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(57) Giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh sang loc hoat chat khang phan bao hudng dich
NF-«B trén dong té bao ung thu. Quy trinh theo giai phap hitu ich nhim sang loc hoat chit
khang phan bao huéng dich NF-kB trén dong t& bao ung thu trén co s¢ danh gia ca hinh
thai té bao, dién tich va cuong d6 phat huynh quang trén co so mién dich dic hiéu protein
va nhan té bao. Quy trinh theo giai phap htru ich cung cap mot phuong phap hiéu qua dé
sang loc cac hop chat thién nhién va (ban) tong hop c6 hoat tinh khang viém va chéng ung
thu in vitro trong nghién ciru héa-dugc va phat trién thude.



2657

Linh vie k§ thuit dé cip

Giai phép hiru ich thudc linh vuc sinh hoc phan tr tng dung trong phén tich
mién dich huynh quang. Cu thé 14 giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh sang loc
hoat chét sinh hoc khang phén bao huéng dich NF-kB trén dong té bao ung thu trén
co s& mién dich huynh quang bing cach phén tich hinh anh phét quang dic trung, trén
co s& d6 c6 thé danh gia mic do lién két sinh hoc ctia hop chét thir nghiém ddi véi té
bao dich. Quy trinh theo giai phap hitu ich cho phép sang loc cac hop chét thién
nhién, chit tbng hop va ban tdng hop c6 hoat tinh khang viém va e ché t& bao ung
thu dua trén dich NF-«xB.

Tinh trang k¥ thuit cta gidi phap hitu ich

Hién ¢6 mot s6 phuong phép phd bién trong sang loc hoat chét c6 hoat tinh sinh
hoc 13 phuong phap MTT (3-[4,5-dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) hay mot sb phuong phép tuong ty dua trén sy khur tetrazolium (vi du, MTS,
XTT) nho hoat tinh chuyén héa MTT/XTT/MTS thanh dang tinh thé formazan béi
enzym dehydrogenaza cia ty thé & cac t& bao sbng. Tuy nhién phan tir chit nay c6 thé
tuong tac voi mot sb6 co ché hoét dong khac cua té bao dan dén kha nang sai léch két
qua. Piéu nay d3 duge béo céo trude do d6i v6i cac hop chat va thudc nhu Imatinib,
rottlerin, axit ursolic, verapamil, resveratrol, genistein va mot s& polypeptit c6 anh
huéng khi thuc nghiém bing phuong phép MTT. Tuong ty khi xir Iy cac t€ bao u
nguyén bao than kinh d&&m (U251, T98G) véi temsirolimus (chat wc ché mTOR
kinase), U0126 (chét trc ché MEK 1/2 kinases) va temozolomit (alkyl h6a ADN) hay
xtr Iy dong té bao MCF-7, MCF-12A véi cac chét 3-bromopyruvat, lonidamine va 2-
deoxyglucoza cho thiy nhitng két qua sai 1&ch khi s dung phuong phap MTT déanh
gia hoat tinh gy ddc té bao (Stepanenko & Dmitrenko, 2015; Kumar et al., 2018; van
Tonder et al., 2015). D& khéc phuc nhugc diém nay, phuong phap si dung céc chét
nhudm huynh quang 1a giai phép thay thé hitu hiéu, c6 d6 chinh x4c cao va dang ngay
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cang duogc tng dung nhiéu trong danh gia tic dong cla thudc hay chit thir c6 hoat

tinh chéng ung thu trén mirc do té bao.

K§ thuat nhudém huynh quang két hop k¥ thuat ghi hinh anh t€ bao s dung kinh
hién vi huynh quang tu dong da duoc phat trién nhdm truy xuét duoc cac két qua phan
tich kiéu hinh cho cac muc dich khac nhau va c6 thé phat trién quy mé sang loc trong
khi giam thiéu duoc cac budc thuc nghiém. VAn dé& then chét ca k¥ thuat nay 1a can
t6i wu cac didu kién dbi véi mot sb chét danh déu huynh quang gan két v6i phan tir
dich ciing nhu kha ning thu nhan dugc hinh anh rd nét v6i cac bude séng kich
thich/phét xa r8 rang dé ¢6 thé thu dugc hinh anh c6 mau sic khac nhau dé co6 kha
ning phan tich bang cac phin mém hd trg phén tich. Qu4 trinh phat trién théng qua
chu trinh t& bao 12 mot trong nhitng chirc ning co ban nhét cua t& bao. Cac phuong
phéap nghién clru chu trinh t& bao cd dién thuong dua vao phan tich tap hop t& bao va
doi hoi phai c6 cac chi thi cu thé hoic st dung cic hé théng bién ddi di truyén, gay
khé khan cho viée x4c dinh giai doan chu trinh cua tung t€ bao riéng 1¢ va khong bi
tac dong. Chung t6i dua ra quy trinh phu hop dé ung dung trong cac phuong phép ghi
hinh anh c6 d6 phan giai cao, dé xac dinh giai doan chu trinh cia timg té bao bing
cach do ham lugng ADN cua ching bing kinh hién vi huynh quang. Phuong phép
nay dua trén viéc dinh luong chinh xac bang phan tich hinh anh vé& cudng do hat nhan
tich hop cua cac té bao dugc nhudom bang thubc nhuém ADN va né c6 thé duogc st

dung két hop véi thir tic dong clia cac hop chit hoa hoc dén té bao.

Trang thai va hoat dong cia chu trinh té bao thudng duge theo ddi bang cic
phuong phép dua trén tap hop nhu dong chay t€ bao (flow cytometry), khong phu hop
vé6i cac k§ thuat sinh hoc té bao c6 d6 phan giai cao cling nhu khéng cho phép theo
d6i timg t& bao theo thdi gian. Cac huéng nghién ctru hién nay da dan dén su phat
trién céc phuong phap nhim muc dich x4c dinh va theo ddi chinh xé4c giai doan cla
chu trinh té bao cta timg té bao va két hop thong tin ndy véi cac dic diém té bao khac
duoc danh gia bang hinh anh, vi du protein hodc su thay d6i hinh thai cia céc bao
quan va t& bao. Hau hét cac phuong phap nay doi héi sy danh dAu c6 chon loc céc té
bao nhéan ban (Jackson & Cook, 2008; Sterzel et al., 1985), nhudm mau cac chit danh
diu dic trung trong chu trinh t& bao cu thé (Easwaran et al., 2005), hodc biéu hién cia

c4c chi thi (reporter) cu thé clia cac giai doan trong chu ky té bao (Hesse et al. 2012).
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Mic du cic phuong phap nay da dugc chimg minh 13 hitu ich cho nghién ctru cac khia
canh chinh cua diéu hoa chu trinh t& bao va phdi hop véi céc chiic ning khac nhu
chinh stta ADN, 140 héa hodc qué trinh chét theo chuong trinh (apoptosis) (Campisi
& Adda di Fagagna, 2007; Evan & Vousden, 2001), nhung chung chi ¢6 thé tham do
cac giai doan cu thé ctia chu trinh t& bao va do d6 can thiét phai st dung nhiéu
phuong phap két hop dé nghién ctru mdt qué trinh mot cach toan dién trong toan b
chu trinh t& bao. Ngoai ra, cic phuong phip nay thudng khoé két hop véi nhau, vi
chiing doi hdi cac chit nhudm huynh quang chdng chéo hoic bd loc phire tap. Tuong
tu nhu vay, viéc st dung nhiéu chi thi rt kho khan, c6 nguy co sai sb do cac quy trinh
k¥ thuat va lua chon cai dat, va 1am giam tinh kha dung cuia cac vung khong bao tram
ctia phé c6 thé dugc sir dung @8 hién thi ddng thoi cac khoang té bao khac nhau bing
cach dua trén k¥ thudt ghi hinh anh.

Quy trinh ndy xac dinh cac giai doan chu trinh t& bao cla tig té bao riéng 18
trong tap hop té bao trén co s¢ do ham luong ADN cua ching bang kinh hién vi
huynh quang trén co s& tham khao theo quy trinh ctia Roukos et al. (2015), Vién
Nghién ctru ung thu My NCI. Cach tiép can dya trén dinh lugng bang cach phan tich
hinh anh v& cudng d6 huynh quang ctia nhin t& bao duge nhudm bang thubc nhudm
gén ADN 1a DAPI va Hoechst, va khéng yéu cau k¥ thuat di truyén tao chét danh dau
hodc cac chi thi didc hiéu cua chu ky t€ bao. Quy trinh mo ta chi tiét viec dua té bao
1én giéng va cb dinh va nhudm cac giéng bang DAPI hoic Hoechst. Tap hop cac té
bao trong mdi giai doan chu k¥ té bao (Gi, S, G2/M) c6 thé duge xdc dinh bing cach
ap dung cac ngudng trén cuong do DAPI, Hoechst tich hop hodc bing cach mo hinh

héa biéu dd duoc xuét bing phdn mém phan tich chu ky té bao cna hé thdng.

Déanh gia trang thai chu trinh t& bao clia cac té bao riéng 1é 1 co s& dé danh gia
bién ddi ctia chu trinh t& bao dap ung lai c4c tin hiéu ndi va ngoai bao. Vi dy, danh gia
sd lwong t& bao trong chu trinh va ti 18 té bao trong céc giai doan phan bao cung cap
cac chi sb quan trong vé su phét tridn clia t& bao va tinh trang phét trién khéi u
(Hanahan & Weinberg, 2011; Jackson & Cook, 2008). Hon nira, nhiéu chirc nang co
ban cua té bao, nhu tai ban ADN, phéan ly nhiém séc thé hay stra chita ADN, xay ra
hoiic dugc diéu chinh theo cach thiic cu thé trong chu trinh t& bao. Trong bén thap ky
qua, k¥ thuat trich ly té bao theo dong chay (flow cytometry) két hop vé&i phuong
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phép phén tich da théng s6 da dugc sit dung nhu mét cong cu vang dé phén tich chu
ky t& bao nhd vu diém cho két qua nhanh chéng va chinh xac dé danh gia trang thai
chu trinh ctia cac t& bao riéng 16 gitip ching ta hiéu dugc cac tic dong cta chu trinh té
bao. Phuong phéap nay dua trén nguyén ly céac té bao duoc dan nhan boi mot chat
nhuém ADN huynh quang gitp xac dinh chinh xac ham lugng phén tir nay. Cac thiét
bi quét laze té bio phat trién manh mé vao giita nhitng nam 1990 d3 cai tién d6 phan
giai hon nhiéu so v6i phuong phap dong chay va cho phép cc nghién ctru phén tich
da thong sé v& muc bdi thé ADN tién hanh két hop véi di truyén hoc té bao va da
duoc dung rong rii trong chin doan bénh hoc té bao (Darzynkiewicz et al., 2004;
Pozarowski et al., 2013). Mdc du c6 cac thé manh dugc chimg minh, nhung céc
phuong phap nay doi hoi phai c6 may méc chuyén dung va bi han ché vé& kha ning
két hop trang thai chu trinh t& bao ciia cac t& bao riéng 18 v6i cac dic diém hinh théi

dudi té bao chi phat hién dugc bang phuong phép hinh anh ¢6 d6 phén giai cao.

