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DUQC PHAM CHUA TE BAO NAY VA PHUONG PHAP IN VITRO BE NUOI
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(57) Sang che dé cap dén té bao than kinh c6 thé nhan rong duoc phén lap & nguoi, trong
do té bao la té bao sinh san hoac té bao gbc, duy tri kha nang biét hoa thanh te bao than
kinh, té bao hinh sao va té bao than kinh dém it gai, duy tri kha ning biét héa té bao dong
té bao than kinh dém it gai hiéu qua trong cac giai doan tiép theo, va té bao biéu hién it
nhat 13 khang nguyén bé mit té bao CD133 va CD140a. Sang ché ciing dé xuat phuong
phap nubi cay té bao sinh san hodc té bao than kinh c6 the nhan rong dugc phan 1ap tir he
than kinh trung wong cua dong vat co v, va ty nuodi cay, trong d6 té bao nay duy tri kha
ning biét hoa thanh t& bao than kinh, t& bao hinh sao va té bao than kinh dém it gai va kha
ning biét hoa té bao dong té bao thﬁn kinh dém it gai hi¢u qua.
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Linh vuwc k§ thuat dwoc dé cap

Séang ché dé cap dén t6i linh vuec sinh hoc té bao ctia cac té bao gbc than kinh va
céc t& bio sinh san thin kinh. Cu th hon, sang ché d cap dén mot qudn thé thuin
ching hoic dugc lam gidu cta té bao than kinh gbc va/hoic té bao sinh sin than kinh,
cu thé 13, t& bao thin kinh c6 thé nhan rong duge phan 1ap & ngudi co kha niang bigt
hoa thanh dong cac t& béo than kinh dém it gai in vitro, thich hop dé str dung trong
nghién ctru sinh hoc, sang loc thudc va diéu tri bénh cho con nguoi. Sdng ché cling deé

cap dén phuong phap in vitro d& nuéi cdy va dugce phim chtra té bao nay.
Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Trong qué trinh phat trién ctia hé théng than kinh trung wong, cac té bao gdc
than kinh da niang nguyén thiry (NSC) ting sinh, nhanh chéng phan chia t& bao sinh
san ma cubi cung biét hoa thanh céc dang t& bao khac nhau dé tao nén ndo clia ngudi
trudng thanh. Hé than kinh trung wong cta ngudi truong thanh chi yéu bao gbm cac té
bao thin kinh va cc té bao thin kinh dém, bao gdm té bao hinh sao va t& bdo than
kinh dém it gai. C4c té bao sinh san cho t& bao thin kinh, t& bao hinh sao va t€ bdo
than kinh dém it gai bat ngudn 1An luot tir cac té bao gdc than kinh trong bd ndo dang

phat trién (xem Fig.1).

Céc té bao sinh san thin kinh hinh thanh d4u tién va biét héa thanh nhiéu loai té
bao than kinh. Té bao hinh sao phét trién thir hai va c6 chirc ning hd tro su ton tai clia
t& bao than kinh. Cudi cling, céc té bao thin kinh dém it gai sinh san bat diu xuét hién
va di tri qua hé than kinh trung wong. Sau d6, chung biét hoa thanh t& bao than kinh
dém it gai trudng thanh, sinh ra myelin cAn thiét cho chtrc ning t& bao than kinh thich
hop.

Do té bao than kinh dém it gai déng mot vai trd quan trong trong viéc hd tro hé
than kinh trung wong nén quin thé t& bao than kinh dém it gai thudn ching hodc duge
lam giau hodc cac t€ bao sinh san cua ching (vi dy, cac té bao tién sinh san cta té bao

than kinh dém it gai va/hoic té bao sinh san cta té bao than kinh dém it gai) s& c6 ich
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cho cac li€u phap t€ bao va y hoc tai tao nhu trong diu tri rdi loan than kinh bao gdm
cac bénh bam sinh hily myelin (vi du, bénh Krabbe hodc bénh Pelizacus-Merzbacher),
tén thwong tiy sdng va cac tinh trang bénh khac gy ra do cic thiu hut trong vo
myelin bdo v€ cac t& bao thdn kinh. Cac té bao niy ciing c6 thé duoc str dung cho
nghién ctru va xac dinh cc dugc chit méi dé didu tri nhiéu rdi loan than kinh nhu

bénh da xo cimg va tAm than phan liét.

Céac t€ bao than kinh it gai truong thanh khong tang sinh va khong tdn tai t6t
trong nudi cdy, va kha ning dé thu dugc cac té bao than kinh it gai truc tiép tir cdc mau
md voi sb lugng du dé sir dung trong nghién ctru hodc diéu tri bénh cho con nguoi la
v cung kho khan. Vi vy, viéc st dung céac t€ bao than kinh dém it gai cho cdc muc

dich nay bi han ché boi su thiéu hut v& tinh kha dung cia céac té bao nay.

Mot giai phép cho van d& nay bao gdm viéc thu cac té bao gbc than kinh
va/hodc t€ bao sinh san than kinh tir md, nhan rdng cac t€ bao trong nudi céy dé thu
duoc mot sb luong du 16n cac té bao ma sau d6 c6 thé biét héa thanh cac té bao thin
kinh dém it gai. Qua4 trinh biét hoa cé thé din ra hodc in vitro hodc in vivo, nhu trong
trudmg hop cdy ghép. Diéu nay sé& tao ra mot quin thé té bao than kinh dém it gai hogc
té bao sinh san cta ching hodc cic té bao trude sinh san dé str dung trong nghién ctiru

va diéu tri bénh cho con nguoi.

Tuy nhién, cac nha khoa hoc di rAt nd luc dé xac dinh diéu kién nudi céy ma
cho phép nuoi cAy lau dai va nhan rong s6 lugng cua cac té bao sinh san than kinh dém
it gai va/hodc trudc sinh san cua té bao - dic biét 1a tir ngudi va dong vat linh trudng
khong phai con nguoi — trong do quin thé té bao duoc nhan rong thu dugc chu yéu bao

, g@)m céc t€ bao gift lai kha ning biét hda thanh cac té bao than kinh dém it gai.

Mot s6 nha khoa hoc cho réng viéc thu duge té bao sinh san cta té bao thin
kinh dém it gai tir chudt (Raff va cong su, J. Neurosci, 3:1289, 1983; Raff va cong su,
Nature, 303 :390, 1983; Espinosa de los Monteros va cong su, Proc Natl. Acad. Sci.
M, 90 :50, 1993). Céc té bio sinh sin cta té bao thin kinh dém it gai ting sinh nay
dugc biét nhu 13 t& bao sinh sin O-2A vi ching ¢6 kha ning biét hoa in vitro thanh té
bio thdn kinh dém it gai hodc t& bao hinh sao typ 2. Cac nha khoa hoc khéac dd xac
dinh dugc té bao trudc sinh san cta than kinh dém it gai ctia chudt trong nudi céy co

ban (Gallo, Armstrong RC, J. Neurosci, 5 :394, 1995; Grinspan, Franceschini B, J.
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Neurosci Res, 41:. 540, 1995; Decker va cong sy, Mol. Cell. Neurosci., 16 :422,
2000). Céc té bao nay dugc cho la té bao sinh san cta t& bao thin kinh dém it gai va
dwoc mong doi s& ¢ loi hon trong liéu phép t€ bao vi kha nang di tra vuot trdi cua
chiing so v6i té bao sinh san ctia té bao than kinh dém it gai. Khong may, cac nha khoa
hoc d3 khong thé nhan rong hidu qua céac té bao nay trong thoi gian dai trong in vitro.
Nguoc lai, cac nha khoa hoc cho r%mg viéc nudi céy t& bio sinh san O2A nudi tir than
kinh thi giac hodc tuy séng cua chudt bang moi truong diéu kién B104 hoic céc td hop
sinh truong nhu (i) yéu t6 sinh trudng liy duoc tir tiéu cAu AA (PDGF-AA) ¢6 yéu t6
sinh trudng nguyén bao sgi co ban (bFGF hodc FGF co ban) va neurotrophin-3 (NT-
3), hogc (ii) PDGF-AA c6 yéu t6 kich thich thin kinh c6 mao (CNTF) va NT-3. Tuy
nhién, khong ai thanh cdng trong viéc nhan rong loai t& bao nay tir mo6 cta dong vat

linh truong sir dung céc yéu t6 sinh truong nay.

Do d6, vAn con rat kho khan dé thu duoc va nhan rong qudn thé thuan ching
hodc lam giau cua té bao than kinh dém it gai va /hodic cac t€ bao sinh san cua chiing
tir dong vat ¢6 vl ngoai chudt hodc chudt nhét va dic biét khé khin dé thu duoc va
nhan rong cac t€ bao nay tir ngudi va dong vat linh truong khong phai con ngudi. Do
d6, tdn tai mot nhu cAu rit 16n ddi cac phuong phép tao ra cac quan thé thuan ching
hodc lam giau cua céc té bao géc than kinh cta dong vat ¢6 va hodc céc té bao sinh san

c6 kha ning biét hda thanh dong té bao than kinh dém it gai in vitro.
Ban chit k§ thuit ciia sdng ché

Séng ché nay dé cap dén t& bao thin kinh c6 thé nhan rong dugc phan lap &
nguoi, trong do té bao duy tri kha ning biét hoa 1a té bao sinh san hoic té bao goc,
trong d6 t& bao duy tri kha ning biét hoa thanh t& bao thin kinh, t& bao hinh sao, va té
bao thin kinh dém it gai, trong d6 té bao duy trl kha ning biét hoa thanh dong t€ bao
than kinh dém it gai hiéu qua trong qué trinh tiép theo, va trong d6 t& bao biéu hién it

nhét 12 khang nguyén ctia bé mit té€ bao CD133 va CD140a.

Sang ché nay ciing d& cap t6i phuong phép in vitro @2 nuoi ciy té bao cb thé
nhéan rong, trong do t& bao nay 1a té bao sinh san hoic té bao gbc duoc phan 1ap tr hé
than kinh trung wong ctia dong vat c6 vu, trong do t€ bao nay duy tri kha ning biét hoa
thanh cac t& bao thin kinh, t& bao hinh sao va t& bao than kinh dém it gai va kha ning

biét héa thanh dong té bao than kinh dém it gai hiéu qua, trong d6 phuong phép bao
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gdm phén 14p va tach it nhat mot t€ bao tir md than kinh clia thai nhi véi nhiét d6 37°C,
trong khi gdbm 1-20% O, va 5% CO, va trong mdi trudng nudi ciy khong c6 huyét
thanh duoc x4c dinh hoa hoc, trong d6 méi trudng bao gdm it nhat 1a Sng/ml PDGF-
AA, 0,5ng/ml bFGF, va 10uM 1-thioglyxerol; va chuyén t€ bao dé thu duoc té bao

than kinh ctia nguoi c6 theé nhan rong.

Sang ché nay con d& cap dén nuoi cly in vitro bao gdm it nhat mot & bao than
kinh duogc phéan 1ap thu dugc tir hé than kinh trung wong clia dong vat cé vu, trong dé
t€ bao ngap trong mdi trudng nudi ciy khong c6 huyét thanh duoc x4c dinh héa hoc
duoc x4c dinh hoa hoc cé it nhat 13 Sng/ml PDGF-AA, 5ng/ml bFGF, va 10pM 1-
thioglyxerol.

Séng ché nay con dé cap dén duoc phim cua té bao gbc than kinh bao gdm té

bao than kinh c6 thé nhan rong duogc phan 18p & ngudi.

Sang ché nay con & cap dén nuodi cly in vitro v nhan rong té bao gdc than
kinh va/hoic té bao sinh san dugc phéan lép tir hé than kinh trung wong ctia dong vat co
vi, trong d6 t& bao duge nudi cAy va nhan rong nay duy tri kha ning biét héa thanh
dong té bao than kinh dém it gai. Nudi chy té bao trong séng ché nay 1 nudi cdy bam

dinh.

Sang ché nay con dé cap dén quan thé thuln chiing hoic duoc lam gidu duoc
phan lap cua té bao gbc than kinh trung wong cia dong vat c6 va duoc phan 1ap
va/hodc t& bao sinh san thin kinh c6 kha ning biét héa thinh dong té bao than kinh
dém it gai (vi dy, nhu céc té bao 04 duong tinh voi cAu trac hinh mang nhén nhu duoc
minh hoa trong Fig.7 va Fig.15) in vitro.

Sang ché nay con & cap dén su nhan rong va biét hoa dong t& bao than kinh
dém it gai clia ddng vat c6 vu in vitro tr té bao géc than kinh va/hodc té bao sinh san
than kinh dugc phan 14p tir hé than kinh trung wong ctia dong vat c6 vi.

MO ta vin tit hinh v

Fig.1 minh hoa su phat trién cua té bao gdc than kinh va t& bao sinh san than
kinh thanh ba loai t& bao chinh trong ndo -t& bao than kinh, t& bao hinh sao va t€ bao
than kinh dém it gai.
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Fig.2 thé hién sy so sanh cac biéu hién ctia chi thi phan tir clia céc t€ bao than

gbc kinh trung wong khéc nhau;

Fig.3 minh hoa c4c hinh anh tuong phan cta té bao gdc cta thai nhi (dong #2b)
trong hinh A dén F;

Fig.4 minh hoa tbc d6 nhan rong ctia t€ bao té bao gbc cua thai nhi (dong #2b)

khi ¢6 su két hop khac nhau cta cic yéu td sinh truéng;

Fig.5 minh hoa hiéu qua ctia lidu lugng cao cia PDGF-AA (100ng/ml) va 1-
thioglyxerol vdi su ting sinh ctia céc té bao gdc cta thai nhi (dong #2b);

Fig.6 minh hoa duong cong sinh truéng cua cac té bao té bao gbc cuia thai nhi
(dong #2b);

Fig.7 m6 ta sy biét hoa tu phat clia céc té bao té bao gbe cua thai nhi trong moi

truong loai bo huyét thanh trong cac hinh A dén F;

Fig.8 1a hinh anh déi pha duoc chup bing kinh hién vi ngugc pha thé hién hinh

thai ctia t& bao gbc ctia thai nhi (dong #3) & cic giai doan khéac nhau;

Fig.9 minh hoa dudng cong sinh trudng clia t& bao gdc cla thai nhi (dong #3);

Fig.10 1a hinh anh dbi pha duoc chup bing kinh hién vi nguoc pha thé hién
hinh thai ctia t& bao gbc cia thai nhi (dong 4A va 4B) & cé4c giai doan khac nhau trong
cac hinh A dén F;

Fig.11 minh hoa dudng cong sinh trudng cua t& bao gdc cua thai nhi (dong
#4A va #4B);

Fig.12 minh hoa kidu hinh mién dich cua cic t& bao gbc cua thai nhi khong
dugc biét hoa trong cac hinh A dén S;

Fig.13, tir hinh A dén H, hién thi dit liéu dém té bao chdy minh hoa ty 1& ciia
cac té bao khong duoc biét hoa (dong # 2b, giai doan 13);

Fig.14 minh hoa kiéu hinh mién dich cta cac t& bao géc cua thai nhi duoc biét
hoa (dong # 3, giai doan 15); va

Fig.15 minh hoa kha ning biét hoa ctia té bao gdc thai nhi (dong #2b, giai doan
15) trong hinh A dén E.

MO ta chi tiét hinh v&
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Fig.1 minh hoa su phat trién ciia thé bao gdc thin kinh va t& bao sinh san than
kinh thanh ba loai té bao chinh trong nfo- t& bao than kinh, t& bao hinh sao va té bao
than kinh dém it gai. Puong miii tén chi ra sy phat trién ctia mot loai té bao nay thanh
mot loai t& bao khac. Pudng nét dut tir t& bao gbc ciia thai nhi dén tién chit gi6i han
than kinh (NRP) chi ra ring té bao gbc than kinh ctia thai nhi c6 xu huéng thip hon dé
tr& nén chét than kinh. Pudng in ddm tir t bao gbc ctia thai nhi dén té€ bao 02A chi ra
ring té bao gbc cla thai nhi c6 xu hudng 16n hon dé san sinh ra dong t€ bao than kinh
dém it gai. Su da ning clia t& bao gbc clia thai nhi biét héa thanh té bao thin kinh, t&
bao hinh sao va t& bao than kinh dém it gai dugc minh hoa trong vi du 7 (xem, Fig.14).
Xu huéng t& bao gbc cua thai nhi biét hoa thanh dong té bao than kinh dém it gai duoc
minh hoa trong vi du 2 (xem, Fig.7) va vi du 8 (xem, Fig.15).

Fig.2 thé hién su so sanh biéu hién cta chi thi phan tir ctia cac té bao géc than
kinh trung wong khac nhau. Sang ché nay boc 16 kidu hinh cta té bao gdc ctia thai nhi
trong vi du 7 (xem, Fig.12 va Fig.13) va tom tit nhu vay & trong hinh nay. Nhu dugc
thao luin sau nay, t& bao gbc cua thai nhi khong gidng nhu loai té bao bét ki khac va
c6 ca céc dic didm cua t& bao gbe thin kinh va sinh san clia t& bio hinh sao typ2 cua té

bao thin kinh dém it gai (02A).

