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LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan dé tai nghién ciru trong ludn véin ndy la cong trinh nghién
cuu cua toi dua trén nhitng tai liéu, s6 lidu do chinh t6i tw tim hiéu va nghién curu.
Chinh vi vdy, cdc két qua nghién ciu dam bdo trung thiee va khach quan nhat.
Pong thoi, két qua nay chwa tirmg xudt hién trong bdt cit mot nghién ciru nao. Céc
s6 lidu, két qua néu trong ludn van la trung thuc néu sai téi hoan chiu trach nhiém
truoc phat ludt.

Téc gia luin van

Nguyén Thi Ngoc Ha
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LOI CAM ON

Sau mot thoi gian tién hanh trién khai nghién ciru, em ciing da hoan
thanh noi dung luan vin “Nghién citu sw dnh hwéng ciia cdc chit phan tich
1 bao tdi sw song va sw biéu hién khdng nguyén bé mdt ciia té bao géc
trung mo”. Luan van dugc hoan thanh khong chi 1a cong stc cia ban than ma
con cé su giup dd, hod tro tich cuc cla nhiéu c4 nhan va tap thé.

Trudc hét, em xin gui 101 cam on chan thanh va sau sic dén TS.
Nguyén Trung Nam, ngudi tryc tiép hudng dan luan vin. Thay di danh cho em
nhiéu thoi gian, tdm stc, cho em nhiéu y kién, nhan xét quy bau, chinh stra
nhiing chi tiét nho trong ludn vén, giap luan van ctia em duoc hoan thién hon vé
mit noi dung va hinh thic. Thay ciing da luén quan tim, dong vién, nhic nho
kip thoi dé em c6 thé hoan thanh luan van dung tién do.

Nghién ctru duoc thuc hién dudi sy hd tro kinh phi tir dé tai: Phat trién liéu
phap mai cho bénh nao do thiéu méu cuc bo thiéu oxy su dung té bao géc tao mau
kich thich. Ma s6 QTJP01.01/20-22, cht nhiém: TS. Nguyén Trung Nam

Em xin gui 16i cam on ti bac si CK2. Tran Trung Kién va GS. Nguyén
Duy Anh bénh vién phu san Ha Noi dd cung cip cac mau nghién ctru dé t6i c6
thé hoan thanh luén van nay.

Em xin trdn trong cam on ban Lanh dao, phong Dao tao, cic phong
chtrc nang ctua Hoc vién khoa hoc va Cong nghé va cac thay c¢6 Khoa Cong
Ngh¢ Sinh Hoc - Hoc vién Khoa hoc Cong nghé - Vién Han 1am Khoa hoc
va Cong ngh¢ Viét Nam veé su day dd va chi bao tan tinh trong qua trinh em
hoc tap.

Em xin cam on cic can bo Trung tdm nghién ctu Gng dung té bao
gbc va liéu phap gen (STEMREC), Vién Cong nghé sinh hoc, da gitp d& va
tao diéu kién dé em hoan thién khoéa luan nay.

Em ciing xin gii 10i cam on chéan thanh dén gia dinh, ban bé vi d& luon

dong vién, quan tam gitip do em trong qua trinh hoc tap va thuc hién luan van.
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MO DAU

Trong nhiing nim gan ddy, nhiéu nghién ctru di chimg minh liéu phap
té bao gdc co su phat trién vuot bac trong ca nghién ctru in vitro va in vivo.
Nho cac dic diém ndi bat cua té bao gde nhu ¢6 kha ning duy tri duoc dic
tinh gbc trong thoi gian dai cung kha ning biét hoa thanh nhiéu loai té bao
khac nhau trong nhitng diéu kién nhat dinh, nén té bao gdc c6 kha ning thay
thé cac té bao bi tdn thuong va nho do6 c6 kha nang diéu tri mot sd bénh. Pic
diém nay gitp té bao gdc co thé dugc st dung trong diéu tri bong siu, rong,
khoéi phuc hé¢ théng mau ¢ nhirng bénh nhan bi cac bénh roi loan vé mau, chita
tri cac ton thuong trong gan va ndo bd. Pong thoi nd mé ra trién vong hd trg
diéu tri cac bénh ung thu [1]. Cho dén nay, cac loai té bao gbc khong phai 1a
té bao gdc phoi bao gdm té bao gdc tao mau, té bao gdc trung mo va té bao
gbc bié mo duoc uing dung trong y hoc thanh cong hon ca mic du tiém ning
ctia chung di it nhiéu bi han ché hon so véi té bao gdc phoi.

Té bao gbc trung md (Mesenchymal Stem Cell - MSC) 1a mét trong
nhimng loai té bao dugc str dung nhiéu nhat cho y hoc tai tao. Trong nhiing
thap ky qua, MSC d3 duoc st dung trong cac nghién ciru tién 1am sang dé
diéu trj nhiéu bénh 1y khac nhau, bao gé)m roi loan than kinh, thiéu mau cuc
bd tim, tiéu duong va cac bénh vé xuwong va sun [2]. Khi nhu cau vé MSC
ngay cang 16n cho cac phuong phap diéu tri do d6, nhiém vu cap bach 1a
can phai san xuat mot lugng 16n dé dap tng nhu cau trén. Luong té bao
cho mot liéu diéu tri ndm trong khoang tir 1,5 dén 120 x 10° MSC [3]. Trong
quy trinh ting sinh té bao gdc, t& bao san xuat phai duoc thu hoach va loai
bo khoi binh phan Gmg v&i s6 lugng 16n va kha ning séng sot cao. Qua trinh
thu hoach té bao c6 thé anh huong dén chat luong céc té bao thu duge. Do
d6, viéc danh gia anh huong cia cac phuong phap tach dén MSC 1a diéu can
thiét. Hién nay, mdi phong thi nghiém sir dung cac phuong phap nudi ciy va
phéan tach khac nhau, chwa ¢6 mot quy chuan riéng cho quy trinh nudi cdy
MSC tiéu chuan. Do d6, cin c¢6 mot quy trinh riéng cho ting phong thi
nghiém dé dam tdin wu cho viéc nudi cdy va thu hoach MSC [4].

Trén thé gidi di c6 nhirng nghién ctu vé anh hudng cia cac phuong
phap tach khac nhau 1én MSC. Tuy nhién, & Viét Nam rat it nhitng nghién
ctru tim hiéu cac anh huong cia cac phuong tach trén MSC. Hién nay c6

hai loai enzyme duoc sir dung pho bién trong nudi ciy té bao 1a trypsin va



TrypLE. Trong dé, trypsin 1a mot protease serine tuyén tuy véi tinh dac hiéu
cho cac lién két peptide lién quan dén nhém carboxyl cia céc axit amin co
ban, arginine va lysine, con TrypLE Express 1a mot protease tai to hop
duoc tao ra bang qua trinh 1én men. O Viét Nam chua c6 nghién ctru nio
danh gia anh hudng cua cac enzyme 1én UC-MSC. Xuat phat tir nhiing
van dé trén, em tién hanh thi nghiém danh gia anh hudng cua trypsin va
TrypLE dén dic diém cia MSC. Muc dich cua nghién ctru nay 1a danh gia
hiéu qua cta hai chit phan tach nay trén té bao gdc trung mo trong cac
khoang khoang thoi gian khac nhau. Trén co s& d6, “Nghién cieu sw dnh
hwéng cia cdc chit phan tich té bao tdi sw song va sw biéu hién khdng
nguyén bé mdt ciia té bao géc trung mé” dugce tién hanh véi nhitng muc tiéu
nghién ctru cu thé sau:
e DPanh gia hiéu qua hai chit phan tach thanh huyén phu té bao
UC-MSC.
e Danh gid anh hudng cua hai chit phan tich dén kha ning biét
hoa (differentiation) cua UC-MSC.
e Danh gia anh hudng cia hai chat phan tach dén sy biéu hién cac
khang nguyén bé mit t& bao sau biang phuong phap phan tich
dong chay (flow cytometry).



CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CcUU

1.1. TONG QUAN VE TE BAO GOC TRUNG MO

1.1.1. Té bao gbc trung md

Té bao gdc trung mod 1a mot 16p té bao khong ddng nhét co thé duogc
phan lap tir ty xuwong, md md, ddy rén va nhau thai, dugc phat hién vao
nim 1974 boi Friedenstein [5]. Nam 1987, Simmon PJ d3 dit tén cho cac té
bao nay la té bao nén tiy xuong bdi chung dudng nhu duge phat sinh tir
nhitng cu tric trong tiy xwong [6]. Nam 1991, thuit ngit 'té bao gbc trung
mo' 1an dau tién st dung trong bai bao cua Caplan xuat ban nam 1991 [7].
Ngay nay, thuat ngit 'té bao gbc trung mo' khong chi dé cap dén cac té bao
mo dém c6 ngudn gdc tir tiy xuwong ma con dung dé chi cac té bao tir nhiéu
nguon mo lién két khac. Ngoai ra, chir viét tat ciia thuat ngir nay MSC c6 thé
dugc hiéu theo nhiéu cach khac nhau, ch'flng han nhu 't¢ bao mo dém da
nang', 'té bao géc da nang', 'té bao md dém trung moé',... Bén canh do, cac
nha nghién ciru ciing dit ra cau hoi liéu khi ¢ trang thai té bao don, MSC c¢6
céc dic tinh cia té bao gdc khong (c6 kha nang ty 1am moi va kha nang biét
héa thanh nhiéu dong té bao). Nghién ciru ctia Bonet D va cong su (2007) da
chimg minh té bao don tir quan thé MSC tily xuong chudt biéu hién khang
nguyén dic biét caa phoi, timg té bao c¢6 kha niang biét hoa thanh cac té bao
khac ¢ diéu kién trong co thé séng (in vivo), do vay chung thue su mang dic
diém cua té bao gbc [8].

Sau hon 50 nam nghién ctu, t& bao MSC di dugc phan lap tir cac mo
khac nhau, chéng han nhu mdé md, da, tuy rang, gidc mac, mau ngoai vi, mo
day rén (UC), co, phdi, mau kinh nguyét, mo nhau thai, sita me va cac mo so
sinh [9]. Mic du gia thuyét MSC c6 thé duoc ldy tir hau hét moi mé trong co
thé con nguoi nhung c6 nhitng han ché thuc té lién quan dén y duc va su
khong dong nhat vé stic khoe ¢ nhitng ngudi hién tang khac nhau. Tuy nhién,
do viéc str dung cac k¥ thuat phan lap va nudi cdy khac nhau, c6 nhing dix
liéu mau thuln vé cac dic diém cu thé duogc str dung dé xac dinh MSC. Vi cac
té bao nay co thé dugce phan lap tir hiu hét moi mo, nén nguoi ta da dé xuét

rang cac MSC tir nhiéu ngudn khac nhau c6 thé khong du gidng nhau dé duogc
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nhom lai theo mot phan loai duy nhat. Tuy nhién, vin dé nay da duogc giai
quyét sau khi thiét 1ap cac tiéu chi phong thi nghiém duoc chap nhan rong rai
cho phép xac dinh cac dac diém chung cua MSC. Theo Hiép hoi tri li¢u té bao
quéc té, cac MSC da ning phai dap tng ba tiéu chi sau: c6 kha niang bam dinh
nhua vao binh nudi cdy; biéu hién khang nguyén bé mat CD105, CD73 va
CDY90 va thiéu bicu hién ctia CD45, CD34, CD14/CD11b, CD790/CD19 va
khang nguyén bach cau ngudi (HLA) 16p 1T > 95% va < 2% quan thé té bao,
tuong ung; va co6 kha nang biét hoa thanh nguyén bao xuong, nguyén bao sun
hoidc t& bao m& [10]. Ngoai ra, trong cac diéu kién nuoi céy cu thé, MSC ¢b
thé biét hoa thanh cac dong khong thudc trung bi nhu té bao gan, té bao than
kinh, té bao tuyén tuy, té bao co tim hodc té bao hinh sao [11].