Trong quy trinh gidi thiéu & day, cac t& bao duge nhudm bang thubc nhudm gén
ADN 13 bisbenzimit (Hoechst). Céac hinh anh thu dugc duge dinh lugng bing phén
tich hinh anh tu dong dé tinh cudng d6 nhéan tich hop cia ting té bao dé thu duoc
biéu dd ham lugng ADN. Tuy nhién, quy trinh c6 thé duoc didu chinh phi hop véi
bt ki thubc nhudm gin ADN khic dé dinh lugng ADN, nhu thudc nhuém DAPI
hoic DRAQS5. Nhiéu chit nhudm c6 kha ning thdm thdu qua t& bao thi khong can
budc ban thAm. Hon nita, mot s6 chat nhudm coé kha ning twong thich véi céc té bao
séng nhu DRAQS, cho thdy cac thudc nhuém nay pht hop dé st dung trong céc
phuong phap thi nghiém véi t& bao sdng (Martin et al. 2005). Tuy nhién, khi U thoi
gian dai v6i DRAQS5 d4 dugc chimg minh 1a ¢6 4nh hudng dén tién trién cua chu trinh
té bao va can thiép vao mdt s qua trinh lién quan dén nhiém séc thé, do d6 thubc
nhudm nay chi nén st dung cho céc thi nghiém té bao sbéng va trong thoi gian ngén
(Mari et al., 2010). Quy trinh chuén theo k¥ thuat sang loc ndi ham cao dugc xay
dung dbi v6i dong té bao ung thu gan Hep-G2 va c6 thé ap dung d6i véi cac dong té
bao té bao khac nhu MCF-7, Jurkat, HeLa tiy theo muc dich sang loc va biéu hién
hoat tinh ctia thuc hay chét thir.

Mot sb phuong phép khéc cling dua trén hinh anh dé danh gia trang thai chu
trinh t& bao cua timg té bao riéng 1& bao gbm ghi nhén qu4 trinh chuyén hoa & té bao
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pha S (Diermeier-Daucher 2009), phuwong phap nhudm cac dich dic higu cua chu
trinh t€ bao nhu xyclin A, khang nguyén nhén t€ bao ting sinh (PCNA) hay Cdtl
(Essers et al. 2005; Roukos et al. 2011), hodc k¥ thuit li€én quan dén san sinh mot sb
hé théng t& bao biéu hién én dinh nhu cac chi thi khac nhau cho timg pha trong chu
trinh té bao (Hesse et al., 2012). Tuy nhién, khac véi quy trinh dugc dua ra & day, cac
phuong phép nay chi cé thé tham do riéng ting giai doan hay pha cu thé cta chu trinh
té bao. LAy vi du, danh ddu mién dich gin véi céc tién ADN d4 bién d6i nhu str dung
5-bromo-2'-deoxyuridine  (BrdU),  5-chloro-2'-deoxyuridine ~ (CldU)  hodc
iododeoxyuridine (IdU), hay phuong phap phat hién qua lién két 5-ethynyl-2'-
deoxyurine qua phan ing Click ma khong can budc cb dinh hodc bién tinh (Cappella
et al., 2008; Diermeier-Daucher et al., 2009; Yokochi & Gilbert, 2007), thi déu chi
cho phép phat hién chinh x4c cac t€ bao & pha S. Tuong ty, c6 thé theo d&i chu trinh
té bao bing phuong phap huynh quang mién dich véi cyclin A ho#c protein geminin
ctia chu trinh té bao, trong khi d6 mién dich huynh quang cta yéu t6 kiém soat Cdtl
c6 thé duge st dung dé danh dau cac té bao trong pha Gi (McGarry & Kirschner,
1998; Nishitani et al.,, 2001; Pines & Hunter et al., 1990; Stathopoulou et al., 2012).
Chi thi chu trinh t& bao & cac pha S, G2 va M c6 thé duge tich hop véi cac tin hiéu
huynh quang dic trung (marker) duoc tao ra tir cac dong t& bao dn dinh hodc dong vat
chuyén gen. Hé théng huynh quang chi thi ubiquitin trong chu trinh trinh té bao
(FUCCI) duogc st dung rong rdi, dua trén sy biéu hién dao dong cuia Cdtl va geminin
trong chu trinh té bao dugc gén nhin bing cic protein huynh quang khac nhau, danh
dAu té bao trong cac pha Gi hodc S, G2/M, tuong tng, su phéan chia t& bao c6 thé phat
hién theo nhiing thay ddi v& hinh thai t& bao hay trong qud trinh phan ving cula
protein anillin (Hesse et al., 2012; Ridenour et al, 2012). Tuy nhién, khong cé
phuong phap nhuém mién dich hay thir nghiém reporter du dé xac dinh c4c giai doan
(pha) chu trinh té bao cua tt ca timg té bao riéng 1é trong mdt tap hop va do do6 can
phai sir dung két hop cac cong cu nay. Day la vén d& phic tap vé mit k§ thuat va doi
hoi phai st dung nhidu kénh loc phd khac nhau, lam giam kha ndng hién thi dong thoi
cac dic tinh cua t€ bao (Roukos et al., 2015). Nguoc lai, phuong phap dugc dua ra &
day chi st dung mot chit nhudm huynh quang véi gia thanh thip va théng dung nhu
DAPI hosc Hoechst d& dinh lugng ham lugng ADN nhén té bao bang phuorng phép
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ghi va phén tich hinh &nh, tir d6 cho phép xac dinh chu trinh t€ bao cua timg té bao
trong tap hop cling nhu cé thé két hop véi cac phuong phép sinh hoc té bao khac nhu
mién dich huynh quang, k¥ thuat FISH hodc ghi anh t& bao thoi gian thuc.

NF-xB (Nuclear factor-kappa B) luc diu dugc xem nhu 13 yéu t6 nhén (yéu t6
phién m3) cua riéng té bao B (t€ bao lympho B c6 chiic nang san xuét khang thé lién
két tac nhan gay bénh), sau nay chiing khong chi duoc tim thiy trong t& bao B ma con
trong rat nhidu loai t& bao khac nhau. Hién nay da c6 5 thanh vién ctia ho NF-«B dugc
xac dinh: p105/p50 (nfkb1), p100/p52 (nfkb2), p65 (Reld), RelB va c-Rel.

Yéu t6 nhan kappa B, NF-xB, 12 mot yéu t6 sao mi thiét yéu kiém soat qua trinh
biéu hién gen ma héa clia cac cytokin tién viém trong qu4 trinh sinh ly bénh viém va
ung thu. Khi té bio & trang thai nghi, NF-kB tdn tai trong bao twong & dang tuong tac
khong ddng hoéa tri véi céc protein IkB (IkB-o, IkB-B, IkB-y, IkB-¢, Bel-3, p100 va
p105). T4t ca c4c IxB nay déu chira cac doan lap lai 13 ankyrin. Cac ankyrin ndy diéu
hoa qua trinh gén két gitta IxB - NF-kB va tuong tac v6i mét ving trén RHD cua NF-
kB do d6 che mét phdn NLS (nuclear localization sequence) nén phén tir NF-kB
khong thé di chuyén tir bao tuong vio nhan dugc. Nhing tic nhén hoat héa NF-«kB
gy nén qua trinh phosphoryl hoéa cac IxB. Két qua 13 IxB bi giang hoa bdi qua trinh
thity phan protein hogc bi phan hity do céc proteasom hay cac proteaza khac. Khi d6
cac NF-«xB s& duoc giai phong, di vao nhan t€ bao va kich hoat qua trinh sao ma tai
day. Su kich hoat sai léch tin hiéu NF-«B c6 lién quan dén cac bénh viém nhu viém
khép dang thip va hen suyén va mot s& bénh chuyén hoa. Mit khac, khi viém khong
lanh d& chuyén sang giai doan viém man tinh va nhiéu nghién ctru da ching minh c6
mbi lién hé giita viém man tinh va nguy co ung thu cao thong qua yéu t6 NF-kB. Lién
quan t6i bénh ung thu, NF-kB ¢4 vai tro 1a yéu t6 didu hoa biéu hién ctia nhimg gen
kiém soat su ting sinh va sdng sét clia té bao. Nhu véy, nhiéu loai khéi u khac nhau
ctia con nguoi do su kiém soat sai NF-xB: NF-kB hoat dong gitip biéu hién cia céc
gen giit cho t& bao ting sinh va bao vé t& bao khoi cac diéu kién kich tmg qué trinh
chét theo chuong trinh apoptosis. Trong ung thu, cic protein kiém soat tin hiéu NF-
«B bi dot bién hozc bidu hién bit thudng din dén sy phéi hop khong hoan thién giita
c4c t& bao 4c tinh va phin con lai cta co thé sinh vat. Diéu nay din t6i viéc hé théng

mién dich loai bé khong hiéu qua khéi u va nhimg t& bao ung thu 4c tinh. Trong TB
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khdi u, NF-xB hoat dong (vi du, trong 41% ung thu biéu md vom hong) do dot bién
gen m3 héa cac yéu t6 phién ma NF-kB hodc trong céc gen kiém soat hoat dong NF-
kB (nhu gen IxB Uc ché yéu t6 NF-kB); ngoai ra, mot s t& bao khéi u tiét ra cac yéu
t6 dAn t6i NF-«B trd nén hoat dong. Viée e ché yéu t6 NF-kB c6 thé 1am cho céc té
bao khéi u ngimg ting sinh, chét hogc tré nén nhay cam hon véi tic dung clia nhing
tac nhan chéng khéi u. Vi vay, NF-xB dugc coi 1a mét dich cua liéu phap khéng viém

va ung thu.

Do vay, viéc phat trién duoc k¥ thuat dua trén k¥ phén tich hinh anh mién dich
huynh quang véi dich NF-kB ¢6 kha nang danh gia duge qua trinh di chuyén ctia NF-
kB vao nhan hay tc ché qua trinh nay thong qua cam {mg kich hoat IxB tng dung
trong sang loc cac hop chét khang viém va ung thu 12 mot hudng cho phép giam bat
duoc nhiéu k¥ thuit sang loc trén quy md t& bao, cho phép dénh gi4 va dua ra duoc
c4c hoat chit tiém ning dé 13m co s& phat trién thudc diéu tri bénh viém va bénh ung

thu.

