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1. Mé dau

Hién nay té bao gdc trung md (MSC) duoc tng dung nhiéu trong y hoc: ciy
ghép tu than, cdng nghé md... dem lai hiéu qua ciy ghép cao. Nhung nguon
cung cap MSC gap nhiéu kho khan, dic biét 1a MSC thu nhan tir bao thai gay
nhiéu tranh cii tir cong dong.

Mau cudng rén — mot san pham thuong bé di trong qué trinh sinh san, nay
duoc biét 1a ngudn cung cap té bao gbc trung mo ly tuong boi ¢6 nhiéu uu diém:
khdng gay tranh céi tir cong ddng, ngudn cung cap doi dao, su biéu hién khang
nguyén tuong hop md caa MSC tir mau cudng rén thap, tiém nang biét hoa cao...

Hién nay, nguoi ta da thu nhan va nubi cady MSC tir mau cudng ron bang
phuong phap li tam mau cubng rén trong dung dich Phecoll, hoic ding hat bead
gan khang thé chuyén biét vao MSC. Nudi cdy MSC trong méi truong IMDM
hoic D’MEM c¢6 b sung hai nhan té tang truong bFGF, EGF. Pay la phuong
phép dat tién.

O Viét Nam, nghién cau vé mau cudng ron con kha mai mé, dac biét 1a MSC
tir mau cubng ron. Cho dén nay chua thay ¢ bao cdo nao vé thu nhan, nudi cay,
g dung MSC tir méau cudng rdn, cd thé do quy trinh phirc tap va méi truong nudi
cay quéa dat. Huéng dén muc dich khai thac MSC tir mau cuéng ron nham ang
dung trong nghién ctiu va y hoc, chiing tdi thyc hién nghién ctru dé tai nay.

2. Vit liéu va phwong phép

2.1 Vitligu

— Mau cudng ron thu nhan tai Bénh vién Phy san Hing Vuong da qua xét
nghiém &m tinh véi HIV, HBV va mot s6 bénh khac.

 Nguoi huéng dan, TS, Khoa Sinh hoc, Truong DHSP Tp. HCM
@ Nguodi huéng dan, CN, Truong PHKHTN, PHQG Tp.HCM.
@ Sinh vién Khoa Sinh hoc, Truong DHSP Tp.HCM.
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2.2 Phwong phap
2.2.1. Thu nhan mau cudng rén : duoc thu nhan ngay khi em bé vira sinh ra.

2.2.2. Phwong phap thu nhan té bao don nhan tir mau cudng rén

Méau cubng rén
v
Hat mau vao syringe 10 ml
9 + r
Chuyén mau vao ong li tam
v
~1 Cho 8 mldd li giai hong cau vao ong li tim
v
U trong 5 phut
Lap lai * .
4 lan -< Vortex tr(ing 5 phut
Li tdm 5 phat, 1000 vong/ phut
v
N~ No bo dich noi
v
Bo sung 5 ml mai tr6dng nuoi cay
v
Vortex trong 2 phut
v
Chuyen huyen phu vao cac binh roux 25 cm?
v
Nuoi 6 37C, 5% CO;
v
Cay chuyen

So d6 2.1. So dd qui trinh thu nhan té bao géc tir mau cuéng ron

2.2.3. Nudi cay chen loc té bao gbc tir quan thé té bao don nhan

Tién hanh
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Dé xac dinh mdi truong pha hop nhat, tot nhat trong diéu kién ¢ thé, chung
t6i tién hanh cac thi nghiém nudi cay chon loc sau:

+ Thi nghiém 1 : Nudi cay trong méi truong E’'MEM 10%FBS, nudi ¢
37°C, 5%CO,. Chlng tdi tién hanh thir nghiém nudi cdy véi méi treong nay dau
tién vi day la moi truong co ban cua nudi cay té bao dong vat.

