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- Di tach chiét, phan 1ap, dinh danh va nudi cdy ting sinh thanh
cong té bao gde trung mé tir tuy xwong tho, tir d6 dua ra mot qui trinh
tom tit cic bude quan trong nhu: phuong phap vo cam, vi tri, k¥ thuat
choc hut, phuong phép tach chiét té bao sau choc hit dé nudi cdy ting
sinh (c6 dinh danh dé khing dinh té bao gbc trung mo).

- Pi biét hoa thanh cong & bao gdc trung mé tiy xuong thanh tao
¢t bao trong mdi truong biét hoa cam tng tao xwong. Sau biét hoa,
dinh danh béng k¥ thuat dac hiéu nhu: hdéa mdé mién dich véi marker
osteocalcin, nhudm voi Alizarin red, quan sat tinh thé khoang dudi
kinh hién vi dién tir quét va c6 biéu hién ting kha ning tao xuong trén
ghép thue nghiém. Cac két qua dinh danh c6 co so khing dinh té bao
sau biét hoa 1a dang tao cot bao. Sau biét hoa té bao dugc bao quan voi
phuong phap dong cham, ha nhiét d§ theo chuong trinh trong moi
truong c¢6 10% DMSO va 15% FBS, véi mét do té bao 10°-107 &
bao/ml. R dong nhanh, danh gia ty 1¢ séng (dat trén 80%), nudi ciy
tang sinh cac t& bao van phat trién tot, hinh dang té bao khong thay doi.

KHUYEN NGHI

Pay 1a dé tai nim trong pham vi cia mot d& tai cp B6 ma y tuong
xudt phat tir thyc tién ctia co s& nghién ctru va dio tao nhim giai quyét
mot van dé khoa hoc. Vi vay két qua cua dé tai can duogc ung dung trd
lai nhdm dam bao tinh thuc tién. Cu thé can phéi hop véi co s& diéu tri:

- Chuan héa qui trinh phan lap, nudi cdy ting sinh, biét hoa té

bao gdc trung mo thanh té bao tao xuong trén ngudi.

- Ung dung ghép té bao gbc trung mé ty than da biét hoa thanh té

bao tao xuwong cho bénh nhan cdy ghép mé xwong hodc cic
bénh 1y vé xuong.

PAT VAN DE

Tén thuwong xuong, khép 1a tén thwong thuong gip do nhiéu
nguyén nhan gy nén, dién bién phic tap, diéu tri khong don gian. Céc
phau thuat ghép xuong ty than, ghép xwong dong loai, ghép cac vat liéu
thay thé xuong, tham chi dang co nhiéu cong trinh nghién ciru ghép
xuong di loai déu nham diéu tri cac bénh thiéu hut xwong. Cac phuong
phap trén tuy di mang lai nhiéu tién bd trong y hoc, song mdi phuong
phap déu c6 nhimg nhugc diém khé khic phuc.

Mot s6 nghién ciru tai My cho thdy co dén 5% cac bénh 1y vé
xuong khong thé chira lién bang cac phuong phép diéu tri thong thuong
va ho d3 hudng dén liéu phap té bao gdc.

Mubn c6 ngudn té bao theo mong mudn dugc biét hoa tir t& bao
gbc, phai tach chiét, phan 1ap, nudi cdy lam ting sé luong t& bao, biét
hoa dé c6 cac dong té bao truc tiép gan vdi muc dich didu tri. Pay la
hudng nghién ctru hién dang duoc nhiéu tac gia tién hanh trén thé gisi
cling nhu ¢ Viét Nam. Bao quan té bao v6i muc dich luu giit nguyén
ven cac dic tinh sinh hoc theo thoi gian nhiam dé chu dong sir dung
trong cac muc dich khac nhau nhu nghién ctu, diéu tri.

Hién nay tai co s¢ nghién ctru, mdi ngdy ching t6i cung cip mo
xuong cho hang chuc bénh nhan dé ghép tu than va ddng loai. Nhim
muc dich két hop cong nghé té bao gbc vdi cong nghé ghép md xuong
ma muc tiéu trudc mat 1a xay dung dugc cac quy trinh phan 1ap, nudi
cdy, biét hoa va bao quan té bao gdc trung mé nén ching t6i tién hanh
dé tai: "Nghién ctru thwe nghiém ap dung quy trinh nudi cdy va bao
quan tao cdt bao biét héa tir té bao gdc trung mé tiry xuong".

Muc tiéu ciia dé tai:

1. Tach chiét, phdn ldp, dinh danh va nuéi cdy tang sinh thanh

céng té bao goc trung mé tir tiy xwong tho.

2. Biét héa té bao goc trung mé tiy xwong thanh tao cot bao va

bao quadn lanh sau biét hoa.



Nhirng dong gop cua ludn an: Luan an la mot dong gop mai trong linh
vuc nghién cttu thuc nghiém vé té bao géc tai Viét Nam. Pac biét la da
biét hoa thanh cong té bao gdc trung md tiy xuong thanh tao cbt bao
v6i nhimg k¥ thuat dinh danh hién dai. Day 1a két qua dau tién & Viét
Nam. Két qua nay ¢ ¥ nghia thyc tién rat 16n trong diéu tri cic bénh Iy
vé xuong, khép bang lidu phap té bao gbe.

Théng qua viéc lam luén 4n, tic gia va nhém nghién ciru té bao gbe
ctia BO mon Mo Phoi Dai hoc Y Ha Noi da ndm bt va tién hanh thanh
thao cac budc trong mot qui trinh, bét dau tur k¥ thuat tach chiét, phan
lap, nuoi céy tang sinh, bi€t hoa, dinh danh dén bao quan lanh té bao
sau biét hoa, tién t&i xay dung mdt ngan hang té bao duoc biét hoa theo

yéu cau di€u tri va nghién ctru.

