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Abstract: This study discusses the results of the experimental application of high-content screening
(HCS) techniques in evaluating the induction of cell-cycle arrest and apoptosis on human liver
cancer cell line, Hep-G2. Accordingly, the bisbenzimide-stained cells (Hoechst 33342; 350 to 500
nM) were analyzed by using an Olympus scan"R HCS-system to determine the cell-cycle phases
(G1, S, and G2/M) and apoptosis as well. As a result, the cell-cycle arrest could be indicated by an
increase in G2/M population of Hep-G2 cells after 24h exposure to zerumbone (Zer4; 9 ug/mL) and
a similar observation could be made for paclitaxel (Pac; 4 pg/mL) as a reference substance.
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Nghién ciu tng dung k¥ thuat sang loc ndi ham cao trong
danh gia hoat tinh khang phan bao va cam ing apoptosis trén
teé bao ung thu gan Hep-G2
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Tém tit: K§ thuat ghi hinh anh té bao sir dung kinh hién vi huynh quang tu ddng va phan tich, sang
loc ndi ham cao (High-content screening, HCS) cho phép danh gia (dinh luong) dwoc co ché tac
dong cua chét thir 1én chirc ning sinh 1y va kiéu hinh cua té bao nhdm phuc vu cho tim kiém cac
chit tiém nang trong nghién ctru phat trién thude. Nghién ciru nay trinh bay két qua nghién ctru tmg
dung k¥ thuat HCS trong d4nh gia hoat tinh khang phan bao va cam tng qua trinh chét theo chuong
trinh (apoptosis) trén dong té bao ung thu gan Hep-G2. Theo d6, té bao nhuém huynh quang véi
bisbenzimide (Hoechst 33342; dai ndng dé ti wu 350 dén 500 nM) duoc quan sat va phan tich trén
hé thiét bi HCS Olympus scan"R dé xac dinh céc pha chu ky té bao (Gi, S va Go/M) va té bao
apoptosis. Cu thé, k¥ thuat dugc ung dung dé phan tich hop chit zerumbone (Zer4). Két qua biéu
hién hoat tinh khang phan bao in vitro & pha G2/M cua hop chat thir nghiém tai nong do 9 pg/mL
tuong tu nhu quan sat duoc vai chat ddi chung paclitaxel (4 pg/mL).

Tir khéa: Cam (g apoptosis, hoat tinh khang phan bao, sang loc noi ham cao, té bao ung thu gan

Hep-G2.
1. Mé dau biét 1a ung thu [1,2]. Viéc xac dinh chinh xac té
. , bao dang trong giai doan nao cua chu ky phéan
Sy phat trién thong qua chu trinh te bao la bao 1a chia khéa dé 1am séng to cac co ché diéu
mot trong nhiing chirc nang co ban nhat cua te hoa cua chiing va thuong dugc sir dung trong cac
bao. Sy mat kiem soat nao d6 cua chu ky te bao nghién ctru dap Gng cua té bao ddi vai tac dong
s€ anh hudng den sy on dinh cua ADN hay bo cua thudc hay chét thir trong cac pha phan bao
gen. Picu nay co lién quan dén nhirng bat thuong khac nhau.

