THONG TIN KHOA HOC VA CONG NGHE HAT NHAN

Tran Thi Nhan va cong su
Trwong Dai hoc Pién Luc (EPU)

Muc dich ciia nghién civu nay la danh gid kha ndng bao vé té bao ciia epigallocatechin gallate
(EGCG) chiét xudt tir ché xanh khoi nhitng anh hudng ciia bire xa ion héa.

Pé dat muc tiéu dé ra nghién cuu da tién hanh thuc nghiém nhw sau: T é bao nam men da dwoc
nuéi cdy trong méi truong YDP 1ong chira chiét xudt ndam men, peptone va dextrose/glucose vdi si cé
va khéng c6 EGCG, roi chiéu xa bang tia X va tia gamma véi liéu xa 50 va 100 Gy. Ribonucleic acid
(RNA) polymerase enzyme xuc tdc cho phdn img tong hop RNA théng tin (mRNA) tir khuén DNA,
dwoc chiét xudt tir cdc té bao ndm men chiéu xa. Phdn imng chuoz polymemse (PCR) dvoc ap dung
dé tao ra si khuéch dai ngau nhién RNA polymerase ciia cde mau chiéu xq. Sir dung ky thudt PCR,
chiing t6i nhdn thay RNA théng tin cho viéc tong hop protein tir DNA ton thirong dirt gdy soi don do
chiéu xa tia X va tia gamma véi liéu 50 kGy da giam tir 1,01 va 1,17 lan xuéng 0,72 lan va 0,57 lan
khi bé sung 500uM EGCG. Déi véi cdc té bao bi chiéu xa véi liéu 100Gy, dai lwong nay giam tir 1,07
va 1,90 lan xuong 0,79 lan va 0,52 lan, twong iing.

Két qua nghién ciru chitng t6 rang EGCG di c6 hiéu qua trong viéc bao vé chong lai ton

thwong soi don trén DNA gdy boi burc xa ion hoa.

1. GIOI THIEU

Burc xa ion hoa sinh ra tir qué trinh phan ra cua
cac hat nhan khong 6n dinh hodc do sy khir kich
thich cta cdc nguyén tir va hat nhan cua chiung
trong 10 phan tng hat nhan, may tia X, cyclotron
va cac thiét bi khac. Burc xa ion hoa co thé gay ra
nhing thay doi vé ciu trac va chirc ning dan dén
t6n thuong té bao hodc tham chi giy chét té bao.
Birc xa ion hoa tao ra cac gbe tu do tin cong cac
dai phan tir sinh hoc nhu DNA, protein, lipid va
cac phan tir khéc trong té bao. Cac phan tir DNA
la muc tiéu quan trong cua buc xa, va viéc chiéu
xa co6 thé gay ra nhiing ton thuong nghiém trong
trong cac phan tir DNA, dan dén dot bién hodc
tham chi 1a chét té bao. Birc xa ion hoa ciling giy
ra mot loat cac ton thuong trong DNA nhu dut
soi don (SSB) trong lién két phosphodiester, dirt
soi kép (DSB) trén cac vi tri d6i lap hodc bi dich
chuyén, ton thuong co s, lién két chéo protein-

DNA va protein-protein (1,2,3). C6 hai co ché
tuong tac cua buc xa ion hoa trén DNA. Mdt lién
quan dén sy ion hoa cac nguyén tir trong DNA
(tac dong truc tlep) trong khi lién quan dén sy
tan cong ciia cac gbc tu do dugc tao ra boi sy
phong xa cua cac phan tor nudc xung quanh (tac
dong gian tiép) (1).

Epigallocatechin 3-Gallate (EGCG) la mot thanh
phan chinh cta tra xanh va 1 mot este ctia epigal-
locatechin va axit gallic, thugc nhoém polyphenol
va catechin. Tac dung c6 lgi cua EGCG da dugc
b4o céo trong nhiéu mo hinh bénh gan ¢ dong
vét nhu ton thuong do thiéu mau cuc bo / tai tudi
mau, gan nhiém md, ton thuong gan do ruou va
ung thu (4,5). EGCG cung v6i cac polyphenol
trong tra xanh khéc ciing thé hién dic tinh tc ché
tang truong o nhiéu dong té bao khéi u (6). Mot
s6 co ché da dugc dé xuat nho d6 cac hop chét nay
phat huy tac dung chéng khdi u: ching bao gém
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su phong téa cac yéu tb ting truong lién két véi
cac thu thé cia chung (10), qué trinh phosphoryl
hoa (hoat hoa) cac kinase protein dugc kich hoat
boi mitogen (MAPK) (7,8) c6 thé dan dén quan
sat thdy sy cam Ung cta cac enzym chuyén hoa
thudc & giai doan II (9,10).

