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Tom tit. O Vit Nam, cdng nghé té bao gbc vin con kha moi mé dac biét 1a té bao gbc phéi
(Embryonic stem cells — ESCs). Céc nghién ciru hién nay chu yéu tap trung vao té bao gdc truong
thanh va hau hét méi chi thu duoc nhitng thanh céng budc dau. Nghién ciiu nay cua ching toi
nham thiét 1ap va hoan thién phuong phép phéan lap ciing nhu nudi ciy 1au dai ESCs tir niit phoi
cua ti phéi chudt nhit tring dong SNISS ESCs sau khi phan 1ap dé& tao thanh nhirng cum dac
trung va dugc nhan |én qua cac |an ciy chuyén. Viéc xé&c dinh kha nang duy tri dic tinh géc caa
loai t& bao nay trong nudi ciy duoc thuc hién vai hai loai marker 1a Alkaline phosphatase va
protein nhan t6 phién méa Oct3/4 (Octamer 3/4 — Oct3/4). Két qua nhuom héa mo ddi véi Alkaline
phosphatase va mién dich huynh quang déi Véi Oct3/4 cho thiy céc té b2o géc phdi chudt (mouse
embryonlc stem ceIIs mMESCs) sau 5 1an cdy chuyén vai gan 30 ngdy nudi ciy van giit dugc dic

diém caaté bao gbc.

Tir khda: Té bao gbc phéi, té bao gbe phdi chudt, Alkaline phosphatase, Oct3/4.

1. Mé dau

ESCs la mot dang té bao gc don nhét thu
nhan tir ndt phoi (inner cell mass) caa tdi phoi
(blastocyst) déng vat c6 vi. ESCs cd kha nang
tu d6i méi va biét hda thanh tit ca cac dang té
bao cua co thé truong thanh. Bang ching |4 khi
nubi ciy in vitro, ESCs tao nén cac quan lac té
bao duoc goi 1a thé phdi (embryoid bodies), co
nhirng viing biét hda thanh cac dang té bao khac
nhau c6 nguon gdc tir ba la phdi [1-5]. Khi tiém
ESCs vao chudt thiéu hut hé thong mién dich s&
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tao thanh u quéi mang cac loai md la dan xuat
cha ba la phéi [6,7]. mESCs ¢6 kha niang tao
nén thé kham vadic biét latao nén co thé kham
dong sinh [8]. M6t vai dong mESC duoc ching
minh cé kha nang tao thanh cac bao thai [9].

Sau khi dong mESC dau tién dugc thu
nhan nam 1981 [10,11], cac dong ESC khac
ciing da duoc phan lap tir nhidu loai dong vat
khéc nhau, dac biét té bao gdc phdi ngudi
(human embryonic stem cdls — hESCs) da duogc
Thomson tao dong vao nam 1998 [12-17].
ESCs dugc chieng minh biét héa in vitro thanh
céc té bao gidng té bao gdc tao méu [18], té bao
than kinh [19-22], té bao co tim [23,24], céc té
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bao noi md [25,26] va cac té bao dao tuy tiét
insulin...[27-29]. Piéu nay cho thiy ESCs ¢
tiém nang biét hda thanh tat ca nhiing dang té
bao dién hinh c6 nguon gdc tir bala phéi. Chinh
vi tiém ning biét hoa dic biét caa ESCs |am
cho chang tré thanh mot trong nhitng mo6 hinh
t6t nhat ¢é nghién cau: phéi sinh hoc, cac qua
trinh biét hda, ligu phép thay thé té bao va mo,
phuong tién cho liéu phap gen, trong nghién
ctiu co ché cac bénh & nguoi, phét trién va thir
doc tinh dugc pham...[20,29-31].

Céc nghién cau trén thé giéi da chang
minh dwoc ring mESCs biéu hién enzyme
Alkaline phosphatase. N6 1a mot enzyme thay
phan chiu tréch nghiém cit goc phosphate ra
khoi rat nhidu cac phan tir nhu cac nucleotide,
protein va cac dkaloid, do vay, né duoc sir
dung nhu la mét marker dac trung va duoc sir
dung pho bién dé xéac dinh cac dong ESC chua
biét hoa [32,33]. Ngodi ra, mESCs biéu hién
manh cac marker bé mat khang nguyén dac hiéu
giai doan phdi-1 (Stage-specific embryonic
antigen-1 - SSEA-1), khang nguyén nhin dang
khdi u-60 (Tumor recognition antigen-60 -
TRA-1-60) va TRA-1-81 [34,35]. ESCs cing
biéu hién mot sb gen dac hiéu, dién hinh 1a
Oct3/4, mot nhan té phién ma cé lién quan dén
qué trinh ty d6i moi cia ESCs [36-38]. Mot
nhan t6 phién madién hinh khéc 1a Nanog ciing
06 vai trod trong qué trinh ty d6i méi cua té bao
vathuong duoc sir dung dé xéc dinh ESCs chua
biét hda [39-41]. Trong nghién ciru nay, ching
t6i lya chon ha loai marker ttng cir vién la
Alkaline phosphatase va Oct3/4 dé tién hanh
nhan biét mMESCs nudi cy in vitro c6 con biéu
hién nhitng marker datiém niang hay khéng.

