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(54) PHUONG PHAP LAM TRE HOA TE BAO GOC TRUNG MO TU NGUOI GIA

(57) Sang che de cap den phuong phap 1am tré hoa té bao gc, phuong phap nay bao gom
viéc nudi cdy té bao gbc tlr nguoi gia trong ché pham méi truong dé bién d6i té bao gdc tir
nguoi gia thanh té bao gbe cua nguoi tré. Trong do, ché pham méi truong nay duoc st
dung dé lam tr¢ hoa té bao gbc tir nguoi gia sao cho cb cac déc tinh tuong tu voi cac dac
tinh cua té bao gbc cua nguoi tré. Theo sang ché, tham chi te bao goc trung mo6 dugc thu
nhan tir ngudi bénh trén 60 tudi co thé dugc bién d6i thanh té bao gde trung mo ciia ngudi
tré c6 kha nang bi€t hda cao, hoat tinh telomeraza cao, va khd nang biéu hién cac diu
chuan té bao gdc cao. Do d6, sang ché c6 thé 1am ting dang ké hiéu qua cua liéu phap diéu
tri bang té bao str dung té bao gdc trung ms.
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Linh vuwe ky thuét dwoc dé cap

Sang ché @& cap dén ché phdm méi trudong dé chuyén hoa té bao gdc cia nguoi gia
thanh té bao gbc cua ngudi tré, va cu thé hon 1a dé cap dén ché phdm mai truong dé nudi
cdy té bao gbc, dugc st dung dé 1am tré héa té bao gbe ciia nguoi gia sao cho ¢ duge
cac dic tinh tuong tu voi cac dic tinh cua té bao gde clia ngudi tré. Sang ché con dé cap
dén phuong phap 1am tré hoa té bao gdc, phuong phap nay bao gdbm bude nudi ciy té bao

gbc ctia nguoi gia trong ché phdm moi truong.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Té bao gbc trung md 14 té bao gbe da ning c6 ngudn gde tir cac té bao khac nhau
ctia ngudi trudng thanh nhu t& bao tay xwong, t& bao mau cubng rén, té bao nhau thai (té
bao mé nhau thai) hodc t& bao md (hoic té bao mé md). Vi du, t& bao gbc trung mo tir
tiy xuong c6 tinh da ning dé biét hoa thanh mé md, mé xwong/xun va md co, va do d6
nhiéu nghién ciru khac nhau vé viéc phat trién cac tac nhan chita bénh bang té bao c6 st

dung té bao géc trung mo da dugc thuc hién.

Trong nhitng nam gan day, khi cong nghé tri liéu bang té bao c6 st dung té bao
gdc trung md nhan duoc nhiéu su ch y, ¢6 nhu cau vé viéc phat trién céng nghé hoat hoa
té bao gdc trung mo tir co thé nguoi dé phu hop véi cac muc dich tri lidu. Cu thé, ngudi
gia chiém mét phan dang ké trong s nhitng bénh nhén tri lidu bang té bao, va t& bao gbc
trung mo thu duoc tir md ctia ngudi gia ¢6 hidu qua didu tri thip do ching c6 kha ning
ting sinh va biét hoa thip. Ngoai ra, cling c¢6 nhu ciu vé cong nghé hoat hoa té bao gdc
trung mé clia ngudi gia dé co cac dic tinh twong tw v6i cac didc tinh cia té bao gde trung
md cua nguoi tré.

Biét rang té bao gdc trung mod phén chia rat chdm do co ché 130 héa khong lién
quan téi sw ngin di cta telome khi dwoc nudi ciy in vitro, twong tu véi té bao khac cia
nguoi dugc nudi céy SO cép (Shibata, K.R. et al., Stem cells, 25; 2371-2382, 2007). Co
ché 130 héa nay van chua duge biét dén mot cach 13 rang, nhung biét ring co ché nay xay
ra chil yéu 1 do ung sudt mdi trudng tich tu trong khi nudi cdy in vitro kéo dai do d6
protein e ché Cdk pl6(INK4a) duoc biéu hién va tich tu gdy tc ché hoat tinh cua

protein Cdk ma c6 lién quan t6i su sinh trudng cua t€ bao. Biét rang, khi sy biéu hién cta
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gen khéi u Bmi-1 trong té bao gbc trung mé dugce kich thich dé we ché sy biéu hién cua
p16, thi su 130 héa cia té bao bi tc ché (Zhang, X. et al. Biochemical and biophysical
research communications 351; 853-859, 2006). Ngoai ra, da c6 thong bao réng, khi té bao
gbc trung mé duoc xtr ly bing FGF-2 trong khi nu6i cdy dé wc ché su bidu hién mARN
cua p21(Cipl), p53 va pl6(INK4a), thi su ngimg sinh trudng té bao gbc trung mo trong
pha G1 bi uc ché (Ito, T. et al., Biochemical and biophysical research communications,
359; 108-114 2007). Hon nira, cong b don yéu ciu cp patent Han quéc s6 10-2009-
0108141 boc 16 phuong phap trc ché su ldo hoa clia té bao gbc trung md bang cach

chuyén hoa té bao gbc trung mo bing mot gen ma hoéa protein Wipl.

Tuy nhién, phuong phap lam tré héa té bao gbe trung mo da 1ao hoa thu duoc tu

moé cla nguoi gia van chua duge boc 19.

Do véy, sang ché phat hién ra rang, khi té bao gbc trung mé thu duoc tir mo mo
dugc phan lap tr ngudi bénh tudi gia dugc nudi chy trong mdi trudng chira chit chéng
oxy héa va yéu td sinh trudng, thi c6 thé tao ra té bao gbc trung md ¢6 hoat tinh tuong tu

v6i hoat tinh cta té bao gbc trung mo ciia nguoi tré, nhd d6 hoan thanh sang ché.
Ban chit ky thuét cua sang ché

Muc dich cua sang ché 1a dé xuét ché pham moi truong lam tré héa té bao goc

trung mo cua nguoi gia.

