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TOM TAT Te bao goc trung mo ¢ zhe dwgc thu nhan tie nhiéu nguon khdc nhau,
trong doé mdu cuong rén la mét nguon té bao goc trung mo doi dao. Viée bao quan cdc. 1 bao
goc nay sao cho c6 thé duy tri duoc tinh goc va ti Ié séng cao sau khi bao quan la can thlef
cho cdc vmg dung y hoc. Nghién ciru nay nhdm xdc dinh ti Ié séng va tinh goc cia cdc té bao
goc trung mé sau khi dong lanh bang cdc phuong phdp va méi truong bdao quan khdc nhau.
Két qua nghién ciru cho thdy: tinh goc cua cdc té bao goc trung mé khong bi anh huwong boi
quy trinh bdo quan va méi truong bao quan Tt ca cdc té bao goc con song sau cde quy trinh
bao quan trong cdc méi tmang bao quan khdc nhau deu c6 thé hinh thanh cdc tdp doan ciing
nhuw biét héa thanh xwong va mé. Trdi lai, ti I¢ séng cia té bao goc trung mé sau gidi dong bi
anh huomg lén béi phwong phdp déng lanh va thanh phdan huyét thanh cua méi truomg bao
quan.

Tir khéa: Té bao goc trung mé, dong lanh, mdu cudng rén, tinh goc.
1.MG PAU

Té bao gbc trung mé mau cuong ron 12 mot trong nhitng ngudn té bao goc quy. Chang c6
thé biét hoa thanh nhiéu kiéu té bao khac nhau thugc trung mo, ndi méd va biéu mbd. Nhiéu
nghién ciru di str dung thanh céng ngudn té bao gbc nay trong diéu tri c4n 1dm sang va 1am
sang trén nhiéu bénh [8]. Tuy nhién, cac nghlen clu vé bao quan dong lanh va xéc dinh céc
anh hudng ciia qua trinh déng lanh dén tinh gbc cua céc té bao nay van chua dugc nghién ciru
nhiéu.

Nghién ciru nay tip trung vao khao sat céc tic dong clia phuong phap dong lanh va thanh
phan huyét thanh trong méi truong dong lanh dén ti 1¢ sbng sét cua te bao sau khi giai dong
nham xdy dung quy trinh dong lanh hiéu qua nhét dé bao quan ngudn té bao gdc trung md tir
mau cudng rén ngudi néi riéng va té bao gdc trung mé ndi chung.

Nghién ciru sir dung 3 phuong phap dong lanh thudng dugc sir dung nhét trong cac té bao
sinh dudmg la: (1) déng lanh in situ: cc té bao dugc déng lanh truc tiép trong cac flask 25 cm
(Nunc, Dirc) nudi trong mdi trudng bao quan lanh & nhiét d6 -80°C; (2) déng lanh nhanh: té
bao duorc dong lanh trong cryotube 1,8 ml trong mdi trudng bao quan duoc giam nhiét do dan
dén (4°C trong 30 phut, -20°C trong 45 phit, -80°C qua dém; va sang hém sau cho vao nito
16ng); (3) déng lanh cuc nhanh hay thiy tinh héa: té bio trong mdi trudng bdo quan trong
cryotube dugc dat truc tiép vao nito 1ong.

Chiing t5i str dung chat bao quan 12 DMSO véi ndng d§ 10%, bd sung trong méi trudng
nudi t& bao gbc trung mé mau cubng IMDM véi cic ndng do huyét thanh FBS khac nhau:
20%, 50% va 90% (voi ki hiéu: Mo6i truong 1: 20% FBS, 10% DMSO, 70% IMDM; Méi
truong 2: 50% FBS, 10% DMSO, 40% IMDM; Méi truong 3: 90% FBS, 10% DMSO).
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2.VAT LIEU - PHUONG PHAP

2.1.Thu nhén té bio géc trung md tir mau cudng rén nguwdi

Té bao gbc trung mo tir mau cudng rén dugc thu nhan theo quy trinh ciia Oscar K. Lee va
cs, 2004 [10]. Méu cudng rén thu nhén tir cac san phy da dugc xét nghiém am tinh véi HIV,
HBV, & Bénh vién Hing Vuong Thanh phd Ho Chi Minh. Thu nhén quin thé té bao don nhéan
bang phwong phép li tdm trén gradient ndng do Ficoll-paque (Sigma) & tbc do 2.500
vong/phut trong 5 phat. Sau dd, thu nhén phén doan té bao don nhén nim giita 16p Ficoll-
paque va 16p huyét tuong bén trén.