trong qua trinh phét trién va hinh thanh bénh, dac
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Ky thuat phan tach té bao theo dong (flow
cytometry) c6 thé danh gia trang thai va hoat
dong cua chu ky té bao nhung khong cho phép
theo ddi tirng té bao theo thoi gian thuc. Cac
hudng nghién cau hién nay da dan dén sy phat
trién cac phuong phap nham muc dich xac dinh
va theo ddi chinh xé4c giai doan cua chu trinh té
bao cua tung té bao riéng 1é, két hop thong tin
nay voi su thay doi cua cac phan tir noi bao hay
su thay di hinh thai té bao qua phan tich hinh
anh huynh quang, gidp viéc danh gia két qua toan
dién va chinh xac hon. Vi dy, phuong phap danh
dau mién dich gin véi cac tién ADN d bién d6i nhu
str dung 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU), 5-chloro-
2'-deoxyuridine (CldU) hoac iododeoxyuridine
(IdU), hay phuong phap phat hi¢n qua phan ung
Click khdng can budc ¢d dinh hozc bién tinh [7-9],
déu chi cho phép phat hién chinh xac cac té bao
o pha S. Tuong ty, ¢6 thé theo dbi chu trinh té
bao bing phuong phap huynh quang | mién dich
véi cyclin A, protein geminin, hay yéu to kiém
soat Cdtl c6 thé duoc sir dung dé danh dau céc
té bao trong pha G; [10-13]. Hon nira, hé huynh
quang chi thi ubiquitin trong chu trinh trinh té
bao (FUCCI) duoc sir dung rong rai ¢é danh dau
té bao trong cac pha G; hoic S, Go/M, tuong tng,
su phan chia té bao c6 thé phat hién theo nhiing
thay d6i vé hinh thai té bao hay trong qué trinh
phan vung cua protein anillin [14,15]. Tuy nhién,
khong c6 phuong phap nhuém mién dich du dé
xac dinh cac giai doan chu trinh té bao cua tat ca
té bao riéng I¢ trong mot tap hop va do do can
phai str dung két hop céc cong cu nay.

Tir nhitng khé khan trén, trong cong bd nay
trinh bay nghién ciu ung dung ky thuat nhuom
huynh quang va phén tich hinh anh ngi ham cao
HCS nham xac dinh cac giai doan chu trinh té
bao cua tirng té bao riéng 1é trong tap hop té bao
trén co s& do ham lugng ADN cua chdng bang
kinh hién vi huynh quang trén co s& quy trinh
cua Vién Nghién ctu ung thu My (NCI) [16]
phuc vu danh gia hoat tinh khang phan bao va
cam &g apoptosis trén té bao ung thu ciia thudc,
cdc mau hop chét thién nhién va/hogc tong hop.
Céch tiép can dya trén dinh lugng qua phan tich
hinh anh huynh quang té bao nay khong yéu cau
ky thuat di truyén tao marker hoac céc chi thi dac

hiéu cua chu ky té bao do vay rit ngan quy trinh
thuc nghiém, giam kinh phi va phu hop véi diéu
kién trong nudc.

2. Nguyén li¢u va phwong phap
2.1. Nguyén liéu va héa chat

Dong té bao ung thu gan Hep-G2
(ATCC®HB-8065) dwoc mua tir nguén ATCC
(American Type Culture Collection, USA) va
luu gitr tai phong Sinh hoc thuc nghiém (Vién
Hoéa hoc Cac hop chat Thién nhién, Vién Han
lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam; INPC-
VAST).

Thuéc nhuém huynh quang gin ADN
Hoechst 33342 (Thermo Fisher), moi truong
nudi cdy té bao DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) va héa chét sir dung trong nghién
ctu duoc cung cép boi Sigma-Aldrich va
ThermoFisher Scientific, USA. Mau hop chat
thién nhién (zerumbone) dugc cung cap boi TS
Luu Vian Chinh (INPC-VAST), 1a mau chat
sach, di duoc xac dinh cau trac.

2.2. Phwong phap nghién ciru

2.2.1. Xur Iy mau

Miu chat thi dugc pha trong
dimethylsulfoxide (DMSO 100%), siéu &m trong
30-60 phut. Sau d6 nho 1én dia 24 hodc 96 giéng,
ndng d6 mau thir tir 50 pg/mL — 1 pg/mL. Nong
d6 cudi cia DMSO trong giéng thir <1%.

