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NGHIEN CU’U CHINH SU’A GEN TREN TE BAO GOC
TAO MAU BANG HE THONG CRISPR/CAS9
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Té bao géc tao méu Ia té bao hira hen nhiéu tiém ndng (g dung léam sang cho diéu tri cac bénh vé
méu ciing nhw mot sé bénh ly ung thuw, tw mién néi chung. Thu thép, chinh sira gen & té bao géc, nudi céy,
tdng sinh té bao gbc lam tién dé cho céc nghién ctru thir nghiém 1dm sang con Ia théach thirc ctia y hoc.
Hé théng Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats va CRISPR-associated protein la
céng cu dem lai hiéu qua chinh stra gen cao va cé trién vong trong ting dung ldm sang nham kiém soat
cac gen quan tam. Céc té bao géc ttr té bao méau cubng rén duoc thu thap véi marker bé mét CD34+CD38-
béng hé théng may dém dong chay té bao, gay dét bién gen dich bang hé théng trén, chinh stra gen theo
muc tiéu, nubi cdy tdng sinh dong té bao dot bién. Két qua thu duoc ty Ié té bao gbc tao méu tir mau
cubng rén la 0,3%. Kha ndng gay dét bién trén gen Spred1 cta hé théng CRISPR/Cas9 xdy ra & c& muc
do DNA va protein. Céac té bao gbc sau chinh stra c¢6 kha ndng tdng sinh va biét héa thanh céc dong té
bao. Nghién ctru da thanh céng trong viéc thu thap té bao géc, céac té bao gbc sau khi duoc chinh sira gen
dich tang sinh, biét héa thanh cac dong té bao déc lap va tré thanh tién dé cho cac nghién ciwu tiép theo.

Tir khoa: Té bao géc tao mau, CRISPR/Cas9, liéu phap gene, té bao mau cuéng roén.

I. DAT VAN BE

Tao mau la qua trinh hinh thanh hang ty té
bao mau trwdng thanh tr mot quan thé nhé té
bao gbc. Céac té bao gbc nay cé kha nang tw
dbi moi va biét hoa thanh cac dong té bao mau
dam nhiém cac chirc nang va vai trd khac nhau
trong co thé. Mau cudng rén la ngudn ddi dao
té bao gbc, cé kha nang thay thé cho té bao gbc
tlr tdy xwong hay & mau ngoai vi. Tuy nhién,
kha nang nudi cay té bao gbc & méi trwong in
vitro van con gap nhiéu kho khan khién cho né
Ia mét thach thire 1&n trong viéc (rng dung trén
lam sang." Hon nira, trong viéc (rng dung liéu
phap té bao gbc, dé tao ra dong té bao nhw
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mong mudn, can tién hanh chinh stra gen muc
tiéu; nhwng té bao gbc véi kha nang tw stra sai
sé& khién cho viéc duy tri dong t& bao da bién
ddi gen khong hé dé dang.

CRISPR/Cas9 duwgc viét tat tr nhing
chr cai dau cha cum Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats va
CRISPR-associated (Cas) protein, la mét hé
mién dich & sinh vat nhan so giup chiang cé kha
néng ghi nhé va tao mién dich véi cac yéu té
di truyén ngoai lai. Hoat dong cta hé CRISPR/
Cas9 c6 sw tham gia cla hai thanh phan chinh
la Cas9 protein va doan dan RNA khéng ma héa
(dwoc goi la sgRNA). Phan t&r sgRNA bét cap
v@i trinh ty clia vung dém spacer trén DNA dich
m¢&i xam nhap va giup protein Cas (CRISPR-
associated) nhan ra va thwc hién cat dut, stra
chira soi DNA tai viing bat cap. Két qua 1a DNA

