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MO PAU
Ly do chon dé tai:

Té bao c6 chirc nidng gan biét hoa tir té bao gdc dang 1a mot hudng
dugc cac nha khoa hoc quan tim, chling c6 nhiéu tiém ning Gmg dung trong
tri liéu té bao hay trong nghién ctru thtr nghiém sang loc cac hoat chit hoac
thudc ¢ dang té bao chirc ning riéng 1¢ hodc phdi hop dé tao cac vi co quan
(organoids).

Dé biét hoa té bao gde thanh té bao co chirc ning gan c6 thé sir dung
céc tac nhan nhu cac cytokine va cic nhén t6 ting trudng, hodc chuyén gen.
Mot s6 cytokine va cac nhan td ting truong duge biét 1a ¢ tac dung nhat
dinh d6i v6i sy biét hoa va phat trién té bao gan trong diéu kién in vitro. Tuy
nhién, viéc st dung cac tdc nhan nay van c6 nhitng khac biét va van con thiéu
mot phuong thirc dé dat hiéu qua nhu mong doi.

Nham gép phan bd sung thém thdng tin khoa hoc va diéu kién biét
hoa méi, cling nhu mé ra kha ning nghién ciru tmg dung san xuat té bao gan
cho cac muc tiéu trén, chung toi tién hanh thuc hién dé tai “Nghién citu bigt
héa tao té bao cé chirc ning gan tir té bao goc trung moé cuéong ron”.

Muc tiéu: (1) Phan 1ap va nhan nuéi in vitro thanh cong TBGTM thu tir
cuéng ron 1am vat liéu dé biét hoa té bao va co thong tin vé cac diéu kién lién
quan dén tinh 6n dinh, tiém ning biét hoa va kha ning duy tri nguén TBGTM
trong diéu kién nudi in vitro; (2) Biét hoa TBGTM cubng ron thanh té bao
¢6 biéu hién mot sd chi thi dac trung té bao gan.

N@i dung nghién ciru: (1) Thu nhan, phan 1ap va nh&n nudi in vitro TBGTM
tr mau cuéng ron; (2) Nghién ctru danh gia tinh 6n dinh, tiém nang biét hoa
va kha nang duy tri ngudn TBGTM trong diéu kién nuéi in vitro; (3) Nghién
ctru biét hdéa TBGTM cuéng ron thanh té bao c6 biéu hién cac chi thi dic
trung t& bao gan bang céc tac nhan khac nhau trong diéu kién in vitro.

Co sé khoa hgc va thye tién ciia dé tai:



Dé tai tiép tuc thuc hién, phat trién cic nghién ctru sau hon cac
nghién ctru da thyc hién tai vién Cong ngh¢ sinh hoc cling nhu huéng nghién
ctru dang dugc nhiéu phong thi nghiém trén thé gidi quan tim.

Dé tai hoan thién s& cung cép nhiing thong tin c¢6 gia tri trong linh
vuc nghién ciru TBGTM cudng ron, tir phuong phap thu thap, phan lap va
danh gia tiém nang té bao dén kha ning biét hoa ciia chiing. Qua d6 cho thay
tiém ning ng dung két qua vao dinh hudng tao té bao gan phuc vu thir
nghiém, sang loc cac chét ¢6 hoat tinh sinh hoc, cling nhu xay dyng cac mo
hinh dé thir nghiém cac loai thudc moi.

Nhirng dong gép méi cia ludn an:

Luan 4n da cung cdp day du cac thong tin vé kha ning biét hoa tao
té bao co chirc ning gan tir nguén TBGTM phén 1ap tir cuéng ron tré so sinh.
Dé tai 1a nghién ctru dau tién st dung hé thong Tet-ON kich hoat thé hién
qua mutrc gen HNF4a dé biét héa TBGTM cudng rén thanh té bao c6 mot sb
chirc nang cia té bao gan.

CHUONG 1-TONG QUAN NGHIEN CUU
1.1. Ngudn té bao gdc trung md, tiém ning biét héa va ing dung
1.1.1. Nguon té bao goc trung mo

Trong nhiéu md khéc nhau cua co thé ngudi déu cd mat cua té bao
gbc trung md (TBGTM). Ngudn TBGTM co ban duogc biét dén Ia tuy xwong,
tuy nhién trong nhitng phéat hién vé sau cho thay nhiéu nguon tach
TBGTM véi sb lugng 16n hon tay xwong nhiéu 1an nhu mé m&, mau ngoai
vi, ring sita, mau cudng rén, mang day rén, mang nhau, ndi mac tir cung,
mang 6i...trong sé nhitng nguon cung cap TBGTM nay, thi day rdn duoc
xem la ngudn kha 1y tuong.

1.1.2. Tiém néng bigt hoa ciia té bao géc trung mod

Kha niang ting sinh manh mé& la mot vu diém caa TBGTM, ngoai

ra TBGTM con c6 tiém ning biét hda tao thanh nhiéu loai té bao khac nhau
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nhu cac t& bao nguyén bao xwong, té bao sun, t& bao co, t& bao md, té bao
than kinh, té bao gan,...
1.1.3. Ung dung ciia té bao goc trung mod

Ung dung 1am sang qua tri liéu TBG (Stem cell therapy) dugc xem
la tiém nang ung dung quan trong nhat ciia TBG. Tir TBG ¢ thé tao ra cac
loai té bao ma&i, md mai dé bd sung hoac thay thé cho cac té bao va mé co
quan bi ton thwong hay mét chic nang.
1.2. Céu tao cudng rén, wu diém cia té bao gbc trung mé tir cudng rén
1.2.1. Céu tao cuéng ron

Day ron duoc boc boi mang i va c6 cu tao gém c6 hai dong mach
va mot tinh mach, bao quanh 1a cdic md nhay hay gelatin, con goi 1a 16p
Wharton’s jelly (WJ).
1.2.2. Uu diém ciia té bao géc trung mé tir cuéng ron