2.2.2. Nubi cdy va hoat hoa té bao

Té bao dugc nudi cay & 37°C, CO, 5% trong
moi truong DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium, high glucose; Sigma-Aldrich, USA) c6
bd sung L-glutamine 2 mM, khéang sinh (100
U/mL penicillin + 100 pg/mL streptomycin;
Gibco, USA) va huyét thanh ph6i bé (FBS 10 %,
v/V). Khi té bao phat trién dat trén 70% dién tich
bé mit dia nuéi, loai bd moi truong cil va rira voi
dung dich dém phosphate (PBS 0,1 M, pH 7,8),
sau d6 b sung Trypsin-EDTA 0,05 % dé tach té
bao bam dinh khoi day dia nudi. Dich té bao
duogc chuyén sang 6ng ly tim15 mL c6 chira 4-5
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mL dich méi truong méi va ly tdm véi téc do
1.000 rpm (vong/phut) trong 5 phut. Sau khi loai
bod phﬁn dich, phﬁn can té bao dugc duge
chuyén sang binh nudi ciy méi cho céac thi
nghiém hoat tinh.

Hoat tinh ¢ ché tang sinh té bao (phuong
phap MTT).

Hoat tinh gay doc hay trc ché sy tiang sinh té
bao cua chat thir dugc danh gia qua kha ning wc
ché enzyme oxidoreductase phy thugc NAD(P)H
cua té bao. Enzyme nay xUc tac phan tung khir
thuéc nhuom tetrazolium MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide; nong d6 cubi 5 mg/mL] thanh san
pham formazan khéng hoa tan (c6 mau xanh-
tim). Dich té bao da hoat hoa duoc dura 1én phién
vi lwong 96 giéng (1.5 x 10° té bao/giéng; phién
Costar™, Corning, USA), & véi cac mau tha ¢
dai ndng do tir 50 — 1 pg/mL, mdi ndng do lap
lai 3 lan. Paclitaxel (Taxol) dwgc dung lam chat
chuan duong tinh. San pham chuyén héa dang
tinh thé formazan duoc hoa tan trong DMSO 100
% va do mat d6 quang ¢ A = 540/720 nm trén
thiét bi Infinite F50 (Tecan, Thuy S¥).

Ty lé tic ché té bao (%) = [1-(ODpmau/ODjaéi
ching ()1)] X 100%

Gia tri 1Czs, 1Cs0 va 1C75 (ug/mL) 1a nong do
ctia mau thir ma tai d6 uc ché twong tng 25 %,
50 % va 75 % su song sot cua té bao duoc xac
dinh st dung phian mém TableCurve AISN
Sofware (Jandel Scientific, CA).

2.2.3. C6 dinh té bao

Té bao c6 thé c¢d dinh bing
paraformaldehyde 3,7% (v/v) trong dém
phosphate (PBS 0,1 M, pH 7,8) theo mo ta bai
Harlow va Lane [17].

2.2.4. Nhuém huynh quang ADN nhdén té bao

Pé xé4c dinh nong do t6i wu, dung dich
nhuém Hoechst 33342 dugc thir nghiém véi d‘éi
nong do tir 200-3000 nM trong 30 phat & diéu
kién khong c6 anh sang, nhiét do phong va rira
lai 3 lan V(')’i‘ dém PBS 0,1 M. Boc phién va luu
giir trong diéu kién toi ¢ 4°C tdi khi ghi anh va
phan tich.

2.2.5.Thu nhdn hinh anh huynh quang té bao

Hinh anh té bao va cac dich phéan tir huynh
quang duoc thu nhan st dung hé thiét bi
Olympus scan”R (Olympus, Nhat Bén) tai
Phong Sinh hoc thyc nghiém (INPC-VAST) &
vat kinh x20 (Plan Semi-Apochromat 20x
PH/0.45) v6i bbén b loc tiéu chuan cho cac
kénh DAPI/FITC/TRICT/CYS.

Phﬁn mém dua trén gradient ty dong 14y nét
c6 thé diéu chinh tho va chinh tinh dugc str dung
deé xac dinh mat phang lay nét trong kénh DAPI
kich thich & budc song 360 nm va phat hién tai
460 nm. Hinh anh dugc chyp bang camera cam
bién sCMOS (Hamamatsu, Nhat Ban), d6 phan
giai > 4.0 megapixel, toc d6 quét > 100 hinh/s,
moi lan quét va xur 1y 9-16 vi tri/giéng.