30

TCNCYH 163 (2) - 2023



TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

c6 thé dworc stra ddi nhanh hon va dé dang hon
nhiéu so v&i khd nang si dung cac phuong
phap chinh stra gen trwdc dé. Ky thuat chinh
stra gen bang hé théng CRISPR/Cas9 gan day
da ndi lén nhw mdt cong cu tiém ndng manh mé
khéng chi trong céc liéu phap diéu tri ung thw
ma con dwoc ap dung trong liéu phap té bao
gbc nho tinh hiéu qua va d6 chinh xac cao cla
nd.z4 Vi vay, chung toéi thwe hién nghién ctru
nay vé&i muc tiéu thu thap, chinh stra gen theo
muc tiéu, nudi cay tang sinh té bao gbc tao mau
bang hé théng CRISPR/Cas9 va danh gia hiéu
qua cla viéc ng dung hé théng CRISPR/Cas9
trong chinh stra gen trén té bao gbc tao mau.

I. DOI TWVONG VA PHUONG PHAP
1. Thiét ké va st dung hé théng CRISPR/Cas9
Doan trinh tw dich cia sgRNA bao gbém
20pb (ACCCGAGATGACTCAAGTGG) duwoc
tbng hop, bién tinh va chén vao plasmid
PX330. Plasmid mang doan trinh ty dich dwoc
dwa vao té bao bang xung dién (Amaxa Mouse
neural stem Nucleofector Kit, Lonza, Basel,
Switzerland). SgRNA dich dwoc thiét ké trén
vung exon 2 cla gen Spred1.
2. Thu thap té bao gbc va nudi cay té bao gbc
Cac té bao gbc tao mau véi hai marker bé
mat la CD34 va CD38 (CD34+CD38-) dwgc thu
thap trwc tiép tr t& bao mau cudng rén tir tré
so sinh ¢6 nhu cau lwu triv té bao mau cudng
rén tai Trung tam Té bao gbc va Di truyén,

Bénh vién Bwu Dién. Té bao gbc sau khi thu
thap bang may dém dong chay té bao (Flow
Cytometry-Novocyte USA) dwoc nudi cay trong
mdi tredng StemSpan (Stemcell Technologies)
va bd sung thém mot sd cytokine.
3. Quy trinh ky thuat gay dét bién cta hé
thong CRISPR/Cas9 va kiém tra dot bién
trén té bao goc

Té bao gbc sau khi duwoc thu thap dwoc
nudi cly 24h va gay dot bién bang hé thdng
CRISPR/Cas9 véi xung dién. Té bao duwoc nudi
cly dé tang sinh, biét héa thanh cac dong té
bao trong khoang 12 - 14 ngay. Tat ca cac dong
dwoc thu thap ngéu nhién dé danh gia hiéu
qua gay dot bién. Hiéu qua gay dot bién trén
cac dong duoc kiém tra & mirc d6 DNA bang
ky thuat gidi trinh tw gen véi trinh tw mdi xudi
ATTTGCCTCTGGGATCCTT, va mirc do bién
déi protein bang ky thuat Westernbloting.
4. Pao dirc nghién ctru

Nghién ctu tuan tha cac quy dinh vé dao
dirc trong nghién cu y sinh. Cac thi nghiém
trong nghién ctu tuan tha theo dung cac quy
trinh, quy tic phong thi nghiém.

ll. KET QUA
1. Dac diém té bao gbéc véi CD34+CD38-
dworc tach tir té bao mau cuéng rén.

