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PAT VAN PE

T nhimg ndm 1950 dén nay, chung ta dd duoc chang kién nhiéu thanh
tuu quan trong trong nghién ciu vé té bao goc va nhan ban ciing nhu nhiing
tranh cdi vé tinh dao duc trong nghién ciru linh vuc ndy. Nghién cau vé té bao
g6c va nhan ban mang lai cho nhan loai hy vong chita dugc nhiéu bénh man

tinh va nan giai ma hién nay chua c6 bién phéap diéu tri hiéu qua.

Té bao géc la té bao nén mong cua tat ca cac té bao, mod va co quan trong
co thé, day 13 nhiing té bao chua biét hoa c6 kha niang biét hoa manh thanh céc
dong té bao mong muén trong nhitng moi trudng nudi cy dac biét [1]. Té bao
g6c ¢6 nguodn goc tir nhidu noi nhu mau cudng rén, tuy xuong, phoi thai, mod
cua bao thai, t& bao chuyén nhan va mang 6i [1], [2], [3]. Ttr mot loai té bao
gdc co thé biét hoa thanh nhiéu loai té bao chuyén biét dé diéu tri cho cac bénh
thoai hod hoac ton thuong mat té bao nhu cac bénh Alzheimer [4], chan thuong
tuy song, dot quy ndo [5], [6], nhoi mau co tim [7], [8], bong va nhiéu bénh
khac [3], [9]. Tuy nhién, viéc di sau tim hiéu, nghién ctu té bao goc chi moi
bat dau tir cudi nhitng nim 1990 cua thé ky XX, ngudn té bao gbc cé nhirng

kho khan vé s6 lwong va qui trinh thu thap té bao.

O Viét Nam, nhiéu co s y té da bat dau nghién ctiru ung dung té bao goc
trong diéu tri. Tuy nhién, linh vuc ndy van con biéu hién nhiéu han ché: ngudn
té bao gbc con han ché, cac nghién ctiu p dung té bao gbc biét hoa thanh cac
dong té bao ap dung diéu tri con chua dat hiéu qua cao. Thém nita, cac hudng
nghién ctru vé té bao goc & trong nudc con chua da dang, chua quan tim nhiéu
dén nhimg hudng tao sinh té bao gc tir nguon cac té bao khéac nhau. Trong khi
d6, nhu cau diéu tri cac khuyét hdng md va suy chirc ning té bao/co quan rat

I6n ma trién vong co thé ap dung tri lidu té bao goc cang 1a con sé 16n hon.



Hién nay, kha niang biét hoa da tiém ning cua cac té bao cd ngudn goc tir
mang 6i da duoc cdng bd va thu hat sy chl y cua rat nhiéu nha nghién ciu nhu
1a mot ngudn té bao cho tri liéu ghép té bao [10]. Cac té bao gbc tir mang di cua
ngudi ¢6 nhitng wu diém rd rét sau: ching co thé biét hda thanh tat ca ba 16p té
bao mam; ching it c6 yéu té sinh mién dich va ching 1a nguén rac thai sinh
hoc nén tranh dwoc nhitng tranh cii lién quan dén viéc str dung té bao gbc phoi
thai (human ES cell) [11]. Bén canh d6, do c6 thé kéo dai thoi gian sir dung
bang cac phuong phap bao quan nhu: chiéu Xa, sdy, dong kho hay dong lanh
[12], [13], mang 6i hién nay da dugc ap dung nhiéu trong y hoc nhu diéu tri cac
ton thuong, che phii vét mé tranh nhiém khuan, ghép giac mac va trong cong
nghé té bao goc [14], [15]. Tuy nhién, hién nay van con nhiéu van dé can nghién
ctru vé hiéu qua, co ché cua nhitng tng dung nay [16], [17], [18], cling nhu kha

nang duy tri cac dac tinh sinh hoc 1au dai caa mang i [19].

Trong nhitng nam gan day, tinh trang bénh dai thao duong ngay cang la
mét van dé noi troi vé suc khoe ¢ Viét Nam ciing nhu trén toan thé gidi. Theo
Lién doan bénh dai thdo dudng quoc té (IDF), wdc tinh c6 285 triéu ngudi mac
bénh dai thao duong vao nam 2009 va dén nam 2017 thi sé ngudi mac udc tinh
khoang 415 triéu nguoi. Huéng diéu tri bénh dai thao duong type | bing céch
thay thé va bo sung céc té bao tiét insulin méi cho bénh nhan bang liéu phap té

bao gbc dd md ra mot trién vong tt va nhiéu hira hen cho ngudi bénh.

Xuat phét tir nhirng thuc tién do, dé tai nay duoc tién hanh nham nhiing
muc tiéu sau:
1. M0 td ddc diém cdu trdc vi thé, siéu vi thé mang éi va té bao goc mang
di nguwoi.
2. Phan Idp, nudi cdy va buwéc diu danh gid kha nang bigt hoa té bao goc

mang éi ngwoi thanh té bao giong té bao beta tuy n4i tiét.



CHUONG 1
TONG QUAN
1.1. Pic diém cau trdc mang oi
1.1.1. Ngudn géc mang oi
Mang 6i dugc hinh thanh tir 14 phdi ngoai c6 ngudn géc tir khdi noi bao.
O loai ngudi, dén ngay thir 8 sau thu tinh, & cuc phdi xuat hién mot khoang nho
dan dan Ién 1én, tao thanh khoang 6i. Nhiing té bao phu tran khoang nay tao

thanh mang 6i [20].

Las 7

Hinh 1.1. So d@6 rau thai va mang oi

1. Cuéng ron, 2: Pia dém, 3: Mang 4i, 4: Ving ranh gidi giira rau thai va
mang bao thai, 5: Mang dém

Nguon: theo Kurt Benirschke va CS [21]



Khoang 6i, tir mot khoang nhé nim & mit lung phéi (mit ngoai bi) dén
cudi thang thir nhat khi phoi da khép minh trd thanh mot khoang ngay cang 16n
chtra dung toan bo phéi. Trong khoang 6i, phéi tim minh trong nudc bi. Con
mang i duoc cau tao bai 2 16p md ¢ ngudn gdc khac nhau: biéu md phu trén
mat c6 ngudn géc tir ngoai bi va mot 1op trung md c6 ngudn gbc tir 14 thanh
trung bi ngoai phdi [20]. Khi phéi tiép tuc 16n 1&n, khoang 6i ngay cang to ra,
nuéc 6i ngay cang duoc tao ra nhiéu, mang oi ngay cang gian rong ra tién sat
t6i mang dém. Phan 14 thanh trung bi ngoai phdi phu ngoai bi mang i téi sat
nhap vao mang dém. Vi vay, khoang ngoai phéi ngay cang hep lai va cudi cliing
bién mat.

Theo tac gia D6 Kinh, khi phoi nang bat dau 1am to trong noi mac than tir
cung me, Vé mat cau tao phoi nang duoc cau thanh tir hai dong té bao: dai phoi
bao va tiéu phoi bao. Nhimg dai phdi bao sé& tao ra phéi chinh thic va mot s6
bo phan phu cua phdi nhu bieu md mang 6i, cac biéu mo tii nodn hoang va

niéu nang [20].
1.1.2. Cau triic mang oi

Mang 6i duoc cau tao bai 3 16p chinh: 16p biéu mé don (single epithelial
layer), mang day day (basement membrane) va I6p v6 mach (avascular
mesenchyme) [22]. Mang 6i khéng c6 than kinh, mach méau hay bach huyét
(Hinh 1.2), nam ngay sat khoang 6i (amniotic cavity) va cé4c té bao 14 nuoi
(trophoblast cell) va c6 thé d& dang phan tach khoi mang dém (chorion) nam
ngay dudi d6. Mang 6i dugc nudi dudng boi chat dinh dudng va oxy tir dich 6i

bao xung quanh va mach mau cua thai.

Phan tich vé mat md hoc, mang 6i gom hai 16p biéu moé don va trung mo.

Lép biéu md don 1a mot 16p té bao biéu mé don hinh try, mot phan tu do va



mot phan tiép x(c voi mang day. Nam dudi mang day 1a 16p trung méd mang i

gom céc md lién két duoc tao boi céc té bao gidng nguyén bao soi.

Dich o6i op Thanh phan ngoai bao
y ‘ ) Y
\ 1 \._‘_ ‘ \ ‘ —\ "aﬂg o.
\\ Té bao biéu md
\ Collagen type- Ill, IV, V: laminin,
Mang day fibronectin, nidogen
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Hinh 1.2. Sor d6 cdu tric mang oi
Nguon theo Parry va CS [23]
Mang bi & viing ria cach cubng rén khoang 10 cm dugc bao phu bai 1 16p
biéu m6 vudng don. Pay 1a ving chira it té bao gbc nhung lai rat tét khi st dung
dé san xuat tim mang 6i dong kho trong diéu tri. Mang 6i lay tir viing nay c6

do dan hoi cao.
1.1.3. Chirc niing ciia mang oi

Mang 6i dong vai trd quan trong trong qua trinh phat trién thai nhi va
chuyén da. Trong khoi diém va duy tri co that tir cung, prostaglandin dong vai
tro cot yéu. Biéu md mang 6i khdng chi 1a mot trong nhitng ngudn cung cap
prostaglandin, dac biét la prostaglandin E2 [24], ma nd con tao ra cac enzym
sinh téng hop prostaglandin (prostaglandin - biosynthesis enzyme) vi du nhu

phospholipase, prostaglandin synthase va cyclooxygenase. Hon nira, cac



enzyme nay dugc diéu hoa boi human chorionic gonadotropin (hCG), c4c thu
cam thé cia chung ciing tim thay trong mang biéu mé mang 6i. Biéu mé mang
bi c6 muc do hoat dong chuyén hoéa cao trong qua trinh thai nghén va né co

chtrc ning diéu hoa pH cua dich di, gitt nd & trang thai hang dinh 1a khoang 7,1.

Laminin la thanh phan chinh cua mang day té bao goc mang 6i tham gia
vao qué trinh biét hoa té bao, duy tri hinh dang va hoat dong té bao, duy tri kiéu
cau tric mé dong thoi thic day sy ton tai caa cac md théng qua cac thu cam
thé cua té bao nhu integrin va dystroglycan [25]. Vi vdy, xac dinh dic diém cac
chudi dudi don vi cua laminin & mang 6i ngudi 1a rat quan trong. Laminin c6
nhiéu dong dang khéc nhau bao gom cac chudi a-, p-, va y- ma mdi chudi nay
c6 nhiéu dang chudi dudi don vi : al— 5, 1 — 3, y1 — 3 [24]. Laminin duoc tao
ra va bai tiét tir ngay biéu md nam trén mang day vi vay biéu hién gen cua céc
chudi dudi don vi laminin trong cac té bao biéu mé mang 4i (human amniotic
epithelial cells - HAE) dugc phéat hién bang phan ung reverse transcription-

polymerase chain reaction (RT-PCR).

1.2. Té bao goc mang di

1.2.1. Mot s6 khai niém té bao géc

Té bao goc (TBG) la cac té bao chua c6 chire ning chuyén biét, co tiém
nang phat trién thanh nhiéu loai té bao khac nhau (hinh 1.1) va c6 kha nang tu
thay méi (selfrenewal). Cac té bao nay 1a cac té bao chua biét hoa
(unspecialized cell) hoic dang & nhitng giai doan khac nhau nhung chua két
thic qua trinh biét hoa (té bao van tiém ning, té bao da tiém ning, té bao it tiém
nang, t& bao don tiém ning), do vay ching co thé di theo nhiéu huéng khac

nhau dé tao thanh nhiéu loai té bao khac nhau [26].
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+ Té bao gac phoi (embryonic stem cells - ESCs) va té bao mam phai

(embryonic germ cells)

Té bao gbc phoi 1a cac té bao gdc van ning dugc 14y tir phoi giai doan sém
(4 - 7 ngay tudi). O giai doan nay phdi c6 hinh cau va duoc goi la phoi tdi
(blastocyst). Blastocyst c6 mot nhém cé khoang 30 té bao van ning nam léch
vé mot cuc goi 1a khéi té bao bén trong (inner cell mass). Diing mot loai enzyme
dic biét dé phan tach cac té bao cua khdi nay sé& thu duoc cac té bao gbc phdi.
Té bao mam phoi 1a cac té bao mam nguy@n thiy c6 tinh van ning. D6 1a cac
té bao s& hinh thanh nén giao tir (trang va tinh tring) & ngudi truong thanh.
Cac té bao mam nguyén thary nay duoc phan lap tir phoi 5-9 tuan tudi hoic tir
thai nhi. So véi té bao goc phoi, cac té bao mam phdi kho duy tri dai han hon

trong nudi cdy nhan tao do chling & giai doan biét hoa cao hon.
+ Té bao gdc thai (foetal stem cells)

L& céc té bao van ning hoic da ning dugc phan Iap tir to chuc thai sau
nao phé thai. Nhiéu nguoi cho rang, té bao gbc thai thuoc loai té bao gbc truong
thanh & giai doan biét hoa thap. Viéc nghién ciu va sir dung céc té bao nay co
anh huong kha niang né vé dao duc nghién ciru, nén thudng chi giéi han vao

muc dich tim hiéu qua trinh phét trién phéi thai.
+ Té bao gdc nhii nhi (infant stem cell)

Té bao gbc nhil nhi dugc phan 14p tir tré so sinh hodc cac phan phu cua
thai nhu day rén, nhau thai, mang i, dich di... Cac té bao nay thuong 1a da
tiém ning hoic van tiém nang. Tuy theo cach thu thap co thé anh hudéng hoic
khong anh hudng dén dbi teong cho té bao. Choc dich 6i truéc khi sinh hozc
choc tinh mach day rén trudce sinh dé lay té bao gbc cua em bé cé trong dich 6i
hoic trong mau day rdn c6 nhitng nguy co cta cac ky thuat nay 1a nhidm tring,

chay mau, say thai hoic dé non... Tuy nhién, 14y mau day rén tir day ron hoic



banh rau sau khi da “me tron con vudng” vira dugc té bao cé thanh phan gidng
hét mau tinh mach cua tré so sinh lai khdng anh huéng gi dén em bé. Tuong tu
nhu vay, lay cé4c té bao tir md day rén va banh rau sau khi sinh ciing khong anh
huong dén sic khoe ciia em bé vi cac thanh phan nay 1a san pham bé di sau khi

sinh.
+ Té bao goc truwéng thanh (adult stem cells / somatic stem cells)

Con goi 1a té bao gbc than, 1a cac té bao chua biét hoa duoc tim thiy voi
mét s luong it trong cac md cua ngudi trudng thanh (mau ngoai vi, md nio,
mo da, md co...). Tuy nhién, ciing c6 thé tim thay & tré em, thai nhi va co thé
tach chiét tir mau cudng rén. Trong co thé, vai trd chii yéu cua cac té bao gbc

truong thanh 1a duy tri va stra chita té chic ma & d6 chiing duoc tim ra.

Binh thudng, c4c té bao goc trudng thanh duoc cho 14 c6 tinh da ning,
chling cd thé phat trién thanh nhém céc té bao c6 quan hé mat thiét véi nhau
trong ciing mot to chic. Vi du té bao géc tao méau c6 kha ning hinh thanh nén
tat ca cac loai t& bao mau khac nhau bao gédm hong cau, bach cau, tiéu cau,
lympho.... Tuy nhién, cac bang chiing gan day cho thay mot sé loai té bao goc
truong thanh con ¢6 thé cé tinh van nang, hoic it nhat c6 kha niang biét hoa

thanh nhiéu loai té bao khac nhau (tic 1a c6 tinh mém déo - plasticity).

+ Té bao giong té bao gac phdi (embryonic - like stem cell) hay té bao géc

van tiém néing cam g (induced pluripotent stem cell - iPS)

Puoc tao ra bang cach cam ung cac té bao di biét hod cua co thé trg lai
trang thai gidng nhu té bao goc phdi hay con goi la té bao gbc nhén tao. Pay 1a
ki thuat ch yéu thao tac trong phong thi nghiém, nguoi cho té bao dé cam tng
(vi duy té bao da) bi anh huong rat it, c6 thé 1a sinh thiét dé lay mot miéng da

nho
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+ Té bao gdc ung thuw (cancer stem cell)

Puoc phan 1ap tir céc khéi u, céc té bao gbc nay dugc coi 1a ngudn gdc
cua khdi u. Trong chién lugc tri liéu mién dich chéng ung thu, té bao nay dang
dugc cha ¥ dé 1am vaccine chéng ung thu véi hy vong diéu tri duoc “tan géc”
ung thu. Cac té bao gbc ung thu tir khéi u cua chinh bénh nhan hoac khéi u
cuing loai cuia bénh nhan khac dugc dung 1am vaccine kich thich hé théng mién

dich caia bénh nhan chéng lai cac thanh phan cua khdi u.

1.2.2. Cac dic diém mang 6i lién quan cong nghé té bao géc

1.2.2.1. Tinh van tiém nding (pluripotent)

Trong linh vuc biét hda té bao gdc, cac nha nghién ctru quan tim dén van
dé lieu cac té bao goc mang 6i ¢ thugc tinh van tiém nang (pluripotent) hay
khong. Trong qua trinh phat trién, khdi ndi bao cuaa tdi phoi, phan tao nén cac
té bao gbc dong phdi (embryonic stem cells - ES cells), s& phét trién thanh ca
ngoai phéi bi 1dn noi phoi bi. Ngoai bi phi s& phat trién thanh thai nhi con noi
bi phdi s& hinh thanh tGi nodn hoang. T ngoai bi phéi, 16p biéu md mang bi
s& duogc hinh thanh vao ngay thir 8 sau khi thy tinh, trong khi cac té bao trung
mé (Iop trung md mang 6i) dugc hinh thanh tir 14 trung md ngoai phoi
(extraembryonic mesoderm) cua dai nguyén thay (primitive streak) [27]. Mot
diéu can luu y 1a ngoai bi phoi cling cd thé tao nén tat ca cac 16p mam cua phoi,
ddng thoi 16p biéu md mang i duoc hinh thanh trudc phdi vi. Mit khéac, ching
ta cling can luu ¥ cac té bao ung thu phdi van tiém ning (pluripotent embryonal
carcinoma cells) chi c6 thé dugc hinh thanh trudc khi ¢ phéi vi. Biéu nay cho
thiy tdm quan trong cta su hinh thanh phdi vi trong qua trinh biét hda va
chuyén biét cua té bao. Chinh vi vay, ching ta c6 thé ky vong tinh mém déo
cuia c4c té bao trong tién phéi vi ciing xuét hién ¢ cac té bao 16p biéu mdé mang
5i [28]
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Bén canh d6, di c6 mot s6 bao céo chirng minh rang ca hai l6p té bao biéu
md va trung mdé mang 6i biéu hién mot s maker té bao géc nhu OCT-4
(octamer - binding transcription factor), nanog, GATA-4, HNF-3p (hepatocyte
nuclear factor - 3B) va nestin [28], [29]. Ma nhu chung ta dd biét, Oct-4 Ia
maker biéu hién dic trung cho céc té bao gbc phoi va cac té bao mam, GATA-
4 1a maker dé xac dinh phéi va cac tang noi bi phdi, HNF-3pB 1a maker dé xac
dinh noi bi phoi, nestin mot dang protein trung gian biéu hién dic trung cho
cac té bao gbc than kinh. C4c van dé trén da goi ¥ cho ching ta thay rang ca
C4C té bao cua cac 16p bieu md va trung mé mang 6i c6 dac tinh van tiém nang
[28], [29], [30].

1.2.2.2. Tinh chéng viém va sinh mién dich thdp

Mang bi va cac té bao géc mang i duoc xem nhu 13 nhitng md hoic té
bao thich hop dé ghép tu than, y kién nay cin ctr vao tinh khang viém va sinh
mién dich thap. C6 rat nhiéu bang ching chung minh cho quan diém nay dua

vao c4c nghién ctru da thuc hién va duoc duc két lai.

Vé tinh khang viém, Hao va cong su da nghién ctru va bao céo rang ca hai
16p té bao biéu md va trung mé mang i biéu hién cac protein khang tao mach
va khang viém nhu thu thé d6i khang interleukin-1 (IL-1), yéu t wc ché mé
TIMPs-1,-2,-3,-4 (tissue inhibitors of metalloproteinase) va IL-10 [31]. Khoi
chat nén mang 6i (Amniotic membrane stromal matrix) Gc ché rd rét qua trinh
diéu chinh téng hop polysacharide cua ca IL-1a and -1B & nhitng té bao ria
biéu md giac mac nguoi khi dugc ghép [32]. Hon nita, I6p nén mang 6i ciing
tc ché tong hop DNA va biét héa ké tiép cua nguyén bao soi co
(myofibroblasts) cua giac mac théng qua viéc e ché hé thong tin hiéu TGF-p.

Céc hoat dong nay khong chi giai thich cho viéc chéng seo hda (antiscarring)
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ctia mang 6i dung dé ciy ghép ma con giai thich su lién vét thuong cua thai nhi
khong dé lai seo [33].

Cac té bao biéu md mang 4i ciing biéu hién mRNA cua yéu té hoai tir u
TNF- o (tumor necrosis factor), Fas ligand (protein chuyén mang type-11 thuoc
ho TNF), TRAIL (TNF - related apoptosis - inducing ligand) TGF-B, va yéu t6
trc ché chuyén d6i cua dai thuc bao (MIF - macrophage migration-inhibitory
factor. Phan noi cua dich chiét sau nudi cdy cac té bao biéu md mang 6i cé kha
nang ¢ ché qua trinh hoat hoa cta bach cau da nhan trung tinh va cac dai thuc
bao thanh cic protein 2 dbi véi maker gay viém MIP-2 (macrophage
inflammatory protein 2), 1am giam qua trinh sinh san cac té bao T va B sau kich
thich phan bao va tang qua trinh chét rung (apoptosis) céc té bao T va B [34],
va cling ngdn chin qué tinh tan tao mach ¢ viing ria biéu mé va qua trinh chuyén
d6i cua phic hop twong thich mé chinh loai 1l (major histocompatibility
complex - MHC class 1) va céc té bao trinh dién khang nguyén (antigen-
presenting cells - APCs) & viing gi4c mac chudt bi gay bong [35]. Vé thugc tinh
khang khuan, mang 6i nguoi lam giam sé luong vi khuan va thuc day qué trinh

lien vét thuong [36].

V& tinh chat sinh mién dich thap, theo Akle va CS, khdng quan sat duoc
cac dau hiéu 1am sang cua tinh trang thai loai cap manh ghép & cac manh mang
61 dugc ghép vao ngudi tinh nguyén [37]. Mic do trinh dién cua phuc hop
tuong thich mo chinh 16p 1 van con 1 van dé tranh luan giita cac nha khoa hoc.
Mic du c6 cac bao céo rang HLA-A, -B, -C va -DR khong duoc phat hién trong
biéu md mang 6i duoc nubi cy [38], su phat hién khang nguyén I6p | trong
hau hét tat ca cac té bao & mang di cling duoc cong bd sau do6 [39], [40]. Nguoc
lai, khang nguyén 16p II ciing dugc biéu hién khong chi trong mot sé fibroblasts
& mang i ciia nguoi [40]. Nhiéu nghién ctiu kiém tra thay hién tuong chét cua

manh ghép mang 6i. Wang va cong sy da tién hanh nghién ctu ghép mang 6i
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ddng loai & chuot (allogeneic GFP+ mouse amniotic membrane grafts) vao mat
[41], Kubo va cong su da tién hanh nghién cau mang 6i dong di loai & mat
chuot [40]. Két qua tir nhitng nghién ctu ndy cho thiy kha ning tdn tai cua cac
té bao biéu md mang bi phu thudc vao vi tri ghép. Vi du, manh ghép ¢ tién
phong hay trong giac mac ton tai dai hon ghép & bé mat nhan cau. CAc té bao
biéu mé mang 6i khi ghép vao bé mit nhan cau s& mat di kha niang song vi vay
khong trinh dién du khang nguyén ddi véi cac té bao CD4+, CD8 + va T [41] .
Hon nita, tir chd quan sét cac té bao mang bi bién mat khdng c6 phan tng thai
ghép, cac tac gia udc doan rang su ton tai ngan cua cac té bao biéu mod c6 nguon
g6 tir mang i cho trén bé mat nhan cau co6 thé do qué trinh chét theo chuong
trinh cua té bao (apoptosis) [40], [41]. Thuc té, cac bao cdo da mo ta ca té bao
biéu md va trung md mang 6i déu cé biéu hién Fas ligand, va cd thé dé dang
duogc giai phong tir cac té bao mang 6i bi chét theo chuong trinh nhu cac thé

hoa tan va c6 thé tao ra mot hiéu qua ac ché mién dich [34], [40].