Ban chit ky thuit clia giai phap hitu ich

Giai phap hitu ich nhdm giai quyét cac van dé néu trén, cu thé 1a giai phap hitu
ich d& cap dén quy trinh sang loc hoat chét khang phan bao huéng dich NF-«B trén
dong t& bao ung thu, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:

a) hoat hoa dong té bao ung thu bang cach nudi céy dong té bao ung thu & 37°C,
5% CO; trong mdi truong bd sung khéng sinh penicillin 100 U/mL, streptomycin 100
ug/mL va tir 5-10% huyét thanh thai bo (thé tich/thé tich) dén khi phét trien dat trén
70%, rira thu t& bao bang dung dich dém PBS 0,1M b sung tripsin EDTA 0,05%, sau
khi ly tam, chuén d6 dén khoang 3x10° té bao/mL thu dich té€ bao hoat héa;

b) xac dinh khoang ndng d6 thir nghiém ctia hoat chét thir nghiém bang cach
chuyén khoang 500uL dich t€ bao hoat hoa vao cac vi giéng trén dia nuodi céy, tiép d6
nudi cdy té bao ung thu trong 24 gid trong diéu kién bd sung hoat chat thit nghiém v6i
dai ndng d6 tir 1-100 pg/mL trong dimethyl sulfoxit (DMSO 100%) va d6i chimg 1a
palitaxel hodc elliptixin, sau khi nudi cly 24 gio, tién hanh do méat 6 quang dé xac
dinh gi4 tri ICso ma tai d6 hoat chat thir nghiém tre ché 50% sy téng sinh té bao so véi

d6i chimg;
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¢) xit Iy va cb dinh té bao bing cach bd sung 500uL dich té bao hoat héa vao vi
giéng c6 bd sung hoat chét thir nghiém c6 ndng @ pha lodng nho hon ndng d6 ICso
trong khoang thoi gian tir 24 dén 48 gid, sau khi bd sung vao mdi giéng 100uL
paraformaldehyt 8% (thé tich/thé tich) va u trong khoang tlr 10-12 phut, sau d6 mbi
giéng duge bd sung 100uL Triton X100 ndng do tir 0,1 dén 0, 3% trong PBS va u
trong khoang 5 dén 10 phut dé cb dinh té bao;

d) nhuém huynh quang va gén khang thé bang cach bd sung 100uL thubc nhudm
bisbenzimit hodc khoang tixr 300 dén 500 nM thudc nhudm 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) va 1 trong 25 pht, tiép d6 bd sung vao mdi giéng 10uL stra bot
tach béo 5% trong dém PBS 0,1M, pH=7,8 trong 20 phat o1 1 v6i mot luong tuong
ting khang thé khang p65 NF-xB géan huynh quang; va

e) danh gia kha nang khang phan bao béng cach thu nhén hinh anh huynh quang
t& bao trén kinh hién vi quang hoc véi mtic phong dai x20 hogc x40 v6i do phéan giai
hinh anh & cic muc > 4,0 megapixel, tbc 6 quét > 100 hinh/gidy, thoi gian phoi sang
200ms, mdi 1an quét va xu 1y it nhét 9-16 vi tri/giéng, véi cac bude song kich thich
1an Iuot 1a A=488nm (GPF) va A=405nm (DAPI) tuong mg v6i hinh anh lién két
protein t& bao va nhén, trén co so so sanh cudng do va mat d§ quang theo hinh dnh
tuong Umg véi budc song phéat huynh quang, dua ra két luan vé kha ning khéng phan
bao hudng dich NF-xB dbi voi cac giai doan phat trién cta té bao cta hoat chat thir

nghiém.

Theo mot phuong 4n uu tién, trong d6 hoat chit khang phan bao cin sang loc o
biéu hién tc ché su phat trién cua t& bao trén 85% trong khoang ndng do tir 5 dén
100pg/mL ddi véi dang cén chiét c4c hoat chét thién nhién hodc tir 1 dén 50pg/mL
d6i v6i dang hop cht tdng hop hojc ban téng hop tinh khiét.

Theo mot phuong 4n wu tién, trong do6 thubc nhudm 13 bisbenzimit véi ndng d6
350nM va hinh anh huynh quang dugc thu nhén véi bude song A= 488nm dé x4c dinh
protein li€n két mang té bao.

Theo mdt phuong 4n wu tién, trong d6 thudc nhudm 1a 4',6-diamidino-2-
phenylindole v6&i ndng d6 350nM va hinh anh huynh quang dugc thu nhén vai bude
séng kich thich A=405nm dé x4c dinh protein lién két nhan té bao.
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Theo mdt phuong 4n wu tién, trong d6 viéc danh gid hinh thai, dién tich phat
huynh quang va cudng d6 phat huynh quang trung binh duoc thyc hién cho it nhét 13
1000 t€ bao.

Theo mot phuong an uu tién, trong d6 dong t& bao ung thu duge chon tir nhém

bao gdm dong t€ bao ung thu gan, t& bao ung thu méu va t& bao ung thu ¢d tir cung.

Theo mét phuong 4n wu tién, trong 6 khang thé khang p65 NF-kB dugc gén
huynh quang GFP véi budc séng phat quang =488 nm kich thich chuyén vi boi
lipopolysaccharit (LPS) hoéc interleukin-1 (IL-1) v6i noéng do t51 thidu 10 ng/mL
trong 1 gio.

Theo mot phuwong 4n wu tién, trong d6 khang thé khang p65 NF-kB con dugc
gén huynh quang FITC d& thu hinh anh phét huynh quang véi budc séng phat xa
A=518 nm.

Mo ta vin tat cac hinh vé

Hinh 1 13 anh chup véi d0 phong dai 20x trén thiét bi hién vi huynh quang
Olympus scan’R d6i v6i tin hiéu protein huynh quang (A) hinh anh huynh quang gin
v6i tiéu don vi NF-«B p65 (GFP-p65), (B) anh chyp tin higu huynh quang ADN nhan
t& bao (DAPI) va (C) 12 hinh anh chdng hinh anh huynh quang.

Hinh 2 13 anh chup thé hién thong sd xac dinh vién va kich thuéc hinh anh cua
d6i tugng phén tich nhim xéc dinh dién tich huynh quang thong qua viéc xu ly béing
phin mém Olympus scan"R Analysis ver.2.7.2.

Hinh 3 13 hinh anh thé hién méc d§ anh hudéng clia ndng do bisbenzimit
(Hoechst 33342) t6i tin hi¢u huynh quang va chit luong hinh anh trén dong t€ bao
ung thu vt MCF-7 (2,4 x 10 té bao/giéng), t& bao dugc nhudm bisbenzimit sau 24
gi® va ghi hinh anh & VK x20, thoi gian phoi sang 200 ms.

Hinh 4 12 biéu db phan tich thé hién phan ving té bao sbng-chét théng qua mdi
trong quan gifta hinh dang - kich thugc cua 6 mAu hoat chit chiét tir sinh vét bién can
phén tich. Té bao Hep-G2 dugc 1 véi céc mau thir (25+50 pM) trong 24 gi¢ voi
bisbenzimit (Hoechst 33342), thu hinh anh & kénh DAPI, VK x20 va phén tich béng

phin mém scan’R Analysis.
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Hinh 5 13 biéu d4 phan tich thé hién t& bao ung thu gan Hep-G2 sau 24 gid 0 voi
chit thir & ky trung gian (cac pha Gi, S va G) va phan tich dinh luong. Té bao thé da
boi dugc xac dinh qua tdng cudng do tin hiéu bisbenzimide (Hoechst 33342) cao nhit.

Hinh 6 13 anh chup phén tich hinh anh t& bao sau khi xi 1y v6i mAu thir cho thiy
hau hét nhan t& bao c6 hinh dang ddng nhat khi quan sat qua tin hiéu huynh quang
Hoechst 33342 (A). Hinh anh nhan t& bao dang trong giai doan phan chia (mitosis)
cho thiy tin hiéu huynh quang cao, hinh dang nho va dai (B). Té bao trong giai doan
chét bdi qua trinh apoptosis ¢6 nhan hinh dang khéng ddng nhét (C).

Hinh 7 13 dd thi thé hién mdi twong quan giita dién tich ving bién va cudng do
huynh quang cta té bao Hep-G2 trén kénh DAPI/Cy3 bdi phan mém scan"R Analysis
ver.2.7.2.

Hinh 8 14 db thi thé hién hoat tinh tc ché ting sinh t& bao bang phuong phap
MTT céc mAu tiém ning trén dong t& bao ung thu gan (Hep-G2) va ung thu cb tir
cung (HeLa). |

Hinh 9 13 hinh anh nhén t& bao trén kénh DAPI cho thay ving “cloud” méau xanh
luc 13 viing cac té bao voi cudng dd tin hiéu thp (t& bao & pha Gi) (A) va ving mau
xanh sAm thé hién ving véi cudng d6 manh 13 cac té bao & pha Go/M (B).

Hinh 10 thé hién vi du danh gid mAu ky hiéu Zer4 (11,5 pg/mL) biéu hién hoat
tinh khang phan bao & pha Go/M trén dong t€ bao ung thu ¢ tir cung HeLa sau khi
48 git v6i mAu thir sir dung phan mém phan tich scan"R Analysis ver.2.7.2.

Hinh 11 1a thong sb x4c dinh dudng vién ddi véi dbi tuong phan tich chinh Main
Object (kénh DAPI) va phin Sub-Object (twong tng ving té bao chit “Cytol”, kénh
GFP).

Hinh 12 1a m6 hinh dinh luong chuyén vi NF-xB tir t€ bao chat (Cyto) vao nhan
(Nuc) va phén tich hinh anh thuc trén phdn mém Olympus scan"R Analysis ver.2.7.2.
Té bao HeLa kich hoat NF-kB bai IL-1 10 ng/mL trong 1 gio.

Hinh 13 vi du d4nh gia hoat tinh @c ché chuyén vi yéu t5 kappa B (NF-«B) ctia
t& bao ung thu c¢b tir cung HeLa qua phén tich tiéu don vi NF-xB p65 gin protein
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huynh quang xanh GFP, kich thich & A=488 nm. Nhan duogc xac dinh ddng thoi véi
nhuém DAPI, kich thich & A=405 nm.

MO ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau ddy, giai phéap hitu ich dugc mod ta chi tiét véi cac phuong an thuc hién cu
thé, tuy nhién cac phwong 4n nay chi nhim muc dich minh hoa ban chét ctia giai phap
hiru ich chtr khéng nhim muc dich gidi han pham vi yéu cau bao hd clia giai phap
hitu ich.

Thuat ngit "chat tha" hodc “hoat chét thir nghiém” chi cac hop chét thién nhién
hodic chit tdng hop, ban tdng hop da duoc chiét tach va tinh sach dugce sir dung nhim
danh gia, sang loc hoat tinh sinh hoc, cu thé 1 kha ning tuwong tac ctia hop chét nay
dbi v6i té bao, thu thé hodc cac yéu td mé, protein c6 ngudn gdc tir t& bao khac. Chat
thir vu tién duogc st dung la cac hop chét du kién hodc c6 tiém ning sinh hoc can X4c
dinh kha ning tuong tac sinh hoc véi dich phan tu, t6t nhét da duoc xac dinh dbi véi
kha ning trc ché su séng s6t cia té bao dich & mirc khoang 50%, t6t hon 13 trén 85%.

Theo giai phap hitu ich, thuit ngtt "dich phan t&" chi phan ti sinh hoc bao gdm
cac bao quan c6 vai tro trong cac hoat dong sdng cta té bao (ty thé, yéu t6 nhan) hay
céc qua trinh chirc nang ctia té bao (chu ky té bao, qua trinh chét theo chuong trinh).

