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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap tao ra khuan lac gom cac ving dong tAm cia dong
té bao ngoai bi khac nhau. Cy thé hon, sang ché dé cap den phuong phép tao ra cac té bao
lién quan dén mit, cac té bao biéu md gidc mac va tim te bao glac mac. Sang ché ciing de
cap dén khuan lac gom cac vung dong tam cua dong té bao ngoai bi Kkhac nhau c6 nguon
goc tur té bao gbc toan ning, tam té bao biéu mo gidc mac da phan tang co nguon goc tu
cac té bao gbc toan ning, va té bao biéu mo gidc mac c6 ngudn gdc tir t& bao gdc toan
nang.
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Linh vwc k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén phuong phap cam g sy biét hoa clia cac té bao biéu md
gidc mac tir t& bao gdc toan ning. Cu thé hon, sang ché dé cap dén phwong phép biét
hoa tu than cac té bao géc toan nang (ddc biét 13, cac té bao géc toan nang da cam
mg) thanh dong té bao ngoai bi trong mdi truong khong cé huyét thanh ma khéng
st dung t& bao nudi va cam ung su bict hoéa cua té bao dong ngoai bi bé mit mét thu

duoc thanh t& bao biéu mo giac mac.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Nhitng nim gin déy, cong cudc nghién ctiru v& y hoc téi tao (y hoc té bao) vin
dang tiép dién nham bd sung cho cdc md va co quan bi tdn thuong biang cach cam
ting sy biét hoa ctia té bao chua biét hoa (€ bao gbe). Dic biét, t& bao gbe phdi (1
bao ES) ¢6 thé duoc biét hoa thanh tit ca cac té bao ngoai trir t€ bao nhau thai, va vi
vy viéc cam tng sy biét hoa cic té bao nay thanh nhiéu dong té bao khac nhau va
viéc xac dinh yéu t6 quyét dinh sy biét hoa ciia chiing hién dang nhan duge nhiéu sy
quan tdm. Tuy nhién, viéc nghién ctru va st dung té bao gbc van con nhiéu han ché
do vAn dé dao duc lién quan dén viéc phé bé trirng da thu tinh khi ching lam td, va
cling gip vin dé v& phan tng dio thai do té bao ES 14y tir bénh nhan thuc hién cy
ghép khong thé duoc tao thanh. Vi vay, trong tinh hubng d6, cac loai bénh diéu tri
dugc bang t& bao ES bi han ché va tinh hiru dung trong 14m sang ctia cac té bao nay

van chua rd rang.

Nguoc lai, mot s6 yéu t6 nhét dinh duoc dua vao té bao sinh dudng hodc té
bao gbe chua biét hoa dé tao thanh té bao gdc toan ning di cam tng c6 kha ning biét
héa toan ning twong tw v6i kha ning cia té bao ES. Céc vi du dién hinh v& té bao
gbc toan ning da cam tng nay bao gdm té bao iPS dugc Yamanaka e/ al. tao ra. Y

hoc téi tao stir dung t€ bao goc toan ning da cam Ung nay khong gip phai cac van dé
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vé dao dirc va ciing c6 thé st dung té bao l4y tir bénh nhan 1am ngudn té bao dé tranh
gip phai van dé vé phan tng dio thai.

Céc té bao biéu md d3 dugc bao céo 1a c6 thé duge cam ung tao ra sy biét hoa
tir t& bao iPS hoic té bao ES cua ngudi (tai liu Patent 1 va céc tai li€u khong phai
Patent 1 dén 2). Nhiéu t& bao biéu md da cam tng biéu hién gen danh déu té bao biéu
md phan tAng, nhu keratin 14 va p63, ciing cho phép biét hoa thanh t& bao biéu mé
phén tng, nhu bidu mé da. Céc tac gia sang ché da thong bao vé viée biét hoa thanh
biéu mé gidc mac trong s cac biéu mo phan ting (Céc tai liéu Patent 2 dén 3 va tai
liéu khong phai Patent 3); tuy nhién, viéc khong thé dugc tao thanh dang tAm, viéc
khong thé cam tmg dugc té bao tién sinh biéu mé gidc mac c6 kha ning ting truéng

cao, va viéc st dung t€ bao nuoi s€ gap kho khan khi str dung trong 1am sang.

b¢€ st dung trong 1&m sang, tam bi€u mod gidc mac can cé cau triic md chirc
nang, phan tang va viéc bi€u hién cdc gen danh dau (ddc biét 1a, keratin 12, pax6, va
MUCI16) c6 the dugc tao ra tir t€ bao iPS cuia ngudi ma khong sir dung t€ bao nudi;

tuy nhién, cho dén nay van chua c6 bao cdo nao nhu vay.
Danh muc trich dan
Tai li€u Patent
Tai lidu Patent 1: Cong bd quéc té s6 WO 2012/073238
Tai liéu Patent 2: Cong bd qudc té s6 WO 2010/134619
Tai lidu Patent 3: Cong bd quéc té s6 W02012/144582
Tai liéu khong phai Patent
Tai liéu khong phai Patent 1: Guenou, H., et al., The Lancet 374, (2009)
p1745-1753.

Tai liéu khong phai Patent 2: Metallo, C.M., et al., Stem cells (2008) 26, 372-
380.

Tai liéu khong phai Patent 3: R. Hayashi et al., Volume 7, Issue 9, 45435,
PLOS ONE, 2012

Ban chit ky thuit clia sang ché
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Vén dé k§ thuat

Muc tiéu ctia sang ché 1a dé xuét phwong phap cam Gng su biét héa céc té bao
gbc toan ning (dic biét 1a té bao gbc toan ning da cam tng) thanh dong té bao biéu
md bé mit mét, nhu bidu md gidc mac hoic biéu md két mac, ma khong sir dung té
bao nudi hozic huyét thanh va d& xuit tAm té bao biéu md giac mac chirc ning duge
nudi cdy va phén ting tir t& bao gdc toan ning (dic biét 12 t& bao gbc toan ning da
cam ung).

Giai phép cho vén dé

Céc tac gia sang ché da tién hanh nghién ctru chuyén sau nham giai quyét cac
véAn d& néu trén, va phat hién ra ring khi té bao iPS clia ngudi dugc nudi ciy trong
mdi trudng biét hoa chira KSR va céc thanh phan twong tu ma khong st dung huyét
thanh hodc té bao nuéi, thi cac té bao ndy biét hoa tu than trong khoang 4 tudn va tao
thanh khuén lac (nhiéu viing) gdm cac ving ddng tAm ctia dong té bao ngoai bi khac
nhau. Ngoai ra, cic tic gia sang ché ciing phat hién ra ring cac té bao dong ngoai bi
b& miat mét gdm ca té bao gbe biéu md co thé dugce tach ra khéi khuln lac thu dugc,
va té bao tién sinh bidu mé gidc mac dugc cam tng biét hoa, dugc phan 1ap va tiép
tuc dwgc nudi cdy dén khi truéng thanh dé tao ra té bao biéu mé gidc mac phan tang.
Té bao bidu mé giac mac thu dugc c6 thé thu hdi & dang tm va cdy ghép va da duoc
cong nhan 12 c¢6 chtrc ning nhu té bao biéu mé gidc mac in vitro va in vivo thi gibng

nhu t€ bao bi€u mo gidc mac c¢b nguodn goc tr t€ bao sinh dudng.

Sang ché da dugc thuc hién dya trén cic phat hién & trén, va lién quan dén céc

d6i trong néu trong cac diém tir (1) d&én (15) sau day:

(1) Phuong phap tao ra khuan lac gdm cic ving ddng tdm ciia dong té bao
ngoai bi khac nhau, bao gdm budc nubi cdy hai chiéu té bao gdc toan nang (dic biét
1a té bao gbc toan ning dd cam ng) trong moi trudng khong cé huyét thanh ma
khong sir dung t& bao nudi;

(2) Phuong phép theo diém (1) & trén, trong d6 cac ving ddng tim clia dong
t& bao ngoai bi khac nhau dugc tao thanh thong qua viéc biét hoa tir than céc té bao

glc toan nang;
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(3) Phuong phap theo diém (1) hoic (2) & trén, trong d6 mdi truong khong c6
huyét thanh nay khong chtra lwong bang 0,5nM hoic cao hon 0,5nM ctia BMP4

(protein tao hinh xwong 4), yéu tb ting trudng bién nap, hodc activin;

(4) Phuong phép theo diém (3) & trén, trong d6 mdi trudng khong c6 huyét
thanh nay con khong chtra it nhit mot hop chét dugc chon tir nhém bao gdm axit

retinoic néng d6 cao, chét uc ché BMP, chét wrc ché TGFp, va Noggin;

(5) Phuong phép theo diém bat k¥ trong sb cac diém tir (1) dén (4) & trén,
trong do6 cac té bao gbc toan ning duwgc nudi cdy bang cach st dung binh nudi ciy
dugc phd mdot hodc nhiéu chit dugc chon tir nhém bao gém colagen, fibronectin,
laminin hodc cdc manh laminin, vitronectin, co chét mang day, gelatin, axit

hyaluronic, polylysin, vitronectin, va axit hyaluronic;

(6) Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém tir (1) dén (5) & trén,
trong d6 khudn lac chira cac ving té bao dong ngoai bi than kinh, té bio dong mao
thin kinh/té bao dong dai thi giac, t& bao dong ngoai bi bé mit mit, va té bao dong

ngoai bi bé mit, theo thir tw twong Gng;

(7) Phuong phép tao ra cac té bao lién quan dén mét, phwong phép niy bao

gom céac budc:

tao ra khuéan lac gom cac ving dong tdm cta dong té bao ngoai bi khdc nhau

béng phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir (1) dén (6) o trén,
tach céc té bao ndm trong vung cu thé ra khoi khuén lac d6, va
cam ung sy bi€t hoa cia cac té bao thanh té bao lién quan dén mit;

(8) Phwong phap theo diém (7) & trén, trong d6 céc té bao lién quan dén mit
12 t& bao bat ky dugc chon tir nhém bao gbm té bao biéu mé giac mac, té bao biéu
mé sic tb vOng mac, té bao than kinh vOng mac, t& bao biéu mo két mac, té bao biéu
md ria gidc mac, té bao ndi mo giac mac, té bao keratin, t& bao md dém méng mét,
té bao mang cung, té bao biéu md sic t6 mbéng mét, té bao biéu mo 1ong mi, té bao
than kinh thi gidc, nguyén bao sgi dudi ria gidc mac, nguyén bao s¢i duéi két mac,
té bao tuyén 18, té bao tuyén nhtr mét, té bao dai, té bao biéu mod thiy tinh thé, va té

bao bi€u mdé mi mat;
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(9) Phuong phap tao ra cac té bao bidu mé gidc mac, phuong phap nay bao

gom céac budec:

tao ra khudn lac gdm céc ving ddng tm ctia dong té bao ngoai bi khic nhau
bing phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir (1) dén (6) & trén,

nudi cdy khuén lac nay trong méi trudng chira yéu t6 ting truéng,

tach céc t& bao nam trong ving té bao dong ngoai bi bé mit méit va nudi cdy
cac té bao trong mdi trudng chita KGF, chét trc ché Rock, va chat thay thé huyét
thanh d cam tng tao ra sy biét hoa thanh té bao tién sinh biéu md giac mac, va

phan 1ap céc té bao tién sinh biéu mod gidc mac va cam ung tao ra sy bi¢t hoa
thanh té bao biéu mo gidc mac;

