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Linh viwre k§ thuit dwoc dé cap

Séng ché thudc linh vuc cong nghé sinh hoc, cu thé 1a dé cap dén ching vi khuén
lam Scytonema sp. NK1313 dugc phan Iap tir mau dat thu tai rudng laa & Ha Noi ¢6 kha
niing sinh téng hop cac hoat chét gy tc ché tang sinh té bao ung thu, kich hoat su chét té
bao ung thu HeLa theo chuong trinh (apoptosis) va c¢6 hoat tinh khang Khuan.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché
Vi khudn lam va phwong phdp phén loai

Vi khuan lam 1a nhom sinh vét quang tu dudng gidi phong oxi v6i co ché quang hop
gidng tao va thuc vat nén trude day ching duoc xép vao nganh tao véi tén goi l1a “tdo lam”.
Theo do, chiing dugce phén loai va dat danh phap khoa hoc theo hé théng hoc thuc vat dugc
d& xuat béi Gomont (1892) va Bornet & Flahault (1886 — 1888). Sau khi ban chat vi khudn
ctia ching dugc sang to nhu khong ¢6 mang nhan, vat lidu di truyén khong lién két véi
protein histone, Rippka va cong su (1979) da dé xuét dat danh phap khoa hoc ciia chung
theo hé théng hoc vi khuan. Ca hai hé théng phan loai nay déu dua trén cac dic diém hinh
thai, trong do6 su phan loai theo theo hé théng hoc thuc vat van duoc st dung phé bién hon
trong mot thoi gian dai.

Tuy nhién, su phan loai chi dua vao cac dic diém hinh thai ngay cang boc 1 nhing
diém yéu do nhiéu dic diém hinh thai bi bién ddi khi vi khudn lam song trong céc moi
truong dinh dudng khac nhau, ranh giGi dé phan biét su sai khac v& hinh thai khong dang
ké, phu thudc vao yéu to chi quan ctia ngudi thyc hién nghién ctru dan dén nhiéu nham 1An
trong két qua phan phén loai. Dé khéc phuc tinh trang nay, Hoffmann va cong su (nam
2005) da dé xuit phan loai vi khudn lam dua trén phuong phap tiép can da chiu
(polyphasic approach) trong d6 c6 két hgp phan tich cac dic diém di truyén, hinh thai va
sinh thai. Cac dic diém di truyén nhu trinh tu gen bdo thu rARN 168 hay trinh ty viing gen
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ITS (Internal transcribed spacer) nim gifta gen rARN 168 va rARN 23S, cling nhu trinh tu
gen rbel (tdng hop enzym Ribulose 1,5-bisphosphat carboxylaza) dac trung cho sinh vt
quang tu dudng, tr& thanh nhitng chi thi phén tir thiét yéu bén canh céc trong tiéu chi truyén
thdng vé dac diém hinh thai té bao/trichome trong cdc nghién ctru phén loai vi khudn lam.

Sang ché nay dé cap dén ching vi khuén lam NK1313 duoc phén loai dya vao cac dic
diém hinh thai v6i su hinh thanh nhanh gia dic trung cua vi khuan lam thudc chi
Scytonema. Trinh ty doan gen rARN 16S va rbeL ctia chung NK1313 cho thiy dé twong
dong cao (99,4 % - 99,8%) so vdi cac trinh tu tuong tng ctia chting vi khuan lam Scytonema
bilaspurense 10C_PS. Piéu nay chung t6 tinh thong nhit trong viéc phén loai ching vi
khuén lam NK 1313 dua trén ca tiéu chi dic diém hinh thai va sinh hoc phan tir. Trong khi
chua c6 mot ching nao trong loai Scytonema bilaspurense da duogc cong bd vé trinh tu
doan gene ITS, sang ché nay ciing 1dn du tién cong bd trinh tu doan gen ITS cia chung vi
khuén lam NK 1313 nham cung cip thém dit liéu vé chi thi phan tir cho cac nghién ciru vé

hé thong phan loai vi khuin lam n6i chung.
Vi khudn lam va hoat tinh vre ché té bao ung thu

Vi khuén lam 1a mét loai vi khuan Gram 4m duoc st dung dé diéu tri bénh Gout va
mdt s6 loai ung thu tir 1500 nam trude Cong nguyén, tuy nhién cic nghién ctru vé hop chit
twr nhién c6 hoat tinh sinh hoc tir vi khuan lam méi dugc quan tAm nhiéu tr nAm 1982 béi
mot nhom nghién ctru tai trudng Dai hoe & Hawaii. Cho dén nay, hon 1630 phén tir thudc
260 ho hop chit da duoc phan 1ap tur vi khuén lam thé hién 14 loai hoat tinh khac nhau,
bao gom trc ché virut, Grc ché enzym, khang khuan, khang ndm, @rc ché té bao ung thu....
Trong d6 phé bién nhét 1a hoat tinh rc ché té bao ung thu vgi 110 ho chét, chiém t&1 30,4%
cac ho chat da duoc phan 14p tir vi khuin lam (theo Demay va cong su, 2019). Diéu nay
chirng t6 tiém nang phat hién va phat trién cac thude diéu tri ung thu tir ngudn hop chét tur

nhién cua vi khuan lam.

Thuec té, nhidu hop chét tu nhién tir vi khudn lam da duoc nghién ctru va phat trién

thanh thude diéu tri ung thu dugc co quan quén ly thuc pham va thudc Hoa Ky (FDA) va
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Co quan quéan ly duoc pham Chau Au (EMEA) cap phép cho luu hanh trén thi truong hodc
dang trong cac giai doan thir nghiém 1am sang (bang 1). Trong do, ndi bat nhét 1a cac hop
chét trong ho dolastatin dugc phat trién thanh thudc Brentuximab vedotin didu tri ung thu

bach huyét Hodgkin (theo Younes va cong su, 2010).

Béng 1. Cac giai doan thuong mai hoa va phat trién chinh cua cac hop chat /thude e ché

ung thu ¢6 ngudn gde tir vi khuén lam (theo Bajpai va cOng su, 2018)

Tén thube/ hop chat Loai Cong ty Tinh trang san

thién nhién

vi khuan lam

san xuat

phim sau khi

dugc phé
chuén boi

FDA/EMEA

Brentuximad vedotin Symploca

Seattle Genetics

Thuong mai:

63 (Adcetris®) hydnoides va  (Bothell, WA, thudc két hop
Lyngbya majuscula USA) khang thé
Cryptophycin 1 Nostoc sp GSV 224 Merck Pvt. Thuong mai
Glembatumumab Lyngbya sp. Celldex Thude diéu tri
vedotin Therapeutics  pha 2
DMMC Lyngbya majuscula - Tién 1am sang
(Cyclic depsipeptide)
Apratoxin A Lyngbya boulloni - Tién 14m sang
Coibamide A Leptolyngbya sp. - Tién lam sang
Largazole Symploca sp. - 'Tién lam sang
Tasipeptins A-B Symploca sp. - Tién lam sang
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Su chét theo chirong trinh (apoptosis) gdy ra boi cdc hop chat e ché ung thu tir vi khudn

lam

Céc hop chét tic ché ung thu thuong gy chét té bao theo hai co ché 14 hoai tir t& bao
(necrosis) va kich hoat su chét theo chuong trinh (apoptosis). Necrosis xay ra khi t& bao bi
tdn thuong do cac diéu kién khic nghi¢t nhu nhiét do cao, giém’n(*)ng do oxi hodc phoi
nhiém ddc t6; tir d6 dan dén tao phan tng viém va huy hoai mo. Trong khi do, apoptosis la
dién tién sinh Iy tu nhién ctia té bao do mdi t& bao chi c6 mét chu ky phat trién nhit dinh
(thoi gian séng nhét dinh), cac té bao khong bi chét theo chuong trinh ¢6 thé dan dén su
hinh thanh khéi u hodc ung thu. Apoptosis 13 mot trong cac con dudng chinh kiém sodt su
sdng/chét clia té bao, gitp duy tri sy cin bang sb luong té bao trong co thé da bao, cac té
bao sau khi da hoan thanh chu ky phat trién s& bi pha huy mot cach chi dong ma khong
anh huéng dén hoat dong chilrc ndng cia co thé. Chinh vi thé, cac hop chét tu nhién c6 thé
gay chét cho té bao ung thu theo chwong trinh 1a déi tuong dugce quan tdm nghién clru va

phat trién thanh thudc diéu tri ung thu.

Su chét theo chuong trinh dugc kich hoat bdi mdt trong hai (hodc ca hai) con duong
ndi sinh va ngoai sinh, dan t6i hoat héa cac enzyme caspaza co tac dung phan giai ADN
clia t& bao din dén gay chét té bao (theo cac tic gia Elmore, 2007; D'Arcy, 2019;
Cavalcante va cong su, 2019). Mot trong nhitng diu hiéu dé nhan biét té bao bi apoptosis
la sy c6 mat cua phosphatidylserine trén bé mit té bao dugc phat hién thong qua kha niang
tao lién.két v6i annexin V dung hop vé6i chat phat huynh quang (vi du: Propidium iodide -
PI). Trong trang thai binh thuong ciia t€ bao, phophatidylserine cht yéu nim & mat trong
ctia mang té bao; khi té bao bi apoptosis, ciu tric mang té bao bi thay doi phosphatidylserin
duoc boc 16 ra va tao lién két véi annexin V. Trén co s¢ do, s6 lugng hay phén tram té bao
dang trong quad trinh apoptosis (phat tin hiéu huynh quang) dugc xac dinh nho sir dung may
dém té bao dong chay FACSCANTO (theo Schutte va cong su, 1998). Bén canh qua trinh
apoptosis, bat ctr mot su dinh tré nao trong céac pha thudc chu trinh té bao nhu pha G1
(khoang tréng thir nhat), pha S (nhan d6i ADN), pha G2 (khoang tréng thir hai) va pha M

(phan chia t& bao) déu gay anh huong dén su tang sinh té bao (theo cac tac gia Levine,
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1997; Jeong va cong su, 2010; Al-Khalaf va cong su, 2013). Pé xac dinh thoi diém lam
dimg (bat gitt) chu trinh té bao, cac nha khoa hoc dua trén co s6 phan tich su thay d6i ham
lwgng DNA (trong nhan té bao) khi dugc nhuém véi chit huynh quang propidium iodide
(PI). Khi phan tich trén may dém té bao dong chay FACSCANTO, tin hiéu tin hiéu huynh
quang cang manh ching t6 ham lugng ADN cang cao, tir d6 xac dinh dugc pha trong ing
trong chu trinh té bao & mdi té bao (theo Darzynkiewicz va cong su, 2017). Vi vay, viéc
tim ra cac hop chét ¢6 kha nang bat giir bat ki mot pha nao d6 trong chu trinh té bao ciing

14 co s& khoa hoc quan trong trong viéc phat trién cac thude diéu tri ung thu.