(1) D& thu hoach va xtt Iy TBG, khong gay bét ky anh huong gi dén
strc khoe ciia ca me va con. (2) Cé thé chi dong kiém soat tinh trang cac
bénh truyén nhiém d6i voi cac miu nghién ctru bang cac xét nghiém trude
sinh ddi voi san phu. (3) Kha ning phan chia tt va s luong té bao thu duoc
truc tiép hodc sau tang sinh in vitro 1a rat 1on, khong con kha nang tao ra khéi
u 4c tinh nhu TBG phdi. (4) TBG tir ddy rén c6 thé luu trix 1au dai. (5) Biéu
hién HLA & mirc thap va it bi dio thai trong ciy ghép. (6) TBG day rén thude
loai da tiém ning, chung c6 thé biét hoa thanh cac loai té bao nhu: té bao
mau, té bao xuong, té bao co tim, t& bao sun, té bao md, té bao gan,....
1.3. Tinh hinh nghién ciru
1.3.1. Tinh hinh nghién civu té bao géc ngwoi

Nghién ctiru TBG ¢ Viét Nam dugc thuc hién tir nam 1995, trén cac
TBG dong tiry. Gan day, viéc nghién ciru TBG phat trién manh véi nhiéu
loai t& bao dugc nghién ctru nhu TBG mau cudng rén. Pi véi ngudn

TBGTM (chu yéu 1a TBG lam gidu tir tiy xwong) di duoc sir dung dé diéu
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tri cac tinh trang xwong khac nhau, chang han nhu diéu trj 1dm sang bao gom
cac ca phuc hodi gdy xuong chi, gdy xuong chay, khic phuc hoai tir dau
xuong.

1.3.2. Tinh hinh nghién civu bi¢t héa tao té bao gan

1.3.2.1. Tinh hinh nghién cieu biét héa tao té bao gan

Nghién ctru cia Mattiucci va cong su (2018) da ching minh ring,
TBGTM day ron ¢6 thé biét hoa va diéu tri bénh vé gan,

Hién nay, c6 mot sb dong té bao gan dugc biét hoa tir TBG da nang
clia ngudi da dugc thuong mai héa. Cac cong ty cung cip 1on déu & My va
Nhat Ban (Yokohama; iCell; Otsu), cic cong ty ndy cung cap cac loai té bao
¢ dic diém va co chire nang phuc vu cho nhiing thi nghiém cu thé.
1.3.2.2. Céc huwéng biét héa tao té bao gan
a. Nghién curu in vivo va in vitro

Nam 2013, nhom khoa hoc Nhat Bén, tai Pai hoc qubc gia
Yokohama thuc hién cdy ghép cac TBG da ning duoc phan lap tir da va mau
nguoi vao gan chudt. Thang 10 ndm 2015 cac nha khoa hoc tai Pai hoc
Jerusalem Hebrew (Israel) tao ra budc dot pha méi khi nudi cdy thanh
cong té bao gan nguoi co chic nang. Ciing trong nam 2015, nhom nghién
ctru cua tién si Roel Nusse - Pai hoc Stanford - My da xac dinh dugc mot
quén thé phat trién hat nhan va céac té bao tw d6i mai tiép giap véi cac tinh
mach trung tdm trong gan.

b. St dung héa chdt cam iing biét héa

Mot s6 hormone, cytokine, vitamin, cac ion Ca2+...mot s6 hoa chit
hay sir dung trong cam tmg biét héa té bao nhu Dexamethason,
Indomethacin, Hydrocortison, TGF-4...v6i mot ham luong va ty 1& nhat
dinh tuy thudc vao mdi mot loai té bao.

c. Biét hoa bang cdc chat nén
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Té bao hoat dong nam trong chit nén ngoai bao ECM (Extra cellular
matrix). ECM c6 chita cac hop chat cao phan tir nhu collagen, laminin,
fibronectin... Ngoai vai tro lam cAu tric nhu mot gia thé cho cac té bao,
ECM con c¢6 vai trd sinh 1y nhu mot vi moi truong cia cac té bao.

d. Biét héa bang té hop cdc cytokine va héa chat

Trong hau hét cac phuong phép biét hoa, TBGTM co thé duoc dinh
hudng toi té bao co chirc ning té bao gan thong qua cac giai doan biét hoa
(qua trinh biét hoa giy ra boi cac tac nhan FGF, HGF va cac thanh phan
khac) va giai doan truong thanh té bao gan (gdy ra boi OSM va
dexamethasone) dé tao thanh mot kiéu hinh dic trung cua té bao gan chua
truong thanh.

e. Pong nudi cdy véi cdc té bao da biét héa

Nhom nghién ciru ciia Stecklum (2014) da sir dung TBG mau cudng
ron ddng nudi cdy véi té bao alpha gan chuét AML12. Nhém tac gia chi ra
rang dé timg budc nghién ctiru cam tng biét hoa té bao co thé st dung
phuong phap dong nudi ciy.

f. Biét héa bang phwong phdp chuyén gen

Phuong phép nay thuong dugc str dung dé diéu hoa su biét hoa TBG
phéi. Pua gen cin chuyén vao té bao nham bd sung mot sb gen hoat dong
vao hé gen cua TBG phoi, khdi dong sy biét hoa TBG theo con duong tao
thanh té bao chuyén hoa mong mudn.
1.3.2.3. Tinh hinh nghién cieu ting dung té bao goc trong biét héa va diéu
tri cdac bénh ly vé gan tai Viét Nam

Tai Viét Nam, nam 2013, Poan Chinh Chung va cong su da biét hoa
TBGTM tir mang cudng ron thanh té bao gan sir dung phuong phép biét hoa
dwra vao su thay ddi méi truong nudi cdy.

Niam 2014, Nguyén Thi Kim Nguyén va cong su di biét hoa duoc té
bao gidng té bao gan in vitro tir TBG thu nhan tir mé ma.



Nim 2015, Truong Thi Hai Nhung dd nghién ciu diéu tri thuc
nghi€ém bénh xo gan trén mo hinh chudt bi xo gan st dung li€u phap TBG.
Tiép theo két qua nghién ciru nay, Nguyén Minh Thur va cong sy (2021) ciing
da tién hanh thi nghiém tiém TBGTM tir day ron véi lidu 5x10° t& bao/con
trén chudt t6n thuong gan do tic mat.

