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TOM TAT

Nghién citu nay khao sat kha ning tai ma hoa thanh té bao nguyén bao sgi cia nguai thanh té bao gidng té
bao gan bang biéu hién qua mirc HNF4¢. Té bao nguyén bao soi dugc phan I4p va nhan nuéi tir md da bao quy
dau cua bénh nhan khoe manh hién ting. Gen HNF4a dugc biéu hién qua mic thdng qua hoat héa bing
Doxycilin vector biéu hién gen Tet.on-eGFP-HNF4a. Té bao sau qué trinh xir 1y tai md hoa dwoc danh gié su
thay doi hinh théi, biéu hién céc protein dic trung té bao gan nhu: albumin, a-fetoprotein (AFP) va HNF4a sau
khi nhudm mién dich huynh quang va kha ning tich liiy glycogen trong té bao bing phuong phap nhuém PAS.
Nghién ctru da phan 1ap va nhan nudi thanh cong té bao nguyén bao soi. Két qua cho thy sau chuyén gen, vector
Tet.on-eGFP-HNF4a biéu hién trong hau hét té bao va khong anh huong dén tdc do ting truong cua té bao. Té
bao sau hai tudn xir ly c6 hinh théi tuong tu té bao gan, biéu hién duong tinh khi nhugm albumin, AFP, HNF4o va
PAS. Nghién cau da tao dwoc té bao c6 mét sé dic trung cua té bao gidng té bao gan tir nguyén bao soi, tuy
nhién cin céc nghién cau khao sat dé danh gia muc do hoan thién cua loai té bao nay.

Tir khéa: Tai ma hoa, bidu hién qua muc, HNF4a, nguyén bao soi, hé théng Tet-On, té bao gan

MO PAU

Té bao gan phan lap tir md gan ngudi dugce danh
gi la tiéu chudn vang cho céc nghién ciu y sinh va cac
thr nghiém dé phéat trién cac loai thubc méi
(YYamaguchi et al., 2019). Tuy nhién, nguon hién ting
gan dé phan tach té bao cho cac dinh huéng trén vo
cuing han ché. Do vay viéc nghién ctru tao ra ngu0n té
bao c6 kha nang thay thé t& bao gan l1a nhu cau thiét
thuc (Yamaguchi et al., 2019). Ddi véi liéu phéap cay
ghép té bao gdc dé biét héa in vivo, Liu va cong su
(2011) da thong bao két qua cho thiy ¢ nhiing chuot
cdy ghép 2x10°té bao gbc cam tmg ngudi, ty 16 té bao
biéu hién albumin (ALB) nguoi trong mé gan chut la
13% va ti 1& nay dat 35% khi ghép 7x108té bao. Té bao
gan cam ung (induced hepatocytes- iHeps) cua ngudi
¢6 ngudn gée in vitro da duoc x4c dinh ¢é kha nang tich
hop v&i mach méau caa vat chua trong vong 48 gio sau
khi cdy ghép va tiét ALB nguoi ting ¢ ngay thir 10 sau

khi ghép la 50-3900 pg/mL (Carpentier et al., 2014).
Nhitng nghién ciru ciy ghép té bao iHeps va té bao gan
phan lap tir md gan trén mo hinh chudt da cho thay c6
su twong ddng vé hiéu qua trong cdy ghép cua hai loai
té bao nay (Yamaguchi et al., 2019). Di véi dinh
hudng muc tiéu dang iHeps lam té bao sang loc va thir
nghiém thudc, Kim et al. (2019) da chimg minh khéng
c6 su khac biét vé biéu hién cac gen chi thi trong thir
nghiém trén té bao iHeps va té bao gan.