Fig.3 minh hoa hinh anh twong phan cta té bao gdc cia thai nhi (dong #2b)
trong hinh A dén F. Fig.3, hinh A 1a hinh anh déi pha duoc chup bang kinh hién vi
nguoc pha minh hoa t& bao gbc cua thai nhi (dong #2b) dugc nudi cdy trong
DMEM/F12 chita glutamin va HEPES va duoc bd sung chit bd sung B27
(Invitrogen™), axit amino khong thiét yéu (NEAA) (Invitrogen™), 1,5mM pyruvat
(Invitrogen™), 55uM B-merxaptoetanol (Invitrogen™), va 1mM N-axetyl-L-xystein
(Sigma), (trong hdn hop sau day dugc goi & “moéi truong HFSCM1M1”) v6i 20ng/ml
PDGF-AA va 10ng/ml bFGF trong may u duy tri & 37°C, 5% Oz va 5% C0x. Té bao
xuét hién tir giai doan 0, ngay thir 7. Té bao tao thanh hinh cdu va céc hinh ciu nay
duoc dit tryc tiép trén dia nudi ciy phu poly-ornitin ma khong phén ly cic hinh cau &
giai doan 1.

Fig.3, hinh B & hinh C, 1a c4c hinh anh déi pha dugc chup bang kinh hién vi
nguge pha minh hoa té bao gbc ciia thai nhi (dong #2b) duge nudi cdy nhu duge mo t
trong hinh v& cta Fig.3, hinh A trén day. Té bao 1an luot duwoc minh hoa tir giai doan

1, ngay thtt 1 va giai doan 2, ngay thir 14. Té bao dugc dit truc trén dia nudi cdy phu
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poly-ornitin dugc gén két va lan rong tlr cdc hinh ciu (Fig.3, hinh B). Té bao duoc
phan doan c6 thé nhan rong thanh cong trong diéu kién nudi cly trong giai doan tiép
theo (Fig.3, hinh C).

Fig.3, tir hinh D dén F 12 hinh anh d6i pha dwoc chup bing kinh hién vi nguoc
pha minh hoa té bao gbc ctia thai nhi (dong #2b) sau nhiéu giai doan va duogc nuoi chy
trong moi trudong HFSCMIMI1 véi 100ng/ml PDGF-AA, 10ng/ml bFGF, 10ng/ml
IGF-1 va 50uM I-thioglyxeroltrong may 0 duy tri & nhiét d6 37°C, 5% Oz, va 5%
CO,. Hiu hét t& bao gbc cua thai nhi 1a t& bao pha téi hop lai v6i cac t€ bao xung
quanh. Céc té bao phan tan tach ra tir cum c6 xu hudng biét héa tu phét thanh té bao
da phan cuc mang qua trinh (con dugc goi la hinh thai “gidng nhu mang nhén”) dic
trung v&i tién nguyén bao than kinh dém it gai hodc té bao than kinh dém it gai chua
trudng thanh (duoc chi ra bing d4u miii tén mau tréng trong Fig.3, hinh D & E) nhung
tAn sudt xudt hién thuong nhé hon 1%. Té bao duoc minh hoa trong Fig.3, hinh D, E,
va F 14n luot tir giai doan 8, ngay thr 11 va giai doan 11, ngay tht 11 va giai doan 19,
ngay thu 11.

Fig.4 minh hoa t6c d6 nhan rong cta té bao gbc cua thai nhi (dong #2b) vdi su
6 mit cta cac hdn hop khac nhau ctia cac yéu t6 sinh trudng: (1): 20ng/ml PDGF-AA
+ 10ng/ml bFGF; (2): 20ng/ml PDGF-AA + 10ng/ml bFGF + 5ng/ml NT-3; (3):
20ng/ml PDGF-AA + 10ng/ml bFGF + 10ng/ml IGF-1 ; (4): 20ng/ml PDGF-AA +
10ng/ml bFGF + 5ng/ml NT-3 + 10ng/ml IGF-1. Té bao duge thu hoach & ngay thtr 11
clia giai doan (P3D11) va dém s& lwong ctia cac té bao sdng trong ting diéu kién. Sau
do, chung dugc xt ly trong cung diéu kién duoc st dung & giai doan 3 voi cung mét
do té bao. Té bao duoc thu hoach & ngay thtt 8 cia giai doan (P4D8) va dém sb luong
té bao sbng trong timg diu kién (cac t& bao nay duoc thu hoach trudce khi chung trd
thanh hop dong phubdi vi ching bt d4u tao thanh hinh cau). Diéu kién (4) 1a hiéu qua
nhét & giai doan 3 ma khong phai & giai doan 4. Diéu kién (3) 12 hiu qua & ca hai giai
doan.

Fig.5 minh hoa tic dung cua lidu lwong cao PDGF-AA (00ng/ml) va 1-
thioglyxerol vi sy ting sinh cua té bao gde ciia thai nhi (dong #2b); duoc nudi cly
trong moi truong HFSCMIMI v6i sy ¢6 mdt ctia cac hén hop céc yéu t§ sinh truong
sau: (1): 20ng/ml PDGF-AA + 10ng/ml bFGF + Ong/ml IGF-1 ; (2): 20ng/ml PDGEF-
AA + Ong/ml bFGF + 10ng/ml IGF-1 + 50uM 1-thioglyxerol; (3): 100ng/ml PDGF-
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AA + 10ng/ml bFGF + 10ng/ml IGF-1 ; (4): 100ng/ml PDGF-AA + 10ng/ml bFGF +
10ng/ml IGF-1 + 50uM 1-thioglyxerol; (5): 100ng/ml PDGF-AA + 10ng/ml bFGF +
50pM 1-thioglyxerol. Té bao dugc thu hoach & ngay thir 7 cua giai doan 5(cac té bao
nay duoc thu hoach trude khi chung tré thanh hop dong phu trudce khi ching bét dau
tao thanh hinh ciu khi ching & giai doan 4) va dém s6 luong té bao sbng trong timg
diéu kién. Hn hop ctia 20ng/ml PDGF-AA + 10ng/ml bFGF ciing dugc thir nghi¢m,
nhung sb t& bao thu hdi duoc qué thdp d& danh gia (nho hon 1x10* dudi khoang dém
duoc) va dit liéu ctia n6 dugc loai bo khoi hinh nay. biéu kién (1) c6 thé nhan rong té
bao & giai doan 3 nhung khong thé nhan rong t& bao & giai doan 5. B6 sung 50 p 1-
thioglyxerol [diéu kién (2)] hodc ting ndéng d6 PDGF-AA dén 100ng/ml [diéu kién
(3)] ¢6 tét it hiéu qua tich cyc dbi voi tbc do nhan rong. Khi bd sung 50pM 1-
thioglyxerol va tang ndng do PDGF-AA dén 100ng/ml két hop véi [diéu kién (4)], toc
dd nhan rong t& bao duoc cai thién nhanh chéng va té bao c6 thé nhan rong thanh
cong. Khi IGF-1bi loai bo khoi diéu kién nay [didu kién (5)], toc dO nhan rong giam
xudng <1, chi ra rang IGF-1 ciing thiic ddy su ting sinh va/hodc t0n tai cia té bao gbc

cua thai nhi.

Fig.6 minh hoa dudng cong sinh trudng cua té bao gbc cia thai nhi (Dong #2b)
(vong tron m¢& voi dudong mau den). Té bao gbc ctia thai nhi (Dong #2b) ltc dau dugc
nudi cdy trong10ng/ml PDGF-AA va 10ng/ml bFGF. 10ng/ml IGF-1 dugc thém vao tir
giai doan 3. Ndng d6 PDGF-AA dugc ting tir 20ng/ml dén 100ng/ml tir giai doan 6.
Tuy nhién, ching c6 it hodc khong c6 hi€u qua dbi véi tde do nhan rong cia té bao.
50uM 1-thioglyxeroldugc thém vao tlr giai doan 7. Té bao gdc cua thai nhi (Dong #2b)
bét ddu sinh truéng nhanh chéng voi 100ng/ml PDGF-AA, 10ng/ml bFGF, 10ng/ml
IGF-1 va 50 1-thioglyxerol. 10ng/ml NT-3 dugc thém vao & giai doan 17. NT-3 lam
ting sy sinh truong cta té bio mot chit nhung hiéu qua ctia nd bién mat sau mot giai
doan. Bang nay con bao gdm dudng cong sinh trudng cia té bao gdc cua thai nhi
(Dong #2b) (P10 ngay 6: vong tron md voi dudng nét dat) va ngay thi 11 cua giai
doan 11 (P11 ngay 11 : vong tron m& véi duong chidm). Té bao dugc dong lanh co thé

nhan rong & tbc d6 tuwong ty sau khi ra dong.

Fig.7 minh hoa su biét héa tu phat cia té bao gdc ctia thai nhi trong moi trudng
huyét thanh trong hinh tir A dén F. Hinh A va B 1a c4c hinh anh twong phéan theo pha

dugc chup bfmg kinh hién vi nguoc minh hoa sy thay d4i hinh théi cta té bao géc cua



28863

thai nhi (dong #2b) & giai doan 12, ngay thtt 9 (Fig.7, hinh A & B) sau khi dugc nu6i
cly trong méi trudng HFSCMIMI duoc bd sung 20ng/ml PDGF-AA, 10ng/ml bFGF,
10ng/ml IGF-1 va 50uM 1-thioglyxerol (Fig.7, hinh A) hodc khong cé 1-thioglyxerol
(Fig.7, hinh B). Té bao gdc cua thai nhi biét hoa ty phat ma khong bd sung bFGF gifta
moi trudong thay d6i. Tham chi trong cling didu kién, t& bao gbc cta thai nhi khong biét
héa néu bFGF dugc bd sung mdi ngay va dudng nhu sinh trudng chadm chap. Ngoai ra,
té bao géc cua thai nhi dugc phong bé @ biét héa va tao thanh cum khi 40ng/ml hodc
cao hon chdt PDGF-AA dugc sit dung. Bing cich giam ndng d0 PDGF-AA tur
100ng/ml xudng 20ng/ml va khong bd sung bFGF, € bao c6 thé duoc biét hoa tu phat
thanh t& bao da phan cuc mang qué trinh véi hinh thai gidng nhu mang nhén, ma bidu
hién khang nguyén 04 (Fig.7, hinh C & D) va/hodc khang nguyén GalC (Fig.7, hinh E
& F), mot dic diém xéc dinh ctia dong té bao thin kinh dém it gai-[vi du, tién nguyén
bao than kinh dém it gai (O4-duong tinh va GalC-am tinh), té bao than kinh dém it gai
chua trudng thanh (O4-duong tinh va GalC- duong tinh)].

Fig.8 12 hinh anh d8i pha dugc chup bing kinh hién vi nguge pha minh hoa
hinh thai ctia t& bao gbc ctia thai nhi (dong #3) & cac giai doan khac nhau. Té bao gbc
than kinh théng thudong lic ddu mé rong véi sy ¢b mat cua bFGF va EGF trong 15
ngdy (xemFig.8, hinh A & ngay thtr 15 cua giai doan 0). Sau do, t€ bao duoc nudi ciy
trong mdi truong HFSCM1MI vé6i 20ng/ml PDGF-AA va 10ng/ml bFGF trong may u
duy tri & 37°C, 5% O, va 5% COa. Nong d6 PDGF-AA dugc ting dén 00ng/ml va
10ng/ml ctia IGF-1 dugc thém vao tir giai doan 4 (xem Fig.9). 50uM 1-thioglyxerol
duoc thém vao tir giai doan 8 (xemFig.9). Hinh thdi cua chung hiu nhu trd nén giéng

hét v6i dong #2b sau mot vai giai doan.

Fig.9 thé hién dudng cong sinh trudng cla t€ bao gbc ctia thai nhi (Dong #3)
(dudng tron md véi nét mau den). Té bao gbc cla thai nhi (Dong #3) ban diu duge
nudi cdy vdi su c6 mit ctia 10ng/ml EGF va 10ng/ml bFGF dé nhan rong té bao gbe
thdn kinh thong thuong. Sau d6, hdn hop yéu t sinh truéng duoc thay d6i thanh
20ng/ml ctia PDGF-AA va 10ng/ml bFGF tir giai doan 1. Thém 10ng/ml IGF-1 va
10ng/ml NT-3 vao tur giai doan 2. Dua trén céc dit liéu dugc thé hién ¢ Fig.4, NT-3
duoc loai bd tir nudi cAy nay va ting ndng @6 PDGF-AA tir 20ng/ml dén 100ng/ml tir
giai doan 4. Tuy nhién, ching c6 rat it hoic khong c6 hiéu qua d6i v6i tbe dd nhan

rong cua t& bao nhu duge thé hién trong dong #2b. 50uM 1-thioglyxerol duoc thém
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vao tir giai doan 5, va sau d6 té bao gbc cta thai nhi (Dong #3) bat dau sinh truong
nhanh chéng véi su ¢6 mit ctia 100ng/ml PDGF-AA, 10ng/ml bFGF, 10ng/ml IGF-1
va 50pM 1-thioglyxerol nhu t& bao gbc cua thai nhi (Dong #2b). Bang nay ciing bao
gdm céc duong cong sinh trudng cta té bao gbc cla thai nhi (Dong #3) dugc dong
lanh & ngay thtr 7 clia giai doan 10 (P10 Ngay 7: dudng tron m& voéi dudong nét dut).

Té bao dugc dong lanh c6 thé dugc nhén rong véi tdc do twong tu sau khi rd dong.

Fig.10 1a hinh anh d6i pha dwoc chup bing kinh hién vi ngugc pha minh hoa
hinh théi cua té bao gdc cia thai nhi (dong 4A va 4B) & céc giai doan khac nhau trong
céc hinh tir A dén F. Té bao dwoc nudi cdy trong mdi truong HFSCM1MI va 50uM 1-
thioglyxerol v&i 20ng/ml PDGF-AA, 20ng/ml bFGF va 20ng/ml cua IGF-1 (dong
#4A) hodc 00ng/ml PDGF-AA, 20ng/ml bFGF va 20ng/ml cta IGF-1 (dong #4B)
trong may U duy tri & nhiét d6 37°C, 5% Oz, va 5% COz. Ban dau, dong #4A sinh
trudng chdm hon dong #4B nhung bét dAu sinh trudng & cing tdc d6 nhu dong #4B tur
giai doan 2. Chung tré nén gin nhu dong nhét va hinh thai cta chung tré nén gin

gibng v6i dong #2b hodc #3 sau 3 giai doan.

Fig.11 thé hién duong cong sinh trudng té bao gdc ctia thai nhi (Dong #4A:
hinh vuéng mé voi dudng nét dat v #4B: hinh tron md véi duong mau den). Té bao
gdc ctia thai nhi (Dong #4A) duge nudi cly voi su c6 mit ctia 20ng/ml cia PDGF-AA,
20ng/ml bFGF, 20ng/ml, IGF-1 va 50uM 1-thioglyxerol. Té bao gbc cta thai nhi
(Dong #4B) dugc nudi cAy voi sy ¢6 mit ctia 100ng/ml ciia PDGF-AA, 20ng/ml bFGF
va 20ng/ml IGF-1 va 50uM 1-thioglyxerol. S6 lugng té bao cta ca hai dong luc dau
gidm xubng nhanh chéng va tbc d6 giam nay ndi bat hon & dong #4A. Sau tbc d6 giam
cta sb lwong té bao ban diu nay, ching nhanh chéng bat diu nhan rong. Bang nay
cling bao gdbm dudng cong sinh trudng ca t& bao g cha thai nhi (Dong #4B) duoc

dong lanh & ngay thr 6 clia giai doan (P5 Ngdy 6: hinh tron mé véi dudng nét dut).

Fig.12 minh hoa kidu hinh mién dich cta té bao gbc cta thai nhi khong dugc
biét hoa trong cachinh tir A dén S; (dong #2b, giai doan 12-16) dugc nudi céy vOi su
c6 mit ciia 100ng/ml PDGF-AA, 10ng/ml bFGF, 10ng/ml IGF-1 , va 50 uM I-
thioglyxerol, va lam bién mau duong tinh cho hodc CD133, Sox2, Nestin, Olig2,
PDGF-Ra, NG2, A2B5, PSA-NCAM, GFAP hodc Vimentin. DAPI dugc sir dung dé
phan chit nhuém nhén té bao. Céc hinh nay chi ra it nhat 90% té bao 1a duong tinh cho
CD133, Sox2, Nestin, Olig2, PDGF-Ra, NG2, A2B5 va vimentin nhung khong c6 té
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bao GFAP duong tinh. Su bién mau cia PSA-NCAM Ia hoi yéu nhung vin con hon
90% té bao trong duong tinh cho PSA-NCAM.

Fig.13, trong hinh tir A dén H, thé hién dit liéu d&m t€ bao chay minh hoa ty 1&
t& bao gbe clia thai nhi khong dugc biét hoa (dong #2b, giai doan 13). Cac bicu do
dudng ké den thé hién déi chimg isotyp va céc biéu dd mau xdm thé hién timg khéng
nguyén dugc thir nghiém. Dit liéu nay chi ra rang hiu hét cic té bao gdc cua thai nhi 12
CD133-duong tinh (Fig.13, hinh A), CD9-duong tinh (Fig.13 hinh B), CD140a-duong
tinh (Fig.13, hinh C), NG2-duong tinh (Fig.13, hinh D), A2B5 duong tinh (Fig.13,
hinh E), O4-duong tinh (Fig.13, hinh F), va PSA-NCAM-duong tinh (Fig.13, hinh G).
Khi duge thir nghiém bing hoa hoc mién dich t€ bao (dit liéu khong duoc minh hoa),
CD44 13 Am tinh (Fig.13, hinh H).