2. Nguyén liéu va phwong phap
2.1. bgng vat

Déi tuong nghién ctu chang t6i s dung
trong thi nghiém la chuot nhét tring dong Swiss

(Mus musculus) dugc cung cap boi Vién Vé
sinh Dich t& Trung wong. Chudt ca duoc kich
thich siéu bai nodn dé thu phdi theo md ta caa
Nagy va cong su [42]. Chudt thanh thuc sinh
san (2-3 thang tudi, trong luong tir 28-32g)
dugc nudi trong diéu kién 14 gio chiéu sang va
10 gio t6i. Chudt céi dugc tiém hormone PMSG
(101U/chugt) véo gitra chu ky sang, sau 46-48
gio tiém hCG (101U/chudt) va dugc ghép dbi
v6i chudt duc. 18h sau khi tiém hCG tién hanh
kiém tra chuot phéi. Chudt céi o dau hiéu giao
phdi dugc nhdt riéng va cham soc dén 3,5 ngay
dé thu phoi.

2.2. Chudn by |6p té bao nudi

MESCs duoc thu nhan theo mo ta cua Nagy
va cong sy, tuy nhién, ciing c6 mot chit bién
doi [42]. Trong thi nghiém nay, chlng toi sir
dung 16p té bao nudi 1a cac nguyén bao soi phoi
chudt (mouse embryonic fibroblasts — mEFs)
duoc thu nhan tr thai chudt 13,5 ngay nhu mé
ta truéc déy cia Klimanskaya va cong su [43].
Ching t6i thuong sir dung mEFs ¢ lan ciy
chuyén thir 1 hoac thir 2 dé 1am 16p té bao nudi
boi vi ching téi thay ring mEFs ¢ cac lan ciy
chuyén sau d6 (c&c lan ciy chuyén tha 3-5) da
tro nén gia hoa, do vay khong hd trg nhiéu cho
ESCs ting sinh khong biét héa. mEFs dugc bat
hoat phan bao bang Mitomycin C (Sigma) nong
d6 10pg/ml trong 2,5 — 3 gio. Sau khi xu ly
bang Mitomydin C, té b&o duoc rira bang PBS,
phan tach bang trypsin va duoc cdy ¢ mat do
khoang 4x10" té bao/cm? trong céc dia nudi ciy
96 giéng (Corning) da phu gelatin dé tién hanh
thi nghiém phan 1ap mESCs.

2.3.Phan |dp va nudi cdy té bao goc phéi chugt
Dé thu nhan tdi phoi, chudt cai da giao phdi

