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Linh vic ky thuit dwgc dé cip

Séang ché d& cap dén té bao gbc dugc 1am bt tir thu duge tir tiy ring, va dugc
phim va ché phim thudc chira ching 1dm thinh phan hoat tinh. Cu thé, séng ché dé cap
dén 8 bao gbc dugc 1am bt tir dwgc tao ra bang cach cai bién té bao gbc thu dwoc tir
rang sita cia ngudi hodc rang vinh clru clla nguoi dugce nhd hoic ty rung mdt cach tu
nhién, duogc phém chita nhiéu loai yéu t6 sinh tredng dugce tao ra bdi té bao dugc 1am

bét tir ndy, va ché phdm thudc chira chiing.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Phuong phép phuc hdi chirc ning cho mé bj tén thuwong do nhiéu nguyén nhan
khéc nhau néi chung dugc chia thanh liu phap ciy ghép va lidu phép tai tao. Liéu phap
ciy ghép dugc dinh nghia 13 co qlian thu dugc tir d6i trong cho dugc ciy ghép dé thay

thé chiing dé phuc hoi chirc nang bi mat cta co thé song.

Nguoc lai, li€u phap tai tao dugc dinh nghia 1a t& bao hoic md tir mdt vai c4 nhan
gém c4 chinh bénh nhan duoc nudi ciy dé xir Iy dé tao thanh cic co quan; va sau d6
chiing dugc thay thé cho céc co quan bj tdn thwong dé phuc hdi hoic tai tao chiing bang

cach sir dung te bao goc.

Hién nay, ba loai t& bao nhu té bao gbc soma clia ngudi, té bao gdc phoi ngudi
(t& bao ES), va té bao gbc da niang cam tmg ctia ngudi (t€ bio iPS) dugc sir dung hodc

ching c6 thé dugc dua vao liéu phép tai tao ndy.

O day, té bao gbc soma clia ngudi da dugc st dung trong nghién ciru. Té bao nay
tdn tai trong c4c md truéng thanh va cé dic tinh 13 ching chi ¢6 thé biét héa thanh md,
hoidc co quan cu thé. Luu ¥ 14 “té bao trung m6” tdn tai trong tily xwong hoc té bao mé
thuong khong thé dugc biét héa thanh céc loai mé nhu xwong, sun, dong mach va tinh
mach. Khi té bao soma nay dwoc sir dung, thi viéc st dung té bao tu than s& ngin ngira
hién twong thai loai mién dich, va dem lai su tiép nhin manh ghép tdt. Ngoai ra, chua
c6 bdo céo ring viéc nudi ciy té bao gbc niy trong thoi gian dai gdy hién tuong ung thu

héa cho ching.

N6i cach khéc, dd biét rang cac t€ bao can biét hda dugc gidgi han dén magt s6 mirc
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do, viéc thu gom t€ bao tir m6 cuia ngudi kéo theo sy xam lan, loai md can dugce tao ra
bang t€ bao dugc biét hoa duge gidi han dén mot s6 mirc dg, va so 1an cay chuyén cé

thé c6 dugc gidi han tir 40 dén vai 1an, cu thé, 100 dén 200 ngay tinh theo sb ngay.

Té bao gbc phdi ngudi (t8 bao ES) 13 té bao gbe dugc 14y ra tir “khéi ndi bao”
trong phdi thira (tii phéi) thu duge tir lidu phép t4i tao va c6 thé cAn dugc nuéi cy. Do
té bao ndy tao ra u quai nhur mét chi s6 vé tinh da ning ctia n6, ngudi ta cho rang n6 c6
th8 dugc biét héa thanh mdt pha bit ky trong cic pha ba 14 phéi. P c6 béo céo ring né
c6 thé biét hoa thanh co tim, ddy than kinh, va vng mac. Do té bio gbc phéi (ES) 1a
ching t8 bao dugc 1am bét tir, nén mét ching trong s6 ching dwgc nudi cdy vo han. Do
d6, trong diéu kién nuéi ciy khic nghiét, sin phdm c6 céc dic tinh ddng déu khi té bao

duogc san xuat trén quy md 16n.

Néi céch khdc, né st dung nodn dugc thu tinh sao cho cin phai xit 1y nghiém
ngit dé khéng géy ra cac Vén d& vé dao dirc. Pong thoi, vé co ban thi ching 13 sy ciy
ghép khéc loai; nén cin phai c6 phuong phdp dé ngin ngira dap tng thai loai boi dép
g mién dich. Hon nita, ciing biét ring chiing doi hoi té bao hozic huyét thanh khéc loai
khi t& bao dugc nudi ciy; va chiing d& dang tao ra u quai (khdi u 1anh) néu mét s6 lugng

rat it t& bao khéng dugc biét héa duge trdn trong md téi tao dwoc ciy ghép.

