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MO PAU
1. Ly do chon dé tai

Trong luc & Trai Dét lubn giit & mac d6 6n dinh, céc sinh vat ton tai trén Trai
D4t di thich nghi véi trong luc nén sy thay d6i cua trong luc dan dén nhitng tac
dong trén tat ca cac sinh vat va con ngudi. Trong qué trinh tién hod, co thé séng da
phat trién cac hé théng hd tro nhu cau tric van dong duoc hd tro thich hop, mang té
bao trd nén cting chéc, diéu hoa cac chat long di chuyén trong co thé. Tuy nhién,
trong luc c6 thé anh huéng sau hon dén ca hoat dong va cau tric trong té bao. Cac
nghién ciu vé anh hudng cua vi trong luc trén sinh vat duoc phat trién ¢ thé ki 20
trong cac chuyén bay vao khdng gian cung cdc md hinh thi nghiém duoc mang
theo. Tuy nhién chi phi dit dé da giéi han rat nhiéu cac nghién ciu nay.

Nhiéu mé hinh thi nghiém mé phong diéu kién vi trong luc da duoc tao ra
nhu hé théng 2-D clinostat, hé¢ théng 3-D clinostat, may dinh vi vi tri ngau nhién
(RPM-Random Positioning Machine). Trong d6 mo6 hinh quay 3D (3-D clinostat)
duoc str dung dé loai bo yéu té trong luc. M6 hinh nay da duoc sir dung nhiéu cho
cac nghién ciu vé diéu kién khong trong luc tac dong Ién cac dong té bao va dé
nghién ctru sdu hon vé co ché tac dong cua trong luc I&n hé thdng séng. 3-D
clinostat 12 mét thiét bi tao ra lrc g da chiéu va hay bo trong luc tich lily, do d6 mo
phong hiéu qua cac khia canh nhat dinh cua trong lec. Sir dung cac thiét bi nhu vay,
c4c thi nghiém duoc thuc hién theo hudng tac dong cua vi trong luc véi nhidu hoat
dong cua té bao. Cac nghién ctiu tir cac mé phong cua vi trong lec trén mat dat da
chi ra rang nhiéu loai té bao, tir vi khuan dén té bao dong vat ¢ v rat nhay cam doi
v6i méi truong vi trong luc, bao gom ting sinh té bao, chu ky té bao, biét hoa té
bao, apoptosis, toan ven bd gene va sira chira ton thuong DNA.

Céc nghién ctu trude day cho thiy diéu kién vi trong luc gay ra su uc ché
tang sinh cua mot s6 dong té bao nhu té bao tién than tao méau caa nguoi, té bao gbc
trung mé tuy xuong va té bao gdc trung md chudt. Hon nita, Su tai tao tubulin da
xay ra trong cac té bao noi mo dudi vi trong luc. Sy to chic lai F-actin gay ra Gc
ché sy di chuyén cua cac té bao gbc trung mé cua chudt do vi trong luc mé phong.
Vi trong lyc md phong ciing anh hudng dén gan chudt bang cach thay doi sy trao
d6i chat cua Loureirin B va sy biéu hién caa Cytochrome P450 chinh.

Gan la mét trong nhitng co quan 16n nhat trong co thé con ngudi. N6 dong
mét 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 ctu
thudng duoc thyc hién trén té bao gan Chang, 1a dong té bao da dugc thuong mai
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hoa va di dugc nghién ctu cho thay c6 cac dic diém sinh hoc va chic ning twong
tu nhu cac té bao gan binh thuong. Tuy nhién, cac nghién vé tac dong cua vi trong
luc md phong 1én sy ting sinh, sy hinh thanh céu tric khung xwong cua té bao gan
ngudi cho dén nay van chua dwoc dic trung va rd rang. Viéc nghién ctu sy thay doi
tang sinh va ciu trac khung xwong cua té bao gan Chang trong diéu kién vi trong
luc md phong 1a can thiét trong béi canh ngay cang c6 nhiéu nghién ctu vé tac dong
cua Vi trong luc 1én co thé sinh hoc. Véi su phét trién cua cong nghé khdng gian,
viéc hiéu rd tac dong cua vi trong luc 18n céc té bao, dac biét 1a té bao gan, tro nén
ngay cang quan trong, dic biét trong bdi canh chuan bi cho cac st ménh khong gian
dai ngay. Hiéu rd co ché tac dong cua vi trong lec I18n té bao gan c6 thé gidp ching
ta tim ra nhirng phuong phap diéu tri hiéu qua hon cho cac bénh lién quan dén gan,
hoac tham chi phét trién cac liéu phap méi dua trén co ché nay.

Do d6, ching t6i tién hanh thuc hién dé tai: “Nghién ciru sw thay doi ting
sinh va cdu triic khung xwong té bao gan Chang (CCL-13) trong diéu kién vi
trong luc md phéng” nham cung cip dan chung khoa hoc vé mic do anh huong
cua Vi trong luc md phong 18n sy thay doi ting sinh va ciu trac khung xuwong cua té
bao. Trén co s& d6 cac nha khoa hoc ¢ thé nghién ciru sau hon dé dua ra cac giai
phap khic phuc anh huéng cua vi trong lee 18n con nguoi cling nhu cac loai sinh
vat.

2. Muc tiéu nghién ciru

Panh gia anh huong cua vi trong luc md phong dén sy ting sinh va tao
khung xwong cua té bao gan Chang (CCL-13) dua trén cac dic diém nhu kha ning
séng, chu ky té bao, sy biéu hién cac gene diéu hoa chu ky té bao, su thay do6i hinh
thai nhan, qua trinh apoptosis va dic biét 1a su t6 chuc cac bd vi éng va vi soi bang
hé thong 3-D clinostat.

3. Ngi dung nghién ciru

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

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

Noi dung 3: Panh gia sy thay doi ciu tric khung xuong té bao gan Chang
(CCL-13) trong diéu kién vi trong luc md phong (3-D clinostat).

4. Co sé khoa hoc va thuc tién cua dé tai

Co so khoa hoc: Viéc nghién ctu vé co ché tac dong cua vi trong luc gay ra

cic thay doi bat thuong dbi voi mot sé qua trinh sinh 1y cia mo va co thé 1a diéu
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can thiét va c6 tinh thoi su trong thoi dai phét trién cua khoa hoc vii tru. Nghién ciu
nay s& cung cap nhitng hiéu biét sdu sic vé sy thay dbi trong ciu trac khung xwong
té bao va kha ning ting sinh cua té bao gan Chang (CCL-13) trong diéu kién vi
trong lrc md phong. Pay 1a mot budc tién quan trong trong viéc hiéu 13 co ché
phan tir cua sy thich nghi va thay d6i cua té bao trong mdi trudng Vi trong luc.
Nhitng phéat hién tir nghién cau ndy c6 thé mé ra nhitg huéng nghién ciu méi
trong linh vuc y hoc vii tru va sinh hoc té bao. Nghién ctu nay thuc hién gop phan
ching minh duoc sy tac dong cé tinh bat loi cua didu kién moéi trudng vi trong luc,
lam giam qua4 trinh tang sinh va suy yéu cau triic khung xwong té bao gan.

Co so thyc tién: Két qua nghién cau gép phan tham gia vao Chuong trinh
nghién ctru phat trién va tng dung khoa hoc va coéng nghé vii try (ma
s6: KC. 13/21-30), nghién ciru 12 tién dé co ban cho cac thir nghiém 1am sang, tir d6
¢ thé gop phan dy doan cac rai ro ciing nhu dé& xuit cic phuong an khac phuc
nham bao vé stc khoe, xay dung céc bién phap phong ngtra va diéu tri cac bénh Ii
lién quan dén tac dong cua vi trong luc 1én co thé ngudi ddi véi cac phi hanh gia
thuc hién cong tac ngoai vii tru. Ngoai ra, nghién ciru con cé thé gop phan vao viéc
phét trién cac tng dung céng nghé sinh hoc trong méi trudng vi trong luc, ma ra
cac co hoi trong san xuat dugc pham hozc nudi ciy té bao trong khdng gian.

5. Nhirng dong gop moi caa luan an

Diéu kién vi trong luc md phong bang hé théng 3-D clinostat da wc ché kha
ning tang sinh té bao gan Chang (CCI-13) thdng qua giam biéu hién cac gen kiém
soat chu ky té bao va cac gene lién quan bo khung xuong té bao sau 72 gio khao sat.
Trén co s& d6 cac nha khoa hoc ¢6 thé nghién ciru sau hon dé dua ra cac giai phap
khic phuc cac han ché va anh huong cua vi trong lec 18n con ngudi ciing nhu céc
loai sinh vat. Cac nghién ctru nay khéng chi c6 gia tri trong viéc bao vé sirc khoe
cta cac phi hanh gia ma con gop phan mé ra cac huéng nghién ciru méi trong y
hoc, sinh hoc té bao va ang dung céng nghé sinh hoc trong méi truong vi trong luc.
Sy bung né cua cac s ménh khong gian va ké hoach kham pha sau hon vii tru
khién cho viéc nghién ciu ndy cang thém thoi sy va cap béach. dong gop vao viéc
ma rong kién thac vé cong nghé sinh hoc té bao (cau trlc vi dng, vi sgi,...) ma con
c6 tiém ning ung dung rat 16n trong nhiéu linh vuc khac nhau, dic biét 13y hoc va
hang khong vii tru.
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Chuong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU
1.1. Téng quan veé vi trong luc
1.1.1. Gidi thigu chung vé vi treng luc

T4t ca cac sinh vat trén trai dat déu chiu tac dong cua trong luc. Trong luc
cua trai dat ludn tac dong dén tat ca cac hoat dong vat Ii va sinh hoc trong toan bo
qua trinh ting treéng, phét trién caa moi sinh vat sdng. Trong luc dong vai trd quan
trong trong sudt qua trinh tién hoa vé hinh dang cua sinh vat ké tir khi sinh vat di
chuyén tir dudi nuée 18n trén can. Ngay ca khi, trong mot khoang thoi gian trong
luc cling anh hudng dén chon loc tu nhién bang cach gisi han kich thuéce co thé
sinh vat trong khoang cho phép. Dé chdng lai tac dong cua trong luc, co thé song
can phai phat trién cac hé thong nhu cau tric van dong, mang té bao tro nén bén
chac, diéu hoa dong chay cua chat long trong co thé. Tuy nhién, trong luc c6 thé
anh huong mot cach siu sac hon dén ca hanh vi va cau tric trong té bao [1, 2].

Trén Trai dat, cac diéu kién vi trong luc thuc su cd thé duoc tao ra do roi tu
do tir thap tha hoac bang cac chuyén bay parabol caa may bay. Tuy nhién, thoi gian
qua ngan dé thuc vat hoic té bao thé hién rd rang thay ddi trong ting trudng va phat
trién. Moi truong vi trong luc mé phong duoc tao ra trén Trai dat bang thiét bi
clinostat khong bi han ché vé thoi gian. Clinostat c6 thé quay cham hoic quay
nhanh véi mét hoac hai truc véi van toe goc khong do6i (2 vong/phat). D4i voi nudi
cay té bao huyén phu trong diéu kién vi trong luc bang céach sir dung clinostat, xoay
mét hop dung mau chira day chat long véi van toc khong dbi. Sau mot thoi gian
ngin, toc do quay cua cac hop dung mau ding lai, cac hat lo litng trong hop phan
phdi ngau nhién theo vong tron nho.

Céc nghién cau mé phong vé diéu kién vi trong luc (microgravity) nham
thay thé mai truong khong trong luc trong khong gian (cac du &4n nghién ciu vé sy
séng trén khong gian), hay diéu kién siéu trong luc (hypergravity) (ly tm) xac dinh
dugc muc d6 anh hudng cua trong luc 1én cac qué trinh sinh hoc, cac hoat dong va
c4c co ché trao ddi chat cua céc sinh vat. Tuy nhién, cac két qua ma ching ta c6
dugc vé sy tac dong caa méi truong khong trong luc tir cac thi nghiém trong khdng
gian con rat han ché, chi phi nay ciing rat tén kém. Vi thé, cac nha khoa hoc da
nghién ciru va thiét 1ap ra cac md hinh nudi ciy té bao va cac sinh vat trong diéu
kién khong trong luc md phong trén trai dat ¢at nham nghién ciru sau hon V& céc tac
d6ng cua moi trudng vi trong luc 18n cac hoat dong séng cua sinh vat.

Hién nay, nhiéu trang thiét bi duoc thiét ké nham mé phong cac trang thai vi
trong luc khac nhau. Mot sé thiét bi dugc st dung phd bién c6 thé ké dén nhu thap
roi (drop tower), 2-D clinostat, buéng quay (RWYV), may dinh vi ngau nhién (RPM)
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hay 3-D clinosat,... Trong s6 d6, may dinh vi ngau nhién hay 3-D clinostat 1a thiét
bi duoc str dung phd bién dé danh gia kha ning tac dong cua vi trong lec md phong
Ién céc té bao trong hang gio.

Thuat nglr “vi trong luc mé phong” (SMG: simulated microgravity) duoc ap
dung ddi véi cac thi nghiém, bao gdbm céc thdng sb tao ra su mé phong (kich thudc,
hinh dang cé&c budng chira mau, tbc do quay hay dudng kinh truc quay, ché do hoat
dong...). Hon nita, thuat ngit “vi trong lec” duoc sir dung ddi voi cac diéu kién vi
trong luc thuc su trén tram khong gian qudc té (ISS: International Space Station) hay
cac chuyén bay parabol. Bong thoi, thuat ngir “vi trong luc” ndy con dugc sir dung dé
chi cac muc do g khac nhau, tir khoang 10 g cho téi 1 g [3].

1.1.2. Céc hé théng mé phéng diéu kién vi treng luc

Nhiéu mé hinh thi nghiém dé nghién cau duoc thiét 1ap va phat trién dé mo
phong diéu kién vi trong luc. Cac md hinh duogc sir dung dé danh gia mirc d6 anh
huong caa caa diéu kién khong trong huc 18n hé thdng sinh hoc cua sinh vt trén trai
dat. 3 hé thong md phong phod bién duoc sir dung la:

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

- Budng quay (RWV: Rotating wall vessel)

- Hé théng 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 mau chta trong hé
théng nam quay vudng goc véi truong trong luc dé can trg sy viéc nhan biét vector
gia toc trong truong cua mot hé thong sinh hoc (Hinh 1.1). Clinostat véi mot truc
quay duoc goi la 2-D clinostat (Hinh 1.2).

Gravity
a
1g Microgravity Clinorotation
Su I3ng dong Su phan bé déng nhat

Hinh 1.1. Nguyén Iy hoat dong cta hé thong 2-D clinostat [4]

a: Cac phan ti lang dudi trong luc 19 cia trdi dat; b: Trong diéu kién vi trong luc
thiec, cac phan tir mat qué trinh lang; ¢: O mét toc quay xdc dinh, khong c6 sw
chuyén d@éng nao cua cac phan tir lién quan dén vector trong liec, cac phan tir ndy
chi chuyén d@éng quanh bdn théan ching, do @6 cdc phan tir nay dang nam trong
trang théi vi trong luc md phong.



Hinh 1.2. M6 hinh 2-D clinostat [5]

Trong khi d6 ¢ 3-D clinostat, cO mot truc thir hai duoc lap dat vudng goc vai
truc dau tién, van hanh véi mot tbe do va su dinh huéng 6n dinh. Néu téc do va
huéng quay duoc thay doi ngau nhién trong qué trinh van hanh, thi hé théng mé
phong dé duoc goi 1a may dinh vi tri ngau nhién. Nhiing clinostat dau tién c6 téc do
quay cham tur 1-10 vong/phat. Sy quay cham nay co kha nang ngan can nhirng dap
ung tang truong duoc kich hoat bai trong luc [5, 6].

Khéi niém vé clinostat quay nhanh (fast rotating clinostat) duoc st dung voi
muc dich nghién ctu té bao [7], hay cac sinh vat nho va thuc vat, dugc Wolfgang
Briegleb gii thiéu vao nhitng ndm 1950. Sy quay nhanh va 6n dinh cua hé thong s&
ngan can qué trinh lang cua mau nghién ciru. Viéc quan sat sy chuyén dong cua cac
phan tir ndm & ving 1an can trong dng truc hay budng quay cho thiy céc phan tir
nay chiu mét lyc 1am ching di chuyén theo mot con dudng xoay vong. Puong kinh
céc vong nay cang giam thi téc d6 quay cang ting, cudi cing ching s& tién tgi mot
giai doan ma & d6 cac chuyén dong dugc cam tng bai trong luc co thé duoc loai bo.
Do d6, mét té bao c6 thé quay quanh truc cia né va duoc bao quanh béi mot 16p
chat long [8]. Tir nguyén Iy co ban nay, nhiéu hé théng clinostat duoc phat trién voi
nhiéu hé théng hd trg nhu hé thdng kinh hién vi quan sat (Clinostat Microscope), hé
thdng hd tro do dong luc truc tuyén (Photomultiplier Clinostat), hé thdng cé dinh
trong qué trinh quay (Pipette Clinostat), hé théng nghién ctu diéu kién ngap chim
(Submersed clinostat), hé théng nudi té bao bam dinh... [9].

H¢ théng busng quay (RWV):

Budng quay hay hé thong bioreactor quay (duoc phat trién boi NASA) duoc
thiét ké dé nudi cdy té bao [10] va cac sinh vat thuy sinh nhu tritng hay phéi cé [11,
12]. Cac ddi twong duoc giir trong dich nudi ciy, trong khi ching chuyén dong roi
lien tuc trong hé thdng. Hé thdng nudi cdy ngap chim phé bién hién nay duoc thiét
ké bai Trung tdm nghién ciru khéng gian cia Buc [13], hé thong nay dwoc sir dung
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dé nghién cau qué trinh phat trién cua ca trong trang thai vi trong luc md phong.
Hinh 1.3 md ta ciu trac co ban ciia mot budng quay theo nghién ctu cua Becker va
Souza nam 2013 [14].

'\1 "_\_-'\_'.-:'-.’._ = S = :1' {“‘v ‘-/:-:f"-‘" ‘%\‘— 5 T Tl ]
2. C6 trong luc (1g) b. Vi trong uc (ug)

Hinh 1.3. Budng quay (RWV)
(NASA — http://www.nasa.gov/missions/science/f _spacecells.html)

H¢ théng mdy dinh vi tri ngdu nhién (RPM):

C6 gia thiét cho rang chat lwgng cua viéc md phong vi trong luc ddi voi cac
mau 16n hon c6 thé dugc ting cuong bang viéc quay mau quanh hai truc. Hé théng
nay duoc phat trién dau tién ¢ Nhat Ban va Ha Lan [15]. Hé théng nay c6 hai truc
quay doc lap nhau. Trong trudng hop ca hai truc déu quay véi mot tée do va huéng
6n dinh, chiing duoc goi 1a clinostat 3-D. Néu ca hai truc dwoc van hanh vai tée do
va huéng ngau nhién thi chung duoc goi 1a may dinh vi tri ngau nhién (random
positioning machine-RPM) (Hinh 1.4) [16].

Khung

trong .

_Hinh 1.4, May dinh vi tri ngau nhién (RPM) [25]
Luac dau, viéc sir dung may dinh vi ngau nhién dé tao diéu kién vi trong luc

cho cac té bao dong vat co v con bi han ché do céc té bao dong vat co vi rat nhay
cam véi su bién dong nhiét do vi thé ching can phai duoc nudi cdy trong cac ta
nudi c6 thé diéu chinh nhiét do. Sau dé, cac nha khoa hoc di dung mét c4ch tiép can
khac nhiam 1am giam bét cac han ché nhu thu nho kich thuéc cia may dinh vi ngau
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nhién (kich thuéc téi da khoang 50 x 50 x 50 cm) gitp phu hop hon véi ti nudi cdy

té bao thong thuong [17] sk

H¢ théng md phéng vi treng leec 3-D clinostat:

3-D clinostat 1a mot mé phong vi trong luc dya trén nguy@n tic vector trong
luc trung binh. Trong luc la mot vector vi né ¢6 @ lon va hudng. Trong qua trinh
chay thir nghiém 3-D clinostat hai truc, vi tri mau c6 lién quan dén huéng vector
trong lre Trai dat va khdng ngimng thay doi. Trong clinostat, mé phong vi trong lec
c6 duoc bang cach thay d6i dinh huéng ngau nhién lién tuc dé vector trong luc
tuong d6i. Vector trong luc duogc tao ra boi sy két hop cua hai chuyén dong khac
nhau ¢ thé md phong két qua tuwong duong voi tac dong cua trong luc thuc su.
Trong lec md phéng trong clinostat phu thudc vao tc do va khoang cach caa mau
dén tam quay. Nudi ciy té bao duoc dit trong mot mod-dun quay cua clinostat va
quay 2-3 vong/phut. Sau do, clinostat chay trong mot khoang thoi gian xac dinh (vai
gio dén vai ngay). Cac mau nudi cdy duoc loai bo va thir nghiém cho cac dac tinh
nhu sy phét trién cua té bao, kich thudc va hinh dang, su phan b cua cac thu thé,
tinh toan ven cua té bao hoc hoic biéu hién gen.

3-D clinostat dugc phat trién bai Trung tam Trong luc/PUCRS, Brazil, ¢6 hai
tryc quay (mdi truc dai 100mm), trong d6 bén mau c6 thé dugc gan vao ting truc va
thir nghiém cuing ldc. Téc d6 quay cua ca hai truc ¢6 dinh & 1,6 vong/phut, tuong
duong v6i 0,00168 Gy/s (van téc goc). 3-D clinostat duwoc cai sin phan mém
SolidWorks. Phan bén trong cua 3-D clinostat 1a cau tric hinh chit nhat 288 x 209
mm. Hai hop dung mau lam bang nylon. Bén gia d& 1am bang dng nhya PVC
32mm, mdi gia d& déu c¢d 4 man hinh bao quanh truc quay. Do d6, tim mau nudi
cay té bao déu duoc tiép xdc véi md phong vi trong luc cung ldc. Cau tric bén
ngoai clinostat cé hinh chir V 16n nguoc véi kich thudc 383,5 x 220mm. Khoang
cach gitra tam cua budng khuéch tan vi trong luc va tam cua truc quay 1a 25,5mm
(Hinh 1.5).

Truc quay

, x A ”
Chira mau Cau triic mang

truc quay
Canh bao
v¢é may -
Canh bao
Pong co : o vé may
chuyén dong 0

Chinmiy

Hinh 1.5. Hé thong 3-D clinostat [26]
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Déi voi cac chuyén dong quay, hai dong co DC 3,8 vong, 24V da duoc sir
dung. Nhitng dong co nay két hop véi cac hé théng banh rang. Bé cung cip mot
chuyén dong quay vong cua toan bo cu tric bén trong, mot hé théng vanh dai rong
roc duoc st dung dé chuyén chuyén dong quay tir dong co duoc dat bén dudi ciu
tric bén ngoai. Pbi v6i chuyén dong quay cia mau, mot hé théng vanh dai rong roc
khac dugc sir dung véi ca hai truc quay duoc gan véi rong roc va sau do, thong qua
hai vanh dai, duoc quay bang cuing mét rong roc trén truc dong co. 3-D clinostat st
dung nguén cung cap ning luong tu chuyén d6i 12V, 1,5A. Pong co quay dugc két
ndi tryc tiép voi ngudn dién [18].

Hién nay hé théng nay duogc st dung rong rai cho cac thi nghiém mé phong
vi trong luc trén mit dat. Trong nghién ctu nay, hé thdng 3-D clinostat dugc sir
dung dé mé phong vi trong luc trén mat dat (Hinh 1.6). Thiét bi nay duoc dit trong
ta nudi cay chira 5% CO; va nhiét do dugc diéu chinh 37°C dé tao diéu kién t6i wu
cho cac té bao ting sinh va phat trién binh thudng. Hé thong véi 2 truc quay doc lap
nhau, khi hoat dong s& phan tan huéng vecto trong luc lién tuc lam mat tac dong
cua trong hec 18n mau.

Hinh 1.6. Thiét bi 3-D clinostat Gravity Controller Gravite
(NASA — http://www.nasa.gov/missions/science/f_spacecells.html)
Cac md hinh 2-D clinostat, 3-D clinostat hay RPM c6 thé mé phong diéu kién
vi trong luc rat tét cho viéc nghién ciu té bao dong vat ¢ dang huyén pht [19]. Tuy
nhién mét sb théng sé trong hé théng nay can duoc diéu chinh nhu su hé théng két
ndi mau, gradient gia téc g... [20].