(10) Phuong phap theo diém (9) & trén, trong d6 té bao biéu md giac mac dugc
phan 1ap bing cach kiém tra viéc biéu hién hay khong biéu hién ctia mdt hosc nhidu
gen dénh diu duoc chon tir nhém bao gém ITGB4, SSEA4, TRA-1-60, va CD200,
t6t hon 1a tinh dwong véi ITGP4 va tinh duong véi SSEA4, t6t hon nita 13 tinh 4m
véi TRA-1-60 hodc CD200 va tinh duwong véi ITGB4 va SSEA4, tét hon nita 14 tinh
4m v&i CD200 va tinh duong v6i ITGP4 va tinh 4m véi SSEA4, 1am chi sé;

(11) Té bao biéu md giac mac dugc tao ra bang phuong phap theo diém (9)
hodc (10) & trén, trong d6 té bao biéu mé gidc mac niy duong tinh véi K12, pax6, va
po3;

(12) Phuong phap tao ra tAm té bao giac mac, phuong phép nay bao gém budc
tao ra cac t& bao biéu mo gidc mac bang phuong phép theo diém (9) hoic (10) & trén
va mot budc nita 1a nudi ciy phan ting € bao biéu mo gidc mac thu duoc;

(13) Khuén lac gdm cac ving ddng tdm ciia dong t& bao ngoai bi khac nhau
¢6 ngudn gbc tir té€ bao gdc toan nang (dic biét 1a té bao gdc toan ning da cam Gng);

(14) Khuén lac theo diém (13) & trén, duoc tao ra bang phuong phép theo diém
bét ky trong sb cac diém tir (1) dén (6) & trén;
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(15) Tam t€ bao biéu mo gidc mac phan tang c6 ngudn goc tlr cac t€ bao goc
toan nang (ddc biét 1a t€ bao gdc toan ning da cdm ng), trong do cic t€ bao biéu mo

giac mac duong tinh véi K12, pax6, va MUC16; va

(16) T€ bao bi€u mé giac mac cd ngudn goc tir cic te bao goc toan nang (ddc
biét 12 t€ bao gdc toan ning dd cam tng) dugc tao ra bang cich tdch va nudi cay cac
t€ bao nidm trong vung t€ bao dong ngoai bi bé mit mat trong khuan lac theo diém

(13) hoic (14), c4c té bao biéu mé gidc mac ndy dwong tinh véi K12, pax6, va p63.
Hiéu qué cia sang ché

Cho dén nay da c6 béo céo vé phuong phép cim tng céc t& bao biéu mb tir t&
bao iPS ctia ngudi; tuy nhién, van chua tao ra dugc té bao chirc ning phan tang giit
gen danh déu dic hiéu cho té bao biéu md giic mac, nhu keratin 12, pax6, va MUC16.
Té bao bidu md thu duoc bang phuong phép theo séng ché biéu hién céc gen danh
déu nay, c6 thé cdy ghép dugc, va hoat dong nhu té bao biéu mé gidc mac in vitro va
in vivo thi gidng nhu té bao biéu mé gidc mac c6 ngudn gde tir té bao sinh dudng.
Phuong phép theo sang ché khong st dung t€ bao nudi c6 ngudn gbc tir dong vat hodc
huyét thanh; vi vay, cac té bao thu dugc c6 dd an toan cao va phi hop dé sir dung

trong lam sang.

Ngoai ra, khong chi cac t& bao biéu md gidc mac ma ca céc té bao khéc nhau
cAu thanh nén mit, nhu té bao biéu mé két mac, té bao vOng mac, va té bao tuyén 1€,
ddu c6 thé duoc tao ra tir khuén lac gdm cac ving dong tAm clia dong té bao ngoai bi
khac nhau thu duge bang phuong phap theo sang ché.

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 12 ban v& thé hién so dd thuc hién phuong phap cam tng sy biét hoa tir
c4c t& bao iPS clia ngudi thanh té bao biéu md bé mit mit/biéu mb giac mac.

Fig.2 1a loat anh thé hién quy trinh cam Gng sy biét hoa tir cac té bao iPS cta
ngudi thanh té bao biéu mo bé mit mét/biéu mo gidc mac trong d6 Fig.2A 14 loat anh
vao ngay 0, ngdy 5, ngay 10, ngdy 15, ngay 20, va ngay 25, va Fig.2B la anh sau 6

tuan.
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Fig.3 12 loat anh thé hién c4c dic diém cia té bao ndm trong ving té bao ngoai
bi duge biét hoa tu than tir t& bao iPS ctia ngudi trong d6 Fig.3A thé hién sy biéu hién
clia pax6 va p63 trong cac ving tir ving thir nhit dén vung tht ba, Fig.3B, su biéu
hién cuia pax6 va p63 trong cic vung tir vung thir hai dén ving thtr tu, Fig.3C, sy biéu
hién cua E-cadherin va p63 trong cic ving tir viing thir nhit dén ving th ba, va
Fig.3D, su biéu hién ctia PIII-tublin va p63 trong c4c viing tir viing thir nhit dén ving
tht ba. Céc két qué nay thé hién sy c6 mat ctaa t& bao biéu mo bé mat mit duong tinh

kép véi p63/pax6 chi & vung thir ba.

Fig.4 1 loat anh thé hién c4c dic diém cua té bao nim trong ving té bao ngoai
bi dugc biét hoa tu than tir t& bao iPS cua ngudi. Fig.4A thé hién su biéu hién cua té
bao than kinh vong mac duong tinh véi CHX10 & bén trong ving thi hai va té bao
biéu mo sic tb vong mac & bén ngoai; Fig.4B thé hién sy biéu hién cua t& bao mao
than kinh dwong tinh kép véi p75/SOX 10 trong ving gia dinh ctia viing thtt hai &
khoéang tuan biét hoa thir 2; va Fig.4C thé hién sy biéu hién cta té bao thiy tinh thé
trong cdc ving tir ving thir 2 dén ving thtr 3 & tudn biét hoa thit 4 va sy phan tin
rdng cia chung trong cic phan ving tir viing th 2 dén ving thit 3 sudt qué trinh cam
ung biét hoa.

Fig.5 12 loat biéu dd thé hién su bidu hién ctia cic gen danh ddu trong ving té
bao ngoai bi duoc biét héa tu than tir té bao iPS ctia ngudi (ving thir nhét (thir nhat):
dong ngoai bi thin kinh (Sox2+, TUBB3+, va Sox6+), ving thir 2 (thir 2): dong té
bao mao thin kinh/tdi thi gidc (pax6+, Sox10+, va Rx+), ving thit 3 (thtr 3): dong
ngoai bi bé mit mét (pax6+, p63+, E-cadherin+, va K18), va viing tht 4 (tht 4): dong
ngoai bi bé mat (p63+, E-cadherin+, va K18+).

Fig.6 12 loat 4nh thé hién su biéu hién cta cac gen danh du c6 lién quan dén

bidu mo gidc mac trong chu ky cam tmg biét hoa (tir 1 dén 12 tuln).

Fig.7 12 loat anh thé hién su biéu hién cta cic gen danh déu c6 lién quan dén
bidu mo gidc mac trong qué trinh phat trién mét & chudt (tir E9.5 dén 18.5) (PCE:
ving gia dinh cua biéu mé gisc mac, OSEpi: biéu md bé mit mat, CE: biéu mé gidc
mac, CS: mo6 dém giadc mac, LV: tdi thuy tinh thé, LE: thiy tinh thé, AC: buéng trudce,
EL: mi mét, va OV: tai khtru giac).
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Fig.8 minh hoa su phan 1ap cac té bao tién sinh biéu mé giadc mac bang phan
tich FACS ¢ tuln thir 12 cia qua trinh nudi cdy biét hoa cac té bao ving thir 3 (P1:
ving thtr nhét, P2: ving thir 2, P3: ving thtt 3, va P4: viing thit 4).

Fig.9 12 loat db thi thé hién su biéu hién cta cic gen danh ddu bidu mo giac

mac trong vung th 2 (P2) va vung thu 3 (P3).

Fig.10 13 loat 4nh thé hién cac két qua cua viéc quan sat dic tinh cia té bao
biéu mo gidc mac dugc biét hoa tir t& bio iPS clia ngudi st dung su biéu hién gen
danh d4u. Té bao bidu mé gidc mac dugc quan sét trong ving thir 3 (P3) va biéu md
két mac va céac t& bao biéu mé phan tAng 4m tinh v&i pax6 duge quan sat trong ving

thtr 2 (P2).

Fig.11 minh hoa sy biéu hién gen dénh d4u sau khi nudi cdy dén khi truong
thanh céc té bao bidu mé giac mac (c6 ngudn gdc tir ving thir 3 (P3)) dugc biét hoa
tir t& bao iPS cua ngudi. Fig.11A thé hién ring té bao bidu mo gidc mac c6 ngudn gbc
tir t& bao iPS cua ngudi c6 dang nhur d4 cudi va dugc phan tAng thanh tir 3 dén 4 ving.
Fig.11B thé hién ring té bao sau khi nubi céy dén khi truéng thanh biéu hién cac gen
danh diu, ZO-1, MUC1, MUC4, va MUC16, thiét yéu cho chtrc ning ldm mang ngin
giac mac. Fig.11C thé hién ring theo két qua tir phan tich FACS cua té bao biéu mo
gidc mac c6 ngudn goc tir té bao iPS cua ngudi dbi véi K14 va K12, khoang 99% té

bao duong tinh v6i K14 va khoang 60% duong tinh véi K12.

Fig.12 1a loat 4nh thé hién cac két qua ca viéc cdy ghép tAm té bao biéu mo
giac mac c6 ngudn gbc tir té bao iPS cta ngudi 1én mét tho. TAm té bao bidu mo gidc
mac ¢6 ngudn gdc tir t& bao iPS ciia ngudi c6 thé duoc thu hdi & dang tAm (bén tréi).
Trong quan sat qua khe sau khi céy ghép, viéc nhudm mau bing floresxein (phia trén
bén phai) va phan tich héa md mién dich (phia dudi bén phai) cho thiy ring tim té
bao biéu md gidc mac c6 ngudn gbe tir té bao iPS cua ngudi duge ghép vao bé mit
clia md dém gidc mac sau khi cdy ghép va thé hién chirc niang lam mang ngin gidc

mac.

Fig.13 14 loat anh thé hién cac t& bao gidng té bao dai két mac va té bao gidng
tuyén 18 xuét hién trong qu4 trinh nuoi cAy 1au dai trong méi trudng dé nuoi cly biéu

md gidc mac. Fig.13A thé hién rang quén thé té bao dwong tinh véi PAS va dwong

-0
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tinh véi PAX6 bidu hién MUCS5AC va K7 dudi dang gen danh déu ctia té bao dai két
mac. Fig.13B thé hién ring mé tuyén ma thu dugc bing cach nudi cdy ba chiéu tap
hop & bao c6 chu triic gibng tuyén trong Matrigel biéu hién AQPS5, LTF, va MUC7

du6i dang gen danh diu cia tuyén 18/tuyén nudc bot.

Fig.14 minh hoa sy cam tmg ctia cic t& bao mao than kinh quanh mit. Fig.14A
thé hién rang khéi t& bao dugc cam Umg tir cAu tric nhidu ving biéu hién PITX2 va
AP2b duéi dang gen danh déu cta cac té bao mao than kinh quanh mét. Fig.14B thé
hién rang theo két qua tir phan tng RT-PCR, SOX10 duéi dang gen dénh ddu mao
than kinh ban dau bién mét trong 4 tudn, va sau do6 su bidu hién ciia cdc gen dénh diu
clia mao thén kinh quanh mét, nhue PITX2 va FOXC1, dugc cam ung.

