truong SMG va dbi chung
Két qua do mat do quang hai nhém thi nghiém & phuong phap WST-1
ciing cho thiy mat d6 quang té bao pGC trong nhém SMG 1a 0,45 + 0,03;
thap hon c6 ¥ nghia théng ké so véi nhom ddi chang (0,49 + 0,03; P
<0,001) (hinh 3.4)

3.2.2.1. Ti Ié cac pha trong chu ky té bao

Két qua dém mat do té bao bing phan mém Cytell & hinh 3.5 cang
khang dinh su ¢ ché cua diéu kién SMG Ién su ting sinh té bao pGC. Cu
thé, mat do té bao pGC trung binh & nhém SMG 12 3095 + 1108 té bao/giéng,
thip hon dang ké so voi nhoém dbi chung 1a 3995 + 815 té bao/giéng (P =
0,022). Nhitng két qua trén cho thay rang diéu kién SMG da gy anh huong
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I&n qué trinh phét trién cia dong té bao pGC biang cach wc ché su ting sinh
cua ching.

6000 P =0,022

5000

4000

S té bao/ giéng

Hinh 3.5. Thir nghiém dénh gia mat d6 té bao pGC bang Cell Cycle App.
cua kinh hién vi huynh quang Cytell.

3.2.3 Két qua danh gia chu ky té bao

3.2.3.1. Két qud ddanh gid ti 1é cac pha

A G0/G1: 47.53+ 2.22% B GO/G1: 58.62 1.97%
5:15.07 £ 4.04% 5:15.012.45%

G2/M: 34.96 £ 2.09% G2/M: 23.05 £ 2.54%

Hinh 3.6. Phan tich chu ki té bao phan mém Cell Cycle App cua kinh hién
vi huynh quang Cytell. Mau xanh dwong thé hién pha G0/G1, mau d6 thé
hién pha S, mau xanh 14 thé hién pha G2/M. A. Nhém dbi chung. B. Nhém
cam tung SMG

3.2.3.2. Két qud ddanh biéu hién phién ma cdk4, cdk.

Phan tich real time RT-PCR cho thay su biéu hién cua gene cdk4 trong pGC
& nhom ddi chimg cao hon so véi pGC trong nhém cam wng vi trong luc md
phong (P = 0,03). pGC trong nhom di ching ciing cho thdy mirc d6 biéu
hién cdk6 cao hon so vai nhém cam ung vi trong luc mé phong (Hinh 3.7)
(P = 0,023). Su giam biéu hién cua gene cdk6 muc phién ma caa pGC &
nhém cam &ng vi trong lec md phong dién ra manh hon so véi sy biéu hién
cua gene cdk4.
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P=0.,03
T2 P=0.023
Z
E 06 B cdks
é 04 B cdk6
= Doi chimg SMG
Hinh 3.7. Két qua phan tich real-time qRT-PCR cua gene cdk4 va cdk6 &

) ] pGC.
3.2.3.3. Keét qua danh biéu hi¢n phién ma Cyclin A, va Cyclin D

Phan tich real time gRT-PCR con
cho thdy sy biéu hién cua gene
cyclinA trong pGC ¢ nhom ddi ching

P=0.821

pelh

P <0.001

cao hon so vdi pGC trong nhém cam — . u iodnd
tng Vi trong luc md phong (P < : - o o
0.001). Tuy nhién sy biéu hién cia 2 ©

cyclinD cia pGC trong nhom ddi — e

chirtng va nhdm cam 1ng vi trong luc Hinh 3.8. K&t qua phan tich
mo6 phong khéng cé su khac biét real-time qRT-PCR cua gene
(hinh 3.8) (P =0,821). cyclin D va cyclin A ¢ pGC

3.2.3.4. Két qua danh gia biéu hién dich ma cia Cdk4 va Cdk6é

Két qua phan tich western blot sy biéu hién cua protein Cdk4 va Cdk6
duoc md ta trong hinh 3.9. Té bao pGC déu cho thay su giam biéu hién cua
protein Cdk4 va Cdké khi dugc cam ng vi trong luc md phong. Sy thay doi
trong biéu hién cua Cdk4 va Cdké la nguyén nhan dan tsi nhitng bién doi
trong tién trinh phan chia cua té bao, day la nguyén nhan lam thay d6i ti 16 té
bao trong céc pha khéac nhau cia chu ki pGC khi phan tich tich bang chuong
trinh Cell cycle app.