+ Thi nghiém 2 : Nudi cay trong mdi truong D’MEM 10% FBS, nudi ¢
37°C, 5%CO,. Néu nudi ciy trén moi truong E’MEM thét bai, nghién ciu s&
nudi cay trén mdi truong D’MEM 10% FBS.

+ Thi nghiém 3 : Nudi cdy trong méi truong D’MEM/F12 10% FBS, nudi
& 37°C, 5%CO,. D’MEM/F12 la su két hop theo ti 1€ 1:1 cua mdi truong
D’MEM va F12 cua Sato.

+ Thi nghiém 4 : Nudi cay trong mdi truong D’MEM/F12 10% FBS +
SFM, nudi & 37°C, 5%CO,. Mdi truong D’MEM/F12 10% FBS + SFM la su két
hop theo ti 1€ 1:1 cia mdi truong D’MEM/F12 10% FBS va SFM.

+ Thi nghiém 5 : Nudi cay trong mdi truong D’MEM/F12 10% FBS +
CM, nubi & 37°C, 5%CO,. M6i truong D’MEM/F12 10% FBS + CM la su két
hop theo ti I¢ 1:1 gitta D’MEM/F12 10% FBS va mdi truong CM.

— Huyén phu té bao don cho vao binh Roux 25 cm?, dat trong ta nudi 37°C,
5% CO.,.

— Panh gia két qua: theo ddi su ton tai, trang thai bam dinh, thay doi hinh
dang, tang sinh va phét trién cua té bao trong timg méi truong dé xac dinh moi
truong toi uu cho té bao.

Phurong phéap danh gia trgng thai bam dinh va so sanh sé lwong té bao
bam dinh giia cac moi truong

— Trang thai bam dinh duoc danh gia bang kha nang ¢ dinh trén bé mat binh
Roux. Khi di chuyén binh Roux cac té bao bam nay khong troi noi theo dong moi
truong lay dong.
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— Pé so sanh sb luong té bao bam dinh trong cac mdi truong khac nhau,
ching t6i tién hanh dém s6 luong té bao/cum té bao bam dinh vao bé mat nudi
trong 10 thi truong khac nhau (duoc chon ngau nhién) & d6 phong dai 20X cua
kinh hién vi dao ngugc Olympus. Bé tranh dém lai 2 lan 1 thi truong, tién hanh
dém bat dau tai 1 goc cua binh Roux sau d6 di chuyén theo duong thang, dén goc
bén kia, tiép tuc di chuyén xudng goc dudi, cir thé dém cho du 10 thi truong. (C6
hinh minh hoa trong b&o cao chinh).

Két qua sau khi dém s& duogc tinh trung binh cong. Cac méi truong duogc
khao sét 3 lan. Kha ning bam dinh caa céc té bao trong cac méi truong duoc so
sanh biéu thi bang bang.

Phuwong phap danh gia kha nang phat trién cua té bao sau khi bam

Sau 24 gio, tién hanh thay mai truong nudi cy so cap, trong binh nudi cay
con hau hét 1a cac té bao bam va mat it té bao hong cau sot lai. Sau 24 -48 gid
tiép, thay moi truong lan 2. Sau 2 lan thay mai truong, cac té bao trong binh nudi
cay chi con la cac té bao bam duoc.

Té bao duoc goi la phét trién sau khi bam 1a té bao c6 kha nang trai hinh
dang gidng té bao fibroblast (khéng con hinh cau) (c6 hinh minh hoa trong béo céo
chinh).

Dé déanh gia kha nang phat trién, cac té bao ¢ hinh dang giéng fibroblast
(té bao géc trung md) dugc dém trong 10 thi treong véi phuong phap tuong tu
trén. S té bao bam dugc tinh trung binh trong 10 lan dém. Mdi thi nghiém lap lai
3 lan.

Két qua danh gia trén 2 mat: s6 luong té bao trai giira cac thi nghiém va
hiéu qua phat trién cua té bao.

