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MO PAU
1. Ly do chon dé tai

Trong luc Trai dét anh huong dén chon loc ty nhién bé‘mg céach gidi han
kich thudc cta sinh vat & mot pham vi chép nhén dugc. Dé chéng lai trong
luc, cac sinh vat séng can phat trién cac hé théng hd trg nhu cu trac van
dong dugc hd tro thich hop, mang té bao cung va diéu hoa dong chét long
trong co thé. Cac nghién ciru cia NASA cho thay viéc tiép xuc véi moi
truong vi trong luc da giy anh huong xau dén con nguoi nhu teo co va suy
giam bo xwong, ngoai ra con 1am cham chirc nang hé thong tim mach, giam
su san xuét héng cau, roi loan thang béng, rdi loan thi luc va thay ddi hé
thong mién dich

Nhiéu thiét bi dugc phat trién va sir dung trén Trai dat dé mo phong cac
diéu kién vi trong luc (SMG: Simulated microgravity) nhu hé théng 2D-
clinostat, hé théng 3D-clinostat va may dinh vi vi tri ngiu nhién (RPM).
Trong d6 mé hinh quay 3D (3-D clinostat) dugc sir dung nhiéu cho céc
nghién ctru vé diéu kién khong trong lyuc tic dong 1én cac dong té bao khac
nhau va hé théng séng. Cac nghién ciru gy day cho thay vi trong luc gy ra
su tc ché tang sinh ciia mét sb dong té bao nhu té bao tién than tao mau
cuiia nguoi, té bao gdc trung mo tity xuong va té bao gdc trung mé chudt.
Hon nita, sy tai tao tubulin da xdy ra trong cac té bao ndi mé duéi vi trong
luc. Sy to chirc lai F-actin gy ra dé trc ché sy di chuyén cia cac té bao gbc
trung mo cua chudt do vi trong luc moé phéng. Vi trong luc moé phéng cling
anh huong dén gan chudt bang cach thay doi su trao d6i chat cia Loureirin
B va Su biéu hién cua Cytochrome P450 chinh.

Gan 1a mot trong nhitng co quan 16n nhat trong co thé con nguoi. N6
dong mot vai trdo quan trong trong qui trinh chuyén hoa carbohydrate,
protein va lipid. Té bao gan chiém khoang 80% thé tich gan. Cho dén nay
da c6 rat nhidu nghién ctru vé cac hoat dong va chirc ning cua té bao gan.

Hau hét cac nghién ciru thuong duge thyc hién trén té bao gan Chang, la
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dong té bao di dugc thuong mai hoa va da dugc nghién ctru cho thiy co
cic dic diém sinh hoc va chirc ning twong tu nhu cic té bao gan binh
thuong. Tuy nhién, chp dén nay vin chua c6 cac nghién ciru cu thé vé
tac dong cta vi trong lyc mo phong 1én sy ting sinh va ciu triic khung
xuong cua té bio gan ngudi.

Tir nhitng yéu cau thyc tién trén, ching toi tién hanh nghién ciru thuc
hién dé tai: “Nghién civu sw thay doi ting sinh va cdu triic khung xwong
té bao gan Chang (CCL-13) trong diéu kién vi trong lyc mé phéng”,
nham cung cdp dan ching khoa hoc vé muc d¢ anh hudng cua vi trong luc
mo phong 1én sy thay ddi ting sinh va ciu tric khung xwong ciia té bao.
Trén co s d6 cac nha khoa hoc c6 thé nghién ciru sau hon dé dua ra cac
giai phap khic phyc anh huéng cua vi trong luc 1én con ngudi ciing nhur cac
loai sinh vat.

2. Muc tiéu nghién ctru

Danh gia anh hudng cua vi trong lyc mo phong dén sy ting sinh va tao
khung xuong cua té bao gan Chang (CCL-13) duya trén cac dic diém nhu
kha ning song, chu ky té bao, su biéu hién cac gene diéu hoa chu ky té bao,
su thay ddi hinh thai nhan, qué trinh apoptosis va dic biét 1a sy to chirc cac
b6 vi dng va vi soi bang hé thong clinostat 3-D.

3. N¢i dung nghién ciru

Nghién ctru tap trung vao viéc danh gid sy cam tng cia té bao gan
Chang (CCL-13) trong diéu kién vi trong lyc mé phong (Clinostat 3-D) voi
céc ndi dung:

- Panh gia kha nang ting sinh cua té bao gan Chang (CCL-13)

- Xac dinh qua trinh chét theo chuong trinh (apotosis) cua té bao CCL-
13.

- Panh gi4 sy biéu hién cac gene mi hoa cho protein hinh thanh ciu trac
bd khung xuwong té bao CCL-13.

- Péanh gié sy thay doi cau triac by khung xwong té bao CCL-13.
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Chuong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU
1.1. Téng quan veé vi trong luc

Khai niém vi trong lyc. Cac hé théng vi trong luc méd phong nhu
clinostat 2-D, hé thong budng quay (RWV), may dinh vi tri ngiu nhién
(RPM), hé thdng clinostat 3-D. Cac nghién ciru anh huong cua vi trong luc
1én hé théng sbng.

1.2. Té bao gan Chang (CCL-13)

Su ra doi cua té bao gan Chang. Dong té bao “Chang Liver” da dugc luu
gilr tai ATCC (American Type Culture Collection) va dugc thuong mai hoa
v6i ky hiéu 1a CCL-13. Khai quat cac nghién ciru Gng dung té bao CCL-13
hién nay.

1.3. Tong quan vé su sinh truéng té bao

Khai quét vé sy sinh truong ciia té bao, chu ky té bao va cac co ché diéu
hoa. Nhitng nghién ciru anh hudng ctia vi trong luc dén sy sinh truéng ciia
té bao.

