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TAO DONG TE BAO CAM BIEN SINH HQC V(I CAC CHAT DIOXIN
TU TE BAO H4IIE

Nguy&n Minh Phwong" , D& Minh Trung’

TOM TAT: Cac chét Dioxin tic dung lén té bao théng qua hoat dong cla protein dgc
hiéu aryl hydrocarbon receptor (AhR) c6 trong bao tuong va vung DRE trén DNA trong
nhan cé nhiém vu déng mé hoat déng cda nhiéu gen lién quan. Dya trén co ché nay,
chang t6i da sir dung dong té bao H4lle co bidu hién AhR trong bao tuong dé tao dong té
bao cam bién sinh hoc véi cac chét Dioxin bing cach bién nap plasmid pGudiuc1.1vao té
bao. Plasmiq pGudiuc1.1 c6 chiwra doan DRE Ia noi gén dac hiéu voi AhR khi c6 mat
Dioxin va nadm trén ving khéi dong téng hop protein luciferase. Bdng cdach do hoat dé
luciferase ching t6i sé danh gid duoc ndng dé céc chét Dioxin khi tiép xuc véi té bao
cdm bién sinh hoc nay. Két qua nghién ctu cho thdy da tao dupc dong té bao cdm bién
sinh hoc tir té bao H4lle c6 dé nhay cao véi céc chét Dioxin va cé thé dugc img dung dé

nghién ctru phat hién cac chét Dioxin trong cdc mau khéac nhau.
Tir khéa: Dioxin, Té bao H4lle, Luciferase, Plasmid pGludiuc1.1.

1. DAT VAN PE

Cac chat Dioxin bao gbém rat nhieu
ddng ding khac nhau, tuy nhién déu cé co
ché chung khi tac dung 1én té bao dé la
thdng qua mét protein dac hiéu la AhR. Khi
cé mat clia cac chat Dioxin, AhR sé gan
dac hiéu v¢i Dioxin va tao ra phic hop
Dioxin/AhR, phrc hop nay sé di chuyén
vao nhan té bao, trong nhan té bao AhR sé
dwoc gén voi protein chuyén nhan Amt
sau d6 gn voi doan DNA dac hiéu (DRE)
tao thanh phtrc bd AhR/AmY/DRE. Do DRE
ndm trong ving khéi dong cla nhigu gen
khac nhau nén khi hinh thanh phic b
AhR/Armt/DRE mot loat cac gen khac nhau
s6 duoc kich hoat tang biéu hién va gay
nén nhirng bién déi sinh hoc trong te bao
(3], [4]. p |

ng dung co ché nay, plasmid
pGudluct.1 dugc thiét ké co doan DRE
ndm trén ving khdi dong cua gen tdng
hop luciferase, sau do sé dwoc bien nap
vao trong mét dong té bao co protein AhR.
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Khi dé, sy c6 mat Dioxin sé kich hoat
tdbng hop luciferase va hoat d¢ cula
luciferase sé ty |& thuan v&i néng dé cua
cac chat Dioxin, qua do chung ta co thé
tinh toan duoc néng dd cac chat Dioxin
ma té bao tiép xuc. Déng té bao cé
chva plasmid nady duoc goi 1a té bao
cam bién sinh hoc véi cac chat Dioxin
va c6 thé dwgc &ng dung trong phat
hién sang loc sy cdé mat cua Dioxin trong
cac mau khac nhau.

Nham muc tiéu tao dugc dong cam
bién sinh hoc phat hién Dioxin, ching toi
da st dung mdt dong té bao H4lle co
ngudn gdc tir gan chudt cong dé bién nap
plasmid pGudluci.1.

2. DOl TUONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN C(PU
2.1, Poi tweng nghién clru

Déi twrromg nghién ciru: DONG té bao
H4 1l EC3 (hang ATCC, My cung cap),
plasmid pGudluc1.1 - 7397bp (Dr.
Denison - UC Davis, My) dugc sir dung
dé tao mé hinh thi nghiém.