Trong nghién ctru 14m sang, nam 2021, Bao Trudong Giang va cong
su da danh gia két qua cua ghép té bao gdc tity xwong tu than dé diéu tri xo
gan mat bu do viém gan B.
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2.2. Vat li¢u, héa chit nghién ctru
2.2.1. Miu nghién ciru

Mau cudng rén duge thu tir nhitng san phu khoe manh (thai ky da
thang, cd két qua am tinh véi cac xét nghiém sang loc bénh nhiém tring, bao
goém virus HIV, virus viém gan B, virus viém gan C, virus CMV va vi khuan
giang mai) dong y hién ting, ddng y qua phiéu tinh nguyén tham gia nghién
clru.
2.2.2. Dia diém nghién civu

Nghién ctru trong luan an dugc thue hién tai Phong Cong nghé sinh
hoc dong vat — Vién Cong ngh¢ sinh hoc — Vién Han 1lam Khoa hoc va Cong
nghé Viét Nam, sé 18, Hoang Qudc Viét, Nghia Do, Cau Gidy, Ha Noi.
2.2.3. Héa chiit va cdc bj kit sir dung
2.2.4. Thiét bi nghién ciru
2.2.5. Méi trwong thao tic, nudi cdy, bio qudn
2.3. Phwong phap nghién ciru
2.3.1. Thu thdp, phan ldp va nhin nuéi té bao
2.3.2. Phwong phdp cdy chuyén té bao
2.3.3. Phwong phdp dong lanh va gidi dong té bao
2.3.4. Phwong phdp nhuém nhiém sic thé
2.3.5. Phwrong phdp ddnh gid tiém ning bigt héa ciia té bao phén lip dwoc
2.3.6. Phwong phdp dinh gid diic trung té bao géc ciia té bao phin lgp
dwoc
2.3.7. Phwong phdp ddnh gid toc dé ting truéng té bao
2.3.8. Phwong phdp biét héa tao té bao cé chivc ning gan
2.3.9. Phwong phdp déinh gid cdc chi thi ciia té bao sau xi 1y bi¢t héa
2.3.10. Phuwong phdp xir Iy so ligu
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Thu nhén, phén lap, nhan nudi in vitro TBGTM tir miu cudng ron
3.1.1. Thu nhén, phén ldp té bao géc tir manh mé cuong rén

Céac mau mo cubng rén va mau mé thanh mach c6 kich thuée khoang
1mm? dugc nudi trong cac dia nudi 4 giéng (NUNC), trong mdi trudng
DMEM/F12 b6 sung cac thanh phan khac. Két qua theo ddi ching téi quan
st thay cac té bao két dinh trén bé mat dia thong qua té bao moc ra ¢ ria caa
c4c manh md tir ngay nudi cdy tha 14.
3.1.2. Nhén nuéi in vitro, bio qudn lanh té bao géc cuong rén

Trong qua trinh phat trién in vitro, c6 thé quan sat thdy do dong nhét
chua cao & cac quan thé cac té bao luc ban dau. Tir ngay nudi cay thir 18, cac
TBGTM tang sinh rat nhanh, phat trién day thanh nhiéu 16p xoan gbi 1én
nhau (Hinh 3.3).

Hinh 3.3. Qua trinh phat trién in vitro ctia té bao phan lap duoc: Té bao moc
kin dia nudi thanh nhitng mang song song, cudn xoan goi 1én nhau
Sau 90 ngay tur khi cong ra dugc cho vao ngan hang lanh, chiing t6i
giai dong ngau nhién mot cong ra dé kiém tra ty 16 sdng sot cua cac té bao.
Pia nubi té bao trudc dong lanh ciing dwoc kiém tra dé lam déi ching so
sanh.
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Bdng 3.1. Két qua dém té bao va ty 18 sdng té bao

3 Mit db té bao )
Miu , Ty 1€ song sot (%)
(té bao/ml)
TBGTM truée dong lanh 295.000 + 1.732° 98,33 £ 0,58
TBGTM sau giai dong 72.500 £ 1.322° 8529+ 1,56"

Tir bang 3.1 cho thdy, truéc khi cho dong lanh, ty 18 té bao song kha
cao (98,33 + 0,58 %). O té bao sau giai dong, ty 18 té bao séng sdng sot giam,
chi dat 85,29 + 1,56 %, tuy nhién nhiing té bao con sdng van mang hinh thai
nguyén bao sgi dac trung cua TBGTM.

Chung t6i ciing tién hanh nghién ctru anh hudng cua hai diéu kién
bao quan phd bién (tu dong -80°C va nito 1ong -196°C). Két qua chi ra ¢ té
bao sau giai dong co toc do ting truong té bao twong ddi cao (tir 10* té
bao/cm? dén 8x10* té bao/cm? sau 10 ngay nudi ciy) & ca trong 2 diéu kién
nhiét d6 khao sat (Hinh 3.4).

(Téng sé té bao)
90.000 +
80.000
70.000
60.000
50.000
40.000
30.000

20.000

10.000

(Ngay)
0 >
1 ngay 3 ngay 7 ngay 10 ngay

Bao quan -80°C Bao quan -196°C

Hinh 3.4. Anh hudng ctia nhiét d6 bao quan TBGTM dén kha ning ting
trudng cua té bao sau giai dong

Dé so sanh kha ning phan 1ap TBGTM tir mau mé trudc va sau khi

da dugc dong lanh, ching t6i tién hanh hai 16 thi nghiém. Cac TBGTM tu
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nhoém phén 1ap tir mo tuoi (nhém 1) bt dau ting sinh sau 7-10 ngay nudi
ciy. Do phii bé mat dia nudi cia té bao 1én 50-60% sau 14-18 ngay nudi ciy.
Trong khi 6 TBGTM phén 14p tir mé cudng rén dong lanh (nhom 2) bét dau
tang sinh sau 15 ngay nudi cdy. Phai dén sau 20-25 ngay nudi ciy, do phi bé
mit dia nudi cia té bao & nhom nay moi dat 50-60%.