D chimg SMG C

cae [

Cdk4
—— ]

Poi ching SMG

’ Hinh 3.9. Sy biéu hién protein Cdk4 va Cdk6.
A. Ket qua phan tich mue d6 bieu hién protein Cdk4. B. Két qua phan tich
muc d6 biéu hién protein Cdk6. C. Phan tich western blot protein Cdk4 va
CDKG6.

3.2.3.5.Két qua danh gid biéu hién dich ma cia Cyclin A va Cyclin D
Su biéu hién cuaa protein cyclin Al + A2, va

02 CyclinD

»

cyclin D dugc mé ta trong hinh 3.10. Ké _rmew
qua phan tich western blot cho thay sy bieu  © “ [
hién cua cyclin D cua té bao pGC trong =

Dol chimg SMG

@

nhom ddi chang va nhém cam @ng vi trong
lyc md phong khdng c6 sy khac bigt vé mat
thdng ké (P = 0.568). Trong khi do té bao . @ ,
pGC trong nhém cam &ng vi trong luc md L
phong lai giam bidu hién protein cyclin AL 70 Y o
va A2. Biéu nay chung to vi Diiding e
trong lec md phong lam thay Hinh 3.10. Su biéu hién protein CyclinD
d8i su biéu hién cua protein ~ vacyclin AL+ A2 A, Két qua phan tich
N NP . muc do biéu hién protein chlln D. B. Két
dieu hoa chuki Ee bao, cyclin - gua phan tich mic do bidu hién protein
Al va A2, dan dén anh  Cyclin Al + A2. C. Phan tich western blot
huong 18n ti 18 té bao trong protein Cyclin D va Cyclin Al + A2.
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cac pha cua chu ki té bao pGC.

3.3. Két qua danh gia qua trinh apoptosis

3.3.1. Két qud ddnh gid ti 1é apoptosis
Stic song va sy chét theo chuong trinh cua té

bao té bao hat nang nodn heo dwugc danh gia

Ti 1§ té bao (%)
8

bang phuong phap flow cytometry. Phan tich P —_—
flow cytometry cho thiy kha ning ton tai cua té :

bao pGC ¢ nhém SMG ting nhe. Til¢séngcia - .. 3
té bao pGC ¢ nhom dbi ching va SMG lan lugt 14| 31

SMG

295,73+ , T
0,32% va Hinh 3.11. Phan tich stc song va qua trinh apoptosis cua pGC
96,67 *

0,32% (P = 0.024). Ngoai ra, ti 1& apoptosis cua té bao pGC & nhém SMG
thip hon so v&i nhém chiing (2,03 + 0,65% so Véi 3,73 + 0,25%, P = 0.013)
(hinh 3.11). Nhitng két qua nay cho thiy riang diéu kién SMG c6 thé nang

cao kha nang ton tai cua pGC.
3.3.2. Két qud ddnh gid biéu hi¢n phién ma ciia cac gene apoptosis
Két qua qua phan tich real-time qRT-PCR cho thay su biéu hién cua gene
bax va bcl-2 muc phién ma khong c6 su khac biét gitra nhom ddi ching va
nhom cam g Vi trong luc md phong (hinh 3.12). Diéu d6 chung to, té bao
pGC van can bang dugc su biéu hién cua hai gene nay trong diéu kién vi
trong luc mé phong.

.14 14 -
Y 12 bel-2

; 10 10 I
< 08 08

b

Z 06 06

£ o 04

z 02 2

T LY

Doi chimg SMG Doi chimg SMG
Hinh 3.12. Két qua phan tich real-time qRT-PCR gene bax va bacl-2
cua pGC
3.4. Két qua danh gia sw thay déi hinh thai té bao
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3.4.1. Sw thay déi hinh thai nhan

Phan mém Cell Cycle App cua hé thong
Cytell duoc sir dung dé danh gia cac chi
tiéu vé nhan caa pGC ¢ hai nhém thi
nghiém, bao gom dién tich, cuong do
nhan va hinh dang nhan (hinh 3.13 va
3.14). Dién tich nhan trung binh cua té
bao pGC ¢ nhom ddi ching sau 3 ngay
nudi cdy 184,27 + 0,90 um2. Trong khi