Té bao gdc da ning duge cam tng (iPS) clia ngudi duge thiét 14p bing cach dua
mdt phin ciia cic gen biéu hién mét cich dic hiéu trong té bao ES vao trong té bao
truéng thanh ciia ngudi (ha bi va t bao twong tir). Néu té bao iPS tu than dugc st dung,
thi vin d@ thai loai mién dich khéng dién ra; k¥ thuat biét héa dugc sir dung cho té bao

ES nguyén dang.

Cudi ciing, té bao gbc da ning dwoc cim tmg (iPS) khong sit dung nodn dugc thy
tinh ding trong té bao ES, nhung sir dung mé trudng thinh 8 c6 thé san xuit ra té bao
c6 chit lwong gidng nhu chét lwong cua té bao gdc phdi. Khi té bao iPS ty than duoc st

dung, thi khéng c6 vn d& vé dap tmg thai loai bdi dép ing mién dich.

N6i cach khac, biét ring céc té bio nay d& dang trd lai thanh té bao khéi u lanh
hoic té bao ung thu (u t& bao phdi) va ty 18 cac t& bio dwgc thiét 1ap 12 té bao iPS 1a
thép; do & bao twong tw v& mit hinh thi hoc véi cc té bao ES dugc chon tir c4c té bao

nguyén ven ma gen dugc dua vao.

Viéc st dung chinh té bao gdc trong lidu phap tai tao gip phai céc vén d& dugc

-3-



30137

md t& & trén. Vi thé, phuong phép st dung céc yéu t6 sinh hoé duogc tao ra béi cac té bao
gbc khac nhau, nhung khong st dung chinh té bao gbc d6, vi dy, nhiéu loai yéu t6 sinh
trudng khic nhau, dugc nghién ciru (WO 2011/118795, dudi day duoc goi 1a “Tai ligu

sang ché 17).

T4i lidu séng ché 1 boc 16 ché phim dé didu tri viing bj tdn thuong bao gbm dich
nudi cdy cua té bao gbc thu dugc tir nhur ring sita ctia ngudi da roi ra khoi b rang va
dang tuong ty, cu thé 13 dich nudi cdy bao gdm céc yéu tb sinh truéng nhu yéu té sinh
truéng té bao biéu mé mach méu (VEGF), yéu t sinh trudng t& bao gan (HGF), yéu tb
sinh truéng gibéng insulin (IGF), yéu t8 sinh treong c6 ngudn gdc tir tiéu cau (PDGF),
yéu t6 sinh truéng chuyén héa - p (TGF-B) va yéu td twong tu.

Danh muc vién din
Tai lidu séang ché

Tai liéu sang ché 1 WO 2011/118795
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Tinh trang k§ thudt 13 linh vyuc tuyét voi xét theo quan diém 13 né @& xuét duogc
phém néu & trén dé diu tri cho vj tri bi tdn thuong, ¢ hiéu qua trong viéc phuc hdi tén

thwong & da ldo hoa do anh néng, va sy tai tao Xxwong va uu diém twong tu.

Nguoc lai, do té bao gbc thu duoc tir tiy ring dugc st dung khong phai 1a dong
té bao dugc thiét 1ap, nén khéng thé thu duge dich nudi ciy cua té bao gbc dang quan
tdm, trir khi té bao géc nay dugc tao ra & thoi diém sir dung, hoic mAu duoc bio quan
lanh dugc 1dm néng chay dé nuéi té bao. Vi thé, vin d& & day 1a rat mét thoi gian dé thu

duogc dich nudi cay.

Nhin chung, trong sé céc té bao duge nudi cdy, ching té bao dugc thiét 1ap tir té
bao binh thudng khong thé phan chia sau tir 50 dén 60 1an cdy chuyén, va té bao nay s&
chét. Thong thuong, ty 16 trong ché phim cua céc yéu t6 sinh hoc dugc tao ra béi té bao
dugc nudi ciy thay dbi phu thudc vao thoi gian. Vi thé, vin d& & day 13 gip khé khin
trong viéc thu duge dich nudi cdy c6 ty 16 én dinh cta ching, néu té bao dugce tao dong
c6 kha ning sinh trudng khong gidi han.

