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LOT CAM DOAN
T6i xin cam doan luan 4n: "Nghién ciru biét héa tao té bao cé chirc niing

gan tir té bao goc trung mé cudng rén" 1 cong trinh nghién ctru cta chinh minh
duéi sy huéng din khoa hoc cua tip thé huéng din. Luan 4n str dung thong tin trich
dan tir nhiéu ngudn tham khao khéac nhau va céc thong tin trich din duoc ghi 13 ngudn
gbc. Cac két qua nghién ctru cia t61 duoc cong bb chung vdi cic tac gia khac da duoc
sw nhét tri ciia ddng tac gia khi dua vao luan an. Céc s6 lidu, két qua dugc trinh bay
trong ludn 4n 13 hoan toan trung thyc va chua timg dugce cong bd trong bt ky mot
cong trinh nao khic ngoai cic cong trinh cong b cua tic gid. Luin 4n duoc hoan
thanh trong thoi gian t6i ldm nghién ctru sinh tai Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé,
Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

Ha Néi, ngay 2 thang § nam 2024

Tac gid ludn an
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ii
LOI CAM ON

Loi dau tién, cho phép toi xin bay t6 1ong biét on sdu sac va chan thanh téi TS.
Nguyén Vin Hanh — Phé truéng phong Cong nghé sinh hoc dong vat, Vién Cong
nghé sinh hoc, Vién Han 14m Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam va TS. Nguyén Hitu
birc - Khoa Cong nghé sinh hoc, Hoc vién Nong nghiép Viét Nam, 1a nhitng nguoi
thdy da tin tinh huéng dén, chi bao cho téi trong suét qua trinh hoc tip, nghién ctru
va hoan thanh ludn an nay.

T6i xin chan thanh cam on tG1 Ban 14nh dao Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé,
Ban lanh dao Vién Cong nghé sinh hoc d4 tao moi diéu kién tét nht cho t6i dugce hoc
tap, nghién ctru va hoan thanh luin &n nay.

T6i xin gt 101 cam on t6i tap thé cac thiy co gido, cic ban be, ddng nghiép va
cac nha khoa hoc thudc phong Cong nghé sinh hoc dong vat, Vién Cong nghé sinh
hoc va Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé da gitip d& vé chuyén mén va tao diéu kién
thuan loi cho t6i trong sudt thodi gian hoc tip va nghién ctru.

T6i xin chan thanh cdm on t6i Ban Giam hiéu cling céc d6ng nghiép tai Trudng
Cao ding Kinh t&, K§ thuat va Thiy san - noi t6i dang cong tac, d4 hd trg, tao diéu
kién cho t6i vé thoi gian va cong viéc tai co quan trong subt qué trinh thuc hién ludn
an.

Téi xin chan thanh cam on su hd trg kinh phi tir @& tai “Nghién ciru biét héa
tao té bao chirc ning gan tir t& bio gbc ngudi va chudt” - d tai cdp Vién Han 1am
Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam mi s6: VAST.PL.03/16-17 do TS. Nguyén Vin
Hanh chu tri.

Cudi cung t6i xin guri tGi gia dinh, ngudi than, ban be 161 cdm on chan thanh
nhét vi d3 ung hg, ddng hanh, 13 chd dua vimg chic va 1a dong luc gitp toi hoan thanh
ludn an nay.

Ha Ngi, ngay 2. thang § ndam 2024

Tac gia ludn an

p=

P6 Trung Kién
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MO PAU
Ly do chon dé tai:

Té bao gbc (TBG) la nhing té bao c6 kha ning ty tao méi va cé tiém ning
biét hoa thanh nhiéu loai té bao khac nhau. Khac véi céc té bao khac, TBG chua cd
chtrc ning chuyén mén hoa cu thé. Viéc str dung TBG da ning trong cudng ron cia
tré so sinh dugc xem la mot khdm pha quan trong trong nghién ctru TBG vi kha nang
cung cip doi dao véi sb lugng 16n va co tiém ning biét hoa cao tir ngudn TBG nay.

Té bao co chic ning gan biét hoa tir té bao gdc dang 1a mot hudng duogc cac
nha khoa hoc quan tdm. Chlng c¢6 nhiéu tiém ning tng dung trong tri liéu té bao hay
trong nghién ctru thir nghiém sang loc cac hoat chit hodc thudc & dang té bao chirc
nang riéng 1¢ hodc phdi hop dé tao dang vi co quan (organoids) [1], [2].

Dé biét hoa té bao gdc thanh té bao c6 chirc ning gan c6 thé str dung cac tac
nhan nhu céc cytokine va cic nhan td ting trudng, hodc chuyén gen. Mot sb cytokine
va cac nhan tb tang truong dugc biét 1a co tac dung nhat dinh d6i vé6i su biét hoa va
phat trién té bao gan trong diéu kién in vitro, bao gom HGF (Hepatocyte Growth
Factor), OSM (Oncostatin M), EGF (epidermal growth factor), cdc nhan to ting
truong bFGF (basic fbroblast growth factor), insulin, IGF (insulin-like growth
factor), nhan t6 trc ché bach cau LIF (leukemia inhibitory factor). Ngoai ra, cac hop
chat hoa hoc chang han nhu dexamethasone va dimethylsulfoxide (DMSO) ¢6 thé
dong vai tro trong viéc thuc day qua trinh biét hoa thanh té bao gan [3], [4]. Tuy
nhién, viéc sir dung cac tic nhan ndy trong cac nghién ciru hién nay van cé nhitng
khac biét va van con thiéu mot phuong thirc dé dat hiéu qua nhu trong doi.

Vi biét hoa bang chuyén gen, cac té bao gan cam tng (induced hepatocytes-
iHeps) di dugc cong bd trong mot sd bao céo gan day cho thiy su biéu hién phong
phu ctia cac gen lién quan dén chitc ning trao d6i chat cua té bao gan, két qua hoat
hoa biéu hién cac gen hay nhém gen khac nhau lién quan dén sy truong thanh vé
chtrc nang gan cua té bao sau biét hoa [5]. Trong viée tai biét hoa tao té bao gidng té
bao gan, gen HNF-4a di duoc ching minh c6 vai tro va lgi thé trong mot s6 cong
bb gan day [1]. Khoang 100 gen trong d6 c6 hepatocyte factor 1-alpha, mot yéu tb
phién ma diéu hoa su biéu hién ciia mot gen lién quan dén gan duoc biéu hién do sy

kiém soat cua Protein duoc ma hoa boi gen HNF-4a. Trong su phét trién cta gan,
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than va tuyén rudt, mot trong nhitng gen dong vai trd quan trong dugc biét dén 1a
gen HNF-4a. Trong qué trinh dinh hudng biét hoa thanh té bao gan, Gen HNF-4q da
dugc chimg minh c6 thé hoat dong nhu mét gen chi phéi trong cac tic nhan phién
ma [6]. Ngoai ra, HNF-4a dong vai tro vai tro quan trong trong qua trinh biét hoa
gan va trong nhiéu chtrc ning cua gan, bao gdm chuyén hoéa lipid va glucose [7].
HNF - 4a ciing anh huéng dén sy biéu hién va tdng hop ctua Globulin lién két véi
hormone gi6i tinh, mot glycoprotein quan trong dugc chii yéu duoc san xuét boi gan
[6].

Céc nghién ctru trude ddy co str dung phuong phap chuyén nap gen thong qua
hé thong lenti-virus dé biét hoa té bao gdc thanh té bao gan str dung tac nhan HNF-
4a. So vé6i cac hé théng biéu hién gen dugc diéu hoa khac duoc biét, thi hé thong
Tet-On da dugc ching minh hon han & mot s6 wu diém[1]. Hé thong biéu hién gen
Tet-On dugc kiém soat bo tetracycline duoc str dung dé diéu chinh hoat dong cua
gen trong nhan té bao nhan chuin trong cdc méi trudng khac nhau, tir nghién ctru
sinh hoc co ban dén ung dung cong nghé sinh hoc va liéu phap gen. Hé thong nay
dua trén cac yéu td diéu hoa kiém soat hoat dong cta operon khang tetracycline & vi
khuan. Hé thong Tet-On cho phép kich hoat biéu hién gen bang doxycycline (dox).
Céc vu diém cua hé thdng nay di dugce ching minh nhu: sy diéu hoa chit ché, tinh
dic hiéu cao, kha niang dap tng cao va thoi gian dap ing nhanh, mic do biéu hién
tuyét ddi cao, khong gay doc té bao (catalog PT3898-1 Clontech) [8], [9].

Nham gép phan bd sung thém thong tin khoa hoc va diéu kién biét hoa méi,
cling nhu mé ra kha ning nghién ctru tng dung san xuat té bao gan cho c4c muyc tiéu
trén, chang toi tién hanh thuc hién dé tai “Nghién ciru biét héa tao té bao cé chirc
néng gan tir té bao goc trung mé cuéng ron”. Cic tac nhan duoc chung t6i str dung
dé danh gia bao gdbm: DSMO, t6 hgp HGF + DEX + OSM, t6 hop HGF + TSA
+0OSM va hé théng TetON kich hoat thé hién qua mirc gen HNF4 ¢ dé biét hoa té
bao gdc trung mo cudng rén thanh té bao c6 mot sb chirc nang cia té bao gan.

Muc tiéu nghién ciru:

1. Phan lap va nhan nudi in vitro thanh céng TBGTM thu tir cudng rén lam

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.
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2. Biét hoa TBGTM cuéng ron thanh té bao c6 biéu hién mot sd chire nang
ctia t& bao gan.
NoOi dung nghién ciru:

1. Thu nhan, phan 14p va nhan nudi in vitro TBGTM tir mau cudng ron.

2. Nghién ctru danh gid tinh 6n dinh, tiém ning biét hoa va kha ning duy tri

ngudén TBGTM trong diéu kién nudi in vitro.

3. Nghién ctru biét héa TBGTM cudng rén thanh té bao co biéu hién céc chi

thi dic trung té bao gan biang cac tac nhin khac nhau trong diéu kién in vitro.
Co sé khoa hoc va thure tién ciia dé tai:

Nhiéu nghién ctru su biét héa tao té bao gan trong diéu kién in vitro tir té bao
gbc bao gdm ca té bao gdc tao mau, t& bao gdc trung md da duoc thir nghiém va
cong bd. Cac nghién ctru biét hoa thanh té bao gan van sir dung chu yéu 1a té bao
gbc trung mo tir cac ngudn khac nhau (vi dy: tiy xwong, mdé m&, mau day ron, nhau
thai va cudng ron). Mot sd cytokine va cac nhén t6 ting trudong bao gdbm HGF, OSM,
Céc hop chat hoa hoc chang han nhu DMSO, TSA va gen HNF-4a da duoc danh gia
13 mot yéu td c6 kha niang biét hoa té bao gdc thanh té bao gan. Dé tai tiép tuc thyuc
hién, phat trién cac nghién ctru sau hon cac nghién ctru da thuc hién tai vién Cong
nghé sinh hoc ciing nhu huéng nghién ctru dang duoc nhiéu phong thi nghiém trén
thé gii quan tam.

Pé tai hoan thién s& cung cap nhiing thong tin co gia tri trong linh vuc nghién
ctru TBGTM cudng ron, tir phuong phap thu thap, phan 1ap va danh gia tiém ning té
bao dén kha ning biét hoa ciia chung. Qua do6 cho thay tiém ning (mg dung két qua
vao dinh hudng tao té bao gan phuc vu thtr nghi€ém, sang loc céc chit ¢6 hoat tinh

sinh hoc, cling nhu xay dung cac mo hinh dé thir nghiém cac loai thude moi.

Nhirng dong gép méi cia luin an:

Lu4n 4n d3 cung cip day du cac thong tin vé kha ning biét hoa tao té bao co
chtrc ning gan tir nguén TBGTM phén 1ap tir cudng rdn tré so sinh. Dé tai 1a nghién
ctru dau tién sir dung hé thong Tet-ON kich hoat thé hién qua murc gen HNF4a dé

biét hoa TBGTM cudng rén thanh té bao c6 mot sd chirc ning cua té bao gan.



CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CUU

1.1. Nguén té bao gbc trung md, tiém ning biét hda va &eng dung
1.1.1. Nguén té bao géc trung mo

Trong nhiéu mé khéc nhau cua co thé nguoi déu co mit cua té bao gdc trung
mé (TBGTM). Ngudn TBGTM co ban duogc biét dén 1a tay xwong, tuy nhién trong
nhitng phat hién vé sau cho thay nhiéu ngudn tach TBGTM véi s6 lugng 16n hon
tay xwong nhiéu 1an nhu md m&, méau ngoai Vi, ring sira, mau cudng rén, mang day
rén, mang nhau, ndi mac tir cung, mang 4i...trong s nhitng ngudn cung cap
TBGTM nay, thi day rén dugc xem 1a ngudn kha 1y tuong [10], [11].

TBGTM c6 thé thu thap duogc tir co Xuong, tay xuwong, day chang, mé mg,
nhau thai, day roén va mau day rén. TBGTM c6 tiém nang biét hda thanh té bao co
ngudn goc trung md nhu nguyén bao xuong, sun, té bao m& va cac té bao than kinh

tir I6p ngoai bi, cac md hé tuan hoan, cac té bao gan, co tim...(Hinh 1.1) [11].

e YV 4
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Hinh 1.1. Tiém nang biét héa cia TBGTM [11]
TBGTM c6 ngudn goc tir cac md khac nhau nhung ¢ cling mot sé dic tinh
tuong tw nhau. Tuy nhién, mot sé céng trinh nghién ciu da céng bd cho rang

TBGTM c¢6 ngudn goc khac nhau ciing c6 mot s6 khac biét nhu kha ning ting
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sinh, biéu hién dau hiéu bé mat, tinh da tiém niang va mot s6 diu hiéu cu thé khac.
Nhitng dic diém nay cé thé duoc st dung trong viéc tim cac ngudn TBGTM tht
hon c6 chit lwgng dé tng dung trong linh vuc y hoc téi tao [12].

Trong céc ngudn cung cip TBGTM, ngudn thu thap tir cdc md nhau thai,
cubng rén cé nhidu wu diém dang ké nhu tranh duoc thu thuat xam lin ma
thuong di kém véi nguy co nhidm tring so véi cac nguén TBGTM tir cac mo
truong thanh. TBGTM tir day rén c6 kha nang cay ghép tét hon c6 kha ning ting
sinh manh hon so voi TBGTM tur tay xuwong [13].

So véi TBGTM tuir cac mé truong thanh, TBGTM ¢ tré so sinh c6 kha nang
trc ché mién dich manh mé hon va tinh sinh mién dich thap hon. Vi vay, day nhu l1a
mot ngudn cung cap té bao rat hop 1y cho cac tng dung diéu tri [14], [15].

Nhu vay, TBGTM c6 thé phan Iap tir nhiéu nguon khac nhau, tuy nhién viéc
st dyng cuéng ron tré so sinh dé phan lap da c6 nhicéu uu diém nhu thu duoc sé
luong 16N, ty 18 phan 1ap thanh cong cao, kha niang wc ché mién dich cao, khdng vi
pham dao duc va van c6 tiém nang biét hoa cua TBG. Cudng day rén chinh 1a nguon
dé phan lap TBGTM st dung trong nghién ctu nay.

1.1.2. Tiém ndng bigt hoa cia té bao goc trung mo

M3i loai té bao duoc biét hoa khi mot sé lwong gen nhat dinh caa genome
biéu hién va mdi mot loai té bao duoc hinh thanh qua mot kiéu biéu hién riéng cua
c4c gen duoc diéu hoa. Vi vay qua trinh biét hoa té bao 1a su chuyén doi tir mot
loai té bao ngudn thanh mot loai khac va né lién quan dén mot “cong tic” dong mot
s6 gen dang hoat dong va mo mot sé gen chua hoat dong. Nhitng thay doi nay dan
dén té bao bién doi theo chiéu huéng phi hop véi cac yéu té kich thich va sé& tao
thanh mot kiéu té bao chuyén biét nao do [16].

Kha ning ting sinh manh mé& 1a mot wu diém cua TBGTM, ngoai ra TBGTM
con ¢ tiém ning biét hda tao thanh nhiéu loai té bao khac nhau nhu céac té bao
nguyén bao xuong, t& bao sun, té bao co, té bao md, t& bao than kinh, t& bao
gan,...Ngoai ra TBGTM chinh 1d ngudn cung cap té bao dé bu dip lai sy thiéu
hut mé vi TBGTM chinh la cc té bao tién than truong thanh da tiém nang. Khi xuat
hién céac vét thuong, 6 gdy xwong, 6 viém, hay chi 1 cac diéu kién vi méi truong

tir mot vi tri dic biét ndo do trong co thé, dudi tac dung cua céc tin hiéu trén, cac
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TBGTM sé& duoc huy dong va biét hda thanh cac té bao cé chic niang chuyén biét
[17].

M6t nghién ctru di ching minh tiém nang ting sinh to 16n cia TBGTM khi
nudi cdy TBGTM in vitro, sau 70 lan phan chia cac té bao nay cho thay ching
van khéng thay d6i tiém ning biét hoa [17].

1.1.3. Ung dung cia té bao gac trung mo

Nghién ctru vé TBG ¢6 thé c6 thém nhitng hiéu biét vé qua trinh biét hoa té
bao, ban chit cua qua trinh biét hda. Hiéu rd vé qua trinh nay ta co6 thé kiém soat va
chu dong tac dong dé tao ra cac loai té bao nhu mong mudn hodc ¢ thém thong tin
trong viéc tim kiém cac phuong thic sang loc va diéu tri cac bénh di truyén.

Trén co sé cac TBG chua hoan tat qua trinh biét hda va kha nang tang sinh
manh mé& caa chdng, cac nha khoa hoc c6 thé chu dong tao ra cac té bao giéng hét
nhau va & c4c giai doan bénh ly, sinh Iy khac nhau rat gan véi thuc té 1am sang. Piéu
nay rat co y nghia trong viéc nghién ctru doc tinh ciing nhu co ché tac dung cua cac
loai ché pham sinh hoc hay cac loai thubc [18].

Trong nghién ctru co ban, nghién ctu phét trién thude ciing nhu Gng dung
vao diéu tri trén 1am sang thi cac TBG c0 rat nhiéu trién vong ung dung. Trong
nghién ctru phat trién thudc thi can c6 nhitg mé hinh thir nghiém thudc (ca tac
dung Ian doc tinh) cang giong véi moé hinh bénh ly va c6 do lap lai cao qua cac lan
thir thi cang chinh xac. Thi dy, mudn khao sat tdc dung cia mot thuée méi co kha
nang chita bénh Alzheimer thi viéc tao ra dugc hang hoat té bao than kinh giéng
hét nhau dé 1am mo hinh thir thubc sat véi bénh Alzheimer nhét can sir dung cong
nghé¢ TBG. Tuy nhién van can c6 thém nhiéu thir nghiém tién 1am sang va 1am sang
v6i phuong phap diéu tri nay [19].

Ung dung 1am sang qua tri liéu TBG (Stem cell therapy) duoc xem la tiém
nang ung dung quan trong nhat cua TBG. Tir TBG c6 thé tao ra cac loai t& bao mai,
mo6 mai dé bo sung hoac thay thé cho céc té bao va mé co quan bi ton thuong hay
mat chire nang. Cho tdi nay bién phap hitu hiéu nhat dé diéu tri nhirng trudng hop
nay 1a ghép md, co quan — nhung nhu cau ghép mo va tang lai cao hon rat nhiéu
SO v&i Ngudn cung cap.

Trén co s& cac TBG c6 thé biét hoa thanh nhiéu loai té bao khac nhau, ching
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ta cO thé chu dong nudi cdy TBG trong éng nghiém sau d6 biét hda ching thanh céc
té bao nhu té bao co, t& bao xwong, t& bao than kinh, té bao sun, té bao tuyén tuy,
té bao co tim (Hinh 1.2). Do d6, dé diéu tri mot sé bénh thi viéc ghép TBG vao co
thé ngudi bénh c6 thé hd trg diéu tri mot sé bénh nhu bénh ly tim mach, tiéu duong,
chan thwong tuy séng, diéu tri bénh Alzheimer, diéu tri Parkinson, dot quy ndo,
trong linh vuc thAm my hay thdc diy quéa trinh lién xwong...[20].

Trién vong clia nghién ciru t&€ bao géc

Xac dinh muc tiéu Tim hiéu,
dugc phdm va thd S L Nghién ciu sy phdng ngira va
ohiem tié ning - SRS P> biethoa ciatébag | diéu tri khiém
lieu phap diéu tri T6 hiko pc tolin kg khuyét bdm sinh
dang dugc nudl duéng
Xét nghiém [Té bao (ing dung trong cdy ghéd

it o =Y N\

Té bao than kinh

Tuy xuong san xudt Tébao ca tim Té bao tuy tang giGp
bach cduva ungdung d\'g‘,i“"g ‘;'f:‘"' ingdung diéu tri tiéu dudng
- ng m i3 . :
trong héa hoc tri lieu & Bl Tt diéu tri bénh tim

Hinh 1.2. Trién vong (mg dung ctia cong nghé té bao gbc [21]

Trén 1am sang, TBG truong thanh da duoc tha nghiém trong diéu tri céc
bénh nhu cac bénh suy giam mién dich, tai bién mach méu néo, tu ky, tw mién, nhiém
virus Ebstein-Barr, thiéu méu, cac bénh mau, bénh Parkinson, ton thuong tay song,
ton thuong giac mac, tao xwong khdng hoan chinh, cac bénh gan, lién vét thuong
da, diéu tri ung thu két hop vai tia xa va hoa chat (ung thu tinh hoan, ung thu buéng
tring, cac khdi u dic, u nguyén bao véng mac, u nio, da u tuy, ung thu v, lo-xé-
mi, u lympho Non-Hodgkin, u nguyén bao than kinh, carcinoma té bao than), tiéu
duong type I, tai tao co tim sau nhdi mau co tim, ton thuong xwong va sun,...[17].

Trong nhitng nam gan day, trong cac loai TBG duoc st dung thi TBGTM la
mét trong loai TBG duoc st dung nhiéu trén 1am sang va dwoc xem nhu mot mo
hinh diéu tri mai cho mot loat cac cac bénh vi cé thé phan 14p va tang sinh véi mot
s6 lwgng 16n. Pa co it nhat thir nghiém 1am sang trén 12 loai bénh ly khac nhau dya
trén TBGTM da duoc thuc hién, trong d6 c6 nhiéu thir nghiém da hoan thanh va
chang minh duoc tinh hiéu qua va an toan. Ung dung 1am sang cia TBGTM dua

trén nhitng thugc tinh sinh hoc quan trong dé 1a c6 tiém niang biét hoa thanh nhiéu
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loai t& bao khéac nhau, tiét ra nhiéu phan tir c6 hoat tinh sinh hoc ¢6 kha nang phuc
héi kich thich cac té bao bi ton thuong va @c ché viém va dé thuc hién chirc nang
diéu hoa mién dich.

Cé4c thir nghiém 1am sang dau tién s dung nubi cdy ting sinh TBGTM
duoc cong bd vao nam 1995 va 10 bénh nhan di tat khép gia xuong chay
bam sinh duoc diéu tri bing té bao tu than [22]. Tur thir nghiém nay, mot sb
thir nghiém 1am sang khac da duoc tién hanh dé kiém tra tinh kha thi va hiéu qua
cua liéu phép ghép bang TBGTM. Ngay 12/12/2011, co s dit liéu vé thir nghiém
lam sang (http://clinicaltrials.gov) di dugc thanh lap do Vién y té qubc gia Hoa Ky
tap hop. Tinh dén nam 2020, sau 10 nim, sd liéu cong bd da c6 hon 1000 thir nghiém
1am sang c6 st dung TBGTM véi pham vi rat rong cho céac tng dung diéu tri khac
nhau (Hinh 1.3). Hau hét nhiing thir nghiém nay trong pha | (30,79%), (nghién ciu
an toan), pha IT (61,02%) (d4nh gia vé hiéu qua & bénh nhan). Chi c6 mét sé it nhiing
thir nghiém nay trong pha 111 (7,53%) (so sanh phwong phap diéu tri mai voi céc
phuong phép diéu tri tiéu chuan hoic da duoc biét dén) va méi chi co 6 thir nghiém
& pha 1V (0,66%) (hiéu qua da dugc chap thuan va thir nghiém trén nhém rong) (Hinh
1.4). N6i chung, TBGTM duoc dung nap tét, véi hau hét cac thir nghiém da duoc
cdng bd cac tac dung phu ¢ mac do trung binh, mac di mét sé cho thay mac do
nhe va thoang qua [23], [24].

Thir nghiém |am sang ciia TBGTM phan loai theo ca bénh

= Tiéu dudng = Bénh xwong khop
Bénh tim Bénh vé mau
m Bénh ghép chéng chi do truyén mau (GvHD) = Bénh thoai hoa than kinh

= Bénh vé gan = Bénh vé than
u Bénh lién quan vét thwong = Bénh truy&n nhiém
= Bénh v& phdi = Bénh ty mién

Bénh khac

Hinh 1.3. Ung dung cia TBGTM duoc thir nghiém trén 1am sang
(phan loai theo ca bénh) [23]


http://clinicaltrials.gov/

Thir nghiém |am sang cia TBGTM duoc phan loai
theo pha (n=903)

0,66%

mphal mphall mphalll =phalV

Hinh 1.4. Ung dung cia TBGTM dugc thir nghiém trén 1am sang
(phén loai theo pha) [24]

Niam 2020, Yang va cong su da thu thap tong cong 23 bai bao thir nghiém
1am sang d4 hoan thanh va 56 thir nghiém 1am sang dang dién ra vé diéu tri TBGTM
cho bénh gan duogc cdng bé tir nim 2007 dén 2018 (Hinh 1.5). Biéu d6 cho phan
I6n thir nghiém trong s6 do6 1a vé liéu phap TBGTM cho bénh xo gan. Viéc phat
trién cac phuong phap thay thé dé diéu tri bénh gan 1a rat can thiét. Liéu phap TBG
va y hoc tai tao dang dugc nghién ctru dé cai thién tién lwong cua nhitng bénh nhan
méc bénh gan. Hang chuc céc bai bao lién quan déu cho thiy sy an toan va hiéu qua

cua viéc cay ghép TBGTM trén ngudi [25].

A B (3.64%)
(9.09%)

& Bénh xo’ gan
= Bénh xo gan . 8

=3 Bénh suy gan
B3 Bién chirng sau khi
cay ghép gan

= Bénh suy gan
= Bién chirng sau khi

10 cdy ghép gan

(18.18%)

_ Bénh khac lién quan
gan

Hinh 1.5. Sé lwong va ty 1¢ cac thir nghiém 1am sang vé diéu tri TBGTM cho bénh
gan: A) thir nghiém da hoan thanh; B) thir nghiém dang dién ra [25]
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1.2. Céu tao cudng rén, wu diém caa té bao goc trung mé tir cuéng rén
1.2.1. Cdu tgo cudng rén

Trong quéa trinh phét trién cua phdi thi vao khoang tuan tht 5 cubng rén (day
ron) duoc hinh thanh. Bé thuc hién qué trinh trao doi chét giira thai nhi va co thé
me, thi viéc dam bao su lién tuc gitra thai nhi v&i banh nhau dugc thuc hién qua
day ron [26].

Day ron 1 bo phan két ndi giita me va thai nhi, giit vai trd quan trong trong
véan chuyén chét dinh dudng tir co thé me sang thai nhi, dam bao sy sinh truéng cia
thai nhi trong sudt thai ky. Chat dinh dudng duoc van chuyén qua dudng mau. Mau
tir thai nhi duoc chuyén qua day rén sang nhau thai dé tiép xic voi mau ngudi me,
14y oxy va cac chat dinh dudng, sau d6 lai qua ddy rén chuyén vé thai nhi.

Day ron duge boc boi mang i va co céu tao gém c6 hai dong mach va mot
tinh mach, bao quanh 13 cdc mé nhay hay gelatin, con goi 1 16p Wharton’s jelly (WJ).
Day ron thuong c6 dudng kinh khoang 2 cm va c6 chiéu dai khoang 50 cm. O 16p
WJ, ¢6 thé xac dinh ba ving khac nhau bao gém: 16p mé bao quanh cac mach mau,
ving chat nén Wharton va ving dudi mang 6i. Trong cac khoang khong gian ¢ hinh
dang gidng nhu rinh thudc viing chat nén Wharton 1a cac phan tir collagen loai I, 111,
VL. Cac phan tir heparin sulfate proteoglycan laminin va collagen loai VI nim xung
quanh rinh nay. Céc té bao chat nén 1a cac nguyén bao co manh c6 dang 6ng biéu
hién actin co tron, desmin va vimentin bao quanh cac khoang khong gian chtra day
chat nén Wharton dang ranh. Chi c6 vimentin va desmin & ddy ron trong giai doan
phat trién sdm. Cac mach mau dugc bao vé khoi bi nén 1a nho thanh phﬁn va cu trac
ctia day rén va chinh cu tric nay hd trg cho qua trinh trao d6i chat gitta dich i va
mau day ron (Hinh 1.6) [27].

Dng mach diy rén

/\/‘%}

e @

Ti niéu

® Tinh mach day rén

“Wharton's 3

jelly

Hinh 1.6. Mit cit ngang cu tric ctua ddy rén [27]
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1.2.2. Uu diém caia té bao géc trung md tir cusng rén

Cubng rdn 12 mot trong nhitng nguon TBGTM phong phu nhét. cac TBG tao
méu (Hematopoietic Stem Cell) va TBGTM dugc tim thiy trong mau day rn, trong
khi cac TBGTM va cac TBG biéu md (Epithelial Stem Cell) duoc tim thdy & mang
bao day rén chira [28], [29]. Gan day, dd c6 nhiéu nghién ciru chirng minh day
rén chira mot s6 luong TBG rat doi dao, ude tinh 1 cm? mang bao day rén cé thé
cung cap 2 trigu TBGTM [26]. Nhu vay day c6 thé coi 1a nguésn TBGTM vé tan.
Hién nay, cac nha khoa hoc chimg minh rang ddy ron 13 ngudn cung cdp TBG Iy
tuong nhat, s¢ di nhu vay vi TBG nay c6 rat nhiéu wu diém vuot troi [30]:

1. D@ thu hoach va xir Iy TBG, khong gay bat ky anh huong gi dén suc khoe
cla ca me va con.

2. C6 thé chii dong kiém so4t tinh trang cac bénh truyén nhiém nhu HIV, viém
gan B, viém gan C... dbi v6i cac mau nghién ctru bang cac xét nghiém trudc sinh
d6i voi san phu.

3. Vé phuong dién tudi phat trién, TBG day rén 1a TBG nhil nhi, con rat tré
nén kha niang phan chia tot va sé luong té bao thu duogc truc tiép hoic sau ting sinh
in vitro 1a rat 1én. Cac TBG ddy ron khong con 1a cac TBG phoi do vay khong con
kha ning tao ra khéi u 4c tinh nhu TBG phdi. Pong thoi ¢ thé thu dwoc nhiéu loai
TBG bao gom cic TBG trong mau diy rén (chira nhiéu TBG tao mau) va cac
TBGTM va TBG biéu mé tir mang day ron, 16p WJ [31].

4. TBG tir day rén c6 thé luu trir 1au dai dé str dung diéu tri cho chinh nguoi
c¢6 day rén Ay hodc nguoi than trong gia dinh ho hodc cho nguoi khic. Xéc dinh trudc
dugce khang nguyén bach cau nguoi (human leukocyte antigen— HLA) va cac dic
diém khac ctia mau TBG tir trudc dé ho xem c6 phi hop véi ngudi bénh can diéu tri
bang TBG hay khong, tir 6 c6 thé 1dy ngay ra dé sir dung cho diéu tri ma khong méat
thoi gian tim kiém va xét nghiém cho té bao [32].

