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MO DAU
1. Ly do chon d¢ tai

Trong lyc ¢ Trai Dat ludn gitt & muc do 6n dinh, cac sinh vat ton tai trén Trai
Dt da thich nghi véi trong luc nén sy thay doi cua trong luyc din dén nhiing tac
dong trén tat ca cac sinh vat va con ngudi. Trong qua trinh tién ho4, co thé séng da
phat trién cac hé théng hd trg nhu ciu tric van dong duoc hé tro thich hop, mang té
bao tr& nén cing chic, diéu hoa cac chat 1ong di chuyén trong co thé. Tuy nhién,
trong luc ¢ thé anh huong sau hon dén ca hoat dong va ciu tric trong té bao. Cac
nghién ctru vé anh huéng cia vi trong luc trén sinh vat dugc phat trién & thé ki 20
trong cac chuyén bay vao khong gian cung cac mé hinh thi nghiém duoc mang
theo. Tuy nhién chi phi dat do di giéi han rat nhiéu cac nghién ciru nay.

Nhiéu mé hinh thi nghiém moé phong diéu kién vi trong luc da duoc tao ra
nhu 2-D clinostat, hé théng 3-D clinostat, may dinh vi vi tri ngau nhién (RPM-
Random Positioning Machine). Trong d6 mé hinh quay 3D (3-D clinostat) dugc st
dung dé loai bo yéu t trong luc. M6 hinh nay d3 dugc st dung nhiéu cho céc
nghién ctru vé diéu kién khong trong luc tac dong 1én cac dong té bao va dé nghién
ctru sdu hon vé co ché tac dong cua trong luc 1én hé théng séng. 3-D clinostat 1a
mot thiét bi tao ra luc G da chiéu va huy bo trong luc tich lity, do d6 moé phong hiéu
qua cac khia canh nhat dinh cua trong luc. Sir dung céac thiét bi nhu vy, cac thi
nghiém dugc thuc hién theo hudng tic dong cua vi trong luc voi nhiéu hoat dong
ctia té bao. Cac nghién ctru tir cdc mo phong cua vi trong luc trén mit dat da chi ra
réng nhiéu loai t& bao, tir vi khuan dén té bao dong vat c6 va rat nhay cam ddi véi
moi trudng vi trong luc, bao gém tang sinh té bao, chu ky té bao, biét hoa té bao,
apoptosis, todn ven bo gen va stra chita ton thuong DNA.

Céc nghién ctru trude day cho thay diéu kién vi trong lyc gy ra su tc ché
tang sinh ctia mot s6 dong té bao nhu té bao tién than tao mau ctia nguoi, té bao gdc
trung mo tiy xuwong va té bao gdc trung moé chudt. Hon nira, sy tai tao tubulin da
Xay ra trong cac té bao ndi mo dudi vi trong luc. Su td chuc lai F-actin gay ra uc
ché su di chuyén cila cac té bao gdc trung mé ciia chudt do vi trong lyc moé phong.
Vi trong lyc md phong ciing anh hudng dén gan chudt bang cach thay doi sy trao
ddi chét ctua Loureirin B va sy biéu hién cta Cytochrome P450 chinh.

Gan 14 mot trong nhimg co quan 16n nhat trong co thé con ngudi. N6 dong
mat vai trd quan trong trong qua trinh chuyén héa carbohydrate, protein va lipid. Té
bao gan chiém khoang 80% thé tich gan. Cho dén nay da c6 rat nhiéu cac cong trinh
nghién ciru vé cac hoat dong va chirc ning cua té bao gan. Hau hét cac nghién ciru

thuong dugc thuc hién trén té bao gan Chang, 1a dong té bao da duoc thuong mai
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hoé va da dugc nghién curu cho théiy o cac dic diém sinh hoc va chuc nang tuong
tu nhu cac té bao gan binh thudng. Tuy nhién, Cac nghién vé tic dong cua vi trong
luc mé phong 1én su ting sinh va tao xwong cia té bao gan ngudi dén nay van chua
duoc dac trung va ro rang.

Do d6, Chung t6i tién hanh thuc hién dé tai: “Nghién citu sw thay doi ting
sinh va ciu triic khung xwong té bao gan Chang (CCL-13) trong diéu ki¢n vi
trong luwc mé phéng” nhim cung cap din ching khoa hoc vé mirc d6 anh huong
ctia vi trong lyc mo phong 18n sy thay dbi tang sinh va ciu trac khung xuwong cia té
bao. Trén co s d6 cac nha khoa hoc ¢ thé nghién ciru sau hon dé dua ra cac giai
phap khic phyc anh huéng cia vi trong luc 1én con ngudi cling nhu cac loai sinh
vat.

2. Muc tiéu nghién ciru

Panh gia anh hudng cta vi trong luc mo phong dén sy ting sinh va tao
khung xuong cua té bao gan Chang (CCL-13) dua trén cac dic diém nhu kha ning
séng, chu ky té bao, su biéu hién céac gene diéu hoa chu ky té bao, su thay d6i hinh
thai nhan, qua trinh apoptosis va dac biét la su td chirc cac bé vi 6ng va vi soi béng
hé théng 3-D clinostat.

3. Noi dung nghién ctru

Noi dung 1: Panh gia kha ning ting sinh cua té bao gan Chang (CCL-13)
trong diéu kién vi trong luc mo phong (3-D clinostat).

Noi dung 2: Panh gia sy chét theo chuong trinh (apotosis) cta té bao gan
Chang (CCL-13) duoc nudi cdy trong diéu kién vi trong lyc mé phong (3-D
clinostat).

Noi dung 3: Panh gia su thay doi cau trac khung xwong té bao gan Chang
(CCL-13) trong diéu kién vi trong lyc md phong (3-D clinostat).

4. Co sé khoa hoc va thuec tién cia deé tai

Co so khoa hoc: Viéc nghién ctru vé co ché tac dong ciia vi trong luc gy ra
cac thay doi bat thuong dbi voi mot sé qua trinh sinh 1y ciia mo va co thé 1a diéu
can thiét va co tinh thoi su trong thoi dai phét trién cta khoa hoc vii try. Nghién ciru
nay thuc hién gop phan chimg minh duge su tic dong c6 tinh bat loi cia diéu kién
mai trudng vi trong lyc, 1am giam qué trinh ting sinh va suy yéu ciu triic khung
xuong té bao gan.

Co s thyc tién: gop pham tham gia vao Chuong trinh nghién ctru phét trién
va ung dung khoa hoc va cong nghé vii tru (ma sb: KC. 13/21-30), nghién ctru 1a
tién dé co ban cho cac thir nghiém 1am sang, tir d6 c6 thé gop phan du doan cac rai



ro ciing nhu dé xuat cac phuong an khic phuc nham bao vé stic khoe cua cac phi
hanh gia thuc hi¢n cong tac ngoai vii truy.
5. Nhitng dong gép méi cia ludn an

Diéu kién vi trong lyc mo phong bang hé théng 3-D clinostat d trc ché kha
ning ting sinh té bao gan Chang (CCI-13) thong qua giam biéu hién cac gen kiém
soat chu ky té bao va cac gen lién quan bo khung xwong té bao sau 72 gid khao sat.
Trén co s d6 cac nha khoa hoc c6 thé nghién cru sdu hon dé dua ra cac giai phap
khic phuc cac han ché va anh hudng cua vi trong lyc 1én con nguoi cling nhur cac

loai sinh vat.
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Chuong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU
1.1. Tong quan vé vi trong luc
1.1.1. Gidi thiéu chung vé vi trong luc

TAt ca cac sinh vat trén trai dat déu chiu tac dong cua trong lyc. Trong luc
cta trai dat ludn tac dong dén tat ca cac hoat dong vat li va sinh hoc trong toan bd
qué trinh tang trudng, phat trién cia moi sinh vat song. Trong luc dong vai trd quan
trong trong sudt qua trinh tién hoéa vé hinh dang cua sinh vat ké tir khi sinh vat di
chuyén tir duéi nuée 1én trén can. Ngay ca khi, trong mot khoang thoi gian trong
luc ciing anh hudng dén chon loc ty nhién bang cach gidi han kich thudc co thé
sinh vt trong khoang cho phép. Pé chéng lai tac dong cua trong luc, co thé song
can phai phat trién cic hé théng nhu cdu tric van dong, mang té bao tré nén bén
chéc, diéu hoa dong chay cua chat 1ong trong co thé. Tuy nhién, trong luc c6 thé
anh huéng mot cach sau siac hon dén ca hanh vi va ciu trac trong té bao [1, 2].

Trén Trai dat, cac diéu kién vi trong luc thuc sy ¢6 thé duoc tao ra do roi tu
do tir thap tha hodc bing cac chuyén bay parabol cia may bay. Tuy nhién, thoi gian
qua ngan dé thyc vat hoic té bao thé hién 16 rang thay doi trong ting trudng va phat
trién. Moi truong vi trong luc mo phong duoc tao ra trén Trai dat bang thiét bi
clinostat khong bi han ché vé thoi gian. Clinostat c6 thé quay cham hodc quay
nhanh v&i moét hodc hai truc véi van toe goc khong doi (2 vong/phit). Dbi voi nudi
cdy té bao huyén phu trong diéu kién vi trong luc bang cach sir dung clinostat, xoay
mot hop dung miu chira day chét long v6i van toc khong doi. Sau mét thoi gian
ngan, tbc d6 quay ciia cac hop dung mau dimng lai, cac hat lo ling trong hop phan
phéi ngau nhién theo vong tron nho.

Céac nghién ctru md phong vé diéu kién vi trong luc (microgravity) nhim
thay thé moi trudng khong trong luc trong khong gian (cac dy 4n nghién ctru vé sy
song trén khong gian), hay diéu kién siéu trong luc (hypergravity) (ly tim) xac dinh
duoc muc d§ anh hudng cua trong luc Ién céc qua trinh sinh hoc, cac hoat dong va
cac co ché trao doi chét ciia cac sinh vat. Tuy nhién, cac két qua ma chung ta co
dugc vé su tac dong cuia moi truong khong trong luc tir cac thi nghiém trong khong
gian con rat han ché, chi phi niy ciing rat tén kém. Vi thé, cac nha khoa hoc da
nghién ctru va thiét 1ap ra cac mo hinh nudi cdy té bao va cac sinh vat trong diéu
kién khong trong luc mo phong trén trai dit dit nham nghién ctru sau hon vé cac tac
dong ctua moi trudng vi trong luc 18n cac hoat dong séng cua sinh vat.

Hién nay, nhiéu trang thiét bi duoc thiét ké nhim mé phdng céc trang théi vi
trong luc khac nhau. Mot sb thiét bi duoc st dung phd bién co thé ké dén nhu thap
roi (drop tower), 2-D clinostat, budng quay (RWV), may dinh vi ngiu nhién (RPM)



hay 3-D clinosat,... Trong s6 d6, may dinh vi ngiu nhién hay 3-D clinostat 1 thiét
bi dugc sir dung pho bién dé danh gia kha nang tac dong ctia vi trong luc mo phong
1én céc té bao trong hang gio.

Thuat nglr “vi trong luc m6é phéng” (SMG: simulated microgravity) dugc ap
dung ddi véi cac thi nghiém, bao gdm céc thong sb tao ra su mé phong (kich thude,
hinh dang cac budng chtra mau, toc d6 quay hay duong kinh truc quay, ché do hoat
dong...). Hon nira, thudt ngr “vi trong luc” dugc st dung dbi voi cac diéu kién vi
trong luc thyc su trén tram khong gian qudc té (ISS: International Space Station) hay
cac chuyén bay parabol. D?)ng thoi, thudt nglr “vi trong luc” nay con dugc sir dung dé
chi cac mirc d6 g khac nhau, tir khoang 10° g cho t6i 1 g [3].

1.1.2. Cdc hé théng mé phéng diéu kién vi trong luwc

Nhiéu mé hinh thi nghiém dé nghién ctru dugc thiét lap va phat trién dé mo
phong diéu kién vi trong Iyc. Cac mo hinh duoc sir dung dé dénh gid muc do anh
hudng cia cua diéu kién khong trong luc 1én hé thdng sinh hoc cta sinh vt trén trai
dat. 3 hé théng mo phong phd bién dugc st dung la:

- Clinostat voi 1 truc hoac 2 truc (2-D, 3-D clinostats)

- Budng quay (RWV: Rotating wall vessel)

- Hé thdng may dinh vi tri ngau nhién (RPM: Random positioning machine)

H¢ théng Clinostat:

Tat ca cac dang clinostat déu c6 mot dang phd bién 1a miu chta trong hé
thong nam quay vudng goc véi truong trong luc dé can trd sy viéc nhan biét vector
gia toc trong truong ciia mot hé thong sinh hoc (Hinh 1.1). Clinostat v&i mot truc

quay duoc goi la 2-D clinostat (Hinh 1.2).

Gravity
a i b
© o I
o o -
—_—
1g Microgravity Clinorotation
Su l&ng dong Su phan bé déng nhat

Hinh 1.1. Nguyén 1y hoat dong cta hé thdng 2-D clinostat [4]

a: Cdc phan tir ldng dwéi trong luc 1g cia trdi dat; b: Trong diéu kién vi trong lic
thuee, cdc phan tir mdt qud trinh lang; c: O mét toc quay xdc dinh, khéng c6 sw
chuyén déng nao cia cdc phan tir lién quan dén vector trong liee, cdc phan tir ndy
chi chuyén dong quanh ban than ching, do dé cdc phdn tir nay dang nam trong

trang thai vi trong luc moé phong.
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Hinh 1.2. M6 hinh 2-D clinostat [5]

Trong khi d6 ¢ 3-D clinostat, c6 mdt truc thir hai duoc 1ap dat vuong géc voi
truc dau tién, van hanh véi mot toc do va su dinh hudng 6n dinh. Néu téc do va
huéng quay duoc thay d6i ngiu nhién trong qua trinh van hanh, thi hé thong mo
phong d6 duge goi 1a may dinh vi tri ngiu nhién. Nhiing clinostat dau tién c6 toc do
quay cham tr 1-10 vong/phut. Su quay cham nay c6 kha nang ngan can nhitng dap
ung tang trudng duogc kich hoat bdi trong luc [5, 6].

Khai niém vé clinostat quay nhanh (fast rotating clinostat) dugc sir dung voi
muc dich nghién ctu té bao [7], hay cac sinh vat nho va thyc vat, dugc Wolfgang
Briegleb giéi thidu vao nhitng nam 1950. Sy quay nhanh va 6n dinh cua hé thong s&
ngin can qua trinh lang ctia mau nghién ctru. Viéc quan sat su chuyén dong cua cac
phan tr ndm & ving lan can trong 6ng truc hay budng quay cho thiy cac phan tir
nay chiu mét lyc 1am ching di chuyén theo mot con dudng xoay vong. Pudng kinh
cac vong nay cang giam thi tc 4o quay cang ting, cudi cing chung s& tién téi mot
giai doan ma ¢ do cac chuyén dong dugc cam ung boi trong luc co thé duoc loai bo.
Do d6, mot té bao co thé quay quanh truc ctia n6 va dugc bao quanh bdi mot 16p
chat 16ng [8]. Tir nguyén 1y co ban nay, nhiéu hé thong clinostat duoc phat trién véi
nhiéu hé théng hd trg nhu hé thdng kinh hién vi quan sat (Clinostat Microscope), hé
théng hd tro do dong luc truc tuyén (Photomultiplier Clinostat), hé thong ¢ dinh
trong qué trinh quay (Pipette Clinostat), hé thong nghién ctru diéu kién ngap chim
(Submersed clinostat), hé thong nuéi té bao bam dinh... [9].

H¢ thong buéng quay (RWV):

Buodng quay hay hé thdng bioreactor quay (duoc phat trién bai NASA) dugc
thiét ké dé nuoi cy té bao [10] va cac sinh vat thiy sinh nhu trimg hay phoi ca [11,
12]. Cac d6i tuong duoc gitr trong dich nudi cdy, trong khi ching chuyén dong roi
lién tuc trong hé théng. Hé théng nudi cay ngap chim phd bién hién nay duoc thiét

ké boi Trung tam nghién ctru khong gian ctua Puc [13], hé théng nay duoc st dung
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dé nghién clru qua trinh phat trién cua cé trong trang thai vi trong lyc mo phong.
Hinh 1.3 mé ta cdu tric co ban cia mot budng quay theo nghién ciru ciia Becker va
Souza nam 2013 [14].

a. Co trong luc (1g) b. Vi trong luc (ug)
Hinh 1.3. Budng quay (RWV)
(NASA — http://www.nasa.gov/missions/science/f spacecells.html)
H¢ théng mdy dinh vi tri ngéu nhién (RPM):

C6 gia thiét cho rang chat luong cta viéc md phong vi trong luc ddi voi cac
mau 16n hon c6 thé dugc ting cudng bang viéc quay mau quanh hai tryc. Hé thong
nay duogc phat trién du tién ¢ Nhat Ban va Ha Lan [15]. Hé théng nay co hai truc
quay doc lap nhau. Trong trudng hop cé hai truc déu quay véi mét tée do va hudng
on dinh, chung dugc goi la clinostat 3-D. Néu ca hai truc dugc van hanh véi toc d6
va huéng ngiu nhién thi chung dugc goi 1a may dinh vi tri ngdu nhién (random
positioning machine-RPM) (Hinh 1.4) [16].

Khung
trong

150 mm

Khung
ngoai

Hinh 1.4. M4y dinh vi tri ngau nhién (RPM) [25]

Lac dau, viée st dung may dinh vi ngau nhién dé tao diéu kién vi trong luc
cho cac té bao dong vat c6 vl con bi han ché do céc té bao dong vat co va rat nhay
cam véi sy bién dong nhiét d6 vi thé chung can phai duoc nudi cdy trong cic ta
nudi ¢6 thé diéu chinh nhiét do. Sau d6, cac nha khoa hoc di dung moét cach tiép can

khac nham 1am giam bdt cac han ché nhu thu nho kich thude cta méy dinh vi ngiu
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nhién (kich thudc tdi da khoang 50 x 50 x 50 cm) gitip pht hop hon véi ti nudi ciy
té bao théng thuong [17].

H¢ thong mé phéng vi trong luc 3-D clinostat:

3-D clinostat 1a mot mo phéong vi trong luc dya trén nguyén tic vecto trong
luc trung binh. Trong lyc 1a mot vecto vi nd c6 do 16n va hudng. Trong qua trinh
chay thtr nghiém 3-D clinostat hai truc, vi tri mau c6 lién quan dén hudng vecto
trong luc Trai dat va khong ngimg thay d6i. Trong clinostat, mé phong vi trong luc
c6 dugc bang cach thay d6i dinh huéng ngiu nhién lién tuc dé vecto trong luc
tuong ddi. Vecto trong luc dugc tao ra bdi su két hop cua hai chuyén dong khac
nhau ¢6 thé mo phong két qua tuong duong vdi tdc dong cua trong luc thyuc su.
Trong lyc md phong trong clinostat phu thudc vao toc do va khoang cach ctia mau
dén tam quay. Nudi ciy té bao duoc dit trong mot mo-dun quay cua clinostat va
quay 2-3 vong/phut. Sau do, clinostat chay trong mdt khoang thoi gian xéc dinh (vai
gid dén vai ngdy). Cac miu nudi cdy duoc loai bo va thir nghiém cho cac dic tinh
nhu su phat trién cta té bao, kich thudc va hinh dang, sy phan b cua céc thy thé,
tinh toan ven cta té bao hoc hodc biéu hién gen.

3-D clinostat dugc phat trién boi Trung tdm Trong lyc/PUCRS, Brazil, c6 hai
truc quay (mdi truc dai 100mm), trong 6 bén mau co thé dugc gin vao timg truc va
thir nghiém cung luc. Toéc d6 quay cia ca hai tryc ¢d dinh & 1,6 vong/phit, twong
duong véi 0,00168 Gy/s (van tdc goc). 3-D clinostat dwoc cai san phan mém
SolidWorks. Phan bén trong ciia 3-D clinostat 1 c4u trtc hinh chit nhat 288 x 209
mm. Hai hop dyng miu lam bang nylon. Bén gia d& lam bang 6ng nhwya PVC
32mm, mdi gia d& déu c6 4 man hinh bao quanh tryc quay. Do dé, tim mau nudi
cdy té bao déu duoc tiép xtc voi mod phong vi trong luc cung luc. Cau tric bén
ngoai clinostat c6 hinh chit V 16n nguoc véi kich thude 383,5 x 220mm. Khoang
cach gitta tAm cta budng khuéch tan vi trong luc va tim cia tryc quay 1a 25,5mm
(Hinh 1.5).

” A ”
Chira miu Ciu tric mang

truc quay
Canh bao
vé may -
Canh bao
EXing cor J 3 L ) K vé may
chuyéndong ™ T~ w4 7 -

Chin miy =i ‘[m e

Hinh 1.5. Hé thong 3-D clinostat [26]
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Pdi voi cac chuyén dong quay, hai dong co DC 3,8 vong, 24V da duoc su
dung. Nhitng dong co nay két hop véi cac hé thdng banh ring. Pé cung cip mot
chuyén dong quay vong cta toan bd cau triic bén trong, mot hé théng vanh dai rong
roc dugc sir dung dé chuyén chuyén dong quay tir dong co duoc dit bén dudi cdu
trac bén ngoai. Pbi véi chuyén dong quay ctia mau, mot hé thong vanh dai rong roc
khac duogc sit dung véi ca hai truc quay duoc gan véi rong roc va sau do, thong qua
hai vanh dai, dugc quay bang cliing mdt rong roc trén truc dong co. 3-D clinostat str
dung ngudn cung cip ning luong ty chuyén d6i 12V, 1,5A. Pong co quay dugc két
ndi truc tiép v6i ngudn dién [18].

Hién nay hé thong nay dugc sir dung rong rii cho céac thi nghiém mé phong
vi trong lyc trén mat dat. Trong nghién ctru nay, hé théng 3-D clinostat dugc sir
dung dé mé phong vi trong luc trén mat dat (Hinh 1.6). Thiét bi nay duoc dit trong
t nudi cdy chira 5% CO, va nhiét 46 duoc diéu chinh 37°C dé tao diéu kién t6i uu
cho céc té bao tang sinh va phat trién binh thuong. Hé thong vai 2 truc quay doc lap
nhau, khi hoat dong s€ phan tan hudng vecto trong luc lién tuc lam mat tac dong

cua trong luc 1én mau.

Gravite

Hinh 1.6. Thiét bi 3-D clinostat Gravity Controller Gravite

(NASA — http://www.nasa.gov/missions/science/f spacecells.html)

Céc md hinh 2-D clinostat, 3-D clinostat hay RPM c¢6 thé mé phong diéu kién
vi trong luc rat tot cho viéc nghién ctu té bao dong vat & dang huyén phu [19]. Tuy
nhién mot s6 thong sd trong hé thong nay can dugc diéu chinh nhu sy hé thong két
ndi miu, gradient gia toc g... [20].

2-D clinostat 1a mo hinh mé phéng vi trong luc phi hop véi nudi cay té bao
huyén phu. Céac nghién ctru voi té bao huyén phu trong mé hinh RPM van dang
dugc nghién ciru. Nudi ciy té bao trong diéu kién 3-D c6 thé dugc thyc hién bang
mo hinh RPM hoic 3-D clinostat, ddy 1a nhitng mé hinh cung cdp nhiéu thong sb
cho nghién ctru trong linh vuc ky nghé mo.

1.1.3. Céc nghién ctvu vé vi trong lwc
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Nhiéu nghién ctu cua céc nha khoa hoc trén thé gidi da dugc thuc hi¢n va
déu cho théy murc d§ anh huong 1o rét cua diéu kién vi trong luc dén su tang sinh té
bao, sy phan bd chu ky té bao, cac qué trinh biét hoa té bao, bam dinh té bao,
apoptosis, todn ven b gen va sira chita ton thuong DNA cua cac té bao, mo ¢ dong
vat va nguoi.