Néi céch khéc, dudi dang té bao dién hinh c6 kha ning sinh truéng khong gidi

han, thi t& bao ndy dwoc d& cap dén 13 té bao ung thu. Didu nay 13 do té bao ung thu mat
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kiém soat nén sinh trudng khong gi6i han, con sy sinh tredng va phan chia nhu vay & té
bao binh thuong 13 dudi sy kiém soét ctia co thé sbng. Vi thé, ngay ca khi t& bao niy c6
thé sinh truong khong gi6i han, thi té bao chuyén sang ung thu c6 thé khong duoc st

dung; do t€ bao nay cé thé tao ra cac yéu to sinh hoc cé hai cho co thé song.

Nhu duge mé ta & trén, rat cn thiét 1ap dugc té bao dugc 1am bét tr ma khong

phai t& bao ung thu, nhung sinh trudng khong bi gidi han.

Pé sir dung phén dich ndi trén bé mit 1am ché phém thudc, thi t& bao gdc bit tir

cin c6 kha nang lién tuc tao ra mot s6 yéu t5 sinh hoc nhét dinh.
Séng ché duge hoan thanh trong céc hoan canh nhu dugc d& cip & trén.

Cu thé, theo khia canh thir nhit, sang ché dé xuét t& bao gbc dwgc 1am bt tu,
phén lép té bao géc dugc chon tir nhom bao gém té bao soma cia ddng vat c6 vii ngoai
trir phdi phat trién sém va té bao gdc trung mé ciia ddng vat ¢ vi tién hanh nudi cdy so
cép té bao gbc nay; chuyén nhiém 4 gen vao trong té bao gbc di dwoc nudi cdy so cip
dé tao ra gen chuyén nhiém dé lwa chon té bao gbc dugc 1am bét tir trong s6 chiing bing
cach st dung mrc biéu hién STRO 1 1am chi sb. O day, té bao géc trung mo t6t hon 1a
duogc chon tir nhém bao gdm té bao gdc tir tity ring, té bao gdc tir tily xuong, té bao gbc
tir ron, va t& bao gdc tir mé m&. Ngoai ra, té bao gbc nay tét hon 1a dwoc chon tir nhém
bao gdm ring sita d3 roi khoi 6 ring, ring vinh vién d3 roi khoi b ring, ring sita duoc

nho, va ring vinh vién dugc nhd.

Phéi duoc phat trién sém nay t6t hon 13 phdi ctia bi phoi. Pdng thoi, dong vat c6
v nay t6t hon 13 dugc chon tir nhém bao gdm ngudi, lon, ngya va khi. Té bao gbc tir
tiy xwong tot hon 13 t& bao cé kha ning biét héa dé tré thanh hé trung md nhu t& bao
nguyén bao xuong détaora xuong, sun, t& bao tao m& va té bao tuong tu, va hé khong
phai trung md. Té bao day rén 13 té bao gdc tao huyét va té bao trung mé cé trong mau
cubng rén ma ndi phoi va nhau thai. TSt hon 13, té bao diy rén bao gdm nhiéu trong s6
cac té bao ndy. Té bao gdc tir tiy xuong tét hon 13 té bao c6 kha ning biét héa dé tro
thanh h¢ trung mo6 nhu t& bao nguyén bao xuong détaora Xuong, sun, t& bao tao md va
té bao twong tw, va hé khong phai trung mé. Té bao ddy rén tét hon 13 thu dugce tir thach
Warton. Té bao tao m& 13 t& bao gbc 6t hon 13 t& bao khong duoc biét héa ma cb thé
biét héa té bao gbc bit ky.

4 gen nay tét hon 13 dugc chon tir nhém bao gdm gen hTERT, gen bmi-1, gen
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E6, gen E7, gen Oct3/4, gen Sox2, gen K1f4, gen c-Myc va gen p16INK4a. O day, ching
t8t hon 14 hTERT, bmi-1, E6 va E7 dé duoc dwa vao trong t& bao trung mé. Pong thoi,
ching t6t hon 13 4 gen dugc chon tr nhom bao gém Oct3/4, Sox2, Kif4, c-Myc,

p16INK4a dé dugc dua vao trong té bao soma.

Té bao gbc dwoc 1am bat tir ndy tt hon 13 c6 kha ning sira chita doan cudi nhiém
sic thé va c6 kha ning phan chia it nhit 200 lan. Dong thoi, tot hon 13 it nhét 13 40%
quén thé té bao 14 t& bao bidu hién STRO-1 & sb 14n nhan d6i quan thé bang 20, vi né
c6 kha ning san xuit khdi xwong méi sinh twrong tu véi kha ning sin xut cia té bao

duogc nudi cay so cap.

