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(57) Sdng ch& dé xudt quy trinh san xuét cdc t€ bao gdc trung mo tir cic t& bao
goc van nang cua ngudi, quy trinh nay bao gém céc budc: a) tao cac thé phoi tir
cdc t&€ bao gdc van nang; b) gan cic thé phoi vao dia nudi cdy dé cam tng su biét
héa tu nhién clia cdc thé phoi thanh cac t€ bao gdc trung mo; v c) thuc hién nuoi
cdy tang sinh lién tuc céc t&€ bao gdéc trung mo trong khi van duy tri sw déng nhat
cua cac t&€ bao gdc trung mod ndy. Sang ché cling dé xuat quy trinh chuin dé cam
ting su biét hda cac t&€ bao goc trung mo c6 thé 4p dung rong rii cho tit ca cic t&
bao gdc van nang cia nguoi bat ké sy khac biét vé nguén goc di truyén cia
ching. Cudi cing, sdng ché c6 thé san xudt quy mo 16n lién tuc cic t&€ bio goc
trung mo cén thiét cho thudc tai tao va liéu phéap t&€ bao bang cach sir dung cac t&
bao goc van nang cua ngudi, nho dé nhan ra cic tng dung thuc tién cla cic san
phdm tri liéu t& bao, va hon nifa séng ché dugc mong doi déng gép nhiéu cho
viéc diéu tri cdc bénh nan y, ching han nhu cic bénh tim mach va céc bénh r6i
loan than kinh.
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Linh vwe k§ thuat duoc dé cip

Sang ché dé cap dén quy trinh cam {mg céc t& bao gdc trung mo tr cac té bao
gOc van ndng cua nguoi, cac t€ goc trung md dugc san xuat boi quy trinh nay, va cac

san pham tri lidu t& bao bao gdm céac & bao gbc trung mo.
Tinh trang ky thuit cia sing ché

Céc té bao goc la céc té bao ¢ kha nang biét hoa thanh nhiéu loai t& bao tao
thanh cac mo cta co quan, va thuong dung dé chi cac t& bao chua duoc biét hoa trude
khi biét hoa, cac té bao nay co thé duoc iéy tir cac moO tuong Ung cua phdi, thai, va co
thé trudng thanh. Cac té bao gdc biét hoa thanh cac t& bao dic hiéu nho tic nhan kich
thich biét héa (mdi truong); cho phép ching ting sinh (md rong) bang cach tao ra cac
té bao gibng v4i ban than chung thong qua qué trinh phén chia té bao (tu lam moi), cac
té bao khac clia qua trinh phén chia t& bao nay bi dimg lai do sy hoan thanh qua trinh
biét hoa; va c6 kha ning tao hinh trong qua trinh biét hoa vi chiing ¢6 thé biét hoa
thanh cac té bao khac trong cic mdi trudong khac nhau hodc bdi cac tac nhan kich thich
bi¢t héa khac nhau.

Céc té bao gbc nay co thé dugc phén loai thanh céc t€ bao gbe van ning, da
ning, va don nang theo kha nang biét héa ctia chiing. Céc té bao gbc van nang 1 céc té
bao van ning c6 tinh van ning dé biét héa thanh tit ca cac té bao, va céc té bao nay
bao gém céc té bao gdc phdi (embryonic stem cells- ESCs), va cac t& bao gdc van
ning cam ng (induced pluripotent stem cells-iPS cells), v.v...Cac t& bao gdc trudong
thanh c6 thé 12 cac vi du cta céac té bao gbc van nang va/hoic té bao gbe don nang.

Céc té bao S gbc phdi dugce tao thanh tir khdi ndi bao cua ti phoi trong qua
trinh phét sinh phoi sém; c6 tinh toan nang dé biét hoa thanh tat ca cac té bao nhd d6
ching co thé biét hoa thanh loai t& bao mé bat ky; co thé duoc nudi céy O trang thai bat
tr va chua biét hoa; co thé duoc ké thira dén thé hé tiép theo béng cach tao ra cac té
bao phoéi, khac véi cac té bao gbc trudng thanh (Thomson et al., Science, 282; 1145-
1147, 1998; Reubinoff et al., Nat, Biotechnol., 18; 399-404, 2000).

Cac t€ bao gbc phodi cua nguoi duge tao ra bang cach phan lap va nuéi cay chi
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khéi ndi bao & thdi diém tao phoi & nguoi va hién nay, cac té bao gdc phodi cua nguoi
duogc tao ra thuong dugc léy tlr cidc phdi dong lanh con lai sau cdc phAu thuat tiét
tring. D4 ¢6 nhiéu nd luc sir dung cac té bao gbe phdi van nang ctia ngudi , ma co thé
biét hoa thanh tit ca cac loai té bao nhu 1 san pham tri lidu t& bao; tuy nhién, ching
van khong hoan toan vuot qua dugc cac rao can 16n chang han nhu nguy co gay ung
thu va khude tir mién dich.

Nhu mot nd luc bd sung, cac té bao géc van ndng cam Ung (iPS) da duoc bao
cho gan day. Céac té bao iPS, duoc bao gém trong khai niém vé cac té bao gdc van
ning, 1a cac té bao duoc thu nhan béng cach giai biét hoa cac té bao truong thanh ma
qué trinh biét héa ching dugc két thic theo mot sb cach va nho do chuyén chung lai
trang thai gidng nhu phdi ¢ giai doan sém cta qué trinh biét héa. Xa hon, duoc béo
céo 1a cac té bao duoc giai biét hoa thé hién cac dic diém gan nhu giéng véi céc té bao
géc phoi, 1a cac té bao géc van ning, do sy biéu hién gen va kha ning biét hoa. Cac té
bao iPS nay ciing c6 thé stir dung cac té bao tu than va do do loai trir nguy co khudc tir
mién dich, tuy nhién nguy co gy ung thu van con 12 van dé can duoc giai quyét.

Hién nay, céc té bao gdc trung mdé ma c6 chic ning didu hoa mién dich va
khong c6 nguy co gay ung thu, duoc gisi thiéu nhu 1a mot gidi phap thay thé dé giai
quyét van dé nay. Céc t€ bao gbc trung mo 1a céc té bao da ning c6 kha nang bict hoa
thanh t& bao tao ma, té bao xuong, € bao sun, t& bao co, t& bao than kinh, té bao co
tim, v.v.., va dd duogc bio cdo 14 c6 chitc nang diéu hoa phan tng mién dich. Cac té
bao gdc trung mé cé thé dwoce phan 1ap va nudi cdy tir nhidu loai md khéc nhau, nhung
kha ning va cac chat chi thi bé mat t& bao cuia chung 1a khéc nhau tiy theo ngudn gbc
ctia ching. Do d6, khong dé dang dé xac dinh o rang cac t& bao gdc trung mo. Tuy
nhién, cac té bao gdc trung mé thuong dugc xac dinh 1a cac € bao c6 thé biét hoa
thanh cac té bao xuong, té bao sun va t& bao co; co dang xo0dn Oc; va biéu hién
CD73(+), CD105(+), CD34(-), va CD45(-), céc té bao nay 1a cac cht chi thi bé mit té
bao co ban.

Trong khi d6, cac linh vuc thudc tai tao va/hodc liéu phap té bao doi hoi sd
luong té bao t6i thiéu khoang 1x10°, dé cac té bao gdc trung mod nay duoc st dung lam
céc san pham tri lidu té bao. Tuy nhién, s§ luong té bao thyuc su can thiét duoc gia tang
thém, khi xem xét thir nghiém thiét 1ap cac diéu kién va tiéu chuin. Do d6, cén it nhit

1a 10 14n ciy chuyén cho thir nghiém in vitro d& cung cép luong té bao nay tir cac té



22913

bao gbe trung mé hién tai thu duoc tir nhidu ngudn khac nhau. Trong truong hop nay,
cac t€ bao tré nén gia di va bién ddi, va do d6, ching khong thé du dé sir dung lam san
phém tri liéu t& bao. Miac du céc didu kién va tiéu chudn duoc thiét lap béng cach su
dung céc té bao nay, mot s6 vin d& c6 thé xdy ra la cic t& bao nay co thé bi dung hét
trude khi ching duoc st dung trong liéu phap nay, nho d6 cac t€ bao gbe trung mo tur
cac ngudn khac can duge sir dung, va trong trudng hop do, cac thir nghiém khac can
duoc thyc hién do viéc sir dung céc té bao khac nhau.

