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TOM TAT

Nghién cizu ndy nham ddnh gid kha ning néng ting sinh cia té bao gan Chang (CCL-13)
sau cam ung Vi trong luc md phong (Simulated microgravity-SMG) théng qua viéc ddnh gid sé
lirong té bao, sirc song va su biéu hién ciia cdc gene lién quan dén chu Ki té bao. Két qua nghién
citu cho thdy, té bao ¢ nhém SMG ¢6 kha néng ting sinh thap hon so véi nhém déi chiing, ngoai ra
gia tri OD trong thiz nghiém WST-1 cia nhém SMG ciing thap hon so véi nhém doi chiing. Piéu
kién SMG cam ing sw suy giam cua gia tri cuwong dé nhan. Sy biéu hién ¢ mirc phién ma cua mét
so gene lién quan dén chu Ki té bao nhir cdk4, cdk6, cyclin A va cyclin D giam trong té bao ¢ nhom
SMG 50 Vdi nhém doi chimg.

Tir khoa: té bao chang; vi trong luc; kha ning ting sinh; chu ki té bao

1. Giéithigu

Co thé séng ludn chiu tac dong dai dang caa trong luc, su thay ddi tir diéu kién trong
lyc cua Trai DAt sang trang théi vi trong luc s& gay nhiing anh huong téi hoat dong séng
ctia co thé sinh vat, né tac dong truc tiép 1&n nhiéu hé co quan khéc nhau ctia co thé nhu hé
than kinh, hé théng mién dich, xuong, da va gan (Crucian et al., 2014; Morey-Holton,
2003; White et al., 2016; Zong et al., 2022). Trong d6, gan 1a mdt co quan rat quan trong
clia cac qua trinh trao ddi chét thiét yéu, nd hoat dong twong tac véi hau hét moi md trong
co thé con ngudi, tuy nhién day ciing 1a mot co quan rat nhay cam. Té bao gan chiém
khoang 80% thé tich gan (Rui, 2014) va mé hinh té bao gan thuong duoc sir dung 1a té bao
gan Chang, ¢ chirc ning twong tu nhu té bao gan binh thuong (Yang et al., 2013). Cac
nghién ctru trude ddy di chi ra rang gan cua loai gam nham rat nhay cam véi cac diéu kién
trong luc trong chuyén bay vii tru va tham chi 1a & céc thi nghiém trén mit dat dugc thuc
hién thdng qua céc thiét bi md phong (B. Chen et al., 2018; Zong et al., 2022).

Sy tang sinh cua té bao 1a mot hoat dong quan trong, dong vai trod thiét yéu trong su
phét trién cua t& bao va toan bo co thé. Nhiéu nghién ctru trude ddy da chi ra riang, diéu
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kién vi trong luc gay ra anh huéng xau toi sy ting sinh cta té bao theo nhiéu cach khéc
nhau, tiy thuoc vao loai té bao va hé théng md phong diéu kién vi trong luc. Mot nghién
clru gan day da chi ra rang, diéu kién vi trong luc mé phong c6 thé gay tén thuong ti thé,
lam giam luong DNA trong ti thé, qua d6 lam giam kha ning tang sinh cua té bao (Nguyen
et al., 2021). Mot nghién ciiu khac trén té bao gdc trung mo da cho thiy diéu kién vi trong
luc d3 lam giam kha ning ting sinh cua té bao, thong qua qué trinh té bao bi 130 hoa va gia
tang luong té bao di vao qua trinh chét theo chwong trinh (Pala et al., 2023). Tham chi, su
trc ché kha ning ting sinh nay con xut hién & cac té bao khdi u 4c tinh, khi nghién ctu té
bao khéi u BL6-10 dudi diéu kién vi trong luc mé phong (Tan et al., 2018). Ngoai ra, mot
béo cdo trude day cuia nhdm nghién ctru ciing da chi ra sy giam kha ning ting sinh o té bao
CCL-13 dudi tac dong cua vi trong luc md phong, théng qua su diéu chinh giam biéu hién
cla cac gene lién quan dén chu ki té bao (Ho et al., 2021). Tuy nhién, kha nang phuc hdi
cua té bao sau khi chiu tac dong cua diéu kién vi trong luc van chua duoc 1am rd. Vi vay,
nghién ctru nay duoc thuc hién nham danh gia su phuc hdi kha ning tang sinh cua té bao
CCL-13 sau khi trai qua qua trinh cam ng vi trong luc mé phong.