Piéu kién vi trong luc (SMG) di lam thay d6i ti 1¢ tang sinh va tach roi té
bao phdi chudt (mES) [21]. Chic ning té bao mién dich ciing bi anh hudng nghiém
trong boi moi trudong SMG, didu nay cho thy cac con duong dan truyén tin hiéu té
bao trong cac té bao cua hé théng mién dich phu thudc vao su tdn tai cla trong luc.
Ngoai ra, sy phat trién ctia nguyén bao xuong bi giam, kha ning dugc kich hoat dé
phat trién bi thay doi ddng ké trong diéu kién vi trong luc [22]. Céc té bao tay
xuong ciing dugc nudi boi vi trong lyc md phong va cho thiy 1& sy thay doi hinh
thai té bao, qua trinh trao doi chat 1am ting cac phan ung oxy hod va 1am giam tbc
d6 tang sinh cta té bao [23].

Céc nghién ciru trén té bao gbc dudi diéu kién vi trong luc ngoai khong gian
va vi trong lyc md phong trén mat dat cling da chimg minh rang trong luc yéu t6 vi
trong lyc anh huéng manh dén mor-phology, ting sinh, phan biét va truyén tin hiéu
trong céac té bao [24]. Pdng thoi, vi trong luc giy ra thay doi hinh thai té bao va
thay doi vi ong, thiic ddy phan tmg apoptotic thong qua diéu ché két hop cac phan
ung apoptosis & cac con duong Uevl A/TICAM/TRAF/NF B va p53/PCNA- va
ATM/ATR Chkl cua té bao [25]. Vi trong lyc pha v& cic qua trinh tring hop va
khir polymer ciia cac polymer cytoskeleton chinh, do ¢ anh hudng tryc tiép dén sy
truyén tin hi¢u, tong hop va bai tiét cac cytokine va biéu hién gen, cudi cliing cé thé
dan dén qua trinh apoptosis [26]. Ngoai ra, trén céac té bao than kinh dém, vi trong
luc mo phong ciling anh hudng dén kha ning sdng cua té bao va giam su biéu hién
cac gene Bcl-2 va Bax trong trong qua trinh apoptosis [27].

Céc té bao gan chudt khi duoc nudi cay trong diéu kién SMG ciing da lam
thay ddi su trao do6i chit cia Loureirin B va sy biéu hién cua Cytochrome P450
chinh [28]. Ngoai ra vi trong luc con gay ra rdi loan diéu hoa lipid trong gan chudt
[29].

O Viét Nam ciing da c6 cac nghién ctru vé su anh hudng ciia méi truong vi
trong lwc mo phong (SMG) 3-D clinostat dén kha ning tang sinh, chu ky té bao, qua
trinh apoptosis, bo khung xuwong té bao ctia cac loai té bao dong vat va ngudi. Trong
diéu kién SMG da lam giam dién tich té bao nguyén bao s¢i phdi chudt (MEFs);
Cuong d6 hat nhan cia MEFs biéu hién cao hon; ti 18 té bao MEFs & pha GO/G1
giam, ti 18 té bao pha S va pha G2/M lai tang; giam duong kinh cta cac bé soi Actin



11

ctia MEFs [30]. Bdi voi té bao hat cta budng tring ¢ lon (pGC), diéu kién SMG da
lam trc ché kha ning ting sinh cua té bao; giam mat do té bao; ti 18 té bao pGC ting
1én trong pha GO/G1 va giam trong pha S va G2/M; giam su biéu hién phién ma va
dich ma & cac gene cyclin D1, cdk4 va cdk6 diéu hoa chu ky té bao pGC [31].
Ngoai ra, dudi tac dong cua vi trong luc mo6 phdng ciling lam giam kha nang tang
sinh cua té bao gdc trung mo day rén ngudi (hucMSCs); ti 16 té bao hucMSC trong
pha GO/G1 ting cao; giam biéu hién gene va céc protein cyclin Al va A2, cdk4 va
cdk6 diéu hoa chu ky té bao; cuong do hat nhan cua cac té bao hucMSC giam thép
hon; giam biéu hién ciia cic gene P-actin va a-tubulin tham gia hinh thanh cu triic
khung xuwong cia té bao va di tao ra sy sap xép lai cac vi dng va vi soi trong té bao
hucMSC [32].

1.2. Gi6i thiéu chung vé gan

1.2.1. Céu tricc ciia gan

Gan 13 mot co quan ctia cac dong vat c6 xuong séng. Co quan ndy trong co
thé ¢6 vai trd quan trong trong qua trinh chuyén hod cac chat va mot sd chirc ning
khac nhu dy trit glycogen, tong hop protein huyét twong va thai doc. Gan 1a co quan
16n nhét cla co thé ngudi, gan san xuét dich mat, mét dich thé quan trong trong qua
trinh tiéu hoa, 1am ting kha niang hoa tan m&. Nhiém vu quan trong nhét cta gan 1a
giam va loai bo chat doc co trong mau. Gan vira 1a tuyén ngoai tiét vira 13 tuyén noi
tiét kiéu ludi. Gan 1a mot trong nhirng ndi tang cua co thé c6 kha nang tai tao lai
luong nhu mé bi mét [33].

Gan nhan mot nguén cung cép mau kép tir ddng mach gan va tinh mach ctra,
20% luu luong mau giau oxy tir dong mach gan va 80% mau giau chat dinh dudng
tur tinh mach ctra (hinh 1.7).

V& ciu tric giai phau, gan co thé dugc chia thanh 1 sb tiéu thuy c6 kich
thudc va sb luong thay ddi theo cac loai. O gan ngudi duoc chia lam 4 thuy. Nhin
tir mit truée, ddy chang kiém cua gan chia gan thanh 2 phan: Thuy gan phai va thuy
gan trai.

Phan 16n cac té bao trong gan 1a té bao gan, chiém hai phan ba khéi lugng
ctia gan. Cac té bao con lai 13 té bao Kupffer, t& bao sao, té bao ndi mo, té bao mach
mau, té bao 6ng mat va cac ciu tric hd trg. Té bao gan c6 2 cuc khac nhau. Mot cuc
ctia té bao gan 16t khoang Disse va mot cuc tao thanh mang cua tiéu quan mat, qua

d6 cac thanh phan ctia mat dugc tiét ra (hinh 1.8).
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Hinh 1.8. Céc loai té bao trong mo gan [34]

1.2.2. Churc ndng ciia gan

Gan thyc hién nhiéu chirc ning quan trong khic nhau trong can bang ndi mé
va sttc khoe. Cac chirc ning nay bao gém tong hop hau hét cac protein can thiét
trong huyét thanh (albumin, protein van chuyén, cic yéu té dong mau, yéu tb kich
thich tang trudong va ndi tiét t0), san xuat va tiét mat cling nhu cac chit van chuyén
mat (acid mat, cholesterol, lecithin, phospholipid), diéu hoa cac chat dinh dudng
(glucose, glycogen, chit béo, cholesterol, acid amin), chuyén hoa va két hop cac
hop chét tan trong m& (bilirubin, anion, cation, thuéc) sau do tiét qua mat va nudc
tiéu. Mot s6 xét nghiém thudng duoc sir dung dé danh gia cac chirc ning nay nhu
ndng do bilirubin huyét thanh (xét nghiém phan anh sy két hop va tiét & gan), nong
d6 albumin huyét thanh va prothrombin time phan anh chtrc ning tong hop protein.

Chite ndng tao mdt: Gan c6 kha nang bai tiét 1 lit mat/ngay, dich mat c6 kha

nang nhil tuong hoa lipid, gitp co thé hap thu dugc cac vitamin tan trong dau. Mat
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duogc cac té bao gan tiét ra, qua dng din, xudng tai mat, dy trit va c¢b dic o thi mat,
sau d6 dugc bom xudng ta trang trong qua trinh tiéu hoa.

Chike ning chuyén héa glucid: Chuyén hoa glycogen khi co thé can. Hai qua
trinh chuyén hoa gém: Téng hop glycogen tir glucose méau hodc phéan ly glycogen
thanh glucose khi co thé can.

Chite ndng chuyén héa lipid: Mudi mat dugc san xuat duy nhat ¢ gan, nhi
tuong hoa lipid va chuyén hoa lipid. Gan 1a noi tong hop lipid, mic du khong nhiéu
nhu & mé mé, cac lipoprotein va cac acid béo ty do dugc tong hop va dua vao mau.
Phospholipide duoc tong hop chu yéu & gan, dong thoi qué trinh nay chuyén hoa
lipid ra khoi gan, tranh @ dong lipid trong gan. Gan 14 co quan duy nhat tong hop
cac enzyme gip chuyén hoa cholesterol va tong hop cholesterol tir Acetyl- CoA va
este hoa cholesterol. Lugng cholesterol este hoa trong co thé chiém 60-70% tong
luong cholesterol trong méau. Néu gan bi ton thuong thi luong cholesterol este hoa
giam va ty 1é cholesterol este/cholesterol toan phan cling giam.

Chite néng chuyén héa protid: Gan tong hop cac enzyme AST (Aspartate
transaminase: GOT) va ALT (Alanine transaminase: GPT) giup chuyén hoa cic
acid amin. Qu4 trinh nay xay ra rat manh do gan chtra nhiéu acid glutamic va cac
enzym trao d6i amin. Khi gan bi nhiém bénh hodc bi tén thuong, cac enzym
transaminase tang cao, mic do co thé gip hang trim lan ham lugng binh thuong,
nhat 1a chi s6 ALT. Gan con 14 noi tong hop protein cho gan va di vao huyét twong
mau nhu albumin, globulin, fibrinogen, ferritin, prothrombin... cung cdp cho co
thé.

Chure nang khw doc: Céac chit doc trong co thé duoc tao ra tir hai nguén khac
nhau, noi sinh va ngoai sinh. Qu4 trinh chuyén hoéa tao cac san pham nhu H,O,,
bilirubin, NHy... 1a con dudong ndi sinh. Con ngoai sinh 1a cac san phém do an uéng,
khong khi, hoi tho, va thim thau qua da nhu ruou bia, thude 14, 6 nhiém khong khi,
duoc phém, my phém... Céac chat doc nay phﬁn 16n dugce dua vé gan dé khu doc,
gan s¢& ¢ dinh, thai trir va chuyén hoa khir doc hoa hoc [34].

1.2.3. Té bao gan Chang (CCL-13)

Dong té bao dugc goi 1a té bao “Chang liver” hay con goi 1a té bao gan
Chang bét nguén tlr sinh thiét cia mot bénh nhan trong mot cudc ph?lu thuat mé
bung tham do vao dau nhitng ndm 1950. Thong tin vé bénh nhan cung cip dong té
bao gan Chang duoc 1ay thi rat it: Theo Dr. Chang “Vi muc tiéu chi don thuan la
thu dugce du s lugng té bao hd tro su phat trién ctia mot sd loai virus dang duogc
nghién ctru, nén khong cé nd lyc nao duoc thuc hién dé ghi lai gidi tinh, ching tdc,

tudi tac va chan doan y t€ cua nguoi hién taing mo”.
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Dong té bao “Chang Liver” da duoc giri tai ATCC (American Type Culture
Collection) vao thang 12 nam 1962 (danh muc ATCC® # CCL-13™). “Chang
Liver” da duoc ky giri dé phan phéi cho cac nha khoa hoc khéac, nhitng ngudi dang
nghién ctru riéng cia ho, dang cadn moét mo hinh in vitro “gan binh thuong” bat tu,
mot loai hang hoa rat hiém trong nhitng nim dau tién khi cac k¥ thuat nudi cay té
bao dang duoc phat minh va thuc hién [35]. Dong té bao gan Chang c6 dic diém
nhu té bao gan binh thuong.

Trong nhitng nim gan day, dong té bao gan Chang (CCL-13 cua ATCC:
American Type Culture Collection) da dugc su dung rong rai nhu mdt mé hinh té
bao gan binh thudng cia con ngudi trong nhiéu nghién ctru in vitro khac nhau,
ATCC tiép tuc ban té bao “gan Chang” theo sé danh muc ban dau (hinh 1.9) [18].
Mét ngay sau nudi cay (x10) Trudc khi déng lanh (x10)

Hinh 1.9. Té bao gan Chang (JCRB9066: Changliver (08242001)
(https://cellbank.nibiohn.go.jp/legacy/pictures/clp04574.1pg)

Vi¢e str dung céc té bao gan nguyén phat trong nghién ctru c6 thé gap van dé
do tinh sin c6 khong thé doan trudc, ngudn cung han ché va kha ning tu d6i mdi,
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tinh bién doi phu thudc vao nguoi hién ting va d6 nhay cam chung cta chung trong
qua trinh phan 14p va nudi ciy thudng doi hoi cac chat dinh dudng bd sung, doi khi
tén kém, khong cé trong mdi trudong cd dién [36]. Hon nita, sy mong manh va toc
dd tang trudng cham cua chung han ché viéc van chuyén hi€u qua cac axit nucleic
ngoai lai, do d6 can tré tng dung cta chung trong cic nghién ciru vé chirc ning gen
va protein. Trong khi d0, té bio gan Chang phat trién lién tuc c6 tim quan trong co
ban dbi voi cac nghién ciru vé sinh hoc virus viém gan, sy hap thu va chuyén héa
thudc & gan, nghién ctru doc tinh va diéu tra chirc ning té bao gan [37, 38]. Pong
thoi, trong nghién ctiru vé& gan, cac dong té bao bat tir dong mot vai tro quan trong
trong nghién ctru cac qua trinh sinh 1y va bénh Iy n6i chung [39].

1.3. Su sinh truéng té bao

1.3.1. Sw ting sinh ciia té bao

Té bao 1a mét don vi co sé cla su séng va co thé phan chia mot cach doc lap.
Mdi té bao 1a mot hé thong mé, c¢6 kha ning trao ddi chat va chuyén hoa cac chat
nham tong hop ning lugng sir dung ché cac hoat dong séng. Céc té bao c6 kha ning
thuc hién cac chirc nang chuyén biét va sinh san ra cac thé hé té bao méi. Trong qué
trinh sinh san, phan chia té bao, hang loat cic qua trinh sinh ho4 noi bao dién ra,
muc dich nham duy tri sy tdn tai va sinh truong, phat trién cta sinh vAt. Qua trinh
sinh truong cia té bao dién ra nho vao su 16n 1én va phan chia khong nging cia céc
té bao trong co thé sdng, con goi la sy phat trién va tang sinh ctia té bao [40].

1.3.2. Chu ky phén chia té bao

Trong doi séng cia tat ca sinh vat, sinh san va bao dam tinh 6n dinh di
truyén viia giong loai 1a mot dic trung quan trong dé kéo dai sy sdng. vét chét di
truyén dugc truyén tir doi nay sang doi khac. Trong qua trinh ndy, sy phan tach té
bao 1a diéu kién tién dé ctia moi hoat dong doi séng.

Khai ni¢m chu ky té bao:

Chu ky té bao, hay chu ky phan chia té bao, 1a chudi cac su kién dién ra trong
mot t€ bao khién né phan chia thanh hai té bao con. Nhimng su kién ndy bao gdm su
tur sao chép DNA va mét s6 bao quan, sau d6 1a phan ving té bao chét va cac thanh
phan khac thanh hai té bao con trong mdt qua trinh goi 14 phan chia té bao hay phan
bao [41].

Qua4 trinh phan chia t& bio gdm phan bao nguyén nhiém (nguyén phan) va
phan bao gidm nhiém (gidm phan).

- Giam phan: 1a qué trinh phan bao xay ra & cac té bao sinh dyc nhu té bao
trimg va té bao tinh tring.
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- Nguyén phan: 12 qua trinh phin bao xay ra & cac té bao sinh dudng, tao ra
hai té bao méi giéng hét nhau va giéng nhu té bao ban dau. Qua trinh nay tham gia
vao su ting trudng va phat trién cua co thé sinh vat, dong thoi thay thé cac té bao
gia bi chét, bénh 1y hoic cac té bao bi 1do hoa. Pic diém cua qua trinh nguyén phan
1a bién d6i hinh thai nhiém sac thé trong chu ky té bao. Qua trinh nguyén phan bao
gom 4 ky: ky dau, ky gitra, ky sau va ky cudi. Nhiém sic thé (NST) cua té bao c6
nhirng bién d6i vé hinh thai khac nhau qua cac ky phéan chia cta chu ky té bao.

Cdc giai doan trong chu ky té bao:

Chu ky té bao nhan chuin bao gém bén giai doan riéng biét: pha G1, pha S
(tong hop), pha G2 va pha M (bao gdm nguyén phan va phan bao) (hinh 1.10).

Pha M: gom hai qua trinh 1a nguyén phan va giam phan. Trong d6, nhan cua
té bao phan chia va cytokinesis, trong do té bao chat cua té bao phan chia tao thanh
hai té bao con. Qua trinh phén chia té bao chi chiém khoang 5% vong doi ctia mdi
té bao, 95% con lai 1a giai doan trung gian (interphase), bao gdm céac pha G1, pha S
va pha G2. Ngoai ra, mot sd té bao dic thu s& di vao trang thai khong hoat dong
dugc goi 1a pha GO, & d6 cac té bao s& nglng phan chia tam thoi hodc vinh vién
[41].

Nhi&m sic thé dugc
nhéin d6i va sira sai

/' M3i té bao ,
dugc phan )
chia 46NST  /

NST dugc phén chia
khi t& bao phan chia

J - Giai doan nghi ctia
- chu ky té bao

Hinh 1.10. Chu ky té bao (https.//ditruyenhoc.com)

(1). Giai doan trung gian:

Giai doan trung gian (interphase) mot chudi cac thay d6i dién ra trong mot té
bao méi dugc hinh thanh va nhan ctia né trude khi nd c6 kha nang phan chia tro lai.
Pay ciing duoc goi 1a giai doan chudn bi hodc giai doan truéc nguyén phan
(intermitosis). Thong thuong giai doan trung gian kéo dai khoang 95% tong thoi
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gian can thiét cho chu ky té bao va chia thanh ba qua trinh nho, goi 1a cac pha G,
pha S va pha G2.

Pha G1 dugc biét dén nhu 13 giai doan ting truéng dau tién hay khoang nghi
sau nguyén phan cua té bao. Pay 1a pha dau tién cta giai doan trung gian, kéo dai tir
cubi pha M truéc d6 cho dén khi bat dau tong hgp DNA. Pha G1 ciing duoc goi 1a
giai doan ting trudng. Trong giai doan nay, cac hoat dong sinh tong hop ciia té bao
duogc tang tdc sau khi bi cham lai dang ké trong pha M. Trong giai doan nay, té bao
ting cung cap protein, ting sd luong bao quan (nhu ty thé, ribosome) va ting kich
thudce. Trong pha G1, té bao c6 ba lua chon: tiép tuc chu ky té bao va di vao pha S,
ngung chu ky té bao va di vao pha GO dé bét dau qué trinh biét hda, hodc dung lai &
pha G1 va c6 thé di vao GO hodc bat dau chu ky té bao sau d6. Dé chuyén sang pha
S, té bao phai di qua mot diém kiém tra (checkpoint). Piém kiém tra nay con duoc
goi la diém han ché hay diém bat dau, va duoc diéu hoa bai cac protein G1/S
cyclins. Thong tin truyén qua diém kiém tra G1 s& thuc ddy té bao phan chia [42].

Qua trinh tong hgp DNA cuia té bao dugc dién ra ¢ pha S. Khi qua trinh nay
hoan thanh, NST dugc sao chép va lugng DNA trong té bao dugc nhan doi, mic du
s0 lugng nhiém sac thé khong thay doi. Tuy nhién, trong giaia doan nay kha ning
phién ma RNA va tong hop protein rat thip trong giai doan niy, ngoai trir sin xuat
protein histone cht yéu xay ra trong pha S [43, 44].

Pha G2 xay ra sau khi sao chép DNA va 1a giai doan tong hop protein va
tang truong té bao nhanh chéng dé chuan bi cho nguyén phan. Trong giai doan nay,
cac vi 6ng bat dau to chirc lai dé tao thanh thoi vo sic. Trudc khi tién hanh giai
doan phan bao, cac té bao phai duoc kiém tra tai diém kiém tra G2 xem c6 bat ky
t6n thuong DNA ndo trong nhiém sic thé hay khong. Diém kiém tra G2 chu yéu
dugc didu chinh boi protein khdi u p53. Néu DNA bi hong, p53 sé sira chira DNA
hoic kich hoat qué trinh ty hily cua té bao (apoptosis). Néu p53 bi réi loan chirc
ning hodc bi dot bién, cac té bao cd DNA bi hong c6 thé tiép tuc qua chu ky té bao,
dan dén sy phat trién cua ung thu [41].

(2). Nguyén phdn va phdn bao:

Budc vao qué trinh nguyén phan, mot té bao phan chia cac NST trong nhan
thanh hai NST giéng hét nhau [45]. Trong qua trinh nguyén phan, cic cip NST
ngung tu va gan vao cac thoi vo sic. Nhimg thoi vo sic nay kéo cac NST chi em
sang cac mit d6i dién cua té bao [46]. Qua trinh phan chia hat nhan dién ra trong
pha M tuong doi ngén nhung kha phirc tap va duoc quy dinh chit ch&. Cac chudi sy
kién dién ra trong qua trinh nay duoc chia 1am nim giai doan nho va xay ra tuan tu:
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prophase (ki ddu), prometaphase (ki trudc giita), metaphase (ki giita), anaphase (ki
sau), telophase (ki cubi).

Quaé trinh phan bao xdy ra ngay sau qud trinh nguyén phan. Qua trinh nay
bao gém phan chia nhan, té bao chét, phan chia cic bao quan va mang té bao thanh
hai t& bao chira cac phan gan bang nhau. Nguyén phan va phan bao cung nhau xac
dinh sy phan chia té bao me thanh hai té bao con, gidng hét nhau vé mat di truyén
va voi té bao b me. Qua trinh nay chiém khoang 10% thoi lugng chu ky té bao.

(3). Pha nghi (G0)

Pha GO la giai doan nghi trong d6 té bao di roi khoi chu ky va da nging
phan chia. Chu ky té bao bat dau voi giai doan niy. Cac té bao khong ting sinh
(khong phan chia) trong sinh vat nhan thyc da bao thuong di vao trang thai GO
khong hoat dong tir G1 va co thé van hoat dong trong thoi gian dai, c6 thé 1a vo thoi
han (thudng 13 trudng hop d6i véi té bao than kinh). Piu nay rat pho bién dbi véi
cac té bao dugc phan biét hoan toan. Mdt s6 té bao bude vao giai doan GO ban vinh
vién va duoc coi 1a sau giam phan, vi du, mot s6 té bao gan, than va da day. Nhiéu
té bao khong nhap GO va tiép tuc phan chia trong subt cude doi cta sinh vat, vi du,
cac té bao biéu mo.

Tur "hau phan bao" do6i khi dugc sir dung dé chi ca té bao khong hoat dong va
té bao. Lao hoa té bao xay ra dé dap ing voi ton thuong DNA va cing thang bén
ngoai va thudng tao thanh mot vu bat gitr trong G1. Lo hoa té bao c6 thé 1am cho
con chau cua té bao khong thé séng duoc; n6 thuong 1a mot sy thay thé sinh hoéa
cho su ty hity ctia mot té bao bi hu hong nhu vay bai apoptosis.