Ngoai ra, t& bao gbc dugc 1am bit tir nay tot hon 13 tiét ra it nhat 13 IGF-1, VEGF,
TGF-B1 va HGF vio trong dich nudi cdy nay.

Theo khia canh th{ hai, sing ché d€ xuat dugc pham chra dich nuéi cay cua té

bao gbc duoc 1am bét tir ¢ céc dic tinh nhu dugc dé cap & trén.

Ngoai ra, theo khia canh thir ba, sang ché dé xuét ché phém thudc dé khéi phuc
md bi tdn thwong chira dugc phdm nay. G déy, cic dang liéu luong ctia ché phdm thude
dé khoi phuc mo bi tén thuong 1a cac dang lidu lwgng dugce chon tir nhém bao gém bot,
dich 1éng, gel, dang xit va hé théng ding qua da. Déng thoi, mé bi tdn thwong nay t6t
hon 12 m6 bét ky trong s cic md dugce chon tir nhém bao gdm mé bi tén thuong do loét
hoic thbi loét do nim 1iét giwdng, mé nio bi tdn thwong do sw thodi héa té bao, mé nio
bi mit mot phén do phiu thuit, md nio bi tdn thwong do bénh nio chin thuong, mé n3o
bi tén thuong véi bénh viém ndo, m6 xuwong bi tén thuong, bénh nha chu bi tdn thuong,
mb bi tén thuong do bénh hé than kinh trung wong, va mo bi tén thwong do bénh da khé

chita.

O day, su thoai héa té bao tot hon 13 gdy ra bai bénh dugce chon tir nhém bao gém
bénh Alzheimer, bénh Parkinson, bénh suy giam nhén thitc, bénh tdm thin phéan liét,
bénh trAm cdm, bénh gidm oxy ndo, bénh xo clng cft bén teo co, bénh nhdi mau nio,
bénh thoai hoa tiéu ndo, bénh dai thdo dudng, va bénh viém gan. Déng thoi, bénh ndo
chén thurong t6t hon 13 do tai nan giao théng hodc ngd giy ra. Bénh viém néo cling t6t
hon 14 bénh dugc chon tir nhém bao gém viém nfo, ddng kinh, bénh Jakob, va bénh bai
liét. Ngoai ra, bénh hé than kinh trung wong t6t hon 14 dugc chon tir nhém bao gém tdn

thwong tiry séng va bénh tiry song. Bénh viém da khé chita t6t hon 13 viém da co dia.
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Hon nita, him hrong cua dich nudi ciy trong ché phdm tt hon 13 nim trong
khoéng tir 50% dén 500% (khdi hrong/thé tich) khi dich nay dugc tao ra béi mot t& bao
bét ky trong s cac té bao géc duge 1am bt tir 13 100%.

Theo khia canh thir tu, sang ché @& cip dén phuong phédp san xuét t& bao gbc
duogc 1am bt tir bao gdm cic budc: tach té bao gdc ra khoi quén thé t& bao dwoc chon
tir nhém bao gdm té bao trung mé clia ddng vat c6 v, phdi duge phét tridn sém va té
bao soma khéc véi té bao trung mé néi trén; nudi ciy té bao gbc nay nhw nudi ciy so
cép dé thu dugc té bao dugc nubi cdy so cip; chuyén nhiém 4 gen vao trong té bao da
duoc nudi cy so cip dé tao ra té bao dugc chuyén nhidm gen; va chon loc t& bao biang
cach sir dung lwong biéu hién STRO-1 & s6 14n nhan di t& bao bing 20 va kha ning t4i

tao xuong lam céc chi so.

O day, té bao trung mé tt hon 13 duge chon tir nhém bao gbm té bao tuy ring,
té bao tiiy xuong, t& bio cudng rén va té biao md. Té bao tiy ring, phéi tao ra sém, té
bao gbc tily xuong, va té bio ddy rén 14 nhw duge md ta & trén. Ddng vét ¢6 vi 13 nhu

dugc mo ta o trén.