Khang nguyén HLA-G khéng phan 16p c6 ngudn gdc bao thai (class Ib
antigen) ciing dugc biéu hién trong mang 6i caa nguoi [39], [40]. Do céc phan
tir HLA-G c6 tinh da hinh thap so véi cac khang nguyén 16p la, sy xam nhap
chéng lai thai nhi khéng d& dang duoc khoi phat do biéu hién caa HLA-G trong
su twong tac gitta me va thai nhi. Kubo va cong su cong bd biéu hién HLA-G
trong mang 6i 4m chi hai kha niang c6 thé ddi véi hé théng mién dich cua vat
cha. Dau tién, HLA-G c6 thé dong vai tro 1a mot peptide tolerogenic va céc
lymphocyte chi hoic céc té bao dendritic c6 thé bi bat hoat do sy gan két cua
HLA-G véi cac thu thé tc ché. Sau d6, HLA-G c¢6 thé dugc nhan dién boi cac
té bao T do CD8 c¢6 thé gan vao HLA-G va nhitng té bao nay c6 thé c6 chuic
nang tiéu diét vi khuan [40]. Biéu hién cua cac yéu té tc ché mién dich hay
diéu hoa mién dich c6 thé giai thich duoc mot phan. Vi vay, van dé cua yéu th

thai ghép c6 thé khic phuc bang céch sir dung mang oi.
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Thoi gian ton tai cia manh ghép & chudt sau khi da trai qua nhiéu 1an ghép
mo ngan hon dang ké so véi nhom binh thuong trong nghién ciu cua Wang va
CS, diéu nay goi y rang ghép mang 6i tuoi di loai & chudt da tao ra cac san
pham sinh mién dich [41]. Tuy nhién trong diéu tri 1am sang nguy co sinh mién
dich phu thudc vao noi ghép va sy thai loai xay ra sau khi lap lai ghép mang 6i
tir ciing ngudn cho. Vi vay, viéc st dung mang i va cac té bao mang i duoc

xem nhu rat phil hop cho ghép do dic tinh chéng viém va sinh mién dich thap.
1.2.2.3. Khdng gay teo khéi u

Khong c6 bang chang cho thay tao khoi u khi ghép cac té bao duoc phan
lap tir mang i vao ngudi tinh nguyén nham danh gia tinh trang sinh mién dich
(immunogenicity) hoic ghép vao cac bénh nhan bi bénh ri loan tich dong &
lysosome (lysosomal storage diseases - LSD) [37], [42]. Tuy nhién, hién tugng
thé kham 3 nhiém sac thé (trisomy mosaicism) trong mang di ciing da duoc
cong bd, dac biét té bao biéu md mang 6i. Két qua nghién ctu ciia Robinson va
CS cho thay 16/33 truong hop (48%) dugc chan doan 1a thé kham tién sinh 3
nhiém sac thé (trisomy) dugc khang dinh bang cach phan tich mang 6i & muc
d6 phan tr, mac du hién tugng trisomy khdng quan sat duoc ¢ cac mo thai nhi
va dich i [43].

1.2.2.4. Vin dé dgo dirc trong si dung

Do mang di dugc bo di sau khi sinh nén n6 d& dang thu nhan ma khdng
anh hudng dén ngudi me hay dra tré va vi vay khac phuc duoc van dé dao duc
lién quan dén cac té bao ES. Tuy nhién, van con van dé trong s hitu cia nguoi
me. Vi vdy, st dung mang 6i & nguoi phai duoc co quan vé y dao dtc cua cac
vién nghién ctiru cho phép thong tin cho nguoi me va duoc nguoi me chap

thuan.
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1.2.3. Kha niing biét hoa cia té bao géc mang 6i

1.2.3.1. Bigt hoa té bao géc mang i thanh té bao than kinh

Ca té bao HAE va HAM déu c6 nhimng dic tinh cua cac té bao tién than
kinh. Mot s6 dau 4n sy biét hoa cua ndo bo, neuron va té bao than kinh dém
déu xuat hién & cac té bao HAE nhu tong hop va phong thich acetylcholine
[44], catecholamines, dopamine [45], neurotrophic factors [46], activin va

noggin [47] da duogc ghi nhan.

Cac té bao HAM ciing biéu hién céc dau an cua cac té bao tién than kinh
dém. Khi cac té bao HAM dugc biét hoa hudng than kinh, than cua cac té bao
nay mo rong thanh céc té bao ludng hodc da cuc. Cac té bao HAM khi méi
duoc phan lap du chua biét hoa dd co biéu hién Nestin va Musashi 1 va ting
Ién nhe sau khi sir dung céc yéu té cam ng biét hoa than kinh. Sau d6, cac
nghién ctu khéc ciing dua ra nhan dinh rang cac té bao HAM mic du chua biét
hoa da 1a moi cho qua trinh biét hda than kinh [48], [49].

Mbt s6 nghién ciu khi cay cac té bao HAE vao néi so dé diéu tri bénh
Parkinson & chudt cho thay rang cac té bao HAE cd nhiing vu diém trong diéu
tri bénh Parkinson, bai vi chiing c6 thé tong hop va phong thich catecholamine
va cac yéu td dinh dudng than kinh nhu yéu t6 ting trwong than kinh,

neurotrophin-3, va yéu té dinh dudng than kinh c6 nguén gdc tir ndo [45], [46].

Gan day hon, Yan va CS di cong bd nhimg thanh cong ban dau trong viéc
str dung cac té bao goc mang 6i trong diéu tri chan thuong so ndo. Sau khi ghép,
c4c té bao gbc nay da tang sinh va biét hoa thanh cac neuron va céc té bao than
kinh dém. C4c té bao ghép nay da giai phéng GDNF cd kha niang phong cac
t6n thuong thir phat cho c4c té bao than kinh, déng thoi cai thién nhan thac caa

bénh nhan. Két qua nghién ctru caa Yan va CS ciing cho thay diéu tri bang céc
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té bao géc mang i da biét hoa thanh té bao gbc than kinh hiéu qua hon cac té
bao gbc chua biét hoa [50].

1.2.3.2. Biét hoa té bao goc mang éi thanh té bao biéu bi da (keratinocytes)

Da dong vat c6 v 1a mot td chire dic biét bao gom nhitng quan thé té bao
g6c biéu bi. Ching c6 kha ning ting sinh manh truéc khi biét hda thanh nhiéu
loai té bao khac cua biéu bi dong thoi ludn ton tai mot nhom té bao c6 kha ning

tdng sinh trén mang day.

Rat nhiéu cac san pham da nhan tao duoc tng dung trong diéu tri vét
thuong, vét bong nhung né van khong duoc dua vao str dung thuong quy Vi gia
thanh cao, hiéu qua diéu tri thap va dic biét khong chira cac thanh phan phu
ctia da nhu nang 16ng, tuyén mo hdi, tuyén ba... Té bao goc dua trén nhiing phat
hién cua Ernest A.McCulloch va James E. Till [51], [52] 1a c4c té bao cd kha
nang tu 1am méi va cé thé biét hoa thanh nhiéu loai té bao khac nhau trong d6
c6 té bao biéu bi co thé gilp ché tao da nhan tao in vitro. Ngudn té bao goc
quan trong duoc sir dung trong y hoc téi tao 1a cac té bao goc phdi, té bao gdc

truong thanh va gan day 1a cac té bao géc mang 6i.

Niam 1996, Bagutti va CS da thanh cong trong viéc biét hoa té bao gbc
phdi thanh té bao co biéu hién marker cua té bao biéu bi [53]. Trén co s& do,
mot sb tac gia d thanh cong trong biét hda té bao gbc mang 6i thanh té chic
gidng biéu bi [54].

Kha ning biét hoa té bao goc mang 6i thanh té bao biéu bi dem dén hy
Vong san Xuét c4c té bao giéng té bao gbc da da tiém nang khu tra & trung bi,
g6c 16ng va tuyén ba cho phép da tu 1am méi 16p biéu mé phu va cac phan phu
cua chiing. Nhiing té bao biéu bi c6 kha ning tu 1am méi cao s& c6 thé 1a ngubn

té bao phuc vu trong y hoc tai tao dic biét trong linh vyc diéu trj bong.
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1.2.3.3. Bigt hoa té bao géc mang éi thanh té bao gan (Hepatocytes)

Pé diéu tri cac bénh gan ning nhu viém gan cap tinh va suy gan ning, mot
sb tac gia thuc hién cay ghép té bao gan. Tuy nhién, van ton tai rat nhiéu van
dé vé cach tiép can nay, dac biét 1a lién quan dén ngudi cho té bao. Nam 2000,
cac té bao gdc gan da duoc tim ra tir qué trinh phat trién caa gan chuot, va té
bao gbc gan duoc dé xuit nhu 13 mot ngudn té bao cay ghép. Cac té bao khong
thudc dong té bao gan c6 thé biét hda thanh té bao gan ciing da duoc dé xuét
cho viéc cdy ghép. Cac ngudn té bao tir tay xuwong cho thay c6 thé biét hoa
thanh té bao gan ca ¢ in vivo va in vitro trén chudt, ciing nhu céac té bao goc
phdi chudt [55], [56]. O ngudi, té bao gc phdi thai, cac té bao ngudn gdc tay
xuong va cac té bao mau day ron ciing da duoc xac dinh 1a nguon cho co thé
cay ghép [57]. Tuy nhién, kha ning biét hda cua cac té bao gdc tiy xwong thanh

té bao gan thap nén viéc tng dung c6 nhiéu han ché.

Marongiu va CS da bao cdo kha ning biét hoa hAEC thanh cac té bao co
cac tinh ning cua té bao gan trong diéu kién in-vitro. Tién hanh tuc nghiém
trong cac diéu kién khac nhau, Marongiu va CS cho rang phuong phéap hiéu
qua nhat la dong nudi cay véi té bao gan, hoac nudi cay trong méi trudng ngoai
bao c6 ngudn gbc gan (L-ECM). Céc tac gia ciing da tién hanh biét hda hAEC
thanh cac té bao gan bang cach st dung cac hdn hop khac nhau cia cac yéu to
tang trudng, cytokines va hoocmon. Tuy nhién, Marongiu va CS cho rang su
tuong tac truc tiép vai cac té bao gan chudt xung quanh hoic L-ECM 1a diéu

kién rat quan trong dé biét hoa cac hAEC thanh té bao gidng té bao gan [58].

Céc té bao HAE biéu hién albumin, al-antitrypsin (al-AT), cytokeratin
18, phosphoenolpyruvate cacboxykinaza va dac biét la cytochrome P450. Sau
khi nudi cay HAE, té bao bat dau xuat hién o-fetoprotein (a-FP), transthyretin,
tyrosine aminotransferase (TAT) va CYP-450 [57]. Ngoai ra, albumin va
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glycogen duoc phét hién biang héa mién dich ¢ hau hét cac té bao HAE nudi
cdy ciing phu hop Véi cac nghién trudc cho rang san xuat albumin ciing da

dugc quan sat thay trong mot nira cac té bao mang 6i chudt.
Diéu d6 ching t6 rang cé thé dung té bao gbc mang 6i dé tai sinh gan.
1.2.3.4. Bigt hoa té bao géc mang éi thanh té bao co tim

Tao hinh co tim mirc d6 té bao 1a phuong phap chinh dé diéu trji bénh thiéu
mau cuc bd, hau qua cta suy tim do co tim ctia ngudi trudng thanh khong duoc
tai tao day du. Viéc tim kiém ngudn té bao phu hop hién van con dang duoc
nghién ctiu tir cac té bao co tim ¢ tam that, hay nguyén bao co ¢ tiy xuong dén
té bao gdc phéi hay té bao gdc truang thanh. Mai loai ngudn té bao du c6 nhiing
thuan loi nhat dinh nhung van con ton tai cc van dé lién quan nhu: sé luong
té bao, hién twong mién dich thai ghép, kha ning sinh u ciing nhu cac van dé
vé dao duc [59].

Két qua phan tich RT-PCR tir cac té bao HAM dugc phan lap cho thay
c6 su hién dién cua cua cac yéu té phién ma dac hiéu caa tim nhu GATA-4, céc
gen dic hiéu cta tim nhu chudi myosin nhe (MLC)-2a, MLC-2v, cTnl, va
cTnT; va kénh calci type L dic hiéu ciia tim o-subunits (a1c) va kénh kali ngan
bén ngoai (Kv4.3) [60]. Sau khi kich thich bang yéu té phat trién nguyén bao
soi hodc activin A, cc té bao HAM biéu hién Nkx2.5, mot yéu t phién ma dac
hiéu cua tim va ANP (atrial natriuretic peptid) mot maker dac hiéu cua tim.
Nkx2.5 duoc biéu hién sém trong qua trinh phat trién cua tim va cé tac dung
diéu hoa mot vai yéu té phién ma khac khdng chi trong giai doan phat trién ma
ca trong giai doan mudn cua qué trinh biét hoa thanh té bao co tim [61]. Nkx2.5
cling c6 thé hoat hda van chuyén gen ANF hiép dong véi yéu té phién ma
GATA-4 [62]. Hon nita, gen dic hiéu cua tim, chudi myosin ning o (o-myosin

heavy chain - a-MHC) ciing dugc biéu hién sau khi kich thich bang activin A
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[63]. Bén canh do, tir cac nghién curu cua Kehat va CS, Mummery va CS cho
thay cac gen ANP, MLC-2a, MLC-2v, GATA-4, a-MHC, Nkx2.5, ¢cTnT, cTnl,
alc, va Kv4.3 ciing dugc biéu hién tir cac té bao co tim c6 ngudn goc phdi
nguoi [64], [65].

Zhao va CS ciing xac nhan rang cac té bao HAM c6 ca kha nang tich hop
vao té bao co tim 1an biét hda thanh cac té bao gidng té bao co tim. Trong thyuc
nghiém ghép khac loai ¢ chudt, cac té bao HAM c6 thé ton tai dén 2 thang o
cac t6 churc seo cua tim ton thwong va biét hoa thanh cac té bao gidng té bao co
tim. Diéu nay chiing to rang cac yéu té noi sinh co thé biét hoa cac té bao HAM

thanh cac té bao co tim [60].

TOm lai, cac té bao HAM c6 nhiing dic diém nhu cac té bao co tim va co
kha nang 1a mot ngudn té bao cho thich hop dé tao hinh co tim mirc do té bao,

mac di cac thudc tinh va tiém ning ctia chung chua dugc tim hiéu hoan toan.
1.2.3.5. Bigt hoa té bao géc mang i thanh té bao sun (Chondrocytes)

Ciing d3 c6 nhiéu cdng trinh md ta, phan tich té bao goc mang 6i HAM va
tiém nang cho viéc diéu tri cac ton thuong & sun [66], [67]. Té bao HAM lién
quan dén gen, bao gém Sox-9, Sox-5, Sox-6, protein bone morphogenetic
(BMP) -2 va -4, ciing nhu thu thé BMP. Trong thi nghiém in vitro, collagen
loai I va aggrecan duoc biéu hién sau khi cho chat cam ung cua chondrogenesis
véi BMP-2. Trong diéu kién in vitro, cac té bao HAM duogc cdy vao sun md
cua chudt voi BMP-2 hoic cdy ghép véi gia d& collagen vao vi tri bi khuyét
tat, tao ra xuong cua chudt dua vao thay doi hinh thai voi su lang dong cua
collagen loai 1. Nhitng két qua nay cho thay, té bao HAM c6 tiém ning biét
hoa thanh té bao sun trong in vitro va in vivo, ¢ tiém nang diéu tri cho bénh

vé sun hoac sun bi ton thuong [68].
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1.2.3.6. Sir dung tdm té bao géc mang éi ngwoi trong linh vuc Kj thudt tai

tao mo6

Thong thuong, cdy ghép té bao duoc thuc hién bang tiém té bao. Tuy
nhién, truc tiép tiém té bao phan tach khoé kiém soat kich thudc cua vi tri ghép
va chirc ning cua cac té bao biét hoa, do d6 nd khong du dé thay thé khuyét tat
bam sinh. Chinh vi vy cac tim té bao da duoc nghién ciu tng dung dé khéc
phuc vian d& ndy. Mot sb tac gia st dung poly-N-iso-propylacrylamide
(PNIPAM) nhu mét chét liéu che phu bé mat, tuy nhién, tinh doc té bao cua
PNIPAM khong thé loai bo hoan toan [69], [70]. B¢ phat trién tao bé mat moi
truong méi khong doc, dap tng co déin, dan hoi theo nhiét d6 nguoi ta co thé
s dyng protein dang nhu polymer, khong bi vi khuan lam théi rira [71].
Polymer c6 thé duoc tiém vao md va bién mat trong vong 2 tuan ma khong dé
lai di chung. C6 tac gia ding Matrigel, mot dang san pham nhan tao tuong tu
nhu chat nén ngoai bao trong t6 chuc gitp cho té bao HAE hoac HAM c6 thé
ton tai, di chuyén va ting sinh nhanh chéng trén méi truong maéi che phu bé
mat md ¢ 370C. Pong thoi khi giam nhiét do dén 4°C, 16p pha bé mat ciia moi
truong tan chay l1am té bao HAE hoic HAM co thé tach ra tir bé mat [72], [73].
Dé hd trg han ché ndy, c6 tac gia da sir dung mang polyvinylidene difluoride
(PVDF), céc té bao trén tam nay c6 thé phuc hdi duoc tiang sinh nhanh chong
trén bé mat méi trudng [74], [75]. Trong hé thdng nay, nguoc lai voi enzym
thuy phan, chi c6 su tuong tac giira protein bam dinh va bé mit vat liéu bj pha
v&. CAc té bao nay nhu mot tim lién tyc véi mang protein va bam dinh nguyén
ven protein khi nhiét do giam xudng. K¥ thuat mai vé tao tim té bao sé hitu ich

trong k¥ thuat mé ciing nhu trong cay ghép té bao.



21

1.3. Mgt sé nghién ciru té bao géc

1.3.1. Té bao gbc va bénh dai thao dwong

Hién nay, c6 rat nhiéu phuong phap diéu tri thong thudng ddi voi bénh
tiéu duong chang han nhu tiém insulin va udng thudc ha duong huyét. Nhiéu
phuong phap diéu tri ¢ thé 1am giam hoac tri hodn su khai phét va phat trién
cua bénh tiéu duong va céc bién chimg lién quan. Tuy nhién, cac phuong phap
nay khong giai quyét goc ré caa van dé tac 1a nguyén nhan gay ra suy chuc

nang cta té bao beta tuyén tuy.

Cac té bao P cua tuy bi hong la nguyén nhan cia dai thao duong type | va
cling 13 mot phan gdy nén dai thao duong type I. Chinh vi vay thay thé té bao

B 1a mot phan quan trong trong viéc diéu tri dai thao duong.
1.3.1.1. Nguyén tdc diéu tri ddi thdo dwong bang té bao géc

Muc tiéu cta phuong phap diéu tri t& bao gbc cho bénh tiéu duong la bao
vé cac té bao con lai va bo sung day du cac té bao beta. Phuong phap diéu tri
nay cho phép bénh nhan giam hoac tham chi ngung st dung insulin va thudc
ha dudng huyét trong mot sé truong hop, déng thoi 1am giam cac bién chang

tiéu duong man tinh [76].

Liéu phap diéu tri xa hon 13 phai thay thé va bo sung cac té bao tiét insulin
méi cho bénh nhan. Pé thuc hién muc dich nay, ching ta cd thé tién hanh hai

chién luoc sau:

- Cay ghép té bao géc: thu nhan ngudn té bao goc c6 kha ning biét hod
(hay chuyén biét hod) thanh céc té bao tiét insulin dé ghép vao bénh nhan.
Thong thuong, chién lugc nay st dung cac té bao gdc trudng thanh vi nguy co
gay ung thu thap. Co s ciia phuong phap 1a khi cac té bao goc di vao co thé &
diéu kién thich hop, chling s& biét hoa thanh té bao thich hop. Tuy nhién té bao

nay phai cd kha ning biét hod thanh té bao tiét insulin.
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- Ghép té bao tiét insulin duoc biét hod tir té bao gbc trude d6 : ddi Voi
chién lugc nay, cc té bao goc thu nhan tir cac mé duoc nudi cdy ting sinh va
biét hoa thanh cac té bao tiét insulin in vivo; sau d6 cdy ghép té bao nay vao co

thé nhan.

Véi muc tiéu ndy, ching ta co thé xuat phat ba loai ngudn té bao géc khéc
nhau cho diéu tri: 1) tir cac té bao da biét hoa, 2) tir té bao gdc da tiém ning
truong thanh va 3) tir cac té bao gbc da niang, vi du nhu cac té bao gbc phoi va

té bao goc da ning cam ung.
1.3.1.2. Cac nhan té dnh hwéng dén sy phat trién cia tuy in vivo

Khi tim hiéu céch tai tao té bao beta trong co thé, cac nha khoa hoc nhan
thay khoi té bao beta binh thudng dao dong dé dap ung voi thay d6i méi truong
va sinh ly. Té bao beta c6 thé nhan I&n trong sudt cudc doi, mac di & muac thap.
Qua trinh nhan 1&n nay c6 thé bi thay d6i khi mang thai va hoac do céc tac nhan
kich thich dai thao duong chuyén hoa, chang han nhu glucose va acid béo tu
do, Piéu nay cho thay ring cd thé tac dong dén su phaét trién cua té bao beta

bang cac phuong thirc nhan tao [77].

CAc yéu t6 tang truong, chang han nhu activin A va yéu t6 tiang truong té
bao gan, da duogc sir dung dé kich thich téi tao té bao beta. Cac yéu t6 khac, nhu
mot su két hop cua cac yéu té tang truong biéu bi (EGF) va gastrin, yéu t6 ting
treong keratinocyte, betacellulin (BTC), va GLP-1 (glucagon-like peptide-1)
hoac homolog, exendin-4, ciing da duoc sir dung dé kich thich tai tao té bao
beta. Ngoai ra, cac thanh vién cua ho téi tao protein, chang han nhu protein Reg
va INGAP (islet neogenesis gene associated protein), c¢d thé kich thich sy gia
tang cua CAC té bao beta va da dugc danh gia 1a liéu phép tiém ning cho bénh
tiéu duong [77].
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Nhitng hiéu biét vé su biét hoa thanh dao tuy va tuyén tuy s& gilp cung
cap nhitng thdng tin quan trong vé ES. Khi phét hién & chudt bi khiém khuyét
pdx-1 khong cd su phat trién thanh tuy, nguoi ta cho ring gen nay co vai trd
cuc ky guan trong cho su phién ma nay, khac véi vai tro cua né ¢ giai doan
mudn, trong sy biét hoé té bao phdi thanh té bao béta. Mot gen quan trong khéc
la Ngn3 (neurogenein-3) [78], biéu hién trong té bao co chét, co vai tro trong
co ché biét hoa dao tuy. Ngn3 biéu hién tam thoi 12 nho sy cam @ng tir mét qua
trinh két hop: tc ché sy truyén tin hiéu notch va kich thich cua su truyén tin
hiéu bai cac phan tir thuoc ho TGF-p.