Gidi phép thay thé ly tudng nhét dé giai quyét van dé trén vé hé thdng nudi cy
té bao gbc trung mé hién nay la sir dung céc t€ bao gbc van ning clia ngudi dé san xut
cac t€ bao gbc trung mo. Tuy nhién, viéc cam tng su biét héa tir cac té bao gbc van
ning cta ngudi thanh céc t bao gde trung mé doi hoi quy trinh cAm ing bang xytokin
dac hiéu (vi du nhu, BMP, bFGF), quy trinh nay ton kém va can kiém soat néng do,
hodc quy trinh cdm {mg trén té bao nudi ngoai sinh (dong té bao chudt OPY) c6 nguy
co nhiém mam bénh ngoai sinh, va sau do phan loai béng chét chi thi dac hiéu (vi du
nhu, CD73).

Ngoai ra, véi céc té bao gdc trung md duge san xult bang cac phuong phép
ndy, rat kho dé duy tri trang thai co ban clia né va hidu suét san xuét 1a khong cao.
Ngoai ra, cac té bao gbc van ning ctia ngudi cé ngudn gbe di truyén khac nhau c6 co
ché sinh ly khac nhau, va vi vay khong thé str dung cac quy trinh hién nay dé kich
thich su biét héa cac t& bao gbe trung mo, céc té bao nay da duoc thiét 1ap trudce thanh
hang dic hiéu. Do do, c6 mdt sb kho khan dé cam mg cac té bao gdc trung md tr cac
té bao gdc van ning clia ngudi co ngudn gbc di truyén khac nhau, cac quy trinh cam
g biét héa riéng biét can dugc phat trién va tng dung. Vi céc 1y do nay, cac té bao
gbc trung mo ¢6 cac gioi han trong viéc sir dung lam céc san pham tri liéu té bao Iy

tudng trong cac linh vuc thude tai tao va liéu phép té bao.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Séng ché dé xuat quy trinh san xuét quy mé 16n céc té bao gde trung méd véi
hiéu suét cao, quy trinh nay thuong duge dp dung cho cic t& bao gbc van ning cua
ngudi ¢6 nguon gbc di truyén khac nhau. Ngoai ra, sang ché dé xuét cac t& bao gbe
trung mé duoc san xuit bang quy trinh nay, cac san phim tri lidu té bao chira cac té

bao gbc trung mo, va h¢ thong nudi cay duge chuan héa dé san xuat cac té bao goc
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trung md tir cac t& bao gbe van ning cia ngudi.

Dé giai quyét vén dé trén ddy, sang ché d& xuét quy trinh san xuit cac t& bao
gbe trung mo tir té bao gbe van ning clia ngudi, quy trinh nay bao gdm: a) tao cac thé
phoi tir céc té bao gde van ning cua ngudi; b) gén cac thé phoi vao dia nudi cdy mo va
sau d6 cam Ung sy biét hoa tu phat clia cac thé phdi thanh té bao gbe trung mo; va ¢)
thuc hién nuéi cy tang sinh lién tuc céc t& bao gbe trung mé trong khi vin duy tri su
déng nhét cta céc té bao géc trung mo. Cu thé 13, viéc cam mg su biét héa nay co thé
bao gdm cam tmg sy biét hoa tu phat bang cach tao ra cac vong xytokin tu than, va cé
ddc tinh 1a st dung mdi trudng chira yéu t6 sinh trudng biéu mo cla nguoi (human
epidermal growth factor - hEGF), yéu t& sinh truong ndi mdé mach (vascular
endothelial growth factor - VEGF), yéu té sinh trudng nguyén bao soi co ban cua
ngudi (human fibroblast growth factor-basic - hFGF-B), yéu t6 sinh truéng tuong tu
insulin (insulin-like growth factor - IGF-1), hydrocortison, axit ascorbic, v.v... ¢6 thé
duoc sir dung dé duy tri va nudi cdy ting sinh céc té bao gbc trung mo dugc cdm Uing
biét hoa.

MO té vin tit cic hinh vé

Fig. 1A thé hién sy cam tng biét hoa thanh céc té bao gbc trung mo tir cac té
bao gbc van ning cta ngudi va viée nudi cay tang sinh chung,

Fig.1B thé hién cac két qua dinh luong su khac biét vé biéu hién gen lién quan
dén sy biét hoa trung mé cac thé phoi 7 ngay va thé phdi 14 ngay bing cach sir dung
phan tmg chudi polymeraza.

Fig.1C thé hién két qua xéac nhén su biéu hién protein cua cac gen ¢ giai doan
s6m clia sy biét hda trung mo bang cach nhuém cac thé phéi 14 ngay.

Fig.2A thé hién su phan loai thé phoi vao ngay 14 & thoi diém gén ching.

Fig.2B thé hién 1 su cam ting biét héa thanh cac té bao gde trung mo6 dugc bét
dau khi cac thé phoéi duge nudi cdy trong moi trudng nudi cy thong thuong, moi
truong nay khong bd sung xytokin ngoai sinh.

Céc Fig.2C va 2D thé hién quy trinh cam ting sy biét héa thanh céc té bao gbe
trung mo trong nhém khong dugce xtr Iy va duge xir Iy bang Noggin 1a chat ddi van
BMP.

Fig. 3 thé hién su khéc biét vé hidu luc gitta moi truong EGM-2MV va moi
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truong o-MEM, 1a moi trudng hién nay dé nuéi cdy céc té bao gde trung mo, dugc xac
nhan b%mg cach nhudm beta-gal kém theo su 150 hoa té bao.

Fig.4A thé hién hinh sinh truéng cta té bao gbe trung mé duge nudi cdy trong
moi truong EGM-2MV trong 140 ngay hodc 1au hon.

Fig.4B 1a duong cong sinh truéng ciia céc té bao gbe trung mé theo sang ché
thé hién rang chiing sinh truéng trong khi vin duy tri hoat tinh lau dai khi duoc nuodi
cdy in vitro.

Fig.5A va 5B thé hién la cac t bao gdc trung md thu duoc bang quy trinh theo
sang ché biéu hién cac chat chi thi dac hiéu trung mo.

Fig.6 thé hién cac két qua phan tich nhidm sic thé cta té bao gbc trung mo theo
sang ché sau khi nuéi cdy in vitro mot thoi gian dai.

Fig.7A va 7B thé hién cac két qua phan tich vé kha ning biét hoa céc té bao gbe
trung mo thu duge bang quy trinh theo sang ché;

Fig.8A va 8B thé hién liéu u quai c6 duoc tao thanh va cac yéu t6 lién quan dén
su cam tmg mién dich cé duoc biéu hién hay khong nho té bao gbc trung mé thu duoc
bang quy trinh theo sang ché;

Fig.9 thé hién cac két qua thu duoc bing cach quan sat chirc nang, st dung mo
hinh chudt bi bénh tim do thiéu mau tim mach cuc bd dé danh gia chirc ning cia céc té
bao gbc trung mé thu duge bing quy trinh theo sang ché;

Fig.10 thé hién cac két qua thir nghiém vé kha nang lam té bao nudi tw than cua
céc té bao gdc trung mé thu duogce bang quy trinh theo séng ché; va

Fig.11 thé hién cac két qua kiém tra vé kha nang tai sn xuat cta sang ché bang
céch str dung dong té bao gbc phdi cua ngudi sb 3 cia trung tdm Y hoc Cha (CHAS3-
hESC) va dong té bao gdc phdi cta ngudi H9 c6 cac nguén goc di truyén va moi
trudng nudi cay khac nhau tir cac té bao gde phoi cia nguoi ctia Bénh vién dai hoc
qudc gia Seoul.