3.1.3. Ddnh gid toc dj ting truéng ciia té bao

Téc d6 tang trwéng cia TBGTM

lan cAy chuyén thir 4 trwée va sau dong lanh

1.600.000
1.400.000
1.200.000 T
1.000.000 =
800.000
600.000
400.000
200.000

Ngay 0 Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3 Ngay4 Ngay 5 Ngay 6 Ngay 7

£ Té bao P4 trude dong lanh ® T¢ bao P4 sau dong lanh

Hinh 3.7. Biéu d6 toc d6 ting trudng cia té bao P4 trude dong lanh va té bao
P4 sau dong lanh
Theo biéu d6 ¢ hinh 3.7, ta thay, téc do ting truong cia té bao P4
trudc dong lanh ting rit nhanh ¢ nhitng ngay dau, tir ngay thir nhat dén ngay
thir 5, va tir ngay thir 6 tré di, tdc do nay dan 6n dinh, luong té bao ting sinh
khong con cao. Trong khi d6, TBGTM cudng rén P4 sau giai dong ting
truéng rat cham & nhiing ngay dau, va ting nhanh dan ké tir ngay thtr 5. Tuy
nhién, tbc d6 ting trudng cua té bao trudc dong lanh nhanh hon nhiéu so véi

toc do tang truong clia té bao sau khi giai dong.
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Bdng 3.2. Sy gia ting TBGTM ctia mau mé cudng rén tuoi va md cudng

ron dong lanh tir giai doan ciy chuyén 2 dén giai doan ciy chuyén 5.

o Thoi gian nhin d6i mét d6 té bao (giv)
Lo thi nghiém
P2 P3 P4 P35
M6 cubng ron twei 28,42 + 0,60 26,34+0,55 | 27.69+020° | 2571+0,53*
Mé cudng ron dong lanh 36.00 + 0,93° 33,75+0,55° | 40,00+039° | 40,00+ 0,63°

Két qua ¢ Bang 3.2 cho thiy & nhom phan lap tir md cudng rén twoi
thoi gian nhan d6i mat do té bao giam nhe & cac lan cdy chuyén tir 2 dén 5.
Trong khi d6 & phan lap tir mé cubng rén dong lanh, thoi gian nhan doi mat
d6 té bao c6 xu hudng ting 1én muodn hon. Tai lan cdy chuyén 2, thoi gian
nhan doi mat do té bao 1a 36,00 gio, nhung thoi gian ting 1én 40,00 gio ¢ lan
ciy chuyén 4 va 5.

Danh gia s6 lugng té bao giita hai nhém thi nghiém, ndng do té bao
tang lén trong 7 ngay nudi ciy da tang 1én gan nhu cp sb nhan (Hinh 3.8).
Trong 3 ngay dau, s6 lugng TBGTM duoc phan lap tir mo cudng rén twoi va
moé cudng rdn dong lanh 14 tuong ty nhau, sau d6 ching c6 mot chit cham
tré trong viéc mé rong va ting sinh so voi sd luong té bao co ngudn gdc tir
md cudng rdn tuoi. Bén ngay thir 7, toe do ting sinh dan 6n dinh, lugng té

bao tang sinh khong con cao.

(Téing s& t& bido)
300,000 _ o
. ) L, TONG SO TE BAO TANG STNH
Hinh 3.8. Tong so té bao ting 250000 TRONG 7NGAY NUOIT
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3.2. Panh gia tinh 6n dinh, tiém niing biét h6a va kha ning duy tri nguén
TBGTM trong diéu kién nudi in vitro
3.2.1. Ddnh gid tinh 6n dinh di truyén ciia TBG phén lip dwoc

Bo nhiém sic thé thu duoc sau khi phén tich déu cho thay 1a binh
thuong, dién hinh. nhidm sic thé c6 s6 lugng 6n dinh, cau tric khong thay
d6i & cac 1an cdy chuyén thu 2, 10 va 15.

3.2.2. Ddnh gid tiém nding biét héa ciia té bao goc
3.2.2.1. Biét héa té bao goc thanh té bao mé

Céac té bao tao md véi hinh dang khéi tron bat dau xuét hién vao
ngay thir 7 sau khi tién hanh cam t@mg biét hoa trong khi khong xuat hién &
té bao dbi chimg. Khi nhuém véi thuée nhudém Oil red (Merck), chiung ludn
bat mau do6 chiém phan 16n té bao chat. Nguoc lai, cic té bao dbi ching
khong co sy thay d6i vé mat hinh thai, khong xuat hién giot md va bit mau
thudc nhudm.

Khi so sanh kha ning biét hoa TBGTM thanh té bao m& & nhom
phan 1ap tir mé cudng rén tuoi va mé cudng ron dong lanh ciing cho két qua
tuong tu.
3.2.2.2. Biét héa té bao goc thanh nguyén bao xwong

Hinh thai dic trung ctia nguyén bao xuong (osteoblast) & té bao dugc
biét hoa bt dau xuat hién sau 7 ngay nudi trong mdi trudng biét hoa: té bao
chuyén tir dang dai mong thuén manh gidng nguyén bao soi sang dang tron
va hinh hat dau. Su két hop cta ion calcium (tinh chat dic trung clia nguyén
bao xuong) hién dién trong té bao chit voi thude nhudm tao nén phirc hop
c6 mau do cam.

Khi so sanh kha ning biét héa TBGTM thanh té bao xwong & nhoém
phan 14ap tr m6 cudng rén tuoi va mé cudng ron dong lanh ciing cho két qua
tuong tu.