Héa cht, dung cuy, thiét bj va vat tw
tieu hao: Méi truong EMEM (Eagle
Minimal Essential Medium), FBS (Fetal
Bovine Serum) (ATCC, My), Penicillin-
Streptomycin, D-PBS, Trypsin/EDTA 0,25,
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Glutamine, G418 (Sigma, M), ‘TCDD
chuan (Waters, My) - dwoc cung cap kém
theo hop ddng mua may GC-MS), Aceton,
N-Hexan (loai dung cho GC-MS), dimethy!
sulfoxide (DMSO), Tris, HCI, EDTA,
NaOH, SDS, CH3COQOOH, Ethanol. Chai
nudi cay T75, pipet nhya (Corning, My) va
cac hoa chét vat tu khac dwec cung cap tir
cac hang c6 uy tin trén thé gidi.
2.2. Phwong phap nghién ctru
2.2.1. Giai déng va tang sinh té bao
Té bao Halle c6 ngudn géc tir t& bao
gan chuét céng H4 || EC3 (hang ATCC,
My cung cép) dwoc lay ra binh bao quan -
196°C r6i dat vao bé dn nhiét, nhigt do
37°C, thoi gian khoang 2 phat. V6 tring
tube t€ bao bang Ethanol 70%, hut dich té
bao chuyén vao éng Iam. Can té bao thu
dwgc sau khi ly tam thu cho vao moi
tredng nudi cdy EMEM bd sung 10% FBS,
1 % khang sinh, nubi Céy & 37°C, 5% COs,.
Té bao tang sinh che pha khodng 60-80%
dién tich bé mat dia nubi cdy, tién hanh hat
loai b6 moi treong nubi cly cd, rira sach
I6p té bao, thém 2,0-3,0 ml trypsin-EDTA
dé & 37°C va quan sat cac té bao dudi
kinh hién vi ddo nguoc cho dén khi 1op té
bao dwoc phan tach (thudng 1a trong vong
5-15 phat). Thém 6,0-8,0 ml mai tredng
nudi cay va hat té bao nhe nhang béng
pipet. Ly tdm va rira 3 1an bang D-PBS,
hoan nguyén té bao bang méi trwdng nusi
cay, chia té bao ra lam nhidu dia nuai cay
méi, dé & 37°C, 5% CO, [1].
2.2.2. Bién nap Plasmid vao té bao Hdlle
Qui trinh bién nap DNA vao t& bao
H4lle duwoc thwe hién theo phwong phap
Lipofectamine: Plasmid pGudLuc 1.1,
plasmid pSVneo sau khi duoc bién nap
vao E.coli DH 5a, nudi ciy E.coli DH 5q va
tach plasmid. Plasmid sau khi tach chiét
dwoc chuan bj & néng do 4pug sir dung cho
bién nap vao t& bao H4lle. T& bao ‘H4lle
dugc nubi cay trong méi treerng EMEM co

10% FBS, 1% khang sinh, té bao phat
trién dat mat do tr 60-80% dign tich bé
mit nudi cay thl tién hanh thi nghiém. Thay
méi tring nudi cAy biing méi trudng Opti-
MEM, cho DNA plasmid va lipofectamine
vao Opti-MEM, rdi tron hén hop DNA
plasmid va lipofectamine, U & nhiét 3o
phong, dé tao ra tia DNA-lipofectamine.
Nhd dung dich chira két tia DNA-
lipofectamine vao dia nudi cay té bao t&i
khi két thic va nudi cAy tiép & 37°C, 5%
CO,. Sau 4-6 gi& thay mdi trwdng khdng
co khang sinh va tiép tuc nudi té bao. Sau
2-3 ngay c6 thé dem té bao di phan tich su
bieu hién luciferase bing phan (ng do
hoat d3 enzym luciferase sau khi tiép xuc
véi chat chudn TCDD [7].

2.2.3. Phan i&rng do hoat @6 enzym
luciferase sau khi cho té bao tiép xiic
TCDD hodc DMSO dé chon dong té bao
chira pGudiuc1.1.