Céc nghién ciru trén thé giéi da cho thdy nhiéu hop chét tir vi khudn lam c6 kha
nang gy chét té bao ung thu theo con duong apoptosis véi dac truﬁg vé thay ddi hinh dang
té bao va chia manh nhan; ngoai ra chung con lam rdi loan hoat dong chirc ning cua té bao
nhu lam dung chu trinh té bao, pha vo cAu tric thoi vé sic, sai hong hoat dong chic nang
cua ty thé dan dén dut gﬁy ADN, bién dbi hoat tinh ctia cac ho protein kich hoat su chét
theo chwong trinh nhu caspaza va Bel-2... Ching han, cac hop chét cryptophycin 52,
dolastatin 10, hectochlorin va lyngbyabellin c¢6 kha ning lam dimg chu trinh té bao ung thu
& pha G2/M. Calothrixin A ¢6 kha ning lam dirng chu trinh té bao ung thu bach cau ca &
pha Go/M va pha S (theo Khan va cong su, 2009). Cac hop chat lyngbyabellin,
majusculamide, the aurilide swinholide lam dGt gy vi s¢i actin lam can tro hoat dong phan
chia té bao. Cac hop chat symplostatin 1, cryptophycin 1 va glicomacrolide
biselyngbyaside kich hoat sy ché theo chuong trinh théng qua bién dbi hoat dong cua
protein caspaza — 3 (theo cac tac gid Mooberry va cong su, 1997 va 2003; Yonezawa va
cong su, 2012). Mit khac, cac hop chit symplostatin 1, cryptoph§'/cin 52 va dolastatin 10
gdy phosphoril hoa protein Bel-2 tir d6 kich hoat su chét té bao ung thu theo con dudng
apoptosis (theo Kalemkerian va cong sy, 1999; Ali va cong su, 1998). Tét ca cac hop chat
ndy déu dang dugc tap trung nghién ctru dé phat trién thanh cac liéu phap diéu tri ung thu

moi.
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Chi Scytonema va hoat tinh sinh hoc

Chi Scytonema thudc ho Scytonemataceae, b Nostocales, 1op vi khudn lam, nganh
vi khudn lam. Vé dic diém hinh thai, cac ching vi khun lam thudc chi nay thuong tao
nhanh gid don hogc nhanh gia kép. Cac trichome dang cuc, hinh tru, khong phan héa &
phan géc va phan dinh dugc bao boc trong 16p mang nhay day. Phan cudi cia mdi nhanh
hinh tru hodc hoi phinh to véi té bao dau s¢ thudn tron; phin gifra cta trichome c6 cac té
bao hinh try véi vach ngan mo. Té bao sinh dudng thudng co chidu ngang (tw 8,6 um — 9,1
um) 16n hon chiéu doc (4,9 um — 7,6 pm). Té bao di hinh don doc & gitta soi, hiém khi xuat
hién thanh cdp voi chiéu ngang khoang 8.7 um — 9,7 um va chiéu doc khoang 7,8 pm —
15,2 pm. Té bao nghi chwra dwoc phat hién & chi vi khudn lam nay. Cac té bao phén chia
theo hudng vudng goc vai s¢i (trichome), thuong xay ra & viing phéan chia cudi mdi soi. Vi
khuan lam thudc chi Scytonema sinh san bang cach hinh thanh tio doan duoc tach ra &
phan cubi ctia mdi soi. Cac tao doan nay ting s6 luong té bao & ca hai dau tao thanh cac
soi dang cuc moi.

Mot s6 loai dai dién trong chi Scytonema bao gdém: Scytonema belizensis, Scytonema
crispum, Scytonema hofmanni, Scytonema kaernbachii, Scytonema pachmarhiense,
Seytonema bilaspurense... Tuy nhién, cac chi thi phan tir ctia cac loai vi khudn lam nay
chua dugc cong bd nhiéu trong Genbank, ngoai trur trinh tu rARN 16S va rbcL cta cac loai
Scytonema pachmarhiense va Scytonema bilaspurense, dac biét 1a trinh ty ITS chi méi
dugc cong bd & loai Scytonema pachmarhiense.

Trong sang ché nay, 1an diu tién chiing t6i dé cép dén ching vi khudn lam NK1313
thudc chi Scytonema c6 dac diém mai 12 céc té bao di hinh xuét hién thanh cap & gitta soi
va don doc & dau soi. Béng thot, céc trinh tw méi cua doan gen rARN 168, rbel va ITS
ctia ching vi khuan lam NK 1313 ciing 1an ddu tién duoc phat hién va cong bo.

Vi khuan lam thudc chi Scyronema cling c6 kha ning san xuét nhiéu hop chit co
hoat tinh sinh hoc, trong d6 bao gdm scytovirin ¢6 hoat tinh khémg virut, scytoscalarol ¢
hoat tinh khang khuan, laxaphycin hoat tinh khang ndm, scyptolin A va B ¢6 hoat tinh trc

ché enzym elastaza cua tuyén tuy, mycosporine — like amino axit (MAA) va scytonemin
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¢6 kha nang hap thu tia UV (theo cac tac gia D’ Agostino va cong su, 2018; Hainila va cong
s, 2020). Céc hop chét c6 hoat tinh tc ché té bao ung thu bao gém scytophycin, tolytoxin,
nostodione A va scytonemide A va B (Patterson va cdng su, 1993 va 1994; Shim va cdng
su, 2008; Crunic va cong su, 2010). Tuy nhién, hién nay chua c6 nhién ctru nao cong bd
vé hoat tinh we ché té bao ciia cac cao chiét hay hop chat thién nhién tir cac chung vi khuin
lam cung bac phén loai (loai) v6i chiing vi khun lam NK1313. Sang ché nay 1an dAu tién
dé cap dén co ché tac dong tc ché té bao ung thur ¢b tir cung HelLa bdi cac hoat chat dugc
téng hop tir ching vi khuén lam NK 1313 theo con duong apoptosis, kha nang lam dung
chu trinh ctia té bao ung thu & giai doan S/G, va kha nang trc ché vi khudn Staphylococcus
aureus.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché
Sang ché dé cap dén ching vi khuin lam Scytonema sp. NK 1313 thudn khiét vé mit

sinh hoc duoc phan lap tir mau dat thu tai rudng lua chira doan gen rARN 16S ¢6 trinh tu
dugc néu trong SEQ ID NO. 1, doan gen rbcL c6 trinh ty dugc néu trong SEQ ID NO.2 va
doan gen ITS c6 trinh ty dugce néu trong SEQ ID NO. 3; va ¢6 céc dic tinh sau:

¢6 kha ning sinh tong hop hoat chét gdy rc ché tang sinh té bao ung thu ¢ ti cung
cung HeLa véi chi s6 1Cso 14 3,6 pg/mL va giy (rc ché tang sinh té bao ung thu budng trimg
OVCAR-8 v6i chi s6 ICso 1a 34,2 pg/mL khi sinh khéi kho cia ching nay duoc hoa tan
trong dung mdi metanol; .

¢6 kha ning sinh tong hop hoat chat gy kich hoat su chét té bao ung thu Hel a theo
chuong trinh va lam dung chu trinh té bao & pha S/Gy; va

c¢6 kha nang sinh tong hop hoat chét ire ché vi khuén Staphylococcus aureus v6i dudng
kinh V(‘)vng v6 khuan dat 10mm khi sinh khéi kho cua chung nay dugc hoa tan trong dung
moi metanol.

Chung vi khuén theo sang ché duoc phan 14p duoc tir mau dét thu tai rudng lua & Pong
Anh, Ha Noi1, Viét Nam.
Mo ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1. thé hién hinh thai khuan lac cta ching NK1313 trén moi truong BGO.
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Fig. 2. thé hién hinh thai té bao ctia ching NK 1313 nuéi trong mi truong BGO (a, b, ¢) va
trong mdi truong BG11 (d, e). TH va IH: 1an luot 1a cac té bao di hinh & diu soi va gitta
soi; FB: vi tri xuat hién phan nhanh gia; Ve: té bao sinh dudng; Sh: mang nhay bao quanh
soi; Ho: tao doan.

Fig. 3. thé hién két qua san pham PCR nhén 1én tir ADN tdng s6 béi mdi xudi 2F va mdi
nguoc 6R thong qua dién di trén gel agaroza 1% (M-marker; (-) di chimg 4m khong c6 vi
sinh vat; 1- NK1313).

Fig. 4. thé hién két qua san phdm PCR nhan 1én tir ADN tdng s ctia ching NK1313 béi
cap mdi xudi 5F va mdi nguoe 1R thong qua dién di trén gel agaroza 1% (M-marker; (-)
ddi ching am khong ¢6 vi sinh vat; 2- NK1313; cac giéng 1, 3 dén 8 1a cac mau vi khuan
lam khac).

Fig. 5. thé hién két qua san pham PCR nhén 1én tr ADN tong sb ciia chung NK1313 boi
cap mdi rbcLF/rbcLR thong qua dién di trén gel agaroza 1% (M-marker; (-) d6i chung 4m
khong ¢ vi sinh vat; 2- NK1313; cac giéng 1, 3, 4 1a cac mau vi khuan lam khac).

Fig. 6. thé hién vi tri ctia ching vi khuan lam vi khudn lam NK1313 trén cay phat sinh
chung loai khi phan tich gen rARN 16S.

Fig. 7. thé hién vi tri ciia ching vi khuin lam vi khun lam NKI1313 trén cay phat sinh
chung loai khi phan tich gen rbcL.

Fig. 8. thé hién dudong cong trc ché cta cao chiét metanol NK 1313 1én té bao Hela (a), té
bao OVCAR-8 (c); dudng cong e ché ctia dbi chig duong paclitaxel twong tng 1én dong té
bao HeLa (b) va té bao OVCAR-8 (d).

Fig. 9. thé hién tac dung cia cao chiét metanol NK 1313 1én qua trinh apoptosis ciia té bao
ung thur ¢6 tir cung HeLa. Phin tram & bao & cac giai doan khac nhau (t& bao chét necrosis
— QI, apoptosis mudn — Q2, apoptosis sém — Q3 va té bao séng —'Q4) khi phén tich bang
FACSCANTO v6i té bao dbi chimg am — NC (a), té bao dbi chung duong — PC (b) va té
bao dugc 0 voi cao chiét metanol NK 1313 (c); Phin tram té bao di vao giai doan apoptosis
& trong-céc didu kién khac nhau (d). |

Fig. 10. thé hién tac dong cia cao chiét dén thoi diém ding chu trinh té bao ung thu ¢d tir

cung HeLa. Trong do: chu trinh té bao d6i ching 4m — NC (a); chu trinh t& bao dbi chung
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dwong — PC (b); chu trinh té bao duoc i v6i cao chiét NK1313 (c); Phan tram té bao & cac
pha khac nhau trong chu trinh té bao ctia cac nhom dbi chirng am (NC), dbi ching duong
(PC) va nhém @ véi cao chiét (NK1313).
Fig. 11. thé hién hoat tinh e ché vi khuén Staphylococcus aureus; (-): dbi ching am
(metanol); 3: cao chiét NK1313; 1,2, 4 — 9: 1 cdc mAu cao chiét kKhéc.
MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén chiing vi khuan lam Seyfonema sp. NK 1313 thuan khiét vé mat
sinh hoc dugc phan 1ap tir mau dét thu tai rudng lua da thu hoach & Pong Anh, Ha Noi,
trong d6 ching nay chira doan gen rARN 16S c¢6 trinh tw dugc néu trong SEQ ID NO. 1,
doan gen rbcL c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.2 va doan gen ITS c6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO. 3; va c¢6 cac dac tinh sau:

c6 kha ning sinh tong hop hoat chit gay tc ché ting sinh t& bao ung thu ¢d tir cung
cung HeLa véi chi s6 ICso 14 3,6 pg/mL va gdy trc ché tang sinh té bao ung thu budng trimg
OVCAR-8 véi chi s6 ICso 12 34,2 pg/mL khi sinh khéi khé cua chung nay dugc hoa tan
trong dung moi metanol;

c6 kha nang sinh tong hop hoat chit gay kich hoat su chét té bao ung thu Hel a theo
chuong trinh va 1am dimg chu trinh té bao & pha S/G2; va

c6 kha ning sinh téng hop hoat chét tc ché vi khuin Staphylococcus aureus véi
dudng kinh vong vo khuan dat 10mm khi sinh khdi kho ciia ching nay duoc hoa tan trong
dung moi metanol.