Fig.15 minh hoa viéc phan 14p bing cach st dung gen dénh ddu 4m (CD200)
cho céc t& bao tién sinh biéu md gidc mac duge cam Gng tir té bao iPS. Trong sb cac
t8 bao am tinh voi CD200, cac té bao da dugc phéan lap 13 té€ bao duong tinh véi
SSEA4 va duong tinh v6i ITGB4 (P3) duge phan tang, biéu hién K12, p63, va PAXG6,
va thé hién dic diém cua té bao biéu mo gidc mac di dugc biét hoa.

M0 ta chi tiét sang ché
1. Pinh nghia

Mbt sb thuat ngit str dung trong ban md ta ndy s& dugc mo ta dudi dy.

(1) Té bao gdc toan ning

Thuat ngit "té bao gbc toan nang" duogc sir dung trong ban md ta nay bao gbém
tAt ca céc t& bao ¢ hoat tinh biét hoa toan ning ma c6 kha ning biét héa thanh tit ca
cac té bao ngoai trir té bao nhau, va ciing bao gém ca té bao ES va dong té bao ES
cing nhu cac té bao gdc toan ning d3 cam Gng, nhu té bao iPS.

Thuat ngit "té bao gdc toan ning da cam tng" ding dé chi té bao duoc lap
trinh lai (khoi tao) d& c6 hoat tinh biét hoa toan ning tuong tu v6i hoat tinh cia té
bao ES bang cach dua mot sb yéu t6 nhit dinh vao té bao sinh dudng ctia dong vat

¢6 v hodc té bao goc khong duge biét hoa.
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"T& bao gdc toan ning d3 cam tng" 1an dAu tién dugc Yamanaka el al. tao ra
bang cach dua 4 yéu td Oct3/4, Sox2, KIf4, va c-Myc vao nguyén bio sgi clia chudt,
va diit tén 13 "té bao iPS (té bao gbc toan ning dd cam Gmg)" (Takahashi K, Yamanaka
S., Cell, (2006) 126: 663-676). Sau d6, té bao iPS cla ngudi cling duoc tao thanh
bang cach dua 4 yéu td giéng nhu trén vao nguyén bao soi ciia ngudi (Takahashi K,
Yamanaka S., et al. Cell, (2007) 131: 861-872.; Okita, K., Ichisaka, T., and
Yamanaka, S. (2007). Nature 448, 313-317.), va cac phuong phép tao thanh té bao
iPS an toan hon it cam Gng hinh thanh khéi u hon, nhu phuong phéap khéng sir dung
c-Myc, (Nakagawa M, Yamanaka S., et al. Nature Biotechnology, (2008) 26, 101-
106) duoc thiét 1ap thanh céng hon nita.

Thomson et al. tir Dai hoc Wisconsin da thanh cong thiét 14p ra té bao gbc toan
nang da cdm Ung duogc tao ra béng cach dua 4 gen Oct3/4, Sox2, NANOG, va LIN28
vao (Yu J., Thomson JA. et al., Science (2007) 318: 1917-1920.). Daley et al. tir Dai
hoc Harvard ciing d3 bao c4o viéc thiét 14p duoc té bao gbc toan ning dd cam Gng
duoc tao ra béng cach dua 6 gen Oct3/4, Sox2, KLF4, C-MYC, hTERT, va SV40
dong T 16n vao té bao da (Park IH, Daley GQ. et al., Nature (2007) 451: 141-146).

Sakurada et al. d3 bdo cdo rang t& bao gbc toan ning da cam tmg mdt cach
hiéu qua hon thu duoc biang cach dwa Oct3/4, Sox2, KIf4, va c-Myc vio, va cach
tuong tu st dung té bao gbc chua biét hoa ¢ trong md sau khi sinh 1am ngudn té bao

nhung khong phai té bao sinh dudng (Patent Nhat s6 2008-307007).

Ngoai ra, té bao gdc toan ning di cam tmg dugc béo céo rang duoc tao ra
béng cach dua Oct3/4, KLF4, va hop chét thdp phan tir vao té bao tién sinh than kinh
cta chudt hoac twong ty (Shi Y., Ding S., et al., Cell Stem Cell, (2008) Vol 3, Issue
5, 568-574), té bao gbc toan nang da cam tmg duoc tao ra bang cach dua Oct3/4 va
KLF4 vao té bao géc than kinh cta chu6t biéu hién noi sinh Sox2 va C-MYC (Kim
JB., Scholer HR., et al., Nature, (2008) 454, 646-650), va té bao gbc toan ning da
cam ung dugc tao ra béng céach st dung chét @rc ché Dnmt hoic chét tc ché HDAC
ma khong st dung C-MYC (Huangfu D., Melton, DA., et al., Nature Biotechnology,
(2008) 26, No 7, 795-797).
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Vi du v& cac tai liéu patent d3 biét bao gdm céc tai liéu lién quan dén té bao
gbc toan nang da cam tng & trén bao gdm cac Patent Nhat Ban sé 2008-307007 va
2008-283972, céc Patent M§ sb 2008-2336610 va 2009-047263, va cac don qudc té
s6 WO 2007-069666, WO 2008-118220, WO 2008-124133, WO 2008-151058, WO
2009-006930, WO 2009-006997, va WO 2009-007852.

Thuat ngir "té bao gbe toan ning da cam Gng" dwgc sit dung trong ban mo ta
nay bao gbém cac té bao gdc toan nang dd cam tng da biét va tit ca céc t& bao gbe
toan ning dd cam ung twong dwong mién 14 né thda méan dinh nghia duge mod ta &
phin diu va khong anh huéng dén hiéu qua ctia sang ché, va ngudn té bao, cac yéu

t6 dwoc dua vao, phuong phap dua vao, va diéu twong tw khong bi giéi han cu thé.

Nguon té bao tot hon néu c6 ngudn goc tir nguoi (t€ bao goc toan ndng di cam
rng cuia nguoi), tot hon nita néu c6 nguodn goc tir bénh nhan can dicu tri sir dung quan
thé té€ bao tién sinh bi€u md/té€ bao goc, quan thé t€ bao bicéu mo bao gom t€ bao biéu

md gidc mac, hodc quan thé té bao bidu bi da dugc biét hoa tir té bao gde.
(2) Dong té bao ngoai bi

Phéi ctia ngudi tao ra ba dong phoi, tirc 1a ndi bi, trung bi, va ngoai bi, trong
giai doan phat trién. Piéu d6 c6 nghia 13, phoi tao ra ndi bi, trung bi, va ngoai bi.
Trong s nay, trung bi tré thanh biéu md niém mac cua da day va rudt non, gan, 14
lach, hodc co quan twong ty; trung bi trd thanh co, xuong, mach méau, mau, moé dudi
da, tim, than, hodc co quan tuong tu; va ngoai bi tao nén day than kinh, mét, biéu bi,
hodc dang tuong tu. Thudt ngt "dong t& bao ngoai bi" duge st dung trong ban mo ta
nay c6 nghia 1a dong té bao c6 ngudn gde tir ngoai bi, tirc 1a céc té bao tao nén hé
than kinh trung wong/céc co quan cam giac, biéu bi, hoic mit trong tuong lai.

Vi du vé "té bao dong té bao ngoai bi" bao gdm céc t& bao dong ngoai bi than
kinh, t& bao dong mao thin kinh/té bao dong dai thi giéc, té bao dong ngoai bi bé mit
mét, va t& bao dong ngoai bi bé mit.

"Té bao dong ngoai bi thin kinh" 13 t& bao c6 kha ning biét hoa thanh cac té
bao lién quan dén thin kinh trong twong lai, va dugc dic trung duéi dang té bao

Sox2+, TUBB3+, Sox6+.
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"Té bao dong mao than kinh" 14 t& bao c6 kha nang biét hoa thanh cac té bao
lién quan dén mao thin kinh, nhu t& bao thin kinh ngoai bién, té bao than kinh dém,
té bao sic td, té bao ndi mod gidc mac, va té bao keratin, va dugc dic trung dudi dang
té bao duong tinh véi sox10, 4m tinh vé6i pax6.

"Té bao dong dai thi giac" 13 té bao c6 kha ning biét hoa thanh cAc té bio lién
quan dén dai thi gi4c, nhu vdng mac, biéu mb séc tb vOng mac, va biéu md séic tb

mdng mit, va duoc dic trung dudi dang té bao Rx+.

"Té bao dong ngoai bi bé mét mat" 1a té bao cé kha nang biét hoa thanh cac té
bao bé mit mat, nhu biéu mo gidc mac va bi€éu mo ket mac, va dugce dic trung dudi

dang t&€ bao pax6+, p63+, E-cadherin+.
(3) Té bao lién quan dén mét

"Té bao lién quan dén mat" duoc st dung trong ban md ta ndy c6 nghia 1a té
bao tao nén mét c6 ngudn gde tir ngoai bi, va cac vi du v& chiing bao gdm té bao biéu
mo gidc mac, t& bao biéu mé sic td vOng mac, té bao than kinh vOng mac, té bao bibu
md két mac, té bao biéu md ria gidc mac, t€ bao ndi mod gidc mac, té bao keratin, té
bao md dém mdng mit, té bao mang cimg, t& bao biéu mo sic tb mdng mit, t& bao
biéu m6 16ng mi, t& bao than kinh thi gidc, nguyén bao s¢i duédi ria gidc mac, nguyén
bao soi dudi két mac, tuyén 1€, tuyén nhtt mét, t& bao dai, té bao biéu md thiy tinh
thé, va té bao biéu md mi mit.

(4) Té bao bidu md gisc mac va té bao tién sinh biéu mo gidc mac

Giac mac ¢6 ciu truc 3 16p 13 16p biéu md gisc mac, 16p mo dém giac mac, va
16p ndi mo gidc mac theo thir tuw tir bé miit. "Té bao biéu mod giac mac" la té bao ciu
thanh nén 16p ngoai cung cla gidc mac va gdm tir 4 dén 5 16p té bao biéu mo giac
mac. "Té bao biu md gidc mac" c6 ngudn gdc tir ngoai bi biéu bi trong khi d6 md
dém gidc mac va ndi mod c6 ngudn gdc tir mao than kinh; ching dugc xem 1a cac té
bao gbc riéng r&. Theo sang ché, "té bao bidu mé gidc mac" dic trung boi sy bidu
hién cta keratin 12 du6i dang gen danh d4u biét hoa biéu mo gidc mac ngoai pax6

va p63.
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"Té bao tién sinh biéu mé gidc mac" 13 t& bao biéu mo gidc mac khéng biét
hoa, dac trung bédi su biéu hién cta pax6 vap63, va it biéu hién keratin 12 (K12) dudi
dang gen d4nh diu biét hoa.

(5) Gen danh déu té bao

Theo sang ché, gen danh ddu dic hiéu cho mdi dong té bao duoc sir dung dé
nhan biét t& bao dugc biét hoa. Cac gen danh d4u dién hinh s& dugc md ta dudi day.

Keratin 14 (xytokeratin 14: K14): keratin 14 13 gen danh d4u dién hinh cua té
bao biéu mo day.

p63: p63, mot protein nhén thudc ho gen p53, 1a gen dénh d4u dién hinh cta
t€ bao tién sinh biéu md/té bao gdc va dugc thiy 14 biéu hién & céc té bao biéu bi va
cac té bao day nang ctia nguoi binh thudng.