Mot muc dich khac cua sang ché 1a dé xuét phuong phap lam tré hoa té bao gbc
trung md, phuong phdp nay bao gdm budc nudi cdy té bao gbc trung mod cla nguoi gia

bang cach sir dung ché phdm mai truong.

DPé dat dugc cac muc dich néu trén, sang ché dé xuét ché phém moi trudong lam tré
héa té bao gbe trung mo cla ngudi gia, ché phdm moi trudng nay chita huyét thanh bao
thai bo (FBS - fetal bovine serum), chét chéng oxy hoa, xytokin, va NAC (N-axetyl-L-

xystein).

Séng ché ciing dé xuAt phuong phdp lam tré hoa t€ bao goc trung mé cla nguoi
gia, phuong phap nay bao gdm bude nudi ciy té bao gbc trung mo6 cua nguoi gia trong

ché phdm méi truong néu trén.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Fig.1 thé hién c4c vi anh v& té bao gbc md md tir nhimng ngudi trong do tudi 20 va

30, dugc cdy truyén trong mdi mdi trudng qua 4 1an cay chuyén.

Fig.2 thé hién céac vi anh vé t€ bao goc md md tir nhiing ngudi trong do tudi 70 va

80, dugc cAy truyén trong mdi mdi trudng cla ching qua 4 1an ciy chuyén.

Fig.3 1a dd thi thé hién cac mic d6 nhin dbi quin thé t& bao (cic CPDL) cua té
bao tir nhitng ngudi tré (trong do tudi 20 va 30) va nhitng nguoi gia (trong do tudi 70 va

80), duoc nudi cdy trong 10 mdi trudng khac nhau.

Fig.4 1a dd thi thé hién cac mtc do nhin doi quin thé t& bao (cic CPDL) cua té
bao tir nhitng ngudi tré (trong do tudi 20 va 30) va ngudi gia (trong do tudi 70 va 80),

dugc nudi cay trong cadc moi truong khac nhau.

Fig.5 1a @0 thi thé hién céc hoat tinh telomeraza clia té bao gbc m6 ma, duoc lay tur

nhitng ngudi ¢ cac do tudi khac nhau va dugce nudi cay trong ndm moi tredong khac nhau.

Fig.6 1a db thi thé hién céc hoat tinh telomeraza cuia té bao gbc md mé cia nhitng
ngudi trong do tudi 20, 30, 70 va 80, duoc nudi cAy trong hai moi trudng khac nhau (cac

moi trudong s6 1 va 9).

Fig.7 1a so dd db thi thé hién két qua do su thay dbi vé hoat tinh telomeraza theo
s6 1an cdy chuyén sau khi nudi cdy té bao trai qua 4 lan cdy chuyén (P4) va 6 lan ciy

chuyén (P6) sir dung cac mdi trudng s 1 va 9.

Fig.8 thé hién két qua do cdc muc d) bi€u hién cta cidc dau chuin da ndng oct4,
nanog va Rex1 & t€ bao goc mdé md dugce nudi cay trong cac moi truong s6 1 va 9 trai qua

3 1an cdy chuyén (P3).

Fig.9 thé hién két qua do cac muc d) bicu hién cta ciac dau chuan da ndng oct4,
nanog va Rex1 ¢ t€ bao goc mdé m& dugc nudi cay trong cadc moi truong so 1 va 9 trai qua

3 14n cy chuyén (P4).

Fig.10 thé hién cac mau cho céac dbi tugng & do tudi 20, 30, 70 va 80, trong d6 giot
chit 16ng (didc trung cta qua trinh biét hoa mdé m&) ciing véi viéc nhudém dau bang thudc
d6 O dugc quan sat trong té bao, do c6 ngudn gde tir tat ca cac nhém tudi va duge nudi

cdy trong tat ca cac moi trudong.
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Fig.11 1a viéc xép thanh bang va d6 thi thé hién cac két qua dinh lugng qua trinh
biét hoa mo6 m& ddi véi cac mau & Fig. 10.

Fig.12 thé hién céc két qua vé cac mirc biéu hién ciia cac ddu chuin clia qué trinh
biét héa m6 m& dic hiéu vdi té bao tao md, ddi voi cac ddu chudn PPARr, LPL va
FABP4 duoc phan tich bang RT-PCT cho cac dbi tuong & d6 tudi 20, 30, 70 va 80.

M5 ta chi tiét sang ché
Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét ché phdm mai truong 1am tré hoa té bao gbc

trung md cta nguoi gid, ché phdm moi trudong nay chira FBS (huyét thanh bao thai bo),

chét chdng oxy hoa, xytokin, va NAC (N-axetyl-L-xystein).

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit “té bao gbc” chi té bao khong chi c¢6 kha ning
tu sao chép ma con c6d kha nang bi€t hoa thanh it nhét hai loai t& bao, va “t& bao géc
trudng thanh™ chi té bao géc ma xuét hién hodc & giai doan hinh thanh mdi co quan cua

phéi sau qua trinh phat trién hodc & giai doan trudng thanh.

Nhu duge st dung & day, thudt ngir “té bao gdc trung md” chi t& bao gbc chua
duoc biét héa duge phan 1dp tr caic mo khac nhau ciia nguoi hodc dong vat c6 vu. Cu thé,
té bao gbe trung md theo sang ché co thé 1a té bao gbc trung md c¢6 ngudn gde tir cubng
rdn, té bao gdc trung mod ¢d ngudn gde tir mau cudng rdn, té bao gbe trung mod co ngudn
gbc tir tiy xuwong, té bao gdc trung mé ¢6 ngudn gbe tir mdé md, té bao gbe trung md co
ngudn gde tir co, té bao gbe trung md c6 ngudn gbe tir hé than kinh, té bao gbe trung md
c¢6 ngudn gbe tir da, té bao gde trung mod c6 ngudn gdc tir mang bi, va té bao gbe trung
md c6 ngudn gdc tir nhau thai. Cong nghé phan 14p té bao gdc tir mdi mo 1a da biét trong

linh vuc k¥ thuat nay.