2-D clinostat 1a mé hinh mé phong vi trong luc pht hop véi nudi cay té bao
huyén phu. Cac nghién ciu véi té bao huyén phu trong md hinh RPM vén dang
dugc nghién ciu. Nudi ciy té bao trong diéu kién 3-D cd thé duoc thyuc hién bang
md hinh RPM hoic 3-D clinostat, day 1a nhitng md hinh cung cip nhiéu thdng sb
cho nghién ctru trong linh vuc ki nghé mo.
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1.1.3. Cac nghién ci#u vé vi treng luc

Nhiéu nghién ciru ctua cac nha khoa hoc trén thé gisi da duoc thuc hién va
déu cho thdy mutrc d6 anh huong rd rét cua diéu kién vi trong luc dén su ting sinh té
bao, su phan bb chu ky té bao, cac qué trinh biét hoa té bao, bam dinh té bao,
apoptosis, toan ven bo gene va sira chita ton thuong DNA cua cac té bao, md &
dong vat va nguoi.

Diéu kién vi trong luc (SMG) di lam thay ddi ti 1¢ ting sinh va tach roi té
bao phdi chudt (MES) [21]. Chirc ning té bao mién dich ciing bi anh huong nghiém
trong bai moi trudng SMG, diéu nay cho thdy cac con duong dan truyén tin hiéu té
bao trong céc té bao caa hé thbng mién dich phu thudc vao su ton tai cua trong huc.
Ngoai ra, su phat trién cua nguyén bao xwong bi giam, kha ning dwoc kich hoat dé
phét trién bi thay d6i dang ké trong diéu kién vi trong luc [22]. Cac té bao tuy
xuong ciing duoc nudi bai vi trong lec md phong va cho thiy rd su thay doi hinh
thai té bao, qua trinh trao doi chit 1am ting cac phan ung oxy hoa va lam giam tc
d6 tang sinh cta té bao [23].

Céc nghién ctu trén té bao goc dudi diéu kién vi trong luc ngoai khong gian
va vi trong luc mé phong trén mat dat ciing da ching minh rang trong luc yéu té vi
trong luc anh huong manh dén mor-phology, ting sinh, phan biét va truyén tin hiéu
trong cé4c té bao [24]. Pong thoi, vi trong luc gy ra thay d6i hinh thai té bao va
thay doi vi ong, thiic ddy phan tng apoptotic thong qua diéu ché két hop céc phan
ung apoptosis ¢ cac con duong UevlA/TICAM/TRAF/NF B va p53/PCNA- va
ATM/ATR Chk1 cua té bao [25]. Vi trong luc pha v& cac qua trinh tring hop va
khtr polymer cua cac polymer cytoskeleton chinh, do dé anh huéng tryc tiép dén su
truyén tin hiéu, tong hop va bai tiét cac cytokine va biéu hién gene, cudi cing c6 thé
dan dén qua trinh apoptosis [26]. Ngoai ra, trén céc té bao than kinh dém, vi trong
lyc mb phong ciing anh huong dén kha ning séng cia 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 dugc nudi ciy trong diéu kién SMG ciing da lam
thay ddi su trao ddi chat cua Loureirin B va sy biéu hién cua Cytochrome P450
chinh [28]. Ngoai ra vi trong luc con gay ra réi loan diéu hoa lipid trong gan chuot
[29].

O Viét Nam ciing dd c6 cac nghién ctru vé su anh hudong ciia méi trudng Vi
trong lec mod phong (SMG) 3-D clinostat dén kha ning ting sinh, chu ky té bao, qué
trinh apoptosis, bé khung xwong té bao cua cac loai té bao dong vat va nguoi. Trong
diéu kien SMG da lam giam dién tich té bao nguyén bao soi phdi chudt (MEFs);
Cuong do hat nhan caa MEFs biéu hién cao hon; ti 18 t& bao MEFs ¢ pha Go/G1
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giam, ti 1& té bao pha S va pha G2/M lai tang; giam duong kinh cua cac bo sgi Actin
cua MEFs [30]. Bdi véi té bao hat caa budng trang ¢ lon (pGC), diéu kién SMG da
lam ¢ ché kha ning ting sinh cua té bao; giam mat do té bao; ti 1¢ té bao pGC ting
lén trong pha Go/G1 va giam trong pha S va G2/M; giam su biéu hién phién ma va
dich m& & cac gene cyclin D1, cdk4 va cdk6 diéu hoa chu ky té bao pGC [31].
Ngoai ra, dudi tac dong cua vi trong luc mo phong ciing lam giam kha nang tang
sinh cua té bao géc trung mé day rén ngudi (hucMSCs); ti 16 té bao hucMSC trong
pha Go/G: tang 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 céc té bao hucMSC giam thap
hon; giam biéu hién ciia cac gene B-actin va a-tubulin tham gia hinh thanh cau tric
khung xuong cua té bao va di tao ra sy sap xép lai cac vi dng va vi soi trong té bao
hucMSC [32].

1.2. Giéi thiéu chung vé gan

1.2.1. Céu triic ciia gan

Gan 1a mot co quan cta cac dong vat c6 xuong séng. Co quan ndy trong co
thé c6 vai trd quan trong trong qué trinh chuyén hoa cac chit va mot sd chtic ning
khac nhu du trit glycogen, tong hop protein huyét trong va thai doc. Gan 13 co quan
16n nhét cua co thé nguoi, gan san xuét dich mat, mét dich thé quan trong trong qua
trinh tiéu hoa, 1am ting kha ning hoa tan m&. Nhiém vu quan trong nhit ciia gan 13
giam va loai bo chat doc co trong mau. Gan vira 1a tuyén ngoai tiét vira 1a tuyén noi
tiét kiéu ludi. Gan 1a mot trong nhitng nodi tang ciia co thé co kha ning tai tao lai
luong nhu mé bi mat [33].

Gan nhan mot nguon cung cap méau kép tir dong mach gan va tinh mach cura,
20% luu lwong mau giau oxy tir ddng mach gan va 80% mau giau chat dinh dudng
tur tinh mach cua.

Vé cau trdc giai phau, gan c6 thé dugc chia thanh 1 sb tiéu thuy cd kich
thudc va sb luong thay doi theo cac loai. O gan ngudi duoc chia lam 4 thuy. Nhin
tir mat trudc, day chang kiém caa gan chia gan thanh 2 phan: Thuy gan phai va thuy
gan tréi.

Phan 16n céc té bao trong gan la té bao gan, chiém hai phan ba khéi lugng
ctia gan. Cac té bao con lai 1a té bao Kupffer, té bao sao, té bao noi mo, té bao mach
mau, té bao dng mat va cac cau tric hd trg. Té bao gan co 2 cuc khac nhau. Mot cuc
cua té bao gan I6t khoang Disse va mét cuc tao thanh mang cua tiéu quan mat, qua
d6 cac thanh phan cua mat duoc tiét ra (hinh 1.7).
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Hinh 1.7. Céc loai té bao trong mé gan [34]

1.2.2. Chirc ning cua gan

Gan thuc hién nhiéu chic nang quan trong khac nhau trong can bang noi mo
va sicc khoe. Cac chirc ning nay bao gébm tong hop hau hét cac protein can thiét
trong huyét thanh (albumin, protein van chuyén, cac yéu té déng mau, yéu té kich
thich tang truong va ndi tiét td), san xuat va tiét mat ciing nhu cac chat van chuyén
mat (acid mat, cholesterol, lecithin, phospholipid), diéu hoa cac chat dinh dudng
(glucose, glycogen, chat béo, cholesterol, acid amin), chuyén hda va két hop cac
hop chat tan trong m& (bilirubin, anion, cation, thudc) sau do tiét qua mat va nudc
tiéu. Mot s6 xét nghiém thuong duoc sir dung dé danh gia cac chirc ning nay nhu
ndng do bilirubin huyét thanh (xét nghiém phan anh su két hop va tiét & gan), nong
d6 albumin huyét thanh va prothrombin time phan anh chirc niang tong hop protein
[34].

1.2.3. Té bao gan Chang (CCL-13)

Dong té bao duoc goi 13 té bao “Chang liver” hay con goi 1a té bao gan
Chang bat nguén tir sinh thiét caa mot bénh nhan trong mét cudc phau thuat mo
bung thim do vao dau nhitng nam 1950. Théng tin vé bénh nhan cung cap dong té
bao gan Chang duoc ldy thi rit it: Theo Dr. Chang “Vi muc tiéu chi don thuan 13
thu dugc du sd luong té bao hd tro su phat trién ctia mot s loai virus dang duogc
nghién ctru, nén khéng c6 nd luc niao dugc thuc hién dé ghi lai gidi tinh, chung toc,
tudi tac va chan doan y té ciia ngudi hién ting mo”.

Dong té bao “Chang Liver” da dugc gui tai ATCC (American Type Culture
Collection) vao thang 12 nam 1962 (danh muc ATCC® # CCL-13™). “Chang
Liver” di duoc ky giri dé phan phdi cho cac nha khoa hoc khac, nhitng nguoi dang
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nghién ctru riéng cta ho, dang can mot mé hinh in vitro “gan binh thuong” bat ti,
mot loai hang hoa rat hiém trong nhitng ndm dau tién khi cac ky thuat nudi ciy té
bao dang duoc phat minh va thyuc hién [35]. Dong té bao gan Chang c6 dic diém
nhu té bao gan binh thudng.

Trong nhitng nim gan day, dong té bao gan Chang (CCL-13 cua ATCC:
American Type Culture Collection) di duoc sir dung rong rdi nhu mot mé hinh té
bao gan binh thudng cua con ngudi trong nhiéu nghién ciu in vitro khac nhau,
ATCC tiép tuc ban té bao “gan Chang” theo sé danh muc ban dau (hinh 1.8) [18].
M6t ngay sau nudi cay (x10) Trude khi déng lanh (x10)

Trude khi déng lanh (x20)

Hinh 1.8. Té bao gan Chang (JCRB9066: Changliver (08242001)
(https://cellbank.nibiohn.go.jp/legacy/pictures/clp04574.jpq)
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Viéc sir dung cé4c té bao gan nguyén phat trong nghién ciru ¢ thé gap van dé
do tinh sén c6 khong thé doan truéc, ngudn cung han ché va kha ning tu d6i mai,
tinh bién doi phu thudc vao nguoi hién ting va dé nhay cam chung cua ching trong
qua trinh phan 1ap va nudi ciy thuong doi hoi cac chat dinh dudng bd sung, doi khi
tén kém, khong co trong méi trudong cd dién [36]. Hon nita, Sy mong manh va téc
d6 tang treéng cham cuaa ching han ché viéc van chuyén hiéu qua cac axit nucleic
ngoai lai, do d6 can tr& (ng dung cua chdng trong cac nghién ciu vé chic ning
gene va protein. Trong khi do6, té bao gan Chang phat trién lién tyc c6 tam quan
trong co ban d6i véi cac nghién cau vé sinh hoc virus viém gan, su hap thu va
chuyén hda thuc & gan, nghién ciru doc tinh va diéu tra chic ning té bao gan [37,
38]. Bdng thoi, trong nghién ciu vé& gan, cac dong té bao bat tir dong mot vai tro
quan trong trong nghién ctu cac qua trinh sinh ly va bénh ly néi chung [39].

1.3. Su sinh truéng té bao
1.3.1. Sw ting sinh ciia té bao

Té bao 1a mot don vi co sé cta sy sdng va c6 thé phan chia mot cach doc 1ap.
MGdi té bao 1a mot hé thong md, co kha ning trao doi chat va chuyén hoa cac chat
nham tong hop ning luong st dung ché cac hoat dong séng. Cac té bao c6 kha ning
thue hién cac chire ning chuyén biét va sinh san ra cc thé hé té bao méi. Trong qué
trinh sinh san, phan chia té bao, hang loat cac qua trinh sinh hoa ndi bao dién ra,
muc dich nham duy tri sy ton tai va sinh trudng, phat trién cta sinh vat. Qua trinh
sinh truéng cua té bao dién ra nho vao sy 16n 18n va phan chia khdng nging cua cac
té bao trong co thé séng, con goi la su phat trién va tang sinh cua té bao [40].

1.3.2. Chu ky phan chia té bao

Trong doi sdng cua tat ca sinh vat, sinh san va bao dam tinh on dinh di
truyén via giong loai 1a mot dic trung quan trong dé kéo dai sy sdng. vét chat di
truyén duoc truyén tir doi ndy sang doi khac. Trong qua trinh nay, 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, la chudi cac sy kién dién ra trong
mot té bao khién n6 phan chia thanh hai té bao con. Nhitng su kién nay bao gém su
ty sao chép DNA va mot s6 bao quan, sau d6 1a phan ving té bao chat va cac thanh
phan khac thanh hai té bao con trong mot qua trinh goi 1a phan chia té bao hay phan
bao [41].

Qua trinh phan chia té bao gdm phan bao nguyén nhiém (nguyén phan) va
phan bao giam nhiém (giam phan).
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- Giam phan: 1a qué trinh phan bao xay ra & cac té bao sinh duc nhu té bao
tring va té bao tinh trung.

- Nguyén phan: 12 qua trinh phan bao xay ra ¢ cac té bao sinh dudng, tao ra
hai t& bao méi giéng hét nhau va gidng nhu té bao ban dau. Qua trinh nay tham gia
vao su ting trudng va phat trién cia 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 qué trinh nguyén phan
|a bién ddi hinh thai nhidm sic thé trong chu ky té bao. Qua trinh nguyén phan bao
gom 4 ky: ky dau, ky giira, ky sau va ky cudi. Nhiém sic thé (NST) cua té bao c6
nhirng bién ddi vé hinh thai khac nhau qua cac ky phan chia cta chu ky té bao.

Cic giai doan trong chu Ky té bao:

Chu ky té bao nhan chuan bao gom bén giai doan riéng biét: pha Gi, pha S
(tong hop), pha G2 va pha M (bao gdm nguyén phan va phan bao) (hinh 1.9).

Pha M: gom hai qua trinh 1a nguyén phan va giam phan. Trong d6, nhan cua
té bao phan chia va cytokinesis, trong d6 té bao chat cua té bao phan chia tao thanh
hai té bao con. Qua trinh phan chia té bao chi chiém khoang 5% vong doi ciia moi
té bao, 95% con lai 1a giai doan trung gian (interphase), bao gom cac pha Gi, pha S
va pha Gz. Ngoai ra, mot sé té bao dic thu s& di vao trang thai khong hoat dong
duoc goi 1a pha Go, & d6 cac té bao s& nging phan chia tam thoi hodc vinh vién
[41].

¥ Nhim séc thé duge
nhéan d6i va sira sai

J AL
 Ma&i té bao

| & dugc phén 14 b
IR chin4oNST iy DISTduocphin chia

khi té bao phin chia

J % Giai doan nghi cua
- chu ky té bao

Hinh 1.9. Chu ky té bao [41]
(1). Giai dogn trung gian:
Giai doan trung gian (interphase) mot chudi cac thay doi dién ra trong mot té
bao m&i dugc hinh thanh va nhén cta né trudc khi né co kha nang phan chia tré lai.
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Pay ciing duoc goi 1a giai doan chuan bj hodc giai doan trudc nguyén phan
(intermitosis). Thong thudng giai doan trung gian kéo dai khoang 95% tong thoi
gian can thiét cho chu ky té bao va chia thanh ba qué trinh nho, goi 1a cac pha Gi,
pha S va pha G..

Pha G1 duoc biét dén nhu 13 giai doan ting truéng dau tién hay khoang nghi
sau nguyén phan cua té bao. Pay 1a pha dau tién cua giai doan trung gian, kéo dai tir
cudi pha M trude d6 cho dén khi bat dau tong hop DNA. Pha G ciing duoc goi la
giai doan ting truong. Trong giai doan ndy, cac hoat dong sinh tong hop cua té bao
duogc ting toc sau khi bi cham lai dang ké trong pha M. Trong giai doan nay, té bao
ting cung cap protein, ting sd lugng bao quan (nhu ty thé, ribosome) va ting kich
thugc. Trong pha Gi, té bao c6 ba lya chon: tiép tuc chu ky té bao va di vao pha S,
ngumg chu ky té bao va di vao pha Go dé bat dau qua trinh biét hda, hoac ding lai &
pha G1 va cd thé di vao Go hoic bat dau chu ky té bao sau d6. Bé chuyén sang pha
S, té bao phai di qua mot diém Kiém tra (checkpoint). Diém kiém tra nay con duoc
goi 1a diém han ché hay diém bat dau, va duoc diéu hoa boi cac protein Gi/S
cyclins. Thang tin truyén qua diém kiém tra G s& thiic day té bao phan chia [42].

Quié trinh téng hop DNA cua té bao duoc dién ra ¢ pha S. Khi qué trinh nay
hoan thanh, NST dugc sao chép va lugng DNA trong té bao dugc nhan doi, mac du
s6 lugng nhidém sac thé khong thay doi. Tuy nhién, trong giaia doan nay kha ning
phién ma RNA va tong hop protein rét thap trong giai doan ndy, ngoai trir san xut
protein histone chu yéu xay ra trong pha S [43, 44].

Pha G2 xay ra sau khi sao chép DNA va la giai doan tong hop protein va ting
truong té bao nhanh chéng dé chuan bi cho nguyén phan. Trong giai doan nay, cac
vi 6ng bit dau t6 chuc 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 ton
thuong DNA nao trong nhiém sac thé hay khong. Diém kiém tra G2 chu yéu duoc
diéu chinh boi protein khdi u p53. Néu DNA bi hong, p53 sé& stra chira DNA hoic
kich hoat qué trinh tu hiy cua té bao (apoptosis). Néu p53 bi rdi loan chiic ning
hodc bi dot bién, cac té bao c6 DNA bi hong c6 thé tiép tuc qua chu ky té bao, dan
dén sy phét trién cia ung thu [41].

(2). Nguyén phan va phan bao:

Budc vao qua trinh nguyén phan, mét té bao phan chia cac NST trong nhan
thanh hai NST giéng hét nhau [45]. Trong qué trinh nguyén phan, cac cip NST
ngung tu VA gan vao céc thoi vo sic. Nhing thoi vo sic nay kéo cac NST chi em
sang cac mat dbi dién cua té bao [46]. Qué trinh phan chia hat nhan dién ra trong
pha M twong ddi ngan nhung kha phic tap va dugc quy dinh chat ché. Cac chudi sy
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kién dién ra trong qua trinh nay dugc chia 1am nim giai doan nhoé va xay ra tuan tu:
prophase (ki ddu), prometaphase (ki trudc giita), metaphase (ki giira), anaphase (ki
sau), telophase (ki cudi).

Qua trinh phan bao xay ra ngay sau qua trinh nguyén phan. Qué trinh nay
bao gém phan chia nhan, té bao chit, phan chia cac bao quan va mang té bao thanh
hai té bao chira cac phan gan bang nhau. Nguyén phan va phan bao cing nhau xéac
dinh su phan chia té bao me thanh hai té bao con, gidéng hét nhau vé mit di truyén
va voi té bao b me. Qua trinh nay chiém khoang 10% thoi lwgng chu ky té bao.

(3). Pha nghi (Go)

Pha Go 1a giai doan nghi trong d6 té bao di roi khoi chu ky va di ngirng phan
chia. Chu ky té bao bit dau voi giai doan nay. Céc té bao khong tang sinh (khong
phén chia) trong sinh vat nhan thuc da bao thuong di vao trang thai Go khéng hoat
dong tir G1 va c6 thé van hoat dong trong thoi gian dai, ¢ thé 1a vo thoi han
(thudng 14 treong hop dbi voi té bao than kinh). Diéu ndy rat pho bién ddi vai céc té
bao dugc phan biét hoan toan. Mot s6 té bao budc vao giai doan Go ban vinh vién
va dugc coi 12 sau giam phan, vi du, mot s6 té bao gan, than va da day. Nhiéu té bao
khdng nhap Go va tiép tuc phan chia trong sudt cudc doi cua sinh vat, vi du, céc té
bao biéu m.

Tir "hau phan bao" d6i khi duoc sir dung dé chi ca té bao khong hoat dong va
té bao. L3o hoa té bao xay ra dé dap ¢ng véi ton thuong DNA va cing thang bén
ngoai va thuong tao thanh mot vu bat giir trong Gi. L&o hda té bao c6 thé 1am cho
con chéau cua té bao khong thé séng duoc; no thuong 1a mot sy thay thé sinh hoa
cho su ty hity ctia mot té bao bi hu hong nhu vay boi apoptosis.

Piéu hoa chu ky té bao:

Té bao binh thuong phu thudc vao kich thich ngoai bao (yéu té phan chia
hoac nhan té ting truong) dé dua té bao ra khoi pha Go vao Gi sém. Té bao dap tng
Véi kich thich bén ngoai, twong tac thong qua hoat dong phosphoryl hoa thac d6 noi
bao, boi sy tang diéu hoa biéu hién cua kinase phu thudc cyclin (CDK). Chu ky té
bao bi thuc day boi mot loat cac protein kinase, phiac hop CDK véi cyclin twong
tng, lan lugt duogc phosphoryl héa hoat boi kinase. Cyclin 13 don vi diéu hoa va
CDK la thanh phan xuc tac. Cyclin lién két vai CDK thuc hién chirc nang sudt cac
giai doan khéac nhau trong chu ky té bao. Dé dap ting véi cac tin higu tang truong
hodc phan chia, té bao ra khoi pha Go va qua pha Gi. Khi khong c6 tin hiéu phan
bao, té bao co thé trai qua qua trinh biét hoa, apoptosis, hoic di vao lai pha Go. Chu
ky bat dau ¢ G1véi su ting biéu hién cua cyclin D (D1, D2, D3). Cyclin D lién két
véi CDK4 va CDKSG, su hinh thanh phac hop cyclin / CDK dan dén qua trinh
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phosphoryl héa va hoat héa cac CDK. Sau do, cac CDK duoc kich hoat sé&
phosphoryl hda protein retinoblastoma (RB). Protein RB c0 vai tro quan trong trong
viéc diéu hoa su tién trién cua Gi thong qua diém gigi han - trong trudng hop bi ton
thuong DNA, chu ky té bao c6 thé bi hodn hoic bi chian ding hoan toan.

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

Trong md hinh diéu hoa chu ky té bao hién tai, chitc ning chinh cta phic
hop Cyclin D-CDK4 va Cyclin-CDKG6 la phosphoryl hda va bat hoat protein pocket,
bang cach d6 cho phép phién ma cac gene can thiét cho tién trinh chu ky té bao.
Phic hop Cyclin D-CDK4 phosphoryl héa SMAD3, ¢ ché tac dung khang ting
sinh théng qua tin hiéu TGF-B. Phuc 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 céc protein chi phéi chuyén dich pha G2-M [47]. Cyclin E va
Cyclin A ¢6 lién quan dén thiic ddy phién ma théng qua qué trinh phosphoryl hoa
phu thuéc CDK ctia mét sé nhan té lién két DNA, bao gdom SMAD3 va FOXM1,
chat tc ché DNA binding 2 (ID2), nhan t56 UBF va nhan té phién ma nhan Y
(NFY). Phirc hop Cyclin A/E-CDK2 phosphoryl hda nhan té phién ma MYC va B-
MYC, bang cach dé ting cuong kha ning cua nhitng protein nay dé hoat hda gene
muc tiéu trong sudt chu ky té bao. Trong khéi u biéu hién qua mic MYC, hoat dong
ciia CDK2 dudng nhu 13 can thiét dé ngan chin 130 hoa té bao va cho phép sy bat tir
héa & té bao ung thu [48].

Mitogens Anti-mitogens
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Su hinh thanh phuc 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, bing cach nay giai phéng su e ché cua nd véi cac nhan t phién ma E2F. E2F
kich thich su biéu hién cua nhiéu gene trong chu ky té bao.

