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Té bao gbc (TBG) la nhimng té bao chua biét héa, khong c6 chirc ning
chuyén biét nhung c6 tiém ning biét hoa cao. Tuy theo ngudn gbc ma chung
c¢6 kha ning biét hoa thanh bat ky dong té bao mong mudn nao phu thudc vio
diéu kién cua moi trudng nudi cdy. Do cé nhing dic tinh quan trong ndy ma
té bao gdc trd thanh mot linh vuc day hira hen trong viéc cung cap ngudn té
bao cho diéu tri cac bénh khiém khuyét vé& md, té bao. Ké ca khiém khuyét vé

churc nang cling nhu hinh thai.

TBG c6 nhiéu loai va c6 thé tim thdy & nhiéu co quan, t6 chuc khac
nhau ctia nguoi truong thanh, ké ca trong phdi, bao thai. Tly theo muc dich
st dung diéu tri, TBG dugc thu gom chiét tach tir nhirng nguén da duoc lua
chon mot cach thich hop. Trong nhiéu phuong phap diéu tri bang TBG thi
mdt trong nhiing nguon cung cap TBG thuong dugc lya chon 1a tiy xuwong.
Tuay xuong la mot t6 chic co chia nhiéu loai TBG véi kha ning ting sinh,

biét hoa khac nhau va c6 thé thu gom tuong ddi dé dang va an toan [1].

Tén thuong xuwong, khép 1a ton thuong thuong gip do nhiéu nguyén
nhan gay nén, dién bién phuc tap, dicu tri khong don gian. Tir hang nghin
nam trude con nguoi da biét tim nhiéu cach phuc hoi cac thiéu hut vé xuong
nham duy tri cac chtc ning vin dong cua co thé. Cac phiu thuat ghép xuong
tu than, ghép xuwong dong loai, ghép cac vat liéu thay thé xuong, tham chi
dang c6 nhiéu cong trinh nghién ciru ghép xuong di loai déu nham diéu tri cac
bénh thiéu hut xwong. Cac phuong phap trén tuy di mang lai nhiéu tién bd
trong y hoc, song mdi phuong phap déu c6 nhitng nhugc diém kho khic phuyc.

Mot sb6 nghién ctru tai My cho thdy c6 dén 5% cac bénh 1y vé xuong
khong thé chira lién bang cac phuong phap diéu tri théng thudng va ho da
huéng dén liéu phap té bao gbe [2].



Nuoi céy lam tang $6 lugng té bao, biét hoa dé co cac dong té bao truc
tiép gén véi muc dich diéu tri. Bao quan té bao v6i muc tiéu té bao phai duoc
cat gitr nguyén ven theo thoi gian nham luu trit, chi dong st dung sau nay.
Pay 1a huéng nghién ctru ¢6 ¥ nghia thyc tién hién dang duoc nhiéu tac gia

tién hanh trén thé gidi ciing nhu & Viét Nam.

Hién nay tai co s& nghién ciru, hang ngay chung toi cung cip mo xuong
cho hang chuc bénh nhan dé ghép. Nhiam muc dich két hop ap dung cong
nghé té bao gbc vdi cong nghé ghép md xwong ma myc tidu trudc mat 1a xay
dung duoc cac quy trinh phan l4p, nudi cdy, biét hoa, budc dau danh gia kha
ning tao xwong trén thue nghiém va bao quan dong té bao nay, chung toi tién
hanh dé tai: "Nghién ciru thwe nghiém ap dung quy trinh nuéi ciy va bio
quan tao cdt bao biét héa tir té bao gbc trung mé tiy xwong". Dé tai gom

2 muc tiéu:
1. Téch chiét phdn Idp, nudi cdy tang sinh té bdo goc trung mé tiy
xuong tho.
2. Biét héa té bao goc trung mé thanh tao cot bdo va bdo qudn sau

biét hoa.



Chuong 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1.Pai cuong vé té bao goc

1.1.1. Khdi niém vé té bao goc

Té bao gdc 1a nhirng té bao chua biét hoa, ching c¢6 kha ning biét hoa
thanh cac kiéu té bao chirc nang. Chiing c¢6 vai tro nhu hé thong sira chita mo,
tao ra nhitng t& bao khac hoat dong binh thudng trén co thé sinh vat.
Mot té bao gdc c6 it nhat hai dic tinh dudi day:

Tinh tw lam méi: té bao d6 c6 kha nang tién hanh mot sb lugng 16n
chu ky phan bao, ma van duy tri trang thai khong biét hoa.Té bao gbc trong

bét ctr md nao cling c6 mot quan thé c6 kha nang tu lam méi [3],[4],[5].

f Hoat hoa

Tur lam mdi

l 1 Ting sinh

Hinh 1.1. Khd néng tw lam mdi ciia té bao goc [5]
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Tinh biét héa: La qua trinh trong d6 mot té bao chua biét hoa tro thanh
té bao chuyén hoa vé chirc ning. Trong sudt qua trinh biét hoa, do su diéu
hoa biéu hién gen, mot sé gen nhit dinh dugc biét hoa trong khi nhitng gen
khéc bi bat hoat dan dén céc té bao duoc biét hoa phat trién nhiing cAu trac

dac hiéu va thyc hién nhirng chirc nang nhét dinh [5],[61.[7].
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Hinh 1.2.Khd nang bi¢t héa té bao géc tao mdu va té bao goc trung mé
trong tily xuong.
(Nguon © 2001 Terese Winslow, Lydia Kibiuk stemcells.nih.gov)
1.1.2. Hoat djng ciia té bao goc
Hiéu biét chu ky sdng va nhitng yéu t6 c6 thé anh huong dén hoat dong
ctia té bao gbe va té bao tién than rat quan trong. Chu ky sdng cua té bao gdc
hodc tién than 1a mot qua trinh duoc diéu hoa boi 5 hoat dong co ban: hoat

hoa, phan chia, di cu, bi¢t hoa va hoat dong chirc nang [5] (Hinh 1.3)
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Hinh 1.3. Qud trinh hogt ddng té bao géc [5]

Qua trinh hoat hoa té bao gdc va té bao tién than tir tly xuwong va cic
ngudn md khac chiu anh huong béi yéu té ting trudng c6 ngudn goc tiéu cau
(platelet-derived growth factor -PDGF), va yéu té ting truong biéu bi
(epidermal growth factor -EGF) dé cam ung va duy tri phat trién quan thé té
bao tién than tir cac té bao tiiy xuong. Khi qué trinh hoat hoa xay ra c6 nhing
bang chiung cho thiy EGF, PDGF, yéu t6 ting truong nguyén bao soi
(fibroblast growth factor-2; FGF-2), yéu t6 phat trién ndéi mdé mach(vascular
endothelial growth factor receptor-2; VEGF) ting va giam ndng d6 oxy mau
[8],[9]. Trong trudong hop bénh 1y, md tén thuong hay dap tng véi cac kich
thich sinh 1y thi sy huy dong té bao gdc tdi noi ton thuong ting 1én.Chang han
khi gdy xuong néng do oxy tai d6 giam, 1am ting chemokines CXCL2 din
dén ting sy di cu té bao gbc md xwong & mang xwong va tiy xuwong dén ving

tén thuwong [10] (Hinh 1.4).
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Hinh 1.4. Sw di cw cia té bao géc tai viing gdy xwong [10].

Sy di chuyén cua té bao gbc tai vét thuong rat quan trong ddi voi qua
trinh hoat hoa tai mo. Qua trinh di chuyén thuong dién ra thuan loi boi nhiéu
cytokine va phuy thudc vao kha nang chit nén hodc chit dém ma té bao c6 thé
gin vao va di chuyén. Chat dém c6 thé 1a khéi fibrin, chat dém ngoai bao,
hodc vat lidu hydroxyapatitle (HA) hodc ceramic. Néi chung, sy huy dong té
bao doi hoi mdt chudi cac su kién phéi hop v6i nhau, d6 1a tin hiéu hoa ung
dong, tin hiéu giup té bao di cu.

Su biét hoa té bao chiu anh hudng boi nhitng yéu t6 sinh hoc quan
trong 1a ap lyc oxy, do pH cua dich k&, dinh dudng va cac tdc nhan kich thich

co hoc ciing nhu boi thanh phan héa hoc ciia chat nén xung quanh.



Chét theo chuong trinh (apoptosis) 14 mot quéa trinh quan trong trong
phat trién, tai tao va d6i méi mo. Té bao gdc nhay cam véi nhing tin hiéu co
thé cam tmg qua trinh chét theo chwong trinh sudt chu ky séng cuia chung [5].
1.1.3. Phdn logi té bao géc (theo cach thuc tao ra té bao gbc)

- Té bao goc phéi (embryonic stem cell)

Té bao gbc phdi duge thu nhan truc tiép tir phdi (embryo) clia ngudi va
dong vat c6 vii, chiing c6 tiém ning biét hoa 1on nhat. Nhom nay gém céc té
bao dugc thu nhan tir mam phéi giai doan phdi nang.

- Té bao goc truéng thanh (Adult stem cell)

Té bao gdc truong thanh duge thu nhan tir co thé truong thanh. Ngay
cang phat hién c6 nhiéu té bao gbc truong thanh, trong do6 té bao gdc tay
xuong duoc biét rd hon ca. Tuy xuong 13 noi ¢ nhiéu té bao gbc tao mau, do
1a ngudn quan trong trong co ché diéu hoa s6 luong t& bao mau. Ngoai té bao
géc tao mau, tuy xuong con dugc biét nhu 1a mot trong cac mo c6 chtra nguén
té bao trung mo. Ngudn té bao nay cé tinh linh hoat cao, chung c6 thé biét hoa
hay chuyén biét hoa thanh nhiéu kiéu té bao chirc ning khac nhau.

Mot ngudn thu nhan té bao gde nira 1a tir thai, md cudng rén, mau cudng
ron, nhau thai, dich 6i, biéu mé ddy rén. Ngudn té bao gdc thu tir phan bo sau
khi sinh nhu mau cuéng rén, nudc 6i hay rau thai chu yéu Ia té bao gbe tao mau
va té bao gdc trung mé. Nhiing té bao gbc nay khong du dic diém té bao gbe
phéi nén co thé xép chung vao nhom té bao gdc & co thé trudng thanh.

- Té bao goc nhén tao (té bao goc van ning cim irng)

Day 1a té bao gbc do chinh con ngudi tao ra nhd ki thuét thao tac gen,

thuat ngir chinh xac dé chi t& bao nay 13 “té bao gdc van ning cam tng”

(induced Pluripotent stem cell- iPS). V& nguyén tic bat ky té bao sinh dudng



nao déu co thé tré thanh iPS, nhd chung dugc cam ung bang phuong phap
chuyén gen in vitro. Khi dugc kich hoat, cac té bao sinh dudng s€ khoi dong
co ché tai thiét 1ap chuong trinh bd gene hay sy khir biét hoa [2].
1.2. Té bao gbc ciia tily xwong

Té bao gbc cua tity xwong (TBGTX) da dugc nghién ciru va tmg dung
rong rai [1],[11]. Ty xuong 13 noi cu tra cia mot hon hop cac TBG c6 kha nang
tai tao va bi¢t hoa khac nhau: TBG tao mau (heamopoietic stem cell- HSC)
[1],[11],[12], té bao gbc trung md (mensenchymal stem cell - MSC) [13],[14], té
bao tién than ndéi mac (Endothelial stem/progenitor cells- EPC) [15], ngoai ra
con cO mot ) loa1 TBG khac hiém gdp hon va su tdn tai cua ching van con
dang gy tranh cii nhu quan thé té bao phu (Side population-SP)... Trong s6 do,
TBG tao mau va té bao gdc trung mé da duoc nghién ciru img dung rong rii.

Céc TBG cua tily xwong trude hét déu mang dic tinh chung cia TBG
dong thoi co nhitng dic tinh riéng, chuyén biét cho timg loai TBG. Kha ning
biét hoa va tinh linh hoat cua ching 14 co s& cho liéu phap diéu tri bang TBG
cta tuy xuong, chiing c6 thé duoc sir dung dé tai tao nhiéu co quan, to chirc
khac nhau: co, xuong, sun, co tim...[1],[14],[15].
1.2.1.Té bao goc trung mé (MSC)

Trong tiiy xuong MSC ciing nhu nhing té bao cua té chic dém khong
tryc tiép nhung gian tiép tham gia vao tao méau bang cach tao ra vi mdi thich
hop cho tao méu. MSC ting sinh va giit dugc kiéu hinh khong biét hoa qua
nhiéu 1an cay chuyén. MSC c6 kha ning tang sinh cao, véi 35 1an nhan dbi in
vitro [16]. Duéi tac dung cua chit gdy phan bao nhu PDGF (platelet —derived
growth factor), EGF (epidermal growth factor), bFGF (basic fibroblast growth



factor) va IGF-1 (insulin —like growth factor-1) [17], MSC ting sinh ma van
gilr dugc trang thai khong biét hoa (xem & muc 1.2).
1.2.1.1. Péc diém chung cua té bao goc trung mé

Friedenstein AJ (1976) d3 mo ta té bao gdc trung mo 13 té bao bam bé
mat dia nudi va c6 kha nang tao cum (colony forming unit-fibroblast: CFU-F)
va chiung c6 kha niang tu lam méi cia té bao gbc va kha ning tai tao mo
xuong. MSC duge coi 1a té bao gdc trung mé hay nhitng nguyén bao trung
mo bai vi nhitng té bao nay c6 kha ning biét hoa thanh nhiéu loai té bao khac
trong co thé [18],[19]. Theo Simmon PJ (1987) con goi ching la té bao nén
tay xuwong boi vi chung duong nhu duge phat sinh tir nhitng cau tric chdng
dd trong tuy xuong ciing nhu chung hoat dong nhu nhimng 16p cung cép chit
dinh dudng cho sy ting trudng nhing té bao gbc cia mo tao mau [20].

MSC 1a quan thé t& bao gbc (c6 kha ning tu 1am méi va kha ning biét
héa thanh nhiéu dong té bao) nhung liéu rang dic tinh gbc ndy c6 hay khong
khi & dang té bao don. Bonet D (2007) va cong su dd chimg minh té bao don
tir quan thé MSC tiy xuong chudt biéu hién khang nguyén dic biét ciia phoi,
tirng té bao c6 kha ning biét hoa trong diéu kién invivo, do vdy chung thuc su
mang dic diém té bao gbc [21].

Trong thoi gian gan ddy nguoi ta dé xuat thuat ngir té bao nén trung mo
da tiém nang dé mo ta cac té bao co kha ning bam vao bé mit plastic khi nudi
cdy in vitro va c6 hinh dang gidng nguyén bao soi. Cac nghién ctru cho thiy
cac té bao da tiém ning khong chi biét héa thanh dong trung md ma con biét
hoa thanh cac dong ndi bi va ngoai bi than kinh bao gom té bao than kinh, té
bao gan, té bao tuy [22],[23]. Cac té bao gbc da tiém ning dugc hiéu véi
nhiéu tén goi nhu té bao tién than truéng thanh da tiém ning (multipotent

adult progenitor cells- MAPCs), té bao gdc da tiém ning tir tiy xwong (Bone
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marrow- derived multipotent stem cell- BMSCs), t& bao ¢ thé cam tng da
tiém nang tir tiy xwong (marrow-isolated adult mutilineage inducible cells-
MIAMIs) hoic 1a té bao gbc giéng té bao gbc phdi rat nhé (very small
embryonic-like stem cell- VSELs) [24].

MSC c6 hinh thoi hodc hinh sao, & mitc d6 vi thé rat kho phan biét voi
nguyén bao soi. Pic diém siéu ciu tric cua chung 1a nhan té bao chira khoi
nhiém sic tho, bao twong nghéo nan, chia it ti thé va ludi ndi bao [25].

Pau tién MSC duoc phat hién tir quan thé cac té bao tiy xwong. O do,
MSC chi chiém 0.001% dén 0.01% tong s6 té bao c6 nhan [26]. Ngay nay,
ngudi ta c6 thé phan 1ap cic té bao nay tir nhiéu md cua co thé trudng
thanh nhu: mau tudn hoan, mau day ron, trung mé day ron, tiy xuwong, mod
md, gan, lach, dich 6i...nhung tay xwong van dugc coi 13 ngudn cung cip
chu yéu MSC.
1.2.1.2. Marker té bao goc trung mé

Sy xac dinh céc protein bé mat dic hiéu t& bao nham muc tiéu mo ta
nhan biét mot loai té bao nao d6. C6 rat nhidu nghién ciru vé marker bé mit cua
té bao gbc trung md: CD105 hay (SH2), CD73(SH3, SH4), CD90 (Thy-1),
Stro-1. Thu thé mang ludi gian bao ol integrin (CD49a), o2 integrin
(CD49b), a3 integrin (CD49c), a5 integrin (CD49¢), a6 integrin (CD49f), aV
integrin (CD51), B1 integrin (CD29), B3 integrin (CD61), B4 integrin
(CD104), ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102), VCAM-1(CD106), LFA-3
(CDs58), CD72, ALCAM (CD166), HLA-1 [26],[27],[28].

MSC & tay xwong gém 2 marker SH2 (CD105) va SH3 (CD73). Nhitng
nghién ctru sau d6 cho thiy khang thé CD105 gin vao endoglin, nim trén bé
mit t& bao va 1a thanh phan cta phuc hop receptor TGF-p, thdy trén cac mo

trung mo va trén cac t€ bao ndi mo, dai thuc bao, 1a protein nang 92kDa. Thém
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vao d6 1a cac khang thé CD73 1a ecto-5’-nucleotidase 13 mot enzym nam trén bé
mit t& bao. CD29 (intergrin B1) dugc biét vai trd twong tac véi cac té bao dém
tiy, su di cur cia MSC va kha nang mién dich [28],[29],[30],[31].

CD90 (Thy 1) 1a mdt marker ctia MSC, chung biéu hién trong té bao
gbc trung md tay xwong, mdé md [32].

CD44 1a receptor hyaluronan cé vai tro su di cu cia té bao trung mé &
chat nén ngoai bao. CD44 1a mot trong nhiing marker biéu hién trén bé mat
MSC va biéu hién trong hau hét quan thé MSC [33].

Khang thé STRO-1 rat tdt cho viéc xac dinh, chon loc duong tinh MSC
trong ty xwong. STRO-1 dugc st dung dé tach cum té bao CFU-F tr tiy
xuong va cac té bao chon loc STRO-1 ciing biéu hién phat trién thanh xuong,
sun , m& va cac té bao hd trg qua trinh tao mau. Khong nhu khang thé khac,
STRO-1 ¢6 thé st dung khong chi dé nhudm va xac dinh céac dic tinh cia MSC
ma con cho qua trinh tach té bao bang cac hat tir tinh gin khang thé [34].

MSC c¢6 rat nhiéu cac markernhung khong c6 marker nao 1a dic hiéu
cho quan thé MSC. Theo tic gia Dominici va CS nam (2006) dua ra tiéu
chuén tdi thiéu vé t& bao gdc trung mo - theo uy ban té bao gbc va trung mod
cua hiép hoi tri licu té bao (Committee of International Society for Cellular
Therapy-ISCT). Gom 3 tiéu chuan: kha ning bam dinh ctia MSC trén bé mat
nhua nudi cdy, biéu hién khang nguyén dic hiéu (Bang 1.1) va kha ning biét
hoa in vitro thanh osteoblasts, adipocyte va chondroblast [35].

Bing 1.1.Cic marker ciia té bao goc trung mé nguwoi

Marker dwong tinh( >90%) Marker am tinh( <2%)
CD45, CD34, CD14 hoac CDI11b, Cd79a
hoac CD19, HLA-DR

CD 105, CD73, CD90
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Tuy nhién, marker ciia MSC & trén ngudi va tho khong hoan toan giong
nhau.Mot s6 marker hay dwgc nghién ctru trén thé nhu bang dudi day.

Bing 1.2.Cic marker ciia té bao goc trung mé thé

Marker
CD29 | CD44 | CD90 | CD105 | CD14 | CD34 | CD45
Tac gia

Gu S(2009) + -
Lee TH (2013) - + - - -
Tan SL (2013) + + + - -
Lee TC (2014) - + - - - - -

Jin L (2014) + + - -

1.2.2. Té bao goc tao mdu

Tat ca cac té bao tao mau déu c6 ngudn goc tir HSC da tiém ning. HSC
c6 kha nang tu lam moi va biét héa thanh tat ca cac dong tao mau.Dang HSC-
som phat trién thanh té bao gdc gisi han vé tiém ning va kha ning tu lam
moi. Qua sy biét hoa tiép theo, cic té bao nay tré thanh té bao tién than,
chung c6 kha ning ting sinh va truéng thanh thanh mot dong té bao churc
nang[13],[36],[37].HSC & ngudi trudng thanh duoc san sinh va cu tra cha yéu
tai tiy xwong. Ching c6 thé dugc huy dong va c6 mat trong mau ngoai vi,
nhung trong cac mo khac (gan, lach) thi rat hiém. Trong tiiy xuong khoang
10.000-15.000 té bao c6 nhan méi c6 mdét HSC thuce thu, con & mau ngoai vi
khoang 100.000 bach ciu méi c6 mot HSC. Quan thé HSC nay dic trung bai
dau 4n khang nguyén bé mit CD 34 va mot s6 khang nguyén khac chi co ¢ té
bao mau, nhu CD38, CD59, HLA-DR va CD133 [36].
1.2.3. Té bao tién thdn ngi mo

Té bao tién than ndi md (Endothelial Progenitor cell-EPC) con goi 1a té

bao gbc ndi moé (Endothelial stem cell). Cac té bao nay cung véi HSC va
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MSC c6 mit trong tap hop té bao don nhan tiy xwong. Ngoai ra, con phan lap
dugc EPC tir mau ngoai vi, mau day ron, ¢6 mot sd marker bé mat nhu CD34,
VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor-2), Flk-1 va CD309.
1.3. Nudi cdy, biét hoa té bao gbc trung md

1.3.1. Phén lap té bao goc trung mé

Khbi té bao gbc tiy xwong dé dang phan lap bang phuong phap ly
tam theoty trong té bao str dung Ficoll hoic Percol.Nhitng té bao s& ling &
mot 16p trong giadien ty trong cé ty trong tuong tng voi ty trong cia no.
Khdi té bao gbc thu dugce s& nam trén 16p Ficoll va dudi 16p huyét tuong
[38],[39].

Phan 14p méi chi tao ra mot khdi té bao gde trong do co té bao gdc
trung md tay xuwong. Trong khdi nay chira mot lwgng khong nho cac té bao
thudc cac dong té bao tao mau.Nuoi céy ¢6 muc ti€u chinh la tiép tuc loai bo
té bao mau va luu giit cac MSC. Trong moi trudng nudi cdy cdé mat do huyét
thanh thap khong phu hop cho cac t& bao mau va do vay co6 tac dung loai bo
cac té bao nay, chi con lai t& bao bam dia plastic va c¢6 hinh dang giéng
nguyén bao so1 goi la MSC [39],[40].

Gan day, nhiéu nha khoa hoc di xac minh va nghién ctru vé loai té bao
nay. Nhitng két qua thu duoc xac minh chic chin rang nhimg té bao gdc trung
mod dugc phan 14p nho tinh bam dinh cta ching trén nén dia nudi 13 nhitng té
bao giau tiém nang. Tuwong tu té bao gdc tao mau, té bao gdc trung md c6 kha
ning gian phan va ty 1am mdi.Nhiing té bao nén tuy xuong thé di dugc
chting minh c6 kha ning nhan déi 20-30 lan trong nudi ciy van tiép tuc tao

xuong & in vivo sau khi ciy ghép [41].
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1.3.2. Nuéi cdy té bao géc trung mé
1.3.2.1. Piéu kién nuéi cdy
Kha ning ting sinh va phat trién cua té bao gdc trung md phu thudc

hoan toan vao diéu kién nudi cdy ngoai co thé. Co 4 yéu td anh huong dén sy
phat trién cta té bao:

- Gia thé nudi cay

- Thanh phan hod 1i va sinh li ctia mdi trudng nudi cdy

- Thanh phan pha khi

- Nhiét d6 toi vu khi nudi cay

% Gid thé nuéi cdy

Gia thé nudi cdy té bao 1a mot trong nhimng diéu kién quan trong dé té bao

phat trién. Gia thé hay vat mang té bao con mang dén su phut hop cho cac muc dich
str dung khéc nhau. Theo Phan Kim Ngoc, vi té bao dong vat khéng co6 vach
nhu t& bao thuc vét va vi sinh vat nén chung can mot gia thé dé co thé trai
rong ra trong sudt qua trinh tang sinh. Cac gia thé thong thudng bao gdom
dia, binh nuoi bang nhya duoc sir dung phd bién, ching co hai uu diém: (1)
gia thé c6 bé mit phu hop cho té bao gin bam va thim dugc CO2 va 02; (2)
bé mat bﬁng nhya mong, thich hgp cho viéc quan sat té bao dudi kinh hién vi
quang hoc hay dién tir. Tuy nhién nudi cdy hai chiéu c6 nhitng mat han ché
nhu khoé tao ra mé giéng co thé. Ngay nay cac nhiéu cong trinh khoa hoc vé
té bao gdc dang tap trung nghién ctru gia thé. Ngoai tim kiém chét liéu, hinh
dang, dic biét 1a tao ra cac hinh khéi, khéng gian ba chiéu dé nudi cdy, ting
sinh té bao géc tién tGi tao ra dugce cac bd phan cua co thé cling 1a muc tiéu

trong tuong lai.
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Hinh 1.5. Str dung gid thé la xwong xop, té bao cé thé phdt trién, ting
sinh dé tao ra sinh khoi mang té bao[42]
< Moi trwong nudi ciy

Thanh phan cua méi trudng chi yéu gdm mudi vo co, cac amino acid,
carbonhydrate, vitamin, axit béo, lipid, huyét thanh.

Moi truong dung dé nudi cdy té bao MSC thong thudng 14 MEM hoic
DMEM c6 b6 sung huyét thanh bao thai bo (FBS) dé ting sinh va duy tri tiém
nang biét hoa cho té bao.

Pa s6 cac té bao dugc nudi cdy véi moi truong tong hop co bd sung 5-
10% huyét thanh. Trén thuc té str dung ngay ca mdi truong co ban van thudng
phai bd sung huyét thanh, hay nhiing dich chiét sinh hoc phurc tap (dich chiét
mo, huyét tuong...), cic nhan t6 ting trudng, cac hormone [43][44].

Bang 1.3. Moi trwong nudi cdy té bao goc trung mo cua mot so tdac gid

N Moi trwomg | Nong do FBS va C
Tac gia co ban yéu té b6 sung khac Khang sinh
100u/ml
0 -
Nadri S (2007) DMEM | [P/ FBS, 2mmL- i 100u
glutamine )
steptomycin
0 r ftho
ShahdadfarA (2005) | DMEMF12 20% FBS 1% khéng sinh
khang nam
0
Tan SL (2013) DMEM-LG 10% FBS, 200mM 1% khang sinh
glutamax
0 _ 0 A
Meuleman N (2006) | o-MEM | 1>70 EBS,2mM1L- - 0,5% khang
glutamine sinh-khéng nam
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pH: Mbi truong nudi cay qua acid hay base s& lam giam sy phat trién té bao.
Do vay kiém soat pH 1a can thiét dé t6i wu hoa diéu kién nudi cay.
Moi trudng nudi cdy duge diéu chinh pH 7,0- 7,4 boi hau hét té bao sdng
trong moi trudong cd ngudng pH 6,5- 7,8.

% Cac pha khi:

Ba loai khi can quan tam: CO2, Oz, N2. Ty 1€ cua chung duogc phéi tron
thich hop theo cac chuong trinh thiét ké sin cua ti nudi, nho d6 cac phan ap
khi dugc tao ra thich tng voi dic diém sinh 1y cua té bao va mo sdng.

Tat ca cac té bao déu can c6 02 cho sy chuyén héa.O2 co vai tro quan
trong trong sinh trudng, ting sinh va biét hoa té bao.

Tac dong cua CO2 1én nudi céy té bao kho xac dinh mét cach chinh xac,
boi no lién quan dén ham lwong CO2 hoa tan, pH, nong d6 HCO3". Ap suit
CO2 trong khong khi co thé diéu hoa truc tiép néng do CO2 hoa tan, voi su
tham gia cta yéu t6 nhiét do, chinh sy bién doi thuin nghich CO2 thanh
HCO3™ ¢6 thé s& lam thay d6i pH ciia moi truong nudi, do viy nong do CO2
trong t nudi c¢6 tinh quyét dinh dén pH ctia mdi trudng nudi cay.

% Nhiét dj:
Hau hét céc té bao dugc nudi céy & 37°C, nhiét do t6i wu cho su phat trién cua
da sd cac dong té bao thu nhan tir nguoi va dong vat. Dé duy tri nudi cdy,
thudng phai str dung ta 4m.
1.3.2.2. Ky thudt nudi cdy

- Nubi cay so cp

Trong nudi cly so cip, cc té bao ban dau thudng 1a mot hdn hop cac

dong khac nhau, hodc chira mot kiéu té bao troi nhit, trong d6 cd nhirng té
bao quan tAm va nhiing t& bao khac (t& bao nhiém), muc dich nudi cdy 1a loai

bo té bao nhiém.