Nhu duoc sir dung & ddy, thuat ngit “té bao gdc c6 ngudn gbe tir mé md” chi té
bao gdc chua duge biét hoa duge phan lap tir mé md. Vi du, té bao gbe co ngudn gbe tir
md md c6 thé dugc phéan 1ap theo phuong phap sau. Cu thé, t& bao gbc c6 ngudn gbe tir
md md co thé dugc phén lap bﬁng cach tao hdn dich cho mé md, thu dugc tir viéc hut
md&, trong nuwdc mudi sinh 1y, nudi cdy hdn dich nay, xir Iy 16p t& bao md, cho bam dinh
vao vat chira nuéi cAy nhu binh nuéi cdy, bang trypxin, va thu gom té bio m& da qua xur
ly, hodc thu gom lugng nhé té bao m&, duogc tao hdn dich trong nudc mudi sinh ly, st

dung dao nao.
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Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit “lam tré hoa té bao gbc” c6 nghia 1a lam cho
kidu hinh cta té bao gdc trung méd ciia ngudi gia twong tu véi kiéu hinh cta té bao gdc
ctia ngudi tré. Kiéu hinh bao gém hinh thai cua té bao, téc do ting sinh cia té bao, hoat
tinh telomeraza, mtrc dd biéu hién cia cac diu chuén té bao géc (Oct4, SSEA-1, Tra 1-
60, Tra 1-81, Nanog v.v.), va kha ning biét hoa ciia té bao gdc. Theo sang ché, t6t hon
néu té bao gbe trung mo cuia ngudi gia 1a t& bao duge phan 1ap tir nguoi gia trong do tudi

tr 60 dén 120 tudi.

Nhu duogc sit dung & ddy, thuét ngit “lam cho kiéu hinh cia té bao gbc trung md
ctia ngudi gia twong tu voi kiéu hinh cia té bao gbe clia ngudi tré” c6 nghia 13 trang théi
trong d6 kiéu hinh tré nén twong tw hon véi kiéu hinh ciia té bao gbc tir md ctia ngudi tré
s0 v6i kiéu hinh trong 14n cAy chuyén thtr nhét trong d6 t& bao gbc trung mé ciia nguoi
gia dugc phan l4p hodc trang thai trong d6 kiéu hinh tré nén tuong tu hon véi kiéu hinh
cua té bao gdc cua ngudi tré so vé6i kiéu hinh cia t& bao gde trung mod duoc nudi chy

trong cac moi truong khac vai moi truong nudi cdy theo sang che.

Theo sang ché, ché phim méi trudng c6 thé con chira insulin hodc yéu tb twong tu
insulin va hydrocortison, va xytokin trong ché phim mdi truong c6 thé 1a EGF
(epidermal growth factor - yéu té sinh trudng biéu bi) va/hoic bFGF (basic fibroblast

growth factor - yéu t6 sinh trudng nguyén bao soi co ban).

Chét chéng oxy héa duoc sir dung trong ché phdm méi trudng theo sang ché ¢6
thé 1a selen, vitamin E, axit ascorbic, catechin, lycopen, beta-caroten, coenzym Q-10,
EPA (axit eicosapentaenoic), DHA (axit docosahexanoic) hodic hop chét twong tu. Tt

hon, chét chdng oxy hoa c6 thé 1a selen.

Do vay, theo sang ché, nhan thiy ring FBS, bFGF va EGF la cac yéu t6 can thiét
dé nudi cdy té bao gbc mdé md tir nhitng ngudi thude tat ca cac nhom tudi. Ngoai ra, nhan
théy réng tinh da nang, tdc do biét hoa hodc hoat tinh telomeraza 1a cao hon & té bao cia
nhitng nguoi tré so v4i ¢ té bao ctia nhitng ngudi gia va té bao duge nubdi cdy trong moi
truong khong c6 FBS, bFGF hodac EGF thé hién tdc do sinh trudng, tdc do biét hoa va
hoat tinh telomeraza giam, cho thiy ring FBS, bFGF va EGF la cac thanh phin thiét yéu

cho su sinh trudéng va hoat dong cua té bao.

Hon nita, theo sang ché, nhén thiy ring téc do biét hoa té bao cua té bao gbe 1ay

tr nhoém nguoi tré va nhom ngudi gia la tuong tu gitta moi trudong khong c6 selen va moi

-6-
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truong dbi chung c6 selen. Tuy nhién, cac két qua cia phan tich hoat tinh telomeraza
gifta hai méi truong nay cho thiy rang hoat tinh telomeraza la thip hon & té bao cia
nhom ngudi gia duge nudi cdy trong moi truong khong co selen so véi & té bao ctia nhém
ngudi tré, cho thiy ring selen cin phai duge dwa vao mai trudng nudi cdy cho té bao ciia

nhiing ngudi gia dé tao ra hoat tinh telomeraza cao.

Theo mdt khia canh khac, sang ché d& xuét phuong phap lam tré hoa té bao gbc
trung md clia ngudi gia, phuong phap nay bao gdm bude nudi cly té bao gbc trung md

clia nguoi gia trong ché pham moi treong néu trén.

Mai truong co ban duogc sit dung dé nudi cdy té bao gbe trung mo c6 thé 1a moi
truong thong thuong duoc biét trong linh vuc k§ thut phit hop vé6i viéc nudi cy té bao
gbc, vi du, méi trudong DMEM, MEM hoic K-SFM. Tét hon, c6 thé 1a méi truong khong
chtra huyét thanh. Tt nhét 13, c6 thé 1a K-SFM (Keratinocyte-serum-free medium; moi

truong nudi cdy té bao simg khong chira huyét thanh).

Mai trudng dugc sir dung dé nudi cdy té bao gbe trung mo co thé dugc bd sung
cac chét phu gia duoc biét trong linh vuc k§y thuat dé tc ché su biét hoa té bao gdc trung

mo trong khi thiic day su ting sinh cta céc kicu hinh chua dugce biét hoa cua né.