M0 ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xuét quy trinh san xuét t& bao gbc trung md bang cach sur dung té
bao gdc van nang clia ngudi, quy trinh niy bao gdm: a) tao thé phoi tir té bao gbc van
nang ctia ngudi; b) gan thé phoi vao dia nudi cdy mo va sau do cam ung sy biét hoa tu

phat ctia cac thé phoi thanh t& bao gbc trung mo; va ¢) duy tri va nudi cdy ting sinh cac
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t€ bao géc trung md duoc cam Ung biét héa. Cu thé 1a, sang ché cé thé bao gém viée
tao ra cac thé phoi tu té bao géc van ning clia ngudi, va viée nay ¢ thé dugce thuc hién
bang quy trinh théng thuong da biét trong linh vuc nay. Vi du nhu, t& bao gbc van
ning clia ngudi c6 thé duge xir Iy bang proteaza, va sau dé duoc nudi cdy & trang thai
huyén phu trong méi truong té bao gbe phoi khong chira yéu t6 sinh truéng nguyén
bao soi co ban (bFGF).

Thuat ngir “t& bao gbc” nhu dugce st dung & diy dung dé chi cac té bao chu ¢o
thé tai sinh khong han ché cac t& bao nhd d6 tao ra céc té bao chuyén biét cia mé va
co quan. Céc té bao gbc 1a té bao da nang hoic té bao van ning c6 thé phat trién duoc.
Té bao gbc c6 thé duoc phan bao thanh hai té bao gbc thé hé con, hoic mot t& bao gbe
thé hé con va mot t& bao chuyén tiép, va sau dé ching phit trién thanh loai té bao mo
truéng thanh va hoan thién. Cac té bao gdc nay c6 thé duoc phan loai bang nhiéu
phuong phap khac nhau. Mot trong s6 cac phuong phép duge sir dung phé bién nhit
phu thudc vao kha nang biét hoa té bao gde. Theo phwong phap nay, cac té bao gbc cb
thé duoc phan loai thanh cac té bao gbe van ning ma c6 thé biét héa thanh cac té bao
16p 3 phéi, cac té bao gdc da ning ma c6 thé biét hda han ché thanh mot hodc nhidu
16p phoi ddc hiéu, va cac t€ bao gbe don ning ma chi c6 thé biét hoa thanh mot 16p
phoi déc hiéu.

Thuat ngit “té bao gdc van nang” nhu dugc sir dung & diy dung dé chi cac té
bao gbc c6 kha nang da dang, 1a kha ning biét hoa thanh ca ba 1ép phdi tao nén co thé
séng, va vi du vé chung bao gdm céc té bao gbc phoi va céc té bao gbe van nang cam
tmg (induced pluripotent stem - iPS). Cac té bao gdc trudng thanh c6 thé 1a cac té bao
gbc da nang hodc don nang.

Thuét ngfr “biét héa” nhu duoc st dung & day dung dé chi quy trinh ma nho né
céc té bao trd nén chuyén biét vé cdu tric hodc chirc nang trong qud trinh phén chia,
tdng sinh va sinh trudng ctia té bao, nghia 1a, su thay ddi vé hinh thai hodc chic nang
cuia cac té bao nhd d6 céc té bao, mo, v.v...clia sinh véat thyc hién cong viéc dugce giao
ctia ching. No6i chung, d6 1a quy trinh ma mot hé théng tuong dbi don gian duge tach
thanh hai hodc nhiéu hé théng bo phén khac biét vé chét. Sy biét hoa dung dé chi trang
thai trong dé cac bd phan cua hé théng sinh hoc nao dé, ban dau la déng nhét, tr& nén
khac biét v6i nhau vé chét, hodc nho quy trinh nay, chiing phén chia thanh cac phan

hoac cac hé théng bd phén co thé phén biét duoc vé chit, chéng han nhu, d6i véi su
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phat trién ca thé trimg, ma ban diu Ia ddng nhat, tré nén duge phan biét thanh dau,
than, v.v... hodc cac t& bao nhu t€ bao co, t& bao than kinh, v.v... tré nén phan biét
duoc vo1 nhau.

Thuat ngit “thé ph6i” (embryonic body - EB) nhu duoc st dung & day dung dé
chi khéi tap hgp duoc tao ra béng cach cam g su biét hoa cac t& bao gbc van nang.
Thé phdi c6 thé dugc tao ra khi cic t& bao gde van ning duoc nuéi ciy & trang théi
huyén phil khong c6 céc t bao nuéi trong moi truong té bao gbe phdi khong chira yéu
t6 sinh truong nguyén bao sgi co ban (basic fibroblast growth factor - bFGF). Thé phoi
dugc tao ra bang quy trinh trén ddy da dugc béo cdo la c6 thé biét hoa thanh tit ca cac
t€ bao can thiét cho sy tao thanh ca thé tir ndi bi, trung bi va ngoai bi va diéu nay nay
phtl hgp v6i mét trong s6 cac quy trinh in vitro chimg minh kha ning da dang cuia té
bao gbc van ning,

Séng ché c6 thé bao gdm viée lua chon céc thé phoi vao ngay nudi ciy thir 14,
va cam tmg su biét héa thé phdi thanh cac t€ bao gdc trung mé. Cu thé 13, cac thé phéi
vao ngay nudi cdy tht 14, da duoc tao thanh bang cach nudi cdy cac té bao gdc van
ning ctia ngudi & trang thai huyén phu trong moéi truong té bao gbe phoi khong chira
bFGF, c6 thé dugc lua chon va sau d6 duoc su dung trong quy trinh san xut cc té
bao gdc trung md. Cac thé phoi vao ngay nudi ciy thir 7 thuong dugc st dung trong
cac quy trinh hién nay dé cam tng su biét hoa thanh cac té bao gbc trung mo tir cac té
bao gdc van nang cua ngudi (thuong 1a cac té bao gbc phdi cia nguoi). Tuy nhién, cac
tac gia sang ché phat hién ra rang viéc lua chon céac thé phoi vao ngay nudi cay 14 thay
vi céc thé phéi vao ngay nudi cdy 7 c6 thé lam tang hiéu luc cam ung biét hda khi san
Xut cic té bao gde trung mé tir cac té bao gbc van nang cta ngudi. Cu thé 1a, theo cac
két qua nghién ciru sy bidu hién gen cta céc thé phoi vao ngay nudi ciy 7 va 14, da
x4c nhan 1a cic gen lién quan dén su biét hoa trung moé som (brachyury, BMPR,
v.v...) va Sox 17, 1a gen quan trong trong cac té bao trung mé tim sém, duoc biéu hién
cao rd rét trong cac thé phoi vao ngay nudi cdy 14 so vé6i cac thé phdi vao ngay nuoi
cAy thir 7 hién nay (xem Fig. 1B). Puoc thay tir cac két qua trén 1a viéc lua chon thé
phoi vao ngay nudi ciy 14 ¢ thé cam g sy biét héa uu tién thanh cac t& bao gbe
trung mo.

Thém vao d6, sang ché c6 thé bao gdm viéc gin cac thé phoi & ngay nudi cdy

14 vao dia nudi cdy mo, sau d6 cam tmg su biét hoa tu phat ctia cac thé phoi thanh cac
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té bao gdc trung mé. Khi viée cam g su biét héa thanh céc t& bao gbc trung mo tur
cac té bao gbc van nang cua nguoi dugce cam {mg, thuong khai dong su cam g biét
héa bang cach bd sung protein hinh thai xwong (BMP)-2, v.v... tir bén ngoai. Céc tac
gia sang ché phat hién ra rang su biét hoa tu phét thanh céc t bao gbe trung mé duoc
cam tmg khi céc thé phoi duoc nudi cay bang céch sir dung moi trudng nudi cay té bao
thong thuong, ching han nhu moi truong Eagle cai bién cua Dulbecco (DMEM),
v.v... ma khéng bd sung BMP-2, v.v... tir bén ngoai (xem Fig. 2B). Lién quan dén co
ché nay, cac tac gia sang ché xem xét kha nang tao vong tu dong cia BMP, Ia yéu td
cam tng té bao gbc trung mo, duoc biét dén trong linh vuc ¢6 lién quan, va sau dé, dé
chirng minh diéu nay, quan sat quy trinh cam (mg sy biét hoa cac té bao gdc trung mo
bing cach xir ly v6i Noggin la cht di van BMP (xem Fig. 2C va 2D). Quy trinh biét
héa thanh céc té bao gdc trung méd dugc cam g trong nhém khéng duge xir 1y bang
Noggin (xem Fig.2C). Tuy nhién, duoc quan sét thay 1a cac té bao gbc trung md khong
xut hién trong nhém duoe xir ly bing Noggin (xem Fig. 2D), va khi moi trudong nudi
ciy dugc chuyén tiép, viéc nuéi ciy té bao 1 khong thé vi cac t& bao nay khong thé
duogc gan lai. C6 thé thiy duogc tir cac két qua trén 13, khi thé phoi & ngay nudi ciy 14
duge nudi ciy trong moi truong nudi ciy thong thudng sau khi gin ching, su biét héa
tu phat thanh cac té bao gbc trung mé dwoc cam tmg ngay cé khi khong bb sung
xytokin tr bén ngoai, va diéu nay 1a do sy tu diéu hoa bang hé théng vong BMP.