Té bao nguyén bao si ¢ kha nang chuyén biét hoa
thanh té bao gan ca trong diéu kién in vivo (Song et al.,
2019) va in vitro (Huang et al., 2019). Khi ciy ghép té
bao nguyén bao soi vao chudt da bi lam suy yéu chic
nang gan tuong tw bénh xo gan, Song et al. (2018) da
nhan thay cac té bao nay da chuyén sang trang thai
tuong tur te bao gan. Céc té bao iHeps duoc tao ra trong
co thé sdng nay c6 biéu hién twong tu véi cac té bao
gan noi sinh (eHeps) va ciing c6 cac dac diém chirc
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nang twong tu, chang han nhu tiét albumin, tong hop
uré, hoat dong cua cytochrome va kha nang dap tng
thubc (Song et al., 2019). Nakamori et al. (2017) da
thong béo vé kha ning chuyen biét hoa té bao nguyén
bao sgi cia ngum sang té bao gan cam ing iHeps bang
céch biéu qua mac mot tap horp céc yeu t6 phién ma.
Cac iHeps thu dugc trong cac bao cao khac nhau cho
thdy su biéu hién rong réi ciia cac gen lién quan dén
chirc ning trao ddi chat cua té bao gan, phan anh sy
truong thanh vé chie nang khi hoat héa biéu hién cac
gen hay nhdm gen khac nhau (Nakamori et al., 2017).
Mot cong bd gan day cho thay, gen HNF4a ¢6 vai tro
va uu thé trong viéc tai biét hoa tao té bao giéng té bao
gan (Yamaguchi et al., 2019).

La mot thanh vién trong nhom HNF-4 nén HNF-
4a ciing 1a mot yéu t phién ma lién két véi DNA can
thiét cho qua trinh phién ma cho cac gen dic trung.
Gen nay dong mot vai tro quan trong trong su phét
trién cua gan, than, tuyén ruot. Gen HNF-4¢ di duoc
chang minh c6 thé hoat dong nhu mot gen didu phbi
trong cac tac nhan phién ma trong qua trinh dinh
huéng biét héa thanh té bao gan (Ishii et al., 2008).
Viéc tng dung tac nhan HNF-4a dé biét hoa té bao
nguyén bao soi thanh té bao gan, cho dén gan day da
c6 mot cong b tac dong vao qua trinh biéu hién cua
gen ndy dé tai 1ap trinh tao té bao chic ning gan
(Simeonov et al., 2014; Nakamori et al., 2017;
Ballester et al., 2019). Tuy nhién, c&c nghién ctu nay
sir dung phuong phép chuyén nap gen théng qua hé
thdng lenti-virus. Trong khi d6, hé théng Tet-On c6
mot s6 loi thé so voi cac hé théng biéu hién gen dugc
diéu hoa khac (Yamaguchi et al., 2019). Trong nghién
clru nay, chung t6i trinh bay két qua budc dau vé kha
nang sir dung hé thong Tet.On dé biéu hién qua muc
gen HNF4a nham chuyén biét hoa té bao nguyén bao
soi thanh t& bao c6 mot sb dic trung cua gan.

VAT LIEU VA PHUGNG PHAP NGHIEN CUU
Phwong phap phan lip té bao

Té bao nguyén bao soi dwoc phan lap tir mau da quy
d4u. Miu da quy dau duoc thu nhan tai Bénh vién Sanh
PN tir nhitng bénh nhan khoe manh hién ting. Mau xu
Iy va nhan nudi trong moi truong DMEM/F12 bé sung
10% FBS, 10 ng/mL FGF, 10 ng/mL EGF, 2 mM L-
glutamine, 1x khang sinh (tir dung dich 100x bao gom:
10.000 U/mL Penicillin, 10.000 pg/mL Streptomycin va
25 pg/mL Amphotericin B) (Sigma, Hoa Ky).

Phwong phap chuén bi vector

Vetor mang gen HNF-4o la san pham dé tai
VAST.DL03/16-17, dugc chuan bi theo phuong phap
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gan vao vector Tet.On. Gen HNF-4a duoc tong hop
sau d6 chuyén vao vector pTRE-tight-Bl (Clontech,
Japan) nho xUc tac cta enzyme T4 ligase (BioBasic,
Canada). Tiép theo, DNA plasmid cé chira gen HNF-
40, dugc cit bang cap enzyme BamHI-Nhel dé tach
doan gen HNF4¢/ 111111[1-Bl. Doan DNA nay dugc
chuyén sang vector Tet.On system (mang gen eGFP)
dé dugc vector cudi Tet.on-eGFP-HNF4a..