Hinh 3.13. Danh gi4 hinh thai nhan pGC bang phan A. Dién tich nhan té
bao. B. Cuong do nhéan té bao. C. Hinh anh nhan dugc nhuom bang
H33342. D. Gia tri hinh thai nhan.
mém tng dung Cell Cycle

d6, chi s6 nay & nhdm SMG 1a 187,81 + 1,20 um?; cao hon so v6i nhom doi
ching (P = 0.028) (hinh 3.13A). Cuong do nhan trung binh cua pGC & nhém
SMG Ia 987 + 62, thip hon so véi nhom dbi chiing (1404 + 128) (P = 0.008).
Két qua nay cho thay rang diéu kién SMG lam giam cuong d6 nhan cia pGC
sau 3 ngay nudi cdy. Hinh 3.13 B ciing b6 sung cho céc luan diém nay. Qua
d6 ta thay nhan cua cac pGC trong nhom d6i ching biéu hién kich thudc nho
hon so véi nhém SMG. Pong thoi qua quan sat trong hinh 3.13 C, cuong do
phat huynh quang & nhan pGC trong nhém SMG ciing thdp hon so véi nhém
dbi chung.
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Trong phan nghién ciru nay, chung toi ciing danh gia gia tri hinh dang nhan
ciia pGC bang phan mém tng dung Cell cycle. Két qua tir hinh 3.13D cho
thay gia tri hinh dang nhan ctia pGC & nhém ddi ching 13 0,795 + 0,014,
cao hon nhém SMG (0,750 + 0,005, P = 0.008). Biéu nay ching to rang
diéu kién SMG di lam giam
gia tri hinh dang nhan cua
pGC sau 3 ngay thir nghiém.
NOi mot cach khéc, trong
diéu kién SMG, nhan cua
pGC cé xu huéng kéo dai va

Dién tich nhéin

bat di ximg hon so véi diéu
Kién binh thuong.

Hinh 3.14. Gid trj hinh thai nhan té bao phan tich bang Cytell.
A. Su phan bo dién tich nhan trong moi quan h¢ véi cuong do nhan.
B. Su phén bo hinh dang nhan trong moi quan hé véi cuong d6 nhéan.

3.4.2. Két qud ddinh gid cdc dang hinh thai té bao hat

Quan sét cac dang hinh théi té bao hat cho thay nhém dbi chiing cho thay
cuong do nhan cao hon va sy trai rong cia cac pGCs hon cac té bao nhém vi
trong luc md phong SMG (hinh 3.15). pGCs tir nhém ddi chang cho thay
hinh dang dng nhat giéng nguyén bao soi (hinh 3.15A, 3.15B). Tuy nhién
pGCs tir nhém SMG cho thay cé nhiéu sy khac biét vé hinh théi dang gidng
nguyén bao soi ciing dugc phat hién & pGCs dudi diéu kien SMG. Ngoai ra,
té bao dang hinh thoi va dang thon tron ciing duoc tim thay & nhém nay (hinh
3.15C, 3.15D). Két qua nay chi ra rang diéu kién SMG lam thay d6i hinh thai
ctia pGCs. Hinh 3.15A minh chimg cho sy phan bd song song cua cac b6 vi
soi & pGCs tir nhom d6i chieng. Su phan b cua cac nhém vi soi 1am anh
hudng dén sy thay d6i hinh thai caa pGCs duéi diéu kién SMG
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Hinh 3.15. Hinh thai cua cac pGC
(A), (B) pGC ciia nhom dbi chting cho thay c6 dang giéng té bao
nguyén bao soi; (C), (D) pGC tir nhém SMG cho thiy c6 sy da dang vé
hinh théi hoc, bao gdm gidng nguyén bao soi, hinh thoi, dang thon tron.
Do phong dai x 100 (A, C).

3.5. Két qua danh gia sy thay ddi cau triic khung xwong té bao
3.5.1. Két qud ddnh gid anh hwéng ciia vi treng luc 1én vi ong
3.5.1.1 Pdnh gid sw thay doi cia vi ong ¢ mic phién ma.