Chte ning phién ma truc tiép cua CDK6. Chirc ning chinh cia CDKG6 van la
hinh thanh phic hop diéu hoa phién ma véi Cyclin D va CDK4, mét s nghién ctu
khac da chi ra vai tro khéng phu thudc kinase ctia CDK6. CDK6 tuong tac vat ly va
trc ché hoat dong phién ma caa RUNX1 trong kiéu hoat dong doc lap kinase va
bang cach d6 ngin chin qué trinh biét hda. Khong nhu CDK4, CDK6 hoat hdéa JUN
va STAT3 cam ung phién ma CDKN2a (ma hoa chat (rc ché CDK4/6 p16'NK4) va
nhan té tang trudng noi md mach méu VEGFa. Trong khi anh huéng caa CDKG6 [én
biéu hién p16™K“2 can sy hién dién cua Cyclin D, thi CDK6 tac dong 1én su biéu
hién caa VEGFa khong phu thugc vao Cyclin D. Mic du Cyclin D ciing gbp phan
vao phién ma gene VEGFa, ca CKD6 va Cyclin D déu diéu hoa qué trinh hinh
thanh mach théng qua nhiing con dudng khac nhau. Quan sat thiy rang CDK6 diéu
hoa tang chat wc ché cua n6 1a p16'™Nk*a ching to 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 mic CDKG6 [50].

Cyclin A c6 thé kich hoat hai CDK khac nhau va hoat dong trong ca pha S va
nguyén phan. Su ting biéu hién cua cyclin A xay ra & giai doan chuyén tiép G1/ S
va duy tri qua pha S. Véi su lién két cua cyclin A véi CDK2, qué trinh tong hop
DNA dugc tién hanh. Trong giai doan sau caa S, cyclin A lién két voi CDK1. Mot
checkpoint trong G2 phan ¢ng véi su pha hay DNA hoic su tong hop DNA khang
hoan chinh: tri hodn qu4 trinh nguyén phan dé sira chita DNA hoic huy bé chu ky.
Cyclin A va B tang tao phtic hop véi CDK1 thiic day té bao qua nguyén phan [51].

C6 nhiéu diém kiém soat diéu hoa chu ky phan chia té bao, trong dé co ba
diém kiém soat chinh la: diém kiém soat Gi, con goi 1a diém kiém soét khai dau
hodc diém kiém soat gidi han; diém kiém soat Go/M va diém kiém soat chuyén tiép
ky gitta — ky sau, con goi la diém kiém soat thoi vo sic [50]. Hoat dong cua cac
diém kiém soat dugc quyét dinh phan nhiéu nho hoat dong cua cac kinase phu
thudc cyclin diéu hoa boi céc tiéu phan protein la cac cyclin, mdi dang cyclin khac
nhau duoc tao ra & mdi giai doan khac nhau caia chu ky té bao va kiém soat cac hoat
dong trong giai doan d6 [51].
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G, Checkpoint ~ Cyclin B
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M checkpoint

Cyclin D

CDK4
DNA Cell
synthesis
Cyclin A
CDK2
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CDK2

G, Checkpoint
(restriction)

Hinh 1.11. Mdi quan hé cua cac protein ho cyclin va CDK véi mdi pha trong chu
ky té bao. Biém kiém soét gisi han nim giira pha G1 va pha S cua gian ky. Diém
kiém soat Go-M nam gitra pha G, va pha M. DBiém kiém soéat thoi vo sic xay ra giira
pha M [50].

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

Tinh toan ven cta bo gene té bao duoc theo ddi bai nhan té phién ma p53.
Khi xuat hién tén thuong trong hé thdng di truyén, p53 lam gian doan chu ky té bao
cho phép té bao c6 thoi gian kich hoat cac con duong chinh sita DNA, duoc hoan
thanh khi phosphoryl héa Rb tc ché p53. Trong diéu Kién binh thuong, khi té bao
nhan d6i muc p53 trong té bao thuong thiap hodc khong phat hién, giup cho qué
trinh phan chia té bao co thé tiép tuc ma khong bi can tro. P53 duoc diéu hoa am
tinh boi protein MDM2 (murine double-minute 2), va MDM2 ciing bi diéu hoa boi
p53. MDM2 c6 hai chtic ning: binh thuong MDM2 diéu hoa giam p53, MDM2
bam 1én p53 va lam giam hoat tinh cta no, dem p53 tir nhan ra ngoai té bao chat,
sau d6 duoc ubiquitin va phan giai. Khi xuat hién ton thuong DNA, p53 bam lén
viing trinh ty dac hiéu trén DNA, cam ng sinh tong hop p53. p53 sau d6 kich hoat
protein, dong thoi giam kha nang lién két va bat hoat boi MDM2 1am kéo dai gap
d6i thoi gian ban hay caa p53. Két qua hoat tinh cia p53 tang 1én nhiéu lan (hinh
1.12).

p53 kiém soét hoat dong chu ky té bao thong qua su ting diéu hoa phién ma
cua chat tc ché CDK (CKI) p21, mét chat ac ché hoat dong cia CDK4, CDKG6 va
CDK2. Ut ché hoat tinh kinase ngan phosphoryl héa Rb, do d6 té bao duy tri Gy
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cho phép té bao c6 thoi gian stra chita DNA. Khi tén thuong DNA vuot qua kha
ning chinh sira cua té bao, ldc nay p53 kich hoat té bao chét theo chwong trinh bang
cach cam tng biéu hién cac gene tién apoptosis.

© p19**F

. INK4a
e
CDKa4/6 e

p1 6INK43

Phién mi gene d

Hinh 1.12. p53/p21 trong diéu hoa chu ky té bao [51]

Hai ho protein wc ché CDK lién quan dén diéu hoa chu ky té bao 1a Cip/kip
cam Gng chat Gc ché p21 va p27, hoat dong tai mot s vi tri trong chu ky té bao,
muc tiéu vao CDK4, CDK6 va CDK2. Ho thir hai bao gom cac gene INK4 ma hoa
hai ving phién ma riéng biét 1a p16'NK4 va p19ARF, p16'NK4a ¢ ché dac hiéu
CDK4/6 trong khi p19RF bam 1én MDM2 va ngin n6 phan giai p53. Trong dap tng
diéu hoa tang ciia p53, p21 tiang theo bai CDK4/6 bi rc ché. Con dudng phosphoryl
hoa Rb bi trc ché va do d6 duy tri té bao ¢ G1 [51].

1.3.3. Vi trong luc va su ting sinh ciia té bao

Sy song trén Trai Pat cia chung ta di ton tai cach ddy hang ty nam va su
séng van ton tai cho dén ngay nay trong sy anh huong khéng nging cua trong luc.
Vi vay, con nguoi da dat ra cau hoi liéu ¢ trong trang thai khéng trong luc hoac vi
trong luc ¢ anh hudong dén qua trinh phét trién ciing nhu céc co ché trong hoat
dong sbéng cua cac sinh vat trén Trai Dat hay khdng. Cac nha khoa hoc da thuc hién
nhiéu chuyén bay di vao khong gian mang theo mo hinh dong vat ciing nhu céc loai
té bao dé tra 10i cho cau hoi nay [52]. Tuy nhién, do han ché vé mat chi phi va thoi
gian nén céc nghién ciru vé tac dong cua vi trong luc 18n co thé va té bao dong vat
trong khong gian van con gap nhiéu gidi han. Diéu nay da thuc day sy phat trién
cua cac cong cu gilp mo phong tinh trang vi trong luc ngay trén mat dat.

Mot s thiét bi md phong vi trong luc duoc sir dung phd bién hién nay c6 thé
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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 ngau nhién hay 3-
D clinostat 1a thiét bj duoc st dung phd bién dé danh gia tac dong cua vi trong luc
md phong Ién céc té bao trong hang gio [53].

Té bao sinh vat cAn phan chia dé phét trién. Su phan chia té bao 1a can thiét
cho su tang sinh té bao. Vi trong lvc md phong co thé anh hudng dén su ting sinh té
bao theo nhitng cach khac nhau, tiy thudc vao cac hé théng md phong duoc sir
dung va dong té bao. C6 mot s6 nghién ciu trén thé gigi da danh gia duoc mirc do
anh huong cua vi trong luc 18n sy tang sinh cua cac té bao dong vat nhu nhitng thay
d6i trong sy biéu hién gene, sy chét theo chuong trinh, hinh thai va chu ky té bao
[54].

Chu ky té bao 1a chudi su kién dién ra trong vong doi cua té bao bao gom
qué trinh phat trién va phan chia caa ching. Té bao danh phan 16n thoi gian cho giai
doan trung gian (interphase), & d6 chung 16n 1én, nhan d6i nhiém sic thé dé chuan
bi cho qué trinh phan chia. Té bao sau d6 di vao qua trinh nguyén phan dé phan chia
thanh hai té bao con. Céc té bao con nay lai tiép tuc budc vao giai doan trung gian
va bit dau chu ky cuaa ching [55]. Cyclins va CDKs (Cyclin-Dependent kinases) 1a
hai nhém phan tir dong vai trd chinh trong viéc diéu hoa chu ky té bao [56]. Cyclin
la nhitng protein mang chtic ning diéu hoa, trong khi d6 CDK 1a nhitng ezyme xuc
tac. Trong cac giai doan cia chu ky té bao, Cyclins kich hoat CDKSs tao ra phan tng
phosphoryl héa nhiam kich hoat hodc bat hoat cac protein muc tiéu dé diéu phdi dién
tién caa chu ky té bao [57].

Gan la mot trong nhitng co quan cé kich thuéc 16n ¢ nguoi. Gan cé chic
ning quan trong trong cac qua trinh chuyén hoéa carbohydrate, protein va lipid. Té
bao gan chiém khoang 80% thé tich gan [58]. Cho dén nay da c6 rat nhiéu cac cong
trinh nghién ciru vé cac hoat dong va chic nang cia té bao gan. Hau hét cac nghién
ctru thudng duoc thyc hién trén té bao gan Chang, 1a dong té bao da dugc thuong
mai hoa va di duoc nghién ctiu cho thiy co cac dic diém sinh hoc va chic ning
tuong ty nhu cac té bao gan binh thudng [59]. Tuy nhién, Cac nghién vé tac dong
cua Vi trong luc md phong Ién cua té bao gan ngudi dén nay van chua dugc dic
trung va ro rang. Nhiing thay doi cua té bao gan Chang trong hé théng 3-D clinostat
van chua dugc chiing minh. Su thay doi mat do, dién tién caa chu ky té bao ciing
nhu cac yéu t6 diéu hoa chu ky cua cac té bao nay van chua dugc lam rd. Do do,
nghién ctru nay tap trung danh gia anh huong cua méi truong vi trong luc moé phong
d6i vai su ting sinh cia té bao gan Chang, dic biét 12 trong qua trinh phat trién chu
ky té bao va biéu hién cta cac protein diéu hoa hoat dong chu ky té bao.
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1.4. Sw chét theo chwong trinh caa té bao

Su chét cta té bao theo chuong trinh hay con goi 12 qué trinh “Apoptosis”,
qué trinh chét cua té bao da dugc 1ap trinh san (programmed cell death - PCD). Céc
qua 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 doi nhu mang té bao nhiéu chd phdng Ién,
nhiéu viing 16m vao va bj mat lam té bao bi bt d6i xtirmg. Dong thoi, té bao bi co rit
lai, nhAn t& baobi phan chia thanh timg 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 mot cach binh thuong trong qua
trinh phéat trién, va ting truong té bao. Apoptosis Xay ra nhu mét co ché bao veé
trong cac phan ttng mién dich hoac khi cac té bao bi ton thuong do cac tac nhan doc
hai. Qua trinh apoptosis di&n ra theo trinh tu va duoc kiém soat mot cach chic chg.
Qua trinh nay duoc dic trung boi su co rat cac thanh phan trong té bao, hat nhan bj
phan manh véi c6 dic nhidm sac chat, nén chit bao quan, pha v nhan, té bao chat
bi phan manh hodc ngung tu va hinh thanh céc thé apoptotic [61]. Sb lwong té bao
apoptotic trong quan thé c6 thé duoc xac dinh hinh thai té bao bang cach nhuém céc
té bao bang thudc nhuém DNA huynh quang nhu Hoechst, DAPI va quan sat bang
kinh hién vi huynh quang, nhuém annexin V, hoic kiém tra su hién dién cua
caspase (1a mot protease duoc tao ra trong té bao dudi tac dang procaspase).

Trong quéa trinh apoptosis hinh thai nhan té bao thay d6i bao gom viéc gay
vun nhiém sic chat (trong nhiéu truong hop c6 hinh ludi liém hozc hinh dang nira
mit tring), tién toi su c6 dong nhidm sic chat, sy co lai cta toan bd hat nhan thanh
mét bong duy nhat. Trong nhiéu truong hop khéac chit nhidm sic nay ra bén ngoai
thanh cac bong nho, véi mdi bong duoc bao quanh béi mang hat nhan. Nhiing bong
nho nay goi la cac thé apoptotic, trong cac thé nay chi chaa DNA hoic chi chira
RNA. Lép vé hat nhan van con giit nguyén hinh thai mit di 16 nhan dugc phan
phdi lai bang cach truot ra khoi bé mat cia ving dong xoan nhiém sic chat va tich
tu lai. Nhimg thay doi hat nhan apoptotic c6 thé duoc hinh dung do ca su phén
manh DNA va su phéan giai polypeptide quan trong ctua hat nhén [62]. Do d6 nhirng
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 ngi sinh

Con dudng apoptosis noi bao hay apoptosis théng qua ty thé 1a co ché
apoptosis pho bién nhat & dong vat co xuong séng. N6 dugc kich hoat dé dap tng
lai nhiéu loai stress cua té bao bao gom 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
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thé apoptosome va c4c pro-caspase 9 trong apoptosome s& ty hoat héa chinh né va
phan cit dé tro thanh dang hoat dong 13 caspase 9. Sau do, caspase 9 s& kich hoat
mat loat caspase hanh su phia sau dan t6i qua trinh apoptosis noi sinh [63].

O hinh 1.13, tac nhan kich thich 1a cac loai stress cua té bao lam cho céc protein
thudc ho Bcl-2 cam tng tinh thim caa mang ngoai ty thé (MOMP) va cho phép giai
phong céac yéu tb proapoptosis bao gom cytochrome ¢, Smac va Omi vao cytosol.

Cac tac nhan kich thich:

- Pha huy DNA

- Thiéu yéu tb ting truong

- Gay ap luc 1én ludi ndi chat
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Su chét té bao theo chuong trinh (apoptosis) dién ra
Hinh 1.13. Con duong apoptosis ndi sinh [63]isk

Smac (con dugc goi 1a Diablo) va Omi (con duoc goi la HtrA2) giup tang
cuong hoat dong cua apoptosome bang cach bat hoat chat wc ché caspase 1a XIAP.
Khi khéng c6 Smac va Omi, XIAP lién két va tic ché hoat dong xuc tac cua caspase
9 va dan tdi Gc ché caspase 3 va caspase 7. Trong khi d6 & cytosol, cytochrome ¢
lien két voi APAF1 va kich hoat qué trinh oligome héa 7 tiéu phan APAF1-dATP-
cytochrome ¢ tao thanh thé apoptosome hoat dong. Tai phan I8i cua apoptosome,
caspase 9 duogc chiéu mo va hoat héa boi APAFL. Cac caspase 9 hoat hoa sau do
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xic tac cho qué trinh phan cét va kich hoat cac caspase hanh sy la caspase 3 va
caspase 7 gay ra qua trinh apoptosis noi sinh [63].

Con dwong apoptosis ngoai sinh

Con duong apoptosis ngoai sinh dugc kich hoat khi phéi tir FasL, TRAIL,
TNFa lién két véi cac thu thé chét DR (Fas/CD95, DR4/5, TNFR1) (hinh 1.14).
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Hinh 1.14. Con dudng apoptosis ngoai sinh [64]itz:

Cu thé khi FasL, TRAIL va TNFa lién két véi cac thu thé Fas/CD95, DR4/5
va TNFR1 s€ tao thanh phuc hgp DISC. Sau do, cac adaptor protein FADD va
TRADD dong vai trd hd trg trong viéc chiéu mo va kich hoat caspase 8 va caspase
10. Té6i lugt minh, caspase 8 va caspase 10 s& phan cat va kich hoat cac caspase
hanh sy & phia sau la caspase 3, caspase 6 va caspase 7. Tiép theo, caspase 6 XUc tac
cho sy phan cit lamin A con caspase 3 va caspase 7 lai x(c tac cho su phan cat cua
poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) dan t&i su co lai caa té bao, hinh thanh bong
mang, phan manh DNA, ¢6 dic nhiém sic chat va cudi cung 1a qua trinh apoptosis
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ngoai bao. Bén canh d6, TNFR1 ciing c6 thé kich thich cac con dudng tién viém
dan dén su hoat hda NFkB thong qua viéc chiéu mo RIP. Khi NFkB duoc kich hoat
bang TNFa s& Iam cho phuc hop kB kinase (IKK) bi phosphoryl héa va 1am cho
c4c protein &c ché 1«Bs bi thoai hda. Su thoi hoa cua lkBs xUc tac cho sy chuyén
vi cia NFkB dén nhan gidp té bao tiép tuc séng sot. Nhu vay, su két hop cia TNFo
va TNFR1 ¢ loi cho ca su séng st cua té bao va qua trinh apoptosis, tiy thudc vao
loai té bao va béi canh sinh hoc [63, 64].
1.4.2. Tdc déng cia Vi trong luc dén qua trinh apoptosis

Vi trong luc dugc biét co anh huong dang ké dén tat ca cac khia canh cua
chuc nang sinh san trong cac moé hinh dong vat. Nghién cttu cua Chidananda S.
Sharma va cong su da chi ra rang diéu kién vi trong luc da gay ra nhitng thay doi ¢
cap do té bao bao gébm ca qua trinh apoptosis. Nhom di nghién ciru anh hudng cua
vi trong luc mé phong 18n hoat dong cua caspase 8 va caspase 3 va yéu té phién ma
NF«B trong con dudng apoptosis ¢ té bao tinh hoan chuot. Két qua ho da nhan thay
hoat dong cua caspase 8 va caspase & hhom té bao tinh hoan chudt trong diéu kién
vi trong luc tang 1an luot gap 1,4 va 5,1 1an so véi nhom dbi chiing. Bén canh do,
nhom té bao & méi trudng vi trong luc ciing ting hoat dong cua nhan t phién ma
NFxB gip 1,33 lan so v&i nhom ddi chirng [65]. Trong mot nghién ciu khéc cua
Chun Yan Kang va cong su trén dong té bao noi md mach mau phdi ngudi
(HPMEC) di phat hién muc d6 biéu hién cua ca hai gene Bax va caspase 3 cao hon
d6i véi cac té bao HPME nudi cay trong diéu kién vi trong luc & 72 gid so vai cac
té bao HPME nudi cdy ¢ diéu kién binh thuong. Nguoc lai, mic d6 biéu hién cua
gene Bcl-2 lai thap hon ddi véi cac té bao dwoc nudi cdy trong didu kién vi trong
luc mb phong so véi cac té bao ddi chung. Bén canh dé, sy hoat hoa cua PI3K va
pAkt dong vai trd quan trong trong viéc duy tri kha nang ton tai cua céc té bao bang
cach chan cac con duong apoptosis. Chun Yan Kang va cong su cting phat hién sy
biéu hién cua protein PI3K va pAkt da giam & cac té bao dugc nudi ciy trong 72
gio & md phong Vi trong luc so vai cac té bao dbi chung. Nhimng diéu nay chi ra
rang moi trudng vi trong luc mé phong da anh hudng dén quéa trinh apoptosis ¢ cac
té bao HPEM [66]. Mot nghién cau khac cua Daniela Grimm va cong su 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 phan tich flow cytometry. Sau 24 va 72 gio tiép xic véi moi
truong vi trong luc md phong, luong té bao duong tinh véi Fas da tang 1én tgi 20%
va 15%. Protein tc ché khéi u p53 chi biéu hién & 1,5% té bao ML-1 ddi chung da
tang déng ké 1én dén 19% sau 24 gid va 25% sau 72 gid trong moi truong Vi trong
lyc. Ngoai ra, cd 17,5% té bao ML-1 d6i chitng biéu hién protein Bcl-2 trong khi
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c4c té bao ML-1 thi nghiém di giam dang ké sy biéu hién cua Bcl-2 (24 gio: 8,1%
va 72 gio: 5,9%). Nhom nghién ctu ciing quan sét thdy viéc tiép xdc voi moi
truong vi trong luc cam wng su phan cét caa polymerase poly (ADP-ribose) 116
kDa thanh doan 85 kDa la mét diu hiéu sém cua apoptosis [67].

1.5. B khung xwong té bao

1.5.1. Khai niém

Bo xuong té bao 1a mot cdu tric vimg chic, gitip duy tri hinh dang cia té
bao, bao vé té bao va gitip té bao di dong (cac cau truc 16ng va roi). Ngoai ra, no
con ¢o vai trd quan trong khong nhiing trong su van chuyén bén trong té bao (1ay vi
du nhu cic chuyén dong cta cac thi mang va cic bao quan) ma con trong su phan
chia té bao. Pay 1a mot cau triic gibng nhu bo xwong dong vat va ndi trong té bao
chat.

B6 xuong té bao, bo khung nang d& cua té bao, cling nhu moi bao quan khéc,
nd nam trong té bao chat. Bo khung xuong té bao dugc xem 1a mot cau truc virng
chic, gilp nang d& mang nguyén sinh chat, duy tri hinh dang va bao vé té bao.
Ngoai ra, n con co vai trd quan trong trong su phan chia té bao. Khung xuong té
bao bao gdm ba thanh phan chinh 1a vi soi (soi actin), soi trung gian va vi 6ng. Tat
ca cac thanh phan nay déu c6 kha ning ting truéng nhanh hoic thdo g& phu thudc
vao yéu cau cua té bao [68].

Hién nay, c6 nhiéu nghién cttu nén tang vé bo khung xuwong té bao. Cac nha
nghién ciru da sir dung kinh hién vi voi do chinh xac cao nham xac dinh vi tri va
dong ning cua cac protein trong khung xuong té bao & cac qua trinh phan chia va di
chuyén cua té bao. Vi du, hon 150 protein da dugc tim thay c6 chira céc vung lién
két (binding domain) cho cac protein actin duoc polymer hoa dé tao thanh mot
trong cé4c Vi soi chu chdt trong khung xwong té bao [69]. Nhitng protein diéu hoa
actin tao thanh maot t6 hop dai phan tir goi 1a phirc hop WAVE thiic day viéc lap rap
c4c mang Vi soi actin & mép dan hudng (leading edge) cua cac té bao di dong [70].
Niam 2007, khi quan sat cac bach cau di dong dudi kinh hién vi anh sang voi do
phan giai cao, Weiner va cong sy di nhan thay cac phuc hop WAVE nay hinh
thanh nhitng lan séng co tinh két hop cao tuong quan véi sy co that di dong cua té
bao [71].

Nhitng quan sat nhu vay trong cac té bao song c6 thé kich thich sy hinh
thanh céc gia thuyét chi tiét vé cach céc phan tir phéi hop dé hinh thanh cac cau tric
khung xuong té bao, nhung dé kiém tra gia thuyét nay mot cach xac dang, cac thanh
phan phai dugc co 1ap tir cac té bao va tinh ché. Pang chu ¥, cac thi nghiém két hop
mot s6 lugng nho céc protein tinh ché da chiing minh rang nhiéu cau trdc khung


https://vi.wikipedia.org/wiki/L%C3%B4ng
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Roi_t%E1%BA%BF_b%C3%A0o&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/wiki/B%E1%BB%99_x%C6%B0%C6%A1ng

28

xuong phiic tap quan sét thay trong té bao c6 thé duoc tai tao trong moéi truong in
vitro tir cac thanh phan tinh ché. Vi du, c6 ba protein 1am nhiém vu cha dong theo
d6i va van chuyén vat chat vao dau phat trién cua vi dng, dugc hinh thanh bai qua
trinh polymer hoda cua céc tiéu don vi bao gém a, B-Tubulin di nhi phan
(heterodimers) va mét sb vi soi chu chdt trong té bao [72]. Mic du danh sach céc
protein gan lién vai bo khung té bao van dang tiép tuc dwoc nghién ctu bd sung,
nhung muc tiéu cudi cung ching ta nén hudéng t6i van 1a hiéu duoc su twong tac cia
c4c phan tir cé thé trong khung xuong té bao nhu thé ndo dan dén cac biéu hien quy
mo I6n phu thudc vao ching.
1.5.2. Cdu tric bé khung xwong té bao

Khung xuong té bao dugc cau tao bai ba loai protein (vi soi, soi trung gian
va vi 6ng). Mai loai protein c6 au trdc riéng biét va duoc cau thanh tir cac tiéu don
vi protein khac nhau [73]. Soi trung gian duoc ciu tao tir cac tiéu don vi protein
dang soi, vi 6ng duoc cau tao tir cac tiéu don vi dang hinh cau Tubulin con vi sgi
duoc hinh thanh tir cac tiéu don vi Actin hinh cau cdu (Hinh 1.15).