1.1.2. Pic diém chung ciia té bao gbc trung mod

Vé mit hinh thai, MSC 1a loai té bao gdc c6 hinh thai kho phan biét véi
nguyén bao soi hay nguyén bao sao. O mutc d6 vi thé, MSC c¢6 hinh thoi voi
kich thudc khoang 10-30 micromet. Pic diém siéu cau trac cia MSC bao
gém[12]: Nhan té bao: MSC ¢6 mot nhan té bao 1én, tron hodc bau duc, co
kich thudc tir 5-15 micromet. Khdi nhiém sic tho: MSC ¢6 mot khdi nhiém
sdc thd nam gin nhan té bao, chira nhiéu protein va enzyme dong vai trd quan
trong trong qua trinh trung hoa va tai tao mo. Bao tuong ngheéo nan: MSC c6
it bao twong so voi cac té bao khac, diéu nay gitp cho chiing khong bi phan
héa qua nhanh va dé dang kiém soat qua trinh phat trién. Luéi ndi bao: MSC
c6 mot ludi ndi bao min, lam nhiém vu gilr cho cac thanh phén bén trong té
bao khong bi phan tan.

V& chtrc ning, MSC ¢6 hai dic diém co ban cua té bao gbc 1a kha ning
tu 1am méi va kha ning biét hoa thanh nhiéu dong té bao. Tu d6i méi 1a qua
trinh té bao gdc phan chia dé tao ra nhiéu té bao gbc, duy tri ngudn té bao gdc
trong subt cudc doi. Ty doi méi 1a su phan chia voi vi¢e duy tri trang thai
khong biét héa. Bén canh d6, MSC c6 tiém ning biét hoa thanh nhiéu dong té
bao. Tinh chat nay da dugc nghién ctru dé phat trién cay ghép MSC nhu mot
liéu phap tai tao. Kha nang bi€t hoa la mdt ti€u chi dé xac dinh MSC. Kha
ning biét hoa c6 thé dugc quan sat thdy trong cac diéu kién nudi cdy kich

thich sy biét hoa té bao thanh ba dong: tao xuong, sinh m& va tao sun [13].



Ngoai ra, MSC c6 thé biét hoa thanh cac dong khac nhau cua trung bi, ngoai
bi va ndi bi nhu xwong, md, co, t& bao than kinh, té bao tiéu dao va té bao gan
trong cac diéu kién trong phong thi nghiém (in vitro) cu thé. Kha ning biét
hoa ciing dugc quy dinh boi cac yéu t§ di truyén, lién quan dén cac yéu to
phién ma [14]. Ngoai ra, MSC con ¢6 mdt sb dic diém khac gitp ching trd
thanh mdt cong cu htra hen trong y hoc tai tao :

e Kha ning diéu hoa mién dich:

Nhiéu nghién ctru da ching minh dic tinh diéu hoa mién dich cia
MSC. Nhirng té bao nay anh huong dén phan tng mién dich thong qua twong
tac ciia chung véi cac thanh phan té bao cua hé thong mién dich: té bao
lympho T, té bao lympho B, té bao giét tu nhién (NK) va té bao dudi gai
(DC). Piéu hoa mién dich MSC c6 thé xay ra thong qua tiép xuc véi té bao
va/hodc bang cach bai tiét cac yéu t6 khac nhau. Do nhiing dic tinh nay, MSC
c¢6 thé ngan chan sy kich hoat khong pht hop cua té bao lympho T va tao ra
moi trudng dung nap trong qua trinh stra chira hodic ngin chin phan tng mién
dich trong qua trinh chita bénh, do d6 gép phan duy tri can bang mién dich
nd1 moi1 [15]. Cac dac tinh diéu hoa mién dich cia MSC c6 thé dugc nhom
thanh ba loai: gdy giam mién dich, diéu chinh kiéu hinh té bao T va trc ché
mién dich [16].

e Kha ning di chuyén dén mé va vi tri dich (homing)

Mot sb nghién ciru di chi ra rang té bao gdc trung md c6 kha ning di
chuyén dén céc vi tri viém va vi méi truong khéi u [17]. Mic du co ché chinh
x4c van chua duogc lam sang to, nhung mot s6 nghién ctru da lam rd cac yéu
t6 co thé chi phdi viéc di chuyén cia MSC. MSC c¢6 hai cach di chuyén. Tha
nhat cac MSC duoc céy cuc bo tai md dich va sau d6 duoc dan huéng dén vi
tri ton thuong thong qua mot hudng (gardient) tin hiéu (chemokine). Thtr hai,
MSC duoc huy dong vao méau va sau d6 phai trai qua mot qua trinh gém
nhiéu budc dé thoat khoi hé tuan hoan va di chuyén dén vi tri chan thuong.
Qua trinh di chuyén cta MSC trong co thé c¢6 thé duoc chia thanh nim budc
[18]. Nhén tin hiéu kich hoat, kich hoat, lién két v6i mang nén, di chuyén qua

mang nén, di chuyén dén mo dich.



1.1.3. Cac ngudn thu nhin té bao gbc trung md
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Hinh 1.1. M6t s6 ngudn phan lap té bao gdc trung mo (Messenchymal Stem
Cells) (Stra d6i va viét hod tir hinh minh hoa cta y van ctia Zuk va cong su
2001 [19])

e Tuy xuong

Sau khi dugc Friedenstein phat hién vao nam 1976, té bao géc trung
mo tir tay xuwong (BM-MSC) lan dau tién dugc mo ta 1la MSC khong biét hoa
vao nam 1987 [20]. Sau d6, BM tré thanh ngudn phan 1ap chinh cta céc té
bao gbc da nang. Tuy nhién, qua trinh phan lap tir BM doi héi mot quy trinh
xam l4n va dau dén vi lién quan dén viée sur dung nhiéu thuéc mé; hon nira,
nang suit té bao, tudi tho va kha ning biét hoa giam dan theo tudi ciia nguoi
hién ting. So véi cac MSC c6 nguodn gbc tir cac ngudn khac, BM-MSC cé
thoi gian ting sinh dai hon, 130 héa sém hon va chi chiém 0,01-0,001% té
bao tiy c6 nhan [11]. Tuy nhién, mot uu diém ciia BM-MSC so vdi cac loai
té bao khac 1a thoi gian phan 1ap va 6n dinh nudi cdy nhanh choéng, thuan loi
cho viéc sir dung té bao gdc cho nghién ciru ciing nhu cho cic ung dung
trong y té [21].

e MO mo

Uu diém chinh cua viéc str dung mé m& 1am ngudn MSC 1a su tién loi,
vi AT dudi da ctia con ngudi thudng cé nhiéu trén khap co thé va 1a san pham

phu ciia cac quy trinh hit m& tham my va diéu tri. Theo mot vai nghién ctru,



khoang 98-100% té bao thu duoc tir AT cao hon so véi cac ngudn té bao gbc
trung mo khac [22]. Cac dic diém hinh thai, kiéu hinh va chtc ning cua té
bao gbc tir mdé m& (AD-MSC) tuong tu nhu cia BM-MSC. Bén canh tinh 6n
dinh trong nudi ciy té bao dai han, AD-MSC c6 thé ting sinh hiéu qua trong
diéu kién phong thi nghiém va s& hitu tiém ning biét hoa da dong cao. Do do,
AT dai dién cho nguén MSC tu than thiét thuc hon so véi BM. Tuy nhién,
mdt han ché cia AD-MSC 1a mot sb dic diém cua nguoi hién tang, chéng han
nhu tudi tac, co thé anh hudng dén kha ning ting sinh va biét hoa cia AD-
MSC, dic biét 1a dbi vai cac dong tao xuong va sun, mac du kha nang tao mo
khong bi anh huong [23]. Bén canh kha ning biét hoa va tu 1am méi, té bao
gbc trung mo tr mo md tiét ra mot sé cytokine va cac yéu té ting truong co
dic tinh chdng viém, trc ché qué trinh apotosis va diéu hoa mién dich [22].
Ngoai ra, do tac dung diéu hoa mién dich cia AD-MSC, AT la nguén cung
cAp MSC tuyét voi cho cdy ghép di ghép bai AD-MSC khong biéu hién cac
khéng nguyén phtrc hgp twong hop md chinh loai II, nén nguy co thai ghép
duoc giam thiéu.

e Tuy rang

Cac MSC c6 ngudn gdc tir tiy rang (DP) chuyén biét hoa thanh nguyén
bao ring, tao ra nga rang. Nhitng té bao nay duoc ldy tir mo tiy cua ring khon
va dugc phan 1ap bang qué trinh phin giai bang enzym. Nhin chung, té bao
gbc trung mo tir tuy rang (DP-MSC) rat dé bao quan lanh va twong tu nhu
AD-MSC, c6 cac dic tinh diéu hoa mién dich. Do céc té bao gbe trung mo tir
ty rang c6 ngudn gdc tir mio than kinh nén ching c¢6 ngudn gdc tir ngoai
trung mo, ca cac dong ngoai bi va trung mo. Do do, ngoai viéc biét hoa thanh
nguyén bao xuong/chondroblast va té bao md, DP-MSC con cé thé biét hoa
thanh cac dong té bao than kinh. Khi duoc nudi cdy trong khung nga ring ba
chiéu (3D), DP-MSC c6 thé biét hoa thanh té bao biéu mé gidc mac, té bao
héc t6 va té bao gdc da nang cam mg, khién ching rat hiru ich trong nghién
ctru y hoc tai tao [24].