Fig.14 minh hoa kidu hinh mién dich té bao gbc cua thai nhi dugc biét hda
(dong #3, giai doan 15) dugc nudi cAy trong moi trudng chira huyét thanh trong 31 va
dwoe nhudm voi cac khang thé ma nhan ra t€ bao than kinh (BIII Tublin, Soi than
kinh-L, vA MAP2), t& bao thin kinh dém it gai (O4, MBP) va té bao hinh sao (GFAP),
iép d6 1a khang thé thtr cép huynh quang. DAPI duge sit dung dé phan chit nhudm
nhén t& bao. Té bio gc ciia thai nhi c6 thé bidt hoa thanh té bao dwong tinh cho mbi
chi thi phan tir. Pé danh gid sy ddng dinh vi cta té bao than kinh axon va myelin, té
bio duoc cling nhudm mau v6i chit khang thé khéng Bill Tublin va khing MBP khéng
thé (Fig.14, hinh A-C), khéng thé khang Soi thin kinh-L va khang thé khang MBP
(Fig.14, hinh D-F), khang thé khing MAP2 va khang thé khang MBP (Fig.14, hinhG-
1). Chi mot vai t& bao than kinh axon va myelin dudng nhu dugc ddng dinh vi. pé
danh gi4 sy dong dinh vi cua khang nguyén va MBP, t€ bao dugc cing nhudm mau
v6i khang thé O4 va khéng thé khang MBP (Fig.14, hinh J-L). Hau hét céc chi thi
phén tir cia MBP dugc ddng dinh vi v6i chi thi phan tir clia khang nguyén O4. Té bao
gbc cta thai nhi cfing c6 thé biét héa thanh té bao hinh sao ma dwong tinh véi khang
nguyén GFAP (Fig.14, hinh M-O). Ngoai ra, nhiéu t& bao duong tinh véi vimentin ma
duoc bidu hién trong nhidu té bao bidu mé bao gdm & bao hinh sao va té bao md gitta.
Hon nita, té bao khong duoc biét hoa cling duong tinh voi vimentin (dit liéu khong

duoc minh hoa).

Fig.15 minh hoa kha ning biét hoa ciia té bao gdc ctia thai nhi (dong #2b, giai
doan 15) tronghinh A-E. Té bao dugc biét hda trong DMEM/F12 chira glutamin va
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HEPES va dugc bd sung véi chit b sung B27, chit bd sung N2 va 50uM 1-
thioglyxerol véi 10ng/ml PDGF-AA, 100ng/ml IGF-1, 10ng/ml BDNF, va 100uM
pCPT-cAMP. Té bao dugc nhudm mau véi khang thé khang GD3 khang thé va khang
thé 04 tiép theo khang thé chuyén hoa huynh quang sau 4 ngay biét hoa. Té bao khong
duoc biét hoa biéu hién GD3 manh hon té bao sinh san t& bao thin kinh dém it gai va
04 nguoc lai (dﬁu miii tén cta Fig.15, hinh A, B va C minh hoa cac té bao khong dugc
biét héa). Hau hét cac t& bao biét hoa chi ra hinh thai da phan cuc véi tin hiéu GD3
yéu va O4 khoe, chi ra chiing 1a t& bao sinh san cta t& bao than kinh dém it gai hay tién
nguyén bao than kinh dém it gai. CAc loai té bao khac (vi du té bao hinh sao va t€ bao
than kinh) duoc xac dinh nhu mot quan thé cta t& bao GD3 am tinh va O4 am tinh.
Fig.15, hinh D minh hoa ty 1& cia m3i quan thé t bao tir 10 hinh anh khac nhau cta
céc té bao duoc biét hoa. Hon 70% ciia toan bd té bao dugc biét héa thanh té bao sinh
san t& bao thin kinh dém it gai (75,8% = 2,09%). Hon 20% clia toan bd té bao 1a cac té
bao khong duge bidt 23,5% =+ 2,03%). Loai té bao khac 12 it hon 1% ciia toan bd té bao
(0,7% % 0,41 %). Ty 1& clia t& bao sinh san t& bao thin kinh dém it gai va céc loai té
bao khac d& biét hoa té bao (€ bao sinh san t& bao than kinh dém it gai sinh san cong
v6i cac loai té bao khic) duoc tinh toan va minh hoa trong Fig.15, hinh E. Té bao sinh
san cta t& bao than kinh dém it gai chiém 99,1% + 0,56% ctia céc t€ bao khong dugc
biét hoa trong khi céc loai t& bao khac chiém 0,9% = 0,56% ctia té bao duoc biét hoa.
Mo ta chi tiét sang ché

Séang ché @& xuit phuong phép nudi cAy va nhan rong té bao gbe than kinh va
té bao sinh san than kinh dugc phan 1ap tr hé than kinh trung wong ctia dong vét c6 vi
@& san xuit ra quin thé thun chung hoic duoc lam giau cia té bao gdc than kinh hodc
té bao sinh san than kinh c6 kha ning biét héa thanh té bao than kinh dém it gai hodc
té bao dong than kinh dém it gai in vitro. Ca té bao gbc thin kinh va té bao sinh san
thin kinh d2u san sinh ra thé hé con ma hoic 13 té bao thin kinh (nhu 14 sinh san té bao
than kinh truéng thanh) hoc & bao thin kinh dém bao gdm & bao hinh sao va té bao
than kinh dém it gai. Trong khi t& bao gdc thin kinh ¢6 thé tw phuc hdi (vi du, ¢6 the
ting sinh v6 thoi han), t& bao sinh san thin kinh ¢6 thé, nhung khong nht thiét, c6 kha
nang tu phuc hdi. Phuong phép nudi chy clia séng ché nay c6 thé sinh ra quin thé té

bao duoc nhan rong ma c6 thé biét héa thanh it nhit 70%, 80%, 90% hodc 95% ciia té
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bao dong than kinh dém it gai, ma 12 sinh san t& bao thin kinh dém it gai va t& bao than

kinh dém it gai, cta t& bao dugc biét héa.
Céc chit viét tit va dinh nghia sau dugc st dung trong sang ché nay:

Thuét ngit "té bao gbc cua thai nhi" hogc té bao thu duogc tir tay sdng thai nhi,
@& cap dén quan thé thuin ching hodc duoc lam giau cta té bao gbc than kinh duoc
nhan rong cua dong vat co6 va va/hodc t& bao sinh san than kinh dwoc md ta trong sang

ché nay.

Thuét ngit “méi truong HFSCMI1” d& cap dén DEM/F12 chira glutamin va
HEPES va dugc bd sung chét bd sung B27 (Invitrogen™), axit amin khong thiét yéu
(NEAA) (Invitrogen™), 1,5mM pyruvat (Invitrogen™), 55uM B-merxaptoetanol
(Invitrogen™), va ImM N-axetyl-L-xystein (Sigma) trong hon hop.

Thuét ngit “t¢ bao than kinh dém” d& cap dén cac té bao khong phai 1a t& bao
than kinh cta hé thin kinh trung wong va bao gdm té bao than kinh dém it gai trudng
thanh, té bao hinh sao va té bao sinh san cé lién quan dén mot hodc ca hai loai t€ bao
nay.

Thuét ngit “té bao sinh san da ning” dé cap dén té bao sinh san than kinh c6

kha ning ting nhan t& bao, nhung gisi han s6 lwong, dong.

"Pluripotency” (c6 ngudn gbc tir tiéng Latin "plurimus" hodc "very many" va
"potentia" hodc "powered") d& cap dén té bao gbc c¢6 kha ning biét hoa thanh mot
trong ba 16p mam bét ki: noi bi (16p 16t bén trong da day, da day rudt va phoi), trung bi
(co, xwong, mau, niéu sinh duc), hodc ngoai bi (mo bidu bi va hé than kinh). Té bao
gbc than kinh 13 da ning va khong toan nang. Té bao gbc phoi 1a toan ning va khong
da nang.

“Té bao sinh san c6 lién quan” 13 t& bao sinh san ma ¢6 lién quan, hodc dugc
tru dinh trudce, dé trd thanh loai t€ bao trudong thanh dic hiéu. Diéu nay trai voi té bao
sinh san toan ning hodc da ning, ma c6 kha nang trd thanh mot trong hai hodc nhidu
loai té bao truong thanh (nhu t& bao sinh san O-2A ma ¢6 thé tré thanh té bao than
kinh dém it gai hodc t€ bao hinh sao typ 2, phu thudc vao yéu t6 moi truong va thoi

gian).

-14-



28863

"Té bao thin kinh dém it gai" 12 loai t& bio than kinh dém c6 chic ning chinh
1a cach ly céc truc té bao than kinh trong hé than kinh trung uong clia mot vai dong vt

c6 xuong song.

Thuét ngit "té bao dong than kinh dém it gai" d& cap dén té bao than kinh dém
it gai, tién nguyén bao than kinh dém it gai va sinh san té bao thin kinh dém it gai (v
du, sinh san O2A). Thuét ngit ndy khong bao gOm céc tién chit gi6i han than kinh dém
it gai hoic té bao gbc than kinh.

Thuat ngit "té bao sinh san thin kinh dém it gai" va "sinh san t& bao than kinh
dém it gai" dugc st dung luan phién trong sang ché nay va d& cip dén cac té bao lién
quan dén viéc tao thanh nhiéu té bao sinh san va/hodc thé he con 1a t€ bao than kinh
dém it gai v6i su c6 mit t& bao thin kinh hodc mé khéng thude hé than kinh. Trir khi
¢ quy dinh khéc, ching cé thé, nhung khong nhét thiét, c6 kha ning tao thanh cac té_
bao thin kinh dém khéc (nhu té bao hinh sao typ 2). Nhu dugc sit dung ¢ déy, thuét
ngit nay khéng bao gdm tién sinh san té bao than kinh dém it gai hodc tién cht giGi

han than kinh dém (xem Fig.1).

"Tién sinh san té bao than kinh dém it gai" 1a t€ bao tién than cla sinh san té

bao than kinh dém it gai.

"Tién nguyén bio thin kinh dém it gai" 12 té bao tién than dén té bao than kinh

dém it gai sau nguyén phan.

Té& bao dang nhan rong trong nudi cAy nghia 1 ting sb lugng t& bao xuat hién

trong mdi trudng nudi cly chira chit bd sung kich thich su tang sinh té bao.

“Téc d6 nhan rong” té bao dé cap den so lugng t€ bao vao ngay dic bi€t duoc

phén chia do s0 t€ bao ban dau luc khéi dau ctia nudi cay.

Té bao sinh san “dugc nhan rdng” hodc té bao géc than kinh dugc st dung &
day d& cap dén té bao sinh san than kinh hofic té bao gdc than kinh thu dugc tir t€ bao
sinh san than kinh duoc phan lap hodc t& bao gdc than kinh duoc ting sinh in vitro,

sinh ra quan thé t€ bao duoc nhan rong.

Té& bao "dang phin doan" (con dugc biét 1a té bao “dang nudi cAy cAp hai” hodc
té bao “dang phan tach”) d& cap dén k¥ thuat duy tri kha nang bng va sinh trudng

trong diéu kién nudi cdy trong phong thi nghiém trong khoang thoi gian kéo dai bang
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cach phén tach t& bao tir mot t€ bao khac (v6i enzym nhu 12 tryxin hodc collagenaza va
sau d6 chuyén mot luong nhé t€ bao vao binh nudi chy moi. Té bao co thé dugc nuoi
cAy trong thoi gian 1au hon néu ching dugc phan tach tai cdc khoang cach déu dan, boi

vi né tranh su 130 héa sém két hop voi mat do t€ bao cao kéo dai.

“MBoi trudng sinh trudng” 1a moi trudng trong do cac té bao duoc quan tim s&
ting sinh, biét hoa va/hodc trudng thanh in vitro. Cac dac diém cta méi trudng bao
gdm mdi trudng nudi cdy t& bao, bat ky yéu t6 sinh truéng hodc biét hoa bao gbm cac

yéu td ¢6 thé c¢6 mit va hd trg su tao thanh (nhu 1a co chét trén bé mit rén) néu c6 mit.
K¥ thuét chung

Phuong phap chung trong sinh hoc t€ bao, hoa hoc protein va k§ thuét khang
thé c6 thé duoc tim thiy trong Current Protocols in Protein Science (J.E. Colligan et
al., eds., Wiley & Sons); Current Protocols in Cell Biology (J.S. Bonifacino et al.,
Wiley & Sons) va Current Protocols in Immunology (J.E. Colligan et al. eds., Wiley &
Sons). Phuong phéap nudi cdy té bao duge md ta chung trong 4n ban hién hanh Culture
of Animal Cells: A Manual of Basic Technique (R.I. Freshney etl, Wily & Sons);
General Techniques of Cell Culture (M.A. Harrison & LF. Rae, Cambridge Univ.
Press). Ngudn cung cip nuoi cdy mé va céc chit phan c6 sin tlr cdc nha cung chp
throng mai nhu Chemicon®, Milipore®, R&D Systems®, Invitrogen™, Nalgene-

Nunc™ International, Sigma-Aldrich™, va ScienCell.

Céac sach tham khio chuyén nganh lién quan t6i sang ché nay bao gdm
Principles of Neuroscience, 4th edition, Kandel et al. eds., McGraw-Hill 2000; CNS
Regeneration: Basic Science va Clinical Advances, M. H. Tuszynski & J H
Khordower, eds., Academic Press, 1999; The Neuron: Cell and Molecular Biology, 3
rd edition, I. B. Levitan va L. K. Kaczmarek, Oxford U. Press, 2001 ; Glial Cells: Their
Role in Behavior, P.R. Laming et al. eds., Cambridge U. Press 1998; The Functional
Roles of Glial Cells in Health va Disease, Matsas & Tsacopoulos eds., Plenum Pub.
Corp, 1999: Glial Cell Development, Jessen & Richardson eds., Oxford U. Press,
2001; va Man of Steel, Adrian Hill, 1996.

Trong van canh cta sy phat sinh ca thé t& bao, tinh tir “duoc biét hoa” 1a mot
thuat ngtt lién quan. Té bao dugc biét hoa 1a té bao tién trién doc theo qud trinh phat

trién xa hon t& bao dang duoc so sénh. Do do, té bao gbc thin kinh c6 thé biét hoa
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thanh sinh san gidi han dong. Cac t€ bao nay 1an luot c6 thé biét héa thanh t€ bao xa
hon doc theo qué trinh hodc dé két thic giai doan té bao duge biét hda, nhw 1 t€ bao

than kinh truéng thanh hoic t€ bao than kinh dém it gai.

Té bao dugc biét hoa cia sdng ché nay c6 thé dugc md ta dic diém theo liéu
ching biéu hién cac chi thi phan tir kiéu hinh dic trung ctia t bao than kinh dém it gai.
Céc chi thi phan tir héa hoc mién dich co ban cua cic té bao nay c6 thé xuét hién tuy
thudc vao sy trudng thanh clia quan thé t& bao sau day:

Sox2: chi thi phén tir cta té bao gdc toan ning va té bao gbc than kinh.

Nestin: chi thi phan tir ctia té bao gbc than kinh.

CD133: chi thi phan tir bé mit t& bao cta té bao gde than kinh.

- Thu quan PDGF an pha (PDGF-Ra): chudi a cta yéu td sinh trudng thu duoc

tir tiéu cAu. Chi thi phan ti ctia té bao than kinh dém it gai va sinh san cta ching.

CD140a: gibng nhu PDGF-Ra. Khang thé CD140a nhan dién mién ngoai bao
ctia PDGF-Ro. Chi thi phan tr bé mit t& bao ctia té bao than kinh dém it gai va sinh

san cua chung.

CD?9: glucoprotein bé miit t& bao duoc dung dé pha tron integrin va cic protein
lién ho ngoai mang 4 khac. Chi thi phin tir b& mit t& bao cta t& bao gbc mam, té bao

g6c thin kinh, t bao thin kinh dém it gai, va té bao gbc mo giita.

PSA-NCAM: phan tir bam dinh t& bao than kinh duo polysialyl héa. Chi thi
phan tit ciia bé mit t& bao cho tién chét gi6i han than kinh (NRP), sinh san t€ bao thin
kinh, nguyén bao thin kinh, v tidn sinh san t& bao than kinh dém it gai. Chi thi phan
tir nay 1a am tinh trong tién chat gisi han than kinh dém (GRP).

A2BS5: chi thi phan tir ctia bé mit té bao ciia tién chit gi6i han than kinh dém
(GRP), té bao sinh san thin kinh dém va té bao thily té bao thin kinh dém it gai (OPC)
va t& bao hinh sao typ 2. Chi thi phén tir cia bé mit t& bao nay 1a m tinh trong tién
chét gi4i han than kinh (NRP).

NG2: chondroitin sulfat proteoglycan. Chi thi phan ti clia bé mit t€ bao cho

dai thuc bao va té bao sinh san thdn kinh dém it gai.
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GD3: Gangliosit GD3. Chi thi phan ti cia tién sinh san va sinh san t& bao thin
kinh dém it gai.

O4: chi thi phén tir ctia t& bio thin kinh dém it gai va sinh san cta ching.

Galactocerebrosit C (GalC): chi thi phéan tir cho té bao than kinh dém it gai chua
truong thanh.

Myelin basic protein (MBP): chi thi phén t&r cho té bao than kinh dém it gai
trudng thanh.

CD44: glycoprotein bé mit t& bao lién quan dén su tuong tic gitta cac té bao,
su bam dinh t& bao va sy di tri va thu quan ctia axit hyaluronic. Chi thi phén tir ctia bé

mit t& bao cho mot vai té bao biéu mé va té bao dong té bao hinh sao.
Glial fibrillary acidic protein (GFAP): chi thi phan t&r cho t€ bao hinh sao.
BIII Tublin: chi thi phan tit cho sinh sén té bao than kinh va té bao than kinh.
Soi than kinh-L: chi thi phan tr cho té bao than kinh truéng thanh.