duoc giét & khoang 3,5 ngdy sau khi giao phdi
vatir cung ciia chling ngay |ap tirc dugc chuyén
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sang PBS d4 duoc 1am am trudc t6i 37°C. Sau
khi loai hét m& bam xung quanh, tir cung dugc
chuyén sang mdi truong M2 (Sigma) va tién
hanh liy phéi ra khoi tr cung biang cach sir
dung bom tiém 1ml hdt méi trudng bom vao tir
cung dé day phéi rangod nhu md ta caa Nagy
va cong su [42]. Thao tac thu nhan tdi phoi
duoc thuc hién dudi kinh hién vi soi ndi. Cac
phbi phé trién tét dugc chuyén bang pipet
Pasteur dau nho duong kinh xap xi 200 pm
sang c&c vi giot moi truong M2 truéc khi dua
nubi ciy trén [op té bao nubi da bat hoat phan
b&o dugc chuin bi trugc d6 24 - 48 gio. Moi
truong nubi cay ESCs bao gom FBS (20% v/v)
(Gibco), LIF (2000U/ml) (Sigma), Non-
essential amino acid (100uM) (Gibco), B-
mercaptoethanol ~ (100uM)  (Gibco), L-
Glutamine (2mM) (Gibco), HEPES (2mM)
(Gibco), Penicillin/Streptomycin  (100U/m
Penicilline, 100 pg/ml Streptomycin) (Gibco),
Knockout DMEM (Gibco). bia té bao nudi da
bat hoat phan bao dugc thay méi truong bang
moéi truong nudi cdy ESCs truéc khi dit tui
phdi 1-3 gio. Tui phdi s thod khoi mang séng
va bat d¢au bam dinh xudng 16p té bao nudi sau
1-2 ngdy nudi ciy. Sau khoang 5-6 ngay nudi
cay, khi té bao nit phdi 1Uc nay da thuc sy 16n
va ¢ hinh dang ciia mot quan lac té bao gbc
dac trung. Lan phan tach khoi té bao nit phoi
dau tién dugc tién hanh nhu md ta cua
Klimanskaya va cong sy [43]. Khéi té bao nit
phéi sinh truong tét sau khi dugc tach ra khoi
bé mit dia nuéi ciy bang mot pipet Pasteur dau
nho s& dugc chuyén sang tirng giéng cia dia 96
giéng. M&i mot khdi té bao ndt phéi dugc phan
téch bang trypsin thanh nhiing cum té bao nho
hon va chuyén sang 16p té bao nudi moi dugc
chuan bj trugc do tir 24 dén 48 gio trong dia 96
giéng. Qué trinh nudi cdy nhitng quan lac co
hinh tha giébng ESCs sau lan ciy chuyén tha
nhat dugc tién hanh theo md ta cua
Klimanskaya va cong sur [43]. Nhiing giéng co
cé&c quan lac té bao gidng ESCs s& dugc xu |y

bing trypsin va ciy chuyén toan bo vao dia
nuéi ciy co dién tich bé mat 16n hon (nhu dia
24 giéng hoic dia nudi cay duong kinh 35 cm)
d4 06 sin 1op té bao nubi.

2.4. Nhugm héa mb marker dac trung Alkaline
phosphatase

Phuong phép nhuom Alkaline phosphatase
st dung kit Leukocyte Alkaline Phosphatase
(Sigma) dugc tién hanh theo chi din cua nha
san xuat. Té bao sinh truong duoc ¢ dinh bang
dung dich ¢b dinh (Citrate sol ution + Acetone +
Formandehide) trong 1-2 phut. Sau khi ¢b dinh
rira té bao bang nudc cit 2 lan trong 45 gidy.
Pé wét va nhuom té bao bing kit FRV hoic
FBB 15 phtt trong téi. Sau 15 pht ria lai té
b&o 2 1an bang nuéc cit trong 2 phdt va cb thé
quan sét.

2.5. Nhugm mién dich hupnh quang protein déic
hiéu Oct3/4

Té bdo sinh truang trén cac phién kinh tron
dugc ©6 dinh bang PBS chia 4%
Paraformaldehyde (Sigma) trong 10 phat &
nhiét ¢6 phong. Sau khi rira bang PBS 3 lan, té
b duoc tao tinh thim bang Triton X-100
(Sigma) ¢ nhiét do phong trong 5 phit. Sau do,
té bao duoc rialai bang PBS va u trong PBS
chia 2% BSA trong 10 phit (Gibco). Khang
thé thir nhit khang Oct3/4 (1:150, Sigma) duoc
i voi té bao trong 60 phit. Sau khi rira bing
PBS, u tiép v6i khang thé thir 2 (Invitrogen)
gin huynh quang trong 60 phit. Nhan té bao
dugc nhuom bang Hoeschst 33342 (Invitrogen).

3. Két qua vathao luan

3.1. Két qua chudn by 16p té bao nuéi

Nam 1981, Evans va cong sy cdng bd da
thiét lap dugc dong mESC dau tién dang trén
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tap chi Nature sir dung mEFs |am 16p té bao
nudi [10]. Sau d6, nam 1998, Thomson va cong
su cdng bd trén tap chi Science viéc phan lap
dwoc dong hESC déu tién c6 kha nang tang sinh
khong biét hda st dung |6p té bao nuéi 1a mEFs
[6]. Dya trén nhitng cong bé ¢6 ma rat nhidu
phong thi nghiém té bao gbc trén thé giai tiép
tuc s dung mEFs 1am 16p té bao nudi trong
nghién ciru ESCs. Céc té bao nudi nay s gitp
hé tro su tang sinh khdng biét hda va ludn ludn
ty ddi méi cia mESCs trong nudi ciy. mEFs
duoc thu nhan tir thai chuot 12,5 — 13,5 ngay
phai duoc bt hoat phan bdo dé ngin can sy
ting sinh caa ching va hd trg su tang sinh cho
mMESCs. Két qua nudi ciy mESCs sir dung |6p
té bao nubi cua ching tdi cho thiy mEFs & 1an
nuéi cdy nguyén phét (Hinh 1A) c6 kha ning hd
tro sinh truéng va su tang sinh khéng biét héa
cho ESCs t6t hon mEFs qua nhidu lan ciy