Mang nguyén sinh chét

Céac Ribosome

)

! . B
7 nm W 8-12nm
[ = T 4

Actin monomer M 68 \\___
Fibrous Tubulin B-Tubulin o-Tubulin

subunit dimer monomer monomer

Hinh 1.15. Thanh phan cau triic khung xuong té bao [74]

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

Polymer héa va khir polymer hoa cua vi soi actin va vi éng tao ra cac luc
dinh hudng 1am thay d6i hinh dang té bao, cling véi cac dong co phan tir di chuyén
doc theo cac Vi soi actin va vi 6ng, hudng dan té chirc cac thanh phan cua té bao.
Kién triic cua cac mang ludi duoc hinh thanh bai polymer khung xwong té bao duoc
kiém soat boi mot s6 16p protein diéu hod: nhan té thiic day nhan, khoi dong su
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hinh thanh vi soi; protein chup dau (capping protein), két thic sy phat trién cua vi
soi; polymerase, thuc ddy ting trudng Vi soi nhanh hon hoidc 1au hon; cac yéu tb
khtr tring hop va cac yéu té phan cit, dung dé thao roi vi soi; lién két chéo va
protein 6n dinh, c6 nhiém vu té chirc va cing cb c&c cau triic mang bac cao. CAc luc
co hoc tir bén trong hay bén ngoai té bao c6 thé anh hudng dén hoat dong cua cac
yéu t6 diéu hoa nay va sau d6 1a t6 chirc cac vi soi trong mang ludi. Sy khac biét
quan trong nhét giita ba loai polymer khung xwong té bao, phan biét cu tric va
chic ning ctia cAc mang tao thanh, d6 1a do ctng co hoc, dong luc lip rap, d6 phan
cuc, va loai dong co phan tir ma chung lién két [75].

Vi 6ng (microtubules) 1 cac cu trtc dai, hinh tru dudng kinh ngoai khoang
25 nm va dudng kinh trong 15 nm. Chung duoc tring hop bai 2 protein hinh cau 1a
dimer cia a-Tubulin va B-Tubulin tao thanh protofilaments. Cudi cling céc
protofilaments tao thanh mét dng bai sy lién két caa 13 protofilaments. Céc vi éng
¢6 lién quan dén sy van chuyén noi bao, van dong va hinh dang té bao [76].

Sei trung gian (intermediate filaments) c6 duong kinh khoang 10nm, la
loai soi citng nhat va bén nhat trong 3 loai khung xuong té bao. Ching khéng lién
quan truc tiép dén su di chuyén cua té bao nhung déng vai trd quan trong trong viéc
cung cap sicc manh co hoc cho cac té bao va mé. Céc soi trung gian bao gém nhiéu
loai protein, c6 hon 50 protein soi trung gian khac nhau da dugc xac dinh va phéan
loai thanh bdn nhém khéc 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 mo 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 nhan té bao, 16p nay s&
phan tach va hinh thanh lai & mdi 1an phan chia té bao [76].

Vi sgi (microfilaments) hay sgi actin I1a nhitng sgi mong nhat caa khung
xuong té bao, vi soi c6 mit ¢ hau hét cac té bao co thé dong vat co vi. Monomer
cua actin |a protein hinh cau goi 1a G-Actin ¢ khdi lugng phan tir 41800 Dal. G-
Actin c6 thé tring hop mot cach vo diéu kién tao céc actin hinh sgi goi 1a F-Actin.
Cac soi actin gom 2 chudi phan tir hinh cau dugc xoan thanh chudi xoin voi khoang
cach lap lai khoang 36 nm. Soi Actin khong ddi xiing nhau véi dau cong (dau ting
truong) va mot dau trir. Mai soi Actin ¢6 dudng kinh 3,5 nm do dé F—Actin c6
duong kinh khoang 7 nm. Vi sgi 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 cac bao quan, tham gia vao con dudng truyén tin hiéu
va thiét 1ap duy tri hinh dang va chitc ning té bao. Mot trong sb cac qua trinh nay
duogc trung gian bai su twong tac mat thiét gitra actin véi mang té bao [76].
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T6m lai, bd khung xuong té bao dong vai tro rat quan trong trong két dinh té
bao, quy dinh hinh dang té bao, va di chuyén cua té bao ciing nhu cac chirc ning
khac nhu t6 chtrc phan bd bao quan trong té bao, van chuyén noi bao va phan chia
té bao [77]. Khung xwong té bao 1a mang ludi cac vi sgi va vi 6ng kéo dai khap té
bao. Khung xuong té bao hd trg té bao, tao cho nd hinh dang, té chic va sip xép
cac bao quan va c6 vai tro trong van chuyén phan tir, phan chia té bao va tin hiéu té
bao [78]. Hon nita, mdt sé bao cdo ciing cho thdy ring, cac protein cia khung
xuong t& bao truc tiép hoic gian tiép tham gia vao con dudng truyén tin hiéu lién
quan dén sy ting truong té bao, chuyén hda vat chat, chuyén ddi tin hiéu va
apoptosis [78].

a) Actin F-actin -G-actin
~End e s e o +End

“v

10 um

Hinh 1.16. a) Ba thanh phan chinh ctia bd xwong té bao. b) t& bao dugc nhudém

huynh quang (soi actin: 3, DNA: xanh duong va Keratin: xanh 13) [79]
1.5.3. CA&c tdc dgng cia Vi trong luc 1én cdu tric khung xwong té bao

Khi vi dng va cac protein khac cua khung xuong té bao c6 cac hoat dong bat
c6 thé gay anh huong bat loi dén sy ton tai ciing nhu cac biéu hién dic diém song
ciia mdi té bao. Bo khung xuwong té bao gilp hinh thanh ciu trac, hinh dang cua
chinh té bao d6 va bao gdbm sy tuwong tac chat ché giita cac cau trdc cua vi soi, vi
dng, soi trung gian va ca vai cac protein ngoai vi [80]. Do dé, khi khung xuong té
bao khong binh thudng s& anh huong rat Ién dén hinh dang té bao [81].

Hinh dang té bao va khung xuong té bao thay ddi trong diéu kién vi trong
lyc. Hoat dong cua nhan va té bao 1a nhitng qua trinh dién ra phu thudc vao cac vi
6ng. Vi 6ng tao thanh mot phan cua tdm dong, lién quan dén su hinh thanh thoi vo
sac va co thiat mang té bao trong qua trinh phan chia té bao [82]. Hon nita, cac vi
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dng duong nhu 6 vai trd di chuyén cac co quan té bao nhu ty thé, van chuyén cac
tdi noi bao va cac thanh phan té bao khac bén trong té bao [83].

Tat ca cac thanh phan khung xuong té bao bao gébm cac vi ng (MT), vi soi
trung gian (IF) va vi sgi (MF), tr& nén vo t6 chirc. Khung xwong té bao duogc to
chuc lai sau mot thoi gian trong diéu kién vi trong luc tir 20 dén 72 gid, nhung
khong phai lac ndo ciing ¢ cung cau hinh gidng nhu truéc day [84]. Trong té bao
ung thu v, mang ludi khung keratin quanh nhéan (perinuclear cytokeratin network)
va cau tric nhidm sic thé tro nén long léo hon dudi diéu kién vi trong lec [85].
Nam 1999, mét thi nghiém trén té bao than ngudi trong méi truong vi trong luc
dugc thyc hién dé theo doi biéu hién gene. Nguoi ta phét hién ra rang hon 1.632
gene d3 thay doi biéu hién bao gom nhiing thay di I16n trong cac yéu té phién ma
[86].

Mot s6 nghién ciu anh huong cua diéu kién clinostat ciing da thay sir anh
huong trén té bao ngudi nhu thay doi cdu trac khung xuong, dan dén su chét cua té
bao & té bao nguyén bao xwong ROS 17/2.8; Giam sy di cu dinh hudng, giam F-
acin va thay doi cdu tric khung xwong té bao ¢ té bao tién than tao mau tir tay
xuong BM CD344 sau 14 ngay nudi cdy; T6 chic vi 6ng bi rdi loan, ting gap doi
su chét theo chu trinh (apoptosis) trong té bao T (T lymphocyte) sau 2 gid nudi
cay...[83].

Mot sé thi nghiém dwa trén anh huéng caa vi trong luc 18n cac vi éng cho
thiy su khéc biét dang cht ¥ trong t6 chuc trong luc thuc 1 g cta Trai Dat va vi
trong luc. Trong méi trudng Vi trong luc in vitro, cac vi dng c6 thé phat trién va to
chirc trong mot mo hinh dong nhat hoic ngau nhién. Trong khi d6, trong diéu kién
trong luc thuc, ching phat trién va ty to chirc theo dang soc [87].

Nhiing thay d6i vé hinh thai va sinh ly cta cac té bao phat trién két dinh sau
khi tiép xuc vai vi trong lec. Céc thanh phan bo xwong té bao cua actin, vi ong va
soi trung gian dugc hién thj trong cac vong tron trong. Trong té bao két dinh, cac vi
6ng hinh thanh sy sip xép buc xa gan nhan. Soi actin neo vao mang té bao. Soi
trung gian tao thanh mang ludi long 1éo xung quanh hat nhan. Trong s6 cac té bao
chiu anh hudng caa vi trong lyc, cac vi 6ng ngan lai va cong. it soi actin hon nhung
quan sat thay nhiéu soi trung gian ngung tu hon nhu hinh 1.17 khi nudi cay té bao
tuyén gidp trong moi trudng moé phong vi trong luc [88].

Vi dng thuong phat trién (polymer hda) thanh cac polymer hinh dng dai bao
gom céac nhi phan alpha va beta-tubulin gan véi nhau theo mot huéng cu thé. Qua
trinh tong hop tao ra vi dng bi anh huong boi luc hip dan bai vi chiung ¢ xu hudng
troi theo hudng thang dtimg hon 13 & hudng bén [89].
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Vi soi lién két véi mang ludi vi té bao trong co thé dé tao thanh mot ciu tric
vitng bén [89]. Theo nhiéu nghién ciru, ciing nhu vi 6ng, Vi soi ¢é thé thay ddi trong
moi truong vi trong luc [90]. Vi dng c6 kha ning co ctmg dé chéng lai su dut gay
do gdn két vai vi soi trung gian trong co thé [91]. Vi Soi trung gian ciing c6 thé bi
anh huong tuong tu vi dng do su thay dbi trong luc.

P Sqri‘actin o Tép hop té bao
— Viong Su tach te bao
Soi trung gian

Sw bam dinh ciia té bao

Tong hop nhiéu té bao

Té bao két dinh ting trudng lién tuc

o & &
TONECNINON
>M6i mtbnsv];h 'tguc:ns Iye W Gior b Nady
Hinh 1.17. Sy thay d6i cua t6 chic khung xuong té bao khi nudi cay trong diéu
kién vi trong luc [88]
Trong cac nghién ctiu vé vi trong luc cho thdy phan 16n cac té bao c6 xu
huéng tron lai trong diéu kién vi trong luc. Hon nita, viéc 1am tron té bao phan Ion

dugc xac dinh bai hé thdng vi soi actin. Nghién ctu cho thay, cac tin hiéu cascade
dé thay doi trong diéu kién vi trong luc, sy truyén tin hiéu qua trung gian PKC
(Protein kinase C) dugc ching minh 13 ¢6 lién quan dén actin. D6 1a 1y do tai sao
khung xwong actin cé thé 1a thanh phan trong té bao rat nhay cam véi vi trong luc.
Vi trong luc c6 thé tac dong dén hanh vi cua actin mot cach tryc tiép hoac gian tiép
thong qua cac protein lién két voi actin. Pén lugt minh actin cd thé tac dong dén
dong tin hiéu qua trung gian PKC [92].

Nhiéu protein twong tac véi actin va xac dinh hanh vi cua actin. Céc protein
nay duoc md ta dua trén chirc ning cia ching bao gom céc protein lién két chéo
nhu a-actinin va filamin, protein cit nhu nhan t5 kha soi actin (Actin-
depolymerization factor ADF) va cofilin, protein gan ma nhu gelsolin, protein lién
két monomer nhu profilin va protein lién két mang nhu thu thé EGF. Cac protein
lien két Actin nay cung nhau diéu chinh dong luc hoc khung xuong actin trong té
bao (Hinh 1.18). Vi vay, cac protein lién két véi actin va actin tao thanh mot mang
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ludi phtc tap va rat quan trong d6i véi nhiéu qua trinh trong té bao nhu ting sinh,
apoptosis, van dong [92].

Hinh 1.18. Cac protein lién két voi actin anh huong dén hoat dong caa Actin theo
nhiéu cach khéc nhau [92].

A: Protein lién két véi monomer giiz cho sé lirong tiéu don vi actin ¢ trang thai
polymer héa thdp, dé ngan chan si hinh thanh cac sei F-Actin; B: Khi mét soi
Actin dwoc hinh thanh, n6 cé thé dwoc gidi han béi mét protein khéc dé ngan chan
kéo dai soi tao thanh sei ngan c6 gan mi; C: Gia ting protein phdn cdt qué trinh
khi# polymer héa sei Actin; D: Cac protein lién két ngang c6 thé té chirc cac soi
actin thanh mang ledi giong nhw gel hodc bo spi nhw hinh E; F: Protein phdn
nhanh khoi dau su tiang truéng cua sei méi dan dén viéc phan nhanh mang liedi
Actin.

Céc protein lién két véi actin ciing duoc diéu hoa theo nhiéu cach khac nhau
(hinh 1.19). Céc tang tin hiéu khac nhau c6 ngudn gdc tir ca hai integrins va céac thy
thé cua yéu té tang truéng déu kich thich hoic kim ham protein lién két véi 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 mét vai trd trong viéc gan té bao. Cac
thu thé caa nhan té tang trudng cam nhan mai trudng té bao bang céach lién két voéi
nhan t ting truong tir bén ngoai. Ca integrins va cac thy thé caa nhan t6 ting
truong déu chuyén doi tin hiéu ngoai bao nay qua mang vao té bao. Céc té bao phan
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ng bang cach dinh hinh lai khung xwong cua né va cubi cing lam thay di biéu
hién gene [93].
Yéu td ting truong

Chat nén ngoai bao Thu quan cua yéu t6 ting trudéng

integrin
WASP
_/ \
Rho GTPases l Gelsolin
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ROCK mDIA l
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LIMK I

Cofilin. ————{ Hoat dong cua Actin

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

Nghién cttu hinh anh trén cac té bao bam dinh cho thay rang sy phan bé vi
soi bi thay doi do gia ting hodc giam trong luc. Nhiing thi nghiém trén cac tram
khong gian 1SS va vi trong luc md phong cho thay mat do vi soi F — actin trong té
bao chat giam manh va gia ting mang ludi vi soi trong cac té bao [94]. Ching té hé
théng khung xuong té bao rat nhay cam vai vi trong luc, c6 thé tac dong dén nhiéu
qua trinh khac nhu su ting sinh, ting truong té bao, apotosis. ..

Hinh dang té bao va bo xuong té bao bi thay doi trong diéu kién vi trong luc,
karyokinesis va cytokinesis la cac qua trinh té bao phu thudc vao vi éng. Céc vi dng
tao thanh mot phan caa tim dong va tham gia vao qué trinh hinh thanh truc chinh va
mang té bao co thit trong qua trinh phan chia té bao [95]. Hon nira, C4c vi ong
duong nhu c6 mot ¢6 vai trd van dong cac bao quan cua té bao nhu ti thé, van
chuyén tdi noi bao va céac thanh phan té bao khac bén trong té bao [96].

Nhiéu nghién cttu cho thay vi trong luc c6 thé gay ra cac réi loan trong qua
trinh chuyén hoa cac co quan va cic loai té bao khéac nhau [97]. Bdng thoi 1am phét
sinh nhiing tac dong tiéu cuc dén co thé con nguoi nhu lodng xwong, thay ddi ciu
trdc tim mach va cc co quan than kinh [98]. Thay doi c4u trdc va chirc ning cua
c4c té bao dong vat co va da duoc nghién ctu trén cac hé théng mé phong khéc
nhau nhu 2-D clinostat [99], 3-D clinostat [100] hodc may dinh vi ngau nhién
(RPM) [101]. Biéu kién vi trong luc gay ra sy sap xép lai té bao cua céc té bao noi
m6 bang céach stra doi biéu hién gelsolin va a-tubulin [102].
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2.1. DPéi tweng va pham vi nghién ciu

Chuwong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Té bao gan Chang (CCL-13) duoc cung cip boi cong ty ACCT (American

Type Culture Collection) va duoc nudi cdy trong diéu kién vi trong lec 3-D
clinostat.

tir 10/12/2020 dén 10/12/2023.
2.2. Vat liéu
2.2.1. Thiét bj va dung cu

Dé tai duoc thuc hién tai Vién Sinh hoc Nhiét déi Thanh phd H6 Chi Minh

Céc thiét bi va dung cu duogc sir dung trong dé tai duoc liét ké & Bang 2.1 va

Bang 2.2.
Bang 2.1. Mot s6 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 buc
3 | Ta 4m 370C nudi té bao Sanyo Nhat
4 | May Vortex VX100 Labnet burc
5 | MayPCR Agilent My
6 | May Realtime PCR Piko Thermo Thermo Scientific %
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 M¥
12 | Ta-80°C Panasonic Nhat
13 | Ta-30°C Panasonic Nhat
14 | Bé 6n nhiét Memmert birc
15 May_quang p_h6 GloMax® Explorer Promega My

Multimode Microplate Reader
16 | May BD Accuri C6 flow cytometer BD Biosciences M¥

Bang 2.2. Mot s6 dung cu chinh sir dung trong dé tai
STT Tén dung cu Hang san xuat | Nwéc san xuit

Beaker (50 ml, 100 ml) Schott buc

Erlen (100 ml, 250 ml) Schott buc

Ong ly tam 15 ml Corning Hoa Ky
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4 Micropipette (100-1000 pl, Nychiro Nhat
10-100 pl, 5-50 ul)

5 | Eppendorf (1500 va 2000 pl) Eppendorf burc

6 | Dau tip 20 pl, 100 pl, 1000 pl Eppendorf buc

7 | Binh nudi T25 Thermo Scientific | My

8 | Dia 96 giéng Thermo Scientific | My

9 | Ong dong lanh Corning My

2.2.2. Moi trwong va hoa chat si dung

Moi trudng va hoa chat duoc sir dung trong dé tai duoc liét ké ¢ Bang 2.3.
Bang 2.3. Mai truong, hda chat sir dung trong dé tai

STT Tén dung hoa chat Hang san xuat | Nwéc san xuat
1 | Khang sinh (penicillin/ streptomycin) | Gibco BRL M¥
5 DMEM/Ham’s F-12 with L- Capricorn buc
Glutamine Scientific
3 Phalloidin CruzFluor™ 488 Santa Cruz M¥
Conjugate Biotechnology
i Capricorn buc
4 | Fetal bovine serum (FBS) o
Scientific
i Capricorn buc
S5 | Trypsin EDTA e
Scientific
i Capricorn buc
6 | Phosphate buffered saline (PBS) o
Scientific
7 | Hoechst 33342 Sigma-Aldric buc
q 4% Paraformaldehyde Phosphate Nacalai Tesque Nhat Ban
Buffer Solution
9 ReliaPrepTM RNA Cell Miniprep Promega M¥§
System
10 | Con Merk buc
1 FITC Annexin V Apoptosis BD Biosciences M¥
Detection Kit |
12 | PCRBIO 1-Step RT-PCR Kit PCR Biosystems M¥
13 Mai truong dong lanh HyCryo- GE Healthcare M¥
STEM Life Sciences
14 | Human MSC analysis kit BD Biosciences M¥
15 | WST-1 Roche Thuy Si
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16 2X qPCR SyGreen 1-Step Go Hi- PCRBiosystem Anh
ROX kit
17 | Optiblot LDS Sample Buffer Abcam M¥$
18 | Precast Gel SDS-PAGE 4-12 % Abcam M¥$
19 | Optiblot SDS Run Buffer Abcam M¥$
20 | Mang PVDF Abcam M¥$
21 | Giay loc Extra Thick Blot Paper Bio-Rad M¥
22 | Blocking Buffer Abcam My
23 | Khang thé Western Blot Abcam My
24 | ECL Western Blotting Substrate Kit | Abcam M¥
25 | AUTOMATIC X-RAY kit Fujifilm Nhat Ban
26 | CL-XPosure Film Thermo Scientific %
27 | Triton Sigma-Aldrich %
28 | SiR-Tubulin Kit Cytoskeleton My

2.2.3. Té bao gan Chang (CCL-13)

Té bao gan Chang (CCL-13) duoc cung cap bai Cong ty ATCC (American
Type Culture Collection). Dong nay ban dau dwoc cho 1a cd nguon géc tir mé gan
binh thudng, nhung sau d6 dya trén phan tich isoenzyme, nhiém sic thé danh dau
HeLa va ddu van tay DNA, nguoi ta phat hién ra rang n6 cé thé duoc thiét Iap thong
qua su lay nhiém té bao HeLa.

2.2.4. H¢ théng vi treng luc md phéng (clinostat 3D)

Hé théng may 3-D clinostat str dung trong nghién ctiru dé tao moi trudng Vi
trong luc md phong da duoc thiét ké va ché tao trong dé tai: “Nghién ctru danh gia
su thay doi trong cau tric b khung té bao co thé sdng trong diéu kién mé phong
trang thai vi trong luc (simulated microgravity)”. Dé tai nay thuéc “Chuong trinh
Khoa hoc céng nghé vil tru” véi ma sé 1a: VT-CB.15/18-20 (Hinh 2.1).

Hé théng 3-D clinostat ¢ cac khung dugc 1am bang hop kim nhom va duoc
anode hda. Cau triic may bao gom khung bén ngoai va khung bén trong c6 thé xoay
doc lap. Hai dong co duoc sir dung dé diéu khién hai khung. Téc d6 caa hai dong
co duoc diéu khién bai bo diéu khién tée d6. Vong tiép dién duoc s dung dé cho
phép két néi tin hiéu gitra bo diéu khién téc d6 2 va dong co 2 bén trong (Hinh 2.1).

Trong nghién ciu ndy, hé thong 3-D clinostat tao ra mot moi truong tuong
tu nhu moi truong bén ngoai khdng gian véi gia toc trong truong 1,3 x 103 g bang
cach quay hai khung trong vao ngoai véi van téc 1 vong/phit. Diéu nay dan dén su
phan tan dong déu cua vector trong lec trong mot thé tich hinh cau véi van toc goc
khong doi. Cac diéu Kién nay da tao ra mot méi truong Vi trong luc véi gia téc 1,3 x
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102 g va n6 duoc dinh nghia 1a méi truong vi trong luc mo phong. May 3-D
clinostat c6 thé duoc dit trong ta nudi té bao dong vat c6 dung tich tir 160 lit tro
Ién.

Hinh 2.1. C4u tric may 3-D clinostat
A: Mau té bao lp dat trén hé thdng 3-D clinostat; B: Hé thdng 3-D clinostat trong
ta nudi té bao dong vat (Vién Sinh hoc nhiét doi, Ma dé tai: VT-CB.15/18-20)

2.3. Noi dung nghién ciru

Pé tai tap trung vao viéc danh gia su cam ¢ng cua té bao gan Chang (CCL-
13) trong diéu kién vi trong luc md phong (3-D clinostat) vai cac noi dung sau.
2.3.1. Ngi dung nghién cizu 1

Panh gia kha ning ting sinh cua té bao gan Chang (CCL-13) trong hé théng
vi trong luc mé phong (3-D clinostat).

Muc dich: Xac dinh dugc sy thay doi trong qua trinh ting truéng va phét
trién cua té bao duoc nudi cay trong 2 diéu kién khac nhau (SMG va ddi chang).