Phwong phip bién nap vector tai to hop vao té bao

Vector biéu hign Tet.On-eGFP-HNF4o. duge dua
Va0 té bao nguyén bao soi dya vao bo kit Lipofectamine®
LTX DNA Transfection ctia hang Invitrogen (My). Céc
budc thi nghiém duoc lam theo hudéng dan cia nha san
xuét. Két thic qua trinh chuyén gen, t& bao duoc chuyén
sang nudi trong moi truong DMEM low glucose (1g/L),
b6 sung 10% FBS (fetal bovine serum), 5 ng/mL EGF
(epidermal growth factor), 50 1U Penicillin, 50 mg/mL
Streptomycin, 10 pg/mL Ciprofloxacin. Thoi gian nudi
cay 3 ngay, & 37°C va cip khi CO, 5%. Dé hoat héa biéu
hién ciia gen HNF4q, méi truong nudi cdy s& duoc bd
sung Doxicyclin néng d6 100 ng/mL trong 24 gio nudi
cay tiép theo.

Panh gia té bao sau biét hoa

Té bao nguyén bao soi sau khi hoat hoa dé tai biét
hoa tao té bao chirc nang gan sé duoc theo ddi va danh
gia té bao tai cac thoi diém 1 tuan, 2 tuan va 3 tuan.
Panh gia té bao tai cac thoi diém nay dua vao thay doi
hinh thai, nhuém nhan va nhuém PAS. Qua trinh
nhudém duoc tién hanh theo hudng dan cua bo kit
Schiff (Sigma-Aldrich).

Nhudm mién dich huynh quang kiém tra chi thij té
bao gan

Dé nhudm mién dich huynh quang, rira nhe té bao
v6i mdi truong rira té bao sau khi hit méi truong cii
ra. Tiép theo, mau dugc cd dinh véi 4% parafor-
maldehyde trong 10-20 phut ¢ nhiét d6 phong, rura lai
2-3lan bang moi trudng ria. Tiép nita, mé rong mang
té bao dé tang tinh thAm bang cich nhudm véi 0,1%
Triton X-100 c6 mat PBS trong 15 phat rdi rua lai
voi PBS, blocking vdi 3% BSA trong PBS véi 0,1%
Triton X-100. Sau d6 cac dia duoc u voi khang thé
don dong trong bd kit cua hang Santa Cruz
Biotechnology, INC bao gom, HNF4A(H-1):
sc374229, AFP(C3) sc 8399, ALB(E11): sc-271601
(pha lodng 1: 300 trong PBS) trong 1 gid. Budc song
kich thich dé khang thé phat huynh quang la 488 nm.
Phd huynh quang phat ra dugc thu & bude song 450—
605 nm, sir dung kinh hién vi Nikon Ti2.
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Phuwong phap nhudm Periodic Acid-Schiff

Glycogen tich Iiy trong t& bao dugc phan tich
bang phuong phap nhuom bang Periodic Acid-Schiff
(PAS). Pia nudi c6 chira cac té bao duge cb dinh trong
4% paraformaldehyde va thdm mang bang vai 0,1%
Triton X-100 trong 10 phit. Cac miu té bao nay sau
d6 duc tién hanh oxy héa trong 1% axit periodic trong
10 phat, rira lai 3 lan trong nude khir ion (dH,0),
nhudm bang thude thuée nhudém Schiff trong 20 phut
& nhiét @6 phong va rira trong dH,O cho 5-10 phut.
Nhén t& bao dwoc nhudém mau véi Hematoxylin
Mayer trong 1 phit, rira lai bang dH,O va danh gia
dudi kinh hién vi quang hoc.

KET QUA VA THAO LUAN
Phan lap nhan nudi té bao nguyén bao s¢i

Sau 2 tuan nubi cdy, tir mau da quy dau cac té bao
nguyén bao soi bt diu moc ra tir ria, bam vao mit dia
nubi. CAc té bao ban dau thuong khong dong nhat va
c6 chira mot sb té bao té bao hinh tron xen 13n hau hét
cac té bao dang thoi, thuén dai. Bén tuan thir ba cua qua
trinh nudi cdy, cd thé quan sat thay nhiéu té bao biéu
hién hinh thai hinh thoi voi su sip xép ngay cang sét
nhau va nhan caa ching cé hinh bau duc déu din, l6n
va rd rang. Sau ba lan ciy chuyén, t& bao c6 dang thoi,
thuén dai, cac té bao ddng nhit va bam dinh vao bé mat

dia nudi. Tién trinh xuat hién, ting sinh va hinh thai cia
té bao thu nhan dugc déu cé sy trong dong vai két qua
nhan nudi té bao nguyén bao soi tir da nguoi theo cong
bé cua Keira et al. (2004). Phuong phap phan lap té bao
nguyén bao soi tir md da nguoi bang manh mé dugc
danh gi4 1a phuong phéap hiéu qua nhat (Huschtscha et
al., 2012). Biéu nay s& gilip mé rong tinh hitu dung cua
c4c nguyén bao soi binh thudng ciia nguoi ddi voi cac
nghién ciu vé sinh hoc té bao va hoat dong diéu khién
bo gen chirc ning lién quan dén cac nghién ciu thao tac
di truyén (Huschtscha et al., 2012).