Té bao sau khi dwoc chuyén gen duoc
nudi cay trong dia nudi 24 giéng. Khi té
bao tang sinh chiém khoang 60 -80 %
dién tich bé mat, TCDD (ndng d6 1nM)
hodc DMSO duoc dwa vao méi trrong
nudi cay (v&i mé dong t& bao 3 giéng
dugec cho TCDD va 3 giéng duwoc cho
DMSO). Sau 24 gis. mai tredng nubi ciy
ctu’ra TCDD hoic DMSO duwoc loai bo,
rlra té bao bang PBS 3 lan, sau d6 té bao
S€ duoc pha vi bing 150pl mammalian
cell lysis buffer (Sigma). 20 Ml dich té bao
S€ duoc, lam phan g luciferase bing
cach hoa loang véi 100 Ml luciferase assay
reagent (Sigma). Cuong dd anh sang sé
dugc do trén may lucinometer LB 960
Centro. Hoat 46 luciferase sé& dugc chuln
hda theo néng d6 protein, don vi la RLU/ug
protein (reactive light unit/yg protein). Ndng
dé protein duoc xac dinh theo phuong

phap BCA assay st dyng BCA assay
feagents voi chat chuan 1a Bga_
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2.2.4. Xac djnh khodng thoi gian t6i wu
thu té bao sau khi tiép xic véi chét
chudn dé thye hign phan img do hoat
dé enzym luciferase

Té bao cam bién Halle tao duoc sé
dugc nudi cly trong dia 24 giéng. Khi dat
dd che phu 80% cho té bao tiép xuc véi
chat chuan TCDD ndng d6 1nM ho#c
DMSO lam nhém chirng.

Té bao dugc thu hoach tai cac théi diém
khac nhau sau khi cho tiép xuc véi TCDD
hoac DMSO. Cac thoi diém thu hoach té
bao 1a sau 2h, 4h, 8h, 12h, 16h, 24h va 32h.
Sau khi thu hoach, té bao dwegc pha v& thu
protein va thyc hién phan (rng luciferase
nhe néu tai myc 2.2.3. Tinh sb 1An tang
hoat dd luciferase & té bao tiép xuc voi
TCDD so v&i DMSO tai méi thoi diém.

Tai mdi thoi diém thu té bao sau tiép
xtic v&i TCDD hodc DMSO déu dugc thyc
hién trong 3 giéng khac nhau (vi dy: tai toi
didm thu té bao luc 2h sau tiép xtc co 3
giéng TCDD va 3 giéng DMSO).

=
R
»

2 4

Hinh 1: Hinh &nh v& nuéi cdy té bao H4lle.

2.2.5. Xac djnh ngwbmg phat hién
TCDD cua déng té bao cém bién tgo
durgc

Nubi ciy té bao cam bién co chira
plasmid pGudiuci.1 tao dugc trong dia
nudi cAy 24 giéng. Khi té bao dat dén mét
dd 80%, cho té bao tiép xac véi TCDD &
nhidu ndng dé khac nhau: 0,1pM, 1pM,
10pM, 100pM, 1nM, 5nM, 10nM va 20nM.
Tai méi ndng d6 thirc hién & 3 giéng khac
nhau. Sau 24 gio, thu té bao va thyc hién
phan (rng do hoat d§ enzym luciferase
nhur 43 md ta & muc 2.2.3.
3. KET QUA VA BAN LUAN
3.1. Két qua nghién clru nudi cly ting
sinh dong té bao H4lle

Sau khi té bao & dang dong lanh, tién
hanh gidi déng va hoan nguyén nudi cy
phyc hbi té bao. V6&i dong té bao H4lle st
dyng méi tredng nudi cdy |3 DMEM va
ciing dugc bd sung 10% FBS, 1% khang
sinh, 1% L-glutamin, nudi cdy & 37°C va
5% CO,. Mot s& hinh anh nudi cdy phyc
hdi sau ra dong cua dong té bao thé hién

(A: té bao H4lle luc pét dAu nubi cdy; B: té bdo sau 24 gid; C: té bao Hélle 6 ngdy ™ R
‘ D: té bao H4lle sau 8 ngdy nuodi cdy)

Két qua sau khi gial dong nubi cly tang

sinh dong té bao H4lle: quan sat dudl kinh
hién vi két qua cho thay sau 24 gior t& bao

bit dAu bam dinh trén b@ mat dia nudi
cdy, cho dén ngay thir 3 tr& di té bao bdt
dAu tang sinh, két qua ddn ngay thir 8 18
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bao che pht khoang 60-80% dién tich bé
mét dia nudi cay, tién hanh cAy chuyén va
bao quan té bao d& dung cho cac thi
nghi¢m tiép theo. V& hinh thai, d3c diém
dong té bao nay khi nudi cAy c6 dang dién
hinh 13 hinh da dién va kha nang bam dinh
tot trén bé mat dia nudi cay.

