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LOlI CAM ON

V6i sy nd luc cua ban than cling véi su gitip d& cia nhiéu tap thé va ca
nhan, t6i da hoan thanh luan an nay. Vai long kinh trong va biét on sau séc,
t6i xin dwoc bay t6 10ng cam on chan thanh dén:

-PGS.TS. Nguyén Thi Binh, nguyén Chu nhiém Bo mén M6 — Phai,
Truong Pai hoc Y Ha Noi, ngudi thay di tan tinh huéng dan, dong vién va
tao moi diéu kién cho tdi thyc hién nghién ctiu va hoan thanh luan an nay.

-PGS.TS. Nguyén Manh Ha, Cha nhiém Bo mén Mo — Phoi, Truong
Pai hoc Y Ha Noi, nguoi thay di cho tdi nhitng kién thirc va kinh nghiém quy
bau trong suét qué trinh hoc tap ciing nhu hoan thién luan an.

- GS.TS. Trinh Binh, nguyén Chu nhiém B6 mén M& — Phéi, Truong
Dai hoc Y Ha Noi, ngudi thay 12 tim guong sang dé tdi noi theo.

- Cac nha khoa hoc da dong gop nhitng y kién quy bau va giup d& toi khi
thuc hién nghién ctu va hoan thién luan an.

- Ban Gidm Hiéu, Phong Pao tao Sau dai hoc, Truong Pai hoc Y Ha Noi
d3 tan tinh hudng dan va tao moi diéu kién thuan loi cho tdi trong qué trinh
thuc hién va hoan thién luan an.

- Toan thé lanh dao, cac Thy, cac Cd va cac anh chi em B6 mdn M6 —
Phoi va dic biét 12 nhom nghién ctu Dé tai cdp Nha nuéec DTDL/2013,
Truong Pai hoc Y Ha Noi da nhiét tinh giup d& t6i trong céng viéc cling nhu
dong vién t6i nhiing luc kho khan.

- Ban be, ddng nghiép va nhimg nguoi than yéu trong gia dinh da luén &
bén t6i, khich Ié tdi va 1a chd dya viing chic cho tdi bat ké Itc nao tdi can.

Dic biét, t6i xin dugc bay to 161 cam on t6i cAc bénh nhan da dong y
tham gia trong nghién ctru dé t6i c6 dugc ban luan &n ngay hém nay.

Téc gia luan &n

Nguyén Phuc Hoan



LOI CAM POAN

Toi 1a Nguyén Phic Hoan, nghién ciru sinh khoa 33, Truong Dai hoc Y

Ha Noi, chuyén nganh Mé phdi thai hoc, xin cam doan:

1. Pay 1a luan &n do ban than tdi tryc tiép thyuc hién dudi sy huéng dan
cua Thay Nguy@n Manh Ha va Cé Nguyén Thi Binh.

2. Cong trinh nay khong tring lap véi bat ky nghién ctu nao khac da
duogc cong bd tai Viét Nam.

3. Céc sé lidu va thong tin trong nghién ctu la hoan toan chinh xéc,
trung thuc va khach quan va la mot phan két qua cua dé tai cap Nha nudc
“Nghién ciu #ng dung quy trinh phan ldp, nudi cdy té bao géc ngoai bi
than kinh phoi chudt va nguwoi dé diéu tri bgnh Parkinson thuc nghiém” do
PGS.TS. Nguyén Manh Ha lam cha nhiém.

T6i xin hoan toan chiu trach nhiém truéc phap luat vé nhitng cam két nay.
Ha Ngi, ngay thing nam 2021.

Tac gia luan an

Nguyén Phuc Hoan
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PAT VAN PE

Ngay nay, viéc nghién ctru va (ng dung nhirng hiéu biét & cip do té bao
va dudi té bao 1a nhimg hudng di mili nhon cua y hoc. Mot trong nhiing linh
vyc mili nhon 4y la nghién ctu, tim hiéu va sir dung té bao gdc trong diéu tri
nhu viéc cay ghép md, té bao vao co thé truong thanh nhiam phuc hdi mot
phan hay toan b chirc ning cua mo, té bao sau nhimg thuong tén bénh ly hay
l40 hoa, sau nhitng sang chan co hoc hay do nhitng khuyét tat bam sinh.

Nhirmg nim gan day, mic du khong cé sé liéu thong ké toan ciu, nhung
nhu ciu cdy ghép té bao gdc co xu hudng ngay cang ting, dac biét trong bénh
mau &c tinh, cac bénh Iy vé xwong khop va céc bénh ly vé tim mach... Ngay ca
trong cac bénh ly tai hé thdng than kinh - mét loai mé cé nhitng té bao biét hda
rat cao, tuong nhu khong thé tu thay méi khi c6 ton thwong — thi viéc nghién
ctu cdy ghép té bao gdc va lieu phap gen nham thay thé cac té bao than kinh
thoai hoa dang 13 mot hudng di mang lai nhiéu hi vong mai cho ngudi bénh.

Y tudng ciy ghép té bao gdc dé diéu tri bénh Parkinson - 1a bénh ly réi
loan than kinh thoai héa tién trién do giam chiic ning cac noron tiét dopamin
trong ndo da duoc bat dau tir nhitng ndm 1980. Trén thé gidi, rit nhidu nghién
ctru trén dong vat va trén nguoi da chi ra rang viéc ghép té bao gbc cai thién
dang ké tridu ching cua bénh Parkinson [1], [2]. Nhiéu loai t& bao gdc khac
nhau dugc thir nghiém trén dong vat: té bao gdc tuy xuong [3], té bao gbc cam
ting (iPS cells) [4], té bao gbc ngoai bi than kinh cua bao thai (mesencephalic
neuroepithelial stem cells = M-NECs). Trong s céc loai trén, té bao géc ngoai
bi than kinh bao thai ngudi dd dugc thar nghiém 14m sang trén nguoi va da
mang lai két qua tich cuc do céc té bao & ddy c6 ty 1é biét hda thanh cac neuron
tiét dopamin sau ghép cao, md ghép hoa hop t6t voi md cha va chua co bang

ching nao vé viéc tiét dopamin bét thuong tir cac manh ghép trén mo chi.



O Viét Nam hién nay, ty 16 méc bénh Parkinson khoang 1,6% ¢ nhitng
ngudi trén 65 tudi, va co xu hudng ngiy cang ting voi ty 1é mac méi khoang
20/100 000 dan/nim. Thém vao d6, diéu tri noi khoa bing cach sir dung cac
thudc 14 tién chat chuyén hoa ciia dopamin nhu Levodopa ciing chi ¢ tac
dung tot trong khoang 5-10 nim do hién tugng khang thubc diéu tri [5]. Vi
vay, viéc nghién ctu mot phuong phéap didu tri mai, c6 kha ning giai quyét
duoc nguyén nhan gy bénh 1a vo cuing can thiét dé han ché nguy co tan phé
do bénh tat, nang cao chat lugng cudc séng cho bénh nhan. Véi mong mudn
tiép can mot phuong phdp méi trong diéu tri bénh Parkinson ciing nhu mong
mudn nang cao chat lwong cudc sdng cho ngudi bénh, ching toi tién hanh
nghién ciru dé tai: “Phan ldp, ting sinh va bigt hoa té bao géc ngoai bi than
kinh phdi — thai thanh té bao dgng tiét dopamin ” véi muc tiéu:

1. Phan ldp, tang sinh, bigt hda va bao qudn lgnh té bao géc ngoai bi
than kinh phoi chugt céng trdng thanh té bao dgng tiét dopamin.

2. Buwdc dau phan \Gp, ting sinh va biét héa dwec té bao goc ngogi bi

than kinh phoi — thai ngwoi thanh té bao dang tiét dopamin.

| Commented [M1]: Noron




CHUONG 1: TONG QUAN

1.1. Pic diém té bao géc than kinh

Té bao gdc than kinh dugc Atlman va cong sy md ta lan dau tién nam

1962. Rat nhiéu ngudn géc té bao khac nhau da duoc sir dung dé tao noron

tiét dopamin, dau tién c6 thé ké dén nhu: té bao gdc trung mo phan lap tir tay

xwong hay té bao ving hanh khtru & vé ndo. Tuy nhién nhitng dong té bao nay

kha han ché trong viéc tao thanh cac noron tiét dopamin trén thuc nghiém. Vi

vy ngay nay, cac nha khoa hoc thuong tap trung vao mét sé dong té bao khac

¢6 tiém ning 16n hon tao noron tiét dopamin nhu: té bao géc ndo giira phoi, té

bao gdc phoi giai doan sém (khéi t& bao noi phdi ciia phéi nang), té bao goc

van nang cam ung (iPSCs) (Hinh 1.1).
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s trinh héa
Nao phoi TBG than kinh TB sinh dudng TBG than kinh

Biét hoéa

iPSCs

Hinh 1.1. C4c ngudn té bao khac nhau trong diéu tri bénh Parkinson [6]

Moi loai té bao gdc than kinh déu cé ich trong nghién ciru y hoc, nhung

mdi dong té bao lai co trién vong phat trién ciing nhu giéi han riéng. Néu nhu

té bao gdc than kinh ¢ phéi va thai dong vai tro quan trong trong hinh thanh




céc cau tric than kinh thi té bao gbc than kinh & co thé truong thanh lai c6
nhiém vu chinh nhu mét hé thng tai tao, stra chita md, tao ra cac té bao cé
chirc ning thay thé cho céc té bao bi thiéu huyt sinh 1y ciing nhu bénh ly & céc
mo biét hda.

Khi nghién ctru vé té bao gdc, co ba khai niém can phai phan biét rd do
la thuat ngir “té bao gdc” (Stem cell), “té bao dau dong” (progenitor cell) va
“t¢ bao tién than” (precursor cell). V& co ban, trong mé than kinh, té bao gdc
than kinh phai dap ting duoc ba dic tinh: Kha nang ty doi méi (self-renewal);
Kha ning biét hda thanh ba dong té bao than kinh (noron, té bao it nhanh va
té bao sao) va cudi cing la kha ning tai tao md than kinh. Khi mot té bao bi
han ché kha nang tu doi méi va da cam két s6 phan biét héa cu thé, ching tro
thanh cac té bao diu dong (progenitor cell), trong khi d6 thuat ngir “tién than”
la chi nhitng té bao & giai doan trung gian ciia qua trinh phat trién.

e Tébao gac than kinh 1a nhing té bdo chura biét hba
Mot trong nhig dic tinh can ban cua té bao goc I1a khdng ¢ cu tric
dic hiéu mo. Pay 1a nhiing cau tric ma d6 t& bao cd thé thuc hién cac chirc
niang chuyén biét. Té bao gbc than kinh la nhing té bao chua phat trién nhiing
cau trdc gitp cho viéc dan truyén xung dong than kinh nhu hé théng dng siéu
vi van chuyén héa chat trung gian héa hoc, cac synap...[7].

e Té bao gac than kinh cé thé ti tai tao

Ciing gidng nhu cac t& bao gdc khac, té bao gdc than kinh c6 kha niang
tang sinh bang cach gian phan va ty d6i mai (self-renewal) ma van giir duoc
dic tinh khong biét héa trong sudt qué trinh ton tai cia md, co thé. Qua trinh
tw lam mai c6 thé thong qua ca hai cach phan chia ddi ximng va phan chia bat
d6i xung. Néu nhu phéan chia ddi xing tao ra hai t& bao géc, diéu nay gidp

lam tang quan thé té bao gbc thi phan chia bt d6i xing tao ra 1 té bao bat dau



qua trinh biét hoa ddng thoi tao ra mot té bao van giit nguyén tinh géc nhu
ban dau. Qué trinh nay rat quan trong gidp duy tri quan thé té bao gbc than
kinh ton tai trong sudt doi sbng cé thé.

e Té bao goc than kinh ¢ khd néng biét hoa

Qua trinh t& bao gdc chuyén thanh cac té bao c6 chirc ning riéng biét
duoc goi 1a qua trinh biét hda. Qué trinh nay xay ra khi té bao goc nhan dugc
céc tin hiéu tir bén trong va bén ngoai té bao, dap tng véi céc tin hiéu nay. Cac
té bao gbc than kinh c6 kha niang biét hda thanh nhiéu loai té bao khac nhau
thdng qua kich thich cua méi truong ndi va ngoai sinh [8]. Ching phan chia té
bao bt ddi xing, mot biét hda, mot van giir tinh gbe ciia nd. Té bao gbc than
kinh cha yéu biét hoa thanh cac noron, té bao hinh sao va té bao it nhanh.

1.2. Qua trinh hinh thanh va biét héa noron tiét dopamin in vivo

Trong qué trinh phét trién phoi vi, khi mang than kinh méi khép, thanh
ng than kinh 12 biéu md gdbm mot hang té bao goi 1a biéu mé than kinh. Khong
giéng nhiing viing khéc c6 su ting sinh va bién déi phuc tap, ndo gitra phét
trién don gian. Thanh ndo chi day Ién do sy ting sinh manh cac té bao biéu md
nay. Ban dau, thanh éng c6 dang biéu mé try gia ting. Bao twong té bao trai
khap chiéu diy thanh 6ng va nhan té bao & cac mic d cao thip khac nhau.
Nhitng nhan té bao dang phan chia nam ¢ 16p sau trong thanh dng tao thanh 16p
sinh san. Nhitng té bao da hoan thanh su phan chia di cu ra ving ngoai vi cua
thanh éng néng hon, xép thanh ting tang, cao thip khong déu dé tiép tuc phan
chia. M6t s6 té bao van & lai I6p sinh san duy tri tinh géc cia nd (Hinh 1.2)

Sau khi ndo giira dwoc hinh thanh, céc té bao ¢ san ndo giita ting sinh va
phan 16p tao thanh 3 16p: 16p ndi tay, 16p 4o va 16p man ria. Mot sé té bao &
I6p noi tay van con gitr tinh géc cua té bao than kinh trong khi hau hét cac té
bao s& di chuyén ra khoi vang sinh san, ngirng phan chia té bao va bt dau qué
trinh biét hoa. Cac té bao dau dong cua ndo giira nhd cac tin hiéu (yéu tb



phién ma va yéu tb ché tiét) s tiép tuc duoc dinh hudng dé biét héa thanh céc

dong té bao khac nhau.

Hinh 1.2. Sw tiing sinh té bao & 6ng than kinh [9]

A: Biéu md than kinh; B: Tang sinh té bao cia biéu mo than kinh

I: Lép nai tiy : Lép 40

1- Nguyén bao than kinh;  2- Nguyén bao xép than kinh;

3- Nhdnh bao tuwong ciia té bao xuyén tam.

Céc té bao dau dong tiét dopamin ¢ ndo giira ciing tap trung cha yéu ¢
viing sinh san, nhitng t& bao nay biéu hién Lmxla, Lmx1b, Foxa2, Msx1/2,
Ngn2 va & giai doan sém la Shh. O giai doan nay, céc té bao dau dong mDA
s& phat trién theo hudng chuyén biét, phan chia va bit dau nhimg budc cudi
cling caa qua trinh biét hda xay ra ¢ ki sau cua té bao.

Sau d6 cac té bao dau dong tiét dopamin tiép tuc biét hoa tre thanh cac té
bao tiét dopamin chua truong thanh (immature dopaminergic neurons). Céc té
bao mDA bit dau xuét hién trong khoang E10.5 dén E13.5 ¢ chudt, trong khi
& ngudi ching bt dau xuat hién vao tuan thi 5 — 6 sau thu thai, dat cao nhat
& tudn 6 — 8 va dung & tuan 10 — 11 [10]. Cac nguyén bao than kinh ciia noron
dopamin bét dau roi khoi viing sinh san doc theo cac nhanh cua té bao than

kinh xuyén tim dé xam nhap vao ving trung gian (I6p 4o). Trong subt qua



trinh di cu tir 16p ndi tiy ra bé mat 1i cua no giita cac nguyén bao than kinh
tiét dopamin tiép tuc biét hoa dé tro thanh cac té bao mDA truong thanh.
Ngoai viéc bat dau biéu hién cac gen mai trong sudt qua trinh di cu va biét
héa ching tiép tuc duy tri biéu hién cac gen ma c6 vai trd quan trong trong
qua trinh biét hoa nhu Foxal/2, Lmx1a/b, Enl/2.

Foxa1/2+, Lmx1a/b+, Otx2+,
dopamine progenitor
i

Progenitor marker

Foxal/2+, Lmxia/b+, Nurri+,
immature dopamine
neuron

Foxal/2+, Lmx1a/b+,
. Nurr+, Pitx3+, TH+,
VMAT+, AADC+

Immature mDA marker’

mature dopamine
[ ] neuron

| Mature mDA marker

Hinh 1.3. C4c 16p ciia 14 day nio giira va sw biéu hién céc gen lién quan
dén su phat trién cia té bao mDA.
La déy ndo gitta gom 3 16p: Lép sinh san (noi ¢é cdc té bao ddu dong mDA),
I6p trung gian (Cac té bao mDA chiea trieong thanh di cw qua) va lp do (noi
cac té bao mDA trirong thanh biéu hién cdc gen lién quan dén sinh tong hop
dopamine) [11].

NGi tém lai, qua trinh hinh thanh va phat trién cua té bao tiét dopamin
duoc bat dau tir khoang ngay tha 8 & chudt va tuan thir 5 sau thu tinh & nguoi.
Céc té bao xuit hién ban dau & viing san no giira, sau d6 trai qua hang loat
cac budc phat trién va biét hoa dé di cu dén nhitng vi tri nhat dinh: liém den,
ving dudi ddi, hanh khiru, véng mac... Nhitng kién thuc vé linh vuc nay da

tang dang ké trong nhitng nim gan day. Chinh nhing hiéu biét nay da giup



ich rat nhiéu cho viéc tng dung trong viéc tim kiém nhitng dong té bao t6i vu
phuc vu diéu tri bénh Parkinson.
1.3. Té bao gbc nao giira va noron tiét dopamin: ing dung trong diéu tri

Nhiing hiéu biét vé quéa trinh phét trién va biét héa cia noron tiét
dopamin di giup cac nha khoa hoc dinh khu duoc vi tri cua cac té bao gdc tiét
dopamin. Do d6 mé san ndo giira ngoai bi éng than kinh phdi la mot trong
nhiing loai mé dau tién dugc céc tac gia sir dung Vi tai ddy co cac té bao tiét
dopamin ciing nhu céc té bao dau dong di dugc dinh hudng dé biét hoa thanh
noron tiét dopamin.

Nam 1979, tac gia Perlow va cong sy da tién hanh ghép nhitng manh mo
san ndo gitra phdi chudt vao thé van chudt di dugc gay Parkinson bang 6-
OHDA. Két qua cho thay sy cai thién vé triéu ching 1am sang cua chudt sau
ghép 1 thang. Bang chang la c6 5/29 chudt giam 70% sb vong quay so Vi
nhém chang [12]. Tuy c6 dugc thanh cong bude dau nhu vay xong ki thuat
ghép manh mé chira té bao gbc vao ndo boc 16 nhidu han ché nhu: ty 1é dong
vat séng sau ghép thap; ty 1é cai thién triéu chung & céc 16 nghién ctau khong
ddng nhat hay chi ghép duoc & mot vai vi tri nhat dinh trong mé néo. Nhiing
han ché nay c6 thé lién quan t6i viéc kém nudi dudng vi cac té bao trong md
ghép it dugc tiép xdc voi mach méau ciing nhu dich ndo tay hoic do han ché
phét trién cac soi truc cua té bao ra nhitng viing xung quanh [13]. Bén nhiing
niam 1980, thay vi sir dung manh nho mé san ndo giita dé ghép vao thé van,
nhém tac gia Bjorklund va cong su da sir dung dang dich treo té bao gdc san
ndo gitra dé tiém vao thé van. Khoang 10 manh mé 2mm? duoc cac tac gia o

trong enzym trypsin 0,1%; 30 phdt & nhiét d6 phong. Sau do rua lai trong

dung dich dém va tiép tuc dung pi-pét hat 1én — xudng nhiéu lan dé tao dich
treo té bao. Mau dich treo duoc sir dung dé tiém tryc tiép dé tiém vao thé van

chuot Parkinson. Két qua dat duoc rat kha quan khi ty 1& khoi bénh cua céc
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chuot sau ghép on dinh gitra cac 16. Hon nita khi quan sat cu tric thé van sau
ghép bang ky thuat héa mo, céc tac gia nhan thiy sy ton tai ciia cac té bao
duoc ghép ¢ 11/ 15 mau. Nhiing té bao sdng va tao lién két vsi md chi. Co
thé quan sat dugc cac noron di cu dén 0,5mm tir vi tri tiém, tham chi c6 mau
I8n t&i Imm tir vi tri tiém [13].

Chinh thanh cong cua ky thuat tiém té bao gdc san ndo vao thé van da
thiic day cac nha khoa hoc tién hanh nhiing thir nghiém trén bénh nhan tinh
nguyén. T4c gia Madrazo va cong su nim 1988 1an dau tién bao cdo 2 truong
hop ghép thanh cong hdn hop té bao gdc than kinh giau noron tiét dopamin
vao ndo bénh nhéan tinh nguyén. Sau ghép, ghi nhan cd cai thién triéu ching
rbi loan van dong cua bénh nhan [14]. Tuy nhién, nhitng b4o céo maot vai ca
bénh trong giai doan dau ndy van con chua 1 rang do chua ¢ nhitng bang
ching vé tac dung cua cac té bao sau ghép trén ndo bénh nhan. Pén nim
1990, nhém tac gia Lindvall va cong su tiép tuc bao céo nghién ciru thir
nghiém 1am sang trén bénh nhan diéu tri bang tiém té bao gc phoi nguoi. Sau
2 thang, cac tac gia thay c6 cai thién vé van dong va gidc nga so voi trudc
diéu tri. CAc tac gia sir dung ky thuat chup Positron cit I6p (Positron Emission
Tomography —PET) véi ddng vi phéng xa 6-L-['8F] fluorodopa (FDOPA) dé
theo ddi hiéu qua diéu tri. FDOPA c6 cau tao giéng véi L-DOPA, c6 thé di
qua hang rao mau n&o téi cac noron tiét dopamin ciing nhu cac cdc tan cling
dau trude sy — nép, tir ¢6 phan anh sé lwong va chiic nang ciia cac noron nay.
Két qua sau 5 thang, quan sat co ting tin hiéu huynh quang trén phim chup,
biéu hién ting sy c6 mit cua noron tiét dopamin trong ndo sau ghép so Vi
truge ghép (Hinh 1.4) [15].
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B Sau ghép

A Trudc ghép & thiing

te Caudate
.

Hinh 1.4. Hinh anh chup PET véi 6-L-[*® F] fluorodopa é viing nhan béo
nhat va béo sim.

Mau do 1a viing ¢6 tin hiéu mgnh. Mau xanh la vaing khéng ¢ tin hiéu [15].

Trong mot thi nghiém 1am sang 1én trén 34 bénh nhan Parkinson tinh
nguyén, tac gia Olanow (1992) da chia céc bénh nhan mac Parkinson lam 2
nhom c6 diéu tri va khong diéu tri tiém té bao gdc ndo giita phdi ngudi dé
danh gia hi¢u qua diéu tri. Hon nita, trong nhém cé diéu tri, tac gia lai tiép tuc
chia 1am 2 nhém nhé 1a nhom duoc tiém té bao tir 1 phdi va nhdm duoc tiém
té bao ly tir 4 phoi. Céc tac gia sir dung thang diém UDPRS dé danh gia triéu
ching Parkinson trudc va sau diéu tri. Theo ddi sau 2 ndm cac tic gia nhan
thdy khong c6 su khac biét vé chi sé UDPRS giira 2 nhom c6 va khong diéu
tri (dung gia dwoc). Thém vao do, cac tic gia ciing khong nhan thiy cd su
khéc biét gitra nhom dugc tiém 1 phdi cling nhu nhém dugc tiém 4 phdi vao
ndo so véi nhdm chiang (p=0,093 va 0,346). Tuy nhién khi xem xét trong
nhém bénh nhan cé chi s6 UDPRS trude diéu tri < 49 (Parkinson nhe), c4c tac
gia nhan thiy rang c6 cai thién chi s6 UDPRS ¢ nhom c6 diéu tri so voi nhém

dung gia dugc (p = 0,005); hon nita, riéng & nhom duge diéu tri bang tiém 4
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phdi c6 cai thién triéu ching c6 ¥ nghia so véi nhém ding gia dwoc. Tiép tuc
nghién ciru dai thé va vi thé mé ndo cia 5 bénh nhan tir vong (nhdi mau co
tim, viém phéi, suy ho hap, ung thu ludi) sau didu tri 5 nim (2 & nhom tiém 1
phdi; 2 & nhom tiém 2 phéi va 1 & nhdm chang) cac tac gia nhan thay cé su
tang biéu hién marker TH & nhom tiém 4 phoi so véi nhém tiém 1 phdi va
nhém chimng [16]. Vi vay, ¢6 thé thiy riang hiéu qua diéu tri Parkinson bang té
bao tiét dopamin phan Iap tir san ndo giita ¢ lién quan dén sé lugng té bao
dugc tiém. Trong khi nguon mé phdi thai déng loai c6 han, vi vay, dé gia ting
s6 luong té bao ciy ghép, cac nha khoa hoc phai nudi ciy ting sinh cac noron
tiét dopamin in vitro, tao dwoc hdn hop nhiéu té bao giau dopamin phuc vu
cho diéu tri.
1.4. Phan lap, nudi cay té bao géc san ndo giira phoi
1.4.1. Phéan lgp

Phan lap té bao gdc than kinh theo cac budc thong thudng bao gdm trich
thit md, phan ly t& bao va lam thuan khiét té bao. Viéc ldy mau mo nhu mo
ndo la dac biét kho khin do d6 doi héi ngudi lam phai duoce dao tao va co ky
thuat thanh thao. Cac nhom tac gia khac nhau da cho ra cic quy trinh phan 1ap
doc lap tay thudc vao vi tri ldy mau, cac giai doan phat trién khac nhau ciing
nhu trén dong vat hay nguoi. Tuy nhién, vé co ban, phan lap té bao gbc than
kinh dya vao mét sé dic tinh cua té bao gbc than kinh.
1.4.1.1. Trich thi mé néo

Ngudn géc cua md anh hudng dén loai té bao phan lap duoc ciing nhu sy
phét trién va kha ning biét hoa. Mot s6 khac biét rd rét da dwoc béo cao gitra
cac mau mo ndo tir cac loai khac nhau (chudt nhét, chudt cong va nguoi) hay
tir cac giai doan biét hda trong su phat trién ciia mot loai nhat dinh [17], [18].
Thuc té cac két qua nghién ctru cho thay, nhitng yéu té chinh quyét dinh két

qua phan lap phu thudc vao vi tri trich thii té bao gdc than kinh ma khong phu
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thudc vao dong vat thuc nghiém. Néu sir dung toan bo ndo [19] hoic manh
md ndo I6n gom nhiéu khu vuc [20], két qua thu dugc s& gdm 1 quan thé
khong ddng nhit gom nhiéu loai té bao do céc té bao gdc dén tir nhitng ving
khéc nhau. Mot s6 béo cao sy hién dién cua céc té bao gbc da tiém ning tai
nhirng vung khac nhau cia nhu mé néo truong thanh khac véi cac vung kinh
dién da duoc biét (SVZ va SGZ) nhu ¢ thé van [21]. Tuy nhién, Lois va
Alvarez-Buylla cho rang nhitng té bao nay c6 thé xuit phat tir nhitng ving
than kinh bén canh [22]. Do d6, can phai c6 kién thie day da vé vi tri 6 té bao
gdc than kinh, cang k¥ thuat dinh vi dé c6 mau ndo & khu vyc can quan tam
dang tin cdy trudc khi phan lap. Sau do, tién hanh cit nhirng lat mong bang bo
vi thao tac dudi kinh 10p [23].

Sau khi ldy dwoc miu md ndo cin dic biét cha y dén khau bao quan
mau. Quy trinh phan 1ap sau lay mé phai thyc hién trong vai gio do sb luogng
té bao gbc than kinh séng s& giam theo thoi gian [24], [25].
1.4.1.2. Tach té bao

Hién nay, ¢6 hai phuong phép tach té bao chii yéu duoc céc nha nghién
ctru &p dung 1a tach té bao bang enzym va tach té bao bang co hoc

a. Tach té bao bang enzym

Céc té bao gdc than kinh bao quanh bai cac phan tir tao thanh ludi ngoai
bao chu yéu 1a Lecticans, acid hyaluronic, tenascin-C va Tenascin-R [26]. Cac
phan tir nay twong tac véi nhau va tuong tac véi cac phan tir trén mang té bao.
Do vay, mudn tach té bao gbc than kinh khoi mé nguoi ta sir dung cac
protease 1am suy yéu lu6i ngoai bao ndy. Trudc tién, nén chia mé thanh
nhitng manh nho dé tang dién tich tiép xic véi protease. C hai enzym duoc
st dung chu yéu 1a: trypsin [21], [27], [28], [29] va papain [30], [31], [32],
[33]. Trong do, trypsin dwoc sir dung nhiéu nhat, thuong két hop véi acid

ethylenediaminetetra acetic (EDTA), ddy la chat gin véi Ca+ lam suy yéu
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lién két gitra cac té bao. Thai gian u rat thay doi theo ting tac gia c6 thé tir 10
dén 90 phat. Ngoai ra, mot s6 enzym khac ciing dugc dung trong phuong
phap phan ly nay nhu hyaluronidase [34], [35], collagenase [36], dipase [33].
Céc enzym nay c6 thé duoc sir dung don doc hay két hop véi cac enzym khac.