Bién nap vector vao té bao va anh hwéng 1én tée do
ting sinh cia té bao

Sau 24 gio bién nap vector mang gen HNF4a, té bao
duoc hoat hda bang Doxiciline dé hoat hda qua trinh tong
hop céc protein. Két qua cho thdy hau hét té bao c6 biéu
hién ciia gen eGFP (Hinh 1A). Két qua trong hinh 1B
cho thay, khong c6 su sau khac giita 16 d6i chung va 16
chuyén gen nhung khong hoat hoa bang Doxycyclin.
Trong khi d6, toc d6 tang sinh té bao giam rd rét trong 16
duoc hoat hda bang Doxycyclin. Theo Vuong et al.
(2015), HNF-4« Ia mot trong nhitng gen hoat dong (rc
ché tang sinh té bao. Két qua cho thay, tir két qua biéu
hién gen eGFP va tdc do tang sinh cua té bao cho thay
vector Tet.on-eGFp-HNF4o. da hoat héa tong hop cac
protein tuong ung.

St sinh trwéng cla té bao sau khi chuyén gen
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Hinh 1. Té bao bidu hién protein eGFP (A) (6 phéng dai anh 200x) va tdc dd sinh trwdng cla t& bao sau khi hoat héa bang

Doxicylin (B).
Biéu hién hinh thai té bao sau chuyén gen

Sau khi chuyén vector mang gen HNF4¢, sir dung
kinh hién vi quan sat hinh théi va ghi nhan sy thay d6i
hinh théi té bao moi ngay. Két qua cho thay hinh thai
ddc trung cua té bao nguyén soi (Hinh 2A) ¢6 su
chuyén bién theo xu huéng co ngin lai sau mot tuan

(Hinh 2B). O tuan th 2, té bao c6 dang da giac vai ty
I giita thé tich nhan té bao va té bao chat tang 1én,
hinh thai nay tuong tw véi t& bao nhu mé gan (Hinh
2C). Xu thé chuyén dbi hinh thai té bao trong qua trinh
tai ma hoa ciing da dugc d& cap trong nhiéu nghién
cau (Ballester et al., 2019; Xie et al., 2019). Tuy
nhién, trong cac nghién ctu ndy thoi gian danh gia té
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bao c6 dang té bao gan c6 khac nhau. Trong nghién
ctru cua Ballester et al. (2019), nhom tac gia khong dé
cap t6i thoi gian danh gia trang thai té bao. Trong khi
d6, cong bd cua Xie et al. (2019) hinh dang té bao
dugc danh gia sau 15 va 30 ngay. Két qua tir ngay 15,
té bao bit dau c6 hinh dang cua té bao nhu md gan va
ngay thtr 30 toan bo té bao twong ty vai hinh thai té
bao gan phan lap tir mé gan (Xie et al., 2019).

Nguyén Vin Hanh et al.

Két qua nhuom mién dich té bao sau 2 tuan xu ly
duoc thé hién & hinh 3. Két qua cho thiy, cac té bao déu
¢6 biéu hién dwong tinh véi cac chi thi dic trung coa té
bao gan nhu AFP, ALB va HNF4o.. Két qua nhuom mién
dich huynh quang cac chi thi AFP, AIB va HNF4o dé
danh gia dac trung té bao gan sau tai mé hoa cho thiy c6
su tuong dong véi cac cong bé trude day (Simeonov etal.,
2014; Ballester et al., 2019; Xie et al., 20).

Hinh 2. Hinh thai té bao thay di trong qua trinh tai ma hoa. A) Té bao dang hinh thoi (36 phong dai 200x), B) Hinh thai té bao
sau 1 tuan xt ly (80 phdéng dai 200x) va C) Hinh thai té bao sau 2 tuan x& ly (d6 phéng dai 200X).