5. Cac TBG thu duoc tir day rén va nhau thai biéu hién HLA ¢ mirc thap va
it bi dao thai trong cay ghép. Cac nghién ciru da chi ra rang céc té bao nay co tinh
sinh mién dich thdp do c6 chua it khdang nguyén hoa hop md HLA I6p Il dong
thoi con ton tai cac khang nguyén hoa hop mé cua thai (HLA-G) c6 tac dung e

ché mién dich nén dé duoc co thé nhan chap nhan khi cay ghép tir ngudi nay sang
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ngudi khac [33]. Pay 1a ngudn TBG quan trong trong viéc thay thé tiy xwong khi
khong thé tim dugc ngudi cho ¢6 HLA phu hop [34].

6. Cudi cung, c6 thé két luan day rén 13 ngudn TBG 1y tudng vi xét vé kha
nang biét hoa, TBG day rén thudc loai da tiém ning, chiing 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,...[35].

1.3. Tinh hinh nghién cau
1.3.1. Tinh hinh nghién citu té bao géc nguwoi

Ké tir khi TBG phdi van ning duoc phat hién nim 1981, véi didc tinh ching
c6 thé tu 1am m&i vo thoi han va biét hoa thanh cac té bao dic trung cua ba 16p mam
ndi bi, trung bi va ngoai bi [36]. Tuy nhién, nhitng nghién ctru sau d6 da cho thiy
nhitng méi quan tdm vé dao dirc va k¥ thuat, cling nhu nguy co hinh thanh cac mo
ung thu néu sir dung TBG phdi cdy ghép in vivo [37]. Piéu nay da thic day hudng
nghién ctru tim kiém cac TBG da ning thay thé TBG phéi tir cac ngudn té bao trudng
thanh [38].

Cac TBG trudng thanh ctia con nguoi la TBG da nang nhu TBG tao mau va
TBGTM, thuong dugce danh gia khong anh huong vé dao dirc va an toan hon so véi
TBG phdi [39]. TBG tao mau c6 thé biét hoa thanh tit ca cac dong té bao mau va té
bao mién dich, chiing da duoc sir dung dé diéu trj cac bénh bach cau va rdi loan mau
[40]. TBGTM duoc phan lap tir nhiéu nguon mé tir cac c4 thé da truong thanh [38].
Hién nay, da cé nhiéu cac bao céo vé su biét hoa cua cac té bao nay thanh cac dong
khac nhau nhu té bao md, té bao xuong va té bao than kinh [41].

Tuy nhién, viéc st dung cac cac TBGTM trong diéu tri cling khong phai hoan
thoan thuan loi va dé dang, ma no ciing ¢ nhiing can tré va kho khan do mot sb 1y
do nhét dinh [38]. Pau tién, viéc phan 1ap TBG tu céc nguén trudng thanh bao gém
céc can thiép xam lan va thudng gay dau dén cho ngudi hién, cling véi mot ty 1¢ bién
ching co thé xay ra dbi véi nguoi hién. Thir hai, mac du chiung c6 kha ning tang sinh
va biét hoa khac nhau, nhung tiém ning nay thuong bi giam khi nudi ciy trong diéu
kién in vitro [42]. Tht ba, tiém nang tu d6i méi va biét héa ciia TBG bi anh hudng
nghiém trong boi tudi cua ngudi hién, dic tinh di truyén va nhitng yéu t6 méi trudng

tiép xuc vai té bao [43].
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Nam 2005, Phan Toan Thing va cong su thudc truong Dai hoc Quéc Gia
Singapore di thanh cong trong viéc xéac dinh va phan lap TBG tir mang day ron
(lining membrane of umbilical cord). Loi thé cia nguén TBG tir mang day rén 1a
dap ung duoc ca hai yéu cau la sé luong té bao va khong vi pham y dirc. Mdi day
ron ¢d duong kinh 2 cm va dai 55 cm thi dién tich bé mit twong dwong 330 cm? véi
s6 lwong té bao duoc phan lap trong 3 tudn s& dat duoc 6 ty té bao, day thuc su la
s6 luong Iy tuong cho cac tng dung khac nhau trong y hoc tai tao va cong nghé
mé. Diéu quan trong nira cua cong nghé nay lién quan dén chuyén nganh vét thuong
va vat liéu thay thé. Cac TBG tir mang day rén bao gom TBGTM va TBG biéu mé.
Cac dau hiéu dic trung TBGTM duoc xac dinh bao gom: duong tinh véi CD13,
CD44, CD90 va CD166 va am tinh v6i CD14, CD34, CD45 va HLA-DR [44].

Trong nghién ctru cua Salehinejad va cong sy nam 2012, nhom tac gia da phan
1ap TBGTM c6 ngudn gdc tir day rén ngudi bang 4 phuong phap khac nhau: 3 nhom
phan 1ap bang enzyme: trypsin (Trp), collagenase/trypsin (CT) va
collagenase/hyaluronidase/trypsin (CHT), va mdt nhom phan 1ap bang phan tach cac
manh mé nho (Exp). Sau d6 két qua phén lap bang cac phuong phap khac nhau dugc
so sanh, sir dung k¥ thuat nhuém Trypan blue, nhuém hoéa mé mién dich va k¥ thuat
dém té bao qua dong chay (flow cytometry) dé két luan phuong phap phan 1ap thich
hop nhat [45].

O ca 4 nhém trén cho két qua khac nhau thé hién & kha ning ting sinh s6
luong té bao biéu hién chi thi ctia cac TBGTM phén 14p duoc. Phan tich bang k¥ thuat
dém té bao qua dong chay cho thay trong tat ca ciac nhom déu biéu hién céc chi thi
CD105, CD90, CD73, va CD44, trong khi khong thé hién CD45 va CD34. Trong cé4c
nhom khac nhau, cac chi thi cdta TBGTM nhu CD90, CD73, duoc biéu hién khac
nhau: & nhém Exp chi thi CD73 biéu hién cao nhit; con & nhém CT va Exp chi thi
CD90 bicu hién cao nhat.

Kha ning ting sinh cao nhat & nhom phan lap bang phan tach cdc manh mo
nho, 60 ngay 13 thoi gian c6 thé theo ddi ting sinh té bao. Trong khi d6 sau khoang
30 ngdy nudi cdy & cac nhom phan 1ap bang enzyme, cac té bao khong tiép tuc ting
sinh véi téc d6 dang ké.

O phuong phap phan 1ap bang enzyme, chi sau 2 — 3 gio TBG da c¢6 thé phan

lap duoc, trong khi phai mat dén 2 — 3 tuan mdi quan sat thay c6 té bao moc ra &
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phuong phap nudi cdy manh mo. S6 lugng té bao ban dau thu dugc it nhat & nhoém
Trp (1 x 103 té bao/cm 16p WIJ), nhiéu hon & nhém CHT (0,25 x 10*té bao/cm 16p
WJ) va nhiéu nhat & nhém CT (0,5-1 x 10* té bao/cm 16p WI.

Nhom tac gia cling quan sat thiy co sy khac nhau vé hinh thai té bao giita
nhom phan 14p bang enzyme va. Cac té bao gidng nguyén bao soi chiém uu thé va co
tinh dng nhét cao trong nhom phan 14p bang nudi cdy manh mé. Trong khi khong
c6 sy dong nhat & quan thé té bao trong phuong phap enzyme, xuét hién cac té bao
tron nho xen 13n véi cac té bao gidng nguyén bao soi voi dd ngan, dai khac nhau. Két
qua phan lap TBG dat hiéu qua cao nhat khi str dung phwong phap phan lap bang nudi
cAdy manh mo tuy nhién sé tén nhiéu thoi gian hon. Tuy vao muc dich phan 1ap khi
phan 1ap TBG bang phuong phap sir dung enzyme thi can Iya chon hdn hgp enzyme
thich hop [45].

O mot nghién ctru khac Karahuseyinoglu va cong sy dé chi ra c6 thé thu duoc
sb luong 16n TBGTM tu cuéng ron tré so sinh, cu thé thu duoc 4x10° té bao mdi mau,
hodc 10x10° dén 15x10° té bao cho 1 cm cudng ron [46]. Ngoai ra, mot ngudn
TBGTM dbi dao c6 thé thu dugc trong chat nén WJ cia cudng ron. Cac té bao stromal
gidng nguyén bao soi co rat nhiéu trong WJ ban chat 1a mot mo gelatin trong day ron
[47]. Khi tién hanh phan 13p va nudi cdy TBGTM tir mang WJ va tir toan bo day rn,
tir ngay 11 va ngay 13 c6 thé quan sat cac té bao bat dau moc ra. Trong sudt qua trinh
phan 13p va nudi cay tir 2 loai nay thi trong moi truong nudi cay déu khong co yéu to
tang trudng duoc thém vao. Mat do té bao bt dau ting va phat trién chiém 2/3 dia
nudi sau khoang 15 ngay nudi cay. Tuy nhién khi so sanh bang kinh hién vi ddo ngugc
pha, & nhoém phén 1ap nudi cdy tir mang WJ thi mat d6 té bao cao hon so vdi nhém
phan 1ap nudi cy tir toan bo day ron [48].

Nghién ctru TBG ¢ Viét Nam dugc thyc hién tir nam 1995, trén cac TBG dong
ty. Gan day, viéc nghién ciru TBG phat trién manh véi nhiéu loai té bao dugc nghién
ctru nhu TBG mau cuéng rén. Cac nghién ctru dugc thyc hién tir co ban nhu danh gia
chét luong, do dém thanh phan té bao trong mau thu thap duoc [49].

Ghép TBG mau dé chira bénh vé khdi u ac tinh vé huyét hoc da c6 mot lich str
lau dai & Viét Nam véi ca ghép dau tién dugc thuc hién cach day hon 20 nim [50].
Mic du di c6 mot sd trudong hop sir dung TBG méu tinh khiét voi CD34+, hau hét

cac truong hop da str dung phan TBG tir tuy xwong, mau cudng rén hodc mau ngoai
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vi do nhu cau vé s luong TBG cén huy dong. Cho dén nay, hién c¢6 hon 750 trudng
hop ghép TBG mau dé diéu tri cac khdi u 4c tinh tao mau khac nhau, bao gdm bénh
bach ciu tiy cAp tinh, bénh bach ciu dong tiy man tinh, thiéu mau va beta thalassemia
[51]. Nhitng tng dung nay 1a mot phan cua diéu tri thudng quy tai Viét Nam. Hiéu
qua diéu tri da thay doi giita cac bénh vién khac nhau [50].

Déi v6i nguon TBGTM (chu yéu 1a TBG lam giau tir tiy xwong) di duoc sir
dung dé diéu tri cac tinh trang xuong khéac nhau, chéng han nhu diéu tri lam sang bao
gdm cac ca phuc hdi giy xuong chi, giy xuong chay, khic phuc hoai tir ddu xuong.
Tt ca cac phuong phéap diéu tri hién dang duoc nghién ctru trong cac thir nghiém 1am
sang thi diém hodc pha I/ II. M6t s6 bao cdo cho thay lidu phap nay 1a kha thi, nhung
cho dén nay, khong c6 phuong phap diéu tri ndo dugc Bo Y té phé duyét nhu mot
phuong phép diéu tri thong thuong. Diéu nay khac véi ghép TBG c6 ngudn gdc tir
mo md, di cho thay tac dong dang ké dbi voi viem xuong khop gbi va duge chap
thuan nhu 13 mot diéu tri tiéu chudn trong bénh vién [50]. Thanh cong cta ca ghép
TBG c¢6 nguodn goc tir mé md 1a két qua cia thir nghiém lam sang da trung tim, véi
sy tham gia ctia Bénh vién Van Hanh (Tp. HO Chi Minh) va Bénh vién Nguyén Tri
Phuong (Tp. HO6 Chi Minh). Cho dén nay, khoang 1000 bénh nhan da duogc diéu tri
viém xuwong khép gdi bang liéu phap niy; con sb nay tiép tuc ting hang ngay [51].
Ngoai ra, ghép TBG ciing da duoc ghi nhan c6 két qua trong diéu tri thir nghiém céc
bénh tu ky, bai nao...[52].

1.3.2. Tinh hinh nghién ci#u biét hda tgo té bao gan
1.3.2.1. Tinh hinh nghién ciru biét héa tao té bao gan

Hién nay, cac bénh vé gan 1a van dé sirc khoe nghiém trong trén toan thé gidi.
Bénh vé gan 1a mot trong nhitng bénh dan dén ty 1& tir vong cao va ciing 1a mot trong
nhirng bénh c6 chi phi diéu tri cao [53]. Hang nim c6 hang triéu bénh nhan chét do
bénh 1y vé gan trén toan thé gidi [54]. Sir dung TBG d¢é chia tri bénh gan da dugc
ching minh c6 loi trong hau hét cac trang thai bénh vé gan. Cac nghién ciru khoa
hoc cho thay vai tro ctia TBG trong diéu tri va chita khoi cac bénh khac nhau nhu xo
gan, X0 gan mat bu [55], bénh di truyén lién quan dén gan [56], bénh ung thu gan
[53]. Boi vi TBG c6 kha nang biét hoa tao thanh bat ky loai mo, té bao nao trong co
thé, do d6 no c6 tiém nang rat 16n trong diéu tri bénh khac nhau. Liéu phap TBG c6

thé duogc coi nhu 1a mot lidu phap thay thé cho ghép gan, vi n6 c6 tiém ning to 16n
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trong phuc hdi bénh suy gan. Liéu phap TBG c6 thé dugc thy hién ghép TBG truc
tiép hodc qua mot hodc hai budc trung gian bang cach biét hoa dinh huéng té bao
chirc nang in vitro [53].

Nghién ctru cia Mattiucci va cong sy (2018) da chirng minh rang, TBGTM
day rén c6 thé biét hoa va diéu tri bénh vé gan. Trong nghién ctru nay, nhom tac gia
d3 str dung TBG mang day rén dugc phan 14p va nhan nudi trong méi trudng in vitro
va tién hanh biét hoa tao thanh té bao c6 chic nang cua té bao gan. Cac té bao dugc
ciy ghép cho chudt mo hinh vé6i bénh gan dic trung, sau d6 tién hanh theo dai danh
gia chudt sau cdy ghép. Két qua cho thy, té bao di khu trii vao khu vuc gan chudt
bi bénh va qu4 trinh cay ghép té bao da gdp phan vao phuc hoi chirc ning cua chudt
thi nghiém. Nghién ctru ciing chi ra rang, két qua ghép TBG mang day ron cho hiéu
qua tuong tu ghép té bao gan tuoi [43].

Pé tim giai phap diéu tri cdc bénh lién quan dén gan, mot s6 mo hinh da duoc
phat trién dé du bao kha ning bi ton thuong gan ¢ ngudi [57]. Té bao gan tuoi duoc
phan 1ap tir nguoi hién duoc cong nhan 13 "tiéu chuan vang" dé danh gia qua trinh
chuyén hoa trao d6i chét trong gan va doc tinh cta thude [58]. Té bao gan tuoi thé
hién rat nhiu cic enzyme chuyén héa khi thir nghiém cac loai thudc trong nhiéu
ngay nudi cdy mo sau phan lap. Tuy nhién, biéu hién enzyme giam di rd rét trong
qua trinh nudi cdy té bao, nguyén nhan co thé do té bao nudi in vitro khong thé dap
ing duoc cac phan Gng sinh hoc ngay cang phuc tap. Ngoai sy khong on dinh, té
bao gan tuoi kho co thé sir dung rong rii dugc vi khan hiém ngudn cung té bao c6
chét luong [42].

Nguoc lai véi té bao gan twoi, cac té bao ung thu gan c6 kha ning nhan nubi
tang sinh dé duy tri, gia thanh ré va dé dang dé xir Iy [59]. Tuy nhién, ngoai nhiing
lgi thé trén, do su thiéu hut mot sd con duodng tin hi¢u té bao quan trong nén kiéu
hinh té bao ung thu thudng khong biéu hién chinh xac kiéu hinh nhur té bao gan binh
thuong [60]. Vi dy, cac té bao Huh7.5 duoc st dung dé nghién clru virus viém gan
C (HCV) ¢c6 kha ning nhan rong nhung khong 1y tudong dé nghién ciru su tuong tac
v6i virus té bao chu do khiém khuyét trong con dudng gen 1 cam {ing retinoic [61].
Ngoai ra, cac dong té bao ung thu gan han ché hién thi ning luc trao ddi chét trong
v6i mot s loai thude do biéu hién gen Cytochrome P450 (CYP) kém. Vi sy ra doi

ctia cong nghé TBG da ning, hién nay cic dong té bao gan c6 ngudn gbc di truyén
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r0 rang c6 thé san xuat & muc d0 dap ung dugc nhu cau cua cac nghién ctu thu
nghiém. Pay 1a hudng nghién clru c6 tiém ndng mang tinh cach mang cho y hoc hién
dai cua TBG duoc khai thac phuc vu nghién ctru bénh va thtr nghiém cac loai thuoc

méi [60].
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Hinh 1.7. M6 hinh st dung té bao gan biét hoa tir té bao gdc [59]

Hién nay, c6 mét s6 dong té bao gan duoc biét hoa tir TBG da ning ctia nguoi
d3 duoc thwong mai hoéa. Cac cong ty cung cdp lén déu & My va Nhat Ban
(Yokohama; iCell; Otsu), cac cong ty nay cung cap cac loai t& bao co dic diém va
¢ chtrc nang phuc vu cho nhitng thi nghiém cu thé. Mot yéu té quan trong ddi véi
cac dong té bao biét hoa san xuét thuong mai 1a chiing s€ dugc dinh hudng cho viéc
str dung dé kiém soat chat lugng thude va cac xét nghiém sang loc cac chat c6 hoat
tinh sinh hoc va thir nghiém doc tinh ctia cac hoat chat cu thé [62]. Chi phi cia mot
dia 24 hodc 96 giéng chira t& bao khoang 2500 USD d6i v6i don dit hang cua céac
nha nghién ctru Han Qudc tir cac nha cung cip tir ciia My, va c6 thé mat 3-6 thang
dé nhan duoc dia té bao gan biét hoa theo yéu cau dang nudi trén dia mo hinh thir
nghiém [60]. Thong tin vé qua trinh ddnh gia gen biéu hién, chuyén hoa enzyme
hoic kha niang khang thudc cia cic dong té bao gan biét hoa khong dugc cung cip
16 rang, do dé viéc sir dung c4c té bao cé san trén thi trudong thuong bi bo hep, thiéu
linh hoat va thay d6i muc dich st dung cac dong té bao dat hang thuong gip kho
khan. Theo thong tin tir Cellular Dynamics International (CDI), to chirc duoc thanh
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1ap bai James Thomson, bao céo riang dong té bao gan iCell® ctia ho biéu hién 1936
vi tri hap thu, phan b, chuyén hoa, va danh dau bang hon 200 gen chi thi, trong d6
bao gdm tit ca cac gen dugc giam sat cia Cuc Quan 1y Thuc phim va Duoc pham
Hoa Ky (FDA). Tuy nhién cac gen biéu hién dic trung ctia dong té bao lai khong
duoc béo céo. Do do, vao thoi diém nay, viéc st dung té bao gan biét hoa dé du doan
va sang loc cac doc td cua cac loai thube méi dugc sir dung song song véi cac dong
té bao gan ngudi [60].

Hién nay, Cong ty Takara Bio Europe AB mua Cellectis Europe vao nam
2014 va Fujifilm Holdings Corp mua CDI-My, do d6 cac coéng ty Nhat Ban
(ReproCell, Takara Bio Inc, va Fujifilm Holdings Corp) thuc hién diy du cac nhu
ciu cung cap té bao gan biét hoa ¢ chau A, My va chau Au [62]. Néi chung, mang
mét loai thudc méi ra thi truong chi phi khoang 800 tri¢u USD véi khoang 10% thi
truong tang truéng mdi nam. Cong ty duge pham dau tu khoang 1,5 ty USD dé phat
trién mot loai thudc méi, va né thuong mat 10-15 nam trude khi thude cua ho duoc
dua ra thi truong; 9 trong s6 10 loai thudc & giai doan 1am sang s& khong vuot qua
kiém soat chat lugng trudce khi ra thi truong [63]. Khoang 20% céc loai thude duge
Iru hanh ma khong qua bat ky thir nghiém nao trén té bao gan hodc thir nghiém doc
tinh voi tim trong thoi gian thir nghiém tién 1am sang [64]. Cudi cung, khoang 5%
cac loai thudc tng ctr vién trong qua trinh phat trién c6 thé tré thanh san pham duoc
cap phép [65]. Nghién ctru va chi phi phat trién cao dang dan dén gia thudc cao, vi
vy diéu quan trong dé phat trién cac phuong phap dé t6i uu hoa sy biét hoa thanh
thuc chirc ning cua té bao gan biét hoa 1a hudng nghién ciru duoc nhiéu phong thi
nghiém noi tiéng trén thé gidi quan tim. Pong thoi, chung ta nén ma rong kién thirc
vé co ché biét hoa va nhimng sai khac giita cac dong té bao gan biét hoa va cac dong
té bao gan phan 1ap tir nguoi str dung trong diéu kién in- vitro va in vivo, ciing nhu
ung dung 1am sang.
1.3.2.2. Céc heéng biét héa tao té bao gan
a. Nghién cuu in vivo va in vitro

Nam 2013, nhom khoa hoc Nhat Ban, tai Pai hoc quéc gia Yokohama thuc
hién cdy ghép cac TBG da niang duoc phan 1ap tir da va mau ngudi vao gan chudt.

Sau d6 ho nhan thay cac mach mau cia TBG nguoi két noi dugc véi cdc mach méau
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trén co thé chudt thi nghi¢m, va bat dau thuc hién nhiéu chuc nang cua cac té bao
gan & nguoi trudng thanh [66].

Thang 10 ndm 2015 cac nha khoa hoc tai Pai hoc Jerusalem Hebrew (Israel)
tao ra budc dot pha mai khi nuoi cdy thanh cong té bao gan nguoi cé chirc niang. Két
qua nghién ctru dugc cong b trén tap chi Nature Biotechnology. Thanh cong nay c6
thé thuc ddy mot loat nghién ctru va tng dung lién quan dén gan, tir nghién ctru doc
tinh thudc dén viéc tao ra gan sinh hoc nhan tao hd trg cho bénh nhan cho ghép.
Dang tiéc 1a trong khi gan c6 thé tai sinh nhanh chéng trong co thé, thi kha ning nay
nhanh chong mat di khi cac té bao gan duoc 1y khoi co thé. Pén nay, nhirng nd luc
dé tang sinh té bao gan nguoi trong phong thi nghiém di tao ra céc té bao ung thu
bat tir ¢6 chic ning chuyén hoa kém. Ngudn cung cip té bao gan ngudi khd hiém
hoi va rat khé dé ting sinh chiing ma khong lam mat chic nang. Pay 1a mot tré ngai
16n cho phat trién khoa hoc, 1am sang va duogc pham. Can c6 cac nghién ctu tiép
theo giai quyét van dé nay [67].

Ciing trong nam 2015, nhém nghién ctru cua tién si Roel Nusse - Pai hoc
Stanford - My dd xac dinh dwgc mot quan thé phat trién hat nhan va cac té bao tu
d6i méi tiép giap voi cac tinh mach trung tAm trong gan. Nhiing té bao ngoai vi biéu
hién chi thi Thx3 (T-box 3), 1a ludng boi, va do do6 khac vdi té bao gan trurong thanh,
ma chil yéu 1a da boi. Céc té bao con chau cua cac té bao Tbx3 biét hoa thanh té bao
gan da boi co thé thay thé tat ca cac té bao gan doc theo gan trong qua trinh doi méi
can bang ndi méi (Biological homeostasis). Quan thé ctia cac TBG gan dugc duy tri
bdi cac tin hiéu Wnt (cac gen cau triic lién quan ma hoa tiét ra cac protein truyén tin
hiéu) duoc cung cip bdi cac té bio ndi md trong tinh mach trung tm lién ké [68].

Mic du di c6 nhiéu yéu té 1am tac nhan biét héa TBGTM thanh té bao gan
da duoc khao sat. Co ché chinh xé4c cua qua trinh biét hoa thanh té bao gan van chua
dugc hoan toan sang to.

b. Sir dung héa chdt cam g biét héa

Modt sb hormone, cytokine, vitamin, cac ion Ca2+...mot s6 hoa chat hay st
dung trong cam ung biét hoa té bao nhu Dexamethason, Indomethacin,
Hydrocortison, TGF-A...v6i mot ham lwong va ty 1& nhit dinh tiy thudc vao mdi
mdt loai té bao. Cac hoa chit tac dong lén té bao lam té bao thay ddi sy biéu hién

ctia gen, hodc dong mot sé gen dang hoat dong va md mét sé gen chua hoat dong.
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Nhitng thay d6i nay din dén té bao bién d6i theo chiéu hudng phu hop véi kich thich,
va sé& tao thanh mot kiéu té bao chuyén biét nao d6. Ngoai ra, cac nhan td ting trudng
thu nhan tir cac dich mo cling dugc xem la chét biét héa dinh huong [69].

Tac dung DMSO di duoc danh gia 1a mot yéu té c¢6 kha ning biét hoa TBG
thanh té bao gan. Tuy nhién, viéc st dung DMSO van c¢6 nhitng khac biét trong mot
s6 nghién ctru. Dbi voi TBG phéi, theo Pal va cong sy (2012), hinh thai té bao c6
thé thay doi dang ké va mot sd gen dic trung cia té bao gan dugc biéu hién khi tién
hanh sir dung DMSO nhu mét tac nhan biét hoa [70]. Biéu déng chi ¥ 13 khi st dung
két hgp DMSO véi mot s yéu td phién ma thi sau 21 ngay xir Iy thi mot s6 chi thi
dic trung cua té bao gan d biéu hién [71]. Tuy nhién cho dén nay van con thiéu mot
phuong thirc dat hiéu thich hop nhét trong viéc sir dung DMSO nhu 13 mét tac nhan
dé biét hoa thanh té bao gan tir TBG cudng ron.

c. Biét héa bang cdc chat nén

Biét hoa bang cc chat nén dya vao su trong tac gitra té bao va chat nén trong
nudi cy té bao in vitro. Té bao hoat ddng nam trong chit nén ngoai bao ECM (Extra
cellular matrix). ECM c6 chtra cic hop chat cao phan tir nhu collagen, laminin,
fibronectin... Ngoai vai tro 1am cdu triic nhur mot gia thé cho céc té bao, ECM con ¢o
vai trd sinh Iy nhu mot vi méi trudng cia cac té bao. Mdi mé khac nhau c6 thanh
phan ECM cua riéng nd. Do d6, viéc bd sung ECM thich hop vao nudi cay in vitro
gitp cac TBG co thé biét hoa thanh cac té bao mong mubn [72].

Trong phat trién gan, mot sd yéu td ting truong (Grow Factor — GF) va cac
thanh phan ctia chat nén ngoai bao ECM dan dén sy biét hoa cuia té bao nhu mé gan.
Nhom nghién ctru cua Suzuki va cong sy da tién hanh céc thi nghi¢m dé kiém tra tac
dong tryuc tiép ciia GF va ECM trong biét hoa TBG thanh té bao gan. Két qua cho
thiy cac yéu t ting trudng té bao gan giy ra qua trinh chuyén doi albumin (ALB),
biét hoa TBG thanh té bao tién than gan. Sau d6 oncostatin M (OSM) day manh sy
biét hoa dé tryptophan 2-3 dioxygenase (TO) biéu hién trong té bio gan truong
thanh. Trong qua trinh chuyén d6i nay, ECM la can thiét dé biét hoa cac TBG va tién
chat, nhung hiéu tng ctia chiing chi 1a hd trg [73].

Chat nén ngoai bao ECM qua trung gian su khac biét biét héa TBG phoi nguoi
thanh cac té bao beta tuyén tuy, da thu duoc céc té bao chirc ning ma tiét ra insulin

dap g glucose trong mé hinh chudt bi tiéu duong. Tuy nhién chwa sang to nhitng
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tin hiéu sinh hoa va co ché dan dén su biét hda [74].

Tuong tac gitra TBG va chat nén ngoai bao ECM 1a diéu kién tién quyét dé
gay ra biét hoa tao dong té bao cu thé va duy tri chirc ning sinh hoc cia cac TBGTM
bang céch cung cap mot tap hop céc chat hda hoc va céc tin hiéu ciu tric. Céc té bao
trung md tuy xuong duoc nudi cdy trén hé théng ECM cho thdy mét hinh dang truc
6 kha ning ting sinh manh mé& va mot mtc do e ché cua céac loai oxy phan ng
trong té bao. Nhitng két qua nay chizng minh rang ECM c6 thé 1a mot phuong phap
hiéu qua dé tao thuan loi cho su truéng thanh cua gan.

d. Biét héa bang t6 hop cdc cytokine va héa chdt

Nguon té bao gan biét hoa tir cic TBG cam mg hoic TBGTM, nguon TBG
hién dién trong cac mo dé tiép can nhu moé md, méu va tiy xuwong. Chung co cac dic
tinh gidéng nhu TBG, c6 kha ning tu doi méi va da dang hoa, bao gom ca cac té bao
gan biét héa in vitro [75]. Trong hau hét cac phuong phap biét hoa, TBGTM c6 thé
dugc dinh hudng biét hoa thanh té bao co chirc ning gan thong qua cac giai doan
biét hoa (qua trinh biét hoa gay ra boi cac tac nhan FGF, HGF va céac thanh phan
khac) va giai doan truong thanh té bao gan (giy ra boi OSM va dexamethasone) dé
tao thanh mot kiéu hinh dic trung cia té bao gan chua trudng thanh [76].

Trong diéu kién in vitro, cac tac nhan trong trudng hop té bao duoc biét hoa
bdi cac cytokine chang han nhu yéu t6 ting truong té bao gan (HGF), yéu tb ting
truong té bao biéu bi (EGF), yéu td ting trudng nguyén bao soi (FGF), OSM, yéu t6
tang truong bién doi (TGF), yéu t6 ting truong gidng insulin (IGF), bFGF, yéu td trc
ché bach cau (LIF) va protein hinh thai xwong (BMP), c6 thé hoat héa té bao dé biét
hoa TBGTM thanh té bao gan [77]. Vi cac loai cytokine va cac hop chat hoa hoc da
cho thay nhiing tac dong nhat dinh d6i v6i sy biét hoa cia TBGTM, mot s6 co ché
ctia cytokine va su két hop cac giao thic cua cytokine di dugc kham ph4, trong khi
nhitng loai khic van chua rd rang [78].

Yéu t6 tang truong té bao gan (HGF) dong vai tro 14 tin hiéu khoi dau cia qua
trinh tai tao gan, HGF lién quan dén su phat trién noi tiét trong qué trinh phat trién
phoi thai [77].

Oncostatin M (OSM) 1a thanh vién phéan ho cua IL-6, OSM han ché hoat dong
clia cac té bao u 4c tinh A375 va c6 kha nang kich thich sy truéng thanh ctia céc té

bao nhu md gan va cham dirt chirc nang gan phoi thai.
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Yéu t6 te ché bach ciu (LIF) 13 mot thanh vién khac cua IL-6, lién quan dén
viéc thu nhan cac dic diém té bao gan trong qua trinh biét hoa tir té bao trung mé tiry
xuong nhu protein va biéu hién gen cta cac ddu hiéu gan. Protein hinh thai xuong
dugc xac nhan la c6 lién quan dén su diéu hoa té bao cua su tdng trudng, sinh san,
biét hoa va apoptosis ctia té bao gan. Mot thanh phan khéac 1a BMP-2,7 déng vai trd
quan trong trong viéc gitip TBGTM tao ra cac yéu t6 phién ma nhu Runx-2 va Osterix
[78].