B6 cuc ciia luiin 4n

Luan 4n gdm 127 trang trong d6: Dt vin dé 02 trang, tong quan tai liéu
37 trang, d6i twong va phuong phap nghién ctru 18 trang, két qua
nghién ciru 30 trang, ban luan 37 trang, két luan 02 trang, kién nghi 01
trang. 11 bang, 5 biéu dd, 50 hinh, tai liéu tham khao: 7 tiéng Viét: 128
ngoai ng.

CHUONG 1: TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Té bao gbc trung md
1.1.1. Dac diém chung ciia 1é bao géc trung mo

Friedenstein AJ (1976) di mo ta t& bao nén tay xwong 1a t& bao
bam bé mit dia nudi va co kha ning tao cum (colony forming unit-
fibroblast: CFU-F).

MSC c6 kha ning biét hoa thanh nhiéu dong té bao trong d6 c6 té
bao xuong

MSC c6 hinh thoi hogc hinh sao, & mttc d6 vi thé rt kho phén biét véi
nguyén bao soi. Dic diém siéu ciu truc cua chung 1a nhan té bao chira khdi
nhiém sic thd, bao trong nghéo nan, chua it ti thé va ludi ndi bao.

Pau tién MSC dugc phat hién tir quan thé cac té bao tuy xuwong. O
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khong du nhanh.

Két qua cho thiy, bao quan & méi trudng MT3 c6 kha ning thim
thau nudc tot, nén té bao co ty 18 sdng cao (87,07%). Té bao bao quan &
mdi truong MT1, khong co huyét thanh c6 ty 1& té bao sdng thap hon
(61,28%) nhung c6 y nghia ing dung trén lam sang.

Két qua nghién ciu cua ching t6i ciing phu hop véi tic gia
Verdanova M (2014) bao quéan tao ¢t bao trong cic méi truong khac
nhau, theo phuong phap ha nhiét do theo chwong trinh véi tc do
1°C/phut dén -80°C , réi cho vao nito 16ng. Trong d6 méi trudng bao
quén tao c6t bao chuan 1a DMSO 10% va 25% FBS c6 ty 18 té bao séng
87%. Con tac gid bao quan MSC trong mdi trudong bao quan 10%
DMSO ty 18 t& bao séng xap xi 1a 80%.

4.2.2. Pic diém hinh thdi té bao sau béo qudn

Hinh dang té bao

Quan sat trén 90 mau té bao bao quan véi 3 loai mdi trudng khong
va co ty 1& huyét thanh khac nhau va so vdi truée khi bao quéan, khong
thdy sy khac biét vé hinh dang té bao.

Kha nang phdt trién sau bdo quan

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

Két qua nghién ctru cia ching t6i ciing phi hop véi tac gia
Verdanova M (2014) bao quéan tao ¢t bao trong cic moi truong khac
nhau, theo phuong phap ha nhiét d6 theo chwong trinh véi tc do
1°C/phut dén -80°C, rdi cho vao nito 16ng. Hinh thai t& bao trudc va sau
bao quan ciing khong thay di.
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4.1.2.7. Biét héa té bao goc trung mé thanh tao cét bao

Sau nudi cdy trong moi trudng tao xuwong khoang 7-14 ngdy co sy
thay d6i hinh thai t& bao va thiy co tinh thé khoang, Nhudm alizarinred té
bao va chit nén bit mau d6 cam chimg to ¢6 sy ling dong canxi trong
chét nén (Hinh 3.8). Dudi kinh hién vi dién tir quét thiy co sy hinh thanh
tinh thé khoang mau tring (Hinh 3.9). Nhuém hoa mé mién dich té bao
biéu hién dwong tinh marker osteocalcin (Hinh 3.10) 14 marker ciia tao
cdt bao.

Két qua nghién ciru ciia chung t6i cling phit hop véi mot sb tac gia nhur
Quiroz FG (2008)
4.1.2.8. Nghién ciru thire nghiém nham déanh gia kha ndng tao xwong
clia tao cot bao biét héa tir té bao goc trung mé tity xwong.

Chiing t6i so sanh két qua tao xwong giita hai nhom thiy rang & nhom
thyc nghiém cé Kkét qua tai tao va lién xuong nhanh hon so v4i nhom
chimg ¢ thoi diém 3 tuan qua hinh anh vi thé. O thoi diém 6 tuan xwong
lién hoan toan tai ving & khuyét. Tuy nhién duéi hinh anh HVDT quét két
qué lién xuong & nhém thyc nghiém van 5t hon so véi nhom chimg,

4.2. Bio quan té bao sau nudi ciy biét héa
4.2.1. Ty I¢ té bao séng sau bio qudn

Té bao dugc bao quan bang quy trinh dong lanh cham trai qua 3
giai doan ha nhiét. Dau tién t& bao dugc dit & 4°C trong 30 phut dé
nude bén trong t& bao c6 thé thay thé boi chit bao quan, sau d6 té bao
duoc trit & -20°C, -80°C qua dém trude khi cho vao nito long.

Khi bao quan bang phuong phap dong lanh cham, nhiét d6 dwoc ha
tir tir qua timg giai doan, nudc bén trong té bao s& dugc thay thé boi
chat bao quan va té bao co thoi gian thich nghi véi méi truong méi.

Két qua thdng ké cho thiy c6 sy khac biét giita mat do té bao séng
sau bao quan & 3 méi trudng khac nhau. Cac té bao chét co thé do cac
tinh thé d4 ndi bao hinh thanh trong qua trinh ha nhiét khi ndng do
khong du cao hogc hinh thanh trong qua trinh 1am 4m khi téc d6 ra dong

d6, MSC chi chiém 0.001% dén 0.01% tong s6 t& bao c6 nhan, bang
1/10 té bao gdc tao mau. Ngay nay, ngudi ta co thé phan 1ap cac té bao
nay tir nhiéu md ciia co thé trudng thanh nhu: mau tuan hoan, mau day
1on, trung mo day ron, tily xwong, mdé md, gan, lach, dich 6i...nhung tiy
xuong van dugc coi la ngudn cung cip chi yéu MSC.
1.1.2. Marker té bao géc trung mé . .