Céc dic tinh ctia ching vi khuan lam Seytonema sp. NK 1313 s& dugc mo ta chi tiét
nhu dudi day.
A. Phan ldp va dinh danh chung vi khuan lam NK1313

Mau dét bé mat cua rudng lua (da thu hoach) dugc thu va bao quan trong 6ng nhua vo

trung. Tai phong thi nghiém, mAu dit dugc hoa tan trong moi trudong dinh dudng khoang
BGO (thiéu nitrat) va cdy ria 1én dia thach petri chira BGO dé chon loc cac chung vi khuin
quang ty dudng. Sau 2 tudn nudi cdy & diéu kién anh sang 20 pmol. m™2 s7!, céc dia Petri
da xudt hién cac khuén lac mau xanh lam dic trung. Céc khuén lac duoc quan sat ¢ kinh

hién quang hoc voi do phong dai 40X dé chon loc khuin lac chi chta mot loai dang soi
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khuén lam va ciy trai sang dia Petri tiép theo. Qua trinh cdy chuyén dugc lap lai 5 1an cho
dén khi.thu duoc khuén lac chira cac SO d@)ng déu vé kich thudce va déng nhét vé hinh dang
t€ bao trong cac soi. Khuén lac nay dugc céy chuyén sang lo thuy tinh 10 mL chra moi
truong nudi ciy 1ong c6 nitrat (BG11) nham lam tang toc d6 sinh truéng. Ngudi ¢6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat co6 thé dé dang thuc hién viéc chon méi truomg va
cac thao tac nudi ciy cac ching vi khuin trong qua trinh phan 1dp nay. Méi truong dugc
ding trong qué trinh chon loc va phén 1ap duge dé cap ¢ day 1a moi truong dinh dudng
khoang BGO c6 c4c thanh phan dinh dudng da lvong nhu sau: MgS04 (0,075 g/L); CaCl,
x 6H>0 (0,027 g/L); axit citric (0,006 g/L); Na-EDTA (0,001 g/L); NaxCOs (0,02 g/L);
K>HPO4 (0,031 g/L); Sat amoni citrat (0,006 g/L).

Dung dich dinh dudng vi lugng dugc pha trong 100 mL nudc cat gdm céc thanh phan:
H3BOs (6,1 mg); MnSO4 x 4H20 (22,3 mg); ZnSO4 x 7TH20 (28,7 mg); CuSO4 x 5H20
(0,25 mg); (NH4)sM07024 (1,25 mg).

KoHPO4 va Sét amoni citrat duge hoa tan trong 2 mL nudc cit (goi 1a dung dich A).
Céc nguyén t6 dinh dudng da lugng con lai dugc hoa tan trong 100 mL nudc cét, thém 1
mL dung dich vi luong sau d6 bo sung nude cat 1én dén thé tich 998 mL tao thanh dung
dich B. Dung dich A va B dugc hap kht trang riéng r& & 121°C trong 15 phut, sau khi
ngudi dugc tron vao nhau dé c6 dugce 1L Moi truong BGO.

Moi truong nudi sinh khdi BG11 1a méi truong BGO ¢6 bd sung thém thanh phan da
luong NaNOs v6i ham lugng 15g vao dung dich B trude khi hap khi trung dé thu duge 1L
moi truong BG11.

Két qua di phan 1ap duoc ching vi khudn lam quang tu dudng NK1313. Su phén loai
so bd chung vi khuén lam NK 1313 duoc dua vao hinh thai khuan lac trén méi truong thach
(Fig. 1) va hinh thai té bao/soi (Fig. 2). M6 ta chi tiét, khuén lac c6 duong kinh tir 2-5 mm,
véi khé_i mau xanh lam ddm ¢ trung tdm va s¢gi nhd moc lan ra xung quanh. S¢i ciia ching
vi khuan lam nay gém cac t bao sinh dudng xép ndi tiép va duoc bao loc boi 16p mang
nhay mong. Nhanh gia hinh thanh don doc hodc thanh timg cap gitra 2 s¢i tiép xuc vai
nhau. Céc té bao sinh dudng c6 hinh chit nhat, kich thudc chidu ngang (5,2 pm — 7,1 um)

16n hon chiéu doc (3,5 pm — 6,7 pm) véi vach ngin mo giita 2 té bao canh nhau. Té bao
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dau soi thuén nhon, déi khi chidu doc 16n hon chidu ngang. Khi séng trong moi truong
BGO, soi vi khudn lam c6 thém té bao di hinh (chuyén hod cho chirc nang ¢6 dinh nito khi
quyén) & dau soi hodc gitra soi, doi khi xuét hién hai t& bao di hinh canh nhau & giita soi.
Cac té bao di hinh chir nhat v6i ¢ chidu doc (8,3 pm — 12,7 pm) lé’n hon chidu ngang (6,7
um — 8,2 um). Ching NK1313 sinh san bang cach hinh thanh tao doan & phan diu soi.
Hinh dang té bao sinh dudng, té bao di hinh va kiéu phan nhanh gia ctia cac sgi cua chung
NK 1313 mang dic trung ctia chi vi khuan lam Scytonema (theo Komarek, 2014).

Thuyc hién phan loai chiing vi khuan lam NK 1313 bing cach xac dinh trinh tu doan
gen rARN 168, rbcL va ITS; trong d6 gen rARN 16S va ITS 1a céc trinh tu cic nucleotit
¢co tinh bao thu cao - ddc trung cho loai con gen rbcL mi hoa enzym ribulose 1,5-
bisphosphat carboxylaza tham gia vao pha tbi ctia quang hop - dic trung cho cac sinh vat
quang tu dudng. Trudc hét, doan gen rARN 16S va ITS dugc khuéch dai thong qua ba lan
PCR v6i 3 cap mdi ddc hi¢u. Lan PCR tht nhét st dung mdi xuéi 2F (5°-GGG GGA TTT
TCC GCA ATG GG-3") va mdi nguoc 1R (5°-CTC TGT GTG CCT AGG TAT CC-37)
v6i muc dich nhén ca doan gen rARN 16S va ITS c6 kich thudc 1600 bp. Lan thir 2 1a nhan
doan gen rARN 16S bang mdi xudi 2F va mdi nguoc 6R (5’-GAC GGG CCG GTG TGT
ACA-3’). Lén tht 3 1a nhan doan gen ITS biang mdi xudi 5F (5-
TGTACACACCGGCCCGTC-3") va mdi nguge 1R. Doan gen rbel duge nhan 1én bing
mdi xudi rbcLF (5’-GAC TTC ACC AAA GAY GAC GAA AAC AT-3) va moi nguoc
rbcLR (5°- GAA CTC GAA CTT RAT YTC TTT-3"). Cac diéu kién thuc hién nhan doan
gen TARN 168 1a kién thirc thong thuong trong linh vuc x4c dinh trinh ty va cac chuyén
gia trong linh vurc ndy c6 thé thuc hién dugc mot cach dé dang.

San pham PCR nhan doan gen rARN 16S tir ADN téng s6 ciia chung NK1313 (Fig.
3) da duoc xdc dinh trinh tu ¢6 kich thudc 969 nucleotit (SEQ ID NO:1) va ¢6 mtc dd
tuong dong 99,8% vi trinh tu tuong tng cua chung Scyfonema bilaspurense 10C_PS (ma
ki hiéu gen KT222810 trong GenBank). Méi quan hé phat sinh chung - loai cta chiing
NK 1313 v6i mot s6 ching vi khuan lam khac da duogc xdy dung va thé hién trén Fig. 6.

San pham PCR nhan doan gen rbcL tir ADN tdng s6 ciia ching NK 1313 (Fig. 5) da
dugc xdc dinh trinh tu 6 kich thudc 794 nucleotit (SEQ ID NO:2) va ¢6 mirc dd twong
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ddng 99,4% vai trinh ty twong Gng ctia chung Scytonema bilaspurense 10C-PS (ma ky hi¢u
gen KT222811 trong GenBank). M6i quan hé phat sinh chiing-loai ctia ching NK 1313 véi
mét sb ching vi khuén lam khac dua tren trinh tu gen rbcl da dugce xay dung va thé hién
trén Fig. 7.

San pham PCR nhan doan gen ITS tir ADN tdng sb ciia chung NK1313 (Fig. 4) da
duoc xac dinh trinh ty c6 kich thudc 536 nucleotit (SEQ ID NO:3). Tuy nhién, trinh tu
doan gen nay dugc so sanh véi trinh ty twong Ung cua ching Scytonema pachmarhiense
10A1_PS (ma ky hiéu gen MH260366 trong GenBank) cho két qua do tuong dong 1a 87%.

Trén co s¢ do tuong dong 99,8% va 99.4 % vé trinh tu gen 16S ARN va rbcL cia
chung NK 1313 so v4i 2 gen tuong Gng cua chung Scytonema bilaspurense 10C_PS cling
v6i diic diém hinh thai té bao/soi da chimg t6 ching NK 1313 ¢6 quan hé gin giii v6i chung
vi khuan lam Scytonema bilaspurense 10C-PS va duoc dit tén 1a Scytonema sp. NK1313.

Tén ching “NK1313”, trong pham vi ban m6 ta nay, van duge sir dung dé chi ching
Scytonema sp. NK1313 vira dugc dinh tén trén day.

Chung Scytonema sp. NK1313 phén l1ap dugc luu gitt tai BO mon Hoa sinh va Sinh
hoc phan tir, Khoa Sinh hoc, Truong dai hoc Khoa hoc Tu nhién, Dai hoc Quéc Gia Ha
No6i dudi dang thuan khiét vé mat sinh hoc.

B. Phdn tich kha néng ke ché tang sinh té bao ung thie

Chiing NK 1313 sau khi duoc phan Iap va dinh danh duogc nuéi va thu sinh khéi kho
dé khao sat kha nang wc ché tang sinh té bao ung thu ¢b tr cung HeLa (dugc nudi trong
mai trrong DMEM) va té bao ung thu budng trimg OVCAR-8 (duoc nudi trong méi truong
RPMI-1640). C4c moi trudng nudi té bao ung thu déu dugc bd sung 10% FBS (fetal bovine
serum) va 1% dung dich khang sinh Penicillin/Streptomycin (¢ ham lugng 10 000 don vi
Penicillin G va 10 mg Streptomycin trong 1 mL dung dich).

Trude hét, ching vi khuan lam NK1313 duoc nudi trong moi truong BG11 (c6 thanh
phan nhu da mé ta & trén) trong thoi gian 6 tuan. Sinh khéi tuoi dugc thu bing cach ly tdm
v6i toe do 4000 vong/10 phut/20 °C rdi dong kho dé loai bo nude bé mit va trong té bao
dé thu duoc sinh khoi kho. Sau do, 5g sinh khéi kho duoc thAm w6t trong dung méi metanol

99,8% (Merck- Germany) va nghién nho trong cbi st trong S phit thanh hdn hop ddng nhit.
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Hbn hop nay duge siéu 4m 30 phit va ngam lic 30 phut trong binh tam giac chira 200 mL
dung moi metanol 99.8% trudce khi dugce ly tdm dé thu duoc dich ndi. Phén can tiép tuc
duoc chiét rat hai lan 1ap lai trong 200 mL dung mo6i metanol 99,8%, két qué thu dugc 600
mL dich chiét metanol. Toan bo dich chiét nay dugc loai dung méi bing may cat quay chan
khong két hop véi sdy ¢ 40 °C va thu duge 0,4 g cao chiét metanol ciia chung NK 1313 sau
day duoc goi la cao chiét NK1313. Thuat ngit “cao chiét NK1313”, “cao chiét metanol”
hoic “cao chiét metanol NK1313” trong pham vi ban mé ta nay, duge sir dung dé chi hon
hop cac chat c¢6 trong sinh khdi kho ciia ching Scytonema sp. NK13 13 da dugc hoa tan
trong metanol bang phuong phap mé ta & trén.