Su ra doi ciia phan ing chudi polymerase (PCR)
d4 bién d6i hoan toan khoa hoc sinh hoc tir thoi
diém duoc Mullis phat hién lan dau tién (3).
PCR 1a mot qua trinh don gian va duoc su dung
rong rdi trong d6 mot luong nhd DNA c6 thé
dugc khuéch dai thanh nhiéu ban sao. Ngoai tinh
nhanh chong ma xét nghiém nay hoat dong, n6 co
thé chimg minh mot cach dinh luong mirc d6 hién
dién cuia mét trinh tu cu thé (3.,4). Axit ribonucle-
ic Messenger (mMRNA) 1a m{t phan tr RNA soi
don twong tng véi trinh ty di truyén cua gen va
duge doc boi mot ribosome trong qua trinh tong
hop protein. Mehtod PCR ciing dugc sir dung dé
sang loc cac dot bién mat doan trong gen hprt clia
Aghamohammadi el al (11).

Trong nghién ctru nay, chiing t61 da nghién ctru
kha ning bao vé ciia EGCG ddi véi dit giy soi
don DNA trong cic té bao dugc chiéu xa bing
cach st dung moi dé khuéch dai RNA polymer-
ase, mot loai enzyme chiu trach nhiém téng hop
mRNA tir DNA bi hu hong, thong qua kha nang
diéu chinh thap cua no.

2. MAU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Miu nghién ciru

Té bao ndm men tir Cong ty Takara Bio (Shinga,
Nhat Ban) dugc nudi cdy trong mi trudng chiét
xut nAm men-peptone-dextrose (YPD) ¢6 hoic
khong c6 EGCG (500 uM), dugc thém vao 5 ml
moi trudng nudi cdy YPD dé té bao phat trién.
Céc té bao duoc nudi cdy trong 24 gid & 30°C va
ldc. Cac méu ciy bio hoa duoc sir dung dé cdy
vao mdi trudng tuoi, va cac mau cdy méi dugc i
thém 3 gio & 30°C trudc khi bit dau thi nghiém.
EGCG dugc mua tir Nacalai Tesque, Inc, Nhat
Ban véi d¢ tinh khiét > 99,5%.
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2.2. Chiéu xa

Trong nghién ctru nay, hai thi nghiém duoc tién
hanh riéng biét véi chiéu xa tia X va tia gamma.
Buc xa tia X dugc thyc hi¢n trén may LINAC
cua Vién Nghién ctiu K¥ thuat Hat nhan (Pai hoc
Fukui, Nhat Ban) voi cac mau nim men véi tong
lidu lwong 1a 0, 50 va 100 Gy va toc do lidu la
15 kGy/h. Birc xa tia gamma duoc tién hanh véi
cing mot lidu lugng (50 va 100 Gy) nhung & tdc
do6 liéu thap hon (5 kGy/h) ctia ngudn 60Co cia
Phong thi nghiém buc xa cua Vién Nghién ctiru
Khoa hoc va Cong nghiép (ISIR, Pai hoc Osaka,
Nhat Bén).

2.3 Biéu hi¢n gen

Téng sb RNA cua té bao da duoc tach chiét bang
cach str dung RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia,
CA). Hai microgam RNA dugc phién ma nguoc
bang cach st dung hé thdng tong hop Superscript
First Strand dé chuyén d6i thanh cDNA (Invitro-
gen, Carlsbad, CA). Mot phan mau tir phan tmg
nay duoc st dung 1am khuon mau dé khuéch dai
PCR véi moi Rad4. Rad4 primer 1a mot protein
nhan dang t6n thuong DNA (dat soi don) can
thiét cho qua trinh stra chita cit bo nucleotide bo
gen toan cdu & Saccharomyces cerevisiae. Cau
trac ctia doan mdi duoc thé hién trong Bang 1.

Béng 1. Cau tric doan moi cia Rad4 ¥

Tén gene Trinh tw moi

DPoan mdi xudi ciia Rad4 | CGATGCTCAGGGCTTGTAATG

Poan mdi nguge cua Rad4 | TTGGTAAAATCTGGCGGTTGA

Qua trinh khuéch dai PCR duoc thuc hién trong
hdn hop phan tng 50 pL. Hon hop bao gdm 25
uL B dém phan tng Taq tiéu chuan, 2 pL mdi
(15 pmol), 1 uL. RNA va 22 pL nudce. Qué trinh
khuéch dai dugc thyc hién bang cach st dung bo
tuan hoan nhiét duoc 1ap trinh & 42°C trong 30
phut, 95°C trong 5 phut, tiép theo 1 50 chu ky &
95°C trong 10 gidy, 60°C trong 30 gidy va 72°C
trong 30 gidy, cudi cung budc kéo dai & 72°C
trong 10 gidy va dugc bdo quan ¢ 10°C.