2.2.6. Thiét lgp thong sé dinh dang doi twong
phéan tich

Té bao xtr Iy v6i mau thir nghiém duogc
nhudm huynh quang. Sau khi thu nhan duoc hinh
anh huynh quang, két qua dugc phén tich off-line
st dung phin mém scan’R Analysis ver.2.7.2
cho phép phan tich trr dong dua trén cac thong s6
thiét 1ap cho cac doi tugng phan tir dich can danh
gid. D€ xac dinh va phan tich hinh anh huynh quang,
doi tuong dugc dinh dang dua trén cong thurc:

41A
circ — ?

Trong do:

feirc:_hé s6 dinh dang ddi twong phén tich
(dang cau hoac hinh sao);

A: dién tich;

P: chu vi.

2.2.7. Phan tich hinh dnh va xz ly sé liéu

Hinh anh dugc phén tich bang phin mém
scan™R Analysis ver.2.7.2 (Olympus). Céac thi
nghiém dugc thyc hién véi do 1ap lai >3 lan va
phan tich théng ké trén phan mém JMP Pro 13.2.
Vi gia tri p < 0,05 duoc coi 1a sy khac bit co y
nghia théng ké.
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3. Két qua va thao luin

3.1. Xac dinh néng dé chdt nhuém huynh
quang ADN

C6 nhiéu phuong phap danh huynh quang
trén toan b6 ADN hodc vi tri locus dac hiéu & ca
té bao séng hoic ¢ dinh [18,19], tuy nhién phd
bién nhat hién nay la cac kit nhuém huynh quang
DAPI va Hoechst baoi quy trinh don gian, gia
thanh thap va khdng yéu cau budc bién doi gen
[20]. DAPI va Hoechst déu kich thich boi nguén
séng xenon, anh sang hd quang thiy ngan hoic
UV laser tai A = 360 nm va phat xa huynh quang
mau xanh lam ¢ vung 460 nm.

Nong d6 chat nhuém huynh quang c6 lién
quan truc tiép dén chat luong hinh anh thu duoc
(va do vay anh huong dén két qua phan tich dau
ra). Trong khi d6 khuyén céo cua Nha san xuat
thuong & pho rong cac ung dung ciing nhu tiy
thugc thiét bi, k§ thuat va dong té bao str dung &
mdi thir nghiém ma ndng do tdi uu cua cac chat

Bisbenzimide 200 nM 350 nM

800 nM 1000 nM

nhudm huynh quang c6 thé khac nhau. Nhu vi du
trong quy trinh, bisbenzimide (Hoechst 33342)
duogc thir nghiém véi dai ndng do tir 200+3000
nM, quan sat hinh anh sau 24 gio véi diéu kién
thoi gian phoi sang 200 phit trén hé thiét bi
Olympus scan"R (Hinh 1). O néng d6 200 nM
chi céc té bao c6 tin hiéu manh (vi du nhu dang
trong giai doan mitosis) c6 thé hién ré trong khi
phan 16n tin hiéu thu duoc yéu. Tin hiéu thu dugc
cho hinh anh tét khi sir dung néng d6 Hoechst
33342 tir 350 nM. O cac nong d6 350 dén 500
nM chat luong hinh anh thu dugc tét va khong
c6 sy khéc biét dang k&, do vay quy trinh khién
nghi st dung Hoechst 33342 ¢ dai nong do nay.
O céc nong do tir 800 va 1000 nM c6 su thay doi
manh vé cuong d¢ tin hiéu huynh quang khi phéan
tich & kénh DAPI va hinh anh van phan tach rd,
c6 thé phan tich dugc khi ndng 6 dén 1000 nM.
Tuy nhién ¢ néng d6 bisbenzimide cao hon tin
hiéu huynh quang khong déu va xuat hién cac
vung nhoe trén hinh anh.