1.4. Su chét theo chwong trinh (apoptosis)

Khai niém vé su chét theo chuong trinh cia té bao. Cac con dudng dan
dén qua trinh apoptosis ctia té bao. Cac nghién ciru vé tac dong cua vi trong
luc 1én qué trinh apoptosis ciia té bao.

1.5. B khung xwong té bao

Céu tric bo khung xuong cua té bao. Cac tac dong ciia moi truong vi
trong luc 1én sy hinh thanh cua céc vi 6ng, vi soi va hoat dong phan chia té
bao.

1.6. Cac k¥ thuit danh gia Anh hwéng cia vi trong luc mé phong

Khai niém va nguyén ly tng dung cta cac ky thuat hién nay dugc st
dung dé danh gia mirc d6 anh hudng ciia diéu kién vi trong lyc mé phong
trong nudi cdy té bao nhu k¥ thuat Western Blot, ky thuat Flow Cytometry,
hé thoéng Cytell, Ky thuat nhugm héa moé mién dich (ICC:
Immunocytochemistry) va phuong phap Realtime-PCR.
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Chwong 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vit liéu

- Té bao gan Chang (CCL-13) duoc cung cap boi Cong ty ATCC.

- H¢ théng may clinostat 3-D tao méi trudng vi trong lyc md phong
dugc thiét ké va ché tao trong dé tai: “Nghién ctru danh gia sy thay doi
trong cau trac bo khung té bao co thé séng trong diéu kién mo phong trang
thai vi trong luc (simulated microgravity)”, thuéc Chuong trinh Khoa hoc
cong nghé vii try, mé sé: VT-CB.15/18-20.

2.2. Phuong phap

Cac ndi dung nghién ctru cua dé tai dugce thuc hién voi so do chung:
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Flow cytometry o ,
Qua trinh apoptosis
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Nhoém vi trong lyc
(SMG)

3D Clinostat +
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Danh gi4 thay dbi

khung xuong té bao

(0, incubator

Hinh 1. So ¢6 m6 hinh thi nghiém nghién ciru chung

2.2.1. Nuéi cdy té bao

Céc té bao CCL-13 dugc nudi cdy trong DMEM/Ham's F-12 (DMEM-
12-A, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Buc) dugc bd sung 15% FBS
(FBS-HI-22B, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Ptrc) va 1% Pen/Strep
(15140-122, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, M¥). Té
bao CCL-13 duoc chia lam 2 nhom nudi cdy. Nhém mé phong vi trong luc
(SMG), té bao CCL-13 dugc gieo vao binh T-25 va dia 96 giéng v4i mat do
xéc dinh 14n luot 13 1 x 10° té bao/binh va 2 x 10° t& bao/giéng. Sau do, cac
binh T-25 va dia 96 giéng duoc d6 day moi trudng nudi cdy mot cach cin

than khong tao bot dé tranh cht long bi cit. Cac binh va dia duoc gin vao
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khung bén trong hé thong Clinostat 3-D (MiGra-ITB, Vién Han 1am Khoa
hoc va Coéng nghé Viét Nam, Ha Noi, Viét Nam), sau do dat trong tu Am
COz (Sanyo MCO-18AIC, Sanyo Electric Co., Osaka, Nhat Ban) trong 72
gio. Nhom dbi ching (control) té bao CCL-13 duge xir Iy & mirc 1 g trong
cung ti am CO; trong 72 gio.
2.2.2. Do mit dp té bao bang Kinh hién vi Cytell

Cac té bao CCL-13 dugc nudi cdy trong cac dia 96 giéng (161093,
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) véi mat do 2 x 10° té
bao/giéng trong 72 gior va sau d6 loai bo mai truong nudi cdy. Cac hat nhan
duoc nhudém béng Hoechst 33342 (14533, Sigma-Aldrich, Munich, Buc)
trong 15 phat. Cac té bao dugc rira ba lan bang dung dich mudi dém phot
phat (PBS; Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, M¥). )
lugng té bao CCL-13 dugc xac dinh bang Ung dung Cell Cycle cua Kinh
hién vi Cytell (GE Healthcare, Arlington Heights, IL, M¥).
2.2.3. Pdnh gid mivc d¢ ting sinh ciia té bao bang thir nghiém WSTI

Té bao CCL-13 duoc nudi ciy trong cac dia 96 giéng (161093, Thermo
Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, M¥) véi mat do 2 X 10° té be‘to/giéng
trong 72 gio. Sau d6, méi truong nudi cdy dugc loai bo va 100 pL mdi
truong méi cong véi 10 uL WST-1 (11644807001, Roche, Basel, Thuy Si)
dugc thém vao timg giéng. Cac té bao dugc u trong 3,5 giv ¢ 37 °C trong
moi trudng 5% CO,. Mat dd quang (OD) duoc do & bude song 450nm bang
DPau doc vi ban da ché d6 GloMax® Explorer (Promega Corporation,
Fitchburg, WI, My).
2.2.4. Phén tich chu ky té bao bing Flow Cytometry

Té bao CCL-13 dugc nudi cdy trong binh T-25 (160430, Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) v6i mat do 1 x 10° té bao/binh trong
72 gio. Phan tich bang Flow Cytometry bang FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit I (556547, BD Biosciences, San Jose, CA, M¥y) may BD
Accuri C6 flow cytometer (BD Biosciences, My). Dé phan tich tién trinh
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ctia chu ky té bao, cac té bao CCL-13 dugc c¢d dinh vé6i paraformaldehyd
4% (09154-85, Nacalai Tesque, Kyoto, Nhat Ban) trong 15 phut. Cac té bao
CCL-13 dugc rira hai 1an bang PBS lanh va dugc huyén phu trong Binding
Buffer 1X ¢ ndng do 1 x 10° té bao/mL. Cac té bao CCL-13 dwoc nhudém
bang 5 pL PI (51-66211E, BD Bioscatics, San Jose, CA, USA). Phan tich
chu ky té bao duogc thuc hién bé‘mg cach do ham lugng DNA cua té bao
bang hé théng Flow Cytometry.
2.2.5. Ddanh gia hinh thdi nhin