Céc ing dung l1am sang hta hen nhit cho ngudn té bao gdc nay lién
quan dén viéc diéu chinh cac bénh chuyén héa va diéu tri cac bénh gan co ty
1¢ tr vong cao, chang han nhu xo gan va ung thu biéu mé té bao gan. Theo
thoi gian, DP-MSC di tré thanh giai phap thay thé wa thich dé thu thap té bao



gbc trong qua trinh ghép gan. DP-MSC ciing d3 duoc st dung trong linh vuc
tai tao xuong [25].

e Nuéc 6i va nhau thai

Theo cac phan tich mo hinh mién dich, kiéu hinh cta céc té bao nudi
ciy thu dugc tir nudc 6i (AF) twong tu nhu ctia BM-MSC. Cac té bao MSC
thu dugc tir ngudn ndy c6 thé biét hoa thanh cac dong trung mo. Kha ning
tang sinh ctia cac MSC ¢6 ngudn goc tir AF va nhau thai 13 tuong ty nhau,
khong c6 sy khac biét rd rét vé sb lugng té bao, mic du vé sau ching phat
trién véi tbc do cham hon va ning suat thap hon so véi BM-MSC [26]. Té
bao gdc trung md tir nudc di (AF-MSC) thé hién kha ning ty d6i méi cao
(>300 lan phan chia té bao) va thoi gian nhan d6i 1a 36 gid. Hon nita, ching
da dugc chimg minh 14 duy tri mot kiéu nhan binh thudng ngay ca o nhiing
giai doan mudn [27]. Ngoai kha ning biét hoa thanh cac dong trung mo phd
bién, AF-MSC ciing c6 thé biét hoa thanh té bao gan va té bao than kinh trong
cac diéu kién nudi cdy cu thé [26]. Mic du chua c6 nghién ciru nao trén nguoi
st dung AF-MSC dugc bao cao, mot s6 mo hinh dong vat da nghién ctlru cac
tmg dung 1am sang khac nhau, bao gém hinh thanh bang quang bing cach st
dung AF-MSC biét hoa thanh té bao co, diéu tri chan thuong than kinh, hinh
thanh va tai tao mach mau va van tim, co hoanh, thian, xuong, phéi, tim va
sun [28].

e Maiu ngoai vi

Cac té bao gdc mau ngoai vi co thé duoc huy dong tir nhitng nguoi hién
taing khoe manh bang cach sir dung bach cau hat (CSF) [11]. Chung tuong tu
nhu BM-MSC & hau hét cac khia canh, vi ching c6 thé biét hoa thanh cac
dong trung md va c6 kha ning bam chit vao cic binh nudi cay bang nhwa
[29]. Tuy nhién, cac MSC dugc huy dong tir mau bang cach st dung CSF ¢
thoi gian nhan d6i 13 95 gid, 1au hon so véi cac MSC tir cac ngudn khac.
Chtng biéu hién khang nguyén bé mit tuong ty nhu cia BM-MSC véi cac
khang nguyén bé mit cu thé cho MSC. Kha ning biét hoa thanh cac dong sun
va xuong cua chung thap hon so véi BM-MSC, trong khi kha ning biét hoa
thanh té bao m& cao hon [30]. Cho dén nay, chura c6 thir nghiém 1am sang nao

veé vi¢e st dung cac t€ bao nay duoc cong bo.



e Tébao gbc tir diy rén

Day ron chia hai dong mach ron va mot tinh mach rén, ca hai duoc
nam trong mot moé lién két chat nhﬁy cu thé, dugc goi 1a Wharton’s Jelly
(WJ), dugc bao phu boi biéu mé mang 6i. Thong thudng, ddy rén duoc coi la
rac thai y té sau sinh, vi vay khong c6 tranh cdi vé mit dao dirc khi phan lap
MSC tir mé déy rén so véi lay MSC tir tity xwong. Trong khi ngudn thu MSC
tir BM cuc ky thdp, kha ning nhiém virus cao. Qua trinh thu nhin té bao 1a
mot quy trinh xam 1an. Hon nita, sé luong té bao gdc, kha ning ting sinh va
biét hoa cia BM-MSC giam dang ké theo tudi tac, diéu nay han ché ung dung
1am sang cua chung. Cac nghién ctru sau d6 di chi ra rang day ron cta con
nguodi chira mét lugng 16n MSC [31].

Hinh thai, kiéu hinh mién dich, kha nang biét héa da hudéng cua UC-
MSC hau hét trong ty nhu cac BM-MSC [32], nhung té bao gbc trung mo tir
day ron (UC-MSC) c6 kha ning ting sinh cao hon va biéu hién khang nguyén
bach cau nguoi (HLA)-ABC va HLA-DR thip hon so v6i BM-MSC. Ngoai
ra, cac UC-MSC c6 ngudn gbc 1 rang, d& thu thap va bao quan. UC-MSC
duoc ky vong 1a ngudn thay thé Iy tuéng cho BM-MSC. UC-MSC déng mot
vai trd quan trong trong viéc giam ty 16 mic va muc d6 nghiém trong cua
bénh manh ghép chéng ky chi (GVHD) xay ra & hon 50% bénh nhan dugc
ghép té bao gdc tao mau (HSCT) [33]. Bén canh d6, dua trén kha ning di
chuyén ciia chiing ddi vai cac té bao ung thu, nhiéu bao cdo da dé xuat UC-
MSC la liéu phap té bao dé nham muc tiéu dén cac khdi u va cung cép cac
phan tir chéng ung thu tai chd.

UC-MSC thé hién ty 1é ting sinh cao nhét, cao gap 3 dén 4 lan so véi
AD-MSC va BM-MSC [34]. UC-MSC c6 kha nang bi¢t hoa da hudong va céd
kha nang bi¢t hoa thanh xuong, md, sun va cac mé khac [35], do d6 ching c6
thé duoc str dung dé sira chita cac mo va co quan khac nhau, ddng thoi 1a té
bao hat giéng 1y tuong trong linh vuc y hoc tai tao. Cac nghién ctru da chi ra
rﬁng khi cac mé co thé bi tén thuong do thiéu mau cuc bo-thiéu oxy hodc
viém mén tinh, mo bi ton thuong s& giai phong chemokine, huy dong va
huéng dan sy di chuyén cia MSC dén vi tri ton thuong va tiép tuc giy ra su
biét hoa thanh céc loai té bao khac nhau [36]. Trong nudi cdy in vitro, UC-
MSC c6 thé biét hoa trong nhimg diéu kién nhét dinh dé tro thanh té bao
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trung bi nhu nguyén bao xuong va té bao co tim, té bao ndi mo, va ciing co
thé biét hoa thanh té bao than kinh & ngoai bi, t& bao gan té bao tuyén tuy [37]
& 16p ndi bi giira 16p mam. Kha niang sinh mién dich thap, kha nang tang sinh
va biét hoa cao cia UC-MSC khién ching tré thanh té bao hat gidng cho liéu
phép té bao.

1.1.4. Y dirc trong cac nghién ciru vé té bao goc trung mé

Piéu dau tién can luu ¥ 1a dao duc trong nghién ciru y sinh hoc 1 rat
quan trong va can duogc tuan thu ddy du. Vi vdy, viéc dam bao rang du an
nghién ctru duoc thuc hién trong dao dirc 1a rat quan trong dé bao vé cac
quyén va loi ich cua cac dbi tuong nghién ctru, dac biét 1a nhiing nguodi tu

nguyén tham gia vao du an nghién ctru.

Pé tai thude du an “Nghién ciru xdy dung mot s6 quy trinh san xuét va
luu gitr té bao gbc trung mé dinh huéng tmg dung” ctia Trung tAm nghién ctru
tmg dung té bao gdc va liéu phap gen véi tén: “Nghién ctru sy anh hudng cua
cac chat phan tach t& bao t6i su séng va su biéu hién khang nguyén bé mit
ctia té bao gdc trung md”. Nghién ciru tuan thi cac quy dinh vé dao dirc trong
nghién ctru y sinh (c6 gidy xac nhan phéi hop gitra hop phan 2 va Bénh vién
phu san Ha No61).

1.2. CAC PHUONG PHAP PHAN TACH TE BAO GOC TRUNG MO

Nudi cdy té bao bi anh hudng bdi mot s6 thong sd hoa 1y (nhiét do,
pH, 4p suét tham thau, nong d6 02 va CO2) va thong sé sinh 1y (hormone,
ndéng do cac chat dinh dudng) dé té bao co thé tang truong. Ngoai trir nhiét
d6, cac thong sd khac co thé dugc kiém soat boi moi truong nudi cdy. Trong
d6, hau hét cac té bao khong ac tinh phat trién trong dng nghiém di chuyén va
phan chia cho dén khi chiing tao thanh mét té bao don 16p day bao phu hoan
toan bé mit cta binh nudi cay. Sy ting sinh cua té bao s& ngimg lai khi té bao
d3 bao phil toan bd dién tich nudi cay. Thu hoach té bao dé nghién ctru, xir Iy
hodc nudi cay doi hoi phai phan tach va tach 16p té bao. Mot loat cac phuong
phap phan tach di duoc st dung dé tach cac té bao bam dinh duoc nudi cay
trong ong nghiém dé phan tich chirc nang va kiéu hinh. Tuy nhién, phuong
phap tach té bao co thé anh hudng dén protein bé mat va kiéu hinh cua té bao

nudi cady in vitro [38]. Khi nudi cay mot so t€ bao bam chat vao dia nudi cay,
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can phai c6 mot s6 chién lugc tach té bao nhat dinh dé dat duge hiéu qua tach
dong thoi duy tri sy sdng cua té bao. Cac phuong phap tach té bao ciing rat
quan trong ddi véi viéc duy tri tinh gdc cua té bao gbe [39].

1.2.1. Nguyén 1y sw bam dinh ciia té bao

Sy bam dinh cua té bao 1a két qua cua cac tuong tac dic hiéu gitra cac
phan tir trén bé mat t& bao voi chat nén. Tach té bao 14 qué trinh pha v cac
lién két nay bang vat 1y, hoa hoc, dién, quang hodc bang cac phuong phap
khac. Phuong phap tach té bao thuong dugc ap dung rong rii 1a si dung
enzyme phan gidi protein nhu trypsin, TrypLE, accutase, collagenase [40].
Loai enzyme duoc st dung s& phu thudc vao loai mo/té bao, va viéc tim ra su

két hop phu hop s& dan dén két qua tbi vu.

" Lién két giira
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Hinh 1.2. Qua trinh phan tach té bao bang enzyme
(a) L6p té bao don trén mot bé mit nudi cdy. (b) Trypsin phan tich ma tran
ngoai bao (ECM) va cic protein bé mit khac. Do do, cc té bao trd nén phan
tan va mat di cac protein can thiét dé lién két v4i bé mit nudi cdy va giira cac
té bao v6i nhau. (Stra doi va viét ho tir hinh minh hoa ctia y vén ctia Uccelli
va cong su 2008 [41])

Té bao c6 dién tich bé mit am, phan bd khong déu va thay ddi theo

trang thai sinh 1y cta té bao. Mic du céc té bao c6 dién tich am, ching co thé



12

dugc nudi cdy trén bé mit tich dién duong ciing nhu trén bé mat tich dién am.
Pa s6 céac truong hop lién két giita cc té bao va bé mat chat nén do chiing c6
cung dién tich, cho thiy rang su tiép xtc s& dugc thuc hién théng qua tuong
tac ion (vi du: thong qua cac cation hoa tri hai: Ca,") hodc thong qua cac cau
nbi protein. Nhitng protein nay doi khi dugc goi 1a cac phan tr bam dinh co
chat, ching tuong tac bang cac thu thé trén bé mat té bao v4i cac phan tir
ngoai bao co trong chat nén. Cac phan tir bam dinh co chat bao gém 30 phan
tu, trong s6 d6 co collagen, laminin, fibronectin va vitronectin [42]. Bén canh
d6, protein mang chiu trach nhiém cho nhiéu chirc ning can thiét dé duy tri
cac hoat dong sinh 1y binh thuong. Ngoai ra, cac protein két dinh, chang han
nhu ho cadherin [43] trong mang té bao, cung cip cac vi tri dé lién két cac
protein khung té bao v6i ma tran ngoai bao dé diéu chinh sy di chuyén va su
két dinh cta t& bao. Su rdi loan diéu hoa cla cac protein mang gy ra nhiéu
bénh nhu trong qua trinh hinh thanh khdi u, d6t bién cua thu thé ErbB-2 dan
dén su xuat hién cta ung thu da day va ung thu té bao gan [44]. Trong qua
trinh nudi cay, cac té bao két dinh thanh cac 16p té bao don trén dia nudi ciy
va can cac phuong phap tach dé phan giai chung trudc cay chuyén hoic cac
thi nghiém tiép theo va tranh viéc té bao bi 140 hoa khi nuoi céy 0 mat do qua
cao. Tuy nhién, phuong phap tach té bao c6 thé anh hudng dén cac protein bé
mit va kiéu hinh cta céc té bao duoc nudi ciy trong phong thi nghiém [7]. Do
d6, cac viéc t6i vu phuong phap tach 1a rat quan trong dé nghién ctru cac dic
tinh sinh hoc cua té bao.