Hiéu qud phat trién = S¢ té bao phat trién / Sé té bao bam dinh.

2.2.4. Nubi cay lam giau té bao goc trung mo

Phuwong phap danh gié kha nang tang sinh

Chung t6i x4c dinh sé luong té bao nudi ciy dugc sau cac ngay 7 ngay, 10
ngay, 13 ngay, 16 ngay, 19 ngay, 21 ngay va 24 ngay. Bé lam viéc nay, mau té
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bao nudi so cap sau 24 ngay duoc cay chuyén vao trong 14 giéng cua dia 4 giéng.
Lan luot sau 7, 10, 13, 16, 19, 21, 24 ngay, tién hanh tach lay té bao va d¢ém bang
budng dém hong cau.

Te bao goc trung mo sau khi nuoi cay chon loc

v
Bo moi trédng cu
v
Roa te bao voi 5 ml PBS
v
Them vao binh Roux 2-3ml Trysin / EDTA 0,25%
v
Nat vao tu am 37°C té/ 2-3 phut
v
Lac nhe binh Roux
v
Them vao binh Roux 8 — 12 ml moii tr66ng chon loc
v
Chia fieu doch huyen phui te bao cho 3 binh Roux
v

Nuoi trong tu am & 37°C, 5% CO,

Hinh 2.2. So db qui trinh ciy chuyén
2.2.5. Phwong phap xac dinh té bao géc trung mo

Té bao gbc trung mod khi nudi cay s& bam trén bé mat nudi cdy, cd hinh
dang gidng hinh dang caa nguyén bao soi. Tuy vay, vé hinh dang, cac té bao gbc
trung md c6 mot sé diém khéc vai nguyén bao soi.

Céc té bao gbc trung mo co than bau hon cac nguyén bao soi. Trong khi do,
nguyén bao sgi cd hinh dang sgi dai. (Co hinh minh hoa trén bao céo chinh).
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2.2.6. Xir li s6 liéu

Cac sb lieu thu nhan duoc sé& xir Ii bang Phan mém Microsoft Excel va Phan
mém xir li théng ké Statraphic 7.0.

3. K&ét qua va thao luan
3.1 Thu nhian mau cudng ron

— Thé tich méau trung binh thu dugc trong cac lan thu mau 1a: 24,57 ml.

3.2 Thu nhin té bao don nhan

Sau mdi lan li thm trong dung dich li giai hong cau & téc do 1000
vong/1phut trong 5 phat, dung dich trong 6ng li tam (mau cudng rén + dung dich
li giai) s& nhat mau dan. Nguyén nhan: té bao hong cau v& ra va noi Ién trén, sé
bi loai bo. Sau 4 lan li tam lién tiép, thu duoc mot vét mau trang trai dai tir day
Ién trén miéng 6ng (phan nhiéu ¢ day 6ng li tam), d6 1a té bao goc don nhan.

3.2.1. Két qua thi nghiém

Trong qua trinh tién hanh céc thi nghiém, chi c6 Thi nghiém 5 cho két qua
thich hop dé tiép tuc céng viéc nghién ciru cia dé tai.

Thi nghigm 5: Nubi cay bang moi trwong D’MEM/F12 10% FBS + CM

T két qua cac thi nghiém, chung t6i tién hanh két hop moi truong
D’MEM/F12, 10% FBS va moi truong CM, véi suy nghi la moi truong
D’MEM/F12, 10% FBS s& cung cap chat dinh dudng can cho sy phat trién va
mdi truong CM cung cap cac yéu té tang truong can cho sy bam dinh va tang
sinh. Nhiéu nghién ciru cho thidy mdi trusng CM chaa nhiéu (1) chét can cho sy
bam dinh, (2) yéu té tang truong, (3) cac chat chuyén hoé thu cap... Voi bang
chang rang, mdi truong CM d4 str dung thanh cong cho nudi cay céc té bao kho
nudi nhu té bao gbc phoéi chuodt, nguoi; st dung trong nghién cau tao dong dé
kich thich sy phét trién caa chi mot té bao thanh dong.