Chi tiéu danh gid:

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

- Anh huéng cua diéu kién vi trong lec 1én chu ky té bao CCL-13.
2.3.2. Ngi dung nghién crru 2

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

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

Chi tiéu danh gid:

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

- Ti 16 té bao apoptosis;
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- Su thay ddi biéu hién cac gene ho BCL2 (Bax, Bcl-2).
2.3.3. Ngi dung nghién ciru 3

Danh gia sy thay ddi cdu trac khung xwong té bao gan Chang (CCL-13)
trong hé théng vi trong lec mé phong (3-D clinostat).

Muc dich: Danh gia duoc sy thay dbi biéu hién cac gene ma hda cho protein
c4u tao bo xwong té bao va sy thay d6i cau tric thanh phan cua khung xuong té bao
gan Chang (CCL-13) khi phan bao trong hé théng 3-D clinostat.

Chi tiéu danh gid:

- Thay d6i & mirc phién ma va dich ma cua cac gene ma hda cho protein hinh
thanh cau tric bo khung xwong té bao CCL-13:

+ Su thay ddi biéu hién gene ciu trc vi 6ng (microtubule).

+ Su thay ddi biéu hién gene ciu tric vi soi (microfilament).

- Thay d6i cau trdc thanh phan cua khung xwong té bao CCL-13 khi phan

bao:
+ Su thay dbi hinh thai cau tric vi 6ng (microtubule).
+ Su thay dbi hinh thai cau tric vi soi (microfilament).
2.4. Phwong phap nghién ctiru
Céc noi dung nghién ciru cia dé tai dugc thuc hién véi so d6 chung nhu sau:

EEEEEE Kinh hién vi Cytell Danh g‘;la sl,r tang s:Ph ‘tc bao
5 — Fl —3 | Chu ky phén chia t¢ bao
= gy Qué trinh apoptosis
' U0 R g
Nhom vi trong lwc ==+ |
(EMG) = | 12h @h gi4 biéu hién gcncm
3D Clinostat +4 ~——t—3| Realtime RT-PCR |_ | quan dén chu ky té bao, qua
Western blot trinh apoptosis, protein hinh
thanh khung xuong té de
\Jan g g
Nhém déi chimg HS R B
(Control) —_— g Nhugm mlcn dich huynh Dinh gia thay d01
quang vi ong va vi sgi khung xuong t€ bio
(0, incubator
L

Hinh 2.2. So d6 nghién cau chung

2.4.1. Nubi cdy té bao va thi nghiém vi treng luc mé phéng

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

- Té bao CCL-13 dugc nudi cdy trong dia 96 giéng (161093, Thermo
Scientific, Hoa Ky) véi mat o 2 x 103 té bao / giéng. Mdi giéng dugc lap day véi
395 ul moéi truong nudi cdy DMEM/Ham’s F-12 with L-Glutamine duoc b sung
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15% FBS (FBS-HI-22B, Capricorn Scientific, Dtic) va 1% Pen/ Strep (15140-122,
Gibco, My). Bang parafilm di duoc sir dung dé che cac giéng. Két qua nudi ciy nay
duoc sir dung ddi véi cac phwong phéap sir dung kinh hién vi Cytell dé danh gia.

- Té bao CCL-13 duoc nudi trong flask T-25 (160430, Thermo Scientific,
M) véi mat do 1 x 10° té bao/flask ¢ 37°C, 5% CO2. Mbi trudng st dung dé nudi té
bao 1a DMEM/Ham’s F-12 with L-Glutamine b sung 15% FBS va 1% Pen/Strep.
Flask chira té bao dwgc dd day moi trudng nudi cdy. Sau 72 gio, cac flask Té bao
CCL-13 dugc hat bo méi truong va rira 3 lan véi 5 ml PBS 1X (PBS-10XA,
Capricorn Scientific, Ptrc) cho mdi lan. Mai flask té bao duoc 1 véi 1 ml dung dich
Trypsin 0.25% (TRY-2B, Capricorn Scientific, Btrc) trong 5 phat ¢ 37°C. Sau do, 1
ml méi truong duoc cho thém vao flask té bao dé bat hoat Trypsin. Té bao duoc thu
hoach va ly tdm véi téc do 1.500 vong/phut trong 5 phat ¢ nhiét do thuong dé thu
taa té bao. Két qua nudi cdy té bao nay duoc s dung ddi véi hé théng Flow
cytometry, phan tich Real time — PCR va phan tich Western blot. Méc 72 gio nuéi
cdy té bao dugc chon dé thuc hién trong nghién ctru. Theo nghién ctu cia gido su
Theodore va cong su tai NASA, thoi gian xay ra nhiing bién d6i vé mat sinh 1y co
thé dién ra manh nhat tir ngay thtr nhat d¢én ngay thr 3 khi phi hanh gia di vao trong
khong gian va chiu tac dong caa diéu kién vi trong luc. Do d6, nghién ctru ndy chon
méc thoi gian 72 gio nham khao sat nhing tac dong cua vi trong luc 18n mét sé dic
diém sinh Iy t& bao nhu sy ting sinh, stc sdng va cau trac.

Pong thoi cac ndi dung nghién ctru dugce khao sat, danh gia va so sanh
trén 2 nhom té bao CCL-13 nudi ciy trong hai diéu kién moi truong vé trong
luc khac nhau:

- Nhém vi trong luc mé phong (SMG): nhém té bao dugc nudi ciy trong
diéu kién vi trong luc (hé thdng may 3-D clinostat va quay & ché d6 102 g, duoc dat
trong ta am CO,, van téc goc cua khung ngoai va khung trong 1a 1 vong/phut. Van
t6¢c goc nho hon 5,5 °/s va diéu kién co hoc bén trong binh quay c6 thé gan dung voi
trang thai gan nhu tinh [103].

- Nhém diéu kién trong lyc 1 g (d6i ching: control): nhém dbi chang, té
bao duoc nudi ¢ diéu kién trong lec binh thudng (1g) trong cling mot ti am CO».

Thir nghiém vi trong luc duoc tién hanh trong vong 72 gio (Theo nghién ctu
cua Theodore ¢ trung tim NASA thi sy thich nghi cuaa sinh 1y co thé con nguoi khi
di vao khong gian bat dau thay doi va thich nghi sau 1 — 3 ngay). Cac thi nghiém
duoc lap lai it nhat ba lan [30].

2.4.2. Thie nghigm WST-1
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Nguyén tic cua thir nghiém WST1: Xét nghiém nay dua trén su phan cit
mudi tetrazolium hoi d6 WST-1 dé tao thanh thudc nhuom formazan mau do sim
boi cac té bao hoat dong trao ddi chat (Hinh 2.3). Do dé, qua trinh chuyén doi nay
chi xay ra & cac té bao sdng. Thudc nhuém formazan duoc tao thanh hoa tan trong
dung dich nuéc va duoc dinh luong tryc tiép bang méay quang phé ké.

NO, NO,
|\©\ © ﬁ ] ©
NAD* ) —— NADH \@
N—H
NN \./ N
|l'!| N EC-H EC ﬂ /N
E SO;Na \ / . : SO;Na

SO,Nz SO,Na

WST-1 Formazan

(slightly red) (dark red)

Hinh 2.3: Phan cat muéi tetrazolium WST-1 (4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate) thanh formazan. EC = thubc
thir ghép electron; RS = hé thong succinate-tetrazolium-reductase ty thé.

Thir nghiém WST-1 dugc ding dé danh gia mirc do ting sinh ciia té bao gan
Chang (CCL-13) khi nudi cdy trong méi trudng Vi trong luc. Phuong phap dua trén
phan tmg d6i mau caa mudi tetrazolium trong dung dich WST-1 véi cac enzyme
dehydrogenase trong ti thé. Khi té bao ting sinh manh, mic ¢6 hd hap cang nhiéu
dan dén luong enzyme tiét ra méi treong cang 1on, moi trudng nudi chira WST-1 s&
chuyén mau cang dam. Sau thir nghiém vi trong luec, cac giéng nudi té bao duoc rit
bo moi truong va rira véi 200 pl PBS 1X mdi giéng (PBS-10XA, Capricorn
Scientific, Puc). 100 pl moi truong nudi cdy va 10 ul dung dich WST-1
(11644807001, Roche, Thuy Si) duoc cho vao mdi giéng nudi caa mdi nhém va u
trong 3,5 gio & 37°C, 5% CO,. Lic 1 phut trén may lic. Po gia tri OD & budc séng
450 nm bang may quang pho GloMax® Explorer Multimode Microplate Reader
(Promega, My) [30].

2.4.3. Phan tich bang kinh hién vi Cytell

Hé thng kinh hién vi Cytell (GE Healthcare, Hoa Ky) 1a hé théng hinh anh
té bao Cytell két hop cac chic ning cua kinh hién vi k§ thuat s6, may do té bao
hinh anh va bo 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, cdu tric bén trong té bao, danh
gia kha ning sbng, s6 lwong té bao va chu ky té bao mot cach dé dang.
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Trong nghién cau nay hé théng kinh hién vi Cytell dugc sir dung dé phan
tich cac noi dung nghién ctru sau:

- Ddnh gid mat dé té bao CCL-13: Sau 72 gid, méi trudng nudi ciy duogc lay
ra. C4c hat nhan duoc nhuom bang Hoechst 33342 (14533, Sigma-Aldrich, Hoa Ky)
trong 15 phit. Té bao dwoc rira ba 1an bang nude mudi dém phosphat (Gibeo, Dc).
S6 luong té bao CCL-13 dd duoc dém bang Ung dung Chu ky té bao cua Kinh hién
vi Cytell.

- Ddnh gid hinh thdi, dién tich va cwong dé nhan cia té bao CCL-13:

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

Sau khi nhuom nhan, dic diém hinh thai nhan va té bao chit s& duoc xac
dinh bang phan mém cua hé théng kinh hién vi huynh quang Cytell. Pic diém hinh
thai nhan nhu: dién tich nhan, cuong d6 biéu hién, gia tri hinh dang nhan (nuclear
shape value) duoc danh gia bang tng dung Cell Cycle App. Con dién tich té bao
dugc danh gia bang Phan mém ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda,
M¥). Anh chup té bao dugc chuyén doi sang dang 8-bit va thiét lap cac théng sé
theo mot ngudng chung dé loai bo d6 sang nén trude khi tinh toan [104].

- Xdc dinh sw thay déi vé cdu trac, khd néing hoat déng cia Vi Sei va vi
ong:

Vi dng va vi soi duoc nhuém bang phuong phap hoé té bao mién dich (ICC).
Té bao gan Chang (CCL-13) dwoc nudi cay trong dia 96 giéng véi mat do 2 x 108 té
bao/giéng. Mai trudng nudi cay dugc thém vao 395 pl/giéng. Vi dng duoc nhuom
béng 2 pl SiR-Tubulin (CY-SC002, Cytoskeleton, Inc., Denver, CO, USA) vai
nong d6 50 nM cho mdi giéng. Phu parafilm Ién cac giéng. D6i véi nhuém vi soi
actin, phu parafilm 1én céc giéng, té bao CCL-13 dugc c6 dinh bang
paraformaldehyde 4% (Nacalai, Nhat Ban) trong 30 phut, sau d6 dugc ngam vai
Triton X-100 0,1% (Merck, Dirc) qua dém ¢ 4°C. Phalloidin CruzFluor ™ 488
Conjugate (sc-363791, Santa Cruz Biotechnology, United States) dugc st dung dé
nhudm soi actin trong 1 gio. Cau tric cua cac bo vi dng va vi soi duoc danh gia
dudi kinh hién vi Cytell.
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2.4.4. Phwong phdp flow cytometry

Flow Cytometry hay con goi & ki 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 cham tia sang laser. Nguyén ly hoat dong: cac hat/té bao (kich thudc tir 0,2 -
150 pm) duoc dua vao trong dong chay chat long va di qua chum tia sang laser, giy
tan xa anh sang va anh sang huynh quang s& duoc thu tai thiu kinh roi huéng toi
cam bién (detector). Cudi cung, cac cam bién s& tao ra tin hiéu dién ti 1¢ thuan véi
tin hiéu quang hoc. Flow cytometry duoc ung dung trong dém va phan loai té bao,
xéc dinh dic diém va chirc ning cua té bao, do kich thuéc bo gene, nhan dién chi thi
sinh hoc va ky thuat protein, tng dung trong chan doan céc loai bénh ly khéac nhau
nhu ung thu, bat thuong vé bién di gene.

Hé théng may BD Accuri C6 flow cytometer duoc st dung dé phan tich
nhitng thay ddi cua té bao Gan Chang (CCL-13) khi nudi trong mdi trudng mo
phong vi trong luc md phong sau:

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

Té bao CCL-13 sau khi thu hoach dugc xir ly véi FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences, My) dé két hop danh gia ti 18 apoptosis
va chu ky té bao. Eppendorf chua té bao duoc  véi dung dich chira 100 ml Binding
Buffer 1X, 5 ul PI va 5 ul FITC trong 25 phut ¢ nhiét d6 phong, tranh anh sang. Sau
d6, mau té bao duoc bd sung thém 400 pl Binding Buffer 1X va duoc phan tich bai
hé thong may BD Accuri C6 flow cytometer.

- Hinh thai nhan té bao CCL-13: Céc thay ddi vé mat hinh thai nhan cua té
bao CCL-13 trong diéu kién vi trong luc md phong ciing duoc danh gia thong qua
két qua do chi sb FSC (Forward Scatter) bang phuwong phap flow cytometry. Chi s6
nay cho phép do luong tia laser di qua té bao, tir d6 c6 thé tinh toan duoc kich thudc
tuong d6i cua té bao so vai nhém doi ching.

- Ddnh gid ti 1¢ apoptosis cia té bao: Té bao dugc thu va u trong Binding
Buffer c6 chira Annexin-V-FITC va Pl & nhiét do phong trong béng t6i 30 phuit.
Sau khi ly tam loai dich néi, PBS s& duoc bd sung vao tube chira té bao truge khi
cho chay qua hé thong flow cytometry BD Accuri TM C6 Flow Cytometer. Nhiing
té bao dang trong qua trinh apoptosis s& duoc thé hién bang ti 1 cac té bao duong
tinh véi Annexin-V-FITC va cac té bao dwong tinh vai PI [30].

2.4.5. Tach 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 dugc vortex trong 30 gidy. 350 pl Ethanol 70% dugc cho vao



44

eppendorf chira mau va dung dich duoc huyén phu hod. Toan b 700 pl mau trén
dugc chuyén vao cot RNeasy va dit cot vao eppendorf 2 ml. Mau dugc ly tam
11.000 vong/phut, trong 1 phat 30 gidy ¢ 4°C. Dich ly tam dugc loai bo va 700 pl
dung dich RW1 duoc cho vao cot RNeasy. Mau duoc ly tam 11.000 vong/phtt,
trong 1 phut ¢ 4°C. Dich ly tdam dugc loai bé va 500 ul dung dich RPE dugc cho
vao cot RNeasy. Mau duoc ly thm 11.000 vong/phut, trong 1 phat 30 gidy ¢ 4°C.
Cot RNeasy dugc chuyén sang eppendorf méi. 50 ul nuée khdng chira RNase duoc
chuyén vao cot RNeasy. Mau dugc ly tim 11.000 vong/phdt, trong 1 phat 30 gidy ¢
4°C. Cot RNeasy duoc loai bo, thu mau RNA tong duoc va bao quan ¢ -80°C. RNA
tong duoc st dung trong phan tich sy biéu hién & mac phién ma cua cac gene lién
quan dén chu ky té bao, qué trinh apoptosis va cac gene tham gia hinh thanh ciu tao
bo khung xwong cua té bao CCL-13.

2.4.6. Phwong phdp Real time PCR

Phuong phap Real time gRT-PCR duoc sir dung nham phén tich, ddnh gia
muic d6 biéu hién phién ma cua gene diéu hoa chu ky té bao, qué trinh apoptosis va
cac gene diéu hod qué trinh tong hop cac protein (vi tong tubulin, vi soi actin) tham
gia hinh thanh ciu tric khung xuong té bao CCL-13. Phuong phap 244¢t (Livak)
duogc sir dung dé dinh lugng tuwong dbi su biéu hién cua cac gene. Sau d6 chuan hoa
gia tri Ct nham xac dinh su biéu hién cua gene muc tiéu trong nhém vi trong luc va
nhom déi chimng.

Trong phuong phap 224 ¢ca gene dich va gene tham chiéu déu duoc gia dinh
muc khuéch dai ¢6 hiéu qua twong duong 100% va trong pham vi 5% ciia mdi gene.
Pé xac dinh su khéc biét twong ddi trong murc d6 biéu hién cua gene dich ¢ cac mau
khac nhau, phuong phap 224 dugc thuc hién theo cac budc sau:

+ Chuan hda gié tri Ct caa gene muc tiéu vai gene tham khao cho ca mau thi
nghiém va mau hiéu chinh:

ACT(miu) = Cr(muc tieu, mau) = CT(tham chiéu, miu)
AC(chuin) = C(muc tieu, chuan) - CT(tham chiéu, chuén)
+ Chuan hoa gia tri ACt caa mau thi nghiém véi ACT cia mau chuan
AACT = ACt(miu) - ACT(chuén)
+ Cudi cung, ti 18 biéu hién duoc tinh theo cong thirc
Ti 18 biéu hign = 2-4Act

Két qua thu duogc la su tang (hay giam) theo ti I¢ ciia gene dich trong mau thi
nghiém twong quan v&i mau chuan va dugc chuan hoa theo su biéu hién cua gene
tham chiéu. Su chuan hoa su biéu hién cta cac gene dich theo gene tham chiéu gidp
loai nhitng khac biét vé luong té bao mau [105].
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Sy biéu hién cac gene & muc phién ma duoc dinh lwong bang phuwong phap
Real time qRT-PCR véi kit PCRBIO 1-Step RT-PCR Kit (PCR Biosystems). Mdi
phan &ng PCR chira 1 pl RNA mau, 2 pl moi, 10 pl Mix Ro-Lox va 1 ul RTAse
trong téng thé tich 20 pl. Chu trinh nhiét caa phan ung Real-time qRT-PCR: 1 chu
ky & 45°C (15 phat) nham huyén hoéa RNA thanh DNA, Tach mach trong 95°C (2
phat); 40 chu ki ¢ 95°C (10 gidy) va 62°C (15 gidy), trit mau ¢ 4°C (30 phut).
DPuong cong tan chay duoc phan tich dya trén budc tién hanh 60°C dén 95°C voi
mdi bude doc 1a 0,5°C (30 gidy). Véi cac danh gia sy diéu hoa biéu hién cua céc
gene khac nhau trong diéu kién vi trong luc md phong sé twong ng Vai Cac trinh ty
mdi khéac nhau duoc st dung nhu sau:

- Cdc gene diéu hoa chu ky té bao CCL-13: Gom cac gene thuoc 2 nhém
CDK (2, 4, 6) va Cyclin (A, B1, D1), gene GAPDH duoc sir dung lam gene tham
chiéu [106]. Céac cap mdi dic trung cho cac gene khao sat dugc thé hién trong Bang
2.4,

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

Gene Trinh tw moi Tai ligu tham khio

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

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

cvelin A F: 5’-GCCATTAGTTTACCTGGACCCAGA-3’ [108]
y R: 5’-CACTGACATGGAAGACAGGAACCT-3’

CDK2 F: 5>-CAGGAGTTACTTCTATGCCTGA-3’ [107]
R: 5’>-TTCATCCAGGGGAGGTACAAC-3’

: F: 5>-AATGAAATTCAGGTTGTTGCAGGAG-3’
Cyclin B1 [107]
R: 5’-CATGGCAGTGACACCAACCAG-3’

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

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

- Cac gene lién quan dén qua trinh apoptosis cia té bao CCL-13: Cac gene
dugc danh gia bao gdm Bax va Bcl-2 va gene GAPDH duoc st dung dé lam doi
chang. Céc cap moi dic trung cho cac gene muc tiéu can khao sat duoc thé hién
trong Bang 2.5.

Bang 2.5. Trinh ty mdi cac gene lién quan dén qué trinh apoptosis
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Gene Trinh tu méi (5°-3) Tai liéu tham khao

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

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

Bax F: 5’-CCAGGAGTTACTTCTATGCCTGA-3’ [100]
R: 5’>-TTCATCCAGGGGAGGTACAAC-3’

- C4c gene ma hda cho bg khung xwong té bao: Cac gene duoc danh gia
bao gom a-Tubulin 3, B-Actin va gene GAPDH duoc str dung dé lam gene tham
chiéi, d6i chiing véi gene muc tiéu. Cac cap moi dic trung cho cac gene muc tiéu
can khao sat duoc thé hién trong Bang 2.6.

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

Tai liéu tham

Gene Trinh tu méi (5°-37) chio
a

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

BActi F 5°-GAGCACAGAGCCTCGCCTTT-3 [110]
-Actin
R 5’>-AGAGGCGTACAGGGATAGCA-3

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

2.4.7. Phan tich Western blot

Ky thuat Western Blot 1a ky thuat lai phén t, gitra protein muc tiéu (Khang
nguyén) véi protein (Khang thé). Dua vao phan ang tao mau hoic phat huynh
quang cua phic hop khang nguyén-khang thé dé phat hién sy biéu hién cua céac
protein chuyén biét can phan tich trén cac mau ma, dich chiét. Ky thuat nay sir dung
phuong phap dién di trén gel nham phan tach céc protein con nguyén ven hoic cac
chudi polypeptide. Sau d6 ching dwoc chuyén 1&n mang (mang nitrocellulose hoic
mang PVDF) va duoc gan 1én cac khang thé dac hiéu. Bang dién di trén gel s& duoc
dua vao hé thong phan tich Western Blot dé phan tich.

Trong nghién ctu nay, ky thuat Western Blot dwoc sir dung dé danh gia mic
d6 biéu hién protein cua cac gene lién quan dén cac qué trinh hoat dong, hinh thai
cau trdc té bao trong diéu kién vi trong luc mé phong. Cac protein dugc danh gia
bao gém cyclin A1, cyclin A2, cdk4, cdk6, cdk2, cyclin D1 lién quan dén chu ky té
bao; protein bax, bcl-2 diéu hoa qué trinh apoptosis; cac protein a-tubulin 3 va p-



47

actin tham gia cau tric bo khung xuong cua té bao CCL-13 duoc danh gia bang
phuong phap Western Blot. Dng thoi st dung protein GAPDH lam di ching. Céc
budéc thuc hién bao gdm: ly giai protein, dién di SDS-PAGE, chuyén mang PVDF,
khoa mang, u khang thé so cap, u khang thé thir cap, hién phim.

Té bao gan Chang (CCL-13) duoc thu thap tir binh T-25 va va xir Iy véi LDS
Sample Buffer 4X (ab119196, Abcam, Hoa Ky) & 70°C trong 10 phit dé thu nhan
protein tong s6. Protein thu duoc tir ca&c mau duoc chuyén véi lugng biang nhau vao
c4c giéng cua Precast Gel SDS-PAGE 4-12% (ab139596, Abcam, Hoa Ky) dé phan
tach cac protein véi hiéu dién thé khong doi 50V trong 2 gio (ab119197, Abcam,
United States). Protein duoc chuyén sang mang PVDF (ab133411, Abcam, Hoa
Ky), duoc kep bai mot 16p gidy loc Extra Thick Blot Paper (1703966, Bio-Rad,
M¥) va mét 16p bot bién & mdi bén va dat ¢ dinh vao cassette (Hinh 2.3). Cassette
nay duogc dat vao bé dién di chira buffer TBST sao cho mat gel nam & phia cuc am
(cathode) va mang PVDF nam phia cuc dwong (anode), va dugc dién di trong 2 gid
050 V.