2. Poi twong va phwong phap nghién ciru

2.1. Nubi cdy té bao va cam #ng SMG

Té bao CCL-13 duoc nudi ciy bang méi truong DMEM F-12/Ham (DMEM-12-A,
Capricorn Scientific, Ptrc) duoc bd sung 10% FBS (FBS-HI-22B, Capricorn Scientific,
Puc) va 1% Pen/Strep (15140-122, Gibco, United States). Trong thi nghiém nay, té bao
duoc nudi cay trong binh nudi T-25 va dia nudi 96 giéng vai mat do khac nhau, tly theo
muc dich danh gia cua tieng thi nghiém.

Pau tién méi truong nudi cdy duoc d6 day nhe nhang vao binh T-25 (160430,
Thermo Scientific, Hoa Ki) va dia 96 giéng (161093, Thermo Scientific, Hoa Ki) vé triing
dé tranh tao bot khi. Cac binh T-25 va dia 96 giéng duoc cb dinh trén may vi trong lyc mo
phong Gravity Controller Gravite® (AS ONE INTERNATIONAL, INC., Santa Clara, CA,
United States) va dit trong ta &m CO, (MCO-18AIC, Sanyo Electric Co., Japan) ¢ diéu
kién 37°C va 5% CO>. Cé4c té bao CCL-13 thuoc nhdm SMG s& dugc nudi cdy ¢ diéu kién
vi trong luc (102 G) duoc tao ra boi hé thong Gravity Controller Gravite va nhom Déi
chtng s& duoc nudi cay & diéu kién trong luc binh thuong (1G). Thir nghiém vi trong luc
s& duoc tién hanh trong vong 72 gio.

Sau khi ther nghiém vi trong luc két thiic, cac binh va dia nuéi caa nhém SMG s&
duoc thdo roi khoi may mé phong vi trong luc. Ca hai nhom thi nghiém sau do sé duoc
tiép tuc nudi cay & diéu kién trong lyc 1G trong 72 gio tiép theo va danh gia kha ning ting
sinh cua té bao CCL-13 tai thoi diém nay.

2.2. Phan tich mar dp té bao va danh gid cwong dj nhan

Thi nghiém nay duoc tién hanh trén dia nudi 96 giéng. Moi trudng nudi cay s& duoc
lap day vao mdi giéng voi 395 pl dung dich méi truong nudi va duoc cdy véi mat do ban
dau 1a 1 x 10% té bao/giéng. Dia nudi s& duoc bao phu boi parafilm trude khi cac té bao
dugc dua vao thir nghiém vi trong luec md phong. Nhan té bao dwgc nhuom bing Hoechst
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33342 (14533, Sigma-Aldrich, Hoa Ki) trong 30 phut va sau d6 rira ba lan bang dung dich
mubi dém phét phat (PBS) (Gibco, Dtc). Sau khi ria, sé lugng té bao va cudng do nhan
cua té bao s& duoc xac dinh thdng qua hé thdng kinh hién vi huynh quang Cytell (GE
Healthcare, Hoa Ki).
2.3. WST-1 Assay

Xét nghiém WST-1 duoc sir dung dé danh gia su ting sinh té bao 3T3. Nhiing té bao
nay duoc gieo hat véi mat do 1 x 10° té bao/giéng trong cac dia 96 giéng va tao ra vi trong
luc md phong. Sau thoi gian d6, méi trudng nudi ciy cii trong mdi giéng duoc thay thé
bang 100 pl méi truong nudi mai ciing véi 10 pl dung dich WST-1 (11644807001, Roche,
Thuy Si) va u & 37°C, 5% CO; trong 3,5 gio. Sau d6, cac giéng duoc tién hanh do OD
bing GloMax® Explorer Multimode Microplate Reader (Promega, Hoa Ki) & Mat do
quang hoc 450 (O.D. 450).
2.4. Realtime gRT-PCR

Té bao CCL-13 sau khi duoc thu hoach s& duoc rira hai lan bang dung dich PBS.
RNA tong sé dugc chiét xuat bang cach sir dung Bo loc tinh ché RNA Ribospin™ Total,
theo hudng dan caa nha san xuét (Cong nghé sinh hoc GeneAll, Seoul, Han Qudc). Chat
luong va sé luong ciia mau RNA duge danh gia bang may quang phd (May quang phd
NanoVue Plus, GE Healthcare Life Sciences). Cac mau RNA cd ti 1¢ A260/A280 trong
khoang tir 1,8 dén 2,0 duoc coi sir dung dé tién hanh thir nghiém Realtime gRT-PCR