Zhou va CS da chang minh rang su két hop cua ba yéu t6 phién ma, Pdx-
1, Ngn3, va MafA (musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A)
mang lai nhitng cai thién rd rét trong viéc han ché tinh trang tang duong huyét.
Cac yéu to phién ma nay da duogc sir dung trong qua trinh tai 1ap chuong trinh
cac té bao nang chum cua tuy ngoai tiét thanh té bao beta qua adenovirus trung
gian. Nhiing té bao beta moi duoc tao 1ap giong hét cac té bao beta vé hinh

dang, kich thudc va siéu cau tric [79]

Khi tiém toan than Pdx-1 tai t6 hop, cho thay két qua c6 sy biéu hién cua
insulin va cac gen khac lién quan dén chiic ning tuyén tuy khdng chi c6 & tuyén
tuy ma con c6 ca & trong gan [80]. Nhiéu phuong phap di duoc thir nghiém dé
biét hoa céc té bao gan thanh té bao san xuat insulin. Khi ghép gen Pdx-1 hoic
gen NeuroD va betacellulin (BTC) cho gan dan dén su biéu hién dau an cac gen
cua insulin va dao tuy khac trong gan. Cac gen nay da co6 tac dong cai thién tinh
trang tang duong huyét & nhitng con chudt bj tiéu duong. Khi sir dung cac gen
Pdx-1/VP16 hoic Ngn-3 va gen BTC dan dén hién twong san xuat insulin & gan
[48], [81].
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1.3.1.3. Nguén té bao géc sir dung cho diéu tri

Nhiéu nghién ctru da chi ra rang c6 thé biét héa in vitro cac té bao gbc va
tién té bao tro thanh cac té bao san xut insulin [82]. Céc té bao gdc phdi (ES)
c6 kha ning tao ra sb lugng khdng gidi han céc té bao san xuat insulin. Vé mit
ly thuyét, cac té bao ES c6 thé dugc nhan I&n khdng gidi han ¢ trang thai chwa
biét hoa va sau d6 biét hoa thanh té bao beta chic ning. Dé biét hoa dinh hudng
té bao goc phoi thanh céc té bao chic ning, ¢ nhiéu cach: dung nhan té moi
truong biét hod, nhan té phat trién hoa tan, nguyén liéu chat nén, twong tac té
bao - t& bao. Mot bao cdo gan day cho thay sy biét hoa theo timg budc cia cac
té bao ES theo mo hinh nhu phat trién tuyén tuy noi tiét, cd thé tao ra cac té bao
beta chirc nang [83]. Tuy nhién, ning suat van con rat thip va cac té bao beta
duogc biét hda nay chirc ning tiét insulin chua duoc nhu cac tuy dao chinh thuc.
Tim kiém mot quy trinh biét hda cac té bao ES thanh cac té bao beta chirc ning

trudng thanh hiéu qua hon van can phai duoc nghién cau nhiéu hon.

Té bao gbc ngudi trudong thanh 1a ngudn té bao quan trong nhat ddi véi
licu phap té bao cho cac mé hinh bénh tat khac, chiing khdng bi vudng mac boi
Cc4c van dé dao dirc nhu cua cac té bao ES va la mot ngudn té bao khong gidi
han. Nhiéu nghién ciru bao cdo rang té bao san xuat insulin co thé dugc tao ra
tir té bao gbc truang thanh / tién té bao c6 mat trong tay xuwong, md md, gan,

rudt, 14 lach, tuyén nude bot, mé té bao than kinh va méau cudng ron [84].

Té bao gbc truang thanh hoic tién té bao cua md gan cling 1a mot ngudn
cuung cap tot dé tao nén té bao san xuat insulin, bai vi gan va tuy ¢ chung
ngudn goc tir c4c té bao ¢ tiém ning kép (bipotential) trong ndi bi phdi. Céc
té bao dwong tinh vi Ngn-3 (neurogenein 3) duoc phan Iap tir tuyén tuy cua
chudt truong thanh hoic cac té bao nhan ban vé tinh tir quan thé té bao cua dao

tuy hoic dng tuy ciing c6 kha ning biét hoa céc té bao beta chuc nang [85].
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Té bao gdc trung md (MSC) dugc phan lap tir mau cudng rén co thé 1a
mot ngudn cung céap 1y tuang céc té bao gdc cb thé dat duge ma khong 1am dau
hodc gay nguy co nhiém virus ddi vai ngudn hién té bao ghép. Té bao gdc trung
mo dugc phan 1ap tir mau cudng rén c6 kha ning biét hda thanh nhiéu dong té
bao bang nhimg tac dong cu thé trong cac diéu kién nudi cay. Mot s nghién
ctru da chi ra rang cac té bao mau cudng rén géc co thé duoc phan thanh céc té

bao san xuét insulin.

Té bao gbc c6 ngudn gdc tir md m& duge phan 1ap véi s6 lugng 1on tir md
m& (Adipose tissue-derived stem cells ADSCs) ciia nguoi ciing 13 mot nguon
cung cap té bao ghép co nguy co thap cho bénh nhan. Mot nghién ctu thi vi
d3 bao cao sy biét hda thanh cong cia chirc nang té bao san xuat insulin tir té
bao gbc md m& mi mat ciia con ngudi bang cach sir dung phuong phap nudi
cdy hai budc. Tuong tu nhu cac té bao gbc khac, ADSCs bién dbi Pdx-1 c6
ngudn gbc tir md ngudi hoic chudt c6 thé biét hoa thanh céc té bao c6 biéu hién
insulin trong nhitng diéu kién nudi cay cu thé [86]. Vi vay, ADSCs c6 tiém
nang nhu 1a mot nguon hitu ich cho céc liéu phap thay thé té bao trong bénh

tiéu duong.
1.3.1.4. Bigt hoa té bao géc mang i thanh té bao tuy

Zhou va CS di ching minh cac té bao biéu mo va trung mé mang 6i co
thé bién chuyén thanh cac tiéu dao tuy nho yéu té phién ma Pdx-1 [87]. Trong
diéu kién in vitro, sau khi kich thich véi nicotinamide, té bao gbc mang di biéu
hién mARN cua insulin. Trong diéu kién in vivo, HAE c6 kha niang lam giam
duong méu ¢ chudt gay tiéu duong bang md hinh streptozotocin sau mot vai
lan ghép té bao. Tuy nhién, trong nghién citu cia Wei va CS ¢6 téi 20% chuot
tiéu dudng dugc diéu tri bang ghép té bao gdc mang 4i bi tai phat sau 6 tuan

[30]. Piéu ndy c6 thé phu thudc vao thoi gian ton tai cua cac tiéu dao té bao
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ghép. Van dé 1a 1am thé nao dé kéo dai thoi gian ton tai cua cac nhém té bao
nay. C4c nha nghién ciru cling da thanh cong trong viéc st dung cac té bao bat
tir HAE chuyén nap san xuit insulin dé ghép diéu tri tiéu duong thuc nghiém
[88], [89]. Kim va CS ciing da cong bd cac té bao goc mang i ¢d kha niang duy
tri duong méu binh thuong trong 210 ngay khi ghép vao cac mau chuot bi gay

bénh tiéu dudng thuc nghiém [90].

Quaé trinh biét hoa té bao HAE thanh té bao tiét insulin duéi tac dung kich
thich ctia glucose ciing 1a mot trong nhitng van dé can duoc tiép tuc nghién cuu.
Trong diéu tri bénh dai thao duong, viéc ghép té bao beta co nguon géc tir mang
6i can thiét phai chimg minh duoc cac yéu td kich thich biét hoa sau ghép dic
biét & giai doan cudi thanh té bao beta hoan toan truéng thanh. Mic du co ché
diéu chinh sy biét hda van chua sang to, nhung vai trd cia mot s6 yéu té nhu
Maf, HB9, hoac snail da duoc chiing minh. Dua trén nhitng phat hién nay, hiéu
qua ctia cay ghép céc té bao HAE cho diéu tri bénh ticu duong co thé dugc cai
thién.

Mic du d3 c6 nhiéu quy trinh biét hoa té bao beta di duoc mé ta, nhung
van chua c6 quy trinh nao 13 hoan hao dé tao nén mot té bao beta truong thanh
day du cac chic nang. Chinh vi vay viéc nghién ciu dé biét hoa thanh cac té

bao beta ddy du cac chirc nang trong twong lai van I can thiét.
1.3.2. Tinh hinh nghién ciru va &ng dung té bao goc ¢ Viét nam

Nam 1995, Bénh vién Huyét Hoc-Truyén Mau Thanh phé H& Chi Minh
lan dau sir dung tuy xuong (thuc chat 1a liéu phap té bao goc tao mau) dé ghép
diéu tri cho 1 bénh nhan 27 tudi bi bénh bach cau man dong tuy (CML). Tiép
d6, naim 1996 thuc hién ghép té bao goc mau ngoai vi tu than dé diéu tri bénh
ly 4c tinh v& mau. Nam 2002 bénh vién nay tién hanh ghép té bao gdc tao méau

tir mau cudng ron dé diéu tri bénh bach cau cap dong lympho (ALL) [1]. Sau
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d6 Vién Huyét hoc truyén mau Trung wong ciing bit dau tién hanh nghién cau
ghép tuy xuong dé diéu tri bénh suy tuy, mot sé6 bénh ly mau &c tinh. Tir nim
2004, Trung tdm Huyét hoc va Truyén mau - Bénh vién trung wong Hué ciing
da trién khai ghép té bao géc tir mau ngoai vi dé diéu tri bénh Lo-xe-mi cap.
Tai Bénh vién Trung wvong Quan do6i 108, nam 2004 di tién hanh céc ca ghép

té bao mau tir mau tu than cho cac bénh nhan ung thu mau.

Nam 2007, Bénh vién Viét buc va Bénh vién Trung wong Quan doi 108
tién hanh ghép té bao gdc tir tay xwong diéu tri ton thuong xwong kho lanh hoac
khép gia [2], [91]. Pai hoc Qudc gia TP. H6 Chi Minh tién hanh cac nghién
ctru co ban vé té bao gbc, biét hoa té bao gdc trung mé day ron [92]... Nam
2009, Ngan hang té bao goc day ron dau tién caa Viét Nam duoc thanh lap dé
lwru trix cac té bao goc tir mau md day rén. Hién tai ¢ Viét Nam dang c6 mot s6
ngan hang té bao géc duoc thanh l1ap. Po 1a ngan hang té bao gdc cua cac don
vi Cong ty c6 phan Mekophar; Hoc vién quan y; Vién Huyét hoc - Truyén mau
thanh ph H6 Chi Minh.

Vién Bong quoc gia, Hoc vién Quan y trong nhiéu nam da nghién ciu tri
liéu té bao trong diéu tri vét thuong, vét bong, cac tim da nudi cay da duoc ché
tap va sir dung trong diéu tri dat két qua tot. Vien Bong qudc gia hién nay da
nudi cay thanh céng nguyén bao soi va té bao biéu bi dé diéu tri vét thuong, vét

bong.

Bén canh cac nghién ctu ung dung té bao gbc tao mau dugc trién khai &
cac co sd néu trén, cac nghién cau té bao gbc phodi chudt nhat va té bao goc
phéi ga cling da duoc tién hanh tai hai trudng Pai hoc khoa hoc tu nhién thugc
Pai hoc Quéc gia Ha noi va Thanh phé H6 Chi Minh. Mot du 4n nghién ciu té
bao gdc phodi ngudi va té bao gbe tir ngudi truong thanh cling di duoc théng

qua va bt dau trién khai tai Truong Pai hoc Y Ha Noi va cac don vi phéi hop.
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Tuy nhién céc du &n va nghién ctiu ké trén chua dé cap dén viéc 1ap ngan hang
bao quan lau dai va sir dung té bao gbc mang bi.

Vé té bao géc mang bi, bén canh nhitng nghién ctiu ciia Hoc vién Quan
Y, Truong Pai hoc Y Ha Noi ciing da c6 nhitng nghién ctu rat thanh céng vé

tao tim mang 6i 1am nén nudi cay té bao gdc ving ria giac mac [93].

V& nghién ctu biét hoa té bao gdc thanh té bao tiét insulin thi da c6 nhiing
nghién ctru ban dau caa Phong thi nghiém nghién ciu va tng dung té bao géc
thudc Pai hoc Khoa hoc tw nhién Thanh phé H6 Chi Minh trong thai gian gan
day, vai nguon té bao gbc thu nhan duoc tir mau cudng rén vai nhitng két qua
ban dau rat kha quan [94].

O nudc ta, udc tinh hang nam riéng nhu cau diéu tri bénh méau bang ghép
té bao gbc ciing da khoang 300 - 500 truong hop. Nhu cau diéu tri cac khuyét
hong md va suy chire ning té bao/co quan rat I6n ma trién vong cd thé 4p dung
tri liéu té bao goc cang 1a con sb 16n hon. Tuy nhién, linh vyc ndy van con biéu
hién nhiéu han ché. D6 1a ngudn té bao gdc con han ché (mai chi ding lai tur
day ron, tiy xuong) dac biét 1a cac nghién ciu &p dung té bao goc biét hoa
thanh cac dong té bao 4p dung diéu tri con chua dat hiéu qua cao. Thém nixa,
cac hudng nghién ciu vé té bao géc & trong nude con chua da dang, chua quan

tam nhiéu dén nhimg hudng tao sinh té bao géc tir nguon céac té bao khac.
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CHUONG 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twong nghién ciu
Mang i caa c4c san phu mé dé trén 18 tudi, thai du thang > 37 tuan.

S6 lugng mau nghién ciru: 30 mang 6i

Hinh 2.1. Banh rau va mang 6i thu nhén dwoc tir san phy

Chung t6i da tién hanh nghién cu 30 mau nhuém HE, 10 mau soi kinh

hién vi dién tir quét (SEM), 5 mau kinh hién vi dién tir truyén qua (TEM).

Do diéu kién nghién ctu budc dau tién hanh nubi cdy, bao quan té bao
g6c phan 1ap tir mang 6i va biét hoa té bao gbc phan lap tir mang 4i thanh té
bao gidng té bao beta tuy noi tiét nén ching t6i da tién hanh phan lap, nudi cay
va bao quan 10 miu. Biét hoa thanh té bao gidng té bao beta tuy noi tiét tir cac

mau thu gom, phan lap duoc té bao gdc tir mang bi.
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2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. Thiét ké nghién cuu:

Nghién ciru mé ta cit ngang, ldy mau thuan tién theo thoi gian: md ta cac
dic diém cau tric vi thé va siéu vi thé mang 6i thu nhan dugc tir thai phu dén

vién sinh mé

Nghién ctu thuc nghiém: Phan 1ap, nudi ciy va budc dau danh gia kha
nang biét hda té bao goc mang 6i nguoi thanh té bao giéng té bao beta tuy noi
tiét.

2.2.2. Thu thap mang 6i

Banh rau duogc thu nhan tir Bénh vién 103- Hoc vién Quéan y, cua cac san
phu mo d¢, thai du thang, nudc 6i binh thuong. Mau dugc thu nhan ngay sau
khi san phu sinh em bé va dugc cho vao bao quan trong binh chaa PBS ¢6 b
sung khang sinh (Hinh 2.2). Sau d6 chuyén vé phong thi nghiém xir Ii mau

ngay (hoic bao quan & 4°C khong qué 4 gio).

Bénh rau duoc dua vao budng thao tac, dit trén khay inox tién hanh boc
tach 16p mang 6i, trong qua trinh boc tach tranh 1am rach nat (Hinh 2.3). Rira
sach 16p mang bi nhiéu 1an (4-6 1an) bang dung dich dém PBS d3 duoc hap khu
triung dé loai bo mau dong trén mang 6i cho dén khi sach tao thanh mot mang

maong trong sudt. Qua trinh thao tac phai dam bao vo tring.
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Sur dung binh bao quan chza
PBS c0 bo sung khang sinh

Mdu mang i duot thu nhan,
bdo quan va chuyeén den phong
thi nghiém

Hinh 2.3. Boc tach mang éi va rira bang PBS
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Két qua thu dugc 1a mang 6i gan nhu trong suét dam bao khéng bi rach
nat, dam bao vé khuan trong qua trinh van chuyén tir bénh vién vé trung tam
nghién cau (Hinh 2.4).

Hinh 2.4. Mang ¢i thu nhédn duwoc phuc vu cho nghién ciu
2.2.3. Xac dinh cac dic diém hinh thai vi thé cia mang 6i bang tiéu ban

nhu¢m HE
Chuan bi miu:
- Cat mau c6 kich thugc 1 x 1 cm tir mang di
- Mau duoc cb dinh trong Glutaraldehyde 2,5%
- Khtr nuéc bang con, khir con bang Xylen.
- Blic trong parafin bang tay theo khudn c6 san.
- Cat bang may cit lanh d6 day 5 um
- Tay parafin bang xylen
- Rura tiéu ban

- Tién hanh nhuém HE
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Co ché nhupm:

- Hematein (san pham tao thanh tir oxy héa hematoxylin) véi sy gitp d&
cua chat gan mau (trong truong hon nay 1a AIR*) c6 dién tich dwong manh nén
gan vao cac axit nucleic, dic biét 12 axit nucleic caia nhan.

- Eosin Y: thudc nhdm chat nhuom mang tinh axit nén cé kha ning lién
két (nhuom) véi cac ba-do hay cac protein trong bao tuong.

Tién hanh nhuém:

1. Nhuém nhan bang hematoxylin vai thoi gian tir 5 d@én 15 phat (tuy vao
do day lat cat tiéu ban).

2. Rura tiéu ban duéi voi nudc chay cho dén khi tiéu ban mau xanh (tur
hong sang xanh), thoi gian rira khoang 10 phat dudi voi nuéc chay

3. Kiém tra tiéu ban, néu thay nhan nhuém dam thi tién hanh biét hda nhan
bang con — axit (khang 3-5gidy). Can lic tiéu ban, sau d6 rira bang nudc ct.
Kiém tra, néu biét hoa chua du thi nhing lai vao con-axit, néu mau nhat, sau
khi rira qua nuéc cat, ¢6 thé nhuom lai Hematoxylin tir 10-15 phit. Sau do6 biét
hoa tro lai.

4. Nhing tiéu ban vao dung dich lithi carbonat bao hoa cho dén khi tiéu
ban c6 mau xanh, raa dudi voi nude chay 10 phut;

5. Nhuém bao twong bang cach nhing tiéu ban trong dung dich Eosin 1%
véi thoi gian tir 2 dén 4 phdt, rira tiéu ban trong nuéc cat tir 3 dén 4 pht;

6. Kiém tra tiéu ban trén kinh hién vi;

7. Khtr nuéc:

Nh(ng tiéu ban trong con ethanol 90° trong khoang 10 - 15 giay:;

Nhung tiéu ban trong cdn ethanol 100° lan 1 trong khoang 10 - 15 giay;
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Nhng tiéu ban trong con ethanol 100° Ian 2 trong khoang 10 - 15 giay:
Nhng tiéu ban trong con ethanol 100° 1an 3 trong khoang 10 - 15 giay:
8. Lam sang tiéu ban

Nhing nhanh tiéu ban trong xylen lan 1, khoang 5 giay;

Nhang nhanh tiéu ban trong xylen lan 2, khoang 5 giay;

Nhang nhanh tiéu ban trong xylen lan 3, khoang 5 giay;

9. Gan lamen bang Bom.

Két qua: Nhan bat mau xanh - den, bao tuong va cac bé soi collagen bat

mau do tuol.

Soi trén kinh hién vi Nikon (Nhat Ban), chup anh bang phan mém ACT-

1, do dém bang phan mém ty dong Image Pro Plus

2.2.4. Nghién ciru diic diém hinh thai siéu vi thé ciaa mang 6i bang kinh
hién vi dién tir quét (SEM)

1. C6 dinh mau trong glutaraldehyd 2,5% trong 12 gio (dé qua dém), &
40C;

2. Rra mau bang dém cacodylat, 2 1an x 10 phat/lan;
3. C6 dinh b sung bang axit osmic 1% trong 4-6 gid), & 40°C:;
4. Rua lai mau bang dém cacodylat 0,3M, 2 lan x 10 phat/lan.
5. Khir nuéc cac mau theo qui trinh:

- Con ethanol 500, 2 lan x 15 phat/lan;

- C6n ethanol 700, 2 lan x 15 phat/lan;

- Con ethanol 800, 2 lan x 15 phat/lan;

- C6n ethanol 900, 2 lan x 15 phat/lan;
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- C6n ethanol 950, 2 lan x 15 phat/lan;
- C6n ethanol 1000, 2 lan x 15 phat/lan.
6. Lam khé mau:

Lam kho tai diém toi han (1a phuong phap toi wu nhat dé bao ton bé mat
mau) duoc thuc hién bang may l1am khd tai diém t&i han véi cac bude chinh

sau:
- Ngam cac mau trong isoamyl acetate;
- Thay thé isoamy! acetate bang CO, léng;
- Lam bay hoi CO; long ¢ diém tai han.
7. Ma pht mau:

Gan mau trén dé mang mau caa kinh hién vi dién tir quét bang bang dinh

cacbon, hudng bé mit quan sat 1&n trén.

Ma pha mau bang vang trén may JFC-1200, JEOL - Nhat Ban, véi thoi
gian 45 - 60 giay (hoic c6 thé ma phu mau bang cac bon va sau d6 1a ddng trén
may ma phi mau JFC 420T, JEOL - Nhat Ban)

Mau sau khi ma phu da sn sang dé soi trén kinh HVDT quét.

2.2.5. Nghién ctru diic diém hinh thai siéu vi thé ciaa mang 6i bang kinh

hién vi dién tir truyén qua (TEM)
Pha mau mé thanh cac manh nho c6 kich thuéc Imm xImm x 1mm
C6 dinh mAu trong glutaraldehyde 2,5 % trong 2 gio;
Rara mau bang dém cacodylat 0,3M 2 1an x 10 phat/lan;
C6 dinh mau bang axit osmic 1% trong dém cocadylat trong 2 gio;

Rua lai mau bang dém cacodylat 0,3M 2 1an x 10 phat/lan;
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Khtr nuéc cac mau bang con ethanol; khir con ethanol bang propylen

oxide

Puc mau bang chit duc epoxy, dé ta am 35°C trong 24 gid, sau d6 45°C
trong 24 gio va 60°C trong 24 gio.

Cit tiéu ban siéu mong va nhuom:
Chuan bj luéi
Str dung ludi dong loai 200 mat ludi.

Lam sach luéi: ludi duoc rira sach bang siéu am trong ethanol va tiép do
trong acetone. Sau khi dé ludi nam 6n dinh & day mét chiéc cbc nho va rot do
chat long di, cde duoc 1at ap trén mot to gidy loc va dit vao say ¢ 60°C cho téi
khi that su kho.