Hinh anh va cac buéc thu thap té bao gbc

véi marker b& mat CD34+CD38- bidng may
dém dong chay té bao dwoc thé hién & hinh 1.
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Tube: Tube_001
#Events %Parent %Total
WA Events 10000  #### 1000
Hr 9275 928 928
P2 9,061 977 906
We: 8673 957 867
W 7a0- 7405 854 741
Miin- 2977 402 298
W cp34+CD38 1 00 00

Hinh 1. Té bao géc tao mau dwoc thu bang Flow cytometry
dwa vao marker bé mat CD34 va CD38

Bang 1. So sanh sé lwong té bao va ty Ié séng giira té bao don nhan va té bao géc

Loai té bao S6 lwgng TB/mL Ty lé séng %
Té bao don nhan ban dau 1,3x107+ 132 89% + 3
Té bao gbc véi CD34+ CD38- 4x104+ 34 100%

Céc té bao don nhan trong mau mau cuéng
rén dwoc nhudém véi marker bé mat 1a CD34 va
CD38, cac té bao gbc c6 CD34+ va CD38- sé
dwoc thu thap bang hé théng may dém dong
chay té bao. Téng s té bao don nhan trong
m&i ml mau cubng rén trung binh 1a 1,3x107 +
132, v&i ty 1& sbng 1a 89% + 3, téng sb té bao
gbc véi CD34+CD38- la 4x10* £ 34, chiém ty 1&
trung binh 1a 0,3%.

Ngay ther 5

Cac té bao gbc sau thu thap sé duwoc gay
dét bién trén gen dich Spred1 bang hé théng
CRISPR/Cas9 v¢i xung dién. Sau khi gay dét
bién, cac té bao gbc tiép tuc dwoc nudi ciy,
tang sinh trong méi trwdng dich keo cé bd sung
mot sd cytokin can thiét. Khd nang tang sinh,
biét hoa thanh cac dong té bao cla té bao gbc
sau chinh stra trong méi treeo'ng dich keo dwoc
danh gia bang cac hinh anh clone

Ngay ther 14
Hinh 2. Hinh anh té bao géc tao mau ting sinh thanh cac dong (Clone)
sau khi nuéi ciy va gay dot bién bang CRISPR/Cas9
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Tai ngay tht 5 (hinh bén trai), sé lwong té ngay th&r 14 (hinh bén phai), ttr cum co kich
bao gbc twong dbi it tuy nhién van tao thanh thuwéc nhd ban dau, té bao gbc tang sinh vé mét
cac cum quan sat dwoc trén kinh hién vi. Tai s6 lwong va tao thanh cum cd kich thuéc I16n.

2. CRISPR/Cas9 gay knockout gen Spred? dan dén sw bién doi gen, protein va cac san pham
trong con dwong hoat héa cua gen doé

Bang 2. Két qua giai trinh tw gen ctia mét sé dong té bao géc

DPon dong Trinh tw sg-RNA spred1 Phan loai dot bién
Wild type ACCCGAGATGACTCAAGTGG
1 ACCCTAGATGAC........... TGG Mét nhiéu Nucleotid
2 ACCCGAGATGAC........... TGG Mét nhiéu Nucleotid
3 ACCCGAGATGACTCATGTGG Thay thé mét Nu
4 ACCCGAGATGA................. G Mét nhiéu Nucleotid
5 ACCCGAGATGACTCAAGATGG Thay thé mét Nu
6 ACCCGAGATGGTTACCACTTGG Thay thé nhiéu Nu
7 ACCCGAGATGACTCAAGA.TGG Mat mot Nu
8 ACCCGAGATGAC................ TGG Mét nhiéu Nucleotid
9 ACCCGAGATGACTTGGTGGATGG Thay thé nhiéu Nu
10 ACCCGAGATGACTCAAGATGG Thém mét Nu

Du6i tac déng cla hé théng CRISPR/Cas9, thanh cac clone khac nhau. Két qua giai trinh
cac té bao gbc ban dau bi gay dot bién gen dich tw gen tr cac clone & bang trén chi ra cac dang
(gen Spred1) theo nhiéu huéng khac nhau. dot bién khac nhau cua té bao gbc.