17

Sau khi ly tam dich tuy xuong thu dugc t& bao, huyén phu té bao sau
khi thu nhén dugc vao dung cu nudi. Tuy tung loai té bao, moi trudng va cac
diéu kién nudi cdy c6 thé khac nhau. Thong thuong diéu kién 37°C, 5% C02
duoc duy tri 6n dinh trong cac tu nuoi.

Tuy theo thé tich ctia binh nudi, ngudi ta s& dung mot lugng méi trudng
thich hop twong tng véi mat do té bao, cac té bao nudi cdy so cip thudng co
mat do cao. Tu 1-2 ngay, hau hét t& bao bam vao bé mat binh nudi va cb dang
dic trung. Nhitng té bao ndi trong moi trudng 1a cac té bao chét, cic manh v
té bao co trong dich huyén phu, khi d6 d6 bo dich noi dé thay méi trudng moi.

- Nubi cdy tht cap

Nubi cay thir cdp 1a cAy chuyén dé cung cép chit dinh dudng va khong
gian cho cac dong té bao phat trién lién tuc. Tan sb (46 thuong xuyén cdy
chuyén) va ty 1¢ pha loang, hay néng do té bao phu thudc vao dac tinh cua
mdi dong. Néu dong duoc cdy chuyén qua thuong xuyén hay ndng do té bao

qua thap, chiing c6 thé bi mat.

Hinh 1.5.T¢ bao goc trung mé tiiy xwong (miii tén) cdy chuyén lin 3
(P3) sau nuéi cdy 3 ngay trong chai flask véi méi truong DMEM F12,
FBS10%[45].
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1.3.3. K§ thuit dic hiéu dinh danh té bao goc trung mé

Dinh danh t& bao nhim xac dinh chinh x4c dong té bao nghién ctru. Mdi
té bao trong co thé c6 nhiing protein dic biét goi 1a nhitng khang nguyén. Khang
nguyén c6 kha ning lién két hay gin mot cach dic hiéu véi khang thé nhod vay
ma ta c¢6 thé phan biét dugc dic diém té bao. Phuc hop khang nguyén- khang thé
c6 thé dugc phat hién bang huynh quang hodc phan tng véi enzym. C6 hai cach
phd bién xé4c dinh té bao gc bang marker: k¥ thuat nhugm héa mé mién dich va
k¥ thuat dém té bao dong chay (Flow cytometry).

- Ky thuat hoa mo mién dich

La phuong phap nhuém dic biét, st dung cac khang thé dé xac dinh
cac khang nguyén trong t6 chitc (Hinh 1.6). Do cc khang nguyén dugc phan
bd mdt cach dic hiéu trén bé mat té bao khac nhau hodc trén cac lat cit mod
hoc ctia t6 chire va phat hién bang kinh hién vi quang hoc thuong nén k§ thuat

nay rat co gia tri trong dinh danh té bao hay chuan doan bénh hoc.

CD44 CD105
Hinh 1.6. Hinh dnh nhuém héa mé mién dich ciia MSC c6 biéu hién

dwong tinh voi CD44, CD105 [46]

- KJ thudt do dong chay té bao (Flow cytometry)
Po dong chay té bao 1a cong nghé dinh lwong va phan tich dic diém

ctia don vat thé thong thuong 13 té bao khi chung chay thanh dong xuyén qua
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mot chum anh sang. Cac tinh chat dinh lugng bao gém kich thudc, tinh chat
hat hodc murc d6 phirc tap bén trong va mirc do phat huynh quang cua té bao.
Duya trén cac thong s6 thu dugc c6 thé phan bi¢t, nhan dang va phan

loai ty dong dugc dong té bao dugc quan tam trong mot quén thé té bao.

o Sea-1 Thyt2 CO135 coH
. ] ] e
g # 1% Bl s 2 " 3705% R EL 0%
s g : & -
w w ‘E
_r"'ﬂ'\ “\‘-. ., —
F2 fLI FL1 FLZ FLi
Ch COd5 CDib C-Kit Viam-1
g 0.5% s  0E% . 05% 2 0.6% 2 4%
E (4 (= )
1 : l l ‘ é'
FL1 FL1 Ll FLi FL1

Hinh 1.7. Xdac dinh marker ciia MSC bang phwong phap flow cytometry [47]
1.4. Kha nang biét hoa cua té bao goc trung mo

Duéi diéu kién thich hop, MSC c6 thé biét hoa thanh nhiéu dong té bao

chuyén biét nhu: t€ bao xuong, sun, co, md....
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Hinh 1.8. Kha nang biét hoa in-vitro ciia MSC
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1.4.1. Bigt héa té bao goc trung mé thanh té bao mé
Qua trinh biét hoa thanh té bao m& gdm nhiéu giai doan khac nhau

- Giai doan dau, té bao gbc trung mé ting sinh. Mot sb t& bao gbe trung
mo s€ biét hoa thanh nguyén bao md&

- Nguyén bao m& tiép tuc ting sinh, sau d6 trai qua nhiéu giai doan biét
hoa tiép theo va bat dau tich lity lipid. Pau tién té bao tién tao md tich
lity nhitng giot lipid nho; cudi cung nhiing giot lipid nhé hop nhat véi
nhau dé thanh giot lipid 16n.

Céc nhén t6 cam ung sy biét hda mo

- Indomethacin: Indomethacin 13 mét nhan t6 sao ma quan trong giai
doan sdm cua qua trinh bi¢t héa tao md. Nho vao PPAR proteosome
ting qua trinh phan huy B-catenin, tir d6 e ché tin hiéu Wnt trong té

bao dé cam g qua trinh tao mJ, rc ché qua trinh tao xuong [48].

- Dexamethasone: dugc sir dung nhu chat cam ung biét hoa tao md. Dex
kich thich phosphory hoéa lipase thong qua con dudong tao cAMP lam
cho lugng lipid bén trong té bao giam manh. S suy giam lipid nay kich
thich té bao thu nhan cac tryglycerid tir dich ngoai bao. Sy ting van

chuyén nay 1a tin hiéu cam tng cho qua trinh biét hoa md [48].

- Insulin: 13 tic nhan chinh gy biét hoa MSC thanh té bao tao md.

1.4.2. Biét héa té bao géc trung mé thanh té bao sun

Pé thuc déy biét hoa tao sun, MSC duoc nudi céy vO1 sy ¢O mat cua
transforming growth factor-p [49],[50]. Cac khdi té bao nay s& phat trién
thanh nhiéu 16p c6 hinh thai gidu chit dém, va cac phan tich mé hoc cho thiy
kha nang bat mau manh véi thude nhudm toluidine blue, ching té chat dém
ngoai bao rt gidu chat glycosaminoglycan. Céc té bao nay ciing san xut

collagen typ II, mot chat ddc trung ciia sun khop.
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1.4.3. Bigt héa té bao géc trung mé thanh tao cot bao in vitro, sw tgo xwong

trong co thé va cdc yéu to phién ma.

Kha nang biét hoa cia MSC thanh tao cot bao 1a mot dic tinh cua té
bao gbc trung md. Kha niang nay di goi ra nhimg tiém ning to 1n trong tng
dung dé diéu tri cac bénh vé xuong khép. Py ciing 1a mot muc tiéu dit ra
trong luan 4n nay. Biét hoa thanh cong té bao gbc trung mo thanh tao cot bao
s& 1a mot diém moi cua nghién ctru.
1.4.3.1.Biét héa té bao goc trung mé thanh tao cét bdo in vitro

Cac MSC c6 thé cam tng va biét hoa thanh tao cdt bao.Cac yéu tb
duoc dung trong biét hoa tao t& bao xuong in vitro 1a: dexamethasone, axit
acorbic, B-glycerolphosphatase. Dudi cac diéu kién nudi cdy nay cac té bao

phat trién tuan tu theo cac giai doan sau: (Hinh 1.9)

A4 Y A4 A4 A4

r ey 7% 7% r ey LAy

Ngay 0 Ngay 4 Ngay?7 Ngayl4 Ngay 21

o

Su ting sinh ¥

L 4

L 2

Tao chitnén ¢
Khoang hoa
Hinh 1.9. Cac giai doan biét hoa cia MSC thanh xwong [51]
- Giai doan tang sinh: dugc danh du boi sy gia ting sd luong té bao.
- Giai doan tao chat nén: Biéu hién boi sy tong hop collagen typ I,
alkalinephosphatase.
- Giai doan khoang héa: Giai doan nay xuét hién su ling dong canxi trong chat nén.
Trong diéu kién in vitro, MSC duoc cam ung biét hoéa thanh tao ¢t bao

khi b sung céc yéu td vao mdi truong nuoi cay:
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- Dexamethasone: c6 tdc dung kich thich tao xuwong phu thudc vao lidu tac
dung. Trong té bao xwong ching c6 tac dung thay d6i mic do biéu hién cia
cac protein nhu collagen, alkaline phosphatase...
- Ascorbic: La vitamin can thiét dé bién doi tién collagen thanh collagen va
qua trinh tiét ra chung sau do.
- Glycerolphosphatase: La mot hop chat phosphatase hitu co va la co chat cho
enzym alkalinephosphatase. Chung thuc ddy sy hinh thanh chat nén khoang
hoéa in vitro.

Ngoai ra con co cac yéu td ting truong didu chinh sy biét hoa nhu:
FGF, EGF, PDGF, TGF. Déu hi¢u x4c dinh su bi¢t hoa ddi véi tao cot bao 1a
su ling dong calcium phosphate, su biéu hién cua protein osteocalcin va
alkalinphosphatase.
1.4.3.2. Su tao xwong va cdc yéu té phién ma
- Su tao xuong

C6 hai qué trinh cta su tao xwong/sy cot hoa & phdi thai 1a: (1) Sy tao
xuong ndi mang: md xwong duoc hinh thanh truc tiép tir mo lién két nguyén
thity, tirc trung mo; (2) Sy tao xwong ndi sun: md xuong thay thé mo sun
trong c6 san 1a khuén mau hay mam cia miéng xuong twong lai.

e Su tao xuong ndi mang (Su cdt hoa truc tiép)

Céc xuong mang nhu cac xuong det ciia xwong vom so, hinh thanh tur
su tao xuong ndi mang. Sy tao xwong ndi mang xay ra theo trinh ty sau:

- Trung md phdi thai chuyén doi thanh mo lién két giau mach méau. Cac
té bao trung md giéng nguyén bao soi duoc vii vao mot chat nén ngoai
bao dang thach co chira céc soi collagen va tap hop céc soi collagen.

- Céc té bao trung mo chuyén d6i thanh cac tao cdt bao ¢ hinh tru dién
hinh va bt dau ché tiét ra chat nén xwong. R4t nhiéu trung tdm cdt hoa

xuat hién 161 sat nhap lai véi nhau, tao ra mét mang ludi cac beé xuong
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phan nhanh dugc goi la xuong nguyén phat. Do s¢1 collagen bén trong

cac bé xuong mdi tao sép Xép 1o0n x6n, nén con goi la xuong ludi hay

xuong tién 14 (woven bone).

- Tao cbt bao tao ra chat cin ban xuong va gian tiép lang dong calcium
phosphate vao chat nén xuong rdi vui trong chat can ban dé tao té
bao xuong.

Céc hién tuong phat trién sau cing bao gdm:

- Sy chuyén d6i mo xwong tién 14 thanh mé xuong 14, cac soi collagen
moi tong hop duoc sip xép tao b co dinh hudng. Cac 14 xuong xép
thanh nhiéu vong dong tim bao quanh mdt mach mau trung tim & trong
6ng Havers tao nén hé havers. Cac xwong mang duogc duy tri dudi dang
c6 md xuwong xop & gilta, goi 1a xwong xdp & xwong det, bao quanh 1a
16p xuong ddc ngoai va 16p xuong dac trong.

- Su tao xuong tir mo hinh sun trong (su c¢dt hoa gian tiép)

Sy tao xwong tir mo hinh sun trong 1a qua trinh thay thé khuon mau syn
bang mod xuwong. Cac xuwong cua cac chi, cot séng va xwong chiu co ngudn
géc ttr khuén mau sun trong. Su hoéa xuong trong sun doi hoi su biét hoa cia
té bao trung mo theo qua trinh cua té bao sun dé tao thanh tAm sun. Piéu d6
duoc theo sau badi su hinh thanh lién tiép va su thoai bién nhiing cAu tric sun,
cling nhu su ling dong ting dan ciia chat nén xwong nho tién tao cbt bao bén
trong manh syn.

Ca hai qué trinh tao xuong truc tiép va gian tiép khong chi xay ra tao
xuong sinh 1y ma con trong sudt qua trinh phat trién sau sinh va trong su hoi
phuc gay xuong [52],[53].

- Cdc yéu té phién ma diéu hoa sw hinh thanh xwong
Xuong dugc hinh thanh c6 su diéu hoa cua céc phan tu dé biét hoa té

bao trung mo thanh tao cdt bao. Su tao cot bao qua nhiéu budc voi su didu

hoa qua cac co ché phan tir boi cac yéu to phién ma va cac tin hiéu protein.
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+ Runx2

La gen dac hiéu tao ¢t bao diéu chinh sy biét hoa ra tao cbt bao, ma
hoa cho mot yéu tb phién ma c6 vai tro cdm ung su biét hoa ra tao cot bao va
kiém soat su biéu hién osteocalcin. Runx2 1a chat chi thi xuit hién sém nhat
va dic hiéu nhat cho biét su tao xuong va su biét hoa cia né dugc cam ng
boi BMP 7 dan dén su biéu hién cia osteocalcin, osteopoitin. Osteocalcin la
mot protein ché tiét dac hiéu chi biéu hién & cac tao cdt bao di biét hoa dén
giai doan cudi dudi su kiém soat ciia Runx2.

Chudt bi thiéu Runx2 ciing phat trién du ky (sinh du thang) nhung bd
xuong chi 1 mé sun. O nhitng con chudt nay khong ¢ dau hiéu cho thay co
su biét hoa ra tao cdt bao hay su tao xuong. Ngoai ra, chudt khong c6 Runx2
cling khong c6 ca huiy cdt bao.

Gidng véi dic diém hé xuong ¢ chudt bi thiéu Runx2 13 mot bénh &
nguoi, goi la loan san don so (cleido cranial dysplasia). Bénh loan san don-so
c6 dic diém thiéu san xwong don, chdm cét hoa cac dudng khép & cac xuong
vom so di d6i voi dot bién gen Runx2 [52],[531,[54].

+ Osx

Protein Osx ¢ chudt 13 polypeptit gdm 428 axitamin, v6i trong luong
phan tir 46 kDa. Osx dac biét can thiét cho tit ca qua trinh tao ¢t bao. Osx
biéu hién & ngay thir 13.5 (E 13.5) c6 vai tro biét hoa tao sun va tap trung
trung md dé hinh thanh xwong tuong lai. Sau ngay 15.5 (E15.5) biéu hién
manh trong céc té bao hinh thanh nén bé xwong. Osx can thiét cho qua trinh
hinh thanh xuong va khoang héa & in vivo. Gen Osx khi b1 dot bién & dang di
hop chudt van séng binh thudng. Osx bi dot bién ¢ dang dong hop tir chudt s&
chét ngay sau sinh vi kho thé, tim tai. Mac du, Osx- null & thoi ky phdi sun
van phat trién nhung xuong thiéu hoan toan, do khong thé biét hoa thanh tao

cdt bao,su khoang hoa khong xay ra.
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Ngoai ra, Osx trc ché qua trinh ting sinh tao cdt bao trong sudt qua
trinh phat trién xuong [55].

+ Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)

Céc BMP 1 protein thudc gia dinh TGF-B, gdm c6 phirc hop receptor
bat d6i ximg bao goém receptor loai I va loai II. BMP bam vao mit ngoai cua
receptor din dén sy phosphoryl héa cic R-Smad. R-Smad duéi dang
phosphoryl hoa tao phitc hop v6i co-Smad, di vao nhan té bao va diéu khién
hoat dong cua gen. Phuc hop BMP-Smad c6 gene dich la Runx2. In vitro,
duoc diéu tri BMP-2 théy tang biéu hién gen Runx2, sy tuong tac Runx2-
Smad biéu hién sém cta giai doan biét hoa [56] (Hinh1.10)

_.-" 8 LY
N . :. : X |
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Hinh 1.10: Tdc déng ciia BMP Ién cdc gen biét héatao cét bao [55]

+ Wnt
Hai co ché phan tu lién quan dén su tao xuong bdi tin hiéu Wnt, gém

tin hiéu kinh dién va tin hiéu khong kinh dién. Tin hiéu Wt kinh dién 13 qua
B- catenin, tin hiéu khong kinh dién khong qua B-catenin.

B-catenin 1a mot protein trong té bao chit c¢6 chirc ning trong su dinh té
bao-té bao, n6 ciing c6 thé hoat dong nhu phan tir truyén tin hiéu gitra cac té
bao cua con duong truyén tin hiéu Wnr. Khi Wnt gin vao receptor cua no,

Frizzled va coreceptor LRP5 hay LRP6 hoat héa. Nhan td tic dong xudi
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Dishevelled (Dsh) sau d6 duoc hoat hoa thong qua co ché chwa hiéu r3.Dsh
duoc hoat hoa sé& bit hoat glycogen synthase kinase (GSK3).Vi yéu td nay s&
cam ung sy phan huy cta B-catenin khi thiéu ligand Wnt, su bat hoat cta nd
gy két qua 1a su 6n dinh tich liy protein p-catenin trong nhan.B-catenin gin
vao va hoat hoa nhan t6 phién ma LEF/TCF.

Tin hiéu Wat thong qua con duong khong chinh théng, diéu ndy gom
dong calcium, phospholipase (PLC), phosphokinase (PKC). Vai tro tin hi¢u
con dudng ndy van chua rd chirc ning.

Nhiéu nghién ctru chimg minh vai trd ciia Wat theo con dudng kinh
dién trong su diéu hoa tao xuong. O nguoi khi bi dot bién din dén hoat dong
qua mirc cia LRP5 dan dén két qua kiéu hinh khéi xuwong cao, khi sinh thiét
théy tang thé tich khdi xuong, giam lugng md trong tay.Nguoc lai, khi bi dot
bién 1am bat hoat LRP5 gy chimg lodng xuong.

Tuong tu tin hiéu BMP (Bone morphogenetic protein), tin hi¢u Wnt
trong qua trinh biét hoa xwong 1a lién két véi Runx2. Hon nita, kich hoat
tin hiéu Wnt/ B —catenin & MSC s& rc ché qua trinh phién mi tao m& yéu t6
(peroxisome proliferator-activated receptor-y; PPAR-y) va cam tng biéu

hién gen dong té bao xwong [56] (Hinhl.11).
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Hinh 1.11: Téc dong ciia tin higu Wnt lén qud trinh bigt héa tgo cét bao [58]
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& Leptin: (peptidase dugc tong hop boi té bao md) cé i luc gan vao thu
thé cta n6 & ving dudi doi dé diéu hoa sy tao xwong theo mot co ché trung
wong (central mechanisim). Tuy chi tiét ciia co ché diéu hoa leptin- ving dudi
ddi chua dugc biét rd, nhung chudt thiéu leptin hay thy thé leptin thi c¢6 lugng
md xuong nhiéu hon rd rét so voi chudt wide-type. Thuc té, bénh nhén loan
dudng lipid toan than bi xo héa xuong (osteos clerosis) (tang do cing xuong
tang) va tang su tao xuong [52],[53].

1.5. Tao cot bao
1.5.1. Pic diém ciia tgo cét bao

Tao cdt bao 1a mot trong 4 loai té bao cia md xuong. Cac té bao thudng
tao thanh mdt 16p phu 1én cac vi tri ¢6 sy tao xuong.Tao ¢t bao 1a té bao khai
dong va kiém soat sy khoang hoa chat tién xuong. Cac san pham dic hiéu cua
tao c6t bao 1a collagen type I, osteocalcin, osteopontin va sialoprotein ciia
xuong. Tao cot bao phan (mg manh voi phosphatase kiém.Tao ¢t bao san
xuét ra cac yéu td tang trudng, dic biét ho protein tao hinh xwong — BMP
(Bone morphogenetic protein) [52].

Tao ¢t bao duoc biét hoa tir té bao gdc trung mo qua giai doan thanh tién

tao cot bao (Hinh 1.12).
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Hinh 1.12. Cdc giai doan bigt héa dong té bao xwong tir té bao goc trung mé
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1.5.2. Ky thudt xdc dinh sw hién dién ciia tgo cét bao
- Céc k¥ thuat nham phat hién ra ion Ca c6 trong cac mau md hay té bao:
Nhudém Alirarin red — ddy 1a su két hop ion Ca va Alizain red tao ra
phuc hop Alizarin- S- Ca ¢6 mau do cam.
- Nhudém héa mé mién dich osteocalcin, mot marker ctia tao ¢t bao.
- Panh gia sy ling dong tinh thé khoang trong tiéu ban siéu ciu tric.
Nhu vady muc dich cua cac phuong phap 1a phat hién ra cac ion canxi
trong mau nghién ctru va marker bé mit té bao sau biét hoa.
1.6. Bio quan lanh té bao
La qua trinh dua té bao tir diéu kién sinh 1y, xudng diéu kién nhiét do
rat thip, & dung dich mdi truong dong lanh hay chat bao quan lanh.Tai diéu
kién nay moi hoat dong séng, cac qua trinh chuyén hoa va phat trién cua té
bao dung lai, nhung ching khong chét, nhd d6 giit té bao & trang thai tiém

sinh trong mot tho1 gian dai.

1.6.1. Co ché bdo qudn lanh

Trong k¥ thudt dong cham té bao, nudc trong moi truong lanh -5°C dén
-10°C s& hinh thanh tinh thé da bat ddu & moi trudng ngoai té bao, trong khi
d6 nudc trong té bao chwa bi déng. Khi nude chuyén sang dang tinh thé tinh
khiét, lugng nudc o thé 1ong giam di. Do d6, ndng do chat tan va chat bao vé
lanh ngdy cang ting dan dén ting ap lyc thim thau bén ngoai té bao, kéo nudc
tur trong té bao s& di ra ngoai. Mirc do mat nude trong té bao phu thude vao
tdc d6 1am lanh.

Néu mirc d6 1am lanh du cham sé& cho phép dung dich nd1 bao can béng
vo1 moi truong ngoai bao. Mat khac, néu téc dd lam lanh nhanh hon so véi
nudc thAm ra ngoai d& gay hinh thanh tinh thé d4 trong té bao, tuy nhién hinh

thai té bao chua bi bién dang.
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Do d6 qué trinh d6ng lanh tét nhat khi té bao chi khir nudc mot phan va
vi thé chiing & trang thai can bang. Néu téc do lam lanh khong nhanh, da két
tinh s& hinh thanh & ngoai bao s& gay hién tuong co té bao [57],[58],[59].

Nhu vay, bdo quan lanh té bao 1a sy can b::ing gifra su mét nude té bao

va toc do lam lanh.(Hinh 1.15).

Hinh 1.13. Co ché vit Iy trong béio qudn lanh té bio
1.6.2. Vai tro chit bdo qudn lanh

Chat bao quan dong lanh c6 vai trd nham chdng lai nhiing tic dong bat
loi cua nhiét do thép hay nhié¢t do dong lanh. M6t chét bao quan dong lanh cé
thé 1am cho nudc dong lai gidng nhu thuy tinh ma khéng hinh thanh tinh thé
da.Nhiing cht bao quan nay cling ngan chdn sy tao thanh mudi, cling nhu tao
thanh tinh thé trong té bao trong sudt thoi gian dong lanh.

Nam 1949, Polge cong bd cong trinh nghién ciru 1 bude ngodt cua ho,
trong d6 chi ra rang néu thém vao dung dich bao quan tir 10-20% glycerol,
tinh tring c6 kha ning song lau hon khi bao quan déng lanh & -80°C. Khi sir
dung glycogen, do c6 dic cua toan b chit tan s& ting 1én, ddng thoi giam

thiéu sd lwong tinh thé da [60].
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Nam 1959, DMSO dugc chimng minh 1a c6 kha nang dugc sir dung nhu
mot chit bao quan.DMSO thim xuyén qua mang té bao d& dang hon glycerol,
nhung DMSO c¢6 thé c6 ddc tinh manh hon & nhiét do cao. Bat clr chit bao
quan dong lanh nao déu phai c6 mot trong nhiing tinh chét sau [59]:

- Hop chit co thé hoa tan trong nudc & ndng d6 cao va van giir duoc
néng dd do trong qua trinh ha nhiét d va nhiét do cuc thép.

- Chét bao quan phai tham sau vao trong té bao

- Chét bao quan phai c6 doc tinh thip dé co thé sir dung & nong do cao,
hiéu qua hon trong vi¢c bao quan.

C6 2 nhém chét bao vé lanh:

- Chét bao vé lanh thAm qua mang té bao: co kich thudc phén tir nhd, c6
kha ning di qua mang té bao, c6 kha ning hoat dong ca trong va ngoai
té bao: DMSO, 1,2 propanediol (PrOH), glycerol, ethylen glycerol,
propylene glycol

- Chat bao vé khong thim qua mang té bao: khir nudc trong té bao, bao vé
mang € bao, bao gdm cac loai: dudng sucrose, mannose, trehalose) protein
polymer (polyvinyl pyrolidone - PVP), polyethylene oxide - PEO).

1.6.3. Nhitng tic dong ciia vigc thay doi nhiét dp

Trén thuc té, k§ thuat bao quan déng lanh ap dung cho nhiéu loai té bao
12 mdt qua trinh phire tap. Pau tién 1a toc d6 dong lanh va téc do ra dong, hai
yéu t6 nay duoc xem nhu yéu t6 quyét dinh quan trong dén sy sdng cia té
bao.Su thay ddi toc d6 cta nhiét d6 bao quan quan trong vi nod diéu khién su
véan chuyén nude qua mang té bao va vi thé c¢6 thé ¢ sy dong lanh bén trong té
bao.Su déng lanh bén trong té bao dé giy chét. Téc d6 1am lanh diéu khién
nude chuyén sang dang d4 vi vy né cling diéu khién téc do ndng do ciia dung
dich té bao. Bang cach kiém soat sy chuyén dong, thAm thau cia cac chit luu

xung quanh té bao, sy thay d6i toc do nhiét ciing anh huong dén tdc do nude
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van chuyén ra ngoai té bao trong luc 1am lanh va di vao té bao luc ra dong. Vi
diéu kién nudc duge van chuyén nhanh chong ra khoi té bao dé duy tri sur can
béng nhi¢t hoc 2 bén mang té bao, nhiét do trong té bao chat khong bi ha Xuéng
dudi diém dong dic. Tat ca tinh thé d4 s& chi hinh thanh bén ngoai té bao.

Viéc két hop ca hai yéu t: tac dong cua dung dich va sy déng lanh bén
trong té bao cho ta can nguyén thay duoc su ton tai tot nhat ciia timg té bao &
mot tde d6 1am lanh nhét dinh. Mdi té bao c6 mot toc do 1am lanh toi wu, mic
du su séng sot cua té bao 13 rit thap néu khong c6 chit bao quan [57],[59].
1.6.4. Qud trinh ra déong té bao

Sy anh hudng cua qua trinh rd dong lén té bao con phu thudc vao nhiét
dd ban dau, nhiét do cta co ché 1am lanh c6 tao ra su déng bang nodi bao hay
su khtr nuéde té bao hay khong. Trong diéu kién co su hinh thanh d4 néi bao
su rd dong nhanh 13 t8i vu, bdi co ché rd dong nhanh co6 thé s& ngin can dugc
su 10n dan kich thudc cia tinh thé da nho trong té bao, dé chung khong thé tro
thanh cac tinh thé da c6 hai véi kich thudc 16n hon. Trong truong hop té bao
dugc dong lanh tir tir, nham tranh tao tinh thé d4 trong té bao, thi su dép ung
ctia té bao trudc dicu kién moi truong khi lam 4m Ién ciing s& lam thiét hai
dang ké t6i strc sdng cua té bao. Tuy nhién, diéu nay con phu thudc vao diéu
kién déng lanh va tiy ting loai té bao.

Mot ton thuong khac c6 thé xay ra khi rd dong 1a do ap suat tham thau.
Khi d4 tan ra s& dan dén giam ndng do cac chit hoa tan ngoai bao. Cho nén
nhiét do dong lanh phai thich hop dé sy tan ra cia nudc da du cham, gitp té
bao phan tmg kip thdi, nhung dong thoi cling phai du nhanh dé cac tinh thé da
tai két tinh thanh tinh thé da 16n hon, gy chét té bao [57].

1.6.5. Cac phwong phap bao quan lanh
1.6.5.1. Dong lanh cham theo chwong trinh:
Céc tube chira té bao dong lanh trong méi trudng thich hop dugc dat

trong buéng lam lanh, nhiét do s€& dugc giam theo chuong trinh cai dat trude.
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Hé thong lam lanh s& sir dung hoi lanh tir nito 16ng. Thong thudng may lam
lanh nay s€ dua vé nhiét d6 -80°C, sau d6 mau s& duoc dit vao binh nito long.