Tao mang d& cua ludi bang mang formvar
Cit tiéu ban siéu mong
Got tinh: Sau khi xac dinh duoc nhitng ving block miu dtc can phai quan

tam. Kiém tra 46 day cac 1at cat, néu can thiét c6 thé tiép tuc got thém block

mau dé loai bé nhitng phan mau khong phu hop

Tién hanh cét 14t siéu mong trén may utramicrotom: Quy trinh cit can tuan
theo dng huéng dan van hanh thiét bi cua hang san xuat. Sau khi d6 got tinh
block thi kep né vao gia d& va gan gia d& 1én thanh d& block mau. Tién hanh
nhitng diéu chinh can thiét nhu diéu chinh muc nuée, diéu chinh goc dit ludi
dao, vi tri mép ludi dao va sy tiép xuc caa ludi dao véi block mau. Sau d6 dit
d6 day cat vai gia trj thich hop (ban dau thuong tir 80 dén 90 nm). Cit nhiing
lat cat siéu mong dau tién va cac lat cat nay duoc vot lai trong khudn nudc cua
ludi dao. Biéu chinh d6 day It cat nho dan cho téi khi dat duge d6 day mong

muén (thuong khoang 50 nm)
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V6t cac lat cat 1en ludi
Nhudm tiéu ban siéu mong va quan sat trén TEM:
1. Bt gidy loc vao day cua dia petri va lam w6t bang mot luong nuéc
cat nho
2. bat gidy paraphin Ién trén miéng gidy loc uét
3. Nho cac giot thubc nhuom uranyl acetat 1&n trén bé mat gidy
paraphin
4. Bit cac ludi d& mau noi riéng ré trén cac giot thudc nhudém sao cho
mat c6 dinh lat cat huong xubng dudi va day nap dia petri lai, che sang; dé
15 phat
5. Rua ludi bang cach nhe nhang nhiing vao trong mét sé coc dung
nudc cat, khoang 15-20 lan nhing/trong mot cde. (Sau khi rira c6 thé dé
kho va bao quan riéng cho dén khi nhuém chi hoac nhuém chi ngay)
6. Chuyén ludi t6i mot giot thuc nhudm chi citrate dé 30 gidy dén 15
phut
7. LAy ludi ra khoi giot chi citrat sao cho con giir lai duoc giot dung
dich trén lat cit va nhing tryc tiép 25 1an vao cdc dung NaOH 1N
8. Tiép tuc nhing ludi tryc tiép vao coc dung nudc cat 25 lan
9. bat ludi trén gidy loc va dé kho trude khi kiém tra trén TEM.
2.2.6. Xac dinh cac dic tinh mang 6i va té bao mang 6i bang ky thuit hoa
mo6 mién dich
Mau mang 6i sau khi duoc duc parafin theo khudn bang tay duoc cit
mong, dan 1én lam kinh, lam khé ¢ 45° C. Khir parafin trong xylen (Sigma-Viét

nam) va con theo quy trinh khuyén céo cia nha cung cap xylen. Uc ché
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peroxydase noi bao bang hydrogen peroxide 0,03% 20 phat. U véi khang thé
don dong khang Oct %, 1 gid va rira tiéu ban bang PBS. U véi khang thé tha
hai c6 gan Biotin 1 gio. U véi phic hop Streptavidine peroxydase 20 pht. Hién
thi mau véi co chat DAB. Rira tiéu ban véi nuéc cat. Nhuom véi Hematoxylin
tao nén tuong phan 2 phit. Rira tiéu ban véi nudc cat. Khir nuée bang con va

xylen. Dan lamen va quan sat, chup luu lai hinh anh trén kinh hién vi.

Két qua nhuém sau khi nhuém héa md mién dich: Két qua am tinh chi c6
mau xanh tim caa Hematoxylin nhuém nhan. Duong tinh néu 6 hién dién cua
khang nguyén trén té bao I1a hinh anh mau vang nau (mau cua DAB) cua phuc

hop khang nguyén - khang thé - streptavidine.

2.2.7. Phan lap, nudi cay va bao quan céac té bao géc mang 6i nguoi

2.2.6.1. Phan Idp té bao géc tir mang oi

Chung toi da tién hanh phan 1ap té bao bang phuong phap sir dung enzym
phan cit md phdi hop véi cac bién phap co hoc cua Miki va cong su [95] quy

trinh da ciing da thuc hién thanh cdng va ghi nhan bai cac tac gia khac [57].

- Béc tach mang 6i khoi rau thai. Cat loc, rira sach nhiéu lan bang dung

dich PBS 1X cho téi khi mang 4i tro nén trong subt.

- Lya chon phan mang 6i gan trung tm cuéng rén dé phan Iap té bao.

Phan ngoai vi mang di dung dé ché tao tam mang 6i dong kho.

- Cit nhé mang 4i thanh nhitng manh nho c6 kich thuéc khoang 1cm?.
Cho 8-10 manh mang i vao tuyp eppendorf 50ml ¢c6 chira 5 ml dung dich
enzym phan cat mé trypsin 0.25% (Sigma), u trong 5 pht/37°C nham 1am sach
thém cac manh mang di.

- Chuyén cac manh mang 6i sang tuyp khac cé chira dung dich trypsin
0.25%. U mang i & 37°C trong dung dich enzym thoi gian 30 — 60 phut phoi
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hop véi may lic 20 dao déng/phat. Mang 6i tan rd hét s& tré thanh dung dich

thuan nhat. Dung dung cu vét bo hét nhitng manh mé con sét lai.

- Loc dung dich qua mang loc. Chuyén dung dich c6 té bao sang tuyp
15ml (Falcon). Ly tdm 1200 vong/phuat x 5 phdt, loai bo dich néi, thu gitt can
té bao.

- Rua can té bao 3 1an bang dung dich DMEM dé loai bo hét enzym.

- Ly tam vai percoll 40,8% va 50,8% (Sigma). Trong qua trinh nghién
ctru, nhiéu nong do khéac nhau cua cac dung dich nay dugc sir dung dé chon ra

nong d6 ti uu gitp phan 1ap cac khdi té bao tét nhat.

- Hut 13y khdi té bao nam & phan 16p tht 3 tir day 1én cua tuyp. Hoa tan
khoi té bao trong 10ml mdi truong DMEM. Ly tdm loai bo dich noi thu giir can
té bao.

- Hoa tan khéi té bao trong 10ml méi truong nudi ciy co ban (DMEM,
FCS 10%, khang sinh anti-anti (Sigma, Viét nam). Dém s lyong té bao sau d6

cho vao dia nudi cy duong kinh 10cm.
2.2.6.2. Nudi cdy ting sinh té bao.

Té bao gbc mang 6i sau khi phan 1ap tir mang 6i dugc nudi cay trong moi
truong DMEM c¢6 b sung thém penicillin (50 U/ml), streptomycin (50 pg/ml),
L-glutamin (2 x 10-3M), huyét thanh bao thai bd (10%) trong ti am 37°C, 5%
CO,.

Té bao géc mang 6i sau khi dugc phan lap nubi cay dat mat do tir 60-
80% dién tich bé mat dia nudi cdy. Tién hanh cay chuyén va nudi cay ting sinh:
hit loai bo moi trudng cil, rira té bao bang PBS khoang 2-3 1an. Cho mét lugng
enzym trypsin vao u dé bong tach té bao ra khoi mat dia nudi cay. Hat toan bo

phan dung dich c6 chtra ca té bao vira dugc boc tach cho vao dng Falcon cho
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thém PBS sau d6 dem ly tim 1500 vong/phut trong 5 phut. Loai bo dich noi
thu can té bao, rua lai té bao 3 1an bang PBS. Sau khi da rra xong chia phan
cin té bao ra cac dia nudi cdy méi trong mdi truong DMEM c6 bd sung10%
FBS va 1% khang sinh, dé ¢ 37°C, 5% CO,

Cir 2-3 ngay thay moi trudng nudi cdy mot lan va kiém tra téc do sinh
tredng cua té bao va quan sét hinh théai cua té bao & mdi giai doan duéi kinh
hién vi. Khi té bao dat mat do 60-80% di¢n tich bé mit dia nuoi cay, tiép tuc
cay chuyén nudi cdy tang sinh nhu trén. Sau mdi lan cy chuyén céc té bao
duoc luu giit bao quan phuc vu cho céc thi nghiém tiép theo.

2.2.6.3. Bdo qudn té bao.
L4y dia nudi cdy té bao ra khoi ta nudi cay. HUt bé mdi truong cil. Rua
dia té bao bang PBS.
Cho Trypsin/EDTA 0,25% tach té bao khoi bé mit dia nudi cay. Cho bo
sung mdi truong co ban, ly tam bo dich ndi thu can té bao.

Rua lai té bao bang PBS 3 lan va ly tam 1200 vong/phut trong 5 phut, bé
dich néi, thu cin té bao. Hoa can té bao véi moi trudng co ban. Bém té bao

bang budng ¢ém héng cau.
Ly tam 1200 vong/phat trong 5 phat, bé dich noi, thu can té bao. Hoa can
té bao v&i mdi truong co ban cd 10% DMSO dé c6 khoang 10° té bao/ml.
Chuyén dich té bao vao mdi tuyp bao quan, bao quan dé trong ta -80°C.

Chuyén tuyp té bao vao nito 1ong va kiém tra dinh ky té bao 3 thang 1 lan.



41

Boc tach va rua
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DPém té bao Nudi cay té bao

Hinh 2.5. Quy trinh phan ldp té bao goc tir mang oi
2.2.6.4. Gidi déng té bao.
Trong khuén khé dé tai ching tdi tién hanh nudi ciy té bao gbc biéu md
mang i tir hai ngudn riéng biét bao gom té bao gbc sau khi phan 1ap va té bao

g6c sau khi bao quan.

Té bao trong tuyp bao quan trude khi dua ra nudi cdy duoc giai dong
trong khoang 5 phdt ¢ nhiét do 37°C trong bé on nhiét. Sau khi giai dong, té

bao duoc cho ra dia nudi cay petri va b6 sung méi trusng DMEM-Complex.

Sau 24 gio kiém tra sic séng va kha niang bam dinh cua té bao, va sau

48 gid phai tién hanh thay méi truong va kiém tra mat do té bao mot lan.
2.2.8. Biét hoa té bao géc thanh té bao beta tuy dao

Té bao gbc mang 6i duoc nudi ciy trong mdi trudng co ban bao gom
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) c6 bo sung thém penicillin (50
U/ml), streptomycin (50 pg/ml), L-glutamin (2 x 10°3M), huyét thanh bao thai
bo (10%) ddng thoi cay chuyén té bao 2 tuan mot lan dé duy tri trong phong thi

nghiém.
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Biét hda té bao gdc thanh té bao beta bang nudi ciy trong méi truong co
ban khoang 7 ngay dé té bao géc ting sinh phi kin bé mit dia nuéi cdy. Sau d6
b6 sung thém vao méi trudng co ban cac yéu té dinh hudng biét hda bao gom
10mM nicotinamide, 55 uM B- mercaptoethanol, 1mM sodium pyruvate [96],
[97]. Thu hoach té bao vao ngay tha 1 (N1) ngay tht 7 (N7) va ngay thir 14

(N14) sau khi b6 sung yéu té biét hoa vao méi truong nudi cay.

Panh gia két qua biét hoa thanh té bao beta tuy dao bang cach theo doi
hién twong giam dau an té bao goc (OCT-4) dong thoi quan sat su xuat hién va
tang dau an insulin ¢ ca mac do protein (dinh lwong theo phuong phap hoa
mién dich phat quang) va mac do mARN (RT-PCR).

2.2.9. Cac k§ thuat khac:
2.2.8.1. Nhan biét té bao bang kj thugt mién dich hupnh quang

- Tuy diéu kién phong thi nghiém c6 thé thuc hién k§ thuat truc tiép trén
dia nudi cdy hoic thu ldy té bao bang trypsin rdi dan té bao trén lam kinh.

- Cb dinh té bao bang Ethanol 98% trong 10 phit.

- Rua tiéu ban 3 1an x 5 phat bang PBS.

- Tao tinh tham bang Trixton X-100 0,5% trong 5 phut.

- Rua tiéu ban 3 1an x 5 phat bang PBS.

- U tiéu ban véi dung dich 2% BSA 10 phdit.

- U véi khang thé thir 1 thoi gian 60 pht.

- Rua tiéu ban 3 lan x 5 phat bang PBS.

- U voi khéang thé thir 2 ¢ gan huynh quang, thoi gian 60 phit.

- Rua tiéu ban 3 1an x 5 phut bang PBS.

- Nhudom nhan bang Hoechst 33342 hoic DAPI.

- Nho dung dich Immu-mount (Thermo) 1én lam kinh, dat lam men.

- Quan sat dudi kinh hién vi huynh quang, chup anh va phan tich két qua.
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- Két qua nhan biét té bao biéu mé mang i duong tinh cho két qua mau

xanh luc (Fluorescein, FITC) hoic mau d6 (Indocarbocyanine, Cy3).
2.2.8.2. Nhdn biét té bao géc bang kj thugt RT-PCR

- Tach chiét RNA tong sb tir té bao thu dugc theo quy trinh cta nha san
xuat (kit tich RNA cua hang Qiagen, My).

- Dinh lugng RNA tdng sd.

- Bao quan RNA tong s & - 80°C.

- Tong hop cDNA tir RNA tong sé theo qui trinh caa nha san xuat (kit
tong hop cDNA cua hang Quiagen, M¥).

- Do ndng d6 cDNA.

- ¢DNA duoc gitr & nhiét d - 20°C cho dén khi sir dung cho PCR.

Phan ttng PCR: ¢cDNA thu dugc tién hanh chay PCR st dung cap moi

trong bang sau:

Forward: 5'-TGAGAAACGGCTACCACATC-3'
18S rRNA

Reverse: 5'-TTACAGGGCCTCGAAAGAGT-3'

Forward: 5-TGGTGCAGGCAGCCTGCAG-3'

Insulin
Reverse: 5°- GTTCAAGGGCTTTATTCCATCTCTC-3"

Forward: 5-GAGGAGTCCCAGGACATGAA-3'
Oct-4 (Octamer-

binding protein 4)
Reverse: 5'-GTGGTCTGGCTGAACACCTT-3'

Chu trinh nhiét: Bién tinh 5 phit: 95°C, (15 gidy:95°C, 25 gidy : 58°C,
20 giay : 72°C) x 40 chu ky. San pham PCR dugc dién di trén gel agarose,
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sau d6 nhuom gel trong dung dich Ethidium bromide, thoi gian 10 phut va
chup anh bang thiét bi chup gel (Biorad).
2.2.8.3. Ky thugat Western blot

Té bao duoc ly giai & 4°C trong dung dich Tris-HCI 50 mmol/I, pH 7.5,
PMSF 3 mmol/l, aprotinin 10 pug/ml, pepstatin 1 pg/ml, leupeptin 1 pg/ml. Ly
tam loai bo xac té bao. Pinh lugng protein dich trong theo phuong phap ding
thudc thir Coomasie (Greineir). 10 ul dich trong chira 25 pg protein duoc cho
vao mdi giéng dién di. Pién di trén gel polyacrylamide 10% (SDS-PAGE).
Protein trén gel duoc chuyén Ién mang nitrocellulose, sau d6 dugc o voi khang
thé chuot nhat (Sigma) khang OCT-4, CK-14 cua ngudi. Protein phan (ng voi
khang thé thi nhat s& duogc xac dinh bai khang thé thi hai gan véi peroxydase
(Sigma, Viét nam). Két qua dugc biéu hién bang hinh anh trén phim sau khi tac
dung véi chat phéat quang (ECL*, Amersham Biosciences). Insulin duoc dinh
luong theo phuong phap dién hda phat quang trén may Asxym (Abbott).

Protein toan phan duoc dinh lugng theo phuong phéap dung thudc thir coomasie.
2.2.8.4. Nhugm Trypan blue xdc dinh ty 1¢ té bao séng

Trypan blue 1a mot thuéc nhuém mau xanh duwong chi 6 thé di xuyén qua
mang té bao chét. Do do, khi dich huyén phi té bao duoc hoa véi trypan blue,
nhiing té bao sbng, mang con nguyén ven, khdng hap thu thudc nhuém nén cé
kich thudc nho, tron va khic xa. Nhiing té bao chét, mang bi v, sé hap thu
thudc nhudom nén phong 1én, 16n hon va c6 mau xanh den. Thir nghiém nay
duoc sir dung xac dinh anh hudéng cua bao quan dong lanh 1én kha ning song
cua té bao gbc mang bi.

Thtr nghiém duoc thuc hién nhu sau:

- Pé tuyp té bao duoc bao quan ra dong & ra nhiét do phong 15 phdt. Ly
tam 1500 vong/phat/10 phit, loai bo dich ndi gitr lai can té bao. Tron déu té
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bao trong dung dich trypan blue 0,4% (w/v) voi mat do té bao khoang 6x10° té

bao/ml.
- Bém s té bao séng va chét trong mdi mau bang budng dém hdng cau.
- Ty 18 té bao sdng c6 trong miu dugc xac dinh nhu sau:
I;f
BV =—
V + D

V: s6 té bao sdng co trong mau

x 100

D: s6 té bao chét co trong mau

%V: ty Ié (%) té bao séng cua mau

Thi nghiém duoc 13p lai 3 1an doc 1ap, & mdi lan lap, mdi nong do thir
nghiém duoc lap lai trén 4 giéng.

2.2.8.5. Xdc dinh khd ndng biét hoa bang dinh lwong néng dg insulin trong

dich ly gidi té bao

Ly giai té bao & 4°C trong dung dich Tris—-HCI 50 mmol/I, pH 7.5, PMSF
3 mmol/l, aprotinin 10 pg/ml, pepstatin 1 pg/ml, leupeptin 1 ug/ml.

Ly tim 11.000 vong/10 phat dé loai bé xéc té bao. Pinh luong nong do
protein toan phan trong dich trong theo phuong phép dung thudc thir coomasie.

Pinh luong ndéng do insulin theo phwong phap mién dich dién hoa phat
quang st dung Kit (Abbott) trén may mién dich ty dong hoan toan Asxym
(Abbott).
2.3. Hoa chat va thiét bi may moc nghién ciru
2.3.1. Méi trwong sinh pham va hoa chat

Cac hda chat phuc vu nghién ciru bao gom:
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Glutaraldehyde 2,5%, Con 90, Xylen, Parafin, Hematoxylin, Eosin, dung
dich dém Cacodylat, Acid osmic 1%, Propylen Oxide, chat duc Epoxy, dung
dich Uranyl acetat, Chi citrat.

Trypsin 0,25% - EDTA, dung dich dém PBS 1X (Phosphate Buffered
Saline), moi truong nudi cdy DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium),
huyét thanh bo FBS (Fetal Bovine Serum — ATCC M¥), khang sinh: penicilline
— streptomycine (Sigma MY¥), méi truong DMSO (Dimethyl Sulfoxide),
Ethanol, D-PBS, primer (Invitrogen, M¥), Percoll (Sigma, My) Glycerol,

(Merck), Nicotinamide, [3- mercaptoethanol, Sodium pyruvate.

Hoechst 33342 (Invitrogen, M¥), khang thé don dong octamer-binding
transcription factor (Oct-4), Sox 2, SSEA4, vimentin, CK18 (Santa Cruz, My),
khang thé thir hai gan huynh quang: goat anti-mouse 1gG, goat anti Rabbit 1gG,
donkey anti mouse 1gG (Invitrogen, M¥). Kit tach RNA, Kit tong hgp cDNA
(Quiagen, My) Taqg Polymerase, dNTP.

2.3.2. C4c thiét bi may méc

- Phong sach

- Tu ciy an toan sinh hoc (BioAir, M¥)

- Piaplastic nudi cay 24, 6 giéng, dia plastic 10 cm nuéi cay (Corning)..

- Tu 4m CO; (Nuaire, M),

- May ly tam vang ngang ROTANDA 460R, (Hettich, Buc)

- May ly tdm lanh (Hettich, Dtc)

- Tu cay (Hepa-Nuaire, M¥),

- Kinh hién vi Nikon (Nhat Ban) két hop chup anh bang phan mém ACT-
1, do dém bang phan mém tu déng Image Pro Plus.

- Kinh hién vi dién tir quét (SEM) JSM — 5410LV (JEOL- Nhat Ban)
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Kinh hién vi dién tir truyén qua JEM 1400 kém bo chup anh Xray va
phan mém chyp anh 3D - két n6i may tinh (JEOL - Nhat Ban)
May bbc bay con JFD 100 (JEOL - Nhat Ban)

May ma pha mau JFC-1200, (JEOL - Nhat Ban)

Kinh hién vi dao nguoc (Leica,Dic)

Kinh hién vi huynh quang (Carl Zeiss, Dtc)

May PCR (BioRad, My),

May Nanodrop (Thermo, My)

May dién di (BioRad, My)

Bé 6n nhiét (Sellab, M)

Hé thong loc nudc siéu sach, Ultral clear basic (Puc)

Pipet Accupipex (Assistant, Duc)

Can dién tir Sartorius CP224S (btic)

Noi hdp CL-40LDP (ALP-Nhat Ban)

Tua lanh -80 (Nuaire, M¥)

Tua lanh am (-20) va 40C Sanyo (Nhat Ban)

Binh nito 1ong XL 45, 1C 50 (M¥)

Tu say Sellab (M¥)

Lu6i dong loai 200 mat ludi

Mang d& Formvar

May cat utramicrotom
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Hinh 2.7. Kinh hién vi dién tir truyén qua JEM 1400

(Anh chyp kém bg chup anh Xray va phan mém chup dnh 3D - két noi may
tinh (JEOL - Nhdt Ban)
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Kinh hién vi soi ngwoc Ta am Budng hotte

May ly tam Pipette Binh nito 1dng

Hinh 2.8. Mgt sé dung cu may moc phuc vu nghién citu
2.4. Thoi gian va dia diém nghién ciru:
Nghién ctru duoc tién hanh trong thai gian 2010-2015, tai cac dia diém
sau:
— Trung tdm nghién ctru Y Duogc hoc Quén su - Hoc vién Quéan Y
— Khoa Héda Sinh - Bénh vién 103
— Vién 69 - Bo Tu 1énh Bao vé Ling Chu tich H6 Chi Minh
2.5 Phwong phap xir Iy so liéu
S6 lieu thu thap dugc xir Iy théng ké, phan tich s6 liéu dua trén phan mém
théng ké y hoc SPSS 16.1. Céc chi s6 dua ra trong qué trinh phén tich: ty 1¢
phan tram, gia tri trung binh, d6 Iéch chuan, p.
2.5. Pao dwrc trong nghién ciru.
Pé tai duoc thuc hién nhim muc dich tao ngudn té bao gbc phuc vu cho
cong tac nghién ciru trong linh vuc y sinh hoc. Nhdm nghién ciu ching toi cam

doan khong st dung san pham cua dé tai véi bat ky muc dich nao khac. Ngudn
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phan lap té bao goc biéu md mang 6i cling khong gay tranh cai vé van dé dao

dtrc nén san pham cua dé tai c6 gia tri sir dung theo cam két.
Cung cip thdng tin cho céc san phu déng y hién mang 4i:

e Noi dung, cac budc tién hanh nghién ctu
e Quy trinh thyc hién nghién ctu: Céc san phu hién mang i c6 chi
dinh mo dé tai khoa San Bénh vién 103, Hoc vién Quan Y. Céc
mang i bo di sau mé dé duoc st dung phuc vu cho nghién ctu.
e Pam bao bi mat riéng tu ciia cac ca nhan san phu hién mang 6i
Thuc hién theo quy dinh vé dao dac y hoc trong khubn kho cua dé tai
nghién ctu khoa hoc cap Nha nudc: “Hop tac nghién cau quy trinh san xuat

mot sé ché pham sinh hoc tir té bao géc mang 6i” do Hoc vién Quan y cha tri.
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CHUONG 3
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. M0 ta dic diém hinh thai vi thé va siéu vi thé mang i nguéi Viét Nam
3.1.1. Thu thap mau mang 6i

Banh rau dugc thu nhan tir Bénh vién 103 - Hoc vién Quan y, dugc cho
vao bao quan trong binh chtra PBS ¢6 bo sung khang sinh. Sau d6 chuyén vé
phong thi nghiém xir Ii mau ngay (hoic bao quan & 4°C khong qué 4 gio). (Hinh
3.1). Sau khi tién hanh bdc tach mang i, nhém nghién ctru da thu thap duoc
30 mau mang 6i cua cac san phu hién cho nghién ctu: Cac mau mang i duoc
thu thap déu dat cac tiéu chi chon loc khong rach nat dam bao cho nghién cuu.
(Hinh 3.2)

Hinh 3.1. Hinh anh banh rau sau khi thu nhgn
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Hinh 3.2. Hinh énh mang 4i sau khi tach phuc v nghién cizu

' 200um

Hinh 3.3. Cdu tric mang 4i trén tiéu ban nhugm HE.
Hinh dnh nhugm HE mang éi dé phong dai 100x
Tién hanh cat mau mang 6i ¢ hai vi tri cach cudng rén 1-3cm (trén banh

rau) va ¢ ving ngoai vi cach cubng ron 10cm (ngoai banh rau). Thu dugc 60
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mau mang 4i (30 mau gan cuéng rén va 30 mau ving xa cudng rén). C4c mau
mang 6i duoc 1am tiéu ban nhuém Hematoxylin Eosin (HE) dé st dung cho
nghién cau (Hinh 3.3)

3.1.2. Pic diém hinh thai vi thé mang 6i trén tiéu ban nhuém HE
3.1.2.1. P day ciza mang oi
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Hinh 3.4. Két qud do d@ém cac két qud tiéu ban HE