Bdng 1.1. Cac marker ciia té bao goc trung mo nguoi

Marker MSC am tinh
Marker am tinh <2%: CD45, CD34,
CD14 hodc CD11b, Cd79a hoac
CD19, HLA-DR

Tuy nhién, marker cia MSC ¢ trén nguodi va thd khong hoan

Marker MSC duong tinh

Marker duong tinh >95%: CD
105, CD73, CD90

toan gidng nhau. Mot sé marker hay dwgc nghién ciru trén tho nhu
bang dudi day.
1.1.3. Phén Igp va dinh danh té bio goc trung mé

% Phén ldp té bao

Khéi té bao gbc tiry xwong dé dang phén 1ap bang phuong phap
ly tdm ty trong. Moi truong ly tdm thuong dung la Percol, Ficoll.
Nhing té bao s& ling & mot 16p trong giadien ty trong co ty trong
trong Gmg voi ty trong ciia n6. Khéi té bao gbc thu duoc s& nam trén
16p Ficoll va dudi 16p huyét thanh.

Phén 14p mdi chi tao ra mot khdi té bao gbe trong dé co té bao gbe
trung md tay xwong. Trong khdi ndy chira mot lwong khong nhé céc té
bao thudc cac dong té bao tao mau. Nudi ciy muyc tiéu chinh 14 tiép tuc
loai bo t& bao mau va luu giir cac MSC. Trong mdi trudng nudi ciy co
mat d huyét thanh thap khong phu hop cho cac té bao mau va do viy
¢6 tac dung loai bo cac t& bao nay, chi con lai té bao bam dia plastic va
¢6 hinh dang gidng nguyén bao soi goi 1a MSC.

1.2. Tiéu chuén khing dinh hMSC (ISCT)
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% Hinh thai: gidng nguyén bao soi khi bam vao bé mit chai nuéi ciy
% Marker bé mat: duong tinh: > 95% CD105, CD90, CD73
am tinh: < 2% CD34, CD45, CD14 hoac
CD11b, CD79a hoac CD19, HLA-DR
+ Kha nang biét h()a:, té bao xuong, syn, mg.
1.3. Kha niing biét héa té bao goc trung mo:

Duéi diéu kién thich hgp, MSC ¢6 thé biét hoa thanh nhiéu dong té
bao chuyén biét nhu: té bao xuong, sun, co, ma....
1.4. Bio quén lanh té bao
1.4.1. Co ché bio qudn lanh:

Trong k¥ thuat dong cham té bao, nudc trong mdi truong lanh -5°C
dén -10°C s& hinh thanh tinh thé da bat du ¢ moi trudng ngoai té bao,
trong khi d6 nudc trong té bao chua bi dong. Khi nudc chuyén sang
dang tinh thé tinh khiét, lugng nudc & thé 1ong giam di. Do d6, ndng do
chat tan va chit bao vé lanh ngay cang ting dan dén ting ap luc thim
thiu bén ngoai té bao, kéo nudc tir trong t& bao s& di ra ngoai. Muc do
mat nude trong té bao phu thude vao tde d6 lam lanh.

Néu muc do 1am lanh di cham s& cho phép dung dich ndi bao can
béng véi moi truong ngoai bao. Mat khac, néu tdc do lam lanh nhanh
hon so v&i nudc tham ra ngoai d& gay hinh thanh tinh thé d4 trong té
bao, tuy nhién hinh thai té bao chua bi bién dang.

Do d6 qua trinh dong lanh t&t nhat khi t& bao chi khir nudc mot phan
va vi thé chiing & trang thai can bang. Néu tc d6 lam lanh khong nhanh,
d4 két tinh s& hinh thanh & ngoai bao s& gay hién tuong co té bao.

Nhu véy, bao quan lanh té bao 1a su can béng giita sy mét nudce té
bao va toe d¢ 1am lanh.

1.4.2. Vai tro chit béo qudn lanh:

Chéat bao quan déng lanh c6 vai trd nham chdng lai nhimg tac dong
bat loi ciia nhiét do thap hay nhiét do dong lanh. Mot chit bao quan
dong lanh co thé 1am cho nudc dong lai gibng nhu thily tinh ma khong
hinh thanh tinh thé da. Nhitng chét bao quan nay ciing ngan chan sy tao
thanh mudi, ciing nhu tao thanh tinh thé trong té bao trong subt thoi
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20%FBS, 100u/ml penicillin, 100pg/ml streptomycin, danh gia su tang
sinh té bao boi ky thuat MTT. Két qua cho thay thoi gian nhan d6i quan
thé 12 17,8 gio.

4.1.2.5. Binh danh bang marker

MSC & P4 duoc dinh danh marker bé miat bang ky thuat flow
cytometry va hoa mé mién dich. Két qua cho thiy té bao duong tinh véi
CD44, CDY0 va biéu hién am tinh CD14, CD34.

Quién thé té bao duoc si dung xac dinh marker 1a & P2 hodc P3 cho
thdy CD90 biéu hién 96,9% & MSC tir tiy xwong tho, va biéu hién
100% & MSC tir tity xuong & ngudi. Két qua nghién ciru cua ching toi
CDY0 biéu hién dwong tinh 95,37%

Két qua nghién ciru ctia chiing t6i cho thdy CD44 biéu hién duong
tinh 97,42%. Két qua nay phu hop véi két qua nghién ctru ciia Lee TC.
(2014) trén tho: 97,32%.