Té bao té bao ung thu ¢d tr cung HeLa dugc nudi trong dia 96 giéng bang mdi truong
DMEM va i véi cao chiét NK1313 sau 24 gid nudi cdy. Cao chiét NK1313 duoc bd sung
& 9 ndng do trong khoang tir 0,06 dén 168,0 pg/mL. Con té bao ung thu budng tring
OVCAR-8 dugc nudi cdy trong méi truong RPMI-1640 va 0 vé6i cao chiét NK1313 ¢ 6
ndng do tir 3,125 dén 100,0 pg/mL sau 24 nudi trong dia 96 giéng. Pdi ching dwong 1a
hop chéit khang ung thu paclitaxel, con ddi chimg 4m 14 dung moi DMSO dung dé hoa tan
cao chiét. Két thic 48h & mau véi mdi loai té bao, dung dich MTT & dong do 5 mg/mL
duoc bd sung vao mdi giéng té bao dé tao cac tinh thé mau xanh —tim trong céc té bao séng
s6t theo mo ta cuia Nguyén va cong su (2021). Gia tri OD & budc séng 570 nm duoc doc
trén may ELISA ding dé x4c dinh ty 1¢ sng/chét ctia té bao. Thi nghiém duoc 13p lai 3 lan
cho mdi dong té bao. Cac gia tri OD hién thi duoc xir Iy bang phan mém Graphpad Prism
8 dé xéac dinh chi s6 ICso. Day 1a gia tri ndng do cta cao chiét ma c6 kha nang trc ché 50%
té bao ung thu.

Két qué cho thy, cao chiét NK1313 c6 kha ning trc ché tang sinh té bao ung thu cd
tir cung HeLa va té bao ung thu budng tring OVCAR-8 véi chi s6 1Cso twong tmg 14 3,6
ng/mL va 34,2 pg/mL. Budng cong dap ing lidu ctia cao chiét NK 1313 thé hién tuong tu
v6i duong cong dap ung lidu ctia thude diéu tri ung thu paclitaxel (Fig. 8). Theo tiéu chuin
cta vién nghién ctru ung thu Hoa Ky, mot cao chiét dugc danh gia 1a c6 hoat tinh e ché
ung thu khi chi sb 1Cso dat gia tri nho hon hoac béng 20,0 pg/mL; trong nghién ctru nay

ctia chiing t6i cho thiy hoat tinh irc ché ctia cao chiét metanol 1én dong té bao ung thu HeLa
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dat 3,6 pg/mL, tirc 1a cao hon 5 14n so véi tiéu chudn ciia vién nghién ctru ung thu Hoa Ky.
Pidu nay chimg to ching NK 1313 ¢6 kha nang sinh tong hop hop chét c6 kha ning trc ché
té bao ung thu ¢b tir cung rdt manh, co tiém ning phét trién thanh san pham thuong mai.
C. Phan khd ning gdy chét té bao ung thir HeLa theo con dwong chét theo chwong trinh
(apoptosis)

Thi nghiém duogc thiét ké vai 3 nhom: nhom ddi chimg am (NC) 1a cac té bao ung thur
HeLa duoc u v6i dung moi DMSO dung dé hoa tan cao chiét, nhom ddi chimg duong (PC)
12 t& bao dugc G v6i chét te ché ung thu thuong mai paclitaxel & ndng d6 13,5 nM va nhom
té bao duogc 1 vdi cao chiét NK1313 & néng d6 3,6 pg/mL. Sau khi dugc nhudém vai phue
hop annexin V va cht phat huynh quang PI, phan trim té bao trong & trong céc tinh trang
khac nhau bao gébm: giai doan té bao hoat tir (necrosis) & goc phan tu QI, giai doan
apoptosis mudn (late apoptosis) ¢ goc phan tu Q2, giai doan apoptosis sém (early
apoptosis) & goc phan tu Q3, va té bao séng binh thuong & goc phan twr Q4 da dugc phan
tich bang may FACSCANTO (Fig. 9a, 9b, 9¢c). Két qua thi nghiém cho thay dich chiét
metanol chung NK1313 ¢ ndng d6 3,6 pg/mL 1am ting sb té bao HeLa bi apoptosis 1én 1,5
lan, trohg khi d6 thubc diéu tri ung thu paclitaxel (d6i chung duong) & néng do 13,5 nM
c6 kha ning lam tiang s té bao HeLa bi apoptosis 1én 3 lan (Fig. 9d). Két qua nay cho thay
kha nang phat trién cac hop chit ¢6 trong sinh khdi kho ctia chung NK 1313 thanh cac thude
trong diéu tri ung thu tiém nang thong qua kha ning kich hoat con dudng apoptosis trén té
bao ung thu ¢ tir cung HeLa.

D. Phén tich kha néng bdt giit chu trinh té bao ung thiw HeLa

Thi nghiém dugc thiét ké v6i 3 nhém: nhém déi chung am (NC) 1a cac té bao ung thu
HelLa duoc G v6i dung mdéi DMSO dung dé hoa tan cao chiét NK1313, nhém ddi ching
dwong (PC) 14 té bao dugc G voi chit e ché ung thu thuong mai paclitaxel & ndng do 13,5
nM va nhom té bao duoc i v6i cao chiét NK1313 ¢ ndng do 3,6 pg/mL. Két qua phan tich
bang may dém té bao dong chay FACSCANTO cho thiy pham trim té bao & pha Gi, S/Ga
va Go/M trong nhém dbi chimg am (NC) 1an luot 12 1a 64,1%; 14,8% va 18,6% (Fig. 10a);
va phﬁlﬁ tram té bao & pha Gi, $/Ga va Go/M trong nhém ddi chimg duong (PC) lan luot
12 26,1%; 28,5% va 45.4% (Fig. 10b); trong khi d6 phan tram té bao & pha Gi, S/G> va
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G2/M trong truong hgp duge U v6i cao chiét NK 1313 1an luot 12 61,5%; 27,6% va 8,1%
(Fig. 10c).

Két qua phan tich cho thiy cao chiét NK1313 c6 kha ning bat gitt chu trinh té bao
ung thu Hel a tai pha S/Ga, véi phén trim t& bao HeLa trong pha S/G» cao gip gan 2 lan
so v6i phan trim té bao dbi chimg am & trong pha nay (Fig. 10d): Dy 1a mot két qua rat
4n twong, thé hién tiém niang Gmg dung cac hop chat c6 trong sinh khbi kho cta ching
NK 1313 trong trc ché té bao ung thu cb tir cung. Trong khi d6, paclitaxel thé hién kha ning
bt gift chu trinh té bao & ca hai pha S/G, va Go/M, v&i phan tram té bao bi bat giir trong
pha S/Ga va Go/M cao gap lan lugt 2 1an va 2.4 1an so v6i phén tram té bao dbi ching 4m
& trong hai giai doan nay do paclitaxel 1a mot thude diéu tri ung thu hiéu qua, voi nhiéu co
ché tac dung da duoc chirng minh.

E. Phdn tich khd néng khang vi khudn S. aureus

Cao chiét NK1313 dugc hoa tan lai trong dung moi metanol 99,8% va danh gia hoat
tinh (tc ché vi khudn S. aureus bang phuong phap khuéch tan dia thach. Pia thir hoat tinh
duoc chuén bi béng cach tron 100 pL vi khuén (mat do 10° CFU/ml) vao 15 mL mdi trudong
LB thach cai tién & 45°C va rot ra dia Petri. Cac dia gidy (da tim 2 mg cao chiét trong 50
ulL dung mdi metanol) va dia gidy lam d6i ching 4m (tdm 50 puL dung mdi metanol), sau
khi da loai dung méi dugc dat 1én bé mat dia thach va u trong 3h & 4°C. Tiép theo, dia thi
hoat tinh duge gifr trong t 4m 37°C trong 18 h roi nhudm vi khuan v6i iodonitrotetrazolium
chloride (INT). Két qua cho thdy, cao chiét NK1313 & ham lugng 2 mg/dia gidy c6 kha
nang e ché vi khuan S. aureus giy bénh & ngudi voi duong kinh vong vo khuan 14 10 mm
(dugc minh hoa ¢ Fig. 11). Nhu vay, co thé két luan chung vi khuan lam NK1313 ¢6 kha
nang sinh tong hop hoat cht trc ché vi khuan Gram dwong S. aureus.
Vi du thuwc hién sang ché
Vidu 1. Phdn ldp va dinh danh chimg vi khudn NK1313

Mau dét bé mat (2 cm x 2 cm) cia rudng lta (da thu hoach) dugc thu va bao quan trong
6ng nhua vo tring va dem vé phong thi nghiém dé nuéi lam giau vi khuan lam trong vong
24h. Mau dit dugc hoa tan trong moi truong dinh dudng khoang BGO (thiéu nitrat) va cay

ria 1én dia thach petri chira BGO dé chon loc cac ching vi khuédn ‘quang ty dudng c6 kha
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ning c¢b dinh nito, déng thoi han ché cac ching vi khuan phd bién khiac moc trén bé mat
dia thach. Sau 2 tudn nudi ciy & didu kién anh sang 20 pmol. m™ .s™', céc dia Petri da Xuét
hién cac khuén lac mau xanh lam dic trung. Ting khuén lac dugc quan sat ¢ kinh hién
quanghocvéid@phéng(kd40)(déchonlockhuénlacchichﬁarn@tkmjdangsqikhuén
lam va cdy trai tiép sang dia Petri chira BGO. Qua trinh cdy chuyén duogc lap lai 5 lan dé
dam bao thu duoc cac khuén lac do thudn vé& mit hinh thai khi quan sat dudi kinh hién vi
quang hoc. Khuén lac chtra sgi (trichome) tao cdc phan nhanh gia va hinh dang té bao nhu
duqcthélﬁén‘uong Fig. 2a, 2d dugc tach va lam sach, thu dugc chung vi khuén lam
NK1313.

Dua vao hinh thai té bao va trichome ctia chiing vi khuan lam thu dugc trén moi truong
thach BGO, ching NK 1313 ¢6 thé duge xép vao chi Seytonema (Komarek, 2014).

Thuc hién phan loai chung vi khuin lam NK 1313 bang cach xac dinh trinh ty doan
gen rARN 168 theo phuong phép PCR 1dng v6i hai cip mdi 2F/IR va 2F/6R nham lam
tang tinh dac hiéu cia san pham PCR.