Té bao don nhan sau kh1 thu nhén dugc huyen phti trong méi trudng nudi cdy IMDM, 20%
FBS, nudi trong binh nubi cay (Nunc, 25 cm %) sao cho dat mat do 3. 10° te bao/cm’® & didu kién
37DC 5% CO,. Sau 48 glor cac té bao gbc trung md bt dau bam trén be mét binh nubi, thay
mdi truong dé loai bo cac té bao khong bam (céc té bao chét va té bao goc tao mau), tiép tuc
nudi dén khi té bao dat mat do 70-80% dién tich bé mat binh nuéi cay véi ché do thay moi
trurdmg 12 4 ngay/lan.

Khi mat d6 té bao MSC trong binh nudi dat khoang 70-80%, tién hanh ciy chuyen ting
sinh. Céc té bao sau khi dugc cay chuyén 7 lan s& dugc sir dung dé déng lanh. Chat bao quan
lanh dugc sir dung la DMSO, vai ti 1¢ 10%; day la ti 1& dugc sir dung trén héu hét cac dong té
bio sinh dudng va té bao gbc phdi cho ti 1€ song cao sau khi giai dong [3; 5; 6; 7; 11].

y 357 & Phtro’ng phap dong lanh nhanh

Céc té bao gbc trung mo méu cudng rén sau khi nudi cdy trong flask 25 cm® voi mat do té
bio chiém khoang 70% bé mit dugc tach bing trypsmeDTA 0, 25% Huyén phi té bao dugc
li tim 2500 vong/phut trong 5 phut va chinh mét do té bao vé 10° t& bao/ml. Li tdm huat 1 ml
huyen phu trén (2500 vong/phit trong 5 phut) dé thu nhén té bao. Tai huyén phii cin té bao
bing 1 ml mdi trudng déng lanh (twong ung timg mdi trudng), chuyen toan bd huyen phu té
bao trén vao Cryotube 1,8 ml (Nunc). Dan nhan va ddnh dau dong té bao, loai mbi truong
twong Ung trén Cryotube.

Dit céc Cryotube trén vao tu mat 4°C trong 30 phut va chuyén sang ti lanh -20°C trong 45
phut sau d6 chuyén sang ta lanh -80 °C va dé qua dém. Sang hom sau mang cac Cryotube dat
vao binh nito long (- 196 C) dé bao quan. Thi nghiém dugc tién hanh 10 lan lip lai, moi lan
tién hanh 3 mau; m01 mau chira 1 triéu té bao goc trung md. Két qua dugc tinh vé ti Ié phén
trim va xir 1i bing phin mém théng ké Statgraphic version 7.0.

2.3. Phlrorng phip doﬁg lanh cywc nhanh (thiy tinh héa)

Té bao gbc trung mdé mau cuong ron nudi trong flask 25cm? (70% bé mit phat trién), dugc
tach bang Trypsin/EDTA 0, 25%. Huyen phu te bao don thu nhan dwgc li tim 2500 vong/phit
trong 5 phut va chinh mat dg té bao vé 10° t& bao/ml. Hat 1 ml huyén phu trén, li tim 2500
vong/phit trong 5 phat dé thu nhén té bao. Huyen phtl cin té bao véi 1 ml mdi truong déng
lanh (twong Gng tirng moi trudng) vao can té bao trén, chuyén toan bd huyén phu té bao trén
vao Cryotube 1,8 ml. Dén nhédn va danh dAu dong té bao, loai moi trudng tuong Ung trén
Cryotube Dat céc Cryotube vao binh nito 1ong (-196° C) Th1 nghiém dugc tién hanh 10 lan lap
lai, moi lan tién hanh 3 mau; mdi mau chira 1 tridu té bao gbc trung md. Két qua dugc tinh vé
ti 1€ phan trdm va xir li bang phan mém théng ké Statgraphic version 7.0.