Mang PVDF sau d6 dugc khoa mang qua dém ¢ 4°C trong Blocking Buffer
(ab126587, Abcam, M¥). Mang dugc u vai khang thé chinh trong dém kep qua dém
& 4°C. Cac khéang thé (dic trung cho ting loai protein) duoc sir dung ¢ do pha lodng
1:5000. Khéang thé khang GAPDH (ab181602, Abcam, Hoa Ky) duoc st dung lam
d6i chiing & d6 pha lodng 1:10000. Mang duoc riza ba lan bang TBST, mdi lan 10
phat. Tiép tuc u mang lai véi khang thé tha cip c6 gan enzyme horseradish
peroxidase trong 1 gio & nhiét do phong. Sau d6, rira mang lai vai TBST 1X 3 lan,
mdi lan 5 phat dé loai bo khang thé thi cip du thira. X Iy mang lai di duoc ¢b
dinh trén cassette véi hon hop Reagent 1 va Reagent 2 (ECL Western Blotting
Substrate Kit) (ab65623, Abcam, Hoa Ky) theo ti 1¢ 1:1 trong 1 phat. Pat 1 tim
phim CL-XPosure Film Ién mang lai va u trong 1 phat. Sau do, phim dugc nhing
vao dung dich Develope trong 15 gidy va chuyén qua dung dich Fixing trong 15
gidy. Cudi cung, phim duoc rira bang nudc cat trong 30 gidy. Cac vach protein phéat
huynh quang trén mang lai do sy phan giai co chat cia enzyme horseradish
peroxidase s& duoc hién thi am ban trén phim. Hinh anh dwogc thuc hién bang phim
X-quang [32].

Céc khang thé dugc str dung bao gom:

- Cdc protein lién quan dén chu ky té bao: gdbm céac khang Anti-Cyclin A1 +
Cyclin A2 (ab185619, Abcam, Hoa Ky), khang thé Anti-Cdk4 (ab137675, Abcam,
Hoa Ky), khéang thé Anti-Cyclin D1 (ab40754, Abcam, Cambridge, MA, USA), va
khang thé Anti-Cdk6 (ab124821, Abcam, Hoa Ky).
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- Céac protein diéu hoa qua trinh apoptosis: cac khang thé Anti-Bax
(ab53154, Abcam, Cambridge, MA, USA) va khang thé Anti-Bcl-2 (ab196495,
Abcam, Cambridge, MA, USA).

- Cac protein tham gia cdu tric bg khung xwong ciia té bao: Khang thé
Anti- B-Actin (ab8226, Abcam, M¥) va khang thé Anti-o-Tubulin 3 (ab52866,
Abcam, MY).

) *
Tamx

bot bién

Gidy lgc

Mit
Mang PDVF ; cathode (-)

l ! Chuyén vﬁo Buffer

Gidy lgc

== Miit anode (+)

Tﬁm
bot bién

—

Hinh 2.4. Phuong phap chuyén mang PVDF [32]
2.4.8. Phwong phdp théng ké
Céc sd liéu két qua nghién ciru dugc phan tich bang phan mém Sigma Plot
(SYSTAT Software, M¥). Két qua danh gia su khéc biét gitra cac nhém thi nghiém
dugc thuc hién bang phan tich One-way ANOVA (One—way analysis of variance)
v6i Holm Sidak test, trong d6 p < 0,05 duoc xem la khéc biét co y nghia thong ké.
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Chuong 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Kha ning ting sinh cta té bao gan Chang (CCL-13) trong diéu kién vi
trong lwc mo phéng
3.1.1. Sw thay doi mat d¢ té bao CCL-13

Hinh 3.1 thé hién hinh thai giéng nhu biéu mé binh thuong cua cac té bao
CCL-13 tir nhom dbi chizng va nhdm SMG. Hinh thai té bao CCL-13 duoc nudi cay
trong diéu kién binh thuong (1 g) thi té bao gan van giir duoc dic diém gidng té bao
biéu mé, t& bao gan cé hinh thai gidng hinh da giac nho, bam trai trén bé mat dung
cu nudi ciy (dia 96 giéng). Té bao gan nudi cay trong diéu kién vi trong luc khong
thdy 16 duoc sy khac biét vé dic diém hinh thai, van gan gidng té bao biéu md gan
binh thudng vai hinh da giac nho va gidng nhu té bao trong nhom ddi ching. Tuy
nhién mat do té bao thi it hon thay rd.

C(‘)’ntrolr

3

200 pm

Hinh 3.1. Hinh thai té bao sau nudi cdy khi nudi ciy 72 h trong dia 96 giéng
(Control: hinh théi té bao trong diéu kién trong luc 1 g 1am ddi ching, SMG: hinh
thai té bao trong diéu kién vi trong luc md phong)

Té bao gan Chang (CCL-13) duoc nudi cay véi mat do 2 x10° té bao/giéng
trong dia 96 giéng. Mat do té bao dugc xac dinh bang chuwong trinh Cell Cycle App
cua hé thdng kinh hién vi huynh quang Cytell. Két qua phan tich cho thay sé luong
té bao CCL-13 trung binh mdi giéng & maéi truong vi trong luc 1 7.092 + 432 té
bao/giéng trong khi & méi trudng dbi chimg 1a 10.101 + 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 ching va cam tng vi trong luc md phong. Két qua nay
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cho thay rang diéu kién vi trong luc mé phong cam tng su giam mat do té bao, hay

n6i cach khéc 13 rc ché kha ning ting sinh cua té bao CCL-13.

” 12000 e
v~ . 10.101 £ 171

-ED 10000

S

‘S 8000 - 7.092 + 432
\(8 :
s 6000

2 4000
\(o

n

2000
Control SMG

Hinh 3.2. M4t d6 té bao CCL-13 trung binh khi nuéi cdy (theo Phu luc 3). Control:
nhoém dbi ching, méi trudng 1 g cd mat do té bao cao hon nhiéu so véi nhém té bao
dugc nudi ciy trong méi trudng vi trong luc mé phong (SMG). *** Biéu thi su
khac biét dang ké gitra nhdm SMG so véi nhom déi ching (P < 0.001).

Ngoai ra, su tang truong va kha ning song cua té bao CCL-13 duogc danh gia
bang thir nghiém véi kit WST-1 (Hinh 3.3). Thudc ther ting sinh té bao WST-1
dugc sir dung dé dinh luong té bao (khéng dung chat danh dau phong xa), dinh
luong quang pho cua su tang sinh té bao va kha ning ton tai trong quan thé té bao
sir dung dia 96 giéng. Két qua phan tich gi4 tri d6 hap thu cua té bao CCL-13 cho
thdy gia tri OD caia nhém dbi chimg 13 0,76 + 0,01, cao hon so véi nhom té bao gan
CCL-13 duoc cam tng diéu kién vi trong luc mé phong 13 0,62 + 0,03 (p < 0,001).
Két qua nay cho thay sy ting sinh cua té bao gan Chang (CCL-13) tir nhém SMG
thap hon nhom di chang.

Céc nghién ctu trude day di bao cao rang SMG gay ra ti Ié tang sinh thap o
c4c loai té bao khac nhau, chang han nhu té bao tién than tao mau ¢ nguoi [111], té
bao géc trung mo tuy xuong [112], té bao gbc trung md chuot [113] va té bao hic td
BL6-10 [114]. Trong nghién ciru hién tai, mat do té bao gan Chang (CCL-13) trong
nhom ddi ching va SMG cao hon 5 1an va 3,5 1an so véi mat do cdy ban dau. Ngoai
ra, thir nghiém WST-1 cho théy ti I¢ ting sinh thdp hon & cac té bao CCL-13 trong
diéu kién SMG so vai céc té bao dbi chung.
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Hinh 3.3. Gia tri O.D cua cac té bao CCL-13 sau khi nudi cay 72h va phan tich
WST-1 (theo phu luc 4). Sirc song cua té bao ciia nhém d6i chitng (Control) cao
hon rat nhiéu stc song cua c4c té bao duoc nudi cay trong diéi kién vi trong lyc md
phong (SMG). *** Biéu thi sy khac biét dang ké gitra nhdm SMG so véi nhom doi
chirng (P < 0.001).

Cac té bao gan Chang (CCL-13) trong nhém SMG c6 dién tich 16n hon céc
té bao trong nhom dbi ching (lan luot 1a 1.209,00 + 81,12 um? so véi um?) (Hinh
3.4).

1400 - L2

_ 1.209,00 + 81,12

& 1200 1

g 1.000,42 + 56,14
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Control SMG

Hinh 3.4. Dién tich trung binh cta céc té bao CCL-13 duoc danh gia sau 72h nudi
ciy & ca trong 2 diéu kién (theo Phu luc 5). Control: két qua trong diéu kién dbi
ching 1 g; SMG: két qua trong diéu kién vi trong luc mo phong. * Biéu thi sy khac
biét dang ké gitra nhém SMG so voi nhém déi chimg (p <0,05).
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Nhitng két qua ndy cho thiy trong diéu kién SMG hinh dang té bao CCL-
khong c6 sy thay doi rd rét khi quan sat hinh anh, dic diém hinh dang té bao. Tuy
nhién, sb lwong té bao va gié tri O.D déu giam hon so véi nhém ddi ching, ching
t6 kha ning tang sinh, stc song cua té bao CCL-13 trong diéu kién SMG da giam
hon rat rd. Nguoc lai, c6 su hoi bat thuong vé dién tich, té bao CCL-13 c6 dién tich
l6m trong diéu kién SMG so véi nhom ddi ching trong diéu kién 1 g.

3.1.2. Anh hwéng vi trong lwe dén chu kyp 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 phéap flow
cytometry (Hinh 3.5). Két qua phan tich cho thy: B4i véi té bao CCL-13 nhom ddi
chang: Ti 1¢ pha Go/Gy 13 86,93 + 0,23%, pha S Ia 11,30 % 0,23 %, pha G2/M la
0,98 + 0,03%. Bdi véi té bao CCL-13 nhém cam tng vi trong lec md phong: Ti 1é
pha Go/G1 13 90,60 + 0,40%, pha S 12 7,18 + 0,34 %, pha G2/M 1 0,68 + 0,05%. Té
bao ¢ nhém cam @ng Vi trong lec md phong c6 xu hudng ting ti Ié té bao trong pha
Go/G1 va giam ti Ié té bao trong pha S va G2/M.

= =
= 2
~ dControl G0/G1: 86.93 +0.23 % ~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 %
= =
3 - =]
E S G2/M E
a2 a2
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11 14 't i wfi.1 -1 14 wt 1 1l
PE-A PE-&

Hinh 3.5. Chu ky té bao CCL-13 dugc phén tich bang flow cytometry, di sanh cac
pha trong chu Ky phan bao giita 2 nhom té bao trong diéu kién SMG va nhém doi
ching (control), té bao da roi vao pha Go/G: rat cao va cang cao hon trong diéu kién
SMG (theo Phu luc 6).

Két qua trén cho thay ti I& té bao CCL-13 trong pha Go/G: cua nhom dbi
ching thap hon so v6i nhém cam @ng vi trong luc md phong. Trong khi do ti I8¢ té
bao CCL-13 trong pha S va pha G2/GM caa nhom dbi chang lai cao hon so voi
nhém cam @ng vi trong luc md phong. PBiéu nay ching to kha ning phén chia cua té
bao CCL-13 trong nhém SMG thap hon so véi nhom ddi ching, din dén diéu kién
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vi trong luec md phong cam ung su di vao pha nghi trong chu ky té bao cua té bao
CCL-13.
3.1.2.2. Biéu hién phién mi cic gene diéu hoa chinh chu ky té bao

Két qua phan tich Realtime PCR cho thay sy biéu hién mirc phién ma céac
gene chinh diéu hoa chu ky té bao gan Chang (CCL-13) c6 xu huéng giam trong
diéu kién vi trong luc mé phong. Té bao CCL-13 trong nhém SMG giam biéu hién
mRNA cua gene Cyclin A (Hinh 3.6A). Su giam biéu hién nay con dugc nhan thay
& gene Cyclin D trong té bao CCL-13 dudi diéu kién SMG (Hinh 3.6B). Té bao
CCL-13 giam su biéu hién mRNA gene CDK6 khi dugc cam ¢tng SMG (Hinh
3.6D). Tuy nhién su biéu hién mRNA gene CDK4 lai khdng cé su khéc biét vé mit
thdng ké giira hai nhom thi nghiém (Hinh 3.6C).
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Hinh 3.6. Két qua phan tich Realtime RT-PCR déi vdi cac gene diéu hoa chinh chu
ky té bao trong diéu kién SMG va trong luc 1 g (theo Phuy luc 7). A: sy biéu hién
Cyclin A. B: su biéu hién Cyclin D. C: su biéu hién cua CDK4. D: sy biéu hién
CDKG®. * biéu thi su khéc biét dang ké gitta nhém SMG so véi nhom ddi ching

(p<0,05), ** biéu thi su khéc biét dang ké gitta nhém SMG so vé6i nhom dbi ching

(p <0,01).
So véi céc té bao cua nhom ddi chung, cac té bao CCL-13 cua nhém SMG
da giam muc biéu hién phién ma cua cac gene Cyclin B1 va Cyclin D1, theo phan
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tich RT-PCR (Hinh 3.7). Biéu hién cua cyclin B1 va cyclin D1 trong cac té bao
CCL-13 dugc xir ly bang SMG thip hon so véi nhém di chirng. Ngoai ra, su giam
biéu hién ban phién ma gene CDK2 va CDK6 ciing duoc thiy rd & CCL-13 tir
nhoém SMG. Biéu hién cia gene CDK2 va CDKG6 trong cac té bao CCL-13 ¢ diéu
kién SMG thap hon so v&i nhom ddi ching. Nhiing két qua nay cho thay trong diéu
kién SMG gay ra su diéu hoa giam phién ma cua cac gene chinh lién quan dén chu
ky té bao trong céc 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 nhom
SMG va nhém ddi ching st dung Realtime RT-PCR (theo Phu luc 8). ** biéu thi
su khac biét dang ké gitta nhdom SMG so v6i nhom d6i ching (p <0,01); * biéu thi

su khac biét dang ké gitta nhdém SMG so v6i nhom dbi ching (p <0,05).
3.1.2.3. Biéu hién dich mé cdc gene diéu hoa chinh chu ky té bao

Phan tich Western blot cho thiy céc sy biéu hién cua protein CDK4 trong té
bao CCL-13 & nhom dbi ching cao hon so véi té bao CCL-13 trong nhém cam wng
vi trong luc mé phong (Hinh 3.8). Té bao CCL-13 trong nhém ddi chimg ciing cho
thay mirc do biéu hién CDK6 cao hon so véi nhém cam &ng vi trong luc md phong.
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Ngoai ra, su biéu hién cuaa protein Cyclin D1 ciing giam manh & nhém té bao CCL-
13 thugc nhém SMG so véi nhém ddi chieng. Qud trinh giam manh nay ciing duoc
nhan thy trong su biéu hién cua protein Cyclin Al va A2 & nhom té bao CCL-13
dugc cam ung vi trong luc md phong trong so véi nhom déi ching.
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Hinh 3.8. Phan tich western blot cac protein lién quan dén chu ky té bao. Sy biéu

hién protein hg Cdks nhu cdk4 va cdk6 gidm & nhdm cam g vi trong lyc mo
phong. Sy giam biéu hién nay ciing dugc nhan thay & protein ho cyclin nhu cyclin
A va cyclin D trong nhém nay (theo Phu luc 9). * biéu thi sy khac biét dang ké gitra
nhém SMG so véi nhom dbi ching (p <0,05), *** biéu thi sy khac biét dang ké
giita nhém SMG so v6i nhém doi ching (P < 0.001).

Thyc hién thém cac phan tich Western blot ciing cho thay té bao CCL-13 tir
nhoém SMG thé hién biéu hién thap hon cua Cyclin A, CDK2 va CDK®6 so v&i nhoém
d6i chung (phu luc 10). Trong khi d6, Cyclin A c6 thé kich hoat hai CDK khac
nhau va hoat dong trong ca pha S va nguyén phan [51]. Su giam biéu hién cua
cyclin A xay ra lam giam sy chuyén tiép Gi1 / S va giam duy tri qua pha S. Véi su
lien két caa cyclin A véi CDK2, qué trinh tong hgp DNA duoc tién hanh, nén khi
ca 2 protein nay déu giam biéu hién dan dén qua trinh téng hgp DNA bi cham lai.
Cyclin A va Cyclin B ting tao phtc hop véi CDKI thic day té bao qua nguyén
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phan [51], khi 2 protein giam biéu hién trong diéu kién SMG din dén qua trinh
nguyén phan bi cham lai, t& bao roi vao pha Go kéo dai hon.

Sy tang sinh té bao doi hoi su gia ting phan chia té bao, dugc kiém soat bai
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 ting
sinh [115 - 118]. Trong giai doan G, sy tong hop Cyclin D ting cudng thuc day sy
lien két cua phic hop Cdk 4/6 va Cyclin D kiém soét sy chuyén tiép Gi va Gi1/S
[119 - 121]. Do d6, nhitng thay d6i trong biéu hién cua CDK 4, CDK 6 va cyclin D
dan dén nhirng thay di trong chu ky té bao. Trong nghién ctu hién tai, sy giam
biéu hién cua cyclin D tuwong quan véi sy giam biéu hién cua Cdk6 trong céc té bao
CCL-13 nhém SMG, dan dén do tré & pha Gi dugc quan sét trong cac té CCL-13
nhoém SMG. Biéu hién diéu hoa giam caa Cyclin Al va Cyclin A2 ciing dugc quan
sat thay trong céc té bao CCL-13 nhém SMG, dan dén cac té bao CCL-13 nhom
SMG trong pha S ¢ ti I¢ thap.

Ngoai ra, Cyclin hoat dong véi ho kinase phu thudc cyclin dé diéu chinh céc
hoat dong cua chu ky té bao, bao gdom chuyén tir trang thai khong hoat dong sang
chu ky cua té bao, chuyén pha G1/S, sao chép DNA, ngung tu va phan tach nhiém
sic thé va phan bao [122 - 124]. Viéc kich hoat cdk4 va cdk6 bang lién két Cyclin
D 14 can thiét cho 16i vao chu trinh té bao & giai doan dau Gi, trong khi kich hoat
cdk2 bang lién két Cyclin E 1a can thiét dé tién qua G1 va 16i vao pha S [125]. Hon
nita, qua trinh chuyén ddi qua pha S ciing dwgc diéu chinh boi cyclin A/cdk?2 [126].
Cyclin B1 1a mot yéu té quan trong trong viéc diéu chinh qué trinh chuyén doi tur
pha G sang pha M [127, 128]. Nghién cau nay cho thay rang su biéu hién cua cac
gene lién quan dén chu ky té bao di duoc didu chinh giam d6i voi céc té bao CCL-
13 trong diéu kién SMG. Piéu nay gy can trd cac té bao di dén pha S va pha Go/M
va gitr cho céc té bao & pha Go, pha nghi.

3.2. Anh hwéng caa diéu kién vi trong luc Ién sw chét theo chwong trinh
(apoptosis) cia té bao gan Chang (CCL-13)
3.2.1. Sw thay déi hinh dang nhan va cwong dé hat nhan cia té bao CCL-13

Hinh 3.9 mé ta hinh thai nhan té bao CCL-13 & nhom dbi chang va nhém
cam ung Vi trong luc md phong. Két qua nay cho thiy kich thudc nhan cua té bao
CCL-13 thudc nhom dbi chimg cao hon so v&i nhdm cam ng vi trong luc mo
phong. Nhan té bao CCL-13 thudc 2 nhom nay déu c6 hinh thai binh thuong, khong
c6 sy ¢o dac nhidm sic chat, phan manh nhan. Hinh thai nhan chiu anh huéng boi

kha nhiéu yéu t6, bao gdm mang ngoai bién nhan, mang ludi ndi chat, nhidm sac thé
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va su tong hop lipid. Diéu ndy chiing to qué trinh apoptosis khdng dién ra & cac té
bao dugc phan tich, té bao CCL-13 van duy tri hinh thai binh thuong trong qué

trinh phaét trién cua té bao.

Control

Hinh 3.9. Hinh thai nhan cua té bao CCL-13 nudi cay sau 72h, trong diéu kién vi
trong lec mé phong (SMG) so véi nhom ddi chirng nubi cay trong diéu kién 1 g
(control). Miii tén trang chi két qua hinh thai nhan sau khi duoc nhuém bang
Hoechst 33342 va danh gia bang kinh hién vi Cytell cho thay khong c6 su c6 dic
nhiém sic chat va khong thay ré su khac biét vé hinh thai nhan & ca 2 diéu kién.

Két qua phan tich cho thdy, gia tri FSC cua céc té bao CCL-13 trong nhom
SMG cao hon céc té bao trong nhom ddi chizng (1an luot 12 9,80 x 108 so véi 8,78 x
10%) (p <0,001) (Hinh 3.10A), diéu nay ching to rang kich thuéc té bao CCL-13
trong nhém SMG 16n hon cac té bao trong nhom d6i chiing. Két qua nay phi hop
véi két qua ¢ hinh 3.4 vé dién tich té bao. Nhung nguoc lai, & hinh 3.10B, dién tich
nhan cua té bao CCL-13 thuoc nhém cam &ng vi trong luc mé phong la 244,50 +
2,79 pm? lai nho hon dién tich nhan cua té bao thudc nhom ddi chang 1a 254,75 +
1,41 pm2. Biéu nay chung to diéu kién vi trong luc md phong cam ang lam giam
dién tich nhan té bao CCL-13.

Két qua phan tich trong hinh 3.10C cho thay gi4 tri hinh dang nhan (nuclear
shape value) dic trung cho mitc do tron va toan ven cua nhan. Khi gia tri nay bang
1, nhan c6 hinh dang dang tron va muac do toan ven Ion nhat, khi gia tri nay cang
nho hon 1 thi mirc do tron va toan ven ciia nhan giam dan. Két qua phan tich bang
kinh hién vi Cytell cho thay gi4 tri hinh dang nhan cua té bao CCL-13 thuéc nhom
d6i chung 12 0,873 + 0,003. Gia tri nay cua té bao CCL-13 thuoc nhém cam ung vi
trong luc md phong giam con 0,872 + 0,005. Tuy nhién khong cd su khac biét vé
mat théng ké gitra hai gia tri nay, két qua nay phu hop véi két qua hinh anh vé hinh
thai nhan cua té bao CCL-13 nudi cdy trong ca 2 diéu kién (SMG va trong lyc 1g) ¢
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hinh 3.9. Diéu d6 chung to diéu kién vi trong luc md phong khong anh huéng toi
gia tri hinh dang nhan ciing nhu mrc do toan ven cua nhan té bao CCL-13.
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Hinh 3.10. Két qua phan tich té bao va hinh thai nhan té bao CCL-13.

A: Gié tri FCS cua té bao trong nhdm SMG 16n hon so véi nhom ddi chirng (theo
Phu luc 11), B: Dién tich nhan té bao trong nhdm SMG nhé hon so véi té bao nudi
trong diéu kién 1 g & nhém control (theo Phy luc 12), C: Gia tri hinh thai nhan té
bao trong 2 diéu kién nudi cdy co su khac biét rat nho, khong c6 y nghia phan biét

(theo Phu luc 13).
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Ty & dién tich nhan/dién tich t& bao giam di nhiéu trong céc té bao CCL-13
trong diéu kién SMG so véi cac té bao d6i chung (lan luot 12 23,29 + 1,46% so Voi
29,15 + 1,80%) (Hinh 3.11).

35 %
30 23,29 j 1,46%
<y 23,29+ 1,46%
£ 2
2
15 |——
10 ——| —_ —
5 i i — —_—
0 :
Control SMG

Hinh 3.11. Ty 1¢ dién tich nhan/dién tich té bao (N/C) ctia céc té bao CCL-13 sau
nudi cdy 72h (theo Phu luc 14). * Biéu thi su khac biét dang ké gitta nhom SMG so
v6i nhom dbi chimg (p <0,05).

Su ngung tu chit nhiém sic, mot sy kién phan bao quan trong, can thiét cho
qua trinh phan chia t& bao. Mot trong nhitng dic diém cta nhan quan trong trong
qua trinh phan chia té bao 1a cudng d6 nhan, ciing dugc danh gia trong CCL-13
trong diéu kién SMG. Nhuém Hoechst 33342 cho nhén, tao ra cuong do nhan, duogc
stt dung dé phat hién sy ngung tu cta chat nhidm sic. Nhu di thiy trong Hinh
3.12A va Hinh 3.12B, céc két qua trong diéu kién SMG c6 cudng do thap hon cac
két qua trong nhom dbi chimg (lan luot 1a 37766 + 458 so v4i 39985 + 366). Két
qua 13 sy ngung tu chat nhidm sac it hon da 1am giam sy phan chia cta cac té bao
CCL-13.