Thém vao d6, sang ché co thé bao gdm viéc duy tri va nuoi ciy tang sinh céc té
bao gdc trung mé duge cam ting biét héa bang cach su dung méi truong chira xytokin.
Trong sang ché, moi truong t& bao ndi mod vi mach-2 (EGM-2MV, Lonza; Basel,
Switzerland) chira yéu t6 sinh truong biéu md ciia nguoi (hEGF), yéu 6 sinh truong
ndi mé mach (VEGF), yéu té sinh trudng nguyén bao soi co ban cua ngudi (human
fibroblast growth factor-basic: hFGF-B), yéu t6 sinh truong tuong tu insulin (IGF-1),
hydrocortison, va axit ascorbic, v.v...dugc st dung 1am mdi truong nudi ciy cua céc té
bao gbc trung mé. Céc tac gid sang ché phat hién ra rang hoat tinh cta té bao gbc trung
md duge duy tri twong dbi dai hon trong moi truong nudi ciy in vitro cua chung, khi
moi truong EGM-2MV dugc sir dung thay vi mdi truong o-MEM di duoc sir dung
rong rai lam mai trudng nudi cy té bao gbe trung mod hién nay.

Dé sir dung céc té bao gbc trung mo 1am san pham tri lidu té bao, viéc cung cap

s0 lugng vira du t€ bao nhu duge mo ta trén day phai duoc dit 1én hang dau, va véi
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muc dich nay, méi truong nudi cdy duge chuyén tiép cua cac té bao gbe trung mo la
can thiét. Tuy nhién, méi truong nudi ciy duge chuyén tiép lap lai c6 thé gay ra su ldo
héa té bao gdc trung mo, dan dén mét kha nang phan chia cta ching, va do do, hoat
tinh (kha nang biét héa) ctia ching c6 thé bi mat. V& mat nay, duge xac nhan 1a moi
truong EGM-2MV theo séng ché c6 kha niang duy tri hoat tinh t5t hon so v6i moi
truong a-MEM di duoc str dung lam moi truong nudi ciy té bao gde trung md hién
nay (xem Fig. 3). Cu thé 13, do thuc hién nhudm beta gal ma nhd d6 céc té bao duoc
nhudém & thoi diém 140 hoa cla ching, da dugc théy la viéc nhudm beta-gal nhiéu té
bao hon duoc thuc hién va kich thudc cua cac té bao tré nén 1én hon rd rét trong cac té
bao gdc trung mé duoc nudi cdy bang cach st dung mdi truong o0-MEM so véi trong
té bao gbc trung md duge nudi cdy bang cach su dung moéi truong EGM-2MV.
Thudng duge biét 14, khi nudi cdy in vitro té bao gbc, sy khong sinh trudng do 1do hoda
té bao c6 lién quan dén sy phinh to ctia t& bao. Piéu nay c6 nghia 13, khi cac té& bao gbc
trung mé duoc nudi cdy bang cach str dung méi truong a-MEM, su ldo hoa cta € bao
gbc trung mo bi tang nhanh, va do d6, kha nang biét héa cia cac té bao gbe trung mo
bi mét di.

Thém vao do, sing ché d& xuét té bao gdc trung mo duge san xuit bang quy
trinh theo sang ché. Cac té bao gbc trung md c6 thé biét hoa thanh té bao xuong, té bao
sun, va té bao co, v.v.... va duge x4c dinh b;"lng dang xodn, va murc dd bidu hién cta
cAc chét chi thi bé mit té bao co ban, SH2(+), SH3(+), CD34(-), va CD45(-). Té bao
gbc trung moé cé ngudn gdc tir té bao gbe phodi ctia ngudi cua Bénh vien truong dai hoc
Quéc gia Seoul (t& bao nuodi STO, duc, Asian #1) thu duoc bang quy trinh theo sang
ché thu dugc cac két qua gidng nhau trong 3 thir nghiém khéc nhau, cac két qua nay
dugc xac nhan bang may phan loai té bao duoc hoat héa huynh quang va bang cach
biét hoa churc nang.

Sang ché dé xuat quy trinh chuin hoa dé cam tmg su biét hoa va nudi ciy ting
sinh, quy trinh nay c6 thé duoc sir dung dé san xuét cac t& bao gbc trung mé tir céc té
bao gbc van ning clia ngudi c6 ngudn goc di truyén khac nhau. V& mit nay, quy trinh
theo sang ché dugc thuc hién trén céc t& bao gbe phoi cua ngudi cia Trung tdm y hoc
Cha (té bao nudi MEF, duc, Asian #2) va cac t& bao gbc phdi ngudi HY (t& bao nudi
MEF, cai, Westerner), cac té bao nay cé cic ngudn goc di truyén khac so voi cac té

bao goc phdi cia nguoi ciia Bénh vién dai hoc Qudc gia Seoul, va cac két qua dat dugce
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tir d6 1a gidng nhau. Nghia 14, quy trinh chuén hoa theo sang ché co thé duge sir dung
dé cam \mg su biét hoa cac té bao géc trung mo tir cac té bao gde van nang cua ngudi
¢6 ngudn gbe di truyén khac nhau va/hodc cic mdi truong nudi cay khéc nhau.

Thém vao d6, sang ché d& xuit cc san pham tri liéu té bao bao gbm cac té bao
gbc trung md thu duoc bang quy trinh theo sang ché. Cu thé 13, cac san pham tri liéu t&
bao c6 thé duoc st dung dé tao ra té bao tao md, té bao xuong, té bao sun, t& bao co, té
bao than kinh va cac té bao co tim va sy biét hoa thanh nhiéu loai t bao khac nhau tuy
theo cadc moi truong,.

Thuat ngit “san pham tri lidu t€ bao” nhu duoc sir dung & day dung dé chi thudc
cho muc dich diéu tri, chdn doan, va phong ngira chira cac té bao hoic md dugc bao
ché tir ngudi bang cach phan 1ap, nudi ciy va thao tac chuyén mén hoa (huéng din
FDA MY¥), cu thé hon 14, thudc cho muc dich diéu tri, chin doan, va phong ngtra, duoc
bao ché bang quy trinh bat ky bao gbm tang sinh hodc phan loai cac té bao song tu
than, d@)ng nhat hoic khéc loai in vitro, hodc bién ddi cac dic tinh sinh hoc cta té bao
bang cac quy trinh khac, dé hoi phuc chirc ning cia té bao hodc mo. San pham tri liéu
t€ bao duoc phén loai rong thanh céc san phérn tri liéu té bao xoma va cac san phém tri
lidu t& bao gbe theo mirc do biét hoa té bao, va sang ché dé cap cu thé dén san pham tri
liéu té bao gbe.

Thém vao d6, sang ché dé xut hé thdng san xut t& bao gbc trung md tir cac té
bao gbc van ning ciia ngudi ¢ nhiéu ngudn gbc di truyén khac nhau. Hé théng nay
bao gém: a) nudi ciy té bao gbc van ning clia ngudi va lua chon cac thé phoi vao ngay
nudi cdy thir 14; b) gan cac thé phoi vao dia nudi cdy mé va nudi cay cac thé phoi nay
bang cach st dung méi truong DMEM + FBS cam ung, nho dé cam ung su biét hoa
céc thé phoi; ¢) va duy tri va nudi cdy ting sinh céc té bao gbc trung md bang cach sir
dung méi truong chira yéu t6 sinh truéng bidu mé cia ngudi (hEGF), yéu té sinh
trrémg ndi mé mach (VEGF), yéu 6 sinh truéng nguyén bao soi co ban cua nguoi
(hFGF-B), yéu t6 sinh truong tuong tu insulin (IGE-1), hydrocortison, va axit
ascorbic.