Ngodi ra, 4 gen t6t hon 13 dugc chon tir nhém bao gdm hTERT, bmi-1, E6, E7,
Oct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc, va pl6INK4a. O ddy, ching t6t hon 1a hTERT, bmi-1, E6
va E7 @8 duogc dua vio trong té bio trung md. Pdng thoi, ching 14 4 gen tt hon 13 duoc
chon tir nhém bao gém Oct3/4, Sox2, K1f4, c-Myc, va pl 6INK4a dé dugc dwa vao trong

t€ bao soma.

hTERT la gen cua telomeraza ddo nguogc transcriptaza ciia nguoi, va bmi ciing la
phitc hop nhém polycomb ma lién quan dén viéc tr sinh san hoic kiém soat sy ting sinh
ctia t& bao gbc. E6 va E7 1a céc gen tdn tai trong khung doc m& mé héa gen sém duogc

st dung dé tur sinh san bang virut papilloma ngudi.

Theo khia canh thir ndm, sing ché dé xuit phwong phép hip thu duéi da dé khoi
phuc moé bi tdn thuong bao gém cac budce: bao ché ra dang lidu lugng dang tAm b%mg
céch tai hip thu ché phim thudc nay dé khoi phuc mé bi tdn thuong trong thanh phan
giit Am dang tAm; phti 1én vi tri bi tén thuong ndy bing dang lidu hrong dang tAm nay;
va cho dién cyc duqc tich dién dwong tiép xtc véi vi tri mong mudn.

Té bio gbc dugce 1am bt tir theo sang ché chira it nhét 13 40% t& bao dwong tinh

v6i STRO-1 sau khi chiing d3 phan chia 40 14n. Ngoai ra, do chiing c6 kha ning sira
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chita doan cudi nhidm séc thé, nén ching c6 thé phan chia it nhat 200 1in. Theo mot
céch khéc, chiing c6 thé tiét ra nhidu loai yéu t6 sinh hoc khic nhau vao trong dich nudi
ciy trong khoang thoi gian dai.

Uu diém cua séng ché

Do d9, theo sang ché, c6 thé tao ra té bao géc duoc 1am bét tir ma c6 thé lién tuc
tao ra mot s§ yéu t6 sinh hoc nhit dinh trong khoang thoi gian dai.

Pdng thoi, theo mot khia canh khac; sing ché d& xuit duoc phim va ché pham
c6 kha ning st dung dé stra chita viing bi t6n thuwong. |

Hon nita, sang ché con d& xudt phuong phap hip thu dudi da wu viét dé ting
cudng tdc d6 hip thy tir ving bi t6n thuong.

M0 ta vin tit cac hinh v&

Fig.1 1a dd thj thé hién mbi quan hé vé thoi gian nudi céy theo s6 1an nhan d6i
quén thé (s 14n nhén d6i quin thé, duéi day dugc goi 1a “PD”) gifta té bao gbc duoc
1am bAt tir va t& bao gbc khong dugc 1am bat tir. Trén Fig.1, SHED-T thé hién té bao
dugc lam bét tir, vA SHED-C thé hién té bao khong dwogc 1am bt tir.

Fig.2 13 d6 thi thé hién két qua ctia su biéu hién STRO-1 & c4 SHED-C va SHWD-
T (xem, Fig.2(A) dén Fig.2(D)). Trong d6, PD20 c6 nghia 12 s4 14n nhan dbi 14 20, PD30
c6 nghia 12 s6 14n nhan d6i 14 30, va PD40 c6 nghia 1a s6 14n nhan d6i 1a 40;

Fig.3 12 4nh chup khi vét loét trén da dugc didu tri. (A) thé hién tinh trang vét loét
trude khi diéu tri, va (B) thé hién tinh trang cuia da sau khi diéu tri.

Fig.4 14 @0 thi th8 hién méi quan hé gitra s5 14n nhan d6i quan thé (s6 1an) va khéi
luong cua xuong dugc tao mdi. Trén hinh v& nay, ** thé hién p < 0,05, *** thé hién P
<0,01. Khéi lugng ciia xwong duge tao méi dugc tinh bing céch sir dung phwong trinh
sau.

Khbi luong cua xwong duge tao méi = dién tich xuwong dugc tao méi / dién tich
nhin thiy x 100

Fig.5 th hién céc hinh 4nh nhuém mb ctia SHED-C va SHED-T & mdi thoi diém
theo s 13n nhan d6i c4 thé dugc thé hién trén Fig.4, khi ching dugc ciy ghép.

Fig.61a céc anh chup thé hién sy phuc hdi vét loét do tu thé ndm. (A) 13 tinh trang
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da trudc khi diéu tri, va (B) 13 tinh trang da sau khi diéu tri.