Microtubule-associated protein 2 (MAP2): chi thi phan tir cho té bao than kinh
trudng thanh.

Céc chi thi phan tir dac hi€u co thé duoc phat hién st dung bat ky k¥ thuat
mién dich hoc thich hop nao, nhu 1a hoa hoc té bao mién dich chay cho céc chi thi
phén tr cia bé mit t& bao, hoic héa md mién dich (vi du, clia cac té bao cb dinh hoic
c4c phan md) cho cic chi thi phan tir cua bé mit té bao hodc ndi bao). Phuong phép cu
thé dé phan tich dém té bao chay dugc dé cap dén trong tai liéu Gallacher et al, Blood.,
96:1740, 2000. Su bidu hién cta khang nguyén bé mit té bao dugc xac dinh 1a duong
tinh néu luong dang ké khang thé c6 thé dugc phat hién s& bam vao khang nguyén
trong hoa hoc t& bao mién dich tiéu chuan hoic thi nghiém dém té bao chay, khong bit
budc sau khi dinh hinh t& bao, va khong bit budc st dung khang thé tht cép duoc
d4nh déu hoic tiép hop khéc dé ddy manh viéc d4nh diu. Dé tao diéu kién thuan loi sir
dung trong nghién ctru hoic didu tri, thuong cin thiét dé tang t6i da ty 1& té bao trong
quin thé c6 cac dic didm cta té bao thin kinh dém it gai hodc sinh san cta ching. C6
kha ning thu duoc quin thé t& bao c6 it nhit 50%, 60%, 70%, 90% hodc 95% & bao
dong dic hiéu, duge xéac dinh duong tinh cho mét hodc hon céac déc trung cta chi thi

phén ti kiéu hinh cta cac té bao nay.
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Déi voi cac tmg dung didu tri lién quan dén su khdi phuc chitc ndng t€ bao than
kinh, né 1a cin thiét dé giam thiéu kha ndng cua quén thé té bao tao ra céac loai té bao
khac, dic biét 1a céc té bao gdc khong duoc biét hoa, va té bao dong khdng ngoai bi.
Tuy vao tng dung, ¢6 thé 1a thudn loi dé giam thiéu ty 18 té bio dong than kinh va céc
sinh san lién quan cta ching cta dong té bao hinh sao va sinh san lién quan cia
ching. Sy nhi®m bén ctia quan thé theo sing ché nay c¢6 nhd hon 30%, 20%, 10% hodc

5% nhiém ban véi céc loai t€ bao khac nay.

Phuong phép cta sang ché nay khong thé tao ra sy phat trién cta toan b sinh
vat la nguoi.

Phuong phap cla sang ché nay dé cap dén viéc nudi ciy té bao gbc than kinh
duoc phan 1ap va/hodc té bao sinh san than kinh tir hé than kinh trung wong ctia dong
vat c6 va trong mdi trudng xac dinh ma cho phép nhén rdng té bao qua nhiéu giai
doan. Té bao dugc nudi ciy sir dung phuong phép cia sang ché nay duy tri kha ning
cta chung, thong qua viéc nhan rong, dé biét héa té bao dong té bao than kinh dém it
gai. Té bao dwoc nudi cdy sir dung phuong phép cua sang ché nay c6 thé duoc phan
doan thanh hon 6 14n va dugc nhan rong hon 1000 lan trong khi duy tri kha ning cua
chiing dé 14n luot biét hoa thanh té bao dong t& bao than kinh dém it gai. Trong mot
vai phuong 4n, quan thé té bao dugc nhan rong thu duge tir phuong phap nudi cly cua
sang ché nay bao gdm hozc biét hoa thanh quan thé té bao co it nhit 30%, 50%, 70%
hodic 80% té bao dong thin kinh dém it gai clia té bao duoc biét hoa trong didu kién
nudi cdy loai bd huyét thanh. Trong phuong 4n dugc uu tién, qun thé nuoi cdy té bao
duge nhan réng thu duge tr phuong phép nuoi cly cta sang ché nay bao gbm it nhit
90% té bao dong than kinh dém it gai cua té bao duoc biét héa. Trong cac phuong an
duoc wu tién, té bao dugc nhan rong 1a da ning. Trong mot vai phuong an, phan 16n
céc té bao duoc nhan rong c6 kha ning biét hoa thanh t& bao dong than kinh dém it gai
dua trén nudi ciy trong méi truong PDGF-AA giam (Vi du, 20ng/ml PDGF-AA, uu
tién v6i 10ng/ml bFGF c¢6 hodc khong 50uM 1-thioglyxerol va khong bat budc v6i it
nhét 1a 10ng/ml IGF-1) ma khong bd sung bFGF gitta mdi trudng thay d6i. Trong mot
vai phuong 4n, phin 16m cac t€ bao duge nhan rong c6 kha ning biét héa thanh té bao
dong than kinh dém it gai bing cach nudi cdy 10ng/ml cia PDGF-AA, 100ng/m] IGF-
1, 100uM pCPT-cAMP va 10ng/ml BDNF trong DMEM/F12 chira glutamin va
HEPES dugc bd sung chit bd sung B27, chét bd sung N2 va 50uM 1-thioglyxerol.
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Té bao géc than kinh dugc phan 1ap clia dong vat c6 vi va/hodc té bao sinh san
thin kinh ctia dong vat c6 vi st dung trong séng ché nay duogc thu tir hé than kinh
trung wong cua dong vat cé v, t6t hon 13 dong vat linh trudng, nhung khong chi gioi
han & ngudi. Sinh san t& bao than kinh dém it gai va tién sinh san dugc biét ton tai
trong chét tring cta hé than kinh trung wong. Nhu vay, céc ngudn thich hop dé phan
1ap t& bao st dung trong sang ché niy bao gbm, nhung khong chi gi6i han than kinh
thi gidc, thé chai, va tiry séng. Ngoai ra, té bao gbc thin kinh dugc phan 14p ¢6 thé thu
duoc tir thai cia dong vat co vu, tdt hon 13 thai dong vat linh truéng, nhu 1a nhung
khong chi gi6i han dén thai nhi, bing cach st dung phuong phap dugc biét dén trong
linh vuc nay. Trong mdt vai phuong 4n, té bao gbc dwoc phan lap thu duge tir mo tay
séng cta thai nhi thu dwoc tir cot séng cta thai nhi. Trong phuong an dugc wu tién, té
bao dugc phan lap st dung trong sang ché nay thu duoc tir tiry sbéng cta thai nhi tir 8
dbn 24 tudn tudi, t6t hon 1a tir 12 dén 18 tuln tudi thai nhi. Cot séng thai nhi ¢ thé
duoc thu ti, vi du, mang tinh chit thwong mai qua cdc cdng ty nhu 13 Advanced
Bioscience Resources, Inc. (Alameda, CA, USA) v6i gidy phép IRB va dugc bac si
ddng y. Mo tuy sbng c6 thé duoc 14y tir cot séng, véi mang ndo va day than kinh ngoai
vi dugc loai bo. Mo sau d6 cé thé dugc phan tach, rira va dit trong binh nudi ciy chra

moi trudng sinh trudng cho phép tiang sinh té bao.

Céc binh nudi cdy thich hop c6 thé bao gbm, nhung khong chi gi6i han &, binh
nudi cdy v6i bé mit nudi cdy c6 mot hogec mot hdn hop axit poly-amin (vi du, poly-
lysin va/hodc poly-ornitin), bé mit va chit déo nudi céy mo duoc xtr ly voi laminin,
vitronectin hodc fibronectin. Thong thudng, té bao c6 thé dugc dit v6i mat do ndm
trong khoang tir 10* dén 103 té bao/cm?, tot hon 1a v6i mat do khoang 3x10* dén 5x10*
t& bao/cm?. Poly-ornitin hodc poly-lyxin c6 thé duge st dung d phu binh nudi cdy
nhu dd duoc bdo céo trude ddy (Raff et al, J. Neurosci., 3:1289, 1983; Raff et al,
Natufe., 303:390, 1983; Protocols for Neural Cell Culture, 3rd edition, Humana Press,
Inc.). Binh nuéi cy c6 thé dugc phu tir 1 dén 40 pg/ml poly-ornitin, t6t hon 12 2 dén
20 pg/ml, tét hon nita 13 5 dén 15 pg/ml. DO manh cua su gén két t€ bao co thé phu
thudc vao nha cung cip, bién d6i bé mit, dinh dang va nhidu binh nuéi cy cu thé.
Néng do t6i uu cia vat liéu phit c6 thé duge xéc dinh cho mdi ngudn gbc clia binh
nudi cdy st dung phuong phap dugc biét dén trong linh vuc ndy. Trong mét vai

phuong 4n, tién hanh 0 hai gio véi 10 pg/ml poly-ornitin hodc poly-lysin phu binh, vi
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du, tir BD Falcon (Sparks, MD, USA). Trong mdt vai phuong an, tién hanh & 30 phut
v6i 5pg/ml poly-ornitin hodc poly-lysin dé pha binh, vi dy, tr Nalgen Nunc
International (Rochester, NY, USA).

Té bao than kinh duge phan 1ap va/hodic té bao sinh san than kinh thu dugce tir
hé thin kinh trung wong ctia déng vat c6 vi duge nudi chy trong moi trudng nudi cdy
khéng c6 huyét thanh dugc x4c dinh héa hoc x4c dinh héa hoc ma cho phép nhan rong
t& bao ma khong thuc dy su biét héa té bao (vi du, thanh té bao than kinh, € bao hinh
sao hoic t& bao thin kinh dém it gai). M6i trudng nudi cay bao gdm mdi trudng co s&
nhu, nhung khéng chi giéi han &, Mdi trudng DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium): hdn hop dinh dudng F-12, 1:1 (DMEM/F12) (Invitrogen®) (vi du, Iscove's
Modified Dulbecco's Medium, RPMI-1640 va Neurobasal). M6i trudng co s& ¢6 thé
duoc bd sung cac thanh phén khéc nhau dé hd tro stc khoe va su tOn tai cta t& bao.
Céc thanh phin nay c6 thé bao gbm, nhung chi giéi han ¢, it nhit 0,25% axit amin
khong thiét yéu [NEAA (Invitrogen®)- dung dich 1% chtta 100pM L-Alanin, L-
Asparagin H»0, axit L-Aspartic, axit L-Glutamic, Glyxin, L-Prolin, va L-Serin], it nhét
la 1,0mM glutamin, 0,5mM pyruvat, chét bd sungB27 1% (Invitrogen®), it nhét 14
0,1mM N-axetyl-xystein va/hodc 12 10uM B-merxaptoetanol. Trong mot vai phuong
4n, moi trudng co s c6 thé bao gdm NS21 (nhu dugce bdc 10 trong Y. Chen et al., J.
Neurosci. Methods., 171 :239, 2008) thay cho chét bd sung B27. Chét bd sung B27
chta albumin huyét thanh bo, transferin, insulin, progesteron, corticosteron, triiodo-I-
thyronin, retinol axetat, DL tocopherol, DL tocopherol axetat, Biotin, axit Linoleic;
axit Linolenic, etanolamin, Na Selenit, L-carnitin, glutathione bi khu, catalaza,
superoxit dismutaza, D-galactozava putresxin. Invitrogen da boc 10 thanh phén ctia n6
nhung khong boc 10 ndng do ctia chiung. Tuy nhién, ndng dd ctia mdi thanh phan nay
cé cong thirc nguyén gbc ctia chung, chét bd sung B18, duoc boc 1§. NS21 duge phat
trién dua trén thong tin nay va ndng do cta mdi gradient dugc bde 16. N6 ¢6 hiéu qua
trong nudi cdy thin kinh t6t nhu chét bd sung B27. Ngoai ra, NS21 ¢6 thé duogc st
dung d& nudi cAy té bao gbe thin kinh va sinh sin té bao than kinh dém it gai thu dugc
tir t& bao gdc cua phdi cia ngudi. Do do, chét bd sung nay duge cho 1a mot ung vién
tét thay thé cho chit b sung B27. Trong phuong 4n dugc wu tién, mi trudng nudi cly
bao gdm chit bd sung DMEM/F12 dugc bd sung 1-4mM, t6t hon nita la 2,5mM
glutamin; 10-25mM, 15mM HEPES; 0,5-2,0mM, 1mM pyruvat; 1 dén 4%, t6t hon 1a
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chét bd sung B27 2%; 0,25-3%, t6t hon 1a NEAA1%; 1-200 pM, tot hon la S0uM 1-
thioglyxerol; 0,1-3mM, tot hon 14 1mM N-axetyl-xystein; va/hodc 10-100pM, t6t hon
l1a 55 pM B-merxaptoetanol.

Ngoai ra, oxy c6 thé thiic ddy su biét hoa clia céc té bao sinh san than kinh. Do
d6, dé lam giam sy biét hoa t& bao, cac t& bao nay co6 thé dugc nudi chy trong moi
truong sinh trudng 1-20% Os. Trong phuong an dugc uu tién, cac té bao duoc nudi
cly trong binh nuéi ciy trong may 1 & 37°C, mdi trudng sinh trudng 1-10%, t5t hon 14
5% O,, 5% CO,. Sau khi tao t& bao gbc cua thai nhi, hidu qua ctia ndng d6 oxy dugc
dénh gi4 nhung khong c6 su ting té bao dugce biét héa trong diéu kién 20% O, so véi
didu kién 5% CO; trong didu kién nudi cdy dé nhan rong t& bao gbc cua thai nhi. Su
sinh trudng ctia t& bao gbc ciia thai nhi trong diéu kién 5% O, nhanh hon mét chut so
v6i trong didu kién 20% O,. Oxy la nguyén nhan clia co ché oxy hoa va da biét dé kich
thich dot bién p53 trong céc té bio cta dong vat gim nhim. D& lam gidm nguy co dot

bién, sang ché duy tri nudi ciy té bao gbe ctia thai nhi trong diéu kién 5% Oa.

Té bao gbe than kinh va/hodc té bao sinh san than kinh duoc nudi cdy trong moi
truong nudi cdy con chira cic yéu 6 sinh truong dé kich thich su ting sinh dé phan 1ap
t€ bao. Moi trudng nudi cdy cé thé chia it nhét 1a 5, 10, 20 hozc 40ng/ml yéu t6 sinh
trudng thu dugc tir tidu cAu-AA (PDGF-AA), it nhat 1a 2,5, 5 hodc 10ng/ml FGF co
ban (bFGF), va/hoic it nhit 1a 10, 25 hodc 50uM 1-thioglyxerol d& phan 14p t€ bao.
Trong mot sb phuong 4n, méi trudng nudi ciy con bao gbm it nhét 1, 5 hogc 10ng/ml
yéu td sinh trudng gibng nhu insulin (IGF-1). Trong mot s6 phuong an, PDGF-AA ¢6
thé duoc thay thé bing PDGF-BB, PDGF-AB, PDGF-CC, hodc PDGF-DD. Trong mét
s6 phuong an, bFGF c6 thé duoc thay thé bing thanh phin khac ctia yéu t6 sinh trudng
nguyén bao s¢i (vi du, FGF-4 hoac FGF-9). Trong mot s6 phuong an, IGF-1 ¢6 thé
duogc thay thé bang IGF-2. Trong phuwong 4n dugc uu tién, moi truong nudi chychira
40-60pM 1-thioglyxerol, 40-200ng/ml PDGF-AA, 5-100ng/ml bFGF, va 5-100ng/ml
IGF-1 dé phan lap té bao.

Té bao gde thin kinh va/hodc t& bio sinh sin than kinh duoc phén lap duoc
nudi ciy trong mdi trudong nudi cAy con chira cac yéu td sinh trudong dé kich thich su
tang sinh sau khi phan 1ap té bao. Mbi trudng nudi chy c6 thé chira it nht 13 1, 2, hodc
Sng/ml yéu t6 sinh trudng thu duoc tir tiéu cAu-AA (PDGF-AA), it nhét 1a 0,5, 1 hodc
5ng/ml FGF co s (bFGF), va/hoiic it nhét 1a 10, 25 hodc 50uM 1-thioglyxerol dé nhan
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rong t& bao. Trong mot s6 phuong 4n, moi trudng nudi chy con bao gdm it nhit 1, 2
hoic 5ng/ml yéu t6 sinh trudng gibng nhu insulin-1 (IGF-1). Trong phuong 4n duoc
wu tién, moi trudong nudi cAychira 40-60uM 1-thioglyxerol, 5-100ng/ml PDGF-AA, 1-
50ng/ml bFGF, va 5-100ng/ml IGF-1 d& nhan rong t bao sau khi phan 14p té bao gbc
cta thai nhi.