Céc té bao CCL-13 dugc xir ly bang paraformaldehyd 4% trong PBS
(Nacalai, Nhat Ban) trong 30 phut va duoc rira ba 1an bang dung dich PBS.
Xir 1y té bao CCL-13 bang Triton X-100 0,1% trong PBS & 4°C qua dém.
Hoechst 33342 (14533, Sigma-Aldrich, Hoa Ky) duoc st dung dé nhuom
nhan noi ti trong 15 phit. Té bao CCL-13 dugc rira ba lan bang PBS, mdi
lan 10 phut. Tién trinh cia chu ky té bao va cuong d hat nhan duoc do
bang Ung dung Cell Cycle cia kinh hién vi Cytell (GE Healthcare, Hoa
Ky). Bé danh gia dic tinh hat nhan cua té bao CCL-13, gia tri hinh dang hat
nhan, thong sé Dién tich hat nhan (um2) dugc diéu chinh thanh 150 va
thong s6 cua Bo nhay (%) duogc diéu chinh thanh 50 (theo huéng dan sir
dung kinh hién vi Cytell). Dng thoi, cac thay dbi hinh thai nhan cta té bao
CCL-13 duogc danh gia bang két qua do chi s6 FSC (Forward Scatter) bang
phuong phap flow cytometry.
2.2.6. Phén tich RT-PCR

2.2.6.1. Tdach chiét RNA tong

Té bao CCL-13 dugc tach bang trypsin-EDTA 0,25% va chuyén vao
eppendorf 1,5 ml. Té bao dugc ly giai bang 250ul dung dich ly giai RLT va
dugc vortex trong 30 gidy. 350 pl Ethanol 70% dugc cho vao eppendorf
chtra mau va dung dich dugc huyén phtt hoa. Toan bo 700 pl mau trén duge
chuyén vao cot RNeasy va dat cot vao eppendorf 2 ml. Mau dugc ly tam

11.000 vong/phut, trong 1 phit 30 gidy ¢ 4°C. Dich ly tdm duoc loai bo va
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700 ul dung dich RW1 duoc cho vao cot RNeasy. Mau duoc ly tim 11.000
vong/pht, trong 1 phat & 4°C. Dich ly tdm dugc loai bé va 500 pl dung
dich RPE duoc cho vao cot RNeasy. Mau duoc ly tim 11.000 vong/phit,
trong 1 phut 30 gidy ¢ 4°C. Cot RNeasy dugc chuyén sang eppendorf moi.
50 ul nude khong chira RNase dugc chuyén vao cot RNeasy. Mau duoc ly
tam 11.000 vong/phut, trong 1 phuat 30 gidy ¢ 4°C. Cot RNeasy dugc loai
b6, mau RNA tong dugc bao quan & -80°C.

2.2.6.2. Phdn wng Real time RT-PCR

Su biéu hién cac gene dugc dinh lugng bang phwong phap Real-time
gqRT-PCR véi kit PCRBIO 1-Step RT-PCR Kit (PCR Biosystems). Moi
phan tmg PCR chira 1 pl RNA miu, 2 pl moi, 10 pul Mix Ro-Lox va 1 ul
RTAse trong tong thé tich 20 ul. Chu trinh nhiét ciia phan tng Real-time
gRT-PCR: 1 chu ky ¢ 45°C (15 phut), 95°C (2 phut); 40 chu ki & 95°C (10
gidy), 62°C (15 giay). Puong cong tan chay dugc phan tich dua trén bude
tién hanh 60°C dén 95°C véi mdi bude doc 1a 0,5°C (30 gidy). Cac trinh ty
moi duoc sir dung nhu sau:

- Trinh ty moi ctia cac gene lién quan dén chu ki té bao:

CDK4-F: 5-ATG GAC GTC TGT GCC ACA TC-¥
va CDK4-R: 5°-GTG CCT TGT CCA GAT ATG TCC-3’; CDK6-F: 5°-
TCT TCA TTC ACA CCG AGT AGT GC-3’ va CDK6-R: 5’-TGA GGT
TAG AGC CAT CTG GAA A-3’; Cyclin A-F: 5°-GCC ATT AGT TTA
CCT GGA CCC AGA-3’ va Cyclin A-R: 5°-CAC TGA CAT GGA AGA
CAG GAA CCT-3’; CDK2-F: 5’-CAG GAG TTA CTT CTA TGC CTG
A-3’ va CDK2-R: 5’-TTC ATC CAG GGG AGG TAC AAC-3’; Cyclin
B1-F: 5°-AAT GAA ATT CAG GTT GTT GCA GGA G-3’ va Cyclin B1-
R: 5’-CAT GGC AGT GAC ACC AAC CAG-3’; Cyclin D1-F: 5’-ATG
TTC GTG GCC TCT AAG ATG A-3’ va Cyclin D1-R: 5’-CAG GTT CCA
CTT GAG CTT GTT C-3’; GAPDH-F: 5°-CAT GAG AAG TAT GAC
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AAC AGC CT-3’va GAPDH-R: 5’-AGT CCT TTC CAC GAT ACC AAA
GT-3".