Nhung du str dung loai protease nao, cac nha nghién ctru thuong su dung
két hop Desoxiribonulease | (DNase 1) nham loai bo nhiing chat nhiy DNA
c6 nguodn goc tir su ly giai té bao. Chat nay cd thé anh huong dén kha ning
sbng cua té bao trong cac thuc nghiém vé sau.

Hon nira, dé enzym cd thé hoat dong can phai sir dung hé dém. Hé dém
nay c6 kha nang didu chinh pH ddng thoi kich hoat enzym. Khéng sinh/khéng
nam nén thém vao dung dich phan ly té bao dé ngan nhidm khuan, nhiém nam.
Khi qué trinh tach té bao két thic, viéc sir dung cac chat wrc ché protease 1a can
thiét d ngan chan phan ang ciia enzym. Di v6i papain, chat trung hoa thuong
duoc str dung 1a huyét thanh bao thai bo (FBS). Con dbi vai trypsin, ngoai FBS
thi ovomucoid, protein dau nanh, ddu m& hay chat tc ché chiét xuat tir tuy
ciing dwoc nhiéu téc gia sir dung. Dac biét, voi nhitng mé ndo lay tir phoi hay
thai, do cau trac tuong ddi long 1éo nén c¢6 xu hudng sir dung nong do enzym
thdp hon ciing nhu thoi gian ngan hon [37]. Tach té bao anh huong truc tiép
dén ty 1¢ séng cua té bao gdc than kinh va véi mdi loai md ndo cu thé, viéc lua
chon enzym ciling rat quan trong. Nam 1998, Maric va cong su da danh gia hi¢u
qua caa papain, trypsin, collagenase va tach té bao bang co hoc trén md néo tir
phdi thai chuot. Két qua cho thay, d6i vai loai md nay, tach té bao bang papain
cho ty ¢ té bao sdng cao nhit va kha niing sinh san tét nhat [38].

Ddng thoi, cac nha nghién ciru thiy rang khi thuc hién tach té bao bang
enzym nhirng marker bé mat té bao c6 thé bi thay d6i boi cac enzym nay gay ra
hién twong &m tinh gia khi nhuém bang héa md mién dich hay phan loai té bao
huynh quang kich hoat (FACS) sau khi phan lap (Bang 1.1) [39], [40]. Ngoai
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ra, mot s6 nghién ctru ciing chi ra rang ding trypsin c6 thé dan dén ting dwong
tinh véi nhitng marker bé mit chi diém khdi u do thay doi trang théi glysosyl
hdéa cua cac marker nay [39]. Riéng vGi marker CD133 dugc bdo céo Ia nhay
VGi trypsin & té bao nguoi nhung véi té bao cua loai gam nhim thi khong.

Bang 1.1. Nhitng marker bé mit té bao than kinh nhay cam véi enzyme

(Corver & Panchision)

Enzym Marker nhay cam Marker it nhay cam

hCD133, CD31, 04, CD81, c14,
Trypsin A2B5, CD15
Cal25, BMal80

PSA-NCAM, CD24, BMP IA,
Papain CD15, 04, CD81
BMP IB

b. Téch té bao bang co hoc
Thong thuong tach té bao bang enzym chua du dé tach hoan toan té bao
gdc than kinh trong mé. Cac nha nghién ctru thuong phdi hop cuing tach té
bao bang co hoc. Tach té bao bing co hoc gy chét mot lugng té bao dang ké.
Nguyén nhan dau tién phai ké dén Ia do str dung pipet thaty tinh thanh éng
sic, kich thudc khong déu. Vi vay, phuong phap pho bién nhat 1a tranh thuc
hién ky thuat bang pipét thary tinh [21], [41], [42]. Hay st dung pipét véi kich
thuéc giam dan dé phan tach lién tiép qua cac budc giam té bao chét [31].
Hon nira, khi str dung pipét thay tinh, cac té bao dinh véi thiy tinh va c6 thé
mat trong qué trinh thao tac. VAn dé nay c6 thé giai quyét bang viéc sur dung
pipét co trang silicone, hay sir dung cac pipét nhya thuong mai san c6 [43].
M6t sé nghién ciru sau khi tch bang enzym va co hoc con c6 thém mot
budce dé loai bo cac manh vun tir dich treo té bao. Budc bd sung nay co thé
loai bo miéng mo khong phan ly ciing nhu loai bé nhitng manh vun hoai tir
ma c6 thé gay chét t& bao vé sau. Tuy nhién viéc lam nay ciing lam giam s6

luong té bao séng do bi giir lai trong bé loc. Khuyén céo khi sir dung bo loc
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doi hoi DNAse I dé loai bo chat nhay c6 thé 1am can tré bo loc va nén pha
lo&ng dich treo té bao véi méi truong.

Loai va kich thuéc cua bo loc khong cé sy thong nhat giita cac tac gia,
c¢6 ngudi sir dung gac vo tring [43] hay céc loai mang loc té bao. Kich thuéc
15 loc ciing khac nhau, ¢6 thé 1a 40 pm [31], 70um [44], 100um. ..

¢. Lam thuan nhét quan thé té bao gic

Quan thé té bao thu dugc sau tach té bao la khéng ddng nhit, voi cac
muic d6 biét héa khac nhau. Do d6, can phai phan tach cac nhém té bao riéng
biét. Thong thuong viéc phan loai nhdm dua vao hinh théi té bao, day 1a dic
diém c6 lién quan chat ch& vai tinh gbc cua chung. Tuy nhién, diéu nay chua
du dé phan lap duoc mot quan thé ddng nhat. Hién nay, ¢ nhiéu phuong phap
ky thuat mai ra doi gilp ta ¢6 thé thu mot quan thé té bao nhit dinh. Pay tré
thanh mét budc quan trong trong phan lap té bao gdc than kinh. Cac phuong
phép 1am thuan nhét quan thé té bao gbc than kinh gom:

e Phan loai té bao dua vao tinh chat két dinh khac nhau cua té bao
Mot trong nhitng phwong phéap dau tién 1am thuan nhat quan thé dac hiéu dya
trén sy bam dinh khac nhau ca cac loai té bao trén dia nudi ciy do cac phan tir
két dinh dac biét. Bang cach xir ly chat nén va lya chon thoi gian nudi ciy c6
thé gilip phan biét cac loai té bao khac nhau. Trong ba nhém té bao gbc than
kinh thi té bao hinh sao thé hién kha ning két dinh cao nhat, tham chi trén ca
dia nudi cdy khong duoc xir Iy bam dinh. Trong khi d6, té bao it nhanh lai dé
dang bi tach ra khoi dia nuéi cdy chi can dudi tic dong lic véi van tdc cham
(200-300 vong/pht) trong 12 — 20h. Phuong phap nay don gian, kinh té, lai
hiéu qua, thuong dwoc ap dung dé lya chon loai té bao gdc cu thé nhu té bao
gdc it nhanh [45], [46].

Ciing dya vao déc tinh nay, nam 1999, Lim va Alvarez-Buylla da phan

lap 4 nhom té bao gde sir dung tryc tiép dong chay maéi truong hay PBS trén
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dia nudi cay co xtr ly poly-D-lysine. Nhirng té bao két dinh nhiéu, dwoc thuan
nhét véi PSA-NCAM va Tuj 1 - nhém nay duge xac dinh 1a cac nguyén bao
than kinh di cu [47].

e Phan loai dya vao ty trong té bao khac nhau dé ly tam

M6t s nghién ctu 1am thuan nhat t& bao goc than kinh dua trén co so
C4c té bao phan doan theo d6 ndi cua chiing. Ban dau, té bao dugc hoa trong
mot dung moi nhit dinh, sau d6 ly tim, tao ra mot gradient mat do. Cac té bao
trong cac phan doan dugc thu gom riéng.

Gradient mat do c6 thé duoc tao ra bang céch sir dung céc dung mai
khac nhau, trong d6 Percoll dugc sir dung rong réi nhat [48], [49]. Percoll
gom céc hat silica dang keo phit mét 16p Polyvinylpyrrolidone (PVP) cé thé
duoc st dung dé tao dung dich mat do gitra 1,00 va 1,20g/ml. Sy két hop voi
Percoll tao ra gradient mat do c6 thé phan loai tét hon quan thé té bao. Su
dung gradient lién tuc, Maric va céng su, nam 1998 di phan lap dwoc 20 dai
khac nhau va phan dinh gigi han céc dai mat do duoc hd trg bang sir dung cac
hat danh d4u thwong mai. Song phwong phéap nay c6 nhuoc diém la chat PVP
c6 thé gay doc té bao nén cac nha nghién ctiru han ché st dung. Ngoai Percoll,
gradient mat do c6 thé duoc tao ra bang cach sir dung dung dich duong [50]
hay Albumin huyét thanh bo [51].

e Phan loai dua vao két taa mién dich dac hiéu

Phuong phap két tua mién dich ban dau dugc ung dung dé loai té bao cu
thé khoi quan thé bang khang thé va qua trung gian b thé [52]. Hién nay,
ngudi ta str dung ky thuat thanh loc bang mién dich mot quan thé té bao do su
boc 16 khang nguyén bé mit khac nhau gan két véi cac khang thé duoc gian
1én dia nuéi cdy. Té bao boc 16 khang nguyén bé mat nay sé bj gitr lai trén dia,
tach khoi quan thé té bao con lai. Phuong phap nay dugc &p dung cho phan
lap céc té bao hinh sao dau dong sir dung A2B5 hoiac 04 [53], [54], [55].
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Phuong phap nay ciing dwoc ding dé tach cac té bao gdc than kinh voi
marker PSA-NCAM [56], [57]. Cho dén hién nay ki thuat nay it ph6 bién hon
sau ky thuat FACS, nhung mot s6 tac gia bao céo rang dung phuong phap nay
cho két qua té bao sdng cao hon [54].

ePhan loai dua vao huynh quang kich hoat (FACS)

FACS ra doi 1a budc cai tién 16n trong viéc tach va lam thuan nhit té bao
gdc than kinh. Pay 1a mot dang dic biét trong phwong phap dong chay té bao,
FACS gilp phan loai c4c té bao dua trén su két hop cua mét chat huynh
quang cu thé gian véi khang thé cua marker bé mat té bao. Ngoai ra, con c6
thé str dung mot s6 phan tir khac nhu lectin d&é nhan ra tinh trang glycosyl héa
mot sb epitop khang nguyeén.

1.4.2. Nubi cdy té bao géc than kinh
1.4.2.1. Piéu kién nudi cdy

Céac mdi truong thudng duoc sir dung dé nudi cdy té bao gdc than kinh
gom 2 thanh phan, méi trudng co ban va cac yéu td bd sung, yéu td ting
truong, Moi trudng co ban gidng nhau thuong sir dung DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s Medium) tao boi hdn hop mudi v6 co, amino acid va
vitamin trong c&c chét dinh dudng khac. DMEM thuong két hop ty 16 (1:1)
v6i Ham’s F-12 (F-12) nham ting mic d6 c&c chat dinh dudng va cung cap
cac mubi vo co khac nhau. C6 mét sé lya chon thay thé cé tinh chét tuong tu
nhu moi truong co ban nhu Neurobasal TM, hay Ex Vivo TM 15 [33].

Ngoai ra, mdi trudng co ban con can duoc bd sung cac chit nhu insulin,
transferrin hay putrescine. Nhitng yéu té nay chi dwoc b sung khi nudi cay
do chding chi sir dung dwoc trong mét thoi gian rat ngan khi bao quan ¢ 4°C.
1.4.2.2. Huyét thanh va c&c yéu t6 tang trueng

Mot trong nhitng yéu t6 quan trong nhit trong méi truong nudi cay la
viéc bo sung yéu té tang trudng riéng biét hoac huyét thanh.
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Ban dau, khi méi phan lap té bao goc than kinh va duy tri té bao séng,
cac nha nghién ctu sir dung huyét thanh trong méi trudng nudi cay. Tuy
nhién, sau nay, cac nha nghién ctu thdy riang viéc sir dung huyét thanh,
thuong 1a huyét thanh bao thai bo (Fetal bovine serum-FBS) c6 mét sé nhuoc
diém. Do huyét thanh 1a mot hdn dich gdm nhiéu thanh phan khong xac dinh,
ddng thoi chat lwong, ndng do cac chét trong d6 thay ddi khac nhau giita cac
16, vi vay c6 thé dan dén nhitng két qua khong on dinh trong nudi ciy. Hon
nira, huyét thanh dat tién lai d& bj nhiém khuan. Tuy nhién, huyét thanh c6 su
két hop nhiéu yéu té tang truong khac nhau vira c6 yéu té gitp duy tri tinh
gdc cua té bao lai c6 yéu t6 gitp biét hoa va duy tri sy séng cua té bao. Vi tat
ca Iy do @0, nguoi ta da tim cach thay thé huyét thanh bang cach tong hop céc
yéu t6 tang truang tinh khiét. C6 hai yéu td tang truong chinh dugc sir dung:
Yéu t6 tang truang nguyén bao soi (Fibroblast growth factor-FGF) va yéu té
tang truong biéu mo (Epidermal growth factor-EGF). Chlng c6 thé dugc
ding don doc hay két hop.

a. FGF

FGF dugc tim thdy lan dau tién boi tac gia Armelin ndm 1973. Tir d6
dén nay, c6 khoang 22 loai FGF da dugc tim thiy tham gia vao con dudng
dan truyén tin hiéu té bao. Ching tac dong thong qua thu thé FGFR (FGF —
receptors) trén bé mat mang té bao. Cac thu thé ciia FGF déu 1a nhiing protein
xuyén mang gém 3 phan: phan bén ngoai mang té bao cd cau tao gom 3
domain khac nhau (D1-D3), phan xuyén mang, phan bén trong mang té bao
c6 gin véi tyroxine kinase. Binh thuong, phan tir heparan sulfate ¢6 vi tri gan
& ving D3, ¢on vi tri gitta D1 va D2 duoc gan véi mot chudi ngian cac amino
acid. Chudi amino acid nay twong tic vé6i heparan sulfate c6 tac dung ngin
khéng cho FGFR hoat déng khi chua dugc kich hoat béi FGF. C6 7 dudi
nhém khac nhau cua céc thu thé FGFR. Néu nhu FGF1 ¢6 kha nang kich hoat
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ca 7 recetor nay thi FGF7 va FGF10 (keratynocyte Growth Factor) chi cé kha
ning kich hoat 1 thu thé duy nhét 1a FGFR2b [58]. O giai doan sém cia su
phét trién c4 thé, FGF c6 vai trd trong qué trinh ting sinh, biét hoa va di cu
cua c4c té bao. O co thé truong thanh, FGF dong vai tro trong viéc giir can
bang noi mdi va tham gia vao qué trinh stra chira cua té bao, co quan. Trong
truong hop bénh 1y vi dy nhu ung thu, mét vai duéi nhém ctia FGF ciing ¢
vai trd tham gia vao sinh ly bénh khéi u.

Trong qua trinh phat trién, cac té bao gdc than kinh thudng biéu hién voi
receptor FGF trong giai doan som, sau d6 ching c6 thém biéu hién voi EGF
(E16) [59], [60]. Rat nhiéu yéu t ting truong nguyén bao soi di duoc nghién
ctru dé bd sung vao mdi trudng nudi cay va biét hda té bao gdc than kinh néi
chung va tao noron tiét dopamin néi riéng. Trong nudi cy té bao gbc san ndo
giita dé tao noron tiét dopamin ¢ phdi chudt giai doan E12, bFGF da duoc
Bouvier va cong su. (1995) chirng minh ring gitp ting sinh sé lwong té bao
g6c mo than kinh va 1am cham qué trinh biét hoa thanh noron tiét dopamin -
sy tri hodn nay c6 thé Ién toi 8 ngay trén thyc nghiém. Hon nira, sé luong
noron tiét dopamin thu duoc sau nudi cay cao gip 20 lan so véi nhém ching
[61]. Trong cac nghién ciru biét hoa noron tiét dopamin tir té bao gc phoi,
nhiéu tac gia da st dung thém FGF8 va Shh.Trong qué trinh phét trién phoi,
FGF8 xuit hién rt sém ¢ cac té bao gbc than kinh dic biét 1a 16p noi tay phia
trong va 16p ngoai bi than kinh phia ngoai xung quanh duong nguyén thiry
(E6,5 & chugt). Khi tim than kinh bét dau khép tao dng than kinh (E8,5 - E9),
FGF8 duoc thiy & ndo trudc, ving bung ndo giira va ranh gitta sau. Sau do,
c4c té bao co biéu hien mot yéu té quan trong 1a Shh. Sy tuong tac ctia FGF8
va Shh gép phan vao qua trinh biét hda té bao gdc than kinh thanh nhiing
noron tiét dopamine [62]. Trén co s& nay, khi nudi cy biét hoa té bao tiét

dopamin tir t& bao goc phoi, cac téc gia sir dung thém FGF8 va Shh. Hai yéu
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t6 nay nén dugc bd sung ddng thoi. Gan day, FGF20 ciing bét dau dwoc nhiéu
tac gia nghién caru trong nudi cay té bao géc than kinh tao noron tiét dopamin.
Vé mit cau triic, FGF20 c¢6 nhiéu diém twong dong véi FGF9 va FGF16. Binh
thuong, FGF20 duogc tim thdy nhiéu & ndo, dic biét 1a vang liém den, hon
nita, receptor cua FGF20 1a FGFRIc ciing duoc thdy c6 ting biéu hién ¢ céc
té bao dwong tinh v&i TH tai liém den trong khi giam biéu hién & cac té bao
tai nhitng viing khéc cua no. Vi vay céc tac gia da dat ra gia thiét rang co thé
FGF20 lién quan t&i su phét trién va biét hoa cia cac noron tiét dopamin.
Niam 2004, Grothe va cong sy nhan thiy riang c6 ting sé luong cta noron tiét
dopamin biét héa tir t& bao gdc phoi khi sir dung FGF20 trong nudi cay so véi
nhém chiing do yéu tb nay kich thich ting qua trinh biét héa thanh noron tiét
dopamin ddng thoi giam hién twong chét theo chuong trinh cia cac té bao
[63], [64].
b. EGF

EGF ciing tic dong toi qua trinh ting sinh, biét hda va ton tai cia té bao
thdng qua receptor EGFR trén bé mat mang té bao. Mot loat cac nghién ctu
da chi ra rang cac té bao gdc than kinh dap tng véi FGF trong giai doan phét
trién sém, sau d6, chung dap tng voi ca EGFIFGF [59], [60]. Cac nghién cau
ciing chi ra raing mot luong nho FGF ty tiét hay can tiét san xuét boi té bao
gdc than kinh, cho phép té bao gdc ton tai khdng can cung cap FGF-2 cho téi
khi té bao dap g véi EGF [65]. Nong do EGF thong thuong b sung trong
mdi trudng nudi cay khoang 20ng/ml, tuy nhién, trong mét nghién ciru cua tac
gia Nelson va cong su (2008) nhan thiy rang khi ting nong do 1&n 100ng/ml &
nhom nghién ctiru cho ty 1€ biét héa thanh noron cao hon ¢ nhom ching [66].
Nhung bé sung ty 1é cao EGF c6 kha nang khoi phat céac stress oxy hoa &
noron khi nuéi cdy, giam kha ning séng cua té bao. Vi vay da phan cac tac

gia van lya chon b sung EGF va FGF2 véi ty 1¢ va nong do thip (khoang
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20ng/ml) trong nudi cdy té bao gdc than kinh do hau hét cac nghién ciu déu
cho thay c6 ting ty Ié tao noron néi chung va ty Ié tao noron tiét dopamin noi
riéng va chung duoc coi la thanh phan quan trong, khong thé thiéu trong nudi
cay té bao gdc than kinh [67].
c. Céc yéu tb khac

Ngoai hai yéu té chinh 1a FGF va EGF, con mét s6 yéu té phat trién khac
ciing hd tro nudi cdy té bao. C6 thé chia lam hai nhém chinh 1a: Yéu té phat
trién than kinh va céc cytokines. Céc yéu t6 phat trién than kinh c6 thé ké dén
d6 1a: yéu t6 phaét trién chuyén dang alpha (Transforming growth factor alpha-
TGF-a), yéu t6 phat trién chuyén dang bé-ta (TGF-B), yéu té kich thich soi
than kinh (Ciliary neurotrophic factor- CNTF), Yéu t6 kich thich té bao than
kinh (Glial cell line Derived Neurotrophic Factor — GDNF), hay Brain-
derived neurotrophic factor (BDNF)...Cac cytokines c6 thé ké dén: yéu t6 tc
ché bach cau (Leukemia inhibitory factor-LIF) hay cac Interleukin (IL) vi du
nhu IL-1pB... Mic dU vai trd cua ching trong giai doan phat trién sau cua té
bao than kinh con chua 13 rang, tuy nhién chiing déu duoc ghi nhan cé vai tro
trong qué trinh biét héa t& bao gbc phoi thanh té bao than kinh dic biét Ia
chung 1am ting hiéu qua biét hoa thanh noron tiét dopamine [29], [68].
1.4.2.3. pH va muc dé oxy héa

Céc qué trinh trao ddi chit cua t& bao trong méi truong nudi cdy phét
sinh cac thanh phan cé tinh acid. Nhiing chit nay lam giam d6 pH cia moi
truong nudi cay, didu nay c6 anh huéng truc tiép dén hoat dong cua té bao.
Ngudi ta thuong ding phenol dé dé chi thi pH trong méi truong nudi cay.
Néu méi truong dan chuyén tir do sang cam thi té bao phat trién tt, néu
chuyén sang vang nhat 1a méi trudng bi nhiém khuan. Do d6, dé kiém soat su
thay d6i pH trong mdi truong, ngudi ta sir dung cac hé dém. C6 hai hé dém
thudng duoc sir dung trong mdi trudng nudi cdy: Hé dém bicarbonate natri va
hé dém HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid).
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Hé dém bicarbonate natri phu thugc vao ndng dé CO2 trong ti 4m; trong
khi @6 hé HEPES lai doc lap véi CO2. Mac du HEPES tot hon trong viéc duy
tri pH 6n dinh theo sinh Iy, nhung HEPES c¢6 mot nhuoc diém khi tiép xic
Véi anh séng sinh ra hydro peroxide anh huong truc tiép dén té bao. Néu ding
hé dém HEPES, moéi truong nudi cdy phai han ché tiép xdc véi anh sang [69].
Do nhuoc diém nay cua HEPES, trong nudi cdy té bao gdc than kinh, nguoi ta
van sir dung chii yéu hé dém bicarbonate natri.

Trong nudi ciy té bao gdc than kinh phan 4p 02 ¢ muc &p suat khi
quyén (21%), mac du sinh ly yéu cau mic phan ap 02 thip hon nhiéu (3%).
Mot s6 nghién ctru ciing xac dinh rang, té bao gbc than kinh phat trién trong
diéu kién nong do O2 thap, cho ty 1¢ sdng cao hon ciing nhu biéu hién cac
marker tinh géc ca invitro va in vivo sau khi cdy ghép tdt hon.
1.4.2.4. Phuong phdp nuéi cdy té bao gac than kinh

Pé duy tri va nhan rong quan thé té bao gbc than kinh ban diu, c6 hai
phuong phap chinh: Nudi cay dich treo va nudi cay I6p don bam dinh trén dia
nudi cay.

a. Nudi cdy tao cum dich treo té bao gdc than kinh
Phuong phéap rong rdi nhat nhiam chitng minh su ¢6 mat té bao géc than kinh
chinh 1 nuéi cay tao cum dich treo té bao than kinh [21]. Phuong phép nay
duoc mo ta lan dau tién nam 1992 boi Reynold va Weiss. Té bao gdc than
kinh dwoc nudi cay trong méi truong thiéu cac yéu td két dinh nhung chira
céc yéu t6 tang truong day du. Didu nay cho phép céc té bao gbc than kinh tao
thanh céc cum 3-D dic trung [21]. Mot s6 nha nghién cau cho riang nudi cay
dich treo té bao gdc than kinh tuong tu nhu mét vi méi truong kich thich té
bao than kinh, cho phép su ton tai cua té bao gdc trong dng nghiém théng qua
sy tuong tac truc tiép té bao-té bao [70]. Tuy nhién, mot cum té bao than kinh

riéng Ié chi chira mot lugng nho té bao goc thuc su. Trong khi cac té bao con
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lai dang trong céc giai doan biét héa khac nhau bao gdom ca cac té bao bi hoai
tir va chét theo chuwong trinh. Va ngay ca nhiing té bao tién than ciing tao cum
di dong twong tu cum té bao gbc than kinh [46].

Nubi ciy biang phuong phap dich treo c6 mot s6 nhuoc diém. Thir nhat,
khi cum di dong Ién, su khuéch tan cac chit dinh dudng va céc yéu to ting
tredng vao cum kho khin hon [20]. Thir hai, cac cum té bao gdc than kinh tap
trung nhiéu té bao do d6 khdng cho phép danh gia ting té bao, dong thoi gay
tré ngai cho viéc nghién ctru qué trinh biét hoa. Thu ba, gan ddy mot sb tac
gia chung minh rang cum té bao gdc di dong khdng c6 ngudn géc tir mot té
bao don 1é. Nguoc lai, ching cé ciu tric linh hoat, té bao cé thé di chuyén tir
cum nay sang cum khéc [71]. C6 hai phuong phap dé loai bo hién tugng di
chuyén nay nay: hozc 1a dung viéc pha lodng dé c6 1 té bao trong mdi giéng
nudi cdy hoic l1a sir dung mdi trudng nudi cdy ntra ran bang cach thém
methylcellulose [45] hay collagen [72].

Viéc tao cum té bao gdc than kinh c6 thé thiic day bang cach pho bién la
sir dung chat chdng két dinh bé mit nhu poly-2-hydroxyethyl metharcrylate
[30] hay mercaptoethanol [45].

b. Nudi cy t& bao gbc than kinh 16p don

Nubi cay té bao gdc than kinh 16p don khic phuc dugc cac han ché cua
nudi cdy té bao gdc than kinh dich treo. Phuong phap nay dwoc st dung dé
nghién ciu tinh chit cua cac té bao goc ¢ cip do té bao don 1¢, mic du ching
han ché céc té bao twong tic v6i nhau trong qua trinh biét hoa. Bong thoi, cac
té bao tiép xuc gidng nhau véi cac yéu té tang truong va huyét thanh. Dé gay
dinh té bao, c6 thé sir dung dia c6 phii phan tir tich dién nhu poly-L-ornithine,
poly-D-lysine hozc laminin. Cac chat bAm dinh: Poly- L-Lysin/ Laminin duoc
xtr ly trén bé mit giéng nudi cdy véi muc dich ting bam dinh cac té bao dic

biét la cac té bao gdc than kinh. Hon nita, ching con ¢6 kha ning cai thién
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kha niang sbng cua té bao do lam giam qua trinh chét theo chwong trinh —
apotosis [73].

Tuy nhién, théng thuong laminin dugc san xut tir banh rau hoic tir
chugt chuyén gen. Vi vay laminin thanh pham thong thuong khdng on dinh
trong cac 16 san xuit hoic cd chira thém mot sé thanh phan khac nhu
fibronectin. Néu duoc san xuét tir chudt chuyén gen thi c6 thé cai thién duoc
d6 tinh khiét nhung lai khién cho cac tac gia kha dé dat khi dung trén nudi cay
té bao goc than kinh cua ngudi. Theo nghién ciru cua tac gia Meyer va cong
su (2012), nudi ciy tao cum té bao thu dugc hdn hop ¢ ty & té bao gdc thap
hon so v6i nudi cy 16p don: chi 83% cac cum duong tinh véi Nestin trong
khi ty 1¢ nay & 16p don gan tuyét d6i. Hon nita, khi danh dau bang BrdU dé
tim té bao gdc, céc tAc gia ciing nhan thiy riang chi 11% duong tinh & nhém
nudi cum trong khi & nhom nudi I6p don 1a 14%. Tuy nhién, sau thoi gian
nudi cay dai hon, két qua thu dugc rat bat ngo khi chi 8% nhiing té bao lop
don biét héa thanh noron truéng thanh trong khi ¢ nhém tao cum la 16% [74].
Nhu vay c6 thé thiy ring mac du c6 ty & chon loc té bao gdc cao hon trong
nudi cay I6p don song kha ning ting sinh va biét héa thanh noron truéng
thanh lai khéng hiéu qua bang nudi cdy tao cum. Ly do duoc cac tac gia dwa
ra la trong cAc cum noron, khong chi ¢6 té bao goc than kinh ma con ¢ nhiéu
loai té bao khac nhau, & nhing giai doan phat trién khac nhau. Do d6, chiing
lién két chat ché véi nhau, gidng nhu mot “6 té bao gbe”, tiét ra nhiing yéu td
noi tai dé thuc day sy biét hoa cua té bao [75], [76].
1.4.2.5. Cdy chuyén

Bat ky loai nudi cdy nao, I6p don hay dich treo, cdy chuyén nén duoc
thuc hién trude khi té bao dat t6i muc do t6i da (voi phuong phap ciy I6p
don) hodc cum té bao bi hoai tir (voi phuong phap nudi cdy tao cum) dé tranh

hién tugng té bao I40 hoa khi mat do té bao cao kéo dai.
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Céc phuong phép 4p dung cho budc phan tach khi cdy chuyén phu thudc
vao loai té bao. Ciing gidng nhu khi phan 1ap céc té bao dinh thuong duoc
duogc tach bang enzym. Trypsin st dung don doc hay két hop voi EDTA 1a
loai protease dwoc sir dung nhiéu nhat [77]. Trong truong hop cum té bao di
d6ng, té bao duoc phan tach co hoc bang viéc sir dung pipet hat lién tuc. Tuy
nhién, day 1a phuong phap c6 thé gay chét té bao. C6 thé khic phuc bang cach
ding enzyme trudc, nhung didu nay lai c6 thé lam thay d6i két qua thir
nghiém néu tién hanh FACS (Fluorescence-activated Cell Sorting) ngay sau
phén tach.