Fig.7 thé hién hinh anh quét CT thé hién tién trinh tao khuén sau tir 1 dén 6 thang
tir thoi diém phau thut cdy ghép, khi ché phim thude dugce sir dung. (A) dén (C) 1a céc
hinh anh dugc chup theo gbc dd tir trude va (D) dén (F) 14 anh chup theo phuong ngang.

Fig.8 14 c4c anh chup thé hién tinh trang cia xuong b ring ctia bénh nhan bi bénh
nha chu. (A) thé hién tinh trang tir khi bit ddu phau thuét (truéc khi phiu thuat), va (B)
thé hién tinh trang sau 3 thang tir khi phiu thuét.

Fig.9 14 c4c anh chup thé hién két qua ciia qué trinh tao xwong trong chén ring,
khi B-TCP dugc sir dung lam gian ndi. (A) thé hién két qua sau 3 thang tir khi nhd rang,
va (B) thé hién viéc cy ghép dugc tién hanh sau 6 thang tir khi nhd ring.

Fig.10 thé hién c4c d6i twong thay thé va céc dbi twong khic véi B-TCP (B-tri-
canxi phosphat, 3Ca0O-P.0s) vao xuong, khi B-TCP dugc sir dung lam gian nbi. (A) 1a
anh chup thé hién vat liéu dugc cit, vi (B) 12 anh chup thé hién két qua héa mé. (C) va
(D) 1a céc hinh anh dugc phdéng dai tirng phén va céc hinh anh duoc chup. T rén cac hinh
v& ndy, NB thé hién xwong mdi, va TCP thé hién B-TCP. Ngoai ra, BV thé hién mach
mau, va SF thé hién ddy ctia mé dwoc loai bo.

Fig.11 thé hién vi tri sir dung, khi dich nuéi cly cua té bao gbc dwoc cip trong
miii qua hanh khiru giac.

Fig.12 1a anh chup, khi viéc cip qua mili duoc thyc hién.

Fig.13 14 hinh 4nh MRA thé hién sy tic mach méu & bénh nhén ddt quy.

Fig.14 14 hinh 4nh quét CT thé hién vi tri bj ton thuong & nio clia bénh nhéan d6t
quy.

Fig.15 13 hinh 4nh MRI thé hién lrong dong méu & vi tri b ton thuong clia ndo &
bénh nhin ddt quy. (A) 13 hinh 4nh ngay sau khi d6t quy, va (B) 1a hinh 4nh sau khi diéu
tri. '

Fig.16 13 dd thj thé hién sy thay ddi diém s6 (NIHSS), ma phan 4nh tinh trang
ctia bénh nhén trong khoang thoi gian diéu tri.

Fig.17 1 anh chup thé hién tinh trang phuc hdi chirc ning ciia bénh nhan. (A) 13
anh chup thé hién tinh trang phuc hdi chitc ning cua tay, va (B) 1a dnh chup thé hién
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tinh trang phuc hdi thé luc.

Fig.18 13 két qua cta sy thay d6i phu thudc vao thoi gian sau khi thir nghiém
trang thai tAm than t6i thidu (Mini Mental State: MMS) hoic thir nghiém kiéu Hasegawa
duoc tién hanh d6i v6i ca nhém dugc cip va nhém khong duge cdp. Fig.18(A) thé hién

két qua ctia nhém khéng dugc cp, va Fig.18(B) thé hién két qua ctia nhém dugc cap.

Fig.19 13 4nh chup thé hién két qua diéu trj chng lai bénh da khé chita. Fig.19(A)
th& hién tinh trang trudc khi bét ddu diéu tri, va Fig.19(B) thé hién tinh trang khi két

thic diéu tri.
Mo ta chi tiét sing ché
Sang ché dugc gii thich chi tiét dudi day.

Pé thu dugc té bao géc duoc 1am bt tir theo séng ché, déu tién, té bao géc nay
duoc phén 14p tir nhém té bio bao gbm té bao trung mé, phdi tao ra som, va té bao soma
trir t& bao trung mé. Véi dong vat cé vii, wu tién chon tir nhém bao gém ngudi, lon,
ngwa, va khi, do t& bao thu dugc tir dong vét c6 vii thuong tuong tu véi té bio ngudi va

khong nguy hiém d6i véi bénh truyén nhiém.