00+

Hinh 3. Hinh anh t& bao nhuém mién dich huynh quang. A) t& bao nhudém véi AFP, B) t& bao nhuém véi ALB va C) té bao

nhudm v&i HNF4« (B9 phong dai 400x).

Hinh 4. Két qua nhuom PAS, A) té bao khong b6 sung Doxycylin am tinh khi nhuém PAS, B) Té bao chuyén gen, hoat hoa
bang Doxycylin dwong tinh khi nhudém PAS. (d0 phong dai dnh 100x).
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Két qua té bao sau 2 tuan xu Iy nhuom véi PAS
duoc thé hién trong hinh 4. Két qua cho thiy, & té bao
khong hoat hoa biéu hién HNF4« té bao khdng bit mau
khi nhuém PAS (Hinh 4A) va té bao bat mau véi PAS
& 16 hoat héa bang Doxycylin dé biéu hién HNF4a
(Hinh 4B). Kha ning tich liiy Glicogen cua té bao dugc
thé hién trong phan tmg nhudém PAS. Két qua thu dugc
tuong tu véi thong bao cua Ballester et al. (2019).

Trong nghién ciru nay, ching t6i da ching minh
rang cac té bao gidng té bao gan co thé duoc tao ra
mot cach chi chuyén nap mot gen duy nhat HNF4a.
vao nguyén bao sei cia nguoi. Pay dugc danh gia 1a
gen dong vai trd quan trong nhat, dya trén phat hién
rang né co tac dung thuc day chuyén doi manh nhat
(Nakamori et al., 2017). Két qua cho thay c6 su twong
ddng cac bao cao trude day da sir dung gen HNF4a
dé tai lap trinh gan tryc tiép ¢ nguoi (Huang et al.,
2014; Nakamori et al., 2017). Tur nhitng két qua nay,
mét lan nira khang dinh gen HNF4o. dong mot vai tro
quan trong trong viéc tai lap trinh tryuc tiép gan va biéu
hién qua mirc gen nay sé thuc day qua trinh tai ma hoa
té bao nguyén bao sgi thanh té bao gan. Chuic nang
gan cua té bao gan cam ung (iHeps) c6 thé dugc ting
cuong bang cach diéu chinh khoang thoi gian biéu
hién va lugng HNF4« (Nakamori et al., 2017; Xieet
al., 2019).

KET LUAN

Nghién ctru da phan 14p va nhan nudi thanh cong
té bao nguyén bao soi ngudi. Chuyén nap vector
Tet.on-eGFP-HNF4a vao té bao nguyén bao soi
khong anh hudng dén sy tang truong cua té bao. Biéu
hién qua mac gen HNF4a da tai 1ap trinh té bao
nguyén bao soi thanh té bao c6 mot s6 dic diém dic
trung cua té bao gan.

Lai cam on: Nghién ciru dwoc thuc hién bai kinh phi
dé tai “Nghién ciru biéu hién qua mic gen
HNF4a. bang vector tet.on dé chuyén biét hda nguyén
bao spi nguoi thanh té bao chire nang gan”, Ma s6 dé
tai: CS.CNSH.03/20.
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SUMMARY

This study investigated the ability to reprogramming human fibroblast cells into hepatocyte-like cells by
overexpressing HNF4a gene. The fibroblast cells isolated and primary cultured from foreskin donated by healthy
patients. The HNF4«a gene overexpressed through Doxycilin activatedthe vectors Tet-on-eGFP-HNF4«a. The
cells after the reprogramming process were evaluated by observing morphological changes, immunofluorescence
staining to assess the expression of proteins specific to hepatocytes such as albumin, a-fetoprotein (AFP),
HNF4a, and PAS staining to evaluate the ability to glycogen store in cells. The research has isolated and
successfully primary cultured fibroblasts. The results showed that after gene transfer, the vector Tet-on-eGFP-
HNF4« expressed in all cells and it did not affect the growth rate of the cell. After two weeks, the cells acquired
hepatocytes morphology, and they were positive for alboumin, AFP, HNF4a. and PAS staining. The research has
created the cells with some characteristics of liver cells from fibroblasts, however, further studies are needed to
comprehensively evaluate them.
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