Thém vao d6, sing ché dé xuét té bao nudi dé nudi ciy té bao gbe van nang cla
nguoi. Té bao nudi can thiét dé duy tri lién tuc trang thai chua biét hoa cua té bao géc
van nang ctia ngudi trong moi trudng nudi cy ciia né. Nguyén bao soi ¢6 ngudn goc

tir phoi ctia chudt duoc wu tién sir dung lam t€ bao nudi hién nay cho cac t€ bao goc
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van ning ctia nguoi. Tuy nhién, do sy thAm nhiém nhiéu mam bénh khac nhau gitta
céc loai dd dugc thira nhan 1a mot van d& khi cac t& bao gdc van ning dugc sir dung
1am sang, mot sb té bao cé ngudn goc tir ngudi da duoce bao cédo 13 ¢6 thé lam té bao
nudi nhu mot giai phap thay thé. Tuy nhién, didu nay ciing khong khic phuc duoc cac
nhugc diém: khong thé loai trir tuyét d6i cic mam bénh khac loai; cAn phai c6 cac yéu
to ngoai lai dé duy tri trang thai chua biét hoa (vi du nhu, bFGF, IGF, va ACTIVIN,
v.v...); va khong thé cung cap lién tuc cac té bao dé nudi ciy lau dai. Nguoc lai, cac té
bao gbc trung md c6 ngudn gde tir cac té bao gdc van ning cha ngudi, ma duge san
xudt theo séng ché, c6 thé cung cap lién tuc céc té bao c6 ngudn gbe gidng nhau, va
cling c6 thé loai trir sy khudce tir mién dich va/hodc thim nhidm cdc mim bénh khéc
nhu cic t& bao nudi tu than. Ngoai ra, sang ché phat hién ra uu diém 1a cac yéu t6 duy
tri trang thai chua biét hda ngoai lai 1a khong can thiét khi cac té bao gdc trung mé co
nguoén goc tir cac té bao gdc van nang cua ngudi, ma dugc san xuit theo sang ché,
dugc st dung lam té bao nudi. Noi cach khac, duge xac nhan 1a trang thai chua biét
héa dugc duy tri ngay ca khi khéng bé sung cac yéu td duy tri trang thai chua biét hoa
trong 30 hodc nhiu lan cdy chuyén hon (xem, Fig. 10), va tac dung déng chu y nay,
“duy tri trang thai chua biét héa trong mot thoi gian dai" khong thé thu duoc ngay ca
khi mot sé té bao nudi hién nay cé nguén gbe tir nguoi dugce st dung trong diéu kién
b sung luong du cac yéu td dé duy tri trang thai chua biét hoa.

Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét bang cach tham khao céc vi du dudi
day. Tuy nhién, cic vi du duéi day la dé minh hoa cho sang ché, va do d6 pham vi cua
sang ché khong bi gii han vao cac vi du nay. R3 rang la nhiéu bién déi khac nhau
duge tao ra boi nhitng ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyc nay déu duoc bao
gbm trong pham vi k§ thuét ciia séng ché.

Vi du thue hién sing ché
Vi du 1: San xuét cac t& bao gbc trung mo tir cac té bao gbc phdi clia ngudi cia bénh
vién dai hoc quéc gia Seoul

(1) Tao thé phoi

Céac té bao géc phoi ctia ngudi ctia bénh vién dai hoc Qudc gia Seoul (t& bao
nudi STO, duc, Asian #1), cac té bao nay duogc duy tri ¢ trang thai chua biét hoa, duoc
xtr 1y bang dispaza (2mg/ml), tiép theo 14 phan l4p bing thao tac chinh xac, va sau d6

dugc nudi cdy & trang thai huyén phu trong méi truong t& bao gbe phoi khong chira
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bFGF trong 14 ngay.

Phan tich gen dugc thuc hién trén céc thé phéi vao ngay nudi cay thir 7 va thu
14, va sy khac biét vé biéu hién gen lién quan dén biét hoa trung mo cho cac thé phoi
tuong tng duoc dinh lugng bing cich st dung phan tmg chudi polymeraza (PCR).
Dugc x4c nhan ring brachyury va BMPR 14 c4c gen lién quan dén su biét hoa trung
mé som, va Sox 17 1a gen quan trong trong cac t& bao trung md tim sém, duoc bidu
hién cao rd rét trong cac thé phdi vao ngay nudi cdy 14 so voi cac thé phoi vao ngay
nudi cay th 7 (xem Fig. 1B). Thém vao d6, sy biéu hién protein cua brachyury va vi
tri ctia n6 dugc xac nhan bang cach nhudém cac thé phdi vao ngiy nudi cdy 14 (xem,
Fig. 1C).

(2) Cam {mg su biét hoa thanh céc & bao gdc trung mé

Céc thé phoi da dugc tao ra bang cach nuéi cay huyén phi trong 14 ngay duogc
gan vao dia nudi cdy mo, va sau dé duoc cam Ung biét hoa tu nhién thanh cac té bao
gbc trung md. Viéc phén loai céc thé phdi vao ngay thir 14 & thoi diém gan duoc chi ra
trong Fig. 2A. Sau khi gan, mot s6 thé phéi duoc sinh truéng ot (hinh anh bén trai cla
Fig. 2A), va cac thé phdi khac khéng sinh trudng t6t (hinh anh bén phai cua Fig. 2A).
Viéc cam tng sy biét hoa thanh cac t& bao gdc trung mo dwoc quan sat trong khi cac
thé phoi duoc nudi cay trong méi truong chira moi truong ctia Eagle cai bién Dulbecco
(DMEM) va huyét thanh bao thai bo (10% v/v) trong 16 ngay. Cac két qua quan sat
vao ngdy thir 3 va thit 7 sau khi gan cac thé phoi dugce thé hién trong Fig. 2B.

Nhu théy duge tr Fig. 2B, dugce xdc nhéan la viéc cam tng sy biét hda tw phat
céc thé phoi thanh céc t& bao gde trung mé duoc khoi dong khi cac thé phoi duoc nubdi
chy trong moi truong nudi cdy thong thuong (DMEM+FBS) ma khong c6 xytokin. Pé
phat hién ra co ché cua sy cam ung bi€t hoa, quy trinh cam g su biét hoa thanh cac
té bao gbc trung md bang cach xir ly v6i Noggin, 1a chit dbi vin BMP, duogc so sanh
va quan sat (xem Fig. 2C va 2D). Puoc xac nhan 1a sy biét hoa thanh cac té bao géc
trung md duge cam ung trong nhom khong duoc xir ly bang Noggin (xem Fig. 20),
trong khi d6 cac té bao gbc trung mo khong duoc quan st thay trong nhém duogc xir ly
bang Noggin (xem Fig. 2D). C6 thé thiy dugc tir cac két qué trén Ia, khi cac thé phéi
duge nudi cdy trong moi truong nudi ciy thong thuong khong bd sung xytokin tir bén
ngoai, viéc cam Umg sur biét hoa tyr phat thanh céc té bao gbc trung mo 1a do bdi hé

théng vong phan héi tuy dong BMP.
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(3) Duy tri va nudi cdy tang sinh cac té bao gdc trung mé duge cam ung biét
hoa

Céc té bao gdc trung md, da duoc cam tng biét hoa bing cach nudi cay cac thé
phoi trong 16 ngay sau khi gin chung trong (2) theo vi du 1, dwoc xir Iy bing cac
enzym (Trypsin-EDTA, 0,25% Trypsin véi EDTA 4Na), dugc cach ly vao cac té bao
don 1¢, cic té bao nay sau d6 dugc gin lai vao dia nudi cdy md. Sau d6, cac té bao nay
duoc duy tri va nudi cdy tang sinh & 37°C, bang cach st dung 500ml mdi trudng nuoi
ciy chira 0,5ml yéu t6 sinh truong bidu mé cua ngudi (hEGF), 0,5ml yéu & sinh
trudng néi mé mach (VEGF), 2ml yéu t6 sinh truong nguyén bao soi co ban cua nguoi
(hFGF-B), 0,5ml yéu t6 sinh truéng tuong tu insulin (IGF-1), 0,2ml hydrocortison, va
0,5ml axit ascorbic, cdng thém 470ml mdi truong bazo.