3.2.3. Pdnh gid diic trung té bao goc trung mo
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3.2.3.1. Pdnh gid ddc trung té bao goc trung mé bang phwong phdp dém té
bao qua dong chay

Két qua ty 1& biéu hién duong tinh cao trong té bao véi cac chi thi
dic trung TBGTM, cu thé: CD73 (99,90%), CD90 (98,20%) va CD105
(98,50%). Hau hét cac mau déu c6 biéu hién am tinh véi t6 hop cac chi thi
dac trung khong biéu hién trong TBGTM (CD14, CD20, CD34, CD45). Vi
cac ngudn phan 14p TBG tir cubng rén ma chung t6i thuc hién, ty 1 chung
cho t6 hop nay & mau phén 1ap tir md mang cudng rén 1a 5,10%.

O nhém TBGTM phan lap tor mo cuéng ron tuoi, sy biéu hién cta
CD90 (99,75%), CD105 (99,51%), CD73 (99,46%). O nhém TBGTM phan
1ap tr mo cuéng ron dong lanh, sy biéu hién cta cac chi thi nay c6 gidm
hon, cu thé CD90 (96,60%), CD105 (96,15%), CD73 (95,20%).

Cac dong TBGTM 6n dinh hon vin dang dugc nhoém nghién ciru clia
chung t6i tiép tuc nudi cdy va luu trit. Bang 3.3 cho thiy qua trinh nudi cdy
in vitro khong anh hudéng dén sy biéu hién cua cac chi thi bé mit, thé hién
qua ty 18 duong tinh khong co su thay dbi dang ké. Cac chi thi dic trung
nhu CD73, CD90 va CD105 déu c6 ty 1& biéu hién rat cao trén >95,03%;
va biéu hién am tinh véi 6 hop céac chi thi CD14/CD20/CD34/CD45.

Bang 3.3. Biéu hién cua cac chi thi TBGTM qua cac 1an cdy chuyén

Chi thi dac T¥ 1¢ biéu hién (%)
trimg TBGTM P3 Po P15
CD73 95,53 +0,20 98,37 0,15 98,70 +0,12
CD90 95,27+0,24 96.83 =0,30 08,53 £ 0,15
CDI105 95.60+0,10 98.43 = 0,09 99,13 £0,33
CD14/CD20/
477+ 0,09 493+0,24 507+0,19
CD34/CD45




3.2.3.2. Pdnh gid ddc trung TBGTM bang phwong phdp RT-PCR
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Bdng 3.6. Biéu hién cac chi thi bé mit trong qué trinh nudi in vitro

y . Biéu . Biéu
Nguon te Kich thwéc | Biéu hién Biéu hién
bio Chi thi ®p) tai 5 hién tai (ai P15 hién tai
P10 P20
CD105 179 + + + +
Tébaogbc | CDIO 265 + + + +
trung mo CD73 308 + + + +
(TBGTM) CD34 367 - - - -
CD86 290 + + + +
Té bao gde Fras 315 + + + +
phoi Oct — 1 297 + + + +
Tébao | GATA4 290 + + - n
trung bi TAT 800 | | | 1
AFP 216 - - - -
Tébaogan| ALB 136 - : - -
HNF4a 350 - - - -

Két qua bang 3.6 cho thiy, véi phuong phap RT-PCR, & lan ciy
chuyén thir 20 cac chi thi vin duy tri dwong tinh véi cac chi thi dic trung

cua TBG va am tinh v6i cac chi thi chirc nang cua té bao gan nhu ¢ lan cay

chuyén tht 5.

3.3. Biét h6a TBGTM cudng ron thanh té bao cé biéu hién cac chi thi

dic trung té bao gan
3.3.1. Biét hoa bdng DMSO

TBG cubng rén sau 30 ngay nudi cdy mic du dd co su khac biét

nhét dinh vé hinh thai so véi té bao trudc khi xi Iy, mac du vy, khi so sanh

v6i voi té bao ung thu gan HepG2 thi van chua c6 sy twong dong.
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A y-3 . . A an = - a - ~
4 A Bicu hi¢én | Biéu hi¢n chi thi phan twr sau xi
Bang 3.7. Bicu Kich : : ‘P Biéu hién ciia
Tén ) trwdc khi 1y DMSO (30 ngay) o
h. A~ N , hi hi thwéc xirly cac chi thi trong
c .
1en cua cac ) (bp) 0.01% 0.1% 1% té bao HepG2
DMSO
” . A 5
chi thi phan tir cD73 308 + + + + +
” A b \ CD34 367 + + + + +
0 ftc a0 sau CD86 290 + + + + +
A 5 3 D90 265 + + + + +
biét hoa bang
CD105 179 + + + + +
DMSO Eras 315 + + + + +
Oct-1 297 + + + + +
GATA4 290 + + + + +
HNF-4a. 350 + +
ALB 136 +
G6P 379 +

Bang 3.7 cho théy, chi ¢6 yéu té phién md HNF4q lién quan dén
chte ning té bao gan di duoc biéu hién trong TBG sau biét hoa & 16 thi
nghiém biét hoa bang ndng d6 1% DMSO sau 30 ngay.

Panh gia kha ning tich trit glycogen cua té bao sau biét hoa bang
phuong phap nhudém Periodic acid Schiff (PAS) cho thiy cac 16 té bao biét
hoa bang DMSO di cho thiy kha ning du trit glycogen trong t& bao sau 3
tuan.

3.3.2. Bi¢t héa bang té hop ciia HGF, DEX va OSM

Két qua cho thay té bao biéu hién duong tinh véi HNF4a sau 4 tuin
dugc biét hoa. Trong khi céc két qua phan tich RT-PCR trudc d6 & cac thoi
diém 1 tudn, 2 tuan va 3 tudn déu khong biéu hién. Bén canh do, hai chi thi
dic trung cua té bao gan 1a ALB va G6P ciing khong duogc biéu hién twong
tu nhu trong biét hoa bang DMSO.

M x. G6P ALB M HNF4x

Hinh 3.25. Dién di @ RT-PCR miu
nudi cay 4 tuan sau biét hoa bang to
hop cua HGF, DEX va OSM (M:
Marker DNA 100 bp)
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Nhudm Periodic acid Schiff (PAS) cho thay & 16 té bao biét hoa bang
t6 hop HGF+DEX +OSM di cho thy kha ning du trit glycogen trong té bao
sau 3 tuan.