Thay d6i vong lap 1a thudc do mo ta mirc do thay
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ddi cua mot dai lugng gitra phép do ban dau va
phép do tiép theo. Axit ribonucleic Messenger
(mRNA) 1a mdt phan tir RNA s¢i don tuong Gng
vo1 trinh tu di truyén cua gen va duogc doc badi
mot ribosome trong qué trinh tong hop protein
[5]. Su thay doi vong 1ap mRNA duoc xac dinh
theo cong thirc dudi day:

S6 lwong gen thi nghiém (1)
S6 lwong gen ddi chirng

Vong lap mRNA =

3.KET QUA

Sy thay d6i vong lap mRNA ctia DNA duoc chiéu
xa boi tia X khi c6 va khong c6 EGCG duogc trinh
bay trong Hinh 1.

Rad 4-SSB

Bkhéng ¢c6 EGCG @500uM EGCG
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Liéu hip thu chem tia X (Gy)
Hinh 1. Sw thay déi vong ldp mRNA ciia DNA
trong nam men dwoc chiéu xa bang tia X khi c6
va khong co 500uM EGCG

Nhu di thay trong Hinh 1, EGCG c6 thé bao vé
DNA khoi bi hu hai do bure xa ion hoa gay ra. Ton
thuong DNA da giam rd rang khi ¢6 EGCG. O
chiéu xa tia X 50 Gy va voi sy hién dién ctua 500
uM EGCG, su thay d6i vong lap mRNA giam tir
1,01 1an xudng 0,72 1an. Con s nay ciing giam
tir 1,07 1an xudng 0,79 1an & birc xa tia X 100 Gy
va voi sy hién dién ciia 500 pM EGCG. Két qua
chting minh rd rang rang sb luong dut giy soi
don trong DNA da giam khi ¢6 500 uM EGCG.
Vai trd bao vé cia EGCG dbi voi DNA khoi birc
xa ion hoa 16 rang hon & LET cao hon. Déi véi
chiéu xa gamma, su thay ddi vong 1ap mRNA
giam tir 1,17 1an xudng 0,57 lan khi c6 500 pM
EGCG ¢ liéu hap thy 50 Gy va n6 giam tir 1,09
lan xudng 0,51 1an & 100 Gy (Hinh 2).
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Hinh 2. S thay déi vong ldp mRNA ciia DNA
trong nam men dwoc chiéu xa béi tia gamma khi
co va khong co 500uM EGCG

Két qua véi chiéu xa tia X va chiéu xa tia gamma
cho thay khi ¢6 EGCG, s6 lan thay d6i mRNA
thip hon so v6i s6 1an dbi chiung. Diéu nay co
nghia 13 khi ¢6 500 uM EGCG, sb luong dut giy
so1 don trong DNA s€ nhd hon so vé1 truong hop
khong co thude thir.

4. KET LUAN

EGCG hoat dong nhu mot tac nhan co thé wre ché
su pha huy phan tir do bure xa ion hda gay ra. Bio-
flavonoid c6 chira EGCG c¢6 tac dung bao v¢ ddi
v6i ton thuong DNA do cac gbc hydroxyl gay ra.
Mot trong nhitng co ché giai thich tic dung bao
vé cua flavonoid ddi vai DNA 1a sy tham gia ctia
cac ion kim loai chelat, chfmg han nhu déng hoic
sat (phan ung Fenton).

Cac flavonoid tao phtc voi dong hodc sit ngin
can viéc tao ra cac loai trung gian phan tng, duoc
biét 1a dé bao vé DNA khoi ton thuong oxy hoa
do su tan cong cua * OH, H,O, va « O2- trén cac
oligonucleotide cia DNA. Tac dung loai bo tan
gdc ctia EGCG trén DNA 1a do cac hoat dong
kép: hoat dong thu don phan ng trung gian va
khir ion ndng luong trong phan tmg Fenton (6,7).
Céc flavonoid tao phtc voi dong hodc sit ngin
can sy hinh thanh ROS. Trong hé thong phan tmg
Fenton, Fe2+ phan ung v6i H,O, va bi oxy hoa
thanh Fe3+ va tao ra goc hydroxyl, dan dén ton
thuong DNA. EGCG thé hién stcc manh khir 16n
ddi véi cac ion sét, dic biét 1a & né)ng do cao. Tac
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dong loai bo tan géc ctia EGCG d6i v6i DNA do
hoat dong kép: ROS Hoat dong nhat rac, va khur
ion cong sudt trong phan tng Fenton (5). O ndng
d6 thap, EGCG bao vé DNA chéng lai su pha huy
do oxy hoa va véi sy gia ting nong d6, EGCG
lam gidm strc manh cua ion sat, lam tang tde do
tao gbc hydroxyl tir phan tng Fenton, no c¢6 thé
dan dan chiém uu thé so véi kha nang quét goc tu
do tac dong 1én hu hai 1én DNA.
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