Diéu hoa chu ky té bao:

Té bao binh thuong phu thudc vao kich thich ngoai bao (yéu t6 phan chia
hodc nhan t6 ting trudng) dé dua té bao ra khoi pha GO vao G1 sém. Té bao dap
ung voi kich thich bén ngoai, tuong tac thong qua hoat dong phosphoryl hoa thac
dd ndi bao, boi su tang diéu hoa biéu hién cua kinase phu thudc cyclin (CDK). Chu
ky té bao bj thuc day boi mot loat cac protein kinase, phic hop CDK véi cyclin
tuong ung, 1an lugt duge phosphoryl hoa hoat boi kinase. Cyclin 1 don vi diéu hoa
va CDK la thanh phan xuc tac. Cyclin lién két véi CDK thuc hién chic ning subt
cac giai doan khac nhau trong chu ky té bao. Dé dap tmg véi cac tin hiéu ting
truong hodc phan chia, té bao ra khoi pha GO va qua pha G1. Khi khong c6 tin hiéu
phan bao, t& bao co thé trai qua qué trinh biét hoa, apoptosis, hodc di vao lai pha
GO. Chu ky bat dau ¢ G1 voéi sy ting biéu hién cta cyclin D (D1, D2, D3). Cyclin D
lién két voi CDK4 va CDK6, sy hinh thanh phtic hop cyclin / CDK din dén qua
trinh phosphoryl hoa va hoat hoa cac CDK. Sau d6, caic CDK duogc kich hoat sé&
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phosphoryl hoa protein retinoblastoma (RB). Protein RB ¢6 vai trd quan trong trong
viéc diéu hoa sy tién trién ciia G1 thong qua diém gidi han - trong trudng hop bi ton
thuwong DNA, chu ky té bao co thé bi hodn hodc bi chin dirmg hoan toan.

- Cyclin-CDKs trong diéu hoa chu ky té bao:

Trong mo hinh diéu hoa chu ky té bao hién tai, chirc ning chinh cua phirc
hop Cyclin D-CDK4 va Cyclin-CDK6 1a phosphoryl hoa va bat hoat protein pocket,
bang cach d6 cho phép phién ma cic gene can thiét cho tién trinh chu ky té bao.
Phitrc hop Cyclin D-CDK4 phosphoryl héa SMAD3, tc ché tic dung khang ting
sinh thong qua tin hi¢u TGF-B. Phtc hgp Cyclin D-CDK4 va Cyclin-CDK6 hoat
hoa nhan t6 phién ma FOXMI diéu hoa biéu hién nhiéu chét diéu hoa chu ky té bao
khac nhau, bao gdm cac protein chi phdi chuyén dich pha G2-M [47]. Cyclin E va
Cyclin A c6 lién quan dén thuc ddy phién ma thong qua qua trinh phosphoryl hoa
phu thuoc CDK ctuia mot sb6 nhan tb lién két DNA, bao gém SMAD3 va FOXMI,
chat tc ché DNA binding 2 (ID2), nhan t6 UBF va nhan t6 phién mi nhan Y
(NFY). Phtic hop Cyclin A/E-CDK?2 phosphoryl héa nhéan té phién ma MYC va B-
MYC, bang cach d6 ting cudng kha ning ctia nhitng protein nay dé hoat hoa gene
muc tiéu trong sudt chu ky té bao. Trong khbi u biéu hién qua mirc MYC, hoat dong
ctia CDK2 duong nhu 1a can thiét dé ngan chan 130 hoa té bao va cho phép su bat tir
hoa ¢ té bao ung thu [48].
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Hinh 1.11. Vai trd ctia Cyclin va CDK trong chu ky té bao [49]
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Su hinh thanh phtrc hgp Cyclin D-CDK4/6 trong dap trng vai kich thich phan
bao 1a diém khoi dau trong chu ky té bao. Phirc hop nay phosphoryl héa va bat hoat
pRb, bang cach nay giai phong su trc ché ciia nd voi cac nhan té phién ma E2F. E2F
kich thich sy biéu hién cta nhiéu gene trong chu ky té bao.

Chtre ning phién ma truc tiép cia CDK6. Chire ning chinh cia CDK6 van 1a
hinh thanh phirc hop diéu hoa phién mi véi Cyclin D va CDK4, mét s6 nghién ciru
khéc da chi ra vai tro khong phu thudc kinase cia CDK6. CDK6 tuong tac vat ly va
tc ché hoat dong phién ma cia RUNXI trong kiéu hoat dong doc lap kinase va
bang cach d6 ngan chin qua trinh biét hoa. Khéng nhu CDK4, CDK6 hoat hoa JUN
va STAT3 cam tng phién md CDKN2a (m3 hoa chit tc ché CDK4/6 p16™5*) va
nhan t6 ting trudng ndi mé mach mau VEGFa. Trong khi anh huéng cia CDK6 1én
biéu hién p16™"* can sy hién dién cua Cyclin D, thi CDK6 tic dong 1én su biéu
hién cia VEGFa khong phu thudc vao Cyclin D. Mic du Cyclin D ciing gop phan
vao phién ma gene VEGFa, ca CKD6 va Cyclin D déu diéu hoa qua trinh hinh
thanh mach théng qua nhiing con dudng khac nhau. Quan st thay rang CDK6 diéu
hoa tang chit e ché ciia nd 1a p16™** chimng t6 da c6 mot vong phan hdi am tinh,
theo d6 CDK6 bao vé té bao khoi ting sinh mat kiém soat bang cach kich hoat biéu
hién qua miac CDK6 [50].

Cyclin A c6 thé kich hoat hai CDK khac nhau va hoat dong trong ca pha S va
nguyén phan. Sy ting biéu hién cua cyclin A xay ra ¢ giai doan chuyén tiép G1 /S
va duy tri qua pha S. Véi sy lién két cua cyclin A v6i CDK2, qua trinh tong hop
DNA duoc tién hanh. Trong giai doan sau ctia S, cyclin A lién két véi CDK1. Mot
checkpoint trong G2 phan tng véi sy pha hity DNA hodc su tong hgp DNA khong
hoan chinh: tri hodn qué trinh nguyén phan dé sira chira DNA hoic hity bo chu ky.
Cyclin A va B ting tao phirc hop véi CDK1 thic ddy té bao qua nguyén phan [51].

- p53/p21 trong diéu hoa chu ky té bao:

Tinh toan ven cta bd gene té bao duoc theo doi boi nhan t6 phién ma p53.
Khi xuit hién ton thuong trong hé thong di truyén, p53 lam gian doan chu ky té bao
cho phép té bao co thoi gian kich hoat cac con duong chinh sita DNA, dugc hoan
thanh khi phosphoryl héa Rb trc ché p53. Trong diéu kién binh thuong, khi té bao
nhan d6i muc p53 trong t& bao thuong thap hodc khong phat hién, giup cho qua
trinh phan chia té bao c6 thé tiép tuc ma khong bi can tré. P53 duoc diéu hoa am
tinh boi protein MDM2 (murine double-minute 2), va MDM2 ciing bi diéu hoa boi
p53. MDM2 ¢6 hai chirc ning: binh thuong MDM2 diéu hoa giam p53, MDM2
bam 1én p53 va lam giam hoat tinh ciia n6, dem p53 tir nhan ra ngoai té bao chét,

sau d6 dugc ubiquitin va phan giai. Khi xuat hién ton thuong DNA, p53 bam lén
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vung trinh tu ddc hiéu trén DNA, cam tmg sinh tong hop p53. p53 sau d6 kich hoat
protein, dong thoi giam kha ning lién két va bat hoat béi MDM?2 lam kéo dai gip
d6i thoi gian ban huy cua p53. Két qua hoat tinh ctia p53 ting 1én nhiéu 1an (hinh
1.12).

p53 kiém soat hoat dong chu ky té bao théng qua sy ting diéu hoa phién ma
ctia chét trc ché CDK (CKI) p21, mét chét e ché hoat dong ctia CDK4, CDK6 va
CDK2. Uc ché hoat tinh kinase ngin phosphoryl hoa Rb, do d6 té bao duy tri G1
cho phép té bao c6 thoi gian sira chita DNA. Khi t6n thuong DNA vuot qua kha
nang chinh stra cta té bao, lic ndy p53 kich hoat té bao chét theo chuong trinh bang

cach cam ng bicu hién cac gene ti€n apoptosis.

Phién mi gene d

Hinh 1.12. p53/p21 trong diéu hoa chu ky té bao [51]
Hai ho protein {rc ché CDK lién quan dén diéu hoa chu ky té bao 1a Cip/kip

cam ung chit e ché p21 va p27, hoat dong tai mot s6 vi tri trong chu ky té bao,
muc tiéu vao CDK4, CDK6 va CDK2. Ho tht hai bao gom céac gene INK4 ma hoa
hai viung phién mi riéng biét 1a pl6™ " va p19*%. p16™* wc ché dic hiéu
CDK4/6 trong khi p19**" bam 1én MDM2 va ngin né phan giai p53. Trong dap tng
diéu hoa ting cua p53, p21 ting theo bai CDK4/6 bi tic ché. Con dudng phosphoryl
hoa Rb bi trc ché va do d6 duy tri té bao 6 G1 [51].
1.3.3. Vi trong lwc va sw ting sinh ciia té bao

Sy song trén Trai Pat cta ching ta di ton tai cach ddy hang ty nim va sy
sdng van ton tai cho dén ngay nay trong sy anh huong khong ngimg cia trong luc.
Vi viy, con nguoi da dat ra cau hoi li¢u ¢ trong trang thai khong trong luc hodc vi

trong luc c¢6 anh huong dén qué trinh phét trién cling nhu cac co ché trong hoat



22

dong song cua cac sinh vat trén Trai Dat hay khong. Cac nha khoa hoc da thuc hién
nhiéu chuyén bay di vao khong gian mang theo mé hinh dong vat ciing nhu cac loai
té bao dé tra 101 cho cau hoi nay [52]. Tuy nhién, do han ché vé mit chi phi va thoi
gian nén cac nghién ciru vé tac dong ctia vi trong luc 1én co thé va té bao dong vat
trong khong gian van con gip nhiéu giéi han. Pidu nay da thuc day sy phat trién
clia cac cong cu gifip mo phong tinh trang vi trong lyc ngay trén mat dat.

Mot s6 thiét bi mo phong vi trong luc duoc st dung phd bién hién nay co thé
ké dén nhu thap roi (drop tower), 2-D clinostat, budng quay (RWV), may dinh vi
ngau nhién (RPM) hay 3-D clinosat,... Trong s6 d6, may dinh vi ngiu nhién hay 3-
D clinostat 14 thiét bi dugc sir dung phd bién dé danh gia tac dong cua vi trong luc
mo phong 1én cac té bao trong hang gid [53].

Té bao sinh vat can phan chia dé phét trién. Sy phan chia té bao 1a can thiét
cho su ting sinh té bao. Vi trong luc mé phong c6 thé anh huong dén sy tang sinh té
bao theo nhimg cach khac nhau, tiy thudc vao cac hé thong mé phong duoc st
dung va dong té bao. Co mot s6 nghién ciru trén thé gidi da danh gia duoc muc do
anh huong cua vi trong lyc 1én sy ting sinh ctia cac té bao dong vat nhu nhimng thay
doi trong su biéu hién gen, su chét theo chuong trinh, hinh thai va chu ky té bao
[54].

Chu ky té bao 1a chudi sy kién dién ra trong vong doi cua té bao bao gdm
qué trinh phat trién va phan chia ciia chung. Té bao danh phan 16n thoi gian cho giai
doan trung gian (interphase), & d6 chung 16n 1én, nhan d6i nhiém sac thé dé chuan
bi cho qua trinh phan chia. Té bao sau d6 di vao qué trinh nguyén phan dé phan chia
thanh hai t& bao con. Cac té bao con nay lai tiép tuc budc vao giai doan trung gian
va bat dau chu ky ctia chiing [55]. Cyclins va CDKs (Cyclin-Dependent kinases) 1a
hai nhoém phan tr dong vai trd chinh trong viéc diéu hoa chu ky té bao [56]. Cyclin
1a nhiing protein mang chtrc ning diéu hoa, trong khi 6 CDK 14 nhiing ezyme xtc
tac. Trong cac giai doan cua chu ky té bao, Cyclins kich hoat CDKs tao ra phan tng
phosphoryl hoa nham kich hoat hodc bat hoat cac protein muc tiéu dé diéu phéi dién
tién cua chu ky té bao [57].

Gan 1a mét trong nhiing co quan co6 kich thude 16n ¢ nguoi. Gan c6 chiic
ning quan trong trong cic qué trinh chuyén héa carbohydrate, protein va lipid. Té
bao gan chiém khoang 80% thé tich gan [58]. Cho dén nay di c6 rat nhiéu cc cong
trinh nghién ctru vé cac hoat dong va chirc ning cia té bao gan. Hau hét cac nghién
ctru thuong dugc thuc hién trén té bao gan Chang, 1a dong té bao di duoc thuong
mai hod va da dugc nghién ctru cho théy c6 cac dic diém sinh hoc va chirc nang
tuong ty nhu cac té bao gan binh thuong [59]. Tuy nhién, Cac nghién vé tic dong
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ctia vi trong lyc mod phong 1én cia té bao gan ngudi dén nay van chua duoc dic
trung va 1o rang. Nhiing thay do6i cua té bao gan Chang trong hé théng 3-D clinostat
van chua duoc chimg minh. Sy thay ddi mat do, dién tién cta chu ky té bao cling
nhu cac yéu t6 diéu hoa chu ky cia cac té bao nay van chua duge 1am rd. Do do,
nghién clru nay tap trung danh gia 4nh hudng cua moéi truong vi trong luc mo phong
d6i voi sy tang sinh cia té bao gan Chang, dic biét 13 trong qua trinh phat trién chu
ky té bao va biéu hién cua cac protein diéu hoa hoat dong chu ky té bao.

1.4. Su chét theo chwong trinh ciia té bao

Su chét cia té bao theo chuwong trinh hay con goi 1a qué trinh “Apoptosis”,
qua trinh chét cua té bao da duogc lap trinh sin (programmed cell death - PCD). Céc
qué trinh phan tng sinh hoa xay ra lam thay d6i hinh thai t& bao, lam té bao bién
dang va chét. Hinh dang té bao thay d6i nhu mang té bao nhiéu chd phong lén,
nhiéu viing 16m vao va bj mat lam té bao bi bat d6i xtimg. Pong thoi, té bao bi co rat
lai, nhan t& bao bi phan chia thanh tung manh nho, NST bi co lai
va DNA trong nhiém sic thé bi cit nho thanh nhiéu doan khac nhau [60].

Qua trinh apoptosis 1a mot qua trinh dién ra mét cach binh thuong trong qua
trinh phat trién, va ting truéng té bao. Apoptosis xay ra nhu mot co ché bao vé
trong cac phan g mién dich hodc khi cac té bao bi ton thuong do cac tac nhan doc
hai. Qua4 trinh apoptosis dién ra theo trinh tu va duogc kiém soat mét cach chic ché.
Qua trinh nay dugc dic trung boi su co rat cac thanh phan trong té bao, hat nhan bi
phan manh véi c¢d dic nhiém sic chét, nén chit bao quan, pha v& nhan, té bao chat
bi phan manh hodc ngung tu va hinh thanh cac thé apoptotic [61]. S6 lugng té bao
apoptotic trong quan thé c6 thé duoc xac dinh hinh thai té bao bang cach nhudm céc
té bao bang thudc nhuom DNA huynh quang nhu Hoechst, DAPI va quan sat bang
kinh hién vi huynh quang, nhuém annexin V, hoac kiém tra sy hién dién cua
caspase (14 mot protease duoc tao ra trong té bao dudi tac dang procaspase).

Trong qua trinh apoptosis hinh thai nhan té bao thay d6i bao gom viéc giy
vun nhiém sic chat (trong nhiéu truong hop c6 hinh Iudi liém hodc hinh dang nita
mat trang), tién toi sy co dong nhiém sdc chit, su co lai cua toan bo hat nhan thanh
mot bong duy nhat. Trong nhiéu trudng hop khac chat nhiém sic ndy ra bén ngoai
thanh cac bong nho, véi mdi bong duoc bao quanh béi mang hat nhan. Nhitng bong
nho nay goi 1a cac thé apoptotic, trong cac thé nay chi chira DNA hoidc chi chta
RNA. Lép vo hat nhan van con giit nguyén hinh thai mit du 16 nhan dugc phan
phéi lai bang cach trugt ra khoi bé mat cua ving déng xoin nhiém sac chat va tich

tu lai. Nhimg thay doi hat nhan apoptotic c6 thé duoc hinh dung do ca sy phan
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manh DNA va su phan gidi polypeptide quan trong cua hat nhan [62]. Do d6 nhiing
thay d6i vé mat hinh thai nhan té bao c6 lién quan rd rét trong qua trinh apoptosis.
1.4.1. Con dwong apoptosis

Con dwong apoptosis nji sinh

Con dudng apoptosis ndi bao hay apoptosis thong qua ty thé 13 co ché
apoptosis pho bién nhat & dong vat c6 xuong sdng. N6 duogc kich hoat dé dap tng
lai nhiéu loai stress ciia té bao bao gém cac ton thuong DNA, thiéu hut tin hiéu ting
truong va phat trién,... Trong con duong nay, cac pro-caspase 9 s& tap hop lai thanh
thé apoptosome va cac pro-caspase 9 trong apoptosome s& ty hoat héa chinh né va
phan cat dé tré thanh dang hoat dong 1a caspase 9. Sau do, caspase 9 s€ kich hoat
mot loat caspase hanh sy phia sau dan téi qua trinh apoptosis ndi sinh [63].

O hinh 1.13, tic nhan kich thich 13 cac loai stress cta té bao lam cho céc
protein thudc ho Bcl-2 cam tng tinh thim clia mang ngoai ty thé (MOMP) va cho

phép giai phong cac yéu td proapoptosis bao gdm cytochrome ¢, Smac va Omi vio

cytosol.
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Smac (con dugc goi 1a Diablo) va Omi (con dugc goi 1a HtrA2) gitp tang
cuong hoat dong ctia apoptosome bang cach bat hoat chat wrc ché caspase 13 XIAP.
Khi khong c6 Smac va Omi, XIAP lién két va trc ché hoat dong xtc tac clia caspase
9 va dan toi (rc ché caspase 3 va caspase 7. Trong khi d6 & cytosol, cytochrome ¢
lién két voi APAF1 va kich hoat qua trinh oligome héa 7 tiéu phan APAF1-dATP—
cytochrome ¢ tao thanh thé apoptosome hoat dong. Tai phan 13i ctia apoptosome,
caspase 9 duogc chiéu mg va hoat hoa boi APAF1. Cac caspase 9 hoat hoa sau do
xuc tac cho qua trinh phan cit va kich hoat cac caspase hanh su 1a caspase 3 va
caspase 7 gay ra qua trinh apoptosis ndi sinh [63].

Con duong apoptosis ngoai sinh

Con duong apoptosis ngoai sinh dugc kich hoat khi phéi tir FasL, TRAIL,
TNFa lién két v6i cac thu thé chét DR (Fas/CD95, DR4/5, TNFR1) (hinh 1.14).
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. ’1&3@“& , B il
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Y

APOPTOSIS

Hinh 1.14. Con dudng apoptosis ngoai sinh [64]
Cu thé khi FasL, TRAIL va TNFa lién két v6i cac thy thé Fas/CD95, DR4/5
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va TNFRI1 s€ tao thanh phtic hgp DISC. Sau do, cac adaptor protein FADD va
TRADD dong vai trd hd trg trong viée chiéu mo va kich hoat caspase 8 va caspase
10. Téi luot minh, caspase 8 va caspase 10 s& phan cat va kich hoat cac caspase
hanh su ¢ phia sau 1 caspase 3, caspase 6 va caspase 7. Tiép theo, caspase 6 xic tic
cho sy phan cit lamin A con caspase 3 va caspase 7 lai xuc tac cho su phan cit cua
poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) din ti sy co lai ctia té bao, hinh thanh bong
mang, phan manh DNA, ¢ dic nhidm sic chat va cudi cing 1a qua trinh apoptosis
ngoai bao. Bén canh d6, TNFRI ciling c6 thé kich thich cac con duodng tién viéem
dan dén su hoat hoa NFxB thong qua viéc chiéu mo RIP. Khi NFkB duoc kich hoat
bang TNFa s& lam cho phitc hop IkB kinase (IKK) bi phosphoryl héa va lam cho
cac protein uc ché TkBs bj thoai hoa. Sy thoai hoa cua IkBs xtc tic cho su chuyén
vi ctia NFkB dén nhén gitp té bao tiép tuc sdng sot. Nhu vay, su két hop ciia TNFa
va TNFR1 ¢6 loi cho cé su séng sot ciia té bao va qua trinh apoptosis, tity thudc vao
loai t€ bao va boi canh sinh hoc [63, 64].
1.4.2. Tdc déng ciia vi trong lwe dén qud trinh apoptosis

Vi trong luc dugc biét co anh hudng dang ké dén tat ca cac khia canh cua
chuc nang sinh san trong cdc mo6 hinh dong vat. Nghién ctru cua Chidananda S.
Sharma va cong sy da chi ra rang diéu kién vi trong lyc da gy ra nhitng thay doi o
cip d6 té bao bao gdm ca qua trinh apoptosis. Nhom da nghién ctru anh huong cua
vi trong luc md phong 1én hoat dong ciia caspase 8 va caspase 3 va yéu to phién ma
NF«B trong con dudng apoptosis & té bao tinh hoan chudt. Két qua ho da nhan thay
hoat dong cua caspase 8 va caspase & nhom té bao tinh hoan chudt trong diéu kién
vi trong luc ting lan lugt gip 1,4 va 5,1 1an so v&i nhom dbi chimg. Bén canh do,
nhom té bao & moi trudng vi trong lyc ciing ting hoat dong clia nhan t6 phién ma
NF«B gip 1,33 lan so v6i nhom ddi ching [65]. Trong mot nghién ctiru khac cua
Chun Yan Kang va cong sy trén dong té bao ndi moé mach mau phdi ngudi
(HPMEC) da phat hién muc d6 biéu hién ctia ca hai gene Bax va caspase 3 cao hon
d6i v6i cac té bao HPME nudi cay trong diéu kién vi trong luc & 72 gid so véi cac
té bao HPME nudi céy & diéu kién binh thuong. Nguoc lai, muc do biéu hién cua
gene Bcl-2 lai thap hon ddi voi cac té bao duoc nudi cdy trong didu kién vi trong
lyc mo6 phong so voi cac té bao ddi chung. Bén canh do, sy hoat héa cua PI3K va
pAkt dong vai trd quan trong trong viéc duy tri kha ning ton tai clia cac té bao bang
cach chan céc con duong apoptosis. Chun Yan Kang va cong su ciing phat hién su
biéu hién cua protein PI3K va pAkt di giam ¢ cac té bao dugc nudi cy trong 72
gid & md phong vi trong luc so véi cac té bao doi ching. Nhiing diéu nay chi ra

rang moi trudng vi trong lyc md phong da anh hudng dén qua trinh apoptosis & cac
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té bao HPEM [66]. Mot nghién ciru khac ctia Daniela Grimm va cong sy trén dong
té bao ML-1 da cho thay rang & diéu kién binh thuong, chi c6 2% té bao ML-1 biéu
hién protein Fas khi phéan tich flow cytometry. Sau 24 va 72 gio tiép xic v6i moi
truong vi trong lyc mo phong, lugng té bao dwong tinh véi Fas di tang 1én t6i 20%
va 15%. Protein trc ché khdi u p53 chi biéu hién & 1,5% té bao ML-1 ddi chung da
tang dang ké 1én dén 19% sau 24 gio va 25% sau 72 gid trong mdi truong vi trong
lwc. Ngoai ra, co 17,5% té bao ML-1 dbi chimg biéu hién protein Bcl-2 trong khi
cac té bao ML-1 thi nghiém di giam dang ké sy biéu hién cta Bcl-2 (24 gio: 8,1%
va 72 gio: 5,9%). Nhém nghién ctru ciing quan sat thdy viéc tiép xtc véi moi
truong vi trong lyc cam ung su phin cit cua polymerase poly (ADP-ribose) 116
kDa thanh doan 85 kDa 1a mot dau hiéu sém cua apoptosis [67].