Mot hop chit hoa hoc quan trong 1a dexamethasone (DEX), tao ra su biéu
hién ctia yéu t6 hat nhan 4 va CCAAT chat ting cudng protein alpha, hai yéu t6 nay
thudc vé yéu t6 hat nhan té bao gan va 13 yéu t6 phién ma quan trong gitp té bao biét
hoéa thanh té bao c6 chirc nang gan [78]. Su biéu hién ciia cac phan tir (rc ché ting
trudng té bao gan nhu thy thé chemokine CXC, cyclooxygenase 2 va yéu td gdy thiéu
oxy bi trc ché boi DEX. Qua trinh hoat héa TBGTM buéc vao con duong biét hoa
tao thanh té bao gan dugc mo ta ¢ hinh 1.11. Mot sb phan tr nho co thé thac déy sur
biét héa cia TBGTM thanh té bao gidng té bao gan duoc hoat héa bdi cac chat co
cAu trac phan tr nhd, céc cytokine. Sau do, cac chit nhu HGF, va OSM..... tiép tuc
thuc day qua trinh thanh thuc té bao gan. Cudi cing cac thanh phan nhu DAPT va
A8301 ngédn chan su bi¢t hoa cua té bao tién than gan thanh céc té bao churc nang

gan [79].
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thanh cia té bao gidng vai té bao gan [78]
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Trong sb tit ca cic cytokine va cac yéu td ting trudng nay, HGF, EGF, TGF
va aFGF 1a nhiing cytokine dugc sir dung nhiéu nhat dé nghién ctru biét hoa tao té
bao gan. Tuy nhién, HGF dugc xem la cytokine quan trong cho qua trinh biét hoa
trong giai doan phat trién sém ctia TBGTM nguoi thanh té bao gan [75]. Céc loai
khac nhau, ngudn phan 1ap khac nhau ctia cia TBGTM ciing duoc danh gia 1a tiép
nhan cac tin hiéu biét héa khac nhau [80]. Viéc kich thich cytokine tdi wu, lidu luong,
thoi gian va su két hop dé c6 hiéu qua biét héa cao nhat tir cac TBGTM nén dugc to
chtre khao sat theo cac ngudn va loai TBG (nhu TBG phéi, TBGTM tuy xuong hoic
TBG gan) [75]. Hién nay cong thirc cac yéu té ting trudng cytokine/ting truong tbi
uu duoc két hop nhau tao ra té bao gan van con ¢ giai doan phat trién chua hoan
thién [79].

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

Khi thuc hién déng nuoi céy, TBG va té bao di biét hoa tuong tac mat thiét
v6i nhau, dan dén sy truyén cac tin hi¢u phan tir mdt cach hi¢u qua gay ra sy biét
héa & TBG [72]. Nhom nghién ctru ciia Stecklum di st dung TBG mau cudng ron
ddng nudi ciy vai té bao alpha gan chuét AML12 [81]. So sanh hiéu qua mau mo té
bao bang cach tuong tac té bao truc tiép hodc boi cac yéu td hoa tan (soluble factors)
trong té bao gan. Nhom nghién ciru da bat chude in vitro cdy ghép tién 1am sang st
dung té bao cua con ngudi trong chudt. Két qua khéng c6 su thay doi 16n trong té
bao nhu céac hinh thai té bao ngoai trir c6 su hién dién cao hon mot sb cau tric quan
sat. Dong nuoi cdy dan dén sy biét hoa, ting biéu hién ctia SOX17, Cx32 va Cx43,
cling nhu CK8 biéu mo va CM19. Nhom tac gia ciing chi ra rang dé tig budc nghién
clru cam tng biét hoa té bao co thé sir dung phuong phap ddng nudi cy [81].

[ Biét héa bang phirong phdp chuyén gen

Phuong phap nay thudng duoc sir dung dé diéu hoa su biét héa TBG phoi.
Pua gen cin chuyén vao té bao nham bd sung mot s6 gen hoat dong vao hé gen cia
TBG phoi, khéi dong sy biét hoa TBG theo con duong tao thanh té bao chuyén hoa
mong mudn.

Mot s6 nghién ctru biét hoa cac TBG cudng rén thanh té bao gan da mo ra hy
vong cho hang tram triéu bénh nhan xo gan va ung thu gan [82], [83]. Pa c6 cong
b biét hoa thanh té bao gan tir TBGTM phan lap tir cudng rén do Ren va cong su

tién hanh (2010) [39], [84]. Mic du vay, van con c6 nhiéu diéu chua rd vé co ché
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biét hoa thanh t& bao gan tr TBGTM cudng rén. Gen HNF4a 1a mot trong sb cac
yéu t6 phién ma dang duogc tap trung nghién cru bén canh viéc thay doi méi truong
biét hoa str dung mét sb tac nhan nhu yéu t sinh trudng nhue FGF (Fibroblast Growth
Factor) hoac DEX,...

Hau hét trong co thé dong vat, tir dong vat bién cho dén co thé nguoi déu tim
thdy HNF4, day 1a mot trong nhitng receptor c6 tinh bao thu rit cao trong nhan té
bao [85], [86]. Trong tuyén tuy, rudt két, rudt non, gan, than déu thdy biéu hién
Protein HNF4o, tuy nhién biéu hién cua protein nay chiém da s trong gan [87].
Khoéang 100 gen trong d6 ¢ hepatocyte factor 1-alpha, mot yéu t6 phién ma diéu hoa
su biéu hién ctiia mot gen lién quan dén gan duogc biéu hién do su kiém soat ctia Protein
dugc ma hoa bdi gen HNF-4a. Trong sy phat trién cua gan, than va tuyén rudt, mot
trong nhirg gen dong vai trd quan trong duoc biét dén 1a gen HNF-4a. Trong qué
trinh dinh hudng biét héa thanh té bao gan, Gen HNF-4a di dugc chitng minh c6 thé
hoat dong nhu mot gen chi phdi trong céc tac nhan phién ma [6].

Mot s6 nghién ctru cho thay sy biéu hién qua muc cua HNF4a trong hé thong
nudi cdy TBG c6 thé dam bao cho su cam tng biét hoa thanh té bao gan va cac chirc
nang cia té bao giéng nhu té bao gan. Nhd do, cac té bao c6 bicu hién tong hop
HNF4o. s¢ kich hoat cac gen dac hi€u dinh hudng té bao gan khac va tang cuong
trang thai biét hoa cia TBGTM [88]. Tuy nhién, chua ¢ cong bd chinh thirc ndo vé
viéc tmg dung tic nhan HNF4a dé biét hoa TBG cudng ron thanh té bao gan cho dén
nay.
1.3.2.3. Tinh hinh nghién civu ting dung té bao géc trong biét héa va diéu tri cdc
bénh ly vé gan tqi 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 st dung phuong phéap biét hoa dua vao sy thay
d6i moi truong nudi cay. Nhom tac gia da chimg minh té bao gbe tir mang cudng rén
c¢6 kha ning biét hoa thanh té bao co chirc ning gan, cu thé té bao sau biét hoa biéu
hién céc chi thi ALB, AFP, CK18, CK19 va c6 kha nang du trir glycogen sau 21 ngay.
Tuy nhién, sy lya chon céac yéu t6 bd sung vao moi truong va thoi gian cam Gng can
duoc xem xét dé tang hi€u qua bi¢t hoa [89].

Niam 2014, Nguyén Thi Kim Nguyén va cong sy khao sat kha nang biét hoa

cia TBGTM bing cach bb sung hoa chit vao méi truong biét hda, nhdm nghién ctru
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d3 biét hoa duoc té bao giéng té bao gan in vitro tir TBG thu nhan tir md m& (Adipose-
Derived Stem Cells-ADSCs). Két qua 1a té bao giéng té bao gan véi nhitng biéu hién
gidng té bao nhu md gan vé mat hinh thai c6 thé duoc biét hoa tir ADSCs, ngoai ra
cac té bao nay ciing c6 kha nang du trir glycogen va biéu hién cac gen: CK18, CK19,
albumin, a-fetoprotein khac biét so véi nhém déi chang [90].

Nam 2015, Truong Thi Hai Nhung cuing nhoém nghién ctru tai Pai hoc Khoa
hoc Tu nhién — Pai hoc Qudc gia Thanh phd H6 Chi Minh da nghién ctu diéu tri
thuc nghi€ém bénh xo gan trén moé hinh chudt bi xo gan st dung li¢u phap TBG.
TBGTM dugc phan 13p va tang sinh tir moé m& chudt, sau d6 dugc cam ung va biét
hoa thanh té bao gan bang hoa chit va dich chiét té bao gan. Két qua cho thay,
TBGTM phan 1ap tir mé m& chudt c6 kha ning biét hoa thanh té bao giéng té bao
gan, st dung TBGTM véi liéu 5x10° té& bao/con cho hiéu qua diéu tri xo gan trén
chudt [91]. Tiép theo két qua nghién ctru nay, Nguyén Minh Thu va cong su (2021)
cling d3 tién hanh thi nghiém tiém TBGTM tir ddy rén véi lidu 5x10° té bao/con trén
chudt ton thuong gan do tic mat. Sau 12 ngay dicu tri, so vdi nhom ddi chung tiém
PBS, chudt tiém TBGTM c6 ty 1¢ séng cao (100%), giam ton thuong gan, giam dién
tich xo gan thong qua dién tich hoai tir trung binh 14 7,529%, su tich lily collagen
trong gan trung binh 1a 1,968% va ty 1€ duong tinh cta protein a-SMA la 1,427%
[92].

Trong nghién ctru 1am sang, ndm 2021, nhém tac gid Bao Truong Giang tai
hoc vién quan y cing céac bac si bénh vién Trung wong quan doi 108 da danh gia két
qua cta ghép té bao gdc tuy xuong tu than dé diéu tri xo gan mat bu do viém gan B
& 29 bénh nhan va diéu tri phac d6 chung cho bénh nhan xo gan. Thu thap 300ml dich
tay xuong, sau d6 loc khéi té bao don nhan, truyén vao qua qua dong mach gan. Cac
bénh nhan duogc theo dbi trong 12 thang va danh gia két qua dua trén xét nghiém cén
lam sang va thang diém theo ddi tinh trang xo gan (Child- Pugh, MELD ) tai thoi
diém 6 va 12 thang. Két qua ghép té bao gdc & bénh nhan xo gan budc dau cai thién
chtre ning gan, diém Child- Pugh, c¢6 thé mang lai hiéu qua ¢ bénh nhan xo gan mat
bu do virus viém gan B. Tuy nhién van can nhitng nghién ctru sau hon dé can bang
hiéu qua s an toan véi su ddi méi ciia nghién ciru cay ghép té bao gbc nham diéu tri

hiéu qua bénh gan giai doan cubi [93].



26

Vi nhitng wu diém cua té bao gdc trung mé cudng rén mang lai va nhimng loi
thé cta hé thdng Tet-On so véi cac hé théng biéu hién gen dugc diéu hoa khac. Dé
tai nghién ciru nay cua chung toi s& cung cap diy du cac thong tin vé kha ning biét
héa tao té bao co chirc ning gan tir nguon TBGTM phan lap tir cudng rén tré so sinh.
Dong thoi dé tai 1a nghién ctru dau tién biéu hién qua mic gen HNF4a bang viée sir
dung hé théng Tet-ON dé biét héa TBGTM cuéng ron thanh té bao biéu hién mot sb
dic trung cta té bao gan. Két qua cua dé tai s& gop phan cung cap thong tin vé kha
nang biét hoa tao té bao co chirc ning gan dé tir d6 co thé ing dung két qua vao huéng
tao té bao gan, thir nghiém dwoc pham ciing nhu mé rong nghién ctru & mirc do cao
hon vé co ché cta qua trinh biét héa nay, dé sir dung trong diéu kién in vitro va in

Vivo, cling nhu ung dung 1am sang.
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Chuwong 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
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2.2. Vat liéu, hoa chit nghién ciu
2.2.1. Mdu nghién ciru

Mau nghién ctru trong luan an thyc hién dudi su hd tro tir dé tai “Nghién ctu
biét hoa tao té bao chirc ning gan tir té bao gdc ngudi va chudt” - dé tai cip Vién Han
lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam ma s6: VAST.PL.03/16-17 d3 nghiém thu do
TS. Nguyén Vin Hanh chu tri, cam két thue hién ding nguyén tic vé dao dirc trong
nghién ctru.

Mau cudng rén duoc thu tir nhitng san phu khoe manh (thai ky du thang, c6
két qua am tinh véi cac xét nghiém sang loc bénh nhiém trung, bao gém virus HIV,
virus viém gan B, virus viém gan C, virus CMV va vi khuan giang mai) déng y hién
tang, dong ¥ qua phiéu tinh nguyén tham gia nghién ctru (phu luc 1). Ngudi hién ting
dugc giai thich ro rang vé muc dich st dung cua mau vat va viéc quan ly, st dung
cic mau vat dam bao tudn theo cac quy dinh vé y dirc trong ban cung cap thong tin
nghién ctru (phu luc 2). Danh sach ca nhan tinh nguyén tham gia nghién ctru (phu luc
3) tuan thu theo nguyén tic bao mat duoc thé hién trong bang cung cép thong tin
nghién cuu.

2.2.2. Pia diém nghién citu

Nghién ctru trong luan an dugc thuc hién tai Vién Cong ngh¢ sinh hoc — Vién
Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam, sé 18, Hoang Quéc Viét, Nghia Do, Cau
Gidy, Ha Noi.

2.2.3. Hoa chdt va cac bé kit si# dung

Héa chat: PBS (pH 7,4, Gibco, 15374875), DMEM/F12 (Gibco, 10565018),
DMEM low glucose (Sigma, D5523), FBS (Sigma, F4135), FBS (Pan Biotech, P30-
1302), BSA (Fatty acid free, Sigma, A8806) bFGF (Sigma, F3685), hEGF (E9644),
HGF (Sigma, H9661), L- glutamin (Sigma, G7513), Insulin-transferrin-selenium
(ITS-G, Gibco, 41400045), Penicillin/ Streptomycin (Sigma, P4333); Streptomycin
sulfate (Sigma S-9137), Penicillin-G (Sigma P-3032), Amphotericin (Sigma,
PHR1662), Doxycycline (Biobasic, DB0889), Ciprofloxacin (Sigma, 17850), DMSO
(Sigma, D2650), Colchicine (>95% HPLC, Sigma, C9574), Oil Red O (Merck,
1052300025), Alizarin Red (Sigma, A5533), L-ascorbic acid 2-phosphat (AsAP)
(Sigma, A8960), B- glycerolphosphate (Sigma, G9422), Dexamethasone (D4902),
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Oncostatin M (209aa, Sigma, SRP3130), Trichostantine A (Sigma, T8552), Trypsin
EDTA (0,25%, phenol red, Gibco, 25200056), Nudc (nuclease free, Sigma, W4502),
CO2 (Messer, R744), Hoechst 33342 (Sigma 14533), Hematoxylin (Mayer’s, Sigma,
MHS16), pTRE-tight-BI (Clontech, 631067), pTet-DualON (Clontech, 631112), Nsil
(New England Biolabs, R0127S), Pacl (New England Biolabs, R0547S), T4 DNA
ligase (New England Biolabs, M0202S), LB broth powder (Bio Basic, SD7002).

Cac bo kit sir dung: RNeasy Mini Kit (QIAGEN, 74104), QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN, 28704), QIAGEN OneStep RT-PCR kit (QIAGEN,
210212), GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, K0502),
Lipofectamine™ LTX Reagent with PLUS™ Reagent (Invitrogen, A12621), MSC
phenotyping kit (Miltenyi Biotec, 130-125-285), kit nhuém mién dich huynh quang
(Santa Cruz Biotechnology, INC), Periodic Acid-Schiff kit (Sigma, 395B).
2.2.4. Thiét bi nghién citu

Céc thiét bi nghién ctru duoc trinh bay trong Phy lyc 4.
2.2.5. Méi trwong thao tac, nudi cdy, bdo quan

Céac moi truong phan 1ap, nudi cdy TBGTM cudng rén, moi trudong dong lanh
té bao, mdi truong biét hoa tao té bao cé chirc niang gan dugce trinh bay trong Phu luc
5.
2.3. Phwong phap nghién ciru
2.3.1. Thu nhan, phan lgp va nhan nudi té bao

Mau cuéng ron duoc thu nhan ngay sau khi em bé duoc sinh ra, dung dich bao
quan dugc st dung l1a dung dich PBS c6 chira 100 IU/mL penicilin, 100 mg/mL
streptomycin (Sigma) va 0,25 mg/mL amphotericin (Sigma). Mau thu thap bao quan
& 4°C va duoc van chuyén ngay vé phong thi nghiém, sau d6 tién hanh cac nghién
clru trong vong 4 gio.

Pau tién, sir dung dung dich PBS cé b sung khang sinh rira mau cudng ron
2-3 lan. Sau d6 cat mau cudng rén thanh timg doan dai khoang 2-4 cm. Tién hanh
tach bo thanh mach (tinh mach, dong mach) ctua day ron roi tiép tuc cit cac doan
cudng rén nay thanh timg miéng nho. Cit cac doan mé cudng rén thanh cac manh mo
nho c6 kich thude 1-2 mm?3, sau d6 chuyén cac manh mé ndy vao dia nudi cdy mo 4
giéng (NUNC @15, dién tich nudi cy 1,9 cm?/giéng), mat d6 manh mo khoang 5-8

manh mo/giéng, dé riéng biét cho tig loai.
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Moi truong nudi cdy duoc sit dung 13 méi truong DMEM/F12 (GIBCO) ¢6 bd
sung 15% FBS, 10 ng/mL EGF, 10 ng/mL FGF, 1X insulin-transferrin-selenium
(ITS), 2 mM L-glutamine, (Sigma, Hoa K3). Cho 500 pl méi trudng nudi ciy vao
mdi giéng Nunc dia 4 giéng.

Cac mau md cudng rén dugc nudi ciy trong ta 4m & diéu kién 37°C, 5% COx,
ctr 3 ngay thi thay méi truong nudi cay. Khi khoang 60-80% dién tich bé mit dia nuodi
cay duoc té bao lan phu, thi tién hanh xir ly cay chuyén bang Trypsin/EDTA 0,25%
(Sigma, Hoa Ky), gieo lai té bao vao dia nudi theo ty 1& 1 thanh 3 v&i mat do 50.000
té bao/ml dé duy tri té bao.

2.3.2. Phwong phdp cdy chuyén té bao

Pau tién, tién hanh hit bé méi trudng cii, dung dung dich PBS 1X (2mL) rta
mau 2 lan. Sir dung 0,5 mL Trypsin EDTA 0,25% (Gibco, M) dé tach té bao ra khoi
bé mat dia, sau d6 U trong ti nudi cay 37°C, 5% CO- trong khoang 5 phut. Tiép theo
dé bat hoat Trypsin, bo sung 0,5 mL mdi truong nudi dé trung hoa Trypsin, tién hanh
ly tam v&i tbe d6 3000 vong/phut trong 5 phit & 25°C dé thu té bao. Hoa tan cin bang
moi truong nudi cdy (DMEM/F12), sau d6 chia déu huyén phu té bao (néng do
khoang 50.000 té bao/ml) sang céc dia nudi cdy méi. Thém cho dit 2 mL méi trudng
nudi ciy ¢ mdi dia.

2.3.3. Phuwong phdp déng lanh va gidi dong té bao

Té bao dugc dong lanh bang cach sir dung DMEM/F12 + 10% DMSO 1a moi
truong dong lanh. Cac té bao sau khi thu bang cach xir 1y v6i Trypsin EDTA 0,25%
(Gibco, M¥) nhu trén dugc dua vao moi truong dong lanh. Cac cong ra dong lanh
chtra té bao dugc giam nhiét do dan bang cach giir & 4°C trong 30 phut, 0°C trong 60
phut, -20°C trong 20-30 phat, sau d6 dugc bao quan trong binh chira Nito long
-196°C. bé dong lanh mau md, tién hanh gidm nhiét do béng cach dua cac 6ng
cryotube chira mau mé vao trong t -80°C dé qua dém, sau d6 ciing dugc bao quan
trong binh chtra Nito 16ng -196°C [94].

Pé giai dong té bao: dau tién cong ra dong lanh chira 150uL té bao duoc lay ra
khéi binh Nito 16ng, ngam trong nude 37°C trong khoang 30 gidy, cat hai dau cong va
chuyén té bao sang eppendorf 1,5 ml, b6 sung 1,5 mL méi trusng DMEM/F12 tron
déu miu bang pipette, ly tam thu té bao véi toc do 3000 vong/phut, bo dich va thu tia
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can té bao. Sau d6 bd sung mdi truong 1,5 ml méi trudng DMEM/F12, hoa tan cum
té bao rdi gico déu vao dia 4 giéng, nudi trong ti 37°C, 5% CO2 [95]. Bé giai dong
mau mo, sau khi duoc 1y ra khoi binh Nito long, ngdm dng cryotube trong nudc 37°C,
b6 sung 1,5 ml mdi truong DMEM/F12 tron déu bang pipette, sau d6 chuyén manh mo
1én dia petri va tién hanh cac thao tac phn 14p cit manh mé, rdi chuyén vao dia nudi 4
giéng Nunc @15 va nhan nudi té bao giéng miu mé tuoi nhu da mé ta.
2.3.4. Phwong phép nhugm nhiém sdc thé

Dia 4 giéng nudi té bao duoc bd sung 5 uL colchicine Stock/1 giéng trong 10
phut & 39°C (can lac nhe colchicine trudc khi cho vao giéng). Sau d6 hit bo dich trén,
rira mau bang 2mL PBS 1X trong 2 lan. Sir dung 0,5 mL Trypsin EDTA 0,25%
(Gibco, M¥) bo sung vao dia nudi cdy, sau d6 U trong ti nudi cdy 37°C, 5% CO
khoang 5 phut, bd sung 0,5 mL moi truong bat hoat Trypsin dé tach té bao ra khoi bé
mit dia nudi. Hat dung dich va té bao ra ly tim 1000 vong/phut trong 10 phut, loai
b6 dich ndi, thu can. Cho vao 9 mL méi trudng nhuoc treong hypotonic, t 15 phit ¢
37°C. Sau d6 hat bé mdi trudng nhuge truong. Tiép theo cho 2 mL moi truong cb
dinh, dé 15 phuat trong ngin da ta lanh. Ly tam 1000 vong/phut trong 10 phat, hit bo
moi truong cii. Thém moéi truong ¢d dinh méi, dé 15 phut trong ngan da ti lanh. Tiép
tuc ly tim 1000 vong/phut trong 10 phut, hut b méi trudng cii. Cudi cing, thém moi
truong cd dinh, hoa tan hét cin té bao roéi nhd dung dich chua té bao xudng lam kinh
tir d6 cao 50 cm, ddy 1a do cao phu hop dé té bao va, giai phong nhiém sac thé ¢
khoang cach vira phai c6 thé quan sat duoc, sau d6 dé mau qua dém. Kiém tra bang
cach nhudém Giemsa 5% trong 15 phut, nhiét d6 phong, quan sat dém bo nhiém séc
thé trén kinh hién vi.
2.3.5. Phuwong phdp ddnh gid tiém néng biét hda cia té bao phan lgp dwoc
2.3.5.1. Phuong phdp biét héa té bao mé

Té bao sau khi phat trién kin 60-80% bé mat dia nudi ¢ lan cay chuyén thi
5-7 duoc nudi trong mdi truong cam Gng tao md: DMEM/F12 (Sigma) bo sung
10% FBS (Gibco), 1% khang sinh (Sigma), 0,1 uM Dexamethasone 100X (Sigma),
500 uM 3-Isobutyl-1-methylxanthin  1000X (IBMX) (Sigma), 200 pM
Indomethacin 1000X (Sigma), 1 pM Insuline 100X. Nudi cdy trong khoang 21-28
ngay va thay mdi truong 2 1an/tuan. Su biét hoa dugc ghi nhin khi quan sat dudi

kinh hién vi & d6 phong dai 200X thiy c6 su xuat hién cac giot m& nho. Céc té bao
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tao md con dugc xac dinh dua vao phuong phdp nhudm véi thuéc nhuém Oil red
(Merck) [72].
2.3.5.2. Phwong phdp biét héa té bao nguyén bao xwong

Té bao sau khi phat trién kin 60-80% bé mit dia nudi & lan ciy chuyén thu
5-7 duoc nudi trong mdi treong cam tng tao té bao nguyén bao xwong: DMEM
10% FBS c6 b sung 0,1 uM Dexamethasone 100X (Sigma), 100 uM L-ascorbic
acid 2-phosphat (AsAP) (Sigma) va 10 mM B- glycerolphosphate (Sigma). Nudi cay
trong khoang 14-21 ngay va thay méi truong 2 1an/tuan. Sy biét hoa duoc danh gia
thong qua kha ning tich tu cua calcium trong chit nén nho phuong phap nhudém voi
thudc nhudém Alizarin Red (Sigma) [72].

2.3.6. Phwong phdp dinh gid dic trung té bao goc ciia té bao phan lip dwoc
2.3.6.1. Phwong phdp dém té bao trong dong chdy

Viéc danh gia TBGTM dugc thuc hién bang phuong phap dém té bao qua
dong chay (flow-cytometry) phan tich sy biéu hién mot s6 protein bé mit cia té bao
1a cac ddu 4n cum biét hoa CD (cluster of differentiation) dic trung cho TBGTM. Cac
budc thuc hién st dung theo kit MSC Phenotyping (Miltenyi Biotec Inc., M¥).

Cac TBGTM sau khi cdy chuyén ting sinh duoc thu nhan bang cach xur 1y véi
Trypsin EDTA 0,25%. Huyén phu té bao don dugc ly tim ¢ téc d6 3000 vong/phut
trong 5 phut, sau d6 dugc chia mdi loai té bao trong 2 6ng eppendoft va chinh vé mat
d6 1x108 té bao trong 10 uL dé nhudém voi khang thé hdn hop cac ddu 4n. BS sung
100 pL dung dich dém (PBS+ 0,5% BSA+2 mM EDTA) vao mdi dng. M4t d6 té bao
khoang 1x10%/mL dwgc nhudém véi 10 pL khang thé twong tGng (10 pL MSC
Phenotyping Cocktail vao éng 1, 10 uL Isotype Control Cocktail vao 6ng 2). Mau
duoc tron déu béng pipet, va i ¢ nhiét d§ 2-8°C trong tho1 gian 10 phut, tranh anh
sang. Sau do, cac té bao dugc rira bang cach thém 1 - 2 mL dung dich dém (PBS+
0,5% BSA+ 2 mM EDTA) va ly tdm 3000 vong/phut ¢ 4°C trong 10 phut, loai bd
dich ndi, b6 sung 500 pL dung dich & trén vao mdi éng té bao dé dem di phan tich.

Tat ca cac mau duoc phan tich trén may FACSCalibur va phan tich bang phan
mém CellQuest Pro (BD Bioscience, My). Phan tich CD90-FITC duogc doc & kénh
FL-2, phén tich CD105-PE duogc doc ¢ kénh FL-3, phén tich CD73-APC dugc doc &
kénh FL-6, va cac d6i chtirng am CD14-/CD20-/CD34-/CD45-PerCP duoc doc ¢ kénh
FL-4. C4c dau 4n bé mit dé dinh danh TBGTM bao gém: CD73, CD90, va CD105.
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2.3.6.2. Phuong phap RT-PCR (Reverse Transcription-PCR)

Pé danh gia cac dic trung cia TBGTM cudng ron cia té bao thu nhan sau
nuoi céy va tinh 6n dinh cta céc thé hé té bao dugce tao ra, cu thé la qua cac lan céy
chuyén PS5, P10, P15, P20; céc chi thi phan tir dac trung cia TBGTM 1a CD73, CD90,
CD105 dugc ching t6i sir dung dé danh gia.

Thu nhan toan bd té bao trén dia nudi va st dung bd kit RNeasy Mini Kit
(QIAGEN, Ha Lan) dé tach RNA tong s thong qua cac budc tién hanh lam theo
huéng dan cia nha san xuat nhu sau:

- Loai bo mdi truong ban dau trong dia nudi, sau do rira té bao bang PBS, va
thu té bao bang viéc xir 1y véi trysin EDTA 0,25%. Sau khi cac té bao tach khoi dia
nudi, bd sung méi truong DMEM/F12, sau d6 chuyén toan bd sang éng eppdolf
1,5ml. Ly tdm 3000 vong trong 5 phat. Bo dich noi.

- Ong eppdorf chira t& bao sau khi ly tim duoc bo sung 350ul dém RLT va
tron déu bang pipet. Ly tam 13000 vong/ phut trong 3 phdt.

- B6 sung 350ul ethanol 70% dé tia RNA bang cach tron déu bang pipet,
khéng ly tam.

- Chuyén 700l dung dich trén sang dng eppendorf RNeasy mini spin column
(qua cdt loc), ly tam 13000 vong trong 15 gidy. Bo dich ¢ dudi cot loc.

- Rira bang cach hat 700ul dém RW1 1én trén cot loc va ly tam 13000 vong/
15 gidy. Sau d6 bo dich phia dudi cot loc.

- Chuyén cot loc RNeasy column sang éng eppendorf méi. Cho 500ul dém
RPE vao ¢dt loc, va ly tam 13000 vong/ 15 gidy. Bo dich phia dudi cot loc.

- Hut tiép 500 pl dém RPE cho vao cot loc. Ly tim 13000 vong/ 2 phut dé
lam kh6 mang loc. Bo dich phia duéi cot loc.

- Cubi cung chuyén cot loc eppdorf 1,5ml méi; va hit 501 RNase-free water nho
vao mang cot loc. Ly tam 13000 vong/ 1 phuat. Hut dich trong eppdorf thu dugc nho 1én
mang cdt loc, va ly tam mot 1an nita. Dich thu duoc chira RNA téng s6 can thu. Két qua
la 501 RNA tong s thu duoc

Bang nhitng cip mdi dic hiéu duoc thiét ké theo Chen va cong su 2010 (bang
2.1), tién hanh chay RT-PCR dé kiém tra biéu hién ctia cac chi thi phan tir cling nhu
céc chi thi doi chimg am trong té bao v&i khuon 1a san pham RNA da thu duge & trén
[88].
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Bdng 2.1. Thanh phan phan ¢tmg RT-PCR

STT Thanh phan Thé tich Nong d6 cudi
1 | 2X PCR Master Mix 25 ul 1X
2 | Moi xubi (10 pM) 1 ul 0,4 mM
3 | Méi nguoc (10 uM) 1 ul 0,4 mM
4 | RNA khudn 1 pl 1,0 - 2,0 ug
5 | Nudc khong chira Rnase 22 ul -
Tong thé tich 50 ul

Bdng 2.2. Trinh tu oligonucleotide cac moi dugc st dung dé danh gia dic trung

TBG va chi thi chirc ning té bao gan [88]

Chi thi Moi xuoi Moi ngwgc

CD34 STAAAACGTGTTGCCTTGAACC-3” 5-AAGCCATGGAGATCAGAGGA-3°
CD73 | 5-CCTGCTCAGCTCTGCATAAGTA-3 5-CCCTATTTTACTGGCCAAGTGT-3
CD86 5-TCCTGGCTGAGAGAGGAAGA-F 5-AGACTGCCCCATCCCTTAGT-3
CDog 5S-TTTGGCCCAAGTTTCTAAGG-3° 5-AGATGCCATAAGCTGTGGTG-3°
CDI05 | 5-TCCAGCACTGGTGAACTGAG-3 5 TGTCTCCCCTGCCAGTTAGT-3’

Eras S-GCAAGGTCCTGTAGGGAGAA-F 5 -GCAGCTTTGAAACCCAAAACT
Oct—1 | 5°-GCAACCCTGTTAGCTTGGTC-3° 5 -CTCTCCTTTGCCCTCACAAC-3°
GATA4 | 5-CCAGAGATTCTGCAACACGA-3° 5 ATTTTGGAGTGAGGGGTCTG-3°
TAT 5-TGAGCAGTCTGTCCACTGCCT-3° 5-ATGTGAATGAGGAGGATCTGAG-3
HNF4a | 5"-ATGGTCAGCGTGAAC-3" 5-ACTTCCTGCTTGGTG-3°

GoFP 5 -GCTGGAGTCCTGTCAGGCATTGC-3° 5-TAGAGCTGAGGCGGAATGGGAG-3
ALB | 5-CCAGAAGACACCCTCCAAAGGAC-3’ | 5-AACGATGTGGAGTTCACGG-3’

AFP 5 -TGCAGCCAAAGTGAAGAGGGAAGA-3" |5-CATAGCGAGCAGCCCAAAGAAGAA-S

Céc hoa chat chay RT-PCR duoc 14y theo bo kit OneStep RT-PCR Kit cua
hang QIAGEN (Ha Lan) v6i chu trinh nhi¢t nhu sau: 50°C/30 phut; 95°C/3 phut;
(95°C/30 gidy; 57°C/45 gidy; 72°C/1 phut) x 30 chu ky; 72°C/10 phuat. Tt ca san

pham RT-PCR déu dugc dién di kiém tra trén gel agarose 1,5%.