Mot phuong phap khac cling dugc bdo céo vai Svendsen va ter Borg cho
cay chuyén té bao gdc than kinh tir mé bao thai ngudi. Cum dwoc cit thanh 4
manh thay vi phan tach thanh ting té bao riéng lé. Theo két qua nghién ciu,
phuong phap nay lam giam ton thwong té bao va duy tri sy tuong tac té bao,
cho phép té bao gbc than kinh phan chia nhiéu lan hon trong thuc nghiém [37].
1.5. Pinh danh té bao géc than kinh va té bao tiét dopamin
1.5.1. Pinh danh té bao géc than kinh
1.5.1.1. Vé hinh thai

a. Hinh thai vi thé

Nhuom té bao bing phuwong phap nhudm thong thuong (H-E, Giemsa)
hay phuong phap nhuém Cajal 1a cach kha don gian dé nhan biét té bao géc
than kinh. Té bao gdc than kinh c6 ty 1& nhan/bao twong 16n, it bao quan, chua
c6 cac cau trdc nham dam nhiém chirc nang dan truyén than kinh nhu: soi
truc, soi nhanh..

b. Hinh thai siéu vi thé
Dudéi kinh hién vi dién tir, cac té bao gbc than kinh c6 hinh da dién hoic hinh
tron, nhan Ion, sing mau, mang nhan thudng o vi tri 4n 16m vao trong nhan.
Ty 1& nhan/bao twong 16n. Cac bao quan thudng nghéo nan, chi c6 mot sb ti

thé nho, ludi ngi bao va xo trung gian [78].
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1.5.1.2. Vé cac marker phan tiz

Cac marker phan tir dé dinh danh té bao gbc c6 thé 1a cac gene hoic cac
san phiam cua chung (protein), c6 tinh dic hiéu cho ting loai té bao. C6 thé
chia cac marker té bao ra 1am hai nhém la cac marker trén bé mat mang té bao
va cac marker bén trong té bao.

Céc marker trén bé mat mang té bao la nhitng phan tir protein gan trén bé
mat mang té bao, nhiing phan tir két dinh té bao. Cac marker bén trong té bao
duoc hiéu 1a cac gene hoic cac phan tir protein do ching san xuat ra ton tai
trong bao twong té bao. Cac marker nay duoc phat hién chu yéu dua vao
nguyén ly két hop giira khang nguyén va khang thé dic hiéu véi cac phan tir
protein hoic bang cac doan gen “mdi” ddi voi ADN hozc ARN.

(1) Marker Nestin

Nestin nim trong nhom cac xo trung gian tham gia vao céu tric bo
khung té bao. Nhom cac xo trung gian duoc chia 1am 5 nhom Ion: trong d6
cac xo keratin duoc xép vao nhém | va nhoém I1; nhém 111 gdm c6 vimentin,
desmin, peripherin va GFAP (Glial fibrillary acidic protein); nhém IV gom
Nestin va alpha-internexin; nhém V goém céc xo trung gian ciu tao nén bo
khung cuia phan nhan té bao.

Nestin duoc sir dung trong rat nhiéu nghién ciu dé xac dinh su ton tai
cua t& bao gbc thin kinh. Tac gia Dahlstrand va cong su khi nghién cau
marker Nestin trén t& bao phoi chudt tir 7,75 ngay cho dén khi ra doi nhan
thdy rang marker Nestin biéu hién duwong tinh manh & vang tdm than kinh.
Khi phoi chugt 10,5 ngay thi Nestin dwong tinh nhidu & nhitng té bao doc dng
than kinh. Sau khi chudt con duoc sinh ra, nhom tac gia da quan sat thdy su
sut giam biéu hién marker Nestin trén nhitng t& bao da biét hoa nhu: cac
noron van dong ¢ simg trudc cua tiy song hay cac noron & dai ndo [79].

Nhimng noron truong thanh nay s& dugc thay thé bang nhiing loai xo trung
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gian khac vi du nhu neurofilament & noron hay GFAP & nhiing té bao sao.
Nhom téc gia Messam va cong su trong nghién ctu vé té bao gbc phoi nguoi
duoc cong bd nam 2002 ciing dua ra nhan dinh ring marker Nestin khong chi
dwong tinh manh & nhiing té bao géc hay té bao dau dong than kinh ma con
dwong tinh ca trén nhitng té bao ting sinh chuyén tiép tir nhiing té bao dau
dong nay [80].

(2) Marker Vimentin

Vimentin ciing 1a mét loai xo trung gian tham gia ciu tao bd khung té
bao, c6 vai trd trong viéc van chuyén mot sé phan tir protein giita nhan va
mang té bao. Tir nhitng ndm 1980 vimentin dwoc sir dung nhu mot marker
danh dau té bao gdc than kinh. Tapscott va cong su (1981) dd quan sat thay
vimentin & c&c té bao vang ng than kinh phdi ga 33 — 38 gio sau thu tinh
bang phuong phap nhuém héa md mién dich [81]. Pong quan diém nay,
Fedoroff va cong su (1983) ciing nghién ctru biéu hién vimentin ¢ viing ndo
phdi chudt 14 ngay, két qua cho thiy céc té bao duong tinh manh véi marker
vimentin va &m tinh véi marker GFAP [82]. Tuy nhién & chudt mai sinh thi
céc té bao lai c6 biéu hién duong tinh véi ca hai loai marker trén. Dic diém
nay chinh 1a han ché 16n nhit cia vimentin bai ngodi cac té bao gdc thi
vimentin con c6 mit ¢ ca nhiing té bao da truong thanh. Bé 1am rd thém nhan
dinh nay, nhém téc gia Stagaard va cong su (1989) ciing danh gia biéu hién
marker vimentin & té bao nio phoi ngudi tir 4 — 16 tuan nhan thiy rang: & giai
doan phéi 4 — 6 tuan, vimentin duong tinh & hau hét té bao ngoai bi than kinh.
Khi phdi dén giai doan 7 — 8 tuan, c4c té bao than kinh da co sy biét hoa thi
ngoai vimentin con biéu hién cac marker khac nhu GFAP, neurofilament, S-
100, desmin... [83] Ngoai ra, vimentin con duong tinh & nhitng té bao cd
ngudn gdc tir trung mé nhu: té bao co hay té bao trung md. Vi vay ngay nay,

vimentin dugc wng dung nhiéu hon trong chuyén nganh mién dich khéi u dé



28

phan biét khdi u c6 ngudn géc tir biéu mod (carcinoma) hay tir trung md
(sarcoma). Tuy nhién mot diéu kho cé thé phi nhan 1a xo vimentin xuat hién
s6m hon nhiing loai xo khac trong qua trinh phat trién va biét héa té bao
than kinh.

(3) Cac marker khac

a. Musashi 1

Bén canh nestin va vimentin, Musashil — mét loai protein gian voi RNA,
tham gia vao qua trinh phan chia bat d6i xang cua té bao gc than kinh ciing
duogc céc nha nghién ctu tim hiém tir nhitng nam 1990. Musashil con duoc
biét dén vai tén goi Msil, c6 biéu hién dwong tinh ¢ ca té bao gbc phdi va té
bao gdc than kinh trén chudt truong thanh. Tuy nhién, Msil va nestin thuong
khong ddng thoi duong tinh trén cung mot té bao, vi vay céc tac gia da dat ra
gia thuyét rang c6 thé chiing 1a marker cua 2 loai té bao dau dong khac nhau.

b. SOX, PAX6

Yéu té sao ma — SOX (SRY related HMG — box) lan dau tién duoc
Sinclair va cong sw md ta nam 1990, cho dén nay, c6 rat nhidu gen dugc ghi
nhan thém da tao thanh “SOX family”. “SOX family” c¢6 khoang hon 20 loai
va dugc chia thanh 8 nhém tr A — H tly thudc vao trinh tw amino acid &
ving HMG tuong ting [84]. SOX1, SOX2 va SOX3 nam trong nhom B1 duoc
cho la c6 lién quan nhiéu téi sy phan chia va biét hoa cua té bao gbc than kinh
[84], [85]. Bén canh SOX, PAX6 ciing 1a mot yéu t6 phién ma tham gia diéu
hoa qua trinh ting sinh va biét hda cua noron. Ting biéu hién PAX6 ciing
ddng nghia vai viée tang sinh cua quan thé té bao gdc than kinh.

c. BII- tubulin

BIII - tubulin l1a mét protein tham gia vao thanh phan ciu tao cua éng
siéu vi. Protein nay duoc ma hoa bai gen TUBB3 trén nhanh dai nhidm sic thé

sb 16 (q1624.3). Ching c¢6 mat nhiéu & noron va céac té bao biéu md tinh &
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tinh hoan. BIII - tubulin dugc tim thdy & nhimg noron chua truéng thanh,
dang trong qué trinh biét hoa. Pay ciing 1a marker duoc st dung dé phan biét
noron va té bao than kinh dém, béi cac nha nghién ctu khdng thay c6 biéu
hién marker nay & céc té bao than kinh dém.

d. Doublecortin (DCX)

Doublecortin ciing 1a mot loai protein than gia vao qua trinh hinh thanh
ng siéu vi. Chlng c6 mat trong bao twong noron va tham gia vao qua trinh
hinh thanh soi truc ¢ nhitng noron chua truéng thanh. Biéu hién marker nay
giam dan ¢ nhiing giai doan sau cua qua trinh phat trién noron vi vay DCX
cling dugc sir dung dé danh dau cac té bao than kinh chua truong thanh.

e. CD133, CD15

CD133 (AC133) la mot protein xuyén mang, marker CD133 thuong
duoc st dung dé danh diu té bao gdc tuy xuwong va gan day la t& bao goc than
kinh. Uchida va cong su trong nghién ctu ¢éng b nam 2000 da nhan thiy
rang CD133 dwong tinh khoang 90% & céc té bao viing ndo phdi ngudi tir 7 —
16 tuan. Hon nira, c&c téc gia di sir dung mién dich dong chay té bao (FACS)
dé phan lap ra 2 dong té bao khac nhau Ia CD133 (-) va CD133 (+) dé nuobi
cdy. Rét ly tha 1a chi ¢ nhitng giéng c6 CD133 (+) méi tao thanh nhitng cum
té bao than kinh va sau d6 biét hda tao noron (marker B-tubulin IIT) ciing nhu
té bao than kinh dém (marker GFAP). Vi vay CD133 ciing 1a mét lya chon
méi cho cac nha khoa hoc khi nghién ctu vé té bao gdc than kinh. Tuy nhién
mot han ché cua CD133 d6 1a marker nay méi chi sir dung duoc trén té bao
phoi nguoi [38].

CD15 - con ¢6 tén goi khac la LewiX - 1a mot protein trén bé mat mang
té bao. CD15 cd nhiéu & té bao goc phdi va cac té bao cau thanh nén cum

“neurosphere”, chiu trach nhiém hinh thanh nén toan bo hé than kinh sau nay.
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Ngoai ra, c6 mot sb it cac noron & ving SVZ duoc phat hién dwong tinh voi
CD15 trong qua trinh nudi ciy tuy nhién mic d6 biéu hién yéu vi vay nhin
chung day khdng phai la mot marker dic hiéu cho t& bao géc than kinh.
Thoéng thudng céc tac gia s dung kém véi cic marker khac nhu nestin, SOX1
hay CD133... [86].
1.5.2. Pinh danh té bao tiét dopamin
1.5.2.1. Vé hinh thai
a. Hinh thai vi thé
Céc noron tiét dopamin ¢6 hinh thai gidng véi cac noron da cuc khac véi
hinh anh nhan & gira va nhidu nhanh bao twong toa ra xung quanh. Nhan cia
céc noron tiét dopamin c6 duong kinh khoang 15 - 20um [87].
a. Hinh théi siéu vi thé
Duéi kinh hién vi dién tir, than noron ¢6 hinh anh nhiéu xo than kinh,
ludi noi bao cé hat, Golgi. Soi nhanh nhiéu chdi gai. Tan cung soi truc c6
hinh anh synap va cac tdi synap [88].
1.5.2.2. Vé cac marker phan tiz
a. Marker danh dau noron truéng thanh

(1). Neurofilament (NF)

Neurofilament 14 xo trung gian tham gia cau tao nén bo khung té bao.
Chung c6 duong kinh khoang 10nm.

Dua vao trong lugng phén tir, cac NF duoc chia lam ba nhdm chinh:

NF — L: NF trong lwong phan tir thip

NF — M: NF trong lugng phén ti trung binh

NF — H: NF trong lugng phén ti cao

Trong d6 NF — M va NF — H 14 hai marker thuong dugc sir dung dé danh

du neuron trudng thanh.
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(2). MAP-2 (Microtubule-associated protein 2)

MAP-2 la protein tham gia vao hinh thanh hé théng 6ng siéu vi & noron

trong qué trinh phat trién va biét hoa. Chling gip 6n dinh cau tao ciia cac 6ng
siéu vi bang cach tao mdi lién két gitra cac dng siéu vi voi nhau ciing nhu véi
cac xo trung gian. O ngudi, protein nay duoc ma hda boi gen MAP2. MAP-2
ciing duong tinh yéu & cac noron chua trudng thanh.

(3). NeuN (Neuronal Nuclei)

NeuN ban dau dwoc md ta lan dau boi nhém tac gia Mullen va cs

(1992) khi nghién ctu mot dong khéng thé don dong dé nhan dién té bao
trong cdy ghép trén chudt thuc nghiém. Nhém tac gia nhan thiy khéang thé
nay duong tinh manh trén nhan té bao than kinh ¢ tit ca cac mau. Lic d6
khéng thé nay duoc dat tén NeuN (Neuronal Nuclei). Sau dé, nhidu tac gia
khéc nghién ctru va thiy rang NeuN tuong dong véi protein FOX 3 [89]. Tur
do dén nay, NeuN/FOX3 dugc sir dung réng rai nhu mét marker danh dau té
bao than kinh truéng thanh. NeuN duoc ghi nhan duong tinh ¢ hau hét céc té
bao than kinh ngoai trir: t& bao Purkinje, té bao Golgi hay té bao Mitral &
hanh khau.
(4). Synaptophysin va Synapsin |

Pay 1a 2 loai protein c6 & trong c4c tli synap ¢ mang truéc synap. O
nhimg noron trudng thanh, synapsin | va synaptophysin. Bang céc ky thuat
mién dich danh dau khang nguyén, nhitng cum khang nguyén khang thé nay
thé hién 1a nhimg diém nho & vi tri soi truc tiép xic véi than té bao hoic voi
c4c soi nhanh khéc. Quan sét cac cu truc nay dudi kinh hién vi dién ti, céc
tac gia nhan thay ddy 1a cac tai synap & phan trudc synap. Trong nghién ctu
nudi ciy té bao than kinh trén thuc nghiém, cac tac gia nhan thay synapsin |
va synaptophysin ton tai & soi truc va cac nén ting trudng clia noron, ngay ca

& nhitng mau mai nudi cay, khi ma vin chua c6 su tiép xtc cua cac té bao véi
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nhau. Khi céc t& bao di c6 su tiép xdc, cac tac gia van quan sat thiy biéu hién
cia cac marker ndy, tuy nhién muac do biéu hién cac cum khang nguyén-
khang thé nay ciing khong ting 1én. Vi véy, 2 marker nay thuong duoc sir
dung dé danh diu noron trudng thanh, hon nira, ciing c6 thé sir dung dé tach
riéng cac té bao than kinh truéng thanh biang ky thuat mién dich huynh quang
(FACS) tir giai doan som, trudc khi cé su két dinh cua céc té bao [90]. (5).
GFAP_(_Glial fibrillary acidic protein), GABA (gamma-aminobutyric _acid),
ChAT (choline acetyltransferase). ..

Ngoai ra, c&c nha nghién ctu con s dung nhirng marker khac: GFAP,
04, GABA dé “chan doan phan biét” cac loai té bao than kinh truong thanh
khac nhau: GFAP — marker danh dau té bao than kinh dém, O4 dé dénh dau
céc té bao it nhanh, GABA (gamma - aminobutyric acid) dé danh dau nhom
GABA noron, ChAT dé danh dau cac noron thudc hé cholinergic...

b. Marker danh du noron tiét dopamin

(1): TH (Tyrosine Hydroxylase)

Tyrosine hydroxylase la enzym tham gia vao quéa trinh chuyén ddi amino
acid L-tyrosine thanh L-3-4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA). L-DOPA la
tién chit caa dopamin — mot chit trung gian dan truyén than kinh. Sau do,
dopamin dugc tong hop ra tiép tuc tham gia vao quéa trinh tao céc
catecholamine khac 1a epinephrine va norepinephrine. O ngudi, Tyrosine
hydroxylase dugc mé hoéa bai gen TH. Tyrosine hydroxylase cd mat trong cac
noron cua hé than kinh trung wong (liém den va mot sé ving khac) ciing nhu
céc té bao & viing tiry thugng than.

Chinh vi vay, TH thuong duoc sir dung dé danh ddu cic noron tiét
dopamin. Giam hoat tinh cia enzyme Tyrosine hydroxylase lam giam tong
hop dopamin cling nhu epinephrine va norepinephrine. Trong bénh Parkinson,

biéu hién cua enzyme Tyrosine hydroxylase ¢6 giam hon so véi nhém khang
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bi Parkinson. Tuy nhién day khong phai la nguyén nhan gay bénh ma nguyén
nhan gay bénh da dwoc biét ti d6 1a sy thodi hda cia cac noron tiét dopamin
& liém den cua ndo. Do do, trén thyc nghiém, khi nhuém TH dé danh dau té
bao tiét dopamin & liém den chudt bi Parkinson, c6 sy giam cudng d6 bit mau
huynh quang & bén gay bénh so véi bén lanh [88].

(2): DAT (Dopamin Transporter)
DAT la mét loai protein xuyén mang, cé tac dung van chuyén phan tu

dopamin qua mang té bao. DAT c6 trén mang té bao ciia mot sé noron & hé
than kinh trung wong trong d6 c6 noron & liém den. Ciing bang phwong phap
nhuém héa md mién dich, nhiéu tac gia ciing ghi nhan DAT c6 ¢ mang bao
twong phan tan cling cua cac soi truc dén thé van. O liém den, céc tac gia thiy
dugc DAT c6 & ca phan than, soi truc va soi nhanh cua té bao [88].

(3): En1, Nurrl, LMX1

Enl (homeobox protein engrailed-1), Nurrl (nuclear receptor relatedl

protein), LMX1 (LIM homeobox transcription factor). Nhithg marker nay c6
vai tro trong qué trinh hinh thanh va biét héa noron tiét dopamin. Vi vay,
ching c6 mat & nhitng noron tiét dopamin dang trong giai doan biét hoéa —
noron tiét dopamin chua truéng thanh. Nhiing marker nay thuong dwoc sir
dung trong nudi cay tao noron tiét dopamin tir té bao gdc phéi (t& bao gbc van
ning) dé dinh danh té bao ¢ nhimg giai doan phét trién khac nhau. |
1.6. Bio quan lanh té bao géc than kinh va noron tiét dopamin

Dé tri lieu té bao gdc duoc trién khai trén quy md rong thi bén canh viéc
nudi ciy ting sinh va biét hda céc té bao, viéc luu giir, bao quan lanh té bao
gdc va céc té bao sau nudi cdy ciing rat quan trong dé c6 thé sin sang ngudn
té bao trong diéu tri. Bao quan lanh té bao 1a viéc luu giir cac té bao ¢ nhiét do
thip ma van bao ton duoc cau trdc va kha nang sdng cua té bao. Cac ki thuat
bao quan lanh khong ngirng phat trién, dam bao dugc chat lugng cua té bao

va nang cao ti 1é séng cua té bao sau mot thoi gian dai luu giir [2].

[ Commented [D4]: Nén viét ngdn gon
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C6 rat nhidu yéu t§ anh huéng t6i qué trinh bao quan lanh cua té bao noi
chung ciing nhur té bao than kinh néi riéng nhu: chat bao vé lanh, phuong phap
ha nhiét do va rd dong, mat do té bao...Té bao than kinh trong mau sau phan
lap hay nudi cdy thong thuong c6 mot vai dic diém kha dac biét nhu: co nhiéu
té bao & cac giai doan biét héa khac nhau hay bén canh nhiing té bao don 1¢ thi
c6 sy ton tai cia nhidu “cum” t& bao. Vi vy, nghién ciru vé bao quan lanh té
bao than kinh ciing dugc cac tac gia chl y toi nhitng ddc diém nay.

Té bao gbc than kinh sau bao quan lanh d duoc cac tac gia chirng minh
rang khong anh huong t6i tinh “gdc” ciia ching. Chlng van giir dwoc kha
nang phan chia, ting sinh va biét héa thanh noron sau bao quan [91]. Rat
nhiéu nghién ctru ciing da duoc tién hanh véi muc tiéu lya chon k§y thuat bao
quan lanh thich hop nhét cho dong té bao nay. PAu tién, vé& chit bao vé lanh,
¢6 vé nhu chat bao vé lanh tham qua mang té bao DMSO duwoc nhiéu tac gia
ddng thuan sir dung. Nong do thong thuong tir 7 - 10% cho ty 1 séng cua cac
té bao sau rd dong 1a cao nhat [91]. Tiép theo, v& phwong phap ha nhiét do,
hién nay ciing song song ton tai hai phuwong phap la dong lanh cham
(1°C/phut) va déng lanh nhanh (vitrification) trong cong ra. Tuy nhién, khéng
c6 su khéc biét gitra hai phuong phap trén vé cac marker phan tir ciing nhu
kha ning biét hoa cua té bao sau ra dong [92]. Tuy nhién, voi phuong phéap ha
nhiét do siéu cham 0,5°C/phdt thi lai cho két qua thu hdi noron sau ra dong
thip hon c6 ¥ nghia so voi hai phuong phép trén, theo ¢éng bd cia nhom tac
gia Drummond va cs (2020) [93]. Do vay céc tac gia khuyén céo can tim dwoc
téc do ha nhiét 1y tuong cho ting loai té bao ciing nhu timg mai truong bao
quan lanh khac nhau dé téi wu quy trinh bao quan. Boi cin c6 sy can bang
giita viéc han ché hinh thanh tinh thé d4 trong va ngoai té bao khi téc do ha
nhiét qua nhanh ciing nhu giam tac dong cé hai cua cac chét bao vé lanh khi
ching tiép xuc vai té bao qué lau trong quy trinh ha nhiét ¢6 cham.
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Trong mot nghién ctu rat thi vi vé bao quan lanh té bao géc than kinh
ndo chudt gan day cua tac gia Rodriguez-Martinez, nhom téc gia tap trung so
sénh giira bao quan lanh céc té bao gc than kinh don Ié véi cac cum té bao
hay bao quan lanh té bao gdc than kinh & nhiing giai doan biét hoa khéac
nhau (ngay sau phan 1ap, sau nudi cdy va sau cac giai doan cay chuyén). Két
qua cho thay rang mac du ty 1& séng cua té bao sau ra dong cao hon & nhém
té bao don 1é so véi cum té bao (kich thudc 50- 70pum). Tuy nhién kha ning
phan chia va biét hoa cua cac cum té bao sau rd dong lai tét hon so v6i mau
té bao don 1¢ trén ca in vitro va in vivo khi ghép mau té bao vao ndo chuot
thuc nghiém. Ly giai diéu ndy, nhém tac gia cho rang trong hdn hop té bao
than kinh don 1¢, cac té bao c6 co hoi tiép xdc tét hon véi chit bao vé lanh
S0 vé&i cac cum té bao. Tuy nhién viéc tach roi cac té bao gdoc than kinh
trong mau bao quan lanh s& cit dit su lién hé cua cac té bao véi nhirng chat
can tiét cdu thanh nén “6 vi moi truong” - déng vai trd quan trong trong viéc
kiém soat sy phan chia va biét hoa cua cac té bao gdc. Vi vay, bao quan lanh
“cum” t& bao gdc than kinh theo cac tac gia giup ting kha niang phan chia va
biét héa cua té bao hon 1a nhom té bao don 1¢. Piu dic biét hon nira trong
nghién ctru nay do6 1a nhom tac gia khong quan sat thay dau hiéu vé kha nang
sinh u cua céc té bao gbc sau bao quan khi ghép lai trén chudt khi theo ddi
sau ghép mot nam [94].

Nhitng nghién ctu trén s& 1a tién dé dé thuc hién thir nghiém trén bao
quan lanh té bao gdc than kinh caa ngudi. Thyc té, nhitng nghién ctiu vé bao
quan lanh té bao gbc than kinh ciia ngudi mai chi dugc cdng b trong vai nim
tr lai day ciing cho nhirng két qua kha tot vé ty Ié song, kha ning biét hoa
cua té bao sau bao quan. Tuy nhién, dé tién ti co thé sir dung cac mau té bao
rong rai trén 1am sang, cac tac gia van ky vong tim ra ky thuat bao quan trong
d6 loai trir hoan toan cac san pham tir dong vat nhu FBS ciing nhu han ché téi
da doc tinh cua chat bao vé lanh duoc st dung [95], [96].
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CHUONG 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Pia diém va thoi gian nghién cieu

Nghién ciru duoc tién hanh tai Labo nudi cy té bao, B6 mén Md —
Phéi, truong Dai hoc Y Ha Noi va Phong kinh hién vi dién ti, Vién Vé sinh
Dich t& Trung Uong trong thoi gian tir 10/2014 dén 10/2018.
2.2. Péi twgng nghién ciu

Nghién ctru dugc tién hanh trén:

- 776 phdi chudt cdng trang thuan ching Wistar tir 10,5 dén 14,5 ngay
tudi (E10,5 — E14,5). Trong d6 186 phoi dugc sir dung dé nghién cau hinh
thai va cu tric ndo gita theo cac nhom tudi phoi khac nhau; 590 phéi dwoc
str dung dé phan 1ap va nudi cy té bao gc ngoai bi than kinh.

- 201 phdi ngudi tir 6,0 — 8,0 tudn tudi dd dugc sang loc cac bénh lay
truyén nhu: HIV, viém gan B, giang mai, duoc thu thap bang phuong phap
giam thiéu thai ¢ nhiing thai phu da thai trong k¥ thuat H3 tro sinh san (Bom
tinh hrfmg vao budng tir cung hodc Thy tinh 6ng nghiém) va dugc sy cho phép
cta thai phu.

- Chat liéu nghién ctru: té bao gbc ngoai bi than kinh phéi chudt va nguoi.
2.3. Phuwong phap nghién ciu

Nghién ctru dugc tién hanh thuc nghiém trong Labo va chia lam hai giai
doan. Giai doan 1 duoc thyc hién trén phéi chudt cdng tring. Giai doan 2
duoc tién hanh trén phéi ngudi.

2.3.1. M& hinh nghién cizu trén dpng vit

Phéi chudt dwoc lay ¢ cac do tudi khac nhau: E10,5; E11,5; E12,5;

E13,5; E14,5 dé danh gia muc do biét hoa cua céc té bao gdc ndo giira va kha

ning biét hoa thanh noron tiét dopamin:

‘\ Commented [M5]: Sép xép chua hop ly, Iing cing, khé theo di ‘

| Commented [M6]: C& mau / s6 luong?

\/ Commented [M7]: ???

[Commented [D8]: Kiém tra lai thoi gian ]

Commented [M9]: Chat liéu NC: t& bao géc ngoai bi TH phéi
chudt va nguoi; Thiét ké NC: thyrc nghiém va NC labo
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i N Tao phéi (T,
f / \(i; i J A\;“/‘f
ol ] [ o

Tao phdéi E10.5; E11.,5: E12,5: E13.5: E14,5

¥ 4 Trich th nao gitra

/ _—
- - r 3
Taodich treo va nudi c& /Xac dinh céu tric hinh thai

! Tao noron tiét Dopamin| ]
Dinh danh TB sau nudi ciy Bao quan lanh
- Hinh thai vi thé
- Hinh thai siéu vi thé

- Héa mé mién dich
Hinh 2.1: So' @6 nghién citu nudi ciy té bao goc ngoai bi than kinh phoi
chugt céng tring tao noron tiét dopamin
2.3.2. M6 hinh nghién citu trén phoi ngwoi

- Phdi ngudi 6 — 8 tudn tudi duoc thu thap tir cac bao thai duge lam
thu thuat giam thiéu thai & nhitng thai phu da thai khi diéu tri HG tro sinh
san. Tudi phoi duoc tinh tir ngay du cua ky kinh cubi cung cua thai phu.

- Sau khi dugc thu thap tir bénh vién, cac phoi dugc dé trong 6ng Falcon
c6 chira 10ml moi truong HBSS, bao quan ¢ ngan mat ta lanh (nhiét do 4°C)
sau do chuyén vé Labo nudi cdy té bao trong vong 8 gio. Nhitng phoi du tiéu
chuén nghién ctru s& dugce tiép tuc qua trinh phan 1ap, nudi cdy va dinh danh

tuong ty nhu trén.
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2.4. Cic budéc tién hanh
2.4.1. Cdc budc tién hanh trén phéi chugt
2.4.1.1. Phan lgp va nudi cdy té bao gac than kinh phoi

a. Tao phdi chugt

(1) Chudt cong trang truéng thanh thuan chimg duc va céi (2 - 3 thang
tudi, can nang 150 - 250g) dugc nhdt chung voi nhau qua dém (tir 19 gid ngay
hém trudce téi 7 gio hém sau).