- Trinh tw mdi ctia cac gene lién quan qué trinh apoptosis cua té bao:

Bcl-2-F: 5°-TCT TCA TTC ACA CCG AGT AGT GC-3’ va Bcl-2-R: 5°-
TGA GGT TAG AGC CAT CTG GAA A-3’; Bax-F: 5°-CCA GGA GTT
ACT TCT ATG CCT GA-3’ va Bax-R: 5’-TTC ATC CAG GGG AGG TAC
AAC-3’; GAPDH-F: 5’-CAT GAG AAG TAT GAC AAC AGC CT-3’ va
GAPDH-R: 5’-AGT CCT TTC CAC GAT ACC AAA GT-3’

- Trinh ty mdi céc gene ma hoa vi dng, vi soi:

a-Tubulin 3-F: 5'-CAT TGA AAA GTT GTG GTC TGA TCA-3' va a-
Tubulin 3- R: 5'-GCT TGG GTC TGT AAC AAA GCA T-3'; B-Actin-F 5°-
GAG CAC AGA GCC TCG CCT TT-3’ va B-Actin-R 5’-AGA GGC GTA
CAG GGA TAG CA-3’; GAPDH-F: 5'-TTA GCA CCC CTG GCC AAG
G-3’ va GAPDH-R: 5'-CTT ACT CCT TGG AGG CCA TG-3".

2.2.7. Phan tich Western Blot

Danh gia sy biéu hién protein lién quan dén chu ki té bao (Cyclin Al,
Cyclin A2, CDK4, CDK6, CDK2, Cyclin D1), qua trinh apoptosis (Bcl-2,
Bax) va céc protein tham gia cdu triic b khung xuong cua té bao (o-tubulin
3, B-actin) bang phuong phap Western Blot. Pong thoi st dung protein
GAPDH lam ddi chimg. Céac budc thyc hién bao gom: ly giai protein, dién
di SDS-PAGE, chuyén mang PVDF, khéa mang, i khang thé so cip, u
khang thé thir cap, hién phim.

Té bao CCL-13 dugc thu thap tir binh T-25 va va xir Iy v6i LDS Sample
Buffer 4X (ab119196, Abcam, My) & 70°C trong 10 phut dé thu nhan
protein tong sb. Protein thu dugc tir cic mau duoc chuyén véi lugng bang
nhau vao cac giéng cua Precast Gel SDS-PAGE 4-12% (ab139596, Abcam,
My) dé phan tach cac protein voi hiéu dién thé khong d6i 50V trong 2 gio
(ab119197, Abcam, United States). Protein dugc chuyén sang mang PVDF
(ab133411, Abcam, MY¥), dugc kep bdi mot 16p giéy loc Extra Thick Blot
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Paper (1703966, Bio-Rad, M¥) va mot 1op bot bién & mdi bén va dat cb
dinh vao cassette. Cassette nay dugc dat vao bé dién di chta buffer TBST
sao cho mit gel nam & phia cuc 4m (cathode) va mang PVDF nam phia cuc
duong (anode), va dugc dién di trong 2 gid & 50 V. Mang PVDF sau d6
duoc khda mang qua dém & 4°C trong Blocking Buffer (ab126587, Abcam,
My). Mang dugc 0 véi khang thé chinh trong dém kep qua dém ¢ 4°C.
Khang thé Anti-Cyclin A1 + Cyclin A2 (ab185619, Abcam, M¥), khéng thé
Anti-Cdk4 (ab137675, Abcam, M¥), khang thé Anti-Cyclin D1 (ab40754,
Abcam, Cambridge, MA, MY), khang thé Anti-Cdk6 (ab124821, Abcam,
My) duge st dung & d¢ pha loang 1:5000. Khang thé Anti-Bax (ab53154,
Abcam, Cambridge, MA, M¥) va khang thé Anti-Bcl-2 (ab196495, Abcam,
Cambridge, MA, My) dugc sit dung & do pha loing 1:5000. Khang thé
Anti- B-Actin (ab8226, Abcam, My) va khing thé Anti-a-Tubulin 3
(ab52866, Abcam, My) dugc st dung & d6 pha lodng 1:10000. Khang thé
Anti-GAPDH (ab181602, Abcam, Hoa Ky) duoc sir dung 1am d6i ching &
d6 pha lodng 1:10000. Mang dugc rira ba lan bang TBST, mdi lan 10 phut.
Tiép tuc U mang lai véi khang thé th cp co gin enzyme horseradish
peroxidase trong 1 gid & nhiét do phong. Xir Iy mang lai da dugc ¢ dinh
bang ECL Western Blotting Substrate Kit (ab65623, Abcam, M¥). Hinh
anh duogc thuc hién bﬁng phim X-quang.
2.2.8. Nhupm vi ong

Té bao CCL-13 dugc nudi cdy trong dia 96 giéng voi mat do 2 x 10° té
bao/giéng. Méi trudng nudi cay duge thém vao 395 pl/giéng. Vi dng duoc
nhudm béng 2 ul SiR-Tubulin (CY-SC002, Cytoskeleton, Inc., Denver,
CO, USA) véi nong do 50 nM cho mdi giéng. Phi parafilm 1én cac giéng.
Céu triic ctia cac bé vi dng dugc danh gia dudi kinh hién vi Cytell (GE
Healthcare, Chicago, IL, Hoa Ky).
2.2.9. Nhupm vi sgi
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Té bao CCL-13 dugc nudi cdy trong dia 96 giéng voi mat do 2 x 10° té
bao/giéng. CCL-13 dugc cb dinh bang paraformaldehyde 4% (Nacalai
Tesque, Kyoto, Nhat Ban) trong 30 phut, sau d6 dugc ngadm vai Triton X-
100 0,1% (Merck, Darmstadt, Ptrc) qua dém & 4°C. Phalloidin CruzFluor
™ 488 Conjugate (sc-363791, Santa Cruz Biotechnology, United States)
dugc su dung dé nhuom soi actin trong 1 gio. Céu tric cia cac bo vi soi
dugc danh gia dudi kinh hién vi Cytell (GE Healthcare, Chicago, IL, USA).
2.2.10. Phén tich thong ké