Keratin 12 (xytokeratin 12: K12): keratin 12 va 3 14 cac gen danh du biét héa
dic hiéu dién hinh ctia biéu mé giac mac.

Pax6 (homeobox-6 ghép d6i): pax6 1a yéu t§ diéu hoa phién mi, lién quan dén
su tao nén mit, va 1a gen danh d4u dién hinh cho té bao biéu md gidc mac, té bao
biéu mo thuy tinh thé, va té bao vong mac.

MUC16 (muxin 16): MUC16 1a loai muxin gén két mang, dugc biéu hién c6
chon loc & té bao biéu mo gide mac, va c6 cic vai trd quan trong trong viée duy tri
16p dich nhdy trén bé mit mét va thyc thi chirc ning 1dm mang ngan.

2. Biét hoa tu than té bao gbc toan ning

Theo sang ché, cac té bao géc toan ning dugc biét héa ty than du tién dé tao
thanh khuén lac gdm céc ving ddng tAm cta dong té bao ngoai bi khac nhau. Thut
ngit "su bi€t hoa ty than (bi€t hoa theo cach tu than)" c6 nghia la chinh té bao d6 tu
bi€t hoa ma khong nhan tac nhan kich thich bén ngoai, nhu tdc nhan cam tng biét
héa hodc gen khoi ddu cam ung biét hoa.

(1) Mai trudng

Theo sang ché, cong doan nudi cdy duge thuc hién bing cach sit dung moi

trudong khong c6 huyét thanh. Thuat ngit "moi trudng khong c6 huyét thanh" c6 nghia
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12 mdi trudong khong c6 huyét thanh khong dugc didu hoa hoic khong dugc tinh ché,
va mdi trudng nhidm tap cic thanh phin c6 ngudn gbc tir mau da tinh ché hoic cac
thanh phin c6 ngudn gdc tir md dong vat da tinh ché (vi du, yéu t6 ting trudng) twong

ung véi moi truong khong co huyét thanh nay.

Bt ky moi trudong nao hitu dung dé nudi ciy té bao dong vat, ching han nhu
mdi trudong DMEM, méi truong BME, moéi truong oMEM, moi trudong khong ¢é
huyét thanh DMEM/F12, méi trudng BGIb, méi truong CMRL 1066, moi trudng
Glasgow MEM, mdi truong tly chon k&m cai thién MEM, méi truong IMDM, moi
truong Medium 199, méi truong Eagle MEM, moi treong Ham, mdi truong RPMI
1640, mdi treong Fischer, m6i truong McCoy, va moi truong Williams E, cling ¢6
thé duge st dung 1am mdi trudng co s& dé biét hoa; tuy nhién, cac moi truong ding
cho t& bao gbc, nhu mdi trudng bit hoat KnockOut (TM) DMEM, mdi trudng
Medium 154, va moi treong StemPro (R) hESC SFM, dugc vu tién hon.

Mdi trudng ding cho céc té bao gbc toan ning, t5t hon néu khéng c6 cac thanh
phin c¢6 ngudn gde tlr ngudi/dong vat, va moi trudng ching han nhu moi truong cd
ban trén thi truong, nhu mTeSR(TM) 1 (BD Japan Co., Ltd.) va StemFit (R) cling co

thé duge st dung 1am moi trudng co s¢ dé duy tri.

Mbi trudng c6 thé chtra "chét thay thé huyét thanh". Céc vi du vé chét thay thé
huyét thanh bao gém albumin (vi dy, albumin giau lipit), transferin, axit béo, tién
chit colagen, yéu t6 vi lugng (vi du, kém va selen), thanh phan bd sung B-27 (R),
thanh phan bd sung N2, chét thay thé huyét thanh bat hoat (KSR tir Invitrogen Co.,
Ltd.), 2-mercaptoetanol, va 3' thiol glyxerol. Nong d6 cua ching trong mdi truong
nay nam trong khoang tir 0,01 dén 10% khéi lugng, tdt hon néu nim trong khoang tir

0,5 dén 4% khdi luong dbi v6i thanh phin bd sung B-27.

Céc ngudn chit dinh dudng da dang cAn cho viéc duy tri va ting trudng té bao
va cac thanh phan can cho viéc cam tng biét hoa co thé dugc bd sung mot cach chinh
xac vao mdi trueong. Vi dy, mdi trudong lam ngudn chét dinh dudng cé thé chia:
ngu(‘A)n cacbon, nhu glyxerol, glucoza, fructoza, sucroza, lactoza, mat ong, tinh bot,
va dextrin; hydrat cacbon, nhu axit béo, diu va ma, lexitin, va ruou; nguf“)n nito, nhu

amoni sulfat, amoni nitrat, amoni clorua, ure, va natri nitrat; muoi vd co, nhu mudi
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an, mudi kali, phosphat, mudi magie, mudi canxi, muoi siat, vd mudi mangan;
monokali phosphat, dikali phosphat, magie sulfat, natri clorua, sat sulfat, natri

molybdat, natri vonframat, va mangan sulfat; vitamin; va axit amin.

Theo sang ché, té bao gdc toan ning biét hoa tu than thanh dong t€ bao ngoai
bi va vi vy mdi truong khong cin phai chira tic nhan cam (g biét héa, nhu BMP4
(protein tao hinh xuong 4), yéu td ting trudng bién nap, hodc activin. Cu thé 13, méi
trudng nay vé co ban khong chira mot hodc nhiéu hon mot, tdt hon 13 hai hodc nhiéu
hon hai, tit hon nira 13 tAt ca cac thc nhan cam ung biét hoa. BMP4 c6 thé c6 mat véi

ndng d6 nhé hon khoang 0,5nM, nhung t6t hon néu hoan toan khéng c6 mit.

MBoi trudng nay ciing khong cin phai chira gen khéi dau cam Gng biét hoa,
nhu axit retinoic néng do cao, chét ttc ché BMP, chét tc ché TGFp, hodc Noggin.
Axit retinoic ndng do cao nghia 13 axit retinoic c6 ndng dd khoang 1M, dic biét 14
10uM. N6i cach khéac, moi trudong nay khong chira mdt hodc nhiéu hon mot, tdt hon
12 hai hogc nhidu hon hai, t5t hon nita 14 tt c4 gen khéi diu cam ting biét héa. Ngoai
ra, moi trudong nay ciing khong cin phai chira Wnt, chét hoat héa tin hiéu Wat,

chordin, hodic hop chét twong tu.

MBoi trudng thu dugce bang cach trn céc thanh phan & trén ¢6 d pH nam trong
khoang tir 5,5 dén 9,0, t6t hon néu nam trong khodng tir 6,0 dén 8,0, tot hon nita néu
nam trong khoang tir 6,5 dén 7,5.

(2) bicu kién nudi cay

Theo sang ché, cac t€ bao goc toan ning dugce nudi cay hai chiéu ma khong sty
dung t& bao nudi. Binh nudi cdy khong bi gi6i han cu thé mién 1 n6 dugc st dung
dé nudi ciy té bao; binh thét ¢, binh thét co nudi cay mo, dia, dia petri, dia nudi cay
mo, dia da nang, tam vi the, tam vi 15, tim da ning, tAm nhiéu 10, 14t cit hién vi, tam
chia ngan, vo, 6ng, khay, tii nudi cay, va chai lan c6 thé dugc si dung.

Dé tang cuong sy bam dinh va phét tdn cla céc t€ bao, bé mit trong cua binh
nudi cdy tot hon néu dugc phi mdt hodc nhiéu chat bat ky duoc chon tir nhém bao
gom colagen, fibronectin, laminin hodc cdc manh laminin, vitronectin, co chat mang

day, gelatin, axit hyaluronic, polylysin, vitronectin, va axit hyaluronic. Trong s6 do,
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laminin ho#c cadc manh laminin, nhu manh laminin E8 va manh laminin 511E8, duoc

uu tién st dung.

Viéc nudi cdy duge thuc hién trong didu kién tr 36°C dén 38°C, t6t hon néu

nim trong khoang tir 36,5°C dén 37,5°C, tir 1% dén 25% Oa, va tir 1% dén 15% CO».

Chu ky nudi cdy dé biét hoa tw than dai nht 13 tir 1 tudn dén 8 tuln, t6t hon
néu nim trong khoang tir 2 tudn dén 6 tuln, t6t hon nira néu ndm trong khoang tir 3

tudn dén 5 tuln.
(3) Tao thanh khuén lac

Céc té bao gbc toan ning dugc nudi cAy hai chiéu ma khéng sir dung té bao
nudi trong moi trudng khong cd huyét thanh biét héa tu than dé tao thanh khudn lac
nhidu ving cia dong té bao ngoai bi. Khuin lac ndy gdm cac ving dong tam coa
dong té bao ngoai bi khac nhau tir tim dén ngoai bién, va chira ving thu nhét (té bao
dong ngoai bi than kinh (Sox2+, TUBB3+, Sox6+)), ving thi 2 (t& bao dong mao
thin kinh/té bao dong dai thi gidc (pax6+, Sox10+, Rx+)), ving thir 3 (t bao dong
ngoai bi b& mit mat (pax6+, p63+, E-cadherin+)), va ving thir 4 (té bao dong ngoai

bi bé mit (p63+, E-cadherin+)).
3. Cam tng sy biét hoa cua té bao lién quan dén mét tir khuén lac

Khuén lac tao thanh théng qua viéc biét hoa ty than cua cac té bao gbc toan
ning gdm cic viing cac ddng tam ctia dong t& bao ngoai bi khac nhau, ma chira cac
viing quén thé té bao riéng biét; ving thi nhét (t& bao dong ngoai bi than kinh), ving
thit 2 (té bao dong mao than kinh/té bao dong dai thi giac), ving tht 3 (€ bao dong
ngoai bi bé mit mit), va ving thir 4 (t€ bao dong ngoai bi bé mat). Dong té bao nim
trong mdi ving ciia khuén lac 13 dugc chira trong mot dong khac; vi vay, dua trén
didu nay, té bao nam trong viing cu thé c6 thé dugc tach (dugc phan 1ap) va dugc biét

hoéa dé tao ra t€ bao lién quan dén mat muc ti€u.

Vi vy, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra té bao lién quan dén mit,
phuong phép nay bao gdm cac bude: tao ra khudn lac gdm céc ving dong tim cia

dong t€ bao ngoai bi khic nhau bang phuong phap dugc md ta trong doan trén, tach
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cac t€ bao nam trong viung cu the ra khéi khuéan lac ndy, va cdm ung su biét hda cla

cac t€ bao do6 thanh t€ bao lién quan dén mat.

Vi du, t& bao bidu m6 két mac dwoc biét hoa tir dong té bao biéu md bé mit
mit bao gdm céc té bao ving thir 3 nhu bidu mé giac mac. Sau khi nudi cy trong
moi trudng biét hoa biéu mé gidc mac, FACS c6 thé duge st dung dé phan 1ap té bao
biéu md két mac nhu té bao dwong tinh véi pax6, dwong tinh véi K13, 4m tinh véi
K12 tir trong sb cac té bao duoc phan 14p dudi dang cac té bao 4m tinh véi SSEA4,
duong tinh véi ITGBA4.