2.3.7. Phwong phdp dinh gid toc dé ting truwéng té bao

S6 luong té bao duge dém bing cach thu bing bang Trypsin EDTA 0,25%

trong 3-5 phat, trung hoa baing DMEM va ly tam véi téc dd 3000 vong/phit. Sau d6

dugce nhudm voi Trypan 0,4% va dém bang budng dém té bao Neubauer.
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. N . .
SO lugng TB dugc tinh theo cong thuc: C = 7 Trong d6 N: s6 luong TB da dém
dugc trong buéng dém; V: thé tich dém (ml); C: mat do té bao (TB/ml). Buéng dém
Neubaeur c6 thé tich 0,1mm® = 1.10 ml do d6 céng thuc tinh 1a: C = N x 104/ml.
Ty 1& sdng sot cia té bao dugc tinh bang cong thirc sau:

ng so té bao séng

Té bao séng (%) = — x 100 (%)

Téng s6 t& bao

Pé danh gia toc do ting trudng cua té bao trong 7 ngay lién tiép. Té bao duoc
gieo & mat do ban dau 1a 5x10* té bao/ giéng trong dia nudi 4 giéng. Tong sb té bao
duge dém tai mdi ngdy, tir ngdy 1 dén ngay 7 ciia qué trinh nudi ciy. Thi nghiém
duoc lap lai 3 1an.

Pé danh gia tbc do nhan doi té bao, chung t6i dém s luong té bao & mdi lan
ciy chuyén sau mdi 36 gid. Mat do té bao nuoi ban dau & mirc 1x10° té bao/ giéng
trong dia nudi 4 giéng. Thi nghiém duoc 1ap lai 3 1an v6i mdi 1an cay chuyén.

Thoi gian nhan d6i dugc tinh nhu sau: PDt = %. Trong d6 PDt: thot gian
nhan doi té bao; t: khoang thoi gian sau mdi 1an dém (t =36); PD: mat do té
bao nhan 1én trong thoi gian t (PD = [logio(NH)-log1o(NI)]/I0g10; NH: s6 té bao
& lan thu dém, NI: s6 té bao ban dau) [96].

2.3.8. Phuwong phdp biét héa tao té bao c6 chirc ning gan
2.3.8.1. Phuong phdp xir Iy biét héa bang DMSO

Dung moéi trudng nudi cod bo sung DMSO ¢ cac néng do 0,01%; 0,1% va 1%
d6i voi té bao ¢ 1an cay chuyén thir 3, tién hanh nudi nhu binh thudng trong vong 3
ngay, c6 ddi chirng 4m va dbi chimg dwong. Sau d6 cir mdi 3 ngay/1 1an, té bao duoc
thay bang moi trudng trén. Sau cac khoang thoi gian 10 ngay, 20 ngay, 30 ngay, té
bao xir Iy DMSO duogc tach ra tir dia nudi cdy bang Trypsin EDTA 0,25%, 37°C, 5
phut, sau d6 duoc tach RNA tong s6 va chay RT-PCR véi cac cip moi dic hiéu cho
TBGTM va té bao gan. O cac mau té bao khong duoc xtr 1y véi DMSO (dbi ching
am) thi ciing dugc tach theo cach tuong tu. Nhitng dia nudi cy con lai, tiép tuc duoc
duy tri va nudi cdy dé phuc vu cho 1an danh gia tiép theo. Dé danh gia muc do twong
ddng, chung t6i ciing st dung cac chi thi trén véi té bao ung thu gan HepG2 (d6i
chting duong) dé so sanh.

2.3.8.2. Phirong phdp xir Iy bang t6 hop HGF, dexamethasone va oncostain M



36

TBG cudng rén duogc gieo vao dia 4 giéng (5x10° té bao/giéng), méi truong
nuéi DMEM/F12 dugc bo sung cac chit véi ndong d6 twong tmg: huyét thanh bé
(FBS): 15%, yéu td ting truong biéu mo tai to hop ngudi (hEGF): 20 ng/mL (Sigma),
yéu t ting truong nguyén bao sgi nguoi tai to hop (bFGF): 10 ng/mL (Sigma), 1%
Glutamax, 1% streptomycine/ampiciline, 50 mg/mL Insulin-Transferrin-Selenium
(ITS, Sigma). Té bao duoc nudi trong diéu kién 37°C, 5% COx.

Sau 2 ngay nudi ciy, khi té bao dat 60-80% dién tich bé mat dia nudi, moi
treong nudi duoc thay bang moi truong biét hoa I, 1a méi trudng nudi & trén, bd sung
thém 20 ng/mL yéu t6 ting truong té bao gan (HGF, Sigma), | mM/L Dexamethasone
(DEX) (Sigma). M6i truong duge thay méi sau mdi 3 ngdy. Sau 2 tuan nudi bang
moi trudng biét hoa 1, tién hanh thay moi trudng biét hoa II. Mbi truong biét hoa 11
¢6 thanh phan tuong ty moi trudng biét hoa I nhung bo sung thém oncostain M (OSM)
v6i nong do 20 ng/mL (Sigma) [97].
2.3.8.3. Phuong phdp biét héa bang té hop HGF, trichostantine A va oncostain M

Céc TBGTM cudng ron & 1an cay chuyén tht 3 trd 1én dugc nudi trong dia 6
giéng méat d6 dat 70% bé mit dia. Biét hoa tao té bao gan dugc thuc hién béng cach
sit dung phuong phép 2 budc. Trong budc dau tién kéo dai 7 ngay, té bao dugc nudi
ciy trong mdi trudng bao gdm DMEM bd sung 10% FBS, 20ng/mL IGF (Sigma), 20
ng/mL HGF (sigma) va 107 M/L Trichostantine A (Sigma). O giai doan tht hai,
oncostatin M (Sigma) duoc bo sung vao mdi trudng nudi cay ¢ nong d6 10 ng/mL va
tiép tuc cho dén ngay thu 21. Mbi truong nudi cay duoc thay 2 1an mdi tuan. Panh
gia qua trinh biét hoa duoc thuc hién bang quan sat hinh thai té bao va cac k¥ thuat
khac ¢ ngay thir 7, ngay thu 14 va ngay tha 21 [98].
2.3.8.4. Phirong phadp biét héa bang chuyén gen HNF4a
Chudn bi vector mang gen HNF4a

Vetor mang gen HNF4a duoc chuan bi theo phuong phap gan vao hé thong
cai tién cam tng biéu hién gen Tet-ON (viét tit 12 hé thong Tet-ON). Pay 1a mot hé
thé)ng biéu hién gen muc dd cao trong té bao voi sy kiém soat chit ché. Gen dich sé
biéu hién muc do cao trong té bao khi c¢6 mit yéu té cam ting Doxycycline (Dox) [8].

Pau tién gen HNF4o dugc chuin bj nhu mo ta cia Chen va cong su (2010)
[89]. Pé tién hanh chén doan gen HNF4a vao vector TetON, san pham cit tir vector

mang gen HNF4o tong hop bang enzyme Nhel va Pacl nhd xuc tic cta enzyme T4



ligase (BioBasic, Canada) duoc gin véi vector tach dong pTRE-tight-Bl (Clontech,

Nhat Ban) ¢ 22°C trong 30 phat. Str dung phuong phap sdc nhiét dé bién nap san

pham gin vao té bao E.coli DH5a. Sir dung enzyme cit Nhel va Pacl kiém tra san

phém DNA plasmid tach dugc tir cac khuén lac trén dia bién nap, sau do dién di kiém

tra trén gel agarose 1,0%. Tiép theo dé tach doan gen HNF4a, DNA plasmid cé chira

gen HNF4a duoc cit bang cip enzyme Nsil va Pacl. Poan DNA plasmid thu dugc

nay sau d6 duoc chuyén sang hé thong Tet-ON dé duoc vector cudi pTRE-HNF4a-

ON.
B a0 OO 4T
CMV IE Promoter pUC ongin
Tet:On Advanced DalyA signal
Hinh 2.2. Céu tric vector pTRE-HNF4a-ON
Cac cap mdi dugce thiét ké duoc mo ta & bang 2.3.
Bang 2.3. Cac cip mdi dugc thiét ké dé chuan bi vector mang gen HNF4a
Tén moi Trinh tu thiét ké
Nhel-HNF4a-F | 5’-CCAATG CATATGGTCAGCGTGAACGCGCCCCT-3’
Pacl-HNF4a-R | 5-CCTTAATTAATTCTAGATAACTTCCTGCTTGGT-3’
Nsil-Tet.On-F 5’-CCAATGCATTTATCGATGCGGCCGCTCAG-3’
Pacl-Tet.On-R | 5’-CCTTAATTAATTCTAGATAACTTCCTGCTTGGT-3’

Bang 2.4. Ty 1é thanh phan phéan tng cat cia HNF4o va pTRE-Tight-Bl

bang 2 enzyme Nhel va Pacl

STT Thanh phén HNF4a pTRE-Tight-BI
1 Enzyme Nhel 2,0 uL 2,0 uL
2 Enzyme Pacl 2,0 puL 2,0 puL
3 NE Buffer 1.1 5,0 uL 5,0 uL
4 Template 20,0 uL 20,0 uL
5 Water 21,0 pL 21,0 pL
6 Tong 50,0 pL 50,0 pL
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Bdng 2.5. Ty 1é thanh phan phan Gmg cit ctia pTRE-Tight-Bl-HNF4a va pTet-
DualON bang 2 enzyme Nsil va Pacl

. pTRE-Tight-
STT Thanh phan pTet-DualON
BI-HNF4a
1 Enzyme Nsil 2,0 L 2,0 L
2 Enzyme Pacl 2,0 puL 2,0 puL
3 NE Buffer 2.1 5,0 uL 5,0 uL
4 Template 20,0 pL 20,0 pL
5 Water 21,0 L 21,0 L
6 Tong 50,0 pL 50,0 pL

Phwong phdp chuyén vector tdi t6 hop vdo té bao goc

Str dung bo kit Lipofectamine® LTX DNA Transfection cua hang Invitrogen
(M¥) dua vector biéu hién pTRE-HNF4a-ON tai t6 hop chita gen HNF4a vao trong
TBGTM cuéng ron. Thue hién cac budce theo huéng dan ciia nha san xuét. Két thuc
qua trinh chuyén gen, té bao dugc chuyén sang nudi trong moi trudong DMEM low
glucose (1g/L), bo sung 5 ng/mL EGF (epidermal growth factor), 10 pg/mL
ciprofloxacin, 50 mg/mL streptomycin, 50 IU penicillin, méi truong ciing bao gom
10% FBS (fetal bovine serum). Thoi gian nudi cay 3 ngdy trong ti am & diéu kién
37°C, 5% CO,. Sau d6, méi trudng nudi cdy s& duge bo sung Doxycycline ndng do
200 ng/mL trong 24 gid nudi cay tiép theo dé hoat hoa biéu hién ctua gen HNF4a.
2.3.9. Phwong phdp dédnh gid cdc chi thi ciia té bao sau xit Iy biét héa
2.3.9.1. Pdnh gid bang chi tiéu hinh thdi va nhuém mién dich

Pé nhudm mién dich huynh quang, dia nudi cay duoc hit bé hét méi trudng
nudi cii ra, dung méi trudng rira té bao rira nhe té bao. Sau do6, dung dung dich 4%
paraformaldehyde c¢b dinh mau trong 1020 phiit & nhiét d6 phong, rdi rira lai 2-3 1an
bang méi trudng rira té bao. Tiép theo, dé tao tinh thim trén mang té bao, tién hanh
nhudém mau véi 0,1% Triton X-100 c6 mit PBS trong 15 phut 16i rira lai véi PBS,
sau do blocking v&i 3% BSA trong PBS voi 0,1% Triton X-100. Sau d6 cac dia mau
dugc U voi khang thé don dong trong b kit clia hang Santa Cruz Biotechnology, INC
bao gom: ALB(E11): sc-271604, AFP(C3) sc 8399 va HNF4A(H-1): sc374229 (duoc
pha loang ty 1& 1:300 trong PBS) trong 1 gio. Tiép theo, té bao duge nhudom véi khang
thé thtr cdp gan huynh quang (goat anti-mouse IgG-FITC, sc-2359). Cé thé nhuém
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Hoechst hodc DAPI dé danh gia nhan té bao. Dé khang thé phat huynh quang, chung
t6i st dung budc song kich thich 1a 488 nm. Sir dung kinh hién vi Nikon Ti2 dé thu
dugc phd huynh quang phat ra ¢ dai budce song tir 450 dén 605 nm.

2.3.9.2. Pdanh gid cdc chi thi phan tr bang RT-PCR (reverse transcription-PCR) va
gPCR (quantitative PCR)

Céc té bao da biét hoa duoc danh gia bang cac chi thi phan tir ALB, AFP
HNF40, G6P, day 1a cac chi thi dic trung chirc ning cua té bao gan va cac chi thi ndy
cling dung dé danh gi4 tinh 6n dinh cua cac khdi té bao tao ra. Toan bo té bao trén dia
nuoi1 trudc va sau chuyén gen dugc thu nhan lai va tién hanh tach RNA téng sb thong
qua bo kit RNeasy Mini Kit ciia haing QIAGEN (Ha Lan), cac budc tién hanh lam
theo hudng dan cua nha san xuat. Sau d6 chay RT-PCR theo huéng dan bo kit
OneStep RT-PCR Kit cua hang QIAGEN (Ha Lan). Céc budc thuc hi¢n nhu mo ta &
phan 2.2.6.2. khi thuc hién RT-PCR v&i TBGTM. Tt ca san pham RT-PCR déu duoc
dién di kiém tra trén gel agarose 1,5%.

qPCR dugc tién hanh vai nhdm té bao biét hoa bang chuyén gen HNF4a duoc
thuc hién bai hé thong Real time PCR tu dong Rotor-Gene Q Splex-HRM System
(QIAGEN, Hilden, Pirc). B-actin da duoc st dung 1am gen tham chiéu dé chuan hoa
va dinh luong biéu hién gen. Cac chi thi dugc danh gia 1a AFP, HNF4a, CYP4a,
ALB, danh sach cac doan mdi dugc thé hién & bang 2.6.

Bang 2.6. Cac doan moi dugce sir dung trong qPCR

Mbi Moi xudi Mbi ngugc Nhigt Ngudn
do gin tham
moi khao
(Tm)

AFP 5°-TGCAGCCAAAGTGAAGAGGGAAGA-  5'- 58°C (Chen va

3’ CATAGCGAGCAGCCCAAAGAAGAA-3’ cong s,

2010 [88]

HNF-4 5- 5- 62°C Chen va
S,T GCTCGGAGCCACAAAGAGATCCATG: A1 ATCTGCCACGTGATGCTCTGCA-3 cong  su,

2010 [88]

CYP3A4  5-CCAAGCTATGCTCTTCACCG-3’ 5’-TCAGGCTCCACTTACGGTGC-3’ 54°C (Hata va
cong s,

2020) [99]

ALB 5-TGCTTGAATGTGCTGATGACAGGC-3’  5-AAGGCAAGTCAGGGCATCTCATC-  58°C Chen va
3 cong  su,

2010 [88]
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Déi voi méi mau, mdi gen duoc thuc hién ba lan. Mdi phan tng qPCR bao
gom 20 ng cDNA véi 10 pmol/L mdi cu thé va 7,5 ul. GoTag® gPCR Master Mix
(Promega, USA), téng thé tich 1a 15 uL trong mdi éng. Cac éng duoc lam néng trong
3 phut ¢ 95°C, sau d6 20 giay ¢ 95°C, 30 giay ¢ nhiét d0 Tm tuong ing va 30 gidy &
60°C trong 40 chu ky. Pinh lugng biéu hién gen twong ddi duoc tinh todn va phan
tich bang phan mém Relative Expression Software Tool (REST) 2009 [100].

Trude khi tién hanh, duong nén va chu ky ngudng (Ct) va hiéu suit PCR do
phan mém Q-rex v1.0 (QIAGEN, Hilden, Pirc) cung cap di dugc st dung dé do ty 16
biéu hién cua mau thir nghiém so véi cac bién phap kiém soat bang phuwong phap
Pfaffl (Pfaffl, 2007), mtc do biéu hién & cac mau 1 gidng nhau véi do 1éch chuan
Ct<1, mtrc d¢ tin cay la 0,05 [101].
2.3.9.3. Badnh gia kha nang tich triv glycogen

Phan tich Glycogen tich lily trong té bao bang phwong phap nhudém Periodic
Acid-Schiff (PAS). Dé tién hanh nhuém PAS, moéi truong nudi duoc loai bo khoi dia
nudi cy va céc té bao dugc rira 3 1an bang PBS. Sau d6, c¢b dinh cac té bao bang dung
dich 4% paraformaldehyd trong 30 phut. St dung bo kit Periodic Acid-Schiff kit
(Sigma) d¢é tién hanh qua trinh nhudém. B6 sung axit periodic 10g/L trong 10 phut sau
d6 rira 3 1an bang nudc cat (ddH20), tiép theo thém chat thir Schiff trong 15 phut. Té
bao dugc rira trong nudc cat trong 10 phit va quan sat két qua nhuém mau duoc quan
sat dudi kinh hién vi dao ngugc.
2.3.10. Phwong phdp xit Iy sé liéu

S6 liéu duoc xir 1y thong ké sinh hoc trong chuong trinh Excel, sir dung phan
tich T-test. Thong ké c6 ¥ nghia khi so sanh sy khac nhau gitra cac s6 liéu véi gia tri

P < 0,05 va dugc thé hién bang TB + SEM trong cac thi nghiém lap lai.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Thu nhan, phan Iap, nhan nudi in vitro TBGTM tir miu cudng rén

3.1.1. Thu nhdn, phan Idp té bao géc tir m@nh md cuéng ron

Poan day ron duoc dit trén dia nudi c:?iy sau khi duoc rira sach, loai bé thanh
mach, sau d6 dugc phan tach thanh cdc manh mo sau d6 dit 1én dia nudi cdy. Phan
ciu trac bén trong md cudng ron duoc cit nho (kich thude 1-2 mmd) bang dao mo.
Cac mau md cudng rdn co kich thuée khoang Imm?® duoc nudi trong cac dia nudi 4
giéng (NUNC), trong méi truong DMEM/F12 b6 sung cac thanh phan khac (Hinh
3.1).

Hinh 3.1. Phén lap té bao gbc cudng rén tir manh mo

A) Miu mé cudng rén; B) Thao tac phan 1ap manh mo cudng rén trén dia nudi;
C) Pia nhan nudi té bao
Két qua theo ddi ching tdi quan sét thay cac té bao két dinh trén bé mit dia
thong qua té bao moc ra & ria cua cac manh md tir ngay nudi ciy thi 14 (Hinh 3.2),
tuy nhién sé luong t& bao con rat it, quan thé té bao dang nguyén bao soi (t& bao dai
va mong, thuén nhon hai dau, c6 mét nhan tron 16n chira mot hach nhan) duoc cho la

TBGTM c6 ty 1¢ kha it trong quan thé ban dau khi méi phan 14p.
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Hinh 3.2. Té bao bit diu moc tir manh mé cudng rén sau khi phan 1ap bang phuong
phép nudéi manh méd (DY phéng dai 40X)

Dé danh gia toc do phat trién ciia té bao thi do bam dinh ciia manh mé la mot
chi tiéu rat quan trong. Té bao s& lo ling trong mdi truong néu manh mé khong bam
dinh, va nhu thé t& bao s& rat nhanh chét [72]. Két qua phan 1ap cia chung t6i cling
tuong tu so voi mot sd bao cao di cong bd. Mennan va cong su (2013) da bao céo
két qua so sanh cac phuong phap phan lap TBG tir mau day rén. Véi phuwong phap
bam nhé mau diy rén thanh cdc manh nhé va sau d6 nudi ciy trong moi trudng co
ban b6 sung moi truong nudi duge danh gia 1a twong ddi don gian va khong ton kém,
nhung doi hoi thoi gian kéo dai dé cay ghép (thudng 1 20-30 ngay) vi mirc thip hiéu
qua bam dinh ctia mé va sy di chuyén cham cua céc té bao ra khoi mo ban dau
(khoang 5-10 ngay) [102]. Pé khic phuc nhitng nhuoc diém nay, Lu va cong su
(2017) da tién hanh thu lai manh mo da xuat hién té bao va nudi lai trong dia nudi
khac. Qua cach lam nay d3 ting duogc s6 luong té bao véi chat lugng khong thua kém
tir 1an phan lap dau va va nhimg 1an nudi sau cho c6 thdi gian t& bao moc ra nhanh
hon [103]. C4c céch lam trén déu phan 1ap duoc TBG c6 chat lugng dat yéu cau.

Tiém ning ting sinh cta té bao khi dugc nudi trong méi truong DMEM/F12
¢6 bd sung FBS 10% cao hon so véi khi nudi trong méi truong khong bo sung FBS.
Vi c6 rat nhiéu yéu t6 kich thich ting truedng té bao (yéu t ting truong, cac chat dinh
dudng) c6 trong FBS. Tuy nhién khi sir dung TBGTM trong 1am sang thi can xem
xét, vi nguy co l1ay truyén prion hay virus dong vat tir huyét thanh dong vat co6 thé 1a
ngudn gdc ciia khang nguyén ngoai lai gay ra cac phan ing mién dich. Vi vy trong

nudi cdy té bao, sir dung méi truong khong co huyét thanh 1a mot huéng di luén duoc
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chu y. Nhung xét theo mot khia canh khac, viéc thiét 14p mot moi trudng khong co
huyét thanh kho hon so v&i méi truong c6 huyét thanh nén cho dén hién nay moi
treong ndy chi dung dé nudi cdy nhirg dong té bao dic biét. Trong nghién ctru cua
chung t6i van sir dung moi trudong cd huyét thanh, cac méi trudng FBS déu 1a cac san
pham thuong mai cta cac hing Sigma va PAN-Biotech, déu dugc tiét trung, phu hop
trong nudi ciy té bao ngudi va dong vit.

Hién ciing c6 nhiéu cach tiép can khic dé phan cit cac manh mo, bao gdm sir
dung collagenase c6 hodc khong co trypsin, hodc két hop collagenase va
hyaluronidase c6 hoac khong co trypsin [45]. Hiéu qua cua cac phuong phép tuy
thudc vao thanh phan va nong do enzyme, thoi gian tiép xtic clia té bao voi enzyme
va qua trinh bat hoat enzyme. Yoon va cong sy (2013) d3 thuc hién so sanh 2 phuong
phap phan 1ap TBGTM bang nudi cdy manh mé va bang enzyme. Két qua cho thay
s6 lwong té bao (P0) & phuong phap nudi ciy manh mo (4,89 + 3,2 x 10°) gap gan 2.8
1an so v6i phuong phéap phan lap bang enzyme (1,75 + 2,2 x 10°) [104]. Trong khi d6
Skiles va cong su (2020) da ching minh khong co6 su khac biét dang ké vé kha niang
t6n tai, hinh thai, tbc d6 ting sinh, biéu hién chi thi bé mit, kha ning biét hoa cta
TBG phan lap tir mo cudng rén khi so sanh 2 phuong phap phéan 1ap bang nudi cay
manh mé va phan lap bang enzyme [105]. Trong mot nghién ciru khac, Widowati va
cong su (2019) da chi ra mic du phuong phap phan 1ap TBGTM cuéng rén bang
phuong phap enzyme 1a nhanh nhat, nhung phuong phap phan lap bang nudi ciy
manh mo lai dé thuc hién hon, cho ty 1¢ tinh sach cia TBGTM cao hon phuong phap
phan 1ap bang enzyme [96]. Trong nghién ctru ctia ching ti, phuwong phap nudi ciy
manh mé 1a phuong phap dugc st dung dé phéan lap TBGTM cudng ron.

3.1.2. Nhan nudi in vitro, bao qudn lgnh té bao géc cuéng rén

Trong qua trinh phat trién in vitro, c6 thé quan sat thdy d6 dong nhat chua cao
& cac quan thé cac té bao luc ban dau. Van quan sat thay con cac té bio ngan hon
hoic dang nho, tron bén canh céc té bao dang nguyén bao soi chiém uu thé trén bé
mat dia nudi. Pay 1a cac té bao chwa bam chic duge xudng dia nudi, chung dugc phan
chia ra tir té bao ban dau (Hinh 3.3A). Tir ngdy nudi cay thtr 18, cic TBGTM ting
sinh rat nhanh, phat trién day thanh nhiéu 16p xoén gdi 1én nhau (Hinh 3.3B).
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Hinh 3.3. Qua trinh phat trién in vitro cua té bao phén lap duoc

A) Té bao phat trién ban diu chua dong nhat
B) Té bao moc kin dia nudi thanh nhitng mang song song, cudén xoan gbi 1én nhau
(Bd phong dai 40X)

Hinh thai nguyén bao soi clia té bao khong thay ddi trong qua trinh nudi cy
tiép theo trong sudt 10 1an cdy chuyén dau tién tuwong ty nhu cong bd ctua Yoon va
cong su (2010) [71].

Téc d bao phu kin bé mit dia nudi va khoang thoi gian giita cac 1an cay chuyén
14 hai tiéu chi dé chiing t6i danh gia toc do tang sinh cia TBGTM. Trong cé4c nghién
clru d3 duoc cac tac gia cong bd va ciing theo quan sat trong thi nghiém cta chung
t6i, khi nubi cy lau dai trong diéu kién in vitro thi tdc d6 ting sinh cia TBGTM giam
dan theo thoi gian nudi ciy. Theo Yoon va cong su (2010), tir 1an cdy chuyén thir 13
nhom tac gia quan sat thay té bao s& ngimg tiang sinh [71]. Con trong nghién ciru cla
Zhao va cong su (2019), nhém téc gia da so sanh TBGTM giita cac lan cy chuyén
3, 6 va 15, két qua cho thiy c6 sy twong dong vé hinh thai, biéu hién chi thi phan ti,
nhiém sic thé. Tuy nhién & nhom té bao trong 1an cay chuyén 15 quan sat thiy toc do
tang sinh cham va ty 18 té bao chét nhiéu hon. Mic du khi danh gia tiém ning biét
hoa tao té bao m&, nhom tac gia da quan sat thiy nhiéu giot lipid hon & nhém TBGTM
lan ciy chuyén thir 15, nhung khi dédnh gia tiém nang biét hoa tao té bao nguyén bao
xuong va té bao sun thi nhom nay lai yéu hon so v6i nhém TBGTM lan cay chuyén
3 va 6 [106]. Chinh vi vy sau lan ciy chuyén tht 4, chung t6i tién hanh déng lanh té
bao dé té bao dam bao phuc vu cho nghién ctu vé luong va tiém ning biét hoa cao.

Bao quan dong lanh (dong lanh) la quy trinh sinh hoc sir dung nhiét do rat thap

dé bao vé té bao va md séng con nguyén ven trong mot thoi gian dai. Phuong phap
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doéng lanh dugc ching t6i st dung la phuong phap dong lanh cham theo Sercin va
cong su (2007). Sau budce xir Iy bang Trypsin/EDTA 0,25%, ly tam thu té bao thi bd
sung moi truong déng lanh vao dng chira té bao, sau d6 cac dng nay duoc giam nhiét
d6 dan bing cach giir & 4°C trong 30 phut, 0°C trong 60 phat, -20°C trong 20-30 pht,
sau d6 duogc bao quan trong binh chira Nito 1ong (-196°C) [94].

Sau 90 ngay tur khi cong ra duoc cho vao ngan hang lanh, ching t6i giai dong
ngau nhién mot cong ra dé kiém tra ty 18 song sot cua cac té bao. Pia nudi té bao
truée dong lanh ciing duoc kiém tra dé lam d6i chiing so sanh. Nhuom té bao voi
Trypan Blue 0,4% va dém té bao bang budng dém hong cau Neubauer. Ding kinh
hién vi quang hoc dém tong s té bao quan sat dugc va tong sb té bao song sot & mdi
mau, 1y két qua trung binh sau 3 lan dém dé tinh ra mat do té bao va ty 1& séng sot
cua té bao. Két qua dugc thé hién trong bang 3.1:

Bdng 3.1. Két qua dém té bao va ty 18 song té bao
Miu Mat,d@ t€ bao Ty 1é séng sot
(té bao/ml) (%)
TBGTM trudc dong lanh | 295.000 + 1.7322 98,33 £ 0,582
TBGTM sau giai dong 72.500 + 1.322 85,29 + 1,56°

Thi nghiém dugc lap lai 3 lan, s6 liéu biéu thi ty 1€ trung binh = SEM, s6 lidu
v6i chu thich khac nhau (a,b) trong ciing mot cot 1a sai khac c¢6 ¥ nghia thong ké
(P<0.05)

Tirbang 3.1 cho thay, trudc khi cho déng lanh, ty 18 té bao séng kha cao (98,33
+ 0,58 %). O té bao sau giai dong, ty 1& té bao sdng sdng sét giam, chi dat 85,29 +
1,56 %, tuy nhién nhiing té bao con sdng van mang hinh thai nguyén bao soi dic
trung cua TBGTM.

Nhiét d6 bao quan ciing 13 yéu td c6 anh huong 16n dén cac dic trung cia té
bao, thoi gian bao quan va kha nang phuc hoi. Do dé, chiing t6i cling tién hanh nghién
ciru anh hudng cua hai diéu kién bao quan phd bién (tu dong -80°C va nito 16ng
-196°C). Két qua chi ra & té bao sau giai dong c6 téc do ting trudng té bao twong d6i
cao (tir 10* té bao/cm? dén 8x10* té bao/cm? sau 10 ngay nudi ciy) & ca trong 2 diéu
kién nhiét d§ khao sat (Hinh 3.4). Nhu vay, bado quan té bao trong ti dong -80°C va

nito 10ng -196°C déu dam bao chit luong té bao sau giai dong.
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Hinh 3.4. Anh huéng cua nhiét d6 bao quan TBGTM dén kha ning ting trudng cua
té bao sau giai dong

Tiép tuc nudi cdy té bao sau giai dong cho thiy té bao van phat trién binh

Hinh 3.5. Té bao trudc khi dong lanh (P4) (trai) va sau khi giai dong (P6) (phai)
(Do phong dai 40X)
Dé so sanh kha nang phan 1ap TBGTM tir mau mé trude va sau khi da duge
d6ng lanh, chiing t6i tién hanh hai 16 thi nghiém.