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

Theo nghién ctru ctia Lee TC (2014) trén 25 marker biéu hién trén
té bao gbc trung mo, ty 1¢ duong tinh ciia CD14 1a 0,17%, CD34 la
0,36. Trong khi d6 CD44 1a 97,32%, CD90 1a 95,37%. So sanh sy biéu
hién marker MSC giira ngudi va tho trén 25 marker c6 9 marker biéu
hién sy khac biét, khong c6 & trén thd.
4.1.2.6. Biét héa té bao goc trung mé thanh nguyén bao md

Sau nudi cdy 10-15 ngay trong mdi trudng biét hoa duge danh gia
su hinh thanh té bao m&. Dudi kinh hién vi quang hoc dbi pha, cac hat
m& trong bao twong ting sang khi nhap nhay b¢ vi cép cia kinh hién vi.
Thém vao d6, k¥ thuat nhuém té bao chuyén biét gitip phat hién cac hat
m& dudi kinh hién vi quang hoc khi cac hat m& nay bit mau do cua thude
nhudém Oil- Red O. Trong khi & diéu kién nuéi cdy thong thuong cac t& bao
4m tinh v&i thudc nhudém . Didu nay chimg t6 cac té bao m& da duoc hinh
thanh tir cac té bao nudi cdy trong méi trudong biét hoa chuyén biét
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Sau khi thu dwoc dung dich té bao huyén phii trong méi truong
nudi, tiép tuc nudi cdy & giai doan tiép theo.
4.1.2.3. Kha nang tao cum

Duya vao kich thudc, hinh dang cua cum (d6 16n, d6 day diac bén
trong, hinh dang vién) va do 1on cua cac té bao trong cum, nguoi ta co
thé biét dugc tiém ning cua t& bao g hinh thanh nén cum d6. Ngoai ra
con biét s6 luong té bao gbe trung mé trong khéi té bao gde thu duoc.

Nghién cttu ctia chung t6i nudi céy tao cum vo6i mat do MSC tay
xuong 14 200 t& bao/cm2, s6 cum thu dwoc 1a 107 + 25 cym. Theo tac
gia Liu C (2014) nghién ctru phan lap va nudi cay ngudon MSC tir dia
gian d6t séng & tho, nudi cdy tao cum trong moi truong 20% FBS, sau
3-4 ngay bt dau hinh thanh tao cum, cac cum c6 kich thudc khac nhau
1-3mm. Hinh thai t bao giéng nguyén bao sgi, cum té bao hinh thanh
phu thudc vao mat do té bao. Nghién ctru thidy mat do té bao 200 té
bao/cm2 c¢6 hidu qua tao cum cao nhat. Sau 10-12 ngay nudi cy cum té
bao lan rong c6 thé cay chuyén.

Xét nghiém nuoi céy tao cum dang nguyén bao soi co thé xac dinh
chinh xac s6 lugng té bao gdc trung mé thu duoc. Ky thuat nay duoc
tac gia Hernigou PH ding dé dém sb luong t& bao gbe trudc khi tiém
vao 6 khop gia, hoai tr chom xwong dui.
4.1.2.4. Panh gid sy tang sinh té bao

Puong cong tang truong duoc thiét lap dé phan tich cac dac diém
phat trién cua kiéu té bao hay dong té bao.

Su gia tang sé luong & bao ciing thuong dwoc sir dung nhu mot
phuong phap danh gia anh huéng ctia hormon, chat dinh dudng va nhiing
yéu t6 khac 1én mot kiéu té bao chuyén biét. Sy ting trudng, hay sy ting
sO lugng té bao 1a danh gi4 tot nhat cho su dap tmg sinh hoc, boi n6 duge
xac dinh va anh huong boi nhidu nhéan t6 khac nhau, bao gdm cac chat
gdy nguyén phén, sy thay déi trong mirc do dinh dudng, sy van chuyén
va cac nguyén nhan khac.

Theo tac gia Liu C (2014) nghién ciru nudi cdy phan lap MSC tir
dia gian dot sdng, nudi cdy t& bao trong mdi truong c6 DMEM,

gian dong lanh. . .
1.4.3. Bdo qudn té bao goc

* Noriko K (2005) MSC bao quan trong: DMSO va FBS sau bao
quéan (0,3 -37 thang) ty 1& séng xap xi 90%. Phén tich marker bé
mat cia MSC ca 2 nhom bao quan va khong bdo quan khéng cod
su khac biét.

* Zeisberger SM (2011) bao quan AT-MSC véi mat do 10° té
bao/ml, ha nhiét d6 vé6i téc do 1°C/phut dén -80°C, sau 2h céc
mau cho vao binh Nito. Cac té bao bao quan trong méi trudng cd
DMSO khéc nhau thi s& ¢6 sy hinh thanh tinh thé d4 khac nhau
trong va ngoai té bao.

* Liu G (2008) nghién ctru sy hinh thanh mé xuong tit MSC bao
quan. Bao quan MSC trong méi truong 10% DMSO va 20% FBS
v6i mat d6 10%/ml, bao quan 1 gid ¢ 4°C, & -20°C sau dé cho vao
-196°C. Sau rd dong va nudi ciy biét hoa tao xuong so sanh cting
nhoém chimg, thiy sau 2 tudn ci 2 nhom biét hoa c6 phan tng
ALP duong tinh va c6 ling dong canxi trong chat nén.

Chuong 2: POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Doi twgng nghién ciru, chit li¢u nghién ciu

- Thé ta manh khoe, trong lugng 2.0- 2.5 kg,. Sir dung 17 thé dé thir
nghiém va xay dung quy trinh choc hiit tiy xuwong. Sau khi qui trinh choc hut
hoan chinh, str dung 30 thé dé choc hut chinh thirc lay dich tiy.

- 30 mau dich tay xuong tho sau choc hut sir dung dé tach chiét té
bao gbe trung mé.