Sau khi d6ng lanh, mau té bao chua trong tube duoc rd dong nhanh
bang cach cho vao nudc am -37°C.

Thirumala S (2010) nghién ctru bao quan té bao gdc trung méd tir mod
md, voi phuong phap bao quan lanh ha nhiét d6 theo chwong trinh, 4°C dén -
15°C tdc @6 0,4°C/ phut, tir -15°C dén -50°C tdc do 1.2°C/phit, tir -50°C dén -
80°C tbc d6 0,4°C/phut [61].

Néu khong c6 may ha nhiét do theo chuong trinh c6 thé dung cach dat cac
6ng miu té bao (trong moi truong bao quan lanh) véo trong ta lanh 4°C, sau do
dit tiép vao ta -20°C rdi -80°C; cubi ciing dit mau vao binh chira nito 16ng.
1.6.5.2. Dong lanh cuc nhanh (thuy tinh hoa)

Phuong phap nay tién hanh bang cach dat mau chta té bao trong moi
truong dong lanh vao trong binh chtra nito 16ng.

Day la k¥ thudt mdi, tdn dung hién tugng dong dac cua nudc khi gidam
nhiét do that nhanh. Nguoi ta dit t& bao vao trong méi truong cé ap suat tham
thiu cao (4000mOSm). Véi diéu kién ap suat tham thau nay, su khir nudc s&
X4y ra rat nhanh, sau dé t& bao dugc dit thing vao trong binh chira nito 16ng.
Khi d6 nudc khong chuyén thanh nuéc da thong qua su két tinh ma chuyén
thanh dang kinh hay thuy tinh.

Trong sudt qué trinh ha nhiét d6 toan bo khdi vat chat bén trong va bén
ngoai té bao chuyén thanh dang khdi dic, trong sudt gidng nhu thuy tinh, dic
biét khong c6 sy hinh thanh tinh thé da bén trong miu té bao, ciing nhu moi
trrong bén ngoai trong qua trinh lam lanh.

Sau khi duoc can bang v6i moi trudng c6 néng d6 chat bao quan dong
lanh rat cao, miu té bao duoc cho vao dung cu cryotube va nhing truc tiép

vao nito long khong qua qua trinh ha nhiét do theo tung budc nhu trong dong
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lanh cham. Téc d6 1am lanh cua phuong phap nay rat 16n, khoang 2000-
2500°C/phut.

Trong ha nhiét d6 cham, qua trinh mat nudc can duoc dién ra tir tir dé
han ché sy hinh thanh tinh thé d4. Do d6 thoi gian can thiét dé hoan tat mot
quy trinh kéo dai so v&i ha nhiét d§ cuc nhanh [62].
1.6.6.Ung dung bdo qudn té bao goc

Ngay nay, té bao gbc dugc dung dé diéu tri mot sé bénh. Chang han té
bao géc tao mau (HSC) duogc diéu tri mot sd bénh kinh dién nhu bach ciu
cép, leukemia va hién nay con roi loan mau, bénh tu mién. Tuy xuong la hon
hop chira nhiéu thanh phan HSC va MSC. MSC duoc diéu tri mot s6 bénh vé
xuong, sun. Bao quan té bao gdc ¢ ing dung trong 14m sang trong liéu phap
diéu tri té bao gbc. Ngan hang bao quan té bao gc phai dam bao chit lugng
va kiém tra an toan trude khi sir dung. Gan day cac nghién ctu cai tién qua
trinh dong tap trung vao hai budc chinh (1) moi truong dong; (2) quy trinh
déng va bao quan. Mot sb tac gia sir dung nong do 10% DMSO duge diung
pho bién trong bao quan té bao gdc [63].

Noriko K(2005) théng béo két qua nghién ctru ty 1& % té bao sdng va so
sanh tiém ning tao xwong ciia nhdém té bao trudce va sau bao quan. MSC dugc
bdo quan trong moi trudng cé6 DMSO va FBS sau bao quan (0,3 -37 thang) ty
1¢ sdng x4p xi 90%. Phan tich marker bé mit cua MSC ca 2 nhém bao quan
va khong bao quan khong cé su khac biét va danh gia tiém ning tao xuong
ctia 2 nhom té bao vé sy biéu hién ALP va su khoéng hoa tuong tu nhau. Két
luan nhém té bao sau bao quan c6 dic diém twong tu nhu nhém khong bao
quan c6 gia tri trong tri liéu hay tai tao xuong [64].

Theo tac gia Thirumala S (2010) bao quan té bao gdc trung mo tir mod
md véi moi trudng bao quan Methyleellulose (MC) va DMSO & cac nong do

khac nhau vé1 phuong phép ha nhiét do theo chuong trinh sau bdo quén it
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nhat 13 2 tuan, ri dong nhanh kiém tra ty 1¢ song cia té bao nhu sau: DMEM
cung 0% DMSO ty 18 song 11.4 + 7.4%, DMEM cung 2%, 4%, 6% DMSO ty
1¢ t& bao séng khoang 60%- 65%, DMEM cung 8%, 10% DMSO ty 18 té bao
song trén 70%. DMEM cung 1% MC ty 1¢ té bao song 37.3% + 4.1%, DMEM
cung 1% MS va 10% DMSO ty 1¢ té bao séng 66.0 + 2.1% [61].

Liu G (2008) nghién ctru cong nghé su hinh thanh mé xuwong tor MSC
béo quan. MSC duoc 14y tir tiy xuong phan 14p, nudi cdy va bao quan trong
mdi truong 10% DMSO va 20% FBS véi mat do té bao bao quan 10%ml cho
vao cryotube, bao quan 1 gio & 4°C, 2 gid & -20°C va cho dong nhanh & -
196°C. Sau d6 cho rd dong va nudi ciy biét hoa tao xuong so sanh cling nhém
chung (khéng bao quan), thiy sau 2 tudn ca 2 nhoém biét hoa c6 phan ung
ALP duong tinh va c6 su ling dong canxi trong chat nén bang phuong phap
nhudm von Kossa [65].

Naaldijk Y (2012) nghién ctru bao quan MSC ¢ chudt voi cac cach ha
nhiét do va dung dich bdo quan khac nhau. Bdo quan MSC theo cac protocol
khac nhau. Céac cach ha nhi¢t d§ khac nhau dugc bdo quan trong mdi truong
DMSO c6 ndng d6 DMSO 14 0,1,2...10%; HES ndng d¢ thay doi 10,9...0%,
sao cho néng d6 DMSO + HES 1a 10%. Té bao duoc bao quan theo cac
protocol & trén, sau bao quan té bao dugc ra dong, nudi ciy thiy té bao dugc
bao quan trong mdi trudong DMSO dudi 5% ty 1& té bao séng giam. Té bao
duoc bao quan trong dung dich 8% DMS0/2% HES c¢6 ty 1¢ té bao sdng cao
hon té bao duoc bao quan trong dung dich dudi 5% DMSO. Dung dich bao
quan chi ¢6 10% HES ty 18 té bao séng thap dudi 10%. Tom lai, moi trudng
bdo quan chi c6 HES khong c6 hi¢u qué khi bao quan MSC [66].

Zeisberger SM (2011) nghién ctru bdo quan AT-MSC bdo quan trong
moi truong (FBS-10: 90%FBS + 10% DMSO; CM-10: 10% DMSO; CM- 5:
5% DMSO; CM-2: 2% DMSO; CM-0: 0% DMSO véi mat do 10° té bao/ml,



35

bao quan ha nhiét do vai téc do 1°C/ phut dén -80°C, sau 2h cac mau duoc
cho vao binh nito (-196°C). Trong qua trinh bao quan cac té bao duoc danh
gia sy hinh thanh tinh thé d4 boi hé thong phan mém va kinh hién vi chuyén
dung trong qué trinh bao quan, thay cic té bao bao quan trong moi trudng
CM-0, CM-2 ¢6 sy hinh thanh tinh thé da & noi bao va gian bao, trong sudt
qua trinh bao quan CM-5 quan sat thdy hinh thanh it tinh thé d4 & gian bao, té
bao bao quan & méi trudng CM-10, FBS -10 khong thdy sy hinh thanh tinh
thé d4 & trong va ngoai té bao [67].

Yong KW (2015) nghién ciru bao quan té bao gbc mdé md ¢ P2 voi mat
d6 té bao 1x 10° té bao trong moi trudng bao quan gdm: DMEMF12 va chat
bdo quan 0,25M trehalose; 5% DMSO; 10% DMSO; 5%DMSO+ 20% FBS;
10%DMSO + 20% FBS. Bao quan bang phuong phap déng chim dé -80°C
qua dém sau do cho vao binh nito. Sau bdo quan 3 thang ra dong nhanh danh
gi4 hinh thai va chirc ning cua té bao. Sau bao quan té bao co6 hinh thai gidng
nguyén bao sgi va c6 marker bé mit té bao giéng nhu nhom té bao khong bao
quan. Biéu hién duong tinh véi marker: CD90, HLA ABC,CD44, CD105 va
CD73. Biéu hién am tinh: CD14, CD19, CD34, CD45, va HLA DR [68].

Chat bao quéan rat can dé duy tri té bao sdng va chiic ning té bao dugc
béo quan -196°C, chét bao quan DMSO ngin can su hinh thanh tinh thé da, 2
chét FBS va trehalose lam 6n dinh mang té bao va can bang ap luc tham thau.
Té bao chi bao quan trehalose co ty 18 sdng thap dudi 15% co thé 1a trehalose
1a chat bao quan khong thim qua mang té bao, khong thé ngian duoc sy hinh
thanh tinh thé da. Ty 1é té bao sdng cao khi bao quan trong mdi trudng co
DMSO, diéu d6 thdy rang DMSO duy tri té bao sdng trong sudt qua trinh bao
quan va ra dong. Chét bao quan chi chira trehalose khong thé sir dung thay thé
DMSO trong bao quan ASC. Chéat bao quan té bao chi c6 5% DMSO it doc va

tranh duoc huyét thanh co thé gay ra phan ing mién dich di loai c6 thé ung
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dung bao quan phuc vu cho 1am sang. Nghién ctru xac dinh sy ting sinh té
bao sau bao quan so véi nhoém khong bao quan, nudi cdy dén ngay 14 l1a
tuong tu nhau. Két qua thdy rang ASC sau bao quan van duy tri kha ning biét
hoa thanh m&, xuong, sun tiéu chuan ti thiéu ciia MSC.

V& danh gia anh huong caa chit bao quan 1én tinh gbc cua té bao ASC:
tinh gbc 1a dac diém cua MSC c6 vai trd quan trong trong kha ning tu lam
moi va biét hoa cua té bao. Yoo (2011) nghién ctru thiy rang khi bat hoat gen
SOX-2 ¢6 ¥ nghia trc ché su ting sinh va tiém ning biét hoa cua té bao, hodc
gen OCT-4 bi bat hoat lam giam ty 1¢ tang sinh va biét hoa ciia té bao. Pé xac
dinh marker tinh gdc ciia té bao sau bao quan trong nghién ciru nay xac dinh
muc dd biéu hién gen OCT-4, REX-1, SOX-2 va NANOG va so voi nhém
khong bao quan thay rang té bao van duy tri dugc tinh gbc. Tuy nhién, sy gia
tang biéu hién tinh gbc ciia hASC trong qua trinh bao quan ciing can phai
nghién ctru [69]. Fan (2013) nghién ctru thiy rang biéu hién qué mic gen
SOX-2 & MSC tiy xuong két qua 1a biéu hién gia ting su tang sinh va biét
hoa cia té bao, Gen OCT-4 biéu hién qua mirc thy ty 1& ting sinh cao. Tuy
nhién, trong nghién ciru ndy mic du ting sy biéu hién marker tinh géc nhung
chiing van ting sinh va biét hoa binh thuong [70]. Choi (2014) nghién ctu
thiy rang su ting sinh va biét héa cuia MSC khéng bi anh hudng truc tiép cua
marker tinh gdc cua té bao. Thuc té thiy ring su ting sinh va biét hoa té bao
bi anh hudng béi cac yéu té khac nhu nong do oxy, méi truong nudi cay, gia
thé nudi cay 1a 2D hay 3D [71]. Tém lai bao quan trong thoi gian ngén ASC
van duy tri tinh gbc cua té bao, kha ning ting sinh, biét hoa té bao va duy tri

dic diém kiéu hinh cta té bao nén bao quan DMSO & nong do 5%.
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1.7. Ung dung té bio goc diéu tri cac bénh vé xwong va cac nghién ciu
thure nghiém ghép té bao goc

Gay xuong 1a mot tinh trang mit tinh lién tuc ctia xwong, né co thé biéu
hién dudi nhiéu hinh thirc tr mét vét ran cho dén mot su gdy hoan toan cua
xuong. Nguyén nhan gy giy xuong rat da dang nhung xét vé mat vat 1y giy
xuong thudng 14 do tac dung ctia mot luc vao xuong. Luc nay co thé bat dau
tir bén ngoai cua co thé 1a truc tiép hodc gian tiép.

Su giy xwong khong co kha ning ty phuc hoi 12 mot thach thire, mot
van dé trong phau thuat chinh hinh. Trong suét qua trinh lanh xwong binh
thudng, nhitng té bao gdc chua phan hoa, vai su tro gitp cla cac loai protein
hinh thai xwong (BMP- Bone Morphogenic protein) va nhitng yéu t6 diéu hoa
té bao, ting sinh biét hoa thanh nhimg té bao sun, té bao xuong va hinh thanh
xuong, theo do6 su tdn thuong s€ dugc sua chita. Tuy nhién, mdt s6 ton
thwong khong c6 kha ning lién va tré thanh sy gdy xuwong khong c6 kha ning
tu phuc hdi, n6 dan dén tinh trang bénh tat va sy han ché vé chuc nang cua
bénh nhan [72],[73],[74]1,[75]-

Nhitng nghién ctru di cong bd cho dén nay vé té bao gdc dbi voi su
phuc hdi gdy xuwong khong tw han gin dd mo ta trong nhitng moé hinh gy
xuong va co thé phan tich trén dong vat nho, dong vat 16n [73],[76].

Kadiyala (1997) nghién ctru nhitng té bao gbc trudong thanh két hop véi
nhimg gia thé c6 cdu tric khac nhau gy ra sy hdi phuc xwong & mé hinh
dong vat nho voi nhirng 6 khuyét co kich thude téi han. MSC ty than rat tir
tay xuong duoc nudi cdy ting sinh s& duoc chuyén 1én tru gdm (ceramic) sau
d6 ghép vao 6 gdy xuong 8mm trong xwong dui chudt véi sy hinh thanh
xuong hoan toan. Qua 8 tuan MSC trén gia thé co su hinh thanh xuong dang
ké hon so véi gia thé véi dich tuy xuwong hay gia thé khong c6 té bao.

Ciing nhom nghién ctru ndy sau d6 da st dung té bao gdc trung mo tay

xuong ngudi dé han gian 6 khuyét xuwong vom so co6 kich thudce té1 han &
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chudt khi duoc cdy véi gia thé Polylactic-co-glycolic acid (PLGA) duoc bao
phu apatite khong ¢ su thém nhan t6 ting trudng ngoai sinh [77].

Cowan (2004) nghién ctru ton thuong xuong vom so véi 6 khuyét 8mm
trén chudt duogc diéu tri voi té bao géc md ngudi da nudi céy trong moi
truong tao xwong trén PLGA va trong mot nghién ctru v6i nhitng té bao gdc
md tu than ciia chudt duoc nudi cdy trong moi trudong tao xuwong trén phirc
hop calcium phosphate- nanocomposite ty tiéu. Ca 2 nghién ciru cho thiy
rang nhimg ciu trac da hap thu té bao gbc md ngudi da biét hoa co su tai tao
xuong nhiéu hon nhiing c4u tric véi nhitng té bao m& chua biét hoa [78]

Hashemibeni B (2014) Nghién ctru dénh gia su lién xwong trén cho
cung voi tao cbt bao duge biét hoa tir ADSCs trén gia thé alginate gel. Ghép
tao cot bao duoc biét hoa 2 tuan trén gia thé alginate. Sau ghép 4 tuan dam
xuong mdi tao ra vin mong va c6 do bén kém xwong chi. Sy hinh thanh
xuong manh & thoi diém 8 tuin so véi nhém ching khéng co té bao [79].

O nhitng dtra tré mic bénh xwong dé giy (Ol-osteogenesis imperfecta).
Nguyén nhan do dot bién gen gy ra thiéu collagen typ 1. Collagen 1a protein
ciu trac chinh va cung cip mot gia thé cho xwong hinh thanh. Nhirng dta tré
OI bi bién dang xuong chi va cot séng, do cham sinh truéng vé thé chat dan
dén nguoi co voc dang thap bé.

Horwitz diéu tri nhitng bénh nhan OI bang cach ciy ghép tuy xwong. Su
thay thé tily xuong cia nhitng bénh nhan OI bang tily xuong cua nguoi khoe
manh. Sau 6 thang sau ciy ghép nhimng dura tré ting trudng trung binh 7.5 cm va
xuong clia ching tré' nén dic hon so véi nhom chimg tré khong dugc diéu tri chi
tang truéng 1.25 cm. Tbc do sinh trudng sau do cham lai va cudi cung dat té1
tinh trang it hoac khong tang trudng sau thoi ky sinh trudng nhanh [80].

Hernigou (2005) nghién ctru ghép tuy xuong tu than da qua xu ly thu
duoc 16p té bao don nhan, diéu tri cho 60 bénh nhan khép gia than xuong chay.
Ty 1é lién xuong dat 88,3% vai thoi gian trung binh 12 tudn. Trong truong hop
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khong lién do d6 tap trung t& bao va tong sd lugng té bao duoc ghép vao déu
thap hon so voi nhimg truong hop lién xuwong. Mirc d6 can xwong va lién xuwong
ciing lién quan dén s6 luong té bao gbc tuy xwong duoc ghép [81].

Tai Viét Nam, trong linh vyc chan thuong chinh hinh cac nghién ctru
ghép khdi tao cbt bao tu than & nudc ta chua co cong trinh nao cong bd. Mot
sd nghién ctru ghép khdi TBG tay xuong nhung méi ¢ giai doan dau tha
nghiém hau nhu chwa duogc tng dung rong rii véi mot sé it bao céo.

Cao Thi (2007) ghép tuy xuong tu than vao 6 giy méi xuong chay cho
29 bénh nhan giy ho than 2 xuwong cang chan. Tuy xwong dugc hut ra tir mao
chau va bom truc tiép ngay vao 6 giy. Thoi gian trung binh lién xuong 1a
21.2 tuan [82].

Nam 2009 nhém nghién ctru khoa chén thuong chinh hinh bénh vién Viét
Puc, khoa huyét hoc bénh vién Trung wong quan doi 108 budce dau didu tri khop
gia than xuong dai bang TBG tity xwong tu than duoc hut tir mao chu, tach bang
phuong phap ly tim ty trong dé con lai khéi don nhan trong d6 c6 TBG tity xuong
duoc ghép vao khdp gia. Thoi gian trung binh lién xuong 22,8 tuan [83].

Khoa huyét hoc bénh vién Trung wong quan doi 108 ghép té bao gbc tuy
xuong diéu tri hoai tir vo khuan chom xuong dui va kéo dai chi. Thoi gian
lién xuwong & bénh nhan kéo dai chi cung ghép té bao gbc 32 ngay, nhom
khong ghép té bao 1a 39 ngay. Khdi té bao don nhan tiém vao vi tri hoai tir
chom xuong dui theo ddi 22,8 thang theo thang diém Harris 73,3% dat két
qua tot [84].

Tém lai, nghién ciru ghép khéi tag ¢t bao dé diéu tri bénh vé xuwong,
han gy xuwong giy noi chung van 1a van dé mdi mé trong nudc, chua dugc
nghién ctru tng dung rong ri, can danh gia hiéu qua ciing nhu méi lién két
chét luong tiy xuong, s lugng tao cit bao véi ty 1¢ thoi gian lién xuong,

murc do can xuong..
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Chuong 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Pbi twong nghién ciru, chét liéu nghién ctru

- Tho ta manh khoe, trong luong 2.0 - 2.5 kg, nudi nhét trong diéu kién
thi nghiém trudc 1 tun. Sir dung 17 tho dé thir nghiém va xay dung quy trinh
choc hut tity xwong. Sau khi qui trinh choc hit hoan chinh, sir dung 30 tho dé
choc hut chinh thuc 1y dich tuy.

- 30 mAu dich tay xwong tho sau choc hat sir dung dé tach chiét té bao
gbc trung md.

- 30 miu dich chtra té bao gdc trung md sau khi phan 1ap tir dich tay
xuong sir dung dé nudi cdy, ting sinh. Sau khi ting sinh, chia nho 1y 105
mau tién hanh biét hoa theo huong tao cdt bao, léy 15 mau dinh danh sau biét
héa, 90 miu dua vao bao quan lanh.

2.2. Phwong phap nghién ctru
Nghién ctru thuc nghi€ém trén dong vat va trong phong thi nghiém (in

Vivo Va in Vvitro).
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2.2.1. Mo hinh nghién ciru
Choc hut tuy xuong

|

|

Phan 14p dat tiéu chuan

Nudi céy ting sinh,
dinh danh MSC

I<

Nubi ciy ting sinh,biét héa,dinh danh
tao cOt bao

Béo quan lanh

'

Panh gia b sung kha
nang tao xuong
trén ghép thuc nghiém

Hinh 2.1. M6 hinh nghién ciru

2.2.2. Dung cu, thiét bi va héa chit nghién ciru
2.2.2.1. Dung cu nghién cuu

- B6 dung cu gay mé tho

- Kim choc tuy troca kich thudce 2°” — 13 gauge

- ()ng Fancol 5,10, 15ml

- Chai nudi céy flask 25 cm’

- Pia 4 giéng, dia 6 giéng

- Type bao quan: cyotube
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2.2.2.2. Thiét bi sir dung trong nghién ciru
- May ly tam
- T an toan sinh hoc cép 2
- Ta lanh
- Tt nudi cdy té bao
- Kinh hién vi soi ngugc
- Kinh hién vi huynh quang
- May hap vo tring
- Thiét bi do dong chay té bao FACS Calibure
2.2.2.3. Moi truong, hoa chat, thuéc nhuom, khang thé
Héa chat:
- Dung dich dém PBS (sigma)
- Dung dich tach té bao: Trypsin- EDTA 0,25% (sigma)
- Dung dich phan lap té bao: Ficoll-paque (do chiing t6i tw pha)
Thubc nhuém:
- Thudc nhudm Alizarin red:
- Alizarin red (sigma): 2g
Nudc cét
Tron déu va chinh pH vé 4,1 — 4,3 bang 0,5% ammonium hydroxide
- Thudc nhudém Oil red O
Oil red (sigma): 0,1g
Isopropanol (sigma):  20ml
Khudy déu trong 10 phut & 37°C, loc bang gidy loc



43

MGi treong nudi cdy, biét héa:
- Méi truong nudi cay MSC
DMEMF12(sigma),10% FBS (Gibco),1% khang sinh-khéng nim (sigma).
- Moi truong biét hoa xwong

DMEM low glucose (sigma), 10% FBS (Gibco), 1% khang sinh- khang
ndm (sigma),50pg/ml Ascorbic (sigma), 0,IuM dexamethasone (sigma),
100mM B-glycerolphosphate (sigma).

- Moi truong biét hoa mo

DMEM low glucose (sigma), 10% FBS (Gibco), 1% khang sinh-khang
nam, 0,5 uM dexamethasone, 0,2mM indomethacin, 0,5uM 3 isobutyl-1
methylxanthin -IBMX (sigma).

Khdng thé: st dung mot sd khang thé dinh danh té bao gbc trung mé (trén
tho), tao cot bao biét hoa ...

Cac khang thé don dong: Khang thé khang CD34 gin P.E (Abcam),
khang thé khang CD14, CD44 gin P.E (Antigenix), khang thé khang CD90
gan FITC (Thermo Fisher Scientific). Goat IgG P.E.

2.2.3. Cdc bwéc tién hanh nghién ciru
Nghién ctru tién hanh theo cac budc sau:
- Choc hit 1y dich tay xwong, ly tim tach ldy t& bao don nhan
- Nudi ciy tang sinh, dinh danh khang dinh té bao gdc trung mo
- Biét hoa té bao gbc trung md thanh tao cot bao
- Dinh danh tao cét bao
- Thu nghiém bo sung danh gia kha ning tao xuong trén dong vt

- Bdao quan lanh sau biét hoa
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2.2.3.1. Choc hiit tuy xwong, tach chiét, phdn ldpté bao goc trung mé

- Lva chon phwong giam dau, vi tri choc hut

Nghién ctru lya chon 1 trong 3 phuong phap giam dau phu hop nhat:
gay mé bang thudc thiopental, gdy té tai chd don thuan hodc giy mé phdi hop
gay té tai chd. Mdi phuong phap v6 cam thir nghiém trén 5 thd (n=5).

Vi tri choc hut tiy xuwong thir nghiém tai 3 vi tri: u ngéi, méau chuyén

16n xwong dui, mao chau. Mdi vi tri thir nghiém 5 tho ( n=5).

Mau chuyén 16n

Mao chau

Hinh 2.2. Vi tri gidi phdu choc tiiy xwong trén thé
- Choc hut tuy xuwong

Qua trinh choc hut dich tiy xuwong phai dam bao v6 trung, dich hat du
s6 lwong dé nghién ctru. Cach thire tién hanh nhu sau:

Tho ¢b dinh & tu thé ngdi, 1am nhé han xwong mao chiu 1én phia trén,
phﬁn cao nhét 1a vi tri choc hat. Vo trung vung da noi choc hut, cé thé rach
da, boc 16 va béc nhe mang xuong. Dung kim choc tuy troca loai 2°°-13 gauge
kém nong duogc choc hoi chéch ra trude 30 do. Kim choc tuy dugc déy bé‘mg
tay qua da va 16p xwong ctng cia khung chau, sao cho dau kim nam & 16p
xuong x0p co chira tay xwong ndm giita 2 16p xwong cung. Dich tiy xuong

duge hat xilanh 10ml, xi lanh mdi 1an hat duoc rira bﬁng dung dich dém bao
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gdm 100ml PBS va 650 don vi heparin dé chéng dong. S6 lugng dich tuy
xuong mdi 1an hat 0,5-1ml. Tong lugng dich tiy xwong khoang 10ml/tho.

A. Choc kim vao vi tri B. Hut tuy

Hinh 2.3. Choc hut tuy tor xwong mao chdu tho

- Phén Idp té bao goc trung mé tir dich tiy xwong

Té bao don nhan dugc tach boi phuong phap gradient ty trong: Ly tAm
dich tiiy xwong sau khi pha lodng, str dung chat chong dong duoc dit trén 16p
Ficoll ty trong 1,077g/cm’. Trong qua trinh ly tim, hong ciu va bach cau s& ling
xudng day dng. Céc t€ bao co ty trong thip hon sé& ling & 16p giira Ficoll va 16p
huyét twong (Hinh 2.3). Pay la phan doan chira té bao gdc. K¥ thut nay duoc ap
dung theo tac gid Shahdadfar A (2005). Quy trinh thyc hién nhu sau:

Dich tay xuong dugc pha lodng bang PBS theo ty 1¢ 1: 4 bang cach hat
10ml dich ty xwong d3 pha lodng vao timg éng facol 15 ml day nhon da
chuén bi sin 4 ml dung dich Ficoll. Chu y phai dat nhe nhang tranh lam x4o
tron bé mat tiép xuc giira dich tiy xwong va dung dich Ficoll. Ly tim 30 phut
tbc d6 3000 vong/phut, sau d6 hat 16p té bao don nhan (khoang 3-4 ml) vao

6ng Facon 15ml méi. Lép nidy nam gitta 16p dung dich Ficoll (mau tring) ¢
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dudi va huyét twong (mau hong) ¢ trén. Rura khdi té bao don nhan thu duoc
trong 5ml PBS. Ly tdm 1500v/phut trong 10 phut. Loai bo dich ndi thu 14y
can té bao.Tao huyén phu khdi té bao thu dugc trong 5ml moi trudong. Dém sd
luong té bao, xac dinh mat do. Cubi cung, cho dich huyén phu té bao vao chai

nuoi céy loai dién tich 25cm?2.