Céc s0 lidu két qua nghién ctiru duge phan tich bang phin mém Sigma
Plot (SYSTAT Software, My). Két qua danh gia sy khic biét gitra cac
nhom thi nghiém dugc thyc hién bang phuong phap One-way ANOVA,
trong d6 p < 0,05 dugc xem 1a khac biét c6 ¥ nghia thong ké.
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Chuwong 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Kha ning ting sinh ciia té bao CCL-13 dwdi tac dong ciia SMG
3.1.1. Sw thay déi mdt dj té bao CCL-13
S6 lugng té bao duoc xac dinh bang chwong trinh Cell Cycle App cua hé
thdng kinh hién vi huynh quang Cytell. Két qua phan tich trong hinh 3.1A
cho thiy s6 lugng té bao CCL-13 trung binh mdi giéng & moi truong vi
trong luc 1a 7092 + 432 té bao/giéng va thap hon nhiéu so véi sd luong té
bao trong moi trudng ddi chimg 12 10101 £ 171 té bao/giéng (p < 0,005).
Kha ning ting sinh cua té bao CCL-13 duoc danh gia bang thir nghiém véi
kit WST-1. Két qua phan tich gia tri 6 hap thy ciia té bao CCL-13 cho thay
gia tri OD ctia nhom ddi ching 14 0,76 + 0,01, cao hon so véi nhom té bao
gan CCL-13 dugc cam ung diéu kién vi trong lyc md phong (0,62 + 0,03)
(Hinh 3.1B). Két qua nay cho thdy su ting sinh ciia té bao CCL-13 tir nhém
SMG thap hon nhom dbi chig.
A 12,000 B

% %k %k 0.9
10,000 - 0.8

ok ok
0.7
" - 0.6
0.5
' \ 0.4
© o3
= 02
0.1
o 0

Control SMG Control SMG
Hinh 3.1. Kha ning tang sinh cta té bao CCL-13 (n=12). (A) S6 lugng té
bao CCL-13 dugc xac dinh bang kinh hién vi Cytell. (B) Kha ning ting
sinh cia té bao CCL-13 duoc danh gia bang WST-1. *** P < 0.001.
Céc té bao gan Chang (CCL-13) trong nhom SMG c¢6 dién tich 16n hon
cac té bao trong nhom ddi chung (lan lugt 1a 1209,00 + 81,12 pm® so véi
1000,42 + 56,14 um?) (Hinh 3.2). Nhitng két qua nay cho thiy trong diéu
kién SMG kha ning tang sinh ctia té baio CCL-13 giam. Pong thoi, dién

Gia trj 0.D (450 nm)

tich té bao CCL-13 trong diéu kién SMG 16n hon so v6i nhom dbi chimg.
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Hinh 3.2. Dién tich t& bao CCL-13 trong 2 diéu kién nudi cay. * p <0,05
3.1.2. Anh hwong vi trong lwe dén chu ky té bao CCL-13
3.1.2.1. Két qud phdn tich flow cytometry
Hinh 3.3 cho thay ti 1¢ pha G0/Glciia té bao thuéc nhom SMG cao hon
té bao & nhom ddi ching (90,60 + 0,40% so v6i 86,93 £ 0,23%). Ti 1é pha
S va pha G2/M ctia nhom d6i chimg lai cao hon so véi nhom SMG. Té bao

& nhom cam tng vi trong lyc méd phong co xu hudng kéo dai chu ky té bao

trong pha nghi.
2 =
L=3 -«
~ -Control GO/G1:86.93 +0.23 % — 1SMG GO/G1: 90.60 + 0.40 %
$:11.30+0.23 % $:7.18+0.34%
G2/M: 0.98 + 0.03 % G2/M: 0.68 + 0.05 %
a a
a8 8
E ]
2 =2
Sz Sel
o o
= - =
2.1 w3 wt w5 w1 1021 103 wd 15 10
PE-A PE-A

Hinh 3.3. Chu ki té bao CCL-13 phan tich bang flow cytometry (n=12)
3.1.2.2. Biéu hién phién mi cdc gene diéu hoa chinh chu ky té bao
Phén tich Realtime PCR cho thay té bao CCL-13 trong nhém SMG c6

sy giam biéu hién mRNA cua cac gene Cyclin A (Hinh 3.4A), gene Cyclin
D (Hinh 3.4B) va gene CDK6 (Hinh 3.4D) so v6i cac té bao ctia nhoém dbi
ching. Tuy nhién, biéu hién mRNA cua gene CDK4 lai khong c6 su khac
biét vé mat thong ké giita hai nhom thi nghiém (Hinh 3.4C).
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Hinh 3.4. Két qua phan tich cac gene diéu hoa chinh chu ky té bao. A: gene
Cyclin A; B: gene Cyclin D; C: gene CDK4; D: gene CDK6. ** p <0,01; *
p <0,05.

So véi nhom ddi chimg, cac té bao CCL-13 ciia nhém SMG da giam
muirc biéu hién phién ma cia cac gene Cyclin Bl va Cyclin D1 (Hinh 3.5).
Dong thoi, sy biéu hién phién mi cua cac gene CDK2 va CDKG6 trong
nhém SMG ciing thip hon so véi nhém d6i ching. Nhitng két qua nay cho
thay trong diéu kién SMG da giam su biéu hién phién mi cia cac gene dicu

hoa chu ky té bao CCL-13.
1.2 *

% % @ Control
B SMG

1-

0.8

0.6-

0.4-

Sy biéu hién mRNA

0.2

0.

yclin B1 Cyclm Dl
Hinh 3.5. So sanh biéu hién phién mi cac gene lién quan dén chu ky té bao
trong nhom SMG va nhom ddi. ** p <0,01; * p <0,05.
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3.1.2.3. Biéu hi¢n dich ma cdc gene diéu hoa chinh chu ky té bao
Két qua Western blot cho thay céac té bao CCL-13 cta nhém ddi chimg
¢6 biéu hién protein Cyclin A1 va A2, Cyclin D1 va CDK 6 cao hon cac té
bao trong nhom SMG. Tuy nhién, khong c6 sy khac biét vé biéu hién gene
CDK4 gitta 2 nhém thi nghiém (Hinh 3.6).