Cé4c nghién ciu trudc day da kham pha dugc diéu kién vi trong luc mo
phong c6 thé tao ra sy thay d6i hinh thai cua té bao dong vat ¢é vl bang nhiéu co
ché khéc nhau. Dinarelli va cong su da ching minh rang méi trudng Vi trong luc mo
phong gay ra nhiing thay ddi vé hinh dang té bao va d¢6 nhdm mang trén hong cau o
nguoi [129]. Nghién ciru trén nguyén bao xuwong nguyén phat & nguoi cua Gioia va
cong su thi cho thay cac té bao nay thay doi hinh théi tir dang phang sang dang hinh
thoi khi dugc nudi trong moi truong vi trong luc mo phong [130]. Mt nghién ctiu
khac bao céo rang méi trudng vi trong luc md phong tao ra nhitng thay d6i manh
mé& vé kich thuéc va hinh dang cua cac té bao va sy chuy@n mén hda bé mat cua
ching [131].
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Hinh 3.12. Cudng d6 nhan (A); Phan b6 cudng d6 nhan CCL-13 gitta nhém doi

chung va nhdm SMG (B). Mau xam biéu thi phan trim cudng do nhan < 2n, mau
xanh biéu thi phan trim cudng d6 nhan trong pha Go/G1, mau do biéu thi phan tram

cudng do nhan trong pha S, mau luc biéu thi phan trim cudng d6 nhan trong pha

G2/M va mau vang biéu thi phan traim cudng d6 nhan> 4n (theo Phu luc 15). **

biéu thi su khéc biét dang ké gitta nhom SMG so véi nhom doi ching (p <0,01).
Trong qua trinh nguyén phan, cac té bao biéu hién nhiing thay d6i vé hinh
thai trong té bao chat va nhan [132, 133]. Nghién ctru trudc d6 di bao cao rang ti 1¢
hat nhan/té bao chat cao bat dau cac qua trinh ndi bao gilp té bao san sang phan
chia va su mo rong té bao chat tiép tuc cho dén thoi diém phan chia [134]. Trong
nghién ctiu nay, cac té bao CCL-13 do SMG gay ra cho thdy su ma rong dién tich té
bao va giam dién tich nhan, din dén giam ti Ié nhan/té bao chat. Két qua nay cho
thdy rang ti I& hat nhan/té bao chat thip co lién quan dén sy cham tré trong giai
doan phan chia ciia c4c té bao CCL-13 trong diéu kién SMG. Déi vai qua trinh phan
chia té bao, viéc tai tao nhan 1 can thiét, vi diéu nay lam ting toc d6 sao chép DNA
Va san xuat cac thanh phan té bao khac. Ngung tu chat nhiém sac, mot qua trinh 1am
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ting cudng d6 hat nhan, 12 can thiét dé qua trinh nguyén phan xay ra [135]. Nghién
ctru nay cho thdy cuong do hat nhan cua céc té bao SMG thip hon so véi ddi
chang, cho thay rang nhitng thay d6i trong qué trinh tai tao hat nhan hoic/va sao
chép DNA duoc bét dau boi diéu kién SMG.
3.2.2. Anh hwéng cia vi trong luc 1én sy chét theo chwong trinh (apoptosis)
3.2.2.1. Ti 1¢ té bao di vao con dwong apoptosis

Kha ning séng dong vai trd quan trong trong sy tang sinh quan thé té bao. Ti
I& séng cua té bao duoc danh gia bang phuong phap phéan tich dong chay té bao
flow cytometry. Phospholipids ctia mang té bao duoc phan phdi khong ddi xing
gitra cAc 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 nim & bé mit bén trong. Trong qua trinh apoptosis, sy bat doi
xung nay bi pha v& va phosphatidylserine bi 16 ra & bé mit bén ngoai cia mang
plasma. Do Anenxin V lién két vai ai luc cao véi phosphatidylserine, nén Annexin
V lién két véi fluorochrom cé thé duoc str dung dé phat hién té bao apoptosis bang
phuong phap té bao hoc dong chay.

Két qua phan tich cho thay ti 18 té bao CCL-13 sbng trong nhom ddi ching 1a
98,83 + 0,05 %. Trong khi d6 ti 1¢ t& bao CCL-13 sdng trong nhém cam tng vi
trong luc mé phong 1a 99,07 + 0,05 %. Tuy nhién khoéng c6 su khac biét vé mait
thong ke trong ti Ié té bao song giita hai nhoém nay. Piéu d6 cho thiy diéu kién vi
trong lec mé phong khong tac dong 1én st séng cua té bao CCL-13 (Hinh 3.13).
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Hinh 3.13. Két qua phan tich flow cytometry. Ti 1& t& bao séng gitta nhém doi
chtng va nhdm cam tng vi trong luc md phong khdng co su khac biét vé mat thong
ké. Ngoai ra ti I€ apoptosis gitta 2 nhom thi nghiém la twong duong nhau va khong
c6 su khac biét vé mit théng ké (theo Phu luc 16).
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Ngoai ra, két qua phan tich cho thay ti I& té bao CCL-13 bj apoptosis trong
nhom dbi chuang 1a 0.73 + 0.05%. Trong khi d6 ti 1& té bao CCL-13bi apoptosis
trong nhdm cam ng vi trong lyc moé phong 1a 0.70 £ 0.07%. Tuy nhién cling khong
cd su khac biét vé mit thong ké trong ti 18 t& bao bi apoptosis giita hai nhém nay.
Diéu dé cho thay diéu kién vi trong lvc md phong khong tac dong 18n su chét theo
chuong trinh cua té bao CCL-13.
3.2.2.2. Biéu hign mikc phién md cdc gene lién quan dén apoptosis

Bcl-2 va Bax déng vai trd quan trong trong viéc can bang ti 1& apoptosis cua
té bao. Su biéu hién cua 2 gene nay anh hudng toi kha ning can bang trén, khi té
bao tang sinh, Bcl-2 biéu hién manh. Khi té bao di vao su chét theo chuong trinh,
mtic d6 biéu hién cua Bax ting 1én. Trong thi nghiém nay, su biéu hién cua Bcl-2 va
Bax duogc danh gia bang phuong phap real time RT-PCR. Pay 1a phuong phéap dinh
lwgng su biéu hién gene & mac phién ma.

Két qua phan tich cho thdy khdng c6 su khac biét trong biéu hién cua gene
Bax & mac phién ma cua té bao CCL-13 giita hai nhom ddi chitng va nhdm cam
ung Vi trong luc md phong (hinh 3.14).

Gene Bax dong mot vai tro trong qua trinh apoptotic ty thé. Trong diéu kién
binh thuong, gene Bax phan 16n 1a cytosolic théng qua qué trinh tai van chuyén lién
tuc tir ty thé sang cytosol qua trung gian BCL2L1/Bcl-xL, gitp tranh su tich tu ndng
d6 Bax doc hai & mang ngoai ty thé (MOM). Trong diéu kién stress, té bao trai qua
mét su thay ddi vé hinh dang gay ra su chuyén vi sang mang ty thé, dan dén viéc
giai phong cytochrom ¢ sau d6 giy ra apoptosis. Thiic ddy kich hoat CASP3, va do
d6 apoptosis. Két qua phan tich ndy cho thay diéu kién vi trong luc md phong chua
anh huong téi sy biéu hién cua gene Bax, chiing to qué trinh apoptosis chua dién ra
manh & cac nhom té bao nay.
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Hinh 3.14. Sy biéu hién caa gene Bax duoc danh gia bang RT-PCR.
Sy biéu hién cac gene Bax ¢ té bao & nhém ddi ching va nhém cam tng vi trong
luc md phong khdng co su khac biét vé mit théng ké (theo Phu luc 17).
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Ngoai ra, Két qua phan tich RT-PCR ciing cho thdy khdng c6 su khac biét
trong biéu hién cua gene Bcl-2 & mac phién ma cua té bao CCL-13 giira hai nhém
d6i chitng va nhém cam tng vi trong luc md phong (hinh 3.15). Gene Bcl-2 diéu
hoa chat ché su kich hoat con duong noi bao. Cac protein thuoc ho nay nhu Bid,
Bad, Bim, Bmf, Puma va Noxa cé chira mot vung Bcl-2 homology 3 (protein BH3-
only) va cé hoat dong theo hudng kich thich qué trinh apoptosis (pro-apoptotic
activity). Ciing c6 hai nhém nho khac cua ho Bel-2 chira nhiéu viing BH. Nhom thi
nhét véi Bax, Bak va Bok, ¢ kha nang kich thich qua trinh apoptosis; nhom con lai
c6 Bel-2, Bel-XL va Mcl-1 lai hoat dong chdng lai sy chét theo chuong trinh cua té
bao (anti-apoptotic activity). Cac protein BH3-only s& diéu khién qua trinh
apoptosis bang cach diéu hoa twong tac gitra hai nhém protein nay. Trong phan tich
nay cho thdy khéng co su khac biét trong biéu hién cua gene Bcl-2 & mac phién ma
cua té bao CCL-13 gitta hai nhom ddi ching va nhdm cam @ng vi trong luc mo
phong.
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Hinh 3.15. Sy biéu hién cua Bcl-2 dugc danh gia bang RT-PCR. Su biéu hién cac

gene Bax ¢ té bao & nhom ddi chirng va nhém cam tng vi trong luc mod phong
khdng c6 su khéc biét vé mat thong ké (theo Phu luc 17).

Két qua nghién ctiru nay trén gene Bax twong tu véi két ciia nghién ctu cua
Chun Yan Kang va cong su trén dong té bao néi mdé mach mau phdi nguoi
(HPMEC) da phat hién mtc do biéu hién cua gene Bax cao hon ddi véi cac té bao
HPME nudi cdy trong diéu kién vi trong luc ¢ 72 gid so véi céac té bao HPME nudi
cay o diéu kién binh thuong. Nguoc lai, két qua nghién ciu vé su biéu hién cua
gene Bcl-2 lai khac véi nghién ciu cua Chun Yan Kang va cong su, mutc do biéu
hién cua gene Bcl-2 cua céc té bao HPME duoc nudi cay trong diéu kién vi trong
luc md phong lai thap hon so vai cac té bao ddi ching [66].
3.2.2.3. Biéu hi¢n mire dé dich ma ciia cac gene Bcl-2 va Bax
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Trong nghién ctu ndy, su biéu hién cua protein Bcl-2 va Bax duoc danh gia
bang phuong phap Western blot. Két qua phan tich cho thiy, khdng co su khéac biét
trong biéu hién cua protein Bcl-2 va Bax ¢ té bao CCL-13 gitta hai nhom ddi chiing
va nhoém cam tng diéu kién vi trong luc mé phong. Két qua nay cho thay, diéu kién
vi trong lrc md phong khong anh huéng téi sy biéu hién cua 2 protein nay & té bao
CCL-13, tirc 1a khong anh huong téi su can bang giwa ti 16 sbng va chét theo
chuong trinh cua té bao CCL-13 (hinh 3.16).

Control SMG

Bel2 |
BAX

GAPDH i

Hinh 3.16. Két qua phan tich protein Bax va Bcl-2 bang Western blot. Sy biéu hién
cua protein Bax va Bcl-2 & té bao thuéc nhom ddi ching va nhdm cam tng vi trong
luc m6 phong khdng co su khéc biét vé mat thong ka.

Ngoai ra, cac nghién ctru trude day vé tac dong cua vi trong luc md phong
Ién cac té bao nguyén bao xwong binh thuong cua con nguoi cho thay khdng co su
khac biét nhiéu vé s6 luong té bao va kha ning séng cua té bao ddi vai cac té bao
duoc nudi cay trong diéu kién 1g. Sy phan manh DNA duogc phan tich trén dién di
agarose-gel. Muc phién ma mRNA cho c&c gene Bax, Bcl-2, XIAP va caspase-3
dugc phan tich bang RT-PCR, két qua cho thy ti 18 mac phién ma mRNA cua gene
Bax/Bcl-2 da tang déang ké lén 136% so Vi cac dbi chung tinh 1g. Tuy nhién, muc
phién md mRNA cua gene XIAP (phan tr chdng apoptotic) da dong thoi ting 1én
138% trong sb cac d6i chung tinh 1g. Do d6, sy ting sinh té bao hoic kha niang ton
tai ciia té bao khong bi anh huang bai diéu kién vi trong luc mé phong. Khong quan
sat thay su phan manh DNA & nhdm té bao nudi cay trong diéu kién vi trong luc mo
phong ciing nhu & nhém chang. Pong thoi, mac phién ma mRNA cia gene
caspase-3 khong bi anh huong bai vi trong lwc mé phong [136, 137]. Nghién cau
gan day ctia Tan va cong su nam 2018 da chirg minh méi truong vi trong luc mo
phong uc ché sy phét trién cia té bao ung thu bang cach dao nguoc qué trinh bo
may trao ddi chat di hda cua mot sé chirc ning cd dinh (housekeeping functions)
[112]. Trong nghién ctu hién tai, ti 1é séng va ti 1¢ apoptosis cua té bao CCL-13 ¢
diéu kién vi trong luc md phong khong cd sy khac biét so véi diéu kién binh
thuong, cho thay su chét caa té bao khong dan dén sy giam tang sinh cua céc té bao
CCL-13.
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3.3. Thay ddi ciu tric khung xwong té bao gan Chang (CCL-13) trong diéu
kién vi trong luc
3.3.1. Biéu hién cac gene ma hoéa protein hinh thanh cdu trac bé khung xwong té
bao
3.3.1.1. Két qud Real time QRT-PCR ciia gene a-tubulin 3

Tubulin 1a mét protein hinh cau ciu thanh nén khéi vi 6ng, mét thanh phan
chinh cua té bao hoc. Céc di vong tubulin bao gom hai 16p chinh Ia alpha-tubulin va
beta-tubulin. Su da dang gitta cac kiéu hinh tubulin chu yéu phéat sinh tir trinh tu dau
C, n6 cho phép phan loai thanh cac isotypes va kha ning nhiéu stra d6i sau dich ma.
Trong nghién citu nay, nhitng thay doi trong su biéu hién mRNA tubulin duoc mo
ta bang phuong phap RT-PCR (Hinh 3.17). Két qua cho thiy, trong diéu kién vi
trong luc md phong, té bao CCL-13 giam biéu hién tubulin sau 3 ngay nudi cay.
Mtc d giam biéu hién caa gene tubulin cua nhém cam tng diéu kién vi trong luc
mo phong 1a 18% so véi nhom ddi chimg. Piéu nay chang to diéu kién vi trong luc
md phong cam ung su giam biéu hién gene a-Tubulin 3 & mic phién ma.

Sy biéu hién mRNA

Control SMG

Hinh 3.17. Két qua biéu hién mac phién ma caa gene a-Tubulin 3 bang RT-PCR
(Phu luc 18). **Biéu thi su khéc biét dang ké gitta nhdm SMG so véi nhém dbi
chung (P<0.01).

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

Trong phan tich nay, phuong phap RT-PCR dugc 4p dung dé danh gia su
biéu hién cua gene B-Actin & muc phién ma. Sy thay doi biéu hién caa B-Actin mirc
phién ma duwoc md ta trong Hinh 3.18. Két qua phan tich real time RT-PCR cho
thay té bao gan Chang (CCL-13) giam biéu hién B-actin trong diéu kién vi trong luc
md phong. Mitc d6 giam B-Actin dién ra manh, té bao CCL-13 giam biéu hién p-
Actin t&i 80%. Diéu nay cho thay sy thay d6i cau trlc rd rét cua té bao gan CLL-13
trong diéu kién vi trong luc mé phong.
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Hinh 3.18. Két qua biéu hién mic phién ma cia gene B-actin bang RT-PCR (Phu
lyc 18). ** biéu thi sy khac biét dang ké gitra nhdm SMG so véi nhom ddi ching
(P<0.01).
3.3.1.3. Biéu hién cac protein tham gia hinh thanh cdu tritc khung xwong té bao

Két qua Western Blot déanh gia biéu hién protein cia B-Actin va a-Tubulin 3
duoc thé hién & Hinh 3.19. Theo d6, Két qua phan tich western blot cang c6 cho két
qua phan tich real time RT-PCR. Su biéu hién ctua a-Tubulin 3 va B-Actin giam &
ca mac phién ma va dich méa trong té bao CCL-13 khi dugc cam tng diéu kién vi
trong luc md phong. Pidu d6 cho thay diéu kién vi trong luc md phong khdng chi
anh huong dén sy biéu hién gene p-Actin va o-Tubulin 3, anh huong téi thanh phan,
ham lwong tubulin actin cé trong té bao, tir d6 lam thay ddi cau tric vi ong, vi soi
cling nhu su phan b cua cac vi éng, vi soi trong té bao CCL-13.

Khung xuong té bao 1a mot céu tric dic biét dong gdp vao ba chuc ning, do
1a t6 chirc cau tric té bao, hd tro su di chuyén va thay ddi hinh dang cua té bao, va
diéu chinh cac twong tac giita té bao va mdi truong té bao [76]. Cac té bao bao gom
c4c Vi 6ng, c4c soi trung gian va cac Vi soi, trong d6 cac vi dng va vi soi rat can
thiét cho qua trinh phan chia té bao [138]. Cac vi dng duoc hinh thanh do su tring
hop cua tubulin. Trong qué trinh phan chia té bao, cac vi dng hinh thanh céc truc
phan tach céc chromatid chi em vé hai té bao [139]. Actin l1a mot thanh phan cua vi
soi gop phan hinh thanh rnh phan cat trong quéa trinh phan chia té bao [140].
Nhitng thay d6i trong téng hop actin va tubulin c6 thé 1am thay doi qua trinh triing
hop va hinh thanh cac vi soi va vi dng. Trong nghién citu nay, su tong hop p-Actin
va a-Tubulin 3 bi giam trong céc té bao CCL-13 nhém SMG, cho thay su giam hinh
thanh céc cau tric hd trg cho qua trinh phan chia té bao. Do d6, sy diéu hoa giam
ctia B-actin va o-tubulin c6 thé dan dén sy e ché sy ting sinh cua té bao.
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beta-Actin alpha-Tubulin 3 GAPDH
Hinh 3.19. Phan tich sy biéu hién cac protein o —Tubulin va B-actin bang ky thuat
western blot, ca 2 protein déu . **biéu thi sy khac biét dang ké gitra nhdm SMG so
v6i nhom dbi ching (P<0.01).

3.3.2. Thay déi céiu triic khung xwong té bao CCL-13 trong diéu kién vi trong luc
3.3.2.1. Sw thay déi cdu tric vi éng va vi sei ciia té bao CCL-13

Vi 6ng la cac protein ¢ hinh dang ong va la mét thanh phan cia bo xuong té
bao. Chung tham gia vao viéc duy tri hinh dang caa té bao; néu khdng c6 ching, té
bao s& bi chén ép boi cac té bao lan can cia nd. Chung ciing chiu trach nhiém t6
chtc bén trong té bao va cac chuyén dong khac nhau trong té bao, dic biét 1a su
chuyén dong cua cac bao quan va thanh phan nho khéc di chuyén tir vi tri nay sang
vi tri khac trong té bao chat. Chirc ning nay lam cho cac vi 6ng quan trong doi voéi
quéa trinh phan chia té bao. Céac vi 6ng hinh thanh bo may thoi vo sic, gilp phan
chia nhiém sac thé truc tiép trong qua trinh phan bao. Trong khi dé, vi sgi, mot
thanh phan khéc cia bo khung xuong té bao, 1a cac protein dang soi dugc trai rong
khip té bao. Ching c6 mot vai trd nho trong viéc hd trg hinh dang cua té bao va to
chuac bén trong cia no. Vi soi dong vai trd quan trong trong cac chuyén dong cua té
bdo. Céc 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 mat.
Ngoai ra trong qué trinh phan chia té bao, hé thdng vi soi tham gia cau tric nén rénh
phan tach hd trg phan chia té bao, ciing nhu tham gia van chuyén bao quan bang céc
protein van dong doc theo cac bo vi soi.
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Chung t6i da tién hanh danh gia sy phan b cua vi dng va vi sgi trong té bao
CCL-13 dugc nudi cdy ¢ méi trueong vi trong luc so véi diéu kién binh thuong 1 g
bang phuwong phap nhuém huynh quang protein vi ng Tubulin va vi sgi actin. Nhu
da thay trong Hinh 3.20, céc soi vi 6ng phan b véi mat d6 day hon trong nhom doi
chung so vai & nhom vi trong luc.

Céc té bao CCL-13 & nhom déi chitng ¢é hinh thai gidng nhu té bao biéu mo
va cac bo vi dng cua ching phan bé song song doc theo chiéu dai cua té bao. Sy
phan phdi nay da khong duoc quan séat thay trong cac té bao CCL-13 ¢ nhom vi
trong luc, thay vao d6 1a sy phan bd dan xen ctia cac bé vi 6ng trong té bao chat.
Két qua nhuém protein Tubulin vi éng cho thay trong diéu kién vi trong luc, céc té
bao CCL-13 m¢ rong ra thanh hinh tron thay vi kéo dai. Ngoai ra, cac b6 vi éng
phan bé tap trung léch nhan & té bao CCL-13 trong nhom ddi chung, trong khi d6
hé thdng vi éng duoc phan bb déu & té bao CCL-13 trong nhém cam Gng Vi trong
lwc mé phong.

Két qua nhudom vi soi actin ¢ Hinh 3.21 cho thay té bao CCL-13 & nhom dbi
chtng ¢6 sy phan bd song song céac b vi soi va kéo dai qua chiéu dai té bao. Trong
nhém vi trong luc, vi soi actin hién thi véi mat do thip hon. Két qua nay ciing cho
thiy cac té bao CCL-13 trong mai trudng Vi trong luc c6 xu huéng mé rong ra hinh
dang tron thay vi kéo dai.

Vi soi Actin tham gia vao nhiéu hoat dong quan trong trong té bao nhu van
dong té bao, phan chia nhan va té bao chat trong nguyén phan, van chuyén noi bao
va cac bao quan, tham gia vao con dudng truyén tin hiéu va thiét 1ap duy tri hinh
dang va chtrc ning té bao. Céc vi dng co lién quan dén sy van chuyén noi bao, van
dong va hinh dang té bao [76]. Hinh dang té bao va khung xwong té bao thay doi
trong diéu kién vi trong lyc. Hoat dong ctia nhan va té bao 1a nhitng qué trinh dién
ra phu thudc vao cac vi 6ng. Vi 6ng tao thanh mot phan caa tam dong, lién quan dén
su hinh thanh thoi vo sic va co that mang té bao trong qua trinh phan chia té bao
[82].
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Control SMG

Bright field

TUBULIN

High magnificence

Hinh 3.20. Két qua nhudém protein Tubulin cdu thanh nén vi dng cua té bao gan
Chang (CCL-13). Hé théng vi dng trong té bao Chang c6 su phan b léch nhan ¢
nhom dbi ching (mili tén tring), trong khi d6 hé thong nay co sy phan bé sung
quanh nhan ¢ nhom SMG (Mii tén mau xanh). Thudc do = 223.64 um.
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Control SMG

Hinh 3.21. Két qua nhuom protein Actin cau thanh nén vi soi actin caa té bao gan

Chang (CCL-13) va miii tén trang chi cac b6 vi soi kéo dai qua chiéu dai té bao ¢

nhom ddi chitng, trong khi nhém SMG c6 su phan b thip hon nhiéu. Thudc do =
223.64 pm.
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3.3.2.2. Sw thay déi céu triic khung xwong ciia té bao CCL-13 trong qua trinh
phan bao

Khung xwong té bao dong vai trd quan trong trong viéc xay dung hinh dang
va céu trlc té bao, hd trg cac chuyén dong va gép phan vao su tuong tac cua té bao.
Vi soi va vi 6ng 1a hai thanh phan ciu trdc chinh cua khung xwong té bao, rat can
thiét cho su phan chia té bao. Trong nguyén phan, vi 6ng kéo dai tir trung tr dén ria
té bao, hinh thanh cac thoi vo sic phan tach nhiém sic thé trong té bao con. Bén
canh d6, vi soi gop phan vao viéc xay dyng ranh phan tach trong qua trinh nguyén
phan. Trong nghién ciu ndy, nhuém vi sgi va vi éng duoc &p dung dé danh gia tac
dong cua tinh trang SMG d6i véi hai cau trac lién quan dén sy phan chia té bao, bao
goém vong co that va truc chinh.