Té bao gbc thin kinh dugc phan lap va/hodc t& bao sinh san than kinh sinh
trudng trong didu kién cta sang ché nay boc 16 thoi gian nhan doi tir 15 dén 20 gio.
Trong phuong an dugc uu tién, thoi gian nhan doi ndm trong khoang 60 dén 100 gio.
Té bao c6 thé tiép tuc tdc do tang sinh qua it nhit céc giai doan 8, 11, 14 hodc 17. Té
bdo c6 thé duge nhan rong it nhat 100, 250, hodc t6t hon 1a it nhat 500 lan trén thang.
Trong phuong an dugc uu tién, té bao duoc nudi cdy st dung phuong phép cla sang

ché nay boc 16 tc d6 nhan rong >1 trong hon 18 giai doan.
Vi du thwe hién sing ché

Vi du 1 - Nhén rong va nudi ciy t& bao gbc cta thai nhi; x4c dinh yéu t6 sinh truéng
va moi trudng co s¢

Mot vai chit bd sung va méi trudng dugc thir nghiém trong thi nghiém so bo st
dung t€ bao gbc ctia thai nhi thu duge tir toy sdng thai nhi 12 tuln tudi, ma thu dugc tur
Advanced Bioscience Resources, Inc. (Alamada, CA, USA) v6i su ddng v ctia nguoi
cho. Ltc diu, t& bao dugc nudi cdy trong DMEM: F-12 (1 :1) (DMEM/F12)
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) duoc bd sung v6i 2mM glutamin (Invitrogen™),
1mM pyruvat (Invitrogen™) va chat bd sung B27 2% (Invitrogen™). Céc yéu t6 sinh
trudng khac nhau duoc kiém tra liéu chiing c6 kich thich sy sinh truong cta té bao gbe
ciia thai nhi. Céc yéu t& hiéu qua nhét 1a hdn hop ciia PDGF-AA va bFGF. Té bao c6
thé sinh trudng véi su c¢6 mit cuia PDGF-AA va bFGF nhung thé hién khong bao va
trong khong khoe manh. Mot vai chét bd sung dugc thir nghiém va né dugc quan sat
thdy ring DMEM/F12 duoc bd sung véi NEAA 1% thém vao 2mM glutamin, 1mM
pyruvatva chat bd sung B27 2% c6 thé giam khong bao va tdng nhe s6 lugng té bao.
Céc chét bd sung khac bao gdm 1mM N-axetyl-xystein (Sigma-Aldrich™, St. Louis,
MO, USA) va 55uM B- merxaptoetanol (Invitrogen™) duong nhu cai thién trang thai
ctia t& bao nhung khong tidu biéu véi NEAA (dit liéu khong duoc hién thi). Do vy,
DMEM/F12 duoc bd sung véi 2mM glutamin, 1mM pyruvat, chét bd sung B27 2%,
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NEAA 1%, lmM N-axetyl-xystein va 55uM B-merxaptoetanol dugc xac dinh nhu méi

trudmg co s& 61 wu dugc str dung sau d6 dé nudi cly t€ bao goc cua thai nhi.

Tay sdng ctia thai nhi 15 tuln tudi duoc lay tir cot sbéng, voi day than kinh ngoai
vi va mang no duogc loai bo. Sau d6 md duoc phan tach béng Accutaza va dugc rira
va té bao thu duge tir tiy séng thai nhi dugc dit trong binh nudi cdy chita méi truong
sinh trudng sau day: DMEM/F12 chtra 2,5mM glutaminva 15mM HEPES, chét bd
sung B27 2%(Invitrogen™), NEAA 1%, 1,5mM pyruvat (Invitrogen™), 55puM B-
merxaptoetanol (Invitrogen™), 1mM N-axetyl-L-xystein (Sigma- Aldrich™T™),
20ng/ml PDGF-AA (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA) va 10ng/ml bFGF
(R&D Systems). Té bao sau d6 duoc dit trong may 0 duy tri & 37°C, 5% 02, va 5%
C0,. bFGF (10ng/ml) dugc thém vao méi truong nuodi cAyhang ngdy. M6i trudong duoc
thay d6i mdi 2 dén 3 ngay trong subtgiai doan. Dua vao céac thi nghiém so bg, cac té
bao dang sinh trudng khong qua nhiéu v6i su c6 mit cia PDGF-AA va bFGF va nhiéu
té bao dimg ting sinh hodc chét trong vong mot vai tudn. K&t qua niy c6 vé hop ly boi
vi PDGF-Ra biéu hién t& bao thudng nhd hon 5% cuia t& bao. D& loai bo t€ bao khong
d& phan tng v6i PDGF-AA va bFGF, té bao dugc nudi cdy trong dia nudi cdy bam
dinh siéu thép (Corning Inc., Corning, NY, USA). Té bao dé phan tng véi PDGF-AA
va bFGF tao ra hinh ciu (xem, Fig.3, hinh A) trong khi céac té bao khong dé phan tmg
v6i ching khong tao ra hinh cAu. Céc hinh cu dugc tip hop & tbc do ly tAm chdm hon
(300 vong/pht dé thu cac hinh cu va 1.000 vong/phut d& thu céc t€ bao don) dé thay
ddi moéi trudng va phan doan. Sau 9 ngay, té bao dugc thu hoach va dugc phan doan
trén binh nudi cdy phu poly-ornithin. Sau giai doan nay, té bao dugc phan doan mdi 7
dén 14 ngay. Té bao boc 16 kiéu hinh khong ddng nhét & giai doan dau nay (xem,
Fig.3, cac hinh B va C) va nhiéu té bao ding ting sinh trong vong 1 thang. Tbc do
ting sinh tré nén chim hon theo thoi gian va thdm chi t€ bao khong nhan rdng. Ngoai
ra, t& bao bat dau xudt hién khong khée manh, tao nén khdng bao trong té bao chét cua

chung.
Vi du 2 - Xéc dinh didu kién sinh truong t6i wu dé nhan rong té bao gbc thai nhi

Nhu dugce dé cap trong vi du 1, sy bao gdm ctia PDGF-AA va bFGF trong moi
trudng nudi cdy luc dau duge hd trg su sinh trudng dAy du cua té bao gdc cua thai nhi,
nhung tbc d6 ting sinh chim lai sau 2 giai doan. NT-3 (Céc hé théng R&D) va IGF-1

(Sigma-Aldrich) dugc thir nghi€ém dé x4c dinh liéu ching c6 thé cai thién sy ting sinh

-24-



28863

ctia t& bao gdc cua thai nhi. Vi sy ¢6 mit ctia 20ng/ml PDGF-AA véi 10ng/ml bFGF
1a khong du dé kich thich tdc d6 ting sinh cua té bao (tdc d6 nhan rong <1) (xem,
Fig.4). Thém vao tiép Sng/ml NT-3 va/hogic 10ng/ml IGF-1 dat két qua cai thién toc do
ting sinh (tbc d6 nhan rong try nén>1). Hon hop cua NT-3 va IGF-1 13 hiéu qua nhét &
giai doan 3. Té bao thu duge tir mdi diéu kién con duge phan doan dé x4c nhén hidu
qua ctia chiing. Té bao dugc thu hoach s6m hon bi vi t bao bét dau tao thanh hinh
cau. O giai doan 4, tbc d6 tang sinh phuc hdi do hdn hop ctia NT-3va IGF-1 dugc giam
xubng va viéc thém vao don 1¢ ctia IGF-1 tré nén hi¢u qua nhit & giai doan 3. Hon hop
ctia NT-3 va IGF-1 c6 thé gy ra biét héa t& bao hodc tao thanh nhidu hinh ciu hon va
bi mét di trong khi méi trudng thay déi. Do vay, viéc thém vao ciia IGF-1 dugc xéac
dinh 12 yéu 5 sinh tdn hidu qua nhét va duoc sir dung sau d6 dé nudi cAy t& bao gbc
ciia thai nhi. Tuy nhién, téc d0 ting sinh cta té bao gbc cta thai nhi bat dau cham lai &
cudi cua giai doan 4 va s6 luong té bao giam xbng so v6i s6 luong té bao dugc gieo
gibng. Thé nén, mot chat bd sung khéc, 1-thioglyxerol, dugc kiém tra xem liéu nd c6

thé cai thién su ting sinh ctaté bao gdc clia thai nhi ¢ giai doan 5.

Fig.5 thé hién higu qua cta 1-thioglyxeroldi véi sy ting sinh cta t& bao gbc
clia thai nhi. Hon hop yéu t6 sinh truéng ban d4u (20ng/ml PDGF-AA + 10ng/ml
bFGF) khong thé nhan rong t€ bao hoan toan (dit liéu khong dugc thé hién trong hinh
nay bodi vi chung ndm trong khoang c6 th8 dém duoc). Hon hop yéu t sinh trudng
duoc st dung tir giai doan 3 (20ng/ml PDGF-AA + 10ng/ml bFGF + 10ng/ml IGF-1)
1a hiéu qua hon hén hop nay (20ng/ml PDGF-AA + 10ng/ml bFGF) nhung khong thé
kich thich tét su ting sinh ctia t& bio géc cla thai nhi sau giai doan 4 (Fig.4). Nhiu
ddng yéu t6 lién quan dén su sinh téng hop va su bién chét cta axit béo va lién quan
dén cac thiol dic trung hydrocarbon chudi dai. Tiép theo 1-thioglyxerol dugc thir
nghiém trén t& bao gdc ca thai nhi boi vi n 1a mot trong céc chét chéng 6 xy hoéa dua
trén thiol va d3 duoc bao cdo co kha ning kich thich sy ting sinh ctia mot vai té bao
(vi du, phoi t& bao than kinh hai md va vo phdi clia chudt, t€ bao cot tiy xuong clia
chudt, va dong té bao B ciia ngudi) trong nudi cAy. Ngoai ra, 1iéu luong cao ctia DGF-
AA (100ng/ml) cling dugc thir nghiém xem li€u né c¢6 thé bu lai sy gidm sut kha nang
phéan tng ddi véi yéu t6 sinh trudng.

B& sung 50pM 1-thioglyxerol v6i su c6 mit clia 20ng/ml PDGF-AA, 10ng/ml
bFGF va 10ng/ml IGF-1 kich thich nhe sy ting sinh nhung s6 luong té bao van con
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giam xubng (tdc dd nhan rong<1). Két qua nay twong ty voi cai ma thu dugc khi véng
mit 1-thioglyxerol khi ndng d6 PDGF-AA ting lén dén 100ng/ml vé&i sy c6 mit cua
10ng/ml bFGF + 10ng/ml IGF-1. Tuy nhién, khi ca 50uM 1-thioglyxerolva PDGF-AA
duoc ting 1én (100ng/ml) duoc bd sung trong mdi trudong nudi ciy (v6i 10ng/ml bFGF
valOng/ml IGF-1), hai thanh phdn nay xuét hién va hiép ddng 1am viéc, gia ting dang
ké s luong 6 bao (t5c do nhan rong>1). Khi IGF-1 duge loai khoi dung dich hén hop
thu6c bd sung nay (vi dy, toan bd chit b6 sung 12 100ng/ml PDGF-AA + 10ng/ml
bFGF + 50uM 1-thioglyxerol), tbc do nhan rong giam xudng <1, chi ra rang IGF-1
cling thac day su ting sinh va/hodc tdn tai ctaté bao gbe cua thai nhi. Tuy nhién, té
bao gbc ctia thai nhi dugc nudi cly trong diéu kién nay lau hon, té bao gde cua thai nhi
tham chi c6 thé nhan rdng trong didu kién nay. Dit liéu nay chi ra rang bd sung 50uM
1-thioglyxerolva ting ndng d6 PDGF-AA dén 100ng/ml cdng v6i 10ng/ml bFGF +
10ng/ml IGF-1 1a quan trong d2 nhan rong té bao. Hon nita, viéc b6 sung IGF-1 ¢6 thé
khong b4t budc nhung van con hiéu qua thdm chi véi sy cd mat cua S50uM 1I-
thioglyxerol va 100ng/ml PDGF-AA dé ting tdc dd nhan rong. Hon hop ctia 50uM 1-
thioglyxerol va 100ng/ml PDGF-AA cong v6i 10ng/ml bFGF + 10ng/ml IGF-1 duoc

st dung sau d6 dé nudi cayteé bao goc cta thai nhi.

Té bao géc cta thai nhi con duoc nhan rong véi sw ¢ mit cia 100ng/ml
PDGF-AA, 10ng/ml bFGF, 10ng/ml IGF-1 va 50uM 1-thioglyxerol sau giai doan 6.
Té bao bt dAu tang sinh nhanh chéng hon dusi céc didu kién nay sau khi phan doan
va duge nhan rong gip 3 dén 4 1an trong vong 1 tudn. Thoi gian nhan d6i 1a khoang 60
dén 100 gid trong didu kién nay. Té bao gbc ctia thai nhi ¢6 thé duy tri trang thai tang
sinh nay saugiai doan 8 (xem, Fig.3, hinh D), giai doan 1 (xem, Fig.3, hinh E) va giai
doan 19 (xem, Fig.3, hinh F). Do véy, méi trudng xéac dinh bao gbém 100ng/ml PDGEF-
AA, 10ng/ml bFGF, 10ng/ml IGF-1 va 50uM 1-thioglyxerol dugc x4c dinh nhu la
didu kién nuéi cdy t8i wu dé nhan rong té bao gbc thin kinh va/hodc t€ bao sinh san

than kinh trong khoang thoi gian dai.
Vi du 3 - K thuét biét hoa tw phat clia té bao gdc thai nhi

Trong khi thir nghiém cac diéu kién nudi cdy khic nhau, quan sat thy ring khi
t& bao gbe cua thai nhi duge nudi cy bang cach loai bd bFGF khéi moi trudng, nhiéu

t& bao duong nhu biét hoa thanh té bao ludng cyc hodc da phéan cyc (chi thi clia t€ bao
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thin kinh dém it gai) va chét sém. P& tranh su chét t& bao nay, k§ thuat biét hoa tu
phét dugc phat trién.

MBoi trudong nudi cdy thudng xuyén duge thay d8i mdi 2 ngay dé nhan rong té
bao gbc cta thai nhi va n dugce coi la rit quan trong @& duy tri té bao gbc ctia thai nhi
trong trang thai tang sinh. Dé cai thién su biét hoa té bao, méi trudng duogc thay ddi
mdi 3 hoic 4 ngiy trong thi nghiém nay. FGF co ban va ndng do cao ctia PDGF-AA
duoc cho 12 ¢6 thé phong bé su biét héa clia té bao gbc cua thai nhi nhung ching van
con rat quan trong cho té bao géc ctia thai nhi ton tai. Do d6, né)ng do PDGF-AA dugc
giam tir 100 xubng con 20ng/ml véi sy c6 mit cha cua 10ng/ml bFGF, 10ng/ml IGF-1
v6i S0uM 1-thioglyxerol hodc khong c6 1-thioglyxerol. Té bao gdc cta thai nhi khong
thé t3n tai t6t ndu bFGF bi loai bd. Thudong thuong, bFGF duge bd sung mi ngay dé
duy tri té bao gbc clia thai nhi trong trang thai tang sinh. Khi viéc bd sung bFGF dung
lai, nhidu t& bao gbc cua thai nhi phan tich tir cum ctia chung va tao thanh cac qua
trinh giéng nhu mang nhén phuc tap (chi thi cta tién nguyén bao than kinh dém it gai
va/hoic té bao than kinh dém it gai chua trudng thanh) va tdn tai 6t nhu duoc thé hién
trong Fig.7, cac hinh A va B.

Céac té bao mang qué trinh nay voi kidu hinh gidng nhu mang nhén 13 duong
tinh v6i khang nguyén 04 va/hodc khang nguyén GalC nhu dugc thé hién trong Fig.7,
c4c hinh tr C dén F, thé nén, chiing dugc coi 1a tién nguyén bao than kinh dém it gai
(O4-duong tinh va GalC-am tinh) t& bao than kinh dém it gai chua trudng thanh (O4-
duong tinh va GalC- duong tinh). Tham chi v6i sy ¢6 mét cua cua 1-thioglyxerol, té
bao gbc cua thai nhi c6 thé duge biét hoa nhung do phuc tap clia qué trinh c6 vé don
gian hon khi 1-thioglyxerolcé mit trong moi truong nuoi cdy nhu duge thé hién trong
Fig.7, c4c hinh A & B. Ngodi ra, cac loai té bao khac (vi dy, t€ bao hinh sao va té bao
thin kinh) hiém khi dugc quan sat thdy va té bao gdc clia thai nhi dugc cho la c6 kha
nang biét hoa thanh dong té bao than kinh dém it gai duy nhét. Ky thuit nay c6 thé
quan sat dong té bao than kinh dém it gai dugc biét hoa trong trang thai khde manh.

Dit liéu nay con chira rang didu kién nudi cAy clia sang ché nay 1a dic biét hitu
ich d& nhan rong té bao gbc than kinh va/hodc té bao sinh san than kinh duoe phan lap
ma c6 kha ning biét hoa thanhté bao thdn kinh dém it gai, bai vi hiu hét céc t€ bao
duoc biét héa boc 16 céc dic tinh ciia t& bao than kinh dém it gaiva gidng t€ bao than

kinh dém it gai hoic tién té bio than kinh dém it gai.
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Vi du 4- Su cam Gng cua té bao gbc clia thai nhi tir té bao gbe than kinh thdng thudng

Nhu duge thé hién trong Fig.1, té bao gdc thin kinh thong thuong duoc cho la
tién than cta té bao géc ctia thai nhi. P& xac nhan médi quan hé nay, né dugc kiém tra
xem liéu t& bao gdc ctia thai nhi c6 thd duoc tao ra tir té bao gbc thong thuong ma
duogc bdo cao trude day. Ban dAu t& bao tir mAu m6 tht hai cua tay sdng thai nhi (11
tudn tudi thai) duoc nudi cdy véi sy c6 mit cua cua 10ng/ml EGF va 10ng/ml bFGF
trong DMEM/F12 chita 2.5mM glutamin, 15mM HEPES, chit b sung B27 2%,
NEAA1%, 1,5mM pyruvat, 55pM B- merxaptoetanol, va 1mM N-axetyl-L-
xysteintrong 15 ngay dé nhan rongté bao gbc than kinh thong thuong. Ban dAu, nhiéu
loai t& bao khac nhau xuét hién nhung mot vai qudn thé té bao c6 thé nhan rong thu
dwoc & doan cudi clia nudi cly so chp. Céc két qua nay duge minh hoa trong Fig8,
hinh A & ngay tht 15 cua giai doan 0. Sau giai doan dAu tién, cac té bao duge nudi céy
trong cting didu kién nhu dong #2b (vi du, méi trudng voi 10ng/ml bFGF, 10ng/ml
IGF-1, 100ng/ml PDGF-AA va 50pM 1-thioglyxerol) qua 15 giai doan.