Cac TBGTM tir nhom phan 1ap tir mo twoi (nhém 1) bit dau ting sinh sau 7-
10 ngay nudi cay. Do phi bé mat dia nudi cua té bao 1én 50-60% sau 14-18 ngay nudi
ciy (Hinh 3.6A, Hinh 3.6B).

Trong khi & TBGTM phan 1ap tir mé cudng ron dong lanh (nhém 2) bat dau
tang sinh sau 15 ngay nudi cy. Phai dén sau 20-25 ngay nudi ciy, do phi bé mat dia
nudi cta té bao & nhom nay méi dat 50-60%. Viéc quan sat hinh thai cia TBGTM
dugc thuc hién bang kinh hién vi dao nguroc phan pha sau lan cay chuyén thir 2 (Hinh
3.6C, Hinh 3.6D).
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Hinh 3.6. Cac té bao phat trién tir mé cubng ron tuoi (A) va mé cubng ron
déng lanh (C), TBGTM che kin bé mit dia nudi & giai doan cdy chuyén lan 2 tir mo
tuoi (B) va mo6 dong lanh (D)

(Do phong dai 40X)

Chung t6i nhan thiy, cac té bao déu thé hién quan thé té bao dang nguyén bao
soi dién hinh va c6 sy gidng nhau giita hai nhom thi nghiém.

Cho dén cac nghién ctru hién tai ctia chung toi, déu khong co6 su khac biét vé
hinh thai cia TBGTM c¢6 ngudn gdc tir mau mo cudng rén twoi va mau cudng ron
dong lanh.

Céc té bao sau phan lap, khi ting sinh déu c6 dic diém cia TBGTM nhu kha
ning bam dinh va bé mit dia nudi cdy va co dang nguyén bao soi (€ bao dai va mong,
thudn nhon hai dau, c6 mot nhan tron 16n chira mot hach nhan), va chiing giéng nhau
trong nhiéu béo cao [107], [108], [109].

3.1.3. Panh gid téc dé tang trwéng cia té bao

Chung t6i lya chon té bao & 1an cdy chuyén tht 4 trude va sau dong lanh (P4)
dé danh gia toc d6 tang trudng cua té bao. Té bao dugc tha vao mdi giéng nudi ciy
v6i ndng d6 ban dau 1a 50.000 té bao/mL. Tuong ty v&i dng luu gitr té bao P4 dong
lanh, ching t6i ciing giai déng va tha vao mdi giéng nudi cdy voi ndong do ban dau 1a

50.000 té bao/mL. Sau mdi ngay, dém s6 luong té bao trong mdi giéng sir dung budng
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dém hong cau (Neubauer). Trong nghién ctru ndy, ching t6i tién hanh dém sb luong
té bao va danh gia toc do ting trudng trong 7 ngay lién tiép. Két qua duogc thé hién ¢

biéu d6 dué6i day (Hinh 3.7):

Toc do¢ tang trwong cua TBGTM
(Té bio/mL) 1an cay chuyen thw 4 tredc va sau dong lanh
1.600.000 4
1.400.000 -
1.200.000 = g
1.000.000 8 2
800.000 i 5
600.000 i
400.000 z i & = & g
200.000 = B 5555 5555 E 8 : .
0 LI e g ) E i E E:E: o i (Ngdy)
Ngay 0 Ngay 1 Ngay2 Ngay3 Ngay4 Ngay > Ngay 6 Ngay7

B Té bao P4 trede dong lanh B Té bao P4 sau dong lanh

Hinh 3.7. Biéu d6 toc do tang trudng
ctia t& bao P4 trudc dong lanh va té bao P4 sau dong lanh

Theo biéu d6 ¢ hinh 3.7, ta thay, toc do ting truong cia té bao P4 trudc dong
lanh ting rat nhanh ¢ nhitng ngay dau, tir ngdy thir nhat dén ngay thr 5, va tir ngay
thtr 6 tro di, toc do nay dan 6n dinh, lugng té bao tang sinh khong con cao. Trong khi
d6, TBGTM cudng ron P4 sau giai dong tang trudng rat cham ¢ nhitng ngay dau, va
tang nhanh dan ké tir ngay thir 5. Tuy nhién, tbc d6 ting trudng cia té bao trudc dong
lanh nhanh hon nhiéu so voi toc d6 ting trudng cua té bao sau khi giai dong.

Két luan gidng v6i két qua ciia Roy va cong su (2014), TBGTM sau khi giai
dong s& phat trién cham hon, thu duoc sb lugng té bao it hon la lugng té bao thu dugc
& TBGTM phén lap tir m6 tuoi. Diéu nay ching to, sau dong lanh, téc do ting truong
cua TBG sé giam di [110].

Dé d4nh gia nhiing thay doi trong toc do ting trudng té bao & hai nhom phan
1ap tir md cudng rén twoi, va md cudng ron dong lanh, chung t6i tinh toan thdi gian

nhan d6i mat do té bao (Bang 3.2) va so luong té bao ting 1én (Hinh 3.8).
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Bang 3.2. Su tang sinh TBGTM ctia mau moé cuong ron tuoi va moé cudng ron dong

lanh tir giai doan cdy chuyén 2 dén giai doan cdy chuyén 5

Thoi gian nhan ddi mat do té bao (gio)

Lo thi nghiém
P2 P3 P4 P5

Mb cudng ron twoi | 28,42 +0,60% | 26,34 + 0,55% | 27,69 + 0,20* | 25,71 + 0,53

Mb cudng rén
36,00 £ 0,93 | 33,75+ 0,55° | 40,00 +0,39° | 40,00 + 0,63"
dong lanh

Thi nghiém dugc ldp lai 3 lan, so liéu biéu thi ty 1é trung binh £ SEM, s6 liéu
v6i chu thich khac nhau (a,b) trong cing mot cot 1a sai khac ¢ ¥ nghia thong ké
(P<0.05)

Két qua & Bang 3.2 cho thay té bao phan lap tir mé cudng ron tuoi tot hon té
bao phén 1ap tir mod cudng ron dong lanh, & bat ky lan cay chuyén nao déu quan sat
duogc thoi gian nhan d6i ¢ 16 md cudng rdn twoi nhanh hon so véi & 16 mé cudng rén
d6ng lanh. Thoi gian nhan d6i mat do té bao phu thudc nhiéu yéu tb trong dé co diéu
kién nudi ciy té bao, cac yéu t6 ting truong, nhiét do, ap suit...O 1an cdy chuyén 3
c6 sy giam thoi gian nhan 1én mat do té bao & ca 2 19, tuy nhién & cac 1an ciy chuyén
tiép theo so véi 1an cdy chuyén 2 theo xu huéng chung. O nhém phan 1ap tir md cudng
ron tuoi thoi gian nhan d6i mat do té bao xu hudng giam nhe & cac 1an cy chuyén tir
2 dén 5. Trong khi d6 & phan 1ap tir mo cudng rén dong lanh, thoi gian nhan d6i mat
d6 té bao c6 xu hudng lai ting 1én mudn hon. Tai lan cay chuyén 2, thoi gian nhan
d6i mat do té bao 1a 36,00 gio, nhung thoi gian ting 1én 40,00 gid & 1an cdy chuyén
4 va 5. Su sai khic c6 ¥ nghia thong ké thé hién khi so sanh thoi gian nhan d6i mat
d6 té bao giita 2 nhom 16 mo cudng rén tuoi va 16 moé cudng rén dong lanh. Tuy vay,
thoi gian nhan doi mat do té bao déu ngian hon 60,00 + 3,00 gid theo bao cdo cla
Chen va cong sy (2015) [111]. Piéu nay ching to, TBGTM chung t6i da phan 1ap va
nudi cdy & ca 2 16 thi nghiém phat trién rat tt trong diéu kién thi nghiém nghién ciru
dat ra.

Danh gia sb luong té bao giita hai nhom thi nghiém, nong do té bao ting lén
trong 7 ngdy nudi cay da ting 1én gan nhu cip sé nhan (Hinh 3.8). Trong 3 ngay dau,
s6 lugng TBGTM duoc phan lap tir mé cudng rén tuoi va mé cudng ron dong lanh 1a

tuong tu nhau, sau dé chung c6 mét chit cham tré trong viéc mod rong va tang sinh
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s0 voi1 sO lugng t€ bao c6 ngudn goc tir mo cudng ron tuoi. Pén ngay tha 7, toc do
tdng sinh dan 6n dinh, lugng té bao tang sinh khong con cao.
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Hinh 3.8. Tong s té bao tang sinh duoc ghi lai moi ngay trong 7 ngay nudi ciy ¢ 2
nhom thi nghiém: mé cudng rén twoi va moé cudng rén dong lanh

C6 thé thdy phuong phap dong lanh, bao quan va giai dong té bao ctia ching
t6i dam bao dé thu dugc TBGTM véi toc d6 ting trudng tot nhat, ddm bao qua trinh
dat chét lugng va cac dac trung can thiét cia TBGTM.
3.2. Panh gia tinh on dinh, tiém ning biét hoa va kha ning duy tri nguon
TBGTM trong diéu Kién nudi in vitro
3.2.1. Pdnh gid tinh 6n dinh di truyén cia TBG phan ldp duwoc

Chung t6i dung 3 mau & 1an cdy chuyén thtr 2 dé tién hanh phan tich nhiém
sic thé cuia TBG. B9 nhiém sic thé thu duoc sau khi phan tich déu cho théy la binh
thuong, dién hinh do d6 c6 thé sir dung ngudn té bao nay dé danh gia tinh 6n dinh di

truyén ciia TBG (Hinh 3.9).
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A)
Hinh 3.9. Quan sat nhidm sic thé trén kinh hién vi (A) va nhiém sic thé d6 (B) cta
té bao nudi & lan cdy chuyén tha 2 (B phong dai 1.000X)

Dé x4c dinh tac dong cua viéc nuoi céy nhén s6 lugng TBG trong diéu kién in
vitro dén sy 6n dinh ctia nhidém sic thé. Véi muc dich nay, TBG nuoi céy & cac lan
cay chuyén thir 2, 10 va 15 duoc xir Iy va phan tich by nhidém sic thé. Két qua cho
thiy, nhiém sic thé c6 sb luong 6n dinh, ciu trac khong thay dbi ¢ cac 1an danh gia
(Hinh 3.10).

1V (e
bescatese

OII!ll

17

xttd‘l

Hinh 3.10. Quan sat nhiém sac thé trén kinh hién vi va nhiém sac thé do cua té bao

nudi ¢ 1an cdy chuyén thir 10 (A), (B) va thtr 15 (C), (D) (Pd phong dai 1.000X)



52

Trong diéu kién ex vivo, nghién ctru vé dic diém nhidm sic thé cua té bao &
1an ciy chuyén thir 3 — 4 va & lan cdy chuyén thtr 10 — 12, Osipova va cong su ciing
d3 ching minh cic nhidm sic thé & 2 giai doan trén khong thay dbi trong subt qua
trinh nudi cdy, trong qua trinh ting sinh té bao thé di bdi c6 xuat hién nhung khong
thay d6i [112].

Déi véi liéu phap tri liéu sir dung té bao, dé cap du sb luong té bao cho mdi
1an cay ghép thi viéc nudi cdy in vitro tir ngudn té bao cho it 6i ban dau 1a rat can
thiét. Qua trinh nuéi ciy in vitro 1a mot trong nhitng tac nhin chinh din dén suy giam
tiém niang ciia TBG va dic biét 1a tinh on dinh ciia cau tric di truyén, cu thé 1a bo
nhiém séc thé cua té bao. Viéc nhan nudi té bao can dugc thiét lap & murc do dap ung
su 6n dinh dic tinh di truyén va tiém ning TBG phai duoc duy tri. Trong nghién ctru
Hladik va cong su (2019) ciing da x4c nhan b nhiém sic thé TBGTM chudt 6n dinh
trong qua trinh nhan nubi in vitro [113].

3.2.2. Ddnh gid tiém néng biét hoa cia té bao gaoc

Kha nang biét hoa da dong cia TBGTM cudng rén da duge ching minh bang
cach tao ra su biét hoa tao thanh té bao nguyén bao xuong va té bao méd. Sy biét hoa
dugc ghi nhan khi quan sat dudi kinh hién vi & do phong dai 200X.
3.2.2.1. Biét hoa té bao géc thanh té bao mé

Céc té bao tao md voi hinh dang khéi tron bt ddu xuat hién vao ngay thir 7
sau khi tién hanh cam tmg biét hoa (Hinh 3.11A) trong khi khong xuat hién ¢ té bao
d6i ching (Hinh 3.11C).

Chiing t6i quan sat thiy, cac té bao tron 16n hon véi nhiéu khong bao ¢ lipid
d3 xuat hién trong té bao chat tir TBGTM cudng ron sau 21 ngay biét hoa bang mai
truong bi¢t hoa tao mo. Su xuat hién cac giot md co thé duoc quan sat dudi kinh
hién vi dao ngugc & dd phong dai 200 hay 400 lan. Té bao tao md dugc biét hoa tir
TBGTM c6 hinh thai co tron, cac giot lipid xuat hién. Dudi kinh hién vi, cac giot
m& tron phan chiéu anh sang. Khi nhudém véi thude nhudém Oil red (Merck), chiing
luon bit mau do chiém phan 16n té bao chat (Hinh 3.11B). Nguoc lai, cc té bao dbi
chung khong co sy thay dbi vé mat hinh thai, khong xuat hién giot mo va bat mau

thudc nhuém (Hinh 3.11D).



53

C

Hinh 3.11. Két qua biét hoa TBGTM thanh té bao m&d (D6 phong dai 200X)
Céc té bao (P5) dugc nudi trong moi truong bi¢t hoa tao ma: bét dau tich tu tao giot
m& sau 7- 14 ngay (A), bat mau d6 khi nhudém véi thuée nhuom Oil red tai ngay thir
14 (B); Cac TBGTM ¢ 16 ddi chung (P5), khong bo sung chat cam tmg biét hoa:
trong méi trudng nudi cay (C), dugc nhudm véi thude nhudém Oil red (D)
Khi so sanh kha ning biét héa TBGTM thanh té bao m& ¢ nhém phén 1ap tir
mod cubng rén twoi va md cudng rén dong lanh ciing cho két qua twong ty. Két qua
cho thay nhing té bao nay di biét hoa thanh té bao md. Cac giot m& xuat hién sau 3

tuan va ting kich thudc mot chat vao cudi giai doan biét héa (Hinh 3.12).

Hinh 3.12. Cac té bao giot m& bat mau d6 khi nhuém véi thuée nhudém Oil red xuét
hién sau biét hoa & nhoém phén lap tir mé cudng ron tuoi (A) va md cudng rén dong

lanh (B) (Bd phong dai 200X)
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Trong moi trudng bi¢t hoa, dexamethasone 1a mdt glucocorticoid steroid cé
vai tro cam tmg cho su biét héa, trong khi cac yéu té bd sung khac c¢é vai tro kich
thich cho sy biét hoa. Indomethacin 1a chét gin cia PPAR (peroxisome proliferators-
activated receptor) mot loai receptor nhan té bao gitip hoat hoa nhan t6 phién ma tc
ché dudng truyén tin hiéu Wnt, thuc ddy biét hoa té bao thanh té bio md. Trong khi
d6, IBMX trc ché phosphodiesterase ngin can qua trinh cAMP chuyén d6i sang
5’ AMP. Chinh vi d6 gdy biéu hién mot enzyme lipase nhay cam véi ndi tiét to (HSL),
emzyme nay s€ thily phan triacyl glyceride thanh cac acid béo tu do va glyceril. Cung
lac d6, Insuline véi vai trd diéu chinh chuyén hoa glucose thu nhan vao té bao lam
vat liéu cho phan tng chuyén doi tao cac giot md [17], [114].
3.2.2.2. Biét hoa té bao goc thanh nguyén bao xwong

Hinh thai dic trung ciia nguyén biao xuong (osteoblast) ¢ té bao dugc biét hoa
bat dau xut hién sau 7 ngay nudi trong moi truong biét hoa: té bao chuyén tir dang
dai mong thudén manh gidng nguyén bao soi sang dang tron va hinh hat dau (Hinh

3.13A).

Hinh 3.13. Két qua biét héa TBGTM thanh nguyén bao xuong

(A) Céc té bao (P5) duoc nudi trong moi truong biét hoa bit dau chuyén tir dang dai
sang dang tron va hinh hat ddu. (B) Cac té bao nguyén bao xwong bit mau do khi
nhudém vé6i thude nhudém Alizarin red (D6 phong dai 200X)

Sau 2 tudn nudi cdy, ty 1& cac té bao c6 dang hinh hat dau hozc hinh tron ting
1én 15 rét. Cac té bao nay bit mau do cam khi tiép xtic voi thude nhudom Alizarin red.
Su két hop ciia ion calcium (tinh chat dic trung ciia nguyén bao xwong) hién dién
trong té bao chit v6i thuéc nhudm tao nén phirc hop c6 mau d6 cam (Hinh 3.13B).
bay 1a mot minh ching cho viéc cac TBGTM da dugc bi¢t hda thanh nguyén bao

xuong thé hién trong t€ bao chat c6 sy lang tu cia muoi calcium.
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Khi so sanh kha ning biét héa TBGTM thanh té bao nguyén bao xuong &
nhém phan 1ap tir mé cudng rén tuoi va mé cudng rén dong lanh ciing cho két qua

tuong tu. Sau 3 tudn biét hda TBGTM thanh té bao nguyén bao xwong, ¢ hai nhdm

thi nghiém déu xuat hién cac tinh thé bat mau d6 khi nhuém véi thude nhudém Alizarin

red (Hinh 3.14).

Hinh 3.14. Cac té bao bt mau dé khi nhudém véi thude nhudém Alizarin red & nhém
mod cudng ron twoi (A) va mo cudng rén dong lanh (B)
(Do phong dai 200X)

Phu thudc vao mirc néng d6 ma Dexamethasone trc ché biét hoa hodc kich
thich biét hoa té bao thanh nguyén bao xuong. Cu thé, Dexamethasone v6i nong do
cao s& cam ung biét héa té bao thanh cac giot mo, ngugc lai, voi néng do
Dexamethasone thap hon, chét nay s& kich thich biét hoa TBGTM thanh nguyén bao
xuong. Moi trudng biét hoa con gdm cd AsAP cé tac dung lam tang sinh té bao,
kich thich sy tong hop collagen va thuc day qua trinh biét hoa té bao thanh nguyén
bao xwong. Cung véi do, B-glycerolphosphate 13 yéu té quan trong khi két hop voi
AsAP va Dexamethasone gitip kich thich sy hinh thanh chat nén dugc khoang hoa
[115].

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

Mic di TBG c6 thé duoc trich xuat thanh cong tai tit ca cac vi tri trong cac
mo cudng rén tir cac md quanh mach mau, ving thach Wharton, mang mé cudng
ron, cic mod quanh mach mau dugc danh gia la mo td chirc c6 chira lugng 16n TBG

[102], [116].
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Chung t6i tién hanh phuong phap dém té bao qua dong chay (flow cytometry)
dé danh gia bicu hién vé6i cac chi thi ddc trung cia TBGTM phan 1ap tir mo cudng
ron & 1an cay chuyén thir 4. Két qua ¢ hinh 3.15 thé hién 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%) (Hinh 3.15).

FL2CD90 - FITC FL3CD105 - PE FL6 CDT3 - APC
Hinh 3.15. Biéu hién cac chi thi bé mit TBGTM ctia mau té bao phan lap tor mé
cudng rén ¢ 1an cdy chuyén 4 phan tich bang flow cytometry
Hau hét cac mau déu c6 biéu hién am tinh véi to hop cac chi thi dic trung
khong biéu hién trong TBGTM (CD14, CD20, CD34, CD45). Véi cac ngudn phan
lap TBG tir cuéng ron ma chiing t6i thuc hién, ty 1¢ chung cho td hop nay & mau phan

1ap tir m6 mang cudng rén 14 5,10% (Hinh 3.16).

1%

|‘|||||| LI | ||l|||| 1
10° 107 10* 10
CD14-/CD20-/CD34-/CD45-PerCP

Hinh 3.16. Ty 1¢ t6 hop cac chi thi dic trung khong biéu hién trong TBGTM phan
lap tir mdu mo cudng ron & lan cdy chuyén 4 phan tich bang flow cytometry
Két qua ciing twong dong véi nghién ctru ctia Salehinejad va cong sy (2012) khi
phan 1ap cac TBGTM tir 16p nhay cubng rén nguoi. Theo nhom tic gia ndy cong bd,
biéu hién ciia CD90 dat 72,23% va 55,79%, twong g v6i nhom phan 1ap bang enzyme
va nhom phan 1ap bang manh mo, biéu hién ciia CD73 dat ty 1¢ cao hon trong nhém phan
lap bang manh mo (74,47%) so v6i nhom phan 1ap bang to hop enzyme (13,33%) [45].
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Niam 2011, nhém nghién ctru ctia Koliakos va cong su, ciing chi ra té bao phan lap duoc
tir cudng rén dwong tinh voi CD105 (81,90 + 17,80%), CD90 (99,40 + 1,40%) va CD29
(95,50 + 5,30%) (n = 67) va am tinh ddi véi CD45 (11,10 + 5,50%) (n = 30) [117]. Céc
két qua cling dugc bao céo twong tw voi cac nhom nghién ctru [33], [48].

Chung t6i ciing st dung phuong phap dém té bao qua dong chay dé so sanh
kha ning biéu hién cac chi thi TBGTM ¢ nhom phén 1ap tr mé cudng rén tuoi voi
nhom phan 1ap tir mo cudng ron dong lanh.

Céc té bao ¢ giai doan cdy chuyén 1an 2 duoc phan tich dém té bao qua dong
chay xac dinh ddu hiéu bé mit té bao cia CD73, CD90 va CD105. Két qua cho thay
su biéu hién mirc d6 cao cia TBGTM ¢ ca hai nhom té bao.

O nhém TBGTM phan 1ap tr mo cuéng ron tuoi, sy biéu hién cia CD90
(99,75%), CD105 (99,51%), CD73 (99,46%) (Hinh 3.17). O nhém TBGTM phan
lap ttr mo cuéng ron dong lanh, su biéu hién cta cac chi thi nay c6 giam hon, cu thé

CD90 (96,60%), CD105 (96,15%), CD73 (95,20%) (Hinh 3.18).
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Hinh 3.17. Biéu hién céc chi thi bé mat TBGTM ctia miu cudng ron twoi ¢ 1an

ciy chuyén 2
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Hinh 3.18. Biéu hién céc chi thi bé mit TBGTM ciia miu cudng rén dong lanh
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Trong nghién ctru ndy, cic diu hiéu bé mit cia TBGTM & nhom phan lap tir
mo cudng rén dong lanh thip hon nhom phan 1ap tir mé cudng rdén tuoi, nhung su
biéu hién van cao hon so véi mét sb nghién ciru cia cac tac gia khac.

Nam 2016, Pham Van Phuc va cong sy da nghién ctru biéu hién chi thi phan
tir ctia té bao phan lap tir 10p chét nén ddy rén va danh gid qua céac 1an cdy chuyén.
Két qua cho thdy & 1an cdy chuyén tht 2, té bao co ty 1é phan trim duong tinh cao
CD13, CD29, CD44 va CD90 (80,65% dén 93,77%), ty 1é phan trim duong tinh trung
binh v6i CD105 va CD146 (28,34% dén 39,07%) va ty 1 phan trim dwong tinh thip
v6i CD10, CD14, CD34 va CD117 (2,12% dén 12,80%) (n=3). Péi véi lan cay
chuyén thir 10, té bao duoc duy tri c6 ty 1¢ phan trim duong tinh cao CD13, CD29,
CD44 va CD90 (94,58% dén 96,05%), va co su gia tang biéu hién CD10, CD105 va
CD146 (38,45% dén 78,16%) (n=3) [118].

Anahita va cong su (2014) ciing cho thdy TBG dugc phan 1ap tir diy ron cua
ngudi, mang 6i va cia mo nhau thai ciing déu dwong tinh véi CD105, CD44 va CD90
va am tinh véi CD34, CD133 [119]. Trong nghién ctru TBG phan lap tir nhau thai,
Shalini va cong su (2012) ciing chi ra ¢ lan cdy chuyén sém (P2), hon 90% té bao
phan 1ap dugc biéu hién dwong tinh véi CD29, CD105, CD73, CD90. Tét ca cac miu
cho thdy am tinh CD45 va CD34 [120].

Két qua biéu hién cac chi thi dic trung kha dong nhat sau 1an cdy chuyén dau
tién chimg t6 t& bao phan 1ap theo phuong phap cta chung t6i da duoc tdi uu hoa.
Theo céc nghién ctru d cong bd, TBGTM sau cac 1an cdy chuyén tiép theo sé& cho ty
1¢ biéu hién chi thi phan tir & mitc d6 cao hon (khoang 90%) [121], [122].

Céac dong TBGTM 6n dinh hon van dang dugc nhom nghién ciru ciia chiing
t6i tiép tuc nudi cay va luu trit. Bang 3.3 cho thay qué trinh nudi cay in vitro khong
anh huong dén sy biéu hién cua cac chi thi bé mit, thé hién qua ty 1¢ duong tinh
khong c6 sy thay d6i dang ké. Cac két qua tir phan tich dém té bao qua dong chay
chirng minh rang ching c6 kha nang duy tri chi thi bé mat dic trung khi nudi cay
in vitro trong thoi gian dai.

Céac chi thi dic trung nhu CD73, CD90 va CD105 sau khi phan tich déi
vo1 TBG cuéng rén déu co ty 1€ biéu hién rit cao trén >95,03%; va biéu hién Am

tinh véi to hop cac chi thi CD14/CD20/CD34/CD45.



Bdng 3.3. Biéu hién cia céac chi thi TBGTM qua cac lan cdy chuyén

Chi thij dic Ty 1¢ biéu hi¢n (%)
trung TBGTM P3 P9 P15
CD73 95,53+£0,20 98,37 £ 0,15 98,70 £0,12
CD90 95,27 £ 0,24 96,83 + 0,30 98,53+ 0,15
CD105 95,60 + 0,10 98,43 + 0,09 99,13+0,33
CD14/CD20/
4,77 £ 0,09 493+0,24 5,07 x£0,19
CD34/CD45

Thi nghiém dwoc lap lai 3 lan, so lidu % biéu thi ty I¢é trung binh = SEM, 56
liéu véi chii thich khdc nhau (a,b) trong cting mét hang la sai khdc cé y nghia thong
ké (P<0.05)

Pé danh gia tinh on dinh cua té bao trong bao quan lanh, chung toi phan tich
cac dic trung ciia TBG bang phuong phap dém té bao qua dong chay véi té bao trudce
va sau dong lanh. Chiing toi tién hanh giai dong 16 té bao dong lanh & lan cdy chuyén
thr hai (P2) va nudi cdy sau 6 ngay dé mat do té bao dat 80-90% dia nuoi, lugng té
bao thu duoc dat khoang 1x108 té bao/mL thi thuc hién dé kiém tra su biéu hién cta
cac chi thi bé mat.

Ty l¢ biéu hién céc chi thi cia céc té bao trudce va sau dong lanh duoc thé hién
trong bang 3.4. Két qua cho thiy quan thé té bao trudc dong lanh co ty 1é biéu hién
duong tinh véi cac chi thi ddc trung cia TBGTM tir 98% trd 1én. Trong khi d6, biéu
hién céc chi thi déu giam sau déng lanh tuy nhién, mac d6 giam khong gidng nhau.
Chi thi CD90 giam nhiéu nhét tir 98,00% trudc dong lanh con 83,60% sau dong lanh.
Nguyén nhén cua diéu nay c6 thé do anh hudng cta qua trinh dong lanh khién giam
ty 1€ biéu hién cua céac chi thi té bao sau dong lanh.

Bang 3.4. Ty 1€ té bao biéu hién céc chi thi TBG trudc va sau dong lanh

Ty 1¢ biéu hién (%)
Chi thi

Trwée dong lanh
99,00 £ 0,12

Sau dong lanh
98,40 = 0,06

CD73
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CD90 98,00 £ 0,172 83,60 + 0,12°
CD105 98,00 £ 0,182 05,20 + 0,12°
Thi nghiém dwoc lap lai 3 lan, so6 lidu % biéu thi ty l¢é trung binh = SEM, 56

liéu véi chii thich khdc nhau (a,b) trong cing mét hang la sai khdc ¢é y nghia thong
ké (P<0.05)

Bao quéan lanh dai dién cho tiéu chuan vang trong luu trit va van chuyén té
bao, nhung tac dung cua né ddi véi TBGTM van chua duoc that su rd rang. Nhitng
danh gia c6 hé thong da dugc thyc hién dé danh gia tac dong cua bao quan lanh dbi
v6i TBGTM tuy xwong va cd ging kham pha 1y do dang sau mot sb két qua gy
tranh ci dugc thé hién trong cac béo cao. Bahsoun va cong su (2019) da thong ké
41 nghién ctru lién quan dén dong lanh va danh gia sau dong lanh trong diéu kién in
Vitro dé tién hanh phan tich. Két qua cho thay, hau hét cac nghién ciru déu két luan
rang bao quan lanh khong anh huéng dén hinh thdi TBGTM, biéu hién cac chi thi
danh ddu bé mat, kha ning biét hoa hodc ting sinh [123]. Do vdy, két qua nghién
clru ndy cua chiing t6i ciing twong dong véi cac nghién ciru dugc cong bd trude ddy.

Theo nghién ctru ctia Bharti va cong sy (2018) da chi ra rang, cic TBGTM
cudng ron trude va sau khi dong lanh — giai dong déu biéu hién cac chi thi dic trung
cho TBGTM la: CD90, CD73, CD105 [124]. So sanh v¢i thi nghiém ctia Bharti chiing
t6i nhan thay rang, két qua thi nghiém cua ching toi hoan toan gidng véi két qua cia
Bharti. Piéu nay chtng t6, cic TBGTM duoc chung t6i phan lap co tinh 6n dinh biéu
hién cac chi thi dac trung ca trude va sau khi dong lanh.
3.2.3.2. Pdnh gid ddc trung TBGTM bdang phuwong phdp RT-PCR

Chung t6i sir dung may do quang phd BiosSpectrometer (Eppendorf — Purc) dé
xac dinh ham luong va do tinh sach cia mau va nhiing két qua dugc thong ké ¢ bang
3.5.

Bang 3.5. Két qua do mat d6 quang (OD) cuia cac mau RNA tach chiét

Ham lwgng

Miu TBGTM OD260nm OD2gonm OD260nm/OD28onm
RNA (ng/pl)
Mau 1 0,442 0,223 1,98 176,7
MAiu 2 0,432 0,224 1,93 173,2
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Maiu 3 0,472 0,235 2,01 183,2
Trung Binh 0,449 0,227 1,97 177,7
Két qua dat dén trén 1,9 & ty 16 OD2s0/ODa2go khi do quang pho véi cac budc

s6ng 260 nm va 280 nm ching t6 cac mau RNA ching toi tach chiét duoc c6 do tinh
sach cao. Tir bang két qua trén ciing thé hién ham lwong RNA kha cao trong cac miu
v6i két qua do quang phd 260 nm. Cac két qua trén khing dinh mau RNA da dugc
tach chiét hoan toan du tiéu chuan lam khudn mau cho phan tmg RT — PCR.