(2) Kiém tra phién d6 am dao chugt cai vao budi sang ngay hdm sau: néu
¢6 tinh trung, chudt dwoc coi 1a c¢é thai 0,5 ngay; néu khong cé tinh tring,
chuot duoc coi 1a khong cé thai va lai tiép tuc dugc nhdt chung vao budi
chiéu ngay hdm sau.

(3) Nhiitng chudt c6 thai s& duoc nudi nhdt riéng va tién hanh lay phoi
nghién ciru vao céc thoi diém tudi phéi tir 10,5 dén 14,5 ngay (E10,5 - E14,5).

b. Thu thép phoi

(1) Phau tich l4y sing tir cung chudt dang mang thai trong diéu kién vo
trung. Nhing toan bo strng tr cung chudt vao dia petri 100mm c6 chua dung
dich HBSS.

(2) Tach tirng phdi ra khoi budng tir cung va boc bo mang 6i.

(3) Rira lai bang méi truong HBSS

c. Tach n&o giia tién hanh duéi kinh hién vi soi néi [97]

(1) Dung ludi dao hoic kéo vi phiu dé cit roi phan dau cac phdi.

(2) Xéc dinh hé than kinh trung wong va néio gitta. Can than cét roi ndo giira ra.

(3) Pat ndo dd dwoc cit roi vao dia petri 60mm cé chira méi trudng
HBSS.

(4) Pat ndo phéi theo mat ngang, gitt md ndo bang panh, kep vao ving
ndo truéc hogc ndo sau. Dung ludi dao cit theo mat phang diang bo mé ndo
truGc va ndo saul.

(5) Dung panh gitr nhe nhang manh mo ndo gita vira thu duoc.
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(6) Téch bo mang ndo dusi kinh hién vi soi néi.
(7) Dung kéo phau tich nho hoic phin miii ciia dao dé bé tach ng than

kinh doc theo duong gitra lung thanh dang nhu hinh canh buém.

e

Hinh 2.2. Phiu tich n&o giira theo Jan Pruszak va céng su [97]

d. Ky thugt tgo dich treo M-NECs

(1) Phau tich liy mé san néo giira phoi chuot;

(2) Rira bing DMEM c6 khéng sinh khang nam Penicillin - Streptomycin
ham luong 1001U/ml;

(3) Ngam trong Dispase 1,21U trong 3 phat (pha tir dung dich Dispase
2,41U trong DMEM/F12);

(4) Tiép tuc ngam trong Trypsin — EDTA 0,05% trong 3 phut;

(5) Rura lai bang méi trudng nudi cdy M-NECs 3 lan;

(6) Cho manh mé vao Iml méi trudng nudi ciy M-NECs. Dung pi-pét

Pasteur hat 1&n xudng nhiéu lan dé tach roi cac té bao;
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(7) Loc hdn dich té bao bing mang loc 70um;

(8) Thu dwogc 1ml dich treo té bao;

(9) Xac dinh mat do té bao trong 1ml dung dich.

e. Nudi cay té bao gac ngogi bi than kinh phdi chugt

(1) Hon dich t& bao dwoc cdy bé mat nudi cdy cd mat do 1,5 x 10°
TB/cm?; Sir dung méi trudng nudi cay co ban M-NECs trong diéu kién 37°C
va 5% COy;

(2) Sir dung dia nudi ciy 6 giéng, 24 giéng, chai flask hozc slide chambre;

(3) Thay méi truong mdi 2 ngay/lan dong thoi danh gia sy phat trién cia
té bao qua kinh hién vi soi nguoc & d6 phong dai x10; x20; x40;

(4) Tién hanh cdy chuyén khi c4c té bao moc kin day giéng nudi cay.

f. Cdy chuyén

(1) Léy chai flask ra khoi ta 4m, hat bo dich néi;

(2) Rura chai flask bang dung dich PBS;

(3) Hat bo PBS, thém 2ml dung dich Trypsin — EDTA 0,05% 1 trong tu
am 3 — 4 phat;

(4) Lam bong té bao khoi chai;

(5) Thém 8ml moi truong M-NECs vao chai;

(6) Hut toan bo hdn hop trong chai flask vao dng Falcon 14ml;

(7) Ly tdm 1500 vong/phat trong 5 phut;

(8) Hut bo dich néi;

(9) Rura tiép 2 1an bang moi truong M-NECs; Ly tam lay can;

(10) Thém 10ml méi truong M-NECs vao 6ng Falcon va tron déu;

(11) Xac dinh mat do té bao;

(12) Cay voi mat do 1,5 x 10° TB/cm?;

(13) Nudi cay té bao trong ti am 37°C, 5% CO, Thay méi truong 2
ngay/lan.
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g. M6i truong nubi cdy tang sinh va biét hda té bao goc ngoai bi than
kinh si dung trong nghién cztu

- Mbi truong nudi M-NECs: DMEM/F12 (1:1) ¢6 b sung thém cac yéu to:
Fetal Bovine Serum (FBS) 10%; Epithelial Grow Factor (EGF) 20ng/ml va basic
Fibroblast Grow Factor — 2 (bFGF-2) (20ng/ml), (invitrogen, My); Penicillin -
Streptomycin (1001U/ml) (Thermo Scientific, My); Amphotericine B (0,25ug/ml);
Progesterone (20nM), Putrescine (62nM), mudi Selenit (30nM), (Sigma, MY);
Insulin — Transferine — Selenium (25ng/ml) (Gibco, MY);
2.4.1.2. Bao quan lanh va rd déng té bao gac than kinh phdi

a. Chia nhom té bao bao quan lgnh

Cac mau té bao dugc chia 1am 3 nhém & 3 giai doan khac nhau dé danh
gia thoi diém thich hop dé bao quan lanh té bao gc ngoai bi than kinh:

- Nhém A: gébm cac mau dugc bao quan ngay sau khi phan lap tao dich
treo té bao tir mo san ndo gitra;

- Nhém B: gdbm céc mau dugc bao quan sau khi nudi cay & giai doan
chua cdy chuyén (P0):

- Nhém C: gdm c&c mau duoc bao quan & giai doan cay chuyén lan 1 (P1).

b. Méi truong bao quan

Str dung chat bao vé lanh DMSO duoc pha véi ty 1¢ 10% trong nudi ciy
co ban (DMEM/F12).

Nhiét 6 bao quan lanh: Cac miu té bao duoc bao quan trong nito l6ng,
nhiét d6 -196°C.

c. Quy trinh bdo quadn lanh va rd dong

e Téch cAc té bao nudi cdy

Viéc tach cac té bao nudi cdy khoi chai flask dugc thuc hién véi nhém B
va nhém C, la nhitng té bao dwoc nudi cdy & giai doan PO va P1. Gom cac

budc sau:
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(1) Lay chai flask ra khoi ta 4m, hat bo dich ndi;

(2) Rura chai flask bang dung dich PBS;

(3) Hut bo PBS, thém 2ml dung dich Trypsin — EDTA 0,05% 1 trong ta
am 3 — 4 phat;

(4) Lam bong té bao khoi chai;

(5) Thém 8ml moi truong M-NECs vao chai;

(6) Hut toan bo hdn hop trong chai flask vao ong Falcon 14ml;

(7) Hon hop dich treo té bao dugc ly tdm 1500 vong/phat trong 5 phut;
ldy can va rira lai 3 1an bang moéi trudng co ban;

(8) BS sung thém moi trudng co ban, dém mat do té bao bang budng
dém hdng cau va nhudm trypan blue dénh gia ty 1¢ té bao song;

e Bdo qudn lgnh té bao

(1) Bao quan lanh mau dich treo té bao trong méi trudng nudi ciy cd bd
sung 10% DMSO vé&i mat do 1 x 10° TB/ml;

(2) Luu trir dung dich té& bao trong c4c tube bao quan lanh criovial 1,8m;

(3) Ha nhiét do theo chuong trinh bang méy Minicool 10 (Air liquide, Phap);

(4) Bao quan lanh té bao trong nito 16ng, & nhiét do -196°C.

c. Ra déng té bao

(1) Céc tube té bao duoc liy ra khoi nito 16ng va ngam vao cbe nudc am
vO khuan 37°C trong 15 phit;

(2) Rura sach chat bao vé lanh bang moéi truong nudi cay 3 lan;

(3) Phan cin té bao thu duoc s& duoc nhudm trypan blue dé danh gia ty
& sbng.
2.4.2. Céc buwoc tién hanh trén phoi nguwoi
a. Thu thdp phoi
(1) Céc phdi sau giam thiéu tir Labo Hd trg sinh san dwoc cho vao éng Falcon

14ml chira m6i truong HBSS;
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(2) Phéi duoc chuyén sang Labo Nudi ciy té bao, cho vao ti 4m 37°C néu tién

hanh phan lap ngay hoac bao quan ta mat 4°C trong 8h.

b. Phan ldp té bao goc ngogi bi ong than kinh phdi

(1) Céc phéi duoc lay bang ky thuat giam thiéu thuong & dudi dang cac manh
nho. V&i cac phdi xac dinh duoc gan s& phau tich Iy doan éng than kinh
tir gan tré 1én. Véi cac phoi khong xac dinh dugc gan, phau tich lay tit ca
nhitng doan 6ng than kinh quan sét thay;

(2) Rura lai 3 lan trong 2ml dung dich HBSS;

(3) U Dispase Il 1,2IU trong 3 phit;

(4) U trong Trypsin — EDTA 0,05% trong 3 pht;

(5) Rtra 2 lan trong méi truong nudi cdy M-NECs;

(6) Dung micropipette gin dau con danh tan manh mé trong 1ml maéi truong
nudi cay;

(7) Loc dich treo té bao bang mang loc kich thudc 70pm:;

(8) Lay 10ul dich treo té bao va 10l trypan blue tron déu. Load 10l dung
dich vao budng dém Markler dé dém ty 18 song va mat do té bao.

c. Nudi cay té bao gac ngoai bi ong than kinh phdi

(1) Té bao sau phan lap dugc chuyén vao giéng nudi ciy voi mat do khoang
6 x 10*— 1 x 10° té bao/cm? & diéu kign 37°C va 5% CO;

(2) Thay moéi trudng va theo di sy phét trién cua té bao 2 ngay/lan;

(3) Sau 8 — 10 ngay s& tién hanh thu hoach dé dinh danh té bao nudi cay.

2.5. Chi tiéu nghién ctu
* Poi véi muc tidu 1

- Hinh thai vi thé, siéu vi, héa mé mién dich mau ndo gitra phdi chuot
theo tudi phdi.

- Hinh thai vi thé, siéu vi, héa md mién dich té bao phoi chudt sau nudi cay.
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- Ty Ié noron tiét dopamin — TH (+) sau nudi ciy.
- Ty I& cum té bao co6 noron tiét dopamin — TH (+) sau nudi ciy.
- Ty 1é séng té bao sau bao quan lanh bang nito long.
*Péi véi muc tiéu 2:
- Hinh théi vi thé, siéu vi, héa md mién dich mau ndo giita phoi nguoi.
- Hinh thai vi thé, siéu vi, héa md mién dich té bao phdi ngudi sau nudi cy.
- Ty I& noron tiét dopamin — TH (+) sau nudi ciy.
- Ty I& cum té bao co6 noron tiét dopamin — TH (+) sau nudi ciy.
2.6. Trang thiét bi, vat tw héa chat dung trong nghién ciu
2.6.1. Trang thiét bi
- Phong nudi ciy vé tring, cé may loc khi:
- Budng thao tac vo tring;
- Tt lanh thuong;
- Binh tri¥ nito long dé bao quan té bao gic;
- Tt 4m thuong, ta 4m COy;
- Kinh hién vi soi néi ¢ ban lam 4m, kinh hién vi da ning c6 gin camera
s6, kinh hién vi soi ngugc ¢6 gan may anh sd;
- May ly tdm lanh;
- Ban dinh vi ndo chuot;
- May khoan xuong so duong kinh miii khoan 0,5mm;
- May ha nhiét @6 theo chuong trinh Minicool 10 (Air liquide, Phap);
- Microsyringe Hamilton 10pl;
- Panh, kéo, dao, kep vi phau vé trung.
2.6.2. Vit tw tiéu hao
- Bia petri cac loai duong kinh 35mm, 60mm, 100mm (Corning, M¥);
- Pia nuéi cay Nunc 4 giéng (Thermo Scientific, M¥);
- Pia nubi ciy 6 giéng, 24 giéng (Corning, My);
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- Budng nudi cy Falcon Chambered Cell Culture Slide (Falcon, M¥);

- Pipette cé4c loai thé tich 1ml, 2ml, 5ml, 10ml, 15ml, 25ml (Corning, M3);

- Pipette Pasteur 150mm (Volac, Anh);

- Céc loai dng nghiém thé tich 5ml, 14ml, 15ml, 50ml (Corning, M¥);

- Ong chiu nhiét (Crio vial 1,8ml, Thermo Scientific, M¥);

- Bom tiém cac loai thé tich 1ml, 5ml, 10ml, 20ml ( Vinahankook, Viét Nam);
- Mang loc BD 0,22 um (My);

- Mang loc té bao 70 um, 100 pm (BD, M¥);

- Dung cu nao té bao Cell lifter 19mm (Corning, M¥);

- Gang tay, quan 4o, mii, khiu trang vo tring.

2.6.3. Hoa ’chc’z(t, maoi trm‘rng‘ 'gp:-.?e:ted [M10]: Chia thanh cic nhém: phan ap, nudi cdy,
inh danh...

* Hoa chat, méi trudng phuc vu phan Iap, nudi ciy té bao géc
- DMEM (invitrogen, M¥);

- DMEM/HAM’S F12 (1:1) (invitrogen, M¥);

- Hank’s Balanced Salt Solution (invitrogen, My);

- Insulin — Transferin — Selenium (Gibco, MY);

- EGF (invitrogen, My);

- bFGF — recombinant human protein (invitrogen, My);
- bFGF — recombinant mouse protein (invitrogen, My);
- Fetal Bovin Serum (invitrogen, My);

- PBS (invitrogen, My);

- Dispase Il (Sigma, My);

- Trypsine — EDTA 0,5% (Sigma, My);

- Sodium selenite (Sigma, M¥);

- Progesterone (Sigma, My);

- Putrescine (Sigma, My)

- Penicillin Streptomycin 10.000 1U/ml (c);
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- Amphotericine B (Sigma, M¥);
- Trypan Blue 0,4% (Thermo Scientific, My);
- DMSO (Sigma, M¥);
* Hoa chit, méi truong phuc vau nhuém Hoa md mién dich
- Huyét thanh dé (abcam, M¥);
- Triton X-100 (Sigma, M¥);
- Sytox green (Thermo Scientific, My);
- Paraformaldehyt — PFA (Sigma, My);
- Vimentin (abcam, ab92745, MY);
- Tyrosine Hydroxylase (abcam, ab112, M¥);
- Alexa Flour 546 (abcam, M¥).
2.7. Céc ky thuat sir dung trong nghién ciru
2.7.1. Ky thugt hién vi
a. Nhuom Hematoxylin — Eosin (H-E):
* Muc dich: nghién ctu cau tric vi thé cua ndo giira phoi chudt, phdi ngudi
* Cac budc tién hanh:
- Cb dinh Formol: 1- 4gio;
- Ruwra bang nude thuong: 30 phut;
- Hat nudc bang con 70°, 80°, 90°, 95°, 100°;
- Lam trong mé bang toluene;
- Ngam nén ¢ tu 60°C trong 2 gid;
- Duc block paraffin;
- Cétlat 3-4um;
- Nhudm tiéu ban bang Hematoxylin- Eosin, quy trinh nhu sau:
(1) Mau md cit mong dugc dua 1én lam kinh;
(2) Dan déu miu md bang dung dich Mayer trén mat phang 4m;
(3) Pé tiéu ban kho trong ti 4m 45°C 2 ngay;
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(4) Str dung 3 lo toluene dé tiy nén;

(5) Str dung 3 lo con 90° (10 phat/1 lo) dé loai bo toluene;

(6) Rira bang nudc cét;

(7) Nhuém Hematoxylin trong 5 phut;

(8) Rira dudi voi nuéc 13 30 pht;

(9) Nhuém Eosin trong 5 phat;

(10) Nhing lam tiéu ban qua 2 cc con 100° trong 10 gidy;

(11) Tiép tuc ngam trong toluene néng 56°C trong 1 gio;

(12) Dan lamelle phi mau vat Ién lam kinh;

- Poc tidu ban bang kinh hién vi quang hoc vai do phong dai x10, x20 va x40.

b. Nhuom Giemsa:

* Muc dich: Quan sat bé mat cia mau té bao nudi ciy.

* Cac budc tién hanh:

(1) Lay dia nuéi cay ra khoi t am va hit bo méi truong nudi cay;

(2) Cb dinh bang con 100°;

(3) Rura lai bang nudc thuong;

(4) Chuan bi Giemsa 10% (Merck — Dtc) pha trong nudc cat ngay trudc
khi str dung;

(5) Nhuom Giemsa trong 10 phdat;

(6) Rura dia nudi cay nhiéu 1an bang nudc cat;

(7) Dé kho sau d6 kiém tra trén kinh

¢. Nhuom Cajal I1:

* Muc dich: Pé xac dinh sy c6 mit cua xo than kinh trong mé néo giira
phdi chudt, trong mau té bao nudi cay.

* Cac budc tién hanh:

(1) C6 dinh mé trong con Amoniac 1 ngay;

(2) Rira nude 30 phat;

(3) Nhuoém bang dung dich AgNO31,5%, 37°C trong 4 ngay:;
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(4) Ngam vao nudéc cat 1 phat;

(5) Ngdm vao dung dich Acid pyrogalic 1%, 37°C trong 1 ngay;

(6) Rura nuéc cat 5 phut;

(7) Khir nuéc bang con;

(8) Khir cn bang toluene;

(9) buc block;

(10) Cit tiéu ban;

(11) Tay paraffin qua 3 cc toluene

(12) Qua toluene 4m 1 — 2 gio;

(13) Gén lamelle

Doc tiéu ban bang kinh hién vi quang hoc véi do phong dai x10 va x40.
2.7.2. Ky thugt siéu vi

M3au md n&o giira sau phan lap ciing nhu mau té bao sau nudi ciy duoc
kiém tra hinh thai siéu vi bang kinh hién vi dién tir quét (SEM) va kinh hién
vi dién tir xuyén (TEM).

*Muc dich: Quan sat cdu tric sidu vi cia manh md ndo giira va cac té
bao sau nudi cay.

* Cac budéc tién hanh véi mau TEM

(1) C dinh bang glutaraldehyte 2,5% pha véi dém PBS qua dém & 4°C;

(2) Rtra mau bang dung dich cacodylate 0,1M (15 phat/lan trong 3 1an);

(3) C6 dinh acid osmic 1% trong 2 gio & nhiét d6 phong;

(4) Rtra mau bang dung dich cacodylate 0,1M (15 phat/Ian trong 3 1an);

(5) Khir nuwéc bang con ndng do ting dan: 50, 70°, 80°, 90°, 95°, 100°
(15 phat/ 1an trong 3 1an);

(6) Tay con bang propylene oxyte (15 phit/ lan trong 2 1an);

(7) Ngam eponxy nguyén chat qua dém;

(8) Puc bing eponxy nguyén chat trong con nhong gelatin;

(9) Nhudém bang Uranyl acetate — 10 phat va citrate chi — 5 phut;
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(10) Bé mau khd tu nhién;

(11) Quan sét bang kinh hién vi dién tir xuyén (JEM1010 — JEOL)

* Cac buéc tién hanh véi mau SEM

(1) Miu s& dwoc chuyén qua dung dich hexamethyldisilazane trong 10
phut, sau do dé kho tu nhién va phu vang

(2) Mau dugc kiém tra trén kinh hién vi dién tr quét (S-4800 — Hitachi).
2.7.3. Ky thugt ha mé mién dich

a. Nhuoém khang thé Vimentin:

* Muc dich: Quan sat sy hién dién cua xo Vimentin trong té bao no
gita phéi cling nhu cac t& bao sau nudi cay

Céc budc tién hanh:

* Chuan bi mau:

o V6i md ndo gitia

- C6 dinh bang PFA 4% trong 2 gid & nhiét d6 phong;

- Ngam sucrose 20% qua dém & 4°C d&& mo chim xudng day dung dich;

- Dtc block OCT (Tissue Teck, Nhat Ban);

- Pong lanh & nhiét do -20°C dén -80°C;

- Cat lat 5 - 10pum bing may cit lanh;

- Dé mau khd 30 phat ¢ nhiét do phong;

o Vi té bao nudi cy

- Cb dinh té bao nubi cdy bang PFA 4% trong 30 phit ¢ nhiét d6 phong

* Nhuom té bao

(1) Rira PBS 0,1M 10 phat/lan trong 3 lan;

(2) Hoat hoa khang nguyén bang dung dich dém natri citrate 0,1M, pH
6,0 & 96°C trong 10 pht;

(3) Dua lai nhiét d6 binh thuong, chay nudc 10 phat;

(4) Rira cac tiéu ban bang PBS 0,1M 30 phat/ 1an trong 3 lan;
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(5) Block khang nguyén khong dic hiéu bang dung dich 5% NGS, 0,1%
Triton X-100, PBS 1X trong 2 gio & nhiét d6 phong;

(6) Nhuém khang thé 1: Vimentin (pha lodng 1/300) qua dém & 4°C;

(7) Rira PBS 0,1M 1h/Ian trong 3 lan;

(8) Nhuom khang thé 2: huynh quang (Alexa Flour 546, pha lodng 1/200
trong 2h ¢ nhiét @d phong. Tr budc nay tranh anh sang;

(9) Rira PBS 0,1M 10 phat/ 1an trong 3 lan

(10) Nhuom nhan bang Sytox green (pha lodng 1/10.000) trong 1 phut;

(11) Rira bang PBS 0,1M 10 phat/lan trong 3 lan;

(12) Déan lamelle;

(13) Quan sat bang kinh hién vi huynh quang vat kinh x10; x20 va x40.

b. Nhuom khang thé TH

* Muc dich: Quan sat sy hién dién ctia enzym Tyrosine hydroxylase
(TH) trong té bao ndo giita phoi ciing nhu cac té bao sau nudi cay.

* Cac budc tién hanh:

Twong tw nhu nhuém khang thé Vimentin. Thay budc nhuém khéng thé
1 bang céch st dung khang thé TH (pha loéng 1/750) qua dém & 4°C.

Cac tiéu ban sau khi nhuom ciing dwgc quan sat duéi kinh hién vi
huynh quang.
2.7.4. Ky thugt dém té bao TH(+) (twong tw Carolina va cgng su [98])

a. Bém té bao sau phan lap

* Sau khi loc dich phan lap qua mang loc ¢ 16 loc 70 um. Thu dwgc 1 ml
dich treo té bao

- Hut 10 pl dich treo pha lodng ty Ié 1/20 véi nude mudi sinh ly

* Sir dung budng dém Neubauer dé dém tong sb lwong té bao:

- Pit phién kinh phu budng dém Neubauer khu vic trung tam.

- Hut 10 pl dich té bao sau pha lodng nho vao mép caa phién kinh
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- Tién hanh dém té bao & 5 6 vudng 16n (80 6 vudng nho). Bém nhiing té
bao cham vach giéi han phia trén va bén trai, khong dém nhiing té bao cham
vach gigi han dudi va bén phai.

- Tinh mat d6 té bao phan lap duoc theo cong thirc:

S6 lwong té bao/ml= SL té bao dém x 4000/80 x 20 = SL té bao dém x
103 /ml

* Tinh ty 1¢ séng chét cua té bao sau phan lap:

- Lay 10pl dung dich treo té bao sau pha lodng tron 1an véi dung dich
Trypan Blue 0,4% theo ty 18 1:1 dé danh gié ty 1& séng;

- Nhitng té bao séng khong bat mau xanh cia Trypan Blue; Té bao song
bt mau Trypan Blue

- Pém té bao sdng/tdng s 200 té bao I3p lai 2 Ian. Tinh trung binh 2 1an ¢ém

- Ty Ié té bao song = Trung binh s6 té bao séng 2 lan d&ém/ 200 x100 (%)

b. Cac mau nudi cay

* C4c mau nubi cay té bao duoc nhudom hda md mién dich vai khang thé
TH theo quy trinh muc 2.5.3

* Pém té bao dudi kinh hién vi Huynh quang: Nhiing té bao TH (+) cho
mau d6 cé biéu hién it nhat 2 nhanh bao twong

* Tinh ty 16 cum c6 té bao TH (+)

- Quan sat duéi vat kinh x 4

- Di chuyén vi truong theo hinh zic zic

- Quan sat trén toan bo dia nudi , dém sb lwong cum c6 té bao TH (+)

Ty 1é cum c6 té bao TH (+) = Sb lwong cum ¢6 té bao TH(+)/tdng s6 cum

- Thyc hién 2 lan. Tinh ty I& trung binh 2 1an dém coi la ty 1é cum c6 té
bao TH (+) caa mau nudi cay

* Tinh ty 1& té bao TH (+) bang phuong phap dém thu coéng dudi kinh
hién vi huynh quang

- Di chuyén ngau nhién 10 vi trudng dudi d6 phong dai x20
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Véi mdi vi truong dém té bao TH (+) va tong sb té bao.
Ty 1& té bao TH (+) = S6 luong té bao TH (+)/ Tong s té bao dém
Tinh ty Ié té bao TH trung binh cuia 10 vi truong coi la ty 18 té bao TH

(+) & m&i mau nudi céy.

2.8. Xir li s6 liéu nghién cieu

Céc sb liéu nghién ciru duge xir ly bang phan mém SPSS 16.0,

Cac test duogc st dung

- T-test dé kiém dinh khéc biét vé ty 18 trung binh.

- Test x2 dé kiém dinh sy khac biét vé trung binh giita 2 nhém.

- Test one way ANOVA dé kiém dinh sy khac biét vé trung binh 3 nhém

c¢6 phuong sai ddng nhat.

- Test Welch dé kiém dinh sy khéac biét vé trung binh 3 nhém c6 phuong

sai khong dong nhit.

Su khéc biét co y nghia théng ké vai p < 0,05.

2.9. Pao dic nghién cau

Nghién ctu nay 1a mét phan trong noi dung Dé tai Boc lap cip Nha
nude da duoc Hoi dong Pao dirc truong Pai hoc Y Ha Noi thong qua
theo Cong vin sé 148/HDPDDHYHN ngay 06/8/2014 v/v chip thuan
cua Hoi dong Pao durc trong nghién ciru Y Sinh hoc.

Nghién ctu c¢6 sy dong y cua linh dao co s& va sy chap thuan ty
nguyén cua cac san phu dugc lam thu thuat giam thiéu thai, c6 cam két
dong y.

Céc thong tin vé& bénh nhan dwoc luu giit bi mat, chi phuc vu cho
nghién ctu.

Danh séch bénh nhan s& khong cong bd tén tudi day da dé dam bao bi
mat theo quy dinh cta phéap luat.

Nghién cuu chi phuc vu cho suc khoe bénh nhéan, ngoai ra khdng cd

muc dich nao khac.
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CHUONG 3
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Phan lap, ting sinh, biét héa va bio quan lanh té bao gc ngoai bi
than kinh nao giira phdi chugt
3.1.1. Phan ld@p, nudi cdy ting sinh va biét hoa té bao goc ngogi bi than
kinh san n&o giira phdi chugt theo nhom tugi
3.1.1.1. Xdc dinh vj tri té bao tien than tiét dopamin ¢ ndo giiza phdi chugt
cong trang
Pé danh gia hinh thai, cau tric ndo giira phéi chudt ciing nhu xac dinh

vi tri t& bao tién than tiét dopamin ¢ ndo gitra phoi, chung t6i di st dung 186
phdi chudt cong tring giai doan 10,5 dén 13,5 ngay tuoi.

a. Cdu trc vi thé viing ndo giiza phdi chugt cang trang

Quan sét ciu trdc cua nio gitra phoi chudt cdng tring tir 10,5 — 13,5 ngay
tudi, nhan thay néo giita c6 sy lon Ién vé kich thudc. Thanh ndo giira day l1én.
Trung tdm no giira 1a céng ndo (cdng Sylvius). Thanh ciia nio giira c6 cau trdc
dang biéu méd tang. O phéi 11,5 ngay, thanh néo giita trong d6i mong véi vai
hang té bao. Lap noi tiy gdbm mét hang té bao ngay sat long cong ndo. Nhiéu té
bao thudc 16p noi tay dang trong giai doan phan chia. Trong khi d6 16p 40 gom
nhiéu hang té bao, s6 luong hang té bao cua 16p nay ting 1én theo d6 tudi cua
phoi. O giai doan mudn hon (E13,5) c6 thé thiy nhiing té bao 16p trén dung xa
nhau hon, cdc nhanh bao twong cua t& bao dai, nhiéu nhanh bao twong chay

vubng goc véi thanh ndo gitra (Hinh 3.1):

Commented [M11]: Thi€u ndi dung biét hod trong muyc tiéu dé
ra???
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3 =7 i S
Hinh 3.1. C4u tao vi thé ndo giira phoi chudt céng tring (H&E)
(A) cau tgo ndo giiza phdi chugt cong trang 11,5 ngay; (B) cdu tgo thanh néo
giira phoi chugt cang trang 13,5 ngay (x200).

(C), (D), (E) Hinh dnh té bdo dang phdin chia () ¢ 16p ngi tiy (x250).