Sau khi té bao dat mat a6 khoang 80%,
té bao bit diu duwoc chia ra thanh 3 binh
nudi cdy méi. Té bao dugc duy tri én dinh
bang cach thay mdi trrérmg méi, trung binh
3 ngay mot Ian. Sau khi chy chuydn 2 — 4
thé hé mot nva sb té bao da duoc gir
dong, bao quan trong mai triréng nudi cay
c6 bd sung 10% DMSO, giwr & -196°C bao
quan trong nito 16ng.

Dé danh gia viéc bao quan té bao tét,
mbi dong mdt bng té bao dwgc bao quan
trong nito 16ng ra va tién hanh ra déng,
nudi céry phyc hdi. Két qua 1a té bao phat

A
%

Line 7

tridn tré 1ai binh thuéng chi sau 3 ngay
nudi phyc hdi. Nhur vay, viéc nudi cly én
dinh va Iwu gizr bdo quan dong té& bao
H4lle da dugc thuc hién thanh céng. Cac
té bao nay sé dugc sir dung cho cac
nghién ciru tiép theo.
3.2. Két qua chon cac déng té bao
H4lle c6 chira pGudiuci.1

Sau khi bién nap plasmid pGudluci.1
vao té bao H4lle, ching t6i da tién hanh
chon dugc 3 dong té bao H4lle co ky hiéu
14 line 6, line 7, line 8 d& nudi cly tang
sinh va tiép tuc tién hanh thyc hién phan
rng do hoat 36 enzym luciferase sau khi
cho cac dong té bao tiép xic vai chéat

chudn TCDD. Két qua dugc thé hién trén
hinh sau:

Line 8

-
2
1

Hoat d¢ luciferase (RLU/ug protein

%

O

&

Hinh 2. Hoat d6 luciferase cia 3 dong té bao Hdlle dugc bidn nap plasmid pGudiuct. !
(line 6, line 7, line 8) va t& bao H4lle khdng durgc bién nap plasmid (W)

Két qua trén hinh 3.2 cho thay, hoat 4o
enzym luciferase tang cao (12-13 IAn) &
hai dong té bao Hdlle-line 7 va -line 8 sau
khi cho té bao tiép xtc v&ri TCDD (ndng dd
1nM trong 24 gid) so vol tidp xic DMSO,
pbi v&i dong té bao H4lle-line6 va dong té
bao H4lle khong dugc bién nap plasmid

(WT) khong thdy oo sy thay ¢& hoat &
enzym luciferase sau khi cho © Dao bép
xuc véri TCOD. Nhur vay, chi od hat ¢dng
16 bao Halleline 7 va -hne 8 duQe deda
nap thanh cdng plasmid pGaxiuct. 1. Ha
dong té bao ndy co sy Ang manh bdu
hidn luciferase sau Khi cho 1§ bao tp xuc
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véi TCDD va dugc Iya chon cho nhiing
nghién ciru tiép theo nham &ng dung trong
phat hién sang loc cac chat Dioxin.

A Cac nghién citru trwéc day da tién hanh
bien nap thanh cong plasmid pGudiuc1.1
vao trong nhiéu loai dong té bao dong vat
khac nhau nhw dong té bao HepG2, MCF7,
LS180, GPC16. Cac tac gia ciing cho thay
sau khi bién nap, hoat d6 enzym luciferase
tang cao tir 7,6 — 66 14n khi cho té bao tiép
xtc v&i TCDD (néng dd 1nM trong 24 gid)
s0 v&i khi tiép xtc véi DMSO.