Ngoai ra, mdi truong c6 thé chira chit dém trung hoa (vi du phosphat va/hodc
bicarbonat ndng dd cao) trong dung dich déng trvong va dudng chét protein (vi du huyét
thanh nhu FBS, chét thay thé huyét thanh, albumin, hodc cac axit amin thiét yéu va
khong thiét yéu nhu glutamin). Hon nita, méi truong nay cé thé chira cac lipit (cac axit
béo, cholesterol, chiét phdm huyét thanh chira HDL hodc LDL) va cic thanh phin khéc
dugc tim thdy trong hdu hét méi trudong gde thudc loai nay (vi du insulin hoic transferin,
cac nucleosit hodc cac nucleotit, pyruvat, nguén dudong nhu glucoza, selen & dang ion héa
hoic mudi bat ky, glucocorticoit nhu hydrocortison va/hoic chit khi nhu p-

mercaptoetanol).

Ngoai ra, nhdm muc dich ngin khong cho té bao dinh vao nhau hoic dinh vao
thanh mach, hodc tao ra cac cum 1on, ¢6 lgi néu mai trudng co thé chua cac chét chéng
tao cum, vi dy, cac chét nay dugc ban bdi hang Invitrogen (Cat #0010057AE).

Trong ) ching, mot hoac nhiéu chit phu gia bd sung dugc chon tur cac chét phu

gia sau c6 thé dugce st dung mot cach co 1gi:
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- yéu t té bao géc (SCF, Steel factor), céac phéi t& hodc cac khang thé khac ma nhi

trung hoa c-kit, va cac cht hoat hoa khac ctia ciing dudng truyén tin hidu;

- c4c phéi tir cho céac thy thé lién quan téi tyrosin kinaza khac, nhu thu thé cho yéu
t§ sinh truéng c6 ngudn gbc tir tiéu ciu (PDGF-platelet-derived growth factor), yéu t6
kich thich tao cum dai thuc bao, phéi tr Flt-3 va yéu td sinh trrong ndi md mach (VEGEF-

vascular endothelial growth factor);
- c4c yéu té lam ting cac muc dd AMP vong, nhu forskolin;
- cac yéu to gy cam tng cho gp130, nhu LIF hodc Oncostatin-M;
- cac yéu t6 sinh truéng tao mau, nhu thrombopoietin (TPO);
- c4c yéu t6 sinh trudng chuyén hoa, nhu TGFp1;
- cac neurotrophin, nhu CNTF.

C6 thé thu duge té bao gbe trung mod dé duge nudi cdy theo sang ché bang, vi du,

phuong phap dudi day.

M6 m& ciia ngudi thu duge tir phan bung bing cach hut md hodc twong tu duoc
tach va rira bang PBS. Sau d6, md dwgc cit nhé va phan hiy boi méi truong DMEM
chtra colagenaza, sau d6 dugc rira bang PBS va ly tdim & 1000 vong trén phut trong 5
phut. Loai bé dich ndi, va rira cic méanh vun con lai bang PBS va ly tdm véi te dd 1000
vong trén phit trong 5 phut. Loai bé dich ndi théng qua bd loc c6 mit ludi 100um va rira
té bao con lai bang PBS. Sau d6, nudi cdy té bao qua dém trong mdi trudng DMEM (FBS
10%, 2mM NAC, axit ascorbic 0,2mM), va sau khi nudi céy, té bao khong dinh vao binh
chira nudi cdy duoc rira bing PBS va duoc nudi cdy trong méi trudng té bao simng-SFM
(chtta NAC, axit ascorbic, canxi, rTEGF, BPE, insulin va hydrocortison) trong khi d6 thay
méi moi truong 2 ngdy mét lan. Té bao gbe trung md duoge tach ra khoi moi truong va
dugc cdy truyén, nhd d6 thu duogc té bao gdc trung md. Ngoai ra, t& bao gbc trung md

cling c6 thé thu dugc bing phuwong phap bit ky da biét trong linh vuc k¥ thuat.

Theo mét phuong an cuia sang ché, tot hon 13 selen duoc ding 1am chét chdng oxy
héa voi lugng nam trong khoang tir 0,5 dén Ing/ml. Néu ham luong selen trong mdi
truong it hon 0,5pg/L, mdi trudng s& nhay véi doc tinh oxy, va néu ham luong selen

nhidu hon 10pg/L, n6 s& gdy ra doc t6 té bao nghiém trong.



26226

Theo sang ché, yéu té twong tu insulin c6 thé duge st dung lam phan tir thay thé
cho insulin. Yéu td nay c6 chtrc ning l1am ting cudng su chuyén hoéa glucoza va chuyén
hoa protein dé thic ddy su sinh trudéng té bao. Tt hon 13, IGF-1 (insulin-like growth
factor-1 - Yéu t6 sinh truéng twong tu insulin-1) tai t6 hop dugc sir dung trong sing ché.
Tét hon 12 ham lwong cta yéu td twong tu insulin trong mdi trudong nim trong khoang tir
10 dén 50ng/ml. Néu ham lugng cua yéu t6 twong tu insulin nho hon 10ng/ml, thi s& x4y
ra sy chét t& bao theo chuong trinh, va néu ham luong yéu té twong ty insulin nhiéu hon

50pg/L, n6 s& gy ra doc tinh té bao va lam gia tang chi phi cho méi trudng.

Ngoai ra, theo phuong 4n cia sang ché, yéu té sinh trudng biéu bi (EGF) duoc sir
dung trong mdi truong. EGF ¢6 thé gay ra su ting sinh céac loai té bao khac nhau in vivo
va tét hon 12 EGF tai t hop. Tt hon, ham lugng EGF trong mdi truong 1a tir 10 dén
50ng/ml. Néu ham luong EFG trong méi trudng nhé hon 10ng/ml, né s& khong cé tac
dung dac biét nao, va néu ham luong EGF nhiéu hon 50ng/ml, thi n6 s&€ gay doc cho té

bao.