1.2.2. Cac phuong phap phan tach

e Phwong phap khong sir dung enzyme

- Co hoc:

Phuong phap cao té bao 1a mot lua chon tbt cho cac té bao nhay cam voi
trypsin bdi phuong phap nay khong lam anh hudng dén cac khang nguyén bé
mit té bao [45]; ciing c¢6 thé duoc st dung khi thu thip cac thanh phan té bao
cho xét nghiém Western blot hodc phan tich biéu hién thy thé bé mat té bao.

- Polyme phan ung voi nhiét do

Cac polyme phan tng voi nhiét do trén bé mat nudi ciy té bao [46].

Khi nhiét do ha xuéng, cic bé mat nay nhanh chong dugc hydrat hoa, tré nén
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rra nudc va gy ra su giai phong té bao tu phat. Phuong phap nay da duoc s
dung dé tao ra cac tAm té bao va cac mo [47]. Tuy nhién, nhugc diém chinh
ctia phuong phap nay 1a sy can thiét ctia polyme dap tng nhiét do trén bé mat
nudi cdy vira dit tién vira dé giai phong té bao ngiu nhién hodc sém. Hon
nita, phuong phép nay doi hoi cac k¥ thuat vién lanh nghé duoc dao tao dé sur
dung no, 1am ting thém chi phi. Cudi cung, vi nhitng vat liéu nay can duoc xur
ly dang ké dé tang cuong do bam dinh cua té bao va do chinh xac khi xu 1y,
cho dén nay chung vin chua duoc stir dung trong cac hé thong nudi cay té bao
tu dong. Van dé tach té bao hiéu qua va khong bi hu hai vin con.

- Anh séng

Qua trinh phan tach té bao do anh sang giy ra thuong s dung cic
polyme phan tng vdi anh sang, cac phan tor nhay cdm voi anh sang va buc xa
anh sang [48]. Mic du 4nh sang c6 thé tich 90% té bao bam dinh ra khoi chat
nén. Tuy nhién, co ché tach ctia anh sdng c6 mot s6 van dé khién phuong
phap nay co thé han ché ing dung. Cac phéan tir hodc hat nano cam quang va
cac ngudn sang bén ngoai khong phd bién; nodi cach khéac, can co thiét bi dat
tién, vat liéu cam quang phai bao quan an toan va can k¥ thuat vién c6 kinh
nghiém [49].

- Phan tach dién hoa

Phuong phép tach bang dién hoa ciing da xuat hién gan day; hiéu qua
phan tach gin 100%. Phuong phap nay bao gdm hai bd phan thiét yéu: 16p
don 16p tu 1ap rap (SAM) va nén kim loai dan dién. Trén bé mat kim loai dan
dién c6 phu cac phdi tir dé bat va gan té bao, cac té bao cd thé duogc tach ra
theo mot sd co ché [50]. So v6i phuong phap sir dung cac polyme, phuong
phap dién héa c6 thé duoc su tach té bao chi trong vai phat. Tuy nhién, no doi
hoi viéc ché tao cong phu cac tinh ning cta cam bién va 16p phu chuyén
dung. Hon nira, khong c6 dit 1iéu chinh xéc dé tiét 10 kha nang tdn tai cua té
bao sau khi tach ra; cac phan tir alkanethiol c6 thé van lién két voi protein
mang cua cac té bao tach roi, diéu nay c6 thé anh huong xiu dén cac té bao
sau khi tach. Ngoai ra, qua trinh tach té bao trong cac phuong phap dién hoa
6 thé do su co lai cua mang té bao [51]. Mbi quan h¢ gitra dién thé va muc
d6 co bop ctia mang té bao dén nay van chua duoc lam rd. Nhu vdy, anh sang
va dong dién c6 anh huong manh dén kha ning ton tai va chic ning cua té

bao. Do d6 cac phuong phap nay khong phu hop cho céc loai té bao gbe [49].
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- Dung dich phdn tach phi enzyme

Mot sb té bao bam dinh yéu c6 thé duoc lay ra khoi dia don gian bang
cach rira bang dung dich mudi dém phdt phat va gd nhe vao dia. Mot s6 té bao
két dinh manh hon can cac phuong phap khac dé pha v su tuong tac giita cac
protein cia té bao va bé mit cua dia. Axit ethylenediaminetetraacetic chelator
canxi (EDTA) loai bé cac ion canxi can thiét cho cac integrins dé duy tri su
két dinh cua té bao. EDTA 1a mot phuong phap tach té bao nhe. Tuy nhién, né
thuong khong di manh dbi véi cac té bao két dinh manh va can phai loai bo
co hoc bﬁng cach cao, diéu nay co thé vo tinh 1am rach céc té bao.

e Phuong phap enzyme

Phan tach bang enzyme proteolytic 14 mot phwong phap thuong dugc
stt dung dé tach té bao. Phuong phap enzyme c6 nhirng loi thé nhu dé sir
dung, giam nguy co nhiém ban, va khéng yéu cau thiét bi chuyén dung, mic
du chi phi ctia enzyme c6 thé kha 16n véi cac phong thi nghiém tham gia vao
quy md 16n san xuét té bao gbc. Tuy nhién, hau hét cic protein bé mit va
cac thanh phan ma tran ngoai bao déu bi phan huy trong qua trinh tiéu hoa
bang enzym.

- Trypsin

Nam 1916, Rous va Jones da st dung "bot trypsin cua Merck, Brubler
va Kahlbaum" dé phan giai cac cuc huyét twong trong té bao séng dé thu dugc
huyén phu té bao cho qua trinh cdy truyén. Vogelaar va Erlichman vao nim
1934 13 nhitng nha nghién ctru tiép theo sir dung cac enzym tiéu hoa trong ché
pham trypsin tho dé hoa long huyét twong dong tu trudc khi cdy truyén. Cac
k¥ thuat st dung trypsin tuong tu nhu céc k¥ thuat duoc sir dung ngay nay da
dugc gidi thidu bai Scherer, Syverton va Gey vao nam 1953 dé thu hoach
dong té bao HeLa dé cdy truyén va phan tich sinh hoa. Trudc diy ngudi ta
cho rang cac ché pham trypsin chi don gian 1a thity phan mot chét lién két c¢6
ngudn gbc protein chiu trach nhiém cho sy gin két ciia cic té bao véi chat
nén, két qua 1a tach té bao ra khoi binh nudi cdy. Bay gio ngudi ta cam thay
rang co ché hoat dong cua trypsin trong thu hoach té bao phuc tap hon [52].
Trypsin c6 nhiéu tng dung trong cong nghé va khoa hoc. Trong nudi cay té
bao dong vit c6 va, trypsin duoc ding dé phan tach té bao véi bé mit nudi

cay hodc thu dugc nhitng té bao don 1€ tr cac mod va co quan. Hon nira nd
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duoc str dung dudi dang thude xit hodc thubc md trong cac phong kham dé
loai bo cac té bao hoai tir [53].

Trypsin 1a mdt protease serine tuyén tuy véi tinh ddc hiéu cho céc lién
két peptide lién quan dén nhom carboxyl ctia cc axit amin co ban, arginine
va lysine, cu thé nd phan cit dau cudi cacboxyl ciia cic axit amin arginine va
lysine. C6 do pH hoat dong ti wu 1a khoang 8 va nhiét do hoat dong tdi uu
khoang 37°C [54]. Céu tao cua trypsin bao gdm mot chudi polypeptit dai 223
axit amin c6 vi tri hoat dong tai axit amin His46 va Ser183. Nhiét d0 hoat
dong toi wu 1a 37°C. Trypsin 13 mot trong nhitng protease dic hiéu cao nhat
duoc biét dén, mic du né cling thé hién mét sb hoat tinh esterase va amidase.
Tach té bao bang enzym trypsin 1a mot quy trinh nuéi cdy té bao thong
thuong. Trypsin dugc sir dung dé pha huy cac phan tir bam dinh, ching han
nhu lién két gifra té bao vé6i té bao va té bao véi chit nén. EDTA hoat dong
nhu mét chat chelator kim loai, phan huy cac ion Ca va Mg, dugc thém vao
dung dich trypsin dé ting cudng hoat tinh, cho phép trypsin thily phan cac
lién két peptit cu thé. Vi vy trypsin-EDTA dugc sir dung rong réi trong cac
nghién ctru dé phén tach té bao [55]. Thoi gian trypsin hoa c6 thé khac nhau
tuy thudc vao loai té bao, mat do té bao, néng do huyét thanh va cac yéu tb
khac. Nong do trypsin duoc sir dung dao dong tir 0,05% dén 0,5% [56]. Tuy
nhién, tiép xuc qua lau véi trypsin 13 nguyén nhan pho bién khién té bao bi
mat cac protein bé mit, nang hon 1a khién té bao bi ly giai. Ngoai ra, trypsin
lam giam protein trén mang té bao, gbp phan day nhanh qua trinh 40 hoa té
bao. Tsuji va cong su da chimg minh rang qua trinh phan tach bang Trypsin
c6 thé lam giam dang ké muc d6 biéu hién cac khang nguyén (bao gdm
CD55) ¢6 trong té bao gdc trung md (MSC). Ngoai ton thuong bé mat ddi véi
té bao, trypsin con tao ra tén thuong bén trong, chang han nhu thoai héa
polyribosome [57].

- TrypLE Express

TrypLE Express 1a mt protease tai to hop duogc tao ra bang qué trinh 1én
men. N6 khong chtra céc thanh phan c6 ngudn gdc tir dong vat va ngudi, da
dugc chimg minh 13 ¢6 hiéu qua trong viéc tach nhiéu té bao dong vat cb v.
N6 duogc biét dén 1a mot protease serine co hoat tinh giéng trypsin (tirc 1a nd
phan cit & hai vi tri axit amin gidng nhau - arginine va lysine - nhu trypsin va
c6 hoat tinh pH tuwong tu) [58]. Tuy nhién, TrypLE thé hién ddc tinh té bao thap
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hon so véi trypsin. Mac du thong tin chi tiét nhu ngudén gbc ciia cDNA va
phuong phap san xudt chua duoc nha san xut tiét 1. Enzyme nay hién dang
dugc sir dung rong rii dé tich MSC khoi cac dia nudi cay cho liéu phap ciy
ghép vi enzyme nay duoc chimg nhan 13 ngudn khong co dong vat [59]. Toc do
tach t& bao phu thudc vao dong té bao ciing nhu diéu kién nudi cdy va co thé
mat tir 2 phut (t& bao HEK293F duogc nudi cay trong DMEM + 5% ECS) dén
11 phat (& bao PK-15 dugc nudi cay trong OptiProTM) dén 27 phit (PK -15 té
bao dugc nudi cdy trong EMEM + 10% FCS) (www.invitrogen.com).