Huyét twong

Lép té bao don nhan

Ficoll

i

~ Ficoll

Hong cau

A B
Hinh 2.4. Hinh danh dich tiiy xwong truéc (A) va sau ly tdm (B)

Chu y: Lop té bao don nhan thu nhan thanh cong phai thdy dugc bang

mat thudng, ranh gidi rd, c6 mau tring duc. (Hinh 2.4)

2.2.3.2. Nuéi cdy té bao goc trung mé.

- Nghién ctru lya chon gia thé nudi cay:

Chiing t6i st dung gia thé nudi cdy chinh 1a chai nuéi flask 25 cm® va
budc dau thir nghiém nuoi cay trén gid thé 3D 1a manh md xuong xO0p nguoi.
Viéc lya chon xuong x0p voi mong muon tao ra mot gia thé 3D 1a nhiing mau

xuong chira té bao gdc c6 thé sir dung cay ghép truc tiép vao mo xwong, khép
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dé diéu tri. Cac manh xuong trong nghién ctru nay c6 kich thudc rat nho, lay
ra tir cac doan xuong duoc hién cho Labo Cong nghé md ghép dé nghién ctru.
Gi4 thé truyén thong: chai nuéi flask 25¢cm?2 cta hing BD

Gia thé xwong x6p: xuong xOp cit thanh 10 mau nho kich thudc
3x3x3mm (n =10). Xt Iy lam sach tiy, md, protein, khir khoang bang cach
ngam trong dung dich hydroxy peroxyt 30% x 4 gio, ngdm trong HCL 0.5N
trong 30 phit. Rura lai nhiéu lan trong nudc cit vo trung, rira siéu am lan cubi.
Qui trinh nham loai bé hoan toan cac yéu t6 gy doc, gdy mién dich cho té
bao nuoi céy. bong kho trong diéu kién ap suét 0.04 mbar, nhiét do -56 do C.

- Tién hanh nuoi ciy
Nudi ciy dugc tién hanh theo 2 giai doan, so cip va thir cdp
Nudi cdy so cdp:

Huyén phu khdi t& bao don nhan thu duoc sau ly tdm cho vao chai
flask. Tiép tuc cho vao chai 5ml méi trudng nudi ciy MSC, dit trong ta
nudi véi 37°C, 5% CO2. Sau 48 gid khi thay té bao da bam day can thay moi
truong mai, loai bé moi truong cii. Thay mdi trudng mdi can tién hanh 2-3
ngay/lan, mdi lan 5 ml. Khi té bao moc 70 -80% dia nudi cdy thi cdy chuyén.
Nudi cdy thir cap (cdy chuyén):

o Nubi cdy trong chai flask:

Hut bo moi truong cii, rira 2 1an bang PBS.Cho vao mdi chai 2 ml
trypsin/EDTA dé trong 3-5 phit. Quan sat dudi kinh hién vi, khi t& bao co
tron thi bat hoat trypsin bang méi truong DMEM va 10% huyét thanh. Thu
dich huyén phu vao dng falcon 15ml, ly tdm véi téc do 1500v/phit trong 10
phut. Thu ldy té bao, pha lodng cac t& bao vao méi truong mdi, ti 1& 1/3. Cho
té bao vao chai flask dit & ta nudi 37°C, 5% CO,.

Nubi cdy thtr cdp sau 5-7 ngay té bao moc dat 70 -80% dién tich day

chai nudi, co6 hinh dang t€ bao gidng nhu nudi cay so cap. Trong nghién
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ctru ndy phuong phéap chon loc MSC duoc tién hanh theo phuong phap cua
Shahdadfar A (2005).

o Nghién ctru thir nghiém nudi cdy trén gia thé xuwong xdp:

Gia thé xuong x0p sau khi xir 1y duoc U trude 24h trong moi trudng
nuoi céy, sau d6 bom cham té bao 1én gia thé . Mat do dung dich chura té bao
:10° t& bao/ml. Pua gia thé chta t& bao vao méi trudng nudi cdy, c6 diy du
cac diéu kién vé khi, nhiét d6. Cach thay moi truong, thoi gian thay , theo ddi
su phat trién cua té bao tién hanh nhu nudi trong chai flask. Viéc quan sat té
bao trong gia thé khé hon nén can quan sat k¥, cha y nhiing té bao phat trién

bén canh gia thé

- Ddnh gid kha nang phdt trién cia té bao nudi cdy bing phirong phdap

xdy dung dwong cong tang truong:

Puong cong ting truong duogc thiét 1ap dé phan tich cac dic diém phat
trién ctia kiéu té bao hay dong té bao. Phuong phap xay dung dudng cong ting
treong bang hé théng x-celligence duoc tién hanh nhu sau: tach cac té bao bang
trypsin, tai huyén phi cc té bao trong méi truong, nudi ciy té bao & cac nong do
nhét dinh trong dia nuéi chuyén dung c6 dién cuc bang vang. Hé théng x-
celligence s& cho phép xéac dinh s luong té bao trén bé mit dia nudi. Do bé mit
dia nudi duge trai cac vi dién cuc nén khi cac té bao tang sinh va bam Ién céac
dién cuc lam gia tang di¢n trd. BO phan xur 1y cua hé théng cho ra s6 liéu va biéu
d6 minh hoa dudng cong ting trudng. Quy trinh cy thé tién hanh nhu sau:

e Pha loang lugong té bao thu duogc sao cho néng dé dat dugc khoang
5000 té bao/ml. Hat huyén phu té bao cho vao dia nudi cé dién cuc
bang vang chuyén biét cua hé thdng x-celligence.

e Nudi té bao trong hé théng x-celligence & diéu kién 37°C, 5% CO2.

e Két qua dudng cong ting truong duoc xay dung dua vao s lidu thu
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dugc. Qua trinh nay tién hanh trén 5 mau, moi mau 1ap lai 6 lan.

- Nhdn biét té bao goc trung mé - Phwong phdp tao cum

Céc té bao gdc trong qua trinh nudi cay s& tang sinh tir mot té bao gbc ban

dau, phan chia nhiéu 1an va tao ra mot cum(colony) 1a mot quan thé té bao gidng

nhau. K¥ thuat nay dua theo tac gid Ahmadbeigi N (2010).Quy trinh nhu sau:

Nudi ciy té bao v6i mat do 200 té bao/cm’

Thay méi trudng 2 ngay /lan.

Sau 7 ngay rira té bao trong PBS.

Pém s6 cum tao thanh va sb luong té bao trong 1 cum.

Thuc hién trén 10 mau (n=10).

- Cdc ky thudt ddc hiéu dé xdc dinh té bao nudi cdy la té bao goc trung mé

Ky thudt hoa mo mién dich

- Cb dinh té bao nudi cdy boi PFA 4% khoang 15 phut.

- Ruaté bao v6i PBS 3 lan, mdi 1an 5 phut.

- Bit hoat khang nguyén khong dic hiéu boi huyét thanh trong 30 phut

- Rura té bao.

- U véi khang thé so cap: CD14, CD34, CD44, CD90 d qua dém &

4°C.,

- Rua té bao.

- U voi khang thé thr cip trong tdi khoang 45 phut.

- Rura té bao.

- Nhudm nhan té bao DAPL

Panh gia két qua bang quan sat hinh anh té bao dwong tinh, am tinh véi

dau 4n nao bang kinh hién vi huynh quang.
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Ky thudt do dong chay té bao (flow cytometry)

Trong nghién ctru nay ching té6i danh gia marker cia MSC sau nuoi
cdy duoc tién hanh dua theo k§y thuat do dong chay té bao va cac té bao ¢ lan
cdy chuyén P4 dugc chon dé phan tich marker dic trung cho MSC. Quy trinh
tién hanh nhu sau:

- Tach cac té bao nudi cdy khoi bé mat chai nudi bang enzym
trypsin/EDTA 0,25%.

- Chuyén té bao vao dng ly tim 15ml, ly tim trong 5 phat dé thu 1y té bao.

- Rura té bao bang PBS pH 7.4, ly tam trong 5 phut dé thu nhan phan té bao.

- Huyén phu té bao & mat d6 1x 10°té bao/ml trong dung dich PBS

- B6 sung khang thé so cp (c6 gin chat phat huynh quang) & d6 pha
lodng thich hop, tron déu u & nhiét dd phong trong 30 phut.

- Rira mau té bao.

- U méu té bao v6i khang thé tht cap trong 15 phut.

- Phan tich két qua bang may flow cytometry va st dung phian mém
Cell Quest pro.

Padnh gia b6 sung khd nang da biét héa ciia té bao géc trung mé: biét héa
thanh té bao mé

Trong nghién ctru ndy chung t6i thir nghiém kha ning biét hoa cua té
bao gdc trung mo thanh té bao m&. Qui trinh thuc hién nhu sau:

- Chuan bi mdi trudng biét héa té bao md gdm: DMEM, 0,2mM
indomethacin, 50u axit ascorbic, 0,5uM dexamethasone.

- Khi té bao dat 70-80% dién tich dia nudi, cho vao mdi truong cam ung
biét hoa, thay moi trudng 2 ngay/lan. Theo ddi kha ning biét hoa sau 2-3 tuan,

- Panh gia su tich tu cac giot m& trong bao twong té bao khi quan sat
duéi kinh hién vi soi ndi, hodc nhuém Oil red O, thay c6 su hién dién céc
giot m& trong bao tuwong té bao. Giot m& thuong xut hién vao ngay 5-7 sau
bi¢t hoa. Qui trinh dua theo tac gia Shahdadfar A (2005).
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Qui trinh nhuom Oil Red:

- Loai bo méi trudng nudi ciy

- C6 dinh mau

- Nhuom té bao vé6i Oil red, i 10-20 phut.

- Loai bo thudc nhudm bai nude cit hoic PBS

-Quan sat dudi kinh hién vi dédo nguoc. Nhimg t& bao md tich trix

nhiing giot md s& c6 mau do cua thubc nhudm.

Oil red 1a thuéc nhuém mau do, hoa tan trong lipid. Khi nhuém mAu té
bao dé c¢b dinh, bt ky noi nao ¢ chira giot md, Oil red s& hoa tan trong d6
lam ching ¢6 mau do.

Cdc déu hiéu khang dinh MSC:[35]
- Sau tir 3-5 ngay nudi cdy, thu dugc quan thé tuong d6i thuin nhat.

Thong thuong dé khang dinh 1a MSC dwa vao cac tiéu chi sau:

Hinh thai, dic diém: cac té bao c6 hinh dang giéng nguyén bao soi, tao

thanh cac cum, bam vao bé mat chai nudi céy.

- Vé marker bé mit: biéu hién duong tinh:CD44, CD?9, biéu hién am
tinh: CD34, CD14

- V& kha ning da biét hoa: MSC c6 kha ning biét hoa thanh té bao
xuong, t& biao md.
2.2.3.3. Biét héa té bao goc trung mé thanh tao cét bao.

V& 1y thuyét, cac MSC dugc biét hoa trong médi truong co
dexamethasone, ascorbic, p — glycerolphosphatase s& biét héa thanh tao cot
bao. Sau biét hoa (biét hoa thanh cong) dinh danh phat hién yéu té tao xuong
trong té bao bé‘mg cac k¥ thuat dic hiéu nhu nhudm héa mé mién dich véi
marker osteocalcin, nhuém alizarin red, quan sat tinh thé khoang dudi kinh

hién vi dién tir quét.
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Quy trinh biét héa tién hanh nhw sau:

- Chuén bi méi truong biét hoa: 1a méi trudng biét hoa xwong bd xung
10mM B-glycerolphosphat (sigma), 50ug ascorbate (sigma), 107 M
dexsamethasone (sigma).

- Nudi cdy té bao khi dat mat do khoang 10.000/ cm” trong 16p don.

- Pua té bao vao moi truong biét hoa.Thay mdi trudong 2-3 ngay/
1an.Thoi gian biét hoa tir 14-21 ngay.

Sau bi¢t hoa 21 ngay, dinh danh té bao.

Cdc ky thudt dinh danh té bao sau biét héa:

Trong 15 miu da biét hoa, 1y ngau nhién 5 miu dinh danh bang
nhudm Alizarin red, 5 mau nhudm héa mé mién dich véi marker osteocalcin,
5 mau lam k¥ thuat siéu cdu trac. Qui trinh dinh danh nhu sau:

+ Pinh danh bang k¥ thuat nhuom Alirarin red

Alizarin 1 loai thuéc nhudm c6 nguén géc thuc vat. Alizarin red 1a dan
xudt cua alizarin dugc st dung dé phat hi¢én ra ion Ca c6 trong cac mau mo
hay té bao. Su két hop ion Ca va Alizain red tao ra phuc hop Alizarin- S- Ca
c6 mau do cam. Nhu vady muc dich cua phuong phap nhudm la phat hién ra
ion canxi trong mau nghién ctru. Cac bude tién hanh:

- Khir nuée mau té bao

- Rira lai mau bang PBS

- U voéi dung dich thubc nhudém trong 5 phit

- Kiém tra sy xuat hién mau dé cam dudi kinh hién vi dao nguoc
- Rira mau bang PBS dé loai b thuéc nhuém

Danh gia két qua bang cich quan sat thiy té bao va ving ngoai bao s&
¢6 mau do cam 1a du hiéu duong tinh.

+ Dinh danh bé‘mg k¥ thuat nhudém héa mé mién dich véi marker osteocalcin
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Qui trinh thyc hién nhu nhuém hdéa md mién dich vdi marker la
osteocalcin.

+ Dinh danh bang ky thuat hién vi dién tir quét (SEM)

Muc dich cta k¥ thuat nay 1a danh gia su tao xwong in vitro bang

quan sat su hinh thanh tinh thé khoang trong mau nghién ctru:

- Rua mau bang dung dich dém cacodylate, rtira 3 1an, 2 phat/1 lan

- C6 dinh mau 2,5% glutaraldehyde trong dém cacodylate

- Rira miu bang dung dich dém cacodylate, rira 3 lan, 2 phut/lan

- Cb dinh 1an 2 bang axit osmic 1% pha trong dém cacodylate

- Rira miu bang dung dich dém cacodylate, rira 3 lan, 2 phut/lan

- Lam khdé mau: Khir nuéc trong miu co6 ndéng d6 bang con ting
dan50°, 70°, 85°, 96°, 100°. Khir con ethylic bang T.Butyl: 30 phut/lan x3 lan.
Sau d6 dé ngan da ti lanh dé con chuyén dang tinh thé. Bbc bay con T-Butyl
trong may JFD 100 trong 2-5 gid

- Ma phi mau bang vang béi may JFC-1200

- Quan sat dudi kinh hién vi dién tir quét.
> Ghép té bao gbc méd xuong trén thuc nghiém

Ky thuat cdy ghép tu thin té bao sau nudi cdy biét hoa 7 ngay dinh
huéng dong tao cbt bao dé ghép trén thuc nghiém nhim bd sung cho két
qua vé kha ning tao xuong trén thuc nghiém cua dong té bao dugc biét
hoa tir t& bao gdc trung md theo hudng tao ¢t bao. Quy trinh ciy ghép va
danh gia dugc tién hanh nhu sau:

Chuén bi 15 tho cung do tudi. Tién hanh quy trinh choc hut, phan lap
nudi cdy, biét hoa té bao gbc trung md tay xwong nhu quy trinh da nghién
ctru. Mau nghién ctru ctia mdi thd dugc danh sd phu hop véi tho dé dé sau

nay ghép trd lai, tranh nham 1an. Cac bude tién hanh nhu sau:
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- Tao 6 khuyét xuong: Lwa chon ving dau dudi xuong dui 2 bén, khoan
moi bén mot 16 c6 duong kinh 0,5cm, siu khoang 0,5 cm. Tat ca cac 15 ¢6
kich thudc bang nhau.

- Bom té bao gdc: Bom lan lugt vao mdi 16 mot giot dung dich moi
truong chira té bao gdc trung md di biét hoa theo hudng tao cdt bao, mat do
10°/ml vao 16 khoan bén trai. LS khoan bén phai chi bom méi truong khong
chtra té bao. Sau ghép theo ddi toan than va tai vi tri ghép ¢ thoi diém 3 tuan,

6 tuan.

Hinh 2.5. Bom té bao goc vao 16 khuyét dau dwéi xwong dui thé

- Panh gia kha ning tao xuong in vivo cta té bao di biét hoa sau ghép
tai thoi diém 3 va 6 tuan trén tiéu ban nhuém H.E, nhudm Masson’s, tiéu ban
hién vi dién tir quét. Chi tiéu danh gia: khéi lugng xuong tao ra, mat do tao
cdt bao. So sanh ving xwong khong ghép té bao. Trén siéu vi thé: quan sat va
nhan xét sy xut hién cac tao cot bao, huy ¢t bao va cbt bao vung xuong co

ghép té bao, so sanh tiéu ban xuwong khong ghép té bao
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2.2.3.4. Bao quan lanh té bao sau biét héa
- Phuwrong phdp bdo quan lanh té bao
Str dung 90 mau léy ra tir viéc chia nho sb mau té bao sau biét hoa,
chia thanh 3 nhom bao quan trong 3 méi trudng khac nhau vé nong do FBS.
Moi trudng bao quan 1a DMEM/F12 ¢6 b6 sung DMSO va ty 1& FBS ¢ ba
ndng do khac nhau: MT1 (10% DMSO); MT2 (10% DMSO va 15% FBS);
MT3 (10% DMSO + 30% FBS). Thoi gian bao quan té bao 1a 2 tuan.
Cach tién hanh:
- Hut bé méi truong cii, rira 2 1an bang PBS
- Cho mdi chai 1ml trypsin/EDTA trong 3-5 phut
- Quan sat duéi kinh hién vi, khi té bao co tron thi bt hoat trypsin bang
mdi truong DMEM vé6i 10% FBS, huyén phu nhe dung dich té bao.
- Thu dich huyén phu té bao vao 6ng falcon, ly tim véi toc do 1500
vong/phut trong 10 phut.
- Thu té bao, huyén phu 200ul méi trudng, xac dinh mat do té bao.
- Cho vao cryotube véi mat d6 10°107 té bao/ml.
- Béo quan té bao & 4°C trong thoi gian 30 phut, -20°C trong thoi gian 1
gi0, -80°C dé qua dém roi cho trong nito 1ong (-196°C).
Hét thoi gian bao quan, rd dong dé danh gia kha ning sdng cua té bao
sau bao quan va kha ning phat trién cua té bao:
- Lay cryotube ra khoi nito 16ng, dit ngay vao bon 6n nhiét 37°C trong 2
phut.
- Pha lodng dich bao quan v6i mdi truong nudi, ly tim véi van tde
1500v/phtt trong 10 pht.

- Thu lay té bao, huyén phi véi mdi truong nudi.
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Pdnh gid té bao sau bao qudn bang nhudm trypan blue 0,4%

Ty 1¢ t& bao sdng sau bao quan dugc xac dinh bang k¥ thuat nhuém
trypan blue 0,4%. Tién hanh nhu sau: Tron dung dich té bao sau ly tim
vo1 dung dich xanh trypan blue voéi ty 1€ 1:1 vé thé tich, dé o nhiét do
phong. Chuén bi budng dém Neubauer, nhé dung dich trén vao budng
dém.Dém té bao trén kinh hién vi & 4 6 vudng 16n ciia budng dém, dém
sO té bao song va sd té bao chét. Cac té bao chét bat mau xanh do mang
té bao bi ton thwong nén ngdm thudc nhudém xanh trypan blue, cac té
bao sdng c6 mang té bao con nguyén ven nén sang mau do khong ngdm
thudc nhudm.

Ty 1é té bao song tinh bang cong thirc: A= S6 luong té bao séng/(sd

lugng té bao séng + sb lugng té bao chét) x 100.

- Nuoi cay té bao sau bao quan:

Tiép tuc nudi cay dé danh gid kha nang phat trién cua té bao sau bdo quan.

2.3. Chi tiéu nghién ctru

Xéc dinh duoc phuong phap giam dau hiéu qua nhét, vi tri choc hut,
k¥ thuat choc hut cho dich tuy xwong du sb lugng, dam bao chat
lugng dé tach chiét té bao.

Xéc dinh k¥ thuat xtr Iy mau dich tay xuong cho két qua tot nhét.
Lay du 30 mau dich tiy xuong sau choc hiit du tiéu chuan: vo tring,
khong dong, khéi luong 1.5 — 2.0ml/mau.

Léy dt 30 mau dich té bao don nhansau phan 1ap, tach chiét c6 mat do
10° t€ bao don nhan/ml.

Nuobi cdy ting sinh thanh cong 30 mau té bao gdc trung mo.

Dinh danh 10 mau bang hai k¥ thuat: k¥ thuat do dong chay té bao

(flow cytometry), n=5 va k¥ thuat hoa mé mién dich (n=5).
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= Biét hoa thanh cong 15 miu té bao goc trung md thanh tao cot bao.

= Pinh danh 15 miu khing dinh tao cbt bao bang ba phuong phap, mdi
phuong phap 5 mau (n=5): 5 mau bang ky thuat héa md mién dich co
két qua duong tinh v&i marker té bao tao xuong, 5 mau bang k¥ thuat
quan sat trén tiéu ban siéu ciu trac c6 ling dong tinh thé khoang, 5 mau
bang k¥ thuat nhuém Alirazin red c6 lang dong can xi.

=  Ghép trén thuc nghiém cho 15 tho té bao duoc biét hoa dinh huodng tao
cdt bao dé nhan xét kha nang tao xwong trén in vivo.

= Bao quan 90 miu tao cdt bao. Ty 1& té bao sdng sau bao quan dat trén

80%. Nudi cdy té bao sau bao quan tiép tuc phat trién trén 100% sd mau.
2.4. Pia diém nghién ciru

Nghién ctru dugc thuc hién tai B mon M6-Phoi, Truong Pai hoc Y Ha
No1i, khoa huyét hoc, bénh viénTrung wvong quan doi 108.
2.5. Xir Iy s6 liéu

S6 liéu thu nhan duoc xir 1y bang phan mém xu 1y théng ké SPSS.
Phuong phap xir Iy s6 liéu T-test, anova, kiém dinh tuong quan Pearson.
2.6. Dao dirc trong nghién ctru

Nghién ciru thuc nghiém nén van dé dao dirc khong dé cap dén.Tuy
nhién,chung toi han ché t6i da sir dung dong vat va trude khi 1am cac tha

thuat phai tién hanh gay mé, gay té dé giam dau.
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Chuong 3
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Két qua phan lap, nudi cy ting sinh té biao gbc trung méd tir tiy

xuwong tho.

3.1.1. Két qua choc hut, phan lip té bao gdc trung mé tir tity xwong tho

3.1.1.1. Két qud lwa chon phirong phép giam dau

Bing 3.1. Két qud lua chon phwong phdp giim dau

Phwong phap Kha ning ¢6 | Kha niing thao tic choc | Hiit tity thanh

giam dau dinh hut cong
Gay té tai chd Kém Kho 0/5
, D& lam, nhiéu nguy co
Gay mé Tot 3/5
tho tir vong
Gay té phdi hop , i

Tot D¢ lam, mau tinh 5/5

gy mé

Nhdn xét: Két qua tir bang trén cho thdy phuong phéap gy té tai chd tho
hay ctr dong, kho choc hut. Phuong phap gy mé dé lam nhung tho lau tinh
hoic dé ngimg thd. Phuong phap giy mé phdi hop gay té tai chd cho thao tac
choc hut dé dang, dong vat mau tinh, ty 1¢ choc hut tiy xuong thanh cong la

cao nhat.
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3.1.1.2. Két qua lya chon vi tri choc dich tuy xwong

Bing 3.2. Két qud lira chon vi tri choc dich tiiy xwong

Kha nang thao Mire do
Vi tri . Thanh cong
tac ton thuwong
Mau chuyén 16n Kho quan sat Nang 0/5
U ngdi Kho quan sat Nang 0/5
Mao chau Dé quan sat Nhe 5/5

Nhan xét: Két qua cho thay tai vi tri mau chuyén 16n, u ngdi kho quan
sat, thao tac kho, kho ¢b dinh, ton thuong ning. Vi tri mao chau dé quan sat,
ving d6 c¢6 ban xwong rong nhat, dé thao tac, mirc do ton thwong nhe va co ty
1é hut dugce tiy xwong cao nhét.
3.1.1.3. Két qud s6 lwong va chdt luong dich tity xwong sau choc hiit

Bing 3.3. Két qua sé lwong, chit lwong dich tity xwong sau choc hit, ly

tam, tich chiét

: Lwong dich tiiy | Tong té bao don nhén sau ly
Thong s6 nghién ciru p
xwong (ml) tam(x10”)/1ml tiy xwong thé

S6 miu (n=30) 12+43 6.7+1.12

Nhan xét: Két qua tir bang trén cho thay sé lugng tuy xuong choc hit
trung binh 13 12 + 4.3 ml, s t& bao don nhan thu dugc 12 6,7 x10° t& bao/ml.

Céac mau dich tity xwong ndy sir dung dé nudi ciy tang sinh.
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3.1.2. Két qua nudi céy ting sinh té bao gbc trung mé tiy xwong
3.1.2.1. Két qud nuéi cdy so cap

30 mau té bao don nhan choc hut tir 30 tho sir dung nudi cdy, ting sinh
theo 2 budc, nudi cdy so cip (lan dau) va thi cap (cay chuyén). Két qua nudi

cdy so cdp sau 15 ngay duoc trinh bay & bang sau:

Bing 3.4. Két qua MSC thu dwoc 6 giai doan nuéi cdy so cdp (P0).

, Tong so té bao don nhan Tong té bao bam dinh
Thong so p . T
sau ly tam (x10°)/1ml tay | dia nuoi cay (x107)/ tong
nghién ciru .
xuwong thé te bao don nhan

S6 méu (n=30) 6.7+1.12 12.04 +2.94

Nhén xét: Qua bang 3.4 nhan thiy sé lugng té bao gdc trung md & giai

doan so cap (P0) 1a 12.04 x 10* té bao/tong té bao don nhan.

Té bao sau khi phan 1ap tir tiy xuong c6 dang hinh cau, da dang vé kich
thude khi quan sat dudi kinh hién vi soi nguoc. Ngay sau khi nudi cdy quan
sat dudi kinh hién vi c6 thé nhan biét va phan biét mot s6 dang té bao thong
qua hinh dang. Trong mau con st lai mot it hdng cau ¢ hinh dia 16m 2 mat

con té bao don nhén ¢o kich thudc nhod hon, hinh tron déu (Hinh 3.1).
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Hinh 3.1.T¢ bao don nhan phén Igp tir tity xwong thé sau ly tam, chwa nuéi
cdy. (KHV soi nguwoc x 100)

Sau 24 gio nudi, mot sd t& bao bam vao day chai nudi cay va trai ra
gidng nguyén bao soi. Bén canh d6 con nhiéu té bao ndi lo limg trong dich
nudi. Nhimng té bao bam dinh duoc cho 1a té bao gdc trung mo.

Sau 5-10 ngay nudi cdy, hau hét t& bao c6 dang té bao gbc trung mod
va bam vao day chai, tuy nhién ¢ giai doan nay con céc té bao ndi lo limg
(Hinh 3.2), (Hinh 3.3).
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=

Hinh 3.2. Quin thé té bao sau nuéi ciy 5 ngay. KHV soi nguoc (x200).

Nhan xét: Sau nudi cay 5 ngay ¢ giai doan so cap cd6 mot sd té bao don nhan
bén canh té bao c6 hinh dang cua té bao gdc trung md. Té bao c6 mat do thua
(20% dién tich bé mat chai nudi cdy). Céc té bao phat trién da hudéng trén bé

mat dia nudi cay.

Hinh 3.3. Qudn thé té bao don nhin sau nudi cdy 10 ngay. KHV soi
nguwoc (x200).
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Nhén xét: Cac té bao c6 mat d6 twong ddi cao (80% dién tich bé mit chai
nudi cay)

Luc ndy, cic té bao dang nguyén bao soi trd nén ndi troi hon so véi té
bao khac. Khi mét dd té bao cang cao, té bao tang sinh cham. P61 khi tai mét
s6 vi tri xut hién céc t& bao co tron, ndi 1én, du hiéu cua su chét té bao do
thiéu dinh dudng. P4y 1a giai doan can phai ciy chuyén dé cung cip khong
gian va dinh dudng.
3.1.2.2.Két qua nudi cdy thir cap (cdy chuyén)

- Nudi cdy trong chai nudi flask

Sau 7-10 ngay nudi cdy so cap, quan thé bat dau hop dong va chiém
70-80% dién tich bé mat binh nudi. Thoi diém nay thich hop cho cy chuyén.

Sau cdy chuyén tir 3 dén 5 ngay, té bao phat trién nhiéu 1én c6 hinh
dang gidng nguyén bao soi va hinh thanh cac cum té bao. Sau 7 -8 ngay, cac

té bao hop dong phu kin bé mit nudi cay. (Hinh 3.4; Hinh 3.5; Hinh 3.6).

)

TB don nhan

<— MSC

Hinh 3.4.Quan thé té bao cdy chuyén lan 3 (P3) sau nuéi cdy 3 ngay. KHV
soi nguoc (x 200).
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Nhdén xét: Dén giai doan cay chuyén lan 3 té bao c6 dang hinh tron giam gan
hét chi con lai cac té bao gidng nguyén bao soi. Té bao c6 mat do thua thét

(20% dién tich bé mit chai nudi céy)

Hinh 3.5.Quan thé té bao cdy chuyén lan 3 (P3) sau nuéi cdy 5 ngay. KHV
soi nguoc (x 200).

Nhdn xét: Sau nudi cay 5 ngay & lan ciy chuyén 3 thdy cac cum té bao lan dan

bé mit chai nudi. (Mat do té bao hon 50% dién tich bé mit chai nudi)
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Hinh 3.6.Qudn thé té bao ciy chuyén lin 3 (P3) sau nuéi ciy 10 ngay. KHV
soi nguoc (x 200).