Theo séng ché, thuét ngit, “t§ bao trung mo6”, dugc dinh nghia 1a t& bao co kha
ning biét héa thanh té bao thuc trung mé nhu nguyén bio xuong, té bao tao m&, té bao
co, t& bao sun, va té bao tuong tuy. Cac té bao trung mo6 ddc hiu 1a t& bao tiy rang, té
bao tily xuong, t& bao cudng rén va té bao tao md cia cic dong vat néu trén. Pdng thoi,
thudt ngit, “phdi tao ra sém”, dugc dinh nghia 13 phdi & giai doan sém bdi tui phdi, cu
th8, @6 1 giai doan tién trién hon trimg dugc thy tinh, va cin dé thiét 1ap té bao ES.
Thuét ngf, “t¢ bao soma”, dugc dinh nghia 13 thut ngit chung néi vé t& bao ngoai trir

t€ bao mam trong sO cac t€ bao cau thanh nén co thé song.

Ngoai ra, thuat ngit “té bao tily ring” 13 mot trong céc té bao gbc co trong diy
thén kinh cta rang, va c6 kha ning téi tao. Do né dugc bao v¢ boi vat li€u cing, 1a rang,
khong thdm anh séng cuc tim hodc tia phéng xa, nén gen trong chiing khong dé dang bi
hity hoai. Thuét ngir “té bao tiy xwong” dugc dinh nghia 13 thuat ngit chung néi vé té
bao thu dugce tir dich hut tiy xwong, va té bio tily xwong bao gdm té bao chudi bach ciu
nhu nguyén tiry bao, t& bao chubi hdng cdu, t& bao nhan khéng 15, va bao twong va té

bao tuong tu.
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Theo sang ché, thudt ngit “té bao cudng ron” 1a t€ bao ton tai trong day ron lién
két phdi va nhau thai. T€ bao nay cé trong ddy ron, va con cé & cd mau cudng ron. Day

ron bao gdm mau cuong ron ma 1am gidu t€ bao goc tao huyeét.

L3 gen duogc dua vao trong cac té béd gbc nhu dugc mé ta & trén, ching dugc dé
cap 1a hTERT, bmi-1, E6, E7, Oct3/4, Sox2, K1f4, c-Myc, INK4a, va gen twong tu. Gen,
hTERT, 1a gen cia enzym stra chita doan cudi nhiém sic thé; bmi-1 1a gen cia Bmi-1,
mdt trong cic protein thudc phirc hop nhém polycomb. O day, Bmi-1 cén thiét d duy

tri t& bao gbc tao huyét véi tic dung 1am ting té bao gbc bang cach ting cwdng hoat tinh.

Ca E6 va E7 1 céc gen sém ctia HPV-16 hoic HPV-18. Pdng thoi, Oct3/4 13 gen
két hop véi Sox2 dé ting cudng su phién mi ciia gen muc tiéu. K1f4 (yéu t6 phién ma
kiéu Kruppel 4) diéu hoa gen lién quan dén sy phan chia té bio va su phét sinh phoi, va

né lién quan dén ung thu hé da day rudt dudi dang chét trc ché khéi u.

Sox2 thuéc ho gen hop HMG lién quan dén SRY, va né dugc biét 1a gen c6 lién
quan dén viéc duy tri céc chirc ning khéng biét hoa (tinh téng niing). c-Myc 13 gen thic
day ung thu, va né6 thiic ddy ca sw séng va chét cia té bio trong khéi u duwoc cam ting
bdi c-Myec. p16INK4a 1 gen déng vai trd quan trong trong viée kiém sodt chu ky té bao
cua té bao khéi u. |

Dudéi day 1a phén giai thich bang vi du v& viéc tao ra té bao dugc 1am bt tir bing

cach st dung tiy rang thu dugc tir rang stta cuia nguoi da roi khoéi 0 ring.

PA4u tién, ring sita d3 roi khoi b ring dugc khir tring bing cach st dung chit khir
trung, vi du, clohexidin, Isodin, va chét khu trung tuong tu. Sau d6, than ring dugc phan
chia theo phwong ngang bz"mg cch st dung, vi dy, dung cu khoan ring va dung cu tuong

tir dé thu hdi tay ring.