Trong nghién ciu ndy, nhiing thay doi
trong sy biéu hién mRNA cua tubulin

P=0031

12

a-tubulin
1.0
08
06 -
04
02 +
0.0
SMG

Dol chimg

dugc mo ta bang phuong phap real-time
gRT-PCR (hinh 3.16). Két qua cho thay,
trong diéu kién vi trong luc md phong,
pGC giam biéu hién tubulin sau 3
ngay nudi cdy. Mirc do giam biéu Hinh 3.16. Su biéu hién gene tubulin
hién cuia gene tubulin cia nhém cam cua pGC

tmg diéu kién vi trong luc md phong 1a 23% so voi nhom dbi chimg. Piéu

Mure d biéu hi¢n mRNA theo gapdh
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nay ching to diéu kién vi trong lyc md phong cam éng sy giam biéu hién
gene tubulin & mac phién ma.

3.5.1.2 Panh gid sw thay doi cau trdc vi ong

Trong nghién ciu ndy, chiing t6i danh gia su phan bé cia vi 6ng trong té bao
pGC dugc nudi & mdi truong vi trong huc so vai diéu kién binh thuong bang
phuong phap nhuém huynh quang protein vi éng tubulin. Nhu d thay trong
hinh 3.17, c4c soi vi ng phan b véi mat do day hon trong nhém ddi chimng
S0 VGi & nhdm vi trong luc

Hinh 3.17. K&t qua nhuom protein tubulin cu thanh nén vi éng cua pGC.
A. Nhom d6i chirng. B. Nhém cam ng vi trong luc mo phong.

3.5.1.3 Ddnh gid sw thay doi cuia vi ong ¢ mirc dich ma

Phuong phap western blot dugc ding dé danh gia biéu hién muc dich
ma cua a-Tubulin, protein cau tric vi dng & té bao pGC trong hai nhém thi
nghiém. Két qua so sanh vai Gapdh ¢ hinh 3.18 cho thay trong diéu kién vi
trong luc md phong, té bao pGC giam biéu hién tubulin.
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P =0.004 A
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Z s
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Doi chimg SMG
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Dol chimg SMG

’ Hinh 3.18. Sy biéu hién protein o-Tubulin.
A. Két qua phéan tich mic d6 biéu hién protein a-Tubulin.
B. Phan tich western blot protein a-Tubulin.
3.5.2. Két qud ddnh gid dnh hweng ciia Vi trong lzec 1én vi sgi
3.5.2.1 Ddnh gid sw thay doi cia Vi spi ¢ mirc phién ma.

Sir d6i biéu hién cua actin muc phién ma cia pGC dugc mo ta trong
hinh 3.19. Két qua phan tich real-time gRT-PCR cho thdy pGC giam biéu
hién mRNA cua actin trong diéu kién vi trong luc méd phong. Mic d6 giam
actin dién ra manh pGC giam biéu hién actin hon 70% so v&i nhom ddi
chung. Biéu nay cho thiy su thay doi cau tric rd rét ciia pGC trong diéu kién
vi trong lyc mo phong.

PB-aciin P <0.001

10 T

e
o

06

04

Mire do bi¢u hién mRNA theo gapdh

Pii chimg SMG

Hinh 3.19. Sy biéu hién gen S-actin ciia pGC.

=
=

3.5.2.2. Pdnh gid sw thay déi cdu tric vi soi
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Ké&t qua nhudém vi sgi actin & hinh 3.20 cho thay té bao pGC ¢ nhém
dbi chirng ¢6 su phan b song song céc bé vi sgi, cac bo vi soi nay kéo dai
theo chiéu dai té bao. Trong nhom vi trong luc, vi soi actin hién thi véi mat
d6 thap hon. Két qua nay ciing cho thay céc pGC trong mdi trudng Vi trong
luc cé xu hudng ma rong ra thay vi kéo dai.

Hinh 3.20. Két qua nhudém hé thdng vi soi cua té bao pGC bing
) Hoechst 33342
A. Nhom do6i chirng. B. Nhém cam ng vi trong luc mé phong.