Trén cAc tiéu ban md ndo giira nhudm Cajal II dé phét hién sy c6 mat cia
céc xo than kinh ciing quan sat thdy cau trdc ndo giita phdi chudt cong trang
giai doan E10,5 dén E13,5 ciing c¢6 dang biéu md tang. Hon nita, mirc 46 ngim
thudc nhudém ciia md ndo giira ciing tang dan theo tudi phéi (Hinh 3.2):
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Hinh 3.2. San mé néo gitra (phwong phap nhugm Cajal 11)
(A) Nao gizra chugt theo tugi phoi 10,5 ngay, 11,5 ngdy, 12,5 ngay, 13,5 ngay x40
(B) San nao giira phoi chugt cang trang 10,5 ngay va 12,5 ngdy c6 dang biéu
mo tang (x200)
Dic biét tai vang san ndo giira, s6 lwong céc té bao xuyén tam ting 1én
(Hinh 3.3):

Hinh 3.3. San n&o giira phdi chudt céng tring E13,5 (Cajal 11)
Té bao than kinh xuyén tam (=) xen giia cac té bao khac
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b. Cdu trdc siéu vi vang n&o gizza theo tusi phoi

Quan sat cau trdc ndo giita dudi kinh hién vi dién tir thiy dugc ¢ giai
doan E10,5 — E11,5 cac té bao dung rat sat nhau. Chu yéu gdm nhirng té bao
da dién, khong c6 nhanh bao twong. Nhitng t& bao ndy cé ty & nhan/bao
tuong rat 16n. Trong bao twong té bao c6 rat it bao quan, c6 thé gap mot vai ti
thé kich thudc nho (Hinh 3.4):

Hinh 3.4. C4u tr(c siéu vi caa biéu md than kinh ndo giita E11,5
(A) Biéu md than kinh ndo giiza E11,5 (x2000). (B), (C) khodng gian bao (=)

rat hep, khong thdy cac cdu tric gan két giira c4c té bao véi nhau giong nhuw

& biéu mé thong thiwong nhie vong dinh, ddi bit, thé lién két (x4000).
Trong 16p noi tiry giai doan E10,5 — E11,5 ¢6 nhiéu té bao dang phan
chia & cac pha khéc nhau (Hinh 3.5):
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Hinh 3.5. Té bao l6p ndi tily dang phan chia (Phéi chudt cong trang
E10,5 (x1500)
O phdi E11,5, xuit hién cac nguyén bao than kinh voi dic diém: nhan
I6n véi mot hat nhan, mang nhan ¢é vét 16m siu vao trong, bao tuong té bao
c6 dam do dién tur it voi mot vai ti thé nho, ludi noi bao ngén (Hinh 3.6A).
Ciing & phoi E11,5, quan sat dugc hinh anh noron & thanh nao gitta véi cac
nhanh bao tuong ngin. Nhimg nhanh bao turong nay c6 dam dé dién tir cao va
lién két chat ché vai cac té bao xung quanh bang céc thé lién két (Hinh 3.6B).

R 3 g

3 '

Hinh 3.6. Céu trdc siéu vi cia nguyén bao than kinh E11,5
A)-Nguyén bao than kinh véi nhan (N) lén, nhat mau, cé 1 hgt nhan (Nu).
Bdo twong sdng mau véi 1 vai ti thé nhé (x2500); (B)-Nhdnh bdo tirong ngdn
Xudt phat tir than té bao than kinh (E11.5), thé lién két giiza cac nhanh bao

twong véi té bao xung quanh (miii tén) (x6000)
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O giai doan E12,5 — E13,5, cau tric céc té bao ndo giira thay doi rd rang.
Ty 1& nhan/bao twong giam. Trong bao tuong cac bao quan phat trién: ludi noi
bao khong hat kich thudc 16n, ludi ndi bao cé hat phat trién nhung ngin va
chua tao thanh c4c bé song song vai nhau; ti thé va bo Golgi c6 ciu trac dién
hinh; nhitng dam glycogen trong bao tuong ting 1én vé s luong va kich
thuge (Hinh 3.7):

Yoy oy

Hinh 3.7. CAc té bao dang trong qua trinh biét hoa caa phoi E13,5
Cac ti thé (Mi) da dang vé hinh dang, kich thuée. Lu6i ndi bao co hat (RER),
khong hat (SER) phét trién va nhiéu dam glycogen (Gl). B¢ Golgi (Gol) c6
cau trc rat dién hinh. (A) x4000; (B) x6000; (C), (D) x8000;

bac biét ¢ giai doan nay cac nhanh bao twong ctia noron dai va nhiéu,

ddng thoi xuat hién cac non ting truong. Nhitng nhanh bao tuong c6 mat do
dién tir thap dung voi nhau thanh nhém dong thoi quan sat & cac xo than
kinh va cac ti thé bén trong (Hinh 3.8, 3.9, 3.10)
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Hinh 3.8. C4c nhanh bao twong ciia cac noron nio giira phoi E12,5 | Commented [M12]: Cic chi thich nhd, kho nfin

(A): (I) Cdc nhdnh bao twong cat ngang, (1) CAc nhdnh bao tiwong cat doc.
Trong cdc nhanh bao twong nay cé thé quan st thay céc ti thé dang que. Bén
Canh d6 ¢é nhanh bao twong ddm dé dién i rdt cao (Il); (B) Cdc xo than
kinh trung gian (miii tén) trong nhanh bao twong. (A) x4000; (B) x12000.

Hinh 3.9. Cac nhanh bao twong tap trung thanh nhém é phéi E12,5
Cdu tric giong thé lién két véi nhanh bao twong cua té bao khdc (miii tén)
(x6000).
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Hinh 3.10. Non ting truwéng ¢ phdi E12,5

Nhénh béo tuwong kéo dai chira xo than kinh véi lwéi néi bao nhan (SER),
phan dau phinh to. (A) x4000; (B) x8000.

Tuy nhién dén thoi diém E13,5 ching t6i van chua quan sat thay cau tric
synap trong san nao gita.

c. Nhugm héa mé mién dich véi marker Vimentin va TH

Dé xac dinh sy hién dién cua té bao tién than tiét dopamin & ndo gitra
phdi chudt cong tring ching tdi tién hanh nhuom mién dich huynh quang véi
marker vimentin cac mau néo giira phdi chuot giai doan E10,5 — E13,5.

Tai thoi diém E10,5, vimentin biéu hién rai rac trong md ndo giita phoi
chudt cong trang, hiém thdy ¢ ving san ndo giita. Dén giai doan E11,5,
vimentin xut hién trong nhimg nhanh bao twong chay doc theo thanh néo
giita cua cac té bao than kinh xuyén tdm ¢ ving san ndo giita. L6p man ria
cling duong tinh vé&i vimentin. Cac té bao nay c6 hai cuc, nhanh bao twong
dwong tinh vai vimentin chay doc sudt tir 16p noi tiry dén I6p man ria. Céc té

bao 16p ndi tay cling duong tinh v&i vimentin (Hinh 3.11):



61

Hinh 3.11. Céc té bao tién than tiét dopamine tai thanh néo giira phoi
chugt cong trang E11,5

(A) Phoi ngay 11,5 cac nhanh bao fwong chay xuyén suot thanh ndo giira
dwong tinh véi vimentin (mau do) rdi rac, nhan té bao mau xanh (B); Hai
hinh anh A, B chup 2 k&nh mau cua cing cdu tric. Cac nhanh té bao than
kinh xuyén tam (=), lép man ria (}-3), cac té bao 16p ngi tiy (hinh sao)
ciing duwong tinh véi vimentin (C). (A),(B) x100; (C) x250.

Dén giai doan E13,5, vimentin duong tinh rdt manh, nhitng nhanh bao
turong duong tinh v&i vimentin xuat hién day dic, dac biét ving san néo giira
(Hinh 3.12):
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E13.5 Sytox

Hinh 3.12. S6 lwong cac té bao tién than tiét dopamine ting ¢ phdi E13,5
(4) Cac nhanh bao tuwong chira xo vimentin day dac chay vudng goc vaéi thanh
n&o giita (mau do). (B) Nhan té bao bat mau Sytox (mau xanh). Lép néi tiy
va man ria ciing duong tinh voi vimentin. (A), (B) 1a hai kénh trén mau cung
cau tric (x100).

Nham x4c dinh thoi diém té bao tién than bigt hoa thanh noron tiét
dopamin dong thoi xac dinh vi tri va sy di cu cia cac noron nay tai ndo giita
phdi chudt cong tring giai doan 10,5 - 13,5 ngay tudi, ching toi tién hanh
nhuom héa mé mién dich véi marker TH. Day la mot enzym quan trong trong
qua trinh téng hop dopamin va xuit hién khi té bao tién than biét hda thanh
cac noron tiét dopamin. Sy xuit hién cua té bao duong tinh véi TH tai ndo
giita ching to cac té bao tién than da bit dau qua trinh biét hoa thanh céc
noron tiét dopamin.

Trong giai doan phdi chudt céng tring E10,5 - E12,5, ching ti khéng
phét hién duoc té bao ndo giira duong tinh v6i marker TH. Tai thoi diém phoi
giai doan E13,5 chling t6i bit dau quan sat duoc sy xuat hién cua cac té bao

dwong tinh voi TH. Céc té bao nay tap trung & viing san ndo giira (Hinh 3.13):
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Hinh 3.13. Céc té bao tiét dopamine tap trung & ving san nio giira & phoi

chudt céng tring E13,5
(A) Hinh dnh nhém té bao diong tinh véi TH tdp trung ¢ ving san néo giira;
(B): Nhan té bao mau xanh; (A), (B) la hai mau trén cing 1 cau tric (x60);
(C) Céc té bdo diwong tinh véi TH ¢é bdo twong mau dé (x100)
3.1.1.2. Phdn ldp, nuéi cdy tdng sinh té bao géc san ndo giita phéi chudt
theo nhém tudi phoi
Giai doan nay, ching t6i tién hanh phan lap va nudi cy tong cong 148
phdi chudt & cac do tudi khac nhau tir E10,5 — E14,5 ngay tudi. Sau qua trinh

phan lap va nudi cay thu duoc két qua sau:

[ commented [M13]: Théng nhat dau thap phan
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a. Phan bo phoi chugt theo tusi phdi
Bang 3.1. Phan b phoi chudt theo dd tudi

Tuoiphdi E105 E11,5 EI125 E135 E145 Tongso (n)

S6 mau 30 25 30 33 30 148
Tylé (%) 20,3 16,8 20,3 22,3 20,3 100

s6 lugng phdi chudt s dung lan luot 1a 30 phoi

Bang 3.1 cho thiy
E10,5; 25 phoi E11,5; 30 phdi E12,5; 33 phdi E13,5 va 30 phdi E14,5 chiém
ty 1€ lan Iuot 12 20,3%:; 16,8%:; 20,3%; 22,3% va 20,3%.

b. Ty l¢é trich thu thanh cong néo giiza theo tudi phoi

148 phdi trén duoc tién hanh phau tich trich tha viing néo giira dudi kinh
hién vi soi ndi. Trich thu ndo giita dung vi tri, khdng bi dap nat, mat mau
duoc danh gia 1a trich tha thanh cong. Két qua thu duoc 121 mau than kinh
ndo gitra trén tong s 148 phéi. Ty I8 trich thi thanh cong 1a 81,7%. Hiéu qua
phau tich mau néo giita theo nhom tudi phoi dugc thé hién & Bang 3.2:

Bang 3.2. Ty I¢ trich thi thanh cong miu mo ndo giira qua céc giai doan
Tudiphdi E105 EI115 EI125 E135 E145 Tongso (n)

S6 phoi 30 25 30 33 30 148
S6 phoi
trich thi 19 18 27 30 27 121
thanh cong

Tylé (%) 633 72 90 90,9 90 81,7

Bang 3.2 cho thay ty 1¢ trich tha thanh cong vang ndo giira theo céac
nhém tudi phéi E10,5; E11,5; E12,5; E13,5; E14,5 lan luwot 1a: 63,3%:; 72%;
90%; 90,9% va 90%. Ddi véi phdi 10,5 ngay tudi, ty Ié trich tha thanh cong
ving ndo giita la thip nhit. O tudi phdi cao hon, ty 1¢ trich thu thanh cong
ciling cao hon va cao nhit & nhém tudi E12,5 — E14,5.

( commented [M14]: Bang 1 cho thy / nhan xét
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c. Tong sé té bao song sau phan ldp

M3u mé néo giita sau khi phan lap, duoc tién hanh & qua men Dispase
va Trypsin ~EDTA dé tao mau dich treo té bao. Pé danh gia hiéu qua phan
lap té bao gdc san néo giita chiing t6i dém tdng sé té bao trong mau dich treo
thu duoc. S6 lugng té bao trung binh theo tudi phoi duoc thé hién & Biéu dd
3.1 sau:

1600

nlll

10.5 ngay 11.5 ngay 12.5 ngay 13.5 ngay 14.5 ngay
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S6 luong té bao (x10%)
o]
g

(**): p<0,0001

Biéu db 3.1. Tong sb té bao sau phan lap

Téng sé té bao sau phan lap thap nhat ¢ tudi phdi 10,5 ngay (khoang
0,78 + 0,05 x 10° TB) va cao nhit & tudi phdi 14,5 ngay (khoang 1,4 + 0,51 x
10° TB). C6 su khac biét vé sé luong té bao giira tudi phdi 11,5 va 12,5 ngay
(khoang 0,82 + 0,085 x 105 TB s0 véi 1,34 + 0,048 x 10°TB).

d. Ty 1é moc mau nudi cdy theo tusi phoi

Sau khi phan lap tao mau dich treo, t& bao goc ngoai bi than kinh duoc
nudi cay trong moi trudng M-NECS @& danh gia hiéu qua ting sinh cia cac
mau. Két qua ting sinh t& bao dugc thé hién ¢ Bang 3.3:
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Bang 3.3. Ty 1§ moc miu theo tudi phoi

Tudi phdi  E10,5 E115 E12,5 E135 E145 ( Commented [M15]: Théng nhst dau thap phan
S6 mau 19 18 27 30 27
S6 mau
2 16 27 30 27
moc
Ty I€ 10,5% 88,9% 100% 100% 100%

Bang 3.3 cho thdy ty 18 moc rat thap (10,5%) & phdi chugt E10,5 trong
khi phdi & giai doan E11,5 ¢6 ty 1€ moc cao hon (88,9%). Phoi E12,5 — E14,5

c6 ty 18 moc mau t6t nhit 100%.

3.1.2. Téng sinh va bi¢t hoa té bao géc ngogi bi than kinh phdi chugt E12,5 | commented (M16]:

oTdng sinh??

—-E13,5 | tBiRthod???

Sau giai doan lya chon tudi phdi pht hop d& nubi cdy noron tiét
dopamin, nhan thay tudi phdi pht hop nhét cho nudi cdy tang sinh té bao gc
san ndo gitra 1a giai doan phdi 12,5 — 13,5 ngay tudi. Chung tbi da tién hanh
thuc nghiém trén 442 mau mo ndo giita dwoc trich thu tir phdi chudt cdng
trang giai doan E12,5 — 13,5. Trong d6, 370 mau dwoc tién hanh nudi cay ting
sinh tao noron tiét dopamin, con lai 72 mau duoc phan lap thanh dich treo té
bao dé bao quan lanh. Két qua thu dugc 415 giéng té bao sau nudi ciy. Trong
d6 138 mau duoc lam tiéu ban nhuom HE, Giemsa va Cajal 11; 159 mau duoc
nhuém Héa md mién dich véi marker TH va Vimentin; 40 mau dugc 1am tiéu
ban Hién vi dién tir quét (SEM) va Hién vi dién ta xuyén (TEM).
3.1.2.1. Sw phét trién ciia cac mau nudi cdy theo thoi gian

Vé sw phat trién ciia cac mdu trong qua trinh nudi cdy

Hai ngay sau nudi ciy: da sd cac té bao da bam dinh, bt dau quan sat
thdy hinh anh gidng noron: té bao hinh sao, c6 vai nhanh bao twong ngén toa
ra tir than, tan cing co cac dau phinh. Mot s6 té bao c¢6 nhitng nhanh dai dén

tiép xdc véi nhirng té bao gan k& (Hinh 3.14A).
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Nhitng ngay tiép theo: c4c té bao ting sinh nhanh, c6 nhiéu té bao dang
biéu md tao thanh dam, rai rac c6 nhitng té bao hinh sao nim phan tan, nhiéu
té bao c6 nhitng nhanh dai gidng noron ding phan tan hoic tao thanh cum
dang noron, cac nhanh té bao dai va ndi véi nhau chang chit (Hinh 3.14B, C,
D). Cé4c té bao trong cac cum dang noron ¢ xu huéng phat trién lan ra ving
xung quanh dong thoi téa ra nhiéu nhanh bao tuong lién hé véi nhitng cum
gan ké (Hinh 3.14C, D):

Hinh 3.14. Té bao géc n&o giira nudi cay
A- Té bao géc ndo giiza sau nudi cdy 2 ngay (KHYV soi ngirot x100)
B- Té bao goc néo giiza sau nudi cdy 4 ngay (KHV soi nguroc x100)
C- Té bao géc néo giiza sau nudi cay 6 ngay (KHV soi nguoc x200)

D- Té bao géc ndo giira sau nudi cdy 8 ngay (KHV soi nguroc x100) [ commented [D17: xem ki 40 phong i
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Vé thei gian nudi cay:

Thoi gian trung binh dé cac mau nudi cdy moc kin day 16ng dao dong
khoang 7,4 + 2,3 ngay. Thoi gian nudi ciy va toc do phat trién cua té bao khé
ddng déu trong cac mau.
3.1.2.2. Két qua dinh danh té bao sau nudi cay

a. Hinh thai vi thé

Ngoai viéc quan sat hinh thai va sy phét trién cua té bao bang kinh hién
vi soi nguoc, ching toi stt dung phuwong phap nhuém Giemsa va nhuém Cajal
II dé danh gia hinh thai vi thé cua té bao nudi cdy. Trén tiéu ban nhuém
Giemsa, quan sat duoc cac té bao hinh sao, c6 nhiéu nhanh bao twong manh,
dai. Céc té bao c6 thé xép thanh 16p mong hoic ding thanh cum. Cac nhanh
bao twong ndi véi nhau thanh mang lusi (Hinh 3.15A, B). Trén tiéu ban
nhudém Cajal 11, cac té bao nudi ciy déu bit mau nau den (Hinh 3.15C):

o

Hinh 3.15. Hinh thai vi thé caa té bao gdc ndo giira sau nudi ciy
A- Té bao goc ndo gira sau nudi cdy 8 ngay (Giemsa x100)
B- Té bao gdc ndo giira sau nudi cdy 4 ngay (Giemsa x200)
C- Té bao gdc néo giiza sau 7 ngay nudi cdy (Cajal 11 x100)
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b. Hinh thai siéu vi thé

St dung kinh hién vi dién tor quét quan sat bé mat t& bao nudi ciy, nhan
thdy hinh anh céc noron véi than 16n, hinh cau hogc hinh thoi, cac nhanh bao
twong dai tiép ndi véi cac nhanh bao twong cua té bao ké bén (Hinh 3.16):

Hinh 3.16. Té bao géc ndo giira sau nudi cay 6 ngay (SEM)

Khi quan sat bang kinh hién vi dién tu truyén qua, trong sé cac té bao
nudi cdy 7 ngay, xuit hién nhiing té bao nhan I6n, mang dic trung ciia nguyén
bao than kinh nhu: chira mét hat nhan duy nhét, mang nhan c6 vét 16m sau

Va0 trong chat nhan, bao twong té bao nhat mau c6 it ti thé va lusi noi bao.

Nhirng hinh anh nay goi y dén nhitng nguyén bao than kinh ¢ biéu md than
kinh san ndo gitra phoi (Hinh 3.17):

€31 7d (147).003
nt Man: R21U0v @ &1 mm 2 micron; r Print Mag: 4140x @ 51 mm 2 microns

Hinh 3.17. Té bao goc nao giita (TEM)
A- Nguyén bao than kinh san n&o gizza phoi chugt 12,5 ngay (TEM x 5330)
B- Nguyén bao than kinh sau nudi cdy 7 ngay (TEM x 4140 )
Trén cac lat cit qua I6p té bao nudi cdy, ching tdi thdy c6 nhiéu hinh anh
cua cac nhanh bao twong cit ngang xung quanh té bao (Hinh 3.18A). C6
nhitng tdn cung clia nhanh bao twong phinh to thanh cic ndén ting trudng

{

Commented [D18]: Néu rd nhitng indentationn nay Ia hinh thai
d3c trung clia nguyén bao than kinh
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(Hinh 3.18B) va ciing c6 cic Sy-ndp dwoc hinh thanh giira cac nhanh bao
twong (Hinh 3.18C):

uuuuu

Hinh 3.18. Té bao goc phdi chudt céng trang sau nudi ciy 6 ngay
(A) Nén tang trwong (TEM x 12600); (B) Cdc nhanh bdo twong cat ngang
(TEM x 12600); (C) Synap (vong tron da) (TEM x 24100).

c. Nhugm héa mé mién dich véi marker vimentin va TH. Vong tron do |a

hinh dnh sy-nap than kinh
Khi nhuom héa mé mién dich véi marker vimentin, chiing t6i quan sat
dugc hinh anh hau hét cac té bao duong tinh v6i marker vimentin & cac mau
nudi cay (Hinh 3.19A), nhan té bao bat mau xanh Sytox (Hinh 3.19B). Cac té
bao duong tinh it hon voi marker TH dé danh diu noron tiét dopamin. Cac
noron tiét dopamin nay cé thé ding riéng ré& hodc thanh cum (Hinh 3.19C, D):

(o

Hinh 3.19. Nhugm HMMD véi marker Vimentin va TH té bao géc néo
giira phdi chudt céng triang sau nudi ciy (KHV huynh quang x200)
(A, B) 1a 2 pha mau khéac nhau cuing 1 vi tri; A: Té bdo duwong tinh véi marker
Vimentin (d@6); B: Nhan té bao dwong tinh véi Sytox (xanh). (C, D) Té bao
duong tinh voi marker TH.

\: Commented [M19]: ???

| Commented [M20]: Chi thich vong tron dd?
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3.1.2.3. Ty Ié té bao, cum té bao dirong tinh véi marker TH sau nudi cay

Tién hanh dém céac noron va cum noron duong tinh véi marker TH bang
kinh hién vi huynh quang nhan thiy ty 1& noron va cum noron c6 sy hién dién
ctua enzym Tyrosine Hydroxylase nhu sau:

Bang 3.4. Ty 1& té bao, cum té bao dwong tinh v6i marker TH sau nudi ciy

] Ty 18 TBco TH (+) Ty 18 cum TB c6 TH (+)
Tuéi phoi
X % SD (%) X + SD (%)
E10,5 - E11,5 1,18 +0,48 13,27 +7,40
E12,5- E13,5 5,38 + 3,56 37,09 + 6,53
p 0,01<0,05 0,001 <0,05

- O phoi giai doan E10,5 — E11,5 ching tdi nhan thay ty 1¢ t& bao duong
tinh v6i marker TH rat thap, chi 1,18% trong khi & tudi phoi giai doan E12,5
—E13,5, ty 18 té bao duong tinh véi TH cao hon, khoang 5,38%.

-So sanh ty 1¢ cac cum té bao co noron duong tinh véi marker TH,
chung t6i cling nhan thy ty 18 nay cao hon c6 y nghia & nhom tudi phdi E12,5
— E13,5 50 Véi tudi phdi E10,5 — E11,5 (37,09% s0 Vi 13,27%).

3.1.3. Bdo qudn lanh té bao géc ngogi bi than kinh phoi

a. Lira chon quan thé té bao phi hop nhat cho bao quan lanh

Tién hanh bao quan lanh 150 mau va chia l1am 3 nhém. Nhém A gom 72
mau duoc bao quan ngay sau khi phan 1ap; nhém B gdm 68 mau duoc bao
quan sau khi nudi cdy ¢ giai doan chua cdy chuyén va nhém C gém 10 mau
duoc bao quan & giai doan cdy chuyén lan 1. Sau rd déng thu duoc mot sé két

qua sau:

Commented [M21]: van dé Ia
- KQ nudi cdy tang sinh: thoi gian, d3c diém, méi truong...
- KQ nuoi cay biét hod: thai gian, déc diém, qui trinh, méi trudng
- Pinh danh tinh géc sau ting sinh
- Dinh danh TB d3 biét hod; mirc d6 biét hoa?
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Bang 3.5. Ty I¢ séng ciia cac té bao than kinh sau ra dong

S6 méu | Ty 1é séng

Nhom p
(n=150)| (%)
Sau phén lap (A) 72 166,6+11,6| pea_p) =0,1>0,05
Chua céy chuyén — PO (B) 68 |69.8+114|p, =0,000< 0,001

Saucdy chuyénlan1-P1(C)| 10 | 199+8,2 | p_=0,000< 0,001

Ty 1é séng trung binh (%) 64,9

- Ty Ié séng sau bao quan lanh cia nhém A va nhém B khéc biét khong
c¢6 ¥ nghia thong ké véi p > 0,05.

- Ty Ié séng sau bao quan lanh ciia nhoém C thap hon c6 ¥ nghia thong ké
véi 2 nhdm con lai véi p <0,001.

- Ty & séng trung binh cua cac mau la 64,9%.
b. Ty 1é séng cuia té bao theo thoi gian bao quan

So sanh ty 1é song cua té bao trong 140 mau bao quan lanh & nhém A va
nhém B theo thoi gian thu dugc két qua sau:

Bing 3.6. Panh gia ty 1¢ séng cua té bao theo thai gian

Nhom Sé mdu (n) Ty lg song (%) p
Sau bao quan 2 tuan 35 65,54 + 10,63
Sau bao quan 1 thang 35 71,69 + 11,20 P=0,162
Sau bao quan 3 thang 35 67,51 + 11,84 >0,05
Sau bdo quan 6 thang 35 67,91+ 12,28
Téng 140 68,16 + 11,60

Ty lé séng cua té bao sau bao quan 2 tuan, 1 thang, 3 thang va 6 thang
lan luot 13 65,54%; 71,69%; 67,51%; 67,91%. Tuy c6 khac nhau nhung su
khéc biét khong c6 y nghia thong ké (p> 0,05).

| Commented [M22]: khéng nén viét thé nay
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c. Nudi cdy ting sinh cic té bao sau bio quan lanh
Cac mau té bao sau rd dong duoc nudi cy tang sinh, két qua moc mau
thé hién & biéu do 3.2:

80 2

60

>
u (o

€ 40
X0

20

Nhém A Nhém B Nhém C
O Khong moc M Moc
(*): p<0,001
Biéu dd 3.2. Ty & moc mAiu nudi ciy sau ri dong

Ty Ié moc mau cia nhém A va nhom B 14 trong duong nhau véi p > 0,05.