Céc té bao biéu mb sic td vong mac 13 cac té bao c6 ngudn gdc tir ngoai bi
than kinh, va vi vay cb thé quan sat dugc dudi dang té bao bidu md dang dé cudi véi
séc tb & cac ving tir ving thir nhit dén ving thir hai trong qué trinh cam @ng biét héa.
Té bao sic t6 c¢6 thé dugc phan 1ap bing mét thuong duéi kinh hién vi, va khuln lac
biéu md sic té dwgc chon co thé dugc nudi ciy phan 1ap, trong mdi truong, nhu

DMEM chtra FBS 10%, vi du, trén dia nudi cy dugc phu gelatin.

Té& bao mao than kinh xuét hién trong ving tht 2 & giai doan sém (khoang 2
tudn) ciia qué trinh cam tng biét hoa, va vi vay c6 thé thu hdi cac t& bao & 2 tudn hodc
sau 2 tudn va phén lap cac té bao d6 bing FACS st dung gen d4nh déu té bao mao
thén kinh, nhu p75NTR hoic ITGA4. Cac té bao mao than kinh thu dugc c6 thé dugc
biét hoa thanh té bao biéu md gidc mac. Té bao mao thin kinh ban ddu dugc cam ung
thanh té bao mao than kinh quanh mét bang cach tiép tuc nudi cdy. Té bao mao than
kinh quanh mét c6 thé dugc nhan biét théng qua sw biéu hién cta gen dénh ddu mao
than kinh quanh mét, nhu PITX2 hoic FOXC1.

4. Cam tmg su biét héa ctia té bao bidu mo gidc mac tir té bao gdc toan ning

Té bao tién sinh bidu md c6 kha ning biét hoa thanh bidu mé gisde mac c6 mit
& vung thir 2 va vung thir 3 cta khudn lac, va d3c biét 1a té bao tién sinh biéu md giac
mac nay ¢6 mit & ving thi 3 (€ bao dong ngoai bi bé mit mét). Vi viy, té bao dong
ngoai bi bé mit mét c6 thé dugc biét hoa thanh té bao tién sinh biéu mé gidc mac, ma
sau d6 dugc phan 14p va duge nudi cdy dén khi truéng thanh dé tao ra té bao biéu mo

giac mac.
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Cu thé 13, khuan lac c6 dang cac hinh tron ddng tim dugc tao ra bang cach
biét hoa tu than tir té bao gdc toan ning va sau d6 dugc cly bang cach thay thé moi
truong biét hoa cho bidu md, chira yéu td ting trudng. Viée ndy din dén sy xuét hién
cta té bao gbc bibu mo bé mit mit dugce dic trung bdi pax6+, p63+, va E-cadherin+
& vung th 3.

Céc té bao gbc bidu md bé mit mat duge phan 1ap bing cach ding 6ng pipet
hodc dang tuong tu, dugce ciy trong mdi trudng ding dé nubi cdy bidu md gisc mac,
va dugc biét hoa thanh té bao tién sinh biéu mé giac mac. Sau do, cac té bao tién sinh
biéu md gidc mac ndy dwgc phan lap bang cach st dung FACS hoic phuong phap

tuong tu va dugc nudi cay dén khi trudng thanh dé tao ra té bao biéu mo gidc mac.

O mbi budc cam tmg biét hoa, cong doan nudi ciy dugc thuc hién trong moi
truong khong c6 huyét thanh ma khong str dung cac té bao nudi. Moi trudng va cic
didu kién nudi cdy s& duoc mod ta dudi day.

(1) Moi trudong

(1-1) M6i truong biét héa dung cho biéu md

Pé thac déy viéc biét hoa thanh té bao géc biéu md, thi mdi truong biét hoa
dung cho biéu md chira cac yéu t6 tang truong, nhw KGF, chét &rc ché Rock, bFGF,
va chit thay thé huyét thanh. Méi trudng co s& dugce st dung c6 thé 13 mdi truong
bét ky, nhu mdi trudng DMEM, mdi trudng BME, hodc méi truong aMEM, ma dugc
sit dung cho quy trinh biét héa tu than, mién 13 n6 12 moi trudong (moi truong khong
c6 huyét thanh) c6 thé st dung d& nudi cdy té bao biéu mb. Cac mdi trudng dung cho
cac té bao géc, nhu KnockOut(TM) DMEM, Medium 154, hodc StemPro (R) hESC
SFM, cac mdi trudong nudi cy té bao biéu md, nhw CNT20, Cnt50, CnT-PR, hodc
KSFM, hodc mdi truong hdn hop cia ching 1a cac moi trudng duge mong mubn.
Trong phéan vi du thuc hién sing ché duoc mo ta sau day, 50% moi trudng khong co
huyét thanh dung cho biét hoa ty than va 50% Cnt20 hodc CntPR dugc tron dé st

dung.

(1-2) Mbi trudng ding dé nudi cAy biéu md gidc mac
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Pé thic déy viéc cam ng tao ra sy biét hoa thanh t€ bao tién sinh biéu mé
gidc mac, moi truong ding dé nudi cdy biéu mo giac mac c6 thé chira KGF, chét trc
ché Rock, va chét thay thé huyét thanh (vi dy, thanh phan bd sung B27). Ngoai ra,
mdi trudng nay c6 thé chira FGF2, insulin, va transferrin. "Chét tc ché Rock" dung
@& chi chét &rc ché Rho kinaza (ROCK: protein kinaza chira xoén dbi, c6 lién quan
dén Rho); vi du, N-(4-pyridinyl)-4B-[(R)-1-aminoetyl]xyclohexan-1a-carboxamit
(Y-27632), Fasudil (HA1077), (2S)-2-metyl-1-[(4-metyl-5-
isoquinolinyl)sulfonyllhexahydro-1H-1,  4-diazepin = (H-1152),  4B-[(1R)-1-
aminoetyl]-N-(4-pyridyl)benzen-1a-carboxamit ~ (Wf-536), N-(1H-pyrolo[2,3-
b]pyridin-4-y1)-4PER(R)-1-aminoetyl]xyclohexan-1a-carboxamit (Y-30141), N-(3-
{[2-(4-amin-1,2,5-oxadiazol-3-yl)-1-etyl-1H-imidazo[4,5-c]pyridin-6-
ylJoxy } phenyl)-4-{[2-(4-morphorinyl)etyl]-oxy } benzamit (GSK269962A), va N-(6-
flo-1H-indazol-5-yl)-6-metyl-2-oxo0-4-[4-(triflometyl)phenyl]-3,4-dihydro-1H-
pyridin-5-carboxamit (GSK429286A) c6 thé dugc sir dung.

MBoi trudng gidng nhu mdi trudng biét hoa ding cho biéu mé c¢6 thé duge sir

dung lam mdi trudng co sé.
(1-3) Mbi trudng dé nudi cdy té bao dén giai doan trudng thanh

Mic di bidu md gide mac c6 thé duogc phan ting va truéng thanh bing cach
st dung moi trudng biéu md gidc mac & trén, viéc nudi cAy str dung mdi truong chira
huyét thanh dé nuéi ciy dén khi truong thanh trong khoang 1 tuan cudi ciing thic ddy
su phén tAng va truéng thanh. Moi trudng dé nudi cdy dén khi truéng thanh t6t hon
néu chtra huyét thanh (néu can thiét), KGF, chit trc ché Rock, insulin, transferin, va
selen. Moi trudng giéng nhu mdi truong dé nudi ciy biéu mé gidc mac cd thé duoc
stt dung lam mdi trudng co s6.

T4t c& céc moi trudong (mdi trudng biét hoa cho biéu md, moi truong dé nudi
cdy biéu mo giadc mac, va mdi trudng dé nuobi ciy té bao dén giai doan truéng thanh)
c6 thé chira "chit thay thé huyét thanh". Céac vi du vé chit thay thé huyét thanh bao
gém céc chat dugc mo ta trong doan & trén, vi du, albumin (vi dy, albumin giau lipit),
transferrin, axit béo, tién chét colagen, yéu té vi lwong (vi dy, kém va selen), thanh

phén b sung B-27 (R), va thanh phin bd sung N2. Nong d6 ciia chiing trong mdi
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trrong ndm trong khoang tir 0,01 dén 10% khdi lugng, tt hon néu ndm trong khoang

tir 0,5 dén 4% khdi lwong d6i v6i thanh phin bd sung B-27.

Céc ngudn chét dinh dudng da dang cn dé duy tri va tang trudng té bao va
céc thanh phan cin cho viéc cam mg biét héa co6 thé duge bd sung mot cach chinh
x4c vao moi trudong. Vi dy, moi trudng c6 thé chira: ngudn cacbon, nhu glyxerol,
glucoza, fructoza, sucroza, lactoza, mét ong, tinh bot, va dextrin; hydrat cacbon, nhu
axit béo, diu va md, lexitin, va ruou; nguén nito, nhu amoni sulfat, amoni nitrat,
amoni clorua, ure, va natri nitrat; mubi vb co, nhu mubi 3n, mudi kali, phosphat, mubi
magie, mudi canxi, mudi sit, va mubi mangan; monokali phosphat, dikali phosphat,
magie sulfat, natri clorua, sit sulfat, natri molybdat, natri vonframat, va mangan
sulfat; vitamin; va axit amin 1am ngudn chét dinh dudng.

(2) biéu kién nudi cy

O mbi bude, cong doan nudi ciy dugc thuc hién ma khong st dung céc té bao
nudi. Binh nudi ciy khong bi giéi han cu thé mi&n 12 né duogc st dung dé nudi cdy té
bao; binh thoét cd, binh thét cd nubdi céy mo, dia, dia petri, dia nuoi céy mo, dia da
nang, tAm vi thé, tAm vi 15, tAim da nang, tAm nhiéu 16, 14t cit hién vi, tAm chia ngan,

v0, ong, khay, tii nudi cdy, va chai lan c6 thé dugc stir dung.

Dé thuc ddy sy bam dinh va phat tan cia cac té bao, bé mat trong clia binh
nudi cdy tét hon néu dugc bao bing mot hodc nhiéu chit bt ky dugc chon tir nhém
bao gdém colagen, fibronectin, laminin hoc cdc méanh laminin, vitronectin, co chét
mang d4y, gelatin, axit hyaluronic, polylysin, vitronectin, va axit hyaluronic. Ngoai
ra, laminin ho#c cdc méanh laminin, nhu manh laminin E8 va manh laminin 511E8,
dugc uu tién st dung.

Cong doan nudi cdy duoc thuc hién trong cac didu kién tir 36°C dén 38°C, tbt
hon néu ndm trong khoang tir 36,5°C dén 37,5°C, tir 1% dén 25% O, va tir 1% dén
15% COa.

Chu ky nudi cAy it nhit 13 tir 1 tudn dén 8 tudn, t5t hon néu tir 2 tudn dén 6
tuln, t6t hon nita néu tir 3 tudn dén 5 tuln dé nudi cdy trong moi trudng biét héa dung

cho biéu m6 nhidm cam Gng sy biét hoa cla cac t€ bao goc bieu mo6 beé mit mat.
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Chu ky it nhét 12 tir 1 tudn dén 12 tudn, t6t hon néu tir 1 tudn dén 8 tuan, tdt
hon nita néu tir 2 tudn dén 6 tudn d& nudi cdy trong moi truong dung dé nudi cay bidu

mo gidc mac nham cam Ung sy biét hda cua céc te bao tién sinh biéu md gidc mac.

Chu k¥ it nhit 1a 4 ngay, t6t hon néu 13 1 tudn hodc hon 1 tudn, tot hon nita
néu tir 2 dén 3 tudn dé phén tAng/nudi cdy dén khi trudong thanh trong mdi trudng
dung dé nubi cdy biéu mé gidc mac sau khi phan lap céc té bao tién sinh biéu mod giac
mac.