400 nM 500 nM

1500 nM 3000 nM

Hinh 1. Anh huéng cua nong do bishenzimide (Hoechst 33342) ti tin higu huynh quang va chat lugng hinh anh.
Té bao dugc nhuom Hoechst 33342 sau 24 gio va ghi hinh anh & VK x20, ¢ kénh DAPI (kich thich ¢ A =405 nm),
thoi gian phoi sang 200 phut.
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3.2. Xdc dinh té bdo thé da bji, cac pha chu ky
€ bao

Viée xéc dinh dugc céc té bao thé da boi,
kich thudc va hinh dang té bao ciing ¢ thé duoc
phan tich cho cac danh gia tiép theo vé cac giai
doan phat trién cta té bao. Hé s6 dinh dang dbi
tuong phan tich feirc, trong mot sb truong hop,
cho phép xac dinh dugc trang thai cua té bao
néu dic tinh lién quan dén hinh dang chung cua
té bao. Hon nita, kha nang dang chu y cua phan
mém scan"R Analysis la c6 thé cho phép phan
tich va trich xuat két qua trén tung giéng mau
phan tich hodc tdp hop cuia nhidu giéng tuong
ung voi cac mau thir khac nhau phan tich theo
truc XY. Diéu nay co y nghia khi phén tich sy
tuong quan hodc hoat tinh hiép ddng cuia nhém
céc hop chét.

Hinh 2 14 biéu d6 phan b ving té bao séng
- chét qua twong quan giira hinh dang - kich
thude doi tugng phan tich cua tat ca cac mau thir
va duoc lién két cho cac phan tich hoat tinh
khang phan bao (cell-cycle arrest) cua tirng mau
thir riéng biét.

35

Circulanity Factor

‘Living

50 10000 12000.0
Area

Hinh 2. Biéu do phan viing té bao séng - chét qua
tuong quan gitra hinh dang - kich thuéc (feirc —
Area). Té bao Hep-G2 duoc 1 v6i cac mau the

trong 24 h, bisbenzimide (Hoechst 33342), thu hinh
anh & kénh DAPI, VK x20 va phan tich trén phan
mém scan"R Analysis.

Mat d9, cuong do (huynh quang) va kich
thudc nhan 1a cac dic diém dic trung cho cac
giai doan ciia chu ky té bao. Piém kiém soat chu
ky té bao duoc sir dung nham giam sat va didu
tiét dién bién chu trinh té bao. Té bao khong thé
thyc hién pha ké tlep ctia chu ky cho dén khi n6
thoa man céc yéu cau cua diém kiém soat. Mot
sO diém kiém soat dugc thiét ké dé dam bao cac
ADN bi 16i hodc thiéu sot s& khong duoc truyen
cho thé hé tiép theo. Hai diém kiém soat nhur
vay ton tai 1a diém kiém soat Go/G; va Go/M.
Nhiing té bao dang trai qua chu ky mot cach tich
cuc la muc tiéu trong céac li¢u phap chita bénh
ung thu vi cac ADN cua chiing boc 16 tuong dbi
1 rét trong qua trinh phan bao, vi vay chung dé
bi tén thuong boi thude khang ung thu va duoc
tan dung tdi da trong diéu tri ung thu (phuong
phap debulking) [21].

Trong nghién ctru nay, c4c tap hop phan tich
dugc xac dinh sir dung kénh loc DAPI (cho
ADN) va Cy3 (cho protein) dugc phan tich trén
thiét bi Olympus scan"R nham xac dinh dugc %
s6 té bao & pha Go/G; va Go/M tir d6 danh gia
kha ning cam tng diéu hoa chu ky té bao bai
thudc hozc chat thir. O thoi gian phoi sang 200
phut va ngudng phan tich Threshold = 900, dbi
tuong phan tich chinh (Main object) dugc xac
dinh d6i véi bisbenzimide Hoechst 33342 véi
khoang kich thudc 100+10.000 pixel. Trong do
mdi pixel twong duong 0,1 pm? khi thu hinh anh
& vat kinh (VK) x20 (duong kinh té bao trung
binh ~20 uM). Cac diéu kién phan tich duoc tdi
wu: ché d6 hiéu chinh nén Background cho kénh
DAPI véi gid tri kich thudce hea chon la ~100
(%) trén tong s6 lugng té bao xac dinh cho phan
tich 12 >1.10° té bao. Modul cho dbi turgng chinh
trén kénh DAPI sir dung ché do do tinh theo
duong vién (Edge detection). D4 thi trong quan
Area va Mean Intensity DAPI cho két qua thu
dugc hai vung. Vung phia dudi dugc xac dinh
la viing té bao & pha G, trong khi d6 ving phia
trén c6 cuong do6 tin hiéu bisbenzimide
Hoechst 33342 manh thé hién té bao ¢ pha
G2/M (Hinh 3&4).
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Hinh 3. D6 thi tuong quan gifra dién tich ving bién va cudng do huynh quang (Area vs. Mean Intensity DAPI)
cua té bao Hep-G2 trén kénh DAPI/Cy3 sir dung phan mém scan’R Analysis ver.2.7.2.