1.5. B$ khung xwong té bao

1.5.1. Khadai ni¢m

Bo xuong té bao, bd khung nang dd ciia té bio, cling nhu moi bao quan khac,
n6 nam trong té bao chat. Bo khung xwong té bao duoc xem 1a mot ciu tric ving
chic, gitip nang d& mang nguyén sinh chat, duy tri hinh dang va bao vé té bao.
Ngoai ra, n con cé vai trd quan trong trong sy phan chia té bao. Khung xuong té
bao bao gdm ba thanh phan chinh 1a vi soi (soi actin), soi trung gian va vi éng. Tat
ca cac thanh phan nay déu c6 kha ning ting trudng nhanh hoic thdo g& phu thudc
vao yéu cau cua té bao [68].

Hién nay, c6 nhiéu nghién ctru nén tang vé bo khung xuong té bao. Cac nha
nghién ctru da str dung kinh hién vi v6i d6 chinh x4c cao nham xac dinh vi tri va
dong ning cua cac protein trong khung xuong té bao & cac qué trinh phan chia va di
chuyén ctia té bao. Vi du, hon 150 protein da dugc tim théy c6 chura cac vung lién
két (binding domain) cho cac protein actin dugc polymer héa dé tao thanh mot
trong cac vi soi chu chdt trong khung xwong té bao [69]. Nhitng protein diéu hoa
actin tao thanh mot t6 hop dai phan tir goi 1a phitc hop WAVE thuc day viéc lap rap
cac mang vi soi actin & mép din hudng (leading edge) cua cac té bao di dong [70].
Nam 2007, khi quan sat cac bach cau di dong dudi kinh hién vi 4nh sang voi do
phan giai cao, Weiner va cong sy da nhan thay cac phirc hgp WAVE nay hinh
thanh nhitng lan soéng co tinh két hop cao tuong quan véi sy co that di dong cua té
bao [71].

Nhitng quan sat nhu vdy trong cc té bao sdng co thé kich thich sy hinh
thanh cac gia thuyét chi tiét vé cach cac phan tir phdi hop dé hinh thanh cac ciu triic
khung xuong té bao, nhung dé kiém tra gia thuyét nay mot cach xac dang, cac thanh

phan phai duoc co 1ap tir cac té bao va tinh ché. Pang chu ¥, cac thi nghiém két hop
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mot sé lwong nho cac protein tinh ché da chimg minh rang nhiéu cdu tric khung
xuong phirc tap quan sat thiy trong té bao ¢ thé dugc tai tao trong mdi trudng in
vitro tir cac thanh phﬁn tinh ché. Vi dy, co ba protein lam nhiém vu chu dong theo
ddi va van chuyén vat chat vao dau phat trién cta vi dng, duoc hinh thanh boi qua
trinh polyme hda cua cac tiéu don vi bao gém o, B-Tubulin di nhi phan
(heterodimers) va mot sd vi soi chil chdt trong té bao [72]. Mic du danh sach céac
protein gan lién véi bd khung té bao van dang tiép tuc duoc nghién ciru bd sung,
nhung muyc tiéu cudi ciing chung ta nén hudng ti van 1a hiéu dugc sy tuong tac ciia
cac phan tir ca thé trong khung xuong té bao nhu thé nao dan dén cac biéu hién quy
mo 16n phu thudc vao chung.
1.5.2. Ciu tric by khung xwong té bao

Khung xuong té bao dugc ciu tao bai ba loai protein (vi soi, soi trung gian
va vi dng). Mdi loai protein c6 au tric riéng biét va duoc cdu thanh tir cac tiéu don
vi protein khac nhau [73]. Soi trung gian dugc cAu tao tr cac tiéu don vi protein
dang soi, vi 6ng dugce ciu tao tir cac tiéu don vi dang hinh cau Tubulin con vi sgi

duogc hinh thanh tir cac tiéu don vi Actin hinh cau cau (Hinh 1.15).

Mang nguyén sinh chét

Céc Ribosome

Mang ludi ndi chit

Vi sqi
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Hinh 1.15. Thanh phén cau tric khung xuong té bao [74]

Trong mdi loai protein ctia khung xuong c6 hang ngan tiéu phan tap hop lai
thanh cac sgi manh chay dai xuyén subt, naim dudi mang nguyén sinh chat va kéo
dai vao toi nhan té bao [74].

Polyme hoa va khir polyme hoa ciia vi soi actin va vi dng tao ra cac luc dinh
hudng lam thay d6i hinh dang té bao, ciing v6i cac dong co phan tir di chuyén doc
theo cac vi sgi actin va vi dng, hudng dan to chirc cac thanh phan cua té bao. Kién

tric ciia cac mang ludi duoc hinh thanh boi polyme khung xwong té bao dugc kiém
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soat boi mot so 16p protein diéu hoa: nhan té thiic day nhan, khdi dong sy hinh
thanh vi soi; protein chup dau (capping protein), két thiic sy phat trién cia vi sgi;
polymerase, thiuc day ting trudng vi soi nhanh hon hodc lau hon; cic yéu t6 khir
trung hop va cac yéu td phan cat, dung dé thao rdi vi soi; lién két chéo va protein on
dinh, c6 nhiém vy t6 chirc va ciing ¢ cac ciu tric mang bac cao. Céac luc co hoc tir
bén trong hay bén ngoai té bao co thé anh huong dén hoat dong cia cac yéu té diéu
hoa nay va sau dé 1a to chiic cac vi soi trong mang ludi. Su khac biét quan trong
nhat giita ba loai polyme khung xwong té bao, phan biét ciu tric va chiic ning ciia
cac mang tao thanh, d6 1a d6 cung co hoc, dong luc lép rap, d6 phan cuc, va loai
dong co phan tr ma chung lién két [75].

Vi 6ng (microtubules) 13 cic ciu tric dai, hinh try duong kinh ngoai khoang
25 nm va duong kinh trong 15 nm. Chung dugc tring hop boi 2 protein hinh cau la
dimer ctia a-Tubulin va B-Tubulin tao thanh protofilaments. Cudi cing céc
protofilaments tao thanh mot dng béi sy lién két cuia 13 protofilaments. Céac vi ong
c6 lién quan dén sy van chuyén ndi bao, van dong va hinh dang té bao [76].

S¢i trung gian (intermediate filaments) c6 duong kinh khoang 10nm, 1a
loai soi cimg nhét va bén nhat trong 3 loai khung xuong té bao. Chiing khong lién
quan tryc tiép dén su di chuyén cua té bao nhung déng vai trd quan trong trong viéc
cung cép strc manh co hoc cho céc té bao va mo. Cac soi trung gian bao gdm nhiéu
loai protein, c6 hon 50 protein soi trung gian khic nhau da dugc xac dinh va phan
loai thanh bén nhém khac nhau: (1) Soi keratin trong cac té bao biéu mé (epithelial
cells); (2) Vimentin va cac soi lién quan dén vimentin trong cac té bao mé lién két,
té bao co (desmin) va té bao than kinh dém (glial cells); (3) Neurofilament trong cac
té bao than kinh; (4) Lamina hat nhan, hién dién xung quanh nhén té bao, 16p niy s&
phan tach va hinh thanh lai & mdi lan phan chia té bao [76].

Vi sgi (microfilaments) hay s¢i actin 12 nhiing soi mong nhat cua khung
Xxuong té bao, vi sgi cO mit & hau hét cac té bao co thé dong vat c6 vi. Monomer
clia actin 1a protein hinh cau goi 1a G—Actin c6 khéi lugng phan tir 41800 Dal. G-
Actin c6 thé trung hop mot cach vo diéu kién tao céac actin hinh soi goi 1a F—Actin.
Céc soi actin gdm 2 chudi phan tir hinh cdu dugc xoan thanh chudi xoin voi khoang
cach 13p lai khoang 36 nm. Soi Actin khong ddi xtmg nhau véi dau cong (dau ting
truong) va mot dau trir. Mdi soi Actin c¢6 dudng kinh 3,5 nm do d6 F—Actin c6
duong kinh khoang 7 nm. Vi soi Actin tham gia vao nhiéu hoat dong quan trong
trong té bao nhu co co, van dong té bao, phan chia nhan va té bao chat trong nguyén
phan, van chuyén ndi bao va cic bao quan, tham gia vao con dudng truyén tin hiéu
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va thiét 1ap duy tri hinh dang va chirc ning té bao. Mot trong sb cac qué trinh nay
dugc trung gian bai su twong tac mat thiét giita actin v6i mang té bao [76].

Tom lai, bo khung xwong té bao déng vai trd rat quan trong trong két dinh té
bao, quy dinh hinh dang té bao, va di chuyén cia t& bao ciing nhu cac chic ning
khac nhu t6 chirc phan bd bao quan trong té bao, van chuyén ndi bao va phan chia
té bao [77]. Khung xuwong té bao 1a mang ludi cac vi soi va vi 6ng kéo dai khap té
bao. Khung xuong té bao ho tro té bao, tao cho nd hinh dang, t6 chirc va sép Xép
céc bao quan va co vai tro trong van chuyén phan tir, phan chia té bao va tin hiéu té
bao [78]. Hon nita, mot s6 bao céo ciing cho thiy rang, cac protein ctua khung
xuong t& bao truc tiép hodc gian tiép tham gia vao con duong truyén tin hiéu lién
quan dén sy ting truong té bao, chuyén hoa vat chat, chuyén d6i tin hiéu va
apoptosis [78].

a) Actin F-actin _G-actin
-End A R e RO RO +End

1y117ﬂrr7?1711
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Sei trung gian
T giac

Hinh 1.16. a) Ba thanh phan chinh cta b xuong té bio. b) té bao dugc nhudém

huynh quang (soi actin: do, DNA: xanh duong va Keratin: xanh 14) [79]
1.5.3. Cdc tac dpng ciia vi trong lwe 1én ciu tricc khung xwong té bao

Khi vi dng va céac protein khic cta khung xuong té bao co cic hoat dong bat
c6 thé gy anh huong bat loi dén sy ton tai ciing nhu cac biéu hién dic diém sdng
ctia mdi té bao. Bo khung xuong té bao giup hinh thanh ciu trac, hinh dang cua
chinh té bao d6 va bao gém su tuong tac chat ché gilra cac cAu tric cta vi soi, vi
6ng, soi trung gian va ca véi cac protein ngoai vi [80]. Do d6, khi khung xuong té
bao khong binh thudng s& anh huong rat 1on dén hinh dang té bao [81].

Hinh dang té bao va khung xuong té bao thay d6i trong diéu kién vi trong

luc. Hoat dong ctia nhan va té bao 1a nhiing qué trinh dién ra phu thudc vao cac vi
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6ng. Vi dng tao thanh mot phan cia tim dong, lién quan dén sy hinh thanh thoi vo
sic va co that mang té bao trong qua trinh phan chia té bao [82]. Hon nita, cac vi
6ng duong nhu c¢6 vai tro di chuyén cac co quan té bao nhu ty thé, van chuyén céc
t0i ndi bao va cac thanh phan té bao khac bén trong té bao [83].

Tat ca cac thanh phan khung xuong té bao bao gém céc vi 6ng (MT), vi soi
trung gian (IF) va vi soi (MF), tr& nén vo to chic. Khung xuwong té bao dugc to
chuc lai sau mot thoi gian trong diéu kién vi trong luc tir 20 dén 72 gi0, nhung
khong phai liic nao ciing ¢é cling cu hinh giéng nhu trudc day [84]. Trong té biao
ung thu v, mang ludi khung keratin quanh nhan (perinuclear cytokeratin network)
va cAu tric nhim sic thé tré nén long 1€o hon dudi diéu kién vi trong luc [85].
Nam 1999, mét thi nghiém trén té bao than nguoi trong moi trudng vi trong luc
dugc thuc hién dé theo doi biéu hién gene. Nguoi ta phat hién ra r?mg hon 1.632
gene di thay doi biéu hién bao gdm nhiing thay d6i 16n trong cac yéu té phién ma
[86].

Mot s nghién ctru anh huéng cia diéu kién clinostat cling da thay sir anh
hudng trén té bao ngudi nhu thay doi cu tric khung xuwong, dan dén su chét cia té
bao & t& bao nguyén bao xwong ROS 17/2.8; Giam su di cu dinh hudng, giam F-
acin va thay doi cdu tric khung xuong té bao ¢ té bao tién than tao mau tir tuy
xuong BM CD344 sau 14 ngay nudi cdy; T6 chirc vi 6ng bi rdi loan, ting gip doi
su chét theo chu trinh (apoptosis) trong t& bao T (T lymphocyte) sau 2 gid nudi
cay...[83].

Mot sb thi nghiém dua trén anh hudng cia vi trong luc 1én cac vi dng cho
thdy su khac biét dang chi y trong to chirc trong luc thuc 1G cua Trai Pat va vi
trong lyc. Trong mdi trudng vi trong luc in vitro, cac vi dng c6 thé phat trién va to
chire trong mot mo hinh dong nhat hodc ngiu nhién. Trong khi d6, trong diéu kién
trong lyc thuc, chung phat trién va ty to chire theo dang soc [87].

Nhiing thay d6i vé hinh thai va sinh 1y ctia cac té bao phat trién két dinh sau
khi tiép xtc voi vi trong lyc. Cac thanh phan bd xuong té bao cua actin, vi éng va
s0i trung gian duoc hién thi trong cac vong tron trong. Trong té bao két dinh, cac vi
6ng hinh thanh su sip xép btrc xa gan nhan. Soi actin neo vao mang té bao. Soi
trung gian tao thanh mang ludi 16ng 1éo xung quanh hat nhan. Trong s6 cac té bao
chiu anh hudng cua vi trong luc, céc vi 6ng ngén lai va cong. it soi Actin hon
nhung quan sat thdy nhiéu sgi trung gian ngung tu hon nhu hinh 1.17 khi nudi ciy
té bao tuyén giap trong moi trurong md phong vi trong luc [88].

Vi 6ng thuong phat trién (polyme hoa) thanh cac polyme hinh 6ng dai bao

gdm céac nhi phan alpha va beta-Tubulin gan véi nhau theo mét hudng cu thé. Qua
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trinh tong hop tao ra vi ng bi anh huéng bai luc hap din béi vi chung c6 xu hudng
tréi theo hudng thang dting hon 13 & hudng bén [89].

Vi soi lién két voi mang ludi vi té bao trong co thé dé tao thanh mot cau tric
vitng bén [89]. Theo nhiéu nghién ciru, ciing nhu vi éng, vi soi ¢ thé thay do6i trong
moi truong vi trong luc [90]. Vi dng c6 kha ning co ctng dé chéng lai sy dit giy
do gin két vdi vi soi trung gian trong co thé [91]. Vi soi trung gian ciing c6 thé bi
anh huong tuong tu vi ng do su thay doi trong luc.

P Sq’i‘actin L Tap hop t€ bao
— Viong Su tach te bao
S¢i trung gian

Sw bdm dinh ciia té bao

Tong hep nhitu té bao

3 Té bio két dinh tiing truong lién tuc
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Hinh 1.17. Sy thay ddi ctia to chirc khung xuwong té bao khi nudi cdy trong diéu

kién vi trong luc [88]

Trong cac nghién ciru vé vi trong lyc cho thdy phan 16n cac té bao c6 xu
hudng tron lai trong diéu kién vi trong Iyc. Hon nita, viéc 1am tron té bao phan 16n
duoc xac dinh boi hé théng vi soi actin. Nghién ctru cho théy, cac tin hiéu cascade
dé thay doi trong diéu kién vi trong lyc, sy truyén tin hiéu qua trung gian PKC
(Protein kinase C) dugc ching minh 13 ¢ lién quan dén Actin. D6 1a 1y do tai sao
khung xuong Actin c6 thé 14 thanh phan trong té bao rat nhay cam vdi vi trong luc.
Vi trong luc ¢o thé tac dong dén hanh vi cia Actin mot cach tryc tiép hodc gian tiép
thong qua céac protein lién két voi Actin. Pén luot minh Actin c6 thé tic dong dén
dong tin hiéu qua trung gian PKC [92].

Nhiéu protein tuong tac v6i actin va xac dinh hanh vi ctia Actin. Céc protein
nay duoc mo ta dua trén chirc ning ctia chung bao gdm céc protein lién két chéo
nhu o-Actinin va filamin, protein ciat nhu nhan t6 khir soi Actin (Actin-
depolymerization factor ADF) va cofilin, protein gan mu nhu gelsolin, protein lién

két monomer nhu profilin va protein lién két mang nhu thu thé EGF. Cac protein
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lién két Actin ndy cung nhau diéu chinh dong luc hoc khung xuwong actin trong té
bao (Hinh 1.18). Vi vay, céc protein lién két voi Actin va Actin tao thanh mot mang
lu6i phtrc tap va rat quan trong d6i v6i nhiéu qué trinh trong té bao nhu ting sinh,

apoptosis, van dong [92].

Hinh 1.18. Céc protein lién két v6i actin anh huong dén hoat dong cta Actin theo
nhiéu cach khac nhau [92].

A: Protein lién két véi monomer giit cho s6 lwong tiéu don vi actin ¢ trang thdi
polymer hoa thdp, dé ngan chan sy hinh thanh cdc soi F-Actin; B: Khi mot soi
Actin duoc hinh thanh, né c¢é thé dwoc gioi han boi mot protein khac de ngan chan
kéo dai soi tao thanh sgi ngdn c6 gdn mii; C: Gia tang protein phdn cdt qud trinh
khir polymer héa sgi Actin; D: Cdc protein lién két ngang cé thé t6 chirc cdc soi
actin thanh mang ludi giong nhw gel hodc b6 soi nhw hinh E; F: Protein phdn
nhanh khéi dau sw ting trudng cia soi méi dan dén viéc phdn nhanh mang ledi
Actin.

Céc protein lién két voi actin cling duoc diéu hoa theo nhiéu cach khac nhau
(hinh 1.19). Céc ting tin hiéu khac nhau c6 ngudn gdc tir ca hai integrins va cac thu
thé ctia yéu to ting truong déu kich thich hodc kim ham protein lién két voi actin
dan dén viéc tu stra lai cac khung xuong actin. Integrin lién két khung xwong actin
v6i chat nén ngoai bao va bang cach d6 dong mot vai tro trong viée gin té bao. Cac
thy thé clia nhan té ting truéng cam nhan moi trudng té bao bang cach lién két voi

nhan té ting trudng tir bén ngoai. Ca integrins va cac thu thé cta nhédn t6 ting
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truong déu chuyén doi tin hiéu ngoai bao ndy qua mang vao té bao. Cac té bao phan
mg bang cach dinh hinh lai khung xuwong ctia n6 va cudi cling lam thay do6i biéu
hién gene [93].

Yéu to tang truong

Chat nén ngoai bao Thu quan cua yéu to ting truong

integrin

Il — ; / WASP/ \

Rho GTPases

, Gelsolin
| | ARP2/3
ROCK mDIA
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‘ b
Cofilin *| Hoat dong cua Actin

Hinh 1.19. Téng quan vé tuong tac chuyén doi tin hiéu va tu sira actin [93]

Nghién ctru hinh 4nh trén cac té bao bam dinh cho thay rang sy phan b vi
soi bi thay doi do gia ting hodc gidm trong luc. Nhimng thi nghiém trén céc tram
khong gian ISS va vi trong luc md phong cho thdy mat do vi soi F — actin trong té
bao chat giam manh va gia ting mang ludi vi soi trong céc té bao [94]. Chung té hé
thong khung xuong té bao rat nhay cam véi vi trong luc, c6 thé tic dong dén nhiéu
qua trinh khac nhu su ting sinh, ting truong té bao, apotosis. ..

Hinh dang té bao va bd xuong té bao bj thay ddi trong diéu kién vi trong luc,
karyokinesis va cytokinesis 13 cac qua trinh t& bao phu thudc vao vi dng. Céc vi éng
tao thanh mot phan clia tim dong va tham gia vao qua trinh hinh thanh tryc chinh va
mang té bao co thit trong qué trinh phan chia té bao [95]. Hon nita, cac vi 6ng
dudng nhu c¢6 mot co vai trd van dong cac bao quan cia té bao nhu ti thé, van
chuyén tai ndi bao va cac thanh phan té bao khac bén trong té bao [96].

Nhiéu nghién ctru cho thiy vi trong luc c6 thé giy ra cac rdi loan trong qua
trinh chuyén hoa cac co quan va cac loai té bao khac nhau [97]. Pdng thoi lam phat
sinh nhitng tac dong tiéu cyc dén co thé con ngudi nhu lodng xwong, thay doi cdu
trac tim mach va cac co quan than kinh [98]. Thay ddi cdu trac va chirc ning cua
cac té bao dong vat co va da duoc nghién ctru trén cac hé théng mé phong khéc
nhau nhu 2-D clinostat [99], 3-D clinostat [100] hodc may dinh vi ngau nhién
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(RPM) [101]. Piéu kién vi trong luc gay ra su sép xép lai té bao cua cac té bao nodi

mo bang céach sira d6i biéu hién gelsolin va a-Tubulin [102].
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2.1. Péi twong va pham vi nghién ciru

clinostat 3-D.

tir 10/12/2020 dén 10/12/2023.
2.2. Vat lidu
2.2.1. Thiét bi va dung cu

Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
Té bao gan Chang (CCL-13) duoc nudi cdy trong diéu kién vi trong luc

Pé tai duoc thyc hién tai Vién Sinh hoc Nhiét déi Thanh phd H6 Chi Minh

Céc thiét bi va dung cu duoc su dung trong dé tai duoc lict ké & Béang 2.1 va

Béng 2.2.
Bang 2.1. Mot so thiét bi chinh sir dung trong dé tai
STT Tén thiét bi Hang san xuat Nudc san xuat
1 | Kinh hién vi quang hoc Meiji Nhat
2 | May ly tam Hettich Duc
3 | Tt am 370C nudi té bao Sanyo Nhat
4 | May Vortex VX100 Labnet Duc
5 | May PCR Agilent My
6 | May Realtime PCR Piko Thermo Thermo Scientific My
7 | Tulanh Sanyo Nhat
8 | Nanovue GE Healthcare My
9 | May chup hinh té bao Cytell™ GE Healthcare My
10 | Hé théng dién di Western blot GE Healthcare M§
11 | Flow cytometer BD Bioscience My
12 | Tu-80°C Panasonic Nhat
13 | Tu-30°C Panasonic Nhat
14 | Bé 6n nhiét Memmert burc
May quang pho GloMax® Explorer .
15 _ , Promega My
Multimode Microplate Reader
16 | May BD Accuri C6 flow cytometer BD Biosciences M§
Bang 2.2. Mot s6 dung cu chinh str dung trong dé tai
STT Tén dung cu Hang san xuat | Nwéc san xuat

1 | Beaker (50 ml, 100 ml) Schott Duc

2 | Erlen (100 ml, 250 ml) Schott Duc

3 | Ongly tam 15 ml Corning Hoa Ky

4 | Micropipette (100-1000 pl, Nychiro Nhat
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10-100 pl, 5-50 pl)

5 | Eppendorf (1500 va 2000 pl) Eppendorf buc
6 | Pau tip 20 pl, 100 pl, 1000 pl Eppendorf Pric
7 | Binh nuoi T25 Thermo Scientific | My
8 | Pia 96 giéng Thermo Scientific | My
9 | Ong dong lanh Corning My

2.2.2. Méi trwong va héa chit sir dung

Moi trudng va hoa chat duoc sir dung trong dé tai duoc liét ké o Bang 2.3.