(3) Phan 14p té bao tién sinh biéu m6 gidc mac

Cong doan phan lap céac té bao tién sinh biéu mé giac mac c6 thé dugc thuc
hién mot cach d& dang bing cach st dung khang thé dic hiéu cho mdi gen danh déu
theo phuong phap thong thudong. Vi dy, viéc phéan lap co thé duoc thuc hién bang
cach tach st dung céc hat tir tinh da danh ddu khéng thé, cot trén d6 khang thé duoc
dinh pha rén, hodc thiét bi phan loai té bao st dung khéng thé da danh dau huynh
quang (FACS). Khang thé nay c6 thé 1 khang thé c6 ban trén thij trudng hoic c6 thé
dugc tao ra theo phuong phap thong thuong.

Vi duy, céc té bao tién sinh biéu mé gidc mac c6 thé duoc phan 14p mot cach
don gian bang FACS hoic phuong phép twong ti bang cach sir dung sy biéu hién cta
ITGB4 va/hoac SSEA4 lam chi s6. Cong doan chon loc am bing cach st dung TRA-
1-60 hodc CD200 tét hon néu dugc thyuce hién trude khi chon loc duong bang cach sir
dung ITGP4 hodc SSEA4. Lan diu tién phat hién ra ring SSEA4 va CD200 c6 thé
duge sit dung dé phan l4p cac té bao tién sinh biéu md gidc mac theo sang ché. SSEA4
(khang nguyén phdi dic hiéu theo giai doan-4) da biét 1 dugc biéu hién trong té bao
géc trung mo, té bao héng cAu, va té bao tuong tu ngoai u quai, té bao mam phoi
(EG) cua ngudi, va té bao ES clia ngudi. SSEA4 c6 mirc biéu hién thap hon trén té
bao ES cta ngudi khi qua trinh biét hoa tiép dién, va vi vy duoc sir dung rong rai dé
danh gia biang cach theo ddi sw biét hoa té bao ES clia ngudi nay. CD200 trude day
chua dugc biét dén, vi dy, 1a duoc biéu hién trong té bao gdc toan ning hodc khong
dugc bidu hién trong biéu mé gidc mac, va 1a gen ddnh d4u rat vu viét cho phép loai

bo céc tap chit & pham vi rng hon so véi TRA-1-60 da biét.
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Khi tiép tuc duge cdy trong moi truong ding dé nudi cdy biéu mé giac mac,
thi cac t& bao tién sinh biéu md gidc mac c6 thé biét hoa thanh té bao dai két mac
hodc té bao nudc mit. Cac té bao dai két mac c6 thé dugc nhén biét thong qua sy biéu
hién ctia MUCSAC va K7 duéi dang gen danh diu té bao dai két mac. Té bao nudc
mét c6 thé duoc nhén biét béi su biéu hién cia AQPS, LTF, v MUC7 duéi dang gen
danh dAu tuyén 18/tuyén nudc bot, va cac té bao nay c6 thé ciu tao nén md tuyén bing

cach thuc hi€n nudi cdy ba chicu.
(4) Pic tinh cta t€ bao bicu mo giadc mac

Céc t& bao biu méd gide mac phan ting ciy ghép duogc thu dugc bang cach
nudi cdy dén giai doan truéng thanh céc té bao tién sinh biéu md gidc mac. Cac té
bao biéu md gidc mac thu dugc duong tinh véi K12, pax6, va p63 va hoat dong nhu
biéu md gidc mac in vitro va in vivo thi gibng nhu té bao bidu mé giac mac c6 ngudn
gbc tir té bao sinh dudng. Sang ché ciing dé cap dén té bao biéu md gidc mac chirc
ning c6 ngudn gdc tir t& bao gbc toan ning, dic biét 1a té bao gdc toan niang di cam

ung, dugc dac trung bdi K12, pax6, va p63.
5. St dung cho y hoc téi tao
5.1 Y hoc té bao

Céc té bao dong ngoai bi than kinh, té bao dong mao than kinh/té bao dong
dai thi giac, té bao dong ngoai bi bé miit mit, va té bao dong ngoai bi bé mit thu duge
bang phuong phép theo sing ché, hoic té bao lién quan dén mat da duoc biét héa tir
céc t& bao nay c6 thé dugc sir dung chinh chiing cho y hoc nghién ctru hodc y hoc tai

tao hodc dé chudn bi cho y hoc té bao dwgc mo ta dudi day.

Y hoc té bao theo séang ché c¢6 thé chira khung hozc thanh phan hd trg duy
tri/tang trudng té bao hoic ding cho phan bi anh huéng va chit mang dugc dung.
Céc vi du vé thanh phan cin cho su duy tri/tdng truéng cia té bao bao gém céc thanh
phz‘in moi truong, nhu ngu@)n cacbon, nguén nito, vitamin, chét khoéang, mubi, va cac

xytokin khéc nhau, hodc ché phidm co chét ngoai bao, nhu Matrigel TM.

Céc vi du vé khung va thanh phan hd trg viéc ding cho phan bi 4nh huong

bao gdm polyme phan hity sinh hoc, vi dy, colagen, axit polylactic, axit hyaluronic,
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xenluloza, va cac din xut cia ching, va phirc hop gdm 2 hodc nhiéu hon 2 hop chét
trong sb chung, va dung dich chtta nu6c dung dé tiém, vi dy, dung dich dém sinh ly,
nhu nuéc mudi, mdi trudng, va PBS, va dung dich ding truong chira glucoza va céc
chét phu trg khac (vi dy, D-sorbitol, D-mannoza, D-mannitol, va natri clorua); chét
hoa tan thich hop, vi du, ruegu, nhu etanol hodc rugu da chirc (vi dy, propylen glycol
hodc polyetylen glycol) hodc chét hoat dong bé mit khong ion, nhu polysorbat 80

hodic HCO-50, c6 thé duoc st dung ciing véi do.

Ngoai ra, dung mdi hitu co dugc dung, rugu polyvinylic, polyvinylpyrolidon,
carboxyvinyl polyme, carboxymetylxenluloza natri, natri polyacrylat, alginat natri,
dextran tan trong nudc, carboxymetyl tinh bt natri, pectin, metylxenluloza,
etylxenluloza, gbm xanthan, gdm Arabic, casein, thach agar, polyetylen glycol,
diglyxerin, glyxerin, propylen glycol, vaselin, parafin, ruou stearylic, axit stearic,
mannitol, sorbitol, hodc lactoza, chét hoat dong bé mait dugc dung, dung dich dém,
chét nhii hda, chét tao huyén phu, chét 1am dju, chét 6n dinh, hoic céc chét tuong tu

¢O thé c6 mit, ncu can.

Chét phu gia trén thuc té dugc chon tir trong sb céc chét & trén mot minh hodc

két hop; tuy nhién, khong dy dinh 12 bi gi6i han & cac chit dé.

Céac vi du vé bénh 13 muc tiéu dbi vei y hoc té bao theo sang ché bao gém hoi
chiing Stevens-Johnson, bénh bong nudc trong mét dang pemphigut, tén thuong do
nhiét/héa chét, tat khong méng mét, thoai hoa giac mac Salzmann, r6i loan biéu md
viém két mac gidc mac tu phat, seo sau dau mét hot, thing gidc mac, loét ngoai bién

gidc mac, va mon biéu md gidc mac sau khi dicu tri bang tia laze excimer.
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5.2 Tam té bao gidc mac dugc nudi cay

Quén thé té bao tién sinh biéu m6 thu duge bang phuong phap theo sang ché
va/hodc quén thé t& bao biéu md gidc mac dugc biét héa tir quﬁn thé t& bao c6 thé

duogc phan ting dé€ tao ra tam t€ bao bi€u md gidc mac duge nudi cay.

Theo phuong phap theo sang ché, cac té bao biéu md gisc mac dang tAm da
phan tAng c6 thé thu dugc mot cach don gian bing cach st dung moi truong khong
c6 huyét thanh ma khéng sir dung t& bao nudi. Céc té bao thu dugc giit cic gen ddnh
dAu dic hiéu dbi voi té bao biéu md giadc mac, nhu keratin 12, pax6, va MUC16, va
¢6 chuc ning gidng véi chirc ning cua té bao biéu md gide mac c6 ngudn gdc tir té
bao sinh dudng. Cac té bao nay ciing c6 d6 an toan cao va phit hop dé st dung trong
lam sang vi ching dugc tao ma khong st dung té bao nudi c6 ngudn gbc tir dong vat
hodc huyét thanh. Sang ché dé cap dén tim té bao biéu md gidc mac chirc ning da
phan ting c6 ngudn gdc tir té bao gbc toan ning, dic biét 1 té bao gbc toan nang da
cam tmg, dic trung & chd dwong tinh véi K12, pax6, va MUC16, va phuong phap tao

ra tAim nay.
Vi du thwe hién séang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon dué6i day dua trén cac vi du thuc hién sang

ché. Tuy nhién, sang ché khong bi gii han & cic vi du thuc hién séng ché nay.
Vi dy 1: Cam Gng tao ra sy biét hoa tir t& bao iPS ctia ngudi thanh t& bao biéu mo bé
mit mét/biéu mo gidc mac

Tu cac té bao iPS cla nguoi, té bao bidu md bé mit mét/biéu mbd giac mac
dugce biét hoa trong méi trudng khong c6 huyét thanh ma khong st dung té bao nudi.
So dd thyc hién phuwong phép cam tng biét héa dugc thé hién trén Fig.1.

Dong té bao 201B7 (dong té bao iPS duoc tao ra bang cach dwa Oct3/4, 0X2,
c-Myc, va K1f4 vao nguyén bao soi) dugc st dung lam cac té bao iPS clia nguoi, va
cac té bao ndy duoc gieo mam & mét dd gieo mam nim trong khoang tir 200 dén 1500
té bao/cm?, ndm trong khoang tir 300 dén 1000 té bao/cm?, hoic nam trong khoang
tir 450 dén 700 té bao/cm? trong StemFit (tir Ajinomoto Co., Inc.) trén tAm 6 18 dugc

pht manh laminin 511E8, va dugc nudi cdy trong khoang tir 7 dén 13 ngay.
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MBoi trudng ndy duge thay thé bang méi truong biét héa (GMEM chita KSR
10%, natri pyruvat 1mM, axit amin khong thiét yéu 0,1mM, va monothioglyxerol
55um), va sau dé dugc thay thé bang moi truong biét hoa méi mdi 2 dén 3 ngay mét

14n dé thyc hién nudi ciy trong khoang 4 tuan.