chuyén boi khi d6 mEFs da tro nén gia hon va
mat nhitng kha niang ndy. mEFs dugc bt hoat
phan bao bing Mitomycin C ndng d6 10ngy/ml
trugc khi dwoc sir dung |am [6p té bao nuéi tir
24-48h. Mat ¢6 mEFs ciing anh huang rt nhiéu
dén sy sinh truong va tang sinh cia mESCs.
Mat do mEFs thich hop s& hd tro mESCs tét
nhit (Hinh 1B).

Néu mat do mEFs cao s& tc ché sinh
truong cia mMESCs, con néu mat do mEFs thap
s& khdng c6 kha niang hd trg sinh trugng cho
MESCs. mEFs phan 1ap tir thai chudt 12-13,5
ngay khi nudi ciy ching c6 dang hinh thoi, dai,
06 tua thudn nhon hai dau va bam dinh xuéng
bé mat dia nudi ciy. Céac nguyén bdo soi dang
phét trién manh ¢ thé dugc cit giit lanh trong
vong 6 thang dé lam ngudn té bao nudi chu
dong trong nudi ciy té bao gc.

Hinh 1. mEFs thu nhén tir thai chuot 13,5 ngay.
(A): mEFs ¢ lan nudi cay nguyén phat sau 3 ngay nudi cay (10x20).
(B): mEFs da bat hoat phan bao v6i mat do tot dugc sir dung lam 16p té bao nudi mESCs (10x10).

3.2. Két qua kich thich chugt siéu bai noan

Siéu bai nodn dugc tién hanh bing cach
tiém kich duc t6 dé kich thich valam ting rung
trang ty nhién. Kich duc té dwoc sir dung phd
bién 1& PMSG tac dong gidng nhu kich duc té
ndi sinh caa hormone kich thich nang tring
FSH, sau d6 sir dung kich duc t&6 mang dém
ngudi hCG tac dong giéng hormone kich thé

vang LH. Pidu quan trong cua viéc tiém
hormone kich thich siéu bd nodn 1a Iam ting
gap nhiéu 1an sb lugng tring rung déi véi mdi
con cé vakiém sodt duoc thoi gian rung tring
doc 1ap voi chu trinh ty nhién, qua dé luén lubn
chii dong dugc vé ngudn phéi phuc vu muc dich
thi nghiém. Trong nhirng cong bé nghién ciru
vé mESCs ding trén cac tap chi chuyén nganh
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thi phdi cting dugc thu tir nhitng chudt céi siéu
bd nodn dwoc kich thich bing hormone
[33,43,44]. Ching t6i da tién hanh 32 lan thi
nghiém kich thich siéu bai noan trén 192 chuot
cé va sir dung téng cong 22 chudt duc dé tién
hanh giao phdi vai cac chuot cai nay. Két qua la
6 téng cong 106 chudt co giao phdi (dat ty 1é
giao phdi khoang 55,2%), trong 106 chudt giao
phdi c6 92 chudt cd phoi (dat ty & 48%). Téng
cong sd phéi thu dugc khi mé chudt giai doan
3,5 ngay la 2.024 phdi, trong d6 co 1.522 tdi
phoi (ty 1& 14 75,20%), 458 phdi dau (ty &
22,63%), 26 phdi 4 t& bao (ty ¢ 1,28%), 18
phdi 2 té bao (ty & 0,89%). Nhu vay la c6 sy

xut hién phdi ¢ cac giai doan phét trién khac
nhau nhung dai da s van latdi phoi. Mat khéc,
ching ti ciing d4 thu nhan cac phdi dau dé
nudi ciy in vitro va déu nhan dugc cac phéi
phét trién dugc dén giai doan tli phdi. Nhung
tdi phoi loai ndy ciing cho két qua phan lap
MESCs tuong tu nhu tir tdi phéi thu truc tiép tir
ter cung chudt me. Mot chudt cai siéu bai nodn
duoc thu tinh s& cho trung binh khoang 22 phéi,
c0 nhitng chudt cho tir 40-50 phéi, tham chi |a
nhiéu hon. Trong khi dé chuét thu tinh ty nhién
chi cho tir 4-11 ph6i. Céc phdi chudt sau khi thu
tr tr cung dugc gitr trong Moi truong M2 &
37°C (Hinh 2).