- 30 miu dich chira té bao gdc trung mé sau khi phan Iap tir dich
tay xuong st dung dé nudi cdy, ting sinh. Sau khi ting sinh, chia nho
ldy 120 mau tién hanh biét hoa theo hudng tao cbt bao, 1dy 15 miu dinh
danh sau biét hoa, 15 mau ghép thuc nghiém, 90 mau dua vao bao quan
lanh.

2.2. Phwong phap nghién ctru:



2.2.1. Nghién ciru tién hanh theo cdc ngi dung sau:

- Phan lap té bao gbc trung md tir tiy xwong, nudi cdy, dinh

danh va biét hoa thanh tao cét bao.

- Béo quan tao cbt bao, danh gia kha ning phuc hdi t bao sau bao quan.
2.2.2. Ky thudt nghién ciru:
2.2.2.1. Tach chiét, phén Idp, nuéi cdy dinh danh MSC tir tiiy xwrong va
biét héa thanh tao cot bao.

Choc hut tay xuwong: Lua chon vi tri choc hut tiy xwong va sb

Iwgng dich tiy xuong.
Phaén 1ap, tach chiét té bao: Té bao don nhan tich boi phuong phap

gradient ty trong.

Nudi cay té bao:

Nuéi cdy so cdp: Huyén phi khéi té bao don nhéan thu duogc sau ly
tAm vao chai flask, dat trong tii nudi cdy té bao. Thay méi truong 2 -3
ngay mot lan, khi té bao moc 70-80% dia nudi thi cay chuyén

Nuébi cdy thir cdp: Tach t& bao bang trypsin/EDTA, sau do6 ly tim
thu 14y t& bao. Cho té bao vao chai flask dé tii nuéi ciy té bao.

Dinh danh dé xéc dinh té bao nudi cdy 1a t bao gbc trung mé:

Héa mé mién dich:

Ky thudt dong chay:

Tiéu chuén xac dinh t& bio nudi cdy 1a MSC

Biét hoa té bao MSC thanh té bao m&: Péanh gia sau biét hoa boi
phuong phép nhudém Oil red O

Biét hoa té bao MSC thanh tao cbt bao: Cac té bao MSC duge biét
hoéa trong moi truong c6 dexamethasone, ascorbic, - glycerolphosphatase.

K¥ thuat nay theo tac gia Lee TC (2014) da dugc chung t6i &p dung
thanh cong. Panh gia sy biét hoa thanh tao ¢t bao
e Nhudm Alizarin red: danh gia su tong hop canxi trong chit nén
e Nhudm héa mé mién dich: xac dinh cac marker sau biét hoa c6
duong tinh osteocalci ?
e HVDT quét: C6 tinh thé khoang hinh thanh & khoang gian bao
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1,92x10*10° t¢ bao don nhan.

Su phit trién t& bao don nhan & giai doan so cp thay cac té bao dang
hinh ciu giam dan, sb lugng té bao giéng nguyén bao sQi tang dan.

Ngay 7-12 té bao c¢6 hinh dang gidng nguyén bao soi kha day
chiém 70-80% dién tich bé mt chai nudi.

Phan 1ap dua vao hinh thai cua té bao, dic diém MSC ¢ tho quan
sat dudi kinh hién vi thay hinh thai va cdu trac trong ty MSC & nguoi.
MSC c6 nhéan 16n hinh tring, chit nhiém sdc min, hat nhan rd. Cc bao
quan rat phong phi, c6 dang gidng nguyén bao soi va giéng té bao soi.
Theo tac gia Tan SL (2013) dwdng kinh trung binh ciia té bao & trén tho
¢6 chiéu dai 202,66 + 8,40 um, chiéu rong 13,09 + 091 pm. O trén
ngudi chiéu dai té bao 152,04+43,35 pm, chiéu rong 9,82 + 0,66um.

Trong nghién cru ndy, mau té bao don nhan duogc phan lap tir tiy
xuong thé nudi cdy, cic mau té bao déu moc va phat trién tot dat ty 1&
100%. Trong nghién ctru cua ching t6i, sau ciy chuyén lan tha 10
(P10) ddc diém hinh thai va kha ning ting sinh ciia té bao van khong
thay dbi.
4.1.2.2. Nuéi cdy thir cap té bao goc trung mé

Do té bao phan chia theo cdp sd nhan nén cang vé sau, bé mat
binh nudi cay cang dugc pht nhanh. Nudi ciy so cép thanh cong khi té
bao moc khoang 70-80% dién tich ddy nuoi cdy.

Thong qua cy chuyén, luong té bao ban déu dugc pha lodng ty 1&
1: 3. Téc d6 phat trién cua té bao twong dbi nhu nhau giita cac 1an cay
chuyén va cao hon trong nudi cdy so cap. So voi nudi cdy so cip, thoi
gian té bao bam day va toc d6 phat trién ciing nhanh hon 5-7 ngay la
ciy chuyén dugc.

Sau khi té bao moc 70-80% dia nudi ciy thi tién hanh cdy chuyén,
thudng ding enzym dé tach cac té bao.

Trypsin ching rat phd bién trong viéc tach té bao. Xiur Iy t& bao
bang trypsin dan dén sy cudn tron té bao. Khi cac té bao co lai, cac lién
Kkét tro 16n long 1éo va d& dang té bao duoc tach ra boi tac dong co hoc.
Trypsin cit cac cdu nbi hau nhu hoan toan.
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CHUONG 4: BAN LUAN
4.1. Choc hiit, phin 1ap, nudi cdy, biét héa, dinh danh té bao gbc
trung mo tiy xuong
4.1.1. 56 lwong va chit lwong tiy xwong sau choc hut

Chung toi da choc hut thanh cong trén 30 mau, cic mau dich khong
bi dong, lwong dich tiy xwong ciing nhu luong té bao don nhéan thu
dugc kha cao. Nghién ciru cta Jau- Wen Huang (2006) cho thay lwong
tity xwong choc hiit trén mdi tho khoang 10ml 1a phi hop va di heong té
bao trung mé cho nudi cdy. Viée hit qua nhiéu dich tay xwong sé& lam 1dn
nhiéu t& bao mau ngoai vi va anh huong dén viéc hdi phuc strc khoe cua
tho sau choc hut.