- Chung NK1313 dugc nudi trong BG11 va thu sinh khéi trong giai doan dang ting
truéng (sau 2 tudn nudi cdy) bang phuong phép ly tim voi tbe do 5000 vong/phut trong
thoi gian 8 phut. Sinh khéi tuoi dugc tron déu trong 400 pL. dém TE (c6 thanh phan 1a
10mM Tris HCI pH 8, 0,1mM EDTA) va ly tam ¢ 13000 vong/ phut trong 5 phut dé loai
mudi. ADN cua ching duoc tach theo quy trinh nhu sau: i) B6 sung 200 uL dém Edwards
(200 mM Tris; pH 8,0; 200mM NaCl; 25 mM EDTA va 0,5% SDS) vao 6ng eppendort
chira 50 mg sinh khéi twoi va voltex trong 15 phut, sau d6 thém 300 pL dém Edwards va
voltex tiép 5 trong phut dé phd v thanh té bao; i) U & 100°C trong 10 phiit dé giai phong
ADN; iii) Ly tAm & 13000 vong/ phit/ 4°C trong 5 phut rdi hiat 400uL dich ndi sang mot
bng eppendorf méi; iv) Protein dugce loai bo bang cach bo sung 400 pl PCI (Phenol :
Chloroform : Isoamy! alcohol - 25:24:1, v/v), dao nhe mau trong 5 phut dé tranh dut gy
ADN, éau d6 ly thm 13.000 vong/ 4°C trong 5 phut, thu 350 pL dich ndi (pha trén cing)
vao ong eppendorf moi; v) Protein dugc loai bo hoan toan bang cach thém 350 pL
chloroform vao dung dich, déo nhe r6i ly tim & 13000 vong/phuat/ 4°C trong 5 phit, thu
dich 300 pL dich ndi vao 6ng eppendorf méi; vi) B6 sung 300 pL isopropanol vao éng
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eppendorf, dao nhe 5-6 1an va giit & nhiét do phong trong 15 phit dé tia ADN; vii) Ly tm
& 13000 vong/ phut/4°C trong 5 phut dé thu tia ADN; viii) B6 sung 500 pL etanol 70%,
d40 nhe 2-3 14n 1di ly tam & 13000 vong/ phut/ 4°C trong 5 phiit dé lam sach va tia ADN;
ix) Lam kho ADN & nhiét dd phong trong 30 phut va hoa tan lai trong 100 pL H2O va bao
quan & - 20 °C.

Céccap mdi duoc st dung dé dinh danh ching vi khuan 13 hai cap mdi 2F/1R va 2F/6R
duoc thiét ké dua vao trinh tu co tinh bao thi cao ctia gen rTARN 16S & vi khuén lam (Theo
Boyer va cdng su, 2001). Qua trinh nhan doan gen rARN 16S dugc thyc hién qua 2 phan
tmg chudi PCR lién tiép; trong do, ADN téng s (tach tir té bao vi khuan lam) dugc sir
dung cho lan PCR thir nhit véi cap moi 2F/1R; san phim PCR lan thir nhit duge st dung
dé 1am khudn cho 1an PCR thar 2 v6i cdp moi 2F/6R. Trinh tu cia céc mdi nay nhu sau:

Mbi xubi 2F: 5°-GGG GGA TTT TCC GCA ATG GG-3°

Moi nguoe 1R: 5°-CTC TGT GTG CCT AGG TAT CC-3’

Moi nguge 6R: 5°-GAC GGG CCG GTG TGT ACA-3’

ADN thu duogc tir chung vi khuén lam dugc thuc hién nhan doan gen dai bao gém ca
gen rARN 168 va doan ITS bang phuong phap PCR (PCR lan tht nhét) véi thanh phan
phan tng va chu trinh nhiét nhu sau:

Thanh phan phéan g (ul):

Hon hop phén tmg 2X (master

mixes) hang GoTaq®: 15,0 ul

Moi xudi (10 pM): 1,0 uL

Mbi nguge (10 pM): 1,0 uL

ADN khuon: 1,0 uL.

H>O khtr ion: 12,0 uL

Téng thé tich: 30 plL
Chu trinh nhiét:

Budce 1: 95 °C (2 phat)
Bude 2: 95 °C (20 s)
Budc 3: 56 °C (20 s)
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Budc 4: 72 °C (1 phiit 30 s)

Budc 5: Lap lai 40 lan tir bude 2 dén bude 4
Buéce 6: 72 °C (10 phat)

Budc 7: Bao quan ¢ - 20 °C

San phdm PCR nhan doan gen rARN 16S tir ADN tong s6 ctia chiing duge da dugc
kiém tra bang phuong phap dién di trén gel agaroza 1% (da bd sung 1 pL thubc nhudom
redsafe trong 15 mL agaroza), trong thoi gian 25 phut, hi¢u dién thé 100 V. Sau do, ban
gelduqcsoidudiﬁah&ngoaiGIV)VachupénthO(ﬁdcﬁasénphéan(H{duqcnhénlén
bing cap mdi 2F/IR ¢ kich thude 1600 bp. San pham PCR nay dugc str dung lam khuon
dé thuc hién phan tng PCR lan 2 véi cip moi 2F/6R va cac thanh phan phan tng (ngoai
trlr mdi nguge) cling nhu chu trinh nhiét gibng nhu phan tng PCR lan thir nhat. San phim
PCR lan thir hai duoc kiém tra trén gel agaroza 1% cho thiy kich thuéc tuong tmg véi
doan gen rARN 16S va duoc thé hién trén Fig. 3.

San pham nhan doan gen rARN 16S dugc gui sang hang 1st BASE, Singapo dé xac
dinh trinh tu nucleotit theo phuong phép cua Sanger. St dung cac phan mém Bioedit va
Mega7 dé xay dung cay phat sinh chung loai ctiia ching vi khuan lam NK1313.

Trinh tu gen rARN 168 ctia chiing NK1313 ¢6 kich thudc 969 nucleotit duoc xac dinh
nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Trinh tu doan gen rARN 16S cta chung NK1313 ¢6 mac do tuwong dong 99,8% voi
trinh tu twong (mg cta ching Scytonema bilaspurense 10C_PS (ma ki hiéu gen KT222810
trong Genbank). M&i quan hé phat sinh chting-loai ctia ching NK1313 v&i mot s6 ching
vi khuédn lam dya trén trinh tu gen rARN 16S da dugce xay dung va két qua dugc thé hién
¢ Fig. 6.

Bén canh doan gen rARN 168, doan gen rbcL va ITS ciing duoc nhan 1én va xac dinh
trinh tu nham cung cép thém cac dic diém sinh hoc phan tir cua chung NK1313.

ADN thu duoc tur ching vi khuén lam dugc thuc hién nhan doan gen rbcL dic hiéu
cho sinh vét quang ty dudng véi cap mdi xudi rbeLF (5°-GAC TTC ACC AAA GAY GAC
GAA AAC AT-3%) va mdi nguge rbeclR (5°- GAA CTC GAA CTT RAT YTC TTT-3").
Ngoai trir cap moi rbcLF/rbcLR duge st dung thay thé, cac thanh phan phan tng khic va
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chu trinh nhiét dugc thuc hién giéng nhu phuong phap PCR lan thi nhét. San pham PCR
duogc kiém tra trén gel agaroza 1% cho thiy kich thudc twong tmg v6i doan gen rbel va
duge thé hién trén Fig. 5. San pham nhan doan gen rbel duge gui sang hing 1st BASE
(Singapo) dé xac dinh trinh ty nucleotit theo phuong phép ciia Sanger. Trinh tw gen rbcL
cta chung NK 1313 c¢6 kich thude 794 nucleotit dugce xac dinh nhu néu trong SEQ ID NO:
2.

Trinh tu doan gen rbcL ciia chung NK 1313 ¢6 mic do tuong d@)ng 99,4% vai trinh tu
twong ung cua chung Scytonema bilaspurense 10C_PS (ma ki hiéu gen KT222811 trong
Genbank). Mi quan hé phat sinh chting-loai ctia ching NK 13 13 véi mot s ching vi khuan
lam dua trén trinh tu gen rbel da duoc xdy dung va két qua duoc thé hién & Fig. 7.

San pham PCR lan thtr nhat ciing duoc dung 1am khuon dé nhan doan gen ITS véi cap
mdi bang mdi xudi 5F (5°- TGTACACACCGGCCCGTC-3") va mdi ngugc 1R véi thanh
phan phan Gmg (trir moi xudi) va chu trinh nhiét gidng phan ung PCR lan thir nhét. San
phim PCR dugc kiém tra trén gel agaroza 1% cho thay kich thuéc twong ting véi doan gen
ITS va duoc thé hién trén Fig. 4. San phdm nhéan doan gen ITS duoc gii sang hing 1st
BASE (Singapo) dé xac dinh trinh tu nucleotit theo phuong phép ctia Sanger. San pham
PCR nhén doan gen ITS tir ADN tong s6 ctia ching NK 1313 da duoc xac dinh trinh tw ¢6
kich thudc 536 nucleotit. Tuy nhién, do thiéu trinh tu tham chiéu cua doan gen ITS tu
chung Scytonema bilaspurense 10C_PS trong Genbank nén trinh tu doan gen nay duogc so
sanh véi trinh tu tuong Gng cua chung Scytonema pachmarhiense 10A1 PS (ma ky hiéu
gen MH260366) cho két qua do tuwong dong 1a 87%. Trinh tyr doan gen ITS cua ching
NK 1313 dugc xac dinh nhu néu trong SEQ ID NO: 3. Pay 1a dit liéu mai, bo sung thém
dac diém vé sinh hoc phan tir cho cac ching vi khuan lam gan giii v6i ching Scytonema
bilaspurense 10C_PS.

Nhu vy, dua trén dac diém hinh thai t& bao, soi (trichome) va so sanh trinh tu gen
ARN 16S va gen rbcL thi ching NK1313 thudc chi Scytonema va duge dat tén la
Scytonema sp. NK1313.

Vi du 2: Chudn bi cao chiét metanol tir sinh khéi khé cua chung NKI313 (cao chiét
NK1313)
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Chung vi khuan lam NK 1313 duge nuéi trong méi truong BG11 (c6 thanh phan nhu
da mo ta & trén) bang cach dung pipett thuy tinh hit 5 mL huyén phii chiing NK 1313 (OD740
= 1) vao mdi binh tam gidc (thé tich 500 mL) chira 250 mL moi trudng BG11. Céc binh
nudi nay duogc dit trong chu ky chiéu 14 gio sang: 10 gio tb1, v6i cuong do 30 pmol. m ™
s7'. Sau 6 tudn, sinh khéi duoc thu bing cach ly tam véi toe do 4000 vong/phut/20 °C trong
10 phut va lam kho bang phuong phap dong kho. Qua trinh dong kho dugc thuc hién bang
cach dit sinh khdi tuoi trong ti - 80 °C trong 48 gid rdi chuyén sang ti hut chan khong dé
lam thing hoa hoi nudc & bé mit va bén trong té. Sau do, 5g sinh khéi kho duge tham wét
trong dung moi metanol 99.8% (Merck- Germany) va nghién nho trong cdi s trong 5 phit
thanh hgn hop dong nhat. Hon hop nay duoc b6 sung 200 mL dung méi metanol 99.8% va
chuyén sang binh tam giac (thé tich 500 mL) dé sidu am 30 phut réi ngdm lic tiép 30 phut.
Hén hop duge ly thm ¢ tée do 5000 vong/phut/20 °C trong 8 phut dé thu dich dich ndi;
phén can tiép tuc dugc chiét rat hai 1an nira trong 200 mL. metanol 99.8% v&i viéc 1dp lai
cac bude siéu am-lc-ly tam. Két qua thu duge 600 mL dich ndi tir 3 1an tach chiét chira
c4c chét hoa tan tr sinh khdi kho dugce goi la dich chiét metanol. Dich chiét nay duoc loai
mmgm&b%gm@c&qmydﬁﬂ&&gk&hmv&s@640%Xﬁmumch4gwo
chiét metanol cia ching NK 1313 sau day goi 1a cao chiét NK1313. Cao chiét nay chira cic
hoat chat sinh hoc thu dugc tlr sinh khéi kho cta chung vi khuén lam NK1313.