S state

1400.0. Mitotic state
13000 ; S G2
1200.0 -

M select=d Rows

1100.0.

1000.0.
900.0
800.0
700.0
E00.0
500.0
400.0]
300.0f .
200.0

Mean Intensity DAPI

"A

233

Area

80. 8 400.0 600.0 800.0 10000 11918

a00,

2n
450 G1lGa

B

0.0 100000.0 200000.0 3000000 400000.0 S00000.0
Tatal Intenzity DAPI

Hinh 4. Té bao Hep-G2 sau 24 gio 1 voi chat thir & ky trung gian (cic pha Gs, S va Gy; biéu d6 A) va phan tich dinh
luong. Té bao thé da bodi dugce xac dinh qua tong cudng d6 tin hiéu bisbenzimide (Hoechst 33342) cao nhat (B).

3.3. Xdc dinh té bao apoptosis

Theo phuong phéap flow cytometry, cac té
bao & giai doan sub-G; co thé duoc sir dung cho
dinh lugng apoptosis. Ngoai ra, mdt can ctr khac
dé dinh luong apoptosis 1a sy phan huy hay cac
phan manh ADN trong nhan [22]. Khong gidng
nhu hau hét cic té bao & giai doan G1 va G, cua
chu ky té bao thé hién su déng nhét cia ADN
trong nhan voi hinh anh dang tron, cac té bao
dang trong giai doan phan chia (mitosis) va té
bao chét theo chuong trinh (apoptosis) cho thay
su thay d6i khac nhau vé hinh dang va cuong do
tin hiéu bisbenzimide Hoechst 33342 (Hinh 5).

Trong nghién cuu nay chung t6i st dung 1énh
Gating phan viing cac té bao thé tir boi 4n va dbi
tuong c6 hinh dang dai dé dinh luong cac té bao
trong giai doan phan bao mitosis. Twong ty, bang
viéc tinh toan d6 léch chuan (SD) cuong do tin
hiéu huynh quang Hoechst 33342 cua d6i tuong
phan tich, sy thay ddi tin hiéu 16n nay co thé gian
tiép dinh luong té bao apoptosis [20,22]. Nhu
vdy, phan tich apoptosis dua trén dong thoi
cuong do tin hiéu huynh quang va phan tich hinh
anh rd rang cho thay d¢ chinh xac cao hon va
tinh wu viét so voi cac phuong phap khac (chi
dua trén cuong d6 tin hiéu huynh quang).
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Hinh 5. Hinh anh té bao sau khi xu Iy véi mau thir cho thiy hau hét nhan té bao c6 hinh dang dong nhat (A).
Trong khi d6 nhén ¢ t€ bao fiang trong giai doan phan chia (mitosis) cho tin hiéu huynh quang cao, hinh dang
nho va dai (B). Té bao trong giai doan apoptosis c6 nhan hinh dang khong dong nhat (C).