Tuong tu nhu trypsin, TrypLE express da dugc chung minh 1a c6 anh
hudng dén té bao phu thudc vao thoi gian tiép xtc. Nghién ciru ctia Kunikazu
Tsuji va cong su cho théiy su biéu hién khang nguyén bé mit CD44+, CD49c¢+,
CD73+, CD140a+ va CD140b+ cia té bao MSC da giam dang ké khi tiép xuc
v6i TrypLE express trong 60 phit. Trong khi d6, khi tiép xuc v6i TrypLE trong
30 phut, khong quan sat thay su giam biéu hién khang nguyén bé mit [59].

1.2.3. Mot s6 nghién ctru vé cac chit phan tich té bao

Qua trinh tach té bao 1a diéu can thiét trong viéc nudi cdy va ting sinh
té bao. Vi vy trén thé gidi noi chung va ¢ Viét Nam néi riéng, cac nha khoa
hoc dd nghién ctru va danh gia mot s phuong phap tach, mdi phwong phap
déu c6 vu va nhuoc diém riéng va phu hop véi timg loai té bao. Nam 1958,
L.Weiss danh gid anh huéng cua trypsin 1én kich thudc, kha ning séng va
khéi luong kho cua té bao Sarcoma 37. Két qua cho thiy trypsin lam giam
dang ké khdi lwong kho cua té bao so véi kich thude va kha nang sdng [60].
DPén nam 2017, trong bai nghién ctru vé danh gia tac dong cua cac phuong
phép tach dén kha ning ton tai va biéu hién marker bé mit cta té bao MSC &
bao hoat dich, Kunikazu Tsuji va cdng su [59] da@ ching minh trypsin,
TrypLE va collagenase c6 cac mirc dd anh hudng khac nhau 1én té bao MSC
bao hoat dich & cac khoang thoi gian khac nhau. Trysin 1a chat c6 mutc d6 anh
hudng nhiéu nhat d6i voi cac protein bé mit té bao. Gan dy nhat vao nim
2022, cac nha nghién ctru tai Pai hoc qudc gia Pai Loan da danh gia anh
huong ctia cac phuong phap tach té bao 1én sy biéu hién bé mit cta thu thé
Fas va phdi tir Fas. Két qua chimg minh viéc st dung accutase dé phan tach
céc té bao d3 lam ton hai dén su biéu hién cta cac phéi tir Fas va céc thu thé
Fas trén bé mat té bao [45]. Tai Viét Nam, chua c6 nhiéu nghién ctru t6i wu
cac phuong phap tach.
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG, PHAM VI NGHIEN CUU, NGUYEN VAT LIEU

2.1.1. Poi twong nghién ciru

Cac mau md day ron duoc cung cép tor bénh vién phu san Ha Noi. Té
bao gbc trung md duoc phan 1ap tai phong lab Trung tdm nghién ciru (mg
dung té bao gbc va lidu phap gen, Vién Cong nghé Sinh hoc.

0,25% Trypsin-EDTA, TrypLE, duoc cung cip tir cac hang uy tin trén
thé gi6i.

2.1.2. Héa chat, dung cu va vt tu tiéu hao

bém PBS, FBS (Fetal Bovine Serum, ATCC My), Alizarin dé, moi
truong DMEM high glucose, ethanol, chloroform, trypan blue stain (0,4% -
Gilco, M¥), STEMdiff Trilineage Differentiation Kit, 4% paraformaldehyde,
chai nuéi cdy, dia 24 giéng, dia 12 giéng, dia nudi ciy (Corning, M¥), bd kit
MSC phenotyping (CD14-PE, CD19-PE, CD34-PE, CD45-PE, CD73-APC,
CD90-FITC, anti-HLA-DR-VioGreen) va cac hoa chat vat tu khac duoc cung
cap tlr cc hang c6 uy tin trén thé gidi.

2.1.3. Thiét bi sir dung chinh

Phong sach, kinh hién vi Olympus CKX53 (Nhat Béan), may ly tdm
Gyrozen (Han Qudc), ti am CO2, bé 6n nhiét, may ly tim Eppendorft may
dém dong chay té bao, budng dém hong cau, box nudi cdy té bao,...

2.1.4. Pia diém nghién ciru

Trung tdm nghién ctru va tmg dung té bao gdc va liéu phap gen - Vién
Cong nghé sinh hoc, vién Han 1dam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.2.1. Phan lap té bao gbéc trung md tir diy ron

M3iu day rén sau khi thu nhan dugc bao quan trong dung dich nuédc
mudi sinh 1y va duoc chuyén ngay dén phong thi nghiém. Mau duoc ria lai
bang dung dich PBS b6 sung 1% khang sinh cho dén khi sach mau. Sau d6
day ron duge cat thanh cac doan nho co kich thude khoang 2-4 cm. Cac doan
nay duoc tach bé dong mach, tinh mach va cat thanh cac manh md nhé véi
kich thuéc 2-3 mm’. Cac manh mé s& duoc chuyén vao 6ng fancol 50 mL va

bd sung thém collagenese theo ty 1& 1:1. Sau d6 dua 6ng vao may lac toc do
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150 v/p & nhiét do 37°C trong 3 gio. Tiép theo dua dng fancol di ly tim, loai
b6 phan dich ndi phia trén cung, chi gitr lai 16p huyén phu & gitta. Dich huyén
phu sau ly tim s& cho qua mang loc duoc sir dung dé loai boé mot sd té bao
khéng phai MSC. Cudi cung, luong dich sau khi loc dugc dua vao dia nudi,
bo sung thém méi trudng t6i wu cho MSC, U trong ti am 37°C 5% CO2. Su
phat trién cua té bao dugc quan sat dudi kinh hién vi.

2.2.2. Nudi cdy té bao

Té bao MSC duogc nudi cdy trong méi truong DMEM (DMEM b6 sung
10% FBS, 1% penicllin va Streptomycin - Gibco, M§) nudi cdy & nhiét do
37°C, 5% CO,. Té bao dugc nudi céy dén khi dat dugc mat do khoang 90%
dién tich bé mat nudi céy, tién hanh céy chuyén méi dé tién hanh cho céc thi
nghiém tiép theo.

2.2.3. Panh gia kha ning phan tich ciia cac enzyme lén té bao
UC-MSC

Pé danh gia kha nang phéan tach cua enzyme can so sanh hinh anh té
bao trudc va sau khi tiép xtic. Sau khi té bao dat 90% dién tich nudi céy, moi
truong nudi cdy dugc loai b va rira té bao 2 l1an bang dung dich dém PBS.
Chup anh té bao sau khi rira 1am hinh anh d6i chimg trude khi sir dung chat
tach. Sau d6 bd sung trypsin hodc TrypLE vao ting dia, dit trong ti 4m trong
cac khoang thoi gian khac nhau: 5 phit, 30 phut, 60 phut, 120 phut. Tiép theo,
té bao duoc bo sung thém méi trudng dé bat hoat enzyme va thu té bao cac
dng fancol. Chup anh dia nudi dé 1am hinh anh so sanh sau khi tiép xtc voi
cac chét phan tach.

2.2.4. Xac dinh s6 lwong va ty 1 song sét ciia UC-MSC sau khi xir
Iy véi chit phén tach

Phuong phap nhudm trypan blue duogc sir dung dé dénh gia tong sb té
bao va ty 1& sdng/chét. Té bao sau khi tai huyén phu nhd trypsin hoic
TrypLE s€ dugc ly tam ¢ 1500 rpm trong 5 phut, sau do hut loai bo dich,
thém moi truong nudi cay dé tai huyén phu té bao. Cudi cung ldy 10 ul dich
té bao va thém 10 pul 0,4% trypan blue dé nhudém. Lay 10 ul dich té bao da
nhudém cho 1én budng dém hdng ciu va dém. Nhitng té bao khong bit mau
thuc nhudm 13 nhitng té bao con sdng, nhirng té bao bat mau xanh 1a té bao
da chet.
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2.2.5. Panh gia biéu hién cic marker bé mit ciia MSC sau khi xir Iy
v6i chit phan tach

C6 dinh té bao: Té bao duogc tai huyén phu va ly tam & 1500 vong/phit
trong 5 phut. Dich té bao duoc loai bo, b sung thém PBS va ly tim 1500
vong/phut trong 5 phut, 1ap lai budc rira nay 2 1an. C6 dinh té bao bang 95%
methanol lanh trong 15 phut & 4°C. Sau buéc cb dinh, rira té bao bang PBS va
ly tam twong tu nhu cac budc bén trén 2 lan. Cudi cung dich té bao sau rira
duoc bo sung PBS dé duy tri va tién hanh gin khang thé.

Gan khang thé: Chia cac mau thanh 2 dng dich té bao bang nhau ghi
nhin isotype va mix, ly tdm va loai bé dich & 1500 rpm trong 10 phut. Lan
luot thém 95 ul bufer va 5 pul khang thé twong Gng véi ting nhin éng. Cac
dng duogc dé trong bong tdi, nhiét do tir 2-8°C trong vong 15 phut. Sau khi u,
cac ong duoc cho ly tim 1500 rpm trong 10 phut, loai bé dich va rtra 2 lan
bang dung dich buffer, ly tim 1500 rpm trong 10 phut, trudc khi cho vao may
dém dong chay té bao dé phan tich.

2.2.6. Thi nghiém kha nang biét héa va nhug¢m phat hién biét hoa
cua MSC

Nudi cdy té bao: cac té bao dugc cay vao dia 24 giéng voi mat do 107 té
bao/cm® trong mdi trudng nudi cdy co ban. Sau khi mat do bao phu cua té bao
khoang 50-70%, tién hanh bd sung moi trudong biét hoa nguyén bao xuwong
(StemMACS OsteoDiff media) vao cic giéng trir giéng d6i chung. Moi
truong duoc thay 2 ngay mot lan. Pén ngay thar 14, cac giéng s& duoc nhudém

Alizarin Red dé thiy duoc su biét hoa rd rét nhat khi quan sat duéi kinh hién.