Két qua nghién ciru ciia chiing t6i sau khi ly tim luong té bao don
nhan thu dugc ctia méi mau tiy xwong 1a 6,6+3,8x10° té bao. Két qua
nay cho thdy muyc tiéu ctia qua trinh choc hit va phén tach tay xuong di
dat dugc va ciing phu hop véi két qua cia Xie XH (2012) khi nghién
ctru mo hinh gan twong ty da thu dwoc 10ml dich tity xuong trén 1 tho
v6i 6,220,85 x 10° t& bao don nhan sau phan tach.

4.1.2. Nuéi cdy, ting sinh, tao cum ciia té bio géc trung mé tiy xuong
4.1.2.1. Nuéi cdy so cdp té bao goc trung mé

Co s6 Iya chon MSC 1a ¢6 cac phan ta bam dinh trén bé mat té bao,
do vay trong diéu kién nudi cdy ngoai co thé, cac t& bao nay co kha
nang bam don 16p vao bé mat nhya nudi céy.Trong khi do, HSC trong
tay xuong khong ¢ kha ning bam dinh nay, s& bi loai bo dan khi thay
méi moi truong. Trong nghién cliu nay, ching t6i da xac dinh dugc
luong MSC thu dugc tir tily xuong. Sau khi tién hanh choc hut, ly tim
va nudi cdy c6 sd luong té bao trung binh 14 6,6 x 10%1ml, sau nudi cdy
10 ngay thi thu duoc luong té bao moc trung binh 13 1,2 x10°. Sau nudi
ciy 10 ngay da nhiéu 1an thay mdi truong s6 lugng té bio mau con it,
da s6 1a t& bao dang nguyén bao soi giéng t& bao trung md (Hinh 3.3).
Nhu vay, xac dinh luong té bao bam day chai ¢ giai doan so cép 1a 1,8
x10* té bao/ 10° té bao don nhan. Két qua nay ciing phu hop véi tac gia
Xie XH (2012) té bao bam dinh thu dugc ¢ giai doan so cap la

hay trén bé mit té bao ?

Ghép MSC biét hoa theo hudng tao cbt bao trén thuc nghiém: Ky
thuat cdy ghép nhdm bd sung cho két qua vé kha ning tao xwong trén
thuc nghiém ctia dong té bao dugc biét hoa tir MSC theo hudéng tao cbt
bao. Quy trinh: chuén bi 15 tho cung d6 tudi, tién hanh choc hut, phan
1ap, nudi cdy, biét héa MSC thanh tao cbt bao nhu quy trinh da nghién
ctru. Tao 6 khuyét xwong. Khoan mdi bén mot 16 & dau dudi xwong dui
duong kinh 0.5 x 0.5 cm. Bom té bao gbc, bom 1an lugt vao mdi 16 1
giot moi trudng chira 10°é bao/ml. Bén phai chi bom méi truong khong
chtra t& bao. Sau ghép theo ddi toan than va tai vi tri ghép ¢ thudi diém
3 tudn, 6 tudn.
2.2.2.2. Bao quan tgo cét bao sau biét héa

Phuwong phép déng lanh té bio

Sau khi biét hoa MSC thanh té bao gbc md xuong, thdi gian biét
hoa 10 ngay, bao quan té bao voi mat do té bao 10°- 107 t& bao/ml. Chat
bao quan 10% DMSO véi 0% FBS, 15% FBS, 30% FBS. Bao quan té
bao & 4°C trong thoi gian 30 phat, -20°C, -80°C dé qua dém 1di cho
trong N2 1ong (-196°C)

Phwong phdp ra dong:

Ri dong nhanh ¢ 37°C, pha loang dich bio quan véi méi trudong
nudi, ly tim thu lay t& bao, huyén phu v&i méi truong nudi. Xac dinh ty
1¢ séng/ chét té bao bang nhudm trypan blue va nudi lai trong chai flask.

Nudi cay té bao sau bdo qudan

Sau khi rd dong té bao dugc dung dich huyén phi cho vao méi truong
nudi cay danh gia hinh thai t& bao va kha ning phat trién cua té bao.
2.3. Xir Iy s liéu

S6 liéu thu nhan duoc xir Iy bang phan mém xir ly thong ké SPSS.
Phuong phép xtr Iy s6 liéu T-test, anova, kiém dinh tuong quan Pearson.

CHUONG 3: KET QUA NGHIEN CUU



3.1. Két qua s6 lwong va chit luwong dich tiiy xwong

Ching t61 thu dugc tiy xuwong tr mao chdu cia tho. Dich tiy
xuong sau choc hut duoc chdng dong bang Heparin va chiét tach iy
khdi t& bao don nhén, sau d6 nudi cdy té bao.