Trong nghién clru nay clia ching téi, s6
lan tang hoat 30 luciferase cua dong té
bao H4lle sau khi bién nap pGudluc1.1 va
chon dong vao khoang 12 — 14 lan, sy
tang biéu hién clia luciferase sau khi tiép
xtic véi TCDD nhw vay la rat rd rét nén co
th& dwoc st dung trong cac nghién clru
tiép theo.

Chting t5i da st dung hai dong té bao
H4lle-line 7 cho nghién ciru tiép theo 4
tim khoang thoi gian téi uu va ngudng
phat hién cac chéat Dioxin.

3.2. Két qua xac dinh khoang théi gian
tdi wu thu té bao sau khi cho tiép xic
véi chat chuan TCDD

Chung i @4 tién hanh nudi cay té bao
Helle-line7 trong dia nudi cay 24 giéng. Khi
té bao phat trién che phu 80% bé mat,
ching t6i da cho té bao tiép xtic voi TCDD
& ndéng d6 1nM hodc DMSO sau dé thu té
bao tai cac thei diém khac nhau tir 2h dén
36h. M&i thori gian thu té bao déu dugc
thyc hién trong 3 giéng nudi cay.

K&t qua db tang hoat do luciferase & té
bao tiép xdc véi TCDD so véi DMSO tai
nhirng theri diém khac nhau dugc thé hién
trong hinh sau:

g 40-

o

QL

5w

O

L =]

™ 20+

(0]

£

(o]

5 10- ——

c

et

“80,;;1llllllllllrilll
0245810121‘16133’&2‘2528@23‘3538

Thoi gian (gio)

Hinh 3.3. S& 1an ting hoat do luciferase theo thoi gian & dong té bao H4lle-line7

Ké&t qua nghién cGu trén hinh 3.3 cho
thay, voi dong t& bao H4lle-line7, s tang
hoat do luciferase sau tiép xic TCDD da
c6 thé duoc xac dinh ré sau 2h, hoat dé
luciferse tang cao nhét vao khoang thovi
gian 4h, sau do giam dén va on dinh sau
12 gior tiép xuc v&i TCDD. ‘

Theo chung téi, sau khi té bao tiep xuc
voi TCDD, con duwong tin hiéu AhR sé
dwoc kich hoat, phirc bd AhR/AInUDRE
hinh thanh va kich hoat manh sy tong hop
luciferase. Sw tong hop nay tang dan va

dat mirc 49 cao nhéat vao thdi diém 4h sau
tiép xtc voi TCDD. Tuy nhién, cung voi
qua trinh nay, thi luciferase cing bj phan
hiy bdi cac protein trong té bao, sy tang
tdng hop luciferase cing kich hoat sy
hoat déng cac qua trinh phan hiy protein
luciferase. Do vay, sau khi dat dén ndng
dd cao nhat, ndng do luciferase bat dau
giam dan, cho dén khi c6 sy can bang
gitta quéa trinh tdng hep va phan hiy luc
d6 ndng dd luciferase dat mirc dé on dinh.
Déi v&l dong té bao ching téi tao duge thi
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khoang thoi gian néng do luciferase dat
mirc 49 On dinh [a khoang 12 — 24 gi& sau
tiép xuc voi TCDD,

Nghién clru nay clia chiing t6i c6 khac so
VOi nghién clru clia tac gia Poslind va cs {61,
theo nghién ciru nay tac gia da tao dong té
bao c6 chira pGudiuct.1 tir dong té bao
HepG2 (day 1a m¢t dong té bao ung thw
gan). Tuy nhién, khi nghién ctru vé& sy tang
hoat @5 luciferase theo thoi gian, tac gia
khéng thay c6 sy gidm nhanh hoat dd
luciferase sau khi dat dinh. Theo ching t6i,
day la dong té bao ung thir nén b I& nhidu
chirc nang cba té bao da bj thay ddi trong 3o
6 chirc ndng phan hiy protein luciferase.