Ngoai ra, theo sang ché, yéu t sinh trudng nguyén bao soi co ban (bFGF) dugc st
dung trong méi trudng. Yéu td nay c6 thé 1am ting sinh céc loai té bao khac nhau in vivo
va t6t hon 14 bFGF tai td hop. Tét hon 1a ham luong bFGF trong mdi trudng nam trong

khoang tir 1 dén 100ng/ml.

Theo mot vi du cta sang ché, c6 thé nhan thiy rang FBS, bFGF va EGF la cac yéu
t6 thiét yéu cho viéc nudi ciy té bao gdc md md tir nhitng ngudi thude tat ca cac nhoém
tudi. Cu thé 13, su thiéu hut bFGF dugc nhin théy c6 anh hudng quan trong dbi voi viee
nudi cdy té bao gbc md md. Ngoai ra, con nhan thiy ring tdc do sinh trudng cua té bao

gia tang khi d6 tudi ctia nhitng ngudi ma tir d6 té bao duge phan 1ap giam

Theo mdt vi du khac nfta cia sang ché, nhan théy réng FBS, bFGF va EGF la cac
yéu tb quan trong dé x4c dinh hoat tinh telomeraza cua té bao géc md md. Ngoai ra, con
c6 thé thiy rang hoat tinh telomeraza 13 cao hon ¢ té bao clia nhitng ngudi trong d6 tudi
20 va té bao dugc nudi cdy trong mdi trudng khong chira selen c6 hoat tinh telomeraza
thap. Ngoai ra, cling nhan thiy ring, néu té bao géc md md cia nhitng nguoi gid duoc
nudi cdy trong moi truong chira selen, thi chiing c6 thé c6 hoat tinh telomeraza twong tu

v61 hoat tinh cta t€ bao goc mé md duogc lay tir nhitng nguoi tré.
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Vi du thwe hién sang ché

Sau day, sang ché dugc mo ta chi ti€t hon vadi viée vién dan dén céc vi du. S€ 1a
hién nhién ddi v6i nguoi c6 hi€u biét trung binh trong linh vuc rang céc vi du nay chi
nham muc dich minh hoa va khong dugc hicu 1a dé giéi han pham vi bado hd cua sang

che.
Vidul
Phén 13p t€ bao gdc trung md ¢d nguodn goc tr mé md clia ngudi

M6 m& dugc phan ldp tu bung cua ngudi bénh & do tudi 20, 30, 70 va 80 béng
cach hit m& bung va rira bang PBS. M6 m& da rira dwoc cit nho va phan hity bing moi
truong DMEM chira colagen typ 1 (Img/ml) ¢ nhiét 46 37°C trong hai gié. M6 m& dugc
xtr Iy bang colagen duoc rira bing PBS, va sau d6 duoc ly tim & tdc d6 1000 vong/phut
trong 5 phut. Loai bo dich ndi, sau do rira cac vién té bao con lai bang PBS va ly tdim &
tbc d6 1000 vong/phut trong 5 phut. Mo da ly tam duge loc qua ludi loc ¢ 186 100pm dé
loai bo dich ndi, va sau d6 rira bing PBS va nudi cdy qua dém trong méi truong DMEM
chtra 10% FBS, 2mM NAC (N-axetyl-L-xystein) va 0,2mM axit ascorbic.

Sau d6, té bao khong bam dinh duoc rira bing PBS, va tiép d6 dugc cdy truyén
trong mdi truong té bao simg-SFM (RKCM) chira 5% FBS, 2mM NAC, 0,2mM axit
ascorbic, 0,09mM canxi, 5Sng/ml rEGF, Spg/ml insulin, 10ng/ml bFGF, 74ng/ml
hydrocortison va 1ng/ml selen dong thoi thay méi méi trudong nay hai ngay mot lan. Sau
khi t& bao duoc cdy truyén 3 1an, phan tich hoat tinh cta té bao gbc md md tir ngudi trong
do tudi 20, 40, va 70.

Pé phan tich hoat tinh ciia t& bao gdc, hinh thai vi md, ddu chuén biét hoa, hoat
tinh clia telomeraza, chiéu dai ctia diém cudi nhidm sic thé (telomere) va kha ning biét
hoa cua té bao gbc duoc danh gia.

Két qua 13, phat hién ra ring t& bao gbc m6é m& dwoc phan lap tir ngudi trong do

tudi 20, 40, va 70 c6 hoat tinh tuwong tw sau khi chung dugc cy truyén 3 lan.
Vidu?2

Xac dinh cac thanh phdn méi truong 1am tré hoa té bao gbc
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Chudn bi méi truong khong chtra mét trong cac hop chat FBS, NAC, axit
ascorbic, canxi, rEGF, Sug/ml insulin, bFGF, hydrocortison va selen, la cac thanh phén
hoat tinh dugc bd sung vao mdi truong RKCM duge sir dung trong vi du 1. Ngoai ra,
kiéu hinh cta t& bao gbc m6é md tir ngudi bénh & do tudi 20, 30, 70 va 80 trong moi

truong khong chira mdi trong sb cac thanh phan hoat tinh duoc phan tich.

Chuan bi cac méi truong sb 1 dén 10. Mbi trudong s6 1 12 mdi truong RKCM, va
mdi truong sb 2 dén 10 1a cac méi trudng khong chira mdi trong sé cac thanh phan hoat
tinh trong moi trudng RKCM. Céc thanh phan hoat tinh khong c6 mit trong mdi trudng

duoc thé hién trong bang 1 duéi déy.