Céc chat phat huynh quang duoc sir dung theo giai phap hitu ich 1a cac chit c6
kha niang nhudém ADN nhén té bao nhim danh gi4 twong quan vé sb lugng té bao va
c4c dbi twong phan tich hoic 12 d6i twong chinh trong phén tich hoat tinh khang phan
bao. Nhudm lién két ADN c6 thé st dung propidium iot (PI), 7-aminoactinomycin-D
(7-AAD), bisbenzimit (Hoechst 33342), TO-PRO-3, 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) va anthraquinon (DRAQS5™, DRAQ7™). Theo giai phap hitu ich, d6i voi cac
dich phéan tr uvu tién st dung DAPI hodc Hoechst 33342. DAPI va Hoechst déu duoc
kich thich boi ngudn sang xenon, 4nh sang hd quang thily ngan hoic tia UV tai A =
360 nm va phat xa huynh quang mau xanh lam & vung 460 nm. Do c6 su khéc biét
gitta hai loai thuéc nhudm nay 13 Hoechst c6 nhém etyl bd sung nén chiing wa lipit
hon va do d6 d& dang qua mang té bao séng hon DAPI nén nhuém ADN dé dang hon.
DAPI it thdm thiu mang t& bao hon Hoechst va phai duoc st dung & ndng d6 cao hon

(thudng 14 10 pg/mL) nén thich hop ¢ nhudém té bao song.
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“Hoat tinh cam tmg chét theo chuong trinh cia té bao” chi kha ning ctia thude
hay mot chit thir tai ndng d6 thir nghiém cam tmg 1am ting sb lugng t€ bao & giai
doan apoptosis ting so véi mau dbi chig (khong xtr 1y) phat hién bang thudc nhudém
huynh quang dic hiéu va phan tich hinh anh dic trung cta té bao chét theo chuong
trinh. Dé x4c dinh t& bao chét theo chuong trinh, mét chét danh diu huynh quang
anexin V-FITC ma c6 kha ning lién két v6i phospholipit khi ¢6 xtc tic clia canxi ma
khéng cin c¢b dinh t& bao duoc sir dung dé xac dinh su thay dbi vé hinh thai t& bao do
mét tinh khong dbi xtmg ctia phospholipit trong giai doan sém ctia qua trinh chét theo
chuong trinh coa té bao. Trong céc té bao séng, phosphatidylserine dugc van chuyén
vao bén trong cua 16p lipit kép nho enzym aminophospholipit translocaza phu thudc
Mg-ATP. Tai thoi diém khéi ddu qua trinh chét theo chuong trinh, phosphatidylserin
thuong thdy & phan bén trong ctia mang plasma s& dugc chuyén qua phan bén ngoai
cia mang. Phosphatidylserin s& lién két annexin V-FITC véi sy ¢6 mit cua canxi.
Anexin V-FITC dugc phat hién dudi dang huynh quang xanh va PI dugc phat hién
dudi dang huynh quang mau d6. Cac té bao dang & gia doan sém clia qua trinh chét
theo chuong trinh s& chi bit mau ciia Annexin V-FITC. Cac té bao con séng s& khong
b4t mau ca Annexin V-FITC va dung dich PL. Céc t& bao da chét s& bt mau ca hai.
Té& bao chét theo chuong trinh duoc tinh qua ty 1é cudng d6 huynh quang FITC va
Cy3.

Céc hoa chét, t& bao ung thu c6 thé sir dung theo giai phép hitu ich 14 cac té bao,
héa chét c6 thé thu dugc trén thi trudng va c6 thé mua dugc tir cac nha cung cip. Céc
dong té bao ung thu duge sir dung dé danh gia kha niang huéng dich ctia hoat chét thir
nghiém c6 thé dugc phén lap tir bénh nhan, nudi cly theo quy trinh chuén d3 biét
trong linh vuc k¥ thuat nay.

Giai phéap hitu ich dé cap dén quy trinh sang loc hoat chét khang phan bao huéng
dich NF-kB trén dong t& bao ung thu, trong d6 quy trinh nay bao gbm céac budc: a)
hoat héa dong té bao ung thu; b) xac dinh khoang ndng do thir nghiém cta hoat chit;
¢) xr Iy va cb dinh té bao; d) nhuém huynh quang va gn khang thé; va e) danh gi4
kha nang khéng phan bao.
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Trong budc hoat héa dong té bao ung thu, dong té bao ung thu thir nghiém duge
stt dung c6 thé duoc phan 1ap tir mau sinh thiét t& bao ung thu ho#ic sit dung dong té
bao thuong mai dugc phén lap va nubi ciy dé thir nghiém. Theo cdc phuong an wu
tién, dong té bao ung thu dugc chon tir nhém bao gbm dong té bao ung thu gan, té
bao ung thu mau va té bao ung thu c¢b tr cung. Theo cac phuong 4n wu tién cu thé,
dong t& bao ung thu duge Iya chon 12 dong t& bao ung thu gan, vi du té bao ung thu
gan Hep-G2, té bao ung thu mau, vi dy té bao ung thu mau Jukat, té bao ung thur co tir

cung, vi du té bao ung thu cb tir cung HeLa duoc phan 14p.

Dong t& bao ung thu dugc nudi cly & 37°C, 5% CO2 trong mdi trudong bd sung
khang sinh penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 pg/mL va tir 5-10% huyét thanh
thai bo (thé tich/thé tich). Qua trinh nudi dugc thuc hién chodén khi t& bao phat trién
dat trén 70%. Sau d6, rira thu t& bao bang dung dich dém PBS 0,1M bd sung tripsin
EDTA 0,05% d& thu dich. Cubi cing ly tm va chudn d6 bing dung dich d&m PBS
dén khoang 3x10° té bao/mL thu dich t& bao hoat hoa. Dich té bao hoat héa ndy duogc
stt dung dé nudi cdy dé lam dich th nghiém dé xac dinh kha ning huéng dich cua
hop chét thir nghiém. Viéc chuén héa ndng d6 t& bao gitp dinh luong té bao trong qué
trinh nudi mét cach chinh xac d& c6 thé thu dugce hinh anh cho timg t€ bao mot cach
0 nét.

Trong budc xac dinh khoang ndng d6 thir nghiém cta hoat chét thir nghiém, tién
hanh bing cach chuyén khoang 500uL dich té bao hoat héa & trén vao céc vi giéng
trén dia nuéi cdy. Cac dia nubi cdy thudng st dung 1 dia 96 giéng, qua trinh nudi cy
té bao ung thu trong mdi giéng trong khoang 24 gid trong didu kién bd sung hoat chét

thtt nghiém v&i dai ndng do tir 1-100 pg/mL trong dimethyl sulfoxit (DMSO 100%).

Kha ning giy chét t& bao clia hop cht thir nghiém 13 mét yéu t6 quyét dinh dén
viéc tién hanh nghién ctru tuong tic, van chuyén, x4m nhap cua hoat chét vao té bao
cling nhu x4c dinh co ché gy chét & bao. Theo cach khéc, dé thir nghiém thi hop
chit @6 c6 bidu hién gy chét ot nhat 13 trén 85% té bao trong khoang ndng do tr 1
dén 100pg/mL. Hoat tinh gay chét t& bao & hop chét thir nghiém c6 biéu hién e ché
su phét trién ciia té bao trén 85% trong khoang ndng d6 tir 5 dén 100ug/mL d6i véi
dang can chiét c4c hoat chit thién nhién hozc tir 1 dén 50pug/mL dbi véi dang hop chét
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tdng hop hodc ban téng hop tinh khiét. Ellipticine ho#c paclitaxel (Taxol) trong
dimethy! sulfoxit (DMSO) véi ndng d tuong mg dugc ding lam chét dbi ching
duong. San pham chuyén hoéa dang tinh thé formazan duogc hoa tan trong DMSO va

do méat d6 quang & A = 540/720 nm.

Kha ning tc ché sy ting sinh té bao ung thu & ndng d6 nhét dinh cta chét thir

tinh theo % so v6i d6i chimg theo cong thic:
Ty 18 trc ché t& bao (%) = [1-(OD{méu/OD{dsi chimg (-))] X 100%

“Gia tri ICs0” (ng/mL hodc pM) hay “ICzs”, “IC75” 1a ndng d6 ctia mau thir ma
tai d6 tre ché 1an luot 50, 25 hay 75 % sy sdng s6t ctia té bao. Theo quy trinh cua giai
phap hitu ich cac mau dugc sang loc trude phai e ché > 50 % su sbng s6t clia té bao
va céc gia tri ICas, ICso va IC7s duge xac dinh, vi du béng cach sur dung phf?ln mém
TableCurve AISN (Jandel Scientific, San Rafiel, CA). Gia tri ICso, ma tai d6 hoat chét
thir nghiém trc ché 50% su ting sinh t& bao so v&i dbi chimg duge st dung 1am gia tri
ngudng thir nghiém. Kha ning gay chét té bao & ndng d6 16n hon v& ban chét khong
c6 nhiéu y nghia trong viéc sang loc cac hop chét c6 thé phat trién lam dugc phém,
nguoc lai, néu ndng d6 thip hon, kha ning gy doc cta hoat chit qua manh, khi d6
kho6 danh gia dugc kha nang c ché té bao thong qua viée nudi cdy va phat hién dya

trén hinh anh huynh quang.

Trong budc xir Iy va ¢ dinh té bao, day 1a budc quyét dinh dén chit luong hinh
anh huynh quang thu duoc. Trong budc nay, tién hanh bd sung 500uL dich té bao
hoat héa vao vi giéng c¢6 bd sung hoat chét thir nghiém c6 ndng d6 pha lofing nh6 hon
ndng d6 ICso trong khoang thoi gian tir 24 dén 48 gid. Moi trudng nudi cly duoc str
dung 1a moi truong chuén theo huéng dan clia nha cung cAp hodc mdi trudong nudi cay
t& bao dong vat thong dung, vi dy, méi truong DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium, high glucose; Sigma, USA) co bd sung khing sinh (penicillin +
streptomycin sulfate) va FBS 10 %. D& ¢b dinh duoc té bao, tranh viée bong troc, tién
hanh b sung vao mdi giéng 100pL paraformaldehyt 8% (thé tich/thé tich). Theo ty 18
nay, ndng d6 cudi dat 4% va u trong khoang tir 10-12 phut. Tiép d6, mbi giéng dugc
bd sung 100uL Triton X100 ndng do tir 0,1 dén 0, 3% trong PBS va u trong khoang 5
dén 10 phut dé cb dinh té bao.
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Trong budc nhudm huynh quang va gén khang thé, tién hanh b6 sung 100uL
thudc nhudm bisbenzimit hodc khoang tr 300 dén 500 nM thubéc nhudm 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI). Theo mét phuong 4n uu tién, thuc nhudm duge

stt dung 14 bisbenzimit v6i ndng d6 350nM.