0.8
0.6

0.4

&k

Sir biéu hién gene & mirc d dich ma

i
]
Cbkd I CDK6 I C;clgn D Cg;li% + AZ GAPDH
—— —— e GGl
Hinh 3.6. Phan tich Western blot vé cac protein diéu hoa chu ky té bao
CCL-13 (n=3). *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05
3.2. Anh huéng ciia SMG 1én qua trinh apoptosis ctia té bao CCL-13
3.2.1. Thay déi hinh dang va cwong dé hat nhén ciia té bao CCL-13
Nhan té bao CCL-13 ¢ nhém control va nhém SMG déu c6 hinh thai
binh thuong, khong c6 su cd dic nhidém sic chét, phdn manh nhan (Hinh

3.7). Piéu nay cho thdy apoptosis khong xay ra & cac té bao dugc phan tich.

Control

Hinh 3.7. Hinh thai nhan té bao CCL-13 & 2 nhém thi nghiém
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Két qua phén tich gia tri FSC ciia cic té bao CCL-13 trong nhém SMG
cao hon trong nhém dbi ching (lan lugt 13 9,80 x 10° so véi 8,78 x 10%)
(Hinh 3.8A), chung t6 duong kinh cac té bao trong nhom SMG 1én hon
trong nhom ddi chimg. Nhung nguoc lai dién tich nhan cua té bao CCL-13
thugc nhom SMG (244,50 £ 2,79 umz) lai nhé hon nhom dbi chimng
(254,75 + 1,41 um®) (Hinh 3.8B). Diéu nay cho thiy diéu kién SMG lam
giam dién tich nhan té bao CCL-13. Khi Gié tri hinh dang nhan bang 1,
nhan cé hinh dang tron va toan ven, khi gia tri nay cang nho hon 1 thi muc
d6 tron va toan ven cia nhan giam dan. Két qua phan tich c6 gia tri hinh
dang nhan cua té bao CCL-13 thuoc nhém doi chung 14 0,873 + 0,003 con
nhém SMG giam 13 0,872 £ 0,005 (Hinh 3.8C), nhung két qua khong c6 su
khac biét vé mit thong ké giira hai nhom, ching t6 diéu kién SMG khong

anh huong t6i gia tri hinh dang va mirc toan ven ctia nhan té bao CCL-13.

A 8 =3
Mean FCS: 8.7810.06 < 10° Mean FCS: 9.80£0.07 x 10°
8 s -
Control sSMG

=¥
2
Rx)

g -

-

(] $.000,000 10.000.000 16,777,215
FSC-A

B . . re et Sl S A e AR
Control

Area: 254.75 * 1.41 pm?

g oo k. g e vt

e Shpe

Nu. Shape value: 0.873 + 0.003 Nu. Shape value: 0.872 % 0.005

Avg Nuc int g Mo It

Hinh 3.8. Két qua phan tich té bao va hinh thai nhan té bao CCL-13.
A: Gia tri FCS cua té bao, B: Dién tich nhan, C: Gia tri hinh thai nhan
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Ving nhan céc té bao CCL-13 nhém SMG (244,45 + 3,80 umz) nhé hon
so voi nhom dbi chung (254,75 + 2,95 pm®) (Hinh 3.9A). Didu nay lam
giam ti 1¢ hat nhan/té bao chat trong cic té bao CCL-13 & nhém SMG
(23,29 £ 1,46%) so v&i nhom dbi chimg (29,15 =+ 1,80%) iHinh 3.9B).

A 300 * B 35
—_— 250 - ~ 30 F
E - t
o 25
2200 - s +
3 g=
Y 150
® Z 355 —— -
g 10 -
g so -
=
0! 0
Control SMG Control SMG

Hinh 3.9. Dién tich hat nhan CCL-13 (A) va ti 1¢ hat nhan / té bao chat
trong cac t& bao CCL-13 (B). * p <0,05.
Hinh 3.10 cho thiy trong diéu kién SMG cudng d6 hat nhan cua té bao
CCL-13 (37766 + 458) thap hon trong nhom ddi chimg (39985 + 366). Két

qua 1a sy ngung tu chat nhidm sac it hon da lam giam sy phén chia té bao.
A 50000 - -
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g |
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Hinh 3.10. Cudng d6 hat nhan (A) va phan bd cuong d6 hat nhan CCL-13
(B). Mau xam: % hat nhan < 2n; mau xanh: % hat nhan trong pha G0/G1;
mau do: % hat nhan trong pha S; mau luc: % hat nhan trong pha G2/M va

mau vang: % hat nhan> 4n. ** p <0,01
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3.2.2. Anh hwéng ciia vi trong lwe lén qud trinh apoptosis

3.2.2.1. Ti I¢ té bao di vao con dwong apoptosis

Két qua phan tich cho théy ti 1¢ t& bao CCL-13 séng trong nhom dbi
chung 1a 98,83 + 0,05 %. Trong khi d6 ti 1¢ t& bao CCL-13 sdng trong
nhém cam ung vi trong luc mo6 phong 1a 99,07 + 0,05 %. Tuy nhién khéng
¢6 su khac biét vé mit thong ké trong ti 1¢ té bao séng giita hai nhom nay.
Diéu d6 cho thiy diéu kién vi trong luc moé phong khong tac dong 1én stc
song ctia té bao CCL-13 (Hinh 3.11). Ngoai ra, két qua phén tich cho thay ti
1¢ t& bao CCL-13 bi apoptosis trong nhom ddi chimg 14 0.73 = 0.05% cao
hon trong nhém SMG 1a 0.70 + 0.07%. Tuy nhién cling khéng c6 su khac
biét vé mat thong ké trong ti 18 té bao bi apoptosis giira hai nhom nay. Diéu
d6 cho thay diéu kién vi trong lyc mod phong khong tic dong lén su chét
theo chwong trinh ctia té bao CCL-13.