(Hinh anh chup man hinh may tinh su- dung phan mém Image Pro Plus, cia
s6 nhd ¢ goc man hinh hién thj cac thong sé do)

Dé danh gia d6 day cua mang i va cac 16p mang bi, chding toi soi tiéu ban
HE va do ¢ diém day nhat trén mdi tiéu ban bang kinh hién vi huynh quang
Nikon chup anh bang phan mém ACT-1 va do dém bang phan mém tu dong
Image Pro Plus (Hinh 3.4). Chung t6i thu dugc két qua nhu sau:
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Bang 3.1. P day mang 6i gan cudng rén va xa cudng ron

Do day mang 61

Mang 61 gan cuong ron

Mang 61 xa cudng ron

(don vi: um)
60— 80 0 1
80-100 0 2
100-120 4 10
120-140 3 7
140-160 11 4
160-180 7 3
180-200 3 3
>200 2 0
n 30 30
Trung binh: 156.31 + 25.4718 130.72 + 29.0684
p <0,05

Do day cua mang di thay doi tly theo vi tri, & vi tri gan quanh cuéng rén
khoang 1-2cm, ching t6i do dwoc kich thudc 156.31 + 25.4718 um, & vi tri xa
cudng rén chiing toi do dugc 130.72 + 29.0684 pum. Sir dung test théng ké t cap

d6i (paired t test) cho thay su khéc biét vé o6 day mang 6i & hai vi tri gan va

xa cudng rén co ¥ nghia thong ké vai p < 0,05.
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Bang 3.2. P9 day mang 6i gan cudng rén

Do day mang 6i Mang 6i gan cudng ron Mang 6i gan cudng ron

(don vi: um) (Vi tri day nhat) (vi tri mong nhat)
<60 0 9
60— 80 0 15
80-100 0 5
100-120 4 1
120-140 3 0
140-160 11 0
160-180 7 0
180-200 3 0
>200 2 0
n 30 30

Trung binh: 156.3146 + 25.47185 69.6613 + 13.7257

P <0,05

Kich thudc trung binh caa mang 6i ¢ viing gan cuéng ron ¢ diém day nhat
la 156.3146 + 25.47185um, & vi tri mong nhat 13 69.6613 + 13.7257um. Su
dung test thong ké t cap do6i (paired t test) cho thdy su khac biét c6 ¥ nghia
thong ké vai p <0,05.
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Bang 3.3. P day mang 6i xa cudng rén

Do day mang Oi Mang i xa cudng rén Mang 6i xa cudng ron
(don vi: um) (Vi tri day nhat) (vi tri mong nhat)
<40 0 1
40-60 0 19
60 — 80 1 6
80— 100 2 2
100 - 120 10 1
120 — 140 7 1
140 — 160 4 0
160 — 180 3 0
180 — 200 3 0
>200 2 0
n 30 30
Trung binh: 130.72 + 29.0684 61.57 +19.8423
P <0,05

Kich thudc trung binh ciia mang 6i & viing xa cudng ron & diém day nhat
1a 130.72 + 29.0684 pum, & vi tri mong nhat 1a 61.57 + 19.8423 pm. St dung
test thong ké t cap doi (paired t test) cho thay su khéc biét c6 y nghia thong ké
véi p <0,05

Quan sét trén cac tiéu ban HE trong nghién ciru da tién hanh, ching toi
cling nhan thay kich thudc vé do day cua mang di trén ting tiéu ban ciing thay
d6i kha 16n. Di véi vi tri gan cudng ron, kich thudc day nhat hon kich thudc
mong nhat caa mang 6i khoang 86,65 pm véi p<0,05. Con dbi véi vi tri xa
cudng rén, kich thudc day nhat hon kich thuéc mong nhat caa mang 6i khoang

69,15 pum véi p<0,05, test thdng ké t cap doi (paired t test).
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Nhin chung, d6 day mang 4i & vi tri gan cudng ron day hon & vj tri xa
cubng, tuy nhién ciing c6 bién dong vé do day mang 6i trong ciing khu vuc gan

va xa cudng rdn.

3.1.2.2. Céc lép ciza mang oi

200um

Hinh 3.5. C4c I6p mang ¢i tiéu ban nhugm HE
(1): Lop té bao biéu mé va mang day, (2): 16p dac, (3): Lop nguyén bao soi,
(4): Lop xop

Pé xac dinh ranh giéi giira cac 1op cia mang 6i, chung t6i di tién hanh
nhudém HE (Hematoxilyn/Eosin) mang 6i da phan tach duoc. Két qua, ching
t6i nhan thay trén tiéu ban HE, mang 6i c6 thé phan chia thanh ba Iop rd rét:
16p té bao biéu md, 16p mang day va 16p trung md. Lp trung md bao gom 3
l6p nho: (i): 16p dic, (ii): 16p nguyén bao soi va (iii): 16p xop (Hinh 3.5)
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Bang 3.4. P9 day cia I6p té bao biéu md va mang day & vi tri gan va xa

cudng ron

Do day 16p biéu mo L C
mang &i (don vi: um) Gan cuong ron Xa cudng ron
<10 2 3
10-20 16 2
20-30 7 10
30-40 2 7
40-50 2 4
>50 1 3
Trung binh: 20.55+11.8893 (um) | 17.54 +£8.1532 (um)
p > 0,05

Chung toi da tién hanh do gop kich thudc 1op té bao biéu moé va mang day
do su lién két chit ché gitta té bao biéu mo6 va mang day. So sanh két qua do
day cua hai l6p nay & hai vi tri gan va xa cudng ron bang St dung test thong
ké t cip doi, ching toi thay su khéac biét gitra hai 16p khong c6 y nghia théng
ké Vi p>0,05.

Trén mot sb tiéu ban ching toi quan sat thay hinh anh cua céc 1op té bao
biéu md xép chang 18n nhau chir khéng chi mot 16p té bao biéu mé don thuin
(hinh 3.6). Hinh anh nay chi xuat hién & cac mau mang 6i ¢6 vi tri gan cubng

rén. Diéu nay phu hop tinh lién tuc gitta mang cuéng rén va mang 6i.

Lop trung mé vo mach (Avascular mesenchymal tissue): Chira cdc mang
cac soi ludi dan xen phuc tap, mang ludi cadc nguyén bao sgi long nhang trong
khi chat ludi, cac bo soi ngdm trong chat nhay, cac bo soi nay thudng bi truong
lén l1am ting d6 day cua mang 6i. Quan sat trén tiéu ban HE thiy cac té bao

trung mo trong 16p trung mé nay. (Hinh 3.6)
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- 100um y ~ 200um .B

Hinh 3.6. Hinh dnh 1ép biéu mé gan cuéng rén c¢é nhiéu hang té bao
(tiéu ban nhugm HE x40)

Bang 3.5. P9 day ciia 16p trung md é gan va xa cuéng ron

bo day l6p trung mé . . . . .
mang &i (don vi: um) Gan cuong ron Xa cudng ron
<80 0 3
80-100 2 7
100-120 8 11
120-140 6 3
140-160 7 3
160-180 3 3
>180 3 0
n 30 30
Trung binh: 135.76 £ 27.8093 (um) | 113.18 + 28.3680 (um)
P <0,05
Nhan xét:

So sénh két qua do day cua hai 16p trung md gan va xa cudng rén bang
cach sir dung phép test thong ké t cap doi (paired t test), ching toi thay su khéac
biét gitra hai 16p c6 ¥ nghia thng ké véi p < 0,05.
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Kich thudc cua lép trung mo ciling thay doi nhu kich thudc chung cua
mang 6i vi kich thudc 16p té bao biéu mo va mang day 1a twong d6i hang dinh.
Day hon & phan gan cudng ron va mong dan vé phia xa cudng ron. Su khac biét
nay la do su khac nhau vé kich thudc caa lép trung mé vé mach, trong d6 1a do

su thay ddi vé kich thudc caa 16p nguyén bao soi va 16p xbp.
3.1.2.3. Sé lwong té bao dém trén tiéu ban HE

Chuing t6i tién hanh dém sb lugng té bao biéu mé bing phan mém tu dong
Image Pro Plus trén mat cit ngang |op biéu mo twong ng véi chiéu dai mang

day 300 um. Két qua thu dugc nhu bang sau

Bang 3.6. S6 lwgng té bao biéu mé & vi tri gan va xa cuéng rén

S6 luong té bao | Vi tri gan cudng ron Vi tri xa cudng ron
<20 2 0
20-30 11 18
30-40 11 9
40-50 2 3
50-60 3 0
>60 1 0
n 30 30
Trung binh: 33.8+13.17 29.63 +7.43
P > 0,05

Tur két qua dém sb lugng té bao ching t6i nhan thay sy khac biét vé sé
luong té bao biéu md & hai vi tri gan va xa cudng rén khong co y nghia thong
ké.



61

Bang 3.7. S6 lwgng té bao trung mo & vi tri gan va xa cuéng ron

S6 luong té bao trung md | Vi tri gan cudng ron Vi tri xa cudng ron
<5 0 1
5-10 13 10
10-15 13 8
15-20 2 7
20-25 1 3
>25 0 1
n 30 30
Trung binh: 11.2 + 0,07 126 +1,11
P > 0,05

Té bao trung mé: Chlng tdi tién hanh dém s6 lugng té bao trung mé twong

tu nhu dd dém s6 lugng té bao biéu md. Két qua thu dugc nhu bang 3.7

Két qua dém sé luong té bao trung md cho két qua truong ddi hang dinh
khoang 11 té bao trén mét vi truong twong duong 300um do dai. Su khéc biét
vé sb luong té bao ¢ hai vi tri gan va xa cuéng ron ciing khong c6 y nghia thong
ké Vi p>0,05.
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Bang 3.8. S6 lwgng té bao biéu mé va trung md gan cudng rén dém trén

tiéu ban HE
S6 lugng té bao Biéu mo Trung md
<10 0 10
10-20 2 19
20-30 11 1
30-40 11 0
40-50 2 0
50-60 3 0
>60 1 0
Trung binh: 33,80 £13,171 11.20 £ 0,0700
P <0,05

Tuy nhién so sanh vé s lugng té bao biéu mo va trung md véi test théng
ké t cap doi (paired t test) thi sb lugng té bao biéu mé dém dugc nhiéu hon sd
luong té bao trung mé & ciing khu vuc, sy khac biét co y nghia thong ké véi p
< 0,05. Biéu nay thé hién & bang 3.8

3.1.3. Pic diém hinh thai siéu vi thé ciia mang 6i quan sat duéi kinh hién
vi dién tir

3.1.3.1. Pdc diém hinh thai siéu vi thé ciia mang i quan sdt dwéi kinh
hién vi di¢n tir quét (SEM)

Quan sat dudi kinh hién vi dién t, ching ti nhan thay céc té bao biéu md
mang 6i c6 hinh dang khac nhau tir dang try, da dién dén hinh cau, da sb sap
Xép tao thanh mot 1p té bao trén mang day. Trén mang day, cac té bao biéu
mo sap xép theo bén dang mé hinh chinh hoic cac dang chuyén tiép giira cac

mo hinh:
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Hinh 3.7. M6 hinh sap xép té bao biéu mé dang 1 (SEM x2.000)
CAc té bao biéu md mang i cé hinh da gidc sap xép trén mét mdt phang
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Hinh 3.8. M hinh sap xép té bao biéu md dang 2 (SEM x1.500)
Hinh dnh té bao hinh bau duc, 16m hon va ngdn cach véi céc té bao xung

quanh béi cdc kénh diroc tao bdi cac sei té bao chat mong
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Hinh 3.9. M6 hinh sap xép té bao biéu mé dang 3 (SEM x2.000)
CAc té bao hinh da gidc kha dai, ¢é xu hwéng nam song song véi nhau

15k SBRM, 135449
e ‘ A

Hinh 3.10. M hinh sap xép té bao biéu mé dang 4 (SEM x350)
Xudt hién bat thirong mét mang té bao hinh tron, ngdn cdch véi céac té

bao xung quanh bang nhiing khe sau
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Chung t6i ciing da quan sat duoc mot s6 hinh thai té bao khac thuong nhu

trong hinh sau:

Hinh 3.11. M4t sé hinh thai té bao khdc thirong (SEM x3.000)

(A) té bao cd bé mdt bang phang va (B) té bao c6 hinh bau duc, nam
ngdn cdch véi xung quanh béi nhiing khodng tréng va néi véi té bao xung
quanh bang sei té bao chat

3.1.3.2. Pdc diém hinh dnh siéu vi thé ciia mang éi quan sat qua kinh hién

Vi dign tie truyén qua (TEM)

Quan sat dudi kinh hién vi dién tr truyén qua (TEM) (Hinh 3.12), ching
t6i nhan thay céc té bao biéu md mang 6i c¢6 nhimg chung dic diém sau:

Cac té bao biéu m6é mang i 1a cac té bao biéu mé don, c6 hinh khéi hoic
hinh tron véi nhiéu vi nhung mao & dinh.

Nhan té bao c6 kich thude twong ddi hing dinh, tuy nhién hinh dang mang
nhan khong déu, c6 cac hinh déng thay d6i: mi, khia hoac cudn lai. Chat nhan

c6 dam do dién tir khong déu.
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Hinh 3.13. Lién két giiza té bao biéu mé véi mang ddy (TEM x10.000)

Lién két té bao biéu md mang oi véi mang ddy nhw hinh dang mém chém (v;
tri cac miii tén)
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Hinh 3.14. Lién két gigza hai té bao biéu md mang i (TEM x10.000)
Quan sat bang kinh hién vi dién tii truyén qua (TEM), viing lién két giiza hai
te bao tang dam do dién tur (Vi tri cac miii tén)

Canh bén té bao twong d6i phirc tap vai cac lién két dang cau néi gian bao
tai vi tri lién két co ting dam do dién tir nhung khong c6 to truong luc nhu cac

lien két desmosom va khdng c6 lién két dinh (Hinh 3.14).

Dic biét, ching toi quan sét c6 hai loai té bao véi té bao chit c6 dam do
dién tir khac nhau: dam hoac nhat hon. Nhu hai té bao (1) va (2) ¢ hinh 3.15
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Hinh 3.15. Hai té bao biéu mé (1) va (2) mang i ¢6 dam dé dién tir khac
nhau (TEM x1500)

Hinh 3.16. Cac vi nhung mao va kénh gian bao (TEM x1.500)
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Hinh 3.17. Lép trung md va céc té bao trung md mang 4i (TEM x2000)
3.1.3.3. Sé lwong té bao biéu md mang éi dém trén kinh hién vi dign ti

quét

Bang 3.9. So lwong té bao biéu mé dém dwéi kinh hién vi dién tir

. | 86 l’u’qng, t€ bao biéu’mé |
Gan cuong ron | Xa cudng ron
1 152 113
2 169 109
3 133 105
4 185 121
5 184 120
6 217 89
7 210 163
8 256 210
9 232 213
10 189 88
Mean+ SD | 192.7 +37.08 | 133.1 +46.26
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So sanh két qua dém s6 luong té bao biéu mé trén kinh hién vi dién tir: s6
lugng té bao biéu md & vi tri gan cudng ron nhiéu hon & vi tri xa cudng rén 1a
36-83 té bao vé6i do tin cay 95%, p<0,05.

3.1.4. Xac dinh dic tinh mang 6i va tinh géc caa té bao biéu md mang oi
, -

4

-
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Vimentin Oct-3/4

Hinh 3.18. Két qud nhugm hda mé mién dich
(dwong tinh véi cac dau an Oct-3/4, Vimentin, CK-5, Colagen type 1)
Trong khuén khé caa nghién ciru nay chung toi da st dung ky thuat hoa
md mién dich dé xac dinh su biéu hién mot sé dau an cua mang 6i da qua xir
ly. Két qua cho thay té bao biéu hién duong tinh voi cac dau an Oct-3/4,
Colagen type I, vimentin, CK5
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Hinh 3.19. Két qud nhugm hoa méd mién dich
(deong tinh véi cac dau an Oct-4)

Hinh 3.20. Két qud nhugm hoa md mién dich
(dwong tinh véi cac ddu dn SSEA-4)
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3.2. Phan lap, nudi cdy va buéc diu danh gia kha ning biét ha té bao goc
mang 6i thanh té bao gidng té bao beta tuy ndi tiét

3.2.1. Phan lap té bao géc tir mang 6i nguoi

Chung tdi tién hanh theo phuong phap ctia Toshio Miki. va CS [95], phan
lap té bao bang phwong phap st dung enzym phan cat mé phdi hop véi cac bién
phap co hoc. Hon dich té bao thu dugc nudi cy trong 10ml méi trueong nudi
ciy co ban (DMEM, FBS 10%, khang sinh anti-anti (Sigma, Viét nam). Sau d6
cho vao dia nuéi cy duong kinh 10cm. Quan st cac té bao thu duoc bang kinh

hién vi quang hoc.

¥

Hinh 3.21. C4c té bao thu duoc sau khi phan lgp tir mang oi nguci
(A: dé phong dai 20X, B: do phong dai 40X)

Két qua nghién cau cho thiy céc té bao sau khi phan lap c6 hinh tron lo
ling trong méi truong nudi cay (Hinh 3.20 A). Sau khoang 24 gio nudi cay té
bao gbc biéu md mang 6i c6 dau hiéu bat dau bam dinh xudng bé mit dia nudi
cay (Hinh 3.21A). S6 lugng té bao goc biéu mo tang 1én sau 2 ngay. Sau 3 ngay

nudi cay té bao c6 hinh dang dic trung cua té bao gdc biéu mé (Hinh 3.21 B).
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Hinh 3.22. C4c té bao phan ldp tir mang 4i sau 24h

Hinh dnh cac té bao nudi cay bt dau tang sinh bam dinh va c6 dang hinh
thoi hodc da dién. (A: sau 24h - voi do phong dai 20X, B: sau 72h - voi dé
phong dai 40X)



74

Qua nghién ctiu ching toi thay néu té bao géc biéu mé mang bi dugc phan
lap sau 4h ké tir khi thu nhan mau s& giam kha ning sng va nguy co nhiém

cao hon so véi cac té bao dugc phan lap ding quy trinh va trong thoi gian sém

hon trudc 4h.
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Hinh 3.23. Céc té bao biéu mé mang 4i bj bong tréc dudi tac dung cua
trypsin

3.2.2. Xac dinh tinh géc caa té bao phan lap duoc

Trong khudn kho nghién ctru, chung toi cling di xac dinh biéu hién cua
dau an Oct-3/4 nhiam xac dinh tinh gdc cua té bao mang i. Két qua PCR cho
thay trong cac té bao mang 6i chiing t6i da thu nhan duogc ¢6 biéu hién dau an
Oct-4 (Hinh 3.24D). Két qua phu hop vai két qua nhuém héa mién dich té bao
vé6i khang thé khang Oct-4 (Hinh 3.24 A,B,C) cta nguoi.
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«— 335bp

Hinh 3.24. Biéu hi¢n ddu én OCT-4.

A, B, C: Hinh anh té bao nhugm héa mien dich véi OCT-4, A: Nhugm nhan
bang DAPI, B: Nhu_o”m OCT-4. C: Hinh dnhjéng ghép gﬁa Ava B D: Hinh
anh dién di san pham PCR cua OCT-4. Ba mau te bao goc mang oi khac nhau

) duroc cho V{BIO 3 gié’ng dién dz’ danh so 1, 2, 3.
3.2.3. Nudi cay tang sinh té bao goc mang oi

Sau khi té bao géc biéu md mang 6i duoc phan 1ap boi cac ki thuat chuyén
biét s& dugc nudi cy trong moi trudng DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
medium) ¢6 b sung thém penicillin (50 U/ml), streptomycin (50 pg/ml), L-
glutamin (2 x 10-3M), huyét thanh bao thai bo - FBS (10%), hai ngay thay moi
truong mot lan dong thoi cdy chuyén té bao 2 tuan mot lan dé duy tri trong
phong thi nghiém. Té bao gbc mang 6i dugc duy tri nudi cay trong ti nudi cy
& nhiét do 37°C va 5% CO,. biéu kién nudi cay té bao goc biéu mé mang 6i
phai ¢am bao v tring tuyét déi tranh nhidm khuan va nam.

Ngay sau khi nudi cay 24 gio, cac té bao mang 6i thé hién tinh gdc (tang
sinh, bdm dinh, c6 hinh dang dic trung té bao goc): ¢6 xu hudng bam dinh vao
bé mit dia nuoi cdy, phét trién thanh nhirng cum té bao hinh da dién hoic hinh
thoi va c6 kich thudc trung binh. Sé luong té bao thé hién tinh goc tang 1én 16

sau 48 gio va 72 gio
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Hinh 3.25. Hinh dnh cac té bao goc ting sinh sau 24 gio

Hinh dnh cac té bao nudi cdy bdt dau tang sinh bam dinh va c6 dang hinh
thoi hodc da dién. (A: do phong dai 20X, B: do phong dai 40X)
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Hinh 3.26. Hinh dnh cac té bao goc ting sinh sau 48 gio

Hinh anh céc té bao nudi cdy bat dau ting sinh bam dinh va cé dang hinh
thoi hoac da dién. Ghi nhdn dwoc hinh danh té bao dang phan chia o vi tri miii
tén danh so 1 (A: do phong dai 20X, B: do phong dai 40X)
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Hinh 3.27. Hinh dnh cac té bao gdc tang sinh sau 72 gio

Hinh dnh sé lirong cac té bao bam dinh va c6 dang hinh thoi hodc da dién
tang lén ré. (A: do phong dai 20X, B: do phong dai 40X)
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Theo dbi s ting sinh té bao

Hinh 3.28. Hinh dnh ting sinh té bao sau 72h va sau 10 ngay (dé phong dai
20X va 10X)

O ngay thir nhat té bao ting sinh chdm do giai doan dau té bao con lam
quen véi moi truong chua bam dinh hét. Té bao tiang sinh manh m& nhat tir
ngay thar 3 dén ngay tha 10 (hinh). Tir ngay thir 10 tr di té bao c6 dau hiéu
tang sinh cham lai do dién tich che phu cua té bao di dat khoang 60-80% bé
mit dia nudi cdy, con rat it khéng gian cho té bao tiép tuc tiang sinh. Két qua
nghién ciu cua ching toi rat phi hop véi cac tac gia trén thé gigi [98], [99]

Két qua chang té quy trinh phan 1ap va nudi cay té bao gbc mang 6i dat
hiéu qua. Nhu vay té bao c6 thé sir dung trong nghién ciru ciing nhu trong cong
nghé mo phu hop vaéi nghién ciru cua céc tac gia khéc.

3.2.4. Bio quan va phuc hdi thanh cong té bao géc mang oi

Bao quan 1 mau té bao biéu mé mang di trong diéu kién lanh &m sau trong
nito 1ong trong méi trudong DMEM c6 10% DMSO, 10% huyét thanh bao thai
bé. Thoi gian bao quan: 3 thang.

Nudi cay phuc hoi té bao. Két qua, sau 3 thang bao quan, cac té bao phuc

hoi thanh cong va tiép tuc ting sinh trong mdi truong nudi ciy co ban
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Hinh 3.29. Hinh dnh té bao sau 24 gio nudi cdy sau khi bao qudn va phuc hoi
A: Té bao goc cay chuyeén lan 2. B: Té bdo rd dong sau bao quan 3 thang.

Pé xac dinh ty 18 té bao sdng sau khi bao quan ching t6i nhudm té bao

sau 3 thang bao quan & nhiét d6 -80°C véi trypan blue. Két qua sau 3 thang bao

quan, céc té bao phuc hdi thanh cong va tiép tuc ting sinh trong moi truong

nudi cay co ban.

Hinh 3.30. Nhugm Trypan blue xdc dznh ty Iete bao Song

A: Té bao bi chét bét mau trypan blue dam (mau ching). B: Té bao bdo qudn
3 thang trong moi truong DMEM, 10% DMSO, 10% FBS ¢ nhi¢z do - 80°C
(mau nghién cizu). Rt it c&c té bao chét bat mau trypan blue.
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3.2.5. Biét hoa té bao géc thanh té bao giong té bao beta tuy néi tiét

Biét hoa té bao gdc thanh té bao gidng té bao beta tuy noi tiét bang moi
truong dinh hudng biét hda st dung moéi trudng co ban (DMEM) c6 bd sung
10mM nicotinamide, 55 uM R- mercaptoethanol, 1mM sodium pyruvate.