Vi du 3: Bdnh gid khd ning ikc ché ting sinh dong té bio ung thir béi cao chiét NK1313

Té bao té bao ung thu ¢b tir cung HeLa hoic té bao ung thu budng trimg OVCAR-8
duoc nudi trong dia 96 giéng nhung trong hai loai moi trudng khac nhau. Trong do, té bao
ung thu ¢ tir cung HeLa dugc nudi trong mdi truong DMEM (PAN — Biotech, Dirc) va
duoc 0 véi 9 ndng do cao chiét metanol trong khoang tir 0,06 pg/mL dén 168,0 pg/mL;
con té bao ung thu budng tring OVCAR-8 durge nudi trong mdi truong RPMI-1640 (Sigma
— Aldrich, M§) va 0 v6i 6 nong do cao chiét metanol trong khoang tir 3,125 pg/mL dén
100,0 pg/mL. Cac mdi truong nubi trude khi sir dung nudi cdy déu duge bo sung 10% FBS
(fetal bovine serum) va 1% dung dich khang sinh Penicillin/Streptomycin (¢ ham lugng 10
000 don vi Penicillin G va 10 mg Streptomycin trong 1 mL dung dich) véi thanh phan nhu

sau:
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Thanh phan DMEM — P0404515  RPMI-1640
(g/L) (g/L)
Chat dinh dudng vo co
CaCl, 0,2 -
Ca(NOs)2 x 4 H20 - 0,1
MgSO4 0,04884 0,09766
Fe(NO3)3 x 9 H.O 0,0001 -
KCl 0.4 0,4
NaCl 6,4 6,0
NaHCOs3 3,7 2,0
Na;HPO4 0,10869 0,8
Céc axit amin
L-Arginin x HCI 0,084 0,2
L-Asparagin x H2O - 0,05
axit L-Aspartic - 0,02
L-Cystin x 2 HC1 0,06258 0,0652
axit L-Glutamic - 0,02
L-Glutamin 0,87 0,3
Glycin 0,03 0,01
L-Histidin x HCI 0,042 0,015
Hydroxy-L-Prolin - 0,02
L-Isoleucin 0,1048 0,05
L-Leucin 0,1048 0,05
L-Lysin x HCI 0,1462 0,04
L-Methionin 0,03 0,015
L-Phenylalanin 0,066 0,015
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L-Prolin - 0,02
L-Serin 0,042 0,03
L-Threonin 0,0952 0,02
L-Tryptophan 0,016 0,005
L-Tyrosin x 2 Na x 2 H,O 0,10379 0,02883
L-Valin 0,0936 0,02

Cé4c vitamin

D-Biotin - 0,0002
Choline chloride 0,004 0,003
axit folic 0,004 0,001
myo-Inositol 0,007 0,0035
Niacinamit 0,004 0,001
axit D-Pantothenic (hemicacium) 0,004 0,00025
Pyridoxal x HCI 0,004 0,001
Riboflavin 0,0004 0,6002
Thiamin x HCI1 0,004 0,001
Vitamin B2 - 0,000005
Cac thanh phn khac

D-Glucoza 6.4 2,0
HEPES - 4,77
Phenol red x Na 0,015 0,0053

Pbi chimg duong 1a cic té bao duge t véi hop chat e ché ung thu paclitaxel, con ddi
chtng 4m 1a céc té bao duge t v6i dung moi DMSO ding dé hoa tan cao chiét NK1313.
Qua trinh danh gia hoat tinh dugc thuc hién trong 4 ngay lién tuc theo quy trinh sau:

Ngay thir nhat — Gieo té bao ung thu vao dia 96 giéng: 1) Kiém tra hinh dang cta té
bao bang kinh hién vi soi nguoc va loai bé méi truong trong binh nudi gbe (T25); ii) Rira

té bao hai 1an véi dém PBS 1X; iii) B sung ImL trypsin dé tach roi té bao v6i nhau va
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tach khoi bé mat day cia binh T25; iv) B6 sung 2 mL méi truong nudi cdy dé bat hoat
trypsin; v) Hut 20 pL huyén phu té bao ra dé kiém tra s6 luong biang cach sir dung budng
dém dudi kinh hién vi soi nguoc; vi) Ly tdm dé thu t& bao & thu té bao & tde do 4000
vong/phut/25 °C trong 10 phut; vii) B6 sung 200 uL huyén phu chita 5 x 10% té bao vao
mdi giéng; viii) Pat dia 96 giéng trong ti 4m 37 °C chita 5% COz va do 4m 90% trong 24h.

Ngay thir hai — U té bao ung thu v&i cao chiét NK1313: i) B6 sung 50 uL mdi ndng do
dich chiét vao ba giéng té bao lién tiép, cac giéng dbi ching 4m bo sung DMSO ¢ nong do
0,5%; ii) U té bao trong 48h ¢ 37 °C, 5% CO, va dd am 90%.

Ngay thtt 4 — Xac dinh ty 1¢ song sét cia & bao bang thude thir MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-y1]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide): i) Hoa tan MTT bang dém PBS
1X & noéng d6 0,5 mg/mL; ii) Kiém tra hinh dang ctia té bao bang kinh hién vi soi ngugc
va loai boé moi trudng trong mdi giéng; iii) Rira té bao hai 1an voi dém PBS 1X; iv) B
sung 200 pL dung dich MTT vao mdi giéng; v) Pat dia 96 giéng nay trong 4 gior & 37 °C,
5% COz va do 4m 90%; vi) Loai bo dung dich MTT va bd sung 100 pL DMSO vao mdi
giéng dé hoa tan tinh thé xanh —tim trong té bao sdng sét; vii) Do d6 hip thu & 2 budc song
570nm and 690 nm; viii) Xac dinh ty 1& séng sét ctia té bao theo cong thirc sau:

(Agyy —Agg) CU mdi giéng thi nghiém

Ty 1é té bao song (%) = % 100%
gia tri trung binh [(Ag,) —A,) cta doi ching am]

Thi nghiém dugc lap lai 3 1an cho mdi dong té bao. Cac gia tri OD hién thi dugc xir ly
bing phin mém Graphpad Prism 8 dé xac dinh chi s6 ICso. Két qua cho thdy, cao chiét
NK 1313 chira hoat chét c¢6 kha ning e ché tang sinh té bao ung thu ¢b tir cung HeLa va
té bao ung thu budng trimg OVCAR-8 v&i chi s6 ICs lan luot 14 3,6 pg/mL va 34,2 pg/mlL.
Vidu 4 Pdnh gid kha ndng gdy chét té bao ung thir HeLa theo con dwong apoptosis boi
cao chiét NK1313

Té bao ung thu ¢b tir cung HeLa duoc nudi trong binh nhua T25, méi truong DMEM
(c6 thanh phan nhu mé ta ¢ trén) va duge 0 véi cao chiét NK1313 & ndng do 3,6 pg/mL
(tai gia tri ICso). D6i chung duong 14 té bao u v6i hop chét khang ung thu paclitaxel, con
d6i chimg am 14 té bao 1 véi DMSO. Quy trinh danh gia kha nang giy chét té bao theo con
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duong apoptosis dugce thuc hién gibng nhau & cac nhém dbi chirng duong, d6i ching am
va nhém té bao 1 véi dich chiét metanol NK 1313 trong 3 ngay lién tuc nhu theo sau:

Ngay thtr nhit — Gieo té bao ung thu vao binh T25: i) Kiém tra hinh dang cua té bao
bang kinh hién vi soi ngugc va loai bd mdi truong trong binh nudi gbe (T75); ii) Rira té
bao hai 14n v6i dém PBS 1X: iii) B6 sung 4 mL trypsin dé tach roi t& bao voi nhau va tich
khoi bé mit day cia binh T75; iv) B sung 10 mL méi trudng nudi ciy dé bat hoat trypsin;
v) Hit 20 pL huyén phu té bao ra dé kiém tra s6 luong bang cach sir dung budng dém va
kinh hién vi; vi) Ly tdm dé thu té bao & thu té bao & toc do 1200 vong/phit/25 °C trong 5
phut; vii) B sung 7 mL huyén phu chira 5 x 10° té bao vao binh T25; viii) D4t binh nu6i
T25 trong ti 4m 37 °C chira 5% CO, va dd 4m 90% trong 24 gid.

Ngay thi hai — U té bao ung thu vé6i dich chiét metanol NK 1313/paclitaxel/DMSO: i)
Kiém tra hinh dang cua té bao bang kinh hién vi soi nguoc va loai bo moi trudng trong
binh nuoi (T25); ii) Rira t& bao mot 1an voi dém PBS 1X; iii) B6 sung 7 mL moi trudng co
chtra dich chiét NK1313 & ndng do 3,6 pg/mL (tai gia tri ICso), ddi chimg dwong 1a té bao
@ v6i paclitaxel & ndng do 13nM (tai gia tri ICso), d6i chimg am 1a t€ bao u v6i DMSO &
ndng do dung dé hoa tan cao chiét metanol NK1313; iv) U cac nhom té bao da dwoc xir Iy
v6i dich chiét/paclitaxel/DMSO trong 24h & 37°C, 5% CO; va dd am 90%.

Ngay tht 3 — X4c dinh kha nang gay chét té bao ung thu HeLa theo con dudng
apoptosis st dung kit chtra annexin V va chat nhudm huynh quang P1 (Alexa Fluor® 488
annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit with Alexa® Fluor 488 annexin V and PI for Flow
Cytometry, Invitrogen, M) béng cach thuc hién 1an luot cac budc sau:

Bude 1 - Thu té bao: i) hut dich nudi tir binh T25 vao céc dng falcol 15 v6 tring dé
thu céc té bao chét (bong ra khoi bé mat day); ii) Rira bang 3 mL PBS 1X va trdn cing véi
phén dich ndi vira thu; iii) thém 1 mL trysin va binh T25 dé dé tach roi té bao véi nhau va
tach khoi bé mat day; iv) Bit hoat trysin bang 4 mL mdi truong sau khi toan bd té bao da
tach khoi day binh nuéi; v) Pém sb lugng té bao trong 20 pL (dich ndi/huyén phu té bao
thu tir phan bam vao ddy binh T25) bang cach st dung budng dém hong cau va kinh hién
vi sau khi nhudm té bao vdi trypan blue, tir d6 xac dinh s6 lugng té bao séng/chét trong

tirng phan; vi) Thu té bao tdng sb (tir phan dich ndi va phan huyén phu té bao bam day)
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bang cach Iy tim & 1200 vong/phit/25 °C trong 5 phut; vii) Rira té bao tong s6 thu duoc
bing PBS 1X lanh.

Buéc 2. Chudn bi dém lién két annexin 1X (Vi du, d6i véi ~ 10 phan tmg cin 1 mL
dém lién két annexin 5X vao 4 mL nuGe khi ion).

Budge 3. Chuan bi dung dich PI 100 pg/mL bang cach pha lodng 5 pL. dung dich gbe
PI 1 mg/mL vao trong 45 pL dém lién két annexin 1X.

Budc 4. Ly tam lai cac té bao da rira sach (& bude 1), loai b phan nodi phia trén va hoa
phan cin té bao trong dém lién két annexin 1X véi ndng do ~ 1 x 10° té bao/mL.