Vé viéc lidu hoat tinh cua céc té bao géc trung moé c6 duoc duy tri trong subt
qua trinh nudi cdy tang sinh hay khong, kha nang duy tri hoat tinh trong mdi truong
EGM-2MV dugc sir dung trong sang ché va méi truong a-MEM 13 méi trudong nudi
cAy té bao gbc trung mé hién nay, duoc so sanh v6i nhau trong thir nghiém. Cu thé 13,
viéc nhudm beta-gal lién quan dén su 130 hoa dugc thuc hién trén cac nhém té bao
duoc nudi cdy bang cach str dung moi truong tuong tmg, va cac két qua duge thé hién
trong Fig. 3 (viéc nudi céy va so sanh dugc thyuc hién trong mf)t thang, va céac té bao
ctia 1an cAy chuyén tht 7 duoc sir dung).

Puoc thé hién trong Fig. 3 14 viéc nhudém beta-gal nhidu té bao hon duogc thuc
hién trong cac t& bao gbc trung md duoc nudi cdy bang cach sir dung méi trudng a-
MEM so véi trong cac té bao gbc trung md duoge nudi cdy bang cach st dung moi
truong EGM-2MV. Diéu nay c6 nghia 13, khi cac t& bao gdc trung mé duoc nudi cy
bang cach str dung méi trudong a-MEM, su 130 héa cac t& bao gde trung md duoge thic
déy nhanh hon, va do d6, kha nang biét hoa cac té bao géc trung mo bi mét, va cudi
cling cac té bao gbc trung mo khong thé ¢ tac dung 1am san pham tri liéu t€ bao.
Trong khi d6, viéc str dung moi truong EGM-2MV theo sang ché ¢ thé duy tri hoat
tinh ctia cac té bao gbe trung md trong mot thoi gian dai mic du moi trudng nudi ciy
duogc ciy chuyén lién tuc, va do do, c6 thé cai thién twong ddi tinh kha thi lam cac san
pham tri liéu té bao, so v4i viée sit dung méi trudng o-MEM.

Thém vao do, thuc hién kiém tra liéu su ddng nhét va hoat tinh cta cac t& bao

gbc trung mé c6 thé duoc duy tri lién tuc hay khong khi céc t& bao gbc trung mo duoc
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nudi cdy trong mot thoi gian dai bang cach su dung méi truong EGM-2MV, va cac két
qué ctia viéc kiém tra duoc thé hién trong Fig. 4. Fig. 4A chi ra cac té bao sau khi nudi
ciy 140 ngay hoac lau hon bang cach sir dung mdi truong EGM-2MV, va n6 chira la
hinh dang sinh truong ctia cac té bao nay van c6 mé hinh in dAu, 13 md hinh dién hinh
clia céc té bao gbc trung mo. Fig. 4B thé hién 1a su phan chia t& bao lién tuc va nhanh
xay ra dén tan 140 ngay nudi ciy, va duoc chi ra 1 hoat tinh cua cac t& bao gbc trung
md ¢6 thé duge duy tri lién tuc. Két luan 13, c6 thé thiy 15 sy dong nhét va hoat tinh
clia cac té bao gbe trung moé c6 thé duoc duy tri trong mot thoi gian dai khi céc té bao
gbc trung md da cam Gmg biét hoa duge duy tri va nudi cdy ting sinh trong moi trudng
EGM-2MV theo sang ché.

Vi du 2: M6 ta cac té bao gde trung mo

(1) Phan tich cac chat chi thi bé mat t& bao

Puogc phan tich 1a liéu cac chit chi thi bé mat té bao dac hiéu véi cac t& bao gbe
trung mé thu duge trong vi du 1 ¢6 duge biéu hién hay khong. Céc két qué thu dugc
bang cach sir dung may phén loai t& bao duoc hoat hoa huynh quang sau phan tng
khang nguyén-khang thé dugc thé hién trong Fig. 5. IgG, duogc st dung lam dbi chimg.

Dugc xac nhan tir Fig. SA 13 CD73 va CD105 14 cac chat chi thi dic hiéu véi
céc té bao gde trung mé van duge biéu hién voi sb luong 16m trong cac té bao nay vao
ngay nudi cay 95 (D95) va vao ngay nudi cay 129 (D129). Thém vao do, viée phan
tich cac chét chi thi bé mat té bao duoc thuc hién trén cac té bao géc trung mé vao
ngay nudi ciy 129, va cic két qua dugc thé hién trong Fig. 5B. Puoc xac nhan tir Fig.
5B 1a CD29, CD44, va CD90 1a cac chat chi thi t¢ bao gdc trung mé cua ngudi
(hMSC) duge biéu hién nhung SSEA1, SSEA4, TRA-1-60, va OCT-4 1a cac chat chi
thi t& bao gdc phdi cua ngudi (hESC), cling nhu chét chi thi ndi bi va ngoai bi (cac
chét chi thi noi gidng khac) déu khong duoc biéu hién.

Cudi cting, theo quy trinh theo sang ché, duoc chi ra mét cach rd rang 1a chi su
biét héa cuia cac t& bao gde trung mé 1a dirge cam Gng chon loc tir cac té bao gbc van
ning cuia ngurdi, va ngoai ra, sy dong nhat clia cac té bao gde trung mod van ¢6 thé duoc
duy tri trong thoi gian nudi cdy ting sinh dai cac té bao nay.

(2) Phan tich kiéu hinh nhan

Kiéu hinh nhén cua céc té bao gbc trung mé (vao ngay nudi cdy 160) thu duogc

trong vi du 1 dugc phan tich bang cach sir dung phuong phap tao dai G (Saccone et al.,
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4913-4917, 1992), va cic két qua nay duogc thé hién
trong Fig. 6. Pugc x4c nhan tir Fig. 6 13 té bao gbc trung mé cé kiéu hinh nhan binh
thuong 1a XY+44.

(3) X4c nhan chtic nang (kha nang biét héa) ctia céc té bao gdc trung mod

Pé x4c nhan kha nang biét hoa cia cac té bao gde trung mé (vao ngay nudi cy
129) thu dugc trong vi du 1, phan tich dugc thuc hién béng cach sur dung phuong phap
da duoc bao céo trude day (Tiziano Barberi et al., PLoS Medicine, 2:0554-0560, June
2005; va Kitsie J.Penick et al., Biotechniques, 39:687-691, 2005). Cu thé 1a, su biét
héa thanh té bao tao md, té bao sun, t& bao xuong va té bao co tir cac té bao gbc trung
mé duge cam Ung, va sau d6 su biéu hién gen dic hidu véi cac té bao tuong Uing duogc
kiém tra bang phan tmg nhuém mién dich. Céc két qua biét hoa t& bao duoc chi ra
trong Fig. 7A.

Céc té bao tao m& duge nhuém bang dau do O, chat nay nhuém nhoé giot té bao
tao m&, va cic té bao sun duge nhudém bang aggrecan va colagen 11 1a cac protein biéu
hién dic hiéu bang cach sir dung phan g khang nguyén-khang thé. Ngoai ra, su biét
hoa cia té bao xuong dugce xac nhan biang cach nhuém Von Kossa, phuong phéap
nhudm nay xac nhén sy tao thanh cac chét khoang, va su biét hda ctia cac té bao co
duoc xac nhan béng MYF 5 la protein biéu hién dic hiéu, béng cach str dung phan tng
khang nguyén-khang thé.

Thém vao do, su biéu hién cia cac gen tuong tmg dac hiéu voi cac t& bao tao
md, té bao sun, t& bao xuong, va t€ bao co duoc dinh luong béng PCR khi cac té bao
g trung mo dugce biét hoa thanh cac t bao tuong tng, va cac két qua duoc thé hién
trong Fig. 7B. Dugc x4ac nhan tu Fig. 7B, 1a Serbf va PPARy trong té bao tao ma,
ALP, Osteocalcin, va Osteopontin trong t& bao xuong, Aggrecan trong t& bao sun, va
MyoD trong té bao co 1an luot duge biéu hién. Puoc chi ra mét cach o rang tir cac két
qua trén day la cac té bao gdc trung mo thu duoc theo quy trinh theo sang ché van giir
duoc kha nang da dang dé biét hoa thanh té bao tao md, té bao sun, té bao xuong, va té
bao co.