Nhdn xét: Sau 10 ngay nudi ciy té bao phu gan kin bé mat chai nudi cay
Quén thé té bao c6 dang nguyén bao sgi twong ddi thuan nhét
3.1.2.3. Theo déi ting sinh ciia té bao nudi cdy

Pé theo ddi tdc do phat trién cua té bao nudi ciy, ching t6i xay dung
duong cong ting trudng bang hé théng X-celligence voi mau té bao thu hoach
& giai doan P4, cdy trén dia 96 giéng dién cuc bang vang chuyén dung. Su

phat trién cta té bao duogc biéu thi trén Biéu do 3.1.
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Biéu dé 3.1. Toc dé ting truéng té bao do dudi hé thong X-celligence

Biéu d6 3.1 cho thaytir 0 dén 2 gio 1a thoi diém té bao mdi nap 1én dia
nén té bao van lo ling chua bam dia. Tir 2 gio dén 49 giod, thiy dudng cong

ctia biéu d6 c6 d6 ddc 16m. Sau 50 gio, dudng biéu dién co xu hudng di ngang.
3.1.2.4. Khd nang tao cum, bam day ciia té bao nudi cdy

Dac tinh cua MSC 1a kha ndng tao cum dang nguyén bao soi (CFU-F)
khi cdy chuyén & mat do thwa. Sau 7 ngay nudi cdy, chung t6i dd quan sat

thay 10 cac cum té bao.
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Hinh 3.7.Hinh dnh cum té bao sau nuéi cdy 7 ngay (x 200).

Quan sat trén kinh hién vi thiy duoc cac cum té bao kha rd. Sau 7 ngay

nuodi cay moi cym c6 trén 50 te bao.

5 ngay 10 ngay

Hinh 3.8. Kha néng ting sinh, bam ddy va tao cum ciia té bao nuéi ciy

ting din theo thoi gian
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Bing 3.5. Két qud theo doi sw bién doi hinh dang, diic tinh té bao goc

trung mo sau nuoi cdy

SO0 mau c6 té | SO mau c6 | SO mau co te
Mau nubi cay bao giong te bao bao tao cum
nguyén bao s¢i | bam day

Tong s0
cum té bao

n=10 ) 10/10 10/10 10/10 107+ 25
(mat do 200 te
bao/cm?2)

Nhdn xét: Chon ngau nhién 10 mau té bao sau nudi céy vo1 mat do 200
té bao/cm2 quan sat kha niang bién doi vé hinh dang, dic tinh cua ching. Két
qué cho thay: 100% sb miu c6 té bao bam bé mat chai,100% co hinh dang giéng
nguyén bao soi, 100% s6 mau tao cum. SO cum té bao trung binh 1a 107 + 25.

Két qua cho thiy cac t& bao nudi cdy mang dic diém cua té bao gbc trung
md. Tuy nhién, dé dam bao chic chan, chung t6i str dung k¥ thudt dinh danh voi
cac marker dac hiéu.

- Nudi ciy té bao trén gia thé xuwong xp déng kho

Sau khi gia thé dugc bom té bao gdc va dé trong méi trudng nudi ciy voi
day du cac diéu kién nhu nuéi trong chai nuéi flask, theo ddi su phat trién cua té
bao va sy bién dbi ciia moi truong nudi cay. Ngdy thir 5, moi truong doi mau va
c6 nhiéu té bao lan xung quanh gia thé, thay hinh anh té bao binh thudng giéng
nguyén bio soi, gidng dang té bao bam trén dia nudi thuong. (Hinh3.9). Tuy
nhién vi day khong phai 1a gia thé dugc lwa chon chinh nén ching t6i khong

theo ddi su phat trién cta té bao trén gia theé.
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Gia thé
xuong Xop

Hinh 3.9.Té bao goc trung mé nudi trén gid thé xwong xop
Nhén xét: MSC phat trién binh thuong xung quang gia thé xuwong xdp. Tuy
nhién hoi kho quan st thay té bao trén cac vach xuong.
3.1.2.5.Két qua dinh danh té bao goc trung mé
Ngoai cac dic tinh nhu hinh dang, kha ning bam xudng day chai nuoi,
phat trién tap trung thanh cac cum té bao, dé dam bao chac chan 1a té bao
gbc trung mo, chiing toi tién hanh mot sd k¥ thuat dic hiéu nham phat hién
cac marker ctia chiing va kha ning da biét hoa cua té bao gbe trung mo.
e Dinh danh bang kj thudt do dong chay té bao (flow cytometry):
MSC duoc nudi ciy dén giai doan P4 thu dugce quan thé té bao tuong

d6i thuan nhat, tién hanh xac dinh marker bé mit té bao bang flow cytometry.
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Hinh 3.10. Két qua xdc dinh marker ciia MSC bang kj thudt
do dong chdy té bao
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Bing 3.6. Két qud xdc dinh ty Ié % dwong tinh mét sé marker ciia té bao

goc trung mé ity xwong thé bang ky thudt do dong chay té bao (flow

cytometry)
CD34 CD44 CD90
Marker CD14(n=5)
(n=5) (n=5) (n=5)
% Duong tinh 0,17£1,5 0,36+1,14 97,42+1,42 95,37+0,8

Két qua cho thiy ty 18 dwong tich trén 95% véi marker CD90,CD44;
biéu hién am tich dudi 2% véi marker CD14, CD34.

e Dinh danh bcfng ky thudt nhuéom hoa mo mién dich:

Két qua 5 mau té bao nudi céy ¢ giai doan P3, nhudm hoéa mod mién
dich v6i cac marker CD44, CD90, CD14 va CD34 cho thiy cac té bao biéu
hién duong tinh r6 vé1 CD44, CD90 va am tinh vé1 CD14, CD34 (Hinh

3.10; 3.11; 3.12; 3.13).

T

Nhan té bao

Hinh 3.11.Té bao goc trung mé dwong tinh véi CD44.Hinh A: Nhin té

bao bit mau xanh va hinh B: Té bao bit mau dé. (Té bao cdy chuyén giai

doan P3 - Nhuom HMMD x 500)
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Hinh 3.12.Té bao goc trung mé am tinh véi CD14. Hinh A: MSC. Hinh
B: Nhén té bao bit mau xanh va hinh C: Té bao khong bit mau. (Té bao
cdy chuyén giai doan P3 - Nhuém HMMD x 500)

T

Nhan té bao

Hinh 3.13.Té bao goc trung mé dwong tinh véi CD90.Hinh A: Nhan té
bao bit mau xanh va hinh B: Té bao bit mau dé. (Té bao cdy chuyén giai

doan P3 - Nhugom HMMD x 500)

Hinh 3.14.Té bao goc trung mé ém tinh véi CD34.Hinh A: Nhén té bao
bdt mau xanh va B: Té bao khong bit mau. (Té bao cdy chuyén giai doan

P3 - Nhu¢m HMMD x 500)
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e Két qua biét hoa té bao gbc trung mo thanh nguyén bao md

Nubi cdy trong moi truong biét hoa té bao md 5 miu (n=5) té bao
gbc trung md cung 5 mau nudi trong mdi truong khong biét hoa (n=5). Két
qua cho thdy cac miu té bao nudi trong moi trudng cam wng tao md sau
thoi gian 3 dén 5 ngay bat dau chuyén dan thanh dang da dién voi sy xuat
hién cac giot m& nho trong bao twong & ngoai vi té bao (Hinkh 3.16), nguoc
lai cac mau nuoi trong moi trudng khong cam ung tao md hoan toan khong
coO hién tuong trén. (Hinh 3.15).

Theo thoi gian, cac giot m& nho cé xu huéng 16n dan va hop nhét
lai cung véi su bién d6i hinh thai té bao thanh dang hinh bau duc hoic
hinh cdu. T4t ca cac mau té bao trong nghién ctru cua chung toi déu co
kha nang biét hod thanh nguyén bao md trong moi trudong bi¢t hoa sau

khoang 3-5 ngay.

Hinh 3.15.Té bao goc trung mé nudi cdy nhung khong biét héa.( x200).
Hinh dang MSC ddc trung, khong co sw khac biét
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Hinh 3.16 Té bao goc trung mé nudi cdy trong méi trwong biét héa tao
mo' sau 5-7 ngay. (x200).
Nhdn xét: Nudi cady MSC trong mdi truong biét hoa tao md sau 5-7 ngay té bao
chuyén dang thanh té bao da dién det trong bao twong xuat hién cac giot md

Hinh 3.17. Té bao géc trung mé nudi cdy trong méi truwong biét héa tao

mé sau 5-7 ngay nhupm Oil —red O. Cdc giot mé bit mau dé(x 500).
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3.2. Két qua biét héa té bao goc trung mé thanh tao cot bao va két qua
bdo quan sau bi€t héa

3.2.1. Két qua biét héa té bao goc trung md thanh tao c6t bao in vitro

Bing 3.7. Két qud dinh danh sau biét héa té bao goc trung mé iy xwong
thanh tao cot bao

Nhudm Hoéa mo6 mién .
Ky L. Hién vi dién ti
S0 mau Alizarin red dich
thudt | & pao ,
.. So So
Y dinh | SO mau i N , N
So Sé S6 | miu | S6 | miu
x danh . duong N N
mau mau mau | dwong | mau | duwong
tinh
tinh tinh
5/5
MSC 15/15 5 5/5 5 5/5 5

Nhén xét: S6 mau dé dinh danh té bao 1a 15 miu , trong d6 5 mau bang
k¥ thuat nhuo¢m Alizarin red, 5 mau bﬁng k¥ thuat nhud¢m hoa moé mién dich
va 5 miu bang k¥ thuat hién vi dién tir quét. Cac mau ldy ngau nhién.

Dénh gia su biét hoa dya trén:
- Hinh thai vi thé té bao
- Su khoang héa trong chét nén
- Biéu hién marker bé mat té bao
Két qua biéu hién bang trén cho thay ty 1& dwong tinh 100% & ca ba k¥ thuat.

Céc té bao trong mdi trudng nudi ciy thong thuong khong dinh hudng

biét hoa c6 dang hinh soi kich thudc to nho khong dong déu. Ranh gidi té bao

v6i bé mit nhira nudi cay 1d nét. (Hinh 3.18)
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Hinh 3.18. Té bao géc trung mé nuéi cdy khéng biét héa

Nhimg té bao nudi cay voi moi trudng cam tng biét hoa 4 ngay, té bao
bt dau co sy thay d6i hinh dang, tuy nhién hau hét van con dang thon dai.
Sau 7,14 ngay té bao co ngin lai, c6 dang hinh sao nhanh bao twong ngin va
dang hat dau 1a hinh déng dic trung cua té bao xwong ciing gidng nhu té bao

gbc d3 biét hoa thanh té bao chire ning (Hinh 3.19; Hinh 3.20).

L ; .
Hinh 3.19. Té bao goc trung mé sau 12 ngay bigt héa
theo hwong tao cét bao - (x500)
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Hinh 3.20.Té bao goc trung mé sau biét héa theo hwéng tao cot bao 21
ngay (x750).

Céc té bao khi nhudém véi Alizarin red, sau khi nhudém té bao va chat
nén bat mau d6 cam (Hinh 3.21). Mau d6 cam 1a phtrc hop cta thudc nhuém
v6i ion canxi hién dién trong té bao hay chit nén ngoai bao. Diéu nay ching
t6 cac MSC d3 chuyén sang dang té bao tao xuong véi su lang tu caxi trong té
bao va chat nén. Duéi kinh hién vi dién tir quét thiy té bao biét hoa sau 30

ngay xuat hién céc cac tinh thé khoang.

Hinh 3.21.Té bao goc trung mé sau sau biét héa 21 ngay nhudm Alizarin
red.(x 500). Té bao va mé nén gian bdao cé ving bdt mau dé cam (miii tén), c6
biéu hién dwong tinh véi Alizarin red.
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Duéi kinh hién vi dién tir quét cho thiy céc té bao dang biét hoa co
dang hinh da gidc v6i cac nhanh bao twong ngin. Cang vé sau, cac té bao
dugc cam Ung bi¢t hda cang tré nén thé6 nham do hién tugng canxi tich tu
nhiéu & bé mit té bao. O giai doan 30 ngdy sau biét hoa cac té bao co hinh
dang dic trung cla té bao xuong nudi cdy in vitro va chat nén ngoai bao ciing
khoang hoa rd nét. Cac tinh thé khoang tap trung thanh dam trén bé mat hodc
1an can té bao dang biét hoa (Hinh 3.22), (Hinh 3.23).

Iy ¥ .

Hinh 3.23.Té¢ bao goc trung mé sau biét héa 30 ngay dwéi HVDT quét. Tinh thé
khoang hinh thanh ré nét
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Osteocalcin 1a protein duge tong hop nhiéu trong té bao tao xwong va
duoc xem 1a marker cua té bao tao Xuong. Dé xé4c dinh marker t& bao sau biét
héa bing phuwong phip nhuém hoéa mé mién dich véi khang thé khang
osteocalcin. Két qua cho thay cac té bao sau biét hoa duong tinh voi khang thé

khang osteocalcin biéu hién té bao bit mau do (Hinh 3.24).

)

Nhan té bao

Hinh 3.24. Hinh dnh cdc té bao sau biét héa 15 ngay trong méi trwong cim
tng tgo xwong (nhu¢mHMMD biéu hién dwong tinh véi marker
osteocalcin (x200)).

Tém lai,15 mau té bao géc trung mo dugc biét hoa theo hudng tao cbt
bao, sau biét héa dinh danh bang 3 phuong phap dic hiéu véi phuwong phap

14y mau ngau nhién cho thiy 100% cic mau di duoc biét hoa thanh cong.
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3.2.2. Két qua ghép té bao goc trung mé biét héa theo huéng tao cot bao
trén thuc nghiém

Nhim x4c dinh kha nang tao xuong cua tao ¢t bao duge biét hoa tir té
bao gbc trung mo tiiy xuong theo quy trinh thyc nghiém, ngoai viéc dinh danh
dua theo cac tiéu chuan, ching t6i danh gia thém kha ning tao xwong cia
chung trén thuc nghiém c6 ddi chimg. Sau ghép té bao vao 6 khuyét xuong
tho, danh gia sy phat trién ciia xuong & cac thoi diém 3 tuan va 6 tuan trén
cac tiéu ban vi thé nhuém bing 2 phuwong phap Hematoxylin Eosin va
Masson’s. Két qua cho thay trén céc tiéu ban cia nhém nghién ctru (bom moi
truong cod té bao) co dAu hiéu cta sy tao xuwong m&i manh mé€ hon nhu di¢n
tich viing xwong méi nhiéu hon, ¢6 nhiéu tao cdt bao hon nhém ddi ching
(bom méi truong khong co té bao). (Hinh 3.25 va 3.26).

.

A B

Hinh 3.25: Hinh anh vi thé tai viing xwong ghép té bao (A) va khong
ghép té bao (B) sau 3 tuan (dnh trén: H.E va Masson’s dnh dwdi). NB:
xwong mdi hinh thanh.



81

Hinh 3.26: Hinh anh vi thé viing xwong cé bom té bao sau 3 tudn. 1:
Xwong mdi; 2: Ving dang ling dong can xi; 3: Cdc tao cét bao;
4: mach mau. (H.E)

Quan sat trén cac tiéu ban nhuém H.E va Masson’s 1ay ngau nhién giira
nhém méu c6 va khong ghép té bao, chung t6i nhan thay:

Dién tich xwong méi (NB) trén tiéu ban ving xuong cit qua 16 khoan ¢
bom té bao ctia tho nudi 3 tuan 16n hon so véi ving xuwong khong bom té bao.
(Hinh3.25)

Ving mo lién két noi chua hinh thanh xwong & nhom c6 bom té bao gdc
¢ biéu hién manh mé cta su tao xuong nhu tang sinh mach mau, léng dong
can xi, xuét hién céac té bao sun, dao sun. Hién tuong nay xay ra cham chap &
nhom khong ghép té bao. (Hinh 3.25)

Xuét hién nhiéu tao c6t bao trén cac vach xuwong ¢ nhom cé bom té bao,
it thay hon & nhom khong bom té bao (Hinh 3.26)

Trén hinh anh siéu cau tric (Hién vi dién tr quét), ving xuwong c6 bom té
bao xuét hién cac té bao tham gia tao xwong méi kha rd, trong d6 c6 ca hay

cdt bao. (Hinh 3.27)
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Hinh 3.27: Hinh dnh siéu vi thé tai viing xwong ghép té bao (A) va

khong ghép té bao (B) sau 6 tuan (Hién vi dién tir quét SEM).

3.3. Két qua bio quén tao cot bao sau biét héa
3.3.1.Ty 1¢ té bao song sau bdo 6 cdc moi trwong cé nong do huyét thanh
khac nhau (MTI1, MT2, MT3).

Chung t6i tién hanh bao quan 90 miu té bao dugc phan lap tir tay
xuong tho sau khi nudi cdy biét hoa dinh hudng dang tao cét bao, méi
truong bao quan khac nhau MT1, MT2, MT3 ¢6 thay ddi ty 16 FBS: 0%,
15% va 30% Quy trinh tién hanh nhu nhau cho cac dot thi nghiém. St
dung céc thiét bi, dung cu hoa chat déng bo trong qua trinh thi nghi¢m. Mat
d6 té bao, diéu kién nudi 1a dong nhat. Két qua ty 18 té bao sdng sau bao

quan theo bang, biéu do dudi day:
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Bing 3.8. Ty 1¢ té bao séng trung binh sau ri dong ¢ cdc moi truwong

MTIMT2,MT3

Théng s6 nghién

Gia tri nhé

Gia tri 16n

Gia tri trung

ciru ] ) binh p
nhat (min) | nhat (max)
Moi truong bao qu (Mean £ SD)
MT1 (n=30) 50,9 68,1 61,28 £3,89 | P1,2<0.001
MT2 (n=30) 72,4 92,96 82,19+ 5,45 | P2,3<0.001
MT3 (n=30) 76 93,05 87,07 4,18 | P1,3<0.001

(1,2: MTI1 so vo1 MT2; 2,3: MT2 so voi MT3; 1,3: MT1 so voi MT3)

100

TY 1¢ t& bao séng (%)

MT1

MT2

MT3

Biéu do 3.2. Biéu do biéu thi ty I¢ té bao song sau bdo qudn 6 cdc moi

truong khac nhau
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xét: Tix bang va biéu dd ta thay ty 1¢ té bao sdng trung binh sau

béo quan ¢ moi trudng 1 b ty 16 thap nhat: 61,28 + 3,89, mdi trudng 2: 82,19 +

5,45, moi truong 3 c6 ty 16 té bao séng cao nhit 1a 87,07 + 4,18. Su khac biét co
y nghia thong ké (p < 0,001).

Moi lién quan veé ty 1€ t€ bao song voi cdc mdi trudng bao quan khac

nhau thé hién ¢ cac biéu do dudi day:

100

95

85

80

75

MT2

70

65

90 -

y =0.9237x+ 25.595

60 -

354

50 -+

50 55 60 65 70 75 80
MT1

Biéu dé 3.3. Moi lién quan giita ty Ié té bao song vdi ty 1é huyét thanh cé

trong moi truong MTI va MT2

Nhdén xét: Ty 1é té bao sdng sau khi bao quan & mdi trudng MT1, MT2

c6 moi tuong quan tuyeén tinh thudn, & mirc do trung binh véi hé s6 tuong

quan cua ty 1¢ té bao séng sau bao quan & 2 mdi truong 1a r=0,437.
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100

95 -
y =0.549x + 53.433
90 -

85 -

80 -

75 1

MT3

70 -
65 -
60 -
55

50 i . _
50 55 60 65 70 75 80

MT1

Biéu dé 3.4. Moi lién quan giita ty Ié té bao song vdi 1y Ié hyét thanh cé

trong moi truong MTI va MT3

Nhdn xét: Ty 18 té bao sdng sau khi bao quan ¢ mdi truong MT1, MT3
c6 mdi twong quan tuyén tinh thuan, & mirc do thap véi hé sd twong quan cia

ty 1& té bao sdng sau bao quan ¢ 2 mdi trudng 1a r=0,262.
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100
95 |
y=0.432x+51.57
¢ * 0 oo
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E 85
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Biéu dé 3.5. Moi lién quan giita ty I¢ té bao song vdi 1y Ié hyét thanh cé

trong moi truong MT2 va MT3

Nhdén xét: Ty 1é té bao séng sau khi bao quan & méi truong MT2, MT3
c6 mbi tuong quan tuyén tinh thuan, & mic do trung binh véi hé sé tuong
quan cia ty 18 té bao sdng sau bao quan & 2 moi truong 1a r=0,316. Diéu nay
chung t6 rang FBS c6 tac dung lam ting ty 1¢ t& bao séng sau bao quan nhung
¢ muc do trung binh.

3.3.2. Két qud phdt trién tiép theo sau bdo qudn

90 mau té bao bao quan duoc nudi ciy tiép, theo ddi 10 ngay sau két
qua cho thay cac té bao van tiép tuc phat trién binh thuong.

Vé hinh dang té bao sau bao quan: Khéng quan sat thiy sy bt thudng
vé hinh dang té bao sau bao quan & ca 3 nhom (Hinh 3.28), (Hinh 3.29)
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Hinh 3.29.Hinh dang té bao sau bdo quén 6 cdc méi trwong MTI (A), MT2
(B), MT3(C)(x 150).

Sau rd dong va tién hanh nudi cdy tiép thiy té bao van phat trién nhu
trudce bdo quan.
Tur két qua trén, chung to1 rut ra nhan xét vé cac diéu kién tién hanh bao
quan lanh té bao nhu sau:
- Mat do té bao dua vao bao quan: 10°-10” TB/ml
- MB0i truong bao quan 1a méi truong co ban cd bd sung DMSO 10% va
FBS tdi thicu 1215%.
- Nhiét d6 bao quan - 135 d6 C hoic thap hon.
- Céc dic diém vé hinh théi, kha nang phat trién tiép theo khong thay do6i

sau bao quan.
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Chuong 4
BAN LUAN

4.1.TAch chiét, phan lap, nudi cdy ting sinh té bao goc trung mé tity xwong.
4.1.1. Vé két qua choc hut tily xwong, tach chiét, phan 1ap té bao gbc

Choc hut tuy xwong dé phan lap té bao 1a giai doan dau tién nhung c6
thé noi 1a quan trong nhit. Néu choc hut khong thanh coéng s& khong c6 hoic
khong dat chuan cho cac miu té bao nghién ciru tiép theo.

- Lwa chon phwong phap giam dau

Trong k¥ thuat choc huat tiy xuwong, gidm dau 1a mdt khau quan trong.
Giam dau khong t6t dong vat cir dong trong khi dang choc hit co thé gay tac
kim, ton thuong xwong ving choc. Giam dau qua liéu c6 thé gdy chét dong
vat. Vi vay, chliing t61 nghién ctu lya chon 1 trong 3 phuong phép gidam dau
phu hop sau khi tham khao tha thuat nay trén nguoi, gdy mé tinh mach, gay té
tai chd, gdy mé phdi hop gay té. Chung t6i nhan thay:

- Gay té tai chd bang novocain khong du giam dau dé choc hut tay xwong.

- Gay mé tho bang thiopental véi liéu 20mg/kg can ning qua duong tinh
mach ria tai don thuan dam béao duoc viée giam dau cho thu thuat choc hut tuy
xuong. Tuy nhién thuc t& cho thay, luong thuéc mé cho thé thuong khé kiém
soat lidu pht hop; néu gay mé siu tho dé bi chét hodc l4u tinh; néu gdy mé chua
du sau, tho bi cing co, gidy dap va gay that bai cho viéc choc hut tuy.

- Gay mé tho bang thiopental, véi lidu 17mg/kg can ning qua duong
tinh mach ria tai két hop gy té tiém tai chd bing novocain 14 phuong phap
giam dau phu hop nhét. Phuong phéap nay gitp giam liéu gy mé, giam thoi
gian gdy mé va giam dau tot.

- Lua chon vi tri choc dich tiy xwong

Vi tri choc hut rat quan trong, vi néu choc khong diung sé khong hut

duoc tuy, lvong dich tuy it.



89

Nam thé dugc chung tdi chon dé thur nghiém choc hut tuy xuong tai vi
tri u ngdi 2 bén, nhung déu khong thanh cong. Viéc phau tich u ngdi sau d6
cho théy, u ngéi cua thoé cé vi tri thép, tu thé choc rt kho; mit khéc, u ngéi co
kich thudc nho, khi choc dé 1am v& xuong.

Vi tri choc tai mau chuyén xuong dui dugc thuc hién trén 5 théd cling
khong thanh cong, do kho ¢ dinh vi tri choc, lugng tuy it, ton thuong nang,
1au héi phuc.

Vi tri choc tai mao chau phu hop nhét cho viéc choc hat tuy xuong tho:
mao chau quan sat o khi tho ngéi; vi tri & noOng, dé xac dinh, d& cb dinh, it
gay ton thuong khi choc va phuc hdi nhanh sau choc. 30 tho trong nghién ctru
nay déu dugc choc hit tiy xwong thanh cong tai vi tri mao chau.

- Ky thuat choc hut tiy xuwong

Sau khi lua chon diém choc hut, co thé rach da khoang lcm. Pé kim
khong bi truot, theo kinh nghiém ching téi dung miii dao boc tadch nhe mang
xuong boc 16 xwong xdp. Viée 1am nay tao diéu kién cho kim khi choc vao
xuong nhe nhang, dung hudng.

Dung kim choc tuy troca loai 2°’-13 gauge kém nong choc hoi chéch
ra trude va nghiéng khoang 30° cho phu hop dic diém giai phau cta xuong.
Khi kim qua ban xuwong dac, vira choc vira xoay nhe to1 do sau 8mm toi
phan xdp cua xwong chiu, xoay nhe kim nguoc v6i chiéu xoay thong thuong
roi rat kim ra khoang 1mm, rat nong cia kim. Luu y: khong duoc lac kim visé
1am rong miéng 16 choc & thanh xuong.

- Hat dich tiy xuong qua bom tiém (loai 3ml) d3 trang san dung dich
chéng dong. S6 luong dich tity xwong mdi 1an hut tir 0,5-1ml sau d6 thay bom
tiém dé 1am giam do pha loang v&i méu ngoai vi va chdng hién tuong dong mau.

Mot sb Tuu y: vO xuong, nguyén nhan do: vi tri choc bi Iéch, choc

khong chuin hudng, choc sdu qua hodc dong tac choc tho bao.
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Khong hut duoc ty xwong hodc hut duoc rét it tiy co thé do choc chua
td1, bi mang xuwong, vun xuong hoac cuc mau dong bit kin dau kim. Khong
tao duoc ap luc am khi huat hoac nhiéu bot do bom tiém gén chua chat hoac
miéng 156 choc ¢ thanh xuong qua rong.

- Dich tiy xuong 1ay ra duoc cho vao ngay cac dng Falcon loai 15ml da
c6 san Heparine dé chong dong .

- Qui trinh duoc 1p lai v6i bén mao chiu déi dién; thé tich dich tuy xuong
choc hut phu hop khoang 5ml/bén; tong lwong dich tay xwong khoang 10ml/thé.

Luong dich tiy khoang 10ml/tho phu hop cho viéc tach chiét va nudi
cdy té bao va dam bao cho tho song va hdi phuc tot. Két qua ciia chung t6i
cling phu hop vd6i nhan dinh ctia mot s6 tac gia nhu Huang JW, Xie XH
[85],[86].

Sau choc tity 1an 1 khoang 1 thang, tho c6 thé dugc choc tity 1an 2 véi
s6 luong dich tiy thudng chi dat 60-80% so véi lan 1. Theo kinh nghiém cua
chung t6i khong nén choc tay 1an 3 do luong tiy choc dugc thudng rat it boi
mo lién két dd xAm nhép va thay thé tily xwong sau nhitng 1an choc.

Méu

chuyén l6n Vi tri choc

pht hop nhit

Hinh 4.1. Vi tri gidi phdu choc tiiy xwong trén thé

Vén dé xtr 1y dich tuy xwong sau khi hut duogc rat quan trong.Yéu cau
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thao tac phai nhanh, dut khoat, néu cham tuy s& bi dong, néu bom khong ding
s& tao bot anh hudng dén chat lugng tuy.
- S6 lwong va chat lwong tily xwong sau choc hit

Chiing t6i da thyc hién thanh cong trén 30 mau: cic mau dich tiy
xuong khong bi dong, luong dich tiy ciing nhu luong t& bao don nhan thu
duoc kha cao. Nghién ctru cua Jau- Wen Huang (2006) cho thay lugng tuy
xuong choc hit trén mdi thé khoang 10ml 13 phu hop va du luong té bao
trung md cho nudi cdy [85]. Viéc hut qua nhiéu dich tuy xwong s& lam 1an
nhiéu té bao mau ngoai vi va anh huong dén viéc hoi phuc strc khoe cua tho
sau choc hut. Theo ching t61, mot tho chi nén choc hut t6i da hai 1an, cach
nhau 4 tudn dé dam bao chit luong va sb luong tay. Mt khac, do tudi ciling
c6 anh hudong dé sd luong va chit luong tily xwong. Nén can lya chon thod
nghién ctru trong do tudi phu hop.