24. Phu'O'ng phap dong lanh in situ (d6ng lanh trong binh nuo;)

Té bao gbc trung md méu cuong rén trong flask 25 cm’ phét trlen dén 70% dién tich bé
mit nudi. Do bo dich nudi ra ngoal rira lai té bao 2 lan bing PBSA. B4 sung 4 ml méi trudng
déng lanh (twong {rng timg mai trudng). Dén nhan, viét ki hiéu tuong (ng 1én céc binh nubi va
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dat vao tu lanh 80°C Thi nghlem duoc tién hanh 10 Ian 1ap lai, m&i lan tién hanh 3 mau; mdi
mau chira 1 triéu té bao gbc trung md. Két qua dugc tinh vé ti 1é phén trim va xi If bang phén
mém théng ké Statgraphic version 7.0.

2.5.Phwong phap giai dong

Lay Cryotube ra khoéi binh nito long (- 196°C) hoic 14y flask ra khoi ti ]anh (-80°C). Pat
vio bé on nhiét & 37°C trong 3 -5 phut dén khi tan het d4. Chuyén té bao sang 6ng nghiém vo
tring chira méi trudng IMDM, 40% FBS d lam am. Ly tdm nhe 800 vong/phut trong 3-5
phut. Tai huyén phu té bao trong 1 ml méi truéng IMDM, 20% FBS. Hit 10 pl huyen phu trén
di xac dinh hi¢u qua séng bang cach nhuém dém véi Trypan blue. Phén huyén phu con lai
dugc pha lodng 4 lan, nudi & 37°C, 5% CO, sau 1-3 ngay dé xac dinh kha ning ting sinh va
phét trién.

2.6.Danh gia té bao sau gii dong

Céc té bao sau khi giai déng dugc danh gi4 thong qua 3 chi tiéu: ti 1& séng chét (théng qua
phuong phap dém véi trypan blue), kha nang tw 1dm méi (thong qua phuong phap colony
assay) va kha nang biét héa thanh xuong va ma [10].

Biét hda thanh té bao tao md (adipocyte)

Dé biét héa thanh m&, cac MSC dugc nubi trong mdi trudng IMDM 10% FBS b sung 1
pM dexamethasone, 200 uM indomethacin, 1,7 pM insuline, 500 uM isobutyl-methylxanthine
(Sigma). Sy biét héa duge ghi nhan khi quan sat dudi kinh hién vi & d phéng dai X20, X40
thay c6 su xuét hién cc giot m& nho.

Biét hod thanh té bao tao xwong (Osteoblast)

Cac té bao MSC duge nudi trong méi truong IMDM 10% FBS bd sung 100 nM
dexamethasone, 50 pg/ml L-ascorbic acid 2-phosphat (AsAP) va 100 mM B-glycerolphosphate -
(Sigma).

Phén tich RT-PCR

Kiéu hinh cua té bao tao xwong dugc danh gia thong qua sy biéu hién cta cac gen marker
nhur osteopontin (hOSP) va osteocalcin (hOC).

RNA dugce tach tir 3-30. 10° té bao MSC sur dung TRI reagent (Sigma) theo hudng dan nha
san xuat. Phén ung RT-PCR dugc tién hanh sir dung Kit one-tube ciia Stratagene. Trong tat ca
céc phan g sir dung beta-actin nhu 12 mét ddi chlmg ndi. Phan tng PCR duoc tién hanh theo
chu trinh san: 94°C frnncr 40 gidv. 56°C trone 50 gidv, va 72°C trone 60 oidv véi 40 chu ki

A LiE1 WA LE. TV Bldy, SV v MULE JU glay, Ik N u\lll& VUV giay VUL TU Wiil D,

sau thcrl ki bién tinh 94°C trong 5 phut. Sau 49 chu ki, tién hanh G thém 7 phut & 72°C va lam
lanh xudng 4°C trong 5 phit.