(4) X4c nhan sy tao u bang cach st dung chudt suy giam mién dich

Céc té bao gbc trung mo theo sang ché thu dugc bang cach sir dung chudt suy
giam mién dich trong vi du 1 dugc x4c nhan xem c6 tao u hay khéng. Céc té bao géc

phéi ctia ngudi duge str dung cho thir nghiém ddi chimg. Cu thé 13, 1x107 té bao gbce
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trung mo va 3x10° té bao gbc phdi cuia ngudi clia bénh vién dai hoc Qudc gia Seoul
duge tiém vao chudt suy giam mién dich, va cac két qua mo phén tich sau 12 tudn
dugc chi ra trong Fig. 8A. Puoc xac nhan tir Fig. 8A, 1a u quai duoc tao ra & chudt ma
trong dé té bao géc phdi clia ngudi cta bénh vién dai hoc Qubc gia Seoul dugc tiém
vao, va u quai khong dugc tao ra & chudt ma trong do cac té bao gbc trung mé theo
sang ché duoc tiém vao. Thém vao dé, duge xdc nhan bing FACS la cac yéu t6 lién
quan dén cam tng mién dich khéng dugc bidu hién, va cac két qua nay duoc chi ra
trong Fig. 8B. IgG, duoc sir dung lam ddi chung. Dugc xac nhan tor Fig. 8B 1a HLA-
DR va HLA-DQ la cdc phan tit MHC II dugce biéu hién do su xuat hién kha niang gy
mién dich khéng dugc biéu hién nhu cac yéu t6 bé mat, va B7-2 va B7-1 1a céc chat
dong mé phong lién quan dén cam tng mién dich khong duge bidu hién.

Két luan, dugc xac nhén 1 khdi u khéng dugce cam tng ngay ca khi cac t& bao
gbc trung mé theo sang ché duoc cay vao chudt voi luong gip khoang 3 hodc nhidu
lan s luong té bao gdc phdi, dbi chimg va cac yéu t6 lién quan dén cam tmg mién
dich khong duogc biéu hién ngay ca khi sy nudi céy kéo dai 12 tuan. Do dé, duoc chira
mdt cach rd rang 14 cac t€ bao gdc trung mé theo sang ché khong c6 nguy co tao khdi
u.

(5) Danh gi4 chiic nang bang cach sir dung mé hinh bénh tim mach do thiéu

mau cuc bd

Dé danh gia chirc ning cta cac t€ bao gbc trung md theo sang ché thu duoc tir
vi du 1 d6i voi bénh tim mach do thiéu méau cuc bd, mé hinh chudt bi bénh tim mach
do thiéu mau cuc bd duoc sir dung. Sau khi cdy 5x10* té bao gbc trung md (vao ngay
nudi cdy 129) trén mdi ca thé vao chudt bi bénh trén day va chirc ning cia céc té bao
gbe trung mo6 duoce dénh gid trong 8 tun va cac két qua duoc chi ra trong Fig. 9.

Céc Fig. 9A va 9B thé hién tim ma trong do6 céc té bao gbe trung mé dugc ciy
vao va tim ma trong d6 cac té bao gdc trung mo khong duge ciy vao. Chimg xo hoa
duogc quan sat thiy bang cach nhuém MT, va phin mau xanh lam trong hinh v& chi ra
chtig xo hoa. Duoc thé hién trong Fig. 9A va 9B, 13 sy mong di do xo héa thanh tim
it hon & m6 tim ma trong d6 céc té bao nay duoc cdy vao (Fig. 9A) so voi trong mo
tim ma trong d6 cac t& bao khong duge ciy vao (Fig. 9A). Nghia 13, chimg xo héa
thanh tim x4y ra & bénh tim do thiéu méau cuc bd, va do d6 thanh nay bi mong di.

Trong khi do, khi cic t& bao gdc trung mé theo sang ché duoc cdy, sy mong di cia
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thanh tim do ching xo héa c6 thé duge phong ngira. Thém vao do, Fig. 9C thé hién
cic két qua 1a phan xo hoa cua thanh tim trong ving giy ton thwong duoc biéu hién va
dinh Iugng bing s6, va dugc thé hién ro rang 13 phan xo hoéa duge lam giam thém
trong nhém cay té bao so voi trong nhom déi ching khéng céy té bao. Fig. 9D thé hién
céc két qua do dién tam dd Echo trong 8 tudn tiép theo. 2 dit liéu do dién tAm dd & tudn
thir 4 va 8 c6 thé xac nhan 12 su dich chuyén cua thanh tim 12 t8t hon trong nhém céy
té bao so véi ddi chimg. LVEDD thé hién tam truong, va LVFS thé hién tam thu, va vi
gia tri LVEDD nho hon va gid tri LVFS Ia 16n hon, nén chirc nang tim 13 tot hon.

Dugc x4c nhan tir cac két qua 1a khi céc té bao gdc trung mé theo sang ché
duoc céy vao mo hinh chuét bi bénh tim mach, thanh tim khong bi mong di, va céc té
bao gbc trung mo thay thé mo chét, va do dé, ving xo hoa gay ra su sal léch churc nang
tim bi thu nho, nhor d6 cai thién bénh tim mach do thiéu mau cuc bo.

(6) Céc thir nghiém vé vai tro 1am té bao nuéi tu than

Kha ning dugc dung lam cac té bao nuoi dé duy tri céc té bao gbc van ning cla
ngudi & trang thai chua bigt hoa cua cac té bao gbe trung mé theo sang ché duge kiém
tra. Trong thtr nghiém nay, viéc nudi cay duoc tién hanh ma khéng c6 bFGF, day 1a
yéll t duy tri trang thai chua duoc biét hoa ctia céc té bao gbe van ndng cua nguoi.

Cu thé 13, dong té bao gdc phdi cuia ngudi s6 3 cia bénh vién dai hoc quéc gia
Seoul (SNUhES3) dugc nudi cdy bang cach sir dung cac t& bao gbc trung mod
(SNU3MSC-1) theo sang ché thu duge bang cach cam tmg su biét hoa cua dong té bao
gbc phdi cua nguoi s6 3 ¢ bénh vién dai hoc qubc gia Seoul (SNUhES3) lam té bao
nuoi. Puge x4c nhan 13, khi té bao gdc phdi clia ngudi duoc nudi cay ma khong c6 yéu
td duy tri trang thai chua biét héa, bFGF, trang thai chua duoc biét hoa cta cac t€ bao
gbc phdi cua ngudi duge duy tri du 1 30 lan céy chuyén hodc nhiéu hon (xem, Fig.
10). C6 thé thdy duoc tir Fig. 10 13, OCT-4, SSEA-4, va TRA-1-60, 1a cac chit chi thi
té bao gbc van ning cia ngudi, duoc bidu hién ngay ca sau 30 lan cdy chuyén, va diéu
nay chimg minh la kha nang chua dugc biét hoa cua ching dugc duy tri nguyén ven.
Két luan lai, duoc x4c nhén 1a khi cac té bao gbc trung mo theo sang ché duoc sir dung
lam té bao nudi tu than & thoi didm nudi ciy céc té bao gbc van nang clia nguoi, kha
ning chua biét héa clia cac té bao gbc van nang c¢é thé duge duy tri lién tuc ngay ca
khi khong bo sung bFGF, 1a yéu t cin thiét dé duy tri kha ning chua biét héa ctia cac

té bao goc van nang trong qua trinh nudi cay chung hién nay.
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Vi du 3: San xuét cac t bao gbe trung md tir té bao gbe phoi ctia nguoi cia Trung tdm
y té Cha va céac té bao gbc phoi ctia ngudi H9 va mo ta dic diém cua chung

Cac thtr nghiém duoc thuc hién dé xac nhan xem liéu quy trinh san xudt cac té
bao gdc trung md theo sdng ché c6 thé duoc ap dung cho cac té bao gbe van nang cua
nguoi c6 ngudn goe di truyén va/hodc méi trudng nudi cAy khac nhau, nghia la kha
ning sinh san cua chung hay khong. Thtr nghiém nay duge thuc hién bang quy trinh
gidng nhu vi du 1 theo sang ché, ngoai trir 1a dong té bao gde phdi cua nguoi sé 3 cla
Trung tam y té Cha (CHA3-hESC) va c4c té bao gbc phoi cua ngudi H9 ¢6 ngudn gdc
di truyén va/hodc méi truong nudi ciy khac voi cic té bao gbe phoi cua nguoi cta
bénh vién dai hoc quéc gia Seoul dugc sir dung. Cu thé 13, sau khi gén cac thé phoi
vao ngay nudi cdy 14, sy biét héa tu phat thanh céc té bao gbe trung m6 dugc cdm Ung
trong méi truong nudi cdy thong thudng ma khong bd sung thém xytokin tir bén ngoai,
va sau d6, céc té bao gdc trung md duge thu bang cach duy tri va nuéi cdy tang sinh sir
dung moi truong EGM-2MV.