Viéc nuoi céy sau hon 2 tuan, ching t61 da chon loc dugc cac TBGTM thuan
nhat c6 hinh dang giéng nhu nguyén bao soi, ¢6 tiém ning ting sinh tir quan thé té
bao hdn hop ban dau. Bang cac nguyén liéu duoc chuan bi theo huéng dan cia b kit
QIAGEN® OneStep RT — PCR Kit, str dung mau RNA c¢6 d6 tinh sach va ham lugng
cao dé chay phan ung RT-PCR kiém tra biéu hién ciia cac chi thi dic trung cia
TBGTM véi cac cip mdi dic hiéu.

Pé x4c dinh tinh 6n dinh cta té bao trong qua trinh nudi cay in vitro, TBG
dugc danh gid cac chi thi twong timg & cac 1an cdy chuyén thar 5, 10, 15 va 20. Két
qua cho thiy, v6i phwong phap RT-PCR, & lan cay chuyén thir 20 cac chi thi van duy
tri biéu hién am tinh véi cac chi thi chitc ning cua té bao gan va biéu hién duong
tinh voi cac chi thi dic trung caa TBG gidng lan cay chuyén thtr 5 (Bang 3.6).

Bdng 3.6. Biéu hién cac chi thi bé mit trong qué trinh nudi in vitro

Nguon té o Kich Biéu hién | Biéu hién | Biéu hién | Biéu hién
bao Chi thi thudce (bp) | tai P5 tai P10 tai P15 tai P20
CD105 179 + + + n
Té bao gbc | CD90 265 + + + +
trung mo CD73 308 + + + +
(TBGTM) | CD34 367 - - _ ;
CD86 290 + + + n
Té bao géc Eras 315 + + + +
phoi Oct-1 297 + + + +
Té bao

trung bi GATA4 290 + + + +
Té bao gan | AFP 216 - - ; _




62

ALB 136 - - - -

HNFA4o 350 - - - -

San pham RT — PCR duoc kiém tra, danh gia bang dién di trén gel agarose
1.5%. Két qua chay dién di nhu sau:

5

- 700

@00
$00 500
~ 400 400
300

- 300 200

200 100
Bp

Hinh 3.19. Két qua dién di voi cac chi thi ¢ 1an cay chuyén 20
M: thang chuan DNA 100 bp (Thermo Scientific).

Tir bang 3.6 va hinh 3.19 cho thiy, CD34 Ia chi thi cia TBG mau khong biéu
hién & TBG phan lap duogc, trong khi d6 céc chi thi dac trung cho TBGTM la: CD105,
CD90, CD73 déu duong tinh. Diéu nay ching to rang dong té bao thu duoc khong co
1An TBG mau. Két qua nay dugc dua ra pht hop véi cac thi nghiém twong tu véi
Mennan va cdng su (2013) khi phan 1ap tir cac ving khac nhau ctia mau day ron
[102]. Ngoai ra cac chi thi cuia TBG phdi (Embryonic stem cells) nhu: Oct-1, Eras
cing cuing duoc biéu hién. GATA4 14 mot trong nhing yéu té phién ma tham gia vao
qua trinh hinh thanh va phat trién ctia cic co quan c6 ngudn gde tir trung bi cling duoc
biéu hién. Mot trudng hop luu y trong thi nghiém nay 1a ¢6 su biéu hién cua chi thi
CD86. CD86 dugc biét dén 1a mot protein biéu hién trén cac té bao trinh dién khang
nguyén c6 tac dung kich hoat té bao T trong co thé bang viéc cung cap cac tin hiéu
ddng kich thich. Vi viée c6 mit cia CD86 trén, trong cac 1an thi nghiém sau chung

to1 s€ can danh gia phan tich thém & cac mau khac.
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Khi dung té bao HepG2, mét dong té bao ung thur gan, lam méu di chung, c6
nhiing chi thi ddc trung cho té bao gan nhu ALB, HNF4a, G6P dugc biéu hién, trong
khi d6 & miu TBGTM sau phan lap thi két qua cho thiy nhitng chi thi trén khéng
biéu hién. Chiing t6i da phan tich RT -PCR mau TBGTM dang nudi ciy va ra két
khong c6 bat ctr ddu hiéu vé cac chi thi dic trung nao cho té bao gan. Vi vay, dé phuc
vu cho céc thi nghiém biét hoa sau nay, ngudén TBGTM chung t6i dang nudi ciy hoan
toan c6 thé dung dugc.

O cé hai 16 té bao trudc dong lanh va sau giai dong, chiing toi déu phan tich biéu
hién cac chi thi dic trung cho TBGTM la: CD105, CD90, CD73. Két qua dugc thé
hién ¢ hinh 3.20.

M CD105 CDSO CD73 CD105 CD90 CD73 CD105 CDS0 CD73 M

308
1600
1400
1200

1000 bp
800 bp

— 1000 1000 bp
-800
800 bp
600 600 bp

. 400bp
400 -
200 bp | [N )
200 ] 1

A IMau 33 ngay nudi ca) Mau 21 ngay nudi ca)

Hinh 3.20. Két qua dién di voi cac chi thi CD105, CD90, CD73 ciia mau té
bao trudc déng lanh, nudi cdy sau 33 ngay va 21 ngay tir lic phan lap (A), miu té
bao sau giai dong (B) (Thang chuian DNA 200 bp).

Quan sat ca hai hinh anh, ching t61 nhan théy, cac bang dién di déu rat 15, déu
va dep, diéu nay chung t6, trong thi nghiém ndy cta chung t6i, qua trinh déng lanh
hay tac dong cia DMSO trong mdi truong dong lanh khong anh hudéng dén tinh 6n
dinh cta cac chi thi bé mat dic trung cia TBGTM cuéng ron.

3.3. Biét h6a TBGTM cuéng ron thanh té bao cé biéu hién cac chi thi dic trung
té bao gan
3.3.1. Bi¢t hda bang DMSO

TBG cuéng ron sau 30 ngay nudi ce”iy mac du da co sy khac biét nhét dinh vé
hinh théi so véi té bao trude khi xir Iy (Hinh 3.21A, Hinh 3.21B), mic du vay, khi
so sanh v&i voi té bao ung thu gan HepG2 thi van chua co sy twong dong (Hinh
3.21C).
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Hinh 3.21. Hinh thai cta té bao (P3) trude va khi xir Iy baing DMSO 1% sau 30

ngdy va so sanh véi té bao HepG2 (D6 phong dai 40X)
A) té bao trude khi xir Iy DMSO; B) té bao ngay thtr 30 sau xir Iy DMSO

1. té bao HepG2 ngay thtr 3 sau cdy chuyén

C4 2 dong TBG trudce va sau khi xir ly DMSO dugc danh gia qua sy biéu hién

clia cac chi thi phan tir bang k¥ thuat RT-PCR. Céc chi thi phan tir trong TBG & bang

2.1 dugc tién hanh kiém tra va nhitng két qua biéu hién cia céac chi thi duoc thong

ké lai & bang 3.7. Ngoai cac chi thi lién quan dén TBG duoc kiém tra danh gia, dé

danh gia hiéu qua cua qua trinh biét héa bang DMSO thi biéu hién cia cac chi thi

lién quan dén té bao gan la HNF4a, G6P va ALB duoc tap trung phan tich.

Bdng 3.7. Biéu hién cta cac chi thi phan tir & té bao sau biét hoa bang DMSO

Biéu hién chi thi phan tir

. Kich | Biéu hién chi thi Bié€u hién cua
Tén sau xi ly DMSO (30
thwoc phan ti trude . cac chi thi trong
chi thi ngay) i
(bp) | khixily DMSO te bao HepG2
0,01% | 0,1% 1%
CD73 308 + + + + +
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CD34 367 + + + + +
CD86 290 + + + + +
CD90 265 + + + + +
CD105 179 + + + + +
Eras 315 + + + + +
Oct-1 297 + + + + +
GATA4 290 + + + + +
HNF-4a 350 - - - + +
ALB 136 - - - - +
G6P 379 - - - - +

Qua két qua & bang 3.7 cho thdy, chi c6 yéu t6 phién md HNF4a lién quan
dén chirc nang té bao gan da duoc biéu hién trong TBG sau biét hoa ¢ 16 thi nghiém
biét hoa bang nong d6 1% DMSO sau 30 ngay. Mic du biéu hién HNF4a c6 tuong
dong voi két qua biéu hién & nhom té bao ung thu gan HepG2 dem cling phan tich.
Tuy nhién, cac chi thi G6P hay ALB thi lai khong biéu hién & céc 16 thi nghiém biét
héa bang DMSO (Hinh 3.22A), trong khi 2 chi thi nay thé hién rd ¢ té bao HepG2
(Hinh 3.22B). Su xuat hién ciia HNF4a dugc cho 1a s& kich thich cic gen lién quan
khac dén qua trinh biét hoa thanh té bao gan.

CD73 CD34 CD90 CD86 CD105 Eras Oct-1 GATA4 ALB G6P M HNF4a M CD73CD34 CD90 CD86 CD105 Eras Oct-1 GATA4 ALB HNF4a G6P

_----.------T

Hinh 3.22. Biéu hién chi thi phén tir cta té bao biét hoa bang DMSO 1% sau 30
ngay (A) va so sanh véi té bao HepG2 (B) (Thang chuan 100 bp)

Viéc két qua RT-PCR c6 biéu hién CD34 trong mau TBGTM trude khi xir 1y
biét hoa bang DMSO 13 mét trudng hop khong phd bién. Can dugc nghién ctru danh
gia trong cac thi nghiém tiép theo.

O té bao trude xtr 1y, chi thi HNF4a hoan toan khdng biéu hién. Két qua nay

la ddng nhat v6i cac nghién ciru vé xir 1y biét hoa, tuy nhién chi thi HNF4a da duoc
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biéu hién sau 4 tudn nudi cdy. Két qua da ching minh HNF4a mét yéu té phién ma
trong qua trinh tao té bao gan da dugc hoat hoa trong TBG dudi sy tac dong cua
DMSO néng d6 1%. Va HNF4a qua co ché s& kich thich sy biéu hién cia cac gen
khac lién quan dén té bao gan. Nhu thé, viéc tao thanh té bao gan hoan chinh béng
viéc biét hoa TBG cuéng ron 14 ¢6 co s6 khoa hoc. Giai thich cho viée phai dén sau
4 tuan nudi ciy ké tir khi té bao dugc xir Iy biét hoa, thi chi thi phan tir cua té bao gan
la HNF4a méi dugc thé hién 1a do hiéu suat chua du 16n ciia qua trinh hoat héa biéu
hién gen bang DMSO trong TBGTM. Diéu nay dan dén chua nhiéu té bao biéu hién
gen HNF4q xuat hién.

Két qua ciling cho thiy hai gen chi thi dic trung cho té bao gan 1a G6P va ALB
cling khong dugc biéu hién. Két qua nay co thé do thoi gian protein HNF4a biéu hién
sau khi xir 1y biét hoa bang DMSO chua du dé cho n6 c6 thé tic dong va kich hoat
biéu hién téi nhitng gen lién quan. Hodc viéc hoat hoa té bao can co qua trinh dé té
bao gan trudng thanh va nhitng gen lién quan dén chic ning gan & giai doan mudn
duoc kich hoat. Do d6, dé té bao sau xu ly bﬁng DMSO biéu hién duge nhitng gen
chi thi nay, qua trinh nudi ciy can tiép tuc nghién ctru theo déi véi nhitng mdc thoi
gian dai hon 4 tuan va c6 thé phai bd sung cc yéu t6 hoat hoa dé té bao thanh thuc
chtrc nang.

Hién nay, van chua c6 nhimg cong bd chinh thirc vé kha nang biét hoa thanh
té bao gan trudong thanh nho kich hoat gen HNF4a bang str dung DMSO. Cac nghién
clru ndy méi dang chi dimg lai & muac do tao té bao giéng té bao gan. Theo thong bao
ctia Du va cong su (2018), viée biét hoa tir TBG thanh té bao gan ¢ ngudi ¢ thé co
dugc bang cach str dung mot phuong phap kha don gian va hiéu qua 1a stir dung két
hop véi cac phan tir nho khac vai DMSO. Qua trinh biét hoéa dam bao tao ra té bao
c6 dic diém dic trung cua té bao gan [79].

Danh gia kha ning tich trir glycogen ciia té bao sau biét hoa bang phuong phap
nhudm Periodic acid Schiff (PAS). Py 1a phuong phap nhuém mién dich duoc sir
dung dé nhan dién cac polysaccharide bao gdm glycogen, glycoproteins va
glycolipids trong cac té bao va mo co quan [125]. Glycogen chiém khoang 10% trong
lugng gan va su tich tu Glycogen trong gan dong vai trd quan trong trong qua trinh

diéu hoa dudng huyét ctia co thé [126]. Trong nghién ctru ndy, phwong phap nhudom
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PAS duoc sir dung dé nhdn dién glycogen c6 mit trong t& bao nhim danh gia hiéu
qua biét hoa té bao gan tirt TBGTM.

Két qua nghién ciru cho thdy TBGTM cudng rén khong duge biét hoa co dang
dai va nhan té bao kéo dai theo chiéu dai cia té bao & mot thé ddng nhat. Cac thé
polysaccharide déu dugc nhudém dong déu trén ving xung quanh té bao (Hinh 3.23A).
Trong khi d6 ¢ cac 16 t& bao biét hoa bang DMSO di cho thdy kha ning du trit
glycogen trong té bao sau 3 tuan thé hién cac té bao bat mau thuéc nhudém rd hon

(Hinh 3.23B).

Hinh 3.23. Két qua nhuom PAS
A) TBGTM cudng ron (P3) khong biét hoa; B) TBGTM cudng ron biét hoa sau 3
tuan voi DMSO (D6 phong dai 100X)
3.3.2. Bi¢t hoa bang té hep ciia HGF, DEX va OSM

Su biét hoa tuan ty theo qua trinh bét chudc sy phat trién ciia gan gay ra sy
thay doi hinh thai dan dan tir hinh dang gidng nhu nguyén bao soi dén hinh dang
gidng nhu hinh bau duc, tron va cudi cing 1 hinh da giac.

T sau mdi tuan, cac té bao da dugc kiém tra b::ing kinh hién vi dao nguoc (vat
kinh 10X dén 40X) dé danh gia hinh thai té bao (xuat hién dang thay dbi khac véi
dang nguyén bao soi), kha ning sdng cua té bao va kha niang nhiém vi sinh vat.

Sau khi tiép xtc voi moi truong khai tao co chira HGF va FGF-4 (budc khoi
d?tu), cac té bao dan mat di cac canh sic nét va dan dan bi thu hep lai, dan dén su
chuyén dbi tir hinh thai ludng cuc nguyén bao soi sang hinh dang tron hoic hinh bau
duc (Hinh 3.24A).

Sy thay d6i hinh thai dwgc phat hién sém nhét 13 vao ngay tht 7 & khu vuc c6

mat d6 té bao cao va duogc truyén vao khu vuc c6 mat do té bao thép, do d6 khoang
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70% cac té bao dugce biét hoa tré thanh hinh bau duc va hinh tron vao cubi qua trinh
bat ddu budc vao qua trinh thay d6i. Cac té bao bat dau co biéu hién co lai, khac véi
hinh thai TBGTM thong thuong. Su co thit té bao chat da duoc tién trién hon nira
trong budc truong thanh va hau hét cac té bao dugc nudi trong moi trudng biét hoa
bién thanh cac té bao tron nho rat gidng voi cac té bao hinh da giac (Hinh 3.24B).
Mirc d6 hinh thay d6i hinh théi ¢ cac té bao trong nghién ciru ndy twong dong
v6i cac nghién ctru biét hoa tao té bao gan tir TBGTM dugc cong bd trude diy [84].

A) : o S S M)
Hinh 3.24. Hinh thai té bao biét hoa bang t6 hgp HGF, DEX va OSM sau
1 tuan (A) va 2 tuan (B) (P phéng dai 100X)

Trong khi nhiéu nghién ctru sir dung phuong phap két hop giira cac tic nhan
FGF + HGF + ITS + DEX dé bién d6i cac té bao gan tién than thanh té bao gan
truong thanh, nhung két qua thu dugc nhiéu khong dat hiéu qua nhu mong doi [78].
Mot s6 nha nghién ctru da thém hdn hop FGF + HGF [127] hodc FGF + HGF + OSM
[128] dé gay biét hoa tao té bao gan tir TBG. Cac danh gia chirc ning té bao biét hoa
dwa theo cac dau hiéu té bao gan dic trung nhu kha ning tiét albumin va kha ning
tiét uré, luu trir glycogen va lipoprotein mat do thap. Trong khi d6, mot s6 nghién
ctru khac nhan manh vao kha ning chuyén ddi chtic ning gan bang cach thém cac
yéu to gy cam tng [129], tic dung két hop cua cac tac nhan nhu DEX, ITS va
nicotinamide hodc chil yéu tip trung vao viéc diéu khién cac con dudng chuyén hoa
don 1¢ [130]. Trong nghién ciru ndy, chung t6i ciing sir dung HGF v6i ndng do 20
ng/mL bo sung thém 1 mmol/L Dexamethasone (DEX), huyét thanh bé 15%. Sau 2
tuan nudi, bod sung thém oncostain M (OSM) véi néng do 20 ng/mL. Cac két qua ban
dau cho thay hinh dang té bao giéng té bao gan di quan sat duoc ¢ ngay thir 7.
Biéu hién cua té bao sau khi xtr Iy duoc thé hién trong hinh 3.25. Két qua cho

thiy té bao biéu hién duong tinh v6i HNF4a sau 4 tuan duoc biét hoa. Trong khi cac
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két qua phéan tich RT-PCR trudc d6 & cac thoi diém 1 tudn, 2 tudn va 3 tuan déu khong
biéu hién. Diéu d6 cho thay ban du luong té bao biét hoa nho, s6 lugng RNA khong
da 16n dé c6 thé phat hién bang RT-PCR. Bén canh d6, hai chi thi dic trung cua té
bao gan 14 ALB va G6P ciing khong duoc biéu hién tuong tu nhu trong biét hoa bang
DMSO.

G6P ALB M HNF4a

1000 bp

500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

100 bp

Hinh 3.25. Két qua san pham RT-PCR té bao nudi ciy 4 tuan sau biét hoa bing
t6 hop ciia HGF, DEX va OSM (M: Marker DNA 100 bp)

Nhudm Periodic acid Schiff (PAS) cho thiy ¢ 16 té bao biét hoa bang t6 hop
HGF+DEX +OSM di cho thay kha nang dy trit glycogen trong té bao sau 3 tuan. Cac
té bao quan sat co dang ngdn hon, cac thé glycogen tip trung & viing gan nhan té bao
va nhén té bao chia nhiéu thiy. Mot s6 té bao con that rd ¢ hai nhan & trong, day
cling chinh 1a mét dic trung cia té bao gan 1a c6 nhan kép hodc nhiéu nhén té bao
(Hinh 3.26B). Nhitng dic trung nay khac so vdi 16 té bao khong duoc biét hoa (Hinh
3.26A).

Hinh 3.26. Két qua nhuém PAS
A) TBGTM cudng ron (P3) khong biét hoa; B) TBGTM cudng rén biét hoa sau 3
tuan voi to hop HGF +DEX +OSM (D6 phong dai 100X)
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3.3.3. Biét héa bang té hop HGF, TSA va OSM

Mot t6 hop céac chat khac tiép ma chiing toi khao sat dén kha niang biét hoa tao
té bao c6 chire nang gan d6 13 t6 hop HGF, TSA va OSM. Tuong tu, tir sau mdi tudn,
cac té bao da duoc kiém tra bang kinh hién vi dao nguoc (vat kinh 10X dén 40X) dé
danh gia hinh thai, kha ning séng cta t& bao va kha ning nhiém vi sinh vat.

Sau khi té bao tiép xtc voi moi trudng cd chira HGF, TSA va OSM, ching
t6i quan sat thiy cac té bao bat dau thay doi hinh thai. Nhitng thay ddi dau tién dugc
ghi nhin vao ngay thir 7 sau khi biét héa thé hién ¢ hinh thai té bao. Céc té bao co
biéu hién co lai, khac véi hinh thai TBGTM thong thudng. Sau khi tiép tuc nudi ciy
trong moi trudng biét hoa, qua trinh co ngin té bao tiép tuc xay ra, cac té bao co hinh
thi co lai (Hinh 3.27A). O tuan tht 2 sau biét hoa cac té bao c6 dang nguyén bao soi
da phan chuyén thanh cac té bao c6 dang hinh da giac, dic trung cia té bao gan (Hinh
3.27B).

Hinh 3.27. Hinh thai té bao xu 1y biét hoa bang t6 hop HGF, TSA va OSM
sau 1 tuan (A) va 2 tuan (B) (P phong dai 40X)

Cho dén nay, dé nghién ctru tac nhan bi¢t hoa, mot loat cac phuong phap nudi
cdy da duoc phat trién nham thiic ddy qua trinh biét hoa TBG trudng thanh thanh té
bao gan. Hau hét cac giao thuc str dung cac yéu t6 ting trudng quan trong cho su phat
trién hodc tai tao gan. Trong sb cac yéu td ngu ¥ trong sy phat trién gan phoi, yéu tb
tang truéng nguyén bao soi (FGF), dugc san xuit boi cac té bao trung mé tim, duoc
tham gia vao giai doan dau cua viée tao mau noi tiét gdy ra qua trinh dinh hinh chirc
ning t& bao gan [131]. Oncostatin M (OSM), mot thanh vién cua ho cytokine
interleukin-6 duoc san xudt boi cc té bao tao mau, duoc van chuyén dén co quan
sinh duc & giai doan so sinh va duong nhu c6 tac dong dén qua trinh phat trién gan

va tao mau ¢ thai nhi [132]. Ngoai ra, cic nghién ctru ciing nhan thdy rang
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corticosteroid, HGF va EGF doéng vai trd quan trong trong hoat dong sinh hoc gan
[133], [134]. Nhitng thong béo khoa hoc da cho thdy, HGF 1a mét yéu td ting sinh
manh mé& hon cho té bao gan cua ngudi trong nudi ciy in vitro hon so voi EGF va
dong mot vai trd quan trong trong phat trién va tai tao gan ¢ nguoi [135]. Thém vao
d6, v6i su bd sung cua Trichostantin A, mot tac nhin gay biét hoa dinh hudng té bao
gan dugc danh gia c6 hiéu qua cao [136].

Phan tich bang RT-PCR vdi cac chi thi lién quan dén té bao gan 1a AFP (alpha-
fetoprotein), ALB (albumin), HNF4a dé danh gia hiéu qua cta qua trinh xir Iy. Két
qua cho thay véi té bao sau biét hoa di bicu hién 2 chi thi lién quan dén té bao gan
la AFP va HNF4a tir 2 tudn sau khi tiép xtic v6i méi trudng co bo sung HGF, TSA
va OSM (Hinh 3.28). Bén canh HNF-4¢, AFP m3 hoa cho mét loai protein ¢ té bao
chét c6 tén 1a alpha fetoprotein. Protein ndy dugc san sinh boi té bao gan trong sudt
qua trinh bao thai va khi dugc biéu hién trong co thé ngudi trudng thanh, nd thudong
xuyén c6 lién quan dén gan. So vdi té bao trudc khi biét hoa, trong té bao hai chi thi
nay hoan toan khong biéu hién, tuy nhién sau 3 tuan va sau 4 tuan biét hoa hai chi thi
d3 duoc biéu hién. Tuy nhién, mot chi thi lién quan dén té bao gan khac 1a ALB véan

chua duoc biéu hién.

M AFP  ALB HNF4a AFP ALB HNF4a

300 500 bp
1600

00 400 bp
159 300 bp

00 200 bp

I ‘»"“ For
Biét héa 21 nga Biét hoa 28 ngay

Hinh 3.28. Pién di d0 RT-PCR mau nudi ciy 4 tuan sau biét hoa bang td hop
cua HGF, TSA va OSM (M: Marker DNA 200 bp)

Doan Chinh Chung va cong sy (2013) khi nghién ctru bi¢t héa TBGTM tur
day rén, str dung thay d6i méi truong nudi ciy bang bd sung t6 hop cac chat HGF,
FGF-4, OSM, dexamethasone, nicotiamide va ITS. Nhom tac gid cong bd, té bao
biét héa da bicu hién chi thi AFP va ALB sau 21 ngay biét hoa khi phan tich RT-
PCR. Str dung Real-time RT-qPCR dé phan tich, nhom tac gia con phat hién céc chi
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thi nay khong biéu hién nhiéu trong 7 ngay biét hoa dau, tuy nhién té bao biét hoa
biéu hién ALB murc d¢ tang dan tir 7 ngay dén 21 ngay. Trong khi d6 véi chi thi AFP,
té bao biéu hién ting 1én tir ngdy 7 dén ngay 14, nhung lai giam dan tir ngay 14 dén
ngay 21, lién quan dén qua trinh biét hoa [89].

Nim 2014, Nguyén Thi Kim Nguyén va cong su ciing khdo sat kha ning biét
hoa in vitro cia TBGTM tir mé m& thanh té bao gidng té bao gan bing cach moi
trudng co bo sung HGF, FGF, nicotiamide, OSM, dexamethasone va ITS. Nhom
nghién ctru di chimg minh dugc TBGTM tir m6é m& c6 kha ning biét hoa thanh té
bao giéng té bao gan, biéu hién hinh thai ndy twong ty voi té bao nhu mé gan, cd kha
ning duy trit glycogen va c6 biéu hién cao cac gen dic trung cho té bao gan nhu:
CK18, AFP, CK19, ALB so v6i 16 di ching khong biét hoa. Cu thé tir ngdy tha 5
sau biét hoa, té bao da bicu hién AFP, diéu niy c6 thé khang dinh té bao duogc xu ly
biét hoa thanh té bao ¢ chirc ning gan dang trai qua giai doan sdm ctia qué trinh tao
té bao gan truong thanh . Vi chi thi ALB, té bao biéu hién tir ngdy 21 sau biét hoa
[90].

Tién hanh nhudém Periodic acid Schiff (PAS) ching t6i nhan thay & 16 té bao
biét hoa bang t6 hop HGF + TSA +OSM, kha ning du trir glycogen trong té bao xuat
hién sau 3 tudn tuong tu véi 16 biét hoa bang DMSO va t6 hop HGF +DEX +OSM
(Hinh 3.29B). TBGTM cubng ron khong dugc biét hoa van duy tri c6 dang dai dong
nhit va cac thé polysaccharide déu dugc nhuém dong déu trén ving xung quanh té

bao (Hinh 3.29A).

Hinh 3.29. Két qua nhuém PAS
A) TBGTM cudng ron (P3) khong biét hoa; B) TBGTM cudng ron biét hoa sau 3
tuan voi td hop HGE + TSA +OSM (D6 phéng dai 100X)
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3.3.4. Bi¢t hoa bang chuyén gen HNF4a
3.3.4.1. Thiét ké vector mang gen HNF4a bién nap vao TBG

Trinh tu ma héa cua gen HNF4a va cap mdi dé khuéch dai trinh tu gen ma hoa
HNF4a déu dugc dit tong hop theo trinh ti dic hiéu tir cong ty TNHH-MTV sinh
hoa Phu Sa. Trinh ty ndy ma héa cia gen HNF4a dugc khuéch dai bang phan tng
PCR sir dung cap moi Nhel-HNF4a-F (M6i xudi) va Pacl-HNF4a-R (Mbi nguoc).
Sau khi PCR san pham duoc dién di kiém tra trén gel agarose 1,0% (Hinh 3.30).

00 2000 bp
- 1500 bp
1359 pb
1000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

Hinh 3.30. bién di d6 kiém tra san pham PCR khuéch dai CDS gen HNF4a
M: Thang chuidn DNA 1 kb (Thermo Scientific); 1: San pham PCR HNF4q«

Hinh anh dién di cho théy trén kénh san phém chi xuat hién mot bang DNA
duy nhit trong khoang 1000 bp dén 1500 bp, ¢ kich thuéc vao khoang gan 1,4 kb
tuong tng véi kich thudc tinh toan cia gen HNF4a khi thiét ké moi (tong chiéu dai
1.359 bp). San pham bang DNA rd nét, c6 do dac hiéu cao va khdng c6 dau hiéu dut
gay hay nhiéu, do vay c6 thé sir dung san pham PCR nay chuyén vao vector pTRE-
Tight-Bl.

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 luot khoang 1.359 bp va
2.856 bp. Budc tinh sach su dung bo QIAquick® Gel Extraction Kit (Hang
QIAGEN), kiém tra dién di trén gel agarose 1,0%.
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M  pTREtight-BI

M  HNFia

3000 bp
2500 bp
2000 bp
1500 bp

1359 pb
1000 bp

2856 bp

1500 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp 250 bp

Hinh 3.31. Két qua tinh sach san phdm HNF4a va pTRE-Tight-BI cit bang enzyme
Nhel va Pacl: A) HNF4a; B) pTRE-Tight-BI
(Thang chuan DNA 1 kb Thermo Scientific)

Hinh 3.31 cho thiy san pham cit cuia HNF4a va pTRE-Tight-Bl sau khi dién
di cho hai bang vach véi kich thudc twong tng dung nhu 1y thuyét. Dong thoi, bang
DNA 15 nét, c6 kich thudc twong tmg véi du doan va khong c6 dau hiéu dit giy. Qua
hinh anh dién di c6 thé nhan dinh qua trinh tinh sach d3 thu dwgc san pham cét enzyme
c6 chit luong dap tng cho thi nghiém tiép theo. San pham dugc cat va tinh sach voi
bang vach quan tim s& dugc dung dé 1am nguyén liéu nbi tiép theo.

Dé kiém tra xem vector pTRE-Tight-Bl-HNF4a c6 ndi va bién nap thanh cong
vao E.coli hay khong, chiing t6i sir dung phwong phap PCR khuan lac vdi moi Nhel
— HNF4a-F (Mbi xudi) va Pacl — HNF4a-R (Mbi ngugc). Pién di kiém tra san pham
PCR thiy c6 bang HNF4a (Hinh 3.32).

1M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

3000 bp,
2856 bp—
2000 bp
1500 bp
1000 b

1700 bp
1359 bp [

250 bp

Hinh 3.32. Dia bién nap san pham ndi pTRE-Tight-BI-HNF4a vao E.coli
DH5a (A) va dién di kiém tra san pham PCR khuén lac (B)
Puong chay 1: pTRE-Tight-BI d6i ching; M: Thang chuan DNA 1kb; dudong chay
s6 2 dén 11 san pham PCR khuan lac sau bién nap pTRE-Tight-Bl-HNF4a
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Két qua dién di san pham PCR khuan lac thiy bang HNF4a (1.359 bp). Bé
dam bao chic chan hon, chiing t6i tiép tuc nhan sinh khéi cac khuan lac nay trong
moi truong LB 1éng c¢6 ampiciline dé tach chiét plasmid, rdi cét plasmid vira tach
dugc bang hai enzyme Nhel va Pacl. Hai enzyme Nhel va Pacl dugc lya chon do nd
vira ndm trong ving MCS — Multiple Cloning Site ctia vector lai vira nim trén trinh
tur thiét ké mdi cuia doan gen ngoai lai (HNF4a). Dién di kiém tra san phdm cit, néu
nbi va bién nap thanh cong thi theo 1y thuyét sé tao ra 2 bing co kich thuéc 1.359 bp
va 2.856bp.
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Hinh 3.33. Két qua san pham cit pTRE-Tight-Bl-HNF4a bang Pacl va Nhel
(Thang chuan DNA 1 kb Thermo Scientific)

Pién di san pham PCR colony va tach plasmid sau khi da bién nap san pham
nbi T4 gitta HNF4a va pTRE-Tight-Bl, két qua dugc thé hién & hinh 3.33 cho théy:
d3 tao thanh cong vector pTRE-Tight-Bl- HNF4a bang phuong phap tong hop gen
va ndi qua vector.