Theo mdt phuong an uu tién, trong do thudc nhuém huynh quang 13 4',6-
diamidino-2-phenylindole v&i ndng d6 350nM. Theo mdt phuong &n wu tién nira,
thudc nhuém huynh quang duoc sir dung 1An luot 12 bisbenzimit véi ndng d§ 350nM
va 4' 6-diamidino-2-phenylindole véi ndng d6 350nM va ngugc lai. Noéng d6 va loai
thudc nhudm anh hudng 16n dén chit luong hinh anh huynh quang thu dugc. Cac tic
gi4 d4 tdi uu va nhan thiy ring, v6i ndng do néu trén, cht lugng hinh anh thu dugce 1a
rd nét, c6 kha ning st dung dugc dé danh gia sang loc hoat chit huéng dich NF-xB

trén té bao ung thu.

Sau khi bd sung thudc nhudm huynh quang, G trong 25 phut va bd sung vao mdi
giéng 10uL sita bot tach béo 5% trong dém PBS 0,1M, pH=7,8 trong 20 phut rdi U
véi mot luong tuong ing khang thé khang p65 NF-kB gan huynh quang.

Khang thé khang p65 NF-«xB gén huynh quang cho phép dinh dugc kha ning
gén két huéng dich cua khang thé ddi voi p65 NF-xB, cac khang thé nay duoc gin
huynh quang c6 kha nang phat quang khi chiéu anh sang kich thich véi buge séng xac
dinh. C4c chit huynh quang nay can c6 budc song khac véi bude séng phat xa a6i véi

thu6c nhudm néu trén.

Theo mdt phuong 4n uwu tién, trong d6 khang thé khang p65 NF-xB duoc gén
huynh quang GFP véi bude song phat quang A=488 nm kich thich chuyén vi béi
lipopolysaccharit (LPS) hodc interleukin-1 (IL-1) voi ndng d6 tdi thidu 10 ng/mL
trong 1 gio.

Theo mot phuong an wu tién, trong d6 khang thé khang p65 NF-kB con dugc
gan huynh quang FITC dé thu hinh anh phat huynh quang véi budc séng phat xa
A=518 nm.

Nhu vy, dbi v6i thudc nhuém bisbenzimit, sau khi nhudém s& cho hinh anh
huynh quang dugc thu nhén véi bude séng A= 488nm, trén co s& d6 c6 thé xéac dinh

duoc protein lién két mang té bao. Thubc nhudm 13 4',6-diamidino-2-phenylindole c6
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hinh 4nh huynh quang thu nhin véi bude soéng kich thich A=405nm dé xac dinh

protein lién két nhan té bao.

Nhu vay, tiy theo muc dich, c6 thé xac dinh duoc vi tri cta ting hinh anh huynh
quang trén céc giéng. Khi chiéu anh sang kich thich véi cac buge séng khac nhau vao
céc giéng s& thu dugc cac hinh anh huynh quang khac nhau. Trén co s6 céc hinh anh
nay, dua vao dién tich va vi tri ¢6 thé xac dinh duoc hinh thai té bao, cac duong vién
nhan va vi tri gin két nhan, vi tri gén két mang cua hop chét thir nghiém db6i véi té

bao ung thu thong qua khang thé khang p65 NF-«B.

Trong budc danh gia kha ning khang phén bao, tién hanh kich thich cac giéng
boi cac tia sang kich thich va chup hinh anh phat huynh quang tur mau sau khi duge
kich thich béi cac doan do gin huynh quang. Bing cach thu nhan hinh &nh huynh
quang t& bao trén kinh hién vi quang hoc véi mirc phéng dai x20 hodc x40 véi do
phan giai hinh anh & cic muc > 4,0 megapixel, tbc 6 quét > 100 hinh/gidy cho phép
1ap dugc ban dd hinh anh phat quang v6i mau sdc khac nhau.

Theo mot phuong an wu tién, trong d6 khang thé khang p65 NF-kB dugc gan
huynh quang GFP véi budc song phat quang A=488 nm kich thich chuyén vi béi
lipopolysaccharit (LPS) hodc interleukin-1 (IL-1) v6i ndng d6 tdi thiéu 10 ng/mL

trong 1 giod.

Theo mot phuong &n uu tién, trong d6 khang thé khang p65 NF-xB con dugc
gan huynh quang FITC dé thu hinh anh phéat huynh quang véi budc séng phat xa
A=518 nm.

Pé thu nhan hinh anh phat quang, anh sang kich thich duoc chiéu trong khoang
thoi gian phoi sdng 200ms, mdi 1an quét va xir ly it nhét tir 9 dén 16 vi tri/giéng, thoi
gian phoi sdng 200 ms, v6i cac budc song kich thich 14n luot 12 A=488nm (GPF) va
A=405nm (DAPI) tuong Gng vdi hinh anh lién két protein té bao va nhan. Trén co s&
so sanh cudng dd va mit do quang theo hinh anh twong Ung v6i budc song phat
huynh quang, dua ra két luan vé kha ning khang phan bao hudng dich NF-kB d6i véi

céc giai doan phat trién clia t& bao clia hoat chét thir nghiém.
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Theo mo6t phuong an wu tién, trong d6 viéc danh gia hinh théi, dién tich phat
huynh quang va cudng d6 phat huynh quang trung binh dugc thyc hién cho it nhat 13
1000 té bao.

Hinh anh té bao va cac dich phan tit huynh quang dugc thu nhén bang hé thiét b
kinh hién vi tu dong va phin mém ghi/phan tich hinh anh ndi ham cao. Theo mot
phuong 4an cu thé, quy trinh gidi phap hiru ich dugc thuc hién sir dung hé théng
Olympus scan"R (EMBL, Heidelberg, CHLB Duc) & cac vat kinh x20 (Plan Semi-
Apochromat 20xPH/0.45) hoic x40 (Semi-Apochromat 40x PH/0.60) v6i 4 b loc
tiéu chudn cho cac kénh DAPI/FITC/TRICT/CY5 tuong Umg.

Phan mém dua trén gradient tu dong 14y nét c6 thé diéu chinh thé va chinh tinh
duge st dung d8 x4c dinh mat phang 14y nét theo kénh DAPI, GFP, FITC va Cy3.
Hinh anh duoc thu nhan can stt dung camera lanh (CCD camera) dé dam bao thu
dugc hinh anh khong bi nhiéu & diéu kién nhiét cao hodc t6t nhAt 1a camera cam bién
CMOS hodc sCMOS, nhu duge st dung trong quy trinh giai phdp hitu ich camera
cam bién SCMOS (Hamamatsu ORCA-flash 4.0, Nhit Ban), d0 phan giai > 4.0
megapixel, toc d§ quét > 100 hinh/gidy, mdi 1an quét va xi 1y it nhét 9-16 vi tri/giéng.

Sau khi thu nhan dugc hinh anh huynh quang, két qua dugc phan tich off-line,
theo quy trinh giai phap hitu ich sir dung phin mém scan"R Analysis ver.2.7.2. Phén
mém nay cho phép phan tich tu dng dua trén cac thong s6 thiét 1ap cho céc dbi tuong
phéan tu dich can danh gia. Pé x4c dinh va phan tich hinh anh huynh quang, d6i tuong
duoc dinh dang dua trén cong thirc déng chu:

} 44
f cire — "P_c

Trong do, feirc: hé sd dinh dang d6i tugng phan tich (dang cau hozc hinh sao); 4:
dién tich; P: chu vi.

Thiét 1ap thong sb lua chon vién hinh anh (Selectivity) theo hinh anh thyc tir tin
hiéu huynh quang thu duogc. DPdng thoi xac dinh kich thudce t6i da khung d6i tuong
phan tich (Max. object size) sao cho xac dinh t61 da cac d6i tuong, mit khac loai bo

c4c nhidu tin hiéu khong da chit lugng phan tich.

-18-



2657

D4 phan tich hoat tinh khang phén bao, cic diém kiém soat clia chu ky t& bao
dugce xac dinh (G, S va Go/M). Céc t& bao apoptosis dugc xac dinh qua ty 1& tin hiéu
Annexin V-FITC va PI ddng thoi véi phén tich hinh dang té bao dic trung & giai doan

apoptosis.

M3i t& bao trong trudng phén tich duoc xac dinh s lugng va phan dinh boi
dudng vién quanh nhan. Dé giam tin hiéu nhifu ving té bao chét, vong dudng vién
thtr hai phia trong dugc tao khi phén tich dinh lugng. Luong protein xdc dinh & ving
té bao chét va trong nhén 13 két qua trung binh tin hiéu huynh quang do dugc theo
dién tich ctia m3i ving phan dinh. Khi kich thich chuyén vi protein bdi cytokine hay
LPS, tin hiéu huynh quang ving té bio chat gidm va ting 1én trong nhén do c6 su di
chuyén cia protein tir ving té bao chit din t6i thay ddi ty 1& protein trong
nhan/protein t& bao chat (Nuc/Cyto). Viéc phan tich c6 thé thuc hién béi su tro giup
cta phan mém cho phép thiét 14p dinh r3 ving nhan va dudng vién bang phuong phap
gi6i han theo dong hoc (dynamic threshold) qua su thay dbi tin hiéu huynh quang so
véi tin hiéu nén.

Dua trén két qua phén tich tin hiéu huynh quang thu dugc, tién hanh 1ap biéu do,
danh gia va duara két qua dbi vai kha ning gén két ddc hidu ctia té bao dbi véi té bao

ung thu theo mirc d§ gén két dac hidu khang thé khang p65 NF-«B.

Vi du thye hién gidi phap hiru ich
Vidu 1: Hoat hoa 1¢ bao ung thuw va xit Iy véi chit thit nghiém

Té bao ung thu Hep-G2 va HeLa tr nha cung cip dugc nubdi cay & 37°C trong tu
cip CO2 5 % trén moi truong DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) b sung
khéang sinh 100 U/mL penicillin + 100 pg/mL streptomycin va FBS 10 %. Sau khi té
bao phat trién dat trén 70 %, loai bé mdi trudong cii va rira v6i dung dich dém
phosphat PBS 0,1 M; b6 sung trypsin-EDTA 0,05 % dé tach té& bao bam dinh khoi
d4ay dia nudi ciy. Dich té bao dugc chuyén sang dng falcon 15 mL c¢6 chira 4-5 mL
dich méi trudong méi va ly tim 300 vong/phut. Sau khi loai bod phdn dich, phén cin té
bao dugc tron véi mdi trudng va dugce chuyén sang binh nuoi cly méi dé sin sang

cho céc thir nghi€ém hoat tinh.
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Xac dinh né‘ng do thir nghiém

Céc mAu thir nghiém bao gdm M11-7cc, Indox, MurA va Zer4 can danh gia hoat
tinh tiém ning tc ché t& bao ung thu dugc xac dinh gié tri ICas, ICso va IC7s (ug/mL)
dé lam can ¢t cho ndng d6 st dung trong danh gia hoat tinh dich phan ti. Theo do, té
bao dugc nudi ciy trén cac tAm vi giéng 96 giéng va 0 véi cic miu thir dugc pha
lodng theo dai ndng d6 tir 100 pg/mL dén 1 pg/mL, mdi ndng d6 lip lai 3 14n véi
budc pha lodng 1pg/mL. Paclitaxel (Taxol) dugc pha trong dung dich dimethyl
sulfoxit (DMSO) véi ty 1€ tuong Ung dugc dung lam d6i chimg. San phim chuyén
hoa dang tinh thé formazan dugc hoa tan trong DMSO va do mét d§ quang ¢ A =
540/720 nm.