— Sau 24 gio, céac té bao bam dinh rat nhiéu, s6 té bao bam dinh trung binh
trén 1 thi truong dugc dém 1a 39,73 té bao, cao gap 1,70 lan so véi thi nghiém 3.
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Nhu vay, moi truong D’MEM/F12 10%FBS + CM Kkich thich sy bam dinh cua té
bao cao.
Bang 3.1. S6 té bao bam dinh ghi nhan trén 10 thi truong, trong 3 16 (sau 24 gio)

Tho tré6ing
Trung
12345678910binh

Lan lap lai

1 34 |20 |37 | 7154 ]20|86| 23|50 22| 41,7
2 3412550273032 |18|52|26|31| 325
3 19 122 |34 |140 |34 |139|78|98 |20 12| 396
39,73

— Sau 72 gio, s lugng té bao phat trién cia mot thi truong duoc ghi nhan
kha nhiéu (trung binh 1a 35,8 té bao, cao gap 1,52 lan so véi thi nghiém 3 trén
moi truong D’MEM/F12 10%FBS).

Bang 3.2. Sb té bao phat trién ghi nhan trén 10 thi truong, trong 3 16 (sau 72 gi)

Tho trédng
1|2|3|4|5|6|7|8]|9]|1 "9
binh

Lan lap lai

1 30 | 31|18 |24 |5 |54 |15 | 34 |45 | 20 | 32,7
2 44 |35 | 10 | 23 | 10 | 42 | 24 | 37 | 29 | 31 | 285
3 29 | 21 | 24 | 47 | 24 | 49 | 88 | 88 | 10 | 82 | 46,2
35,8

- Sau 10 ngay, 13 ngay, 16 ngay..., sb luong té bao trong mot thi truong c6
thé dén trén 100 té bao, nén ching tdi chuyén sang phwong phap Xxéac dinh sé
lwong bang budng dém. Két qua duogc giai thich tai myc 3.3.

Nhu vay, su két hop gitra mdi truong D’MEM/F12, 10% FBS va CM tao ra
mot moi truong mai, vai kha nang tang cuong sy bam dinh, kich thich sy phat
trién, day manh sy tang sinh cua té bao gbc trung mé mau cubng ron.
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3.2.2. So sanh két qua giira cac thi nghiém

Bang 3.3. Tong két kha ning séng va bam dinh cia té bao nudi so cap

Moi tréon Trang thai te bao
' ng Bam™ | Phattrien” | Tang tréong

E’'MEM 10% FBS

D’MEM 10% FBS n
D’MEM/F12 10% FBS - + "
D’MEM/F12 10% FBS + SFM

D’MEM/F12 10% FBS + CM . e v

Khd nang bam dinh

Sau 24 gio cho thay: cac té bao trong méi truong DMEM/F12 10% FBS +
CM bat dau bam dinh vao bé mat nudi cay vai sé luong I6n. Trong khi d6, trong
moi truong D’MEM 10% FBS, D’MEM/F12 10% FBS sb lwong té bao bam it, té
bao trong trong madi truong E’MEM 10% FBS, DMEM/F12 10%FBS + SFM gan
nhu khong c6 té bao bam dinh vao bé mat dia nudi. Nhu vay, cac méi truong
khao sét trong gigi han caa dé tai, mdi truong DMEM/F12 10% FBS + CM tao
diéu kién tt nhat cho sy bam dinh cua té bao.