Hinh 2. Phdi thu nhan tir chugt siéu bai noén sau khi thu tinh 3,5 ngay.
(1): Tai phdi véi nat phéi va xoang tdi phéi nhin rd. (2): Phdi dau dang & giai doan don ép lai va bé mat xu xi.
(3): Phdi chét voi té bao chit phan manh va phdi ¢ mau den, didu d6 cho thiy phdi dang bi phan hay. (4): Phoi
giai doan 4 té bd van con xut hién & giai doan ndy, didu dé chirng to phdi ndy c6 thé da ngimng phét trién.

3.3, Phan Igp va nudi cdy don dong mESCs tir
khoi té bao nat phdi cua tdi phoi

O gia doan 3,5 ngay, tli phéi dugc bao
quanh béi mang sang. Mang sang ¢ vai tro
trong thu tinh dac hiéu loai, bao vé nd con co
chirc nang gitp phéi tranh l1am t6 & éng dan
trang. Mot ngay trudc khi tién hanh thi nghiém
phan lap MESCs tién hanh thay méi truong
MESCs cho té bdo ¢ c&c dia nudi ciy 96 giéng

06 sin mEFs da bt hoat phan bao. Céc tui phoi
duoc rira 3-4 1an trong cac Vi giot moi trudng
M2 dé 1am sach phéi. St dung pipet Pasteur d&
kéo dat phdi vao trung tdm cua giéng. Sau do6
céc giéng s& dugc kiém tra sy ¢ mat cua phoi
(Hinh 3A). Sau 1-2 ngay nudi ciy phoi trén [op
té bao nudi cling véi mdi truong nudi ciy thich
hop, tai phéi thodt khoi mang sang va bit dau
bam xubng |6p té bao nudi. Sau khi thodt khoi
mang sang, 16p dudng bao xung quanh chuyén
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dang, bat dau sinh truang va bam xuéng 16p té
bdo nudi phia dugi. NGt phdi cd hinh tha nhu
mot quan lac bam nhe Ién trén. Quan lac phét
trién Ion dan, véi nhitng té bao cd kich thuéc
lén. Khi té bao nat phdi nd ra, co thé dé dang
nhan thiy cum té bao nit phdi dang ting dan
lén vé kich thuéc (Hinh 3B). Sau 3 ngay nubi
cay cac té bao dudng bao sinh truong manh ra
xung quanh. Trong khi d6 cum té bao nit phoi
nhin rd hon va tang nhanh vé kich thugc. Lic
ndy ching co hinh thé rit dic trung cia cac
quan lac té bao gbc dang trong qua trinh tang
sinh.

Phan tach khdi té bao ndt phdi sinh truong
manh dang thoi diém co 18 1a yéu té quyét dinh
trong viéc nhan nuéi mESCs (thuong 1a khoang
5-6 ngay) (Hinh 3C). Néu nhu phan tach som,
khéi té bao nit phdi s& khong di té bao dé sinh
truong va céc té bao s& chét. Néu nhu phan téch
qua muon, khdi té bao ndt phdi s3 biét hoa
thanh cac dang té bao khéac nhau va c6 thé thanh
céc té bao chuyén hoéa. Nhu vay si khdng thu
duogc cac quan lac giéng ESCs. Khi té bao nit
phdi phé trién tot s dugc phédn tach bang
enzyme thanh nhitng cum té bao nho khoang 5-
10 té bao. G 14n phan tach khéi té bao nit phoi
nay khong nén chiathanh céc té bao riéng ré.

Sau khi phan tach cum té bao ndt phéi nuéi
cdy, cac té bao sg sinh truong cham hon. Té bao
can phai dugc thay méi truong va kiém tra hang
ngdy. Chlng ta nén kiém tra va thay méi truong
vao mét gio nhat dinh trong ngay. Lic ndy, co
ba kha ning co thé xay ra (i) xuat hién cac
dang té bao hay quan lac khong giong ESCs,
(||) trong dia nudi ciy cha yéu la cac quan lac
giong ESCs, (iii) trong dia nudi ciy c6 ci
nhitng quéan lac giéng ESCs va céc dang té bao
khéc nhau.