3.4. Panh gid hoat tinh irc ché tang sinh té bao
ung thw gan Hep-G2

Trong nghién cau nay hop chit zerumbone
(Zer4), mot sesquiterpene cau triic don vong la
thanh phan chinh trong tinh dau cay Ging gi6
(Zingiber zerumbet (L.) Smith) phan b phé bién
& Viét Nam, duoc lya chon cho nghién ciru danh
gi& hoat tinh khang phan bao trén té bao ung thu
gan Hep-G2. Zerumbone va din xuit duoc
ching minh 14 ¢6 nhidu tac dung duoc 1y bao
gém hoat tinh khang khuén, ha sdt, chéng co
that, chong co giat, chong oxy hoa, chéng ung
thu, khang viém, giam dau, chong di ing, khang
angiogen, chdng két tap tiéu cau, chong dong
mau va hoat tinh bao vé gan. Cac két qua nghién
ciru in vitro va in vivo déu khing dinh

zerumbone 1a chat chong ung thu manh, trc ché
¢6 hiéu qua sy phat trién trén nhiéu dong té bao
nhu t& bao ung thu ¢d tir cung (HeLa), ung thu
vi (MCF-7), dai trang (COLO205, LS174T,
1.S180, va COLO320DM), gan (Hep-G2), budng
trung (Caov-3 va AS52), tuy (PANC-28, MIA
PaC-2, va AsPC-1) va bach cau (P-388D1, HL-
60, NB4 va CEMSsS) [23]. Zer4 dugc thir nghiém
hoat tinh tc ché té bao Hep-G2 bang phwong
phap MTT dé tim duoc gié tri IC2s, 1Cso va IC7s
(ng/mL) dé xac dinh nong d6 cta mau thir cho
thir nghiém HCS. Theo do, néng d6 thtr nghiém
trong khoang IC2s va 1Cso dugc sir dung trong
danh gia hoat tinh khang phan bao 1a 9,0 pg/mL
d6i voi Zer4 va 4,0 pg/mL cho chat ddi chimg
Paclitaxel (Bang 1).
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Béng 1. Hoat tinh trc ché sy ting sinh té bao Hep-G2 ctia zerumbone

o]

CH,4

Mau thtr IC75 (ug/mL) ICs0 (ug/mL)  1Cos (ug/mL)
el Paclitaxel 36.9 99 34
Zer4 41,6 17,1 4,1

Zerumbone (Zer4)  cHs

3.5. Danh gia hoat tinh khang phan bao wng
dung ky thudt HCS

Trong nghién ctru nay, hoat tinh khang phan
bao duoc phan tich trén dong té bao Hep-G2 cia
chat thir Zerd (9,0 pg/mL) duoc dénh gia sir
dung quy trinh k¥ thuat phan tich hinh anh HCS
trén thiét bi ghi anh ty dong hién vi huynh quang
Olympus scan"R. Té bao duoc 0 24 gio v6i chat

bC (Control)

thir, nhudém bisbenzimide Hoechst 33342 (350
nM) va ghi hinh anh & VK x20 trén kénh DAPL
Két qua phan tich hinh anh nhuém ADN nhan té
bao cho thiy ving “cloud” phia du6i (mau xanh
luc) 1a vung cac té bao v6i cuong do huynh
quang thap (te bao ¢ pha G1) va vung trén (mau
xanh sim) the hién ving véi cuong d6 DAPI
manh 14 cac té bao & pha Go/M (Hinh 7).

Zer4 (48 h)
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Hinh 7. Hinh anh nhan té bao trén kénh DAPI (hinh trén) cho thay vung “cloud” mau xanh luc 14 ving cac té bao
v6i cudng do tin hidu thap (€ bao ¢ pha G1) va ving mau xanh sim thé hién ving véi cuong do manh 1a cac té
bao & pha G2o/M (hinh dudi).
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Mau Zer4 biéu hién hoat tinh khéng phéan bao
& pha G2/M trén dong té bao Hep-G2 thé hién
qua lugng té bao tai pha nay tang 1én dang ké khi
xtr 1y voi hop chit Zer4, trong khi pha G; thay
d6i theo hudng giam. Cuy thé luong té bao & mau
co xur 1y 24 gio voi Zerd 1a 47,21 % ¢ pha Gz va
36,93 % & pha G2/M so voi miu dbi ching (té
bao khong xtr 1y v6i chat thir) lan luot 1a Gy:
52,15 % va Go/M: 23,31 % (Hinh 8). Két qua nay
phu hop vdi nghién ctru cua nhém Abdelwahab
et al. (2012) [24] khi phan tich bang ky thuat
phan tich trich ly té bao theo dong chay flow
cytometry. Hoat tinh khdng phan bao tai diém
checkpoint Go/M cua Zer4 ciing dugc cong bd
dbi voi té bao ung thu bach cau HL-60 (Xian et