Cac primer s dung cho RT-PCR véi trinh ty nhu sau: Osteocalcin: sense 5°-
CGCAGCCACCGAGACACCAT-3’, antisense 5-GGGCAAGGGCAAGGGGAAGA-3’
(405bp); Osteopontin: sense 5’-CTAGGCATCACCTGTGCCATACC-3°, antisense 5’-
CTACTTAGACTACTTGACCAGTGAC-3* (330 bp), Beta-actin, Sense: 5°-
CCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC-3’, antisense: 5°-
AGGGTACATGGTGGTGCCGCCAGAC-3’ (587 bp).

Két qua RT-PCR duoc chay dién di trén gel agarose 3%, quan sat két qua dudi ban den
Uv. :
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3.KET QUA-THAO LUAN

3.1.Ti 1 phén trim té bao sdng sau khi dong lanh bing phwong phip déng lanh
nhanh

Dua vio két qua cho thiy sy khac biét rd rét ti 18 phén trim cla té bao song giira 3 moi
truomg. O mdi trudng 1 véi ti 18 té bao sdng 14 23,5172 % thip hon rat nhiéu so v&i méi truong
2 12 64,7806% va moi truong 3 1a 78,2187%.

Ba méi trudng str dung, chi khdc nhau vé ndng d6 huyét thanh bd sung, diéu nay goi cho
chéy riing ndng do huyét thanh da anh huéng dén sic sdng sot clia té bao khi dong lanh.

Nhiéu nghién ciru tir tréc dén hién nay déu cho théy huyét thanh c6 vai tro cue ki quan
trong trong nudi cdy té bao, voi nhiéu thanh chua biét rd; huyét thanh c6 thé hdi phuc mang té
bao, trung hoa tinh doc ciia DMSO, dém pH tdt, diéu hoa ap suat thAm thiu... vi thé v&i nong
d6 huyét thanh cang cao thi ti 1¢ sdng cua té bao cang cao.

3 d6 tin cay 95% (LSD = 95%), sw khac biét ¢6 y nghta thong ké v& ti 1¢ phén trdm t€ bio
séng ciia ba moi trudng 12 khéc nhau va ti 18 nay ting dan tir mdi trudng 1 dén méi truomg 2 va
mdi truong 3.

3.2.Ti 1é phan trim té bao song sau khi gidi dong & phwong phip dong lanh cuc
nhanh

Sau khi giai dong, ti 1& té bao séng & 3 moi trudng la: moi truong 1 1a 65,2116 % ; mdi
trrong 2 12 53,3749 % va m6i trudmg 3 12 60,3556 %.

Theo két qua nay, dudng nhu rang ndng do huyét thanh khéng dnh hudng quan trong dén
ti 18 sbng cita té bao sau khi giai déng. Ti 1& phan trim céc té bao song sau giai dong khéng c6
s khac biét cé y nghfa théng ké. Diu nay c6 thé giai thich nhur sau:

Khi tién hanh phuong phéap déng lanh cuc nhanh, sau khi cho mdi truong dong lanh vao té
bio, t& bao trong mdi trudng bao quan duoc dit truc tiép vao binh nito léng & nhiét 6 -196°C,
trong té bao xay ra hién tugng hinh thanh tinh thé thiy tinh (glass) thay vi hinh thanh bang da
(ice) ndi bao. Tuy nhién, vi nhiét d6 giam qud nhanh tir 25°C cua nhiét d6 phong xudng -196°C
trong 1 - 2 gidy hay giam téc d9 12.000°C/phut; thoi gian dé té bao mat nudc khi bd sung chét
déng lanh vao qua ngin nén van con mét lugng 1én nuée 1On tai trong té bao chit cua té bao
khi déng lanh. Tuy rang nhiing phan tir nwéc nay khong gdy hai cho té bao vi chung ton tai &
dang tinh thé thiy tinh (kinh) nén khéng lam chét té bao. Song, van dé nghiém trong c6 thé
xdy ra & qua trinh giai dong. Khi giai dong, té bao & -196° C vé 37°C, nén cac tinh thé thiy
tinh chuyén tir trang thai ndy sang trang théi tinh thé d4 rdi trd lai trang thai long. Vi thé, khi
¢ su xuat hién céc tinh thé d4 1a nguyén nhan gy chét té bao. [1; 2; 9]
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Hinh 1. Ti 1§ phén trim té bao song sau khi dong lanh bing phuong phép déng lanh nhanh (a), cuc
nhanh (b), va in situ (c). (d) Ti 18 phan tram té bao song trong cac phuong phap va méi truong déng lanh
khéc nhau. ,