3.5.2.3. Pdnh gid sw thay doi cua Vi soi ¢ mirc dich ma

Trong nghién ctu, biéu hién actin da duoc phan tich dé danh gia tac
dong cua vi trong luc mé phong 18n ciu tric vi soi pGC. Cac két qua western
blot cho thay su giam biéu hién actin trong pGC tir nhém SMG (hinh 3.21).
Mtc d6 diu chinh giam biéu hién actin manh hon biéu hién Tubulin trong
pGC. Két qua phan tich western blot cung cb cho két qua phan tich real-time
gRT-PCR va nhuém huynh quang ciu trdc vi soi. Su biéu hién cua actin
giam & ca muc phién ma va dich ma trong pGC duoc cam tng diéu kién vi
trong luc md phong. Pidu d6 cho thay diéu kién vi trong luc mé phong khéng
chi anh huong dén su biéu hién gene actin, ma con anh huéng téi thanh phan,
ham lwong acin c6 trong té bao, tir d6 cho thay ddi ciu trdc vi soi ciing nhu
su phan bé cua cac vi sgi trong pGC.
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Hinh 3.21. Su biéu hién protein p-actin.
A. Két qua phan tich muac d6 biéu hién protein B-actin.
B. Phan tich western blot protein B-actin.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
Két luan

Nghién ctru nay cho thay, sau 72 gio nubi ciy va so sanh giira diéu
Kién trén trai dat va diéu kién vi trong luc méd phong, két qua cho thay vi
trong luc md phong lam giam sy biéu hién cua cac protein diéu hoa chu ky
té bao chinh nhur Cyclin A1 va A2, CDK4, CDKG6 trong té bao hat thanh nang
noan heo. Pay chinh 1a nguyén nhan dan téi sy thic day té bao di vao pha
nghi.

Hon nita, nghién ciru ciing d& ching minh dugc vi trong luc moé
phong lam giam sy biéu hién ciia cac protein cau trac nhu B-actin va a-
tubulin cia té bao pGC, dan dén su thay doi qua trinh tong hop hé thong vi
soi, Vi 6ng va cam ang sy tai cau tric bo khung xwong té bao.

Sy suy giam cua cac protein diéu hoa lién quan dén chu ky té bao va
cac protein ciu truc khung xwong té bao 1a nguyén nhan gay ra sy tc ché
tang sinh té bao hat pGC trong diéu kién vi trong lyc md phong.

Kién nghi

Can c6 su khao sat danh gia thém véi cac té bao hat thanh nang noan
& ngudi nham so sanh va danh gia su twong dong ciing nhu nhitng anh huong
vé mit sinh 1i d6i vai nix phi hanh gia khi thuc hién cac sir ménh trong khong
gian & diéu kién vi trong luc.

Tiép tuc nghién ciru co ché diéu hoa hormone cua té bao hat trén dbi
tuong ¢ heo va nguoi.

Nghién ctru su twong tac giira té bao hat va té bao noan ciing nhur cac
té bao khéac trong budng tring.
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NHUNG PONG GOP MO| CUA LUAN AN

Luan &n 1 cong trinh nghién ciru dau tién danh gia vé sy thay d6i & mirc
d6 hinh thai va phan tur trén ddi tuong té bao pGC tai Viét Nam va trén thé
gidi (tinh dén thoi diém nghién ctru duoc cong bd). Qua dé b sung vao su
hiéu biét vé dic tinh cling nhu sy anh huéng cua té bao pGC dudi tac dong
cua diéu kién vi trong luc s& 1am thay doi mot loat cac yéu tb lién quan dén
mat do té bao, chu ky va qua trinh apoptosis cua té bao. Ngoai ra ciing anh
hudng dén cac chi thi phan tir biéu hién cua cac yéu td phién ma va dich ma
va céu triic khung xuong cua té bao pGC.

Tu nhitng két qua nghién ciru thu duoc cho thay vi trong luc md phong
lam giam sy biéu hién cua cac protein didu hoa chu ky té bao chinh nhu
Cyclin Al va A2, Cdk4, Cdk6 cua té bao pGC. Nghién ciru ciing di chang
minh duoc vi trong lec md phong 1am giam s biéu hién cua cac protein cau
truc nhu B-actin va a-tubulin cia pGC, dan dén thay d6i qua trinh tong hop
hé thdng vi soi, vi 6ng va cam tng sy tai cAu tric b khung xwong té bao.

Sy suy giam cua cac protein diéu hoa lién quan dén chu ky té bao va cac
protein ciu triac khung xuong té bao 12 nguyén nhan gay ra su wc ché ting
sinh té bao pGC trong diéu kién vi trong luc md phong
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