Thoi gian thu t& bao @& do hoat do
luciferase khi xét nghiém phat hién Dioxin tét
nhat fa khi sw tdng hop va phan hiy dat &
mic can bing, ndng 66 luciferase trong t&
bao 6n dinh nhét. Vi vay, véi hai dong t& bao

14-
12-
10

Hoal 4§ luciferase (RLU/pg protein)

ching t6i tao dugc, thivi gian thu té bao cho
xét nghiém Dioxin trong nghién clru tiép
theo chang t6i Ira chon 1a sau 24 gio.
3.4. Két qua nghién ciru khoang néng
dé phat hién TCDD cua déng té bao
H4lle-line7

Ching t6i nudi cdy dong té bao cam
bién tao dwgc H4lle-line7 trong dia nubi
24 giéng, sau d6 cho té bao tiép xic voi
TCDD & nhitng ndng 36 khac nhau tir
0,1pM dén 100 nM trong thoi gian 24 gid.
Hoat d§ luciferase & mdi ndng do duoc
thirc hién trong 3 giéng khac nhau. Hoat
3% luciferase duwgc tinh bang gia tri do
dugc trir di gia tri nén (khi cho té bao tiép
xic DMSO). Két qua dugc thé hién trén
hinh 3.4.

R B  § Y
0.1pM 1pM 10pM 100pM
N6ng 86 TCDD

M 10nM 100nm

Hinh 3.4. Hoat d6 luciferase & nhirng ndng @5 TCDD khac nhau khi & t& bao H Alleine?

Két qua nghién cteu thé hién trén hinh
3.4 cho thdy, giGi han phat hign téi thidy
cta dong té bao tao dugc Ia khoang 1pM,
tai ndng dd nay da do dugc sy thay dbi
hoat d¢ luciferase. Gigi han phat hién té;
da dbi v6i 2 dong té bao la 1nM vi khi tang
ndng d6 1én cao hon thi hoat d6 luciferase
cng khéng thay déi.

K&t qua cta ching t6i cing tvong ty
nhw két qué nghién clru clia Poslind va cs.
[6] khi nghién clru tao dong té bao bang té

bao HepG2 vi protein biéu hién 1a
luciferase, két qua cling cho thay ngudng
Phat hién téi thidu 1a 1nm.

MGt s6 tac gia khi nghién ciru st dung
Protein biéu hign khac khéng phai 13
luciferase da cho két qua ngudng phat
hién t6i thidu cao hon. Nghién clru cua
Kennedy va cs. (5] khi st dung t& bao
Hdlle va protein bidy hién do hoat d8 1a
CYP1A1 (EROD assay) cho thdy ngudng
phat hién t6i thidu 1a 10pM, nghién cuou
cua El-Fouly va cs. [2] da s dung té bao
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T13 voi protein biéu higén do hoat dé 13
alkalin‘ phosphat cho thdy nguwéng phat
hign t6i thiéu 1a 100pM. Nhe vay, theo
ching t6i ngudng phat hién téi thidu phu
thudc nhiéu vao protein bidu hién d& do
hoat 46 trong phwong phap phat hién
dugc s dung. Khi s dung protein
luciferase thi nguwdng phat hién téi thidu
kha thap khoang 1pM.

4. KET LUAN

- Tao dong va nudi cdy thanh cong
dong té bao cam bién sinh hoc véi cac
chat Dioxin H4lle-line7 trong méi trudng
EMEM cé bd sung 10% FBS, 1% khang
sinh, nudi cdy & 37°C, 5% CO,.

- Ngwdng phat hién TCDD tdi thiéu cua
dong té bao cam bién sinh hoc H4lle-line7
c6 14 1pM va co thé ing dung dé nghién
clru phat hién sang loc cac chat Dioxin ¢
trong cac mau sinh hoc khac nhau.
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The dioxin compouds impact on the cell through a specific protein - aryl hydrocarbon

receptor (A

genes. Up
cell line expressed AhR pro

pGudluc1.1 contains DRE domain
detect dioxin comp
exposed to samples. The
from H4lle cell line and tha
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hR) in cytoplasm and DRE domain of DNA, they regulate many different
on this mechanism we have done transferred plasmid pGudluc1.1 into Hd4lle
tein in oder to generate dioxin biosensor cell line. Plasmid
that is located in the region of luciferase synthesis. We
ouds by luciferase assay reaction right after biosensor cell line
results showed that, a dioxin biosensor cell line was generated
t can be applied in detection of dioxin compounds.

iferase, pGludluc1.1 Plasmid.