Thét vy, nhiéu nghién ciru khi tién hanh déng lanh phdi bang phuong phap nay, céc tac
gia phai sir dung méi trudng c6 4p suit thAm thdu cao hon méi trudmg déng lanh té bao theo
quy trinh binh thuong (3 budc) dé loai bd nhanh chéng céc phén tir nude ndi bao, lam giam sy
hinh thanh céc tinh thé d4 khi giai dong; va khi dé ti 1¢ séng s& dugc cai thién.
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Trong qua trinh dong lanh 3 budc (nhanh); té bao chiu tic dong giam dan cua nhiét do
trong trang thai tiép xtic v&i chat doc DMSO, trong khi chung chua hoan toan ngimg tang
trudng nén nbng d6 huyét thanh cang cao sé gilp té bao giam dugc cac tac dong bat loi cia
DMSO gay ra. Trong khi do, trong quy trinh déng lanh cuc nhanh, thoi gian té bao chuyén tir
trang thai con song vé trang thdi tiém tang qua ngin nén huyét thanh khong phat huy dugc vai
tro han ché tac dong x4u cia DMSO. 13l

3.3.Ti Ié phén trim té bao song sau khi giai dong & phwong phap dong lanh in situ

Trong phuong phap doéng lanh in situ, ti 1é song cia té bao sau qua trinh dong lanh la
khéng cao, & ca ba méi trudng déu thap hon 50% te bao song. Ti Ié té bao séng & moi truong |
luén thap hon méi truong 2 va méi trudong 3 vi nong do huyét thanh trong méi truong dong
lanh thip chi chlem 10%. Diéu nay mét lin nita khang dinh anh hudng cua huyét thanh dén su
sdng s6t ctia cac té bao trong céc qud trinh dong lanh nhiét d¢ ha cham.

o mdi trudng 2 va méi trudng 3 vai ndng dé huyét thanh khac nhau nhung ti 1¢ phan trim
té bao séng sau khi giai déng 1a nhu nhau. Dleu nay co thé giai thich 1a & phuong phap dong
lanh nay huyét thanh anh hudng dén sirc sdng cua té bao 1a ¢ ngudng tac dong (tuy nhién
ngudng nay chua xac dinh trong nghién ctu nay)

Nhiéu nghién cuu tién hanh dong lanh té bao gbc tao mau, té bao goc trung mé tir tuy
xwong va té bao goc phdi cho thdy hau hét céc két qua véi ti 1é phan trdm té bao song sau giai
dong cao dugc de nghj la 40-50% huyét thanh bd sung trong moi trudng nudi. Diéu  nay c6 thé
suy luédn rang, néu sir dung ndng do huyét thanh thip thi ti 1& phan tram té bao song sOt sau
giai d6ng thap hon hay 1a ngudng ndng dd 40-50% la cho két qua tdt. Viéc ting nong dd huyét
thanh cao hon khéng dugce de nghi trong hau hét cac nghién ciru vi gia thanh cia té bao sau khi
giai déng ting rit cao (huyét thanh 13 thanh phan chiém dén 99% gia cia mot méi trudng
nudi).

O d tin cay 95% (LSD = 95%), cho thay su khéc biét c6 y nghia thdng ké vé ti 1é té bao
song ¢ moi trudong 1 so véi mbi tnrong 2 va méi truong 3. Trong khi d6, méi trudng 2 va moéi
trudng 3 khong co sy khac biét ¢6 y nghia thong ké.