Phan tng Realtime gRT-PCR duoc chay biang may Real-Time PCR System (Thermo
Scientific, Mi), st dung kit 2x gPCR SyGreen 1-Step Go Hi-ROX kit (PB25.32.03,
PCRBiosystem, Anh). Mdi phan ting c6 tong thé tich 13 20 pl bao gdm 1 pl RNA mau, 2 ul
moi xudi va nguoc, 10 pul 2X Mix Hi-ROX, 1 ul RTAse, va 6 ul dH20. Cac gene dugc
danh gia bao gdbm CDK4, CDK6, Cyclin A, Cyclin D va Gene GAPDH duoc sir dung dé
Jam di chiing. Trinh tu mdi cua cac gene nhu sau:

Bdang 1. Trinh tir moi cac gene

. . Tai ligu
Gene Trinh tw moi tham khio
F: 5>-CCATCAGCACAGTTCGTGAGGT -3’ .
COKE R 5 TCAGTTCGGGATGTGGCACAGA-3' (ietal., 2018)
CDK6 F: 5’- TTCCCAGGCAGGCTTTTCAT-3’ (Gong et al.,
R: 5’-CTGTATTCAGCTCCGAGGTGTTCT-3’ 2020)
Cyclin A F: 5’- TTCATTTAGCACTCTACACAGTCACGG -3’ (Scott et al.,
R: 5’- TTGAGGTAGGTCTGGTGGAGGTCC -3’ 2007)
Cyclin D F: 5°- TGGAGGTCTGCGAGGAACA -3’ (Bahreyni-Toossi
R: 5’- TTCATCTTAGAGGCCACGAACAT -3’ etal., 2021)
GAPDH F: 5’- GAAGGTCGGAGTCAACGGATTT -3’ (Y. Chenetal.,
R: 5’- CTGGAAGATGGTGATGGGATTTC -3’ 2013)

1533



Tap chi Khoa hoc Trwong BPHSP TPHCM Hoang Nghia Quang Huy va tgk

Bdng 2. Chu trinh nhiét cua phan #ng Realtime gRT-PCR

Phan &ng Nhiét do Thoi gian
Chuyén héa RNA thanh DNA 45°C 10 phat
Téch mach 95°C 2 phat
95°C 10 giay
40 chu ki 60°C 15 giay
62°C 15 gidy
71 chu ki 60-95°C 20 giay
Trir mau 4°C 30 phut

3.  K&ét qua vathao luan
3.1. Sic song cia té bao CCL-13
Trong qué trinh nudi cay in vivo, cac té bao CCL-13 cho thay su khéc biét vé kha

nang tang sinh sau 72 gid phuc hdi cam ung vi trong lyc (Hinh 1A). Nhém SMG da cho
thdy kha ning ting sinh thap hon, khi s6 luong té bao dém dugc & nhém SMG la 10662,33
+ 76,25 té bao, trong khi d6 luong té bao dém dugc & nhom Déi ching lai 18n téi 12310,33
+ 414,87. Ngoai ra, siac séng cua té bao con duoc danh gia thong qua gia tri OD cua thir
nghiém WST-1. Két qua cua thir nghiém nay ciing phan anh xu hudng tuong tu (Hinh 1B),
khi gia tri OD do duoc & nhém SMG (0,914 + 0,031) 14 thip hon dang ké so véi nhom Di
chang (1,068 + 0,029). T4t ca su khac biét nay déu co y nghia vé mat thong ke.
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Hinh 1. Sitc song cua té bao CCL-13. A. Sé lirong té bao; B. Gia tri OD.
Vi * 1a sw khac biét c6 y nghia vé mat theng ké véi P < 0,05