Kha ning tc ché sy ting sinh t& bao ung thu & ndng d9 nhét dinh ctia chat thu
tinh theo % so véi d6i chimg theo cong thic:
Ty 18 tc ché t& bao (%) = [1-(OD{mau/OD{déi chimg (91)] X 100%

Két qua xac dinh gia tri IC dugc xdc dinh b?mg cach st dung phéan mém
TableCurve AISN Sofware (Jandel Scientific, San Rafiel, CA), két qua dugc thé hién

trén bang sau:

Mau thtr IC7s (ng/mL) ICso (ng/mL) ICas (ng/mL)
HeLa Hep-G2 Hela Hep-G2 HelLa Hep-G2
Paclitaxel 31,58 36,96 6,57 9,95 3,13 3,43
M11-7cc - >50 - 35,55 - 5,60
Indox >50 >50 38,09 35,17 12,23 9,99
MurA 45,89 46,10 21,30 21,50 10,76 7,81
Zer4 27,11 41,57 9,07 17,10 3,15 4,11

Theo do, néng d6 thr nghiém dbi véi Indox, M11-7ce, MurA va Zer4 duoc xac
dinh theo ting dong t& bao va tbt nhit duoc lua chon dé danh gid & muc ndng d6 ICso
tuong ung.

C3 dinh té bao va gin huynh quang

Dé danh gia kha ning tuong tic véi té bao clia mau thir nghiém, té bao dugc

nudi cdy trén dia vi giéng gém 96 giéng trén méi trudng DMEM nhu néu trén c6 b

sung 100 pL dung dich PFA 8% vao cac giéng (dé ndng dd cubi PFA 13 4 %) 1 trong
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10 phut & nhiét do phong. Tiép d6 bd sung vao mdi giéng 10pL sita bot tach béo 5%
trong dém PBS 0,1M, pH=7,8 trong 20 phut rdi G v6i mot luong trong ting khang thé
khang p65 NF-xB gin huynh quang.

Té& bao sau khi cb dinh c6 thé giit trong PBS 1x & 4 °C trong vong 1 tudn. Boc
miéng giéng bang parafilm va b6 sung thém PBS néu thiy dung dich bay hoi.

Thém thu té bao bang cach bd sung 100 uL PBST 0,3% (Triton X-100- 0,3%
trong PBS) vao mdi giéng, 0 8 phut & nhiét do phong.

Bé sung 100 pL dung dich nhuém Hoechst (DAPT) 300nM (c6 thé tang 1én 350-

400 nm) vao mdi giéng va 1 trong 25 phut.

Dbé phat hién chuyén vi ndi bao NF-xB dugc kich thich boi cytokin tién viém,
quy trinh giai phap hitu ich sir dung k¥ thuat mién dich huynh quang véi khang thé so
cAp anti-p65 NF-kB va lién két huynh quang xanh phat hién trén kénh GFP, kich
thich & 2=488 nm. Pdng thoi, nhan t& bao dugc nhudm v6i huynh quang Hoechst
(DAPI), kich thich & A=405 nm. Két qua hinh anh huynh quang duoc chup véi do
phéng dai 20x nhu dugc thé hién trén Hinh 1, trong d6 (A) hinh anh huynh quang gin
véi tiéu don vi NEF-kB p65 (GFP-p65) cho hinh anh mau xanh 14, (B) &nh chyp tin
hiéu huynh quang ADN nhéan t& bao (DAPI) cho hinh 4nh mau xanh thdm va (C) l1a
hinh anh chyp chdng hinh anh huynh quang.

Vi du 2: Thir nghiém hoat tinh cim itng gdy chét té bao

Mau té bao ung thu hoat hoa thu duge tir Vi du 1 dugc st dung trong thir
nghiém hoat tinh cdm Ung gay chét té bao. Mbi trudng nudi céy duoc loai bd va rira té
bao véi 5 mL dung dich PBS. Lam bong t& bao khoi bé mt bam dinh bang cach bd
sung 0,7 mL trypsin 0,25% vao dia petri hodc binh nu6i cAy va U trong khoang 8 phiit.

Tiép d6, bd xung 1,5 mL mdi trudng vao dia nudi cly da dugc xit ly voi trypsin,
sau d6 dung pipet htt dung dich chira t& bao vao 2 dng eppendorf 15 mL méi, ly tim
1000 vong/phut trong 2 phut. Loai bé mdi trudong phia trén, bd sung 900 pL mdi
trudng vao mbi dng, 1 6ng dem ngd dong bing cach bb sung 100 pL DMSO va 1 bng
dé lam thi nghiém. Tién hanh dém té bao trén budng dém hdng cu d& chuan hoa

ndng d6 t& bao dén 3,5 x 10 t€ bao/mL.

-21-



2657

St dung pipet hit 500 uL vao mdi giéng cua dia 96 giéng. Chuyén dia t& bao
vao ti 4m 37 °C va 0 trong 24 gid.

Sau thoi gian U dé té loai bé m6i trudng cii tir tAt ca cac giéng, bd sung 450 pL
mdi trudng vao mdi giéng. Hat 50 pL cac mau vao cac giéng trén dia 96 giéng. U dia
té bao d3 dugc bd sung miu duge pha voi ndng d6 ICso trong t 4m trong 24 - 48 gio

theo chu trinh phat trién ctia mdi loai t& bao.

Chuyén mdi truong tir céc giéng thir vao cac 6ng Eppendorf, bd sung 200 pL
tripsin vao cac mAu va U trong khoang 10 phut dén khi cac té bao dugc tach hoan toan

khoi giéng va thu dich vao céc 6ng chira dich mdi trudng twong Gmg da hut.

Li tm 1.500 vong/phut trong 5 phut db dich (giit lai dich dé kiém tra). Rira bang
PBS ly tim 1500 vong/phut trong 5 phut (gilr lai can dé kiém tra).

B6 sung 25 pL dung dich nhudém vao céc 6ng va tron déu, hat 50 pL mau dua
vao mdi giéng trén phién vi lugng, mdi mAu 1én 5 giéng dé phan tich. U 10-15 phut &

37°C.

Thu hinh &nh va phan tich & kénh FITC véi Annexin V va Cy3 v6i PI ¢ cac
budc séng kich thich/phat xa tuong ing cho cac mau huynh quang chi thi.

Té bao xu Iy voi mau thir nghiém duge nhuém huynh quang. Sau khi thu nhan
duoc hinh anh huynh quang, két qua dugc phan tich b%mg cach st dung phan mém
phén tich ndi ham cao, theo quy trinh giai phép hitu ich sir dung phin mém scan"R
Analysis ver.2.7.2. Phan mém nay cho phép phan tich tu dong dua trén cic thong 56
thiét 14p cho cac d6i tuong phan tir dich cAn d4nh gis. Pé x4c dinh va phén tich hinh
anh huynh quang, d6i tuong dugc dinh dang dua trén cong thire dang chu:

A 4 A
]Lcirr: - P .

Trong d0, fure: hé sd dinh dang d6i twong phan tich (dang cau hozc hinh sao); 4:

dién tich; P: chu vi.

Thiét thong sb lwa chon vién hinh anh (Selectivity) theo hinh anh thuc tir tin hiu
huynh quang thu duge ddng thdi xac dinh kich thude t6i da khung d6i tugng phan

tich (Max. object size) sao cho x4c dinh t6i da cac dbi tuong, mit khac loai bo céc
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nhidu tin hidu khong di chit luong phan tich. Nhur thé hién trén Hinh 2, néu thong s6
vidn phit hop (Selectivity: 0,45) nhung kich thuéc ti da nhé hon rat nhiéu kich thude
hinh anh thuc (Max. object size: 50) dén t6i ving phan tich ciia dbi tuong bi han ché
(s& dan dén sai sb 16n khi phan tich két qua) Hinh 2A. Ngugc lai, néu hé sb vién
khong phu hop (vi du, Selectivity: 0.20) s& xuAt hién nhiéu ving tin hiéu nhiéu (hinh
2B). Trong thir nghiém nay, cac thdng s6 pht hop duge x4c dinh véi Selectivity: 0.45
va Max. object size: 100 (Hinh 2C).

Bang 1. Céc thong sb tin hiéu huynh quang theo ndng do bisbenzimit (Hoechst 33342)
dbi v6i dong té bao ung thu vt MCF-7.

Nong d6 Hé sb dinh dang d6i Cuong do huynh Cuong dd h. quan
bisbenzimide (nM)  twong phan tich (fire) quang tong (a.u.)*  trung binh (a.u.)’
200 1,0671875 39046 80,08243

300 1,0307914 47921 102,17697

350 1,0382137 101637 216,77879

400 1,0205070 137002 272,36978

500 1,0247661 146876 290,99258

800 1,0357433 218056 388,69162

1000 1,0157869 237014 465,64636

1500 1,0464288 558937 716,58588

2000 1,0448981 731946 1209,8281

3000 1,0558139 748090 1605,3434

* Pon vi cuong d6 huynh quang (arbitrary unit)

Ndng d6 chit nhuém huynh quang cé lién quan tryc tiép dén chat lugng hinh
anh thu dugc (va do vady anh hudng dén két qua phan tich dau ra). O day bisbenzimit
duoc thir nghiém 6i dai ndng do tir 200 + 3000 nM, quan sat hinh anh sau 48 gi¢ voi
diéu kién thoi gian phoi sang 200 ms trén hé thiét bi hién vi tu dong Olympus scan"R
(Bang 1 & Hinh 3). O ndng d6 200 nM chi cac té€ bao co tin hiéu manh (vi dy, dang
trong giai doan phén bao) c6 thé hién 16 trong khi phan 16n tin hiéu thu dugc yéu. Tin
hiéu thu dugc cho hinh anh tot khi st dung ndng d6 bisbenzimit tir 350 nm. O cac
ndng 6 350 dén 500 nM chét luong hinh anh thu dugc t6t va khong c6 su khéc biét
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dang ké, do vay ndng d6 350 1a t6t nhét @& c6 thé thu duge hinh anh 13 nét. O céc
néng do tir 800 va 1000 nM c6 su thay dbi manh vé cudong do tin hiéu huynh quang
khi phén tich & kénh DAPI va hinh anh van phan tach 18, c6 thé phan tich dugc khi
ndng d6 dén 1000 nM. Tuy nhién & ndng d6 bisbenzimit cao hon tin hiéu huynh
quang khong déu va xuét hién cac viung nhoe trén hinh anh. Bisbenzimit (Hoechst
33342) khong gy doc té bao & ndng do nghién ctru dén 3000 nM (khong 6 ¥ nghia
théng ké).