Bang 3.4. Kha nang bam dinh cua te bao trong cac mai tr66ng nuai cay (sau 24 gid)

D’MEM/F12 |D’MEM/F12

Moi trédng | E'MEM | D’MEM | D’MEM/F12 + SEM +CM

So 160ng te!
bao trung binh
trong mot tho
trooing

0 2,0 22,3 0 39,73

Khd nang phat trién

Sau 72 gid cho thay: cac té bao trong moi truong D’MEM/F12 10%FBS +
CM phaét trien voi sé luong 16n, c6 hinh dang dic trung. Trong moi truong
D’MEM/F12 10%FBS, té bao phat trién kha nhiéu. Ba méi truong con lai
(E'MEM 10% FBS, D’MEM 10% FBS, D’MEM/F12 10% FBS + SFM) khong
thay c6 té bao phat trién. Nhu vay, cac mai truong khao sét trong gidi han cua dé
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tai, méi truong D’MEM/F12 10%FBS + CM tao diéu kién t6t nhat cho sy phat
trién cua té bao.

Bang 35. Kha ning phat trién cia té bao trong cac mdi trudng nudi ciy (sau 72 gio)

D’MEM/F12 | D’MEM/F12

Moi tréong E’'MEM |D’MEM | D’MEM/F12 + SEM +CM

Soi 166ng te
bao trung binh
trong mot tho
troong

0 0 23,6 0 35,8

Khd nang tang trueong

Sau 7 ngay nudi cay so cap cho thay: Céac té bao trong mdi truong
D’MEM/F12 10%FBS cd tang truéng nhung cham. Trong khi do, trong moi
truong E'MEM 10% FBS, D’MEM 10% FBS, D’MEM/F12 10% FBS + SFM té
bao khéng tang truong. Chi trong moi truong D’MEM/F12 10% FBS + CM sb
luong té bao tang truéng manh. Nhu vay, cac mdi truong khao sat trong gisi han
caa dé tai, moi truong D’MEM/F12 10% FBS + CM tao diéu kién tét nhat cho sy
tang truong té bao.

Bang 3.6. Kha ning ting trudng ciia té bao trong cac mdi trudng nudi cy (sau 7 ngay)

Moi , , , D’MEM/F12 | D’MEM/F12
tro6ng E'MEM  D’MEM | D’MEM/F12 + SEM +CM
So 166ng
te bao > 100 te' bao/
trung binh 0 0,73 19,1 0 A
, tho troding
trong mot
tho trodng
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E’MEM, 10% FBS

v

Te bao khong bam == == ==

D’MEM, 10% FBS

Te bao bam it, chz mot vai
te bao phat trien,tang sinh" """ »]

It

D’MEM F12,
10% FBS+ FSM

D’MEM F12,
10% FBS+ CM

¢ === Te bao khong bam

Te bao bam nhieu, phat
trien tot, tang sinh manh

D’MEM/F12, 10% FBS
|

Te bao baL nhieu, soi

& = === |[00NQ te bao phat trien

kha nhieu, tang sinh yeu

Hinh 3.1. So d6 tong két két qua nudi ciy chon loc trong cac loai méi truong

3.3 Cay chuyén va ting sinh

Cac mau nudi cay so cap dugc trong moi truong D’MEM/F12, 10% FBS +
CM cho thay két qua tt nhat dugc chon 1am mau dé nudi ciy tang sinh.

S6 lrong té bao dugc xéac dinh trong 3 16, trong 7 ngay dugc tong két trong

7 lan nhu sau :

Bang 3.7. Kétqua nudi ciy ting sinh trong moi truong D’MEM/F12, 10% FBS + CM

Ngay 7 10 13 16 19 21 24
Soite bao trung
binh (x10%) 2,33 | 6,89 | 10,00 | 11,78 | 20,88 | 22,66 | 25,99
LSD, 95% a b C C d D f
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Nhan xet
— Theo thoi gian, cac té bao khi nudi cay trong méi truong D’MEM/F12,
10% FBS + CM gia tang s6 lrong.