Ty 1é moc mau trong nhém C thap hon c¢6 y nghia théng ké véi 2 nhém
con lai véi p <0,001.
d. Pinh danh cac té bao nuéi cdy sau bio quan lanh

Theo ddi su phét trién ciia cac té bao duoc nudi cay sau ra dong, quan sat
duoc hinh anh cac té bao bit diu bam day nuéi cdy vao ngay thir 2. Céc té
bao nho, mot sé bat dau xuit hién nhanh bao twong (Hinh 3.20A). Trong
nhiing ngay tiép theo, cac té bao tiép tuc ting sinh, dan dan kin giéng nudi
cay. Mot sb té bao c6 xu huéng tao cum noron (Hinh 3.20B). Nhuém Giemsa
céc mau dé danh gia hinh thai té bao, ciing quan sat duoc hinh anh nhiéu té
bao hinh da dién, c6 nhiéu nhanh bao twong ndi véi nhau thanh mang ludi.
Nhirng té bao nay dwong tinh véi marker vimentin khi nhuém héa mé mién
dich (Hinh 3.20C, D):
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Hinh 3.20. Hinh anh té bao nudi ciy sau ra dong
(A) Ngay 2 sau nudi cdy (KHV soi nguot x100);

(B) Ngay 7 sau nudi cay (KHV soi ngiroc x200);
(C) Ngay 7 sau nudi cay (Giemsa x400);

(D) Nhugm marker Vimentin (mau do) (KHV huynh quang x500).
3.2. Phan lap va nudi ciy ting sinh té bao géc ngoai bi than kinh phdi nguoi
3.2.1. Phan lgp té bao géc ngogi bi thdn kinh phéi ngwoi
a. Suw phan bo tusi phoi
Trong thoi gian tir thang 10/2014 dén 6/2017, chung i thu dwoc 201 phdi
giam thiéu tir cac thai phu lam thy tinh 6ng nghiém va thu tinh nhan tao bi da thai
(> 3 thai). Sy phan b tudi phoi va kha ning phau tich, phan Iap ciia cac phoi dugc
tong hop trong bang 3.7:
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Bang 3.7. Su phan bo tudi phdi, khi ning phiu tich, phan I4p ciia cic phdi

Tugi phoi S6 lwong Phau tich Phan ldp
6 tuin 6 0 0
6,5 tuan 36 28 18
7 tuin 95 79 65
7,5 tuan 28 28 19
8 tuin 36 36 0
Tong 201 173 102

Trong sb 201 phéi, chiing t6i di phau tich dwoc 173 phdi, s6 con lai phoi
qua nat nén khong phiu tich dugc. P phan lap duoc té bao biéu md dng than
kinh cta 102 phdi. Cac phdi sau khi hut ra thuong c¢6 dang manh nho (Hinh
3.21):

Hinh 3.21. Phéi nguoi (A) 7 tuan (x50); (B) 8 tuan (x40)
b. Cau trdc cia biéu md ong than kinh phéi ngueoi 6,5 — 7,5 tuan tudi

Sau khi phdu tich dwoc cdc manh mé éng than kinh, ching tdi sir dung
mot s6 manh dé nghién ciru ciu trdc vi thé cua biéu md thanh dng than kinh.
Trén cac tiéu ban nhuom Hematoxylin — Eosin, thanh éng than kinh 1 biéu
md tang, 1ép noi tuy quan sat thiy nhiéu té bao trong qua trinh phan chia, 16p
40 gom nhiéu hang té bao, cac té bao ciing c6 xu hudéng chay vudng géc véi
thanh ndo gitra (Hinh 3.22):
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Hinh 3.22. Cau tric thanh éng than kinh phdi ngudi 7 tuin
(A: H&E x200; B: H&E x400)
c. Tong sé té bao sau phan ldp va ty Ié song
Két qua phan lap té bao gbc than kinh tir phdi nguoi duoc thé hién &
Bang 3.6:

Bing 3.8. Téng s6 té bao sau phan lap va ty 1é té bao song

L So Tong so té bao Ty Ié té bao song
Tugi phoi .
lwong  phén Igp cua 1 phoi (%)
6 tuan 0 0 0
6,5tuan 18 0,96 + 0,14 x 10° 86,1 + 3,7
7tuan 65 1,02 +0,17 x 10° 84,7+ 4,0 P=0,404
75tudn 19 1,08 + 0,20 x 10° 85,6 +5,0 > 0,05

Tongcong 102

Trong sb 102 phdi phan lap dugc mau té bao biéu md ong than kinh,
trung binh, 1 phdi 6,5 tuan tudi cé sé lugng té bao thu dugc khoang 0,96 x 10°
té bao; phdi 7 tuan khoang 1,02 x 10° t& bao; phdi 7,5 tuan tudi khoang 1,08 x
10°té bao. Ty 1é séng cua cac té bao sau phan 1ap dao dong tir 84,7% - 86,1%.
Khéng c6 su khac biét vé sé luong té bao thu duoc va ty 1é séng cua té bao ¢
cac phdi phan lap duoc.
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3.2.2. Nubi cdy ting sinh va bigt hoa té bao gac biéu md ng than kinh phoi

nguwoi tao noron tiét dopamin

Cac mau té bao biéu mo dng than kinh sau khi duoc phan lap sé tiép tuc
duoc tién hanh tao mau dich treo té bao va nudi trong cac dia cay. Trong quéa
trinh nudi cdy, ching t6i thu duoc mot s két qua sau:
3.2.2.1. Hinh thai va téc dé phat trién cua té bao gac nudi cdy

Sau 2-3 ngay, quan sat dudi kinh hién vi soi ni thay cac té bao bat dau
bam dinh vao d4y binh nudi cdy. Sau d6 mot sb t& bao biét hda thanh dang
noron: xuét hién nhitng nhanh dai téa ra xung quanh. Sé luong cac té bao
dang noron ting dan theo thoi gian, cac nhanh cua nhiing té bao nay dai dan
ra va dén tiép xtc véi nhau.

Sau khoang 7 — 10 ngay, cAc té bao ting sinh va phu kin day giéng nudi
cay (Hinh 3.23):

Hinh 3.23. Té bao goc than kinh ngudi nudi cdy (KHV soi nguroc)
A: 2 ngay sau cdy (x100); B: 3 ngay sau cay (x100)
C: 4 ngay sau cay (x250), D: 9 ngay sau cdy (x100)

~{ commented [M23]: Tang sinh? Biét hos?
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3.2.2.2. binh danh té bao sau nuéi cay

a.Vi the

Trén tiéu ban nhuém Giemsa, quan sat dugc cac té bao hinh sao, c6
nhiéu nhanh bao twong manh, dai. Cac té bao cd thé xép thanh I6p mong hoic
dung thanh cum. Céc nhanh bao twong ndi véi nhau thanh mang lugi (Hinh
3.24). Bang phuong phap nhuém Cajal 11, toan bg cac té bao trong mau sau
nudi ciy déu bat mau nau (Hinh 3.25):

e ~

{/

Hinh 3.24. Té bao géc than kinh ngudi nudi cay

A: 6 ngay sau cdy (Giemsa x250); B: 9 ngay sau cdy (Giemsa x50)

RS 73

==

o R T - T,
Hinh 3.25. Té bao m6 than kinh nudi ciy 8 ngay (Cajal 11 x250)

| Commented [M24]: Phéng dai bing 3.23 A
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b. Siéu vi thé

O mirc do siéu vi, quan sat thdy mot sb nguyén bao than kinh véi dac
diém: t& bao c6 nhan Ion, mang nhan cé vét 16m vao chit nhan dién hinh,
nhan c¢6 mot hat nhan Ién, ty 1é nhan/bao twong cao (Hinh 3.26B). Mot sb té
bao khac dang & trang thai hoat dong manh véi hinh anh lugi noi bao gidn
rong, c6 nhanh bao twong ngin (Hinh 3.26A). Chiing t6i ciing bat gap hinh
anh cit ngang qua cac tru truc cia noron duoc boc phia ngoai boi té bao it
nhénh, c4u trac nay tuong lai s& tao thanh cac soi than kinh c6 myelin (Hinh
3.26C, D). O cac mau té bao phoi ngudi sau nudi cay, ching t6i chua quan sat

dugc hinh anh synap gitra cac noron.

Hinh 3.26. Té bao géc than kinh ngwoi 10 ngay sau nudi ciy (TEM)
A: Ludi ngi bao co hat trong bao twong (Miii tén do)
B: Vét 16m trén nhan (Miii tén do)

C,D: CA4c soi than kinh c6 myelin dang hinh thanh (Miii tén do)



80

c. Nhugm héa md mién dich

Nhugm khéng thé vimentin: chang t6i quan sat thiy xo vimentin & hau
hét céc té bao nudi cdy. Mic d6 dwong tinh voi marker vimetin & cac té bao
nudi cay khong khac biét giita cac tuan tudi phdi (Hinh 3.27A).

Nhugm khang thé TH: tt ca cac mau nudi cay déu thay xut hién cac té
bao dwong tinh v&i marker TH. C4c té bao nay dugc xac dinh 1a nhiing té bao
tiét dopamin. Tién hanh dém sé luong té bao duong tinh véi TH trong giéng
nudi ciy & cac giai doan nudi cay khac nhau ching toi nhan thiy: ¢ ca ba do
tudi phdi, s6 luong noron dwong tinh véi TH ting dan theo thoi gian. Nam
ngay sau nudi cay da thay xuat hién céc té bao dwong tinh v6i TH. Tuy nhién,
s6 lwong té bao dwong tinh véi TH trong cac giéng ciy o thoi diém nay con it,
nam thwa thét, rai rac khip giéng cay va & ria nhitng cum té bao “dang
noron”. S6 luong té bao dwong tinh v6i TH ting dan sau 7 ngay va 10 ngay
nudi ciy (Hinh 3.27 B, C, D):

Vimentin TH
A B
TH TH
C D
Hinh 3.27. Té bao gbc than kinh ngwdi nudi cdy nhudm véi Vimentin va TH

A: 12 ngay sau cdy (Vimentinx200); B: 5 ngay sau cdy (THx200)
C: 8 ngay sau cay (THx400), D: 12 ngay sau cay (THx200)
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3.2.2.3. S6 lwong té bao nudi cdy dwong tinh véi marker TH
Chung t6i tiép tuc danh gia sé lugng noron duong tinh véi TH trong cac
mau nubi ciy theo tudi phdi va theo thoi gian nudi cay. Két qua dugc thé hien
& bang 3.9:
Béng 3.9. Sw phan bé sb té bao dwong tinh véi TH trong giéng nudi cay

theo tudi phoi

Sau 5 ngay Sau 7 ngay Sau 10 ngay

nudi cay nudi cay nudi cay

Tusiphdi S§mfu  Sétébao Sé  Sétébao S8 Sétébao
(n) TH(+) mdu  TH(+)  mdu TH(+)
65tudin 18  159+48 18 407+179 18 107,6+10,04
7 tudn 65  184+57 65 447+159 65 114,7+16/4
75tudn 19 17,4+56 19 382+155 19 1118+144

Téng
102 P=0,243 102 P=0,266 102 P=0,096
cong

Theo thai gian nudi cdy: sb lwong té bao duong tinh véi TH ting tir 5
ngay, 7 ngay va Ién nhat Ia 10 ngay sau nudi cay.

Theo tudi phoi: sé luong té bao dwong tinh voi TH khdng c6 sy khac biét
giita c&c mau nudi cay & cac tudi phoi khac nhau tir 6,5 — 7,5 tuan.

Sy gia ting s6 lugng té bao dwong tinh voi marker TH trong qua trinh

nudi cdy duoc thé hién rd hon trén biéu d6 dudi day:

Commented [M25]:
-Can so sanh su tang sinh tai cac thoi diém theo dai (5, 7, 10
ngay...) cd khac biét khong.
-Nhém thudi phéi ndo tang sinh t&t nhat
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Ngay 5 Ngay 7 Ngay 10

S6 lwgng té bao TH (+)

Biéu db 3.3. S gia ting s6 lwgng té bao dwong tinh véi TH theo ngay
nudi ciy
Céc té bao dwong tinh v&i marker TH ¢6 xu hudng ting dan sau 5; 7 va
10 ngay nudi cay. S6 luong té bao TH (+) ngay cang ting 1én tir trung binh
khoang 17,8 + 5,6 t& bao ngay 5 1én 42,8 + 16,3 té bao duong tinh TH ngay 7.

Va vao khoang ngay 10 sau nudi cdy véi trung binh 112,9 + 15,3 té bao | Commented [M26]: Phan tich sy tang sinh va su biét hos. D3c |

L diém, y ngha...
TH(+).
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CHUONG 4: BAN LUAN

4.1. Phan Iap va nudi ciy ting sinh va biét hoa té bao géc ngoai bi than
kinh néo gitra phoi chugt
4.1.1. Xdc dinh vj tri phdu tich té bao gac ngoai bi than kinh

Céc té bao dau dong tiét dopamin bit dau qué trinh biét hda va cé mat &
ndo giita phdi chudt khoang 10,5 ngay. Tuy nhién, dé xac dinh chinh xé&c thoi
diém nao lay té bao ngoai bi than kinh dé nudi cay noron tiét dopamin 1a pha
hop nhit, ching t6i tién hanh nghién ctu ciu tric ndo gitra va thir nghiém
nudi cdy voi cac giai doan tudi phoi khac nhau dé danh gia.
4.1.1.1. Vé cau tric vi thé ndo giia phoi chugt cang trang qua cdc giai doan
E10,5-E13,5

Bang phuong phap nhudém H-E thong thuong, ¢d thé danh gia ciu trdc vi
thé md ndo giira tir giai doan 10,5 dén 13,5 ngay. Trong giai doan nay, su thay
dbi chu yéu cua ndo gitra la sy ting 1én vé kich thudc va chidu day thanh néo.
Dong thoi, quan sat thay su phat trién khac nhau theo truc bung - lung ciia ndo
gitra: san n&o it phat trién hon tran ndo nén ndo giita phat trién cong vé phia san
ndo. CAu tric md néo giira & giai doan nay tuwong ty VGi cau tric cua éng than
kinh néi chung gdm nhiéu hang té bao dang biéu mé tang. O I6p noi tiy phia
trong cling c6 thé quan sat thay nhiéu hinh anh té bao dang phan chia ching t6
céc té bao & 16p nay c6 kha ning sinh san manh (Hinh 3.1). Biéu nay phu hop
véi ly thuyét kinh dién — cho rang I6p noi tity chinh 1a I6p sinh san ciia 6ng
than kinh giai doan phéi. Té bao 16p nay ting sinh, di cu va biét hoa lién tuc
lam cho thanh éng than kinh ngay cang day hon.

Nhitng nghién ciru dau tién vé sy biét hda cua té bao goc ngoai bi than
kinh trong 6ng thin kinh dwoc cong bé bai tac gia Cajal. Cajal chi ra ring dau

hiéu dau tién cua sy biét hoa céc té bao gdc thanh céc té bao than kinh 1a sy

( commented [M27]: Nam, TLTK???
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Xuit hién cac xo than kinh trong bao twong cua té bao. Nhitng viing xuét hién
xo than kinh dau tién duoc goi 1a vung fibril hoa va thudng xuat hién sém &
I6p noi tiry. Phuong phap nhuém Cajal cho phép nhuém xo than kinh do d6
gian tiép danh gia duoc qua trinh biét hoa cua cac té bao than kinh trong no
gita phoi chudt cong trang. Tai thoi diém E10,5, ching tdi quan sét thiy
nhiing té bao c6 nhanh bao twong ngdm bac bit mau nau den xuyén suét chidu
dai cua thanh ndo giira. Ching to tai thoi diém nay, da co sy biét hda cua céc
té bao than kinh xuyén tam. Wilhelm va Pasko Rakic tir nhitng nim 1970 d4
chi ra rang cac soi truc cta noron dang biét hoa st dung cac nhanh bao tuong
cua té bao than kinh dém xuyén tdm nay cho sy dinh hudng va dan dit trong
qua trinh phat trién cua 6ng than kinh [50].

Dic biét, sy thay ddi rd rang nhit quan st thdy ¢ ving san ndo giira. Tai
ving san ndo gitra thoi diém phoi 10,5 ngay, da xut hién nhiing té bao xuyén
tam nhung con it. Dén thoi diém 12,5 - 13,5 ngay, viing san ndo gitra day dic
té bao. Céc té bao xuyén tdm c6 nhanh bao twong chira xo than kinh niu den
dung xen k& nhitng t& bao it bit mau goi ¥ ¢6 su di cu manh cua cac té bao
dang duoc biét hoa dén khu vuc xac dinh. Pay 1a nhitng hinh anh goi y vé noi
Xuit phét cua cac té bao dau dong tiét dopamin tir c6 thé dinh huéng téi viéc
st dung vi tri san ndo giira phoi dé phan 1ap céac té bao gdc ngoai bi than kinh
3.3).
4.1.1.2. Vé c4u trdc siéu vi cua ndo giza phodi chugt cong trang giai dogn
E10,5-E13,5

Quan sét bang kinh hién vi dién tir, ching tdi thay ¢ thoi diém phdi 10,5

cho nudi cay noron tiét dpopamin (Hinh 3.2;

— 11,5 ngay, thanh cua ndo giita 1a biéu md tang, cac té bao dung rat sat nhau,
khoang gian bao hep. Tuy nhién, gitra cac té bao khong quan sat thiy nhiing
cau tric lién két & biéu mo thong thuong nhu: cai mong, vong dinh, dai bit,

thé lién két... Nghién ctru cua Malatesta (2008) ciing chi ra rang trong giai

Commented [M28]: Thi sao/: TB di biét hoa, khong nén trich
th, phan 1ap va nudi cdy???
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doan phat trién cua hé than kinh phdi thai, cac té bao than kinh dém xuyén
tam ¢ ngudn géc tir su bién d6i cua biéu mo than kinh hinh thanh tir tim than
kinh. Sau do, chung dan giam biéu hién cac protein c6 lién quan dén ngudn
gdc biéu mo ddng thoi ting cac biéu hién ciia md than kinh nhu sy hién dién
cta cac dam glycogen, xo trung gian vimentin va cac GFAP...[71].

C6 thé thay thoi diém E10,5 & phdi chudt cdng tring, ong than kinh vin
chwa dong hoan toan, tinh chét biéu md cua dng than kinh van con thé hién kha
r5. Tuy nhién day ciing 1a giai doan bit dau qua trinh ting sinh, biét hda manh
mé cua cac té bao than kinh tai ndo giita. Do vay viéc mat di cac ciu trac lién
két gitra chding gidp tao diéu kién cho céc té bao di cu dén vi tri xac dinh.

Ngoai ra, & giai doan nay, ching ti ciing quan sat thay nhiéu té bao c6
nhan I6n, ty 1é nhan/bao twong rat 16n. Bao tuong cua nhitng té bao nay khé
mong, cb it bao quan trong d6 chu yéu I céc ti thé nho. Nhiing ti thé trong
(hinh
3.17). Pay chinh 1a nhitng dic diém dién hinh cua céc té bao goc — nguyén

cé4c té bao nay c6 céu tric don gian: hinh cau, mao ti thé kém phat trién

bao xbp. Dic biét, trong 16p ndi tuy cia nhiing phdi ¢ do tudi 10,5 — 11,5
ngay con bat gap hinh anh nhiing té bao dang phan chia, ching t6 sy ting sinh
manh m& cua cac té bao tai day. Hon nita, trong giai doan nay, ching toi con
quan sat thdy mot sé hinh anh cua nguyén bao than kinh: nhan 16n trong c6
mot hat nhan. Mot s6 té bao xuat hién cac nhanh bao twong ngin véi dam do
dién tur cao. Diéu nay phu hop véi két qua nhuom Cajal khi ma tai thoi diém
nay, cac xo than kinh xuit hién it, ndo giita it bit mau thuéc nhuém. Ching
t6i cho rang day 1a thoi diém céc té bao gdc c6 su tang sinh vé s6 luong dong
thoi 6 su bién doi hinh thai tir té bao gbc ngoai bi than kinh thanh céc té bao
dau dong la cac nguyén bao than kinh.

Sang giai doan 12,5 dén 13,5 ngay, trong san néo giita cac té bao it ding

sat nhau, chiing bi ngan cach boi nhitng nhanh bao twong phat trién xung

[ commented [M29]: bueng din dén KQ??
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quanh. Xuét hién nhitng té bao c6 ty 1é nhan/bao twong nhd hon, bao tuong
xung quanh phéat trién, giau bao quan. Ti thé nhiéu, da dang vé hinh dang,
kich thudc, mao ti thé r3. Ludi noi bao khong hat ting vé s lwong, dong thoi
gian rong hon binh thuong. Nhiing cau triic lién quan dén tong hop protein
cling phat trién manh nhu: bo Golgi hay hé thong lugi noi bao ¢6 hat véi céc
polysom day dic va nhiéu dam glycogen. Chiing to day 1a nhitng té bao dang
biét hoa dé dap ung chirc nang tong hop protein. O tudi phdi 16n (13,5 ngay),
sy hién dién cua cac té bao nay nhiéu hon so véi tudi phdi nho. Hon nita, &
thoi diém phdi chudt 12,5 ngay, chung toi cling quan sat dwoc nhiéu cau tric
dang sgi chira xo than kinh. Céc soi than kinh ding véi nhau thanh bo, sé
luong soi trong bo rat thay doi. Trong cac soi ndy cd thé thay cac ti thé,
ribosom hay luéi noi bao nhan. Véi nhitng hinh anh nay, chiing tdi cho ring
day chinh 13 nhitng nhanh bao tuong cua cac té bao tién than tiét dopamin
trong qué trinh biét hoa. Vi thuc té, & san ndo giita, nhirng té bao tién than tiét
dopamin c6 hinh théi gidng véi cac té bao than kinh dém xuyén tam.

Tai thoi diém nay con quan sat duoc nhitng cau tric cua nén ting truong
xen k& voi nhitng nhém nhanh bao twong trén. Tuy vay, khdng bat gap cau
tric synap — ciu triic dugc hinh thanh trong giai doan cudi cua qua trinh biét
hoa noron. Tir nhitng hinh anh trén, ching to ¢6 sy di cu cling nhu bat dau
biét hoa cuia cac té bao than kinh trong san ndo giita & giai doan nay, hon nira,
qua trinh biét hoa thanh cac noron tiét dopamin van chua hoan toan két thic.
4.1.1.3. Sy xudt hién va biét hoa cua té bao tién than tiét dopamin trong mo
n&o giiza phdi chugt cong trang tir 10,5 dén 13,5 ngay tudi

Str dung k§ thuat nhugm mién dich huynh quang véi marker vimentin dé
xéac dinh nhirng té bao tién than tiét dopamin tai ndo gitra phdi chuot. Két qua
cho thiy trong giai doan tir 10,5 — 13,5 ngay tudi, vimentin dwong tinh ngay

cang tang theo thoi gian. Tai thoi diém E10,5, vimentin chi xuat hién rai rac
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trong md san ndo gitra phoi chudt cbng trang & 16p 4o giita, chua thiy & ving
san ndo. Pén giai doan E11,5 vlng san ndo giira bat dau dwong tinh véi
vimentin, cac té bao nay c6 xu huéng chay thing goc véi san ndo giita. Su
Xuit hién céc té bao Vi (+) ting dan, dén thoi diém E13,5 quan sat thay cac té
bao duong tinh rit manh. Piéu ndy chimg té sy xuét hién cua cac té bao tién
than tiét dopamin ¢ néo giita trong giai doan nay ting manh vé sé luong.

Trong nghién curu cua tac gia Houle va Fedoroff (1983) trén phdi chudt
nhat vé sy biéu hién ciia vimentin trong giai doan sém & dng than kinh nhan
thdy riang vimentin chua biéu hién trong ong than kinh phéi E8. Sang thoi
diém E9, bt dau quan sat thay sy hién dién cua vimentin tai viing bung éng
than kinh doan c6. Tir E9 dén E10, 6 su gia ting dang ké clia xo vimentin
trong cac té bao dng than kinh ¢ ca I6p man ria va I6p noi tay. Sang thoi diém
E11, su phan b cua vimentin giéng véi giai doan E10 nhung cuong do biéu
hién manh hon. C6 su sai khac vé tudi phoi va biéu hién vimentin giita nghién
ctru cua chdng ti va nghién ciu cua nhom tac gia trén do sy chénh léch vé
giai doan phat trién giita phoi chust céng va phoi chuot nhat. Néu st dung
bang phan loai tudi phoi theo giai doan cua Carnegie dé quy doi thi két qua
cua chung toi hoan toan phu hop véi nghién ctu cua Houle va Fedoroff: phoi
chugt nhit thoi diém E9 tuong dwong voi phdi chudt céng E10,5 va phoi
chudt nhit E11 twong dwong véi phdi chust cong E12,5 [99].

Pé danh dau thoi diém cac té bao tién than biét hoa thanh cic noron tiét
dopamin, ching tdi st dung phuong phap nhuém hoéa md mién dich voi
marker TH. Két qua chung t6i khong quan sat duoc cac té bao dwong tinh véi
TH ¢ ndo giira vao thoi diém tudi phdi 12,5 ngay. Tuy nhién, dén thoi diém
tudi phoi 13,5 ngay, chung t6i xac dinh duoc mot nhdm cac té bao duong tinh
véi TH tap trung ¢ san ndo gitra phia ngoai 16p do. Nhu vay, trong nghién cuu

nay, chung t6i quan sat duoc thoi diém danh diu su biét hoa dau tién thanh
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noron tiét dopamin 1a E13,5. Diéu nay goi Y riang day chinh 1a giai doan biét
héa cudi clng cua té bao tién than thanh cac noron tiét dopamin. Vi tri ban
dau duoc xac dinh viing san ndo giira, phia ngoai 16p 40. Trong mét nghién
ctru khic cia tac gia Sawamoto va cong su (2001) trén dng than kinh ndo gitta
chudt nhit va chudt cong ciing thiy dwoc cac té bao duong tinh véi TH &
vung san ndo gilta & phoi chudt nhit giai doan E11,5 va phoi chuot céng giai
doan E13,5 [73].

Nam 1990, Shults va cong su nghién cau méi lién hé giira té bao tiét
dopamin va céc té bao than kinh xuyén tdm trong sy phat trién ndo gitra trén
phéi chudt cong giai doan E12 dén E20. CAc tac gia sir dung marker TH danh
dau té bao tiét dopamin va vimentin dé nhan biét cac té bao than kinh xuyén
tam. Két qua cho thdy tai thoi diém E12, cac xo vimentin cua té bao than kinh
xuyén tdm da hién dién. Sau do cac té bao than kinh xuyén tam ngay cang
nhiéu va ton tai trong sudt thoi ky phoi dén truée khi sinh. Tai thoi diém E13,
mot s6 té bao tai viing san ndo gitra bat dau duong tinh véi TH. Dén thoi diém
E15, E16 hay E18, c4c té bao duong tinh v&i TH da c6 mit trén sudt chiéu
day cua san ndo giira. Cac tac gia ciing nhan dinh rang cac té bao than kinh
xuyén tdm cung cép duong dan cho su di cu cua té bao tiét dopamin trong 16p
40 cua ndo gitra phoi giai doan nay. Hon nira, mot sb té bao tiét dopamin c6
thé biéu hién duong tinh v&i marker TH trong qua trinh di cu ciing nhu truée
khi t6i vi tri cam két trén ban cau ndo [100].

Nhu véy, qua nghién ciru ndy chiing t6i nhan thay su phan b céac té bao
& ndo giita phoi chudt cdng tring nhu sau: cac té bao dau dong tiét dopamin
nam ¢ khu vyc 16p ndi tiy va phan sau 16p 40. Nhing té bao trong qué trinh
biét hoa thanh cac té bao tién than nim doc theo thanh san ndo giita va noron
tiét dopamin truong thanh s& ndm phia ngoai cung ctia thanh ndo gitra. Vi tri

ban dau cta sy biét hoa xdy ra ¢ vung san ndo trong giai doan phoi khoang
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13,5 ngay. Do vdy, vi tri lya chon dé phan 1ap té bao tién than tiét dopamin
cho nudi cdy va ghép lai hop 1y nhat 1a ving san ndo giita. Hon nita, chung t6i
nhan thay co su tuong tmg vé dic diém vi thé, siéu vi va héa md mién dich
theo timg thoi diém. Tai giai doan E10,5, & phoi chudt cong trang, ong than
kinh méi khép, ndo giita van giit tinh chat biéu mé tang. Céac té bao gdc ngoai
bi than kinh tai ndo giira van giit tinh gdc voi cac dic diém: c6 kha ning phan
chia, ty d6i mai. V& hinh thai, cic t& bao c6 ty 16 nhan/bao twong 16, rat it
bao quan. Trong té bao chua xuat hién cac déu hiéu ciia marker té bao tién
than hay biét hoa (vimentin hay TH). Sau d¢, dudi tic dong cua cac yéu tb
biét hoa (SHH, FGFS8, Wntl, Wnt5a...), cac té bao gdc ngoai bi than kinh
chuyén thanh céc t& bao dau dong tiét dopamin chinh 1 cic nguyén bao than
kinh v6i dic diém ty 16 nhan/bao twong giam, xuét hién cac bao quan. Nhirng
nguyén bao than kinh lai tiép tuc phat trién thanh nhiing té bao tién than tiét
dopamin vao giai doan 11,5 — 12,5 ngay. Trén hinh anh vi thé s& thiy xudt
hién nhitng té bao dang xuyén tdm & san ndo giira. Nhitng té bao nay co bao
quan rat phat trién, thé hién kha ning tong hop protein nhu luéi ndi bao co
hat, polysom, b Golgi va cac dam glycogen.... Pac biét, cd sy dai ra cia cac
nhénh bao twong biét héa thanh cac soi than kinh. Nhitng té bao tai san ndo
gilta dwong tinh véi vimentin tir thoi diém 11,5 ngay. Dén thoi diém 13,5
ngay, xuit hién t& bao dwong tinh voi TH chimg to ddy 1a nhimg budc biét
hoa cudi ciing ciia té bao tién than thanh noron tiét dopamin.
4.1.2. Thiz nghi¢m nudi cdy té bao géc ngogi bi than kinh phan ldp tir san
nao gia trén phoi chugt tir 10,5 dén 14,5 ngay

Dua vao viéc tim hiéu cdu tric ndo gitta, nghién ctu caa chdng toi nhan
thay rang thoi gian cac té bao goc ngoai bi than kinh bat dau ting sinh tai san
ndo gitra twong ng Vi giai doan phdi khoang 10,5 ngay. Vi vy, dé nudi ciy

té bao gdc ndo gitra tao noron tiét dopamin thi viéc tién hanh liy té bao giai
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doan sém nay c6 nén hay khong? Hay nén lay md ¢ giai doan muédn hon - trén
13,5 ngay dé c6 dugc dong té bao di biét hda, han ché téi da nguy co tiém an
c6 thé gay u ndo khi nui ciy céc té bao qua non? Dé tim hiéu van dé nay,
chung t6i d tién hanh nudi cay thir nghiém trén cac tudi phoi khac nhau tir
E10,5 — E14,5. Véi tong s6 148 phdi chudt dugc chia theo cac giai doan
E10,5; E11,5; E12,5; E13,5; E14,5 dé danh gia kha ning phan 1ap va nudi ciy
tao noron tiét dopamin chiing tdi nhan thay rang:

(1) Vé van d trich tha lay ndo giira: ¢ giai doan som, E10,5, ty 1¢ phau
tich thu dwoc néo giita la thip nhét, chi dat 63,3% hay & giai doan mudn hon,
E11,5 ciing chi dat 72%. Trong khi & cac giai doan sau E12,5 — E14,5, ty I¢
nay Ién tGi trén 90% (Bang 3.2). (2) V& tong sb té bao thu duoc sau phan lap:
& tudi phdi nho, giai doan E10,5 va E11,5 s6 luong té bao thu dwoc thap hon
¢ ¥ nghia so voi tudi phoi giai doan I6n hon. Sé lugng té bao dao dong tir
0,78 — 0,82 x 10° TB (E10,5 — E11,5) so véi khoang 1,34 — 1,4 x 10° TB
(E12,5 — E14,5) (Biéu db 3.1). (3) Vé kha ning nudi cdy, chlng toi quan sat
duoc chi khoang 10,5% céc miu té bao & giai doan E10,5 c6 kha ning ting
sinh trong mdi truong nudi cay trong khi ty & nay cao hon nhiéu & cac tudi
phoi 1on hon: 88,9% & giai doan E11,5; va 100% & cac giai doan sau, tir
E12,5 - E14,5 (Bang 3.3).