Két qua nhudém vi soi nhu dwgc hién thi trong hinh 3.22 cho thiy céc té bao
CCL-13 tir nhoém ddi chimg dugc 1am tron véi hinh dang dinh trong qué trinh
nguyén phan va dé 16 sy xuat hién phong phi cuaa cac vi nhung mao (3.22A). Trong
budc cudi cung cua qué trinh phan chia té bao, céc té bao CCL-13 thé hién su hinh
thanh vong co bop, tao ra luc co that dé tach mot té bao thanh hai té bao chi em
(Hinh 3.22B). Sy xuat hién cua vi nhung mao ciing duwoc phét hién trong céc té bao
CCL-13 tir nhdm SMG trong qué trinh nguyén phéan (Hinh 3.22C) cting nhu sy hinh
thanh vong hop ddng trong céc té bao nay trong qua trinh phan bao (Hinh 3.22D).
Tuy nhién, cé4c té bao CCL-13 dugc xu Iy bang SMG ¢6 cudng d6 Vi soi trong cac
cau trGc nay thip hon so vé&i cac té bao d6i ching. Cac té bao CCL-13 tir ca hai
nhom cho thay hinh thai binh thudng twong tu nhau ma khéng bi phan manh va
ngung tu, 6 1a nhirng dic diém cua qua trinh chét theo chuong trinh.

Két qua nhudém vi éng ciing chi ra rang cac té bao CCL-13 trong nhém ddi
ching va nhém SMG déu c6 sy hinh thanh truc chinh binh thudng trong qué trinh
nguyén phan (Hinh 3.23A-B-C, Hinh 3.23G-H-I). Tuy nhién, khi qua trinh phan
bao dién ra tiép tuc, cac té bao CCL-13 ddi ching hién thi cau tric binh thuong cua
c4c vi ong truc chinh cyc (Hinh 3.23D-E-F) trong khi dang bét thuong cua cau tric
nay duogc phat hién trong céc té bao SMG CCL-13 (Hinh 3.23J-K-M). Két qua nay
cho thady SMG da anh huéng dén sy hinh thanh cau triic cia cac vi ong truc chinh
cuc trong qué trinh phan chia té bao.

Sy giam biéu hién cua cac protein cau tric khung xwong té bao la nguyén
nhan dan dén su giam phan chia té bao, day ciing 1a nguyén nhan din dén viéc giam
tang sinh ctia té bao CCL-13 va lam thay d6i bat thuong vé cau tric té bao CCL-13

khi qua trinh phan chia té bao dién ra trong diéu kién vi trong lyc mé phong.
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Phalloidin H33342
>

H33342

Phalloidin

A

Phalloidin H33342

Hinh 3.22. Nhudm vi soi cta cic té bao CCL-13. A: Sy xuat hién cua vong va vi
nhung mao trong céc té bao CCL-13 d6i ching; B: Sy hinh thanh vong co bop dé
tach mot té bao thanh hai trong cac té bao CCL-13 dbi chung; C: Su xuét hién cua
vong va vi nhung mao trong céc té bao CCL-13 trong diéu kién SMG; D: Sy hinh
thanh vong co bop dé tich mot té bao thanh hai trong cac té bao CCL-13 trong diéu
kién SMG. Céc vi chat va hat nhan lan lugt dugc thay thé bang Phalloidin (mau
xanh 14 cay) va H33342. Mili tén tring mé ta sy hién dién cia vi nhung mao va hinh

anh vong thét giira hai té bao.
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Bright field Sir-Tubulin High magnification

Hinh 3.23. Nhuoém vi 6ng cuaa cac té bao CCL-13: A-B-C: Quaé trinh nguyén phan
bat d¢au va D-E-F 1a sy xuat hién cua tryc xoay trong cac té bao CCL-13 ddi chung;
G-H-1: Qué trinh nguyén phan bét dau va J-K-M 1a sy xuét hién caa truc chinh
trong cac 6 CCL-13 trong nhém SMG. Mili tén tring mo ta sy hién dién cua thoi vo
sac (spindle) trong té bao, miii tén trang dirt doan mo ta hinh anh thoi vo sic dau
cuc (polar spindle) giira hai té bao.
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Vi sgi va vi dng giam biéu hién ciing 12 nguyén nhan giy tGc ché ting sinh té
bdo. Cac gene diéu hoa chu ky phan chia té bao nhu Cyclin D1 va Cdk 4/6 g6p
phan vao viéc t6 chirc cac soi actin va vi ong [141, 142]. Mét nghién ciu gan day
d3 chang minh ring to chic bd xwong té bao duoc diéu chinh boi su twong tac cua
Cdk6 véi mot sb protein lién quan dén b xwong té bao [143]. Cdk6 gop phan diéu
hoa mot nhém gene lién quan dén qué trinh tring hop (khir) actin [143]. Céc té bao
thiéu Cdké da duoc ching minh 1a 1am giam su hinh thanh F-actin, dwoc polymer
hoa dé ciu tao céc vi soi [143]. Trong nghién cau nay, cac té bao CCL-13 do SMG
gay ra cho thay su biéu hién diéu hoa cia Cdk6, trong quan véi su giam biéu hién
cua B-actin va suy giam su hinh thanh vi soi trong té bao chat. Diéu nay lam giam
kha ning phan chia va chuyén dong cua té bao.

Cac té bao dong vat tron lai va trg thanh hinh cau khi ching trai qua qua
trinh nguyén phan. Cac té bao xuét hién cac chop trong sudt ky sau cua qua trinh
phan bao va s6 luong vi nhung mao dugc ting 18n rd rét [144]. Su xuat hién cua cac
vi nhung mao va vong co thét lai cho thiy qua trinh phan chia té bao thuong xay ra
& céc té bao CCL-13 trong diéu kién SMG. Tuy nhién, sy xuét hién nho nay cho
thiy rang SMG gay ra su thay doi cua cac cau tric nay trong cac té bao CCL-13.
Hon nira, dang bat thuong cua céc vi dng truc chinh cua 2 cuc di duge xac dinh &
c4c té bao CCL-13 trong diéu kién SMG. Két qua nghién ciu nay cho thiy ring
diéu kién SMG din dén nhiing thay ddi trong cau trdc caa vong co that va cac vi
dng truc chinh caa 2 cuc, gop phan vao qua trinh phan bao.

Nhiing két qua nghién ciu trén cho thay sy anh huong nhat dinh cua diéu
kién vi trong luc 18n su ting sinh va sy hinh thanh ciu trdc bo khung xuong cua té
bao gan Chang (CCL-13). Cac két qua ndy ciing twong ty nhu két qua nghién cau
trén gan cia dong vat thi nghiém trong c4c chuyén bay vii tru thyc t& nim 2022
ngoai khong gian. Nghién ciru cho thdy diéu kién vi trong luc da giy ton thuong
gan va viém lién quan dén apoptosis va stress oxy héa, 1am thay d6i chuyén hoa
carbohydrate & gan dan dén khdi phat kiéu hinh gy bénh tiéu duong, 1am thay doi
chuyén héa lipid & gan din dén béo phi khong do udng rugu hay bénh gan [145].
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

Tir cac két qua caa nghién ciru cho thiy rang céc té bao gan Chang (CCL-13)
sau khi nudi cdy 72h trong diéu kién vi trong lec md phong (3-D clinostat), da anh
huong rd dén kha ning ting sinh cua té bao gan Chang (CCL-13). Mic du hinh théi
té bao c6 hinh dang twrong ddi binh thuong, khong thay dbi rd rét, nhung mat do va
strc sdng cua té bao CCL-13 giam hon nhiéu, kich thudc té bao ciing cao hon. Bong
thoi, trong diéu kién vi trong luc mé phong da lam giam biéu hién cua cac gene
kiém soat chu ky té bao (Cyclin (A, B1, D1), CDK (2, 6)) lam cho céc té bao CCL-
13 tang cudng di vao pha nghi Go/G1 va giam ti 1& di vao pha phan chia G2/M, diéu
nay chang to co ché tang sinh cia té bao bi Gc ché.

Sy 4anh huong cua diéu kién vi trong luc md phong (3-D clinostat) Ién su
chét theo chuong trinh (apotosis) cua té bao gan Chang (CCL-13) chua thé hién rd
rang. Tuy kich thuéc nhan té bao cua té bao CCL-13 ¢ giam, nhung hinh thai nhan
té bao thi van binh thuong, khéng cé su ¢6 dic nhiém sic chat va phan manh nhan.
Dbong thoi, ti 1& té bao bi apoptosis 1an su biéu hién cua cac gene Bcl-2 va Bax &
muc d6 phién ma, dich ma cua té bao CCL-13 duoc nudi trong diéu kién 3-D
clinostat khéng c6 su khac biét vé mat théng ké so véi cac té bao duoc nudi ciy
trong diéu kién 1g.

Két qua danh gié su thay doi cau tric khung xwong té bao gan Chang (CCL-
13) trong hé thong vi trong luc md phong (3-D clinostat) lai biéu hién rat rd. Trong
moi truong Vi trong luc, su biéu hién & mac phién ma va dich ma cua cac gene p-
actin va a-tubulin d3 giam rd rét, vi soi actin va vi éng hién thi véi mat do thap hon,
cudng d6 giam va té bao co6 xu huéng ma rong ra hinh dang tron. Hon nira, nhiing
thay doi trong cau trdic caa vong co bop va cac vi dng truc chinh cuc do diéu kién
moi trudng Vi trong luc gy ra da anh huong quan trong dén qua trinh phan chia té
bao.

KIEN NGHI

Can danh gia thém sy anh huéng cia SMG Ién té bao CCL-13 ¢ nhiéu moc
thoi gan nudi cdy hon va nghién ciru sau hon vé cac qua trinh chuyén ho4, cac chuc
nang sinh 1y cta té bao gan khi dugc nudi ciy trong diéu kién vi trong luc. Bong
thoi, nghién ciru sau hon vé anh huong cua diéu kién vi trong luc dén chirc ning

Clia cac co quan va dén toan bo co thé.

Can nghién thém trén nhiéu dong té bao hon dé 1am rd co ché tac dong cua
diéu kién vi trong luc md phong 1én sy sinh truéng cua té bao.
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Nghién cru tiép tuc vé cac giai phép va céc loai thudc gilp cai thién céc
stress Ién t& bao va sinh Iy con ngudi ciing nhu cac sinh vat khac khi séng ngoai
khéng gian.
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PHU LUC

1. Phu luc 1: TBS 10X (Tris-buffered saline)
Cong thic cho 1 lit dung dich 10X:

— 24 g Tris base (khéi luong riéng: 121.1 g)

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

—  Hoa tan vao 900 ml nuéc cat

— biéu chinh pH dén 7,6 bang HCI

— Bb sung nudc cit dén 11

Déi véi dung dich 1X, pha lodng 1 phan thé tich dung dich 10X véi 9 phan thé
tich nuéc cit va diéu chinh pH dén 7,6. Nong do céac chét trong dung dich TBS 1X
la 20 mM Tris val50 mM NacCl.
2. Phu luc 2: TBST (Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20)
Cong thuc cho 1 lit dung dich:

— 100 ml TBS 10x

— 900 mLI nuéc cat

— 1 ml Tween 20
3. Phu luc 3: Mat d9 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 1593.812 171.419

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

Col 1vs. Col2 3008.833

4. Phy luc 4: WST1

6.481

Unadjusted P Critical Level Significant?

<0.001

O.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)
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Group Name N  Missing Mean StdDev 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 5.276 <0.001 0.050 Yes
5. Phu luc 5: Dién tich té bao
Control SMG
1 1785 1489.293
2 1460.15 676.443
3 649.7 575.815
4 1204.512 930.249
5 666.445 896.706
6 763.565 3235.745
7 1118.555 637.31
8 1425.544 1804.593
9 2539.634 1186.291
10 857.336 1303.69
11 1184.418 1927.583
12 492.298 733.465
13 814.915 1047.648
14 2747.27 832.975
15 1104.043 1362.949
16 899.756 563.516
17 1145.347 2052.809
18 947.758 991.744
19 1482.476 1113.615
20 760.216 919.068
21 1138.649 709.986
22 670.91 2392.707
23 1565.084 2123.248
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24 1038.18 1188.527
25 329.315 1137.095
26 1789.465 1298.1
27 707.749 692.096
28 1712.439 1168.401
29 830.544 2043.864
30 1725.835 4860.326
31 907.57 1304.808
32 947.758 1115.851
33 1049.343 764.772
34 708.865 1479.23
35 581.604 556.808
36 833.893 636.192
37 920.966 598.177
38 917.617 504.257
39 813.799 996.216
40 750.169 875.463
41 718.912 843.038
42 517.974 1758.752
43 794.822 504.257
44 1442.289 632.838

AVERAGE 1078.697477 1237.875364 . ]
6. Phu luc 6: Ket qua phan tich chu ky te bao bang hé thong Flow cytometry

6.1. Pha GO/G1
One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1
Passed(P = 0.293)
Passed(P = 0.377)

Normality Test:
Equal Variance Test:

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
Comparisons for factor:
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Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?
Col 2 vs. Col 1 3.675 7.914  <0.001 0.050 Yes

6.2. Pha S

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

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

6.3. Pha G2/M

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test:  Passed(P = 0.056)

Equal Variance Test: Passed(P = 0.207)

Group Name N  Missing Mean StdDev 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

7. Phu luc 7: Sy biéu hién mirc phién ma cac gene diéu hoa chu Ky té bao

7.1. mRNA cyclin A

One Way Analysis of Variance  Wednesday, December 01, 2021, 10:06:26 PM
Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test:  Passed(P = 0.924)

Equal Variance Test: Passed(P = 0.144)

Group Name N  Missing Mean Std Dev SEM

Col 1 3 0 1.001 0.0509 0.0294

Col 2 3 0 0.666 0.137 0.0789
Source of Variation DF  SS MS F P
Between Groups 1 0.168 0.168 15.814 0.016
Residual 4  0.0425 0.0106

Total 5 0.210

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 =
0.016).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.822

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Duncan's Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diffof Means p ¢ P P<0.050

Col 1 vs. Col 2 0.335 2 5.624 -- Yes

Note: The P values for Dunnett's and Duncan's tests are currently unavailable
except for reporting that the P's are greater or less than the critical values of .05 and
.01.

7.2. mRNA cyclin D

One Way Analysis of Variance  Wednesday, December 01, 2021, 10:07:16 PM
Data source: Data 1 in Notebook1
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Normality Test:  Passed(P = 0.560)
Equal Variance Test: Passed(P = 0.428)
Group Name N  Missing Mean StdDev SEM

Col 1 3 0 1.004 0.101 0.0583

Col 2 3 0 0.667 0.0362 0.0209
Source of Variation DF  SS MS F P
Between Groups 1 0170 0.170 29.601 0.006
Residual 4 0.0230 0.00575

Total 5 0.193

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 =
0.006).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.976

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Duncan's Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0.050

Col 1 vs. Col 2 0.337 2 7.694 -- Yes

Note: The P values for Dunnett's and Duncan's tests are currently unavailable
except for reporting that the P's are greater or less than the critical values of .05 and
.01.

7.3. mMRNA cdk4

One Way Analysis of Variance  Wednesday, December 01, 2021, 10:08:08 PM
Data source: Data 1 in Notebook1

Normality Test:  Passed(P = 0.385)

Equal Variance Test: Passed(P = 0.537)

Group Name N  Missing Mean StdDev SEM

Col 1 3 0 1.002 0.0764 0.0441

Col 2 3 0 1.113 0.0231 0.0134

Source of Variation DF  SS MS F P

Between Groups 1 0.0184 0.0184 5.774 0.074

Residual 4 0.0128 0.00319

Total 5 0.0312

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 = 0.074).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.383
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The power of the performed test (0.383) 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.

7.4. mRNA cdk6

One Way Analysis of Variance
Data source: Data 1 in Notebook1
Normality Test:  Passed(P = 0.556)

Equal Variance Test: Passed(P = 0.646)

Wednesday, December 01, 2021, 10:08:27 PM

Group Name N  Missing Mean Std Dev SEM
Col 1 3 0 1.004 0.104 0.0603

Col 2 3 0 0.631 0.0757 0.0437
Source of Variation DF  SS MS F P
Between Groups 1 0.208 0.208 25.025 0.007
Residual 4 0.0332 0.00831

Total 5 0.241

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 =
0.007).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.952

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Duncan's Method) :

Comparisons for factor:

Comparison Diffof Means p ¢ P P<0.050

Col 1 vs. Col 2 0.372 2 7.075 -- Yes

Note: The P values for Dunnett's and Duncan's tests are currently unavailable
except for reporting that the P's are greater or less than the critical values of .05 and
.01.

8. Phu luc 8: Sw biéu hién mirc phién mi cac gene diéu hoa chu ky té bao

Gapdh cyclin B cyclin D1 cdk?2 cdk6
control | smg | control | smg | control | smg | control | smg | control | smg

1| 16.79 | 18.26 17.1 19.8 15.66 | 18.13 | 16.66 | 18.84 | 16.08 | 18.56

2| 1672 | 18.04 | 17.49 | 1944 | 1538 | 1799 | 16.46 | 18.66 | 15.86 | 18.36

3] 16.52 18 17.28 19.2 15.79 | 18.33 | 16.26 | 18.69 | 15.56 | 18.52

Sum 50.03 543 | 51.87| 5844 | 46.83| 5445 | 49.38| 56.19 475 | 55.44

Average | 16.677 | 18.100 | 17.290 | 19.480 | 15.610 | 18.150 | 16.460 | 18.730 | 15.833 | 18.480

Stdeva 0.001| 0.001| 0.002| 0.003| 0.002| 0.002| 0.002| 0.001] 0.003]| 0.001

Gapdh cyclin B cyclin D1 cdk?2 cdk6

control | smg | control | smg | control | smg | control | smg | control | smg
16.79 |18.26 | 17.1 19.8 | 15.66 | 18.13 | 16.66 | 18.84 | 16.08 | 18.56
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16.72 | 18.04 | 17.49 | 19.44 | 1538 | 17.99 | 16.46 | 18.66 | 15.86 | 18.36
16.52 18 17.28 | 19.2 | 15.79 | 18.33 | 16.26 | 18.69 | 15.56 | 18.52
16.677 | 18.1
ACt 0.423 1.7| -1.017| 0.03| -0.017| 0.74| -0.597| 0.46
0.813| 1.34| -1.297| -0.11| -0.217| 0.56| -0.817| 0.26
0.603 1.1| -0.887| 0.23| -0.417| 059 | -1.117| 0.42
0.613 -1.067 -0.217 -0.843
Contro Contro Contro Contro
I SMG I SMG I SMG | SMG
AACt 1.1408 | 0.413| 0.966 | 0.484| 0.871| 0.592| 0.843 | 0.481
0.870 | 0.694 | 1.173| 0.439 1| 0584 | 0.982| 0.474
1.007 | 0.709 | 0.883| 0.461 | 1.149| 0.498| 1.209 | 0.345
0.605 0.462 0.558 0.433
9. Phu luc 9: Két qua Western blot
biéu .
N Intensity of Bands (analyzed by ImageJ)
kién
No. CDK4 CDK®6 Cyclin A | CyclinD1 | GAPDH
7982.276 | 5509.79 | 5269.154 | 2443.497 | 22345.58
7454912 | 5476.083 | 5072.326 | 2675.619 | 22951.82
7581.74 | 5428.376 | 5064.033 | 2786.033 | 23664.43
22987.27
Control | Average | 7672.976 | 5471.416 | 5135.171 | 2635.050 .
Stdeva 275.266 40.907 116.107 174.835 660.139
Confidence
311.487 46.289 | 131.3845 197.840 747.004
.norm
1 7981.104 | 4955.619 | 1984.912 | 2281.669 | 21765.19
2 7428.619 | 4823.205 | 1570.305 | 2081.426 | 21893.31
3 7677.861 | 4921.619 | 1610.719 | 2228.548 | 22705.67
SMG Average | 7695.861 | 4900.148 | 1721.978 | 2635.050 | 22121.39
Stdeva 276.682 68.769 228.602 174.835 510.040
Confidence
orm 313.089 77.818 258.683 197.840 577.154

10. Phu luc 10: Western blot Cdk?2
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K
Gapdh%u

11. Phu luc 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 2591 2591 117.711 <0.001
Residual 8 0.176 0.0220

Total 9 2.767

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?
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Col 2 vs. Col 1 1.018 10.849  <0.001 0.050 Yes
12. Phu luc 12: Dién tich nhan

Nuclear area (um2)

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

Col1 12 0 254.750 4901 1415

Col 2 12 0 244500 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

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?
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Collvs.Col2  10.250 3.272 0.003 0.050 Yes
13. phu luc 13: Gia tri hinh dang nhan

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 StdDev SEM

Col1 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

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.
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14. Phu luc 14: ty 18 hat nhan/té bao chat

STT Ty 1€ N/C
Control SMG

1 0.142718263 0.164141374
2 0.174469815 0.26278405
3 0.39210728 0.272613989
4 0.211498183 0.383572516
5 0.38225525 0.135462456
6 0.333635119 0.206066302
7 0.227751072 0.187509761
8 0.178705182 0.126819234
9 0.297143827 0.333287342
10 0.215086312 0.233336579
11 0.517475391 0.293471713
12 0.312611867 0.179357115
13 0.230744726 0.119082974
14 0.28313465 0.246489618
15 0.22242351 0.219514464
16 0.26879446 0.265980972
17 0.17184231 0.344309043
18 0.335104891 0.102166542
19 0.223731896 0.115132382
20 0.379711288 0.205678626
21 0.162772158 0.214981686
22 0.245383363 0.188317233
23 0.773581829 0.353209092
24 0.142362159 0.209221492
25 0.359946959 0.119604142
26 0.148765649 0.187349097
27 0.306729204 0.21907459
28 0.147610925 0.319643763
29 0.280696916 0.165258006
30 0.26879446 0.439028534
31 0.242772954 0.38424658
32 0.359380277 0.24538313
33 0.438016417 0.279228934
34 0.305497348 0.289968661
35 0.276614012 0.138993218
36 0.277623562

37 0.313040567

38 0.339592945

39 0.354357835

40 0.491824107

41 0.320514656
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42 0.176630412

43 0.302534775
AVERAGE 0.29153 0.23287
STDEVA 0.11794 0.08624
CONFIDENCE.NORM 0.03525 0.02857

15. Phu luc 15: Nuclear intensity measurment

No. Control SMG
1 39529 36787
2 39087 36731
3 41644 38569
4 41177 35717
5 39135 39224
6 39733 36714
7 38979 38124
8 39173 39944
9 41405 38088
AVERAGE | 39984.667 | 37766.4447

16. Phu luc 16: Apoptosis analysis (by Flow cytometry)

Group | No. Necrosis | Viability Early apoptosis Late apoptosis

1 0.4 98.8 0.4 0.4
Control 2 0.4 98.9 0.4 0.4

3 0.3 98.9 0.3 0.4

4 0.4 98.7 0.3 0.3

1 0.1 99.1 0.5 0.3

2 0.2 99.0 0.4 0.4
SMG 3 0.2 99.0 0.4 0.3

4 0.2 99.2 0.3 0.2

17. Phu luc 17: Két qua phan tich real time — PCR céc gene Bax, bcl-2
a. Biéu d6 khuéch dai

Amplification Graph
500+

|

00—

[ Log RFU

b. Biéu d6 dudng cong tan chay
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Melt Curve Graph

Temperature [°C)
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18. Phu luc 18: Két qua Western blot, biéu hién mire d6 dich ma cua cac
protein diéu hod cu tric khung xwong té bao:

~400

aAjEALB]

Beta-Actin alpha-Tubulin 3 GAPDH

Stt Control SMG Control SMG Control SMG
1 8818.782 | 5740.882 | 21115.702 | 15274.782 | 22345.58 | 21765.19
2 8765.489 | 5500.882 | 19678.974 | 15006.832 | 22951.82 | 21893.31
3 7875.175 | 5058.69 | 20249.752 | 13846.296 | 23664.43 | 22705.67

Average | 8486.482 | 5433.487 | 20348.143 | 14709.303 | 22987.277 | 22121.39

18.1. Beta-Actin

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

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
Total

4

801471.008 200367.752
5 14782660.084

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
Col1vs.Col2 3052.997 8.353

Unadjusted P Critical Level Significant?
0.001 0.050 Yes
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18.2. Alpha-Tubulin

One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook1

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