Xéc dinh su thay ddi dau 4n té bao géc OCT-4 ddng thoi theo ddi dau 4n
insulin — dau 4n biéu hién sy biét hda té bao gdc thanh té bao gidng té bao beta
tuy noi tiét.

3.2.5.1. Biéu hién ciia OCT-4 - ddu é@n cria té bao goc

Tréi véi dau an insulin, ndng ¢ MARN OCT-4, dau 4n té bao goc giam
dan theo thoi gian trong nhém duoc nudi cay trong moi trudng cd bd sung
nicotinamid va R-mercaptoetanol. Hinh anh western blot cho thady OCT-4 giam

dan theo thoi gian trong qua trinh biét héa (Hinh 3.30c).
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Oct -4 Hocchst

Ngay 1 Ngay 7 Ngay 14

OCT-4 (~45kDA)

Actin

Hinh 3.31. Hinh dnh té bao goc mang éi nguwoi sau 7 ngay nudi cay.

A: Chup anh truc tiép trén dia nuédi cay qua kinh hién vi déi pha (Bé phong
dai 200X). B: Nhugm héa mién dich té bao véi OCT-4, mau xanh 14 OCT-4.
c: Western blot OCT-4. Djch ly gidi té bao gac mang 4i nudi cdy trong moi
trwong dinh huéng biét hoa thanh té bao Beta ngay thit 1, 7, 14.25 ug
protein/10ul ciia méi mau dich 1y giai té bao dwoC cho vao mdi gleng trén gel
dién di. Actin dwot diing d@é kiém tra lirong protein cho vao maéi giéng.
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3.2.5.2. Biéu hién cia Insulin - Ddu é@n té bao géc bigt hoa thanh té bao

giéng té bao beta tuy ngi tiét
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Biéu dd 3.1. Biéu hién mARN (A) va protein (B) caa Insulin.
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Biéu hién mARN cua insulin chtng té c6 sy biét hda cua té bao gbc thanh
té bao giéng té bao beta tuy ndi tiét (Hinh 3.1a). Sau 7 ngay nudi cay trén dia
plastic thdy ndng d6 mARN cua insulin (x4c dinh bang RT-PCR) khéng ting.
Sau 14 ngay nudi cay trén plastic, trong nhdm c6 bé sung trong méi trudng
nudi cay Nicotinamide va R-mercaptoetanol thiy tang cao insulin. Két qua dinh
lugng protein insulin ciing phtt hop véi két qua dinh lugng mARN (Biéu d6
3.1b). Két qua héa mién dich té bao thay té bao gbc biéu hién rd nét insulin

trong nhom duoc xur ly véi nicotinamide va R-mercaptoetanol.

Nong d6 mARN va protein ting sau 7 ngay (ngay 7-14) sau khi té bao
duoc nudi cay vai nicotinamide va R- mercaptoethanol. Két qua mARN duoc
tinh todn so v&i nhdm chang. Két qua dinh luong protein duoc tinh toan dua

trén ndng do protein toan phan trong dung dich ly giai té bao.
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CHUONG 4

BAN LUAN
4.1. M0 ta dic diém cau tric vi thé, siéu vi thé mang 6i va té bao goc mang
nguoi
4.1.1. Pic diém hinh thai mang 6i trén tiéu ban nhuém HE

4.1.1.1 P¢ day ciia mang oi
Pé danh gia do day caa mang i va cac 16p mang 6i, ching toi soi tiéu ban

HE va do & diém day nhat trén mdi tiéu ban bang kinh hién vi huynh quang
Nikon chup anh bang phian mém ACT-1 va do ¢ém bang phan mém tu dong
Image Pro Plus. Chung tdi nhan thay d6 day cia mang 6i thay doi tiy theo vi
tri, & vi tri gan quanh cudng rén 1-2cm, chiing t6i do dugc kich thudc 156.3146
+ 25.47185 um, ¢ vi tri xa cudng rén chung toi do dwoc 130.7173 + 29.06836
um. Su khac biét vé do day mang 6i ¢ hai vi tri gan va xa cudng rén co y nghia

thong ké vai p < 0,05.

Tuy nhién so véi cac cong bd khac da tién hanh thi cho ra cac két qua khéc

nhau tir 20 - 500 pm. Céc két qua nghién cau thé hién ¢ bang 4.1

Theo Benirschke thi ¢6 day mang 6i khoang 200 - 300 pm, trong d6 do
day 16p biéu mé va mang day 1a 20-30 pm, do day 16p ngudn gbc tir trung bi
phdi 15-30 pum, ving chuyén tiép co kich thudc khdng ¢ dinh, day va c6 cau
trdc long léo [21]. Theo Bourne va CS thi do day mang di thi thay doi rat 16n
trong khoang khoang 20-500 pum [100]. Trong khi d6 theo Danforth va CS thi
d6 day mang i chi khoang 50 pm [101] gan tuwong tu nhu nghién ciru cua von
Versen-Hoynck va CS [102]. Tir cac cong b cua cac tac gia nay cling nhu qua
nghién cau caa ching tdi, chlng ta thiy d6 day mang i rat thay doi theo céc
nghién ctu, nguyén nhan chinh 1a do sy thay d6i vé kich thudc o 16p x6p

(spongy layer).
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Bang 4.1. P day mang oi tir cac nghién ciru

Téc gia Do day mang 6i (don vi um) | Phuong phap

Bourne [100] 20 - 500 pm Nhuom HE

Danforth va CS [101] 50 um Nhuom HE

von Versen-Hoynck [102] | 20 - 500 pum Nhuom HE

Benirschke [21] 200 - 300 pm

NC chung toi GCR: 156.3146 £ 25.47185 | Nhuom HE
XCR: 130.7173 + 29.06836

Quan sat trén cac tiéu ban HE trong nghién ctru da tién hanh, ching toi
cling nhan thay kich thudc vé do day cua mang oi trén ting tiéu ban ciing thay
d6i khé 16n. D4i véi vi tri gan cudng ron, kich thudc day nhéat hon kich thude
mong nhat caa mang 6i khoang 86,65 pum véi p<0,05 (bang 3.2). Con d6i Voi
vi tri xa cudng ron, kich thudc day nhat hon kich thudc mong nhat caa mang
6i khoang 69,15 pm véi p<0,05 (bang 3.3).

Nhin chung, d6 day mang 6i & vi tri gan cudng rén day hon vi tri xa cuéng,
tuy nhién ciing c6 bién dong vé do day mang di trong cung khu vuc gan va xa
cudng rén.

4.1.1.2. Céc lgp ciia mang oi

Pé xac dinh ranh giéi giira cac 1op cia mang 6i, chung t6i di tién hanh
nhudém HE (Hematoxilyn/Eosin) mang 6i da phan tach duoc. Két qua, ching
t6i nhan thay trén tiéu ban HE, mang i ¢6 thé phan chia thanh ba Iop r6 rét.

Lép té bao biéu md 1 16p trong ciing va tiép xtc véi dich 6i. Lép nay 1a

mot 16p té bao biéu mé don det, hinh hop hay try, phan tu do huéng vé dich 6i
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tao thanh cac vi nhung mao giit chirc niang ché tiét va van chuyén cac chat ra
vao té bao. Cac té bao nay c6 nhan 16n khong déu. Pay cuia cac té bao 16p biéu
mo don nay tiép x(c véi 16p mang ddy. Phan day cua 16p biéu mé don nay c6
hinh dang phiic tap va khong déu, nho vay 16p biéu mé don bam chit dugc vao
|6p mang day. Cac té bao biéu mé sau duoc nudi cdy sau 3 ngay phan lap c6
hinh da dién hoac hinh thoi.

Chung toi d3 tién hanh do gop kich thudc 1op té bao biéu moé va mang day
do sy lién két chat ché giita té bao biéu mé va mang day. Két qua nghién cau
duoc ghi lai ¢ bang 3.4. So sanh két qua d6 day cua hai I6p nay ¢ hai vi tri gan
va xa cubng ron tuong ung 1a 20.55 + 11.8893 (um) va 17.54 + 8.1532 (um),
ching t6i thay su khac biét giira hai 16p khong c6 ¥ nghia thong ké véi p>0,05.

Két qua vé do day cua I6p biéu md mang 6i va mang day cua ching toi
tuong tu nhu cua Benirchke, trong khi theo cong bd cia Hebertson va CS thi
chi 1a 8-12 um. Su khéc biét nay c6 thé do quan sat caa Hebertson va CS chi
tién hanh trén 2 bénh nhan. Hebertson va CS ciing dd néu ra tinh trang tang do
day 16p biéu mod & cac truong hop me bi tiéu duong thai ky/ da 6i, 18-56 um so
véi binh thuong la 8 -12 um [103].

Trén céc tiéu ban chlng toi quan sat thay hinh anh cua cac 16p té bao biéu
mob xép chdng lén nhau va xac dinh day 1a loai biéu mé gia tang (Hinh 3.6),
chinh vi vay trong mang 6i c6 kha ning ton tai cac té bao gbc nam xen giita cac
té bao da biét hda. Hinh anh nay xuat hién nhiéu & cac mau mang 6i co vi tri
gan cudng rén. Diéu nay goi y dén kha ning thu nhan duoc té bao gbc & vj tri
gan cudng nhiéu hon & vi tri xa cuéng rén.

Lop trung md vé mach: Chira cac mang cac so¢i ludi dan xen phuc tap,
mang ludi cac nguyén bao soi l1ong nhing trong khéi chat luéi, cac bé soi ngam

trong chat nhay, cac bo soi nay thuong bi truong 1én 1am ting do day ctia mang
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6i. Trong lép trung md nay quan sét trén tiéu ban HE thay cac té bao trung mé
(Hinh 3.3).

Bang 4.2. P9 day I6p biéu mé va mang day caa mang 6i

Téc gia Do day 16p biéu mo6 va mang day | Phuong phap
(don vi um)
Hebertson va CS [103] | 8 -12 pm Kinh hién vi
dién td TEM
Benirschke [21] 20 - 30 um
NC chiing t6i GCR: 20.55 + 11.8893 (um) Nhuom HE
XCR: 17.54 + 8.1532 (um)

Ban chét 16p trung mé gém 3 16p nho hon: 16p dic, 16p nguyén bao soi va
l6p xop

Lop dac: La mot 16p dac chira cac mang cac soi ludi dan xen phtre tap, su
thay doi vé mat cau tric cac soi ludi cua lop nay so véi 16p mang day nham
mang lai tinh déo dai caa mang 6i va chdng lai sy thAm nhap caa bach cau khi
mang 6i bi viém

Lép nguyén bao soi: Pay 1a 16p day nhat cia mang 6i, cau tric cua I6p

nay 12 mot mang ludi cac nguyén bao soi 16ng nhing trong khéi chét ludi

Lép x6p: céc phan cua mang 6i cung mang dém nén cac mé cua khoang
ngoai phoi dan dén hinh thanh 16p xp. Cau tao cua 16p x6p la cac bo soi ngam
trong chat nhay, cac bo soi nay thuong bi truong 1én 1am ting do day cia mang
6i. Chic nang cua 16p xop 1a 1am cho mang 6i trugt dé dang trén mang dém

trong khi mang dém bam chat vao mang rung.
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So sanh ké qua do day cua hai 16p trung mé gan va xa cudng ron, két qua
ghi lai & bang 3.5. Do day cua hai 16p trung md gan cudng rén la: 135.76 +
27.8093 (um), trong khi & vi tri xa cubng rén 1a: 113.18 + 28.3680 (um). Tur
két qua nghién cau, ching tdi thay sy khéc biét giira hai 16p co y nghia théng
ké Vi p < 0,05.

Kich thudc cua I6p trung mé ciing thay ddi twong tu nhu kich thude chung
ctia mang 6i day hon & phan gan cudng rén va mong dan vé phia xa cubng rén.
Su khac biét nay 1a do sy thay d6i vé kich thuéc cua lop nguy@n bao soi va 16p
x6p trong khi kich thuéc 16p té bao biéu mé va mang ddy 1a twong d6i hang
dinh. Két qua nay cua ching t6i ciing twong tu nhu nhan dinh cua cac tac gia
Benirschke, Bourne hay Danforth va CS [21], [100], [101].

4.1.1.3. Sé lwong té bao mang 6i dém trén tiéu ban HE

Pi c6 nhiéu nghién ciru chi ra rang cac phan cua mang i 1a nguon cung
cap té bao goc [28], [11], [104]. Mang 6i hinh thanh tir rit som, tir 1a phdi ngoai
c6 ngudn géc tir khdi noi bao vao ngay thir 8 sau thu tinh. Vi hinh thanh tir sém
nén mang 6i ¢ nhiéu céc té bao non chua trudng thanh cia mang 6i 6 thé biét
hoa thanh 3 16p té bao mam. G mang bi ton tai hai loai té bao khac nhau (1) cac
té bao biéu md mang 6i (hAECs), tao thanh mot 16p té bao tiép xtc vai dich i,
va (2) c4c té bao mang di trung mé dém (hAMSCs), duoc phan b rai rac trong

16p trung md vd mach 1am nén tang cho mang 6i biéu mo.

Quan sat quan thé cac té bao biéu mo va trung md qua cac mau nhuom HE
va kinh hién vi dién tir, ching tdi nhan thiy: Té bao biéu mé tap trung nhiéu &
phan lién tuc voi cudng rén, sé luong té bao giam dan ¢ phan xa cubng ron.

Con cac té bao trung mo tap trung rai rac & 16p trung mo.

Chung t6i tién hanh dém s6 luong té bao biéu md bang phan mém ty dong

Image Pro Plus trén mat cit ngang 1op biéu mo twong wng véi chiéu dai mang
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day 300 pm tir cac mau ¢ hai vi tri: (i) gan cudng rén, cach cuéng rén 2-3cm
(trén banh rau) va & viing ngoai Vi xa cudng ron, cach cubng rén 10cm (ngoai
banh rau). Két qua thu duogc thé hién ¢ bang 3.6, sé luong té bao biéu md & vi
tri gan va xa cudng rén lan luot 1a; 33.8 + 13.17 va 29.63 + 7.43. Tu két qua
dém sb luong té bao ching t6i nhan thiy sb lwong cua té bao biéu md & vi tri
gan cudng rén nhiéu hon & vi tri xa cudng rdn, tuy nhién su khac biét vé sb

luong té bao biéu mo khong co y nghia thong ké véi p > 0,05.

Chdng t6i tién hanh dém s lugng té bao trung mo twong tu nhu da dém
s6 lugng té bao biéu md. Két qua thu duoc nhu bang 3.7, su khac biét vé sb
luong té bao & hai vi tri gan va xa cudng ron ciing khéng c6 ¥ nghia théng ké

Véi p>0,05.

Tuy nhién so sanh vé s lugng té bao biéu md va trung md thi sé luong té
bao biéu moé dém duogc nhiéu hon sé lugng té bao trung mé & cling khu vuc, su
khéac biét c6 ¥ nghia thdng ké vai p < 0,05. Mot sb cac tac gia Bilic va cong su
hay Soncini va cong su ciing dd nghién ctru so sénh sé luong té bao biéu md va

trung mé trong qua trinh phan 1ap té bao tir mang 6i thé hién & bang sau:

Bang 4.3. So sanh sb lwong té bao biéu md va trung mo ciia mang 6i tir

cac nghién cau

Nghién ciru S6 lwong té bao S6 hrong té bao
biéu md trung md
Bilic va cong su [105] 6,3 x 10° 1,7 x 10°
Soncini va cong su [106] 147 + 42 x 106 24 +10 x 10°

Tinh ty I¢ trung binh s té bao biéu md/trung mo trong nghién cau cua

ching t6i 1a 3/1, twong tu nhu nghién ctu cua Bilic va cong su 3,7/1 [105],
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trong khi két qua nghién ciu cua Soncini va cong su 1a 6,1/1 [106] tinh trén
cling mot phuong phap va mot don vi mang 6i nghién ciru. Ty 18 ndy c6 sy khac
biét, nhung nhin chung sé luong té bao biéu mé dém duogc ludn nhiéu hon té
bao trung md trén ciing mot mang 6i. Pay cling 1a mot yéu t can quan tam
trong viéc thu nhan té bao géc biéu mé hay trung md tir mang 6i, bén canh yéu
t6 kha ning ton tai cua hai loai té bao nay trong qué trinh nudi ciy sau phan

A

lap.
4.1.2. Pic diém hinh thai siéu vi thé ciia mang 6i quan sat dwéi kinh hién
vi dién tir

4.1.2.1. Pdc diém hinh théi siéu vi thé ciia mang éi quan sat bang kinh
hién vi dién tir quét (SEM)

Quan sat dudi kinh hién vi dién ter, ching ti nhan thay céc té bao biéu md
mang 6i ¢ hinh dang khac nhau tir dang tru, da dién dén hinh cau, da sb sap
Xép tao thanh maot 16p té bao trén mang day. Bo tu do cua céc té bao biéu mo
c6 rat nhiéu vi nhung mao, bo bén cac vi nhung mao ndy phan nhanh hoic két
hop véi nhau tao thanh cac kénh gian bao. Su da dang vé hinh théi cua cac té
bao biéu md mang bi c6 thé do anh huéng cua budc ¢b dinh trong qué trinh
chuan bj mau, twong tu nhu nhan dinh caa tac gia Benirschke [21].

Trén mang ddy, cac té bao biéu md sap xép theo bén dang md hinh chinh
hoic céc dang chuyén tiép giira cac md hinh:

M6 hinh 1: C4c té bao biéu md mang 6i c6 hinh da giac sap xép trén mot
mat phang. Thinh thoang c6 thé nhin thiy céc kénh gian bao & cac goc cua té
bao biéu md (Hinh 3.7)

M® hinh 2: Phan 16n cé4c té bao sap xép nhu mé hinh 1. Tuy nhién ¢6 nhiéu

kénh gian bao hon & mé hinh, ddng thoi rai rac c6 nhing té bao hinh bau duc,
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|6n hon va ngdn cach véi cac té bao xung quanh bai cac kénh dugc tao boi cac
soi té bao chat mong (Hinh 3.8).

M6 hinh 3: M@ hinh nay hay gip nhat, gdm nhitng mang té bao hinh da
giac kha dai, c6 xu hudng nam song song véi nhau. Rai rac c6 nhitng té bao
l6n bang phang, don doc hodc tap trung thanh mot nhém. Trong mé hinh nay,
kho nhin thay céc kénh gian bao (Hinh 3.9).

M6 hinh 4: Xuat hién bat thudng mot mang té bao hinh tron, ngin cach
Vvéi céc té bao xung quanh bang nhitng khe sau, dudi dy khe co cac soi ludi.
O mot sb vi tri lai 1a nhém cac té bao hinh da giac chir khong phai 12 hinh tron.
Bén canh d6 chung toi ciing quan sat thay mot sé vi tri khong co té bao ma chi
1a mang day don thuan (Hinh 3.10).

Trong nghién ctu cua chung t6i, khi quan sat dudi kinh hién vi dién tir
quét, chang toi thinh thoang quan sat duoc mot s té bao cd hinh thai khéac
thuong: (A) té bao c6 bé mit bang phing va (B) té bao c6 hinh bau duc, nam
ngin cach voi xung quanh béi nhitng khoang trong va néi voi té bao xung
quanh bang soi té bao chat (Hinh 3.11).

Do c&c mau thu nhan trong qua trinh mé dé, nén ching téi c6 thé gap phai
nhitng van dé nhat dinh trong viéc bao quan hinh thai miu, trong qua trinh tién
hanh thi thuat cé thé ¢ nhitng tac dong dén mau nghién ctu dan dén sy thay
d6i két qua, tao nén nhitng md hinh sap xép té bao biéu md mang 4i khdng
dung nhu trong thyc té. Tuy nhién, nhitng mod hinh sip xép té bao nay khong
thé 1a hau qua cua dong tac rach mang i trong qua trinh mé dé do ching c6
xuat hién trong nhirng viing con nguyén ven caa mau. Bén canh do, chiing toi
c6 nhan thay sy xuat hién déng thoi cac mé hinh sap xép té bao trén cling mot
mang 4i thu nhan duoc, ciing nhu ¢6 nhitng khoang trung gian chuyén tiép gitra

cac md hinh nay. Chinh vi vay, chiing ta cd thé ghi nhan sy sap xép cac té bao
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biéu mo trén mang day 1a phu hop, twong tu nhu nhitng mé ta cua Stella va

cong su [107].

4.1.2.2. Pdc diém hinh thai siéu vi thé ciia mang éi quan sat bang kinh

hién vi dién ti truyén qua (TEM)

Nghién ctru quan sat cac mau mang 6i trén kinh hién vi dién tir quét (SEM)
don thuan 1a mot nghién ctu vé hinh thai bé mit, nén khong thé dua ra két luan

vé chire niang chuyén biét cua cac té bao.

Quan sat dudi kinh hién vi dién tir truyén qua (TEM), chdng toi nhan thay
c4c té bao biéu mé mang bi ¢ nhiing chung dic diém sau (Hinh 3.11):

Cac té bao biéu md mang 6i thuong 14 cac té bao biéu mé don, ¢d hinh
khdi hoac hinh tron vai nhiéu vi nhung mao & dinh.

Nhan té bao c6 kich thuéc twong d6i hang dinh, tuy nhién mang nhan
khong déu, c6 cac hinh dang thay doi: mui, khia hozc cudn lai. Chat nhan c6

dam do dién tir khong déu.

O dinh cua céc té bao biéu md mang 4i, cd rat nhiéu vi nhung mao hinh
thanh tir bd tu do hudng vé dich bi cua cac té bao bieu mo

Cuc day té bao lién két véi mang day boi cac lién két dang ban lién két
khong lién tuc, trong mdi lién két nay chi ¢ hinh anh ting dam do6 dién tir phia
té bao biéu mb. Mang day di theo duong vién bé mat té bao biéu mé mang 6i
nhu hinh dang mém chém (hinh 3.12). Chinh vi do kiéu lién két nay nén té bao
dé bi phan hay bai trypsin.

Canh bén té bao twong dbi phirc tap vai céc lién két dang cau ni gian bao
tai vi tri lien két co tang dam do di¢n tir nhung khong c¢o to truong luc nhu cac

lien két desmosom va khong co lién két dinh (Hinh 3.13).
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Quan sat qua kinh hién vi dién tir quét (SEM) va xuyén (TEM) cho thay
ca hai bé mit dinh va ddy ctia cac té bao biéu md mang 6i dang hoat dong trong
van chuyén cac chat hoa tan va nudc theo dang té bao ludng cuc. Nhu vay,
mang i ¢6 cau tric phi hop véi viéc chuyén giao nhiéu chat tan qua con duong

canh bao (paracelluar) — qua cac kénh gian bao va con duong xuyén bao.

Dic biét, ching tdi quan sat co hai loai té bao vai té bao chat c6 dam do
dién tir khac nhau: dam hoac nhat hon, nhu hai té bao (1) va (2) & hinh 3.14

Tuy nhién céac nghién ciu vé mat hinh thai hoc chua thé xéac dinh su khéc
biét vé mit dam d6 dién tir ndy c6 nguyén nhan tir dau, do chi tén tai mét loai
té bao biéu md duy nhit & mang i. Su khac biét gitra cac té bao trong mang 6i
chi 1a do vi tri ton tai, mac do thoai hda hay c4c tac nhan tac dong tir bén ngoai
hoac 1a do cac té bao nay dang & nhiing giai doan hoat dong chirc ning khac

nhau.

Quan sat mang 6i dudi kinh hién vi dién ta truyén qua (TEM), chidng toi
nhan thdy mang day day va cé cau tric tir cac soi collagen. Theo Al-Yahya va
cong su, thi mang day 14 mot trong nhitng mang day nhat trong cac mé & nguoi
[108].