3.3.3. Bi¢t héa té6 hop HGF, TSA va OSM
Hinh 3.28. Di¢n di d6
RT-PCR mau nudi ciy 4
tuan sau biét hoa bang to
hgp cia HGF, TSA va
OSM (M: Marker DNA
200 bp)

M AFP  ALB HNFda AFP ALB HNFéa

Két qua cho thiy véi té bao sau biét hoa di biéu hién 2 chi thi lién
quan dén té bao gan 1a AFP va HNF4o tir 2 tudn sau khi tiép xac véi moi
truong c6 bd sung HGF, TSA va OSM (Hinh 3.28).

Tién hanh nhudém Periodic acid Schiff (PAS) chiing t6i nhan thay &
16 té bao biét hoa bang t6 hop HGF + TSA +OSM, kha ning du trit glycogen
trong té bao xuat hién sau 3 tudn twong tur véi 16 biét hoa bang DMSO va t6
hop HGF +DEX +OSM.

3.3.4. Biét héa bang chuyén gen HNF4a
3.3.4.1. Thiét ké vector mang gen HNF4a bién nap vio TBG

Trinh ty ma hoa cua gen HNF4a va cip moi dé khuéch dai trinh tu
gen ma hoéa HNF4a déu dugc dit tong hop theo trinh ty dic hidu tir cong ty
TNHH-MTYV sinh hoa Phu Sa. Trinh tu nay dugc khuéch dai bang phan tng
PCR st dung cap mdi Nhel-HNF4a-F (Moi xubi) va Pacl-HNF4a-R (Mdi
nguoc). Sau khi PCR san phiam dugc dién di kiém tra trén gel agarose 1,0%.

Sau phan tng cit, dién di kiém tra tinh sach san pham cit trén gel
Agarose ddi v6i 2 mau HNF4a va pTRE-Tight-BI véi kich thudc 1an lugt
khoang 1.359 bp va 2.856 bp.
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Dé kiém tra xem vector pTRE-Tight-BI-HNF4a c6 ndi va bién nap
thanh cong vao E.coli hay khong, ching t6i sir dung phuwong phéap PCR khuan
lac v&i moi Nhel — HNF4a-F (M6i xudi) va Pacl — HNF4a-R (Mbi nguoc).
Dién di kiém tra san pham PCR thiy c6 bang HNF4a.

Vector pTet-DualON duoc nhan 1én véi sd lugng 16n bang phuong
phap bién nap sbc nhiét bang vi khuan E.coli DH5a s& duoc tach plasmid
bang bo kit GenJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo) dé thu DNA. Vector s&
dugc tao réng dé nhan vector pTRE-Tight-BI sau khi dwoc chén doan gen
HNF4a bang 2 enzyme Nsil va Pacl.

Budc tiép theo, DNA plasmid pTRE-Tight-BI-HNF4a c6 chtra gen
HNF4o ciing duoc cit bang cip enzyme Nsil va Pacl dé tich doan gen
HNFA4a.

Str dung bd QIAGEN Gel Extraction Kit dé tinh sach san phém cit
pTRE-Tight-Bl-HNF4a va pTet-DualON. San pham dwoc dién di kiém tra
trén gel Agarose ra cac bang rdo nét vdi kich thude ctia pTRE-Tight-Bl-
HNF4a va pTet-DualON tuong tmg 1an lugt khoang 1.700bp va 4.906bp
(Hinh 3.35). Néi hai san pham cit bang T4 ligase dé chuyén doan DNA
HNF4o sang vector pTet-DualON dé duoc vector cudi pTRE-HNF4a-ON.

5000 bp 4306 bp
4000 bp
2000 bp 1700 bp
0 0w
I 500 1000te
250

Hinh 3.35. Két qua tinh sach san Hinh 3.37. Két qua kiém tra san
phim cit pTRE-Tight-BI-HNF4a pham cat plasmid pTRE-HNF4a-
va pTet-DualON bing 2 enzyme ON bang enzyme

Nsil va Pacl

4.906 bp
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Két qua giai trinh tu va dich mi ra céc axit amin theo trinh ty thu
dugc cho phép chung t6i khing dinh ring da tao thanh cong vector sir dung
hé thong cai tién cam tng biéu hién gen Tet-ON 12 pTRE-HNF4a-ON tai to
hop mang CDS ctia gen HNF4a c6 khung doc diing, c6 ma khoi dau va két
thiac phi hop véi thiét ké phuc vu cho viée tién hanh chuyén chuyén gen biéu
hién trong TBGTM cudng rén.
3.3.4.2. Bién nap vector biéu hién gen HNF4a vao té bdo goc

{Tong sd
Hinh 338 tt%

Téc 40 ting 300000

F

TOC DO TANG TRUONG COA TBGTM SAU KHI
DUQC CHUYEN NHIEM

trudng cua 250400 i . #,-1
200,000 T T

TBGTM sau T//},. ’ i

. 130,000 z
khi duoc : I =71
huvé 100,000 A
chuyén Pl IS ST

3’ "'"flﬂl."ll.'l ]—:ll-llu:u]:u::,"n-r'. ----- EO T L
nhiém

{

NGAY O NGAY1 NGAYZ NGAT NGAY 4 NGATS NGAY o weAv 7 (Ngdy)

—— i ching = Dox pTet-DualON + Dox wessss pTRE-HNF4-ON + Dox

Hinh 3.38 cho thiy viéc chuyén vector tai to hop pTRE-HNF4a-ON
khong hd tro su gia ting cia TBGTM ma ting cuong su biét hoa, dan dén
giai doan pha lag dai hon, thé hién TBGTM ngimg phat trién nhanh chéng
va bét dau biét hoa.