Béang 1

MBoi truong s6 | Cac thanh phan hoat tinh khéng ¢6 mit trong méi truong RKCM
1 Khong
2 FBS
3 bFGF
4 Insulin
5 Hydrocortison
6 EGF
7 axit ascorbic
8 NAC(N-axetyl-L-xystein)
9 Selen
10 EGF/bFGF

(1) Quan sat hinh thai va téc d6 ting sinh

Té bao gdc mdé m& dwoc phan lap tir ngudi bénh ¢ d6 tudi 20, 30, 70 va 80 bing
phuong phéap néu trong vi du 1 dugc cy truyén 4 1an, va hinh thai cta chung duoc quan
st bang kinh hién vi (Fig.1 va Fig.2). Ngoai ra, s§ luong té bao trong mdi l4n cdy truyén

dugc do bang mdy dém t€ bao méu dé xac dinh toc do tang sinh cia t€ bao.

Fig.3 va Fig.4 thé hién cac muc d6 nhan ddi cia quén thé té bao (cell population
doubling levels - CPDLs) ctia té bao tir ngudi tré tudi (trong do tudi 20 va 30) va tir ngudi

gia (trong d6 tudi 70 va 80), dugc nudi cdy trong 10 mdi trudong khac nhau, va thé hién
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CPDL lén luot theo do tudi va moi trudng. Nhu ¢6 thé thdy trén cac hinh vé nay, CPDL
cta té bao gde trung mo ctia md md tir ngudi tré tudi (trong do tudi 20 va 30) va tir nguoi
gia (trong do tudi 70 va 80), dugc nudi cdy trong 10 mdi trudng khac nhau, mdi moi
truomg chira 10 thanh phan hoat tinh, cao hon theo thir tw vé do tudi 20, 30, 70 va 80,
ngoai trir cic moi trudong s6 2 va 10. Toc do sinh trudng cua té bao khac nhau mét chut
gifta cac mdi trudong va cao nhét trong méi trudng sd 1, 6 hodc 7 va thap nhat trong mbi

trudong so 2.

Hinh thai hodc téc do ting trudng cua té bao gbc mé md duoc nudi cdy trong 10
mdi trudng khac nhau dugc quan sat, va két qua 13, ¢6 thé nhan thiy ring cac thanh phin
khong ¢6 mit trong cic moi trudong s 2, 3 va 10 1a cac yéu td cin thiét dé nudi cy té bao
gbc trung mé cliia md md tir ngudi & tit ca cac nhom tudi va thanh phin khong c6 mit
trong méi truomg sé 3 ¢6 anh hudéng quan trong hon dén qua trinh nuodi chy té bao gbc
trung md clia mdé md so véi cac thanh phan khoéng co6 mit trong mdi trudng sd 2 va 10.
Ngoai ra, nhan thiy ring tdc do ting truéng cua té bao ting khi do tudi cia ngudi bi ldy
té bao giam.

(2) Phan tich hoat tinh cta telomeraza

Té bao géc md m&d dugc phan 1ap tir nguoi bénh & do tudi 20, 30, 70 va 80 bing
phuong phap néu trong vi du 1 dugc ciy truyén trong 5 méi trudng khac nhau (sb 1, 2, 3,

9 va 10) trai qua 3 14n cdy chuyén, va sau d6 phén tich hoat tinh telomeraza ciia té bao.

Té bao gbc trung md c6 ngudn gbe tir md md duge nudi cdy trong mdi truong
dugc rira bang PBS, va sau d6 dugc phan cét bang moi truong DMEM chira colagenaza &
nhiét d6 37°C trong hai gio. Sau d6, té bao duoc rira bang PBS, va tiép d6 dugc ly tim &
tbc d6 3000 Xg trong thoi gian 10 phut. Loai b6 dich ndi, va té bao con lai duoc ly giai
bang dém ly giai trong kit Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA (Roche) va dugc dé
tinh trén nudc da trong thoi gian 30 phut. Dich ly giai té bao dugc ly tim & téc do 16.000
xg trong thoi gian 20 phit, va mot phan dich ndi duoc trén véi hdn hop phan tng co
trong kit va dwa vao phan tng PCR trong cac diéu kién sau: kéo dai chudi & 25°C trong
10 phut, bat hoat & 94°C trong 5 phut, bién tinh & 94°C trong 30 gidy, gin mdi & 50°C
trong 30 gidy, va polyme hoéa & 72°C trong 90 gidy. 5ul miu dugc khuéch dai bing PCR
dugc cho phan ng v6i 251 chat phan @ng bién tinh, c6 trong kit, & nhiét d6 trong phong

trong thoi gian 10 phut, va sau d6 duge tron v6i 225ul dung dich lai hoa. 100ul hdn hop
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dugc phan phdi vao vi dia dugc boc va duoc cho phan tmg & nhiét d6 37°C trong hai gio
& tde do 300vong/phut, va sau d6 loai bo dung dich lai hoa. Rira hén hop thu duoc vai lan
bang dém ria, va sau d6 bd sung 100ul dung dich khang DIG-POD vao va dé cho phan
ting & nhiét 6 trong phong & téc dd 300 vong/phit trong 30 phut. Tiép theo, loai bo dung
dich, va rira hdn hop thu dugc vai 1an bing dém rira. B6 sung 100ul dung dich co chit
TMB viao va dé cho phan Gng ¢ nhiét do trong phong & téc dd 300 vong/phit trong 30
phit. Sau d6, bd sung 100ul dung dich dimg phan mg vao va quan sat sy thay ddi mau
ctia hdn hgp. Khi ngimg bd sung dung dich, thi mau ctia hdn hop chuyén tir xanh sang
vang, va trong vong 30 phut, do d6 hip thu & budc soéng 450nm bing thiét bi vi dia
(ELISA).

Két qua la, nhu dugc thé hién trén Fig.5, hoat tinh telomeraza cua té bao géc mo
m& dugc nudi ciy trong nam mai truong khic nhau dat cao nhét trong mdi truong s6 9
trong truong hop té bao tir ngudi & do tudi 20 hodc 30, va té bao trong cac mdi trudng sd
2, 3 va 10 ¢6 it hodc khong c6 hoat tinh telomeraza. Trong trudng hop té bao tir ngudi
gia, t& bao duoc nudi cdy trong moi trudng sb 1 thé hién hoat tinh cao hon mét chut so
v6i té bao duge nudi cdy trong mdi trudong sd 9. Ngoai ra, trong truong hop té bao tir
ngudi gia, hoat tinh telomeraza cua té bao dugce nudi ciy trong cac méi truong sb 2, 3 va

10 1a thip.