Viéc tach khdi té bao don nhan tir dich tay xuong dugc ching toi thuc
hién bang phuong phép ly tim theo gradient ty trong té bao, sir dung dung dich
Ficoll ¢6 ty trong 1,077 g/cnr’[38]. Mdi loai té bao c6 ty trong khac nhau s&
ndm & nhitng 16p khac nhau cta dng ly tim. Sau ly tim khéi t& bao don nhén s&
tao ra mot 10p nam ngay trén 16p Ficoll va phan tach khoi cac loai té bao khac.

Ly tdm theo gradient ty trong phdi dugc thuc hi¢n trong modt moi
truong khong 1am suy yéu ciing nhu khong lam hong té bao sau khi duoc
phan 1ap vi n6 lién quan dén kha ning séng va nhiing chirc nang sinh hoc ciia
chung. Cac qua trinh phan lap va tinh sach dugc xem la cang vo hai thi cang
t6t néu chung khong chira bat ct tré ngai ndo trong sudt qua trinh thuc
hién.Cac thong s6 vé luc ly tAm, thoi gian ly tAm, va loai rotor dung dé ly tAm
c6 thé thay d6i khac nhau phu thudc vao yéu cau phan tich mau. Mot sé moi

truong ly tdm theo gradient ty trong thuong duoc sir dung 1a Percoll, Ficoll...
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Phén 1ap MSC dua vao kich thudc té bao thudng ap dung trén chudt.
Dua vao nhitng nghién ctu trén chudt nguoi ta st dung phim loc ¢é kich
thude 16 loc 70pum dé loc té bao.Theo Nadri S (2007) phan 1ap MSC tir tuy
xuong chudt bang phuong phép nay. Nhimg té bao qua duogc 15 loc thi cho
vao nudi cdy con nhirng té bao khong qua 15 loc thi loai bo. Phuwong phap nay
thuc hién thu duge té bao c6 dd tinh sach cao, dé thuc hién [47].

Két qua nghién ctru ctia chung t6i sau khi ly tim luong té bao don nhan
thu dugc cua mdi miu tiy xwong 1a 6,7+3,8x10° té bao (Bdng 3.3). Két qua
nay cho thdy muc tiéu cta qué trinh choc hut va phén tach tiiy xwong da dat
duoc va ciing phu hop véi két qua ctia Xie XH (2012) khi nghién ctru mé
hinh gin twong ty di thu dugc 10ml dich tiy xwong trén 1 tho voi 6,2+0,85 x
10° té bao don nhén sau phén tach [86].

4.1.2. V@ nudi ciy ting sinh té bao gbc trung mé tiy xwong
4.1.2.1 Gid thé nuéi cdy

Chai flask 1a gia thé nudi cdy truyén thong , sir dung gia thé nay thao
tac nuoi céy thun tién, dé thu hoach té bao, dam bao vo trung. Tuy nhién
nudi cdy trén chai flask khong thé tao nén mot vat mang té bao 3D, khong thé
tao ra mdt co quan, b phan. Muc dich chinh cta chiing t6i 1a nghién ctru, img
dung va chuin hoa qui trinh nén trong dé tai nay chang tdi sir dung chai nudi
flask 13 gi4 thé chinh. Bén canh do, dé thir nghiém kha ning phat trién cua té bao
gdc trung mo va kha niang ap dung thuc tién cdy ghép vao md xuong, chiing toi
sir dung 10 mau gia thé 1a xuong x6p dong kho sau khi khr hét tiry, md.

Mot trong nhitng tiéu chudn co ban dé nhan dang MSC 1a c6 cac phan
ttr bam dinh trén bé mit té bao, do vay trong diéu kién nudi céy ngoai co thé,
cac té bao nay c6 kha nang bam don 16p vao bé mit nhua nudi cdy.Trong khi
d6, HSC trong tay xuong khong c6 kha ning bam dinh nay, s& bi loai bé dan

khi thay mé1 moi trudong. Trong nghién ctru nay, chung té1 da xac dinh dugc
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lugng MSC thu dugc tir tity xwong. Sau khi tién hanh choc hat va nuéi cay té
bao, ly tim 14y té bao c6 sb luong té bao trung binh 14 6,6 x 10%1ml, sau nudi
cdy 10 ngay thi thu duoc luong té bao moc trung binh 13 1,2 x10°. Sau nudi
cdy 10 ngdy voi nhiéu lan thay moi truong, s6 lugng té bao mau con it, da sd
1a té bao dang nguyén bao soi gidng té bao trung méd (Hinh 3.3). Nhu vy, xac
dinh luong té bao bam day chai & giai doan so cap 1a 1,8 x10” té bao/ 10° té
bao don nhan (bang 3.4). Két qua nay ciing phu hop véi tac gia Xie XH
(2012) té bao bam dinh thu dugc & giai doan so cip 1a 1,92x10%/10° té bao
don nhan [86].

Hinh 3.1; 3.2; 3.3 mo6 ta sy phat trién té bao don nhan & giai doan so
cap thiy cac té bao dang hinh cau giam dan, sé lugng té bao gidng nguyén
bao soi tang dan.

Tur ngay thir 7 dén ngay 12 té bao c6 hinh dang gidng nguyén bao soi
kha day, trai rong chiém 70-80% dién tich bé mit chai nudi. Su tang sinh cua
té bao chi xép thanh mot 16p kin khit ddy binh nudi khong co hién tugng
chdng chéo 1én nhau ctia cac té bao (khac té bao K). O mét s6 chai nudi khac
dén ngay 12- 15 mat d6 té bao méi dat bao phu 70-80% dién tich, ching t6i
nhan thdy c6 mot sé mau chi khoang 6 ngay, phu thudc vao kha ning ting
sinh ciia mbi mau. O nhimg thd c6 sb luong té bao gde thu duoc sau ly tim
nhiéu thoi gian ting sinh té bao nhanh hon, khoang thoi gian phu kin chai
nudi nhanh hon. Nguoc lai, nhitng mau duoc thu nhan tily xuong tir thé ¢ s6
luong té bao gdc it thi khoang thoi gian phu kin bé mit dia nudi dai hon. Mt
khac su phat trién cta té bao phu thudc vao tudi cua tho, khoang 6-8 tuan té
bao phat trién nhanh hon so vé&i tho ¢ 8 tuan [87]. Su khac nhau vé khoang
thoi gian dé t& bao phu kin bé mit dia nudi phu thudc vao sd lugng va tudi
ctia tho dung cho viée thu nhan té bao gdc tir tay xwong. O nhiing tho con non

thi mat do té bao gdc trong tiry xuong nhiéu va tinh gbc cao hon nén ching
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tang sinh manh hon. Mit khéac, ngay ca nhitng mau c6 tho cing do tudi thi
thoi gian nudi dé té bao phu kin bé mit dia nudi ciing khac nhau, diéu nay do
ddc diém sinh Iy va sé luong té bao gbc trong tiy xuong ctia mdi con bién
dong khac nhau [87],[88].

Nudi cdy trén gia thé xwong x6p. Chung toi bude dau nghién ciru nudi
cdy trén gia thé xwong xdp nham phat trién cdc mo thay thé. Trén co so tng
dung cac nguyén tic sinh hoc, k¥ thuat dé phat trién cac vat thay thé co kha
ning séng, nham khdi phuc va duy tri chirc ning cua md xuong.

Do day cua lop té bao dugc tao ra trong gia thé phu thudc vao do
khuyéch tan ciia té bao qua cac 16 xdp trong gia thé. Cac té bao co thé dé dang
di chuyén vao nhitng phan ngoai cung cta gia thé va khong thé phan bb dong
nhat trong khip gia thé vi tinh di dong ngiu nhién va su khuyéch tan dudng
chat han ché.

Lép té bao trén cung tiéu thu phan 16n oxy va dudng chat lam han ché sy
khuyéch tan ciia cac thanh phan nay do d6 lam giam s6 té bao di cu siu vao bén
trong gia thé. Do d6 viéc quan sét thay té bao bén trong gia thé 1a rat kho

Xuong xdp c6 cdu trac 16 xp cho phép su di chuyén té bao, hd tro su
hinh thanh mach mau va viéc cung cip chit dinh dudng tir méi trudng bén
ngoai vao bén trong gia thé dién ra thuan loi. Do d6, méd xwong xdp c6 kha
ning cam ung tao xuong va thic ddy qua trinh hinh thanh xwong méi tai vi tri
mo ghép.

Tuy nhién dé viéc nubi té bao trén gia thé 3 D 1a kha khé khin, trang
thiét bi nuoi cdy phai chuyén biét: nhu nudi cdy trong chai khudy. Nudi cdy
ctia chiing toi trén dia petri nén budc dau thay c6 su dung nap té bao 1én gia
thé va gia thé khong gay doc cho té bao.

Nhu vay, qua lua chon trén thuc té nghién ctru, chung t6i thiy chai nudi

flask 14 nén nudi cay phu hop nhit véi té bao gdc trung mé trong pham vi dé
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tai nay. Hinh anh cic té bao phat trién xung quanh gia thé xuong x6p
(Hinh3.9) cho thiy gia thé co tinh pht hop sinh hoc, khong doc cho té bao.
4.1.2.2. Méi truong nudi cdy té bao goc trung mé

Chat dinh dudng giir vai tro ti can thiét trong nudi cay té bao, ching 13
nhan t6 quyét dinh sy that bai hay thanh cong su phat trién cia té bao in vitro.
Céc chat dinh dudng thiét yéu giup té bao phan chia nhu aminoacid, acid béo,
duong, cac vitamin va cac phén tir can thiét duy tri moi truong hoa hoc cho cac
té bao. Mot sb thanh phan c6 thé giir nhiéu vai tro hon ching han nhu sodium
bicarbonate duoc str dung dé duy tri pH thich hop va tao ap suat tham thau.

Hau hét lipid trong mdi truong 1a hdn hop acid béo hay choslesterol.
Nang luong trong moi truong thuong 1a glucocid [89],[90],[91].

Gharibi B (2012) nghién ctru nudi ciy MSC bd sung céc cytokine acid
ascobic, FGF, EGF, PDGF, IL-6, transferrin hodc Wnt 3a so v&i moi trudong
ching:MEM, 10% FBS, 1% khéang sinh trong thoi gian nudi cay dai. Panh
gia sy anh huong ciia cytokine 1én sy tang sinh té bao, tinh gdc cia té bao.

Nghién ciru nudi ciy MSC tir P4 dén P10 b6 sung cac yéu to FGF, acid
ascobic, PDGF, EGF va Wnt3a c6 thoi gian nhan doi quén thé 1an luot 1a 2.5,
2.7, 2.8, 3.05 va 4.2 ngay so voi nhom nudi cdy bo sung IL-6, Wnt3a, nhém
chung tuong tmg 1a: 7.6, 7.8, 8.1 ngdy. Su ting sinh té bao & giai doan P4 véi
cac yéu t bd sung khac nhau thi phat trién twong tu nhau, cang vé sau sy phat
trién té bao cang c6 su khéac biét. I1-6, transferrin khong anh huéng dén thoi
gian nhan ddi cua té bao hay tong s té bao ciia nhan d6i quan thé. B sung
cac yéu to acid ascorbic, FGF-2, PDGF vao mdi trudng nudi cdy thi két qua
s6 luong té bao ting gap 1000 lan so voi nhém ching. Nghién ciru su két hop
cac yéu tb acid ascorbic, FGF-2, PDGF vao mdi truong nudi cay hodc FGF-2
két hop acid ascorbic, PDGF hodc ca 3 yéu té két hop lai sé luong té bao ting

tor 1 dén 2 1an so vd1 moi mot yéu to don.
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Thoi gian nudi cay té bao hay bo sung cac yéu t ting trudng khac lam
thay d6i ty 18 ting sinh, tiém ning ty d6i méi “self-renewal” va kha ning biét
hoa ctia MSC. Theo cac nghién ctru trude cac gen duy tri tinh gde cua té bao
“stemness” nhu gene Nanog, Oct-4, KIf2...Cac yéu t6 bd sung nay lam giam
cac biéu hién gen tinh gbc nudi cay ¢ nhitng giai doan sau [92],[93].

Piéu kién 1y hoa trong nudi cay té bao nhu: nhiét do, pH, ap suat tham
thau, cac pha khi phai 6n dinh. Pic biét oxy ¢o vai trd quan trong trong sinh
truong, ting sinh, biét hoa t& bao.Trong méi trudong nudi cdy cac phan tir oxy
trong khong khi ludn c6 xu huéng khuyéch tan vao trong méi trudng nudi
cdy. Nong d6 oxy phd bién ding trong t nudi té bao thudng 16 — 20%.

Tuy nhién, mot s6 nghién ctru gan ddy cho rang néng do oxy c6 anh
huong dén dic diém té bao gdc. Nghién ciru ciia Lennon.PP (2001) thiy rang
nudi cdy MSC & giai doan so cdp tiém nang hinh thanh cum cao va ting
cudng dic diém biét hoa tao cot bao khi nudi ciy ¢ diéu kién 5% 02 [94]

Malladi p (2006) nuodi cdy MSC tir md md chudt thay ty 18 ting sinh
cao nhung giam kha ning biét hoa tao xuwong, sun & diéu kién 2% 02 [95]

V& mau sdc méi trudng nudi ciy: méi trudng twoi cé mau do hong, &
nhiing ngay dau ciia qué trinh nudi ciy so cap, khoang 1-4 ngay méi thay moi
truong, cang vé sau thoi gian thay méi trudng cang ngan dan. Té bao ting
sinh nhanh mau ctia mdi truong nudi cy thay doi tir hdng do chuyén thanh
mau hong nhat rit nhanh tham chi con chuyén thanh mau vang nhe va néu dé
lau thi té bao chét nhanh. Do té bao tang sinh manh thi thu nhan nhiéu chat
dinh dudng va dao thai cac chit chuyén héa lam thay ddi thanh phan méi
truong, bién d6i mau moi trudng. Cac chat nay cang nhiéu, nong do cia
ching cang gia ting trong moi truong nudi dan dén co ché kim ham, e ché
kha ning tong hop, c6 thé gy ton thuong té bao, tham chi giy chét hang loat.

Sy bai tiét cua té bao 1am moi truong bi axid hoa va chat chi thi trong moi
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truong (d6 phenol) doi mau. Do vy, trong nudi cdy can chi y dén thoi gian
thay moi truong dé dam bao sy ting trudng cua té bao [4].

Phén 14ap dua vao hinh thai cua té bao, dic diém MSC & tho quan sat
duéi kinh hién vi thdy hinh thai va cdu trac twong tw MSC & ngudi. MSC ¢
nhan 16n hinh trimg, chat nhiém sic min, hat nhan 3. Cac bao quan rat phong
phu, c6 dang gidng nguyén bao soi va gidng té bao soi [96].Theo tac gia Tan
SL (2013) duong kinh trung binh cta t& bao ¢ trén tho c6 chiéu dai
202,66+8,40 pm, chiéu rong 13,09+ 0,91 pm. O trén nguoi chidu dai té bao
152,04443,35 pum, chiéu rong 9,82 £ 0,66um [97].

Duéi kinh hién vi dién tir thay té bao c6 nhan 16n, khong déu, 1énh tam,
nhan té bao chira nhiém sic thd. Bao tuong c6 bo Golgi, ludi nd1 bao va ti thé
c6 hinh dang khac nhau. Bé mat té bao xuét hién nhiéu vi nhung mao.

V& hinh thai t& bao c6 nhiéu vi nhung mao & quanh té bao, co6 thé giai
thich diéu nay 1a kha ning di cu & mé [98],[99],[100]. Theo tac gia Colter va
CS (2001); Prockop va CS (2001) cho rang té bao MSC thudng c6 2 nhan va
c6 sb luong 16n khong bao [1017],[102].

Trong nghién ctru nay, chung t6i st dung moi truong DMEM/F12
10%FBS, 1% khéang sinh khang ndm v&i 30 mau té bao don nhan dugc phan
lap tir tity xuong thé nudi cay. Két qua nudi ciy qua nhiéu dot, cac mau té bao
déu moc va phat trién tot dat ty 16 100% ké ca sau ciy chuyén lan tht 10
(P10) dic diém hinh thai va kha ning ting sinh cia té bao van khong thay doi.

Nhu vy mdi trudng ching toi st dung co chat luong twong dbi 6n
dinh.Mo6i truong ctia chung t6i chira cac yéu té twong tu Tan SL va cs (2013).
Nudi cdy v6i khdi té bao don nhan c6 chira té bao gbc thu duge sau ly tam tir
dich tiy xuong cua thd, dugc nuoi trong méi truong: DMEM/F12 + 10% FBS
+200mM GlutaMax-I +1% khéang sinh, sau khoang 8-12 ngay loai bo té bao
khong bam dinh ciing thu duoc quan thé té bao twong d6i ddng nhat c6 hinh

thai gibng nguyén bao sgi ma tac gia cho 1a MSC [97].
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Karaoz E va cs (2009) nuéi cdy khdi té bao géc don nhan & tay xuong
ctia chudt, saul2-15 ngay thu duoc 16p té bao don, hinh thai giébng nguyén
bao soi chiém 80% dién tich day chai nudi cdy va & cac 1an cdy chuyén sau
hinh thai té bao van khong thay d6i cho dén 1an cay chuyén thar 25 [103].

Theo Lee TC va cs (2014), sau nudi cdy 1 tuan chi xuét hién vai té bao
gidng nguyén bao soi. Sau 2 tuan nudi cay, so luong té bao gidng nguyén bao
SQ1 trai gén kin bé mat dia nuédi [104]. Nhu vay, két qua nghién ctru va nhan
dinh cua chung t6i cting phu hop voi tac gia khac.
4.1.2.3.Cdy chuyén va khd ndang phdt trién cia té bao

Do té bao phén chia theo cap sd nhan nén cang vé sau, bé mit binh nudi
cdy cang duogc phu nhanh. Mit khéc, kiém soat ngoai bao ciing tac dong dén
su tang sinh t& bao. Chu trinh té bao dwgc didu khién boi cac tin hiéu tir moi
truong. Khi mat do té bao thip, t& bao c6 khong gian tiép xuc véi méi truong
rong lam ching c6 kha nang trai rong, s& di vao chu trinh phan bao. Nong do
té bao cao s& tc ché sy phat trién cua té bao thong thuong (khong phai té bao
K). Thoi diém nay thich hop cho cdy chuyén nham cung cip chat dinh dudng
va khong gian cho té bao phat trién. Nudi ciy so cap thanh cong khi té bao
moc khoang 70-80% dién tich day nudi ciy.

Thong qua cdy chuyén, luong té bao ban dau dugc pha lodng ty 1¢ 1: 3.
Téc d6 phat trién cua té bao twong d6i nhu nhau giira cac 1an cdy chuyén va
cao hon trong nudi cdy so cap. So voi nudi cay so cip, thoi gian té bao bam
day va toc do phat trién ciing nhanh hon 5-7 ngay 1a ciy chuyén duoc [44].

Sau khi t& biao moc 70-80% dia nudi cdy thi tién hanh ciy chuyén,
thuong dung enzym dé tach cac té bao. Cau ndi gian bao c6 ban chat la
protein, do vdy cac protease sir dung dé tach té bao 1a nhiing enzym thiiy phan
protein nhu: trypsin, collagenase, dispase hay nhimg t6 hop khac. Viéc sir

dung enzym, c6 thé riéng 1¢ hay két hop tuy thudc vao muc dich.
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Trypsin chiing rat pho bién trong viéc tach té bao. Xir 1y té bao bang
trypsin dan dén su cudn tron té bao. Khi céc té bao co lai, cac lién két trd 1én
long 1éo va dé dang té bao dugc tach ra boi tac dong co hoc. Hoat tinh cua
trypsin s& bi bat hoat boi huyét thanh. Trypsin khong tac dong dic hiéu cho
loai protein, vi vAy c6 thé phan cét cac protein & mang va giy v té bao khi
dung néng do6 cao, hodc cho tac dong trong thoi gian dai. Nong do trypsin
thuong dung dé tach té bao 1a 0.25%, doi khi 1a 1%.Trypsin cit cic cau nbi
hau nhu hoan toan [4].

Sau khi thu duge dung dich té bao huyén phu trong méi truong nudi, tiép tuc
nudi cdy o giai doan tiép theo.
4.1.2.4. Ky thudt danh gid sy tang sinh té bao

Chung t6i nudi cdy MSC véi mat dd 5000 té bao/ giéng trén dia chuyén
dung 96 giéng co dién cuc bang vang. Nudi cdy MSC trong mdi trudng co
DMEMF12, 10%FBS, 1% khang sinh va khang nam. Hinh 3.1 cho théy, tir 0
dén 2 gio 1a thoi diém té bao mdi nap 1én dia nén té bao van lo limg chua bam
dia. Tir 2 gio dén 49 gio, thiy duong cong cua biéu do co6 dd doc 16n. Ching
t6 thoi gian nay dién tich tiép xuc giira té bao véi bé mit dia nudi ting nhanh.
Pay la khoang thoi gian té bao tang sinh manh nhat. Sy tang sinh sé luong té
bao s& ti 1é thuan véi dién tich tiép xuc té bao v6i bé mit dia nudi. Sau 50 gio,
duong biéu dién c6 xu hudng di ngang. Diéu nay c6 thé giai thich do té bao
da tang sinh toi da, bé miat dia nudi khong con dién tich trong dé té bao bam
hodc té bao chong 1én nhau. Mit khac, c6 thé do méi trudong dinh dudng
giam, strc séng té bao giam dan. Té bao chét ting 1én bong khoi bé mit dia
nuoi. Quan thé té bao di vao pha suy tan.

Puong cong ting truong duogc thiét 1ap dé phan tich cac dic diém phat

trién cua kiéu t€ bao hay dong té€ bao.
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Su gia tang s luong té bao ciing thuong duge str dung nhu mot phuong
phap danh gia anh hudng cta hormon, chat dinh dudng va nhimg yéu t6 khac
1én mot kiéu té bao chuyén biét. Sy ting trudng, hay sy ting sd luong té bao 1a
danh gia tot nhat cho sy dap ung sinh hoc, bdi né duge xac dinh va anh hudng
b6i nhiéu nhén t6 khac nhau, bao gdm céac chat gay nguyén phan, su thay doi
trong mirc d6 dinh dudng, su van chuyén va cac nguyén nhan khéc.

Theo tac gia Liu C (2014) nghién ctru nudi ciy phan lap MSC tir dia
gian d6t séng, nudi ciy té bao trong moi truong cd6 DMEM, 20%FBS,
100u/ml penicillin, 100pg/ml streptomycin, danh gia su ting sinh té bao boi
k¥ thuat MTT. Két qua cho thay thoi gian nhan doi quan thé 1a 17,8 gio [105].

Thoi gian tang sinh té bao phu thuoc vao mat do té bao nudi céy, moi
treong nudi cdy, ngudn té bao. Theo tac gia Kern (2006) nghién ciru nudi
ciy ting sinh MSC tir 3 ngudn: tiy xuwong, mau cudng ron va tir moé md,
nudi cdy trong méi truong DMEM-I va 10% thanh phan bo xung phat trién
MSC. Thoi gian nhan d6i quan thé cia MSC-BM c6 ty 1¢ thap tir P4- P6,
theo sau 1a MSC-AT ting sau & P3, MSC- USB ty 1é ting sinh cao nhét &
tat ca cac P dén P9 [106].

Yang XF (2011) nghién ciru nudi cay ting sinh hADSCs v6i mat do té
bao 5 x 10’ t& bao/ giéng cua dia 24 giéng, trong moi trudng DMEM-L, 10%
FBS, 100U/ml penicilin, 100mg/l streptomycin. Thdi gian nhan d6i té bao 1a
24.8 gio. Ty 1¢ tang sinh cua té bao khong khac nhau gitra cac P nghién ciru
nudi cay dén P12 [107].

Tan SL (2013) nghién ctru nudi cdy MSC tay xuwong, mat do té bao 1,8
x10% giéng cia dia 96 giéng trong mdi trudong DMEM-L, 10% FBS, 1%
khang sinh va 200mM glutamax. Thoi gian nhan d6i quan thé tMSC 1a 6,4 +
1,3 gio; d6i voi hMSC 1a 7,6 + 1,7 gid [97].



101

Bruder SP (1997) nghién ctru su ting sinh cia hMSC gdm 2 nhom té
bao: nhém nudi cdy hang ngay thay moéi trudng (N1) va nhém nudi ciy 3
ngay thay méi truong/1 1an (N2). Mdi P thi hMSC ting sinh ¢ giai doan dau
té bao thich ing vi moi trudng nudi cay 1a 24-36 gio, giai doan ting trudng
1a 4-6 ngay. Giai doan ting trudng phu thudc vao giai doan nudi cdy va su
phan chia té bao. O ca 2 nhém sy tang sinh té bao dén ngay 9 ngay 10 ty 1é
tang sinh cham lai. Tuy nhién, nhom N1 ty 18 té bao ting sinh nhanh hon so
v6éi nhom nudi cdy N2 ¢ giai doan dau. Nudi cdy dén P10 sd luong té bao
tang sinh & nhdm N1 va N2 ty I¢ tang sinh sy khac biét khong c6 y nghia
thdng ké. Sau P10 sy ting sinh té bao giam, mot s6 mau dung ting sinh &
P12, mot s6 mau con lai van tang sinh cham P12-P15 [18].

Fekete N (2012) nghién ctru nudi cdy MSC theo tiéu chuin GMP té
bao nudi cdy phai dam bao vo tring, an toan va hiéu qua dén san pham
cudi cung [108].

Bernardo ME (2007) cong bd nghién ctru hMSC tir tily xuong va mau
cubng ron duoc nudi cdy bo sung PL hodc FCS c6 thé nudi cay dén P25 hoic
dai hon khong mit di dic diém kiéu hinh va chirc ning sinh hoc ciia MSC.
MSC sau phén 1ap va nudi cay 44 tuan khong thiy c6 cum nhiém sac thé nao
bét thuong tim thy karyotype [109].
4.1.2.6. Ddu hiéu nhdn biét té bao g6'c trung mo - kha nang tao cum

Dura vao kich thudce, hinh dang cua cum (dd 16n, 46 day ddc bén trong,
hinh dang vién) va d¢ 16n cta cac té bao trong cum, ngudi ta co thé biét duoc
tiém ning cua t& bao gbe hinh thanh nén cum dé. Ngoai ra con biét sé lugng
té bao gbc trung mo trong khdi té bao goc thu duge.

K¥ thuat tao cum nguyén bao sgi CFU (Colony forming units-
Fibroblast - CFU). Khi nudi ciy cac té bao tiy xwong ty trong thip, mdi cum

nguyén bao soi 1a mot tdp hop riéng biét ciia cac té bao gidng nguyén bao soi
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(fibroblast —like cell) bam dinh vao bé mit nudi cay phat sinh tir mot té bao
tién than trung mo duy nhat. Xét nghiém nay duoc thuc hién kha nhanh chéng
va chinh xac c6 thé 13p lai nhidu 1an khi can thiét, dugc coi la xét nghiém
“tiéu chuan” trong danh gia té bao gbc trung mo [81].

Sy hinh thanh cum té bao khi nudi cdy 1a mot chi tiéu danh gia kha
nang tu [am maéi ctia mot loai té bao can khao sat.

Nghién ctru cta chiing t6i nudi cdy tao cum voi mat do MSC tay xuong
1a 200 t& bao/cm2, s6 cum thu duoc 1a 107 + 25 cum. Theo tac gia Liu C
(2014) nghién ctru phan 1ap va nudi cay nguén MSC tir dia gian dt séng &
tho, nudi cdy tao cum trong moi truong 20% FBS, sau 3-4 ngay bit dau hinh
thanh tao cum, cac cum co kich thudce khac nhau 1-3mm. Hinh thai té bao
giéng nguyén bao soi, cum té bao hinh thanh phu thudc vao mat do té bao.
Nghién cliru théy méat d6 t& bao 200 t& bao/cm?2 cb hiéu qua tao cum cao nhat.
Sau 10-12 ngay nudi ciy cum té bao lan rong co thé cay chuyén [87].

Nadri S (2007) nghién ctru nuéi cay tao cum trén MSC tay xuong &
chudt, véi mat do té bao 100 té bao/ cm2 nudi trong 7 ngay s6 cum tao ra la
7043.4 va 20+4,2 1an lugt & moi trudng nudi co thay méi truong va khong
thay moi truong [47].

Xét nghiém nuoi céy tao cum dang nguyén bao sgi co thé xac dinh
chinh xac sb luong té bao gdc trung mé thu duge. K thut nay duoc tac gia
Hernigou PH dung dé dém sb luong té bao gdc trude khi tiém vao 6 khop gia,
hoai tir chdm xuong dui [81].
4.1.2.7. Cac ky thuat dinh danh dac hiéu 1é bao g6'c trung mo

Ngoai cac dic diém nhu hinh dang, kha ning bam day, tao cum ching
t6i tién hanh thém cac k¥ thuat dinh danh dic hiéu nham khang dinh chac
chén ddi twong nghién ciru 13 té bao gdc trung mo.