Fig.11 thé hién cac két qua kiém tra vé kha ning sinh san trong quy trinh san
Xuat clia cac té bao gbe trung mé theo sang ché bing cach su dung dong té bao gbc
phdi ctia ngudi s6 3 clia trung tm y t& Cha (CHA3-hESC) va céc té bao gbe phdi cua
ngudi HY ¢6 ngudn gde di truyén va/hodc mdi trudong nudi chy khac véi cac té bao gbe
phoi ctia ngudi ctia bénh vién dai hoc qudc gia Seoul.

Nhu ¢6 thé thiy duoc tir Fig. 11A va Fig. 11B, cé té bao gdc trung md c6 ngudn
gbc tir Trung tAm y té Cha (vao ngay nudi ciy 90) va té bao gbc trung mé thu duoc tir
té bao H9 (vao ngay nudi ciy 90) déu thé hién kiéu hinh dic trung ctia cac té bao gbc
trung md. Thém vao d6, cac két qua phan tich vé su biéu hién protein bang cach sir
dung may phan loai t bao dugc hoat hoa huynh quang x4c nhén 1a CD105, CD73,
CD29, CD44, va CD90 1a protein dic hiéu véi cic t& bao gde trung mé duoc cong
nhén 1a duong tinh, va SSEA-1, SSEA-4, vd TRA-1-60 14 cac chat chi thi dic hiéu véi
céc té bao gbe phoi, va CD45, CD34 Ia cac chat chi thi ¢6 ngudn gbe tir cac 16p phoi
khac duoc cong nhan 1a 4m tinh [xem Fig. 11C (D90, cac té bao gbc trung md c6
ngudn gbc tir cac té bao clia Trung tAm y té Cha va Fig. 11 (D90, cac té bao gbc trung
md ¢ ngudn gbe tir cac té bao HI)J.

Thém vao d6, nhu cic két qua phén tich kiéu hinh nhan cta cac t& bao gbe

trung mo6 c6 nguodn goc tir cac t€ bao cua trung tdm y t€ Cha (vao ngay nudi cay 90) va
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céc té bao gbe trung mé ¢é ngudn gde tir cac & bao HI (vao ngay nudi ciy 90) bang
cach st dung phuong phap gin dai G (Saccone et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89:4913-4917, 1992), duoc xac nhan 1a ca hai loai té bao nay déu cé kiéu hinh nhan
binh thuong ctia XY+44 (xem lan luot Fig. 11E va Fig. 11F).

Tir cac két qua trén, quy trinh san xudt cac té bao gbe trung md tir cac té bao
gbc van nang clia ngudi theo sang ché duoc chimg minh 13 quy trinh nuéi chy té bao
gbc trung mé duge chuan héa, quy trinh nay thuong duoc 4p dung cho céc té bao gbe
van nang ctia nguoi ¢6 ngudn gde di truyén va/hodc méi trudng nudi cay khac nhau.

Séng ché dé xut quy trinh chuin héa dé cam ung su biét héa va nudi chy tang
sinh céc t& bao gdc trung mo, quy trinh nay c6 thé duoc ap dung rong rii cho tit ca cac
té bao gdc van ning clia ngudi bit ké sy khac biét vé ngudn gbe di truyén cia ching.
Ngoai ra, sdng ché co thé san xuit quy mé 1én lién tuc céc té bao gdc trung mo, nhu
cac ngudn tét nhat cho cac san pham tri lidu té bao, trong khi d6 van duy tri tinh dong
nhét clia cc té bao gdc trung moé. Ngoai ra, sang ché c6 thé khic phuc nguy co mam
bénh ngoai lai do sy cim tmg cac t& bao nudi ngoai lai va pha hiy t& bao do su phan
loai bing may phan loai té bao duoc hoat hoa huynh quang (fluorescent activated cell
sorter - FACS), va cho phép san xuit hiéu suat cao céc té bao gbc trung mod voi gia
thanh thip. Cubi cling, sang ché co thé d& dang san xuft quy md 16n cac té bao gbe
trung md c6 thé duge st dung mot cach Iy tuong trong thube tai tao va lidu phap té
bao, bang cach sir dung cac t& bao gbc van ning cua nguodi, nhd dé nhan ra cac ung
dung thuc t& cua cic san pham tri liéu t& bao. Thém vao do, sang ché duge mong doi
dong gop 16n cho viée diéu tri cic bénh nan y, chang han nhu céc bénh tim mach va
cac bénh rdi loan than kinh.

Theo séng ché, cac té bao gbc trung md c6 thé duoc san xuit voi quy md lon
nhwr 12 cac ngudn t6t nhat cho cac san phdm tri lidu t& bao véi gia thanh thap, trong khi
d6 van duy tri tinh dong nhét cta ching. Cudi ciing, sang ché c6 thé d& dang san xudt
quy mé 16n cac té bao gbc trung mé cb thé duge sir dung mét cach 1y tudng trong
thudc tai tao va liéu phap té bao, bang cach st dung cac t& bao gbc van ning cua
ngudi, nhdr d6 nhan ra cac ung dung thuc tién cia cac chat tri liéu t€ bao. Ngoai ra,
sang ché c6 thé dong gbp 1on cho viée diéu tri cac bénh nan Y, chéng han nhu cac bénh

tim mach va cac bénh ro1 loan than kinh.
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh san xuét cac t& bao gbc trung mo tir cac té bao gbe van nang cua nguoi,
quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) nudi cdy cac té bao gbc van nang clia ngudi trong moi trudong nudi ciy té bao
gbc phoi khong ¢6 bFGF trong 14 ngay dé tao cac thé phoi, trong d6 cac té bao thé
phéi bién hién mét hodc nhiéu chat chi thi duge chon loc tir brachyury, BMPR, va
Sox17;

b) gan cac thé phdi néu & bude a) vao dia nudi cdy va nudi cdy cac thé phoi
chura céc t& bao thé phoi trong méi truong Eagle cai bién cua Dulbecco (DMEM) chura
huyét thanh bao thai bo (FBS) dé cam tmg su biét hoa tur phat cua cac t€ bao thé phoi
thanh céc té bao gbc trung mo; va

¢) duy tri va nudi cdy cic té& bao gdc trung mé néu & bude b) st dung moi
truong nudi cdy chira yéu t6 sinh truong bidu mé cua ngudi (hEGF), nhan té sinh
trudng ndi moé mach (VEGF), nhan t6 sinh trudng nguyén bao soi co ban cta ngudi
(hFGF-B), nhan t6 sinh truong tuong ty insulin (IGF-1), hydrocortison, va axit
ascorbic,
trong dé céc té bao gbc trung mo néu & bude b) va ¢) biéu hién mot hodc nhidu chét
chi thi dugc chon fir nhém bao gém CD29, CD44, CD73, CD90 va CD105, va trong
d6, cac té bao gde trung md néu ¢ bude ¢) ¢6 kha ning biét hoa thanh cac té bao duoc
chon tir nhém chira té bao tao m&, t€ bao xuong, té bao sun, t& bao co, t& bao than
kinh, t€ bao co tim.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 kiéu hinh cta té bao gdc trung mé bao gdm
CD29(+), CD44(+), CD73(+), CD90(+), CD105(+), SSEA-1(-), SSEA-4(-), TRA-1-
60(-), CD45(-) va CD34(-).
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Fig. 1
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Fig. 3
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Fig. 6

Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10
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