O thi nghiém khac, dé danh gia anh huéng cua Dox vé6i chuyén gen.
Sau 24 gio chuyén vector mang gen HNF4a, Doxycycline dugc bd sung vao
mbi truong nudi cy té bao dé hoat hda qua trinh téng hop cac protein. Két qua
cho thiy, 16 dugc hoat hoa bang Doxycycline toc d9 tang sinh té bao giam 16 rét,
céc té bao duy tri giai doan pha lag dai cho thiy tdc d6 ting trudng thap hon
dang ké cho dén ngay thtr 8 (Hinh 3.39).
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Hinh 3.39. Biéu (Téngsé SU SINHTRUOGNG CUA TE BAO
té bao) SAU KHI CHUYEN GENE

dd sinh trudng 390000
cua t€ bao sau 250000

khi chuyén gen 200000
150.000

hoat hoéa bang
Doxycyline

100.000
50.000

0

F 3
—a— i chirng

— m- pTRE-HNF4-ON
Dox-

------ pPTRE-HNF4-ON
Dox+

Chlng toi quan sat sy biéu hién cua cac chi thi gen bang kinh hién

vi quét laser dong tiéu sau 24 gid bién nap vector mang gen HNF4a. Két qua

cho thiy hau hét t& bao c6 biéu hién ciia gen ZsGreen1 1a diém chi thi ctia hé

thong Tet-ON. Su phat huynh quang xuat hién trong té bao chét ciia té bao 2

ngay sau chuyén gen va hoat hoa bang Doxycycline & ca nhom nhom chuyén
gen pTet-DualON (Hinh 3.40A, Hinh 3.40B, Hinh 3.40C) va nhom chuyén
gen pTRE-HNF4a-ON (Hinh 3.40D, Hinh 3.40E, Hinh 3.40F).

Hinh 3.40. Sy phat
huynh quang xuat hién
trong té bao chat cua té
bao 2 ngay sau chuyén
gen va hoat hoéa bing
Doxycycline: A), B),
C) nhém chuyén gen
pTet-DualON; D), E),
F) nhém chuyén gen
PTRE-HNF4a-ON

Anh sang lrfmg Huynh quang Anh xép ch(')ng

- - -

3.3.4.3.. Pdnh gid kha nang biét héa ciia té bao sau chuyén gen
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Hinh 3.4E|.. ‘Trbng qué trinh chuyén gen hinh théi té bao co sy bién ddi

Sau tuan dau tién chuyén gen, chiing toi dd quan sat thiy cac té bao
tir hinh thai dic trung té bao dang nguyén bao soi ban dau (Hinh 3.41A) bién
chuyén theo hudng co ngén lai (Hinh 3.41B). Budc sang tuan tha 2, da xuat
hién cac té bao co dang da giac c6 hinh thai twong dong véi té bao nhu md
gan véi ty 18 gitra thé tich té bao chat va nhan té bao ting 1én (Hinh 3.41C).
Ngoai ra, chiing t6i quan sat thiy rang mot sb té bao c6 1-3 nhan, day 1a dau
hiéu dic trung cua té bao gan.

Sau khoang 21-28 ngay nudi cay, RNA tong sé duoc tach chiét lai
va chay phan tng PCR phién mi ngugc. Két qua cho thiy gen HNF4a da
dugc biéu hién trong TBGTM cudng rén chuyén gen. Viéc gen HNF4a biéu
hién, gen nay sé thiic day su biéu hién ciia cac gen khéc lién quan dén té bao
gan. Két qua dién di cling thé hién mét chi thi dic trung khac cua té bao gan
dugc biéu hién do 1a chi thi AFP duoc biéu hién (Hinh 3.42).

AFP ALS M M €073 (D34 (D90 COBS CO105 Eras Oct-1 GATAA M HNFda AFP M

3

¥ o8
£ 83

H

¥ BEEE
H

Hinh 3.42. Biéu hién ctia cac chi thi trudc va sau khi chuyén gen
A. Trudc chuyén gen. B. Sau khi chuyén gen



. hin big
n

DAPI ¥ ¢ g DAPI va AFP
g DAPI *p chong DAPI vi HNFda

D) Ar e DAPI va ALB

DAF H\Il

Hlnh 3.43. H1nh anh té bao nhudém mién dich huynh Eluang sau 2 tuan

biét hdoa A, B: Té bao nhudm véi HNF4a; C, D: Té bao nhudm véi ALB; E,

F: Té bao nhudém v6i AFP; G, H: TBGTM dbi chiing khong biét hoa nhuém
v&i HNF4a (DB phong dai 100X).

Hinh 3.43 cho thay trong vong 2 tuan sau khi cam tng, cac té bao da
bat dau hién thi duong tinh véi cac chi thi dic trung chirc ning té bao gan
(HNF4a, ALB va AFP). Biéu hién nay phu hop trong té bao biét héa (Hinh
3.43A, 3.43B, 3.43C, 3.43D, 3.43E, 3.43F) so v&i céc té bao dbi ching (Hinh
3.43G, 3.43H). Mau xanh 14 cay indocyanine (ICG) chi thé hién trén té bao
sau biét hoa sau khi @ trong 1 gio. Nhén té bao bt mau xanh nudc bién cua
thudc nhuom DAPI. O 16 t& bao bang nhuém véi HNF4a (Hinh 3.43A,
3.43B), mau xanh 14 cdy ICG di quan sat thdy ¢ nhdn t& bao. Chimg t6
HNF4a d3 chuyén thanh cong vao nhan té bao.

Cac TBGTM da dugc chuyén gen bang pTRE-HNF4a-ON va dugc
Dox kich hoat dugc tién hanh phéan tich qPCR dé danh gia mirc d¢ biéu hién
mRNA ctia HNF-4, AFP, ALB va CYP3A4 tai céc thoi diém khac nhau.
Trong s6 cac gen nay, biéu hién HNF-4a mRNA thé hién sy gia ting trong
c4c giai doan bit dau (ngdy thir 7-sau 1 tudn), sau do 14 sy gia ting dang chu

¥ vao ngay 14 (sau 2 tuan) va sau d6 giam dang ké vao ngay 21 (sau 3 tuan)
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(Hinh 3.44A). Mtic d6 biéu hién cua gen CYP3A4 khong cho thiy ting co y
nghia thdng ké so voi dbi ching. Mic ting cao nhat dwoc ghi nhan vao ngay
14 (2,08 1an), sau do6 1a murc giam nhe vao ngay 21 (2,01 lan) (Hinh 3.44B).
Mirc d6 biéu hién ciia gen ALB c6 xu huéng ting dan so voi ddi ching véi
sO 1an thay doi 1an luot 1a 2,31 sau 7 ngay, 2,33 sau 14 ngay va cao nhat la
9,29 sau 21 ngay (c6 y nghia thong k&) (Hinh 3.44C). Mirc d6 biéu hién cua
gen AFP ting 1,74 1an so véi dbi chiing sau 7 ngay. Tuy nhién, khong co su
khéc biét dang ké vé muc d6 biéu hién ciia gen AFP sau 14 ngay va 21 ngay,

v6i 6 1an thay dbi lan luot 1a 1,76 va 1,84 so voi dbi chung (Hinh 3.44D).