MSC ¢ P4 dugc dinh danh marker bé mit bang k¥ thuat flow cytometry
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va h6a mo mién dich. Két qua cho thiy té bao duong tinh véi CD44, CD90 va
biéu hién am tinh CD14, CD34.

CD90 dugc cho 1a nhimg marker dic hiéu cta té bao gdc trung mo.
Tan SL va cong sy (2013) d3 so sanh té bao gdc trung mo tay xuong & ngudi
va tho. Quan thé té bao duge st dung xac dinh marker 1a & P2 hoac P3 cho
thdy CD90 biéu hién 96,9% ¢ MSC tir tay xuwong tho, va biéu hién 100% &
MSC tir tiiy xwong & nguoi [97]. Két qua nghién cliu cta chung t6i CD90
biéu hién duong tinh 95,37%.

CD44 1a receptor hyaluronan ¢ vai tro trong su di cu cua té bao, 1a
nhimg marker biéu hién trén bé mit trong hau hét quan thé t& bao gdc trung
mo[5]. Két qua nghién ctru cta chiing t6i cho thiy CD44 biéu hién dwong tinh
97,42%. Két qua nay phu hop vé6i két qua nghién ctru cia Lee TC (2014) trén
tho: 97,32% [104].

Cac marker CD14, CD34 dugc biét 1a marker té bao géc tao mau.
CD14 1a khang nguyén bé mit cho té bao monocyte. Té bao duong tinh CD34
c6 thé 1a té bao gdc tao mau.

Mot vai két qua nghién ctru gin day cong bd xac dinh marker té bao
gbc trung md bang ca 2 phuong phap Flow cytometry va RT-PCR, trong do
so sanh hai marker CD44, CD105 trén ngudi va tho. CD44 cua té bao gbc
trung mé & ngudi va tho biéu hién mirc do twong ty nhau & mic RNA. Tuy
nhién hMSC so sanh véi tMSC su biéu hién CD105 cao hon ¢ mic RNA.
Nghién ciru trén flow, hMSC biéu hién duong tinh CD44, CD105 trong khi &
tho chi biéu hién dwong tinh v6i CD44 va am tinh véi CD105. Marker cta
MSC gifra nguoi va thd co6 mdt vai sy khac biét [97].

Theo nghién ctru ciia Lee TC (2014) trén 25 marker biéu hién trén té
bao gbc trung mo, ty 1& dwong tinh cua CD14 1a 0,17%, CD34 1a 0,36%.
Trong khi d6 CD44 1a 97,32%, CD90 1a 95,37%. So sénh su biéu hién marker
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MSC gifta nguoi va tho trén 25 marker c6 9 marker biéu hién sy khac biét,
khong co6 & trén tho [104].

Marker bé mit cia MSC khong c6 marker cta té bao gbc mau nhu CD3
(receptor cia T cell), CD34 (marker ctia t& bao tién than tao mau), CD45
(marker cua t& bao bach cau) va biéu hién manh CD73 (ecto-5’-nucleotidase),
CD90 (Thy-1) va CD105 (endoglin). Pic diém marker ctia MSC thuong theo
tiéu chuan ISCT [35] ddy 1a tiéu chuin co ban dé so sanh cac MSC thu dugc &
cac lab khac nhau. Ngoai ra, su biéu hién marker con phu thude vao diéu kién
nuodi cay.

Nghién ctru profile marker cia MSC thiy mét sé marker biéu hién sau
phan 1ap khac véi MSC sau cay chuyén. CD73, CD105 biéu hién dwong tinh
ctia MSC sau phan lap. CD44, CD271, CD146, CD106 két qua thay ddi trong
qua trinh nuodi cdy. Mtic do biéu hién CD106, CD146 giam trong qua trinh nudi
cdy. CD44 biéu hién am tinh sau phan 14p MNC & ca chudt va & ngudi, sau
nudi cdy CD44 biéu hién duong tinh manh. Diéu nay c6 thé giai thich bai MSC
sau ly tAm van con 14n nhiéu loai té bao khac, luong té bao MSC thap nén sau
nudi cdy MSC ting 1én din dén biéu hién marker MSC dwong tinh > 95%.
4.1.2.8. Céc ddu hiéu bé sung kha ning da biét héa - Biét héa té bao gbc
trung mo thanh nguyén bao mo

Mot trong cac dic tinh cua té bao gde trung md 1a c¢6 kha ning da biét
héa.Vi vy, chung toi nghién ctru bo sung gop phan dinh danh té bao nudi ciy
1a té bao gdc trung mo.

Mot s6 hormone, cytokine, vitamin, cac ion Ca*" cac hop chit tac dong
1én té bao co thé lam biét hoa té bao. Hau hét cac chit dugc xem 1a chit biét
hoa s€ tdc dong 1én té bao theo kiéu tac dong ctia hormone hay tin hi€u noi
bao. Sy tac dong nay lam cho té bao thay d6i sy biéu hién cua gen, mo hay

dong sy hoat dong cua cac gen lién quan.
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Nhiing thay doi nay dan dén thay d6i dan dan trong té bao theo mot
chiéu huéng nhat dinh pht hop vdi kich thich, két qua tao thanh mot kiéu té
bao chuyén biét nao d6. Khi d6 chit hay nhitng chat giy lén sy biét hoa
chuyén biét nay duoc goi la chét biét hoa dinh hudng cho mot loai té bao tur té
bao gbc.

MSC duoc biét hoa trong moi trudng chuyén biét theo hudng tao té bao
m& va viéc phat hién hat m& trong bao twong té bao nudi ciy bang phuong
phap nhudém Oil-red O nhu 1a mot ti€u chuan xac dinh mot tap hop té bao thu
duoc sau phan 1ap, nudi cay 1a MSC.

Sau nudi cdy 10-15 ngay trong mdi truong biét hoa duoc danh gia su
hinh thanh té bao m&. Dudi kinh hién vi quang hoc d6i pha, cac hat m& trong
bao twong ting sang khi nhdp nhay 6¢ vi cip cua kinh hién vi. Thém vao do,
k¥ thuat nhuom té bao chuyén biét giup phat hién cac hat md dudi kinh hién
vi quang hoc khi cac hat m& nay bit mau d6 cua thudc nhuém Oil- Red O.
Trong khi ¢ diéu kién nudi ciy thong thuong cac té bao am tinh véi thude
nhudm. Piéu nay ching to cac té biao md da dugc hinh thanh tir cac té bao
nudi cay trong mdi trudng biét hoa chuyén biét.

Ngoai ra, cac té bao sau biét hoa con thay doi hinh dang té bao tir té bao
dang soi chuyén dan hinh da dién véi su xudt hién cac giot md nho trong bao
tuong té bao. Theo thoi gian hat m& c6 xu hudng 16n dan va hop nhat lai cing
v6i su thay d6i hinh théi tré thanh hinh bau duc hay hinh cau.

Quy trinh biét hoa md cta ching toi theo tac gia Shahdadfar A (2005)
cO tac nhan biét héa 10pug/ml insulin, 0,5 uM dexamethasone, 0,2mM
indomethacin, 0,5uM isobutylmethyl-xathine biét hoa trong 1-2 tuan. Két qua
nghién ctru ctia ching t6i cling twong ty nhu mot s tac gia.

Theo tac gia Meuleman N (2005) biét hoa hMSC thanh té bao mé trong

mdi truong o- MEM bd sung 60uM indomethacin, 1pM dexamethasone va
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Spg/mL insulin, thay méi truong 3-4 ngay/lan, biét hoa trong 2 tuan, quan sat
thiy nhiéu hat md trong bao twong té bao [110].

Wappler J (2013) biét héa hMSC thanh t& bao m& trong méi trudng
DMEM, 10% FBS, 0,01 mg/ml insulin, 0,2uM indomethacin, 0,5mM
isobutylmethyl- xanthine, thoi gian biét hoa 1a 3 tudn thiy hinh thanh nhiéu
giot m& trong té bao [111].

Yang XF (2011), bi¢t héa MSC tir mé md trong mdi truong DMEM
bd sung 10% FBS, lumol/L dexamethasone, 50pumol/L indomethacin,
0,5mM 3-isobutyl-1 —methyl-xanthine va 10uM insulin, thoi gian biét hoa 1a
2 tuan [112].

Liu Y (2010) nghién ctru biét hoa hMSC thanh té bao tao m& trong moi
truong nudi cdy MSC 1a DMEM F12 ¢6 bo sung 10% huyét thanh tho, 10°M
dexamethasone 5pg/ml insulin, thoi gian biét hoa 1a 2 tuan [113].

Véi viée bo sung dexamethasone, 1 methyl -3 isobutylmethyl-
xanthine, indomethacin, insulin, MSC nuo6i céy 16p don s€ bi¢t hda tao md
[83]. Insulin la yéu t6 kich hoat su ting sinh va biét hoa té bao md. Insulin &
ndng do cao c6 vai trd nhu yéu td ting truéng (insulin-like growth factor-1:
IGF-1). Nghién ctru thdy rang insulin & nong d6 cao khong can thiét cho qua
trinh biét héa md, giai doan sau biét hoéa thuong giam liéu insulin.
Dexamethasone co néng do thuong cao hon cho su biét hoa tao xuong. Su
bi¢t hoa tao m& xay ra phu thude & néng do té bao, co su tiép xtc té bao-té
bao. Isobutylmethy-xathine 1a chat &rc ché phosphodiesterase, khoa su doi ion
cAMP thanh 5’AMP. Diéu nay gy nén sy diéu hoa dwong tinh cua protein
kinase A, ma két qua 1a 1am giam sy tang sinh té bao.

Sy hoat hoa ctia cac protein gan véi CAAT/ protein gan (C/EBP) tring
voi sy biéu hién cua receptor hoat hoda su khuyéch dai peroxisome

(peroxisome proliferators-activated receptor: PPAR) xdy ra trong su hién dién
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ctia indomethacin, dugc biét 1a phdi tir cho PPAR. Nhén té phién mi ndy can
som cho qua trinh tao md, boi nod uc ché tin hiéu Wnt. Do vay, cO thé diéu
hoa qua trinh tao xuwong va tao m& 1 su biéu hién PPAR trong MSC. Tin hiéu
Wnt duong tinh trc ché sy biét hoa thanh xwong, can thiét cho qua trinh biét
héa thanh m&. Do d6 céan c6 su can béng ton tai gitra su diéu hoa biét hoa
thanh xuwong va md. Hon nita mat chtic ning ciia PPAR hay C/EBP sé& anh
hudng co6 hai cho qué trinh tao md va gidam qua trinh tang sinh md, cling nhu
gidam su tich tu cac khong bao chira mo [114][115].

Nhu vy, cac té bao don nhan dugc phan 1ap tir tiy xwong thé nudi ciy
trong mdi truong dac hiéu da phat trién, tang sinh. Trong qua trinh phat trién
d3 thé hién 16 mot sb dic tinh nhu bién doi hinh dang giéng cac nguyén bao
so1, bam vao day chai, tao thanh cac cum. Pay la cac dac diém cua té bao géc
trung mo. Dung céc k¥ thuat dinh danh dac hi¢u nhu héa mo mién dich, do
dong chay té bao di cho két qua trén 95% duong tinh véi CD 90 va gan 100%
v6i CD44, ddy 14 hai marker ddc hiéu cua té bao gdc trung mo. Ngoai ra, mot
trong cac kha nang cua té bao gdc trung mo 1a da biét hoa ciing da duogc thé
hién trong nghién ctru nay, d6 1a kha ning da biét hoa thanh té bao té bao md,
té bao tao xuong.

4.2. Biét hoa té bao gdc trung mod thanh tao cot bao va biao quan té bao
sau biét héa

4.2.1. Biét héa té bao goc trung md thanh tao ¢t bao in vitro

4.2.1.1. Moi truong biét hoa

MBoi truong nudi cdy cua chung téi gdm: DMEM low glucose (sigma),
10% FBS (Gibico), 1% khang sinh- khang nim (sigma), 50pg/ml Ascorbic
(sigma), 0,1uM dexamethasone (sigma), 100mM [B-glycerolphosphate
(sigma). Quy trinh dugc tién hanh theo tac gia Shahdadfar A (2005).

Sau nudi cay khoang 7-14 ngay co sy thay d6i hinh thai té bao va thiy
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c6 tinh thé khoang.Biét hoa sau 30 ngay c6 hinh anh khoang héa rat ro dudi
kinh HVDT (Hinh 323). Két qua nghién ctru ciia ching t6i ciing phu hop véi
mot sb tac gia.

Theo tac gia Noriko K (2005) biét hoa MSCs thanh dang tao cdt bao
trong moi truong c6 10 mM B-glycerophosphate disodium salt, 0.07 mM L-
ascorbic acid 2 phosphate magnesium salt n- hydrate va 0.1 M Dexamethasone.
Nhém chirg méi truong nudi cay chi c6 10mM B-glycerophosphate disodium
salt. Thoi gian biét hoa 14 2 tuan. So v6i nhom ching, nhém nudi cdy cd mat
dexamethasone thi c6 sy khoang hoa (lang dong canxi & chat nén). Con nhém
nudi cay khong co dexamethasone thi khong thiy sy tao khoang [64].

Rogerio P (2011) moi trudng biét héa c6 10°M dexamethasone,
50pg/ml ascorbic acid va 10mM B — glycerophosphate. Thoi gian biét hoa
12 3 tuan [116].

Jaiswal N (1997) moi truong biét hoa: 100nM Dex, 10mM
glycerolphosphate, 0,05mM asocbic axit trong mé1 truong DMEM. Nghién
clru quan sat & ngdy 4, hinh théi té bao thay d6i tir hinh con suét dén hinh da
dién, khoang 30-40% té bao c6 phan tng dwong tinh Alkaline phosphate
(ALP). Sau 8 ngdy gan nhu tit ca cac té bao nudi cdy co hinh lap phuwong hay
hinh da dién va hon 80% té bao c6 phan tmg dwong tinh ALP. O ngay thir 12
bt dau xuat hién khoang hoa. O ngay 16 su khoang hoa xuét hién rd, hau hét
té bao co phan Gmg dwong tinh ALP hinh thai té bao da dién khong con hinh
thai caia MSC [117].

Nghién ctru sau hon nita anh hudng cua Dex trén MSC trong qua trinh
biét hoa tao xuong, nong dd Dex (1-1000nM trong khoang 16 ngay). Nghién
clru quan sat & ngay 8, MSC nudi cdy trong mdi truong tao xwong, ndng do
Dex 1-1000nM Dex thi ALP ting 3-8 1an so v6i ching. O nong d6 1nM Dex
¢ ¥ nghia kich thich tao ALP, tuy nhién hinh thai té bao van giong nguyén
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bao so¢1, khong c¢6 sy khoang héda. Nudi céy o néng do 10nM Dex hoat tinh
ALP & mdi té bao tang. C6 hinh thai gidng tao cbt bao, ling dong khoang hoa
3 & 100nM Dex. Nghién ciru & nong d6 1000nM Dex sy khoang hoa manh
hon ¢ 100nM Dex, nhung ¢ ngay thir 16 c6 hién tugng bong [118].

Bruder SP (1997) nuéi ciy biét hoa MSC thanh tao ¢t bao trong moi
truong 100nM dex, 10mM B-GP va 0,05 axit ascobic. Sau biét hoa thiy thay
d6i hinh thai té bao va biéu hién gia ting ALP va su khoang héa trong chat
nén. Sy gia ting ALP tir ngdy 4 dén ngay 12, & ngay 4 té bao biéu hién duong
tinh ALP 30-40%, ngay 12 biéu hién (+) ALP 1a 90%, dén ngay 16 c6 su
giam dan. Sy giam ALP ¢ giai doan cudi cua qué trinh biét héa boi bat dau
gia tang sy khoang hoa cua té bao xuong, ling dong canxi hinh thanh khoang
hoa trong chat nén hMSC nuéi cdy trong méi truong biét hoa su gia ting ALP
& ngay 8 tir P1-P10 va biéu hién mirc d6 ALP tir P10 giam [18].

Nhin chung, phuong phép kinh dién dé biét hda MSC thanh tao ¢t bao 1a
nudi cdy MSC trong méi truong cd dexamethason, acid ascorbic va J-
glycerophosphate. Qua trinh d4p tng hinh thanh tao ¢t bao ciia MSC ting lén
khi bd sung cac loai BMP vao méi trudng nudi cay.

Ngoai ra nhiéu nghién ctru da chimg minh vai tro cia vitamin D véi sy
biét hoa tao cbt bao cung voi vo s6 cac gene cua tao cOt bao didu hoa boi
vitamin D (1,25D). Céc béo co nghién ciru vé tac dong cua vitamin D 14 Grc
ché sy ting sinh va ting cudng biét hoa tao cot bao [119].

1,25-dihydroxyvitamin D ¢6 vai trd quan trong trong diéu hoa gen tao
cdt bao, diéu hoa biéu hién cta protein chat nén xuong chang han Runx2, chia
khoa diéu hoa ctia qua trinh biét hoa xuong. Tép gen & ga duoc xac dinh &
pha tién khoang va khoang héa 1a thoi diém phién m3 manh hon 0.6% gen
duoc didu hoa bsi 1,25D3. VitaminD (1,25D3) ¢6 ¥ nghia tao ra san pham

tinh thé khoang nho & giai doan tién khoang hoa. Nhimg anh hudng nay 1am
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thay d6i chat nén protein ngoai bao. Su khoang hoa va dic diém sinh hoc cia
cac tinh thé khoang va tin hiéu tir vai trd cta 1,25D3 trong chuyén héa xuong
va nhan manh su quan trong cia cac tinh thé khoang trong xuong duy tri su
chic khoe ciia xuwong bai trang thai khoang hoa tdi uu [120].

Toém lai vitamin D c6 vai trd quan trong diéu hoa hoat dong cua tao cdt
bao ciing nhu anh hudng phu thudc vao timg giai doan cia tao cot bao.

Gay xuong khong c6 kha ning tu hdi phuc 13 mot thach thirc, mot van
dé quan trong trong phau thudt chan thuong chinh hinh. Trong suét qua trinh
lanh xuong su biét hoa MSC, cytokin, céac yéu td diéu hoa, tang sinh biét hoa
thanh té bao xuong, hinh thanh xwong. Tuy nhién mdt s6 ton thuong khong co
kha ning lién va trd thanh gy xwong khé lién, han ché vé chiic ning cia
bénh nhan.

Nhiéu nghién ctru d3 cong bd vé vai tro cia té bao gbc dbi véi su hoi
phuc giy xwong khong ty han gin.Vi viy viéc nghién ctru biét hda MSC
thanh té bao géc md xwong rat dugc quan tam. Kha ning biét hoa MSC thanh
dang tao c6t bao goi md ing dung liéu phap té bao gbc trong tai tao mod
xuong. Hudng nghién ctru ¢6 ¥ nghia quan trong vé mit cung cap cic bang
chtng khoa hoc, vai trd dinh hudng dong trong diéu tri tai tao xuong.
4.2.1.2. Céc yéu t6 tham gia biét hbéa

Su hop dong va biét hoa MSC tao dong xwong dugc diéu hoa boi nhiéu
yéu t6. MSC biét hoa tao tién tao cbt bao. Tién tao cbt bao c6 hinh elip, nhan
nam doc theo té bao va giai doan dau cua biét hoa té bao van co tiém nang
tang sinh. Chung biéu hién Runx2, DLx5, MSx2 va mdt vai marker cta tao
cbt bao nhu ALP, collagen type I va osteopontin (OPN), nhung su biéu hién
cac marker yéu hon & tao cot bao truong thanh. ALP 1a mot trong nhiing

protein biéu hién sém va diéu hoa su khoang hoa.
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B-catenin, Runx2, va Osx biét hoa thanh tién tao cot bao dén tao ct
bao trudng thanh. Nhimng té bao nay phiang c6 hinh con subt. Chiing biéu hién
protein chit nén xuong, BSP, va OPN.

Giai doan sau, Runx2 bi trc ché khi tao cdt bao truéng thanh. Osx c6 &
giai doan cudi cua tao cbt bao truong thanh va cam Gng sy biéu hién
osteocalcin. Khi té bao hoan tat qua trinh biét héa c6 dang hinh khbi va san
pham khoang hoa vao chat nén vo co. Trong bao twong c6 bd Golgi va ludi
ndi bao co hat rit phat trién & tao cdt bao, két qua 1a ting cac san pham
protein. Su biéu hién cia OPN la giam & tao ¢t bao truong thanh, trong khi
su biéu hién cac protein nhu P2X5, alkaline phosphatase, collagen typ I va
osteocalcin ngay cang tang [48].

Mesenchymal stem cell
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Hinh 4.2. Sw thay doi hinh thdi va cdc yéu té lién quan giai doan biét héa
MSC thanh tao cot bao [48]



112

4.2.1.3. Pinh danh té bdo géc trung mo sau biét hoa thanh tgo cot bao

Sau biét hoa 3 tuan thay hinh thai t& bao thay d6i tir dang hinh sao giéng
nguyén bao soi thanh té bao hinh hat dau (Hinh 3.19), (Hinh 3.20). Nhudém hoa
md alizarinredté bao va chit nén bat mau do cam chimg t6 co sy ling dong
canxi trong chat nén (Hinh 3.22). Dudi kinh hién vi dién tir quét thiy cé su
hinh thanh tinh thé khoang mau tring (Hink 3.23). Nhuom héa mod mién
dich té bao biéu hién duong tinh marker osteocalcin 13 marker cua tao cot

bao (Hinh 3.24), (Hinh 4.3).

/

Nhan té bao

Hinh 4.3. Nhuém héa mé mién dich véi marker osteocalcin
ciia tao cot bao sau biét héa 18 ngay (x500).

Két qua nghién ctru ctia chung toi ciing phu hop tac gia Nadri S (2007).
Nudi cdy MSC sau khi duge tach chiét tir tiy xwong biét hoa thanh té bao tao
xuong, sau 3 tudn biét hoa thdy hinh thanh nét khoang hoa bat mau do khi
nhudm Alazarin red va phan tich marker biéu hién xwong boi k¥ thuat RT-
PCR biéu hién duong tich osteocalcin, osteopontin [38].

Tsai MT (2012) sau nudi ciy biét hoa té bao gde trung md thanh tao cdt
bao cling dugc dinh danh bdi cac marker Runx2, ALP, Osteocalcin. Runx2
biéu hién gia ting & ngay thir 3 sau biét hoa, ALP 1a marker biéu hién som
ctia tao cdt bao. Osteocalcin 1a marker xuong dac biét xuét hién mudn tdng

cao sau bi¢t hoa 28 ngay [122].



113

Quiroz FG (2008) nghién ctru bi¢t hoa hMSC thanh tao cdt bao trong
moi truong chuyén biét tao xuong, danh gia su tao xuong bdi su khodng hoa
trong chit nén va marker biéu hién & tao cdt bao & cac thoi diém 14 va 20
ngay va so sanh voi nhom chirng. Sau 2 ngay biét hoa hinh théi té bao di thay
ddi, sau 5 ngay biét hoa té bao c6 hinh da dién, nhom té bao & nhom ching
khong c6 sy thay d6i kiéu hinh, hinh thai vin gidng nguyén béo soi.

Sau 14 ngay biét héa sy khoang hoa trong chit nén chwa rd mic du
hinh thai t& bao da thay doi, sau 20 ngay thdy c6 su ling dong canxi hinh
thanh trong chat nén kha dién hinh. Té bao MSC khéng nudi ciy trong moi
truong biét hoa (nhom chimg) hinh thai té bao khong c6 su thay d6i, khong co
su khoang héa. Mirc d6 biéu hién gen collagen typ I(coll), osteonectin (ON),
bone sialoprotein (BSP) so v6i nhém ching thdy rang mirc d6 biéu hién gen
coll va ON khong c6 su khac biét ¢ thoi diém 14 va 20 ngay. Biéu hién BSP
c6 su khac biét ¢ thoi diém 14 va 20 ngdy sau biét hoa.Tiém ning biét hoa
xuong cia MSC duoc xac dinh béi sy khoang héa trong chat nén, 1a diéu kién
duy tri trong qué trinh biét hoa xuwong. Quan sat su khoang hoda sau 20 ngay
biét hoa tir MSC c¢6 kiéu hinh tuong tu té bao tién than tao xuong.

Biéu hién gen coll, ON, BSP twong quan dén qua trinh biét hoa xwong &
giai doan sém va giai doan trung gian cua qua trinh biét hoa. Coll ting téi da
gip 5.4 1an trong qua trinh biét hoa va tong hop chit nén, protein ndy chiém
90% chét nén vo co. Tuong tu, ON va BSP tham gia diéu hoa qua trinh khoang
hoa chat nén. BSP 14 nhan t6 chinh hinh thanh tinh thé hydroxyapatite. Diéu
nay co vai trd quan trong trong qua trinh biét hoa, chi khi BSP biéu hién su
khac biét c6 y nghia giita truéc va sau qua trinh khoang hoa trong chat nén dan

dén kiéu hinh thay d6i giong kiéu hinh tao c6t bao [123].
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Vé hinh 4nh té bao c6 sy lang dong khoang chéat dudi kinh hién vi dién
tir quét 1a két qua nghién ctru méi cua chung t6i, tong quan chua thiy tac gia
nao nghién ctu. O d6 phong dai hang nghin 1an c6 thé thay sy hinh thanh
tinh thé khoang vao trong chat nén (Hinh 3.23). Su ling dong céc tinh thé
khoang trong mé nén quanh té bao dang biét hoa c6 xu hudng ting dan vé sb
luong. Cac tinh thé khodng nay c6 dang hinh kim, hodc hinh bong tuyét, tap
hop thanh dam, 16n dan theo thoi gian (hinh 3.23). Nghién ctru cua ching toi
da kéo dai thoi gian biét hoa 30 ngay, té bao biét hoa rat rd, hinh thai dién hinh
clia tao c6t bao dudi hién vi dién tir quét.

Hinh anh té bao sau biét hoa nay gidng v6i hinh anh mé xwong dang tai
tao invivo, chup duéi kinh hién vi dién tir quét (pha khoang) ma tac gia Bui
Thanh Thuy (2015) dd md ta [120]. Nghién ctru song song ciac mau té bao
trung mo dugc nudi cdy trong moi truong thong thuong, khong co yéu to gay
biét hod, khong thay hinh anh ling dong tinh thé khoang.

Chung t6i cho rang day 1a minh chimg rd nét nhat cho thiy céac té bao
trung md trong moi trudng nudi cdy dic biét co chat biét hoa da biét hoa
thanh tao c6t bao. Chinh céc tao cdt bao nay da sinh ra mo nén tién cbt. Mo
nén tién cot nay voi dac tinh dac biét, da tao su léng dong mubi khoang (ma
chu yéu 1a canxi va phospho), dé tao ra chit cin ban xuong sau do.
4.2.2.Nghién ciru thwe nghiém nhiam d4anh gia kha ning tao xwong cia
tao cot bao biét héa tir té bao gbc trung mé tiy xwong.

Két qua cho thiy tai thoi diém 3 tudn ving ton thuong khong ghép té
bao ¢6 tée dd sinh xuwong mdi cham hon, dién tich xuwong méi duogc tao ra it
hon, mac du xu hudng tao xuong cia cd hai déu kha ro: mé lién két mach
tang sinh rat nhiéu tao c6t bao, xwong mdi dang hinh thanh. Sau ghép 6 tuan

thdy lién xwong hoan toan & ca hai nhém. (Hinh 3.25; 3.26; 3.27)
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Céc té bao tién than cia md xwong ¢ ngudn goc trung mo va cé thude
tinh ca t& bao gbc: co kha ning ting sinh va biét hoa. Cac té bao tién than
nay tao ra cac tao ¢t bao theo mot co ché duoc diéu hoa bai cac yéu td tang
truong va yéu to phién ma hién dién & 16p trong ctia mang ngoai xwong va
mang trong xuong. Céc té bao tién than ton tai sudt doi sau sinh, chiing dugc
tai hoat & nguoi truong thanh khi can sira chita do giy xwong hodc cac loai
tén thuong khac. Vi cac 6 khuyét nho theo thoi gian tai 6 khuyét ciing lién.
Tuy nhién v6i 0 khuyét 16n, gay xuong kho lién thi can b6 sung thém khoi té
bao gbc. Su lién xuong s& dugc diéu hoa nho cac yéu to héa ing dong, vai tro
cytokine. O thoi gian ng’fm 3 tuan su tao xuong modi con it, théy mach mau
tang sinh nhiéu (Hinh 3.25).Tuy nhién nhom 3 tuan c6 ghép tao cdt bao dam
xuong mdi tao ra van nhiéu hon so vi nhom khong ghép té bao.

O nhém 6 tuan hinh anh mé xwong méi nhiéu té bao xwong, vii trong
chit cin ban xuong, tao c6t bao bién thanh té bao xuong, md dang xuwong
bién thanh md xuong.