Véi muc dich nghién ctru chuyén biét hoa TBGTM cudng ron thanh té bao
gidng té bao gan thong qua phuong phéap biéu hién qua mirc HNF4a, ching toi tao ra
vector pTRE-HNF4a-ON c6 co ché diéu hoa biéu hién gen nhd cam mg Dox giong
v6i hé thong Tet-On. Co ché ciia vector nay nhu sau: Khi vector ndy dugc chuyén

vao trong té bao, té bao s& biéu hién Tet-On Advanced va protein phat huynh quang



76

mau xanh 14 cdy ZsGreenl. Protein ZsGreenl dong vai tro chi thi cho su chuyén gen
HNF4a thanh cong vao té bao. Khi ¢ mit cta chat cam tng Dox, protein Tet-On
Advanced thay ddi cdu triic va bam dic hiéu vao vi tri dap tng ctia n6 trén promoter
Piight, gitip hoat héa promoter ndy lam cho HNF4a & phia ha ngudn duogc phién ma.

Daiu tién, vector pTet-DualON dugc nhan 16n véi sb luong 10n bang phuong
phap bién nap sdc nhiét bang vi khuan E.coli DH5« s& duogc tach plasmid bang bo kit
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo) dé thu DNA. Vector s& dugc tao rong dé
nhan vector pTRE-Tight-BI sau khi dwgc chén doan gen HNF4a bang 2 enzyme Nsil
va Pacl (Hinh 3.34).

pTet-  pTet-
M DualON DualON
bpng

i

10000
8000

00 s000b
00 P
2300 4600 bp
YUY 3000 bp

4906 bp

1000 bp

Hinh 3.34. Két qua cit vector pTet-DualON bang 2 enzyme Nsil va Pacl
(Thang chuan DNA 1 kb Thermo Scientific)

Budc tiép theo, DNA plasmid pTRE-Tight-BI-HNF4a c6 chita gen HNF4a
cling duogc cit bang cip enzyme Nsil va Pacl dé tach doan gen HNF4o.

Str dung bd QIAGENE Gel Extraction Kit dé tinh sach san pham cit pTRE-
Tight-Bl-HNF4a va pTet-DualON. San pham dugc dién di kiém tra trén gel Agarose
ra cac bang rd nét vaoi kich thude ctia pTRE-Tight-BI-HNF4o va pTet-DualON
tuong tng 1an lugt khoang 1.700bp va 4.906bp (Hinh 3.35).
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Hinh 3.35. Két qua tinh sach san phdm pTRE-Tight-Bl-HNF4a va san pham cit
pTet-DualON bang 2 enzyme Nsil + Pacl
M: Thang chuan 1kb Thermo Scientific; 1: pTre-Tight-Bl-HNF4a; 2: pTet-
DualON + Pacl + Nsil tinh sach

Nbi hai san pham cit bang T4 ligase dé chuyén doan DNA HNF4a sang vector
pTet-DualON dé dugc vector cudi pTRE-HNF4a-ON. San pham ndi ciing duoc bt
hoat enzyme tién hanh bién nap vao té bao kha bién E.coli DH5a di dugc nudi cdy
trén moi truong LB ¢6 bo sung khang sinh Ampicillin 50 mg/mL dé chon dong, nudi
sinh khéi s6 lwong 16n va tich DNA plasmid.

Kiém tra san pham ndi va bién nap bang PCR colony (PCR khuan lac) véi mdi
Nsil — HNF4a-F (Mbi xu6i) va Pacl — HNF4a (M&i nguoc). Dién di kiém tra san
pham PCR thdy c6 bang pTRE-Tight-BI-HNF4a thi bién nap thanh cong.

Két qua tach tach plasmid va dién di kiém tra thé hién trong hinh 3.36.

M123 45678 91011121314
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Hinh 3.36. Pia bién nap san pham ndi pTRE-HNF4a-ON vao E.coli DH5« (A) va
dién di kiém tra san pham PCR khuén lac (B)
M: Thang chuan DNA 1 kb; 1: pTRE-Tight-BI-HNF4a dbi chimg; 2-14: san pham
PCR plasmid pTRE-HNF4a-ON
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Chon plasmid ¢ hinh 3.36 ¢6 kich thudc phu hop (c6 bang pTRE-Tight-Bl-
HNF4a), chung tdi tiép tuc nhan sinh khdi khuan lac niy trong méi truong LB long
c6 Ampiciline 50 mg/mL dé tach chiét plasmid, rdi cit plasmid vira tich duoc bang
hai enzyme Nsil va Pacl. Chung t6i ciing kiém tra san pham cat plasmid véi timg
enzyme Nsil, Pacl riéng ré (Hinh 3.37).

Két qua dién di san pham cit bang hai enzyme Pacl va Nsil xuét hién bang
1.700 bp cua pTRE-Tight-BI-HNF4a.
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Hinh 3.37. Két qua kiém tra san pham cat plasmid pTRE-HNF4a-ON bang enzyme
M: Thang chuian DNA 1 kb; 1: plasmid; 2: plasmid + Pacl; 3: Plasmid + Nsil +
Pacl; 4: Plasmid + Nsil

Két qua dién di dd cho thay cac bang DNA déu rat dic hiéu. Xt 1y véi to hop
enzyme cat Nsil + Pacl véi dong plasmid duoc lwa chon tir khuan lac roi riéng 1€ trén
dia bién nap cho két qua ra hai bang c6 kich thudc tuong dong véi bang cua vector
va DNA lai ghép (dudng chay sb 3). Bang trén c6 do 1on khoang 4.900 bp toan phu
hop vai kich thude cua vector pTet-DualON thuong mai thong thuong. Trong khi
bang dudi co d6 dai khoang gan 1.700 bp hoan toan phu hop voi kich thude cua
pTRE-Tight-BI-HNF4o. c6 chira gen HNF4a.

Ngoai ra, khi so sanh san pham cit plasmid véi timg enzyme Pacl, Nsil riéng
r& thi déu cho két qua 1a cac bang cung kich thudc (dudng chay sé 2 va 4), va biang
nay 16n hon bang ciia plasmid khi chua cat boi enzyme.

Két qua giai trinh ty gen (phu luc 6) va tién hanh dich mi bang phan mém

chuyén dung ra cic axit amin theo trinh tu thu dugc cho phép khang dinh rang da cai
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tién thanh cdng vector sir dung hé thdng cam ung biéu hién gen Tet-ON 12 pTRE-
HNF4a-ON tai to hop mang CDS cua gen HNF4«a c6 trinh ty dang, c6 trinh ty ma
khéi dau va két thuc phu hop véi thiét ké phuc vu cho viée tién hanh chuyén chuyén
gen biéu hién trong TBGTM cudng ron.

3.3.4.2. Bién nap vector biéu hién gen HNF4a vdo té bao goc

Vector biéu hién pTRE-HNF4a-ON tai t6 hop chira gen HNF4o dugc tién
hanh dua vao trong TBGTM cudng rén dya vao bo kit Lipofectamine® LTX DNA
Transfection san xuét bai Invitrogen (M¥). Cac dia nudi duoc quan sat, phan tich sau
2 ngdy, 1 tuan, 2 tuan, 3 tudn va 4 tuan.

Pé danh gia anh huéng cia moi truong biét hoa té bao chic ning gan va tac
dong cuia vector tai to hop pTRE-HNF4a-ON véi vai trod ciia Dox, chung t6i tién hanh
thi nghiém trén 3 nhom té bao. Nhom dau tién 1a TBGTM chi chuyén nudc tinh khiét
(ddH20) 1am d6i chimg 4m, nhom thir hai 1a TBGTM chuyén véi vector pTet-DualOn
va nhom tht ba 13 TBGTM chuyén vé6i vector tai to hop pTRE-HNF4a-ON. Tét ca
moi truong déu dugc bo sung Dox ¢ nong d6 200 ng/mL.

Sau khi chuyén nhiém, 2 nhom dau tién duoc nudi cdy véi méi truong nudi
cdy TBGTM, trong khi nhom thir ba duoc nudi ciy voi mdi trudng biét hoa té bao
gan. Két qua cho thay, sau khi chuyén nhiém, khong c6 té bao chét dang ké nao duoc
ghi nhan, té bao & cac nhom 1 va 2 tiép tuc phat trién di vao pha log. Tuy nhién, nhém

3 cho thay toc d6 tang trudng thap hon dang ké so v4i 2 nhom trén (Hinh 3.38).
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Hinh 3.38. Téc d¢ tang truéng ciia TBGTM sau khi duoc chuyén nhiém
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Hinh 3.38 cho thdy ring khong c6 su khac biét dang ké vé dudng cong ting
truéng va hinh thai cia TBGTM cua nhom 1 va 2. Nhu vay hé thong Tet-ON khdng
anh huong dén kha ning séng, dic tinh cua té bao gbc va khong giy ra su khac biét
cua TBGTM trong diéu kién nudi céy binh thuong. Mac du doc tinh cia Dox da dugc
tuyén bé 13 twong quan truc tiép véi ndng do va cé thé giy doc ¢ ndng do6 thip, Lee
va cong su nam 2013 di chi ra rang Dox khong c6 chat doc d6i voi TBGTM [137].
Trong nghién ctru cta chiing t6i, tit ca moi truong déu duoc bd sung Dox ¢ ndng do
200 ng/mL. Theo dé xuét cua hing Clontech, nong d6 100-1000 pg/mL Dox can thiét
cho cam ung ciia hé thong Tet-ON thap hon nhiéu so véi mirc d6 doc cho nudi ciy té
bao hodc nghién ciru chuyén gen [8].

Mt khac, & nhém TBGTM chuyén nhiém véi pTRE-HNF4a-ON. Viéc chuyén
vector tai t6 hop pTRE-HNF4a-ON khong hd tro sy gia ting cia TBGTM ma ting
cudng su biét hoa, dan dén giai doan pha lag dai hon, thé hién TBGTM nging phat
trién nhanh chong va bat dau biét hoa. Mai trudng biét hoa té bao chirc ning gan gan
van duoc cung cip 15% FBS c6 chita yéu t6 tang truong, diéu nay lam cho TBGTM
van phat trién véi ty 1& thdp hon so voi TBGTM binh thudng, trong khi & cac phuong
phép phan 1ap khac sir dung moi truong khong c6 huyét thanh té bao ngimng phat trién
va chi thay doi ddc tinh. Viéc biéu hién qua mirc gen HNF4a bang cach st dung
PTRE- HNF4a -ON dan dén sy thay doi dang ké vé hinh thai va biéu hién gen cua
TBGTM.

O thi nghiém khac, d& danh gia anh hudng ctia Dox voi chuyén gen. Sau 24 gid
chuyén vector mang gen HNF4a, Doxycycline duge bd sung vao méi trudng nudi ciy
té bao dé hoat hoa qua trinh tong hop céc protein. Sau khi chuyén nhiém, khéng c6 sy
chét té bao dang ké nao duoc ghi nhan. Khi kiém tra toc d6 tang truong cua té bao , két
qué cho thiy, 16 TBGTM d6i ching khong c6 su khéac biét so v6i 16 chuyén gen nhung
khong hoat héa bang Doxycycline. O hai nhém nay cho thiy giai doan pha lag ngan hon
trong khoang 2 ngay dau, sau do 1a giai doan pha log nhanh dén ngay 8 cho dén khi
dat duoc dén pha can bang. Trong khi d6, 16 duoc hoat héa bang Doxycycline toc do
tang sinh té bao giam rd rét, cac té bao duy tri giai doan pha lag dai cho thay téc do

tang truong thap hon dang ké cho dén ngay thir 8 (Hinh 3.39).
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Hinh 3.39. Biéu d6 sinh truéng cia té bao sau khi chuyén gen hoat hoa bang
Doxycyline

Céc két qua trén déu phu hop véi cac nghién ctru da cong bd. Theo Vuong va
cong su (2015), HNF4a 13 mot trong nhitng gen c6 chirc nang @e ché té bao ting sinh
[138]. Con vai tro ctia Dox nhu d trinh bay & trén trong hé thong biéu hién gen Tet-ON.
Promoter (Pcmv) ciia hé thdng Tet-On khai dau qué tinh phién mé caa rTetR va VP16
t6 hop cua hai gen nay goi la rtTA. Khi b sung khang sinh Doxycycline (Dox) hoic
Tetracycline (Tet) vao moi truong, khang sinh nay sé két hop vai rtTA 1am thay doi
cau hinh khéng gian cua rtTA vao TRE lam promoter Pminicmv hoat dong khéi dau
qua trinh phién ma gen dich. Nguoc lai méi truong khdng dugc bo sung Dox hoic
Tet thi rtTA khong lién két vao TRE 1am cho promoter Pminicmv bi ¢ ché, ngan can
phién ma cua gen dich.

Chung t6i quan sét sy biéu hién cua céc chi thi gen bang kinh hién vi quét laser
dong tiéu sau 24 gid bién nap vector mang gen HNF4a dé phat hién cac TBGTM da
dugc chuyén nhiém thanh cong hay khéng. Két qua cho thiy hau hét t& bao c6 bicu
hién ctia gen ZsGreenl. ZsGreenl la cac protein thuong mai va huynh quang sang
dong vai tro 1a diém chi thi cua hé théng Tet-ON. Sy phat huynh quang xuét hién
trong té bao chat cua té bao 2 ngdy 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-HNF40-ON (Hinh 3.40D, Hinh 3.40E, Hinh 3.40F).
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Anh sang tring Huynh quang Anh xép chong

Hinh 3.40. Su phat huynh quang xuat hién trong té bao chét cua té bao 2 ngay

sau chuyén gen va hoat hoa bang Doxycycline: A), B), C) nhém chuyén gen pTet-
DualON; D), E), F) nhém chuyén gen pTRE-HNF4a-ON
Nhu vay, chiing t6i di chuyén gen thanh cong HNF4a vao TBGTM cudng ron.
Tuy chua c6 diéu kién dé sang loc nhimng té bao biéu hién HNF4a dé biét hiéu suit
chuyén gen, nhung két qua quan st trén kinh hién vi huynh quang cho thay hau nhu
100% té bao déu biéu hién manh cua protein ZsGreenl phat huynh quang mau xanh
1a cdy trong té bao chat, trong khi 16 té bao d6i chirng khong quan sét that sy biéu
hién protein nay.
3.3.4.3. Pdnh gid kha nang biét héa cia té bao sau chuyén gen
Té bao sau khi duoc chuyén gen HNF4o dugc nudi trong moi truong biét hoa.
Chung t6i dd nhan thiy hinh théi té bao thay d6i mdi ngay qua quan sat bang kinh
hién vi. Trong khi cac té bao trong nhom d6i ching gitt dugc hinh thai gidng nhu
nguyén bao soi cia chung, cac TBGTM di duogc chuyén gen bang pTRE-HNF4a-ON
va dugc Dox kich hoat bat ¢ddu mat hinh dang.
Sau tuan ddu tién chuyén gen, chiing t6i di quan sat thiy cac té bao tir hinh

thai dic trung té bao dang nguyén bao s¢i ban dau (Hinh 3.41A) bién chuyén theo
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huéng co ngin lai (Hinh 3.41B). Budc sang tuan thtr 2, di xuét hién cac té bao c6
dang da giac c6 hinh thai trong dong véi té bao nhu mo gan véi ty 1é giita thé tich té
bao chat va nhén té bao ting 1én (Hinh 3.41C). Ngoai ra, chiing t6i quan sat thay riang

mot s6 té bao ¢ 1-3 nhan, day 1a ddu hiéu dic trung cua té bao gan.

Hinh 3.41. Trong qua trinh chuyén gen hinh thai t& bao co sy bién ddi

A) Té bao ban dau c6 dang gidng nguyén bao soi,
B) Hinh thai t& bao sau tudn dau chuyén gen; C) Hinh thai té bao dang da giac xuat
hién sau 2 tuan chuyén gen (D6 phong dai 200X)

Chung t6i so sanh v6i cac két qua nghién ciru khac da cong bd. Két qua thay
d6i hinh dang té bao ciing ciing twong tu v6i nghién ciru ciia Ballester va cong sur
(2019) tuy nhién nhom tac gia trén lai khéng dé cap t6i viéc danh gia trang thai té bao
& cac khoang thoi gian khac nhau [139]. O nghién ctru khéc, Xie va cong su (2019)
dd danh gia hinh dang té bao thay di sau cac khoang thoi gian 13 15 va 30 ngay sau
chuyén gen. Két qua té bao bit dau bién doi sang hinh dang cua té bao nhu mé gan
tir ngdy thir 15, va hau nhu toan bd t& bao bién doi hinh thai twong tu gidng té bao
gan phan 1ap tir mo gan tir ngay thir 30 sau biét hoa [140].
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Sau khoang 21-28 ngay nudi cdy, RNA tdng s duogc tach chiét lai va chay
phan tmg PCR phién ma nguogc. Két qua cho thdy gen HNF4a di duoc biéu hién trong
TBGTM cudng ron chuyén gen. Viéc gen HNF4a biéu hién, gen nay sé thuc day sy
biéu hién cta cac gen khac lién quan dén té bao gan. Két qua dién di ciing thé hién
mot chi thi dac trung khac cua té bao gan duoc biéu hién d6 1a chi thi AFP cling duogc
biéu hién (Hinh 3.42).
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Hinh 3.42. Biéu hién cua cac chi thi trudc va sau khi chuyén gen
A. Trudc chuyén gen. B. Sau khi chuyén gen
1: CD73; 2: CD34; 3: CD86; 4: CD90; 5: CD105; 6: Eras; 7: Oct —1; 8: GATA4,
9: HNF4a; 10: AFP; M: Thang chuan DNA 100 bp (Thermo Scientific).



A) Nhuém nhan bang DAPI B) Anh xép chong DAPI va HNF4a

C) Nhuém nhéan bang DAPI

D) Anh xép chong DAPI va ALB

E) Nhuém nhan bang DAPI F) Anh xép chong DAPI va AFP

G) Té bao do1 chimg nhudém H) Anh xép chong di chimg

nhan bang DAPI nhuém DAPI va HNF4a

Hinh 3.43. Hinh anh té bao nhuém mién dich huynh quang sau 2 tuén biét hoa
A, B: Té bao nhudm v6i HNF4a; C, D: Té bao nhudm véi ALB; E, F: Té bao nhudm
véi AFP; G, H: TBGTM d6i ching khong biét hoa nhudém véi HNF4o (D06 phong dai
100X).
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Str dung kinh hién vi soi nguoc phan pha Olympus IX83 quan sat té bao sau
khi duge nhuom mién dich. Hinh 3.43 cho thiy trong vong 2 tuin sau khi cam tng,
cac té bao dd bat ddu hién thi dwong tinh véi cc chi thi dic trung chirc ning té bao
gan (HNF4a, ALB va AFP). Biéu hién nay pht hop trong té bao biét hoa (Hinh 3.44A,
3.43B, 3.43C, 3.43D, 3.43E, 3.43F) so véi cac té bao ddi chimg (Hinh 3.44G, 3.44H).
Mau xanh 14 cdy indocyanine (ICG) chi thé hién trén té bao sau biét hoa sau khi u
trong 1 gid. Nhan té bao bat mau xanh nudc bién cia thudc nhuém DAPI. O 16 té bao
bang nhudém voi HNF4a (Hinh 3.43A, 3.43B), mau xanh 14 ciy ICG d3 quan sat thiy
& nhan té bao. Chimg t6 HNF4a di chuyén thanh céng vao nhan té bao.

Pé danh gia dic trung té bao gan sau tai ma hoa, cac chi thi AFP, ALB va
HNF4a duogc str dung. Két qua nhuém mién dich huynh quang cia té bao sau 2 tun
biét hoa trong nghién ctru cia chung t6i so véi mot sé cong bo trude ddy co su tuong
d6ng & biéu hién cua cac chi thi lién quan [139], [140], [141].

Két qua ciing trong ty voi nghién ciru cia Moore va Moghe, 2009 khi sir dung
t6 hop cac yéu to HGF, Dexamethasone va OSM dé biét hoa TBG phoi ngudi thanh
dong té bao gan. Cac té bao ban dau khong c6 biéu hién albumin va Cytokeratin 18.
V3o tuan thir 2, albumin bat dau tang 1én (7,02%) trong khi Cytokeratin 18 duoc ting
1én kha nhiéu (48,38%). D6i v6i nudi cy dai han té bao sau biét hoa, ¢ tuan thir 4,
72,8% té bao duong tinh véi albumin va 72,9% la duong tinh voi cytokeratin 18
[142].

Trong nghién ctru thir nghiém trén mé hinh dong vat, Zhang va dong tac gia
d3 chtimg minh hiéu qua cia TBGTM tir mau cudng ron trong diéu tri xo gan trén
chudt. Su biéu hién cia ALB, AFP, CK18 va CK19 1a duong tinh yéu va mo nhat ¢
céc thoi diém 1 hodc 2 tuan, twong tmg trong nhom chudt bi xo gan. Tuy nhién, & 2,
4, hodc 8 tuan sau khi truyén TBGTM, véi su kéo dai thoi gian céy ghép, biéu hién
tich cuc ctia ALB, AFP, CK18 va CK19 di tang dan, trong khi d6 c6 biéu hién giam
ctia AFP va CK19 trong nhém xo gan & 8 tuan sau khi cdy truyén TBG [143].

Lién quan dén chirc ning trao ddi chit ctia té bao gan cho thiy su biéu hién
rong rai ciia cac gen, Cac té bao gan cam tmg (iHep) thé hién sy truong thanh vé chirc
nang khi duoc hoat hoa biéu hién cac gen hay nhém gen khac nhau duge mé ta trong
cac bao cao di cong bd [5]. Bé dat duoc kha ning biéu hién qua mirc cta nhiéu yéu

t6 phién ma, hau hét cac phuong phép tai 1ap trinh sir dung két hop cac gen trong
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vector riéng 1é, mdi vector mang mot gen biéu hién mot yéu té cu thé. Cac nghién
ctru da tao ra duogc cac quén thé té bao biéu hién nhiéu yéu td dic trung cua té bao
gan [144]. Bang cach diéu chinh lwong HNF4a va khoang thoi gian biéu hién, c6 thé
tang cudng chirc ning gan cia té bao gan cam tng (iHeps) [5], [140].

Dé tai nghién ctru ctia ching t6i dd ching minh chi can chuyén nap mét gen
HNF4a duy nhat vao TBGTM cudng rén thi co thé tao ra duoc cac té bao gidng té
bao gan. Dua trén cic minh chimg vé tac dung thuc ddy chuyén doi manh nhat,
HNF4o dugce danh gia 1a gen dong vai tro quan trong nhét [5]. Cac béo céo khac da
cong bd ciing cho két qua twong dong khi tai 1ap trinh gan truc tiép & ngudi bang viée
sit dung gen HNF4o [5], [145]. Nhu vay, bang viéc biéu hién qua mirc gen HNF4a
qua trinh biét héa TBGTM thanh té bao gan s& duoc thiic day, va chimg minh rang

trong viéc tai 1ap trinh truc tiép gan thi gen HNF4a c6 mot vai trd quan trong.
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Hinh 3.44. Két qua qPCR xéc dinh mtrc d6 biéu hién mRNA cua cac gen HNF4a (A),
CYP3A4 (B), ALB (C) va AFP (D) tai cac thoi diém khac nhau. Thi nghiém duoc
lap lai 3 1an va két qua co y nghia thong ké 1a *P <0,01; ** P < 0,001.

Cac TBGTM da duoc chuyén gen biang pTRE-HNF4a-ON va duoc Dox kich
hoat duoc tién hanh phan tich qPCR dé danh gia mirc d6 biéu hién mRNA ciia HNF-
4q, AFP, ALB va CYP3AA4 tai cac thdi diém khéac nhau. Trong s6 cac gen nay, biéu
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hién HNF-40 mRNA thé hién sy gia ting trong cac giai doan bit dau (ngay tht 7-sau
1 tudn), sau d6 1a su gia ting dang cha ¥ vao ngay 14 (sau 2 tudn) va sau d6 giam
dang ké vao ngay 21 (sau 3 tuan) (Hinh 3.44A). Mirc d6 biéu hién cta gen CYP3A4
khong cho thay ting c6 ¥ nghia thong ké so véi d6i chimg. Mrc ting cao nhat dugc
ghi nhan vao ngay 14 (2,08 1an), sau d6 1a murc giam nhe vao ngay 21 (2,01 1an) (Hinh
3.44B). Mirc do biéu hién ciia gen ALB c6 xu huéng ting dan so voi dbi ching véi
s6 1an thay dbi 1an luot 14 2,31 sau 7 ngdy, 2,33 sau 14 ngay va cao nhat 13 9,29 sau
21 ngay (c6 y nghia thong ké) (Hinh 3.44C). Mtrc d6 biéu hién cua gen AFP ting
1,74 1an so v&i dbi chimng sau 7 ngay. Tuy nhién, khong c6 sy khac biét dang ké vé
mitc do biéu hién ctia gen AFP sau 14 ngay va 21 ngay, voi sd 1an thay doi 1an luot
141,76 va 1,84 so voi ddi ching (Hinh 3.44D).

Sy biéu hién qua mirc cia HNF4a gop phan vao su biét hoa ciia gan va diéu
chinh truc tiép cac gen dic hiéu cua té bao gan khac bao gom HNF4a, ALB va AFP
d3 duoc cong bd trong cac nghién clru twong tu ctia Hu va cong su (2016) va Shi va
cong su (2019) [6] [146]. Két qua nghién ciru cia chung tdi ciing phu hop nhu cong
bb ctia Wang va cong sy (2017): su biéu hién qua mic cia HNF4o d3 lam ting qua
trinh phién ma va biéu hién cia ALB. Biéu hién ALB ting 1én dang ké tir ngay thu
12, cao nhit & ngay thir 16 va bat dau giam tir ngay tht 20 [147].

Muc do biéu hién gen thu dugc ciing twong dong véi két qua trong nghién ciru
dugc thuc hién bai Khosravi va cong su (2018) [148]. Nhom tac gia da phan tich dé
xéac dinh murc d6 biéu hién mRNA cua Sox17, FoxA2, HNF4a, ALB, AFP va CK18
clia té bao biét hoa TBGTM cudng rén bang viéc biéu hién qua mirc cac gen miR-
106a, miR-574-3p and miR-451 tai cac thoi diém khac nhau.

Véi viée biéu hién qua murc gen miR-574-3p, biéu hién mRNA ctia Sox17 (tir
ngay 1 dén ngay 4) va FoxA2 (tir ngdy 4 dén ngay 9) ting lén trong cac giai doan bat
dau. Mirc do biéu hién mRNA ciia AFP tang dang ké giita ngay 9 va ngay 14 va sau
d6 giam vao ngay 21 sau khi kich thich té bao gan. Mirc do biéu hién mRNA cua cac
gen quan tdm khéc chang han nhu HNF4o, ALB va CK 18 khong thay d6i ngoai trir
HNF4o c6 xu hudng ting vao ngay thir 21. Khi ching t6i so sanh nhom ddi ching
(c4&c TBGTM cudng rén ma khong bién nap miR) véi su thay d6i miR-574, nhom tac
gia di quan sat thdy rang miR nay da thay doi kiéu hinh tir dang nguyén bao sgi ciia

TBGTM thanh kiéu hinh ndi bi. N6i cach khéc, cac té bao duogc chuyén nhiém miR
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c6 hinh dang gan tron vao ngay tht 14 nhung khong c6 hinh dang té bao gan va biéu
hién gen.

Véi viée biéu hién qua mirc gen miR-106a, két qua ciia nhom tac gia cho thay
miR-106 1am ting biéu hién mRNA cua gen AFP (vao ngiy thir 9 va ngay thir 14)
tuy nhién khong dang ké so v6i ddi chimg. Tuy nhién khdng quan sét bt ky biéu hién
mRNA thay d6i dang chu y nao caa gen HNF4a, ALB va CK 18 trong qua trinh thi
nghiém. V&i sy thay doi miR-106, cling quan sat thdy rang miR nay da thay doi kiéu
hinh nguyén bao soi cia UC-MSC thanh kiéu hinh noi bi. N6i cach khac, cac té bao
dugc chuyén d6i miR mot 1an nita hién thi hinh dang gan nhu tron vao ngay 14 nhung
khong phai 13 hinh dang té bao gan va biéu hién gen.

Véi viée biéu hién qua mirc gen miR-451, phan tich qPCR thuc khong cho
thay bat ky sy thay doi dang cha y ndo vé mitc 46 mRNA ctia FoxA2, chi c6 thé ting
dang ké Sox17 (giita ngay 1 va ngay 4). C6 khéac so véi viéc biéu hién qua muc cac
gen mi khac, viéc thay d6i miR-451 khéng lam thay ddi dang ké hinh thai cua
TBGTM cudng ron, céc té bao dugc thay doi gitt nguyén nguyén bao soi cua chiing
gidng nhu kiéu hinh vao ngay 14.

Trong thi nghiém biéu hién qua mirc dong thoi cac gen miR-106a, miR-574-
3p and miR-45, nhom tac gia di chi ra sy ting rat dang ké trong biéu hién Sox17
mRNA ¢ giai doan bt dau (tir ngay 1 dén ngay 4). Tuy nhién, mirc do biéu hién cua
n6 di giam dang ké ké tir ngdy thir 9. Ngoai ra, biéu hién mRNA ciia FoxA2 duoc
ting cudng bit ddu tir ngdy thir 4 va dat dinh cao nhét vao ngdy tht 9. Biéu hién nay
sau d6 giam xudng sau ngay thir 9 va duy tri on dinh cho dén 28 ngay. V& muc do
biéu hién mRNA cuia AFP, chung t6i lai quan sat thiy su gia ting ddng ké vao ngay
9 va ngay 14, sau d6 giam vao ngay 21 sau khi gay cam tng té bao gan [148].

So sanh va d6i chiéu vdi cac nghién ctru da cong bd, nhing két qua trong
nghién ctru ctia chiing t6i c6 thé goi y mot phwong phap day hira hen dé biét hoa truc
tiép cac TBGTM (dic biét 1a cac TBGTM cudng ron) thanh cic té bao té bao gan
bang hé thdng Tet-On. Nhitng thay d6i ndy twong ty nhu nhitng gi Sekiya va Suzuki
quan sat dugc [149]. Trong nghién ctru clia ching t6i, chung t6i nhan thiy rang su
biéu hién qué mtc cua HNF4a da thé hién cac chi thi té bao gan sém hon céc bao cao
khac (Hu va cong sy 2016; Asumda va cong sy 2018) [146] [150]. Cac két qua can

tiép tuc nghién ciru thém.
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Danh gia kha ning tich trir glycogen ctia té bao sau biét hoa. G nhém biét hoa
bang chuyén gen bang vector pPTRE-HNF4a-ON. Khi so sanh giita té bao duoc hoat
hoa bang Doxycycline va khong hoat hoa bang Doxycycline. Hinh 3.45 thé hién két
qua té bao dugc nhudém voi PAS sau 2 tuan xir Iy. Té bao khong bat mau khi nhuém
PAS & 16 té bao khong hoat héa bang Doxycycline (Hinh 3.45A). Con & 16 té bao
hoat hoa biang Doxycycline dé biéu hién HNF4a thi té bao da bit mau hong do cua
thudc nhudém PAS (Hinh 3.45B). Phan tmg nhudém PAS chinh 14 thé hién kha ning
tich lily glycogen cua té bao. Ving nhan té bao duoc thdy rd ¢ hai thuy tron tuong
mg voi nhan kép hay 2 nhan trong té bao. Trong khi dia té bao khong bd sung
Doxycycline, nhan té bao déu & trang thai don nhan, khong bit mau thudc nhudém
PAS. Két qua niy cta chung toi ciing twong ddng véi bao cdo cua Ballester va cong

su (2019) [139].