3.2. Giatri cwong dé nhan

Trong thi nghiém nay, gié tri cudng do nhan ciia nhdm SMG cho két qua thap hon so
v6i nhém Boi ching. Khi gid tri cuong do nhan thu duoc & nhom SMG chi dat 22224,33 +
712,10, trong khi d6 gi tri nay thu duoc & nhém Dbi ching 1a 24197,33 + 241,89. Sy khac
biét nay c6 ¥ nghia vé mit théng ké (Hinh 2A). Két qua hinh anh chup nhan té bao ciing
cho thay nhitng su khéc biét vé cudng d6 nhan, khi té bao & nhom Déi chung (Hinh 2B)
cho hinh anh nhan sang hon rd rét so véi cac té bao & nhém SMG (Hinh 2C). Ngoai ra,
biéu do phan tich cudng d6 nhan thu dugc bai kinh hién vi huynh quang Cytell ciing cho
thay, cac té bao thudc nhom Bdi ching (Hinh 2D) ¢6 sy phan bd nhan tai ving cudong do
nhan dat gié tri cao nhiéu hon so v&i nhdm SMG (Hinh 2E).
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Gia trj trung binh cwé'ng d6 nhan

Hinh 2. Gia tri cuwong dé nhan. A. Gia tri trung binh cwong dé nhan; B. Hinh dnh nhan té
bao CCL-13 ¢ nhém Poi chieng; C. Hinh dnh nhan té bao CCL-13 ¢ nhém SMG; D. Hinh
danh phan tich cwong dé nhan ¢ nhém Poi ching; E. Hinh dnh phdn tich cwong dé nhan ¢
nhoém SMG. Véi * 1a su khac biét ¢é y nghia vé mat thong ké véi P < 0,05
3.3. Swbiéu hién ciia cdc gene lién quan dén chu Ki té bao
Phan tich Realtime-PCR duoc sir dung dé dénh gia biéu hién cua cac gene lién quan
dén chu ki té bao. Két qua cho thay biéu hién cua cac gene CDK4, CDK6, Cyclin A va
Cyclin D & nhdm SMG cho két qua thap hon r rét so véi nhom Dbi ching (Hinh 3).
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Hinh 3. Mt dg biéu hién gene giiza nhém Déi chirng va nhém SMG.
Véi ** 14 sir khac biét ¢6 ¥ nghia vé mat théng ké véi 0,001< P <0,01;
*** |3 sy khac biér ¢6 y nghia vé mat thong ké véi P <0,001
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3.4. Thao lugn

Trong nghién ctru ndy, sb luong té bao thudc nhém SMG sau 72 gid phuc hdi c6 biéu
hién thip hon so v6i nhém Déi chimg. Ngoai ra, kha ning ting sinh con duoc danh gia qua
strc sdng ctia té bao. Két qua OD cho thiy, nhom thi nghiém SMG cho két qua thip hon so
v6i nhom Ddi chimg. Sy giam kha ning ting sinh nay ciing di timg duoc ghi nhan ¢ nhiéu
nghién ctru trude day (Ho et al., 2021; Pala et al., 2023; Tan et al., 2018). M6t nghién ctru
gan day cua H. Touchstone va cong sy (nim 2019) trén té bao gbe trung mo da chi ra rang,
diéu kién vi trong luc mé phong lam giam su ting sinh té bao, dong thoi 1am tén hai dén
cAu tric cua té bao (Touchstone et al., 2019). Mot nghién ctru khac trén té bao gdc trung
mo di chi ra rang sy wc ché ting sinh ndy dén tir nhimg su thay ddi trong chu ki té bao, cu
thé & nghién ctru nay 14 viéc giam lugng té bao di vao pha G2/M trong diéu kién vi trong
luc (Yan et al., 2015). Ngoai ra, nguyén nhan cia tinh trang nay con dén tir viéc didu kién
vi trong luc moé phong gy ra su kich thich cac gen biéu hién ciia qua trinh apoptosis, 1am
cho con dudng apoptosis xay ra, qua d6 lam giam luong té bao di vao qua trinh phan bao
(Kang et al., 2011; Tang et al., 2019)

Két qua do cudng d6 nhan va hinh anh chyp nhan té bao trong nghién ctru nay ciing
da cho thay su giam biéu hién & nhom thi nghiém SMG. Ngudi ta da chi ra rang, khi cuong
d6 nhan té bao gia ting ciing chinh 1a luc qua trinh ngung tu nhidm sic xay ra manh mé,
day 1a diéu kién quan trong dé qua trinh nguyén phan co thé xay ra (Kang et al., 2011).
Viéc gidm cuong d¢ nhan ¢ nhom thi nghiém SMG cling phan anh dugc su gidm kha ning
sinh trong quan thé té bao & nhom thi nghiém nay. Két qua nay ciing twong tu nhu két qua
cua Minh Thi Tran va cong su (ndm 2023), khi nghién ctru té bao Chang ¢ diéu kién vi
trong lyc mo phong (Tran et al., 2023).