Bang 2.3. Moi truong, hoa chat sir dung trong dé tai

STT Tén dung héa chat Hing san xuat | Nwéc san xuat
1 | Khang sinh (penicillin/ streptomycin) Gibco BRL My
) ) Capricorn buc
2 | DMEM/Ham’s F-12 with L-Glutamine o
Scientific
o ) Santa Cruz My
3 | Phalloidin CruzFluor™ 488 Conjugate .
Biotechnology
. Capricorn buc
4 | Fetal bovine serum (FBS) o
Scientific
_ Capricorn buc
5 | Trypsin EDTA o
Scientific
, Capricorn buc
6 | Phosphate buffered saline (PBS) o
Scientific
7 | Hoechst 33342 Sigma-Aldric buc
g 4% Paraformaldehyde Phosphate Buffer | Nacalai Tesque Nhat Ban
Solution
9 ReliaPrepTM RNA Cell Miniprep Promega My
System
10 | Con Merk buc
1 FITC Annexin V Apoptosis Detection BD Biosciences My
Kit I
12 | PCRBIO 1-Step RT-PCR Kit PCR Biosystems My
. ) GE Healthcare My
13 | Mdi trudong dong lanh HyCryo-STEM . ,
Life Sciences
14 | Human MSC analysis kit BD Biosciences My
15 | WST-1 Roche Thuy Si
16 | 2x qPCR SyGreen 1-Step Go Hi-ROX | PCRBiosystem Anh
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kit
17 | Optiblot LDS Sample Buffer Abcam My
18 | Precast Gel SDS-PAGE 4-12 % Abcam My
19 | Optiblot SDS Run Buffer Abcam My
20 | Mang PVDF Abcam My
21 | Giay loc Extra Thick Blot Paper Bio-Rad My
22 | Blocking Buffer Abcam My
23 | Khang thé Western Blot Abcam My
24 | ECL Western Blotting Substrate Kit Abcam My
25 | AUTOMATIC X-RAY kit Fujifilm Nhat Ban
26 | CL-XPosure Film Th.erm.o My
Scientific
27 | Triton Sigma-Aldrich My
28 | SiR-Tubulin Kit Cytoskeleton My

2.2.3. Té bao gan Chang (CCL-13)

Té bao gan Chang (CCL-13) duoc cung cip boi Cong ty ATCC.
2.2.4. H¢ thong vi trong lwc mé phéng (clinostat 3D)

Hé thong may 3-D clinostat sir dung trong nghién ctru dé tao méi truong vi
trong lyc mo phong da duoge thiét ké va ché tao trong d¢é tai: “Nghién ctru danh gia
su thay d6i trong ciu triic bd khung té bao co thé séng trong dicu kién mé phong
trang thai vi trong luc (simulated microgravity)”. Pé tai nay thudc “Chuong trinh
Khoa hoc cong nghé vii try” véi ma s6 1a: VT-CB.15/18-20 (Hinh 2.1).

Hé thdng 3-D clinostat c6 cac khung duoc lam bang hop kim nhém va dugc
anode hoa. Ciu trac may bao gom khung bén ngoai va khung bén trong cé thé xoay
ddc 1ap. Hai dong co duoc st dung dé diéu khién hai khung. Tdc d6 cua hai dong
co duogc diéu khién bsi bd diéu khién tde do. Vong tiép dién dugc su dung dé cho
phép két ndi tin hiéu giita bo diéu khién toc do 2 va dong co 2 bén trong (Hinh 2.1).

Trong nghién ctru ndy, hé théng 3-D clinostat tao ra mot moi truong tuong
tw nhu méi trudng bén ngoai khong gian véi gia tdc trong trudong 1,3 x 107 G bang
cach quay hai khung trong vao ngoai véi van toc 1 vong/phut. Diéu nay dan dén su
phan tan dong déu cia vecto trong luc trong mot thé tich hinh cau véi van téc goc
khong ddi. Céc diéu kién nay da tao ra mot moi trudng vi trong luc voi gia tdc 1,3 x
10° G va nd dugc dinh nghia 1a moi trudng vi trong lyc md phong. May 3-D

clinostat c6 thé duoc dit trong ti nudi té bao dong vat co dung tich tir 160 1 tro 1én.
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Hinh 2.1. Ciu trac may 3D clinostat
A: MAu té bao lap dat trén hé thong 3-D clinostat; B: Hé thong 3-D clinostat trong
t nuoi té bao dong vat (Vién Sinh hoc nhiét déi, Ma dé tai: VT-CB.15/18-20)
2.3. N§i dung nghién ciru

Pé tai tap trung vao viéc danh gia sy cam tng cua té bao gan Chang (CCL-
13) trong diéu kién vi trong lyc mo phong (3-D clinostat) véi cac ndi dung sau.
2.3.1. Ngi dung nghién cuu 1

Pénh gia kha nang ting sinh cua té bao gan Chang (CCL-13) trong hé thong
vi trong luc md phong (3-D clinostat).

Muc dich: Xac dinh duoc su thay doi trong qua trinh ting truéng va phat
trién ctia té bao qua cac lan cdy chuyén khac nhau.

Chi tiéu danh gia:

- Su thay d6i mat do té bao CCL-13 trong diéu kién vi trong lyc;

- Anh huéng ctia diéu kién vi trong luc 1én chu ky té bao CCL-13.
2.3.2. Ngi dung nghién ciru 2

Pénh gia su chét theo chuong trinh (apotosis) cua té bao gan Chang (CCL-
13) trong hé théng vi trong luc moé phong (3-D clinostat).

Muc dich: Xac dinh duoc qua trinh chét theo chuong trinh (apoptosis) cta té
bao gan Chang (CCL-13) trong hé thdng 3-D clinostat.

Chi tiéu danh gia:

- Su thay d6i hinh thai nhan va té bao chat;

- Ti 18 té bao apoptosis;

- Su thay di biéu hién cac gene ho BCL2 (Bax, Bcl-2).
2.3.3. Ngi dung nghién cuu 3
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Panh gia sy thay dbi cdu trac khung xuwong té bao gan Chang (CCL-13)
trong hé théng vi trong luc mo phong (3-D clinostat).

Muc dich: Banh gia dugc su thay ddi biéu hién céc gene ma hoa cho protein
ciu tao bo xuong té bao va sy thay d6i cau tric thanh phan cia khung xuong té bao
gan Chang (CCL-13) khi phan bao trong hé théng 3-D clinostat.

Chi tiéu danh gia:

- Thay d6i & mirc phién ma va dich ma cta cac gene ma héa cho protein hinh
thanh cu tric bo khung xuwong té bao CCL-13:

+ Sy thay d6i biéu hién gene ciu tric vi ng (microtubule).

+ Sy thay doi biéu hién gene cau trac vi soi (microfilament).

- Thay d6i cdu trac thanh phan cua khung xuwong té bao CCL-13 khi phan
bao:

+ Sy thay doi hinh thai cau trac vi ng (microtubule).

+ Sy thay d6i hinh thai cdu trac vi soi (microfilament).
2.4. Phuong phap nghién ctru

Céc ndi dung nghién ctru cua dé tai dugc thuc hién véi so d6 chung nhu sau:

e
SRR Kinh hién vi Cytell Danh g‘;ié 8}r tz‘mg si?h ‘té bao
-y oo Flow cytometry ~3 | Chu ky phan chia € bao
- Qua trinh apoptosis
Nhom vi trong lyc ;” K
(SMG) == Dénh gi4 biéu hi¢n gene lién
3D Clinostat 4+ ~—t—y | Realtime RT-PCR | | quan dén chu ky té bao, qud
Western blot trinh apoptosis, protein hinh
thanh khung xuong té béy
Nhom ddi chimg | 1 4 - | T i
(Control) e — - Nhugm fpivn d!‘Ch'huﬂ - Pénh gi4 thay doi ]
HURHE: 1 il YN 591 khung xwong té bio
(0, incubator

Hinh 2.2. So d6 nghién ctru chung
2.4.1. Nuéi cdy té bao va thir nghiém vi trong lwc mé phong

Té bao gan Chang (CCL-13) dugc nudi cdy véi 2 loai dung cu la dia 96
giéng va binh flask T-25 nham phu hop véi cac phuong phap nghién ctru khac nhau
nhu sau:

- Té bao CCL-13 dugc nudi cdy trong dia 96 giéng (161093, Thermo
Scientific, Hoa Ky) v&i mat do 2 x 10° té bao / giéng. Mbi giéng dugc 1ip day véi
395 ul moi trudng nudi cdy DMEM/Ham’s F-12 with L-Glutamine duoc bo sung
15% FBS (FBS-HI-22B, Capricorn Scientific, Ptic) va 1% Pen/ Strep (15140-122,
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Gibco, M¥). Bang parafilm da duoc sir dung dé che cac giéng. Két qua nudi cdy nay
duogc sir dung ddi v6i cac phuong phap sir dung kinh hién vi Cytell dé danh gia.

- Té bao CCL-13 duoc nudi trong flask T-25 (160430, Thermo Scientific,
M¥) v6i mat do 1 x 10° té bao/flask & 37°C, 5% CO,. Moi truong st dung dé nudi té
bao 1a DMEM/Ham’s F-12 with L-Glutamine b6 sung 15% FBS va 1% Pen/Strep.
Flask chta té bao duoc d6 diy méi trudng nudi cdy. Sau 72 gid, cac flask Té bao
CCL-13 dugc hit bo moi truong va rira 3 1an véi 5 ml PBS 1X (PBS-10XA,
Capricorn Scientific, Ptrc) cho mdi 1an. Mdi flask té bao duoc 1 véi 1 ml dung dich
Trypsin 0.25% (TRY-2B, Capricorn Scientific, Puc) trong 5 phut ¢ 37°C. Sau do, 1
ml méi truong dugc cho thém vao flask té bao dé bat hoat Trypsin. Té bao dugc thu
hoach va ly tdm véi toc d6 1500 vong/phut trong 5 phiit & nhiét d6 thuong dé thu
tha té bao. Két qua nudi cdy té bao nay duoc st dung ddi v6i hé théng Flow
cytometry, phan tich Real time — PCR va phan tich Western blot.

Pong thoi cac ndi dung nghién ciru duge khao sat, danh gid va so sanh
trén 2 nhoém té bao CCL-13 nudi cdy trong hai diéu kién moi truong vé trong
luc khac nhau:

- Nhém vi trong luc mé phong (SMG): nhom té bao dugce nudi cdy trong
diéu kién vi trong lyc (hé théng may 3-D clinostat va quay & ché d6 107G, duoc dat
trong ti am CO,, van tdc goc cua khung ngoai va khung trong 1a 1 vong/phut. Van
téc goc nhé hon 5,5 °/s va diéu kién co hoc bén trong binh quay ¢ thé gan ding voi
trang thai gan nhu tinh [103].

- Nhém diéu kién trong lyc 1g (d6i ching: control): nhom ddi ching, té
bao dugc nudi & diéu kién trong luc binh thuong (1G) trong cung mét tu am CO,.

Thtr nghiém vi trong luc dugc tién hanh trong vong 72 gio (Theo nghién cuu
ctia Theodore & trung tim NASA thi sy thich nghi cta sinh 1y co thé con ngudi khi
di vao khong gian bat dau thay do6i va thich nghi sau 1 — 3 ngay). Cac thi nghiém
duogc 1ap lai it nhét ba 1an [30].

2.4.2. Thir nghi¢gm WST-1

Phuong phap WST-1 dugc dung dé danh gia muc d6 ting sinh cia té bao gan
Chang (CCL-13) khi nudi ciy trong méi truong vi trong lyc. Phuong phép dua trén
phan tmg d6i mau ctia mudi tetrazolium trong dung dich WST-1 véi cac enzyme
dehydrogenase trong ti thé. Khi té bao ting sinh manh, mirc 6 ho hap cang nhiéu
dan dén luong enzyme tiét ra méi truong cang 16n, moi trudng nudi chira WST-1 s&
chuyén mau cang dam. Sau thir nghi€ém vi trong luc, céc giéng nudi té bao duoc rat
b6 moi truong va rira véi 200 ul PBS 1X mdi giéng (PBS-10XA, Capricorn
Scientific, Puc). 100 pl modi truong nudi cdy va 10 ul dung dich WST-1
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(11644807001, Roche, Thuy ST) duoc cho vao mdi giéng nudi cia mdi nhém va u
trong 3,5 gio & 37°C, 5% CO,. Lic 1 phat trén may lac. Po gia tri OD ¢ budc song
450 nm bang may quang phé GloMax® Explorer Multimode Microplate Reader
(Promega, M) [30].

2.4.3. Phan tich béing kinh hién vi Cytell

Hé thong kinh hién vi Cytell (GE Healthcare, Hoa Ky) 1 hé thong hinh anh
té bao Cytell két hop cac chiic ning cta kinh hién vi k¥ thuét sd, may do té bao
hinh anh va b dém té bao trong mot thiét bi dé ban. Hé théng tao co hoi cho phong
thi nghiém thu gitt, phan tich cac hinh anh té bao, cu triic bén trong té bao, danh
gia kha nang séng, s6 luong té bao va chu ky té bao mot cach dé dang.

Trong nghién ctru nay hé théng kinh hién vi Cytell dugc st dung dé phan
tich cac ndi dung nghién ctru sau:

- Ddnh gid mdt dj té bao CCL-13: Sau 72 gid, mdi truong nudi cay duoc 1ay
ra. Cac hat nhan dugc nhudém bang Hoechst 33342 (14533, Sigma-Aldrich, Hoa Ky)
trong 15 phit. Té bao dugc rira ba 1an bang nudc mudi dém phosphat (Gibco, Puc).
S6 luong té bao CCL-13 da dugc dém bang Ung dung Chu ky té bao cua Kinh hién
vi Cytell.

- Pdnh gid hinh thdi, di¢n tich va cwong dj nhén ciia té bao CCL-13:

Trudc tién té bao duoc rira 3 1an bang dung dich PBS, mdi lan 5 phit. Sau d6
té bao dugc ¢ dinh trong 4% paraformaldehyde trong 30 phut. Té bao duoc rira 3
lan bang dung dich PBS, mdi lan 5 phit. Té bao duoc xir Iy véi Triton X-100 0,1%
(thé tich/thé tich) qua dém & 4°C. Té bao duogc rira 3 1an bang dung dich PBS, mdi
lan 5 phat. Nhan dugc nhuom bang Hoechst 33342 (14533, Sigma-Aldrich, Hoa
Ky) trong 15 phit. Té bao dugc rira ba 1an bang nudc mudi dém phosphat (Gibco,
Ptic), mdi lan 10 phit. Ung dung Cell Cycle cua kinh hién vi Cytell dé danh gia
dién tich hat nhan, cudng d6 hat nhan va hinh dang hat nhan [104].

Sau khi nhuom nhén, dic diém hinh thai nhan va t€ bao chat s& dugc xac
dinh bang phan mém cua hé thong kinh hién vi huynh quang Cytell. Pac diém hinh
thai nhan nhu: dién tich nhan, cuong do biéu hién, gia tri hinh dang nhan (nuclear
shape value) duogc danh gid bang ung dung Cell Cycle App. Con dién tich té bao
dugc danh gia bang Phan mém ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda,
M¥). Anh chyp té bao dugc chuyén ddi sang dang 8-bit va thiét 1ap cac thong sb
theo mot ngudng chung dé loai bo do sang nén trude khi tinh toan [104].

- Xdc dinh sw thay doi vé cdu triic, kha ning hoat dong ciia vi soi va vi

ong:
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Vi dng va vi soi dugc nhudm bang phuong phép hod té bao mién dich (ICC).
Té bao gan Chang (CCL-13) dugc nudi cdy trong dia 96 giéng véi mat do 2 x 10° té
bao/giéng. Mbi trudng nudi cdy dugc thém vao 395 pl/giéng. Vi éng duoc nhudém
bang 2 pl SiR-Tubulin (CY-SC002, Cytoskeleton, Inc., Denver, CO, USA) voi
noéng d6 50 nM cho mdi giéng. Phu parafilm 1én cac giéng. Pbi voi nhudm vi soi
actin, phu parafilm 1én cac giéng, t& biao CCL-13 dugc cd dinh bang
paraformaldehyde 4% (Nacalai, Nhat Ban) trong 30 phut, sau d6 dugc ngam véi
Triton X-100 0,1% (Merck, Puc) qua dém & 4°C. Phalloidin CruzFluor ™ 488
Conjugate (sc-363791, Santa Cruz Biotechnology, United States) dugc str dung dé
nhudm soi actin trong 1 gio. Cau tric ctia cac bo vi 6ng va vi soi dugc danh gia
dudi kinh hién vi Cytell.

2.4.4. Phwong phap flow cytometry

Flow Cytometry hay con goi 14 k¥ thuat phan tich té bao theo dong chay, do
dic tinh huynh quang va quang hoc cua té bao don, nhan va nhiém sic thé... thong
qua chum tia sang laser. Nguyén Iy hoat dong: cac hat/té bao (kich thudc tir 0,2-150
um) duoc dua vao trong dong chay chat 1ong va di qua chum tia sang laser, gdy tan
xa 4nh sang va anh sang huynh quang s& dugc thu tai thiu kinh roi hudéng téi cam
bién (detector). Cudi clng, cic cam bién sé& tao ra tin hiéu dién ti 1é thuan véi tin
hiéu quang hoc. Flow cytometry dugc ting dung trong dém va phan loai té bao, xac
dinh ddc diém va chic ning cua té bao, do kich thudc bd gene, nhan dién chi thi
sinh hoc va ky thuat protein, tng dung trong chan doan cac loai bénh 1y khac nhau
nhu ung thu, bat thuong vé bién doi gene.

Hé théng may BD Accuri C6 flow cytometer dugc sir dung dé phan tich
nhiing thay d6i cia té bao Gan Chang (CCL-13) khi nuéi trong méi truong mo
phong vi trong luc mo6 phdng sau:

- Ddnh gid chu ky té bao bang hé thong Flow cytometry

Té bao CCL-13 sau khi thu hoach dwgc xu 1y v6i FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, My) dé két hop danh gia ti 18 apoptosis
va chu ky té bao. Eppendorf chtra té bao duoc 1 voi dung dich chtra 100 ml Binding
Buffer 1X, 5 ul PI va 5 pl FITC trong 25 phtt ¢ nhiét d¢ phong, tranh anh sang. Sau
d6, mau té bao dugc bod sung thém 400 pl Binding Buffer 1X va duoc phan tich boi
hé théng may BD Accuri C6 flow cytometer.

- Hinh thdi nhén té bao CCL-13: Cac thay d6i vé mat hinh thai nhan cta té
bao CCL-13 trong diéu kién vi trong luc md phong ciing dugc danh gia thong qua
két qua do chi s6 FSC (Forward Scatter) bang phuong phép flow cytometry. Chi s6
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nay cho phép do luong tia laser di qua té bao, tir d6 c6 thé tinh toan dugc kich thudc
tuong ddi ctia té bao so v6i nhém ddi ching.

- Ddnh gid ti I¢ apoptosis ciia té bao: Té bao dugc thu va u trong Binding
Buffer ¢6 chira Annexin-V- FITC va PI ¢ nhiét d6 phong trong bong t6i 30 phut.
Sau khi ly tdm loai dich ndi, PBS sé& dugc bod sung vao tube chira té bao trude khi
cho chay qua hé thdng flow cytometry BD Accuri TM C6 Flow Cytometer . Nhiing
té bao dang trong qua trinh apoptosis s& dugc thé hién bang ti 1¢ cac té bao duong
tinh véi Annexin- V-FITC va cac té bao duong tinh v&i PI [30].

2.4.5. Téch chiét RNA tong

Té bao CCL-13 duoc tach bang trypsin-EDTA(Ethylene diamine tetraacetic
Acid) 0,25% va chuyén vao eppendorf 1,5 ml. Té bao duoc ly giai bang 250ul dung
dich ly giai RLT va duoc vortex trong 30 gidy. 350 ul Ethanol 70% dugc cho vao
eppendorf chira mau va dung dich duoc huyén phu hoa. Toan bd 700 pl mau trén
dugc chuyén vao cot RNeasy va dit cot vao eppendorf 2 ml. Mau dugc ly tim
11.000 vong/phut, trong 1 phat 30 gidy ¢ 4°C. Dich ly tdm dugc loai bo va 700 ul
dung dich RW1 duoc cho vao cot RNeasy. Mau duoc ly tam 11.000 vong/phit,
trong 1 phat ¢ 4°C. Dich ly tdm dwoc loai bé va 500 ul dung dich RPE duogc cho
vao cdt RNeasy. Mau duge ly tim 11.000 vong/phut, trong 1 phut 30 gidy & 4°C.
Cot RNeasy dugc chuyén sang eppendorf méi. 50 pl nude khong chira RNase duoc
chuyén vao cot RNeasy. Mau dugc ly tim 11.000 vong/phut, trong 1 phat 30 gidy &
4°C. Cot RNeasy duoc loai bo, thu mau RNA tong duoc va bao quan ¢ -80°C. RNA
téng dugc st dung trong phan tich sy biéu hién ¢ mirc phién mi cua cac gene lién
quan dén chu ky té bao, qué trinh apoptosis va cac gene tham gia hinh thanh ciu tao
b6 khung xuong cta té bao CCL-13.

2.4.6. Phwong phap Real time PCR

Phuong phap Real time qRT-PCR duoc sir dung nham phan tich, danh gia
mirc d6 biéu hién phién mi cua gene diéu hoa chu ky té bao, qua trinh apoptosis va
cac gene diéu hoa qua trinh tong hop cac protein (vi tong tubulin, vi soi actin) tham
gia hinh thanh c4u tric khung xwong té bao CCL-13. Phuong phap 27" (Livak)
duoc su dung dé dinh lugng tuong ddi su biéu hién cua cac gene. Sau do chuan hoa
gia tr1 Ct nham xac dinh sy biéu hién cua gene muc ti€u trong nhom vi trong luc va
nhoém ddi ching.

Trong phuong phap 24 ca gene dich va gene tham chiéu déu duoc gia dinh
murc khuéch dai c6 hiéu qua tuong duong 100% va trong pham vi 5% ctia mdi gene.
Pé xac dinh su khac biét twong ddi trong murc 6 biéu hién cta gene dich & cac mau

khac nhau, phuong phap 24 dugc thuc hién theo cac bude sau:
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+ Chuan hoéa gi tri Cy ctia gene muc tiéu v6i gene tham khao cho ca mau thi
nghiém va mau hiéu chinh:
ACT(méu) = CT(muc tiéu, mau) = CT(tham chiéu, miu)
ACT(chuém) = CT(muc tiéu, chudn) ~ CT(tham chiéu, chudn)
+ Chuén hoa gia tri ACt cia mau thi nghiém véi ACr ctia mau chuin
AACr = ACT(mSu) - ACT(chu-ém)
+ Cubi cung, ti I¢ biéu hién duoc tinh theo cong thuce
Ti 18 biéu hién = 2744
Két qua thu duoc 12 sy ting (hay giam) theo ti 1¢ cta gene dich trong mau thi
nghiém twong quan v6i mau chuan va duoc chuan hoa theo sy biéu hién cua gene
tham chiéu. Su chudn hoa su biéu hién ciia cic gene dich theo gene tham chiéu gitip
loai nhitng khac biét vé lugng té bao mau [105].
Sy biéu hién cic gene ¢ mirc phién ma duoc dinh luong bang phuong phap
Real time gRT-PCR véi kit PCRBIO 1-Step RT-PCR Kit (PCR Biosystems). Mdi
phan timg PCR chita 1 pl RNA mau, 2 pl mdi, 10 pl Mix Ro-Lox va 1 pl RTAse
trong tong thé tich 20 pl. Chu trinh nhiét ctia phan ting Real-time qRT-PCR: 1 chu
ky & 45°C (15 phat) nham huyén héa RNA thanh DNA, Tach mach trong 95°C (2
phut); 40 chu ki & 95°C (10 gidy) va 62°C (15 gidy), trir mau & 4°C (30 phut).
Puong cong tan chay duoc phan tich dya trén budc tién hanh 60°C dén 95°C véi
mdi bude doc 1a 0,5°C (30 gidy). Véi cac danh gia su diéu hoa biéu hién cua cic
gene khac nhau trong diéu kién vi trong luc mo phong sé twong g véi cac trinh tur
mdi khac nhau duoc st dung nhu sau:
- Cdc gene diéu hoa chu ky té bao CCL-13: Gom cac gene thudc 2 nhom
CDK (2, 4, 6) va Cyclin (A, BI1, DI1), gene GAPDH dugc st dung lam ddi chung
[106]. Cac cap mdi dic trung cho cac gene khao sat duoc thé hién trong Bang 2.4.