Hinh thai cua té bao tir quan thé té bao c6 thé nhan rong thu duge & cudi nudi
cy so cAp tré nén ddng nhét & xung quanh giai doan 5 vaté bao c6 xu huéng tao thanh
cum va hinh cAu, twong tw v6i cai ma duoc tao thanh véi dong #2b (xem, Fig.8, cac
hinh tir B dén F). Ngoai ra, dong nay c6 thé biét héa tu phat thanh dongté bao than
kinh dém it gai (dit liéu khong dugc thé hién), thé hién cung kiéu hinh mién dich nhu
dong #2b (dir li¢u khong duoc thé hién) va cung mau hinh biéu hién cua chi thi phan
t0 bang cach dém té bao chay nhu duoc mo ta trong Vi du 7. Té bao tir dong nay dugc
lam dong lanh xubng dé thir nghiém trong tuong lai (vi dy, Fig.12). Dt liéu nay goiy
rang té bao gdc ctia thai nhi ¢6 thé dugc tao ra tir t& bao gbc than kinh thong thudng va
rang té bao gbc than kinh thong thudng dugc cho 1a tidn than cta t& bao gbc clia thai
nhi.

PDGF-AA duoc cho 1 ¢6 hidu qua trong co quan thu cam o PDGF. Co quan
thu cam duoc biét dé& duoc kich thich boi toan bd cac chi ho PDGF (PDGF-AA,
PDGE-BB, PDGF-AB, PDGF-CC va PDGF-DD). PDGF-BB duoc sir dung dé kiém
tra xem lieu PDGF-BB c6 thé thay thé PDGF-AA st dung t& bao gbc ctia thai nhi
dong #2b va dong #3. PDGF-BB ¢6 thé nhan rong trong cing didu kién ngoai trlr
PDGF-AA va chimg minh ring PDGF-AA c6 thé dugc thay thé thanh cong véi cdc chi
ho PDGF khac
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Vi du 5- Su x4c nhéan cac thanh phﬁn nudi ce“iy té bao tdi vu

Trong khi tac gia da thu nghiém cac didu kién nudi cdy khac nhau sau khi té
bao gbc cuia thai nhi (dong #2b) dugc thiét lap, tac gia chu y thiy rang phan tmg theo
lidu luong cho mdi yéu té sinh truéng da duoc thay ddi. D& phan 14p té bio gbc cua
thai nhi (dong #2b), ndng d6 cao hon ctia PDGF-AA (100ng/ml) 1a cAn thiét thém vao
50uM 1- thioglyxerol. Sau khi dong nay tré nén ting sinh thuong xuyén, ndng do cao
hon ctia PDGF-AA (100ng/ml) la khong con cAn thiét d nhan rong dong nay. Tdc do
nhan rong duoc bdo hoa xung quanh nim trong khoang 10 dén 20ng/ml of PDGF-AA
va ndng d6 cao hon cia PDGF-AA (100ng/ml) khong c6 hiéu qua nita d6i voi su sinh
trudng cua chung. Piu nay c6 thé do nudi cAy lau hodc st dung lién tuc clia 1 -
thioglyxerol. Pé tao thanh dong #2b va dong #3 cua té bao gbc cua thai nhi, 1-
thioglyxerol duoc st dung sau mét vai giai doan. P kiém tra hiéu qua cua noéng do
cao hon ctia PDGF-AA, cac dong méi dugc tao ra vai sy c6 mat cta 1- thioglyxerol tur
nudi cdy ban diu. Ngoai ra, phan img v6i bFGF va IGF-1 dudng nhu dugc bio hoa lan
lugt & 20ng/ml va 40ng/ml. Khi ndng d6 cao hon cua IGF-1 (50-500ng/ml) dugc st
dung, nhiéu hon céac té bao duoc biét hoa c6 thé duge nhin thiy (n6 trong nhu khoang
1%). Do d6, 20ng/m! IGF-1 dugc xem xét tot hon dé nhén rong té bao gdc cta thai
nhi. Viéc st dung ctia 20ng/ml bFGF va 20ng/ml IGF-1 cai thién tdc d6 nhan rong 5
dén 10% so véi sit dung 10ng/ml bFGF va 10ng/ml IGF-1. Do d¢6, 20ng/ml bFGF va
20ng/ml IGF- 1 dugc str dung trong thi nghiém nay.

Té bao gbc ctia thai nhi tir mAu thtt ba (12 tudn tudi thai) duoc nudi chy dé xem
liéu ndng d6 cao hon cua PDGF-AA 1a cAn thiét trong c4c thanh phan ctia moi trudng
nuoi ciy t6i wu dugc xac dinh va liéu ching c6 thd cung cép cac dic tinh sinh truéng
tuong tu trong hdn hop khac cua t8 bao. Té bao dugc nudi cdy trong ciing mdi trudng
nudi ciy nhu dong #2b va #3 (vi du, moi truong HFSCM1va 50uM 1- thioglyxerol)
v6i 20ng/ml (dong #4A) hodc 100ng/ml (dong #4B) PDGF-AA thém vao 20ng/ml
bFGF va 20ng/ml IGF-1. O cudi cua giai doan dAu tién, sb t€ bao ctia dong #4A la nho
hon mot phin ba ctia dong #4B (xem, Fig.1, hinh A va hinh B). Tuy nhién, dong #4A
b4t dau ting sinh & tbc dd tuong tw nhu dong #4B sau giai doan 1 thdm chi v6i ndng
@6 PDGF-AA thip hon dong #4B. Hinh thai ctia t€ bao tré nén dong nhat ¢ giai doan 3
va t& bao ¢6 xu hudéng tao thanh cum va hinh ciu, tuong tw véi cai ma dugce tao thanh

v6i dong dong #2b hodc #3 (xem, Fig.10, cachinh tur C dén F). Ngoai ra, cac t€ bao

-20-



28863

ndy c6 thé biét hoa tur phat thanh dong t& bao than kinh dém it gai nhu dong #2bva #3
da lam. Két qua nay goi y rang ndng d cao hon ciia PDGF-AA khong bét budc nhung
t5t hon dé phéan lap té bao gdc cua thai nhi va ndéng d6 cao hon cia PDGF-AA la
khéng can thiét mot khi té bao gbc cua thai nhi dugc tao ra. Hon nita, phuong phap
nudi ciy nay co thé cung cp cac dic tinh sinh trudng twong tw trong mot hdn hop té
bao khac va n6 x4c nhan ring qua trinh ndy c6 thé duoc lap lai. Té bao tir dong nay

duoc dong lanh xudng dé thir nghiém trong tuong lai.

Vi du 6- Kha ning dé nhén rong té bao gdc cua thai nhi dé phuc hdi va phat trién sau

chu ky rd dong

Té& bao cua dong #2b duge bdo quan cryo véi su c6 mit cia DMSO 8% ¢ giai
doan 10, 11 va 12. Té bao gdc ctia thai nhi (dong #2b) duoc 1am dong lanh giai doan
11 di duoc ndp luu & ATCC (sb truy nhap PTA-12291). Té bao cuia dong #3 ciing
duoc bao quan cryo véi sy c6 mat cua cta 8% DMSO ¢giai doan 9 va 10. Té bao cta
dong #4A va #4B phét trién nhanh hondong #2b hodc #3, thé nén chung dugc bao
quan cryo v6i sy ¢6 mat ciia 8% DMSO & giai doan 4 va 5 (dong #4A) hoac giai doan
3, 4 va 5 (dong #4B) trong cung diéu kién. Cling moi trudng d8 nuodi cy té bao gbc
ctia thai nhi (méi truong HFSCM1va 50uM 1-thioglyxerol) duge sir dung dé lam dong
lanh t& bao gbc cua thai nhi. Té bao sau d6 dugc rd dong va dugc nudi cAy trong moi
truong HFSCM1 loai bo huyét thanh dugc mé t& & trén va 50 uM 1-thioglyxerol
v6i10ng/ml bFGF, 10ng/ml IGF-1, 100ng/ml PDGF-AA hodc 20ng/ml bFGF, 20ng/ml
IGF-1, 20ng/ml PDGF-AA. Cac té bao nay duoc quan sat ting sinh & tbc do tuong tu
nhu trude khi rd dong (xem, Fig.6, Fig.9 va Fig.11). Cac té bao duoc dong lanh duge
st dung trong céc thi nghiém sau d6 dugc thé hién trong c4c hinh tir 12 dén 15.

Vidu 7 —-Pac trung hda ciia té bao géc cua thai nhi khong duoc biét hoa

Khi té bao géc cua thai nhi ctia vi du 2 dugc nubi céy voi su ¢d mat cua
100ng/ml PDGF-AA, 10ng/ml bFGF, 10ng/ml IGF-1 va 50uM 1- thioglyxerol, chung
phét trién thanh cum va/hodc hinh cAu nhu dugc thé hién trong Fig.3, cac hinh tir D
dén F. Céc t& bao duge phan tan phan tach tir cum c6 xu huéng biét héa thanh t€ bao
than kinh dém it gai nhu dugc thé hién trong Fig.3, cac hinh D va E. Tham chi khi té
bao duoc phan doan thanh trang thai té bao don, chiing tham chi bat dau tap hop va lai

tao thanh cum. Hinh déng cta chiing & trong trang thai ting sinh nay gibng té bao tién
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sinh sén t& bao than kinh dém it gai (xem, Ben-Hur et al, J. Neurosci., 18:5777, 1998;
Gago et al, Mol. Cell. Neurosci., 22:162, 2003), nhung khong nhu sinh san 0-2A ma
phat trién trong hinh thai ludng cuc ma khong tao ra bat ¢t cum nao. Tham chi tién
sinh san cua t& bao thin kinh dém it gai ctia chudt nhét duoc bao cdo trong mot thoi
gian dai trudc day, ban sao cua ngudi khong duoc bdo cdo. Tuy nhién, khong cn thiét
xac dinh giai doan cu thé ctia t& bio tién than cla té bao than kinh dém it gai trong
nudi cdy duoc nhan rong boi vi bat chp ching duy tri kha nang biét hoa thanh té bao

than kinh dém it gai (nhu dugc thé hién dudi day).

P& mb ta dic diém kidu hinh mién dich ciia té bio gdc clia thai nhi khong duge
bidt hoa, t& bao & giai doan 11 dén 15 dugc phan tach thanh trang thi t€ bao don voi
Accutaza (Innovative Cell Technologies, San Diego, CA, USA) va dugc sinh trudng
trong dia nudi chy 24 phti poly-ornithinvaduoc nudi ciy trong 3 dén 7 ngayvéi su co
mit ctia 100ng/ml PDGF-AA, 10ng/ml bFGF, 10ng/ml IGF-1 va 50uM 1-thioglyxerol.
Té bao sau d6 duoc c¢b dinh bang hop chit paraformaldehyt 4% va sau d6 dugc rira véi
PBS. DPé nhuém céc khang nguyén bé mit nhu CD133, PDGF-Ra, NG2, A2BS, 04,
01, GalC va PSA-NCAM, té bao dugc phong bé v6i PBS chira 3% huyét thanh bénh
gt thuong (NGS) va duge nhudm véi cac khang thé. Dé nhudm céc khang nguyén ndi
bao nhu Sox2, nestin, Olig2, protein myelin co ban (MBP), Vimentin, GFAP, BIIL
Tublin, Soi thin kinh-L va MAP2, t& bao dugc thim thdu véi Triton X-100 0.1% trong
PBS déng lanh trong khoang 10 phut truéc khi phong bé. Khang thé don dong IgGl
cua chuotCD133/1 (DongAC133, Miltenyi Biotec), khang thé da dong khang PDGF-
Ra cta tho, khang thé da dong khang NG2 cua tho (Millipore), khdngPSA- khang thé
don dong IgM cua chuét NCAM (Millipore), khang thé don dong IgM cta chudt
A2B5 (Millipore), khang thé don dong IgM ctia chudt O4 (cac hé R&D S), khang thé
don dong IgM cta chudét O1 (Millipore), khang thé da dong khang Sox2 cua thod
(Millipore), khang thé da dong khang Nestin cia chudt, khéng thé da dong IgGlcta
chudt (Milipore), khang thé TgG2a da dong cuia chudt khang Olig2, khéng thé IgG3
don dong khang GalC (Milipore), khang thé IgG2a don dong cua chudt nhét khang
MBP (Milipore), khang thé don dong IgG1 clia chudt khang Vimentin (Santa Cruz),
khang thé da dong cta tho khangGFAP (Milipore), khéng thé IgG1 don dong cia
chudt khang Bill Tublin (Milipore), khang thé IgG1 don dong cta chudt khang Soi
than kinh-L (Cell Signaling), khang thé da dong cta thé khangMAP2 (Milipore) va
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khang thé don dong IgG1 cua chudt khang MAP2 (Milipore) duoc st dung ¢ 1:300
(CD133/1), 1:300 (PDGF-Ra), 1:600 (NG2), 1:1000 (PSA-NCAM), 1:1000 (A2BYS),
1:1000 (04), 1:1000 (O1), 1:1000 (Sox2), 1:200 (Nestin), 1:200 (Olig2), 1:100
(GalC), 1:50 (MBP), 1:500 (Vimentin), 1:1000 (GFAP), 1:100 (BII Tublin), 1:200
(Soi than kinh-L), 1:1000 (MAP2, da dong) hodc 1:200 (MAP2, don dong) trong PBS
chita NGS3%. Sau khi 0 qua dém & 4°C, cac té bao dugc rira v6i 3 thay doi clia PBS
chtra NGS3%. Trong mét vai truong hop, mot té bao séng nhudm trong mot vai khang
nguyén bé mat t& bao (NG2, A2B5, 04, O1 va GD3) dugc sir dung dé giam céc tin
hiéu khong 16 rang. Trong truong hop nhu vay, t& bao dugc nhudm v6i mdi khang thé
so chp trude khi cb dinh ma khong phong bé. Khang thé da dong ctia thd, khang thé
don dong IgM cta chudtA2B35, khang thé don dong IgM ctia chudt 04, khang thé don
dong IgM cta chdt 01, va khang thé 1gG3 don dong cta chudt khang Disialogangliosit
GD3 (Milipore) dugc st dung & 1:150 (NG2), 1:100 (A2B5), 1:200 (04), 1:100 (01) va
1:200 (GD3) trong PBS chira BSA0.5%. Sau khi ¢ 30 phut ¢ nhiét d6 trong phong, té
bao dugc rira v6i 3 thay dbi cta PBS chira BSA0.5%. Khang thé thir cép, khang IgG
cta tho cia dé AffiniPure duoc tiép hop DyLight 488 (manh Fcy dic hi€u), khang IgG
ctia chudt cua dé AffiniPure dugc tiép hop DyLight 488 (manh Fey dic hi€u), Khang
IgG cua thé cua dé AffiniPure duoc tiép hop DyLight 488 (H+L), khing IgG cua
chudt cua dé AffiniPure duoc tiép hop DyLight 488 (H+L), khang IgG cta chudt cia
dé AffiniPure duoc tiép hop DyLight 594 (H+L), va/hodc khdng IgM cua chudt cua de
AffiniPure duoc tiép hop DyLight 594 (chudi p dic hiéu) (tht ca cdc khang thé thir cip
duoc diat mua tir Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.)dugc st dung & ty 1€ pha
lodng 1 :500 trong 1 gid' & nhiét d¢ trong phong. Té bao sau d6 duoc rira véi 2 thay doi
ctia PBS. DAPI duoc sir dung dé phan chit nhudn nhan té bao. Té bao sau do duoc
quan sat st dung Olympus 1X81 dugc trang bi trén huynh quang.

Hiu hét té bao gde cta thai nhi 14 t& bao CD133-duong tinh (xem, Fig.12, hinh
A & B), Sox2-duong tinh (xem, Fig.12, cic hinh C & D) va nestin-duong tinh (xem,
Fig.12, hinh E & F), chi thi ctia té bao gdc than kinh. Hau hét t€ bao goc cta thai nhi 1a
& bao Olig2-duong tinh (thuong chi thi cua té bao sinh sn cho t€ bao than kinh va té
bao thin kinh dém it gai van dong) (xem, Fig.12, cac hinh G & H), PDGF-Ra-duong
tinh (chi thi thuong xuyén ctia dong té bao than kinh dém it gai) (xem, Fig.12, cc hinh
1 & J), A2B5-duong tinh (A2B5 thuong véng mit tir té bao gbc thin kinh va dugc tim
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théy trén té bao sinh san cta t& bao thin kinh dém, té bio sinh san cua té bao than kinh
dém it ga va té bio hinh sao typ-2) (xem, Fig.12, cac hinh M & N), chi thi cta té bao
sinh san cta t& bao thin kinh dém it gai. Hau hét té bao gbc cia thai nhi 1a PSA-
NCAM-duong tinh (xem, Fig.12, cdc hinh O & P) nhung c6 su da dang trong mirc do
biéu hién cia ching (PSA-NCAM thuong ving mit tir t& bao gbc than kinh va duge
tim thdy trén té bao sinh san cta t& bao thin kinh va té bao tién sinh san cta té bao
thin kinh dém it gai). Té bao No GFAP-duong tinh c6 thé dugc nhin thiy trong khi
phin 16n ching 13 vimentin-duong tinh (xem, Fig.12, hinh Q-S). It nhét 90% té bao
gdc ctia thai nhi c6 vé duong tinh cho c4c chi thi phan t ¢ trén ngoai trir GFAP nhung
vidc dém chi tiét rat kho bdi vi t& bao gbe cta thai nhi c6 xu huéng dé tao thanh cum
va duoc tach ra tir binh nudi cdy rat d& dang trong qué trinh c¢b dinh va nhuém. Dé
dinh lwong do6 sach cta ching, tién hanh phan tich dém té bao chay duoc thyc hién va

thé hién trong Fig.13.