Phuong phap nhudm bi¢t hdéa: Nhudom cac nguyén bao xuong qui trinh
duoc thuc hién nhu sau té bao duge rira 2 1an béng dung dich PBS, sau do cd
dinh bang paraformaldehyde 4% trong vong 15 phit, roi rira lai 2 1an voi PBS
va nhuém bang Alizarin Red trong 45 phut va dit dia trong bong t6i. Sau
khoang thoi gian nhuém, cac giéng s& duoc rira thudc nhudém bang PBS dén
khi quan sat thay khong con cin cua thuéc nhuém. Sau d6 quan sat té bao
duéi kinh hién vi ddo ngugc. Cac giéng c6 té bao biét hoa s& bat mau do cam
v6i thube nhudm, trong d6 giéng ddi chung té bao khong biét hoa nén thude

nhudm bi rira tré1, khong bat mau thuéc nhudm.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. PHAN LAP TE BAO GOC TRUNG MO TU DAY RON

Day rén duoc bao quan trong dung dich PBS bd sung 1% khang sinh.
Trudc khi tién hanh phan lap, mau day ron can duge xt Iy hét mau bang PBS 2
dén 3 1an (Hinh 3.1A). Sau d0, phan tinh mach va dong mach bén trong day rén
duoc loai bo bang dao phiu thuat, dong thoi cat nho day rén thanh nhitng manh
mod 2-4 cm” nhim tiang dién tich tiép xtc giita mo va enzyme, ting hiéu qua phan
lap (Hinh 3.1 B). Tiép theo, cic manh mé day rdn duoc rira bang dung dich
PBS, rdi b6 sung thém enzyme collagenase voi ty 18 1 :1, i trong may lic 37°C
trong vao 3 gio (Hinh 3.1 C). Cudi cung hdn hop sau khi 0 enzyme duoc loc
quang mang loc va chuyén vao dia nudi cdy. Cac té bao bam dinh xubng bé mat
nudi cay s& duoc nudi cdy dén P3 trong diéu kién 5% CO,, 37°C trudc khi tién

hanh cac thi nghiém tiép theo hodc bao quan trong nito 1ong.

Hinh 3.1. Qua trinh phan 1ap MSC tir day ron.

A. Miu day rén duoc biao quan va rira sach bang dung dich dém PBS

(thém 1% khang sinh), B. Loai bo dong mach va tinh mach trong day ron,
C. M6 day ron sau khi duoc u trong collagenase 3 gid, D. Nudi cay té bao
MSC (d6 phong dai 40X)
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Két qua phan 1ap té bao gbc tir day rén nhu trén hinh 3.1D cho thiy
té bao sau khi phan 14ap da phat trién 6n dinh, c6 kha ning bam vao bé mit
chai nudi cdy, c6 kha ning tiang sinh va hinh thai ban dau giéng véi té bao
gbc trung mo.

3.2. NUOI CAY TE BAO GOC TRUNG MO

Nham danh gia chi tiét hon hinh thai va sy phat trién cta té bao sau khi
phan 1ap, UC-MSC duoc cdy chuyén va dua vé cung mat do. Té bao duoc ciy
vao cac dia & mat do gidng nhau 10000 t& bao/cm” trong méi trudng nudi ciy co
ban & diéu kién 37°C, 5% CO,. Té bao c6 hinh thai gidng nguyén bio soi, thuén
dai o hai dau va khong c6 dau hiéu nhiém khuan niao duoc phat hién.. Té bao

duogc thay moi trudng 2 ngay mét 1an va duoc quan sat theo ddi bang kinh hién

vi. Khi mat do té bao dat 90% dién tich nudi céy, té bao dugc céy chuyén dé tién
hanh thi nghiém tiép theo (Hinh 3.2).

Hinh 3.2. Qua trinh nudi cdy té bao gdc trung mo. Hinh anh té bao dugc chup
0 do phong dai 40X
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3.3. PANH GIA KHA NANG PHAN TACH CUA TRYPSIN VA
TRYPLE LEN TE BAO UC-MSC

5 phut 30 phut

60 phut 120 phut

- Trypsin

Hinh 3.3. Hiéu qua phan tach té bao cta trypsin & cac thoi gian khac nhau.
Hinh anh té bao trudc khi khong tiép xic v6i enzyme trypsin sau 5 ngay nudi

cay va dugc chup & d6 phong dai 40X

Sau 5 ngdy nudi ciy, trudce khi bd sung cac chat phan tach, hinh anh
dbi chimg trudce khi bd sung trypsin déu cho thay té bao ¢ déu dat mat do
100%, hinh thai gidng vdi nguyén bao soi dién hinh cia MSC. Té bao bam
dinh déu trén bé mit dia tao thanh mot 16p don té bao. Té bao dugc céy ban
dau vao cac dia & mat d6 giéng nhau, diéu kién nudi cay ¢ 37°C, 5% CO,

dam bao tinh dong nhat cua thi nghiém (Hinh 3.3).
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5 phut 30 phut

60 phit 120 pht

+ Trypsin

Hinh 3.4. Hiéu qua phan tach té bao cta trypsin ¢ cac thoi gian khac nhau sau
5 ngay nudi cay. Hinh anh té bao sau khi tiép xtic v4i enzyme trypsin va duoc

chup & d0 phong dai 40X

Sau khi bo sung trypsin, ngay ¢ 5 phat hau hét t& bao déu da bong ra
khoi bé mit nudi cay thanh timg té bao riéng biét. Hinh thai té bao ¢ dang
hinh cau sau khi té bao bong 1én khoi bé mit nudi cdy. Két qua ciing tuong tu
voi1 cac thoi gian 30 phut, 60 phat va 120 phut. Nhu vay, trypsin da phan tach
té bao ra khoi bé mat dia nudi cay ngay tir khi u 5 phut. Bue dau khong nhan
thiy su khac biét c6 ¥ nghia ndo vé hinh thai va sb luong té bao dugc phan

tach ra khoi day chai nudi cdy (Hinh 3.4).



24

5 phut 30 phuat

60 phut 120 phut

- TrypLE

Hinh 3.5. Hiéu qua phan tach té bao cua TrypLE & cac khoang thoi gian
khéac nhau sau 5 ngay nudi cdy. Hinh anh té bao khi chua tiép xtc véi

enzyme TrypLE va duoc chup & d0 phong dai 40X

Sau 5 ngay nudi cdy, trudc khi bo sung cac chat phan tach, hinh anh
dbi chtng trude khi bd sung TrypLE déu cho thay té bao ¢ déu dat mat do
100%, hinh thai gidng v&i nguyén bao soi dién hinh cia MSC. Té bao bam
dinh déu trén bé mat dia tao thanh mot 16p don té bao. Té bao duoc ciy ban
dau vao cac dia & mat do gidng nhau, diéu kién nudi cay ¢ 37°C, 5% CO,
dam bao tinh dong nhét cua thi nghiém (Hinh 3.5).
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30 phit

60 phut 120 phut

+ TrypLE

Hinh 3.6. Hiéu qua phan tach té bao ctia TrypLE & cac khoang thoi gian khéc
nhau sau 5 ngay nudi cdy. Hinh anh té bao sau khi tiép xtc voi enzyme

TrypLE va duoc chup ¢ d§ phong dai 40X

Sau khi bd sung TrypLE, ¢ 5 phtt mot luong té bao van con sot lai
trén bé mat dia, hinh thai té bao & dang hinh ciu, tao thanh tirng cum. Té
bao tach ra gan hét sau 30 phat xir 1y, lic nao trén bé mit dia gan nhu c6
kha it té bao. Tuy nhién, nhiing té bao con sot lai van tao thanh cac cum
nho. Két qua ciling tuwong tu voi cac khoang thoi gian 60 phut va 120 phut.
Nhu vay, TrypLE can t&i 30 phut dé phan tach duoc hau hét té bao ra khoi
bé mat nudi cay (Hinh 3.6).
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3.4. XAC PINH SO LUQNG VA TY LE SONG/CHET CUA TE BAO

3.4.1. SO lwong va ty 1¢ song/chét cia té bao sau khi tiép xic véi

trypsin
* %
(x 10°) "
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Thoi gian té bao tiép xic véi enzyme (phiit)

Hinh 3.7. S6 luong té bao thu duogc sau khi st dung trypsin phan tach ¢ 5, 30,
60 va 120 phut. Thi nghiém 1ap lai 3 1an, voi d 1éch chuan trung binh (SEM),
thong ké su sai khac bang tinh bang phan mém GraphPad Prism.
*¥50.001<P<0,01; *0.01<P<0,05, ns P>0,05 so sanh voi khoang thoi gian 5
phut

Luong té bao thu duoc nhiéu nhit ¢ 5 phit (trung binh 2,45 x 10° +
0.11 té bao) va giam dan thap nhat & 60 phut (trung binh 1,57 x 10° + 0,39
té bao). S6 luong té bao thu duoc sau khi xir Iy trypsin 30 phat va 120 phut
twong duong nhau lan luot 1a 1,9 x 10°+ 0,15 va 1,82 x 10°+ 0,1 té bao
(Hinh 3.7).



27

Yo
100

80—

60—

40—

20

5 30 60 120
Théi gian té bao tiép xic véi enzyme (phiit)

Hinh 3.8. S6 luong té bao UC-MSC sbng (%) sau khi str dung trypsin phan
tach & 5, 30, 60 va 120 phat. Thi nghiém lap lai 3 1an, véi do 1éch chuan trung
binh (SEM), thong ké su sai khac bang tinh bang phan mém GraphPad Prism.

**0.001<P<0,01; *0.01<P<0,05, ns P>0,05 so sanh voi khoang thoi gian 5

phut.

Nhu két qua trén biéu d6 c6 thé thay ty 18 té bao séng cao nhat & nhém
xtr 1y trypsin 5 phut (khoang 95,35%) va giam dan & 3 nhoém con lai. Cu thé
nhoém trypsin 30 c6 giad tri 84,23% (gidm 11,12% so v6i nhém trypsin 5
phut), nhém trypsin 60 phut co gia tri 86,42% (giam 8,93% so v&i nhom
trypsin 5 phuat) va cudi cung 13 nhoém trypsin 120 phuat v6i 84,04% (giam
11,31% so v6i nhom trypsin 5 phat). Nhu vy sau khi xtr dung trypsin dé
phan tach té bao UC-MSC, ty 18 phan trim sb té bao sdng sot giam dan khi
thot gian xur 1y tang 1€n (Hinh 3.8).
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3.4.2. SO lwong va ty 1¢ song/chét cia té bao sau khi tiép xic véi
TrypLE

* %

(x10%) *ok

2.0- |
T
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H

s

0.0 | | I |
5 30 6 120

Thoi gian té bao tiép xic v6i enzyme (phiit)

Hinh 3.9. S6 luong té bao thu duoc sau khi st dung TrypLE phén tach ¢ cac
khoang thoi gian 5, 30, 60 va 120 phut. Thi nghiém lap lai 3 lan, véi d6 1éch
chuan trung binh (SEM), thong ké su sai khac bang tinh bang phan mém
GraphPad Prism. **0.001<P<0,01; *0.01<P<0,05, ns P>0,05 so sanh voi
khoang thoi gian 5 phut.

Tuong tu voi két qua hinh anh chup bang kinh hién vi quan sat thiy
mdc thoi gian 5 phit van con té bao sot lai trén dia nudi cdy. Vi vay sd
luong té bao thu duge & nhém 5 phut 13 thdp nhét (trung binh 0,77 x 10° +
0,15 té bao) va cao nhat & nhém 30 phat véi 1,69 x 10°+ 0,24 té bao. Tiép
theo 1a nhém xir Iy TrOypLE 60 phit va 120 phut v6i s6 lugng té bao thu
dugc 1an luot 1a 1,58 x 10°+0,43 t& bao va 1,44 x 10°+ 0,11 t& bao. Sau
khoang mdc thoi gian xtr Iy TrypLE 30 phut, s6 luong té bao giam dan khi
tang thoi gian tiép xuc (Hinh 3.9).