Bang 2.4. Trinh ty mdi cc gene lién quan dén chu ky té bao

Gene Trinh tu moi Tai li€éu tham khao

F: 5"-ATGGACGTCTGTGCCACATC-3’
CDK4 [106]
R: 5-GTGCCTTGTCCAGATATGTCC-3’

CDK6 F: 5>-TCTTCATTCACACCGAGTAGTGC-3’ [107]
R: 5’-TGAGGTTAGAGCCATCTGGAAA-3’

) F: 5’-GCCATTAGTTTACCTGGACCCAGA-3
Cyclin A [108]
R: 5’-CACTGACATGGAAGACAGGAACCT-3’

CDK?2 F: 5>-CAGGAGTTACTTCTATGCCTGA-3’ [107]
R: 5’-TTCATCCAGGGGAGGTACAAC-3’

Cyclin B1 | F: 5’-AATGAAATTCAGGTTGTTGCAGGAG-3° [107]
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R: 5’-CATGGCAGTGACACCAACCAG-¥’

. F: 5’-ATGTTCGTGGCCTCTAAGATG A-3’
Cyclin D1 [106]
R: 5’-CAGGTTCCACTTGAGCTTGTT C-3’

F: 5"-CATGAGAAGTATGACAACAGCCT-3’
GAPDH [107]
R: 5-AGTCCTTTCCACGATACCAAAGT-3’

- Cdc gene lién quan dén qud trinh apoptosis ciia té bao CCL-13: Cic gene
dugc danh gia bao gdm Bax va Bcl-2 va gene GAPDH duoc st dung dé lam ddi
chtng. Cac cip moi dic trung cho cac gene khao sat dugc thé hién trong Bang 2.5.

Bang 2.5. Trinh tur moi cac gene lién quan dén qua trinh apoptosis

Gene Trinh ty mdi (5’-3”) Tai liéu tham khao

F: 5"-CATGAGAAGTATGACAACAGCCT-3’
GAPDH [107]
R: 5-AGTCCTTTCCACGATACCAAAGT-3’

Bel2 F: 5>-TCTTCATTCACACCGAGTAGTGC-3’ [109]
C -
R: 5’-TGAGGTTAGAGCCATCTGGAAA-3’

B F: 5’>-CCAGGAGTTACTTCTATGCCTGA-3’ [109]
ax
R: 5’-TTCATCCAGGGGAGGTACAAC-3’

- Cdc gene md héa cho by khung xwong té bao: Cic gene duoc danh gia
bao gdm a-tubulin 3, B-actin va gene GAPDH dugc sir dung dé lam ddi chimg. Cac
cdp mdi dic trung cho cac gene khao sat duoc thé hién trong Bang 2.6.

Bang 2.6. Trinh ty moi cac gene ma hoa vi dng, vi sgi

Tai liéu tham

Gene Trinh tu mdi (5°-3) Kha
40

_ F: 5'-CATTGAAAAGTTGTGGTCTGATCA-3’
a-Tubulin 3 [110]
R: 5'-GCTTGGGTCTGTAACAAAGCAT-3’

B-Act F 5’-GAGCACAGAGCCTCGCCTTT-3’ 110]
-Actin
R 5’-AGAGGCGTACAGGGATAGCA-3’

F: 5" TTAGCACCCCTGGCCAAGG-3’
GAPDH [110]
R: 5-CTTACTCCTTGGAGGCCATG-3’

2.4.7. Phdn tich Western blot

K¥ thuat Western Blot 1a k¥ thuat lai phan ti, gitta protein muc tiéu (Khang
nguyén) véi protein (Khang thé). Dya vao phan mg tao mau hodc phat huynh
quang cta phic hop khang nguyén-khang thé dé phat hién sy biéu hién cua céc
protein chuyén biét can phan tich trén cac mau mé, dich chiét. K§ thuat nay sir dung

phuong phap dién di trén gel nham phan tach cic protein con nguyén ven hoic cac
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chudi polypeptide. Sau d6 chiing dugc chuyén 1én mang (mang nitrocellulose hodc
mang PVDF) va duoc gan 1én cac khang thé dic hiéu. Bang dién di trén gel s& dugc
dua vao hé thong phan tich Western Blot dé phan tich.

Trong nghién ctru nay, k¥ thuat Western Blot dugc sir dung dé danh gia mirc
d6 biéu hién protein cta cac gene lién quan dén cac qua trinh hoat dong, hinh thai
cau tric té bao trong diéu kién vi trong luc mo phong. Cac protein dugc danh gia
bao gdm Cyclin Al, Cyclin A2, CDK4, CDK6, CDK2, Cyclin D1 lién quan dén
chu ky té bao; protein Bax, Bcl-2 diéu hoa qua trinh apoptosis; cac protein o-
tubulin 3 va B-actin tham gia cdu trac b khung xuong cia té bao CCL-13 dugc
danh gia bang phuong phap Western Blot. Pong thoi st dung protein GAPDH lam
d6i chuing. Cac budc thuc hién bao gdm: ly giai protein, dién di SDS-PAGE,
chuyén mang PVDF, khoa mang, @i khang thé so cip, U khang thé thu cap, hién
phim.

Té bao gan Chang (CCL-13) duoc thu thap tir binh T-25 va va xir Iy voi LDS
Sample Buffer 4X (ab119196, Abcam, Hoa Ky) ¢ 70°C trong 10 phiit dé thu nhan
protein tong sd. Protein thu dugc tir cac mau dugc chuyén voi luong bang nhau vao
cac giéng cta Precast Gel SDS-PAGE 4-12% (ab139596, Abcam, Hoa Ky) dé phan
tach cac protein voi hiéu dién thé khong doi 50V trong 2 gio (ab119197, Abcam,
United States). Protein dugc chuyén sang mang PVDF (ab133411, Abcam, Hoa
Ky), dugc kep boi mot 16p gidy loc Extra Thick Blot Paper (1703966, Bio-Rad,
M¥) va mot 16p bot bién & mdi bén va dat cd dinh vao cassette (Hinh 2.3). Cassette
nay dugc dat vao bé dién di chtra buffer TBST sao cho mit gel nam & phia cuc am
(cathode) va mang PVDF nam phia cuc duong (anode), va dugc dién di trong 2 gid
650 V.

Mang PVDF sau d6 dugc khoa mang qua dém ¢ 4°C trong Blocking Buffer
(ab126587, Abcam, M¥). Mang duoc 0 v6i khang thé chinh trong dém kep qua dém
& 4°C. Cac khang thé (dic trung cho ting loai protein) duoc st dung & do pha lodng
1:5000. Khang thé khang GAPDH (ab181602, Abcam, Hoa Ky) duoc sir dung lam
d6i chimg ¢ do pha loang 1:10000. Mang dugc rira ba 1an bang TBST, mdi lan 10
phat. Tiép tuc & mang lai v6i khang thé thr cap co6 gin enzyme horseradish
peroxidase trong 1 gid ¢ nhiét d6 phong. Sau do, rira mang lai véi TBST 1X 3 lan,
mdi 1an 5 phut dé loai bo khang thé thtr cap du thira. Xt Iy mang lai da duoc cb
dinh trén cassette voi hon hop Reagent 1 va Reagent 2 (ECL Western Blotting
Substrate Kit) (ab65623, Abcam, Hoa K¥) theo ti 1¢ 1:1 trong 1 phit. Dat 1 tim
phim CL-XPosure Film Ién mang lai va u trong 1 phut. Sau d6, phim dugc nhing
vao dung dich Develope trong 15 gidy va chuyén qua dung dich Fixing trong 15
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gidy. Cudi cung, phim duoc rira bang nudc cit trong 30 gidy. Cac vach protein phat
huynh quang trén mang lai do sy phan giai co chat cia enzyme horseradish
peroxidase s& dugc hién thi Am ban trén phim. Hinh anh dugc thyc hién bang phim
X-quang [32].

Céc khang thé dugc sir dung bao gdm:

- Cdc protein lién quan dén chu ky té bao: gdbm cac khang Anti-Cyclin A1 +
Cyclin A2 (ab185619, Abcam, Hoa Ky), khang thé Anti-Cdk4 (ab137675, Abcam,
Hoa Ky¥), khang thé Anti-Cyclin D1 (ab40754, Abcam, Cambridge, MA, USA), va
khang thé Anti-Cdk6 (ab124821, Abcam, Hoa Ky).

- Cdc protein diéu hoa qud trinh apoptosis: cic khang thé Anti-Bax
(ab53154, Abcam, Cambridge, MA, USA) va khang thé Anti-Bcl-2 (ab196495,
Abcam, Cambridge, MA, USA).

- Cdc protein tham gia cdu triic by khung xwong ciia té bao: Khang thé
Anti- B-Actin (ab8226, Abcam, M¥y) va khang thé Anti-o-Tubulin 3 (ab52866,
Abcam, My).
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Hinh 2.3. Phuong phap chuyén mang PVDF [32]
2.4.8. Phuwrong phdp thong ké
Céc s0 liéu két qua nghién ctru dugc phan tich bang phan mém Sigma Plot
(SYSTAT Software, My). Két qua danh gia su khic biét gitta cic nhém thi nghiém
duogc thuc hién bang phuong phap One-way ANOVA, trong d6 p < 0,05 duoc xem
1a khac biét co y nghia thong ke.



49

Chuwong 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Kha ning ting sinh ciia té bao gan Chang (CCL-13) trong diéu Kién vi
trong lwc moé phong
3.1.1. Sw thay doi mdt dp té bao CCL-13

Hinh 3.1 thé hién hinh thai giong nhu biéu mé binh thudng ciia cac té bao
CCL-13 tir nhom dbi chimg va nhém SMG. Hinh thai té bao CCL-13 dugc nudi cay
trong diéu kién binh thuong (1G) thi té bao gan van gitt duoc dic diém gidng té bao
biéu mé, té bao gan c6 hinh thai giéng hinh da gidc nho, bam trai trén bé mat dung
cu nudi cdy (dia 96 giéng). Té bao gan nudi ciy trong diéu kién vi trong luc khong
th?iy o duoc su khac biét vé dic diém hinh thai, van gﬁn giéng té bao biéu mod gan
binh thudng véi hinh da giac nho va giéng nhu té bao trong nhém ddi ching. Tuy
nhién mat do té bao thi it hon thay rd.

Control’

Hinh 3.1. Hinh thai té bao sau nudi ciy

Té bao gan Chang (CCL-13) duoc nudi cdy véi mat do 2 x10° té bao/giéng
trong dia 96 giéng. Mat do té bao duoc xac dinh bang chuong trinh Cell Cycle App
ctia hé thong kinh hién vi huynh quang Cytell. Két qua phan tich cho thiy sé lugng
té bao CCL-13 trung binh mdi giéng & moi trudng vi trong lyc 1a 7092 + 432 té
bao/giéng trong khi & méi truong dbi ching 1a 10101 + 171 té bao/giéng (p <
0,005). Hinh 3.2 cho thdy su khac biét c6 ¥ nghia thong ké trong mat do té bao
CCL-13 giita hai nhom d6i chirng va cam tmg vi trong luc mé phong. Két qua nay
cho thay rang diéu kién vi trong luc mo phong cam ung su giam mat do té bao, hay

n6i cach khac 13 e ché kha nang ting sinh cta té bao CCL-13.
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Hinh 3.2. Mat d6 té bao CCL-13 trung binh khi nudi ciy (Control: nhom déi chimg,
moi truong 1 g va SMG: méi trudng vi trong luc). *** Biéu thi su khac biét dang ké
giita nhom SMG so véi nhom ddi ching (P < 0.001).

Ngoai ra, su ting truong va kha ning song cia té bao CCL-13 duoc danh gia
bang thir nghiém voi kit WST-1 (Hinh 3.3). Thubc thir ting sinh té bao WST-1
dugc st dung dé dinh lugng té bao (khong dung chat danh déu phong xa), dinh
luong quang phd ctia su ting sinh té bao va kha ning ton tai trong quan thé té bao
sir dung dia 96 giéng. Két qua phan tich gia trj 6 hap thu cua té bao CCL-13 cho
théy gia tri OD cua nhém doi chung 12 0,76 £ 0,01, cao hon so v6i nhom té bao gan
CCL-13 dugc cam ung diéu kién vi trong lyc mé phong (0,62 £+ 0,03) (p < 0,001).
Két qua nay cho thay su ting sinh cua té bao gan Chang (CCL-13) tir nhém SMG
thap hon nhom déi chimg.
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Control SMG
Hinh 3.3. Két qua phan tich WST-1 vé gia tri O.D ctia cac té bao CCL-13 sau nudi
ciy. *** Biéu thi sy khac biét dang ké gitta nhém SMG so v6i nhom d6i chimg (P <
0.001).
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Céc nghién ciru trude day di bao cdo ring SMG gay ra ti 1é ting sinh thap o
cac loai té bao khéc nhau, chéng han nhu té bao tién than tao mau & nguoi [111], té
bao gdc trung mé tiry xwong [112], té bao gdc trung mod chudt [113] va té bao hic to
BL6-10 [114]. Trong nghién ctru hién tai, mat do té bao gan Chang (CCL-13) trong
nhom dbi chung va SMG cao hon 5 lan va 3,5 1an so v&i mat do céy ban dau. Ngoai
ra, thir nghiém WST-1 cho théy ti 1¢ tang sinh thap hon & céc té bao CCL-13 trong
diéu kién SMG so véi céac té bao ddi ching.

Céc té bao gan Chang (CCL-13) trong nhoém SMG c¢6 dién tich 16n hon céc
té bao trong nhom ddi chung (1an luwot 1a 1209,00 + 81,12 um?® so v6i 1000,42 +
56,14 um?) (Hinh 3.4).
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Hinh 3.4. Dién tich té bao CCL-13 trong 2 diéu kién nuéi cdy. * Biéu thi sy khac
biét dang ké gitta nhém SMG so v6i nhom ddi ching (p <0,05).

Nhiing két qua nay cho thiy trong diéu kién SMG hinh dang té bao CCL-
khong thay d6i. Tuy nhién, s6 lugng té bao va gia tri O.D déu giam hon so voi
nhém ddi ching, chimg t6 kha ning ting sinh cua té bao CCL-13 trong diéu kién
SMG da giam. Nguoc lai, co su hoi bat thuong vé dién tich, t& bao CCL-13 ¢6 dién
tich 10n trong diéu kién SMG so v6i nhém d6i chimg trong diéu kién 1g.

3.1.2. Anh hwéng vi trong lwc dén chu ky té bao CCL-13
3.1.2.1. Két qud phan tich flow cytometry

Chu ky té bao gan Chang (CCL-13) duoc danh gia bang phuong phap flow
cytometry (Hinh 3.5). Két qua phan tich cho thdy: Péi voi té bao CCL-13 nhom ddi
chung: Ti 1¢ pha GO/G1 1a 86,93 + 0,23%, pha S 1a 11,30 + 0,23 %, pha G2/M la
0,98 £ 0,03%. Pdi voi té bao CCL-13 nhém cam Gng vi trong luc mo phong: Ti 16
pha G0/G1 1a 90,60 + 0,40%, pha S 1a 7,18 £ 0,34 %, pha G2/M 1a 0,68 £ 0,05%.
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Té bao & nhoém cam mg vi trong lyc md phong cé xu hudng ting ti 1é té bao trong
pha GO/G1 va giam ti 1¢ té bao trong pha S va G2/M.

Lo} =)
B ]
~ -Control GO0/G1: 86.93 +0.23 o ~4SMG  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 %
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Hinh 3.5. Chu ky té bao CCL-13 duoc phan tich bang flow cytometry, ddi sanh céc
pha trong chu ky phan bao gitta 2 nhém té bao trong diéu kién SMG va nhém ddi
chung (control) voi

Két qua trén cho thay ti 1& té bao CCL-13 trong pha GO/G1 clia nhom dbi
ching thap hon so v&i nhdm cam ung vi trong lyc mod phong. Trong khi d6 ti 1¢ té
bao CCL-13 trong pha S va pha G2/GM cua nhom ddi chimg lai cao hon so voi
nhém cam ng vi trong luc mé phong. Diéu nay chung to kha ning phan chia cia té
bao CCL-13 trong nhom SMG thap hon so véi nhém dbi chimg, dan dén diéu kién
vi trong lyc mo phong cam tmg su di vao pha nghi trong chu ky té bao cuta té bao
CCL-13.
3.1.2.2. Biéu hién phién mi cdc gene diéu hoa chinh chu ky té bao

Két qua phan tich Realtime PCR cho thdy su biéu hién muc phién mi céc
gene chinh diéu hoa chu ky té bao gan Chang (CCL-13) c¢6 xu huéng giam trong
diéu kién vi trong lyc mo phong. Té bao CCL-13 trong nhém SMG giam biéu hién
mRNA cua cyclin A (Hinh 3.6A). Su giam biéu hién ndy con duoc nhéan thiy &
gene Cyclin D trong té bao CCL-13 dudi diéu kién SMG (Hinh 3.6B). Té bao CCL-
13 giam sy biéu hién mRNA gene CDKG6 khi dugc cam tmg SMG (Hinh 3.6D). Tuy
nhién sy biéu hién mRNA gene CDK4 lai khong cé sy khac biét vé mat théng ké
gitra hai nhom thi nghiém (Hinh 3.6C).
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Hinh 3.6. Két qua phan tich Realtime RT-PCR dbi véi cac gene diéu hoa chinh chu
ky té bao trong diéu kién SMG va trong luc 1 g. A: su biéu hién Cyclin A. B: su
biéu hién Cyclin D. C: sy biéu hién cia CDK4. D: sy biéu hién CDK6. * biéu thi su
khac biét dang ké gitta nhém SMG so v6i nhoém ddi chig (p <0,05), ** biéu thi sy
khac biét dang ké gitta nhom SMG so v6i nhom dbi chimg (p <0,01).

So v6i cac té bao ciia nhém ddi chung, cac té bao CCL-13 ctia nhéom SMG
da giam muc biéu hién phién ma cta cac gene Cyclin Bl va Cyclin D1, theo phan
tich RT-PCR (Hinh 3.7). Biéu hién cua cyclin B1 va cyclin D1 trong cac té bao
CCL-13 duoc xir Iy bang SMG thap hon so v&i nhém d6i chimg. Ngoai ra, sy giam
biéu hién ban phién mi gene CDK2 va CDKG6 ciing dugc thdy 16 & CCL-13 tir
nhém SMG. Biéu hién ctia gene CDK2 va CDKG6 trong cac té bao CCL-13 & diéu
kién SMG thap hon so v&i nhom dbi ching. Nhiing két qua nay cho thiy trong diéu
kién SMG gay ra su diéu hoa giam phién ma cia cac gene chinh lién quan dén chu
ky té bao trong cac té bao CCL-13.
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Hinh 3.7. So sanh biéu hién gene phién ma lién quan dén chu ky té bao trong nhoém
SMG va nhom ddi ching st dung Realtime RT-PCR. ** biéu thi sy khic biét dang
ké gitta nhdom SMG so v6i nhom dbi chimg (p <0,01); * biéu thi su khac biét dang

ké gitta nhém SMG so v6i nhom dbi chimg (p <0,05).

3.1.2.3. Biéu hién dich ma cdc gene diéu hoa chinh chu ky té bao

Phén tich Western blot cho thy cac su biéu hién cta protein CDK4 trong té
bao CCL-13 & nhom dbi ching cao hon so véi té bao CCL-13 trong nhém cam tng
vi trong luc mé phong (Hinh 3.8). Té bao CCL-13 trong nhém ddi chimg ciing cho
thay mirc 6 biéu hién CDK6 cao hon so véi nhom cam tmg vi trong lyc mé phong.
Ngoai ra, su biéu hién cua protein Cyclin D1 ciing giam manh & nhom té bao CCL-
13 thudéc nhém SMG so v6i nhom d6i ching. Qua trinh giam manh nay ciing duoc
nhan thay trong sy biéu hién cta protein Cyclin Al va A2 & nhém té bao CCL-13

dugc cam tng vi trong lyc mo phong trong so véi nhom ddi ching.
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Hinh 3.8. Phan tich western blot cac protein lién quan dén chu ky té bao. Su biéu

hién protein ho Cdks nhu cdk4 va cdk6 gidm & nhom cam tng vi trong lyc moé
phong. Sy giam biéu hién nay ciing dugc nhan thiy & protein ho cyclin nhu cyclin
A va cyclin D trong nhom nay. * biéu thi sy khac biét dang ké giita nhém SMG so
v6i nhom dbi ching (p <0,05), *** biéu thi sy khac biét dang ké giira nhom SMG
so voi nhom ddi chimg (P < 0.001).

Thuc hién thém cac phan tich Western blot ciing cho thay té bao CCL-13 tir
nhém SMG thé hién biéu hién thap hon ctia Cyclin A, CDK2 va CDK6 so v6i nhém
d6i chimg (phu luc 10).

Sy tang sinh té bao doi hoi sy gia ting phan chia té bao, dugc kiém soat boi
cac protein diéu hoa chu ky té bao nhu cyclin va Cdks [93]. Cyclin Al va A2 déng
vai trd quan trong trong giai doan S va chuyén tiép G2/M trong tat ca cac té bao
tang sinh [115 - 118]. Trong giai doan G1, sy tong hop Cyclin D ting cudng thuc
day su lién két ciia phtrc hop Cdk 4/6 va Cyclin D kiém soét su chuyén tiép G1 va
G1/S [119 - 121]. Do @6, nhitng thay d6i trong biéu hién cia CDK 4, CDK 6 va
cyclin D din dén nhiing thay doi trong chu ky té bao. Trong nghién ciru hién tai, su
giam biéu hién cua cyclin D twong quan véi su giam biéu hién ctia Cdk6 trong céc
té bao CCL-13 nhém SMG, dan dén d6 tré & pha G1 dugc quan sat trong céc té
CCL-13 nhém SMG. Biéu hién diéu hoa giam cua Cyclin Al va Cyclin A2 ciing
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dugc quan sat thdy trong cac té bao CCL-13 nhém SMG, dan dén cac té bao CCL-
13 nhém SMG trong pha S ¢6 ti 1é thap.

Ngoai ra, Cyclin hoat dong véi ho kinase phu thudc cyclin dé diéu chinh céc
hoat dong ciia chu ky té bao, bao gdm chuyén tir trang thai khong hoat dong sang
chu ky cta té bao, chuyén pha G1/S, sao chép DNA, ngung tu va phan tach nhiém
sac thé va phan bao [122 - 124]. Viéc kich hoat cdk4 va cdk6 bang lién két Cyclin
D 1a cén thiét cho 16i vao chu trinh té bao & giai doan dau G1, trong khi kich hoat
cdk?2 bang lién két Cyclin E 1a can thiét dé tién qua G1 va 16i vao pha S [125]. Hon
nita, qué trinh chuyén d6i qua pha S ciing duoc diéu chinh bdi cyclin A/cdk2 [126].
Cyclin B1 12 mét yéu t& quan trong trong viéc diéu chinh qua trinh chuyén doi tir
pha G2 sang pha M [127, 128]. Nghién ciru nay cho thay rang sy biéu hién cia cac
gene lién quan dén chu ky té bao di duoc diéu chinh giam dbi vé6i cac té bao CCL-
13 trong diéu kién SMG. Diéu nay giy can trd cic té bao di d¢én pha S va pha G2/M
va giir cho cac té bao & pha GO, pha nghi.