Trong truong hop khdng thiy xuét hién cac
quan lac sau 8 ngay ké tir ngay phan tach khdi
té bao nit phdi thi can loai bo dia nudi ciy do.
Céc dia nubi ciy xuit hién cac quan lac hay
dang té bao khdng phai ESCs ciing bi loai bo.
Nhirng dia nudi ciy cd ci quan lac giéng ESCs
va céc quan lac hay dang té bao khoéng giéng
ESCs thi tién hanh cay chuyén nhirng quan lac
dep nhu d6i vaoi phan tach khdi té bao nit phoi
bam & bén trén. Nhitng dia nudi cay xuat hién
chi yéu céac quan lac gibng ESCs thi ciy
chuyén theo nhitng quy trinh chuan déi véi nudi
cay mESCs nhu md ta & phan phuong phép.

Khi céc quan lac té bao dat ¢én kich thuéc
00 thé cay chuyén (duong kinh quan lac khoang
400 mm) thi dugc ciy chuyén nhu mé ta ¢ trén.
MESCs sau 3 va 4 lan ciy chuyén (Hinh 3D va
Hinh 3E) van giit dugc nhiing dic diém dac
trung vé hinh tha caaté bao gbc trong nubi cay
in vitro d6 la kha nang tang sinh va hinh thanh
nhitng quan lac té bao sau khi ciy chuyén 2-3
ngdy. mMESCs ¢ lan ciy chuyén tha 5 vin tao
thanh cac quan lac khi nuéi cay (Hinh 3F). Tuy
nhién, xung quanh cac quan lac nay d& xut
hién rat nhiéu cac té bao 16n phan tan thanh [op
don ¢6 hinh tron véi nhan 16n va nhan chiém
hau hét té bao chit. Diéu nay cho thiy céc té
bao ndy d& co diu higu biét hda. Sang dén lan
cay chuyén thir 6 d& chiém uu thé, chi con rat it
té bao tao thanh cum dang ESCs. Nguyén nhan
gay nén hién tugng ndy co thé 1a ky thuat nudi
cay chua cao dic biét 1a viéc nhan dinh duoc
giai doan ciy chuyén thuc sy thich hop. Bén
canh @6 con do sy khac nhau gitta cac dot
mMEFs, cac dot huyét thanh khéc nhau ciing tac
dong dén sy tang sinh khdng biét héa coa
MESCs. Ngoai ra con 6 mot sb nguyén nhan
khéc din dén tinh trang biét héa mESCs phu
thudc vao cac con duong truyén tin hiéu...
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Hinh 3. Phan |4p va nudi cdy mESCs.
(A): T phdi chudt trén|6p t& bao nudi voi méng séng nhin rat rd (mi tén) (10x10). )
(B): Ti ph6i sinhtruéng trén lop té bao nudi sau 2 ngay. Bén canh tti phdi dang bam xubng lamang sang. Cac t¢ bao
dudng bao da bit du sinh truéng va bam xuong 16p té bdo nudi. Khéi té bao nit phdi dang né ra, c6 thé d& dang nhan
thdy cum te bao nit phéi dang tang din 1én vé kich thudc. (1): NGt phdi, (2): Lop dudng bao, (3): Mang sang (10x10).
(©): Khéi té bao nit phéi thich hop dé phan 1ap mESCs & ngdy nudi ciy thir 5. Khéi t& bao nit phéi 1Gc ndy da da l6n
vavan gitr duoc hinhthé ciamot quin lac mESC. Déy lagia doan thich hop dé tién hanh phan tach khéi té bao (it phai.
(D): Céc quan lac mESC & |4n ciy chuyén thi 2 (10x10).
(E): Céc quén lac mESC & 14n ciy chuyén thir 4. Sau 4 1an cdy chuyén c&c quin lac ndy van git dwoc hinh thé diac
trung ciamESCs khi nudi ciy in vitro (10x5).
(F): mESCs ¢ lan cay chuyen tha 5 van tao thanh céc quan lac khi nudi ciy (10x10). Tuy nhién, xung quanh cac quan
lac d& xut hién rat nhiéu cac té bao hinh tron, to, té bao sang véi nhan 16n va nhan chiém hiu hét té bao chit. Piéu
nay cho thiy cac té bao ndy da co dau hidu biét héa.