Két qua nghién ctru sau ghép té bao vao vi tri 6 khuyét 6 tuan, danh gia
vé mat dai thé thiy da lién xwong. Duéi kinh hién vi dién tir thiy c6 ving
xuong dang hinh thanh xen gitra ving xuong da hinh thanh.(Hinh 3.27)

Vung xuong dang hinh thanh, chit nén dang trong qué trinh khoang
hoéa. Sy khoang héa dién ra khong dong thoi, biéu hién bang hinh anh céc tinh
thé khoang ling dong tao thanh cac hat khoang kich thudc to, nhé khong déu
va sap xép khong co trat tw, khong c6 huéng tuy theo tién trinh hinh thanh
xuong moi.

Khi ciu trac nén co ban dugc hinh thanh thi sy khodng héa nay dan
nhiéu 1én va kéo dai hon lam ting sb lugng va kich thude cac tinh thé khoang.
Ving bén ghép c6 té bao thiy tdc do lién xwong nhanh hon, c6 vang pha huy

xuong ¢6 hinh dnh hoc 10m, cac duong vién xung quanh hoc 10m do céc
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nhanh bao twong cta hily cot bao bam vao xuwong dong thoi tiét ra cac enzym
pha hiy xuong hodc phan huy xuwong cii, chuin bi qué trinh tao xwong moi

Két qua nghién ctru ctia ching t6i ciing pht hop véi tac gia Dehghan
MM (2014) nghién ctru ghép MSC tiy xuong trén doan khuyét xuong cia
xuong chay cho, voi mat do té bao (1.0 x107) va 3ml PRP. Sau ghép danh gia
su lién xuong vi thé thay 6 khuyét xwong duoc ghép cung té bao sy hinh
thanh xwong méi 13 46,32%, nhoém chig khong c6 té bao ty 18 lién xwong 1a
39,06% [124].

Thoi gian biét hoa tao cdt bao ching t61 bi¢t hoa ¢ giai doan dau dinh
hudng biét hoa dong tao xwong cho két qua rat kha quan da rat ngan dugc
thoi gian biét héa so voi mot sb tac gia khac phai biét hoa 20 ngay dén 30
ngay [16].

Kim SJ (2007) nghién ciru dénh gia kha ning lién xwong sau ghép tu than
tao cot bao. Thuc nghiém dugce tién hanh phan lap t& bao gbc tir tiy xwong roi
nudi cdy biét hoa thanh tao cbt bao.Tao 6 khuyét xuong trén xuong chay tho
khoang 15mm. Sau d6 ghép khéi tao ¢t bao tron fibrin véi mat d6 5 x 10%/ml vao
6 khuyét. Panh gia su lién xuong bing chup X-Quang va 1am tiéu ban vi thé
nhuém H.E va nhudm Masson’s & thoi diém 3,6 va 9 tudn sau ghép. Sau 3 tuan
chua thiy lién xwong hoan toan tai 6 khuyét, sau 6 tudn lién xwong hoan toan, sau
9 tuan xwong méi hinh thanh tuong tw md xuong chu [125].

Nhu vay, sau khi dinh danh khéng dinh chic chan té bao géc trung mo,
chung duoc tiép xac véi moi trudng biét hoa thanh té bao tao xwong. Két qua
dinh danh bang cac phuong phap dic hiéu nhu hda mé mién dich, hién vi dién
tir cho thay qua trinh biét hoa da thanh cong. Cac té bao sau khi biét hoa thanh
tao cdt bao duge thir nghiém trén dong vat co ddi ching cho théy kha nang
tao xwong méi giai doan dau nhanh hon so voi ving ton thuong khong sir

dung té bao thuc nghi¢m
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4.2.3. Bao quan té bao sau nudi cdy biét héa
4.2.3.1. Ty I¢ té bao song sau bdo qudn va moi lién quan véi nong dé huyét
thanh o cac moi truong MTI1, MT2, MT3.

Té bao dugc bao quan bang quy trinh dong lanh cham trai qua 3 giai
doan ha nhiét. Pau tién té bao duogc dit ¢ 4°C trong 30 phut dé nudc bén trong
té bao c6 thé thay thé boi chat bao quan, sau d6 té bao duge trir & -20°C,
-80°C qua dém trudc khi cho vao nito 1ong.

Khi bao quan bang phuong phap dong lanh cham, nhiét do dugc ha tir
tir qua ting giai doan, nudc bén trong té bao s& duoc thay thé boi chat bao
quan va té bao c6 thoi gian thich nghi v6i moi trudng moi.

Két qua théng ké cho théy co su khac biét gitra mat do té bao séng sau
béo quan ¢ 3 moi trudng khac nhau. Cac té bao chét co thé do cac tinh thé da
ndi bao hinh thanh trong qué trinh ha nhiét khi néng do khong du cao hoac
hinh thanh trong qu4 trinh 1am 4m khi tbc d6 ra déng khong da nhanh.

Két qua cho thiy, bao quan & méi trudng MT3 c6 kha ning tham thau
nude tot, nén t& bao co ty 1& sdng cao (87,07%). Té bao bao quan & moi
truong MT1, chua thich hop nén ty 1¢ té bao séng thap (61,28%).

Két qua nghién ctru clia chung t6i cling pht hop véi tac gia Verdanova
M (2014) bao quan tao cdt bao trong cac mdi trudng khac nhau, theo phuong
phap ha nhiét d6 theo chuong trinh véi toe do 1°C/phut dén -80°C, rdi cho vao
nito 1ong. Trong d6 moi trudng bao quan tao cdt bao chuan 1a DMSO 10% va
25% FBS ¢o ty 1¢ t& bao sdng 87%.Con tac gia bao quan MSC trong moi
truong bao quan 10% DMSO ty 1é té bao séng xap xi 1a 80%.

O diéu kién nhiét d6 cuc thép, cac té bao duogc bao vé béng cac yéu to
co hoc nhu st dung cac chit bao vé lanh,ha nhiét dd nhanh, ra dong nhanh dé
tranh hinh thanh tinh thé da, tronh mat nudc cua té bao thi khong nhét thiét

phai sir dung huyét thanh néu chi bao quan trong thoi gian ngan va khong yéu
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cau ty 1é séng cao. Ty 1¢ té bao song sau bao quan 2 tuan gitta moi truong cd
ty 16 huyét thanh 15%(MT2) va 30% (MT3) chénh léch khong dang ké mic
du lwong huyét thanh gip doi.

Nhin chung trong cac lab nudi cdy hay bod sung thém huyét thanh
(FBS), huyét thanh chtra rt nhiéu chat khoang, lipid, hormon, protein. Thanh
phan cha yéu nhit ctia huyét thanh 1a protein chitc ning quan trong van
chuyén, ting 6 quanh cho moéi trudng, giam tac dong vat 1y cho té bao khi
thao tac va ting kha ning dém cua méi trudng. FBS duoc coi 1a chit bao vé té
bao rat tot, 6n dinh mang va can bang ap xuat tham thau nhu mot chat bao
quan CPA. Mot s6 lab hay dung cong thirc bao quan 1a 10%DMSO va 90%
FBS. FBS rat co gia tri cho bao quan té bao gbc va hBMSC. Tuy nhién
DMSO va FBS ciing con mot sb bat cap.

DMSO c¢6 thé 6n dinh protein té bao trong qué trinh dong, 6n dinh
protein mang té bao, nhung c6 thé gay doc. Theo nhidu nghién ciru cho thiy
doc tinh cia DMSO phu thudc vao néng do. Bén canh d6 DMSO ciing ting
doc tinh ¢ nhiét d§ cao hon. Cho nén sau ra dong té bao can phai loai bd
nhanh DMSO ra khéi dung dich té bao.

Nong do DMSO 10% 1a nong d6 tdi wu cho bao quan té bao gbc. Cho
nén quy trinh cta ching t6i 4p dung bao quan té bao DMSO ¢ ndng d6 10%.

Bén canh vu diém caa FBS thi van con nhitng han ché nhu khé xac
dinh mang mam bénh virut, truyén nhitng bénh vé virut khi str dung protein di
loai. Nén str dung huyét thanh tu than giai quyét van dé kinh té va an toan
hon. Tuy nhién qua trinh san xut huyét thanh tu than can nhiéu thoi gian va
kho dé c6 san pham voi sd lwong 16n. Cho nén xu hudng nghién ciru bao quan
té bao 1a giam nong do FBS hay khong dung FBS [126][127]

Méi lién quan giira ty 1& t& bao séng voi ndng d6 huyét thanh dugc thé

hién & céac biéu do6 3.3; 3.4; 3.5, thé hién mdi li€n quan gifra cac moi trudng
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bao quan MT1 va MT2, MT1 va MT3, MT2 va MT3. Mdi lién quan gitta ty 1é
té bao song va ndng do huyét thanh 1a mdi twong quan thuin, tuy nhién muc
d6 twong quan chi & mtrc yéu va trung binh. Piéu nay ching to ndng do huyét
thanh c6 anh hudng dén ty 1¢ song cua té bao.

Tim ra mot ty 1& thanh phan huyét thanh téi wu gitp cho té bao séng va
phat trién 1a mot bai toan kho. Theo Brian Douglass:*“Viéc lya chon san phém
huyét thanh phy thudc vao yéu cau ting trudng cia ting loai t bao, vi du nhitng
dong té bao nhay cam thudng can loai huyét thanh c6 chit lwong cao nhat”.
Huyét thanh thai bo (Fetal bovine serum- FBS) hodc huyét thanh thai bé (Fetal
calf serum — FCS) 14 nhiing loai str dung phd bién nhét. Trong nghién ctru nay,
chung t6i str dung FBS trong mdi trudng bao quan tao cdt bao voi ndng do thay
d6i tir 0 dén 30%, trong d6 nong do FBS 15% ty 18 té bao song 1a trén 80%. Piéu
dic biét 1a bao quan té bao trong moi trudng khong co huyét thanh ty 16 té bao
song trén 60%. Pay 1a budc nghién ciru méi trong viée phat trién bao quan té
bao tmg dung trén 1dm sang [128].

Theo Liu Y (2010) bao quan MSC tity xuong & cic mdi truong ¢ nong
dd DMSO khac nhau. Bao quan trong méi truong C1(10%DMSO), C2 (10%
DMSO+ 10% FBS), C3 (10% DMSO+ 90%FBS) va cong thirc dung dich bao
quan khac dé cac nhoém thir nghiém. Quy trinh bao quan la: mét d6 té bao 1x
10°/ml va dé 10 phat ¢ nhiét d6 phong, sau d6 cho tdc do 1am lanh (1°C/ phut)
dé vao hop isopropanol trong tu lanh -80°C dé qua dém, sau d6 bao quan trong
nito. Sau bao quan 1 tuan ty 18 sng 82.7+3.7% C1(10% DMSO); 83.8%+ 2.9%
C2(10% DMSO+ 10FBS); 90.2% =+ 1.45 C3(10% DMSO+ 90% FBS). Sau ra
dong ty 16 séng hBMSCs béo quan méi truong (10%DMSO+90%FBS) 14 cao
nhit so v6i dung dich déng khac, sy khac biét c6 ¥ nghia théng ké (P<0.05), tuy
nhién ty 1¢ té bao sdng giita nhoém C1 (10%DMSO) va C2 (10% DMSO va 10%
FBS) su khéc biét khong c6 ¥ nghia théng ké.
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So sdnh moi1 truong bao quan: fs2 (5% DMSO +5% PEG), fs3
(5%DMSO + 2%PEG +3% trehalose), fs2A (5%DMSO+ 5% PEG +2%
BSA), fs3A (5% DMSO +2% PEG +3% trehalose + 2% BSA). So sdnh 2 moi
truong £53 va fs3A thay vai tro cua albumin 1am ting ty 1& té bao séng sy khac
biét co ¥ nghia thong ké. Tuy nhién, thém vao trehalose trong dung dich dong
khong lam tang ty 18 té bao sdng. Két hop 1,2- propanediol va PEG bao vé tdt
hon la 1,2- propanediol.

Nghién ctru bao quan hBMSC bang phuong phap dong cham, rad dong
nhanh v61 dung dich dong c6 méi truong giam DMSO (7.5% DMSO, 2.5%
PEG, 2% albumin thay c6 ty 1é té bao séng, kha ning ting sinh, biét hoa sau
bao quan. Mic di DMSO bao vé té bao giam nguy co hinh thanh tinh thé d4
ndi bao nhung 14 chét gdy doc cho té bao nén can phai giam nong do DMSO.
Nhom nghién ctru cho rang bao quan hBMSC c6 DMSO trén 5% néu bao
quan mot loai chat bao quan thim qua mang té bao va cho rang DMSO khong
thé thay thé hoan toan loai chat bao quan khong thim qua mang té bao. Diéu
nay giai thich ty 1& té bao sdng thap khi bao quan 2,5% DMSO vdi 7,5% PEG
ké ca co albumin khong cai thién ty 1é t& bao séng su khac biét khong co ¥
nghia thong ké. C6 thé két luan rang luong CPA thAm qua mang té bao 1 can
thiét bao vé té bao tranh ton thuong.

Néu thay thé PEG bang trehalose khong cai thién ty 1¢ séng té bao
hBMSC sau rd dong ¢ moi truong fs2, fs3, fs2A va fs3A trong khi nong do
DMSO la tuong tu nhau.

Chét bao quan thim qua mang 1,2- propanediol ¢ thé st dung thay thé
DMSO va PEG c6 thé dung & ndng do thap.

Chét bao quan hdn hop tot hon c6 mot chat bao quan thAm qua mang.
Chét bao quan khong thim qua mang té bao, cac hop chit cao phan tir nhu
polyvinyl-pyrrolidone (PVP) va hydroxyethylstarch (HES) dugc dung dé bao
quan té bao cho két qua tot [129].
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4.2.4.2. Phuc héi nudi cdy té bao sau bdo qudn
- Khad nang phdt trién sau bdo quan

Sau rd dong va tién hanh nudi ciy tiép thdy t& bao van phat trién nhu
trudc bao quan.

Két qua nghién ctru ctia chung t6i cling phu hop véi tic gia Verdanova
M (2014) bao quan tao cbt bao trong cac mdi trudng khac nhau, theo phuong
phap ha nhiét do theo chuwong trinh véi toe d6 1°C/phut dén -80°C, 1di cho vao
nito 16ng. Hinh thai t& bao trudc va sau bao quan ciing khong thay doi.

Bdo quan lanh -196 d¢ C mau té bao dang tao ¢t bao duge biét hoa tir
té bao gbc trung md tiiy xuong tho bang phuong phap ha nhiét d6 va ra dong
nhanh trong thoi gian 2 tuan trong mdi truong gdm 10% DMSO, 30% FBS ty
1¢ té bao séng dat gan 90%. Tuy nhién trong mdi truong khong c6 huyét thanh
(véi DMSO 10%) ty 1¢ sdng cua té bao van dat trén 60%. Té bao sau bao
quan theo qui trinh trén khong thay bién d6i hinh thai, cy chuyén van phat
trién binh thuong.

Xu X (2014) nghién ctru bao quan hMSC trén cac gia thé khac nhau
glass, G (Gelatin), M (matrigel) bao quan té bao trong méi truong 10%
DMSO va 10% FBS, ha nhiét d6 theo chuong trinh 1%/C dén -80°C, sau d6
béo quén trong nito 1ong. Trudc bao quan té bao co hinh dang nguyén bao soi,
sau bao quan té bao sdng khoang 40% da phan t& bao c6 dang gidng nhu trude
bao quan ¢ trén G, M va gan nhu khong c6 té bao nao trén glass. Ty 1¢ té bao
song khac nhau do & trén gia thé khac nhau c6 thé tén thuong té bao ting do su
hinh thanh tinh thé d4 do nguyén nhan tuong tic té bao- té bao, té bao va gia thé
xung quanh. Sy thay doi dic diém gid thé sau bao quan c6 thé 1a két qua thay doi
su tac dong giira té bao va gia thé co anh hudng dén € bao [130].

Miyamoto Y (2012) bao quan té bao gbc mdé md & cac mdi trudng bao

quan khac nhau nhu méi1 truong Cellbanker 2, moéi truong DMEM-F12 +10%
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DMSO +0.Imol/L maltose va 1% sericin, va modi truong co ban +10%
DMSO, bao quan véi mat dd 5 x 10%té bao/ 2ml, ha nhiét d6 toc do 1°C/
phut dén -80°C dé bao quan 1-4 tudn. Ty 1é té bao séng sau bao quan déu trén
95%, khong c6 su khac biét vé sd luong té bao sdng tir P2-P7.

Panh gia ty 18 ting sinh cua té bao sau bao quan ASC dugc kiém tra &
0, 4,7 va 11 ngay. O ngay 11, ty 1é tang sinh sau rd dong ASC & méi trudong
Cellbanker 2, DMEM-F12, 10% DMSO, 0,1mol/l maltose va 1% sericin c6 ty
1¢ tang sinh té bao cao hon nhom té bao ASC bao quan trong mdi trudng co
ban +10% DMSO.

Kha ning biét hoa ctia té bao sau bao quan thanh té bao xuong, té bao
md khong co6 su khac biét khi biét hoa & cac thoi diém P5, P9 [131].

Liu G (2008) nghién ctru bao quan hBMSC bang phuong phap dong
cham, ra dong nhanh té bao dugc bao quan ¢ cac moi truong khac nhau.Su
chuyén hoa cua té bao dugc xac dinh bang test alamarBlue & cac thoi diém
0,2,4,6 va 24 gid sau ra dong. Ngay sau rd dong ty 1é chuyén hoa cua té bao
bang khoang 50% té bao khong bao quan. Sau 2 gio hoat dong chuyén hoa
cta té bao ting nhung giam nhe khi quan sat ¢ 4 gid sau ra dong va hoat dong
chuyén héa ting cao nhat & 6 gio sau ra dong; 24 gid hoat dong chuyén hoa
su khac biét khong c6 ¥ nghia théng ké so v6i nhém sau rd dong 6h.

Su tang sinh cua té bao sau bao quan duoc xac dinh boi ) luong té bao
o ngay 2, 4, 6, 8 ,12. hBMSC khong bao quan c¢6 ty 1¢ tdng sinh cao hon té bao
nudi ciy sau bao quan. Té bao khong bao quan c6 chu ky ting truéng dén ngay 9
101 giam dan, tuy nhién ty 16 ting sinh sy khac biét khong c6 ¥ nghia thong ké.

Bao quan té bao hBMSC thiy c6 hinh théi té bao, pH ndi bao, su phin
b ty thé nhu nhom té bao khong bao quan [132].

Gonda K (2008) nghién ctru kha ning ting sinh va tiém ning biét hoa

ctia té bao gbe trung md tir mé md duoc phan 13p tir 18 bénh nhan ¢ thoi diém
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trudc va sau bao quan 6 thang. Té bao gbc trung md tir mdé md duoc lay tir 6
bung, dugc bao quan véi mat do té bao 10°té bao/ml trong dung dich bao
quan cell Banker 1, ha nhiét do theo chuong trinh 4°C trong 5 phut, sau d6 ha
tbc d6 1°C/ phit dén -50°C tiép tuc ha nhiét d6 -5°C/phut d&én -80°C rdi cho
vao nito 1ong. Bao quan té bao & giai doan P1 va P2, bao quan sau 6 thang,
tiép tuc nudi cay té bao thiy thoi gian nhan déi té bao cua nhom khong bao
quan 43 gid, nhom té bao bao quan 1a 35 gio, sy khac biét khong c6 y nghia
thdng ké. Sau bao quan thoi gian dai 6 thang khong anh huong dén kha ning
bi¢t hdéa xuong, sun, mo cua té bao géc m6 md. Phan tich marker bé mat té
bao gdc mdé md cd marker bé mit trude va sau bao quan twong ty nhau IgGl,
CD29, CD44, CD49d, CD71, CD90, CD105, CD117, CD144, Flk-1, Tie-2,
chi riéng CD34 giam khi cac giai doan P tang.

Trong nghién ciru nay ching minh rang té bao gdc trung md tir mod
m& c6 kha ning ting sinh, tiém ning biét héa, biéu hién marker sau 6
thang bao quan khong anh hudng dén dic diém sinh hoc cia té bao gbc
trung mo tr mé mo [133].

Ginis I (2012) nghién ctru bao quan hMSC v61 méi truong cryostor (CS)
v6i 2%, 5%, 10% DMSO (CS-2, CS-5, CS-10) toc do ha nhiét 1°C/ phat dén -
60°C, cho vao binh nito. Sau 1 thang ty 18 té bao sdng & méi truong CS-2 1a:
91,7%, & moi truong CS-5, CS-10 1a trén 95%. Sau 5 thang bao quan ty 18 song
lan luot 72% va 80%. Sau do6 biét hoa té bao sau bao quan thanh tao cdt bao.
So sanh muc do biéu hién alkaline phosphatase ctia nhom té bao bao quan 1
thang, 5 thang khong c6 su thay ddi so véi nhom chimg khéng bao quan.

Mirc d6 ling dong Ca>* duoc do luong ¢ ngay 21 sau biét hoa xuong
khong co6 su khac biét gitra nhom bao quan 1 thang, 5 thang va nhom ching.
Phén tich mot s6 marker CD166, CD9, CD90, CD14, CD105 nhém bao quan
5 thang va nhom chung khong c6 su khac biét [134].
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Shimizu T (2013) bao quan tam tao cdt bao duoc biét hoa tir MSC tiy
xuong, bao quan trong moi trudng cell Banker 1%, bao quan -80°C. Sau bao quan
4 tuan, 12 tuan ty 1& séng lan luot 63,3 +8,6%; 61,1+ 6,5%. Panh gia sy duy tri
tiém nang tao xuong nhu: lugng ALP ¢ 4 tuan, 12 tuan ting hon so véi nhom
chimg (khong bao quan) va nhom 4 tuan, 12 tuan khong c6 su khac biét nhung
luong osteocalcin giam cing véi thoi gian bao quan ting & nhom 12 tuan [135].

- Hinh dang té bao

Quan sat trén 90 mau té bao bao quan v6i 3 loai méi trudng khong va
c6 ty 18 huyét thanh khac nhau va so véi trudc khi bao quan, khong thiy su
khac biét vé hinh dang té bao. Tuy nhién c6 thé 1am thém mot sd xét nghiém
dé danh gia bién doi gen nham dam bao té bao sau bao quan van giir duoc
tinh gbc, khong co su bién doi hé gen.

Tom lai, bao quan bang phuong phap dong cham, ri dong nhanh néu
bao quan té bao trong mdi trudng cd huyét thanh 15% ty 1¢é té bao sdng cao
trén 80%. Nhung bao quan trong mdi truong cé thé khong can huyét thanh ty

1¢ té bao séng trén 60% la hudéng nghién ciru méi dé tmg dung trén 1am sang.
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KET LUAN

Dé tai da nghién ctu trén thuc nghiém tach chiét thanh cong té bao gbc

trung md tlr tiy xuong tho, nudi cdy ting sinh trén gia thé chinh l1a chai nudi

Flask, nudi cay thir nghiém trén gia thé la xwong xdp, biét hoa chiing thanh té

bao dang tao ¢t bao, dinh danh béng cac k¥ thuat dac hiéu va budc dau danh

gia kha nang tao xuong trén thuc nghiém . Bdo quan lanh té bao sau biét hoa.

Céc két qua cia dé tai da dap tmg hai muyc tiéu. Cu thé:

1.

Tach chiét té bao tir tily xwong, nudi cAy ting sinh, dinh danh
khing dinh té bao gbc trung mé:

Choc hat 1dy dich tay xwong tir mao chau. Dich tay xuwong choc hut
dam bao v trung, khong dong. Phan 1ap té bao gdc tir tiy xwong bang
phuong phap ly tim gradient ty trong, khdi té bao don nhan trung binh
14 6 x 10° t&€ bao/ml.

Nudi ciy thanh cong té bao trong chai nudi flask , budc du thir nghiém
trén xuong x6p dong kho, mdi truong nudi cdy gdbm DMEMFI12 co
10%FBS, 1% khéang sinh, da phan ciy chuyén 5 lan. Theo ddi ting sinh
bang phan mém X- celligence. Dinh danh xac dinh tiéu chuén té bao
gbc trung mo voi cac marker dic hiéu duong tinh CD44,CD90 va 4m
tinh CD14,CD34.

. Biét héa te bao goc trung mé nuéi cay thanh tao cot bao va bao

quan té bao sau biét héa.

Trong moi trudng biét hda cam Gng tao xuong, cic té bao da biét hoa
thanh dang tao ¢t bao can cir vao két qua dinh danh bﬁng k¥ thuét hoa
md mién dich dwong tinh v&i marker osteocalcin, ¢6 dau hiéu ling
dong canxi trong chat nén sau khi nhudém véi Alizarid red, c6 hinh anh
tinh thé khoang dudi kinh hién vi dién tir quét va c6 biéu hién ting kha

nang tao xuong trén ghép thuc nghiém.
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- Sau biét hoa, t& bao dugc bao quan véi phuong phap dong cham, ha
nhiét d6 theo chuong trinh. Mbi trudng bao quan gdm c6 10% DMSO va
15% FBS. Mat do t& bao dua vao bao quan 10107 t& bao/ml. Ty 1¢ séng
sau bao quan lanh dat trén 80%. Néu bao quan t& bao trong mdi truong
khong huyét thanh ty 1¢ t& bao sdng dat trén 60%. Tiép tuc nudi ciy ting
sinh céc té bao van phat trién t6t, hinh dang té bao khong thay doi.



127

KHUYEN NGHI

- Chuén héa qui trinh phan 14p, nudi cdy ting sinh, biét hoa té bao gbc
trung mo thanh té bao tao xuwong trén nguoi.

- Tiép tuc nghién ciru nudi cdy tang sinh va biét hoa trén gia thé 3D la
xuong x6p nham tao ra cac vat mang té bao gbc dé tng dung ghép té
bao gbc trung mé ty than da biét hoa thanh té bao tao xwong cho bénh

nhan cdy ghép mé xuong hodc cac bénh Iy vé xuong.
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SO MAU TE BAO BAO QUAN O CAC MOI TRUONG KHAC NHAU

STT Moi truwong 1 Moi truong 2 Moi truong 3
1 66.5 89.5 91.5
2 59.05 74.5 76
3 60.86 81.8 91.7
4 60.6 87.5 89.7
5 65.3 92.96 90.5
6 57.8 79.3 77.9
7 60.2 81.5 87.5
8 58.5 72.4 87.05
9 61.8 87.6 91.5
10 58.5 78.1 85.2
11 68.1 90.6 91.9
12 60.2 77.8 83.5
13 65.05 85.2 83.9
14 65.9 83.8 84.7
15 60.5 87.3 92.05
16 58.8 78.5 81.6
17 53.9 76.5 86.5
18 63.5 80.2 88.9
19 58.8 78.8 81.6
20 61.5 86.03 89.08
21 63.5 88.2 90.5
22 59.9 81.8 86.06
23 50.9 76.9 82.5
24 62.5 83.8 88.9
25 67.06 85.7 91.5
26 55.8 78.2 85.8
27 65.5 85.5 87.08
28 63.5 86.9 88.09
29 60.9 73.1 89.5
30 63.5 76 90.1




CAC THONG SO VE SO LUQNG, CHAT LUQNG TUY XUONG

P S6 lugng té bao S6 lugng
STT | The tich .
don nhan te bao moc

1 11 6 10.5
2 10 5.9 10.2
3 15 7.8 13.1
4 8 5.9 12.5
5 16 9 11.8
6 8 6.1 9.5
7 12 6.2 14

8 13 6.8 14.5
9 9 5.5 8.7
10 12 6.9 14.8
11 13 8.5 11

12 13 7.6 11.5
13 10 6.8 9

14 7.9 13

15 5.5 11.2
16 5.5 8.9
17 11 7.8 9.5
18 8 5 9

19 10 6.6 13.2
20 8 53 11

21 11 7.1 9.5
22 12 6.9 15

23 7 6 14.2
24 5.8 11.5
25 11 9 12.9
26 10 5.9 13.1
27 16 8.1 24

28 10 6.9 11.9
29 5.2 10.2
30 6.9 12.1
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LOI CAM DOAN

T6i 1a Lé Thi Hong Nhung, nghién ctru sinh khoa 31, Trudng Pai hoc

Y Ha Néi, chuyén nganh M6 phoi thai hoc, xin cam doan:

1. Day la luin 4n do ban than toi truc tiép thuc hién dudi su huéng dan

ciia PGS.TS. Ngo Duy Thin va PGS.TS. Ly Tuan Khai

2. Cobng trinh nay khong trung lap voi bat kv nghién ctru nao khac da

duoc cong bd tai Viet Nam.

3. Cac so liéu va thong tin trong nghién ctru 1a hoan toan chinh xac,

trung thuc va khach quan, da duoc xac nhan va chap nhan cua co s
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Neuoi viet cam doan
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IGF
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PDGF

PPAR

Runx2
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M6 mo

Tuy xuong

Protein tao hinh xuwong

Cum cac ph?m tr biét hoa

Pon vi tao cum nguyén bao soi
Moi truong nudi cay

Yéu t6 ting trudng biéu mo
Endothelial/ progenitor stem cell
Té bao gdc phoi

Yéu td ting trudng nguyén bao soi
Té bao gdc tao mau

Yéu t6 phat trién dang insulin
Té bao gbc cam tng

Hiép hoi té bao gbe
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Té bao goc trung mo

Y<¢u to tdng trudng co ngudn goc
ti€u cau
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