O tudi phoi 10,5 ngay, kich thuéc dng than kinh twong ddi nho va thanh
6ng kha mong. Hon nira, 16p ngoai bi da va mang néo bao boc bén ngoai chua
tach biét rd rang véi 16p té bao ngoai bi than kinh tai thanh éng. Mat khéc,
trong quéa trinh phau tich con gap mot s phoi ¢d 6ng than kinh chua dong
hoan toan. Vi vay, viéc phau tich lay san néo giira phdi ¢ giai doan nay gip
nhiéu khé khan. Diéu nay khién cho ty 1¢ phau tich thanh cong viing san nio
gita cling nhu tong s6 té bao thu dugc sau khi phan 1ap tao dich treo té bao

ngoai bi thin kinh dé nuéi ciy rat thap ¢ tudi phoi E10,5.
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O tudi phdi 16n hon, giai doan E12,5, viéc phau tich lay ndo giira twong
dbi thuan loi vi & giai doan nay, ndo trudc va ndo sau kha phat trién, tao nén
ranh giéi kha rd rang véi ndo giira. Sau khi phau tich duoc ndo giita, ching toi
tién hanh loai bo phan ngoai bi da va mang ndo boc bén ngoai. Viéc lam nay
cling tuong ddi thuan loi & giai doan ndy do cac ciu trdc nay bat diu phat
trién va phan biét kha rd vai 16p ngoai bi than kinh bén trong. Budc tiép theo,
ching t6i cat bo phan tran ndo giita — vi tri khdng chia té bao tién than tiét
dopmin. Phan san ndo giira con lai duoc & enzym dé tach roi cac té bao, tao
dung dich té bao nudi cay. O giai doan nay, thanh nio giita trong dbi day, do
vay s6 luong té bao chung t6i thu duoc sau qué trinh tach chiét cao hon co y
nghia so voi nhém tudi phdi ¢ giai doan sém (E10,5 va E11,5). Clng véi d6
Ia kha nang tang sinh cua cac té bao thu dugc kha tét va dn dinh khi ty 1€ moc
mau nudi cay Ién téi 100%.

O tudi phoi giai doan E14,5, chlng tdi nhan thay ring, viéc phau tich liy
ndo giita ciing twong ddi d& dang, déng thoi sé luong té bao thu dugc, ty 18
moc mau nudi ciy tét va on dinh gidng vai tudi phdi E12,5 va E13,5. Tuy
nhién, & giai doan nay, phan mang ndo phia dudi ngoai bi khé phat trién va
hinh thanh nhiéu mach méu trong md lién két. Do vay, viéc loai bo mang nio
va mo lién két kha khé khan dan t6i tang ty 18 cac té bao c6 ngudn gdc trung
mo va giam ty 1é noron trong mau sau nudi cy.

Véi nhitng Iy do trén, trong nghién ciru nay, ching toi da lya chon tudi
phdi tir 12,5 — 13,5 ngay tudi dé nudi cy té bao gdc ngoai bi than kinh voi
muc dich thu thap cac noron tiét dopamin phuc vu ghép thuc nghiém trén md
hinh chuot dugc gay Parkinson.

Hon nira ciing dya trén nhiing hinh anh vé cau triic ndo giira da goi ¥ su
hién dién cua cac noron dwong tinh vai marker TH trén phdi chudt cng tring
tai thoi diém E13,5. Nho vay, ching ti nhan thiy rang thoi diém E13,5 chinh
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la thoi diém mot s6 té bao tién than tiét dopamin da budc dau hoan thanh qué
trinh biét héa tré thanh noron tiét dopamin truong thanh va bat dau qué trinh
di cu dén vi tri cam két.

Theo tong quan cua tac gia Hegarty va cong su (2013), & mic d6 phan
tir, tin hiéu sém nhat c6 thé nhan biét dugc t& bao tién than cua noron tiét
dopamin do6 1a sonic hedgehog (Shh). Shh dugc tim thdy & phdi chuot 8,5
ngay tudi. O giai doan nay, Shh cling voi Wntl va FGF8 g6p phan ting cam
g cua cac té bao gbc than kinh & tim than kinh dé dinh huéng phét trién
thanh té bao tién than tiét dopamin théng qua viéc biéu hién protein FoxA2 va
Lmxla/lb. Sau d6, ¢ giai doan mudn hon, E9 — E10, hai chu trinh lap lai bao
gdm Shh — FoxA2 va Wntl — Lmx1a lién tuc dién ra va tac dong lan nhau dé
kich thich céc té bao tiép tuc qua trinh dinh huéng phét trién thanh noron tiét
dopamin. San pham cua cac chu trinh nay 1a tao ra protein Nurrl va Pitx3. Vi
vay, protein Nurrl va Pitx3 duoc phat hién dugc ¢ giai doan sau hon, khoang
11 ngay. Va sau d6, chung tham gia tryc tiép vao qua trinh biét hoa cua cac té
bao tién than tiét dopamin thanh. Cac té bao tiét dopamin truong thanh xut
hién enzym tyrosine hydroxylase trong bao twong vi vay c6 biéu hién duong
tinh véi marker TH khi nhuém héa mé mién dich [75]. Céc té bao tién than
ctia noron tiét dopamin dat s6 lugng I6n nhat vao thoi diém E12 ¢ chudt cong
(khoang 80% cac té bao dau dong tiét dopamin dugc sinh ra & thoi diém E12).
Chinh vi vay, biéu hién marker TH la dau hiéu dau tién danh dau noron tiét
dopamin truéng thanh, né xut hién ngay trude khi té bao tién than budc vao
giai doan cudi cuing cua qua trinh biét hda va chuyén sang giai doan tiép theo
1a di cu, khoang E13 — E14 [76].

Chinh diéu nay ciing 1y giai cho két qua nudi cdy thir nghiém ciia ching
t61, d6 1a cac mau moc tbt nhit & @iai doan E12,5 — E13,5 ngay. Trong khi do,

cac giai doan sém hon hodc mudn hon déu k:ho két qua kém hon.
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4.1.3. Nudi cdy té bao géc ngogi bi than kinh ndo giia phéi chugt céng
trdng giai dogn E12,5 — E13,5

N&o gitra sau khi tach roi khoi phéi duge loai bé ngoai bi da va mang
ndo boc ngoai san ndo giira. Ngoai bi da twong ddi day nén viéc loai bo kha dé
dang. Tuy nhién, mang ndo l1a phan khé boc tach vi rat méng. Vi vy ching
t6i c6 géng loai bo ti da phan mang ndo nhin thiy dugc dudi kinh hién vi soi
ndi. Phan con lai cua san néo giira s& tao nén mot dung dich té bao gbc ngoai
bi than kinh 13n véi cac té bao gdc trung mo. Cac té bao nay mot phan sé& bi
thoai hoa trong méi trudng nudi cdy M-NECs — 1a méi truong uu tién cho cac
té bao than kinh, vén khong thuan loi cho céc té bao trung md; mot phan khac
néu c6 kha nang tiép tuc phan chia s& tao vi moi trudng cho noron phat trién.
Enzym ching tdi sir dung dé ly giai lién két giira cac té bao la enzym dispase
va trypsin - EDTA. Dispase c6 tac dung tach biéu md éng than kinh khoi
mang day trong khi trypsin - EDTA gilp tach roi cac té bao cua biéu mé than
kinh. Tuy vay, viéc sir dung enzym ciing chua thé gidp tach roi hoan toan céc
té bao ma con can thém sy hd tro co hoc bang pi-pét pasteur. [77].

a. Ve thoi gian nudi cdy té bao

Thoi gian nudi ciy trung binh trong nghién ctu 1a 7,4 + 2,3 ngay, dao
dong tir 6 — 9 ngay, cac té bao da moc kin d4y 16ng nudi ciy. Quan sat sy phat
trién cua té bao: hai ngay sau nudi cdy da sé cac té bao di bam dinh, bét dau
quan sat thay cac noron nhu té bao c6 hinh sao, ¢ vai nhanh bao tuong ngan
toa ra tir than té bao; bdn ngay sau nudi ciy cac té bao ting sinh sb lwong
nhiéu hon, quan st dugc nhiéu té bao cing véi nhanh bao twong cua ching
lan ra xung quanh, dén tiép xuc véi cac té bao gan ké. O mot s6 mau, da quan
st dugc nhitng cum noron (neurosphere) dung rai réc trong dia cdy.

Thoi gian nudi cy cua ching toi ciing kha twong déng véi nhiéu tac gia
khac khi sir dung té bao gdc san ndo giira phoi chudt dé nudi cy [61], [78].
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Theo téc gia Shimoda va cong su (1992), cac té bao goc san ndo giira phét
trién tét nhat trong khoang 5 ngay dén 10 ngay sau nudi cy: biéu hién bang
viéc cac té bao sdng, tang sinh vé s lugng té bao dong thoi ting su hinh
thanh phat trién cac nhanh cua té bao than kinh. Sau 14 ngay nudi cay, bat dau
quan sat thiy hién tugng co rat ciia cac nhanh té bao ciing nhu nhiéu khong
bao trong bao twong té bao. Pay chinh 1a biéu hién cua su thoai hoa cua té bao
nudi cay [78].

Hon nita, tc gia Robert F. va cs (2012) khi nghién ciru cAu tric cia cac
noron nudi cy ciing nhan thiy vin dé tuong ty. Nhom tac gia di quan sat
duoc nhiéu hinh anh bit thudng cua cac bao quan dudi kinh hién vi dién tir
xuyén nhu: ti thé hinh nhan hay chia nhéanh hoic nhiéu liposome dugc bao
quanh b&i da mang phospolipid kép thay vi hai 16p mang nhu binh thuong
(multivesicular myeloid bodies) & nhitng mau té bao nudi ciy dai ngay. Ty 1&
gap céc té bao bat thuong nay ting dan theo sé ngay nudi cay. Néu nhu & giai
doan nudi 7 ngay nudi ciy, chi bt gip 20%, ¢ giai doan 14 ngay la 70% thi
toi 21 ngay nudi cdy, ty 1¢ nay 1én toi 93%. Dé b cau tra loi rd rang hon cho
hién tuong ndy, nhém tac gia ciing tiép tuc danh gia ton thuong dut gdy ADN
trong nhan té bao theo cac mdc thoi gian nudi ciy 1a 7 ngay, 14 ngay va 21
ngdy. Theo d6, tac gia nhan thy ring ty Ié cac té bao tén thuong ADN trén
téng sb té bao nudi cdy tang cé y nghia thong ké theo thoi gian nudi cay. So
sénh tirng cip duoc tién hanh giita ngay 14 va ngay 21 véi ngay 7 (* p < 0,05
va ** p < 0,01) (hinh 3.28) [101].
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Hinh 4.1. Lién quan giira s6 ngay nudi cay va ty I¢ té bao drt gdy DNA [101]
Do d6, da phan céc tac gia déu dua ra khuyén céo vé viéc nén sir dung
céc té bao nudi ciy trong giai doan tir 5 — 10 ngay.
b. Vé phwong phdp nuéi cdy té bao
O nghién ciru ndy chdng tdi sir dung phuong phap nudi cdy tao cum. Cac
cum noron trong nghién ciu bat dau quan sat dwoc sau khoang 3 — 4 ngay
nudi cay. Sau do, co su ting nhanh vé sb lugng va kich thudc cua cac cum té
bao trong nhitng ngay tiép theo. Nhém tac gia Safak Er va cs (2020) ap dung
phuong phap nudi cdy nay, ciing quan sat duoc sy xuit hién cac cum t bao
duong kinh khoang 150 - 200um trong giéng ciy sau vai ngay va xen giira
c4c cum té bao 1a cac noron vé6i cac nhanh bao tuong toa ra xung quanh ndi
Vi céc noron ké bén [102].
Trong nudi ciy té bao gbc than kinh, c6 hai phwong phép thuong dugc
st dung 1a nudi cay tao cum va nudi cay 16p don. B4i véi nudi cay tao cum,
céc té bao sau khi phan lap dwoc s& dem nudi trén cac dia cay khong dwoc xir

ly chat bam dinh. Trong khi nudi cay 16p don, cac dia cay dugc xu ly véi chat
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bam dinh nhu poly — L — lysin va laminin tredc gitup tang hiéu qua bam dinh
cua cac té bao goc than kinh. Tuy nhién, nhiéu nghién ctu chi ra rang viéc
nudi cay l6p don, mic du c6 ty 18 chon loc té bao gbc than kinh cao hon song
kha ning ting sinh va biét héa thanh noron truéng thanh lai khéng hiéu qua
bang nudi cdy tao cum. Ly do dugc cac tac gia dua ra do 1a trong cic cum
noron, khong chi ¢6 cac té bao gdc than kinh ma con c6 nhiéu té bao khac
nhau va ¢ nhiing giai doan phat trién khac nhau. Chinh vi vay ching tao ra
mot moi truong trong d6 cac té bao lién két chat ch& vai nhau, gidng nhur mot
“6 té bao gdc”, tiét ra nhitng yéu t noi tai dé thiic ddy sy ton tai, phan chia va
biét hda cua té bao [74], [103], [84]. T4c gia Maria Weinert va cs (2015) da
tién hanh nghién cau cai tién quy trinh nudi cay 16p don dé téi wu hiéu qua
thu hdi noron sau nudi cdy bang cach ting sé lugng la-men nudi cdy
(coverslip) sir dung cho mot phdi. Bong thoi chi sir dung mit trén la-men dé
lam gia d& té bao thay Vi sir dung ca 2 mat s& giam duoc hién tugng mét té
bao khi ching b4m vao mat dudi la-men. Bang viéc 1am nay, nhom tac gia da
thu duoc ty 18 0,5 — 1% lugng noron TH(+) sau nudi cdy [104]. Ty Ié nay so
Véi cac thir nghiém nudi cdy tao cum da dugc bao céo thap hon rat nhiéu cé
thé ké dén nhu nghién ciu caa nhom tac gia Parish va cs (2007) 1a 6,4% —
9,5% noron TH (+) trong tong sé té bao sau nudi cdy [105].

V6i phuong phap nudi cdy tao cum dugc &p dung trong nghién ctu,
chang t6i thu duoc rat nhiéu cum té bao “dang noron” ¢ cac dic diém nhu:
nhiéu nhanh bao twong, cac nhanh dai ngin khac nhau, c6 xu huéng néi véi
nhau tao thanh mang lugi. Mat khéc, dy ciing 1a mét trong nhimg dic diém
nhan dang té bao gdc than kinh bai mot trong nhitng phwong phap quan trong
dé xac dinh tinh gdc cua té bao phan lap dugc do 1a thir nghiém tao cum. Chinh
thir nghiém nay cho phép danh gia dic diém co ban cua té bao gdc than kinh d6

la kha nang tu d6i méi, kha ning biét hoa ciing nhu kha ning phan chia.



97

Nhirng mau té bao sau qua trinh nudi ciy duoc tién hanh dinh danh bing
cac phuong phap: nhuém Giemsa hay nhudm Cajal II dé quan sat hinh théi vi
thé té bao dudi kinh hién vi quang hoc; hodc nhudém dic biét dé quan sat hinh
thai siéu vi bang kinh hién vi dién tr hay nhuém héa mé mién dich voi marker
tyrosine hydroxylase dé nhan dién cac noron tiét dopamin truéng thanh.
c. Dinh danh cac té bao sau nudi cay

Bang phwong phap nhuém Cajal 11, chiing tdi thiy dwoc nhiéu loai té bao
khac nhau trong dia cay: da phan la c4c té bao dang noron da cyc véi nhiing
nhanh dai va céc té bao sao. Bén canh d6 con cé céc té bao it nhanh va mot sé
it t& bao dang biéu mo. Cac té bao trong miu nudi cdy bat mau nau den rat
dién hinh caa md than kinh do c6 su ton tai cta cac xo than kinh trong bao
twong té bao. Diéu nay dugc thiy rd nét hon khi quan sat hinh thai té bao dudi
kinh hién vi dién tr quét hay cau tric té bao dudi kinh hién vi dién tir xuyén.
Dudi kinh hién vi dién tir quét, c6 thé quan sét thay hinh anh noron 2 cuc
vé6i than té bao hinh ovan, nam chinh giira. Hoic hinh anh cac noron da cuc
véi than té bao I6n va nhiéu nhanh bao twong téa ra xung quanh. Thém vao
d6, khi quan sat nhitng mau té bao nudi ciy nay dudi kinh hién vi dién ti
xuyén, chiing tdi thiy rat nhiéu noron dang phat trién & nhitng giai doan khac
nhau. C6 nhitng noron van giir dugc tinh “gdc” véi hinh théi rat gidng voi
nguyén bao than kinh trén thanh ndo giita phdi chudt: té bao hinh cau, nhan
I6n, mang nhan cé vét 16m vao trong chat nhan (Hinh 3.17). Ciing tuong tu
nhu nghién ctru cua tac gia Gadisseux va cong su (1985), nguyén bao than
kinh & ndo giira phdi chudt quan sat dudi kinh hién vi dién tir ngoai nhiing
dic diém trén con co thé quan sat dwoc nhiéu lugi ndi bao nhin, ribosom tu
do va cac ti thé nho hinh tron. G mot sb té bao dang trong qua trinh biét hoa,
c6 thé quan sat duoc mot sb nhanh ngan moc ra tir cac cuc cua té bao. Nhiing

nhéanh nay c6 thé c6 duong kinh dao dong tir 0,5 - 2um [85].
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Bén canh dé, trong nghién ctru ndy, ching tdi con quan sat thiy nhiéu
noron ¢6 nhanh ngan hoic noron c¢é nhitng nhanh dai, nhiéu xo than kinh
trong té bao; dac biét Ia hinh anh synap tao thanh giita cac noron sau khoang
7,5 ngay nubi cdy. Piéu ndy cho thay da bat dau xuat hién nhitng noron
truong thanh va biét hda hoan toan & giai doan nay (Hinh 3.18). Pic diém nay
ciing dugc nhém tac gia Robert F. va cong su (2012) md ta khi nudi cdy té
bao gdc than kinh phdi chudt. Céc tAc gia ciing bat dau quan sat dwoc hinh
anh synap sau 7 ngay nudi ciy véi sé lugng it sau d6 s lugng synap ting lén
nhiéu dén rit nhidu ¢ giai doan 14 ngay va 21 ngay nudi cay [101].

4.1.4. Bdo qudn lgnh té bao géc ngogi bi than kinh phoi

Cau hoi dau tién ching t6i dat ra 12 nén bao quan lanh té bao géc than
kinh ¢ giai doan nao? Dé tra 15i cau hoi nay, ching t6i da bao quan lanh 150
mau, trong d6 72 mau bao quan ngay sau khi phan lap tao dich treo té bao
(nhém A), 68 mau bao quan sau nudi cay & giai doan PO — nudi cay so cip
(nhém B) va 10 mau bao quan sau cay chuyén lan thi nhit P1 — nudi ciy thu
cap (nhom C). Panh gia ty 18 té bao séng sau ra dong & nhém A va nhém B
cho két qua cao hon ¢ y nghia théng ké so voi nhém C (69,8% va 66,6% so
VGi 19,9% vai p < 0,001). Nhu vay, liéu ring kha nang trir lanh cua cac té bao
than kinh truéng thanh kém hon so voi c&c té bao chua truong thanh khi ma
c4c té bao & giai doan chwa nudi cay hoic nudi ciy so cap c6 vé cho két qua
t6t hon so v6i bao quan & giai doan nudi ciy thir cap?

Trong nghién ciru nay, ching t6i su dung DMSO (dimethyl sulfoxide) —
1a mot loai chat bao vé lanh tham qua mang té bao. Sir dung DMSO 10% trong
moi trudng bao quan lanh da dwoc rat nhiéu nghién ciu ching minh cé hiéu
qua tot ddi véi té bao gde than kinh nhu: ty 1¢ té bao sng cao sau ri dong, quy
trinh thao tac don gian va khdng anh huong t6i tinh “gdc” cua cac té bao [106],
[107]. Ty Ié sdng cua té bao sau ra dong ctia ching toi 1a 64,9%. Ty & nay khé
tuong dong Vvéi céc tac gia khac nhu Milosevic (2005) [106] va Hancock

Commented [M34]: Chét lai, huéng dén KL:
-Thoi diém trich thd phu hop
- C4ch thirc trich th, x& ly phan lap
- Céch thirc, qui trinh nuéi cdy ting sinh
- Hiéu qué nudi cdy tdng sinh
- Thai diém, qui trinh, cach thirc gay biét hoa
- Pinh danh san pham cudi, SP trung gian?

Commented [M35]: Can nhic b6 sung ndi dung nay trong muc
tiéu




99

(2000) [107]. Trong 3 nhém quan thé té bao & cac giai doan khac nhau duoc
bao quan lanh thi nhém A va nhém B ¢6 ty 1é séng cao hon hin so véi nhém C
(69,8% va 66,6% S0 véi 19,9% vdi p < 0,001). Ciing twong tu nghién ctu cua
tac gia Daniel Rodiguez va cong su (2017) di cong b ty 1é séng sau rd dong &
nhém noron sau nudi cdy tir t& bao goc ndo phdi chudt tir 29 — 34% thap hon
rat nhiéu so v6i nhém té bao gdc sau phan lap, chua nudi cdy (60 — 70%) [94].
Nguyén nhan dugc da phan cac nha khoa hoc dua ra d6 1a cac té bao da biét
héa s& c6 sic chiu dyng kém hon trong qua trinh ha nhiét do so véi cac té bao
chwa biét hda, vi vay mang té bao dé bi tén thuong din dén su ly giai té bao
trong qua trinh ra dong [94]. Vi vdy, viéc bao quan lanh té bao tét hon nén &
giai doan ngay sau phan lap hozc sau nudi ciy so cip. Gan day, vao nim 2020,
nhém tac gia Drummond va cs ciing nghién ctiu viéc t6i wu héa bao quan lanh
noron tiét dopamin bing cach bé sung mot sé enzyme phosphoryl héa thudc
nhém kinase nhu Rho-associate kinases (ROCKSs). Nhitng enzyme nay tham
gia vao ciu tao bo khung té bao ciing nhu quéa trinh biét hda va chét theo
chwong trinh cua té bao. Két qua nghién ciu cho thiy viéc bd sung ROCKs
vao mdi trudng bao quan lanh va méi trudng ra dong gilp han ché chét té bao
sau rd dong tir d6 ting kha nang thu hi té bao séng dic biét ¢ thoi diém 24
gio sau ra dong so véi nhom khong bd sung. Piéu nay ciing mé ra thém
nhiing huéng méi trong nghién ciu bao quan lanh cac noron tiét dopamin dé
dap ung dugc nhu ciu v& ngudn té bao trong diéu tri bénh nhan Parkinson
trong twong lai [93].

Tiép tuc danh gia ty 18 sdng cua té bao sau bao quan lanh & cac moc thoi
gian khac nhau ngan nhat I 2 tuan va dai nhat 1a 6 thang, ching toi khdng
quan sat duoc su khéc biét gitra cac nhom khao sat. Biéu nay ciing dwoc nhiéu
nghién ciru nhic t6i nhu trong nghién cau cua tac gia Celeste Robert va cong
sy 2016. Nhom tac gia ciing theo ddi ty 1 séng ciia noron theo thoi gian bao
quan va khong nhan thiy su khéc biét giita cac nhém sau hai nim bao quan
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mau trong nito 1ong. Nhu vay ¢ thé st dung nito 16ng dé bao quan té bao goc
than kinh trong mot khoang thoi gian dai. Pa phan cac nha khoa hoc déu dong
thuan véi quan diém nay do & nhiét do siéu lanh (-196 °C) hau hét cac enzym
cua té bao déu ngirng hoat dong [108]. TAc gia Meneghel va cs (2019) da tién
hanh nghién cttu mot sé hién twong sinh Iy dign ra trong qua trinh bao quan
lanh ciia cac té bao bang cach danh gia viéc tiéu thu ning lugng cua céc té
bao trong qua trinh ha nhiét &6 hay su hinh thanh cac tinh thé da trong vao
ngodi té bao ¢ giai doan dong lanh va tan dong. Nhom tac gia nhan thay ring
trong moi trudng bao quan lanh ¢d 10% DMSO thi cac tinh thé da bén ngoai
té bao da duoc hinh thanh toan bo ¢ nhiét do -47°C. Lic nay, hiu hét luong
nudc trong té bao da thoat ra ngoai mang té bao va trong té bao chi con lai cac
phén ti trong lugng 16n nhu protein, duong hay cac axit nucleic. Hién tugng
nay gilp té bao dwoc nén thanh mot khdi dang gel rin chéc va gitp mang té
bao tro dugc bao vé tot hon. O nhiét do thip hon, nhiing phan tir nuée trong
té bao tiép tuc di ra phia ngoai t& bao. Néu nudc trong té bao cang giam thi té
bao cang dugc bao vé tét hon. Khi toan b khéi protein trong té bao dugc
dong da luc nay té bao ngirng hoan toan qua trinh chuyén héa. Hién tuong nay
quan sat duoc ¢ thoi diém -123°C. Vi vay, viéc bao quan lau dai céc té bao tét
nhét & dudi -123°C nhu trong nito 16ng -196°C hoic hoi nito 1ong -135°C dén
-150°C [109].

Céc mau té bao sau ri dong duoc tién hanh nudi ciy tang sinh, két qua &
nhém A va B c6 88-89% méu bam dinh va ting sinh. Trong cac mau nudi ciy
ching toi quan sét thdy c6 nhiéu noron, cac t& bao hinh sao va té bao it nhanh.
Diéu nay ciing cho thiy rang viéc bao quan lanh té bao gbc than kinh phdi
khong lam anh hudng téi kha nang tang sinh biét hdéa ctia ching. Nghién cau
nay ciia chiing t6i ciing giéng véi nhém tac gia Drummond va cs (2020). Cac
tac gia ciing thu dugc cac noron tiét dopamin & c4c mau té bao nudi cay sau
bao quan lanh khi nhuom héa mé mién dich dic hiéu véi cac marker TH,
NURRL hay PITX3 [93].



101

4.2. Phan lap va nudi ciy té bao géc ngoai bi thin kinh phéi nguoi
4.2.1. Thugn lgi va khé khan trong qud trinh thu thdp phoi va phan lgp té
bao gdc ngoai bi than kinh phéi ngwoi

Trong nghién cau nay, ching toi sir dung cac phdi duoc giam thiéu tir
nhitng thai phu da thai sau khi thuc hién k§ thuat ho tro sinh san (bom tinh
tring vao budng tir cung hoic thy tinh éng nghiém). Cac phéi duoc tién hanh
phan 1ap va nudi cay ting sinh té bao than kinh tiét dopamin. Cac phdi sau khi
hut ra thuong dudi dang manh nho. Do do, ching thuong khéng con nguyén
ven nita nén rat khé dé xac dinh néo giita, chi cd thé lay cac doan khéac nhau
cua 6ng than kinh. Vi céc phdi 6 tuan tudi, vi phdi qua nho nén cac thanh
phan cta phdi déu bi nat vun sau thu thuat, do d6 khong thé phan biét duoc
5ng than kinh vai cac bo phan khéc. Véi cac phoi trén 8 tuan, lic nay, éng
than kinh da dong hoan toan, cot séng da hinh thanh nén ciing rat khé dé phau
tich éng than kinh. Vi vay, con lai cac phoi tir 6,5 — 7,5 tuan la c6 kha ning
phau tich dwoc 6ng than kinh do éng than kinh lic nay di dong mot phan
hozc hoan toan nhung cot séng chwa hinh thanh. Nhin chung, viéc phau tich
6ng than kinh phdi nguoi phy thudc nhiéu vao kinh nghiém nguoi lam, dic
biét vai cac phdi bi néat nhiéu.

Su phan bd tudi phdi trong nghién ctu cta chung toi khéng dong déu.
Tudi phdi tir 6,5 dén 7,5 tuan chiém phan Ion (79,1%) trong tong s phdi
nghién ciru, trong d6 phoi 7 tuan c6 so lwong nhiéu nhat, chiém 47,3% trong
khi phdi 6 tuan chi chiém 3%. S& di c6 hién tuong nay la do thoi diém dé thyuc
hién viéc giam phdi - thai thuong tién hanh trong giai doan 6 - 9 tuan va ly
tuang nhat 12 7 tuan + 3 ngay — khi phdi khdng qua bé va khdng qué 1n.

Tuy nhién, xét vé thoi diém thu thap phoi thi ddy lai 1a giai doan phd hop
nhat dé thu thap té bao tiét dopamin — do & giai doan nay, cac té bao tiét

dopamin dang trong qua trinh biét hoa. Khi qué trinh biét héa hoan tat, té bao
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thudng it co co hoi séng sét trong qué trinh phan Iap va nudi cdy. Theo tac gia
Freeman va cong su (1991) khi nghién ctiru qud trinh sinh san va di cu cta cac
noron tiét dopamin trén phdi nguoi tir 6,0 dén 13,2 tuan tudi nhan thiy ring
c4c té bao duong tinh véi marker TH bit dau quan sat duoc ¢ viing bung ndo
gitta tir 5,5 dén 6,5 tuan tudi. Khoang 7,0 tuan tudi, cac té bao c dau hiéu di
cu ra khoi ndo gitra. Qué trinh phét trién va hinh thanh mang luéi noron cua
cac noron tiét dopamin bt dau thay duoc & thoi diém 8,0 tuan. Tai 9,0 tuan,
quan sat duoc cac noron tiét dopamin tai thé van, dong thoi, bat dau thiy céc
té bao giam biéu hién duong tinh v&i marker TH tai ndo giita vao tuan tha 10
va mét hoan toan vao thoi diém 11,2 tuan [86].