- ~
Control Viability: 98.83 + 0.05 %, “HSMG Viability: 99.07 £ 0.05 %
Apoptosis: 0.73 + 0.05 % Apoptosis: 0.70 + 0.07 %
% %
% %
< <
A W
% %
o -
T ¥ oo 1 rrm T T oo 1 T
S I S S P T I I T X'
FITC-A FITC-A

Hinh 3.11. Két qua phan tich flow cytometry vé ti 1& song va ti 1¢ té bao di
vao con dudng apoptosis
3.2.2.2. Biéu hi¢n mirc phién ma cdc gene lién quan dén apoptosis
Gene Bcl-2 va Bax dong vai tro quan trong trong viéc can bang ti 18
apoptosis ciia té bao. Két qua phan tich Realtime RT-PCR cho thiy khong
c¢6 su khac biét trong biéu hién cua gene Bax va gene Bcl-2 & muc phién
mi ctia té bao CCL-13 giita hai nhém ddi ching va nhom cam tng vi trong
luc mo6 phéng (Hinh 3.12).
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Hinh 3.12. Sy biéu hién mRNA gene Bax (A) va gene Bcl2 (B)

3.2.2.3. Biéu hign mirc d¢ dich ma ciia cdc gene Bcl-2 va Bax

Két qua Western blot khong co su khac biét vé biéu hién protein Bcl-2

va Bax cua té bao CCL-13 giita hai nhom ddi ching va SMG.
Control SMG

Bel2 [

BAX

GAPDH

Hinh 3.13. Két qua phan tich protein Bax va Bcl-2

3.3. Thay ddi cAu triic khung xwong té CCL-13 trong diéu kién SMG
3.3.1. Biéu hi¢n cdc gene lién quan cdu triic khung xwong té bao

3.3.1.1. Biéu hi¢n mirc phién mi ciia gene a-tubulin 3 va gene f-actin

Trong diéu kién SMG, té bao CCL-13 giam biéu hién gene a-Tubulin 3
1a 18% so v&i nhom ddi chung (Hinh 3.14A). Pong thoi, Két qua phan tich
real time RT-PCR cho thay té bao CCL-13 giam biéu hién B-actin trong
diéu kién SMG. Mirc do giam B-Actin dién ra manh, té bao CCL-13 giam
biéu hién B-Actin toi 80% (Hinh 3.14B). Piéu nay cho thdy diéu kién vi
trong lyc mo phong giam biéu hién gene a-Tubulin 3, B-Actin & muc phién

mi va lam thay ddi c4u truc khung xwong té bao CLL-13 mot cach rd rét.



14

® A
£ 12 *% 1.2
2 £
2 1 g 1
5 3
o g
g 08 g 08
= <
o
5 0.6 Z 06
0, E
< =
Z 04 < 0.4
=] =

3
5 02 A 02
=
=
] i
m 0 X 0

Control SMG Control SMG

Hinh 3.14. Biéu hién mRNA gene a-Tubulin 3 (A) va B-actin (B). **P<0.001

3.3.1.2. Biéu hién cdc protein ciia p-Actin va a-Tubulin 3

Trong diéu kién SMG, té bao CCL-13 c6 sy giam biéu hién cac protein
B-Actin va a-Tubulin 3 nhidu hon so véi nhém ddi chimg (Hinh 3.15). Két
qua nay cing cb thém cho két qua phan tich Realtime RT-PCR. Sy biéu
hién cua cac genen o-Tubulin 3 va B-Actin cua t& bao CCL-13 giam & ca
mirc phién mi va dich ma trong diéu kién SMG. Diéu nay anh huong t6i
thanh phan, ham lugng tubulin, actin, tir d6 1am thay di cau truc vi dng, vi

s¢i cling nhu sy phan bd cac vi 6ng, vi sQ1i trong té bao CCL-13.
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Hinh 3.15. Biéu hién protein o. —Tubulin va B-actin. **P<0.001
3.3.2. Thay déi cdu tric khung xwong té bao CCL-13

3.3.2.1. Sw thay déi ciu tric vi éng ciia té bao CCL-13
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Hinh 3.16 cho thiy cac vi dng trong nhom ddi chimg phan bd véi mat
d6 day hon so v6i nhém SMG. Céc té bao CCL-13 ¢ nhom dbi chimg co
hinh thai giéng té bao biéu mo gan va cac bé vi dng cua chung phan bd
song song doc theo chiéu dai ctia té bao. Sy phan bd nay khong quan sat
thy trong cac té bio & nhom SMG, thay vao d6 1a sy phan b6 dan xen ciia
céc bo vi 6ng trong té bao chit. Két qua nhuém protein Tubulin cho thiy
trong diéu kién SMG, cac té bao CCL-13 mé rong ra thanh hinh tron thay

vi kéo dai. Ngoai ra, cac bé vi 6ng phan bd tap trung léch nhan & t& bao

CCL-13 trong nhém ddi ching, trong khi d6 hé théng vi dng dugc phan bd
déu ¢ té bao CCL-13 trong nhém SMG.