Budce 5. Thém 5 pL Alexa Fluor® 488 annexin V va 1 pL dung dich P 100 pg/mL (da
chudn bi & bude 3) cho mdi 100 pL huyén phu té bao. Dung gidy bac dé boc timg Ong thi
nghiém.

Budc 6. U té bao & nhiét do phong trong 15 phut.

Budc 7. Sau thoi gian i, thém 400 pL dém lién két annexin 1X, tron nhe nhang bang
pipet va giit mau trén da.

Bude 8. Phan tich c4c té bao da duge nhudm mau bang phuong phap dém té bao theo
dong chay (flow cytometry). Do phat xa huynh quang duge do ¢ bude song 530 nm va 575
nm (hodc twong duong) voi bude song kich thich 1a 488 nm. Xac nhan két qua dém té bao
theo dong chay bang cach xem két qua sb lugng té bao dudi kinh hién vi huynh quang st
dung bo loc thich hop cho fluorescein (FITC) va Phycoerythrin (PE).

Két qua thi nghiém cho thdy cao chiét NK1313 & nong do 3,6 pg/mL lam ting s té
bao HeLa bi apoptosis 1én 1,5 lan, trong khi d6 thuéc didu tri ung thu paclitaxel (d6i chimg
dwong) & nong do 13,5 nM c6 kha nang lam ting s6 té bao HeLa bi apoptosis 1én 3 lan
(Fig. 9d). Két qua nay cho thay ching NK1313 da sinh tong hop cac hop chét c6 kha niang
phat trién thanh thudc diéu tri ung thu ¢d tir cung Hel a thong qua kha nang kich hoat con
duong apoptosis ¢ té bao ung thu.

Vidu 5: Ddnh gid kha ndng lam dirng chu trinh 16 bao béi cao chiét NK1313

Té bao ung thu ¢d tir cung HeLa dugc nudi trong binh nhwa T25, m6i truong DMEM

(¢6 thanh phan nhu m ta & trén) va duge & v6i cao chiét NK1313 ¢ nong d6 3,6 pg/mL

(tai gid tri ICs0). Di ching duong la té bao G v6i hop chat khang ung thu paclitaxel, con
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d6i chung am 14 té bao 1 véi DMSO. Quy trinh dénh gia kha ning gay chét té bao theo con
duong apoptosis dugce thuc hién gibng nhau ¢ cac nhom déi ching dwong, dbi chimg am
va nhém té bao G v&i dich chiét metanol NK1313 trong 3 ngay lién tuc nhu theo sau:

Ngay thir nhit — Gieo té bao ung thu vao binh T25: 1) Kiém tra hinh dang cua té bao
bing kinh hién vi soi ngugc va loai bé moi truong trong binh nudi gbc (T75); ii) Rua té
bio hai 1dn v6i dém PBS 1X; iii) B sung 4 mL trypsin dé tach roi té bao v6i nhau va tich
khoi bé mit day cua binh T75; iv) B6 sung 10 mL méi truong nudi cay dé bat hoat trypsin;
V)Eﬁn20LHJhuyélphutébéoraC%]dén1&asélugngbéngcédlmidungbuéngdénlvé
kinh hién vi; vi) Ly tdm dé thu té bao & thu té bao & toc do 1200 vong/phut/25 °C trong 5
phut; vii) B6 sung 7 mL huyén phti chira 5 x 10° té bao vao binh T25; viii) Dt binh nudi
T25 trong tii 4m 37 °C chira 5% CO> va d am 90% trong 24 gid. °

Ngay tht hai — U té bao ung thu v6i cao chiét NK 1313/paclitaxel/DMSO: i) Kiém tra
hinh dang cua té bao bang kinh hién vi soi ngugc va loai bé moi trudong trong binh nudi
(T25); i) Rira té bao mot 1an v&i dém PBS 1X; iii) B6 sung 7 mL méi trudng c6 chira dich
chiét NK1313 & ndng do 3,6 pg/mL (tai gia tri ICso), ddi ching duong la € bao 1 véi
paclitaxel & ndng do 13 nM (tai gi4 tri ICso), d6i chimg am 1a té bao & v6i DMSO & nong
do dung dé hoa tan cao chiét metanol NK1313; iv) U cac nhom té bao da duoc xir ly voi
dich chiét/paclitaxel/DMSO trong 24h & 37 °C, 5% CO2 va do am 90%.

Ngay thir 3 — Xac dinh kha nang lam dung chu trinh té bao ung thu HeLa st dung PI
(Propidium Iodide) ctia Thermo Fisher Scientific bang cach thuc hién lan lugt cac budce
sau:

Buéc 1- Thu té bao: i) Loai b6 dich nudi ¢ binh T25; ii) Rira 2 lan béng 5mL PBS 1X;
iii) thém 1 mL trysin vao binh T25 dé tach roi té bao véi nhau va tach khoi bé mit day; iv)
Bt hoat trysin bing 4 mL mai truong sau khi sau khi toan bo té bao da tach khoi day binh
nudi; v) Dém sé lugng té bao trong 20 pL dich huyén phu thu tir phan bam vao ddy binh
T25 bang cach s dung budng dém hong ciu va kinh hién vi sau khi nhudm té bao véi
trypan blue, tr d6 xac dinh s6 lugng té bao song trong binh T25; vi) Thu té bao tong sd (tir
phin dich ndi va phin huyén phu té bao bim d4y) bang cach ly tam ¢ 1200 vong/ phit/25
°C trong 5 phut; vii) Rira té bao tong s6 thu duge bang PBS 1X lanh.
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Budce 2. Ch dinh té bao voi 1 mL etanol lanh 70% bing cach thém timg giot etanol
lanh vao cum té bao va tron déu béng pipet dé 1am tach roi cac té bao duoc cb dinh.

Budce 3. CH dinh té bao trong thoi gian 30 phiit & 4 °C.

Bude 4. Thu cin té bao bing cach ly tim 12000 vong/ phut/25 °C trogn 5 phit (can
than loai bé phan dich ndi).

Budc 5. Rira cac té bao hai 14n bang PBS 1X (thu té bao sau mdi lan rira bing cach ly
tam 12000 vong/phut/25 °C trong 5 pht).

Budc 6. Sir dung ARNaza dé loai bdo RNA dé dam bao rang chi DNA dwgc nhudém
mau véi PI bing cach thém truc tiép 50 uL dung dich ARNaza A vao phan té bao thu dugc
& buoce 5.

Buée 7. B6 sung 400 uL dung dich chira 50 pug PI trong 1 mL PBS 1X vao mot luong
tuong tng 109 t& bao di duge hoa trong dung dich ARNaza (¢ budc 6) va tron déu bang
pipet.

Budc 8. U hd hop 10 phit ¢ nhiét do phong (25 °C).

Budce 9. Phan tich miu bang phuong phap dém té bao theo dong chay (flow cytometry).
Do phat xa huynh quang dugc do ¢ bude séng 617 nm (hoac tu’on;g duong) véi budc song
kich thich 14 535 nm. Xac nhan két qua dém té bao theo dong chay bang cach xem két qua
36 lugng té bao dudi kinh hién vi huynh quang sir dung bd loc thich hop cho Phycoerythrin
(PE).

Két qua phan tich bing may dém té bao dong chay FACSCANTO cho thdy pham
tram té bao & pha Gi, S/Ga va Go/M trong nhom ddi chimg am (NC) 1an lugt 14 1a 64,1%;
14,8% va 18,6% (Fig. 10a); va pham tram té bao & pha Gi, S/G> va Go/M trong nhém do6i
chimg duong (PC) lan lugt 1a 26,1%; 28,5% va 45,4% (Fig. 10b); trong khi do phan tram
té bao & pha G, S/G2 va Go/M trong trudng hop co xir i v6i dich chiét NK 1313 1an lugt 1a
61,5%, 27,6% va 8,1% (Fig. 10c). Vi ty 16 phan tram té bao HeLa trong pha S/G» cao gip
gan 2 1an so vai ty 1¢ phan tram té bao dbi chimg 4m & trong pha nay (Fig. 10d), chimg t6
cao chiét NK1313 chua hoat chit ¢6 kha nang bt giit chu trinh té bao ung thu HeLa tai
pha S/Ga.
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Vi du 6: Bdnh gid kha nang ik ché vi khudn gdy bénh S. aureus

Cao chiét NK1313 duoc hoa tan lai trong metanol & ndng do 40 mg/mL dé danh gia
hoat tinh khang khudn S. aureus. Vi khuan S. aureus dugc nudi trong moi trudng LB cai
tién, 1ac 150 vong/phit, & 37°C trong 18h va dugc do do duc té bao & budce song 600 nm
dat gi4 tri ODgoo = 1. Mdi truong LB cai tién c6 thanh phan nhu sau: cao nam men (5g/L);
casein (5g/L); NaCl (10g/L); aga - thach (12g/L).

Trude hét, 50 pL dich chiét metanol duoc tim 1én cac dia gidy (duong kinh 6 mm) va
duogc 1am bay hoi hoan toan dung méi trong ti ciy vo tring trong thoi gian 2 h. Déi ching
am 1a céc dia gidy tAm 50 pL dung moi metanol rdi ciing dugc loai dung moi theo cach
tuong tu. Dia thir hoat tinh dugc chuan bi bang cach tron 100 pL vi khudn gay bénh (mat
do 10° CFU/mL) vao 15 mL moi truong LB thach cai tién (& 45°C) va rot ra dia petri. Cac
dia gidy chira cao chiét hodc doi chirng 4m dugc dit 1én bé mit dia thach (sau khi da dong)
vautrong 3h ¢ 4°C. Sau d6, dia thu petri dugc giit trong ta 4m 37°C trong 18h dé vi khuan
phat trién. Vi khuin trong dia petri sé hién mau hoéng-cam khi dwoc nhudém v&i
iodonitrotetrazolium chloride (INT), ving trong sudt quanh dia gidy (vong vo khuan) thé
hién ving hoat tinh khang khuén ciia cao chiét. Duong kinh vong v6 khuan (bao trim ca
duong kinh dia gidy) duge do va ghi lai. Két qua cho thdy, cao chiét NK1313 ¢ ham lugng
2 mg/dia gidly c6 kha nang wc ché vi khuan S. aureus gy bénh & ngudi voi duong kinh
vong vo khuan 14 10 mm.

Hiéu qua dat dwgc ciia sang ché

Chung vi khuan lam Scytonema sp. NK1313 thuan khiét vé mat sinh hoc duoc phan
1ap tir mAu dat thu tai rudng la theo séang ché ¢ kha nang sinh tong hop hoat chét gy trc
ché tang sinh té bao ung thu ¢d tir cung cung HeLa va gay tic ché tang sinh té bao ung thu
budng trimg OVCAR-8 véi hoat tinh tic ché cao, ddng thoi co thé gy kich hoat su chét té
bao ung thu Hela theo chuong trinh va lam diurng chu trinh té bao & pha S/Ga. Diéu nay
cho thdy chung vi khuan lam NK 1313 theo séng ché rit ¢ tiém ning trong viéc phat trién
cac hoat chét trong sinh khdi kho chiing nay thanh dang duge pham thuong mai tmg dung

trong diéu tri ung thu.
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YEUCAUBAOHQ
1. Ching vi khuan lam Scyfonema sp. NK1313 thuan khiét vé mat sinh hoc dugc phén

1ap tir mAu dat thu tai rudng lua chia doan gen rARN 168 c6 trinh tu duge néu trong SEQ
ID NO. 1, doan gen rbcL ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.2 va doan gen ITS ¢6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO. 3; va c6 céc dac tinh sau:

¢6 kha ning sinh tong hop hoat chét gy trc ché tang sinh té bao ung thu ¢d tir cung
cung HelLa véi chi s6 ICso 12 3,6 pg/mL va gay Grc ché tang sinh té bao ung thu budng tring
OVCAR-8 véi chi s6 1Cso 1a 34,2 pg/mL khi sinh khéi khd ctia ching nay dugc hoa tan
trong dung moi metanol;

¢6 kha ning sinh téng hop hoat chét gy kich hoat su chét té bao ung thu HeLa theo
chuong trinh va lam dimg chu trinh té bao & pha S/G2; va

¢6 kha nang sinh tong hop hoat chét trc ché vi khuan Staphylbcoccus aureus vo1 dudng
kinh vong vo khudn dat 10mm khi sinh khéi kho ctia ching nay dugc hoa tan trong dung

moi metanol.