Ngoai ra, té bao gbc clia thai nhi khong duge biét hoa duge nhudm véi khang
thé O4 ma 1a chi thi phan tir clia tién nguyén bao than kinh dém it gai (O4-duong tinh,
GalC-am tinh) va té bao than kinh dém it gai chua truong thanh (O4-duong tinh,
GalC-duong tinh) bang héa mé mién dich nhung rat kho dé phan biét véi nhudm yéu
va nhudm khong cu thé. Mot vai tidn nguyén bao thin kinh dém it gai thé hién té bao
O4-duong tinh manh véi kiéu hinh da phan cuc c6 thé duoc nhin thdy trong nudi cy

niay nhung tan suét xuét hién ctia chting 12 nho hon 1% cua toan bd té bao

Ngoai ra, té bao gbc cia thai nhi khong dugce biét héa duoc nhudm voi khang
thé khang MAP?2 nhung kiéu hinh ctia chung khong gidng té bao than kinh. Khi khang
thé duoc st dung véi t& bao duoc biét hoa véi sy c6 mit cla huyét thanh, té bao than
kinh dugc xac dinh véi tin hi€u manh va kiéu hinh than kinh (xem, Fig.14, hinh H).
Tin hiéu ctia MAP2 manh nhu vy véi kiéu hinh than kinh khong dugc xéc dinh trong
t6 bao gbc cia thai nhi khong dugc bidt héa. Tin hiéu yéu ndy khong xudt hién khi
dugc biét hoa, d& ma nhuém dudng nhu 1a cu thé va té bao gdc cta thai nhi khong
duoc biét héa c6 thé khong nhudm khong cu thé.

Tém lai, té bao géc ciia thai nhi biéu hién céac chi thi phén tit cu thé cho té bao
thin kinh (CD133, Sox2, va Nestin) va chi thi phan t& cu th8 cho dong té bao thin
kinh dém it gai (Olig2, NG2, A2B5, va 04). Cac dit liéu nay goi ¥ ring té bao goc ciia
thai nhi c6 thé 14 té bao trung gian gifta té bao thin kinh va sinh san t& bao thin kinh
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dém it gai. Hon nita, t& bao gbc cua thai nhi biéu hién PSA-NCAM thém vao cac
khang nguyén ¢ trén, chi thi dé 12 phan chit nhuém ctia ngudi ctia té bao tién sinh san

cia t& bao thin kinh dém it gai ctia chudt nht.

Axit Polysialic (PSA) ctia PSA-NCAM duoc tich dién 4m tinh 18u, glycan bé
miit & bao véi khdi luong 16m duoc hydrat héa 16n ma phuc vu dé diéu bién khoang
cach gifta cac t& bao. PSA tham gia trong mot s6 phan tng lién quan dén chat déo
trong t& bao gdc than kinh trung uong clia ngudi trudng thanh, bao gbm céc thay d6i
xuét hién mot 1an moét ngdy va trong mau sinh san. Su thich nghi véi vét thuong va
cang thing, va so sanh céc khia canh cta viéc hoc va bd nhd (RutishauserA/af. Rev.
Neurosci., 9:26, 2008). Mot trong cac vai trd ciia PSA trong hé than kinh so sinh trong
sw di tréi ctia sinh san té bao thin kinh dém it gai. Khi PSA dugc loai bo tir su di trt
sinh san O2A, su di tri cia sinh san O2A bi ngin can trong m6 hinh vét thuong
(Barral-Moran et al, J. Neurosci. Res., 72:679, 2003). Mot vai tro khéc 1a kiém soat su
dinh gio biét hoa cua t& bao. PSA duoc biéu hién trong ca axon dang phat trién va tién
chét t& bao than kinh dém it gai, va su diéu chinh xuéng clia né trén cac té bao nay
twong quan véi sy Xam 14n ctia myelin héa. PSA ciing tham gia céc phan tng lién quan
dén chit déo ctia té bao gbe than kinh trung wong clia ngudi truong thanh. Kha nang
duoc dua ra ciia PSA dé didu chinh tinh tao hinh trudng thanh va phat trién, no tiép
theo ring té bao dang biéu hién PSA c6 thé c6 gid tri tri liéu trong trang thai ma céac
md bi phd hily bdi vét thuong hay bénh tat. Tai sinh trudng soi truc than kinh trong
ving biéu hién PSA (biéu hién PSA duoc thiét ké trong vét seo hoic té bao Schwann
dugc ghép md) duoc quan sat qua vét seo trong miu vét thuong. Té bao gbc cta thai
nhi 12 t& bao dang biéu hién PSA ndi sinh va s& c6 cung hiéu qua trong didu tri vét

thuong nhu ton thuong nio hogc t6n thuong tay séng.

D& mo ta dic diém ki hon té bao gbc cta thai nhi (dong #2b), t& bao dugc dong
lanh & giai doan 11 dugc rd dong, duoc nudi céy trong diéu kién sinh trudong duoc mod
ta & trén va duoc phan doan mdi 7 dén 9 ngay. Té bao duoc nudi ciy trong 9 ngdy &
giai doan 13 sau d6 dugc dua ra dé dém té bao chay sir dung céc khang thé sau day:
khang thé don dong lgGlcua chudt PE-tiép hop khang -CD133/1 (DongAC133,
Miltenyi Biotec); 1gG2a khang thé don dong cua chudt CD140a dugce tiép hop PE
(Dong aR1, BD Pharmingen); khang thé don donglgGl ctia chudt PE-tiép hop
CD9(DongM-L13, BD Pharmingen); khang thé don dong IgG2b cua chudt PE-tiép
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hop CD44 (DongG44-26, BD Pharmingen); khang thé don dong IgM ctia chut PE-
tiép hop khang-PSA-NCAM (2-2B, Miltenyi Biotec); khang thé don dong cua chudt
IgM PE-tiép hopA2B5(Dongl05HB29, Miltenyi Biotec); khéng thé don dong IgM cta
chudt PE-tiép hop 04 (DongO4, Miltenyi Biotec); va khang thé don dong IgGlcua
chudt PE-tiép hop khang-NG2 (R&D Systems). Tom lai, sau khi phan tach voi
Accutaza, cc té bao dugc rira va tai hoa tan trong PBS dong lanh v6i 2mM EDTA va
BSA 0,5% va duy tri déng bang. Sau khi dém s6 luong va s6 luong t€ bao dugc diéu
chinh dn to 1 x 107té bao/ml biang cach sir dung PBS dong lanh véi 2mM EDTA va
BSA0,5%. 25 ul cla huyén phi t& bao (250. 000 té bao) duoe chuyén thanh mdi éng
1,5-ml. Cac khang thé co ban sau d6 dugc thém vao mbi 6ng theo khuyén cdo ctia nha
san xuit. Lop khang thé PE-tiép hop kidm soat cho mdi khang thé duoc sir dung dé toa
thanh cac cong thich hop. Sau khi G 20 phut trén bang, cic t€ bao duoc rira v6i PBS
bang lanh véi 2mM EDTA va BSA 0,5% va dugc tai hoa tan trong chét dém c6 dinh.
Huynh quang cua té bao duge do st dung FACS Canto II (BD Bioscience) va mdi dit
liéu dugc phan tich st dung phan mém Gatelogic (Inivai Technologies Pty Ltd.).

Nhu thé hién trong Fig.13, tat ca hodc hau hét té bao gdc cta thai nhi (dong
#2b) 1a CD133-duong tinh (100% cta t& bao), CD9-duong tinh (100% cta € bio),
CD140a- duong tinh (98,8% ctia t€ bao), NG2-duong tinh (89.8%), A2B5-duong tinh
(99,9%), 04-duong tinh (94,6%), PSA-NCAM-duong tinh (68,9%), va CD44-am tinh
(0,4% duong tinh). Bing héa m6 mién dich, tin hiéu O4 c¢6 thé kho dugc phan bit tir
viéc nhuém khong dédc hi€u va yéu hon nhiéu tin hiéu O4 tién nguyén bao than kinh
dém it gai hodc t& bao than kinh dém it gai. Tur két qua ciia dém té bao chay, tin hiéu
04 t€ bao gdc cua thai nhi (dong #2b) c6 thé duoc chia tach tir sy kiém soét cta 16p
khang th vaté bao gbc ciia thai nhi (dong #2b) xuit hién yéu duong tinh cho khéng
nguyén O4 a. Té bao gbc cta thai nhi (dong #3) thé hién hdu nhu ciing kiéu hinh do
dém t& bao chay. Chang 1a CD133-duong tinh (98,4%), CD9-duong tinh (99,4%),
CD140a-dwong tinh (91,5%), NG2-duong tinh (63,4%), A2B5-duong tinh (99,8%),
04-duong tinh (71,6%), PSA-NCAM-duong tinh (74,7%), va CD44-4m tinh (0,3% la
duong tinh).

Vi du 8 — Kha nang biét hoa cua té bao gbc cua thai nhi co thé nhan rong trong moi

truong chtra huyét thanh
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Dé thir nghiém kha ning biét héa cua t& bao c6 thé nhan rong, t bao gbc cla
thai nhi (dong #3) dugc phin doan thanh giai doan té bao riéng 1é/don va dugc nudi
cAy trong moi trudong chira huyét thanh [moi trudong biét hoa té bao cua tién chét té bao
thn kinh dém it gai (OPCDM)] (Phong nghién ctru thi nghiém ScienCell™) dé kich
thich sy biét hoa. Té bao sau d6 duoc nhudm véi khang thé ma chép nhan té bao than
kinh (khang thd khang-BIIl Tublin, khéng thékhéng Soi thin kinh-L va khang thé
khang MAP?2), sinh san té bao than kinh dém it gai vaté bao thin kinh dém it gai
[khang thé 04, khang thé 01, khang thé khéang GalC va khang thé protein co s& khang
myelin (MBP)], va té bao hinh sao (khéng thé khang GFAP) tiép theo boi khang thé
thtr cAp nhudng tiép hop huynh quang (DyLight 488 hodc DyLight 594, nghién ctu
mi&n dich Jackson). DAPI dugc str dung dé phan chét nhudm nhan t& bao.

T4t ca ba hé thin kinh trung wong chinh (t bao gbc than kinh trung wong) cac
kiéu hinh dugc quan sat theo cac cach xir ly dé biét hoa té bao gdc cua thai nhi. Khi té
bao gbc cia thai nhi dugc nudi cdy trong moi trudng chia huyét thanh, té bao Bill
Tublin-duong tinh, t& bao Soi thin kinh-L-duong tinh, va t€ bao MAP-2-duong tinh
duoc phat hién ra (chi thi ciia té bao thin kinh). C6 nhiéu t€ bao BII Tublin-duong
tinh (Fig.14, hinh B) trong khi mét luong nho la duong tinh v&i Soi than kinh-L
(Fig.14, hinh E) hoac MAP2 (Fig.14, hinh H). Két qua nay chi ra rdng phéan 16n ching
14 té bao than kinh chua trudng thanh. Té bao gbc cta thai nhi cling ¢6 thé biét hoa
thanh t& bao MBP-duong tinh. MBP thanh phin chinh ctia myelin va chi dugc biéu
hién trong t€ bao than kinh dém it gai trudng thanh. Dt liéu nay chi ra rang t€ bao gbc
ctia thai nhi c6 kha ning biét hoa thanhté bao thin kinh dém it gai trudng thanh. Sy
ddng hinh thanh tap doan cta chi thi phan tit than kinh dugc dénh gid nhung chi mot
vai ddng hinh thanh tap doan c6 thé duoc nhin thiy (Fig. 14, céc hinh C, F, I). Diéu nay
¢6 thé do phin 16n céc té bao than kinh bdi vi myelin s& khong dugc boc trén truc
cliaté bao than kinh chua trudng thanh. Su ddng hinh thanh tp doan cia MBP va
khang nguyén 04 ciing dugc danh gia (Fig.14, cac hinh J dén L). Hau hét tin hiéu cua
MBP dugc dong hinh thanh tip doan véi tin hiéu cta khang nguyén O4 nhung chi mot
nira tin hiéu cua khang nguyén O4 dong hinh thanh tap doan vdi tin higu ctia MBP.
Két qua nay 1a hop ly boi vi khang nguyén 04 duge biéu hién trong sinh san cla té
bao thin kinh dém it gai, té bao thin kinh dém it gai chua truong thanh vaté bao than
kinh dém it gai truéng thanh trong khi MBP duoc chi biéu hién trong té bao than kinh
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dém it gai trudng thanh. Cac té bao nay ciing duong tinh dbi véi khang nguyén GalC
ma 12 chi thi phén tir choté bao than kinh dém it gai chua trudng thanh (dit liéu khong
duoc thé hién). Té bao GFAP-duong tinh (t& bao hinh sao) va t€ bao vimentin-dwong
tinh ciing duge phat hién nhu duoc thé hién trongFig.14, cac hinhtir M dén O. Céc dit
liéu nay chi ra ring té bao gdc clia thai nhi c6 thé nhan rong 1a da nang va rang, thé
nén, ching c6 kha nang la t€ bao gdc than kinh, béi vi ching c6 kha ning ting t6i 3
kiéu hinh t& bao cta hé thn kinh trung wong chinh phu thudc vao mdi trudng. Té bao
gbc cua thai nhi (dong #2b) ciing dugc thir nghiém trong cting diéu kién ba the hién
clng su da ning nhu té bao gbc cua thai nhi thé hién (dong #3).

Vi du 9 - Kha nang biét hoa cua té bao gbc ctia thai nhi c6 thé nhan rong trong mdi

truong loai bo huyét thanh

Té bao gbc cta thai nhi thé hién kha nang biét hoa tot thanh € bao than kinh
kinh dém it gai bing cach giam ndng 6 PDGF-AA ma khong bd sung bFGF nhu dugc
thé hién trong Fig.5. Tuy nhién, té bao dugc biét hoa 1a it hon mot nira tdng sb té bao.
Néu té bao gbc ciia thai nhi duge gieo gidng & mat do rat thép (< 0,5 x 10* té bao/cm?)
ma khong c6 bFGF v6ilOng/ml PDGF-AA va 100ng/ml IGF-1, hau hét céc t€ bao c6
vé biét hoa nhung ching bién mAt trong mot ngay. Pé kiém tra kha niang cua chiing aé
biét hoa thanh t€ bao than kinh dém it gai nita, su cam ung cua su biét hoa va su tOn tai
Jau coa t& bao duoc cho 14 rit quan trong. AMP tudn hoan (cAMP) duoc biét c6 thé
kich thich su biét hoa thanh nhidu loai t& bao. pCPT-cAMP ma la chat ddng dang thim
té bao ctia cAMP duoc thir nghiém xem liéu n6 ¢ thé kich thich su biét hdo trong té
bao gdc ctia thai nhi. 100uM pCPT-cAMP c6 thé kich thich su biét hoa ciia té bao gbe
cta thai nhi & mat d cao (3 x 104t bao/cm?) té bao khong thé ton tai tot tham chi véi
su ¢6 mit cua of 100ng/ml IGF-1. BDNF duoc bdo céo co thé cai thién su biét hoa cua
sinh santé bao than kinh dém it gai va hd tro sy 1dn tai ciia t& bao duoc biét hoa. Khi té
bao géc cta thai nhi dugc biét hdovédi su c6 mit cua cia PDGF-AA 10ng/ml,
100ng/ml IGF-1, 100pM pCPT-cAMP va 10ng/ml BDNF trong moi truong chira
glutamin DMEM/F12 va HEPES va dugc bd sung voi chat bd sung B27, chét bd sung
N2 va 50uM 1-thioglyxerol, it nhit hon mét nira t€ bao gdc ctia thai nhi dugc biét héa
thanh té bio mang qu4 trinh. Bai vi té bao gbc cta thai nhi biéu hién mot vai chi thi
phan tir cta té bao thn kinh dém it gai nhu O4 hodc NG2, doi hoi phuong phép mdi

dé phan biét té€ bao géc cua thai nhi va dong té bao than kinh dém. Dua trén mot vai
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thir nghiém, tic gid ch ¥ thiy ring té bao khong duogc biét héa biéu hign GD3 manh
hon sinh san t& bao than kinh dém it gai va O4 nguoc lai (d4u miii tén cta Fig.1, hinh
A, hinh B va hinh C). Khi t& bao dwoc nhudém véi GD3 va 04, té bao thin kinh dém it
gai c6 thé dugc phan biét st dung mau nhuém va hinh thai cta ching. Ngoai ra, loai té
bao khéc nhu té bao than kinh hodc € bao hinh sao ciing c6 thé dwoc x4c dinh boi vi
chiing khong bidu hién khang nguyén GD3 hogc O4. Fig.15, hinh D thé hién ty 1¢ cta
m3i loai t& bao. Té bao khong duoc biét héa chiém 23,5% + 2,0% cta tong sb t€ bao.
Sinh san t bao thin kinh dém it gai chiém 75,8% % 2,1 % cua tong sb € bao. Céc té
bao loai khac chi chiém 0,9% + 0,6%. Nhu dugc d& cip & trén, ty 1& cia sinh san
bao thin kinh dém it gai so véi t& bao duoc biét hoa (sinh san té bao than kinh dém it
gai cong v6i cac loai t€ bao khac) 12 99,1 % + 0,56% cua té bao dugc biét héa trong
khi cac loai t& bao khac 13 0,9% =+ 0,56% ciia té bao dugc biét hoa. Dit liéu nay chi ra
rangté bao gdc clia thai nhi ¢ kha ning cao d2 biét hoa thanh dong té bao than kinh
dém it gai.