al. 2007) [25] va té bao ung thu vi MDA-MB-
231 (Sehrawat et al. 2012) [26]. Tuy nhién, mot
nghién ciru khac gan day cua nhom tac gia Zhou
et al. (2017) [27] cho thdy Zer4 con biéu hién
khang phan bao & pha G trén té bao ung thu cb
tr cung SiHa. Cac két qua nghién ctru cong bd
trén day chii yéu duoc phén tich bang ky thuat
flow cytometry, do vay két qua danh gia hoat
tinh khéng phan bao cua Zer4 duya trén phan tich
hinh anh huynh quang HCS trong nghién cuu
nay cho thdy su phii hop ciia phuong phap HCS
trong danh gia hoat tinh c6 lién quan, dong thoi
cho thiy hoat tinh huéng dich da dang cua hop
chat sesquiterpene Zer4.
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40 40
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3 50 S
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Hinh 8. Mau Zer4 biéu hién hoat tinh khang phan bao & pha G2/M trén dong té bao ung thu gan Hep-G2 sau khi
U 24 gidy v6i mau thir. Cac pha chu ky té bao dwoc xac dinh sir dung phian mém phan tich scan"R Analysis
ver.2.7.2. Gia tri biéu hién 14 trung binh 3 14n l3p lai & mdi thi nghiém, * p < 0.05 so v6i mau khong xir Iy, DC (-).
Paclitaxel (Pac) 1a BC (+) cho hoat tinh khang phan bao pha G2/M.
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4. Két ludn

Trong nghién ctru nay cac giai doan chu trinh
té bao cua tung té bao riéng Ié trong quan thé té
bao duoc xac dinh st dung hé théng hién vi
huynh quang HCS Olympus scan’R (EMBL,
Heidelberg, CHLB Dirc) va trén co s¢ tham khao
quy trinh cta Vién Nghién ctru ung thu My NCI
nham ung dung trong sang loc c4c hoat chat co
hoat tinh khang phan bao va apoptosis. Cach tiép
can dya trén dinh lwong bang cach phan tich hinh
anh vé cuong do huynh quang cua nhan té bao
dugc nhuém bang thudc nhuom gan ADN Ila
DAPI hoic Hoechst va khong yéu cau ky thuat
di truyén tao marker hoic cac chi thi dic hiéu cua
chu ky té bao. Tap hop céc té bao trong mdi giai
doan chu ky té bao (G1, S, Go/M) ¢d thé dugc Xac
dinh bang cach phan ving d6i tugng phan tich
dua trén cuong dé huynh quang va mé hinh hdéa
str dung phan mém phan tich sau khi thiét 1ap cac
thong sb thich hop cho phén tich chu ky té bao
cho thay c6 thé thu duoc hinh anh dat chat lugng
phan tich. Nhu mot wng dung cu thé, hop chat
zerumbone duogc thir nghiém véi chat déi ching
paclitaxel (thuong dudi tén biét dugc Taxol sir
dung trong diéu tri nhiéu bénh ung thu trén 1am
sang) déu biéu hién hoat tinh khang phan bao ¢
pha G2/M khi cac té bao c6 xu hudng don vé pha
nay so véi dbi chang (-). Céc két qua 1a co so dé
xay dung quy trinh chuan trong sang loc cac hoat
chat rc ché ung thur in vitro trén cac dich phén tir
sinh hoc & diéu kién trong nudc.

L&i cam on

Cong trinh nghién ctru c6 sir dung trang thiét
bi tir Dy &n dau tu phong Thi nghiém trong diém
cap Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét
Nam V& thir nghiém hoat tinh sinh hoc.
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