Viéc str dung ngudn phdi giam thiéu cia céc thai phu lam thy tinh nhan
tao hoic thy tinh éng nghiém dé phan lap té bao gdc than kinh phdi phuc vu
nudi cay tao noron tiét dopamin chua duoc tai liéu nao trén thé gisi dé cap
t6i. Theo chling t6i, c6 thé do luat cua mot sé qudc gia trén thé gisi chi cho
phép chuyén tir mot dén hai phoi trong mot lan chuyén phéi. Trong khi & Viét
Nam, céc trung tm HJ tro sinh san ¢ thé chuyén tir hai dén bdn phdi nham
tang ty 1& co thai. Pidu nay ciing khién 1am ting ty | da thai cho bénh nhan.
Dbi véi nhitng bénh nhan da thai, dac biét 1a trén 2 thai, déu dugc bac sy diéu
tri tu vin vé nguy co va can nhic kha niang giam thiéu thai dé tranh tai bién
cho me va con. Viéc sir dung céc phdi giam thiéu dé phan lap té bao gdc than
kinh phdi c¢6 nhiéu tru diém c6 thé ké dén nhu: biét chinh xac tudi phdi, tudi
phdi giam thiéu phu hop voi giai doan lay té bao géc cho nudi cay; phodi duoc
lay trong méi trudong vo khuan; miu mé tuwong ddi tinh khiét va cudi cang,
day 1a san pham sinh hoc b di.

4.2.2. Céu trdc cia biéu md éng than kinh phéi ngwsi 6,5 - 7,5 tuan tugi

Sau khi phau tich duoc cac manh mé dng than kinh, ching t6i sir dung
mot sé manh dé nghién ciu ciu tric vi thé cua biéu md thanh éng than kinh.

Trén cac tiéu ban nhuom H-E, thanh dng than kinh 1a biéu md tang, 16p noi
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tay quan sat thiy nhiéu té bao trong qué trinh phan chia, 16p 40 gébm nhiéu
hang té bao, cc té bao ciing c6 xu hudng chay vudng goc véi thanh néo giira.
Céc té bao biéu md nay s& c6 kha ning phat trién thanh céc loai té bao khéac
nhau caa mé than kinh.

Cac manh mé ng than kinh sau khi phau tich dwoc 1 véi enzym Dispase
1,21U rdi tiép tuc chuyén qua Trypsin — EDTA dé tach roi cac té bao ciia md
than kinh. Thoi gian o mau voi mdi enzym 1a 3 phat. Tong sé té bao trung
binh phan lap duoc cua mot phdi dao dong tir 0,96 x 10° dén 1,08 x 10° té bao.
Giita cac nhém tudi phdi 6,5 tuan, 7 tuan va 7,5 tuan thi nhém tudi phdi 7,5
tuan c6 s6 luong té bao phan lap dwoc 16n nhat. Nhitng mau dung dich té bao
ma chdng t6i phan lap duoc déu dugc nudi ciy ting sinh trong moi truong
nudi cay té bao gbc than kinh M-NECs.

4.2.3. Sw phét trién ciia cac té bao nudi cdy va dinh danh cac té bao sau
nudi cdy

Sau khoang 2 - 3 ngay nudi cy, quan sat duéi kinh hién vi soi néi thay
cac té bao bit ddu bam dinh va day giéng nudi cdy. Thém vao do, mot sb té
bao biét hoa thanh noron, xoe nhanh, c6 xu huéng toa ra xung quanh. Sb
luong cac noron ting dan theo thoi gian, cac nhanh ciia cac noron dai dan ra
va tiép xuc véi nhau. O cac mau phdi 7,5 tuan tudi khi quan sat ¢ giai doan
nay thiy duoc s lugng cac té bao bam day ciing nhu cac noron c6 xu hudéng
nhiéu hon. C6 thé do sé luong té bao phan lap duoc ban diu cao hon so voi
céc phdi 6,5 tuan tudi. Mdi trudng nudi ciy duoc thay lan dau tién sau ba
ngay va sau d6 s& dugc thay cach ngay. Sau khoang 7 dén 10 ngay, cac té bao
phét trién phu kin day giéng nudi cay. So vai két qua nudi ciy té bao goc
ngoai bi than kinh trén phdi chudt, ching t6i nhan thay rang: téc do tang sinh
cua té bao gbc ngoai bi than kinh phdi ngudi cham hon so véi phdi chudt mac

di mat d6 té bao nudi cdy ban dau 1a tuong dwong nhau. Nhan dinh nay cua
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chung t6i ciing twong déng véi nhan dinh cia nhom tac gia Ribeiro va cs
(2013). Dé cai thién kha ning nuoi cay té bao géc than kinh phoi nguoi, nhom
tac gia da bo sung yéu tb Wnt5a trong méi truong nudi cdy té bao. Day 1a yéu
t6 tham gia vao qua trinh biét héa noron tiét dopamin in vivo. Theo dé, cac té
bao san ndo giita phdi ngudi sau 2 tuan nudi ciy trong moi truong “truyén
thdng” — c6 EGF va FGF2 s& tiép tuc duoc nudi cdy trong méi trudng c6 bd
sung Wnt5a 4 ngay. Két qua cho thay sb lwong noron TH (+) & nhém dugc bd
sung Wnt5a ting gap 3,3 lan so véi nhom khong bo sung WntSa. Hon nira,
viéc str dung Wnt5a con gitp cac noron biét hda tét hon vé mit hinh thai nhu
soi truc va cac soi nhanh ¢ sy trudng thanh tét hon véi nhiéu synap c6 phan
trmg dién sinh hoc hay ting kha ning biét hda cuia cac té bao tién than thanh
c4c nguyén bao than kinh ciing nhu ting sé lugng noron tiét dopamin truéng
thanh [110].

Quan sét hinh anh té bao nudi cdy & muc do siéu vi, ching tdi thiy mot
s nguy@n bao than kinh vai dac diém: ty 1é nhan/ bao twong 16n, mang nhan
c6 vét 16m trén nhan dién hinh; mot sé té bao khac dang & trang thai hoat
doéng manh véi hinh anh lugi ndi bao cé hat gian rong, c6 nhanh bao tuong
ngén. Ngoai ra, ching toi con bit gap hinh anh cit ngang qua céc tru truc
it nhanh (hinh 3.26).

twong lai s& tao thanh cac soi than kinh c6 myelin. Tuy nhién, ching toi

cua noron duoc boc phia ngoai bai té bao CAu tric nay
chua quan sat thdy hinh anh synap giita cac noron. Trén cic mau nhuém
Cajal 11, toan bo cac té bao déu bit mau nau. Piéu nay chung to céc té bao
trong mau nudi cdy la cac té bao thuoc md than kinh.

Pé nhan dinh ngudn gdc ciing nhu giai doan biét hda cua céc té bao nudi
cdy, chang t6i tién hanh nhuém héa md mi&n dich mau té bao nudi ciy véi hai

marker: Vimentin va TH.
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Trong nghién ctu ndy, ching toi quan séat thiy xo Vimentin & hiu hét
c4c té bao nudi cdy. Muc d6 duong tinh cua Vimentin khdng thay su khéc biét
gitra cAc tuan tudi phdi. Khi nhuom khang thé TH, & cac mau nudi cdy ching
t6i déu thay xuat hién céc té bao duong tinh v&i marker TH - dau hiéu cua té
bao tiét dopamin. Nhu vay, trong biéu mod éng than kinh c6 céc té bao tién
than tiét dopamin, sau khi nudi ciy trong méi trueong thich hop, cac té bao
tién than da biét hoa thanh noron tiét dopamin nhu di dugc “cam két”. Bém
s6 luong té bao duong tinh véi marker TH trong giéng nudi cay ¢ cac thoi
diém nubi cdy khac nhau, ching tdi thiy dwoc ¢ ca ba d6 tudi phoi, sé luong
noron TH (+) ting dan theo giai doan nuéi cdy. Nam ngiy sau nudi ciy da
thiy xuat hién cac té bao TH (+). Tuy nhién, s6 lugng té bao TH (+) thoi diém
nay con it, nam thua thét, rai khap giéng nudi ciy va & ria cum té bao “dang
noron”. S6 luong té bao dwong tinh véi TH ting dan sau 7 - 10 ngay nudi cay.
Diéu nay ciing cho thay trong mau té bao gdc than kinh phoi nguoi giam thiéu
thu thap duoc c6 mot lugng khong nho cac té bao tién than tiét dopamin.

Téc gia Hebsgaard va cong su (2009) khi nghién ctru vé& biéu hién cia
cac marker nhan biét t& bao gbc va té bao dau dong ctia noron tiét dopamin
trén phoi ngudi giai doan tir 6 dén 7,5 tudn ciing chi ra rang marker Vimentin
dwong tinh nhiéu tai san ndo giita phoi. Chinh ving nay & nhiing giai doan
phoi 16n hon, 1a noi khéi nguén ctia noron tiét dopamin, biéu hién béng viéc
cac té bao s& duong tinh nhiéu v&i marker TH & giai doan tudi phéi 1én hon.
Nhéan dinh nay con dugc khéng dinh thém béng viéc cac tac gia da sir dung
thém marker Nestin va GFAP dé nhuém déng thoi voi Vimentin. Két qua
khong ngoai dy doan khi Vimentin va Nestin ciing duong tinh trén nhiing té
bao san ndo giita & giai doan som - goi ¥ t6i sy ton tai cua té bao gdc than
kinh. Trong khi khong thdy biéu hién duong tinh v6i GFAP - 1a marker danh

diu noron truéng thanh & giai doan nay. Tiép tuc sir dung marker Lmxla dé
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nhan dién cac té bao dau dong tiét dopamin, nhom tic gia nhan thiy ring
Lmx1a khong chi gi6i han & cic té bao & san ndo giita ma con biéu hién trén
cac té bao ndo trudc phdi. Diéu nay chimg to cac noron tiét dopamin vén tiép
tuc biét hoa trong qué trinh di cu téi nhitg vi tri da dugc cam két ciia minh
trén vo ndo [87].

Nghién ciru nay ctia chung t6i nhu dé tiép tuc khang dinh nhan dinh nay
ctia nhom tac gia khi nhan thdy rang hoan toan c6 kha ning st dung cac té
bao gbc than kinh iy tir ng than kinh phdi nguoi giam thiéu dé nudi cdy tao
noron tiét dopamin trén thuc nghiém. Pay c6 thé coi 1a ngudn cung cip té bao
Iy tuong sir dung dé tao noron tiét dopamin diéu tri bénh Parkinson trong
tuong lai.

4.3. Hiéu qua nudi cy tao noron tiét dopamin

Trong nghién ctiu ndy, ching tdi sir dung marker TH dé xac dinh su ton
tai ciia cac noron tiét dopamin trong mau té bao sau nudi cay. Trén cac mau
nudi cdy cuia ca chudt va nguoi, chung toi déu quan sat duoc sy c6 mat cua
céc té bao TH (+). Nhiing té bao nay c6 xu huéng ting dan theo thoi gian
nudi ciy 5 ngay, 7 ngay va 10 ngay (Bang 3.9 va Biéu d6 3.3).

Theo nhiéu tac gia ghi nhan thi san ndo giita phoi 1a noi tap trung mot
lwong 16n cac té bao tién than cia noron tiét dopamin, c6 kha ning ting sinh
va biét hoa thanh noron tiét dopamin in vitro. Tuy nhién, ty Ié tao duoc noron
tiét dopamin trong cac mau nudi cdy khac nhau rat nhiéu gitra cac nghién cuau,
dao déng tir 3 — 18% [88], [111]. S& di c6 su khac nhau nhu vay la do khong
ddng nhit v& mai truedng nudi cdy, tudi phdi s dung dé nudi ciy hay phuong
phép nudi cay...

Trong nghién ctu cua tac gia McKay va cong su (1998) nhan thay ring
néu b6 sung 10% FBS vao méi truong nudi cy, s& cho ty Ié thu hoi noron tiét

dopamin cao hon so véi nhém khdng bd sung FBS (14,1 % so Véi 2,9 %);
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Hon nifa, tiép tuc nghién ctu loi ich cua viéc sir dung bEGF trong méi truong
nudi cay, nhom tac gia ciing thu duoc ty 1& noron tiét dopamin cao hon so Vi
nhém khong bd sung bFGF (18,4 % so vai 5,6%). Téc gia Stull va cs. (2002)
lai dua ra y twong nghién ciru viéc sir dung cac chat chéng oxy hoa trong moi
truong nham muc dich bao vé cac noron nudi cdy, chdng lai cac stress oxy
hoa. Két qua thu dwoc khong nam ngoai mong doi khi nhom tac gia thay riang
viéc bd sung céc chat chong oxy héa nhu: vitamin E, Selenite, melatonin,
epigallocatechin galatte (trong tra xanh) déu c6 tac dung bao vé cac noron
nudi cay nhu: kéo dai kha nang sdng cua noron trong méi trudng nudi ciy (it
nhat 2 ngay so vgi nhém khodng sir dung). S6 luong noron tiét dopamin &
nhém khong st dung chat chdng oxy héa chi bing mét phan ba so vai nhém
¢6 sir dung chit chong oxy héa trong méi trwdng nudi cay [90].

Nghién cltu nay cua tac gia Stull va cs. khong chi co y nghia cai thién ty
1¢ thu hdi noron tiét dopamin in vitro ma con c6 y nghia trong viéc cai thién ty
1¢ séng ctia cac noron tiét dopamin sau khi cy ghép [90].

Vé tudi phoi nudi cdy, ddi véi phoi chudt cong, tudi phoi thich hop dé
nudi ciy té bao gdc ndo giita 1a tir E10 - E14 do cac té bao san ndo giita trong
giai doan nay dé bit diu c6 biéu hién véi Lmxla - 13 marker danh diu t& bao
dau dong tiét dopamin ciing nhu 13 yéu té chinh tham gia vao qua trinh phan
chia va biét hoa ctia noron tiét dopamin. Biéu hién Lmx1a ting dan dén giai
doan El14. O tubi phoi mudn hon, bat dau tr E15, biéu hién cua marker
Lmxla giam dan va thay vao do 1a cac marker khac danh déu sy truong thanh
ctia noron. Do d6, ty 1¢ thu hdi noron tiét dopamin nudi cdy giam & tudi phoi
sau 15 tuan [91]. Trén phoi ngudi, khong co nhiéu nghién ciru vé tudi phoi
nhu phéi trén chudt. Mot trong sé it nghién ctru tim duoc 13 cia tac gia
Hebsgaard va coéng su (2009) [87].
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Nhom tac gia nhan thiy rang cac té bao dau dong tiét dopamin ciing bit
dau biéu hién marker Lmxla tir khoang 6 tudn tudi va tiép tuc kéo dai t6i sau
10 tuan. Ty 1& té bao duong tinh véi marker Lmxla khong c6 su khac biét
gilta tudi phdi 6 dén 7,5 tudn tudi. Theo bang phan loai tudi phdi cia
Carnegie, tuong tmg v6i tudi phoi chudt cong 10 - 14 ngay 1a phoi nguoi giai
doan 44 — 54 ngay (tvong duong 6 — 8 tudn). Nhu vy, qué trinh biét hoa
noron tiét dopamin trén phéi ngudi duge khoi dau kha trong duong véi phoi
chudt tuy nhién c6 vé kéo dai hon vé thoi gian.

Trong nghién ctru nay, moi trudng nudi cdy duoc sir dung 1a méi trudng
co ban va déu dugc M) sung bFGF, FBS hay EGF va chét chéng oxy héal.
Viéc bd sung FGF trong moi truong nudi cdy da dugc nhom tac gia Bouvier
va cs (1995) chimg minh giup ting sinh s6 luong tét bao gbc md thin kinh va
lam cham qua trinh biét hoa cta chiing, sy tri hodn nay c6 thé 1én téi 8 ngay
trén thyc nghiém [61]. Thém vao do, tac gia Nelson (2008) va tac gia
Schwindt (2009) ciing dwa ra goi ¥ rang bo sung EGF nong d6 thap hoic
trung binh (20ng/ml) gop phén ting ty 1& biét hoa thanh noron tiét dopamin
trong nudi cay [66], [67]. Ty 1é té bao dwong tinh véi marker TH & phdi chudt
giai doan E12,5 — E13,5 trong nghién ctru nay khoang 5,38 + 3,56 %, thip
hon so v&i cong bd cua tic gia McKay va cs. naim 1998 (18,4 + 5,1 %) véi
cung didu kién méi truong (bd sung bFGF va FBS) va thoi gian nudi cy. Su
khac nhau nay cé thé 1y giai do trong nghién ctru trén, tac gia sir dung phuong
phap nudi cay 16p don, trong khi ching t6i sir dung phuong phap nudi ciy tao
cum. Ty 1& noron dwong tinh v6i TH ciia chung t6i chi dém duoc trén cac 16p
don té bao, con phan nhiéu lugng noron tiét dopamin c6 mit trong cac cum té
bao chiing t6i khong dém dugc ty 1é riéng 1¢. Tuy nhién, ty 1é cum té bao co
noron TH (+) cta ching t6i lai kha nhiéu, 1én téi 37,09 + 6,53 (%). O phoi

chudt, ty 1& nay c6 su khac biét co y nghia thong ké ¢ hai nhém tudi phoi: giai
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doan soém (E10,5 — E11,5) va giai doan muén (E12,5 — E13,5). Trong khi d6,
& phoi ngudi, sé lugng noron TH (+) khong co su khéc biét gitra cac tudi phoi
khéc nhau (6,5 tuan; 7 tuan va 7,5 tuan) & ciing thoi diém nudi cay.

Nhu vay, ¢6 thé thay rang, mot mat du thu dwoc cac noron tiét dopamin
la ngudn té bao 1y twdong cho diéu tri bénh Parkinson bang liéu phap té bao
gdc thi mat khac, phuong phap nay ciing biéu hién nhirng han ché nhat dinh.
Mot trong nhiing han ché c6 thé thiy dugc do 1a ty 1& thu hdi noron tiét
dopamin — duong tinh v&i TH khéng cao, ¢ thé anh huong t6i hidu qua diéu
tri sau nay. Chinh vi vay, rat nhiéu céc téc gia da tap trung vao nhiing bién
phap khac nhau dé khic phuc nhuge diém nay. Trong do, c6 thé ghi nhan hai
huéng tiép can chinh: mot 1a tiép tuc cai thién k§ thuat nudi cay té bao gbc
than kinh phéi; hai la tim ra nhitng ngudn té bao mai gidp téi wu lwong noron
tiét dopamin thu dugc.

D4i véi van dé cai thién ki thuat nudi cdy, bén canh nhiéu nghién ciu
da duoc d& cap téi nhu viéc bd sung cac yéu td tang truong (EGF, bFGF,
insuline...); bd sung céc chat chdng oxy héa (vitamin E, Selenite, melatonin,
epigallocatechin galatte...); hay bo sung cac chat 1am cham qué trinh chét
theo chwong trinh cua cac té bao thin kinh (caspase...) thi gan diy, trong
nghién ciru cua nhom tac gia Hedlund va cong su (2016) [91], cac tac gia da
tap trung vao viéc st dung dopamin ddi van (Haloperidol) dé thic diy qué
trinh tang sinh va biét hda ciia noron tiét dopamin. Trong nghién ciru nay, khi
str dung Haloperidol cho chudt, nhém téc gia déu nhan thy c6 su ting biéu
hién cua cac té bao ddu dong tiét dopamin trén ca in vivo va in vitro. Cy thé
hon, v&i nhdm chudt cai dugc stir dung Haloperidol truéc khi mang thai, sau
do, tién hanh dém cac té bao dwong tinh véi marker BrdU/GFP trén 6ng than
kinh phdi chuét giai doan E11,5 — E17,5 ngay, nhan thay c6 sy ting sb lugng

té bao gdc than kinh phoi so véi nhém khong sir dung. Dic biét, vi tri co su
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thay d6i dang ké nay & viing bung ndo giita — noi khéi ngudn caa cac noron
tiét dopamin. Muc d6 ting ciia cac té bao dwoc nhém tac gia wéc lugng 1én
tgi khoang 1,5 1an so véi nhém chang. Khang chi trén in vivo, nhém tac gia
con quan sat dugc ¢6 sy ting sd luong té bao géc than kinh ciing nhu té bao
dau dong tiét dopamin trong qua trinh nudi cdy té bao gdc phdi trén in vitro.
Ciing tién hanh so sanh nhém sir dung Haloperidol véi nhém khéng sir dung
Haloperidol hay nhém sir dung dopamin agonist déu cho thiy c6 su ting
biéu hién té bao goc dwong tinh v&i marker BrdU va ty Ié noron TH (+) sau
qua trinh nudi ciy. Gia thiét duoc cac tac gia dé cap toi do 1a co thé viéc sir
dung dopamin antagonist gop phan ting biéu hién cua tin hiéu dan truyén
nhu Lmxla. Lmxla duoc cho la yéu té didu hoa chinh trong viéc cam két
biét hoa thanh cac noron tiét dopamin tir cac té bao géc than kinh ndo giira.
Nhiéu thi nghiém trén chudt da quan sat dugc hién twong giam sé luong
noron tiét dopamin & ndo chugt trueang thanh khi bat hoat Lmxla [112]. Tuy
vay, dé khéng dinh dugc diéu nay, can thém nhiéu nghién ctru sdu hon trén
thuyc nghiém.

Giai phép tiép theo 1a str dung céc ngudn té bao khac thay thé cho té bao
gbc ndo giita duge rat nhiéu tac gia hudng dén. Trong do, ngudn té bao gbc
phoi va té bao gdc cam tmg dugc nhic dén nhidu nhat do day déu la nhimg té
bao gbc da tiém ning, c6 kha ning ting sinh manh mé& ciing nhu biét héa
thanh hau hét cac té bao cua co thé, trong d6 ¢ noron tiét dopamin.

Dau tién co thé ké toi 1a té bao gbc phodi dwoc phan 1ap tir clc phdi cua
phoi nang. Nam 2008, tac gia Cho da bao cdo biét hda thanh cong noron tiét
dopamin tir t& bao gdc phoi ngudi voi ty 18 té bao duong tinh véi marker TH
sau nudi cay lén t6i 86%. Nhiing té bao nay c6 nhiing dic tinh ciia noron trén
hinh anh vi thé ciing nhu khi st dung cac marker phan tir: Oct4, Pax6, Nurrl,
Pitx3 dé dinh danh [113], [114]. Mic du cho ty 1& noron tiét dopamin cao hon
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rat nhiéu so voi céc té bao gbc than kinh phoi duoc phan lap tir san ndo gitra
song cho toi hién nay kha ning tng dung cua dong té bao nay méi chi ding
lai & cac thir nghiém trén dong vat. Hai trong sb nhiéu ly do phai ké toi do 1a
kha ning sinh u cta dong té bao nay khé cao va ty 1é sng cua cac té bao sau
ghép lai thap. C6 thé ké dén nhu bao cdo cua tac gia Brederlau va cong su
(2006) khi ghép hdn hop té bao gbc phdi ngudi sau nudi cdy biét héa tao
noron tiét dopamin ¢ cac thoi diém 16, 20 va 23 ngay vao ndo chuot
Parkinson nham danh gia kha ning sdng va phat trién ciia cac mau trong md
chu. Sau ghép, cac chudt & nhém 16 ngay c6 ty 1é hinh thanh khéi u cao hon
S0 vai & nhdm 20 va 23 ngay [95].

Thi hai 1a té bao goc cam tng (iPSC) duogc tai chuong trinh tir té bao
sinh dudng cua chinh bénh nhan Parkinson dd dugc bdo cdo thanh cng [96].
Thong thuong, ddy 1a nhitng nguyén bao sgi duoc sinh thiét tr da nguoi
bénh sau d6 duoc tai chuong trinh lai dé tré thanh té bao gdc da tiém ning.
Str dung méi truong biét hoa gidng véi té bao goc phoi, cac tac gia da thu
duoc nhidu noron tiét dopamin trén thuc nghiém [115]. Viéc sir dung cac
iPSCs trong diéu tri Parkinson dugc ky vongmang lai nhiéu lgi ich cho bénh
nhan. Dau tién, c6 thé ké dén do 1a cac té bao sir dung 1 té bao cua chinh
ngudi bénh. Do d6 sé tranh duoc cac rao can mién dich so véi viéc sir dung
céc té bao ddng loai. Bénh nhan khong phai sir dung hoic st dung thudc tc
ché mi&n dich véi liéu rat thap, vi vay ciing tranh duoc cac tc dung phu cua
thudc uc ché mién dich. Thir hai, sir dung iPSCs ciing giup bénh nhan tranh
dugc cac rao can vé tam ly va tin ngudng so vai viéc st dung cac té bao cé
ngudn goc phdi hoic thai. Tuy nhién, mac du nhiéu lgi ich 14 vay, nhung st
dung céc té bao nay c6 that sy an toan hay khong va cac té bao dugc chuyén
gen trén nén bénh ly c6 sdn c6 han ché gi van la cau hoi 16n cho céc nha
khoa hoc.
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Do d6, trong khi chd thém nhiéu nghién ciru d& tim ngudn té bao uu viét
nhét sir dung nudi cay tao noron tiét dopamin thi té bao gdc néo giira phdi van
la lya chon hop ly va an toan cho téi thoi diém hién tai. Bé tiép ndi y tuong
t6i da hoa lugng noron tiét dopamin nudi ciy phuc vu cay ghép, nhém nghién
ctru da Iya chon thtr stic vai giai phap bao quan lanh té bao — hy vong s&

mang lai ngudn cung cép ddi dao va én dinh phuc vu diéu tri.
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KET LUAN

Tir két qua thu dugc cua nghién ciru phén lap, ting sinh va biét héa té
bao gdc than kinh phdi — thai thanh té bao dang tiét dopamin, ching toi rit ra
mot s6 két luan sau:

1. Phan lap, ting sinh, biét héa va bao quan lanh thanh cong té bao gbc
ngoai bi than kinh phoi chuét

- Phan lap va nudi cdy tang sinh tét nhat & tudi phdi E12,5 -E13,5. Ty I¢
phan 1ap miu md san ndo giita thanh cdng 100% vai s6 luong té bao sau phan
lap khoang 1,34 + 0,048 x 10° té bao.

- C4c té bao sau nudi céy la té bao cua md than kinh, nhiéu té bao c6 cac
nhanh bao twong téa ra xung quanh lién hé voi cac té bao gan ké. Sir dung
marker TH dé danh d4u noron tiét dopamin quan sét thay nhiéu té bao dwong
tinh véi TH trong miu sau nudi cdy. Ty & biét hoa tao noron TH (+) dao
dong 5,38 + 3,56% trong c4c mau té bao sau nudi cay.

- Bao quan lanh céc té bao gc than kinh phdi trong méi truong DMEM
10% DMSO cho ty 18 séng trung binh 1a 64,9%. Céac té bao & giai doan sau
phan Iap hodc sau nudi cay so cap cho ty 1é song sau bao quan lanh cao hon
S0 Véi viéc bao quan lanh & giai doan nudi cy thir cap.

2. Phan lap, ting sinh va biét héa dwoc té bao géc than kinh phdi nguoi

- C6 thé st dung 6ng than kinh phoi cua phdi nguoi lay dwoc tir ky thuat
giam thiéu thai trong diéu tri hd tro sinh san dé nudi cdy tao noron tiét
dopamin.

- S6 té bao thu dwoc sau phan 1ap tir mot phdi ¢ tuan 6,5 12 0,96 + 0,14 x
10°, phéi tuan thir 7 12 1,02 + 0,17 x 10°, phdi tuan tha 7,5 14 1,08 + 0,2 x 10°
VGi ty 1¢ séng tuong ang 12 86,1 + 3,7%; 84,7 + 4% va 85,6 + 5%. Khong c6
su khéc biét vé sé luong té bao va ty 18 té bao séng phan lap duoc theo tudi
phdi tir 6,5 dén 7,5 tuan vai p = 0,404.

- C4c té bao sau nudi ciy 1a t& bao caa mo than kinh, cé cac nhanh bao
tuong téa ra xung quanh lién hé véi cac té bao gan ké.
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- S6 luong noron TH(+) sau 5 ngay va 10 ngay nudi cay tang tir 15,9 +
4,8 té bao 1én 107,6 + 10,04 té bao & tudi phdi 6,5 tuan; tir 18,4 + 5,7 té bao
lén 114,7 + 16,4 té bao & tudi phdi 7 tuan va tir 17,4 + 5,6 té bao 1én 111,8 +
14,4 t& bao & tudi phdi 7,5 tuan.
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KHUYEN NGHI VA HUONG NGHIEN CUU TIEP

(1) V& khia canh nghién ctru trén phdi ngudi, chlng tdi nhan thay con
mot vai kho khan trong khau thu thap ph6i lciing nhu phén 14p céc té bao gbc
ngoai bi than kinh phéi do dic diém khéng toan ven cua céc phoi sau giam
thiéu. Chinh vi vay, can nhiéu nghién ctru hon nira trén phdi nguoi dé hoan
thién quy trinh nudi cay va tang ty Ié tao noron tiét dopamin.

(2) Muc tiéu ctia nghién ctru 1a nudi cdy dé tao cac noron tiét dopamin
phuc vu diéu tri bénh Parkinson. Chinh vi vay can thém nhitng nghién ctu sau
hon vé thir nghiém diéu tri trén dong vat ciing nhu trén ngudi dé danh gia kha

ning ton tai cua té bao sau nudi cy trén ndo vat chi.
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