3.4.Ti 1€ song ciia cic té bao & cac mdi truong va cac phuong phap dong lanh khac
nhau

Trong méi trudng 1 (10% FBS), ti I¢ phan tram té bao séng sau khi giai dong giira hai
phuong phép in situ va déng lanh nhanh la tuong duong nhau (23,4887% va 23,5172%);
phuorng phap dong lanh cyc nhanh cho ti 1€ phan tram té bao sbng rét cao so véi hai phuong
phap con lai (gp chimg 2,5 I4n). Diéu nay c6 thé giai thich:

Trong phu'O’ng phap dong lanh nhanh va in situ, té bao chuyen tir nhiét d6 25°C xudng -
80°C cham, v&i nong do huyét thanh thap, nén sb luong té bao chét nhiéu. Trong khi do, &
phuong phap dong lanh cyc nhanh, do sy thay ddi nhiét d6 cuc nhanh nén tic dong ciia DMSO
lam hai té bao giam.

Diéu thay 15 hon trong mdi truong 2 khi déng lanh bang 3 phuong phép trén. O moi
truong voi nong do huyét thanh cao (50%), stic song ciia té bao tang lén déng ké, goi y cho
rang doc tinh cia DMSO giam khi ndng d6 huyet thanh tang. Ti 1¢ phan tram té bao song trong
3 moi truong cd su khac biét co y nght thong ké. Ti 1€ phan tram té bao sdng cao nhit &
phuong phap dong lanh nhanh. Nhu vay, néu déng lanh véi mai truong cé 50% FBS trong méi
trudng nudi va bing phurong phap dén g lanh nhanh thi s& c6 ti I& té bao séng cao nhét.
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Trong mdi truéng 3, ti 1¢ té phan trim té bao séng cao nhét van dugc ghi nhan & phuong
phap dong lanh nhanh. C6 1§, trong phuong phap nay nhiét d§ giam tir tr, néu bo sung nong do
huyét thanh thich hop thi sitc song ctia céc té bao sau khi giai dong kha cao.

Tém lai, cac phuong phép dong lanh khac nhau khi tién hanh dong lanh véi mot moi
trudmg dong lanh s& cho két qua ti 1¢ phan trim té bao sbng khac nhau.

3.5.Sy twong quan hoi quy giira nong d¢ huyét thanh trong méi trudng bao quan va
ti 1é sdng sot sau giai dong

Céc két qua thuc nghiém dugc phan tich ANOVA cho thay:

Trong phuong phap dong lanh nhanh ndng d6 huyét thanh c6 anh hudng dén ti 16 phim
tram té bao sbng sau khi giai déng: & nong do huyét thanh cang cao, ti 1é séng cao. Tuy nhién,
khi phan tich ANOVA cho thdy su twong quan nay khong tuyén tinh hay néi cich khic khi
ting ndng do huyét thanh cang cao thi ti 18 phén tram t_é bao sén’g khong tang theo. Mot lan
nita cho thiy, sur tac déng cta huyét thanh lén ti 1€ phan trdm té bao song sau giai dong la
ngudng tac dong. '

Trong phuong phap dong lanh in situ: ndng do huyét thanh ciing cé anh hudng dén sirc
sbng cuia té bao sau giai déng. Céc sb liéu cho thiy, stic song ciia t& bao & ndng d6 huyét thanh
50% va 90% la nhu nhau nhung cao hon cé y nghia théng ké & ndng d6 huyét thanh 20%. Nhu
viy, trong thi nghiém, ngudng tic dong lén sirc sbng cua té bao dong lanh khi giai dong cho
thay 15 rét. Su twong quan cua ti 1 phan tram té bao song sau khi giai dong va ti I¢ phan trim
huyét thanh 1a khong tuyén tinh hay chi tuyén tinh trong mt khoang nao d6 (c6 thé dudi 50%
huyét thanh) ma nghién ctru chua xéc dinh.