Vi du 4: Xdc dinh t6 bao thé da bji, phin tich di ligu thir nghigm hogt tinh khdng

phan bao va gay chét t¢ bao

Pé d4nh gia té bao da boi, thir nghiém dugc thyc hién nhu trén Vi du 2, bén
canh xac dinh céc t& bao thé da bdi, kich thudc va hinh dang té bao ciling ¢6 thé duogc
phan tich cho cac danh gia tip theo vé cac giai doan phat trién cua té bao. Hé s6 dinh
dang ddi twong phan tich feir (theo nhu Vi dy 3), trong mot s6 trudng hop, cho phép
xéac dinh dugc trang thai cia t& bao néu dic tinh lién quan dén hinh dang chung ctia té

bao.

Dua trén két qua hinh anh scanR Analysis cho phép phan tich va trich xudt két
qua trén ting giéng ctia mau phan tich hodc tap hop cua nhiu giéng twong ung véi
cac mau thir khac nhau phén tich theo truc XY. Diéu nay c6 y nghia khi phén tich su
twong quan va/hodc hoat tinh hiép ddng cia nhém céc hop chit. Hinh 4 13 trén biéu
dd phéan bb ving t& bao sdng-chét qua twong quan giita hinh dang - kich thudc d6i
tuong phén tich cua tAt ca cac (6) mau thir va dugce lién két cho céc phan tich hoat tinh

khang phan bao (cell-cycle arrest) cia tung mau thit riéng biét (Hinh 5).

Nhu & phuong phap flow cytometry, cac té bao & giai doan sub-Gp ¢c6 thé dugc
sir dung cho dinh luong apoptosis. Ngoai ra, mot can cir khac dé dinh luong apoptosis
13 sy phan hily hay céc phan manh ADN trong nhén. Khong gibng nhu hau hét céc té
bao & giai doan Giva Gz ctia chu ky t& bao thé hién sy ddng nhét ctia ADN trong nhan
v6i hinh anh dang tron, cac té bao dang trong giai doan phén chia (mitosis) va t€ bao
chét theo chuong trinh (apoptosis) cho thdy su thay d6i khac nhau vé hinh dang va
cuong do6 tin hiéu dbi voi bisbenzimide Hoechst 33342 (Hinh 6). Trong quy trinh giai
phép hitu ich, viéc xé4c dinh cac té bao thé tr bdi 4n va d6i tugng c6 hinh dang dai

-24-



2657

dua trén hinh dang bién déi hinh anh dé dinh lugng céc té bao trong giai doan phén
bao phan bao. Tuong tu, béng viéc tinh toan d6 léch chuén (SD) cudng do tin hiéu
bisbenzimit Hoechst 33342 ctia ddi tuong phan tich, su thay d6i tin hiéu 16n nay co6
thé dung cho dinh lugng kha nang gay chét t& bao. Theo két qua xt Iy cho thiy cac té
bao apoptosis trong mau dugc x4c dinh tuong duong 1,6 % téng t& bao. Nhu viy,
phéan tich apoptosis dua trén ddng thoi cudng d6 tin hiéu huynh quang va phén tich
hinh anh r6 rang cho thiy d6 chinh xac cao hon va tinh uu viét so v6i cac phuong

phap khéc (chi dva trén cudng d¢ tin hiéu huynh quang).
Phén tich vimg té bao cdc pha G1va G2

Pé x4c dinh céc pha té bao, tién hanh phan tich cac tap hop d6i tuong/su kién s
dung kénh loc DAPI (cho ADN) va Cy3 (cho protein) khi phan tich trén thiét bi
Olympus scan'R nhim xéc dinh dugce % s té€ bao & pha Gi va Gz tir d6 danh gia kha

nang cam ung didu hoa chu ky té bao béi thudc hodc chét thir.

O thoi gian phoi sang 200 ms va ngudng phan tich Threshold = 900, dbi tugng
phan tich chinh Main object dugc xac dinh dbi v6i bisbenzimit Hoechst 33342 voi
khoang kich thuéc 100+10.000 pixel. Trong do mdi pixel tuong dwong 0,1 pm? khi
thu hinh anh & vat kinh (VK) x20 (dudng kinh té bao trung binh ~20 uM).

Cac diéu kién phan tich dugc t8i wu: ché @6 hiéu chinh nén Background cho
kénh DAPI véi gié tri kich thudc Iya chon 13 khoang 100 (%) trén cho s6 lugng té bao
xéc dinh cho phan tich 14 it nhat 1.000 t& bao. Modul cho di tugng chinh trén kénh
DAPI st dung ché d6 do tinh theo duong vién (Edge detection). Db thi tuong quan
Area va Mean Intensity DAPI cho két qua thu dugc hai ving. Vung phia dudi dugc
xéc dinh 13 ving t& bao & pha Gi, trong khi d6 ving phia trén ¢6 cuong d6 tin hiéu
bisbenzimit Hoechst 33342 manh thé hién té bao & pha Go.

Vi du 5: Ddnh gid hogt tinh khdng phén bao clia thudc va miu thir

Dé danh gia co ché tic dong cua chit thir 1én cac dich phan tr, m3u hoat tinh
tiém nang dugc sang loc trude hoat tinh e ché ting sinh té bao ung thu theo phuong
phép MTT, ddng thoi qua d6 xéc dinh gié tri ICss, ICso va ICss lam can ct sir dung
ndng d6 chat cho cac test thir tiép theo. Vi du 5 md ta quy trinh sang loc va danh gia

hoat tinh khang phén bao ciia mot s& mau thubc va mAu hop chét thién nhién tiém
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nang. T két qua sang loc hoat tinh tic ché tang sinh té bao bing phuong phép
MTT (Hinh 8 & Bang 2), ¢ day hop chét zerumbon (ky hiéu Zer4) duge lya chon
cho nghién cttu danh gia hoat tinh khang phén bao trén dong HeLa. Hop chét Zer4
12 mdt sesquiterpene céu tric don vong dugc phén l4p tir tinh diu ciy ging
Zingiber zerumbet (L.) Smith. Hop chét Zer4 da dugc chimg minh 14 c6 nhiéu téc
dung duoc 1y bao gdm hoat tinh khéng khudn, ha sét, chéng co thit, chéng co giat,
chéng oxy hoa, chéng ung thu, khing viém, gidm dau, chéng di tng, khang

angiogen, chéng két tap tiéu cau, chdng dong mau va hoat tinh béo vé gan.

Bang 2: Gia tri ICas, ICso va IC75 (ug/mL) cta cac mAu hoat tinh tiém ning trén dong té
bao ung thu gan (Hep-G2) va ung thu c¢b tr cung (HeLa).

. IC75 (ug/mL) ICso (ug/mL) IC2s (ng/mL)
Mau thtr
HeLa Hep-G2 HeLa Hep-G2 HeLa Hep-G2

Paclitaxel 31,58 36,96 6,57 9,95 3,13 3,43
M11-7ce - >50 - 35,00 - 5,60
Indox >50 >50 38,09 35,18 12,23 9,99
MurA 45,89 46,10 21,30 21,50 10,76 7,81
Zerd 27,11 41,57 9,07 17,10 3,15 4,11

(-): khong xac dinh

Theo Vi du thuc hién, hoat tinh khang phan bao trén dong té bao HeLa cua chit
thir Zer4 (9,07 pg/mL) duge danh gia sit dung quy trinh k¥ thuat phéan tich hinh énh
HCS trén thiét bi ghi anh tu déng hién vi huynh quang Olympus scan"R. Té bao dugc
U 24 gidy v6i chét thir, nhuém bisbenzimide Hoechst 33342 (350 nM) va ghi hinh anh
& VK x20 trén kénh DAPI. Phéan tich vung t€ bao cac pha Gi va Gz duge thuc hién
nhu mé t& & Vi du 4. Két qua phan tich hinh anh nhudm ADN nhén t& bao cho thay
vung “cloud” phia dudi (mau xanh luc) la ving céc t€ bao vdi cudng d6 huynh quang
thip (t& bao & pha Gi) va ving trén (mau xanh thAm) thé hién ving véi cudng do

DAPI manh 14 céc t€ bao & pha Go/M (Hinh 9).

MAu Zer4 biéu hién hoat tinh khang phéan bao (cell-cycle arrest) & pha G2/M trén

dong té bao HeLa thé hién qua lugng t€ bao tai pha nay ting 1én dang ké khi xir 1y v6i
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hop chét Zer4, trong khi pha G thay dbi theo huéng giam. Cu thé lugng t€ bao & miu
c6 xut 1y 48 gidy véi Zerd 12 47,21 % & pha Gi va 36,93 % & pha G2/M so v6i mAu dbi
chiimg (t& bao khong xir Iy v6i chat thir) 1an luot 1a Gi: 52,15 % va Go/M: 23,31 %
(Hinh 10). Céac két qua nghién ciru cong bé trén day chi yéu duge phan tich bang k¥
thuat flow cytometry, do vay két qua danh gia hoat tinh khang phan bao ctia Zer4 dua
trén phan tich hinh anh huynh quang HCS trong nghién ctru nay cho thiy su phit hop
ctia phuong phap HCS trong danh gié hoat tinh c6 lién quan, ddng thoi cho thay hoat
tinh huéng dich da dang cta hop chét sesquiterpene Zer4.

Vi du 6: Phdn tich hinh anh chuyén vi NF-xB

Pé phat hién NF-«B kich hoat boi IL-1, quy giai phap hitu ich sir dung k¥ thuat
mién dich huynh quang vé&i khang thé so cip anti-p65 NF-kB va lién két huynh quang
xanh phét hién trén kénh GFP nhu duge md ta & Vi dul.

Trude hét, ving tin hiéu nhan té bao dugc khu tra st dung mru trong céc thudc
nhuém huynh quang dic hiéu Hoechst, DAPI hodc DRAQS5. Nhan té bao dugc xac
dinh theo phan ving hinh anh phén tich (mask), sau d6 ky thuat chdng hinh anh tht
hai (mask overlay/merge) dugc tao tur vién bao quanh toan bd t€ bao hoidc ving gidi
han nidm trong t& bao chit. Nhy d6 NF-kB gén huynh quang c6 thé duogc dinh luong
qua phan ving thir hai nay (nhan hodc/va té bao chit). Trong sang loc cac chét c6
hoat tinh, s& dung cudng do tin hiu vung nhén va té bao chat cling c6 thé phat hién
ddng thoi cac hop chit c6 huynh quang tring hodc gln v&i phd cla chét do (kit
nhudém) twong Gng st dung khi phat trién phuong phap thuc nghiém. Khi dé nhiing
hop chat nay dugc dua vao nhom mau "duong tinh gia" (false positive) va cin x4c
dinh mrc tin hiéu "ty phat huynh quang" trong t€ bao khi c¢6 va khdng cb mat clia
chét do.