Fig.6 thé hién hoat tinh telomeraza cua té bao tir ngudi & d6 tudi 20, 30, 70 va 80,

dugc nudi cay trong hai moi trrdng khac nhau (moi trudong s6 1 va 9).

Két qua 14, hoat tinh telomeraza cua té bao goc mé6 m& dugc nudi cdy trong cac
mdi truong 1 va 9 1a cao nhat trong t€ bao tr ngudi trong dd tudi 20 va cao hon trong té
bao dugc nudi cay trong moi tredong sO 1 so vai trong t€ bao duge nudi cay trong moi

truong 56;9, ngoai trir t€ bao tir ngudi trong do tudi 30.

Ngoai ra, khi té bao dugc nudi cdy trong cac mdi trudng 1 va 9 trai qua 4 1an cdy
chuyén, tinh da ning cia té bao duoc nudi cdy 1a cao nhit & té bao tir ngudi trong do tudi
80, trai lai hoat tinh telomeraza 1a cao nhét & té bao tu nguoi trong do tudi 20. Chi dua
vao cic két qua phan tich hoat tinh telomeraza, c6 thé nhan thy rang thanh phin khong
¢6 mit trong moi trudng sd 9 lam giam hoat tinh cua té bao gdc nhidu hon so véi thanh
phan khong c6 mit trong mdi trudng sé 1, mic di sy khac biét nay la khong dang ké.

Ngoai ra, phét hién ra rang khi t€ bao to nguoi gia dugc nudi cay trong moi truong chira
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thanh phan khong c6 mit trong mdi trudong sd 9, thi t& bao c6 thé c6 hoat tinh tuong tu
v6i hoat tinh ctia t€ bao tir ngudi tré tudi, ching to ring thanh phan nay 1a mot thanh

phin quan trong.

Ngoai ra, t€ bao dugc nudi cay trong cac mdi truong 1 va 9 trdi qua 4 lan cay
chuyén va trdi qua 6 lan cay chuyén, va sau d6 danh gia sy thay do6i vé hoat tinh

telomeraza theo so 1an chuyén cay truyén.

Két qua 13, nhu ¢6 thé nhin thiy trén Fig.7, hoat tinh telomeraza trong cdy chuyén

4 lan cao hon trong cay chuyén 6 lan ¢ tat ca cdc nhom tudi va hai moi truong.
(3) Phan tich su bic€u hién cia dau chuan té bao goc

Té bao gbc md m& duoc phan 1ap tir ngudi & do tudi 20, 30, 70 va 80 bang phuong
phap néu trong vi du 1 duoc cy truyén trong cac mdi truong 1 va 9 trai qua 3 lan ciy
chuyén, va sau d6 dugc sinh trudng dén muc hop luu 90%. Sau khi loai béd moi truong, té
bao gbc m6é m& da sinh trudng duoc rira mot hozc nhiéu 1an bing PBS, va sau d6 duoc ly
giai bang dém ly phai (Intron Biotechnolgy, Sungnam, Korea) dé tach ARN, va ARN
tach dugc tir té bao bang cach sir dung kit tach tong s (Intron Biotechnolgy). ARN tach
dugc duge chuyén thanh cADN (kit tong hop cADN cia Intron Biotechnology), sau do
cADN dugc dua vao chay PCR st dung cic doan mdi dugc thiét ké ddi véi cac dau
chuén da ndng oct-4, Nanog va Rexl1. San phém PCR duogc chay di¢én di va dinh lugng

bing méay phan tich hinh anh.

Két qua 13, nhu 6 thé thiy trén Fig.8, t& bao gbc md m& dugc nudi ciy trong cac
mdi truong 1 va 9 déu thé hién cac ddu chuin da nang oct4, nanog va Rex1, mdc du su
khéc biét v& su biéu hién cac diu chuédn da nang gilta té bao géc la dang ké. Mirc d6 biéu
hién cta cac ddu chuan cao hon & té bao tir ngudi trong do tudi 80 so v6i té bao tir ngudi
& cac nhom tudi khic. Ngoai ra, miic do biéu hién cao hon trong méi trudng s6 9 so véi
mbi trudng sd 1 trong truong hop chi té bao tir ngudi trong d6 tudi 30, va cac nhom tudi

khac thé hién cac muc d bi€u hién dau chuan tuong tu.

Ngoai ra, té bao goc trung moé cua mé md dugc nudi cay trong cac mdi truong 1
va 9 bi€u hién dau chuan da ndng oct4, nanog va Rex1, médc du mic do bic€u hién cia cac

du chuén 1a dang ké gitra t& bao gdc (Fig.9). Mitc do biéu hién ciia diu chudn 12 cao hon
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¢ té bao tir ngudi trong do tudi 80 so vdi ¢ t€ bao tir ngudi ¢ cac nhom tudi khac va cao
hon trong moi trudng so 9 so v6i trong moi truong so 1 trong tat ca cac nhom tudi.

(4) Phén tich kha nang biét hoa

Té bao gdc md md duge phan lap tir ngudi & do tudi 20, 30, 70 va 80 bang phuong
phap néu trong vi du 1 duoc cdy truyén trong 5 méi trudong khac nhau (86 1, 2, 3, 9 va
10), va sau d6 dugc nudi cy trong méi truong NH Adipodiff (méi trudng biét hoa té bao
m®) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) trong cac diéu kién 37°C va 5%
CO, trong thoi gian 21 ngay trong khi mdi trudng biét hoa té bao md dwoc thay méi 2
ngay mot 1an. 21 ngay sau khi bit diu nudi cdy t& bao m& trong mdi trudng biét hoa té
bao m&, kha ning cia té bao gbc mé m& biét hoa thanh té bao mo duge phan tich bing

nhudm dau res O.