Trong phuong phép déng lanh cyc nhanh: su tuong quan giia ti 18 phén trim té bao séng
va ti 1é pham trim huyét thanh 12 khéng co.

Nhu vay, tir cic phan tich trén c6 thé két luan réng: su tac dong cua huyét thanh Ién sirc
séng cta t& bao c6 ¥ nghia khi té bao chim trong mdi trwong bio quan tiép xic DMSO va nhiét
d6 giam tir tir. Vai tro bao vé ctia huyét thanh khong thay rd khi tién hanh déng lanh cuc nhanh
(hay giam nhiét d6 cuc nhanh). Trong nghién ciru, chua xéc dinh tac dong c6 hay khoéng cua
huyét thanh 1én sirc séng khi déng lanh cye nhanh (khéng c6 tién hanh bio quén té bao trong
mdi trudng khéng cé huyét thanh).

3.6.Két qua xac dinh colony assay

Két qua dém cac colony hinh thanh tir cic té bao con song sau giai dong cho thdy, 100%
céc té bao con sdng sé hinh thanh céc tip doan sau 24 gid, 48 gio. Sau 7 ngay, cac colony hop
dong va mat do dat tir 70-80% dién tich bé miit binh nuéi.

Cac té bao sau khi giai dong da cdy chuyén 3 1dn (dén thoi diém viét béo cdo) va van cho
thdy kha nang ting sinh manh.
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Hinh 2. K&t qua xét nghiém colony assay. Cac cym té bao hinh thanh sau khi nudi cdy 3 ngay (a), 5
ngay (b), 7 ngay (c) va 10 ngay (d).

Qua trinh tang sinh hinh thanh tip doan va hqp dong ciia cac té bao sau khi gla’u dong la
twong tu voi cac té bao trudce khi déng lanh. Thoi g:an thé he clia cac té bao duoc xac khoang
24 gio. Két qua néy tucmg ty véi cac nghién ciru cia mt s tac gia khac trén thé gigi vé thoi
gian thé hé cac té bao gbc trung mé tir tity Xuong ngudi.

3.7.Biét ho4 hanh té bao tao m&

Sau 48 gid;, cac té bao bat du tich tu cac giot m& trong té bao chit. Cac giot m& nhd gop
lai dan thanh céc giot 16n. Cac glot m& 16n sau d6 s& gép lai thanh giot m& 1én hon chiém gan
hét thé tich t& bao va ép nhén teé bao ra ngoal Vi thé, chiing tir dang dai, trai rong chuyen sang
dang béu duc va cudi cung 1a hinh tron. Céc té bao tao m& vé&i hinh dang tron bét diu xuét hién
vio ngay thir 7 sau khi tién hanh cam tng.

Hinh 3. Té bao sau khi biét hoa trong mdi Inrcmg cam img tao m& 7 ngay. (a) Té bao trude khi cam ung
biét hoa, (b) Té bao sau khi cam g biét hoa.
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Sw xuét hién céc giot md c6 thé quan sat du6i kinh hién vi dao ngugc & d6 phong dai 200
hay 400 lan. Duéi kinh hién vi, cdc giot m& c6 dang tron, phan chiéu anh sang.

3.8.Biét hoa thanh té bao tao xwong

Sau khi nudi trong mdi trudng biét hoa, sau 7 ngay, cac té bao bt dau chuyén tir dang dai
sang dang tron va hinh hat dau. D6 12 hinh dang dic trung cua té bao tao xuong (osteoblast).
Khi dugc cam tmg biét héa, hau nhu tét ca cac té bao déu ngimg phén chia. Py ciing la mot
dAu hiéu cho thdy té bao gdc da biét héa thanh té bao chic ndng. Diéu nay ciing ding véi
trudmg hop khi cam tmg biét héa MSC thanh té bao tao md.

Céc t& bao sau khi cam trng biét héa dwong tinh véi cac marker cho té bao xuong la
osteocalcin va osteopontin khi x4c dinh bang RT-PCR.