MBoi trudng nay duge thay thé bing mdi trudng biét héa dung cho biéu mo
chira yéu t6 ting truéng & hoic sau tuln thir 4, va cong doan nudi ciy duoc thuc hién
tiép trong 4 tudn. O khoang 2 dén 3 tuln sau khi thay thé bang mdi trudng biét hoa
diing cho biéu mo (50% moi truong biét hoa chira KGF 20 ng/ml, FGF2 5 ng/ml, va
Y27632 10pM, va 50% Cnt20 (hodc CntPR; khong EGF/FGF2 (CELLnTEC)), cic
té bao khong phai bidu mé duoc loai bd bing cach ding 6ng pipet dé nudi cdy ¢o
chon loc duy nhét té bao biéu mo b& mit mét trong ving thir 3. Sau 4 tudn nudi cdy,
mdi trudng ndy dugc thay thé bing méi trudng nudi cAy biéu mo gidc mac, va cong
doan nudi cdy dugc thyc hién trong 4 tuan, tiép d6 s& phan lap cac té bao tién sinh
biéu m6 giac mac bang FACS. Céc t& bao tién sinh biéu md gidc mac da phan 13p nay
duge nubi ciy tiép trong mdi trudng nudi cdy biéu mé giac mac (DMEM/F12 (2:1)
chita KGF 20 ng/ml, Y27632 10uM, va thanh phén bd sung B27 2%) trong khoang
tir 2 dén 3 tudn d8 tao ra tAm té bao biu mo gidc mac dd nudi cdy va phan ting. Néu
cAn, thi sau 1 dén 2 tuln nubi cdy trong méi truong nudi cdy biéu mé giac mac, cling
c6 thé thay thé mdi trudng nayy bing moi trudng chira huyét thanh dé nudi cdy dén
khi truéng thanh (DMEM/F12 (3:1) chira KGF 20 ng/ml, Y27632 10uM, insulin,
transferin, selen, va FBS 5%), va tién hanh nudi cdy trong khoang 1 tudn dé tao ra

cung mot tam t€ bao bi€u mo gidc mac dugc nudi cay nhu vay.

Trong khoang 4 tudn nudi ciy biét hda, cac té bao dong ngoai bi quan sat dugc
1a ddng tAm dugc cam Ging d8 tao ra khuan lac gdm céc ving ddng tAm cua dong té
bao ngoai bi khac nhau (Fig.2).

Céac dic tinh cua t& bao trong cic ving céu thanh khuan lac nay dugc thir
nghiém (Fig.3). Khuén lac d3 biét hoa & dang cac ving ddng tAm, va cac té bao clia
cac dong khac nhau cé mit trong mdi ving. Cu thé 13, cac ving tir ving thi nhét dén

ving thr 3 duong tinh véi pax6; cac ving tir vung thir 3 dén ving thir 4 duong tinh
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vGi p63 va duong tinh véi E-cadherin; va cac ving tu vung thu nhit dén ving tht 2

duong tinh vé1 TUBB3.

Vong mac than kinh dwong tinh véi CHX10 xuét hién & phan bén trong cta
ving thir 2, va cac té bao biéu mo sic td vong mac dwong tinh v6i MITF xuét hién tir
phén bén ngoai clia viing ndy; cAc té bao nay c6 thé dugc phan 1ap dudi dang té bao
dang d4 cudi chira sic td bing cich chon va nudi cdy té bao. Céc té bao mao than
kinh xut hién dudi dang té bao dwong tinh kép v6i p75/SOX10 & phan ving thit hai
trong qua trinh biét hoa sém (tudn thir 2) (Fig.4). Té bao thuy tinh thé biéu hién o
crystalin dugc x4c nhan 13 xuét hién & gitta ving tht 2 va ving tht 3 (4 tudn va 6

tun) (Fig.4).

Su bidu hién gen danh d4u trong mdi ving dugc kiém tra bing phuong phép
RT-PCR (Fig.5). Ngoai bi biéu mé bé mat mit (pax6+, p63+, va Ecad+) biéu dién

goc cua bi€u md gidc mac xuat hién tir vung thi 3.

Ngoai ra, viéc nhan biét hinh mAu biéu hién (& khoang tir 1 dén 12 tuin cia
qua trinh biét héa) cia cac gen danh déu c6 lién quan dén biéu md gidc mac (K12,
K14, p63, va pax6) trong chu ky cdm tng biét hoa bang cach nhudm mau mién dich
(Fig.6) d4 x4c nhan ring hinh mAu nay kh4 twong ty v6i hinh mau biéu hién gen danh
diu c6 lién quan dén biéu mé gidc mac trong qué trinh phét trién mét cta chudt (tir
E9.5 dén 18.5) (Fig.7) va viéc cam Gng clia bidu m6 bé mit mét/biéu md gidc mac tir
té bao iPS dién ra thong qua qué trinh gidng nhw qua trinh phat trién giac mac trén
thuc té.

Céc két qua & trén da x4ac nhan rang phuong phap nudi cdy theo sang ché c6
thé duoc st dung dé cam tng quén thé t& bao lién quan dén mét, bao gbm té bao biéu
md bé mit mét, (vong mac, thuy tinh thé, té bao mao than kinh, v.v) tir té bao gbc
toan nang ctia ngudi & dang bat chudce su phat trién sinh 1y cta cac té bao do.

Vidu 2: Cam tng sy biét hoa cua té bao tién sinh biéu md giac mac tu té bao iPS cta
nguoi

Céc khudn lac ¢6 dang céc hinh tron ddng tAm duoc tao ra bang cach biét hoa

ty than (4 tudn) cac té bao iPS clia ngudi theo vi du 1, mdi khuén lac nay dugc phan
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1ap bang cach thay thé méi truong bing méi trudng biét hoa ding cho biéu m6 chira
yéu t6 ting trudng & tuin thir 4 hoic sau tuln thtr 4 va loai bo cic té bao khong phai
bidu md bang cach dung bng pipet ra khoi cac té bao gbc biéu mo bé& mat mét xuét
hién trong ving thir 3. Ngoai ra, & tudn thir 8 hoic sau tuan thir 8, moi trudng nay
duoc thay thé bang méi truong nudi ciy biéu mo gisc mac, va su biét héa thanh té

bao tién sinh bi€éu mo gidc mac dugce cam ung.

O khoang tuén thtr 12 cia qua trinh cdm tng biét hoéa, FACS dugc thuc hién
b'?mg cach st dung cac gen danh dAu bé mit té bao, nhu TRA-1-60, SSEA4 va ITGB4
(Fig.8). D nhan thiy ring cac té bao tién sinh biéu md gidc mac c6 thé duoc phan
13p dua trén su biéu hién cua TRA-1-60, SSEA4, va ITGB4 va c¢6 mit mot cach chon
loc trong cac té bao dwong tinh véi ITGB4 va duong tinh v6i SSEA4 (P3) va cic té
bao dwong tinh véi ITGB4 va 4m tinh v6i SSEA4 (P2) trong sb céc té bao am tinh
véi TRA-1-60 (Fig.8 bén phai).

Ngoai ra, viéc nhudém mau mién dich thé hién két qua rang céc té bao trong
vung P3 biéu hién gen danh du dic hiéu biéu mé giac mac trong khi d6 biéu hién &
murc thip dbi v6i chi thi biéu m6 niém mac va gen danh dau biéu mo da (Fig.9). Piéu
nay da chung minh ring céc té bao bidu mé gidc mac duge phan lap trong ving P3
va té bao biéu mo két mac va cac t& bao biéu md phan tang khac duge chia trong

vung P2 (Fig.10).

Céc t& bao da phan 14p tir ving P3 dugc nudi cdy dén khi truéng thanh trong
khoang tir 2 dén 3 tudn bang cach st dung mdi truong nudi cdy biéu mé gisc mac dé
tao ra té bao biu md & giac mac phan tang. Viéc nhudm mau mién dich thé hién két
qué rang c4c t& bao thu dugc biéu hién cac gen danh dAu thiét yéu cho chtrc ning lam
mang ngin giac mac, Z0-1, MUC1, MUC4, va MUC16 (Fig.11B). Theo két qua tir
phan tich FACS, d6 tinh khiét ctia té bio duong tinh v6i K14 1a khoang 99%, va ti 16
duwong tinh ctia gen danh déu biét hoa biéu md gisc mac K12 1a khoang 60%
(Fig.11C).

Vi du 3: Ciy ghép tAm té bao biéu mé gidc mac c6 ngudn gdc tir té bao iPS

cia nguoi 1én mat thod
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Lép t€ bao bi€u mo trén toan bd chu vi clia ria gidc mac cia thé dugc loai bo
bang cach cdt bd gidc mac dé tao ra mo hinh thiéu t€ bao gbc bi€u md giac mac cia
tho. Sau do, cay ghép tam t€ bao bi€u md gidc mac cé nguon goc tir t€ bao iPS cua

ngudi da thu hdi & dang tAm.
(1) Hinh anh quan st b& mat mét

Vao ngay thtr 7 sau khi cdy ghép, do trong gidc mac dugc duy tri trong nhém
chy ghép tdm, va viéc nhudm mau floresxein di cho thdy ring chic ning 1am mang
ngan da dugc phuc hoi. Mit khéc, phan 16n cia mét dbi ching dugc nhudm béng

floresxein va van & tinh trang rdi loan chitc ndng 1am mang ngén (Fig.12 & giita).

(2) TAm té bao biéu md giadc mac co ngudn gdc tir té bao iPS clia ngudi sau
khi ciy ghép

MB&i con thé duge tro tir vao ngay 7 sau khi md, va nhan ciu dugc cit ra va
sau d6 duge cb dinh bang phuong phap hoéa hoc bang dung dich formalin dém trung
tinh 10%. Sau d6, md gidc mac dugc quan sat bﬁng cach nhuém mau hematoxylin-
eosin. TAm té bao biéu md gidc mac c6 ngudn gbc tir té bao iPS ctia ngudi ciing dugc
ghép vao bé mit cia mo dém giac mac sau khi chy ghép lén mit dong vat. Phan tich
nhudém mau mién dich vé6i khang thé khang nguoi (H2B) bang cach st dung céc phén
d6ng lanh da chung minh rang 16p biéu md da ghép vao mét thé cb ngudn gbe tir té
bao iPS cua nguodi va co thé biét duogc réng 16p nay biéu hién K12, pax6, p63, va

MUCI16 va giir dugc tinh chét ctia biéu mo gidc mac (Fig.12 bén phai).

Vi du 4: Cam Ung sy biét hda cua té bao gidng té bao dai két mac va té bao giéng

tuyén 18 tir t& bao iPS clia nguoi

Céc khuén lac c6 dang céc hinh tron ddng tAm duoc tao ra bang cach biét héa
tur than (4 tun) cac t& bao iPS cta ngudi theo vi du 1, mdi khuén lac nay duoc phéan
1ap bing cach thay thé mdi truong bang moi trudng biét hoa ding cho biéu mé chira
yéu tb ting trudng & tuin thir 4 hoic sau tudn thtr 4 va loai bo cac té bao khong phai
biéu m6 bang cach st dung dng pipet ra khéi céc té bao gdc biu md bé mat méit xut

hién trong ving thir 3. Ngoai ra, & tuin thir 8 hodc sau tudn thir 8, moi trudng ndy
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dugc thay theé bang moi trudng nudi cay bieu md gidc mac, va viéc biét hda thanh té

bao tién sinh biéu md gidc mac dugc cdm Ung.

Sau khi cdm Gng su biét hoa thanh céac t& bao tién sinh biéu md giac mac, cong
doan nudi cdy van dugc tiép tuc trong mdi trudng nudi cdy bidu mo giac mac trong
khi thay thé méi treong mdi 2 dén 3 ngay. O khoang tuén thir 12 tir khi cam mg biét
hoa, quén thé té bao duong tinh v6i PAS va duong tinh véi PAX6 xuét hién trong s6
quan thé té bao giéng biéu md trong moi trudng nudi cdy biéu mo gidc mac. Két qua
tlr viéc nhudm mau PAS va nhudém mau mién dich chimg minh réng cac té bao nay

biéu hién MUCS5AC va K7 duéi dang gen danh diu té bao dai két mac (Fig.13A).