3.00 -
z HNF4a . CYP3A4
_; 2250
_g 25.000. fg 200
; 20.000 I:g‘ 150
©
Ead =
5,000 . 2 1.00
B -
P o
-

Béi chims Sam 1 tod San 2 tuk San 3 tud DPoichimg  Saultan  Sau2tuan  Sau 3 tuan
10.00 = 3
Z 3.00
zZ ALB : 2 AF
2 m | E AFP
T 800 Lt f 50
B 00 R e
‘2 RRe g 200
g 00 . = T
g 5.00 ; 1.50 |
1.00 el =
= ;
3.00 Lo 1.00
R .
2.0( .. .. . ‘)”_j“
1.00
0.00 ‘ 0.00

Poichimg Saultuan  Sau2tuan  Sau 3 tuan Doichimg Saultfuan Sau2tuan  Sau 3 tuan

Hinh 3.44: Két qua qPCR xac dinh mirc d6 biéu hién mRNA cua cic gen

HNF40 (A), CYP3A4 (B), ALB (C) va AFP (D) tai cac thoi diém khéc

nhau. Thi nghiém duoc 1ap lai 3 1an va két qua co y nghia thong ké 1a *P
. <0,01; ** P <0,001.
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dé biéu hién HNF4a thi té bao da bit mau hong d6 cua thudc nhuém PAS
(Hinh 3.45B).

Hinh 3.45. Két qua nhuém PAS cia nhoém ;é bao chuyél; gen HNF;ia sau
2 tuan

KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN
1. D phén lap, nhan nudi va bao quan duge TBG tir cubng rén véi biéu hién
cac chi thi déc trung TBGTM nhu duong tinh véi CD73, CD90, CD105. Qua
phuong phap dénh gia bang déu 4n bé mit ciing cho thiy quan thé té bao
phan 1ap dugc cé ty 18 biéu hién dwong tinh v6i cac chi thi dic trung cua
TBGTM tir 95,03% dén 99,90%.
2. Céc té bao nhan nudi 6n dinh trong didu kién in vitro, c6 tiém ning biét
hoa thanh té bao tao m& va té bao giéng nguyén bao xwong. Qué trinh dong
lanh-giai dong khong 1am mat di tinh 6n dinh hinh thai cia TBGTM cubng
ron tuy nhién lam giam ty 1é song sot chi dat 85,29+£1,56% so voéi ty 1&
98,33+0,58% ctia TBGTM trudc dong lanh. Kha ning ting trudng cua té bao
sau giai dong va biéu hién dwong tinh v6i cac chi thi ddc trung cia TBGTM
nhu CD73, CD90, CD105 giam so véi TBGTM trude khi dong lanh.
3. i biét hoa thanh cong TBGTM cudng ron thanh té bao ¢é chirc nang gan.
Té bao sau khi biét hoa da c6 sy thay d6i hinh thai, phat hién sém nhat tir
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ngay thtr 7, dén ngay thir 21 cac té bao co dang nguyén bao soi da phan bién
d6i thanh cac té bao c6 dang hinh da giac, dic trung cta té bao gan. Biét hoa
bang chuyén gen HNF4a qua hé théng biéu hién Tet-ON 12 mot phwong phap
hiéu qua va nhanh chong nhat so v6i cic phuong phap biét hoa bang DMSO,
biét hoa bang t6 hop HGF + DEX + OSM, biét hoa bang t6 hgp HGF + TSA
+ OSM. Cu thé phan tich RT-PCR cho thay té bao sau xir 1y da biéu hién 2
chi thi lién quan dén té bao gan 1a AFP va HNF4a tir ngay thir 21 (16 biét hoa
bang chuyén gen) va ngay tht 28 (16 biét hoa bang cac phuong phap con lai).
Khi nhuém huynh quang mién dich té bao & nhom biét hoa bang chuyén
gen, ghi nhan biéu hién ctia HNF4a, ALB va AFP tir ngay 14 sau biét hoa.
Panh gia kha ning tich trit glycogen cua té bao sau biét hoa cho thiy
glycogen dugc luu trit trong 16 té bao biét hoa ¢ biéu hién cao & ngay 14 (16
biét hoa bang chuyén gen) va ngay 21 (16 biét hoa bang cac phuong phap con
lai) so véi nhom ddi chimg khong biét hoa 1a 4m tinh.

KIEN NGHI

(1) Can tiép tuc theo ddi trong thoi gian dai hon dé diéu tra sy anh hudng ctia
nhiét d6 dong lanh, bao quan tdi sy ting trudng cua té bao sau phén 1ap;

(2) Can tiép tuc nghién ciru dinh lugng so sanh protein trong té bao bang
hinh anh Western blot hoic tiét ra trong méi truong nudi (ELISA);

(3) Can tiép tuc nghién ctru va tién hanh thém cc danh gia can thiét khac
cling nhu kéo dai thoi gian biét hoa dé tao té bao gan thanh thuc dé phuc vu
cho muc tiéu sang loc chét ¢ hoat tinh sinh hoc va thir nghiém thudc;

(4) Can tiép tuc nghién ctru va tién hanh thém cac danh gia, theo ddi té bao

gdc va té bao gan trong diéu kién in vivo qua mo hinh chudt thi nghiém.
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