Hinh 3.45. Két qua nhudém PAS cta nhom té bao chuyén gen HNF4a sau 2 tun
A) Két qua nhuém PAS am tinh véi Té bao biét hoa khong bd sung Doxycyline; B)
Két qua nhuom PAS duong tinh voi Té bao biét hoa c6 bd sung Doxycyline
(P06 phong dai 100X)

Trong nghién ctru cua ching to61, tAt ca cac thi nghi¢m déu duoc thuc hién it
nhat 3 1an va chung déu cho két qua twong tu. Nhu vay ching t6 TBGTM cubng rén
sau khi biét hoa c6 kha nang du trit glycogen tuong tu nhu té bao gan.

Két qua nghién ctru ciing twong déng véi mot sé nghién ciru cia Zhang va
cong su nam 2009. Pé danh gia kha nang hap thu lipoprotein va kha nang luu gitr
glycogen va cua té bao biét hoa, phuong phap khao nghiém hap thu LDL (Low-
density lipoprotein) va phuong phap nhuoém PAS (Periodic acid—Schiff) da duoc

nhom tac gia da tién hanh. Két qua cho thay té bao c6 thé hap thu LDL véi ty 1¢ cao
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85,8% va kha nang tich trir glycogen véi ty 1é phan tram 1a 82,9% thé hién cac té bao
nhuom mau do tuoi [135].

Trong cong b cua nhém tac gia Hu va cong su (2016), té bao gan cam tng
duoc biét hoa bang céch biéu hién qua mac HNF4a trong TBGTM c6 ngudn gdc tir
tay xuong str dung vector lentivirus EF1a-HNF4a-hrGFP. Té bao gan cam @ng cua
Hu va cong su di cho thay su biéu hién kha ning tich trit glycogen sau 7 ngay diéu
nay turong dong véi két qua cua ching toi [146]. Do d6 ¢ thé nhan dinh rang HNF4a
gitp nhitng TBGTM cudng rén va TBGTM c6 ngudn gdc tiry xuong cé dugc sy biéu
hiéu hién kha nang tich trir glycogen véi thoi gian nhu nhau.

Khi nhém nghién ciu cia Ballester va cong sy nam 2019 dung nong do Dox
& 250 ng/mL thi nhiing té bao gan cam &ng cua ho ciing da cho thay kha ning
glycogen sau 10 ngay biét hoa. Trong khi té bao biét hda cua chung toi dat duoc kha
nang tich trit glycogen sau 7 ngay véi 200 ng/mL. Nhiing diéu nay ni Ién rang nong
d6 Dox dong mdt vai trd nhat dinh lién quan dén thoi gian tich trix glycogen cua té
bao chirc niang gan biét hoa [139]. Pé nang cao hiéu qua chuyén gen can tiép tuc

nghién ctiu toi vu ndng d6 Dox kich hoat cam tng biéu hién gen HNF4o.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN
1. Da phan 14p, nhan nudi va bao quan dugc TBG tir cudng rén voi biéu hién

cac chi thi dac trung TBGTM nhu duong tinh voi CD73, CD90, CD105. Qua phuong
phap danh gia bang dau 4n bé mit ciing cho thiy quan thé té bao phan lap duoc c6 ty
1¢ biéu hién duong tinh v&i céc chi thi dac trung cia TBGTM tuir 95,03% dén 99,90%.

2. Cac té bao nhan nudi 6n dinh trong diéu kién in vitro, c6 tiém ning biét hoa
thanh t& bao tao m& va té bao giéng nguyén bao xwong. Qua trinh dong lanh-giai
dong khong 1am mat di tinh 6n dinh hinh thai cia TBGTM cudng ron tuy nhién lam
giam ty 1 sdng sot chi dat 85,29:1,56% so véi ty 1& 98,33+0,58% ctia TBGTM trudc
d6ng lanh. Kha ning ting trudng cta té bao sau giai dong va biéu hién dwong tinh
v6i cac chi thi dac trung cia TBGTM nhu CD73, CD90, CD105 gidm so véi TBGTM
trude khi dong lanh.

3. Pa biét hoa thanh cong TBGTM cudng ron thanh té bao c6 chic nang gan.
Té bao sau khi biét hoa da co su thay d6i hinh thai, phat hién sdm nhat tir ngay thir
7, dén ngay tht 21 cac té bao co dang nguyén bio soi da phan bién d6i thanh cac té
bao c6 dang hinh da gidc, dic trung cia té bao gan. Biét hoa bang chuyén gen HNF4a
qua hé thdng biéu hién Tet-ON 12 mot phuong phap hiéu qua va nhanh chéng nhét so
v6i cac phuong phap biét hoa bang DMSO, biét hoa bang t6 hgp HGF + DEX + OSM,
biét hoa bang t6 hop HGF + TSA + OSM. Cu thé phan tich RT-PCR cho thay té bao
sau xtr 1y da biéu hién 2 chi thi lién quan dén té bao gan 1a AFP va HNF4q tir ngay
thir 21 (16 biét hoa bang chuyén gen) va ngay thir 28 (16 biét hoa bang cac phuong
phap con lai). Khi nhuém huynh quang mién dich té bao ¢ nhom biét hoa bing
chuyén gen, ghi nhan biéu hién cuia HNF4a, ALB va AFP tir ngay 14 sau biét hoa.
Panh gia kha ning tich trir glycogen cia té bao sau biét hoa cho thay glycogen dugc
Iy trir trong 16 té bao biét hoa cé 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 nhém dbi ching
khong biét hoa 1a am tinh.
KIEN NGHI

1. Can tiép tuc theo ddi trong thoi gian dai hon dé diéu tra su anh hudng cua

nhiét 6 dong lanh, bao quéan téi sy ting trudng cua té bao sau phan 1ap.
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2. Can tiép tuc nghién ctru dinh lwong so sanh protein trong té bao bing hinh
anh Western blot hoac tiét ra trong moi truong nudi (ELISA).

3. Can tiép tuc nghién ctru va tién hanh thém cac danh gia can thiét khac ciing
nhu kéo dai thoi gian biét hoa dé tao té bao gan thanh thuc dé phuc vu cho muc tiéu
sang loc chét c6 hoat tinh sinh hoc va thu nghiém thude.

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

va té bao gan trong diéu kién in vivo qua mo hinh chuét thi nghiém.
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PHU LUC 1. PHIEU TINH NGUYEN THAM GIA NGHIEN CUU

Tai,

Xdc nhgn rang

 T6i da doc cac thong tin dugc cung cap vé nghién ctru “Nghién ciru biét héa té
bao chirc ning gan tir t€ bao goc nguwoi va chudt” tai Ban cung cap thong tin nghién
ctru va Phiéu tinh nguyén tham gia nghién ctru). Toé1 da dugc cac can bd nghién ciu
giai thich ro6 vé nghién ctru va céac tha tuc dang ky tinh nguyén tham gia vao nghién
cuu.

* T61 da co6 co hoi dugce hoi cac cau hoi vé nghién ctru va to1 hai long véi cac cau tra
101 dua ra.

* T61 da c6 thoi gian va co hdi dé€ can nhac tham gia vao nghién ctru nay.

* T61 da hi€u dugc rang to1 c6 quyén dugc ti€p can vdi cac thong tin dugc mo ta trong
Phiéu cung cap thong tin nghién curu.

* T61 hiéu rang t61 cd quyén rat khoi nghién ctru vao bat cur thot diém nao vi bat cir
ly do gi.

* T61 dong y rang cac bac sy dang di€u tri cho td1 (néu cd) s€ dugce thong bao veé viée
tham gia nghién ctru cua toi.

Pénh dau vao 6 thich hop:

Co: Khéng:

T6i nhan mot ban sao ciia Ban thong tin cho d6i twong nghién ctru va chap thuan tham
gia nghién ctru nay. Toi tu nguyén dong ¥ tham gia.

Chir ky cua nguwoi tham gia:
Ho tén Chtr ky

Ngay thang nam

Chir Ky ciia Ngudi 1ay mau/nguoi 1y chap thuin:

T6i, nguoi ky tén dudi ddy, xac nhan rang bénh nhan/nguoi tinh nguyén tham gia
nghién ctru ky ban chap thuan di doc toan bo ban thong tin trén ddy, cac thong tin
nay di duoc giai thich cian k& cho Ong/Ba va Ong/Ba di hiéu rd ban chit, cac nguy
co va loi ich ctia viéc Ong/Ba tham gia vao nghién ciru nay.

Ho tén Chtr ky

Ngay thang nam
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PHU LUC 2. BAN CUNG CAP THONG TIN NGHIEN CUU
Tén nghién ciru: “Nghién ciru biét héa té bao chirc ning gan tir té bao goc ngudi
va chugt”
Mai s6: VAST.DL.03/16-17

Don vi chu tri: Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé
Viét Nam.

Nghién ciru vién: TS. Nguyén Vin Hanh

Chire vu: Truong phong Cong nghé phoi, Vién Cong ngh¢ sinh hoc.

Vai tro trong dé tai: Chu nhiém dé tai

THONG TIN VE NGHIEN CU'U:

Muc dich va cach tién hanh nghién ctru

- Giai thich muc dich ctia nghién ctru: Nghién ctru dugce tién hanh trén té bao gbc
trung md dugc phan lap tir cudng ron tré so sinh va biét hoa thanh té bao co chirc

nang gan. DAy 1a nghién ctu mang tinh chat nghién ctru co ban va thuc hién trong
phong thi nghiém.

- Tiéu chuan lya chon dbi twong: Nhitng san phu khoe manh (thai ky du thang, 6
két qua am tinh véi cac xét nghiém sang loc bénh nhiém trung, bao gém virus HIV,
virus viém gan B, virus viém gan C, virus CMV va vi khuan giang mai) dong y hién
tang.

- Tiéu chuan loai trir khoi nghién ciru: Loai trir trong tinh huéng nguoi tham gia tir

chéi, hoic san phu mang thai ky thiéu thang hay c6 két qua duong tinh véi mot trong

cac xét nghiém sang loc bénh nhiém tring, bao gom virus HIV, virus viém gan B,

virus viém gan C, virus CMV va vi khuan giang mai.

- Ai s& 1a nguoi danh gia cac thong tin ca nhan va y khoa dé lya chon anh/chi/...

tham gia vao nghién ctru: Béc si san khoa, thanh vién nghién cau vién cua dé tai, cac

thong tin ca nhan va y khoa déu dugc bao mat, tuan thu cac nguyén tic vé dao dirc,

tuan thua phap luat cia Nha nuéc CHXHCN Viét Nam.

- S nguoi sé tham gia vao nghién ciru: 12 nguoi

- Giai thich khoang thoi gian d6i tuong can tham gia: San phy tham gia vao trudc
thoi gian sinh dé.

- M0 ta c4c thu tuc ddi twong s& thyuc hién: Mau cudng rén duoc thu nhan ngay sau

khi em bé dugc sinh ra, dugc thu nhén quan bdo trong dung dich bao quan. Phy san

khong phai lam thém céac thu tuc nao khéac.
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- Céch tuyén chon dbi tugng (nham dam bao su c¢éng bang): Cac ddi tuong duoc
lya chon trong d¢ tudi sinh dé

- Loi ich cua viéc thuc hién nghién ciu va caa ddi twgng tham gia nghién cau:
Nguoi hién mau dong gop cho nghién ctru khoa hoc.

- Néu nghién ctu c6 thu thap bénh pham, phan mau con du sau khi nghién ciu nay
s& duoc huy hay khong?: Phan mau da tién hanh nghién cau, thi phan con du s& dugc
tiéu huy, dam bao nguyén tic an toan sinh hoc trong phong thi nghiém.

- Néu c6 thu thap bénh pham, phan miu con du s& duoc luu dé sir dung cho nghién
ctru khéc trong twong lai? Phan miu ma chua sir dung dén, s& dugc luu bao quan
trong ngan hang lanh, dé phuc vu cho thi nghiém tiép theo. Sau khi tién hanh thi
nghiém, phan con du cling sé duoc tiéu huy, dam bao nguyén tac an toan sinh hoc
trong phong thi nghiém.

Quyén lgi cia ddi twong

- Quyén loi cua ddi tuong duoc ghi rd: San phu c6 quyén tir chdi nghién ctru, rut
khoi nghién ctru va ¢6 quyén tir chdi cac cau hoi riéng tu.

Cac nguy co va bat loi

- M0 ta cac nguy co va bat tién co thé thay trudc véi doi teong: Quaé trinh thu mau
khong ¢ bat ky rui ro nao so véi viéc khong 1ay mau.

Bao mat thong tin

- Ghi rd viéc mo ta cac bién phap dé giit va dam bao tinh bao mat cua cac ban ghi
lién quan dén nguoi tham gia : Nhém nghién ciru ¢6 nghia vu tuyét d6i gitt bi mat vé
tat ca cac thong tin lién quan t&i san phu dong ¥ hién ting. Tén va dia chi cua san phu
s& khong dugc cong khai trong cac phiéu thu thip thong tin va miu cudng ron. Tén
ctia san phu s& khong duoc nhac dén trong bat ky biéu mau nao. Thong tin thu thap
s& duge cat gilt trong tu c6 khoa hoac mat khau trén may tinh. Nhitng can bg khac
khong thé tiép can dir liéu nay ké ca can bd thu thap s6 liéu. Khi nghién ctru két thuc,
cac thong tin s€ huy.

- Cam két thong tin thu thap duoc chi sir dung trong nghién ciru ma khdng nham bat
ctr muc dich nao khac.

Nguwoi lién hé

- Cung cép ho tén dia chi sd dién thoai lién hé ctia nhan vién sé& 1a nguoi trd 101 cac
cau hoi lién quan dén nghién ctru va lién quan dén quyén cta dbi twong tham gia:

Neéu san phu hodc ngudi nha san phy gap van dé rac roi lién quan dén viéc thu mau
nay hodc co6 bat ky cau hoi nao lién quan dén nghién ctru, hay lién lac véi:
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TS. Nguyén Vin Hanh — cha nhiém dé tai VAST.DL.03/16-17, Trudng phong Cong
ngh¢ phoi — Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét
Nam. Dién thoai: 0985255047

NCS. P6 Trung Kién — Khoa cong nghé sinh hoc, Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé
Viét Nam. Pién thoai: 0983109979
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PHU LUC 3. DANH SACH CA NHAN
TINH NGUYEN THAM GIA NGHIEN CUU

STT Ho va tén Tubi Tinh trang sirc khoe

1 P.Q.A 24 Tét, khong viém nhiém

2 T.T.H 26 Tét, khong viém nhidm

3 D.TV.A 27 Tét, khong viém nhiém

4 P.T.H 33 Binh thuong, khong viém nhiém
5 N.T.N 32 Tét, khong viém nhiém

6 T.QL 25 Tét, khong viém nhiém

7 N.T.H.N 34 Tét, khong viém nhiém

8 N.T.L 30 Binh thuong, khong viém nhiém
9 L.THH 29 Tét, khong viém nhiém

10 |[H.T.N 28 Tét, khong viém nhiém

11 |P.T.H 30 Tét, khong viém nhiém

12 |[N.T.P 26 Tét, khong viém nhiém

Ghi chu:

Tén viét tat: vi du Nguyén Thi Vian Anh — NTVA;

Lé Thu Huong — LTH




117

PHU LUC 4. THIET BI NGHIEN CUU

STT Tén thiét bi Hang Ma
, . Tokai-Hit )
1 | Ban am soi kinh hién vi Tpi — UNIX
(Nhat Ban)
.2 ASONE
2 Bé On nhiét 16-3-003713 (1604771A)
(Nhat Ban)
3 Ban soi Gel UPV (MyY) M -26V
L’Air liquide ]
4 Binh nito . Serial No. 001236
(Phap)
5 Buong dém Neubauer-Birc Mariendeld
Model: XS250DUV
TDNR 18.6.3.1084.895
Mettler Toledo
6 Can dién tu X250BDUV
(Thuy Si) o
Service info, SNR
B548772774
7 Cong ra dong lanh IMV (Phéap) 006937
Dia nuoi 4 giéng L
Swedesboro, NJ, | Nunc MultiDishes, Thomas
8 (@15, dién tich nuoi S
, , USA (My) Scientific
cay 1,9 cm?/giéng)
Thomas,
9 bia pectri 60mm Falcon 351007
Scientific (M)
0 Kinh hién vi huynh Olympus (Nhat BX-51, Olympus, Tokyo,
quang Oympus Bén) Nhat Ban
Kinh hién vi soi ngugc
Olympus (Nhat | IX83, Olympus, Tokyo, Nhat
11 | phéan pha huynh quang
Bén) Ban
Olympus
Kinh hién vi huynh
12 ) Zeiss (buc) LSM510 Meta,
quang Zeiss
, Nikon (Nhat )
13 | Kinh hién vi phan pha TI-U
Ban)
14 | Kinh hién vi quang hoc |  Nikon (Nhat Eclipse TE2000-S
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Bén)
Model: 11-PS 100W/A
N0.2119528.
5 Kinh hién vi soi n6i Nikon (Nhat Input AC100V 150VA
Nikon Ban) 50/60Hz
KCC-REM-NYC-TI-
PS100WA
Microscope
KCC-REM-OLY-022400002
, , Model BX53F
Kinh hién vi soi noi Olympus (Nhat
16 100-120/220-240
Olympus Ban)
1.7/0.8A 50/60Hz, SN 6L
44666 201611
Tokyo 163-0914
17 Lo vi song Saiko (Nhat Ban) Saiko MW-G223
18 Mang loc vo trung Sartorius (Purc) SAR61821, SAR61831
May c6 mau ly tim SP Scientific )
19 miVac Quattro
chan khéng Genevac MY)
May chu trinh nhiét
20 Eppendorf (Dtrc) AG22331
PCR
21 May dién di Bio-Rad (M¥) Powerpac 300
HANNA
22 May do pH HI2211
(Viét Nam)
May do quang pho ) )
23 Eppendorf (Dtrc) BioSpectrometer Basic
UV-VIS
BD Bioscience )
24 may flowcytometry N FACSCalibur
(My)
25 May lac UNIEQUIP Unitwist 300
o Daihan Scientific
26 May lac 6n nhiét , WIS - 10R
(Han Quodc)
27 May ly tam Tomy (Nhat) Low speed centrifuge LCX-
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100
Speed 10000 RPM
Serial No: 52425004
Tokyo.1790073

28 May ly tam Eppendorf (buc) Centrifuge 5424-R
. Young in
May thong loc nude AQUAMAX ULTRA 370
29 Chromass
si€u sach ) SERIES
(Han Quoc)
) N-Biotek
30 May voltex , NB - 105V
(Han Quoc)
N Hirayama
31 Noi hap khir trung HV-85
(Nhat Ban)
Model No: AH-160
) Serial No: BO61700283
32 Tu cay vo trung ASTEC (Nhat)
Power:AC220V 8A 50Hz
Japan 811-2207
Panasonic
33 T lanh NR-BL340PSVN
(Viét Nam)
34 Ta lanh -20°C Nihon Freezer GS-3120HC20H828993379
35 Tu lanh -80°C Nihon Freezer CLN-32UD21512143
, Alabtech
36 T nudi lac , LSI 3016R
(Han Quoc)
37 Tu nudi lac N-Biotek, NB 205QF
Model No: APC-50DR
. Serial No: 50D1700861
38 Tt nuoi té bao ASTEC (Nhat)
Power: AC230V 5A 50/60
Hz Japan 811-2207
, Sanyo (Nhat
39 Tt nuoi té bao MCO-20AIC
Ban)
40 Tu stock Alaska 16-3-003712
41 | Thiét bi hut, nha té bao | Eppendorf (Dtic) Research plus
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42

Hé thong Real time
PCR Rotor-Gene Q
5plex-HRM System

QIAGEN, Hilden,
(Puc)

Cat. No. / ID: 9002370
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PHU LUC 5. MOl TRUONG DUNG TRONG NGHIEN CUU

1. Mbi trwomg bio quin vin chuyén cudng rom: moi truong PBS
(phosphate buffered saline) c6 chira 100 IU/mL penicilin, 100 mg/mL streptomycin
(Sigma) va 0,25 mg/mL amphotericin (Sigma)

2. Méi treong DMEM/F12 nubi cdy té bao (300 mL):

Thanh phan Nong do Thé tich (mL)
DMEM/ F12 246
FBS 15% 45
bFGF 50 ng/mL 0,06
EGF 100 ng/mL 0,03
Insulin Transferrin Seleniumm A (ITS) 1X 3
Glutamine 2mM 3
Penicillin/Streptomycin 1% 3
3. M6i trwong cam wng tao mé (50 mL):
Thanh phan Nong do Thé tich (mL)
DMEM/ F12 43,5
FBS 10% 5
Dexamethasone 100X 0,1 uM 0,5
Indomethacin 1000X 200 uMm 0,05
3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) 500 uM 0,05
1000X
Insuline 100X 2mM 0,05
Penicillin/Streptomycin 1% 1

4. M6i tredng cam ng tao té bao nguyén bao xwong (100 mL):

Thanh phan Nong do Luong

DMEM low glucose 89 mL

FBS 10% 10 mL
Dexamethasone 100X 0,1 uM 196,2 uL
L-ascorbic acid 2-phosphat (AsAP) 100 uM 0,0029 g
B- glycerolphosphate 10 mM 0,2160 g

Penicillin/Streptomycin 1% 1mL
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5. Mdi trwong dong lanh té bao: DMEM/F12 b sung thém 10% DMSO
6. Mbi trudng rira té bao: DMEM/F12
7. Méi trweong DMEM low glucose (100 mL):

Thanh phan Nong do Luong

DMEM powder D2902 (Sigma) 10 g/L 1g
bFGF 10 ng/mL 20 pL
EGF 10 ng/mL 20 pL
NaHCO3 3,79/L 0,37¢g
Penicillin/Streptomycin 1% 1mL

8. Modi truomg biét héa bang DMSO: DMEM/F12 b6 sung thém DMSO ¢
céc nong d6 0,01%; 0,1% va 1%

9. Mai trwong biét héa bing té hop HGF, dexamethasone va OSM:

TBG cudng ron duge nudi cdy trong moi truong nudéi DMEM/F12 bd sung
15% FBS, FGF, EGF, cac chat khang sinh trong diéu kién 37°C, 5% CO,. Sau d6
duogc biét hoa nhu sau:

Moi truong biét héa I (14 ngay): Moi trudng nudi té bao bd sung thém 20
ng/mL yéu t ting truong té bao gan (HGF, Sigma), 1 mM/L Dexamethasone (DEX)
(Sigma).

Moi truong biét hoa II (14 ngay): Méi truong biét hda I + oncostain M (OSM)
v6i ndng d6 20 ng/mL.

10. Mdi truong biét hoa bang té hop HGF, trichostantine A va OSM:

TBG cudng ron duge nudi cdy trong mdi truong nudéi DMEM/F12 bo sung
15% FBS, FGF, EGF, cac chat khang sinh trong diéu kién 37°C, 5% CO,. Sau do
duoc biét hoa nhu sau:

MGi trweong biét héa I (7 ngay): Mbi trudng nudi té bao bo sung thém 20ng/mL
IGF (Sigma), 20 ng/ mL HGF (sigma) va 10" M/L Trichostantine (Sigma).

Moi truong biét hoa Il (14 ngay): Moi trudong bi¢t hoa I + oncostain M (OSM)
v6i nong d6 10 ng/mL.

11. Méi trwong nudi té bao sau chuyén gen:

Két thiic qua trinh chuyén gen, té bao dugc chuyén sang nudi trong moi truong

DMEM low glucose (1g/L), bo sung 10% FBS (fetal bovine serum), 5 ng/mL EGF,
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50 U penicillin, 50 mg/mL Streptomycin, 10 pg/mL ciprofloxacin. Thoi gian nudi
ciy 3 ngay, & 37°C va cap khi CO2 5%. dé hoat hoa biéu hién ciia gen HNF4a, Moi
treong nudi cay sé duoc bd sung Doxycycline ndng dd 200 ng/mL trong 24 gidr nudi

cy tiép theo.
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PHU LUC 6. TRINH TU CDS CUA GEN HNF4a

Homo sapiens hepatocyte nuclear factor 4 4 alpha variant 4 (NR2A1) mRNA, co
sequence ID: HO692868.1 Length: 1359 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 1359 SenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

2510 bits(1259) 0.0 12558/1355({100%) 0/1255(0%) Dlus/Dlus

Query 1 ATEETCAGCATEAACGOGCCCCTOGEEAITCCAGTRRARGAGTTCTTACGACACGTCCCCA &8
_ LEVEVELEREEEEEE PR e e e e e e e e e e e e ee e ey

Sbjct 1 ATEETCAGCATEAACGEGCCCCTOGEEAITCCAGTRRARAGTTCTTACGACACGTCCCCA &8

Query &l TCAGAAGGCACCAACCTCAACGOGICCAACAGCLTRRGTRTCAGIGECCTGTGTGCCATL 128
, LLEEEELERTEEEE LR L e e L e e e e e L e Ly ee e eentn

sbjct &1 TCAGAAGGCACCAACCTCAACGOGICCAACAGCLTRRGTRTCAGIGECCTGTGTGCCATL 128

Query 121 TECGEaOACCAGGCCACGRGCAAACACTACGETGLCTCRGAGCTAGTGACGRITGCAAGGEL 188

sbjct 121 TECGEaGACCARGCCACGRGIAAACACTACGETGCCTCRGAGCTATRACGRCTRGCAAGGEE 188

Query 181 TTCTTCCGRAGGAGCATECGGAAGAACCACATOTACTOCTGLAGATTTAGCCGGLAGTGL 228

sbjct 181 TTCTTCCGRAGGAGCATECGGAAGAACCACATOTACTOCTGLAGATTTAGCCGGLAGTGL 228

Query 241 GTEETEGACAAAGACAAGAGGAACCAGTGLCGCTACTGCAGGLTCAAGAAATGCTTCCGE 2288

sbjct 241 GTEGTEOACAAAGACAAGAGGAACCAGTEGLCGCTACTGCAGGCTCAAGARATGCTTCCGE 288

Query 81 GCATEAAGAAGGAAGCCETCCAGAATRAGCGROACCARATCAGCACTOGAAGRTCA 208

Sbjct 381 GCTEECATRAAGAAGGRAAGCCGTCCAGAATRAGCGEEACCARATCAGCACTIGAARGTEA 208

Query 36l ABCTATGAGRACAGCAGCCTGLCCTCCATCAATGLEETCCTGCARGLGRAGGTCLTGTLL 428

sbjct 381 AGCTATOAGRACAGCAGCCTGLCCTCCATCAATGLGCTCCTRCAGGLGRAGGTCCTGTLL 428

Query 421 458

sbjct <421 488

Query =81 AGCATCGCAGATGTGTGTGAGTCCATGAAGRAGCAGCTGCTGETTCTOGTTGAGTEEELL 548

sbjct 481 AGCATCGCAGATGTETETEAGTCCATGAAGGAGCAGCTECTGETTCTLOGTTRAGTEEGEL 5

I-
o

Query 541 AMGTACATCCCAGCTTTCTGLGAGCTCCOCCTAGACGACCAGRTORLCCTGCTCAGAGLL @8

sbjct 541 AMGTACATCCCAGCTTTCTGLGAGCTCCLCCTAGACGACCAGRTRALCCTGCTCAGAGLL @8

Query &8l ATGCTOECAAGCACCTRCTGC TOGRAGCCACCAAGAGATCCATGATAGTTCAAGRACGTE 68

Sbjct 681 CATGLTORCRAGCACCTRETGCTOGRAGECACCAARAGATCCATGATETTLAAGRACGTE 68

Query a6l CTalTCCTARGCAATEACTACATTGTCCLTORRACTECCCGRARITERLGEAGATRAGL 728

sbjct 681 CTECTCCTAGRCAATEGACTACATTGTCCCTCGRCACTRCCCGRAGCTGRIGRAGATRAGE 728

Query 721 ETT?T? 738
sbjct 721 CEEGT TES

Query 731 GACAATGAGTATGLCTACCTCARAGLCATCATCTTCTTTGACCCAGATECCAAGGEEETE 549

sbjct 781 GACAATGAGTATGLCTACCTCARAGLCATCATCTTCETTTGACCCAGATECCAAGEEEETE 549

Query 341 AGBCGATCCARGGAABATL CCAGLGTECAGGTRAGCTTGRAGRACTAL 988

AAGCEGCTGCGTTE
, LLLEETECEERERE R e e e e e e e e e e e
sbict 841  AGCGATCCAGGGAAGATCAAGCGGCTGCGTTCCCAGGTGCAGGTGAGCTTGGAGGACTAC 980



Query
sbict
Query
sbict
Query
shict
Query
shict
Query
shict
Query
shict
Query
shict
Query
shict
Query
shict

241

24l

Sal

el

el

961

1821

1821

1281

1281

1141

1141

1281

1281

1261

1261

1321

1321
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2 ATEA CTTTGGAEADEt%EtE{tDEt?Et?{EE
IR
= CTTTEGAGAGC TG TECTEGLTEITGILC

ACCTTECAE#GEATCA{ETGGE#GATEAT{EHG{AEATECT

ACCTTECAGAGCATCACCTORCAGATEATCGAGCAGATCCA

ATGGCCAAGATTGA GLAGGAGATEITECTERGAGLETCCCCAGCGATGEA

CAACCTGTT
LELEEREECLREE T e e e e e e et e e e Lty ned
CAACCTGTT

ATGGCCAAGATTGA GLAGGARATEITECTERGAGRGTCCCCCAGEGATGEA

GEGAACCAACGTL

AACCAACGTC

ECCCATGCECACCACCCECTGE#CEETCTT

CCCCATOOOCACCACCOOCTGLACCCTCAL

Al

CTGATGCAGGAACATATGGEGE
CLLERLERETEEET T ErT
CTGATGCAGGAACATATGGG

ATCGTTGCCAACACAATGCCCACTCACCTCAGCAACGGACAGATETG
LDLELTREE R e e e e e e e ey
ATCGTTGCCAACACAATGCCCACTCACCTCAGCAACGGACAGATETG

GTGGCCCCGA
LT

c
|
c
G
| |

G GTEGCCCCGA

|
G
TGA
|||
TGA
GGGACAGGCAGCCACCCCTGAGACCCCACAGCCCTCACCECCAGETGEC TCAGGE
LOEELTRERER e et e e e e e e el
GGGACAGGCAGCCACCCCTGAGACCCCACAGCCCTCACCGCCAGETGEC TCAGGG

AG
|
AG

cce
|11
ccc

TCTGAGCCCTATAAGCTCCTGCCGGEAGCCGTCGCCACAATOGTCAAGCCLCTCTCTGEL

TCTGAGCCCTATAAGCTCCTRCCGEEAGLGTCGCCACAATOGTCAAGCCCCTCTETGLL

ATCCOCCCAGCCGACT AAGCAGGAAGTTATCTAG 1359

ATCACC
LLLEEREELELRREEE R EE LR e eenir
ATCACC

ATCCCCCAGOCGACT AMGCAGGAAGTTATCTAG 1359

988

e

See

=1-10

1228

1228

1288

1288

1146

1128

1286

12g8

1268

12e8

1328

1228