Control SMG

Bright field

TUBULIN

High magnificence

Hinh 3.16. Két qua nhudém protein Tubulin c4u thanh nén vi dng cia té bao
CCL-13, thudc do = 223.64 pm
3.3.2.2. Sw thay déi ciu triic vi sgi ciia té bao CCL-13
Két qua nhudém vi sgi actin & Hinh 3.17 cho théy té bao CCL-13 & nhém

d6i ching c6 su phan bo song song cac bd vi sgi va kéo dai qua chiéu dai t€
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bao. Trong nhom SMG, vi sgi actin hién thi v6i mat do thép hon. Két qua

cho thay té bao CCL-13 trong méi trudng vi trong luc ¢ xu huéng mé

rong ra hinh dang tron thay vi kéo dai.
Control SMG

H33342

ACTIN

High magnificence

Hinh 3.17. Két qua nhudm protein Actin cau thanh nén vi sgi actin ciia té
bao CCL-13, thudc do = 223.64 pm

3.3.2.3. Thay déi ciu triic khung xwong té bao CCL-13 khi phén bao

Céc té bao CCL-13 ¢ nhom dbi chimg tron véi hinh dang dinh trong qué
trinh nguyén phan va dé 16 sy xudt hién nhiéu cic vi nhung mao (Hinh
3.18A). Trong budc cudi cing ctia qua trinh phan chia té bao, cac té bao
CCL-13 thé hién sy hinh thanh vong co bop, tao ra luc co that dé tach mot
té bao thanh hai té bao chi em (Hinh 3.18B). Sy xuét hién cta vi nhung
mao ciing dugc phat hién trong céc té bao CCL-13 tir nhom SMG trong qué
trinh nguyén phan (Hinh 3.18C) ciing nhu sy hinh thanh vong co bop trong
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qua trinh phan bao (Hinh 3.18D). Tuy nhién, cac té bao CCL-13 dugc xir Iy

bang SMG cho thay cudng do vi s¢i trong cic ciu triic ndy thap hon so véi

céc té bao ddi chung.
Phalloidin H33342
o -
bt
. gy
20 pm

H33342

Phalloidin H33342

EY

Hinh 3.18. Nhudm vi soi cic té bao CCL-13: (A, B) Su xuat hién cta vong
va vi nhung mao trong cac té bao CCL-13 dbi ching; (C, D) Sy xuét hién
vong va vi nhung mao trong céc té bao CCL-13 nhom SMG. Céc vi chat va
hat nhan 1an lugt duogc thay thé bang Phalloidin (mau xanh 14 cay) va
H33342
Nhuom vi 6ng cac té bao CCL-13 trong nhom d6i chimg va nhém SMG
cho thiy sy hinh thanh tryc chinh binh thudng trong qua trinh nguyén phan
(Hinh 3.19a-c, Hinh 3.19g-i). Trong qua trinh phan bao, céc té bao CCL-13
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dbi chirg hién thi cau tric binh thuong cta cic vi dng truc chinh cyc (Hinh
3.19d-f) trong khi dang bat thudng cia ciu tric nay dugc phat hién trong
céc té bao CCL-13 nhém SMG (Hinh 3.19k-m). Két qua cho thdy SMG da
anh huong dén su hinh thanh céu trac cta cac vi dng truc chinh cuc trong

qué trinh phén chia té bao.
Bright filed Sir-Tubulin High magnificence
(a) :
30 pm

(d)

(c)
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Hinh 3.19. Nhudm vi éng cua céc té bao CCL-13: (a-c va d-f) Su xuat hién
cuia truc xoay trong cac té bao CCL-13 ddi ching; (g-i va k-m) Sy xuat hién

cua truc chinh trong cac 6 CCL-13 trong nhém SMG.



24
KET LUAN VA KIEN NGHI
Két luan

Két qua cho thay cac té bao CCL-13 tir nhém d6i chimg va nhom SMG
biéu hién hinh dang giéng biéu moé dién hinh. SMG lam giam sy ting sinh
té bao CCL-13 bang cach ting s6 luong té bao CCL-13 trong pha GO/G1.
Viéc dung pha chu ky té bao 1a do sy diéu hoa giam cua cac protein lién
quan dén chu ky té bao nhur Cyclin A, Cyclin B1, Cyclin D1 va kinase phu
thudc Cyclin (CDK2 va CDK6). Nhitng thay d6i trong chu ky té bao cua
céc té bao CCL-13 bi anh huéng bdi tinh trang SMG, didu nay dugc thé
hién & sy gia ting ty 1& té bao & pha GO/G1 va sy giam & pha S va pha
G2/M. Hon nita, biéu hién dich mi cua Cyclin bl, Cyclin d1, CDK2 va
CDKG6 ctia CCL-13 ciing giam trong nhom SMG so v&i nhom d6i chimg.

Céac té bao CCL-13 cua ca hai nhom déu co6 hinh thai hat nhan binh
thuong va khong ¢ sy phan manh, ngung tu. Dién tich té bao tiép xtic voi
SMG tang trong khi dién tich nhan cua chiing lai giam. Ty 1€ apoptosis cua
té bao CCLL-13 giita hai nhém thir nghiém 1 tuong ty nhau. Dong thoi, sy
biéu hién cua gene Bcl-2 va Bax (diéu hoa qua trinh apoptosis) ciing khong
c6 su khéc biét thong ké & ca nhém SMG va nhom dbi ching.

Céc té bao CCL-13 tiép xuc voi SMG ciing thé hién sy diéu hoa giam
clia cac gene a-tubulin 3 va beta-actin gy ra sy tai to chirc bo xwong té
bao. Trong méi trudng vi trong luc, vi soi actin va vi 6ng hién thi v6i mat
d6 thap hon, cudong do giam va té bao c¢6 xu huéng mé rong ra hinh dang
tron. Hon nita, nhing thay ddi trong ciu triic ctia vong co bop va céc vi dng
truc chinh cyc do SMG gay ra da anh huéng quan trong dén qué trinh phan
chia té bao.

Kién nghi

Nghién ciru can thyc hién trén nhiéu dong té bao hon va thir nghiém véi

nhiéu mdc thoi gian hon dé 1am rd co ché tic dong cia didu kién vi trong

luc mo phong 1én sy sinh truéng cua té bao.
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