— Tu ngay 7 dén ngay 13, té bao gia ting nhanh sé luong; tir ngay 13 dén
ngay 21 gia tang s6 luong cham. That vay, tir ngay 13 dén ngay 16 va tir ngay 19
dén ngay 21, sy gia tang khong c6 y nghia thong ké. Nguyén nhan, c6 I& khi tang
mat do dén mot gia tri nhat dinh, cac té bao giam sat kha nang sinh san, ciing Voi
su can kiét chat dinh dudng vao thoi diém do.

— S0 véi moi trudng IMDM b sung véi bFGF va EGF ma nhiéu tac gia sir
dung trong nudi cay té bao gc trung mo tir mau cudng ron thi hiéu qua tang sinh
nay gan tuong duong.

— Nhu vay, méi truong D’MEM/F12, 10% FBS + CM ¢6 hiéu qua tot trong
viéc nudi ciy, phat trién té bao gbc trung md mau cudng ron ngudi. Su bd sung
CM c6 hiéu qua twong duong véi bd sung bFGF va EGF. Két qua nay cho thay
phU hop véi mot s6 cong trinh cdng bd khi thay thé CM bang bFGF va EGF
trong viéc nudi cay té bao goc phdi ngudi va chuot.

4.  Két luan va dé nghi
4.1 Kétluan

1. C6 thé thu nhan té bao don nhan bang phuong phap li tam hdn hop té bao
maéu cudng rén véi dung dich li giai hong cau.

2. Moi truong E'MEM 10% FBS, D’MEM/F12 10% FBS+SFM khong
thich hop cho nudi ciy té bao gbc trung mé tir cudng ron.

3. Méi truong D’MEM 10% FBS, D’MEM/F12 10% FBS cho hiéu qua nudi
cay tuong d6i tét. Tuy nhién sb lwong té bao bam dinh va phat trién van con it.

4. Mbi truong D’MEM/F12 10% FBS + CM cho hiéu qua phét trién t6t
nhét véi té bao bam nhiéu va phat trién manh.
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4.2 Peé nghi

1. So sanh mai truong nudi cdy D’MEM/F12 10%FBS + CM vé&i moi
truong duoc sir dung & nhiéu noi khac 13 IMDM + bFGF + EGF.

2. Biét hoa té bao gbc trung md tir mau cudng rén ngudi nham tng dung
trong y hoc.

[1].

[2].

[3].

[4].

[5].

[6].

[7].

[8].
[9].

184

TAI LIEU THAM KHAO

Phan Kim Ngoc (2002), ”Giao trinh thuc tdp co so : Cong nghé sinh hoc déng
vat”, NXB Bai hoc Quéc gia Tp.HCM.

Pham Van Phdc (2005), Luan van tét nghiép “Thu nhdn va tinh sgch té bao
mam tz phdi chugt (Mus musculis var Albino) va tao lép feeder MEF nudi té
bao mam”, Trudng Pai hoc Khoa hoc Ty nhién Tp.HCM.

Nguyén Thi Hang (2006), Luan van tét nghiép ”Thu nhdn, nudi cdy va biét
hod nguyén bao sei (Fibroblast) chuét thanh té bao mé (Adipocyte)”, Trudng
Dbai hoc Su pham Tp.HCM.

Nguyén Vi Thanh Vy (2004), Luan van tt nghiép “Thiét lap qui trinh phan
tach té bao don nhan tir mau cudéng rén bang Percoll”, Truong Dai hoc Khoa
hoc Ty nhién Tp.HCM.

Stewart Sell MD (2004), Stem cell handbook. Humana Press Inc, Totowa.

Cheng L. Quasha P, Vanguri P et al. Human mesenchymal stem cells support
megakaryocyte and pro-platelet formation from CD 34+ hematopoietic
progenitor cells. J Cell Physiol 2000; 184:58-69.

Daniel R. Marshak, Richard L. Gardner, David Gottlieb (2001), Stem cell
Biology. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

I.Robert (2004), Mesenchymal stem cell. Vox Sanguinis. 38-41.
Moustapha Kassen va CS (2004), Mesenchymal Stem Cells: Cell Biology.