Sau d6 cac té bao gbc tang sinh va biét héa tao

Trinhtygde A CCCGAGATGACTCAAGTGG Trinhtygde |rcca :j:;,c TTGAGTICATICTIC

_— bt TCCARCCACTTIGACTCATCT
DOtbiEn nCCCGRGATGACTCAGCTCG Bitbiin TCCAACCACTTIGAGTCATCT

f

lLLI Luﬂ

Dot bién mét Nu Dot bién thém Nu

Hinh 3. Hinh anh minh hoa cho dét bién gen Spred1
dwéi tac dong chinh sira cua hé théng CRISPR/Cas9

TCNCYH 163 (2) - 2023 33



TAP CHI NGHIEN CU'U Y HOC

kDa + - -
75 ==
| -
»
Cme— -
50 == -
. Ve -—
37 =

e e -
- -

<= spredl
e

Hinh 4. Két qua westernbloting kiém tra san pham protein ctua gen Spred? sau dét bién

Chua thich:

Cét 1 1a méu ching duong, cét 2, 3 la m&u chimg am; céc cét khac la céc clone khac nhau.

Trong hinh anh trén, san pham protein cta
gen Spred1 bi bién méat & mot sb clone (#1, #2,
#4, #8), nhung mot sb clone thi van con (#3,
#5, #6, #7, #9, #10). Diéu do chirng té sy bién
ddi trén gen Spred1 cé thé 1a dot bién lam anh
hwéng dén qua trinh tdng hop protein dan dén
gidm hodc thiéu hut sdn pham protein cia gen
do, bén canh dé cling c6 cac dot bién trén gen
nhwng khéng lam thay dbi s&n pham protein.

IV. BAN LUAN

Mau cudng rén & ngudi 14 noi cung cp
ngudn té bao géc tao mau dodi dao; khdng gibng
nhw té bao gbc tdy xwong, thu thap té bao gbc
mau cudn rén it xam lan, thuan tién va don
gidn. Ngoai ra, cac té bao gbc t mau cubn rdn
con cé kha néng biét hda thanh cac dong té bao
khac nhau, gidp thic day qua trinh stva chira
mo, diéu hoa cac phan (rng mién dich va chéng
lai ung thw.®

Hoat déng cta hé théng CRISPR/Cas9 da
duoc biét dén véi hiéu qué cao chinh stra gen,
tlr A6 mé ra mot rng dung vé cung to lon va
hivu ich trong twong lai @& nghién clru cac chire
néng gen va diéu tri bénh di truyén. So sanh véi
cac ky thuat chinh stra gen khac, thi hé théng
CRISPR/Cas9 cho chi phi st dung thap, st

dung don gian va dé thuc hién. N6 khéng doi
héi phai thiét ké cac phirc hop protein cling nhuw
cac ky thuat lién quan khac nhw cac ky thuat
Meganucleases (MNs), Zinc Finger Nucleases
(ZNFs), Transcription Activator-Like Effector
Nucleases (TALENSs).* Gen Spred1 ndm trén
nhiém sac thé s6 15q13.2 va ma héa cho phan
t& protein cung tén co vai tro diéu hoa nguoc
am tinh v&i con dwdng tin hiéu Ras/MAPK. Con
dwong Ras/MAPK tham gia vao qua trinh tang
trwdng va phan chia cuta té bao, qua trinh biét
héa té bao va qua trinh chét theo chwong trinh.
Protein Spred1gan v&i san pham do gen Raf
— mo6t thanh vién cta con dwong trén, qua doé
lam bat hoat protein Raf, (rc ché phan con lai
ctia con dudng Ras/MAPK va cho két qua cudi
cung la gidm qua trinh phan chia va biét hoa té
bao.58 Két qua clia nghién clru nay cho thay, hé
thédng CRISPR/Cas9 c6 hiéu qua trong viéc gay
dot bién & gen Spred? véi bang chirng & két
qua gidi trinh tw gen, két qua Western-blotting
va tham chi & mc dd té bao khi bat hoat
Spred1 1am mét di chat (e ché con dwong tang
sinh t& bao, gép phan vao sy thanh céng cuta
nudi cay té bao gbc. Vai trd d6 ciing da dwoc
khéng dinh trong mot sé nghién ctu trudc day
théng qua viéc gay dot bién xé6a gen Spred1
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béng hé théng CRISPR/Cas9.8