S6 luong dich tiy xwong trung binh trén 30 méu 1a 12+4.3 (ml),
sau ly tim t& bao don nhan 14 6.7 + 1.12 (ml) va hiéu qua thu dugc
MSC (P0) 1a 12.04 £ 2.94
3.2. Két qud nuéi cdy, ting sinh ciia té bao géc trung mé tiiy xwong
3.2.1. Két qud nuéi cdy so cip

Ba muoi mau té bao don nhan choc hut tir 30 thé st dung nudi cay
tang sinh theo 2 budc, nudi cdy so cap va thir cip

Su thay ddi hinh dang € bao khi nudi cdy so cip
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Quan thé t& bao don nhan sau nudéi  Quan thé t& bao don nhan sau

ciy 5 ngay (x200) nudi cay10 ngay (x200)

Hinh 3.1. Hinh dnh quan thé té bao don nhan trong giai doan nudi
cdy so cdp

3.2.2. Két qud nudi cdy thir cp

Sau 7-10 ngay quan thé bét dau hop dong, quan thé té bao chiém 70-

80% dién tich b& mit binh nuéi. Thoi diém nay thich hop cho cdy chuyén.
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3.2.2. Méi lién quan vé ty I¢ té bao séng véi cdc méi trwong béio qudn
khdc nhau

Ty 1¢ té bao sdng sau khi bao quan & méi truong MT1, MT2 ¢6 mbi
twong quan tuyén tinh thuén, & mic do trung binh véi hé s twong quan
ctia ty 1¢ té bao séng sau bao quan & 2 méi truong 1a r=0,437.

Ty 1¢ té bao sdng sau khi bao quan & méi truong MT1, MT3 ¢6 mbi
tuong quan tuyén tinh thuén, & mtrc do thap véi hé sé tuong quan cia ty
1 t bao sdng sau bao quan ¢ 2 mdi truong 1a r = 0,262.

Ty 18 t bao sdng sau khi bao quan & méi trudng MT2, MT3 ¢6 mdi
twong quan tuyén tinh thuén, & mic d6 trung binh véi hé s twong quan
ctia ty 1& té bao sdng sau bao quan & 2 méi truong 1a r=0,316. Diéu nay
chimg 6 ring FBS c6 tac dung lam ting ty 1é té bao sdng sau bao quan
nhung & muc d trung binh.

3.2.2. Nuéi cdy té bao sau bdo qudn

Quan sat trén 90 mau té bao bao quan véi 3 loai méi truong khong
va c6 ty 1€ huyét thanh khac nhau va so vdi trudce khi bao quan, khong
théy su khac biét vé hinh dang té bao.

Tfil;&c bao quin Sau bido quan
Hinh 3.13. Khong co sy khac biét vé hinh dang 1é bdo trude va sau bdo
quan lanh (x150).

Sau rd dong va tién hanh nudi cdy tiép thay t& bao van phat trién
nhu trude bao quan.
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3.2. Két qua bao quan tao ¢t bao sau biét hoa
3.2.1. Ty I¢ té bao song sau bdio quin va méi lién quan véi cic moi
truong MTI1, MT2, MT3

Chung t6i tién hanh bao quan 90 miu té bao sau biét héa dinh
hudéng dang tao ¢dt bao, chon tho cung do tudi, cung trong luong, cung
diéu kién nudi. Moi truong bao quan co thay dbi % FBS & cac moi
truong MT1,MT2 va MT3. Vé thao tic tién hanh cing mot quy trinh
voi cac thao tdc nhu nhau cho cac dot thi nghiém. St dung cac thiét bi,
dung cu hoéa chét df”)ng bd trong qua trinh thi nghiém. Mat do té bao,

dicu kién nudi la dong nhat.

100

80

60 -

40 -

Cell viability (%)

20 -

0 -

MTI1 MT2 MT3

Biéu dé 3.2. Biéu do biéu thi ty I¢ té bao song sau bdo qudn ¢ cdc moi
truong khac nhau

Tir biéu dd trén ta thiy ty 18 té bao sdng sau bao quan & méi truong
1 ¢o ty 1& thap nhit: 61,28 + 3,89, mdi truong 2: 82,19 + 5,45, moi
truong 3 ¢6 ty 18 té bao sdng cao nhat 1a 87,07 + 4,18. Sy khac biét c6 ¥
nghia thong ké (p < 0,05).

Quan thé té bao (P3) sau
nuoi céy 5 ngay (x 200). nuoi céy 7- 8 ngay (x 200).
Hinh 3.2. Hinh anh quan thé té bao cdy chuyén lan 3
3.2.3. Khd ndng tao cum
Mot déc tinh cia MSC 1a khd ndng tao cum dang nguyén bao soi
(CFU-F) khi cdy chuyén & mét do thwa. Sau 7 ngdy nudi ciy, ching toi

da quan sat thay rd cac cym t€ bao.

| oSy
Hinh 3.3. Hinh anh cum té bao sau nudi cdy 7 ngay. (x 200).

Nubi céy tao cum v&i mat dd 200 t& bao/ecm?2 thu dugc 107+ 25
cum té bao. Cac té bao tao thanh cum rd rét (Hinh 3.3.)
3.2.4. Xay dung dwong cong ting truwong theo hé thong X-celligence

Dé theo ddi tbc do phat trién cua t& bao nudi cdy, chung toi xay
dung duong cong ting truong bang hé thdng X-celligence véi mau té
bao thu hoach & giai doan P4. Tién hanh trén 5 mau, mdi mau lap lai 6

1an, cdy trén dia 96 giéng dién cuc bang vang chuyén dung.
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Biéu do 3.1. Toc do tang trucng té bao do duwdi hé thong X-celligence
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Biéu d6 3.1 cho thdy, tir 0 dén 2 gid 1a thoi diém t& bao mai nap 1én
dia nén té bao van lo ling chua bam dia. Tur 2 gio dén 49 gio, thdy
dudng cong ciia biéu dd c6 do doc 16n. Sau 50 gid, duong biéu dién co
xu hudng di ngang.