M 1 2 3

(b)
Hinh 4. (a) Té bao géc trung md khi chua biét hoa, (b) Két qua chay RT-PCR ¢ la mdu té bao géc trung
mé sau khi biét hoa xwong. M: thang chuén (100 bp), 1: osteopontin, 2: osteocalcin, 3: beta actin.

4. KET LUAN

Phuong phép dong lanh nhanh v6i mi trudng 90% FBS va 10% DMSO cho két qua tot
nhét (78,22% té bao séng sau giai déng) trong cic phuong phap khao sat. Trong phuong phéap
ddng lanh cuc nhanh, sirc sbng ctia té bao sau khi giai dong trong 3 mdi trudng bao quan chira
10% DMSO va lan luot 20%, 50% va 90% FBS la twong dwong nhau (khoang 60%). Trong
phuong phép d6ng lanh in situ: s séng té bao trong ba méi truong la khéc nhau, ti 1& song
cao hon & moi truong 2 va 3 véi 10% DMSO, 50% va 90% FBS; nhung thép hon 50% té bao
sdng sau khi gii dong.

Trong ba phuong phép déng lanh, dit & mdi trudng nao thi ti 1¢ phén trim té bao sbng cla
phuong phap déng lanh nhanh ciing cao hon phuong phap déng lanh in situ, va tuong déi cao
hon & phuong phap dong lanh cyc nhanh. Téc dong cua huyét thanh 1én sirc séng té bao sau
khi giai dong la cd, nhung chi tdn tai trong mot ngudng nhét dinh (c6 thé 1a 50%).

Tinh géc ciia té bao gbc trung md mau cudng rbn sau qué trinh déng lanh béng ba phuong
phdp v&i ba méi truong khac nhau s& khong thay dbi, tiém ning tang sinh va phét trién ciia
chiing truéc va sau khi giai dong 1a nhu nhau.

Dé bao quan té bao géc trung mé tir méu cubng rén, néu sir dung dong lanh nhanh thi nén
chon moi truomg déng lanh 12 90% FBS va 10% DMSO. Néu sir dung phuong phap cuc nhanh
thi nén chon méi trudng véi 10% FBS va 10% DMSO vi s& giam gia thanh. Phuong Phép nay
ciing ¢6 loi diém khéc Ia tién hanh rit nhanh (chi trong 15 phut, ké ca thoi gian dua té bao vao
cyotube) véi phuwong phap dong lanh nhanh (tén chimg 3 gid dé dua vao nito 16ng). Phuong
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phap dong lanh in situ di v6i mi truong 6 ndng do huyét thanh cuc cao (90%) ciing cho ti I¢
phén tram té bao séng rét thip (<50%). Song phwong phap nay c6 nhiéu wa diém: (1) khéng sur
dung cryotube, (2) Giam thao tac thu nhén té bao nén giam nguy co nhiém), 3) Tién hanh rat
nhanh (chirng 2-3 phut), (4) Khéng can str dung binh nito léng, (5) Chi phi thép.

INVESTIGATING COOLING RATE AND FETAL BOVINE SERUM
CONCENTRATION ON SURVIVAL AND STEMNESS OF MESENCHYMAL
STEM CELLS AFTER CRYOPRESERVATION

Pham Van Phuc'”, Nguyen Thanh Tam®, Vuong Thi Hong Nhung"
Duong Thi Bach Tuyet®”, Phan Kim Ngoc®”
(1)University of Science, VNU-HCM
(2)University of Pedagogy, HCM city

ABSTRACT: Mesenchymal stem cells (MSCs) can be derived from many different
sources. Umbilical cord blood is a rich source of MSCs. The cryopreservation of MSCs that
MSCs are still alive and differentiate into many different kinds of functional cells is very
important. The aims of this research are to identify ratio of alive and dead cells as well as
stemness of them afier thaw. The results showed that the stemness was not affected by
cryopreservative protocols or media. All cells being alive after thaw could form colonies and
differentiate into adipocytes and osteoblasts. Ratio of alive and dead cells was affected very
much by cryopreservative protocols and media.

Keywords: Mesenchymal stem cell, cryopresevation, umbilical cord blood, stemness.
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