Nghién clu cla chuing toi chi ra CRISPR/
Cas9 c6 thé gay ra cac kiéu dot bién rat da
dang trén gen Spred1 & té bao gbc t thay thé
nucleotide, thém mot nucleotide, dén xéa mot
doan trinh tw nucleotide ho&c két hop gitra cac
dang trén. Cac té bao gbc sau khi dwoc chinh
stra gen van tiép tuc tang sinh, biét héa, tao cac
dong. Nhuw vay, viéc rng dung CRISPR/Cas9
trong viéc diéu chinh gen & trén té bao gbc la
kha thi va dem lai hiéu qua rd rang. Diéu nay
m& ra kha ndng méi trong nghién ctu vé viéc
st dung céng cu nay trong viéc kham pha chirc
nang cla cac gen lién quan dén qua trinh tao
mau, cling nhw stra 16i & mot sé bénh Iy dot
bién gen & té bao gbc tao mau nhw té bao hdng
cau hinh liém, B-thalassemia va bénh thiéu hut
mién dich bam sinh.”

V. KET LUAN

Nghién clu cda ching t6i da thanh cong
trong viéc thu thap, chinh sira gen Spred1,
nudi cy tang sinh té bao gbc tao mau tlr mau
cudng rén, qua d6 hira hen tiém nang rong mé
cho viéc (rng dung liéu phap té bao gbc trong
diéu tri trén 1am sang. Ngoai ra, nghién ctru
cling cho thdy kha nang chinh stra gen qua hé
thdng CRISPR/Cas9 trén té bao gbc |a kha thi.
Hiéu qua gay dét bién nay biéu hién & mic do
gen, protein va té bao. Trong twong lai, ching
t6i tiép tuc tng dung tiém nang cla té bao gbc
va kha ndng gay dot bién gen da dang cua
hé théng nay dé déng th&i knockout hai hay
nhiéu gen khédng mong muédn, ng dung trong
liéu phap gen va liéu phap té bao gbc trén 1am
sang, dac biét |a trén bénh v& mau, ung thw va
bénh di truyén.

LO1 CAM ON

Nhém nghién ctru xin chan thanh cdm on
B® mdn Y Sinh hoc — Di truyén, Trwéng Pai hoc
Y Ha Néi, Trung tdm Di truyén — Té bao gbc,

Bénh vién Bwu Dién va sy gilup d& cla gido
sw Atsushi Hirao, Trung tdm Ung thw, Bai hoc
Kanazawa, Nhat Ban da cung cap cac ngudn
vat liéu cho nghién ctru.
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Summary

A STUDY ON GENE EDITING BY CRISPR/CAS9 SYSTEM
IN HEMATOPOIETIC STEM CELL

Hematopoietic stem cells are cells with many potential clinical applications for the treatment
of blood diseases as well as cancers and autoimmune diseases treatment in general. Collecting,
editing genes in stem cells, culturing, and proliferating stem cells as a premise for clinical trials
are still a challenge of medicine. The Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
and CRISPR-associated protein system is a highly efficient and promising gene editing tool for
clinical application to control genes of interest. Stem cells are collected based on surface marker
CD34+CD38- by flow cytometry system, targeted gene editing, mutated clone were cultured and
proliferated through the aforementioned system. Result showed that ratio of hematopoietic stem cell
in the cord blood cell were 0.3%. The efficiency of Spred1 editing by CRISPR/Cas9 systerm occured
at the DNA and protein level. The research has successfully collected stem cells, stem cells after
being edited with target genes proliferate, differentiate into independent cell lines and become a
premise for further studies.

Keywords: Hematopoietic stem cell, CRISPR/Cas9, gene therapy, human cord blood cell.
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