29

Yo
100-

80 -

60 -

40-

20

5 30 60 120
Thei gian té bao tiép xiic véi enzyme (phiit)

Hinh 3.10 . S6 té bao UC-MSC sdng (%) sau khi sir dung TrypLE phan tach
& cac mbc thoi gian 5, 30, 60 va 120 phut. Thi nghiém 1ap lai 3 1an, voi do
1éch chuan trung binh (SEM), thdng ké su sai khac bang tinh bang phan mém
GraphPad Prism. ns P>0,05 so sanh véi moc thoi gian 5 phiit

Ty 16 s6 luong té bao séng sau khi tiép xtc voi TrypLE & cac nhom déu
cao hon 90%. Muc do chénh léch gitra cac nhom khong qua cao. Thap nhap 1a
nhoém xir Iy TrypLE 120 phut (khoang 90,27%) va cao nhat 1a nhom xur 1y
TrypLE 30 phut 94,3%, chi chénh 1€ch 4,03%. Sy khéc biét gitra gia tri & cac
nhom thdi gian khong co gid tri thdng ké (P > 0,05) (Hinh 3.10).
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3.5. PANH GIA KHA NANG BIET HOA CUA MSC THANH NGUYEN
BAO XUONG

5 phut 30 phut

Doi chimg

Trypsin

Péi chimg

120 phit

TrypLE

Hinh 3.11. Hinh anh nhudm biét hoa cua té bao gdc trung mo sau khi xir Iy
v6i trypsin va TrypLE & cac mdc thoi gian khac nhau. Hinh anh té bao duogc

chup & do phong dai 40X
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Két qua hinh anh 3.11 cho thy c6 su khéac biét giita nhém ddi chung
(UC-MSC duoc nudi cdy trong moi trudng co ban va nhudém Alizarin Red) va
cac nhom xur 1y chat phan tach (dugc nudi cay trong méi trudng biét hoa va
nhudém véi Alizarin Red). MSC sau khi xir 1y véi trypsin va TrypLE & tit ca
cac mdc thoi gian déu biét hoa thanh nguyén bao xuong va lugng canxi ngoai
bao do té bao tiét ra da bat mau thuéc nhuom Alizarin Red (mau do). Trong
khi @6, nhom dbi chung cua trypsin va TrypLE déu khong bat mau thudc
nhuém. Mau do nhat & nhoém doi chirng 1a mau nén khong phai mau dac hi¢u
giéng nhu trong cac mau biét hod. Dic biét 1a hinh thai c6 thé thiy rat rd cac
cum biét hoa thanh nguyén bao xwong, con ¢ dbi ching thi khong xuat hién
cac cum nguyén bao xuong do.

Nhu viy, cac mau té bao UC-MSC xir 1y v6i trypsin va TrypLE & céc

thoi gian khac nhau déu c6 kha nang biét hoa thanh nguyén bao xuong.

3.6. PANH GIA BIEU HIEN CAC MARKER BE MAT CUA TE
BAO MSC
3.6.1. Panh gia biéu hién cac marker bé mit ciia té bao MSC sau

Kkhi phén tiach bing trypsin
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Hinh 3.12. Mtrc d6 biéu hién cta cac khang nguyén bé mit cua té bao sau khi
xtr 1y voi trypsin. Trong @6 PE: 13 hon hop chita CD14, CD19, CD34, CD45

Mot trong nhirng dic diém cua MSC 1a cac khang nguyén bé mit (CD
marker) dic hiéu. Trong d6 té bao gdc trung mo phai biéu hién (duong tinh)
cac CD73, CD90 va khong biéu hién (am tinh) cac CD14, CD19, CD34,
CD45. Bén canh d6 HLA (khang nguyén bach cau ngudi) dugc sir dung nhu
mot d6i chimg am cho k¥ thuat nay. Trong phan tich dong chay, néu mot
khang nguyén bé mit dugc biéu hién (duong tinh), chung s& duoc phat hién
bang mau quang pho, thé hién bang hai dinh tach biét. Trai lai, mot khang
nguyén bé mit s& thé hién hai dinh khong tach biét, kha tring khép nhau.

Két qua kiém tra khang nguyén bé mit cho thiy ty 1¢ phan trim cia
CD73 va CD90 déu giam dan theo thoi gian, nhom trypsin 5 phit 1a nhom co
ty 18 phan traim CD73 va CD90 cao nhét 1a 98,92% va 95,07%,. Sau 30 phut
xu ly trypsin, ty 1€ cia CD73 giam 0,2% (con 98,72%) va CD 90 giam 0,97%
(con 94,10%) so v&i nhom trypsin 5 phat. Nhom trypsin 120 phtt c6 mirc
giam manh nhét, ty 1& phan trim CD73 con 97,92%, con CD90 giam con
92,95% so voi nhom trypsin 5 phat. Ty 1& phan tram ciia CD90 giam manh
hon so véi CD73 & tat ca cac nhom. Trong ca 4 mbc thoi gian, ty 16 CD14,
CD19, CD34, CD45 va HLA déu am tinh (Hinh 3.12).
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3.6.2. Panh gia biéu hién cic marker bé mit ciia té bao MSC sau
khi phan tach bang TrypLE
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Hinh 3.13. Mtrc d6 biéu hién cta cac khang nguyén bé mit cua té bao sau khi
xtr Iy voi TrypLE. Trong d6 PE: 13 hon hop chita CD14, CD19, CD34, CD45

Két qua kiém tra khang nguyén bé mit cho thdy ty 1¢ phan trim cia
CD73 giam dan theo thoi gian, nhém xtr Iy TrypLE 5 phiit 1a nhém co ty 1¢
phan trim CD73 cao nhat 13 99,11%. Sau 30 phut xu Iy TrypLE, ty 1é cua
CD73 giam khong dang ké con 98,69% (giam 0,42%). Tuong tu nhu viy, so
v61 nhom 5 phat, nhom TrypLE 60 phut giam con 97,76% (gidm 1,35%).
Nhom TrypLE 120 phut ¢c6 muc giam manh nhat, ty 18 phan trim CD73 giam
con 96,28%. Trong khi @0, ty 1& phan trim ctia CD90 chénh léch khong qua
nhiéu & 4 mbc thoi gian, cao nhat & nhom 5 phut 1a 99,73%. Sau 30 phut su 1y
TrypLE, ty 1& nay giam nhe 0,7% (con 99,03%), rdi giam nhe & nhom 60 phut
12 99, 26%. Nhom c6 ty 1¢ phan trim CD90 thap nhat 1a nhém 120 phat véi
98,32%. Trong ca 4 mbc thoi gian, ty 1€ CD14, CD19, CD34, CD45 va HLA
déu am tinh.
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e Thao lugn

Hién nay, mdi phong thi nghiém khac nhau c6 mét quy chuan riéng
cho qua trinh nuéi cdy, chua cé su théng nhét trong quy trinh nudi cdy tiéu
chuan cho MSC. Bén canh d6, MSC 1a céc té bao két dinh gidng nguyén
bao so0i, nén cin cé qua trinh tiéu héa bang enzyme. Tuy nhién, cic quy
trinh tach té bao khong phu hop c6 thé giy anh huong dén kha ning song
hodc chirc nang cia té bao. Qua trinh trypsin héa bang dung dich trypsin-
EDTA 1a mot phuong phap enzyme dugc sir dung rong rii dé tach cac té
bao két dinh khoi chai nuéi cdy. Phuong phap nay hoat dong nhd sy phan
huy céc protein ctia protease serine co tén la trypsin, giup tach protein lién
quan dén viéc lién két cac té bao vao bé mit dia. Trypsin thuong dugc sir
dung két hop vé6i chét tao phirc ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) do
vai tro cua Ca® trong qué trinh két dinh té bao. Tuy nhién, qua trinh phan
tach té bao bang enzyme c6 thé ddn dén mot sé anh huong ddi voi kha
ning séng va sy biéu hién khang nguyén bé mat. Cy thé, trong nghién ctru
cua Dettmer va cong su [61] da ching minh viéc st dung trypsin/EDTA
gy 10 i cac chat chuyén hoa trong té bao biéu mo két trang SW480 khi so
vo1 viéc st dung cdc dung cu co hoc. Tsuji va cdng su [59] cho théy
trypsin hoa qua murc c6 thé 1a nguyén nhan giy giam mic d6 biéu hién cua
cac nhom khang nguyén trén MSC. Trong d6, cac tac gia ciing chi ra rang
TrypLE, mot loai enzyme tai to hop, khong c6 ngudn goc tir dong vat, 1a
tac nhan tach hiéu qua nhat vi n6 khong anh huong dang ké dén muc do
biéu hién cta cac khang nguyén dugc nghién ctru. Tuy nhién, mot sb
nghién ctu lai cho thiy viéc st dung trypsin dé phan tach té bao gbc trung
mo 1a phu hop. Abhilok Garg va cdng su [62] chiing minh viéc st dung
TrypLE tuy khong anh huéng dén kha ning séng va kha nang biét hoa
nhung n6 c¢6 anh hudng dén su biéu hién céac thu thé chemokine va kha
ning di chuyén cia MSC dén céc phdi tir dich. Nhu vy, viéc mat cac
protein bé mit té bao do qua trinh phan hiy enzyme qua muc c6 thé anh

huong dén viéc phan tich cac dau hi¢u beé mat va lam gidm kha nang song
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cta té bao, dic biét 1a té bao gdc. Do d6, diéu quan trong 13 phai danh gia
tac dong cua cac chat phan tach khac nhau va thoi gian xtr Iy d6i voi su
biéu hién khang nguyén bé mit va chic ning cua té bao dé thiét 1ap mot
quy trinh chuén cho céc liéu phép té bao trong tuong lai.

Muc ti€u chinh trong nghién clru nay déanh gid anh hudng cua
enzyme phan tach dén MSC trong diéu kién phong thi nghiém. UC-MSC
duoc chon lam d6i twong nghién clru vi day 1a dong té bao dugc phan lap,
¢ san tai dia diém nghién ctru va nhiing té bao nay cé thé duoc sir dung
trong cac phuong phap trj lidu té bao. MSC tir ngudi ndi chung la cac té
bao két dinh manh, sau khi phan 14p céac té bao gdc trung mo thudng phai
duoc nudi cdy trong diéu kién nhén tao trude khi sir dung chiing trong céac
muc dich 1am sang [62]. Vi té bao chinh 1 san pham cua toan bd quy trinh
nghién clru nén vi¢c thu té bao can thuc hién nhe nhang nhung hiéu qua dé
thu duoc sb luong té bao nhiéu nhat c6 thé. Trong nghién ctru ndy, em d3
chi ra tAm quan trong cua viéc lya chon phuong phép tach té bao phu hop
cho té bao gbc trung md cé ngudn gdc tir ddy rén. Em dd st dung 2 loai
enzyme pho bién 1a trypsin va TrypLE dé danh gia anh hudng ctia chung
1én MSC ¢ cac moc thoi gian khac nhau 5 phat, 30 phat, 60 phat va 120
phut (trong d6 mdc thoi gian 5 phat duoc coi 1a ddi ching véi cac mbe thoi
gian khac).