MB3i té bao trong truong phén tich duge xéc dinh sd lugng va phan dinh boi
dudng vién quanh nhan. Dé giam tin hiéu nhiu ving t& bao chét, vong duong vién
tht hai phia trong dugc tao khi phén tich dinh lugng. Lugng protein x4c dinh ¢ vung
t& bao chit va trong nhan 1 két qua trung binh tin hiéu huynh quang do dugc theo
dién tich ctia mdi ving phén dinh. Nhu vy trude khi kich thich té bao, ving té€ bao

chét s& c6 tin hiéu huynh quang xanh manh (GFP) so véi & ving nhan. Khi kich thich
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chuyén vi protein béi cytokine, tin hiéu huynh quang ving té bao chi giam va ting
1én trong nhén do c6 sy di chuyén ctia protein tir viing té bao chét, ddng nghia véi ty
1€ Nuc/Cyto tang. Can luu y rng, viéc do/quan sat tr hudng trén hodc dudi phién té
bao c6 thé c6 hién tugng chdng lan do cic ving nhén trung nhau & cac té bao khéc
phia trén hay dudi n6, do vay phéan tich yéu cau k¥ thuat quét 16p va quan sat theo

huéng canh té bio.

Pé x4c dinh su chuyén vi NF-«B, dbi twong phan tich chinh (Main Object) dugc
lua chon 13 ving ADN nhéan tuong ung v6i kénh tin hiéu DAPIL; dbi twong phu (Sub-
Object) 13 phirc p65-GFP phat hién trén kénh GFP & tin hiéu hiéu té bao chat dugc dat
13 “Cytol” va Sub-Object thir hai duge lya chon 12 ving nhan “NucCore”. Téi uu cac
thong sb trén phan mém phan tich scan’R Analysis, dudong vién gitta Sub-Object va
Main Object v6i khoanh céach 1a -1 va d6 réng = 1 cho hinh anh phén tach gifta cac
d6i tugng t6t nhat (Hinh 3). Sub-Object th hai (“NucCore”, kénh GFP) 13 phan bén
trong ddi twong Main Object v6i khoang cach mic dinh -100, d6 rong = 98 (Hinh 11).

Céc té bao khong chi duge duge nhudm voi khang thé dic hidu p65 dé xac dinh
NF-«B & mdi té bao riéng bidt ma con duge nhudm véi kit dac hiéu dé xéc dinh nhan
clia tAt ca té bao trong giéng hay ving phan tich. Mot phan méac phan tich ndi ham cao
(vd. Olympus scan'R Analysis) cho phép dinh 16 ving nhan va duong vién bing
phuong phép gi6i han theo dong hoc (dynamic threshold) qua su thay déi tin hiéu
huynh quang so véi tin hi¢u nén. Theo d6 khi kich thich t€ bao HeLa véi IL-1 10
ng/mL va co6 su chuyén vi cua protein tiéu don vi p65, ving xanh ddm dugc xac dinh
trong nhéan véi ving giéi han la dudng mau xanh va ving t& bao chat nim gifta duong

phan dinh clia nhan va dudng vién mau dé nhu & Hinh 12 A&B.

Vi du 7: Thik nghiém hoat tinh tcc ché chuyén vi NF-kB trén t¢ bao HeLa

Hop chit ky hiéu SHTN-4 duogc danh gia kha néng diéu hoa/tc ché yéu td kappa
B (NF-xB) trén TB ung thu c¢b tir cung HeLa dya trén su chuyén vi NF-xB (p65 gén
v6i protein huynh quang xanh GFP) tir bao twong (trang thai khong hoat dong) vao
trong nhan (trang thai hoat dong) bang ky thuat mién dich huynh quang va thu nhén,
phan tich hinh anh ndi ham cao nhu m6 td & Vidu 1 va 6. Két qua phan tich cho thay

2 vung “clouds” tuong tmg voi ndng d6 p65 trong bao tuong cao so voi trong nhén
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TB (“negative”), trong khi & mau dbi chung tin hiéu huynh quang ving t€ bao chit
thip do luong 16n p65 di chuyén vao nhéan (“positive”) sau khi kich hoat v6i IL-1.
Theo d6 ndng d6 NF-«kB trong bao twong cao (82 %) sau khi xu ly té bao HeLa véi
SHTN-4 (25 pg/mL) so véi mau khong xit Iy (19,4 %). Két qua logic 14 nong do NF-
kB trong nhin dugc xac dinh dbi v6i mau xtr Iy SHTN-4 chi ¢ muc 8,2 % so v6i 70
% & mau ddi ching (Hinh 13).

Hiéu qua dat dwgc ciia gidi phap hiru ich

Giai phap hitu ich dua ra mét quy trinh sang loc hoat chit khang phan bao
hudng dich NF-xB dé 1am co s& trong viéc sang loc céc hoat chét tiém ning st dung
d8 phat trién thudc chéng ung thu va/hodc chéng viém trén co s& phan tich tinh dgc
hiéu dich NF-kB trén té bao ung thu. Quy trinh nay dya trén mién dich huynh quang
st dung trong phén tich danh gia da thong s6 vGi céc tin hiéu huynh quang dac hiéu

va chuén héa dugc tin hiéu phén tich cho phép thu dugc két qua tin cdy, it nhiéu.

Quy trinh theo giai phéap hitu ich cho phép rut ngén thoi gian thr nghiém cling
nhu chi phi trong viéc nghién ctru, sang loc céc hoat chét tiém ning tmg dyung trong
duoc phdm. Béng cach két hop v6i k¥ thuat phan tich hinh anh, giai phap cho phép
x4ac dinh duoc chinh xac vi tri lién két cua hoat chét thir nghiém Ién té bao, tir d6 xay

dung duogc chién lugc phat trién duoc phém d6i v6i hoat chét tiém nang.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Quy trinh sang loc hoat chét khang phan bao huéng dich NF-«B trén dong té bao
ung thu, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:

a) hoat hoa dong té bao ung thu béng cach nuéi cdy dong té bao ung thu & 37°C,
5% CO» trong mdi trudng bd sung khéng sinh penicillin 100 U/mL, streptomycin 100
ug/mL va tir 5-10% huyét thanh thai bo (thé tich/thé tich) dén khi phét trién dat trén
70%, rira thu té bao béng dung dich dém PBS 0,1M bd sung tripsin EDTA 0,05%, sau
khi ly tAm, chuén d6 dén khoang 3x10° t& bao/mL thu dich t& bao hoat héa;

b) xac dinh khoang ndng d6 thir nghiém cta hoat chat thtr nghiém béng cach
chuyén khoang 500uL dich t& bao hoat hoa vao céc vi giéng trén dia nudi céy, tiép d6
nudi ciy té€ bao ung thu trong 24 gid trong diéu kién bd sung hoat chét thir nghiém véi
dai ndng do tir 1-100 pg/mL trong dimethyl sulfoxit (DMSO 100%) va dbi chimg 12
palitaxel hodc elliptixin, sau khi nudi cly 24 gio, tién hanh do mat do quang dé xac
dinh gi4 tri ICso ma tai d6 hoat chét thtr nghiém trc ché 50% su ting sinh té bao so véi
d6i ching;

c)xu ly va cb dinh té bao bang cach bd sung 500uL dich té bao hoat hoa vao vi
giéng ¢6 bd sung hoat chit thir nghiém c6 noéng dd pha lodng nho hon ndng d6 ICso
trong khoang thoi gian tu 24 dén 48 gio, sau khi bd sung vao mdi giéng 100puL
paraformaldehyt 8% (thé tich/thé tich) va u trong khoang tir 10-12 phut, sau d6 mbi
giéng duoc bd sung 100uL Triton X100 ndng d6 tir 0,1 dén 0, 3% trong PBS va u
trong khoang 5 dén 10 phut dé c¢b dinh té bao;

d) nhuém huynh quang va gén khéang thé bang cach bd sung 100pL thubc nhudm
bisbenzimit hodc khoang tu 300 dén 500 nM thubc nhudm 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) va 0 trong 25 phut, tiép d6 bd sung vao mdi giéng 10pL sita bot
tach béo 5% trong dém PBS 0,1M, pH=7,8 trong 20 phut roi G véi mot luong tuong
ting khang thé khéng p65 NF-«xB gén huynh quang; va

e) danh gia kha nang khang phén bao bang cach thu nhan hinh 4nh huynh quang
té bao trén kinh hién vi quang hoc véi mic phéng dai x20 hodc x40 v6i d phén giai

hinh anh & cac mitc > 4,0 megapixel, toc do quét > 100 hinh/gidy, thoi gian phoi sing
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200ms, mdi 14n quét va xir Iy it nhét 9-16 vi tri/giéng véi cac bude séng kich thich l4n
luot 12 A=488nm (GPF) va A=405nm (DAPI) tuong mg véi hinh anh lién két protein
t& bao va nhan, trén co s so sanh cudng d6 va mat d¢ quang theo hinh anh twong img
v6i bude séng phat huynh quang, dua ra két luan vé kha nang khang phan bao huéng

dich NF-xB d6i véi cac giai doan phat trién ctia t& bao cua hoat chat thir nghiém.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 hoat chit khang phén bao cin sang loc ¢6 biéu hién
trc ché sy phat trién cta t& bao trén 85% trong khoang ndng d6 tir 5 dén 100pg/mL
d6i véi dang cin chiét cac hoat chét thién nhién hoic tir 1 dén 50pg/mL d6i vé6i dang

hop chét tong hop hogc ban tdng hop tinh khiét.

3. Quy trinh theo diém 1 hofic 2, trong d6 thubc nhudm 1a bisbenzimit v6i nong do
350nM va hinh anh huynh quang dugc thu nhén véi bude séng kich thich A=488nm

d8 x4c dinh protein lién két mang t€ bao.

4. Quy trinh theo didm bat ky trong s cac diém néu trén, trong d6 thudc nhudm 1a
4' 6-diamidino-2-phenylindole vé&i ndéng d6 350nM va hinh anh huynh quang duge
thu nhan véi bude song kich thich A=405nm dé x4c dinh protein lién két nhan & bao.

5. Quy trinh theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 viéc danh gia hinh
thai, dién tich phat huynh quang va cudng do phat huynh quang trung binh dugc thuc
hién cho it nhat 14 1000 té bao.

6. Quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 dong té bao ung
thu duoc chon tir nhém bao gbm dong té bao ung thu gan, té bao ung thu mau va té
bao ung thu ¢b tir cung,

7. Quy trinh theo diém bét k¥ trong s6 cac diém néu trén, trong d6 khang thé khéng
p65 NF-xB duoc gén huynh quang GFP véi budc séng kich thich A=488 nm kich
thich chuyén vi béi lipopolysaccharit (LPS) hogc interleukin-1 (IL-1) véi ndng do tdi
thiéu 10 ng/mL trong 1 gio.

8. Quy trinh theo diém bt ky trong s cac didm tir 1 dén 6, trong d6 khang thé khang
p65 NF-kB con dugc gin huynh quang FITC dé thu hinh anh phét huynh quang véi

budc song phat xa A=518 nm.
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HINH 11

L

. distance =-1

Phan 1&n NF-kB
trong t€ bao chat

Chat e ché Cytokin

(Ro106-9920, BAY 11-7082185 / \TNF-Q. IL-1B)
T& bao khéng T& bio
kich hoat

kich hoat

Nuc/Cyto
thap

Nuc/Cyto
cao

HINH 13

D6i ching 5 SHTN-4
S8 dém % S8 dém %
Téng té bao 732,0 100,0 720,0 100,0
Tébao "duong" ' 600,0 82,0 140,0 19,4
T& bao "&m" 60,0 8,2 504,0 70,0
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