Tuong tu, sau khi biét hoa thanh céc té bao biéu mod gidc mac, tiép tuc nuoi
chy trong moi trudong nudi cdy biéu mo gidc mac trong khi d6 thay thé mbi truong
nay. O khoang tuén tha 12 tir khi cam ung bict hoa, tap hop t€ bao c6 chu tric dang
tuyén xuét hién trong méi trudng nudi cdy biéu mé giac mac. M6 dang tuyén duoc
tap hop lai dudi kinh hién vi va dugc nudi cdy 3 chiéu trong Matrigel (R) bang cach
st dung mdi truong KCM chtra FBS 5%, EGF, va Wnt3awp hodc moi trudng
DMEM/F12 chtra B27 2%:; két qué 13, md nay phat trién thanh mo tuyén trong khoang
25 ngay. Viéc nhudém mau mién dich ching minh ring mé tuyén da biéu hién AQP5,
LTF, MUC7, PAX6, va SOX9 du6i dang gen danh diu tuyén 1é/tuyén nuéc bot
(Fig.13B).

Céac két qua ¢ trén chirng minh rang t€ bao goc/té bao tién sinh bi€u mo bé mat
mat da dugc cam Gng tir t€ bao goc todn ndng cia ngudi cd thé dugc biét hda khong
nhitng thanh bi€u mo6 gidc mac ma con thanh ca t€ bao bicu mo két mac, té bao dai
két mac, va céc t€ bao nudc mat duge xem la c6 cung goc phét trién nhu bi€u md
giac mac
Vi du 5: Cam tng sy biét hoa cia t€ bao mao than kinh quanh mat tir té bao iPS cta
ngudi

Céac t€ bao iPS ctia nguoi duge biét hoa ty than trong mdi trudng bi€t hoa
(trong 4 tuan) theo vi du 1 dé cAm tmg su biét hoéa thanh cac khuan lac, mdi khuan

lac ndy c6 dang céc hinh tron ddng tim (cu tric nhidu ving). O tuén tht 3 tir khi
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cam Ung biét hoa, khdi lugng té bao duong tinh véi PITX2 va dwong tinh véi AP2b

(t€ bao mao than kinh quanh mét) duoc cam tng chu yéu trong ving thi 2.

Khbi luong té bao c6 thé dugc cam ung khi viéc nudi céy duogc thyc hién trong
méi trudng trong d6 EGF, FGF2 (tir 1 dén 3 tuln), va axit retinoic ndng do thip

(0,5uM) (tir 2 dén 3 tudn) duoc b sung vao moi trudng biét hoa.

Su biéu hién gen danh ddu dugc nhan dién bing phuong phap RT-PCR vao
ngay thit 9, ngay thtr 14, ngay thir 21, ngay thir 28, va ngay thi 35 tir lac bit du nudi
cly biét héa. Két qua 13, da chimg minh dugc riang sau khi gen danh ddu mao thin
kinh sém, SOX10, bién mét trong 4 tudn, thi sy biéu hién cta cac gen danh d4u mao
than kinh quanh mét, nhu PITX2 va FOXC1, duoc cam Gmg. Vi vdy, té bao mao than
kinh sém c6 ngudn gdc tir té bao iPS ctia ngudi dugc thé hién 14 duwoc cdm tng thanh

t€ bao mao than kinh quanh mat.

Céc két qua & trén cho thiy ring t& bao mao thin kinh quanh mét ma tao ra
gbc phat trién cua té bao mao than kinh ciing nhu t& bao ndi mé gidc mac va té bao
mo dém mdng mit c6 thé duge cam tng bang cach sir dung céc khudn lac, mdi khuén
lac ndy gdm céc ving ddng tAm clia dong t& bao ngoai bi dd cam Gmg theo sang ché.
C6 thé 1a viéc bd sung EGF, FGF, va axit retinoic ndng d6 thip (0,5uM) vao mdi
trudng biét hoa da thic ddy sy ting trudng cua té bao vong mac trong ving thir 2 va
viéc bd sung tin hi€u axit retinoic d& thic day viéc cdm ung té bao mao than kinh
quanh mét. Tin hiéu axit retinoic c6 ngudn gdc tir té bao vong mac dugc xem 12 quan
trong cho su phat trién ctia mao than kinh quanh mét, va viéc sit dung h¢ théng nuoi
cly nay c6 thé din dén viéc bét chudce su phét trién cta no.

Vidu 6: Phan lép té bao tién sinh biéu md gidc mac dugc cam Ung tu té bao iPS cua
ngudi

Céc té bao iP$S cua nguoi dugce biét hoa tu than trong mdi trudong biét hda theo
vi du 1 dé cam tng biét héa thanh cac khudn lac, mdi khuén lac ndy c6 dang céc hinh
tron ddng tAm (cAu tric nhidu ving). O tudn thtr 14 tir khi cam tmg biét hoa, FACS
duoc thuc hién bang cach st dung CD200, SSEA4, va ITGB4 dudi dang gen danh

dau bé mat t€ bao.
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Céc té bao duong tinh véi CD200 c6 thé dugc loai bo bang cach cho phan 1ap
cac té bao duong tinh véi SSEA4 va duong tinh véi ITGB4 (P3) dudi dang té bao
tidn sinh bidu md gidc mac tir trong s cac t& bao 4m tinh véi CD200. Cac té bao da
phén 14p duoc phan tAng, bidu hién K12, p63, va PAX6, va cho thdy dic diém cua té

bao biéu mé gidc mac da dugc biét hoa (Fig.15).

Céc két qua o trén ching minh rang t& bao tién sinh biéu mo gisc mac da duoc
cam tng tir t& bao iPS c6 thé dwoc tinh ché bang cich st dung CD200, SSEA4, va
ITGB4. CD200 trudc day chua dugc biét dén, vi du, 14 dugc bidu hién trong té bao
gbc toan nang va khong dugc biéu hién trong biéu md giac mac, va c6 1& 1 gen danh
dAu rt wu viét cho phép loai bo cac tap chit & pham vi rong hon so véi TRA-1-60 da
biét.

Kha ning rng dung trong cong nghiép

Theo sang ché, thu dugc cac té bao biéu mod gidc mac co thé céy ghép duge,
phén ting, c6 chirc ning, va tinh khiét & muc cao. Phuong phép theo sang ché khong
st dung té bao nudi c6 ngudn gbc tir dong vat hodc huyét thanh va vi vy céc té bao
thu dugc ¢ dd an toan cao va phi hop dé st dung trong 1dm sang. Ngoai ra, theo
phuong phép theo sang ché, cac té bao khac nhau khong nhing cdu thanh biéu mo
gidc mac ma con ca bé mit mét, nhu biéu mé két mac, ¢ thé duge tao ra tir té bao

goc toan nang, nhu té bao iPS cua ngudi.

T4t ca cac cong bd, patent, va don sang ché dd néu trong ban mo ta duoc dy

dinh 12 két hop toan bd vao trong ban mé ta ndy bang cich vién dan.
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Yéu ciu bao ho
1. Phuong phép tao ra khuén lac gdm céc ving ddng tAm cua cac dong té bao ngoai
bi khac nhau, phuong phap nay bao gdm budc nudi cdy hai chidu c4c té bao gdc toan
nang trong moi trudng khdng co huyét thanh ma khong st dung té bao nudi thong

qua viéc biét hoa tu than céc t€ bao goc toan nang nay,

trong d6 khudn lac ndy chira cac ving té bao dong ngoai bi than kinh, té bao
dong mao than kinh/té bao dong dai thi giac, té bao dong ngoai bi bé mit mét, va té

bao dong ngoai bi bé mit, theo thir tw trong tGng.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mbi trudng khong c6 huyét thanh khéng chira
n6ng d6 1a 0,5nM hoac nhiéu hon 0,5nM ciia BMP4 (protein tao hinh xuong 4), yéu

t0 ting truong bién nap, hodc activin.

3. Phuong phap theo diém 2, trong d6 mdi truong khong co huyét thanh con khong
chtra it nhat mot hop chéit duge chon tir nhém bao gOm axit retinoic ndng do cao, chét
trc ché BMP, chét trc ché TGFp, va Noggin.
4. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 cac té bao
gbc toan ning dwgc nudi ciy biang céach sit dung binh nudi cdy duoc phi mot hodc
nhidu chit duge chon tir nhém bao gdm colagen, fibronectin, laminin hoic cdc manh
laminin, vitronectin, co chit mang déy, gelatin, axit hyaluronic, va polylysin.
5. Phuong phép tao ra céac té bao lién quan dén mét, phuong phap nay bao gdm céc
budc:

tao ra khudn lac gdm c4c ving ddng tdm clia cic dong té bao ngoai bi khac
nhau bang phuong phap theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4,

tach cac té bao nim trong ving cu thé khéi khuén lac ndy, va

cam tmg su biét hoa cac té bao d6 thanh té bao lién quan dén mat.
6. Phuong phap theo diém 5, trong d6 cac té bao lién quan dén mit 1a té bao bit ky
dugc chon tir nhém bao gdm té bao biéu mé gidc mac, t& bao biéu mo sic td vong
mac, té bao than kinh vOng mac, té bao biéu m6 két mac, té bao biéu mo ria giac mac,

t€ bao ndi md giac mac, t€ bao keratin, t€ bao md dém mong mat, t€ bao mang cung,
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té bao bi€u mo sdc t0 mong mat, t€ bao bi€u mo 1ong mi, t€ bao than kinh thi giéc,
nguyén bao sg¢i dudi ria gidc mac, nguyén bao soi dudi ket mac, t€ bao tuyen I, te
bao tuyen nhir mat, t€ bao dai, t€ bao bicu md thuy tinh the, va t€ bao biéu mo mi
mat.

7. Phuong phép tao ra cac t€ bao bicu mo gidc mac, phuong phép nay bao gdm céc

budc:

tao ra khuan lac gdm céc ving dong tdm cda cdc dong té bao ngoai bi khac

nhau bang phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 4,
nudi cay khudn lac nay trong méi trudng chira yéu té ting trudng,

tach cac té bao nim trong ving té bao dong ngoai bi bé mit mét va nudi cly
cac té bao nay trong mdi truong chira KGF, chit &rc ché Rock, va chat thay thé huyét

thanh d€ cam tng su biét hoa thanh t€ bao tién sinh bieéu mo giac mac, va

phén l4p céac té bao tién sinh bieu mo gidc mac ndy va cam ung su biét hoa

thanh t€ bao bicu mo gidc mac.

8. Phuong phap theo diém 7, trong d6 cac t& bao biéu méd gisc mac duoc phan lap
béng cach xem xét viéc biéu hién hay khong biéu hién cta mot hodc nhidu gen danh
d4u dugc chon tir nhém bao gém ITGpB4, SSEA4, TRA-1-60, va CD200 lam chi sb.
9. Phuong phép tao ra tAm té bao gidc mac, phuong phap nay bao gdm budc tao ra té
bao biéu md gidc mac bang phuong phép theo diém 7 hodc 8 va sau d6 nudi ciy phan
tAng t€ bao biéu mo gidc mac thu duoc.
10. Khuén lac gdm céc ving ddng tdm cua cac dong t& bao ngoai bi khac nhau c6
ngudn gdc tir té bao gdc toan ning

trong d6 khuén lac nay chira cac ving t& bao dong ngoai bi thin kinh, té bao
dong mao than kinh/té bao dong dai thi gi4c, t& bao dong ngoai bi bé mit mét, va té

bao dong ngoai bi bé mat, theo thit ty turong tng.
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A. SUPHAT TRIEN CUA TE BAO MAO THAN KINH QUANH MAT
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B. BIEU HIEN CUA GEN PANH DAU TE BAO MAO THAN KINH QUANH MAT
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