Sy tang sinh té bao con doi hoi bai kha nang phan chia té bao, dugc kiém soat boi
céc chat diéu chinh chu Ki té bao nhu Cyclin va Cdks (Sherr & Roberts, 2004). Trong chu
Ki t& bao, CDK4 va CDKG6 lién két véi Cyclin D gitip thic day sy phat trién cta chu ki té
bao di tir pha GO/G1 dén pha S (Morgan, 1997; Sherr & Roberts, 2004), ngoai ra mot trong
nhiing vai tro quan trong cia CDK4/CDKG6 1a phosphoryl hoa protein Rb gidi phong nhan
t phién ma E2F, tao diéu kién cho qua trinh sao chép DNA dién ra (Bertoli et al., 2013;
Dick & Rubin, 2013; Poehlmann et al., 2013). Qua trinh phosphoryl hoa va tic ché protein
Rb duogc tao ra bai su kich thich cua cyclin D da gop phan thuc day su phat trién chu Ki té
bao (Burkhart & Sage, 2008). Cyclins Al va A2 duoc biét 1a dong vai tro quan trong trong
pha S va chuyén tiép G2/M (Arsic et al., 2012; Loukil, 2015). Trong pha S, cyclin A2 chii
yéu nam trong nhén, noi né diéu chinh sy khoi dau va tién trién cta qué trinh tong hop
DNA (Pagano et al., 1992). Nong d6 Cyclin A dwoc chi ra ring s& ting cao khi pha S bat
dau dién ra (Chibazakura et al., 2011). Trong nghién ctru nay, cac gene CDK4, CDK®,
Cyclin A va Cyclin D déu cho két qua giam biéu hién & nhém SMG. Su giam biéu hién
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clia gene tham gia vao chu ki té bao nay, s& gdy anh huodng truc tiép t6i sd luong té bao
tham gia vao cac pha phan chia, tir 46 lam giam kha ning ting sinh cua té bao.
4. Kétluan

Nghién ctru hién tai da chi ra rang, qua trinh vi trong lyc mé phong anh huéng truc
tiép dén kha ning ting sinh cta té bao. Tai mdc thoi gian 72 gid sau cam Gmg vi trong luc
mo phong, biéu hién cta su phuc hdi kha ning ting sinh & té bao CCL-13 van chwa duoc
nhén thiy rd rét. Khi két qua nghién ctru cho thiy sd lugng té bao ¢ ca hai nhom thi
nghiém van c6 su chénh léch 16n, dic biét 1a gia tri cuong d6 nhan va muac do biéu hién cac
gene lién quan dén chu ki t& bao ¢ nhém SMG van thip hon dang ké so véi nhom Déi
chung. Diéu nay thé hién cac té bao & nhém SMG van chua dat dugc muc do 6n dinh nhu
nhitng t& bao & nhom Ddi ching. Anh huong cia vi trong luc 1én té bao 1a mot hudng
nghién ciru méi tai Viét Nam va ching t6i 1a mot trong nhitng nhom dau tién tiép can
nghién ctru nay. Két qua nghién ctru khong chi giup ching ta tim hiéu vé nhimng thay doi
sinh 1y ctia t& bao sinh vat song thong qua viéc tim hiéu anh hudng cia vi trong luc 1én su
tang sinh va ciu trac t& bao, ching t6i con mudn mé rong nghién ctru ing dung vi trong
luc trong vi¢c san xuat mot sd san phém sinh hoc ¢6 nguén géc tlr té bao va sinh vat séng
trong tuong lai.

% Tuyén bé vé quyén loi: Cac tac gid xac nhan hoan toan khéng cé xung dét vé quyén loi.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the proliferation of Chang liver cells (CCL-13) after simulated
microgravity (SMG) induction, demonstrated by changes in the cell number, viability and
expression of the cell cycle related genes. The results showed that cells in the SMG group exhibited
a lower proliferation than the control group, and the OD value in the WST-1 assay of the SMG
group was also lower than the control group. The value of nuclear intensity also decreased in the
cells exposed to SMG conditions. The expression of cdk4, cdk6, cyclin A, and cyclin D was reduced
in the SMG group compared to the control group.
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