3.4. Nhdn biét mESCs nuéi cay qua si biéu hién
Alkaline phosphatase

Alkaline phosphatase 1&a mét enzyme thay
phan chiu tréch nghiém cit géc phosphate ra
khoi rat nhiéu cac phan tir nhu cic nucleotide,
protein va céc dkaloid. Alkaline phosphatase 1a
mot marker dac trung, phd bién khéng nhitng &
cac dong mESC, hESC ma con dic trung cho ca
nhitng dong ESC ¢4, g, lon... Két qua nhugm
Alkaline phosphatase cua ching t6i cho thiy
c&c quan lac té bao duong tinh véi Alkaine
phosphatase (c&c quan lac té bao c6 mau do dic
trung) (Hinh 4). Tuy nhién, céc té bao bao bén
ngodi c&c quan lac khéng bit mau do tuoi, diéu

ndy cho thiy céac té bao bén ngodi nhan dugc it
s hd tro tuong tac gitra cac té bao hon nén co
nhitng ddu hiéu biét héa (Hinh 4A). Diéu nay
ciing thuong hay gap phai khi nuéi ciy ESCs
nguyén phét. Theo céc tai liéu nghién ciu trén
thé gisi thi sau khoang 8-10 Ian ciy chuyén cac
té bao s& trg nén 6n dinh hon va khdng cb hién
tuong nhu vay. Bing viéc tiép tuc ciy chuyén
phin té bao bén trong c4c quan lac tuong tng
v6i phdn bit mau do twoi véi thudc nhusm
Alkaine phosphatase, ching t6i tiép tuc thu
duoc nhitng quan thé té bao duong tinh Véi
Alkaine phosphatase & cac lan ciy chuyén tiép
theo (14n ciy chuyén thir 4 - Hinh 4B valan ciy
chuyén tht 5 - Hinh 4C).
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Hinh 4. Sy biéu hi¢n Alkaine phosphatase ¢ MESCs nudi cy in vitro.
(A): Khéi t& bdo nit phdi sau 5 ngay nudi ciy, céc té bao bén trong co mau do tuoi didu do chirng t6 cac té bao nay
biéu hién Alkaline phosphatase. (B): Quén lac mESC 6 14n ciy chuyen thir 4, sau 25 ngay nudi Cay van biéu hién
Alkaline phosphatase. (C): Sy biéu hién Alkaline phosphatase ciia quin lac mESC & |an ciy chuyén thur 5. Muc d6
biéu hién Alkaline phosphatase sau 14n ciy chuyén thir 5 da giam so véi 1an ciy chuyén thi 4, diéu ndy co thé 1a do

MESCs dang din biét hoa (10x20).

3.5. Nhgn biét mESCs nuéi cdy bang marker
dac hiéu Oct3/4

Oct3/4 (hay con goi la PouSF1) dugc biét
dén nhu 1a nhan t6 phién ma giir vai tro quyét
dinh dwoc biéu hién dic hiéu & mESCs, phoi
giai doan sém ciing nhu c&c té bao sinh duc va
né gitr vai trd quan trong trong viéc duy tri tinh
da tiém nang cia mESCs. Do nhitng thudc tinh
cua Oct3/4 ma n6 ludn duoc lya chon la marker

hang dau trong viéc nhan biét mESCs nubi ciy
lau dai in vitro. Két qua nhuéom mién dich
huynh quang protein Oct3/4 sir dung hai lcai
khéng thé, khang thé thia nhit khang Oct3/4
dang IgM dugc san xuit tir tho va khang thé thir
2 khang IgM tho gan huynh quang mau dé cho
thdy co sir biéu hién cia protein Oct3/4 & céac
quan lac mMESC sau 4 lan ciy chuyén (Hinh
5B). Nhan té bao dwuoc nhuom bang Hoechst
33342 (Hinh 5C).

_ Hinh 5. Sy biéu hién Oct3/4 cia MESCs sau 4 1an ciy chuyén & ciing mot hién vi truong.
(A): Quanlac mESC ¢ anh sang thuong. (B): Quan lac mESC ¢ anh sang tir ngoai phat hién protein Oct3/4 c¢b mau do
(Cy3). (O): Quan lac mMESC ¢ anh séng tir ngoai phét hién nhéan ¢ mau xanh da troi (DAPI) dugc nhuém bang

Hoechst 33342 (10x20).