-30-



37732

1g. 2

F

-31-



37732

Bang ADN o kich thude
khoang 950 bp

Fig. 3

-32-



37732

3 kb —

2 kb —
1.5kb —

1 kb —
750 bp— [
500 bp— (8

250bp— [
100 bp—

§ Bing ADN c6 kichthwde
khoang 800 bp

Fig. 5.

-33-



g
o3

37732

Lo
Hd

oiarya ool BHUZ RS (MBIRE1851)

Desikachays noslocpidesBRUA S 1858 (BHI2EIET 1}

KomBal i

“— Trichormurazol

Deamonostoc musconsn Lukesova VBT (AMT 118332,
Desmonosior peiowiaion HE4240 LI (WH81880
Mostoo neiddorfense ARCE (MK200544 1)

fg
A

1

| E [Sa:’zifa seme hofmenn BOC TR {ABET

7 LI_Sr:y?‘tz e a;} HE13M3

37
Soytonsms Sils TARZB0

¢

Ramsaria av
33 Hetospiruling tapstioata Y

25 |—~ Coignfescinfus chthonplasfes SAG 2305 (EFES4DEE
Chrpprorcidion o DD (MFSZ2483 1)
20 Ewrhatinema mangrowi APSF (MEKSIZR78 1
Natoleptclymgbys elongata PHC 88315 (MFETE810.1)

4
]

[

g
)

iipenbacteryisiace

3 f
PAE: FrearPiasdtls

FiGE (7455 (RR2TE352

o
in

VT LHM3EE3ER

RS



3

106

Ty Ié t& bao séng (%)

i
B e
1

377

32

78 Scytonema bitaspuranse 10C-PS {(KT222811.1)
100 f Seytonema singhil (KT935474.1)

100

Seytonems sp. NK1313

100 T —

Seytonema hofmanni PCC 7110 (ABO75921.1)
Chioragloeopsis fritschil PCC 6812 (ABO75%07.1)

| Chiorogioeopsis fritschif PCT 9212 (ABG75808.1)

Aliinostoe morphoplasticum NOS (KY401608.1)- 95.66

L Aliincstoc sp. SA43 (MK967414.1)
Nostoc sp. PUPCCC 405.25 (KYB810501.1)

Desikacharya sp. SAT0 (MK9B7407.1)

457 Cyanocohniefla sp. ACSS] 322 (MW258838.1)

Nodularia sphaerocarpa ACSSE 238 (MK299201.1)

Trichormus variabiiis AC3S1 154 {(MK288167 1)

Fig.

Ty 16 18 bao sbny (%)

50

150

TV 16 18 Bao séig (%)

00+

50+

-

4 2 a 2 4
Log nbng 45 cao chidt {ugiml})

Ty 16 t& bao séng (%)

e

T

c.o

T T T T
0.5 1.8 1.5 26 28

Log {nbng db cao chidt {pa/mb)}

Fig.

100 .
L Tolypothrix sp. ACSSI 038 (MK299165.1)

51 e Desmonostoc sp. SAS (MF631198.1)

e TOlyPOLHYIX 50, ACSSI 331 (MW258845.1)

Desmonostoe muscorum ACSSE 091 (MK289200.1)

4004 b
804
80~
40

20+ Py

0

T ¥ 1 1
05 1.0 15 2.0
Log (néng ¢ paclitaxel {ug/mL}}

0.0

100

8(}—§

60— §‘§\
40—

20+

0 e

0.2 0.4
Log {ndng 46 paclitaxe! {szgimb}}

0.0

-35-

0.6



37732

i

B ]

3 -
=
&
=
i
j7ad
s
o
a o~
= 15
=,
=
< R
A 1
5
TR w7 - TR T TR T
i & 1

i

c (NK1313}

Fig. 9

-36-

| NK13

13



37732

iy
(4]
i
# ;
;i .
- e g
(&) )
e
K
=
&
£ Py
£ )
=
F
:,w
i
b
w

g4

70

()
eyd oo s aeq iy owg 2931 41

-37-



37732

Fig. 11
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DANH MUC TRINH TU

<110> Trudng Pai hoc Khoa hoc tu nhién, Pai hoc Qubc gia Ha Noi
<120> Chung vi khudn lam Scytonema sp. NK1313 thudn khiét vé mit

sinh hoc c6 kha ning sinh téng hop hoat chit gay tc ché tdng sinh té bao
ung thu, kich hoat su chét cua té bao ung thu theo chuong trinh va khang

khuén
<160> 3

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400> 1
GACGGAGCAA
ATAATAAGTT
TAATACGGAG
TATCAAGTCT
CTGGAGTATG
GAAGAACACC
TAGGGGAGCG
CGTTACGCGT
GTACGCACGC
TGTGGTTTAA
TCTGAAAGGA
TCGTGTCGTG
ATCATTAAGT
ACGTCAAGTC
GAGGGCAGCA
AGGCTGCAAC
GTGAATTCG

969
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>
<223>
<400> 2

GATGACGAAA
GCGGATGCTA
GTTACTGCTC
ATGCCTATCA
CGTTGGTGTC
GACCGTCAAA
GGTGGTGACC
ACAATGGGAT
ATCTACTTTA
ATCCACGTAT
TTCGGTGGTG
GTTGCTCTTG
AACGACGTTA
TGGAAAGAAA

794
ADN

SEQ ID NO: 1

Scytonema sp.
Trinh tu rARN 16S

TACCGCGTGA
GAAGGTACCT
GATGCAAGCG
GCTGTCAAAG
GTAGGGGTAG
GGTGGCGAAA
AATGGGATTA
ATCGACCCGC
AAGTGTGAAA
TTCGATGCAA
GAGAGTGCCT
AGATGTTGGG
TGGGAACTCT
AGCATGCCCC
AGCTAGTGAT
TCGCCTGCGT

SEQ ID NO: 2

Scytonema sp.
Trinh tu doan gen rbcL

ACATTAACTC
TTGCCAAGTC
CAACCTGCGA
TCATGCACGA
GTGACAACGG
AGAACCACGG
ACATCCACAC
TTGTTGACTT
CCCAAGACTG
GGCACATGCC
GAACCCTAGG
AAGCATGTAT
TCCGCGAAGC
TCAG

<210> SEQ ID NO: 3

<211> 536
<212> ADN

GGGAGGAAGG
GAGGAATAAG
TTATCCGGAA
CGTCTGGCTT
AGGGAATTCC
GCGCTCTGCT
GATACCCCAG
GTAGTGCCGG
CTCAAAGGAA
CGCGAAGAAC
TAGGGAGCGC
TTAAGTCCCG
AAGAAGACTG
TTACGTCCTG
AGCAAGCAAA
GAAGGTGGAA

CGCACCATTC
ACAAGCAGAA
AGAAATGCTG
CTACCTAACA
TTTGTTGCTC
TATCCACTTC
CGGAACCGTA
GTTGCGTGAA
GGCTTCTATG
AGCACTGGTA
ACACCCATGG
CCAAGCTCGT
AGCTAAGTGG

CTCTTGGGTT
CATCGGCTAA
TGATTGGGCG
AACTAGATAA
CGGTGTAGCG
GGACCATAAC
TAGTCCTAGC
AGCCAACGCG
TTGACGGGGG
CTTACCAGGG
GAACACAGGT
CAACGAGCGC
CCGGTGACAA
GGCTACACAC
TCTCACAAAC
TCGCTAGTAA

CAACGCTGGC
ACTGGTGAAA
AAGCGGGCTG
GCAGGTTTCA
CACATTCACC
CGTGTTTTGG
GTAGGTAAGT
AACTACGTCG
CCTGGAGTTA
GAAATCTTTG
GGTAATGCAC
AACGAAGGTC
TCTCCTGAAT

-39-

GTAACCTCTT
CTCCGTGCCA
TAAAGCGTCC
AGGCAGTGGA
GTGAAATGCG
TGACACTGAG
CGTAAACGAT
TTAAGTATCC
CCCGCACAAG
CTTGACATGT
GGTGCATGGC
AACCCTCGTA
ACCGGAGGAA
GTACTACAAT
CACGGCTCAG
TTGCAGGTCA

GCGATCGCTT
TCAAAGGTCA
AGTTTGCTAA
CTGCTAACAC
GCGCTATGCA
CTAAAGCACT
TAGAAGGCGA
AGCAAGACAA
TGGCAGTTGC
GTGATGACTC
CTGGTGCTAC
GCAACTTGGC
TGGCAGCTGC

TTCTCAGGGA
GCAGCCGCGG
GCAGGTGGTT
AACTGAGAGA
TAGAGATCGG
GGACGAAAGC
GGATACTAGG
CGCCTGGGGA
CGGTGGAGTA
CGCGAATCTC
TGTCGTCAGC
CTTAGTTGCC
GGTGGGGATG
GCTGTGGACA
TTCAGATCGC
GCATACTGCA

CTTGTTTGTA
CTACCTCAAC
AGAACTCAAG
CACATTGGCT
CGCTGTGATC
GCGTATGTCT
TCGCGCAATC
GTCTCGCGGT
TTCTGGTGGT
CGTACTGCAG
CGCTAACCGT
TCGTGAAGGT
TTGCGAACTG

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
969

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
794



<213> Scytonema sp.
<223> Trinh ty doan gen ITS

<400> 3

GTACACACCG
TTCGGAGAGG
CCGTACCGGA
ATGAATGGTG
AATTTGAGAC
TCGGAAAARA
AACTTGAAAC
ATAGAAAAGC
CGTAAATAGT

GCCCGTCACA
AGGATGCCGA
AGGTGTGGCT
AATGATGAAT
ATCCCAGGTC
AACTCAAATG
CGAGAGGAAC
GAAAGTAACT
GGTCAAGAGA

37732

CCATGGAAGC
AGGCAGGACT
GGATCACCTC
TCGGAAAATG
GTGCGAGGTA
CGTTGATGAG
AAGACTGCTG
AAAGGCAATA
AGAAGGGCTC

TGGTAGTGCC
GGTGACTGGG
CTTTTAGGGA
AGAATTCATG
AAGAAAATTG
CCGTAAAGCC
GAAATCTCCA
AGTTAATAGC
ATGGTGGATA

-40-

CGAAGTCGTT
GTGAAGTCGT
GACCAACTAA
ATTCATAATT
GCTTTCAAAC
ATCAAGGGAA
GCCAGAACCT
CATTAGCTAT
CCTAGGCACA

ACTCTAACTT
AACAAGGTAG
ATTATGAATG
AAGAATTCAT
TAGTGTGGGT
GAAATTCAGC
TGAAAACTGC
TAGCTTATAG
CAGAGA

60

120
180
240
300
360
420
480
536