Pé danh gia kha ning séng cuia UC-MSC sau khi xt Iy v6i cac chat
phan tach, em st dung phuong phap nhudém trypan blue. Két qua cho thay
trypsin nhanh chéng phan tach dugc hau hét té bao trong vong 5 phut, con
TrypLE can 30 phuat dé phan tach dugc hét té bao. SO lugng té bao thu dugc
do st dung trypsin cao gap 3 lan so voi viéc st dung TrypLE dé phan tach.
Két hop v&i két qua hinh théi té bao, sau 5 phat trypsin con ¢6 thé phan tach
16p don té bao thanh timg té bao riéng & trong khi d6, TrypLE xi Iy trong 5
phut phan tach duoc té bao ra khoi bé mat nudi cdy nhung té bao bi phan tach
ra thanh timg cum té bao. Nhu viy, trypsin d& dang phan tach té bao va phan
tach nhanh hon so v&i TrypLE. Tuy nhién trén d6i tugng MSC bao hoat dich
[59], kha ning phan tach cua trypsin va TrypLE trong 5 phut déu tuwong tu
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nhau (trypsin: 1,84 £ 0,74 x 10°, TrypLE: 1,61 £ 0,59 x 10°). Su khac biét nay
c¢6 thé dén tir kha nang bam dinh cia MSC & cac ngudn phéan 1ap khac nhau
thi s& khong giéng nhau.

Nghién ciru ciing cho thay, sau khi xt 1y véi trypsin, ty 1& phan trim
s6 té bao séng giam dan theo thoi gian, trong d6 nhém 5 phit 13 cao nhat
(95,3%). Sau 30 phut U v&i trypsin, kha niang song cua té bao giam hon 10%
(Hinh 3.8). Pbi voi TrypLE, ty 1é phan trim s6 té bao séng khong co su
chénh 1éch qua 16n giita cic mdc thoi gian, nhu vay TrypLE co thé khong
anh huong nhiéu dén kha ning sdng cta té bao ké ca khi té bao duoc xu 1y
v6i TrypLE trong 120 phat. Két qua thong ké giita cac nhom déu khong cho
thay su khac biét (P > 0,05) (Hinh 3.9). Mot s6 nghién ciru khac c6 két qua
twong tu nghién ctru nay, cho thdy kha ning song cia té bao sun & ngua
giam manh khi tiép xtic véi trypsin 20 phit (trypsin 5 phiit: > 95%, trypsin
20 phut khoang 85%). Pong thoi, cac tac gia ciing khang dinh qua trinh
trypsin hoa trong 5 phut véi 0,25% trypsin-EDTA khong c6 bat ky tac dong
bat lgi dang ké nao ddi véi mang té bao va kha ning séng cua té bao va 1a
phuong phap tot nhat dé tach té bao sun cia ngua nguyén ven ra khoi bé mat
nudi cay. Con trong nghién ctru nim 2017 ciia David Fong va cong su cho
thay ty 1& séng cua té bao sau trypsin 5 phat 1a > 98%. Pong thoi, Abhilok
Garg va cong su [62] lai cho thdy TrypLE it anh huéng dén kha ning sdng
ctia MSC (98,38%). Tuong tu véi cac két qua trén, Tsuji va cong su [59] cho
thdy nhom xu 1y trypsin 5 phat co ty 1& séng cua té bao cao hon so véi
TrypLE (cu thé trypsin: 98%, TrypLE: 95%). Nhu viy, ca hai enzyme trong
khoang 5 phut it gdy doc va lam chét té bao, tic dong ctia enzyme phan tach
phu thudc vao thoi gian xir 1y. Trong do, ty 18 té bao sdng cua trypsin cao
hon TrypLE.

Pé kiém tra tac dong cua cac chat phan tach té bao va thoi gian xir Iy
d6i v6i su biéu hién cia cac khang nguyén bé mat UC-MSC, em di phan tich
biéu hién ciia CD73, CD90 bang phuong phap té bao hoc dong chay, vi chiung
13 cac dau hiéu dai dién cho té bao gbc trung mo. Cac két qua chi ra rang
khang nguyén trén bé mit té bao bi anh hudng boi cac phuong phap tach. Két
qua am tinh cta cac khang nguyén bé mat CD14, CD19, CD34, CD45 va
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HLA & tit cac cac nhom thoi gian sau khi @ voi chat phan tach phu hop véi
dic diém ctia MSC.

Trong s cac khang nguyén dugc kiém tra (CD73 va CD90), s6 luong
té bao duong tinh v6i CD73 sau khi xtr 1y bang enzyme trypsin giam trong
vong 30 phut (giam 0,2%) (Hinh 3.12) va giam dan theo thoi gian. Tuong
tu, s0 lugng té bao duong tinh véi CD90 ciing giam dan theo thoi gian, tuy
nhién mic d6 giam manh hon so véi CD73. Piéu nay cho thiy khang
nguyén bé mit CD90 c6 thé nhay cam véi trypsin hon khang nguyén bé mit
CD73. Két qua nay twong tu v&i nghién ctru cua Tsuji va cong su (2017)
[59]. TrypLE la mot enzyme tai to hop c6 hoat tinh giéng voi trypsin nhung
khéng c6 ngudn gdc tir dong vat. Két qua ctua em da chi ra rang hoat tinh cua
trypsin va TrypLE c6 thé gidng nhau nhung anh huéng 1én UC-MSC khong
giéng nhau. Poi véi TrypLE, s6 luong té bao duwong tinh véi khang nguyén
bé mat CD90 khong c6 su chénh 1éch qua 16n gitta cac nhom thoi gian. Tuy
nhién, & nhom TrypLE 120 phut, ty 1& phan trim cia CD73 tir 99,11%
(nhoém TrypLE xtr ly 5 phut) gidm con 98,32% (nhom TrypLE xtr 1y 120
phat) (Hinh 3.13). Chung to khang nguyén bé mit CD90 nhay cam véi
TrypLE hon so v6i CD73. Trong s6 hai chat phén tach, trypsin 1a dudng nhu
anh huong t6i khang nguyén bé mit manh hon so véi TrypLE. Tuong tu,
phan tich Western blot cua David Fong [63] cho thay trypsin 0,25% lam
giam dang ké cac khang nguyén bé mit. Vi vay, éng két luan trypsin 0,25%
1a ndng do du cao dé gy ra cac tic dong 1én marker bé mat té bao. Cac két
qua cta nghién ciru ciing cho thdy, té bao sau khi tiép xuc vai trypsin 0,25%
trong 5 phat van c6 kha ning dap Ung voi cac tin hiéu héa hoc so véi nhom
tiép xtic voi TrypLE 5 phut. Viéc st dung trypsin ¢ thoi gian xtr 1y phit hop
van 1a phuong phap tach MSC tdi wu. Trong khi d6, Tsuji va cong sy [59]
cho rang xtr 1y TrypLE trong vong 30 phat 13 quy trinh tach té bao MSC bao
hoat dich t6t nhat dua trén s luong té bao thu duoc, kha nang séng va su
cac bao toan khang nguyén bé mat [59].

Ngoai cac dac diém vé protein bé mit té bao, kha nang biét hoa cua
MSC 1a chirc ning co ban ctua mdt té bao goc. Kha ning biét hoa da dong

giip cho MSC duoc Uing dung trong cac li¢u phap tai tao. Vi vay, trong
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pham vi nghién ctru nay, MSC sau khi xir 1y v6i enzyme sé dugc nudi cay
biét hoa thanh nguyén bao xwong. Em nhan thiy rang kha ning biét hoa
thanh nguyén bao xuong cua UC-MSC sau khi xtr ly v6i trypsin va TrypLE
déu giéng nhau (Hinh 3.11). Trong nghién ctru ctia Tsuji va cong su [59] chi
danh gia dai dién nhom TrypLE 5 phut va trypsin 60 phut, két qua hinh anh
cho thdy ty 18 té bao bat mau thuéc nhuém & ca hai nhém 1a gibng nhau.
Tuong ty, Abhilok Garg va cong su [62] ciing cho thy, TrypLE khong anh
huong dén kha ning biét hoa cuia MSC. Nhitng dit liéu nay cho thiy tac
dong cua qua trinh tach té bao dén kha ning biét hoa cia UC-MSC la kha
han ché. Piéu nay c6 thé 1a do tinh linh dong cuia MSC, trong dé cac té bao
nay c6 thé tam thoi chiu nhimng thay doi ¢ bé mit té bao dé duy tri cac chirc
nang cua té bao gdc.

Tom lai, két qua ctia nghién ciru nay cho thay trypsin va TrypLE déu c6
nhimg anh hudng dén kha ning sdng va su biéu hién cac protein bé mit cua
UC-MSC tuy thudc vao thoi gian tiép xtc cua té bao v6i enzyme. Tuy nhién,
cac nghién ctru phan tir 12 didu can thiét dé giai thich cu thé cho phan tng
giita té bao va cac enzyme phan tach. Hién nay cac nghién ciru trén thé giéi
tap trung vao phan tich anh hudéng cta cac loai enzym trén qué trinh phan
tach té bao gdc, dé phat trién cua cong nghé y hoc tai tao (regenerative
medicine) trong tuong lai. Cac nghién ctru dé da so sanh tac dong cua mot
s6 loai enzyme 1én viéc phan tach té bao. Vi vay, cac két qua trong nghién
clru nay c6 thé dong gop mot phan vao tinh hinh nghién ctru chung trén thé
gio1. Bac biét, vdi sy gia tdng cua sy phu thudc vao cong nghé in 3D trong
linh vuc y hoc tai tao, viéc tim ra phuong phap hiéu qua dé tach céc loai té

bao gbc 1a mot thach thuc 16n.
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KET LUAN

1. Trypsin c6 kha ning phan tich UC-MSC ra khoi bé mit nudi cay
nhanh hon (5 phut) so v6i TrypLE (30 phat). Té bao duoc phan tach boi
trypsin tao thanh tirng té bao riéng 1.

2. S6 luong té bao thu dugc sau khi phan tach béi trypsin (trung
binh 2,45 x 10° £ 0.11 té bao) cao hon TrypLE (trung binh 0,77 x 10° +
0,15 té bao).

3. Trypsin va TrypLE khong anh hudng dén kha nang biét hoa thanh
nguyén bao xuong ctia UC-MSC. Qua ciac mdc thoi gian khac nhau déu biét
hoa thanh nguyén bao xuong.

4. Phan tich dém dong chay té bao cho thiy trypsin (CD73: 5 phit:
99,11%; 30 phut: 98,69%; 60 phut: 97,76%; 120 phut 96,28%, CD90: 5 phut:
99,73; 30 phut: 99,30%; 60 phut: 99,26% 120 phit: 98,32% ) anh hudng dén
khang nguyén bé mat CD73, CD90 manh hon so véi TrypLE (CD73: Sphut:
98,92; 30 phut: 98,72%; 60 phut: 98,34%; 120 phut 97,92%, CD90: 5 phut
95,07%; 30 phut 94,10%; 60 phut 92,95%; 120 phut: 92,95%) trong d6 CD90

nhay cam voi1 cac enzyme phan tach hon so véi CD73.
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KIEN NGHI

Can danh gia thém cac khang nguyén bé mat khac va thiét ké, st dung
dé phan tich toan dién hon (vi du CD105, cac marker cho qPCR nhur stemness

markers, CD markers).
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