Vi du 10- Té bao gbc ctia thai nhi dugc lam giau hodc duge chon loc béang té bao hoat
héa huynh quang hodc phuong phdp phan loai t€ bao (FACS) hodc phuong phap hodc
phuong phap phén loai ¢6 tir tinh

Sang ché nay boc 1§ kidu hinh cta t& bao gdc cta thai nhi ma la CD133-duong
tinh, CD140a-duong tinh, CD9-duong tinh, CD44-4m tinh, PSA-NCAM- duong tinh,
A2B5-duong tinh, O4-duong tinh, va NG2-duong tinh. Thong tin nay c6 kha nang dé
lua chon hodc lam giau t€ bao gdc cla thai nhi ma khong nu6i cAy. CD133 chi thi phan
ttr cho t& bao gdc than kinh va khong dugc biéu hién trong cac té bao tién chit hoic
sinh san. CD9 ciing duoc st dung nhu 1a chi thi phan tir cho té bao gbc than kinh
nhung mdt vai té bao thin kinh dém it gai dugc biét dé biéu hign CD9. PSA-NCAM va
A2B5 duoc sir dung dé phat hién tién chat giwois han than kinh hodc tién chat gioi han
thin kinh dém. Hau hét tiéng chit va sinh san thin kinh dugc cho 1a biéu hién PSA-
NCAM va A2B5 hoic PSA-NCAM hodc A2B5, tac dung ctia chung khong thé lam
gidu t& bao gdc ctia thai nhi qua tbt, dic biét trong ki 3 thang dau tién va thu hai.
CD140a, NG2, A2B5 va 04 duge sir dung nhu chi thi phan tir cho t& bao tién chét cua
t& bao than kinh dém it gai, tidn ¢ bao thin kinh dém it gai vaté bao than kinh dém it
gai. Mitc d6 biéu hién cua CD140a va NG2 trong té bao gdc ctia thai nhi cao hon trong

t& bao tidn chit cta t& bao thin kinh dém it gai, tidn & bao than kinh dém it gai hodcté
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bao than kinh dém it gai, trong khi muc do biéu hién ctia A2B5 va O4 trong té bao gdc
cta thai nhi thp hon trong t& bao tién chit ctia t& bao than kinh dém it gai, tién té bao
thin kinh dém it gai, hodc t& bao than kinh dém it gai. Tac dung ctia CD140a va NG2
duge cho 1a thich hop d& lam giau té bao gbc ctia thai nhi. Dya trén thong tin & trén va
dit litu duge mo ta trong sang ché nay, hiéu qua ctia mdi chi thi phén tir dé lam giau té
bao gbe ciia thai nhi s& 14 CD140a > NG2 > CD9 > CD133 > A2B5 > 04, PSA-NCAM

nhung tht ty ndy s& khac nhau tuy thudc vao tuén tudi thai ctia chiing.

Tuy nhién, chi thi phén tir don s& khong du dé chon té bao gdc cua thai nhi va
hén hop ctia 2 chi thi phén tir c6 thé chon dic hiéu hon. Hon hop cia mdt trong cac chi
thi phan tir ciia t& bao gdc thin kinh (CD133 hodc CD9) va mdt trong céc chi thi phan
tir ctia dong té bao thin kinh dém it gai (CD 140a, NG2) s& hiéu qua dé chon. Dua trén
kién thue trén, hdn hop hiéu qua nhat dé chonté bao gdc cua thai nhi s& 1a CD33 va
CD140a trong s6 hdn hop nay nhung hdn hop khéc cling nén chon hiéu qua hon véi

mot chi thi phan tir don.

Tin suét xudt hién ctia CD133 hodc CD140a thuong thip (nhdé hon 5%) va su
xuét hién ctia CD 140a (biéu hién bt dAu tir khoang tudn 8 va t6i da & khoang tuan thtr
18 cta tudi thai) mudn hon ctia CD133. Do d6, té bao biéu hién ca CD133 va CD140a
s& rat thip (nhé hon 1% cua tdng sb) tiy thude vao tudn tudi thai cia chung. Hiu hét £
bao CD133-duong tinh c6 thé khong bidu hién CD140a néu té bao thu dugc tir md thai
nhi & tudn thai thtt 15 hodc sém hon. Bdi vi té bao CD133-duong tinhva CD140a-am
tinh s& bidu hién CD140a mudn hon, t& bao gc ca thai nhi co thé thu dugc khi t€ bao
duoc nudi cdy trong clng didu kién cho té bao gdc cua thai nhi sau sy 1am giau ban

dAu ctia té bao CD133-dwong tinh.
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YEU CAUBAO HQ
1. Té bao than kinh c6 thé nhan rong dwoc phén 18p & ngudi, trong d6 t& bao 1a té bao

sinh san hodc t€ bao goc,

trong d6 t& bao thu dugc tir thai clia dong vat c6 vi khong phai tir phoi cua ngudi va
duoc nudi cdy dudi didu kién hidu qua dé lam gidu té bao than kinh c6 thé nhan rong,
céc didu kién nay bao gdm, mdi trudng nudi cay chira luong c6 higu qua ctia chat bo

sung sinh trudng, d& phan 1ap té bao than kinh thai nhi,

frong d6 t& bao duy tri kha ning ctia n6 dé biét hoa thanh té bao than kinh dém, té bao
hinh sao, va té bao than kinh dém it gai, trong d6 té bao duy tri ning luc ciia n6 dé bist

héa thanh dong t& bio than kinh dém it gai hiéu qua trong sudt cac giai doan tiép theo,

va trong d6 t& bao biéu hién it nhét cac khang nguyén bé mit té bao CD133, CD140a,
A2B5 va PSA-NCAM.

2. Té bao thin kinh c6 thé nhan rong dugc phén 1ap ¢ nguoi theo diém 1, trong do6 té
bao nay duogc ndp luu véi s6 truy nhip ATCC 1a PTA-12291.

3. Té bao than kinh c6 thé nhan rong dugc phén lap & nguoi theo diém 1, trong do6 té
bao thu duge tir md than kinh thai nhi duoc chon tir nhém bao gbm tly sdng, vo nao,
vung hai ma, thé van, phﬁn nén ndo trude, trung ndo phén bung, nhan luc, ving dudi
dbi, tiéu ndo, thé chai va than kinh thi giac.

4. Té bao than kinh c6 thé nhan rong duoc phan 14p & nguoi theo diém 1, trong d6 md
than kinh duoc phan 1p ti tiy song ctia thai nhi 6 tudi thai tir 12-24 tuan.

5. Té bao than kinh c6 thé nhan rong dugc phan l1dp ¢ nguoi theo diém 1, trong d6
luong c6 hiéu qua cua chit bd sung sinh trudng trong moi truong nudi cy it nhét 1a
10uM 1-thioglyxerol, tt hon 1a 10-100pM 1-thioglyxerol, va tot hon nita la SOpM 1-
thioglyxerol.

6. Té bao thin kinh c6 thé nhan rong duoc phén ldp ¢ ngudi theo diém 1, trong d6 didu
kién nudi céy con bao gém, hai yéu td sinh trudng, va mot yéu td sinh ton;

trong d6 t&t hon 1a hai yéu td sinh trudng 12 yéu td sinh truéng thu duge tir tiu cau

(platelet derived growth factor - PDGF) va yéu t6 sinh truéng nguyén bao soi co ban
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(basic fibroblast growth factor - bFGF) va xuét hién & ndng do it nhat 1a Sng/ml PDGF
v it nhét 1a 2,5ng/ml bFGF d& phén 1ap t& bao than kinh & nguoi;

hodc t6t hon I trong d6 hai yéu 5 sinh truong 12 PDGF va bFGF va xuat hién ¢ nong
d6 40ng/ml dén 200ng/m! PDGF va 5ng/ml dén 40ng/ml bFGF dé phan 1ap té bo than
kinh & nguot;

hoc t6t hon 1a trong d6 hai yéu td sinh trudng 12 PDGF va bFGF va xuét hién & ndng
d6 it nhét 12 1ng/ml PDGF va it nhét 1 0,5ng/ml bFGF dé nhan rong t& bao HFSC sau

khi tao ra dong té bao va dé duy tri té bao;

hoc tét hon 13 trong d6 hai yéu t6 sinh trudng 1a PDGF va bFGF va xuét hién & nong
d6 5ng/ml dén 100ng/ml PDGF va 1ng/ml dén khoang 50ng/ml bEGF dé nhén rong té

bao than kinh & nguoi sau khi dugc tao ra;

va tot hon 13 trong d6 mot yéu t6 sinh ton 1a yéu t6 sinh truéng gidng nhu insulin
(Insulin-like growth factor - IGF) xuét hién & ndng do it nhat 1a Ing/ml IGF, hodc t6t
hon 12 & ndng d6 5ng/ml dén 100ng/ml IGF.

7. Té bao than kinh c6 thé nhan rong duge phén ldp & nguoi theo diém 6, trong do6
trong phan 1ap té bao, luong cé hiéu qua cua chit bd sung sinh truéng trong moi
truong nudi cdy it nhét 1a 10uM 1-thioglyxerol, tot hon 1a 10-100pM 1- thioglyxerol,
va t6t hon nita 1a 50uM 1-thioglyxerol.

8. Duoc phdm té bao than kinh gbc chtra té bao thin kinh c6 thé nhan rong dugc phén
14p & nguoi theo diém 1.

9. Quin thé duoc lam giau t& bao than kinh duoc nhin rong & nguoi, trong do cac té
bio 14 té bao sinh san hodc t bao géc,

trong d6 cac t& bao duge nudi chy duéi cac didu kién hidu qua dé lam giau céac t€ bao
thin kinh dugc nhan rdng, cac didu kién nay bao gém, moi truong nudi céy chura
luong c6 hi€u qua cua chét bd sung sinh truéng,

trong d6 céc té bao duy tri kha nang ctia ching dé biét héa thanh t€ bao than kinh dém,
té bao hinh sao, va t& bao than kinh dém it gai,

trong do céac t€ bao duy tri kha ning cua ching dé biét hoa thanh dong té bao than kinh

dém it gai hiéu qua trong suét cac giai doan ti€p theo, va trong d6 quan thé ctia céc té
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bao biéu hién it nhat céc khang nguyén bé mit té bao CD133, CD140a, A2B5 va PSA-
NCAM, va trong d6 cac té bao khong thu dugc tir phdi cua ngudi.

10. Quén thé dugc lam gidu theo diém 9, trong do chit bd sung sinh truéng 1a 1-
thioglyxerol va lugng cé hiéu qua cua chét bd sung sinh trudng trong moi trudng nudi
cly it nhit 13 10uM 1-thioglyxerol, tot hon 1a 10-100uM 1-thioglyxerol, va t5t hon
nita 1a 50uM 1-thioglyxerol dé phan 1ap céc té bao than kinh thai nhi.

11. Phuong phap in vitro d8 nuoi cdy té bao than kinh c6 thé nhan rong, trong dé té
bao 13 t& bao sinh san hodc t& bao gde dwoc phén 1ap tir hé than kinh trung wong clia
dong vat co vu, trong do té bao nay duy tri kha nang cua n6 dé biét hoa thanh té bao
than kinh dém, t& bao hinh sao, v té bao thin kinh dém it gai va kha ndng cua n6 dé
biét hoa thanh dong té bao than kinh dém it gai hi¢u qua, trong do phuong phap nay
bao goém céc budc:

a) phan 1ap va tach it nhit mot té bao tir md than kinh thai nhi,

b) nudi ciy té bao & nhiét do 37°C, trong khi quyén chtra 1-20% O2, va 5% CO, va
trong moi truong nudi cAy khong c6 huyét thanh dugc xac dinh hoéa hoc, trong dé moi
trueong chia:

- it nhét 13 5ng/ml PDGF-AA

- it nhét 12 2,5ng/m1 bFGF, va

- it nhét 12 10uM 1-thioglyxerol,

¢) chuyén t& bao tir b) dé thu dugc t& bao than kinh c6 thé nhan rong & nguoi va, t6t
hon 1a trong d6 mdi trudng nudi chy con chira it nhét 14 1,0ng/ml IGF-1;

va t6t hon 13 trong d6 & budc a) md than kinh dugc chon tir nhém bao gbm thy sdng,
vo ndo, vung hai ma, thé van, phﬁn nén ndo trudc, trung ndo phﬁn bung, nhan lyc,
ving dudi ddi, tiéu ndo, thé chai va than kinh thi gidc;

va t6t hon 13 trong d6 trong budc a), md than kinh 1a tir tiy sng thai nhi, t6t hon 1a tiy
sbng thai nhi c6 tudi thai 12 - 24 tudn, va t6t hon 14 trong d6 trong budc a), viéc phan
lap duogc thuc hién bing phuong phép phan lap, phuong phdp nay dugc chon tir
phuong phap ma dugc dung it nhét mot trong cac phuong phép phén loai té bao kich

hoat huynh quang (fluorescence activated cell sorting - FACS) hoac phan tich mién
dich.
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12. Phuong phéap theo diém 11, trong d6 trong budc b), mdi trurdng nudi cAy chira:
- 40-200ng/ml PDGF-AA,

- 5-100ng/ml bFGF,

- 10-100uM 1-thioglyxerol, va

- 5-100ng/ml IGF-1,

va t6t hon 1a méi trudong nudi cdy khong co huyét thanh duoc x4c dinh hoa hoc chia
DMEM/F12 duoc bd sung cac axit amin khong thiét yéu, glutamin, pyruvat, B27, N-

axetyl-xystein va B-mercaptoetanol.

13. Duoc pham té bao than kinh gdc bao gbm té bao than kinh c6 thé nhan rong ma
duoc nudi cdy in vitro béng phuong phap theo diém 11, trong do6 té bao than kinh c6
thd nhan rong bidu hién it nhét khing nguyén bé mit t& bao CD133, CD140a, A2B5 va
PSA-NCAM.

14. Phuong phap phan 1ap & bao thin kinh c6 thé nhan rong & ngudi, trong d6 té bao
1 t& bao sinh san hodc té bao gbe duge phan 1ap tir he thin kinh trung wong cua dong
vat c6 vi, trong d6 té bao nay duy tri kha ning cua nd d2 biét hoa thanh té bao than
kinh dém, té bao hinh sao, va t& bao than kinh dém it gai va kha ning ctia no dé biét
héa thanh dong té bao dong t& bio than kinh dém it gai hiéu qua, trong d6 phuong
phéap nay bao gbm céc budc:

- xéc dinh va tach it nhat mot t& bao tir md than kinh khong phai phdi ¢ ngudi;

- nudi cAy té bao dd dugc tach trong moi trudng nudi cAy dé phan 13p cac té bao than
kinh thai nhi, & nhiét d6 37°C, trong khi quyén chtra 1-20% 02, va 5% CO2, va trong
moi trudng nudi cdy khong c6 huyét thanh dugc xac dinh héa hoc, trong d6 moi
truomg nudi ciy chita it nhit 12 Sng/ml PDGF-AA, it nhat 1a 2,5ng/ml bFGF, va it nhét
1a 10uM 1-thioglyxerol;

- chuyén t& bao dugc nudi ciy dé thu duoc céc té bao than kinh c6 thé nhan rong &
nguoi.

15. Phuong phép theo diém 14, trong d6 mdi trudong nudi cly con chua it nhit 1a

1,0ng/ml IGF-1.
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16. Nubi cy in vitro bao gbm ft nhat mot té& bao than kinh duoc phén 14p thu duge tu
hé than kinh trung wong clia dong vét c6 v, trong d6 t€ bao dugc phan 1ap duge ngdp

trong mdi trudng nuodi ciy khong co huyét thanh duge xac dinh hoa hoc chira:
- it nhit 1a 5ng/ml PDGF-AA,

- it nhét 13 1ng/ml bFGF; va

- it nhét 13 10uM 1-thioglyxerol;

va tdt hon 1 con chura it nhat 14 1,0ng/ml IGF-1;

va tot hon 13 trong d6 mdi trudng nudi ciy khong c6 huyét thanh dugc xac dinh hoa
hoc con chita DMEM/F12 dugc bd sung cic axit amin khong thiét yéu, glutamin,

pyruvat, B27, N-axetyl-xystein va B-mercaptoetanol;

va tét hon 14 trong d6 t& bao than kinh 1a CD133-duong tinh, A2B5, PSA-NCAM va
CD140a-duong tinh.
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Tiéu chuén phan loai
1. T€ bao HFSC khong dugc biét héa

$§ (HFSC)

Tin hi€éu GD3: cao

Tin hiéu O4: thap

2. T& bio sinh san thin kinh dém it gai
(OPC)

Tin hiéu GD3: thip

Tin hiéu O4: cao

ki€u hinh da phin cyc

3. C4c loai t& bao khédc

Tin hiéu GD3: (-)

Tin hi€éu O4: (-)
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