Két qua chup anh bang kinh hién vi laser
quét can canh mot quan lac mESCs tir trén dinh
dén si day cua dia nudi cay cho thiy mic do
biéu hién cua Oct3/4 ting dan tir trén bé mat
quan lac vao giira va giam dan khi xudng phia
dudi cia quan lac, phin nam si day dia nuoi
cay (Hinh 6). Ciing giéng nhu két qua nhuom
Alkaline phosphatase, phan bén trong giira biéu

hién Oct3/4 manh hon cac phan xung quanh.
Diéu ndy c6 thé duoc ly giai rang cac té bao bén
trong nhan dugc sy hd tro caa cac té bao xung
quanh nhiéu nhat nén it biét hda nhat. Céc té
bao bao bén ngoai phai tiép xdc véi mdi truong
nén dé cam tng bsi mdi truong va biét hoa
nhanh hon.
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Hinh 6. Anh chup can canh mét phan cia quan lac MESC & |an cay chuyén thir 5 biéu hi¢n Oct3/4
bang kinh hién vi laser quét.

Th ty anh tr A dén F duoc quét tir trén
dinh cia quan lac dén sét ddy cua dia nudi ciy.
Céc buc anh cho thdy mirc d6 biéu hién caa
Oct3/4 tang dan tir trén bé mat quan lac vao
trong giita va giam dan tir trong giita quan lac
xudng phia duéi cia quan lac, phan nam st day
dia nudi ciy. Ciing giong nhu két qua nhuom
Alkaline phosphatase, phan trong giira biéu
hién Oct3/4 manh hon cac phan xung quanh.
Diéu ndy c6 thé duoc ly giai rang cac té bao bén
trong nhan dugc sy hd tro caa cac té bao xung
quanh nhidu nhat nén it biét hda nhat. Céac té
bao bao bén ngoai phai tiép xGc véi mdi truong
nén dé cam tng bsi mdi truong va biét hoa
nhanh hon (10x63).

4. Két luan

Véi nhitng két qua trén ching toi rdt ra
duoc nhirng két luan sau:

- P& phan lap, nudi ciy, bao quan va phuc
hoi dugc dong mEFs sir dung lam 16p té bao
nudi trong nudi ciy mESCs.

- Xay dung va hoan thién dugc ky thuat
kich thich chuét cai siéu bai noan véi hiéu qua
cao, qua dé ludn ludn chit dong ngudn phdi sir
dung dé phan lap mESCs.

- Ap dung thanh odng céc ky thuat thu,
chuyén vanuéi ciy phéi chudt in vitro.

- Phan 1ap, nuéi cay va duy tri mESCs tang
sinh trong gan 30 ngay véi 5 1an cay chuyén ma
van giit duoc nhitng dic diém hinh thd coa
MESCs.

- Nhan biét dugc mESCs bang phuong phép
nhuom Alkaline phosphatase va marker dac
hiéu Oct3/4. mESCs sau 5 lan ciy chuyén van
duwong tinh voi Alkaine phosphatase va biéu
hién protein Oct3/4.

Loi cam on

Nghién ciu ndy duoc thuc hién vai su hd
trg kinh phi tr d& tad KC.04.01.04/06-10:
“Nghiéu ciru phan 1ap, nhan nui té bao goc noi
md mach mau day ron tré so sinh va té bao gbc
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phéi chudt. Theo ddi cac té bao gdc trong co
thé nhan trong diéu tri bénh suy tay sau chiéu
xa liéu can chét & dong vat thi nghiém’’ dudi su
chu tri cia TS. Nguyén Lai Thanh - Truong Dai
hoc Khoa hoc Ty nhién. Chiing toi bay té long
biét on toi Bo Khoa hoc va Cong ngh¢, Ban
Chi nhiém Chuong trinh KC-04 va chu nhiém
dé tai KC.04.01/06-10.
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|dentification and culture of embryonic stem cells derived
from inner cell mass of mouse blastocysts

Dang Van Duc!, Nguyen Lai Thanh?, Bui Viet Anh', Do Doan Loi?
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In Vietnam, stem cell technologies, specialy in embryonic stem cells (ESCs), are in progress of
initiation. Current researches have focused mainly on adult stem cells and almost the results obtai ned
have been just initial successes. In this study, we established and improved the method for isolation
and long term culture of embryonic stem cells derived from inner cell mass of mouse blastocysts (Mus
musculus). The ESCs from inner cell mass formed the colonies after isolation and passing. During the
cultivation, we determined pluripotency of this type of the cdl with two makers alkaline phosphatase
and Oct3/4 transcriptional factor protein. The results of histochemical staining with akaline
phosphatase and immunofluorescence stain for Oct3/4 indicated that mouse embryonic stem cells after
five passages with approxi matel y 30 days of culture still remain the characters of stem cells.
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