3.2. Anh huéng cia diéu kién vi trong luc 1én sy chét theo chwong trinh
(apoptosis) ciia té bao gan Chang (CCL-13)
3.2.1. Sw thay doi hinh dang nhdin va cwong dé hat nhan ciia té bao CCL-13

Hinh 3.9 mé ta hinh thai nhan té bao CCL-13 ¢ nhém d6i ching va nhom
cam ung vi trong luc md phong. Két qua nay cho thay kich thudc nhan cua té bao
CCL-13 thudc nhém ddi ching cao hon so véi nhém cam ung vi trong lyc md
phong (Hinh 3.10). Nhan té bao CCL-13 thudc 2 nhom nay déu cé hinh théi binh
thudng, khong co sy c¢o dic nhidém sic chit, phan manh nhan. Piéu nay ching to
qua trinh apoptosis khong dién ra & cac té bao duoc phan tich, té bio CCL-13 van

duy tri hinh thai binh thuong trong qua trinh phat trién cua té bao.

Control

Hinh 3.9. Hinh thai nhan cta té bao CCL-13 dugc nudi ciy trong diéu kién SMG so

v6&i nhém doi ching
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Két qua phan tich cho thiy, gia tri FSC cua céac té bao CCL-13 trong nhom
SMG cao hon céc té bao trong nhom doi chung (1§n luot 14 9,80 x 10° so véi 8,78 x
10% (p <0,001) (Hinh 3.10A), diéu nay ching t6 rang kich thudc té bao CCL-13
trong nhém SMG 16n hon céc té bao trong nhom d6i ching. Két qua nay phu hop
voi két qua ¢ hinh 3.4 vé dién tich té bao. Nhung nguoc lai dién tich nhan cua té
bao CCL-13 thudc nhom cam ung vi trong luc md phong 1a 244,50 + 2,79 um® lai
nho hon dién tich nhan cua té bao thudc nhom dbi chimg 1a 254,75 + 1,41 um’.
Piéu nay chung té diéu kién vi trong lyc mo phong cam ung lam giam dién tich
nhén t¢ bao CCL-13.

Mean FCS: 8.78+0.06 x 10° Mean FCS: 9.8040.07 x 10°

Control
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Hinh 3.10. 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 té bao, C: Gia tri hinh thai nhan té bao.
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Két qua phén tich trong hinh 3.10C cho thay gia tri hinh dang nhan (nuclear
shape value) dic trung cho mic do tron va toan ven cta nhan. Khi gia tri nay bang
1, nhan c6 hinh dang dang tron va muc dd toan ven 16n nhét, khi gia tri nay cang
nho hon 1 thi mirc do tron va toan ven cia nhan giam dan. Két qua phan tich bang
kinh hién vi Cytell cho thay gia tri hinh dang nhan cua té bao CCL-13 thuoc nhém
d6i chtng 13 0,873 + 0,003. Gia tri nay cua té bao CCL-13 thuéc nhém cam tng vi
trong lyc mo phong giam con 0,872 + 0,005. Tuy nhién khong cé sy khac biét vé
mat théng ké giira hai gi4 tri nay. Diéu d6 ching té diéu kién vi trong lyc mé phong
khong anh huong toi gia tri hinh dang nhéan ciing nhu mirc d6 toan ven ctia nhan té
bao CCL-13.

Ving nhén cia cac té bao CCL-13 trong nhom SMG nho hon so véi cac té
bao dbi chung (lan luot 1a 244,45 + 3,80 um2 so v&i 254,75 £ 2,95 um?2) (Hinh
3.11A). Piéu nay dan dén viéc giam ti 1¢ hat nhan/té bao chat trong cac té bao CCL-
13 trong diéu kién SMG so véi cac té bao ddi ching (1an lugt 14 23,29 + 1,46% so
v6i 29,15 + 1,80%) (Hinh 3.11B).
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Hinh 3.11. Dién tich hat nhan CCL-13 (A) va ti 1& hat nhan / té bao chat trong céac
té bao CCL-13 (B). * Biéu thi sy khac biét dang ké gitra nhém SMG so voi nhom
dbi chung (p <0,05).

Su ngung tu chit nhiém sic, mot sy kién phan bao quan trong, can thiét cho
qué trinh phan chia té bao. Mot trong nhitng dac diém hat nhan quan trong trong
qué trinh phén chia té bao 14 cuong do hat nhan, cling dugc dénh gia trong CCL-13
trong diéu kién SMG. Nhuém Hoechst 33342 cho hat nhén, tao ra cuong do hat
nhan, dugc st dung dé phat hién su ngung tu cta chit nhiém sic. Nhu d3 théiy trong
Hinh 3.12A va Hinh 3.12B, cic két qua trong diéu kién SMG c6 cuong do thap hon
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cac két qua trong nhom ddi ching (1an luot 13 37766 + 458 so véi 39985 + 366).
Két qua 1a sy ngung tu chat nhiém sac it hon da lam giam sy phan chia cta céac té
bao CCL-13.
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Hinh 3.12. Cuong d6 hat nhan (A); Phan bb cudng do hat nhan CCL-13 giira nhoém
d6i chimg va nhom SMG (B). Mau xam biéu thi phan trim hat nhan < 2n, mau xanh
biéu thi phan trim hat nhan trong pha G0/G1, mau d6 biéu thi phan trim hat nhan
trong pha S, mau luc biéu thi phan trim hat nhan trong pha G2/M va mau vang biéu
thi phan tram hat nhan> 4n. ** biéu thi sy khac biét dang ké giita nhém SMG so véi
nhém ddi ching (p <0,01).

Céac nghién ciru trude day da kham pha dugc diéu kién vi trong luc méd
phong c6 thé tao ra su thay do6i hinh théi ctia té bio dong vat ¢ vii bang nhidu co
ché khac nhau. Dinarelli va cong sy da chimg minh rang méi truong vi trong lyc mo
phong gy ra nhiing thay doi vé hinh dang té bao va d6 nham mang trén hong cau &
nguodi [129]. Nghién ctru trén nguyén bao xuong nguyén phat & nguoi cua Gioia va
cong sy thi cho thdy céc té bao nay thay d6i hinh thai tir dang phang sang dang hinh
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thoi khi dugc nudi trong moéi trueong vi trong luc moé phong [130]. Mot nghién ciru
khac bao céo rang mdi trudng vi trong lyc md phong tao ra nhitng thay d6i manh
mé vé kich thude va hinh dang cua cac té bao va su chuyén moén hoa bé mit cla
chung [131].

Trong qua trinh nguyén phan, cic té bao biéu hién nhitng thay d6i vé hinh
thai trong té bao chat va nhan [132, 133]. Nghién ctru trudc d6 di bao cdo rang ti 16
hat nhan/té bao chat cao bat dau cic qua trinh nodi bao giup té bao sin sang phan
chia va sy mo rong té bao chit tiép tuc cho dén thoi diém phan chia [134]. Trong
nghién ctru nay, cac té bao CCL-13 do SMG géy ra cho thay sy mé rong dién tich té
bao va giam dién tich nhan, din dén giam ti 1& nhan/té bao chat. Két qua nay cho
thdy rang ti 1¢ hat nhan/té bao chat thap c6 lién quan dén sy cham tré trong giai
doan phén chia cua céac té bao CCL-13 trong diéu kién SMG. Pdi v6i qué trinh phan
chia té bao, viéc tai tao nhan 1a can thiét, vi diéu nay lam tang tdc do sao chép DNA
va san xudt cac thanh phan té bao khac. Ngung tu chat nhiém sic, mot qua trinh 1am
tang cuong do hat nhan, 1 can thiét dé qua trinh nguyén phan xay ra [135]. Nghién
cru nay cho thdy cudng do hat nhan cua cac t& bao SMG thap hon so v&i ddi
ching, cho thiy rang nhiing thay doi trong qué trinh tai tao hat nhan hodc/va sao
chép DNA dugc bat dau boi diéu kién SMG.
3.2.2. Anh hwéng ciia vi trong luc lén sw chét theo chwong trinh (apoptosis)
3.2.2.1. Ti I¢ té bao di vao con dwong apoptosis

Kha ning sdng dong vai trd quan trong trong su tang sinh quan thé té bao. Ti
1¢ sdng cua té bao dugc danh gia bang phuong phap phan tich dong chay té bao
flow cytometry. Phospholipids cia mang té bao dugc phan phdi khong ddi xtng
gita cdc mat bén trong va bén ngoai cua mang. Phosphatidylcholine va
sphingomyelin dugc phoi bay trén mat bén ngoai cua 16p lipid kép, trong khi
phosphatidylserine nam & bé mit bén trong. Trong qua trinh apoptosis, sy bat dbi
xtng nay bi pha v& va phosphatidylserine bi 16 ra & bé mit bén ngoai ctia mang
plasma. Do Anenxin V lién két véi ai luc cao v6i phosphatidylserine, nén Annexin
V lién két voi fluorochrom co thé duoc sir dung dé phét hién té bao apoptosis bang
phuong phap té bao hoc dong chay.

Két qua phan tich cho thay ti 18 t& bao CCL-13 séng trong nhom ddi chung 1a
98,83 = 0,05 %. Trong khi d6 ti 1¢ t& bao CCL-13 song trong nhom cam ung vi
trong luc mo phong 1a 99,07 + 0,05 %. Tuy nhién khong c6 sy khac biét vé mit
thong ké trong ti 1¢ té bao song giita hai nhom nay. Piéu d6 cho thiy diéu kién vi
trong lyc mo phong khong tac dong 1én stc séng cia té bao CCL-13 (Hinh 3.13).
Ngoai ra, két qua phan tich cho thay ti 18 t& bao CCL-13 bj apoptosis trong nhom
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d6i chung 13 0.73 + 0.05%. Trong khi d6 ti 1¢ té bao CCL-13bi apoptosis trong
nhom cam ung vi trong luc mo6 phong 1a 0.70 £+ 0.07%. Tuy nhién cting khong c6 su
khac biét vé mat thong ké trong ti 18 t& bao bi apoptosis giita hai nhom nay. Diéu d6
cho thiy diéu kién vi trong lwc mo phong khong tic dong 1én su chét theo chuong
trinh cua té bao CCL-13.
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Hinh 3.13. Két qua phan tich flow cytometry. Ti 1& t& bao song giita nhoém ddi
chtng va nhém cam tng vi trong lyc mo phong khong co su khac biét vé mit thong
ké. Ngoai ra ti 1€ apoptosis gitra 2 nhom thi nghiém la tuong duong nhau va khong
c6 su khac biét vé mit thong ké.
3.2.2.2. Biéu hién mirc phién md cdc gene lién quan dén apoptosis

Bcl-2 va Bax dong vai tro quan trong trong viéc can bang ti 1¢ apoptosis cta
té bao. Su biéu hién cua 2 gene nay anh hudng téi kha ning cin bang trén, khi té
bao tang sinh, Bcl-2 biéu hién manh. Khi té bao di vao su chét theo chuong trinh,
murc do biéu hién cua Bax tang lén. Trong thi nghiém nay, su biéu hién cta Bel-2 va
Bax dugc danh gia bang phuong phép real time RT-PCR. Pay 1a phuwong phap dinh
luong su biéu hién gene ¢ murc phién ma.

Két qua phan tich cho thdy khong c6 su khac biét trong biéu hién cua gene
Bax & muc phién ma cia té bao CCL-13 giita hai nhoém ddi chimg va nhém cam
ung vi trong lyc mo phong (hinh 3.14).

Gene Bax dong mot vai trd trong qué trinh apoptotic ty thé. Trong diéu kién
binh thudng, gene Bax phan 16n 14 cytosolic thong qua qua trinh tai van chuyén lién
tuc tir ty thé sang cytosol qua trung gian BCL2L1/Bcl-xL, gifip tranh su tich ty ndng
d6 Bax doc hai & mang ngoai ty thé (MOM). Trong diéu kién stress, t& bao trai qua
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mot su thay d6i vé hinh dang giy ra sy chuyén vi sang mang ty thé, dan dén viéc
giai phong cytochrom ¢ sau d6 gay ra apoptosis. Thuc ddy kich hoat CASP3, va do
d6 apoptosis. Két qua phén tich nay cho thiy diéu kién vi trong luc mé phong chua
anh huong t6i sy biéu hién cia gene Bax, ching t6 qua trinh apoptosis chua dién ra

manh ¢ cac nhom t€ bao nay.
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Hinh 3.14. Sy biéu hién ctia gene Bax dugc danh gia bang RT-PCR.

Su biéu hién cac gene Bax ¢ t€ bao & nhém doi chirng va nhém cam Gng vi trong

lwec mé phong khong c6 su khac biét vé mat thong ke.

Ngoai ra, Két qua phan tich RT-PCR ciing cho thdy khong co su khac biét
trong biéu hién cta gene Bcl-2 & mirc phién ma cua té bao CCL-13 giita hai nhom
d6i ching va nhom cam Gng vi trong luc md phong (hinh 3.15). Gene Bcl-2 diéu
hoa chat ché su kich hoat con duong ndi bao. Cac protein thudc ho nay nhu Bid,
Bad, Bim, Bmf, Puma va Noxa c6 chira mt vung Bcl-2 homology 3 (protein BH3-
only) va c6 hoat dong theo hudng kich thich qua trinh apoptosis (pro-apoptotic
activity). Cling c6 hai nhém nho khac ctia ho Bel-2 chtra nhiéu ving BH. Nhém thir
nhat v6i Bax, Bak va Bok, c6 kha niang kich thich qué trinh apoptosis; nhém con lai
c¢6 Bcl-2, Bel-XL va Mcl-1 lai hoat dong chdng lai sy chét theo churong trinh cua té
bao (anti-apoptotic activity). Cac protein BH3-only s& diéu khién qua trinh
apoptosis bang cach diéu hoa twong tac giira hai nhom protein nay. Trong phan tich
nay cho thdy khong c6 sy khac biét trong biéu hién cia gene Bcl-2 & mirc phién ma
ctia té bao CCL-13 giira hai nhém ddi chimg va nhém cam tng vi trong lyc mo

phong.
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Hinh 3.15. Sy biéu hi¢n cta Bcl-2 dugce danh gia bang RT-PCR. Su bi€u hién cac

gene Bax ¢ té bao & nhom dbi chimg va nhom cam tmg vi trong lyc mo phong
khong c6 su khac biét vé mat thong ke.

3.2.2.3. Biéu hién mirc dp dich mi ciia cdc gene Bcl-2 va Bax

Trong nghién ctru ndy, sy biéu hién cia protein Bcl-2 va Bax duoc danh gia
bang phuong phap Western blot. Két qua phan tich cho thiy, khong c6 su khac biét
trong biéu hién ctia protein Bel-2 va Bax ¢ té bao CCL-13 giita hai nhom dbi chimg
va nhom cam ung diéu kién vi trong lyc md phong. Két qua nay cho thay, diéu kién
vi trong lyc mod phong khong anh huéng t6i sy biéu hién ciia 2 protein ndy & té bao
CCL-13, ttc 1a khong anh hudng téi su can bang gitra ti 1& sdng va chét theo
chuong trinh cua té bao CCL-13 (hinh 3.16).
Control SMG
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Hinh 3.16. Két qua phan tich protein Bax va Bcl-2 bang Western blot. Sy biéu hién
clia protein Bax va Bcl-2 ¢ té bao thudc nhom d6i chimg va nhom cam mg vi trong

luc mo phong khong co sy khac biét vé mit thong ke.
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Ngoai ra, cac nghién ciru trude day vé tac dong cia vi trong luc mod phong
1én cac té bao nguyén bao xuong binh thudng ciia con ngudi cho thdy khong cé su
khac biét nhiéu vé sé luong té bao va kha ning song cia té bao d6i vdi cac té bao
dugc nudi cdy trong diéu kién 1G. Sy phan manh DNA dugc phan tich trén dién di
agarose-gel. Muc phién ma mRNA cho cac gene Bax, Bcl-2, XIAP va caspase-3
dugc phan tich bang RT-PCR, két qua cho thay ti 1& mirc phién md mRNA ctia gene
Bax/Bcl-2 di ting dang ké 1én 136% so voi cac ddi chimg tinh 1G. Tuy nhién, muc
phién md mRNA cua gene XIAP (phan tir chdng apoptotic) da dong thoi ting 1én
138% trong s cac d6i chung tinh 1G. Do d6, su tang sinh té bao hodc kha ning ton
tai ctia té bao khong bi anh hudng boi diéu kién vi trong luc mé phong. Khong quan
sat thay sy phan manh DNA ¢ nhom té bao nudi cdy trong diéu kién vi trong lyc md
phong ciing nhu & nhém ching. Pong thoi, mic phién md mRNA coa gene
caspase-3 khong bi anh hudng boi vi trong luc mo phong [136, 137]. Nghién ctru
gin day ctia Tan va cong sy nam 2018 da ching minh méi trudng vi trong luc md
phong e ché su phat trién cua té bao ung thu bang cach dao nguoc qua trinh bo
may trao ddi chat di hoa ctia mot sé chirc ning cd dinh (housekeeping functions)
[112]. Trong nghién ctru hién tai, ti 1& séng va ti 1é apoptosis ctia t& bao CCL-13 ¢
diéu kién vi trong luc mo phong khong co sy khac biét so voi diéu kién binh
thuong, cho thay sy chét cua té bao khong din dén su giam ting sinh cua cac té bao
CCL-13.

3.3. Thay d6i c4u tric khung xwong té bao gan Chang (CCL-13) trong di¢u
kién vi trong luc

3.3.1. Biéu hién cic gene ma héa protein hinh thanh ciu triic b khung xwong té
bao

3.3.1.1. Két qua Real time gRT-PCR ciia gene a-tubulin 3

Tubulin 12 mét protein hinh ciu cu thanh nén khdi vi ng, mot thanh phan
chinh cua té bao hoc. Céac di vong tubulin bao gdm hai 16p chinh 13 alpha-tubulin va
beta-tubulin. Sy da dang giita cac kiéu hinh tubulin chil yéu phaét sinh tir trinh ty dau
C, n6 cho phép phan loai thanh cac isotypes va kha nang nhiéu stra d6i sau dich ma.
Trong nghién ciru nay, nhimng thay dbi trong su biéu hién mRNA tubulin dugc mo
ta bang phuwong phap RT-PCR (Hinh 3.17). Két qua cho thiy, trong diéu kién vi
trong luc mo phong, té bao CCL-13 giam biéu hién tubulin sau 3 ngdy nudi cy.
Muc do giam biéu hién cla gene tubulin cia nhém cam Gng diéu kién vi trong luc
mo phong 13 18% so véi nhom d6i chiung. Piéu nay chimg to diéu kién vi trong luc
mo phong cam g sy giam biéu hién gene o-Tubulin 3 & murc phién ma.
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Sy biéu hign mRNA

Control SMG

Hinh 3.17. Phan tich biéu hién gene gene o-Tubulin 3 bang RT-PCR. **biéu thi su
khac biét ddng ké giita nhom SMG so v6i nhom dbi ching (P<0.01).

3.3.1.2. Két qud Real time gRT-PCR ciia gene f-actin

Trong phan tich nay, phuong phap RT-PCR dugc ap dung dé danh gia su
biéu hién ctia gene P-Actin & mirc phién ma. Sy thay d6i biéu hién cua B-Actin mirc
phién ma dugc mo ta trong Hinh 3.18. Két qua phan tich real time RT-PCR cho
thdy té bao gan Chang (CCL-13) giam biéu hién B-actin trong diéu kién vi trong luc
mo phong. Mirc d6 giam B-Actin dién ra manh, té bao CCL-13 giam biéu hién B-
Actin t6i 80%. Piéu nay cho thay sy thay d6i cau triic rd rét cia té bao gan CLL-13
trong diéu kién vi trong luc moé phong.

1.4 £

1.2 l

Control SMG
Hinh 3.18. Phan tich biéu hién gene p-actin bang RT-PCR
** biéu thi su khac biét dang ké gitta nhom SMG so v6i nhom dbi ching (P<0.01).
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3.3.1.3. Biéu hign cdc protein tham gia hinh thanh céu triic khung xwong té bao

Két qua Western Blot danh gia biéu hién protein ctia B-Actin va o-Tubulin 3
duoc thé hién & Hinh 3.19. Theo d6, Két qua phan tich western blot cliing ¢ cho két
qua phan tich real time RT-PCR. Sy biéu hién cua a-Tubulin 3 va B-Actin giam &
c4 muc phién mi va dich ma trong té bao CCL-13 khi dugc cam tmg diéu kién vi
trong luc md phong. Pidu d6 cho thay diéu kién vi trong lyc mé phong khong chi
anh huong dén sy biéu hién gene p-Actin va a-Tubulin 3, anh huéng t6i thanh phén,
ham luong tubulin actin c6 trong té bao, tir d6 lam thay ddi cau trac vi ong, vi soi

cling nhu su phan b ciia cac vi éng, vi soi trong té bao CCL-13.
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Hinh 3.19. Phan tich sy biéu hién cac protein o. —Tubulin va B-actin bang k¥ thuat
western blot. **biéu thi su khac biét dang ké gitta nhom SMG so v6i nhom dbi
chung (P<0.01).

Khung xuong té bao 13 mot cau trac dic biét dong gbp vao ba chirc nang, d6
1a t6 chirc ciu trac té bao, hd tro su di chuyén va thay ddi hinh dang cua té bao, va
diéu chinh céc tuong tac giita té bao va moi truong té bao [76]. Cac té bao bao gom
cac vi 6ng, cac soi trung gian va cac vi soi, trong d6 cac vi dng va vi soi rat can
thiét cho qué trinh phan chia té bao [138]. Cac vi éng duoc hinh thanh do su tring
hop cua tubulin. Trong qua trinh phan chia té bao, cdc vi dng hinh thanh céc truc

phan tach cac chromatid chi em vé hai té bao [139]. Actin 1a mot thanh phan cua vi
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soi gop phan hinh thanh ranh phan cit trong qua trinh phan chia té bao [140].
Nhiing thay d6i trong tong hop actin va tubulin c6 thé 1am thay ddi qu4 trinh tring
hop va hinh thanh céc vi s¢i va vi 6ng. Trong nghién ctru ndy, sy tong hop B-Actin
va a-Tubulin 3 bi giam trong cac té bao CCL-13 nhém SMG, cho thay sy giam hinh
thanh cac ciu triic hd trg cho qua trinh phan chia té bao. Do dé, sy diéu hoa giam
clia B-actin va o-tubulin c6 thé dan dén sy e ché sy ting sinh cua té bao.