Lép trung md vo mach cia mang 6i duoc tao tir cac soi collagen va cd cac
té bao trung mé (hinh 3.12). Theo Hu Jingfwei va cong su, ciing nhu ghi nhan
cua Pasquinelli va cong su, cac té bao trung mé mang i ngudi co dic diém cau
hinh siéu cau trdc lai trung — biéu mé: biéu hién biéu mé & dic diém c6 vi
nhung mao dic & bé mat, khoang té bao chat duoc 16t boi vi nhung mao va cé
cac lién két gian bao. Biéu hién té bao trung mé ¢ dic diém co ludi noi chat it
phat trién, cac 6 soi co thit phat trién [109], [110].

Lép trung md v mach ciing co thé chia nho thanh 3 16p 12 16p dac, 16p

nguyén bao soi va I6p xop.
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Lép dic: chaa cac bo soi collagen, cac soi dan hdi nam rai rac. Lop nguyén
bao soi 12 mang ludi cac nguyén bao soi. Ranh gidi giita hai 16p nay twong dbi
khong rd rang. Nam trong cuing 1a 16p xép, thanh phan 1a cac b6 soi ludi va

mucin, chinh vi vay khé bat mau dugc trong nhuém HE.
4.1.2.3. Sé lwong té bao biéu md mang éi dém trén kinh hién vi di¢n tir
quét
Tt nhitng mau mang 6i quan sét trén kinh hién vi chi c6 mét hang té bao
biéu md, chiing tdi chon 1am miu dé dém céc té bao biéu mo dwa trén kinh hién

vi dién tir quét dya trén phan mém tu déng Image Pro Plus.

Két qua nghién ciu (Bang 3.9) cho thay: Sé luong té bao biéu md & vj tri
gan cudng ron la: 192.7 + 37.08, trong khi s luong té bao biéu md & xa cuong
rén 1a 133.1 + 46.26. Su khéc nhau gitra hai gia tri nay 1 c6 y nghia thong ké
V6i p <0,05.

4.1.3. Xac dinh dic tinh mang 6i va tinh géc caa té bao biéu md mang oi

Trong khudn khé caa nghién ciru nay chung toi d4 sir dung ky thuat hoa
mo mién dich dé xac dinh su biéu hién mot s6 dau an caa mang 6i da qua xu 1y
véi cac dau 4n Oct-3/4, SSEA-4, Colagen type 1, vimentin, CK5. Mang 4i ¢c6
nhiéu dac diém va kha nang thich hop dé str dung trong cong nghé md. Céc 1op
biéu md ciia mang 6i bao gom céc té bao co dic tinh cua té bao goc. Cac té bao
gbc duoc xac dinh bang ky thuat hda md mién dich véi cac dau an cua té bao
goc biéu md. Két qua cho thay té bao biéu hién duong tinh véi cac dau an Oct-
3/4, SSEA-4, Colagen type I, vimentin, CK5.

Oct-4 12 yéu t phién ma, mot protein diéu chinh hoat dong cuaa gen, duy
tri tinh van nang cua té bao gdc, ngin chan khong cho té bao gdc tro thanh cac
dong té bao chuyén biét. Oct-4 hoat dong bang cach gan vao DNA c6 thé hoat

d6ng vira nhu mot nhan té hoat hoa phién ma vira nhu mot nhan té e ché phién
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ma [111]. Su hién dién cua Oct-4 1a bang chang cho thiy mang 6i 1a mot ngudn

cung cap té bao gbc tiém nang [112], [113].

cung voi két qua duong tinh voi dau 4n Oct-4, ching toi ciling ghi nhén
duoc két qua hda md mién dich mang 6i duong tinh véi ddu 4n SSEA-4 (Stage-
specific embryonic antigen 4). SSEA-4 la mét glycoprotein hién dién sém trong
giai doan phoi va ciing biéu hién cho té bao gbc da ning nhung thudng khong

biéu hién cho céc té bao gdc truong thanh [114].

Két qua nghién ciru ciing cho thay mang 6i duong tinh vai cac dau an CK-
5. Ck-5 14 protein soi trung gian c6 & day té bao biéu mé. Tur nhitng két qua
duong tinh véi dau an Oct-4, SSEA-4, CK-5 chting t6 & mang 6i nguoi ton tai
té bao goc biéu mod .

Qué trinh chuyén dang cua cac té bao biéu mé thanh té bao trung mo 1a
qua trinh thay d6i dang ké vé hinh dang va kha nang di dong cua té bao. Céc té
bao mat tinh phan cuc dinh — day, mat lién két véi cac té bao xung quanh va
v6i mang day. Nguoc lai, hién tuong chuyén dang té bao trung mé thanh té bao
biéu mo ciing da dugc ghi nhan véi hién tuong giam di déng va biéu hién cac
dic diém cua té bao biéu mé. Hién tuong chuyén dang nay gan lién véi sy thay
d6i vimentin nhu Mendez va CS da mé ta [115] va c6 lién quan dén CK-5 [116].
Tuy nhién do diéu kién nghién ctru, chung t6i khong danh gia qué trinh chuyén

dang té bao nay.

Vat liéu sinh hoc duoc str dung trong cong nghé tai tao mo phai dap ung
duoc cac yéu cau: khong gay doc, khdng tao u va sinh mién dich & mé dich
thap. Bén canh do, cac té bao ciia md dich phai c6 kha ning gin két dugc voi
gia thé ma van dam bao duoc yéu to diéu hoa sinh hoc nhu cac yéu to ting
tredng va cac vat liéu di truyén [117]. Cac té bao gan két dugc 18n gia thé 1a

nho cac thanh phan caa chat nén gian bao cua gia thé (scaffold’s extracellular
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matrix - ECM). Su hién dién cua cac phan tir colagen, laminin, fibronectin.. cé
nhitng anh hudng to 16n dén kha nang gan két va phat trién cua té bao trén gia
thé. Vai nhitng yéu cau trén thi rd rang mang i 12 mot gia thé phu hop cho
cong nghé mo véi cau tric caa khuon gian bao dién hinh. Céc té bao biéu mo
mang 6i tiét ra tiét ra colagen va cac glycoprotein non-collagenous hinh thanh
mang day. Trong 16p x4p c6 nhiéu caa proteoglycans va céac glycoprotein va
c6 mot mang ludi nonfibrillar cha yéu colagen I11. Trong mang déy, ton tai mot
lugng Ion perlecan. Perlecan I3 yéu té quan trong cho ting trudng va tuong tac
véi céc phan ta protein ngoai bao va két dinh té bao [118]. Nhu vay, mang 6i

hira hen 1a mot san pham c6 nhiéu trién vong Ion trong cong nghé mo.

Sy ton tai cac xo trung gian biéu hién qua cac dau an vimentin déng mot
vai tro dic biét trong qué trinh biét hoa va tang sinh ca té bao. Trong qua trinh
biét hoa, tang sinh hoac hinh thanh ung thu, Bouwens va CS da mo ta su thay
d6i manh m& vé soi trung gian va cac té chic [119], nhat 1a trong tuyén tuy.
Biéu hién ddu an vimentin da dugc Rosenbeg va CS xéc dinh ¢ té bao biéu mo
tuyén trong bao thai [120], Zulewski xac dinh c6 trong qué trinh biét hda tur té
bao truang thanh thanh tién té bao beta [121] va trong qué trinh tang sinh & ung
thu biéu md tuyén [122]. Do d6, vimentin c6 thé duoc xem 1a mot dau hiéu c6
gia tri dé nhan biét cac tién té bao tuy [123].

Su hién dién cac ddu an Oct-4, SSEA-4, vimentin, CK-5 chiing to sy ton
tai cac té bao gbc biéu mo trong mang 6i, cac té bao nay la té bao goc da nang

c6 kha nang biét hoa thanh té bao beta tuy noi tiét.
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4.2. Phan 1ap, nudi ciy va buéc dau danh gia kha ning biét hoa té bao goc
mang 6i thanh té bao giong té bao beta tuy ni tiét

4.2.1. Phan lap té bao gdc tir mang 6i nguoi

C6 nhiéu phuong phap phan 14p té bao, ¢ thé nudi cay so cap thu nhan
truc tiép té bao tir cdc md, miéng mo dé cho té bao phat trién tir miéng mé ra
bén ngoai hoic co thé tach thanh té bao don bang co hoc hay enzym nhu trypsin,

colagenase, dipase, hyaluronidase.

Quy trinh phan Iap té bao géc mang 6i dya theo quy trinh cua céc tac gia
d3 dang tai trén tap chi quéc té. Phan 16n céc tac gia déu sir dung céc enzym
phan cit md c6 phéi hop véi cac bién phap co hoc dé phan 1ap. Theo Toda A.
va CS (2007) [22], cat mang 6i thanh cac manh nho kich thuéc khoang 1cm?,
sau d6 thug om té bao biéu md mang i bang phuong phap trypsinase. S6 lugng
té bao thu duoc tir mdi mang 6i khoang tir 8 x 10° dén 50 x 10° té bao [22].

Té bao gdc trung md mang 6i thu duoc sau khi da 1ay duoc hét té bao goc
biéu md. Thu gom té bao trung md mang bi bang phuong phap collagenase. Té
bao thu duoc duoc loc qua mang loc va ly tim. Sé lugng té bao gbc trung mo
thu dugc khoang 1 x 10%/mang 6i. Mot s6 tac gia con dua ra con sé tinh toan ty
16 té bao biéu md/té bao trung mo 1a 4,3:1 & mang 6i caa san phu dé thiéu thang
(23— 36 tuan) va 7,8:1 ¢ san phu dé du thang [22].

S& di st dung trypsin trong qué trinh phan lap vi trypsin la enzym protease
c6 kha nang phan giai protein ngoai bao tuong tu nhu collagenase. Ngoai ra
cac enzym nay hau nhu khong c6 tac dung trén mang té bao do ciu trac dic
biét cia mang té bao. Viéc phan Iap té bao géc mang bi cua céc tac gia ciing
khong hoan toan gidng nhau. C6 thé phan chia cac phuong phéap nay theo hai
nhoém: Nhém thir nhat, phan 1ap té bao gdc biéu mé riéng theo quy trinh nghiém

ngat vé thoi gian u véi enzym. Sau khi mang 6i giai phong hét cac té bao biéu
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mo thi mai tiép tuc phan lap té bao trung md. Nhom thir hai, cho phan ra toan
bo mang 6i, sau d6 dung Ficoll hoic Percoll hoic Nicodenz dé tach cac phan

l6p té bao theo ty trong.

Trong nghién ctru nay chdng toi sir dung phuong phap phan 1ap té bao goc
mang i theo nhém thir hai dya trén quan diém thu nhan tdi da s6 luong té bao
géc trong nhitng diéu kién kinh phi va ky thuat han ché cua dé tai. Ching toi
da tién hanh phan 14p té bao tir mang 6i bang trypsin nhiam phuc vu cho viéc

nghién cau k¥ thuat nudi cay té bao gbc thu nhan tir mang 6i nguoi.

Té bao gdc duoc phan 1ap tir mang 6i bang cach sir dung enzym phan cat
mo trypsin phdi hop véi cac bién phap co hoc [95]. Cac té bao phan lap duoc
cho vao dia nudi cay duong kinh 10cm. Quan sat cac té bao thu duoc bang kinh

hién vi quang hoc.

Két qua nghién cau cho thay céc té bao sau khi phan lap co hinh tron lo
ling trong méi trudng nudi cay (Hinh 3.20). Sau khoang 24 gio nudi cay té bao
gbc biéu mdé mang i cé dau hiéu bt dau bam dinh xudng bé mit dia nudi cay
(Hinh 3.21). Sé luong té bao goc biéu md ting 1én sau 2 ngay, ching toi ghi
nhan duoc hinh anh té bao dang phén chia ting sinh sé lwong (Hinh 3.25B).
Sau 3 ngay nudi ciy té bao cé hinh dang dic trung cua té bao goc biéu mo
(Hinh 3.26).

Cac té bao gdc déu duoc phan Iap tir ngudn rau thai cua céc san phu cung
cap tir Khoa San Bénh vién 103. T¢ bao gdc biéu md mang 6i phan lap duoc la
hoan toan cuing loai, khdng bi 1An véi cac té bao khac nhu té bao hong cau hay
té bao trung md... Cac té bao gdc biéu mé tir mang i sau khi phan lap déu co
kha niang song tét trong méi trudng nudi cay invitro. Ty 1é té bao chét sau khi
phan lap rat thap, khong dang ké, khdng c6 dau hiéu bién d6i hay biét hda cua

té bao trong qua trinh phan 1ap. S6 lugng céac té bao sau mdi lan phan lap 1a
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tuong ddi nhiéu, hiéu sut thu duoc té bao nho enzyme phan cat trypsin 1a tuong
d6i cao. Cac té bao goc déu duoc phan lap trong diéu kién vo khuan, dam bao

khong xay ra hién tugng nhim khuan va nim trong qué trinh thao tac.

Qua nghién ctu ching toi thay néu té bao géc biéu mé mang bi dugc phan
lap sau 4h ké tir khi thu nhan mau s& giam kha ning sdng va nguy co nhiém
cao hon so véi cac té bao dugc phan 1ap dung quy trinh va trong thoi gian sém
hon trudc 4h. Tuong tu nhu cac tac gia Miki cling nhu Tabatabaei va cong su,
ching t6i nhan thay té bao goc biéu mdé mang 6i dugc phan cat bang enzyme
trypsin trong khoang 40 phut day 1a loai enzyme thich hop cho viéc phan cit
mo [95], [124].

Viéc phan 1ap té bao gdoc biéu md tir mang i dé dat dugc sé luong té bao
nhiéu nhat con phu thudc vao vi tri phan mang 6i chon phan 1ap. Phan trung
tam ctia mang 6i s& chira nhiéu té bao goc biéu mé mang 6i hon cac phan con
lai, dua vao dic diém nay ching toi cd thé lwa chon phan mang 6i phan 1ap gitp
dat hiéu suat cao nhat. Piéu nay ciing di dwoc 1am sang to qua két qua dém té
bao biéu mé trén kinh hién vi dién tir cua chiing toi da tién hanh. Nghién cau
cua chung tdi hoan toan phu hop vai cac tac gia Akle CA, Miki T [28], [37].

Do nhitng diéu kién han ché nén ching tdi chi tién hanh thu nhan mang 6i
tir c&c thai phu du thang va phan lap té bao goc tir nhitng nguon nay. Diéu nay
cling phtt hop véi nhan dinh caa Lim va cong su rang viéc thu nhan té bao géc
tr mang 6i ctia cac thai phu da thang cho hiéu qua cao hon va cac té bao gbc
thu nhan tir mang 6i cua céc thai phu sinh non dap ung it hiéu qua trong diéu
tri ghép tu than cho tré [125].

Hién nay chua c6 nhiéu nghién ctiru so sanh hiéu qua st dung gitra té bao
g6c mang i vai té bao gbc thu nhan tir cac ngudn khéc. Trong nghién ciru so

sanh vé kha nang dap tng mién dich cua té bao géc mang 6i va té bao gdc trung
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md thu nhan tir m6é m&, Kronsteiner va cong su da cho thay cac té bao gbc mang
6i 6 biéu hién khang thé HLA-DR thip hon, biéu hién khang nguyén PD-L1
cao hon va c6 san sinh nhiéu cytokine mién dich IL-10 va IL-6. Bén canh do,
cac té bao goc mang 6i c6 kha nang @ ché tang sinh té bao don nhan méau ngoai

vi cao hon so v&i té bao gbc trung mé thu nhan tir md mé [126].

Trude day, nhiéu nghién ctu da ching minh ca té bao HAE (human
amniotic epithelial cells) va t& bao HAM (human amniotic mesenchymal cells)
biéu hién nhiéu marker té bao géc nhu Oct-4 (octamer - binding transcription
factor 4), GATA-4, HNF-3B (hepatocyte nuclear factor-3p)... Nhitng yéu tb
nay cho thay khong chi té bao HAE ma con ca té bao HAM ciing 1a té bao gdc
da tiém ning.

Té bao gbc mang 6i khdng chi biéu hién dau 4n caa té bao biéu bi nhu
CA125 ma con biéu hién cac dau an cua té bao biéu moé néi chung nhu
cytokeratin, vimentin [127], [128], [129]. Té bao gdc mang di cling duong tinh
v6i CD44 va desmin. Vimentin duong tinh véi trén 97.5% trong tong s6 té bao
té bao goc mang 6i nudi cay, trong khi chi 3.6% tong soé té bao HAM biéu hién
duong tinh véi CK19+/vimentin+. Nhu vay, té bao gbc mang 6i dong thoi biéu
hién ca marker cua té bao goc trung mo va céc té bao goc biéu moé [127]. Piéu
nay chi ra rang té bao géc mang 6i khdng hoan toan 1a té bao goc biéu mé va
nguoc lai chiing cling khong hoan toan 1a té bao goc trung md. Trong qua trinh
phat trién phoi, co su chuyén dang té bao goc biéu mé - trung mo (epithelial -
mesenchymal transition - EMT) va nguoc lai trung mé - biéu md (mesenchymal
- epithelial transition - MET) trén mang 6i [127]. Tuy nhién, do diéu kién
nghién ciru han ché vé mat quy mé va kinh phi, nén chdng téi khdng ghi nhan

duogc hién twong chuyén dang té bao nay.
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Nhu vay, viéc thu nhan té bao gbc tir mang 6i cua cac san phu thai du
thang bang phwong phap trypsine c6 hiéu qua cao, c4c té bao thu nhan duoc c6
tiém nang sir dung an toan hon trong diéu tri bang liéu phap té bao gbc vé sau
nay.

4.2.2 Xac dinh tinh gdc caa té bao phan lap dwoc

Trong khudn khd nghién ctu, chiing toi da xac dinh biéu hién cua dau 4n
Oct-4 d@é xac dinh tinh gdc cua té bao phan lap tir mang 6i va nudi cy ting sinh
dugc. Két qua PCR cho thay trong céc té bao mang 6i chung toi da thu nhan
duoc c6 biéu hién dau 4n Oct-4 (Hinh 3.24D). Két qua phu hop véi két qua
nhudém héa mién dich té bao véi khang thé khang Oct-4 (Hinh 3.24 A,B,C) cua
nguoi.

Ddng thoi, trong qué trinh nudi cdy chidng t6i ghi nhan hién twong cac té
bao da phan lap dugc tir mang 6i c6 dau hiéu bat dau bam dinh xudng bé mat
dia nudi cay sau khoang 24 gio (hinh). S6 luong té bao tang 1én sau 2 ngay.

Sau 3 ngay nudi cdy té bao cé hinh dang dic trung cua té bao goc biéu md

Dua theo kha nang bam dinh trén bé mat dung cu nudi cay, kha ning ting
sinh va sy biéu hién dau an cua té bao géc 1a Oct-4, ching ta co thé ghi nhan

rang té bao phan lap duoc la té bao goc mang 6i.
4.2.3 Nubi cay tiing sinh té bao goc mang oi

Sau khi té bao gdc biéu md mang bi duoc phan Iap s& dugc duy tri nudi
cay trong ta nudi cay & nhiét do 37°C va 5% CO,. Piéu kién nudi cay té bao
g6c biéu md mang 6i phai dam bao vé tring tuyét dbi tranh nhiém khuan va
nam. Két qua nghién ctu cia ching t6i da thu nhan duoc hinh anh céc té bao
goc sau 24h dya trén quan séat bang kinh hién vi quang hoc. Nghién ctu cua
ching t6i phu hop véi tac gia Phan Kim Ngoc va CS [26]
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Trong qué trinh nudi ciy phai theo ddi giam sat té bao thudong xuyén dé
danh gia tinh trang moc cua té bao va diéu chinh méi trudng nudi cay cho phu
hop. Sau 48h phai thay méi trudng mot lan dé dam bao moéi truong du chat dinh
dudng cung cap cho té bao phaét trién. Tt ca cac thao tac thay mdi truong cling
nhu kiém tra mat d6 té bao phai dam bao vo tring tuyét déi tranh nhidm. Do té
bao gdc mang i 1a té bao tir ngudi nén rat nhay cam véi moi truong vi vay moi
truong va diéu kién nudi ciy phai ludn 6n dinh néu khong rat dé gay ra hién

tuong biét hoa hoic gay chét té bao.

Ngay sau khi nudi cay 24 gio, cac té bao mang 6i thé hién tinh gdc (ting
sinh, bdm dinh, c6 hinh dang dic trung té bao goc): ¢6 xu hudng bam dinh vao
bé mit dia nuoi cay, phat trién thanh nhiing cum té bao hinh da dién hoic hinh
thoi va co kich thudc trung binh. Sé luong té bao thé hién tinh gdc tang 1én 16

sau 48 gio va 72 gio

Sau khi phan 1ap va nudi cdy ting sinh té bao gbc biéu mé mang 6i dat
dén mot d6 pha nhat dinh khoang 60-80% bé mat dia nudi cdy. Nhom nghién
ctru chiing t6i da thuc hién ky thuat cdy chuyén va tiép tuc ting sinh nhu trong
moi trudng nudi ciy ban dau. Két qua cho thay té bao moc tét, khong cd dau

hiéu cta su biét hoa hay thay doi cu trdc.

Té bao gbc bieu mdé mang i phat trién va bam dinh tét trén bé mit dia
nudi cay petri chita dung dich méi truong DMEM - Complex trong diéu kién
nhiét do 37°C va 5% CO2. Pay la diéu kién tét nhat gidp nudi cay ting sinh té
bao gbc tir mang i do ngudn phan 1ap 1 té bao ngudi nén phai nudi cay trong
370C cung nhiét do véi co thé ngudi. Nghién ciu cia ching toi phi hop véi
cac nghién ctiru cua Evron va cong su [99]. Khéng nén u té bao véi enzym
trypsin EDTA 0,25% qué lau vi s& 1am giam kha nang sdng cua té bao. Té bao

néu duoc rra qua nhiéu lan s& 1am giam cac yéu tb tiang truéng va gay anh
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huong dén kha nang song cua té bao. Tat ca cac cong doan trong quy trinh cay
chuyén phai duoc thyuc hién trong moi truong vo khuan tranh dé té bao tiép xtc
v6i moi trudong bén ngoai qua 1au gay ra hién tugng nhiém khuan. Do nudi cay
té bao dai ngay nén moi dung cu phai dam bao v triing tuyét déi, cac thao tac
phai thuc hién chinh xac tranh va cham, tiép xtc khéng can thiét giam thiéu
nguy co gay nhiém. Cac nghién ctru nay tuong tu va phi hop voi cac nghién
ctu cua Phan Kim Ngoc va CS, Ayelet Everon va CS, ciing nhu ctua Toshio
Miki va CS [26], [95], [99].

Theo ddi s ting sinh té bao

Véi nhimg diéu kién nudi cy trong moi truong DMEM (Dulbecco’s
modified eagle’s medium) bo sung FBS va khang sinh, nhém nghién ciu chiing
t61 dd thu duogc két qua tét trong viéc nubi cdy ting sinh té bao gbc mang 6i
nhu s6 luong té bao ting sinh rat nhanh, kha ning bam dinh tét, ty 1¢ té bao
chét trong qué trinh nuéi cay Ia rat thap. O ngay thir nhat té bao tang sinh cham
do giai doan dau té bao con lam quen véi moéi trudng chua bam dinh hét. Té
bao tang sinh manh mé& nhat tir ngay thtr 3 dén ngay thtr 10. Tir ngay thi 10 tro
di té bao c6 dau hiéu ting sinh cham lai do dién tich che phu cua té bao di dat
khoang 60-80% bé mit dia nudi cdy, con rat it khdng gian cho té bao tiép tuc
tang sinh. Két qua nghién ctru ciia ching t6i rat phil hop véi cac tac gia trén thé
gidi [98], [99]. Bén canh d6, cong bd méi nhat caa Motedayyen va cong su
vao nam 2017 lai cho thay kha ning ting sinh cua cac té bao goc biéu md mang
bi cao hon han so véi ching t61, sau 48h da dat dugc 80% bé mat dia nudi céy
[130]. Nguyén nhan c6 thé do nhém nghién ciu cia Motedayyen thu gom dugc
nhiéu té bao goc tir mang 6i hon nghién ctru chiing toi. Piéu ndy chiing to ching
ta c6 thé thu nhan duoc nhiéu té bao gdc tir mang 6i hon néu cai thién duoc

phuong phap va quy trinh thu gom té bao biéu mé tir mang i.
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Két qua chitng to quy trinh phan 1ap va nudi ciy té bao gbc mang di dat
hiéu qua. Nhu vay té bao c6 thé st dung trong nghién ciru ciing nhu trong céng
nghé md phu hop vai nghién ciru cua céc tac gia khéc.