3.2.5. Két qua dinh danh té bao géc trung mé
K¥ thuat dong chay (flow cytometry)
Bing 3.1 Két qua ty I % dwong tinh mgt s6 marker ciia té bao goc
trung mé tily xwong tho.
CD14 CD34 CD44 CD90
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
% Duwong tinh | 0,17+1,5 | 0,36+1,14 | 97,42+1,42 | 95,37+0,8

Marker

Két qua cho thy biéu hién duong tich trén 95% v&i marker CD90,
CD44; biéu hién am tich dudi 2% véi marker CD14, CD34
3.1.5.2. Ky thudt nhuom héa mé mién dich

Két qua 5 miu té bao & giai doan P3, nhuém héa mé mién dich véi
cac marker CD44, CD90, CD14 va CD34 cho théy cac té bao biéu hién
duong tinh 16 vdi CD44, CD90 va am tinh véi CD14, CD34 (Hinh 3.4;
Hinh 3.5).
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3.1.8.Két qud ghép MSC bigt héa theo huwdng tao cét bao trén thuc
nghiém

Sau ghép té bao vao 6 khuyét xwong tho, danh gia sy phat trién
ctia xuong & cac thoi diém 3 tudn, cho thdy trén cac hinh anh vi thé c6
dAu hiéu cua su tao xuong moi nhiéu hon so v&i nhom débi chung. Sau
ghép 6 tudn sy hinh thanh xwong 2 nhém twong ddi hoan toan. Tuy
nhién, hinh anh duéi HVDT quét ving xuwong c6 bom té bao xuat hién
cac té bao tao xwong méi kha rd, trong d6 ¢ ca huy cdt bao.

Hinh 3. ‘I 1. Hmh anh Vi the tal vung xuwong ghep 1é bao (4) va khéng
ghep te bao (B) sau 3 tuan nhuom HE. NB: xu*ong moi hmh thanh.
s P NR & : :

Hinh 3.12. Hinh dnh siéu vi thé tai ving xwong ghép té bao (4) va
khéng ghép té bao (B) sau 6 tuan (Hién vi dién tir quét SEM).



Hinh 3.9. Té bao géc trung mé sau biét héa 30 ngdy dwéi HVDT quét.
Céc té bao dang biét hoa c6 dang hinh da gidc v6i cac nhanh bao
tuong ngan. Céc tinh thé khoang tap trung thanh dam trén bé mat hodc
l4n can té bao dang biét hoa.
Céc té bao sau biét hoa nhudém hoéa mé mién dich véi marker
osteocalcin, két qua nhudém ¢ giai doan nay dwong tinh véi osteocalcin.
Osteocalin 13 protein dugc tong hop nhiéu trong té bao tao xwong va

duoc xem la marker cda t€ bao tao xuong.

;

Nhan té bao

Hinh 3.10. Hinh anh cdc té bao sau biét héa 15 ngay trong méi trieong
cam img tao xweong (nhuém HMMD biéu hién dwong tinh véi marker

osteocalcin (x200).
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CD44 CD90

Hinh 3.4. Nhugm HMMD cua {é bao goc trung mé dwong tinh véi CD44,
CD90. té bao bat mau do biéu hién dwong tinh ¢ giai doan P3(x500).

CD14

Hinh 3.5. Nhuém HMMD cua té bao goc trung mé dm tinh véi CD34,
CD14. Té bao khéng bdt mau, ¢ giai doan P3

3.1.6. Két qua biét héa té bao goc trung mé thanh nguyén bio mé
Chung t6i nghién ciu biét hoa MSC thanh té bao md, sé méu
(n=5). Sau thoi gian biét hoa khoang 3-5 ngay, cac té bao bit dau
chuyén dan thanh dang da dién voi sy xuét hién cac giot md nho
trong bao tuong & ngoai vi té bao (Hink 3.6). Nhuom Oil —red O. Cac

giot m& bt mau do.
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Bing 3.2. Két qua biét héa va dinh danh tgo cét bao dwoc bigt héa

% % o tir MSC tiy xwong
. o Thong Nhudm Alizarin . Ho6a md
L8 o . . x Hién vi dién tir .
7 A g 7, 0 NC| S6 miu red mién dich
: bl T o Y 1A o 1A
e '&M ,. té bao , . Ty 1€ , Ty 1€
% ?" f g f ® 'f% o i A Moy REPES = , So TS’ lé thanh So So
% g b i : e R xET MSC biét héa N R x thanh . thanh
Biét héa MSC thanh té bdo tao Nhuom Oil —red O. Cdc giot mau cong mau cong mau cong
mo sau 5-7 ngay (x500). md bat mau do (x 500). MSC 15 5 5/5 5 5/5 5 5/5

Hinh 3.6. Hinh dnh té bao goc trung mé biét héa thanh té bao mé

3.1.7. Két qua biét héa té bao goc trung mé thanh tao cot bao

Sau khi nudi cdy v6éi moi trudng cam tmg biét hoa 4 ngay, té bao
c6 su thay ddi hinh dang nhe. Hau hét t& bao van con dang thon dai. Sau
7,14 ngay té bao co ngin lai, co dang hinh sao nhanh bao twong ngin
va dang hat dau. Dang thuon dai trai rong 1a hinh dang cia MSC va
hinh hat dau 12 hinh déng cua té bao xuong.

MSC (nhom chung) (x500). MSC biét héa thanh tao cot bao
sau 21 (x750).

Hinh 3.7. Hinh anh té bao goc trung mé biét héa thanh tao cot bao

Nhdn xét:

S6 mau té bao trung mo biét hoa thanh tao cbt bao 1a 15 mau, trong
d6 dé dinh danh t& bao sau biét hoa bang ki thuét: Alizarin red, hién vi
dién tir quét, nhuém héa méd mién dich, mdi phwong phap nghién ciru ngau
nhién trén 5 mau. Ty 1¢ thanh cong sau lam cac k¥ thuat 1a 5/5 (100%).

Céc té bao khi nhudm voi Alizarin red, sau khi nhudm té bao va

chat nén bat mau do cam.

Hinh 3.8. MSC sau sau biét hoa 21 ngay nhuom Alizarin red.(x500).
Dudi kinh hién vi dién tir quét thiy & bao biét hoa sau 30 ngay xuét
hién céc céc tinh thé khoang.