3.3.2. Thay déi céu tritic khung xwong té bao CCL-13 trong diéu kién vi trong lwc
3.3.2.1. Sw thay doi cdu triic vi ong va vi sgi ciia té bao CCL-13

Vi 6ng 14 cac protein c6 hinh dang dng va 1a mot thanh phan ctia b xuong té
bao. Chiing tham gia vao viéc duy tri hinh dang cta té bao; néu khong c6 chung, té
bao s€ bi chén ép boi cac té bao lan can cta no. Chung ciing chiu trach nhiém td
chuc bén trong té bao va cac chuyén dong khac nhau trong té bao, dic biét 1a sy
chuyén dong ctia cac bao quan va thanh phan nho khéac di chuyén tir vi tri ndy sang
vi tri khac trong té bao chat. Chirc ning nay lam cho cac vi dng quan trong ddi voi
qué trinh phan chia t& bao. Cac vi 6ng hinh thanh bo may thoi v sic, giup phan
chia nhiém sic thé truc tiép trong qué trinh phan bao. Trong khi d6, vi soi, mdt
thanh phan khéc ciia bd khung xuong té bao, 13 cac protein dang soi dugc trai rong
khép té bao. Chiing c6 mot vai trd nhé trong viéc hd tro hinh dang cia té bao va td
chtrc bén trong ctia nd. Vi soi dong vai trd quan trong trong cac chuyén dong cia té
bao. Cac vi soi chiu trach nhiém cho bat ky chuyén dong nao ma té bao tao ra,
chang han nhu hinh dang thay d6i, té bao co lai hay té bao di chuyén trén bé mit.
Ngoai ra trong qué trinh phan chia té bao, hé thong vi soi tham gia cu tric nén rinh
phan tach hd tro phan chia té bao, cling nhu tham gia van chuyén bao quan bang cac
protein van dong doc theo céc b vi soi.

Chung toi da tién hanh dénh gia sy phan b ctia vi dng va vi soi trong té bao
CCL-13 duoc nudi cdy & méi truong vi trong luc so véi diéu kién binh thuong 1 g
bang phuong phap nhudm huynh quang protein vi ng Tubulin va vi soi actin. Nhu
da thay trong Hinh 3.20, cac soi vi 6ng phan bd vi mat d6 day hon trong nhom ddi
chtng so véi & nhom vi trong luc. Cac té bao CCL-13 ¢ nhom dbi chimg c6 hinh
thai giéng nhu té bao biéu mod va cac béd vi éng cia chiing phan bd song song doc
theo chiéu dai ctia té bao. Sy phan phdi nay da khong duoc quan sat thdy trong cac
té bao CCL-13 & nhom vi trong luc, thay vao d6 1a sy phan bd dan xen cua cac bo
vi ong trong té bao chat. Két qua nhudém protein Tubulin vi éng cho thiy trong diéu
kién vi trong luc, cac té bao CCL-13 mé rong ra thanh hinh tron thay vi kéo dai.
Ngoai ra, cac bo vi 6ng phan bd tap trung léch nhan & té bao CCL-13 trong nhom
d6i chimg, trong khi 6 hé théng vi éng duoc phan bd déu & té bao CCL-13 trong
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nhém cam tmg vi trong luc md phong. Két qua nhudém vi soi actin ¢ Hinh 3.21 cho
thdy té bao CCL-13 & nhom dbi chimg c6 su phan bd song song cac bod vi sgi va
kéo dai qua chiéu dai té bao. Trong nhém vi trong luc, vi soi actin hién thi voi mat

d6 thap hon. Két qua nay ciing cho thdy cac té bao CCL-13 trong mdi truong vi

trong luc c6 xu hudng mé rong ra hinh dang tron thay vi kéo dai.

Control SMG

Bright field

TUBULIN

High magnificence

Hinh 3.20. Két qua nhuom protein Tubulin cau thianh nén vi ong cua té bao gan
Chang (CCL-13). Hé thng vi dng trong té bao Chang c6 su phan b 1éch nhan ¢
nhom dbi ching (mili tén tring), trong khi d6 hé thong nay cé sy phan bd sung
quanh nhan & nhom SMG. Thuéc do =223.64 um
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Control SMG

Hinh 3.21. Két qua nhudm protein Actin cau thianh nén vi s¢i actin cua té bao gan
Chang (CCL-13) va mili tén trang chi cac bé vi soi kéo dai qua chiéu dai té bao.
Thude do = 223.64 um.
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3.3.2.2. Sw thay déi céu triic khung xwong ciia té bao CCL-13 trong qud trinh
phdn bao

Khung xuong té bao dong vai tro quan trong trong viéc xay dung hinh dang
va cu tric té bao, hd tro cac chuyén dong va gop phan vao sy tuong tac cta té bao.
Vi soi va vi 6ng 13 hai thanh phan cau trac chinh cua khung xuong té bao, rt can
thiét cho sy phén chia té bao. Trong nguyén phan, vi dng kéo dai tir trung tir dén ria
té bao, hinh thanh cac thoi v sic phan tach nhidém sic thé trong té bao con. Bén
canh d6, vi sgi gop phan vao viéc xay dung rdnh phén tich trong qua trinh nguyén
phan. Trong nghién ctru ndy, nhudém vi soi va vi ong dugc ap dung dé danh gia tac
dong cua tinh trang SMG d6i véi hai cau trac lién quan dén sy phan chia té bao, bao
gdm vong co thit va tryc chinh.

Két qua nhudém vi soi nhu dugc hién thi trong hinh 3.22 cho thay cac té bao
CCL-13 tir nhém ddi ching duoc lam tron véi hinh dang dinh trong qua trinh
nguyén phan va dé 16 sy xuat hién phong phu ciia cac vi nhung mao (3.22A). Trong
budc cudi cung clia qua trinh phan chia té bao, cac té bao CCL-13 thé hién sy hinh
thanh vong co bdp, tao ra luc co thit dé tach mot té bao thanh hai t& bao chi em
(Hinh 3.22B). Su xuat hién cta vi nhung mao ciing dugc phét hién trong céac té bao
CCL-13 tr nhém SMG trong qué trinh nguyén phan (Hinh 3.22C) cling nhu su hinh
thanh vong hop ddng trong cac té bao nay trong qua trinh phan bao (Hinh 3.22D).
Tuy nhién, cac té bao CCL-13 dugc xur Iy bang SMG c6 cudng d6 vi soi trong céc
ciu tric nay thip hon so v6i cac té bao d6i ching. Cac té bao CCL-13 tir ca hai
nhom cho thay hinh thai binh thuong twong ty nhau ma khong bi phan méanh va
ngung tu, d6 13 nhitng dic diém ciia qua trinh chét theo chuong trinh.

Két qua nhudm vi dng ciing chi ra rang cac t& bao CCL-13 trong nhom dbi
ching va nhém SMG déu c6 sy hinh thanh truc chinh binh thuong trong qué trinh
nguyén phan (Hinh 3.23a-c, Hinh 3.23g-i). Tuy nhién, khi qua trinh phan bao dién
ra tiép tuc, céc té bao CCL-13 ddi chung hién thi ciu tric binh thuong cua céc vi
6ng truc chinh cuc (Hinh 3.23d-f) trong khi dang bat thuong ciia cau tric nay duoc
phat hién trong cac té bao SMG CCL-13 (Hinh 3.23k-m). Két qua niy cho thiy
SMG da anh huong dén sy hinh thanh ciu tric ciia cac vi 6ng truc chinh cuyc trong

qua trinh phan chia té bao.

Su giam biéu hién ciia cac protein cdu tric khung xuong té bao 1a nguyén
nhan din dén su giam phan chia té bao, day ciing 12 nguyén nhan dan dén viéc giam
tang sinh cua té bao CCL-13 va lam thay doi bat thuong vé ciu trac té bao CCL-13

khi qua trinh phén chia té bao dién ra trong diéu kién vi trong luc mo phong.
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Phalloidin H33342

H33342

Hinh 3.22. Nhudm vi soi ctia cac té bao CCL-13: (A, B) Sy xuét hién ciia vong va
vi nhung mao trong cac té bao CCL-13 ddi chung; (C, D) Su xudt hién cua vong va
vi nhung mao trong cac té biao CCL-13 trong diéu kién SMG. Cac vi chat va hat
nhan 1an luot duoc thay thé bang Phalloidin (mau xanh 14 cay) va H33342. Miii tén

trang mo ta sy hién dién cia vi nhung mao va hinh anh vong that gitra hai té bao.
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Bright field Sir-Tubulin High magnification

Hinh 3.23. Nhuoém vi 6ng ctia céc té bao CCL-13: a-c va d-f1a sy xuét hién cua truc

xoay trong céc té bao CCL-13 d6i ching; g-i va k-m 14 su xuat hién cta truc chinh
trong cac 6 CCL-13 trong nhom SMG. Mili tén tréng mo ta sy hién dién cua thoi vo
sic (spindle) trong té bao, mili tén tring dit doan mo ta hinh anh thoi v6 sic dau

cuc (polar spindle) gitra hai té bao.
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Vi soi va vi ong giam biéu hién ciing 1a nguyén nhan gay @c ché ting sinh té
bao. Cac gene diéu hoa chu ky phan chia té bao nhu Cyclin D1 va Cdk 4/6 gop
phan vao viéc to chirc cac soi actin va vi dng [141, 142]. Mot nghién ciru gan day
da ching minh rﬁng td chirc bod Xxuong té bao duoc diéu chinh béi su tuong tac cua
Cdk6 véi mot sb protein lién quan dén b xuwong té bao [143]. Cdk6 gop phan diéu
hoa mot nhom gene lién quan dén qua trinh tring hop (khtr) actin [143]. Cac té bao
thiéu Cdk6 da duoc ching minh 1a 1am gidm sy hinh thanh F-actin, dugc polyme
hoa dé cau tao cac vi soi [143]. Trong nghién ctru ndy, cac té bao CCL-13 do SMG
gy ra cho théy su biéu hién diéu hoa cta Cdk6, tuong quan véi sy giam biéu hién
clia B-actin va suy giam sy hinh thanh vi s¢i trong té bao chat. Diéu nay lam giam
kha nang phan chia va chuyén dong cua té bao.

Céc té bao dong vat tron lai va tré thanh hinh cau khi chung trai qua qua
trinh nguyén phan. Cac té bao xuat hién cic chop trong sudt ky sau ciia qua trinh
phan bao va sb lugng vi nhung mao dugc tang 1én 1o rét [144]. Su xuét hién cta céc
vi nhung mao va vong co that lai cho thiy qua trinh phén chia té bao thuong xay ra
& cac té bao CCL-13 trong diéu kién SMG. Tuy nhién, sy xuat hién nhé nay cho
thdy rang SMG giy ra sy thay ddi cia cac cu tric ndy trong cac té bao CCL-13.
Hon nira, dang bat thuong cua cac vi 6ng truc chinh cua 2 cuc da duoc xac dinh &
cac té bao CCL-13 trong diéu kién SMG. Két qua nghién ctru nay cho thay rang
diéu kién SMG dén dén nhiing thay ddi trong ciu tric ciia vong co that va cac vi
6ng truc chinh cua 2 cuc, gop phan vao qua trinh phan bao.

Nhiing két qua nghién ctru trén cho thay sy anh hudng nhat dinh cia diéu
kién vi trong luc 1én sy ting sinh va su hinh thanh cau trac bd khung xuong cia té
bao gan Chang (CCL-13). Cac két qua nay cling twong ty nhu két qua nghién ctu
trén gan cia dong vat thi nghiém trong cac chuyén bay vii tru thyc té nim 2022
ngoai khong gian. Nghién ctru cho thdy diéu kién vi trong luc di gy ton thuong
gan va viém lién quan dén apoptosis va stress oxy hoa, 1am thay d6i chuyén hoa
carbohydrate & gan dan dén khoi phat kiéu hinh gay bénh tiéu duong, lam thay doi
chuyén hoa lipid & gan dan dén béo phi khong do udng rugu hay bénh gan [145].



KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

Tir cac két qua cia nghién ciru cho thiy trong diéu kién vi trong luc mo
phong (3-D clinostat) d3 anh huong rd dén kha ning ting sinh cta té bio gan Chang
(CCL-13). Mic du hinh thai té bao c6 hinh dang binh thuong, khong thay doi 1d rét,
nhung mat d6 té bao CCL-13 giam hon nhiéu, kich thudc té bao ciing cao hon.
Pong thoi, trong diéu kién vi trong lyc mo phong da lam giam biéu hién cia cac
gene kiém soét chu ky té bao (Cyclin (A, B1, D1), CDK (2, 6)) lam cho cac té bao
CCL-13 tang cuong di vao pha nghi GO/G1 va giam ti 1€ di vao pha phan chia
G2/M, diéu nay chimg to co ché ting sinh cia té bao bi trc ché.

Sy anh hudng cua diéu kién vi trong luc mod phong (3-D clinostat) 1én su
chét theo chuong trinh (apotosis) cua té bao gan Chang (CCL-13) chua thé hién rd
rang. Tuy kich thudc nhan té bao cua té bao CCL-13 ¢6 giam, nhung hinh thai nhan
té bao thi van binh thuong, khong c6 su cd dic nhiém sdc chat va phan manh nhan.
Pong thoi, ti 1¢ té bao bi apoptosis 1an sy biéu hién cua cic gene Bel-2 va Bax &
muc d§ phién ma, dich ma cua té bao CCL-13 duoc nudi trong diéu kién 3-D
clinostat khong c6 su khac biét vé mat théng ké so véi céac té bao dugc nudi céy
trong diéu kién 1g.

Két qua danh gia su thay doi cdu tric khung xuwong té bao gan Chang (CCL-
13) trong hé thng vi trong luc md phong (3-D clinostat) lai biéu hién rat r8. Trong
moi truong vi trong lyc, sy biéu hién & mirc phién mi va dich mi cua cac gene B-
actin va a-tubulin da giam 3 rét, vi soi actin va vi 6ng hién thi vi mat do thap hon,
cuong do giam va té bao c6 xu hudng mo rong ra hinh dang tron. Hon nita, nhiing
thay doi trong ciu tric ctia vong co bop va cac vi dng truc chinh cyc do diéu kién
mai truong vi trong lyc gay ra da anh huong quan trong dén qua trinh phan chia té
bao.

KIEN NGHI

Can danh gia thém sy anh huong cuia SMG [én té bao CCL-13 ¢ nhiéu moc
thoi gan nuoi cay hon va nghién ctru sau hon vé cac qua trinh chuyén hod, cac chuc

nang sinh ly cta t€ bao gan khi dugc nudi cay trong dicu kién vi trong luc.

Can nghién thém trén nhiéu dong té bao hon va thir nghiém véi nhiéu mdc
thoi gian hon dé 1am rd co ché tac dong cua diéu kién vi trong lyc moé phong 1én su
sinh truéng cta té bao.

Nghién ciru tiép tuc vé cac giai phap va cac loai thudc gitip cai thién cac
stress 1én té bao va sinh 1y con nguoi ciing nhu cac sinh vat khac khi sdng ngoai

khong gian.
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PHU LUC

1. TBS 10X (Tris-buffered saline)
Cong thirc cho 1 1it dung dich 10X:

— 24 g Tris base (khoi lugng riéng: 121.1 g)

— 88 g NaCl (khdi lugng riéng: 58.4 g)

— Hoa tan vao 900 ml nudc cat

— Diéu chinh pH dén 7,6 bang HCI

— BO sung nudc cat dén 11

Déi v6i dung dich 1X, pha lodng 1 phan thé tich dung dich 10X v&i 9 phan thé
tich nudc cit va diéu chinh pH dén 7,6. Nong do cac chét trong dung dich TBS 1X
1a 20 mM Tris val50 mM NaCl.
2. TBST (Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20)
Cong thuc cho 1 1it dung dich:

— 100 ml TBS 10x

— 900 mLI nuéc cat

— 1 ml Tween 20
3. Mat @ té bao

Cell number/well
Well | Control SMG
1 8664 6615
2 10565 6981
3 9906 6034
4 9947 6333
5 9988 8445
6 10378 3340
7 9598 6634
8 9791 8382
9 10600 7310
10 10308 8310
11 10652 8600
12 10810 8117

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1
Normality Test:  Failed (P <0.050)
Equal Variance Test: Failed (P < 0.050)
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Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

Col 1 12 0 10100.583 593.812 171.419

Col 2 12 0 7091.750 1494.627 431.462

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 1 54318468.16754318468.167 42.001 <0.001
Residual 22 28451751.167 1293261.417

Total 23 82770219.333

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):

Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?

Col1vs.Col2 3008.833  6.481 <0.001 0.050 Yes
4. WST1
0O.D. value measurement

Control SMG
7.72E-01 6.37E-01
7.48E-01 7.88E-01
7.62E-01 7.41E-01
7.58E-01 6.05E-01
7.78E-01 5.71E-01
7.46E-01 6.09E-01
7.80E-01 5.83E-01
7.41E-01 6.73E-01
7.42E-01 5.70E-01
7.50E-01 6.50E-01
7.41E-01 5.65E-01
8.11E-01 4.37E-01

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1
Normality Test:  Failed (P < 0.050)
Equal Variance Test: Failed (P < 0.050)



17

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

Col 1 12 0 0.761 0.0214 0.00617

Col 2 12 0 0.619 0.0905 0.0261

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 1 0120 0.120 27.838 <0.001
Residual 22 0.0951 0.00432

Total 23 0.215

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):

Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?
Col 1 vs. Col 2 0.142 5276  <0.001 0.050 Yes

5. Flow cytometry

5.1. Pha G0/G1

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook]

Normality Test:  Passed(P = 0.293)

Equal Variance Test: Passed(P =0.377)

Group Name N  Missing Mean Std Dev SEM

Col 1 4 0 86.925 0.465 0.232

Col 2 4 0 90.600 0.804 0.402

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 1 27.011 27.011 62.635 <0.001
Residual 6 2.588 0.431

Total 7 29.599

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):

Overall significance level = 0.05
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Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?
Col 2 vs. Col 1 3.675 7914  <0.001 0.050 Yes
5.2.Pha S

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook]

Normality Test:  Passed(P = 0.903)

Equal Variance Test: Passed(P = 0.436)

Group Name N  Missing Mean Std Dev SEM

Col 1 4 0 11.300 0.469 0.235

Col 2 4 0 7.175 0.690 0.345

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 1 34.031 34.031 97.814 <0.001
Residual 6 2.088 0.348

Total 7 36.119

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):

Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?
Col 1 vs. Col 2 4.125 9.890  <0.001 0.050 Yes

5.3. Pha G2/M

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebookl

Normality Test:  Passed(P = 0.056)

Equal Variance Test: Passed(P =0.207)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

Col 1 4 0 0.975 0.0500 0.0250

Col 2 4 0 0.675 0.0957 0.0479
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 1 0.180 0.180 30.857 0.001
Residual 6 0.0350 0.00583

Total 7 0.215
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The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.996

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):

Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?
Col 1 vs. Col 2 0.300 5.555 0.001 0.050 Yes

6. CDK4

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook]

Normality Test:  Passed(P = 0.280)

Equal Variance Test: Passed(P =0.936)

Group Name N Missing Mean Std DevSEM

Col 1 3 0 7672.976 275.266 158.925

Col 2 3 0 7695.861 276.682 159.742

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 1 785.608  785.608 0.0103 0.924
Residual 4 304648.261 76162.065

Total 5 305433.869

The differences in the mean values among the treatment groups are not great
enough to exclude the possibility that the difference is due to random sampling
variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.924).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050

The power of the performed test (0.050) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one
actually exists. Negative results should be interpreted cautiously.

7. CDK6

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook]

Normality Test:  Passed(P = 0.627)

Equal Variance Test: Passed(P = 0.520)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

Col 1 3 0 5471.416 40.907 23.618

Col 2 3 0  4900.148 68.769 39.704
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Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 1 489521.834 489521.834 152.915 <0.001
Residual 4 12805.047 3201.262

Total 5 502326.882

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):

Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t  Unadjusted P Critical Level Significant?
Col1vs.Col2 571.269 12.366  <0.001 0.050 Yes

8. CYCLIN A

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebookl

Normality Test:  Passed(P =0.187)

Equal Variance Test: Passed(P = 0.640)

Group Name N Missing Mean Std DevSEM

Col 1 3 0 5135.171 116.107 67.034

Col 2 3 0 1721.979 228.602 131.983

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 1 17474822.85617474822.856 531.638 <0.001
Residual 4 131479.106  32869.776

Total 5 17606301.962

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
<0.001).
Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0.05
Comparisons for factor:
Comparison Diff of Means t  Unadjusted P Critical Level Significant?
Col1vs.Col2 3413.192 23.057 <0.001 0.050 Yes
9. Western blot
Piéu kién Intensity of Bands (analyzed by ImageJ)
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No. CDK4 CDKe6 Cyclin A GAPDH
Control 1 7982.276 5509.79 5269.154 22345.58
Doi 2 7454912 | 5476.083 5072.326 22951.82
ching) 3 7581.74 | 5428.376 5064.033 23664.43
SMG 1 7981.104 | 4955.619 1984.912 21765.19
2 7428.619 | 4823.205 1570.305 21893.31
3 7677.861 | 4921.619 1610.719 22705.67
10. Western blot Cdk2
Control SMG
Gapdh
11. FSC value
Control | SMG
8.98 9.99
8.83 9.91
8.78 9.81
8.66 9.71
8.66 9.58
One Way Analysis of Variance
Data source: Data 1 in Notebook1
Normality Test:  Passed(P =0.702)
Equal Variance Test: Passed(P = 0.524)
Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Col 1 5 0 8.782 0.133 0.0597
Col 2 5 0 9.800 0.162 0.0724
Source of Variation DF  SS MS F P
Between Groups 1 2.591 2591 117.711 <0.001
Residual 8 0.176  0.0220
Total 9 2.767
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The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):

Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t  Unadjusted P Critical Level Significant?
Col 2 vs. Col 1 1.018 10.849  <0.001 0.050 Yes

12. Dién tich nhan

Nuclear area (um?2)

Control SMG
246 231
253 234
252 234
253 239
258 242
263 254
253 254
253 248
255 257
254 251
264 255
253 235

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test:  Passed(P = 0.208)

Equal Variance Test: Failed (P < 0.050)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

Col 1 12 0 254.750 4901 1.415

Col 2 12 0 244,500 9.681 2.795

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 1 630.375 630.375 10.707 0.003
Residual 22 1295.250 58.875

Total 23 1925.625
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The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
0.003).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.861

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):

Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?
Col 1 vs. Col 2 10.250 3.272 0.003 0.050 Yes

13. Hinh dang nhén

Nulear shape
value

Control | SMG
0.87 | 0.89
0.86 | 0.88
0.89 | 0.87
0.88 | 0.86
0.88 | 0.88
0.86 | 0.83
0.88 | 0.87
0.87 | 0.87
0.88 | 0.88
0.87 | 0.86
0.86 | 0.88
0.88 | 0.89

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test:  Failed (P < 0.050)

Equal Variance Test: Passed(P = 0.368)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

Col 1 12 0 0.873 0.00985 0.00284
Col 2 12 0 0.872 0.0164 0.00474
Source of Variation DF SS MS F P

Between Groups 1 0.0000167 0.0000167 0.0909 0.766
Residual 22 0.00403 0.000183
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Total 23 0.00405

The differences in the mean values among the treatment groups are not great
enough to exclude the possibility that the difference is due to random sampling
variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.766).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.048

The power of the performed test (0.048) is below the desired power of 0.800.

Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one
actually exists. Negative results should be interpreted cautiously.

14. Két qua phan tich real time — PCR céc gene Bax, bcl-2
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15. ACTIN

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook]

Normality Test:  Passed(P =0.113)

Equal Variance Test: Passed(P = 0.790)

Group Name N Missing Mean Std DevSEM

Col 1 3 0 8486.482 530.078 306.040

Col 2 3 0 5433.485 346.054 199.794

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 1 13981189.07613981189.076 69.778 0.001
Residual 4 801471.008 200367.752

Total 5 14782660.084
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The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):

Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?
Col1vs.Col2 3052.997  8.353 0.001 0.050 Yes
16. TUBULIN

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook]

Normality Test:  Passed(P =0.577)

Equal Variance Test: Passed(P =0.994)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

Col 1 3 0  20348.143 723.400 417.655

Col 2 3 0 14709.303 759.299 438.382

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 1 47694763.54147694763.541 86.730 <0.001
Residual 4 2199685.845 549921.461

Total 5 49894449.386

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
<0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):

Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?
Col 1 vs. Col 2 5638.839  9.313 <0.001 0.050 Yes