Két qua 1a, nhu thé hién trén Fig.10, quan sat duoc giot m& (dic diém dic trung
cho su biét héa té bao md md) cling v6i viéc nhudm dau res O trong té bao, c6 ngudn gbc
tir tt ca cac nhom tudi va duoc nudi cdy trong tit ca mdi trudng. Fig.11 thé hién két qua
dinh lugng su biét hoa té bao mdé md. Nhu ¢6 thé dugc thy trén hinh v& nay, tdc do biét
héa cao hon theo thir tw trong cdc mdi trudng s6 9, 1 va 3 va tuong ty gitta méi truong sb

2 va 10. Ngoai ra, tc dd biét hoa cao hon theo thir tu v& do tudi tir 30, 20, 70 va 80 tudi.

Muc d§ biéu hién clia cdc ddu chudn bi¢t héa t& bao mdé m& PPARr, LPL v
FABP4d dugc phan tich bing RT-PCR ¢ muc do phan tir. Két qua 13, nhu duoc thé hién
trén Fig.12, mirc d6 biéu hién cao hon mot chit & nhom ngudi tré tudi so v6i nhom ngudi
gia, mac du su khac biét vé mirc do biéu hién gifta céc ca thé 1a déng Kké. Ngoai ra, muac
do biéu hién Ia twong ty gifta cc moi truong hodc cao hon mot chut trong cac méi truong

so2vao.

Tir cac két qua dugec md ta trén ddy, nhan thdy rang cac thanh phan hoat tinh
khong c6 mit trong mdi trudng s6 2, 3 va 10 1a cac yéu td can thiét dé nuoi ciy té bao
gbc trung mo clia md md tir ngudi & tit ca cac nhom tudi. Ngoai ra, cling nhan thiy ring
tinh da nang, tdc do biét hoa hoic hoat tinh telomeraza 13 cao hon & té bao tir nguoi tré
tudi so vi & té bao tir ngudi gia va té bao duge nudi cdy trong cac moi truong 2, 3 va 10
thé hién toc do sinh trudng, tdc do biét hoa va hoat tinh telomeraza giam, ching té réng
cac thanh phan hoat tinh khong c6 mit trong cac mdi trudng nay 1a cac yéu td cén thiét

cho su sinh trudng va hoat tinh ctia té bao.
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Hon nita, nhan thiy ring tbc do biét hoa té bao trong mdi truong sb 9 khong chira
selen 1a twong tu gitta nhém ngudi tré tudi va nhém ngudi gia, nhung cac két qua vé phan
tich hoat tinh telomeraza giita hai méi trudng ndy chi ra rang hoat tinh telomeraza la thip
hon trong t& bao cia nhom ngudi gia duoc nudi cdy trong mdi truong sb 9 khong chira
selen so v&i té bao clia nhém ngudi tré tudi, ching t6 ring selen khong ¢6 mit trong mdi
truong s& 9 cin phai ¢ trong méi trudng nudi cdy té bao tir ngudi gia dé tao ra hoat tinh

telomeraza twong tu véi hoat tinh ctia té bao dwoc nudi cy trong mai truong s6 1.
Kha nang ing dung trong cong nghiép

Theo sang ché, ngay cé khi t& bao gbc trung mo thu dugc tir ngudi bénh trén 60
tudi c6 thé dugce chuyén thanh té bao gdc trung md tré c6 kha ning biét héa cao, c6 hoat
tinh telomeraza cao, va kha nang biéu hién cac diu chudn té bao géc cao. Do do, sang ché
c6 thé 1am ting ddng ké hidu qué cua lidu phap didu tri bang té bao c6 st dung té bao gbc

trung mo.

Mac du sang ché dugc mo ta chi tiét béng cach vién dan dén cac déu hiéu cu thé,
nhung sé& 14 hién nhién d6i véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ring ban mo
ta nay chi dé& cap dén cac phuwong an duoc uu tién va khong lam gi6i han pham vi bao hd
ctia sang ché. Do d6, pham vi bao hd quan trong cta sang ché s& duoc xac dinh bing cac

diém yéu cau bao hd di kem va cac dang twong duong ctia ching.
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YEU CAUBAO HO
1. Phuong phap 1am tré hoa té bao gbe trung mé tir ngudi gia, phuong phap nay bao gdm

cac budc:

nudi cdy té bao gdc trung mé tir ngudi gia trong ché phdm mai trudong chira huyét
thanh bao thai bo - FBS(fetal bovine serum), 0,5 dén Ing/ml selen, NAC (N-axetyl-L-
xystein), 10 dén 50ng/ml yéu t6 sinh truong biéu bi- EGF (epidermal growth factor), 1
dén 100ng/ml yéu té sinh truéng nguyén bao soi co ban- bFGF (basis fibroblast growth
factor), insulin hodc yéu t6 twong tu insulin va hydrocortison, trong d6 ngudi gia la ngudi

trong do tudi tir 60 dén 120 tudi,
trong do6 viéc lam tré héa noéi trén 1a mot hodc nhi€u trong so cac dic tinh sau:

(i)  thuc diy toc do tang sinh;
(i)  gia tang hoat tinh cta telomeraza;
(iii) gia ting mtrc d6 biéu hién cta diu chudn da ning; va

(iv) gia tang kha ndng biét hoa.
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Fig.1

A)
Do tudi 20 (P4)
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Fig.2
A)
Do tudi 70 (P4)
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B)
Do tudi 80 (P4)

Mai truong 1 Moi truong 2 Mai truong 3 Mdi truong 4 Mai trudng 5 MOi truong 6 Mdi truong 7 Mai truong 8 Mbi trudng 9 Mo truong 10
! . ; . g —

=

-19-



26226

Fig.3
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Fig.5
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Fig.6
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Fig.7
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Fig.8
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Fig.10
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Fig.11
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Fig.12
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