4.2.4 Bao quan va phuc hdi thanh cong té bao géc mang oi

Tién hanh bao quan 10 mau té bao biéu md mang 4i trong diéu kién lanh
am sau trong nito 16ng trong moi truong DMEM c6 10% DMSO, 10% huyét
thanh bao thai bé. Thoi gian bao quan: 3 thang.

Danh gia qua trinh bao quan

Nudi cay phuc hdi té bao. Két qua, sau 3 thang bao quan, cé4c té bao phuc
hdi thanh cong va tiép tuc ting sinh trong moi truong nudi ciy co ban nhu hinh
3.27: Khoéng co sy khac biét vé kha nang song va bam dinh vao dia nudi cay
gitra (A): Té bao gdc cay chuyén lan 2 va (B): Té bao ra dong sau thoi gian bao

quan 3 thang.

Qua trinh lam ra dong té bao dé nudi cy phuc hdi co thé tom tat nhu sau:
LAy tuyp chua té bao bao quan cho vao bé 4m nudc 37°C. Chuyén té bao sang
tuyp falcon 50ml, rira té bao 3 lan bang dung dich DMEM sau d6 cho té bao

vao moi truong nudi cdy co ban dé nudi ciy tang sinh.

Sau 24 gid céc té bao song s& bam dinh vao bé mit dia nudi cay. Thay moi

truong rira sach dia nuoi cay dé loai bo cac té bao chét.

Pé xac dinh ty 1& té bao séng sau khi bao quan ching tdi nhuom té bao
Vvéi trypan blue. Ky thuat nhuém duoc mé ta trong phan d6i tuong va phuong
phap nghién ciu va co thé tom tat nhu sau: Dé tuyp té bao dwoc bao quan ra
dong ¢ nhiét d6 phong 15 phat. Ly tdm 1500 vong/phut/10 phat, loai bé dich
noi gitt lai can té bao. Tron déu té bao trong dung dich trypan blue 0,4% (w/v)

v6i mat do té bao khoang 6x10° té bao/ml. Pém s té bao séng va chét trong
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mdi mau bang budng dém hong cau. Két qua sau 3 thang bao quan & nhiét do -
80°C, ty Ié té bao sdng trong cac miu dat duogc tir 70-90% (Hinh 3.28)

Nhu vay sau 3 thang bao quan, cac té bao phuc hdi thanh cong va tiép tuc

tang sinh trong moi trudng nudi cy co ban.

4.2.5. Buée dau danh gia kha ning biét hoa té bao gbc mang 6i thanh té

bao gidng té bao beta tuy ndi tiét

Dé diéu tri tiéu duong type I, viéc ghép tuy mot phan hay toan phan da
duogc thuc hién. Tuy nhién, nguon cho tuy ghép c6 han, chinh vi vay Bruin va
cong su da cho rang phuong phap str dung cac té bao gdc diéu tri tiéu duong
type 1 1a phd hop nhét [131]. P4 c6 nhiéu nghién ctu chimg minh dugc kha
nang str dung nguodn té bao gc phdi hoac té bao goc trudng thanh dé biét hoa
thanh té bao beta tuy dao dé phuc vu cho cdy ghép. Nhiéu tac gia di thanh cong
biét hoa tir té bao phoi (Nestin duong tinh) thanh té bao san xuat insulin nhung
khdng tao thanh té bao beta truéng thanh hoan toan [89], [132]. Té bao san xuét
insulin duoc kich thich bai TGF B2 hoic pdx-1, nhitng yéu t quan trong trong
su phat trién cua tuy. Nguon goc cua cac té bao beta tuy dao van con nhiéu
tranh c&i. Cac té bao beta co thé c6 ngudn gdc tir c4c té bao gdc da tiém ning
hoic ciing ¢ thé c6 nguon goc tir cac té bao da biét hoa ton tai trong tuy qua
qua trinh giai biét hoa (de/trans-differentiation). Co tac gia cho rang té bao beta
c6 ngudn géc tir cac té bao gbc (stem cells) khu trd & biéu mé dng tuy, & tiéu
dao Langerhans [132], [133], [134]. Cac nghién ctru trudc day caa Gelling va
CS, Miki va CS va caa Suzuki va CS da chitng minh riang glucagon like peptide
1-(1-37) (GLP) 1am tang san xuat insulin cua té bao biéu mé dudng tiéu hoa ¢
ca in vivo vain vitro [88], [89], [135]. Chung t6i cling da chirng minh dugc kha
nang biét hda thanh té bao giéng té bao beta tuy noi tiét cua té bao géc mang 6i

bang cach nudi cay trong méi truong cd bod sung 10mM nicotinamide.
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Trong diéu kién in-vitro, sau khi kich thich véi nicotinamide, té bao géc
mang 6i biéu hién mARN caa insulin. In vivo, HAE c6 kha nang lam giam
duong méu ¢ chudt gay tiéu duong bang md hinh streptozotocin sau mot vai
lan ghép té bao. Tuy nhién, trong nghién ctiu nay co téi 20% chudt tiéu duong
duogc diéu tri khoi bang ghép té bao géc mang di bi tai phat sau 6 thang. Diéu
nay cd thé phu thudc vao thoi gian ton tai cua cac tiéu dao té bao ghép. Van dé
1a 1am thé nao dé kéo dai thoi gian ton tai cua cac nhém té bao nay. Cac nha
nghién ctu ciing da thanh cong trong viéc sir dung cac té bao bat td HAE
chuyén nap san xuat insulin dé ghép diéu tri tiéu duong thuc nghiém [88], [89].

Pé tién hanh danh gia kha niang biét hoa té bao gbc thanh té bao giéng té
bao beta tuy noi tiét, chung toi da tién hanh nghién ctru theo cac budc:

— Biét hoa té bao gdc thanh té bao gidng té bao beta tuy noi tiét bang moi
truong dinh huéng biét hoa st dung méi trudng co ban (DMEM) ¢6 bd sung
10mM nicotinamide, 55 uM R- mercaptoethanol, 1mM sodium pyruvate.

— Xac dinh su thay dbi ddu an té bao géc OCT-4 d6ng thoi theo ddi dau
an insulin — dau an biéu hién su biét hda té bao gbc thanh té bao giong té bao
beta tuy noi tiét.

4.2.5.1. Biéu hién ciia OCT-4 - ddu én cria té bao goc

Tréi véi dau an insulin, nong ¢ MARN OCT-4, dau an té bao goc giam
dan theo thoi gian trong nhém duogc nudi ciy trong moi trudng cd bd sung
nicotinamid va R-mercaptoetanol. Hinh anh western blot cho thady OCT-4 giam
dan theo thoi gian trong qué trinh biét hoa (Hinh 3.11c).

4.2.5.2. Biéu hién cia Insulin - Ddu dn té bao géc bigt hda thanh té bao
gidng té bao beta tuy ngi tiét

Biéu hién mARN cua insulin chiing té ¢6 su biét hoa cua té bao gdc thanh

té bao giong té bao beta tuy noi tiét (Biéu do 3.1a). Sau 7 ngay nudi cay trén
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dia plastic thdy nong do MARN cua insulin (xac dinh biang RT-PCR) khdng
ting. Sau 14 ngay nudi cdy trén plastic, trong nhém cd bod sung trong mai
truong nudi cay nicotinamide va B-mercaptoetanol thay ting cao insulin. Két
qua dinh lugng protein insulin ciing phu hop véi két qua dinh lugng mARN
(Biéu d6 3.1b). Két qua hda mién dich té bao thay té bao gbc biéu hién rd nét

insulin trong nhédm duoc xir ly vai nicotinamide va R-mercaptoetanol.

Nong d6 mARN va protein ting sau 7 ngay (ngay 7-14) sau khi té bao
duoc nudi cay vai nicotinamide va R- mercaptoethanol. Két qua mARN duoc
tinh todn so v&i nhém ching. Két qua dinh luong protein duoc tinh toan dua

trén nong do protein toan phan trong dung dich ly giai té bao.

Té bao trong nhém ching dugc nudi cdy trong méi trudng co ban DMEM.
Té bao dinh hudng biét hda thanh té bao beta tuy, sau khi cay duoc 7 ngay, cac
té bao phét trién bao phi 50-60% bé mit dia nudi cdy, bo sung thém
nicotinamide va R-mercaptoetanol nham dinh hudng té bao biét hoa thanh té

bao tuy.

Két qua thay, sau 2 - 3 ngay cac té bao bam dinh tt vao bé mit dia nudi
cdy, phat trién nhung chua thay sy biét hda. Cac té bao van phat trién hinh tron
gidng nhu té bao ban dau. Piéu nay chung to, & mat do thap, khi cac té bao
chua tiép x(c véi nhau, thi cac té bao van chua biét hda mic du di co cac

cytokin dinh hudng biét hoa.

Qua trinh biét hoa té bao gbc thanh té bao tuy c6 thé chia thanh hai giai
doan: Giai doan hiét hoa vé hinh thai, hinh thanh nén cac hat ché tiét c6 tién
chat insulin. Giai doan thr hai 1a giai doan biét hda chirc nang, tirc 1a giai doan
ma cac té bao gdc bat dau biéu hién cac dau an dic hiéu cua té bao tuy va bat
dau gitt vai trd ché tiét insulin. Sau quéa trinh biét héa nay, céc té bao tuy sap

Xép tao thanh tiéu dao Langerhans va hinh thanh céc cau trtc hinh thai cua tuy
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[28], [30], [133]. Chling t6i dung k¥ thuat phan tir dé xac dinh céc té bao d6 c6
biéu hién cua cac dau an té bao tuy hay khdng. Trong khuén khé caa dé tai,
ching t6i chi x4c dinh dau 4n sinh hoc cua té bao beta tuy 14 insulin vi day 1a

loai té bao tiét insulin.

Két qua nghién ctiu caa ching toi cho thay, & ngay tha 7 thi di c6 sy biéu
hién cua insulin & ca mac d6 ARN va protein, dén ngay tha 14 thi biéu hién
insulin ting 1d rang so voi ngay thu 7 (Biéu d6 3.1). Két qua nghién ctu cua
ching toi phu hop vai nghién cau caa G. Carnevale va cong su trong nghién
ctru biét hda té bao gdc thanh té bao beta tiét insulin [136]. Nghién ctu cia Hua
Xiu-feng va cong su ciing cho thiy giai doan biét hoa thanh té bao tiét insulin
chuyén bién rd rét bat dau trong khoang tir ngay thtr 7 dén ngay thir 14 [137].

S¢ di chiing t6i chon du 4n nay vi insulin c6 biéu hién ca ¢ té bao gbc va
té bao tuy vi mac do khac nhau. Khi té bao goc biét hoa thanh té bao tuy thi
biéu hién cua insulin tang 1én. Nhu vay, khi té bao tang san xuét insulin c6 thé
noi vé chirc ning, té bao gdc da tra thanh té bao c6 chirc ning cua té bao tuy.
Tuy nhién dé té bao goc phat trién hoan toan thanh té bao tuy, tao cac cau truc
gidng tuy, can phai c6 méi trudng ngoai bao dic biét ma ¢ d6 c6 cac gia dd
giau collagen type IV, giau laminin [89], [132]. Chiing t6i chua c6 du diéu kién

dé tao méi truong ndy trong qua trinh nghién cau.

Qua su biéu hién cua cac dau 4n sinh hoc nay da chung té céc té bao gbc
mang i c6 kha ning biét hda thanh té bao tuy. Nghién ciru ciia chung toi cling
phit hop Vi cac tac gia khac [30], [88], [89], [96], [132], [134], [136], [137].

Cung véi cac nghién cau khéc vé té bao goc mang 6i nhu: biét hoa té bao
g6c mang oi thanh té bao xuong, té bao gan, té bao than kinh, té bao co tim...
Trong twong lai t& bao géc mang 6i s& mé ra mot huéng méi trong diéu tri 1am

sang vé ciy ghép mo, diéu tri dai thdo duong, san xuat inssulin invitro ding
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cho bénh nhan tiéu dudng typ 1... T nhitng két qua thu duoc trong nghién cau
trén, chiing to chung toi da biét hoa duogc té bao cd chire ning cua té bao beta

tuy tir té bao gc mang 6i biéu hién bang hinh thai ddu an sinh hoc insulin.
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KET LUAN

Tur két qua thu duoc caa dé tai “Nghién cau dac diém hinh thai mang di,
té bao géc mang bi ngudi va kha niang biét hda thanh té bao giéng té bao bé ta
tuy noi tiét”, ching tdi rat ra mot sé két luan sau:

1. Pac diém hinh thai mang oi

Do day mang 6i & vi tri gan cudng rén day hon & vi tri xa cudng ron . Sé
luong té bao biéu mé mang 6i giam dan tir vi tri gan cudng rén ra ngoai vi.
Vuing gan cudng rén céc té bao sap xép dang biéu md gia tang nén c6 kha ning

thu nhan dugc té bao gbc nhiéu hon & vi tri xa cudng ron.

Cac té bao biéu md mang 6i c6 hinh dang khéac nhau tir dang tru, da dién
dén hinh cau, da s6 sap xép tao thanh mot 16p té bao trén mang day. Trén mang
day, cac té bao biéu mo lién két véi mang day theo dang ban lién két khong
hoan toan nén dé phan tach bang trypsin dé thu gom va phan lap dugc té bao
goc tir mang oi.

2. Phan lap, nudi cdy, bao quan té bao goc mang 6i va buée dau biét
hda dwoc cac té bao goc di phén 1ap thanh té bao gidng té bao beta tuy noi
tiét

Thu gom té bao biéu md mang 6i va da phan 1ap duoc té bao gbc biéu md

mang i bang trypsin két hop céc bién phéap co hoc.

Nudi ciy té bao gbc bieu md mang 6i dugc phan lap trong méi truong
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) c6 b6 sung thém huyét thanh
bao thai bo - FBS (10%), penicillin (50 U/ml), streptomycin (50 pg/ml), L-
glutamin (2 x 10-3M).

Thanh céng bude dau trong viéc nghién ctu lya chon méi trudng, diéu

kién biét hoa té bao gbc mang 6i ngudi thanh té bao gidng té bao beta tuy noi
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tiét: sir dung madi trudng co ban (DMEM) ¢é bo sung 10mM nicotinamide, 55

uM B3- mercaptoethanol, 1mM sodium pyruvate.
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KIEN NGHI

Tién hanh nghién ctu sau hon vé cau tric va cac dac tinh caa mang di, sir
dung 1am gia thé phuc vu cho cng nghé md.

Tiép tuc nghién ciru cai thién phuong phap va quy trinh thu gom té bao
biéu md tir mang 6i nham thu duoc sb luong té bao goc nhiéu hon.

Tién hanh nghién ctu bao quan va sir dung té bao goc mang 6i & quy md

I6n hon.
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PHU LUC

1. Gidy x&c nhan dong y cho st dung sé liéu nghién ctru cua dé tai cap
Nha nuéc “Hop tac nghién ctu quy trinh san xuat mot sé ché pham sinh hoc tir
té bao géc mang 6i” vao luan an tién sy.

2. Gidy xac nhan ddng Y cho sir dung sb liéu cua cac dong tac gia vé cac

cong trinh nghién ctru da duoc cdng bé trén cac tap chi khoa hoc

3. Danh séach cac san phu cung cap nhau thai
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CONG HOA XA HOI CHU NGHTA VIET NAM
Dic ldp - Tw do — Hanh phiic

GIAY XAC NHAN

Hovalén: PGS.TS Pham Vin Tran
Capbic:  Daila
Chie vy: - Chi nhiém Bé mdn Hdba Sinh, Hoc vién Quin v.

L4 Cha nhiém dé & nghi dinh thu véi Nhat Ban: “Hop téc nghién cis
quy trinh san xufit mét s& ché phdm sinh hoc tir t& bao gbc mang & do Hoe
vién Quan y chi (. T4 xin xac nhan:

- Nghién ctru sinh Nguyén Bao Tran, chuyén nginh Gidi phiu ctia Hoc
vién Quéin v Ia thanh vién chinh thyc hign 2 tal.

Téi L‘if}mg ¥ cho nghién cim sinh Nguyén Bao Tran, duoc sir dung cie s

lig¢u trong dé t& trén phuc vu vao ludn dn tien s¥.

a Noi.ongay [ thdng 12 nitm 2016

XAC NHAN CHU NIHEM DL TAT
KT, GLAM BOC

- -.‘_;‘- '4
L
f
N POS.TS PHAM VAN TRAN
32 bl

Thifu fadng
Hoang ¥an Lueed
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CONG [10A XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Bie tip — Tu do — Hanh phic

GIAY XAC NHAN

(Vv cho phép su dung 56 lidu nghién ciiu)

Chimg 161 1& cée thanh vién cing thue hién d& tai nghién cima khoa hoc
::E-ip Nha nurde: “Hop tic nghién ciru quy trinh sén xudt mat s6 ché ph:ﬁm sinh
hoc tir t& bao goc mang 6i” do Hoe vién Quin y chi tri. ThS.BS. Neuyén Bao
Trén, nghién ciu sinh chuyén nganh Gidi phiu cia Hoe vién Quén ¥ cfing 14
thanh vién cta nhém nghién cir

Ching 161 ddng ¥ cho Th8.BS. Neuyén Bao Tran duge st dyung va béo
cao cac sd 1iéu trong céng trinh nghién et trén trong ban Ludn an Tién si ca

minh nhu la cac két qua nghién el doc 1dp.

STT Ding tac oid
i G8. 1S Hoang Van Luong
Hoc vién Quin Y 3
- PGSTS Pharm Van 'I'rin
“ | Hoc vién Quin Y
.- | PGS.TS. Trén L1di Anh
| |Hpevign Quiny
4 PGS. TS Neuyén Linh Todn
_|HeevitnQuinY
. | PGS.TS Trin Van Khoa
Hoc vign Quan Y
f PGS TS Nguyén Duy Biic
| Hoe vign Quén Y
- | PGSTs. Neuvén Viét Trung
| | Hocvién Quén ¥
q TS. B6 Minh Trung
" |MoovienQuany )
o | ThS. L& Thanh Ha /:,__._.._e_-_f_'_'_'_'_ﬁ..;{; -
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CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Die lap — T do - Hanh phic

GIAY XAC NHAN

{(Viv: cho phép sir dung 6 lidu nghién citu)

Chimg t61 la cde dbng tac gia voi Ths.BS, Neuyen Bao Tran vé cac cong trinh
nghién el tai Hoe vign Quin y di duge edng b trén cdc tap chi khoa hpc saw;
1. Nguyén Bio Trin, Pd Minh Trung, Nguyfn Duy Biic, Nguyén Viét
Trung, Trin Hai Anh, Trin Ngoc Anh, Pham Vin Trin (2015). Dic diém
sinh hoc mang 6i ngudi - ¥ hoe Vigt Nam — S chuyén dé Hinh thai hoc

2. D& Minh Trung, Trin Hai Anh, Nguy@n Bie Trén, Toshio Nikaido,
Pham Van Triin (2012) Nghién ciu ¢hé tao va xac dinh bidu hién ciia mit sd
déu An ciia té bao ghe wong mang di ngudd déng kha. Tap chi Y Duoc hoc Quién
su. 86 37(7). Lr. 29-34

3. D& Minh Trung, Pham Vin Trin, Nguyén Bio Trin, Trin Iai Anh,
Tashiko Yoeshida, Toshio Nikaido (2012). Nghién ciru phén 1dp, nudi ciy va
nhin biét t& bio gbe tir mang &i nguid. Tap chi Sinh 1¥ hoc Viet Nam. S6 16(1},
ir. 6-41.

4. Nguyén Bio Tran, P8 Minh Trung, Nguyén Duy Bie, Nguyén Viét
Trung, Trin Hai Anh, Tridn Nggc Anh, Pham Viin Trin - Nghién cku diic
diém hinh thai sifu vi thé mang §i ngudi - Dy kién ding tap chi Y hoe Viét
Namsé /2017

Chimg 61 ddng ¥ cho ThS.BS. Nguyén Bio Tran duge s dum-; Vil bao cio cice
3 lifu trong cac céng trinh nghién ¢ty trén trong bhan Lugn an Tién i coa minh nh 1
cdc két qua nghjen ciru dic Yap.

Danh séch cie dong thc gia:
"\TT 13 Dling tic gid _ ok Kj tén

PGS.TS Trin MNegoc Anh { o
Hoc vién Quin Y B - . / 4 f/ '
PGS.TS Pham Vin Trin s
) Hoc vign QLmn Y

. | PGS.TS. Tran Hai Anh
Hoe vién Quin Y
PGEITS Nguye:n Duy Péc

* Hoc vién Quan Y - .
5 | PGS TS, Neuyin Vidt Trung
> | Hoe vien Quan Y o ]
TS. P& Minh Trung

| Hoe vién Quén Y
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DANH SACH SAN PHU CHO MANG OI
(Thyc hi¢n luan an: Nghién cuu dac diém hinh thai mang éi va té bao goc mang
oi. Trong khu6n kho dé tai Hop tic nghlen civu quy trinh san xudt mét sé ché
pham sinh hoc tir té bao géc mang 6i” do Hoc vién Quan y chu tri)

STT Mang 0i tir san phu Ng:;l)%:lay Tudi Bénh an | Ma 50
1. | Hoang Thi Ng. 6/1/2010 | 36 39 MOO01
2. | ViThib. 10/1/2010| 29 78 MOQ02
3. | Ngo Thi Ngoc H. 12/1/2010 | 25 99 MOO03
4. | Nguyén Thi L. 21/1/2010 | 23 145 MO04
5. | Tran Thi Kim T. 25/1/2010 | 27 170 MOOQ05
6. | Nguyén Thj Thuy L. 28/1/2010 | 29 184 MOQ06
7. | Luong Thi Mai H. 31/1/2010 | 36 195 MOQ7
8. | Nguyén Thi Ng. 3/2/2010| 30 210 MOQ08
9. | Phung Thi Th. 4/2/2010| 30 215 MOQ9
10.| L& Thi H. 9/3/2010| 38 349 MO10
11.| Db Thi Minh Th. 11/3/2010| 23 359 MO11
12.| H6 Quynh G. 16/3/2010 | 27 373 MO12
13.| Nguyén Thi H. 19/3/2010| 28 393 MO13
14.| Nguyén Thi Th. 28/3/2010 | 27 442 MO14
15.| Nguyén Minh Q. 29/3/2010 | 37 419 MO15
16.| Mai Thi Ha H. 2/4/2010 | 26 441 MO16
17.| Chi Thi L. 4/4/2010 | 36 473 MO17
18.| Piéu Thi Hong T. 18/5/2010 | 33 675 MO18
19.| Pham Thi Minh Th. 31/5/2010 | 39 747 MO19
20.| Nguyén Thi D. 29/6/2010 | 30 886 MO20
21.| Luong Thi Thu H. 5/8/2010| 34 1106 | MO21
22.| Nguyén Thi H. 17/9/2010| 29 1406 | MO22
23.| Nguyén Thi Thu H. 12/10/2010 | 32 1598 | MO23
24.| Nguyén Thi Minh Ph. 19/11/2010| 30 1887 | MO24
25.| Binh Thi G. 1/12/2010 | 37 1969 | MO25
26.| D6 Thi L. 15/12/2010 | 26 2051 | MO26
27.| Nguyén Thi Huong M. 11/1/2011| 26 97 MO27
28.| Nguyén Thj Th. 9/3/2011| 26 461 MO28
29.| Lé Thi Th. 22/4/2011 | 35 749 MO29
30. | Nguyén Thij H. 18/8/2011 | 27 1565 | MO30
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