M0 tiy rang thu duge duogc tao huyén phu trong mdi trudng co ban, vi dy, nhu
mdi trudng eagle duoc cai bién ciia Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle's Medium,
dudi ddy goi 12 “DMEM”) chira huyét thanh bé (huyét thanh bé, d6i khi dudi day goi 1a
“DMEM?”) véi lugng nim trong khoang tir 5% dén 15% (theo thé tich), va chét khang
sinh v6i lwgng ndm trong khoang tir 50 dén 150 U/mL, va méi trudng twong tu. Sau do,
md ndy duogc xir 1y bing cach sir dung colagenaza véi lwgng nim trong khoang tir 1 dén

5 mg/mL & nhiét d6 37°C trong thoi gian tir 0,5 dén 2 gio.
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DMEM, m6i trudng Dulbecco dugc cai bién Iscove (IMDM; GIBCO, v.v.), méi
truong Ham’s F12, HamF12; SIGMA, GIBCO, v.v.), méi truong rpm1164Q, va moi
trudmg tuwong ty c6 thé dwoc st dung dudi dang méi trudng co ban. DPdng thdi, moi
trudng hdn hop chira it nhat hai méi trudmg ciing c6 thé duoc sit dung. Mot vi du vé& méi
truedng hdn hop dugc @ cap 12 chira IMDM va HamF12 véi lugng bang nhau (vi du, n6
dwoc ban trén thi trudng dudi tén san phdm: IMDM/HamF12 (GIBCO)).

Céc thanh phan can dugc b sung vao mdi trudng dugc d8 cap dén 13, vi dy, huyét
thanh (huyét thanh bao thai bd hoic huyét thanh bao thai bé, ching duoc goi 1a “FBS”
hodc “FCS”), huyét thanh ngudi, va huyét thanh clru, chét thay thé huyét thanh
Knockout (Knockout serum Knockout-KSR), v.v.), albumin huyét thanh bd (BSA), chit
khang sinh nhu penixilin, streptomyxin va cac chét khang sinh khac, vitamin, chit
khoéng, va chit twong tw. Mdi trudng co ban cling cé thé duoc st dung dé nudi cdy va

chon loc céc t€ bao nhu duoc dé cap dudi day, va dé nudi cay te€ bao duge chon loc.

- Sau khi xr ly enzym, thao féc ly tAm duoc thyc hién trong thoi gian tir 3 dén 10
phut (3000 dén 7000 vong/phit) dé thu hdi té bao tuy ring. Tuy thudc vao mirc d6 cin
thiét, céc té bao néy duqc chon loc bﬁng céch sit dung mang loc té bao. Cac té bao da
duogc chon loc dugce, vi dy, tai huyén phil trong tir 3 dén 6 mL méi trudng co ban dé dan

trén dia c6 dudng kinh tir 4 &n 8cm d& nudi cdy té bao bam dinh.

Sau d6, mdi trudng, vi du, DMEM chita FCS 10% dugc b sung, sau d6 té bao
nay dugc U trong t 4p CO2 5% & nhiét d6 37°C trong khoang 2 tudn. Sau khi loai bo
méi trudng, t& bio duge rira tir 1 dén vai lin bing PBS va hop chit twong ty. Thay vi
loai bd méi trudng va rira té bao, thi t& bao gbc bam dinh cia ring ma di tao ra khuédn
lac c6 thé duge thu gom. Té bao gbc bam dinh cia ring duge xi Iy bang cach st dung
dung dich chira ca trypsin 0,025% dén 0,1% va EDTA 0,3 dén 1mM trong vai phit &
nhiét 6 37°C d& dugc téch ra khoi dia. Tiép theo, cac té bao da dwoc tach ra nay dwgc

thu gom.

Sau khi xi 1y enzym, miu dugc ly tdm trong khoang thoi gian tir 3 dén 10 phuat
(3000 dén 7000 vong/phut) dé thu gom té bio tiy ring. Ty vio mic do cin thiét, cdc
té bao nay dugc tach ra bing cich sir dung mang loc té bao. Céc té bao da dwoc tach ra
dugc tai tao huyén phi trong tir 3 dén 6 mL méi trudng co ban chéng han, dugc dan vao

trong dia ding d& nudi cdy té bao bam dinh c6 duong kinh 4 dén 8 cm.
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Tiép d6, moi truedong nudi céy, vi du, DMEM d3 b sung FCS 10% duoc bd sung
vao; sau do, ching dugc 1 trong tu ép 5% & nhiét 6 37°C trong khoang 2 tudn. Dich
nudi cdy dugc loai bo, va céc t& bao dugc rira bing PBS tir 1 dén vai lan. Thay vi loai
b6 mbi truedng nudi cdy va rira té bao, cac té bao tuy ring bam dinh tao khuin lac c6 thé
dugc thu gom. Céc t& bao tuy rang bam dinh duoc tach ra khdi dia, vi du, béng céch st
dung trypsin 0,025% dén 0,1% va EDTA 0,3 dén 1mM trong vai phit & nhiét d6 37°C,

va sau d6 chung dugc thu gom.

Sau d9, céc té bao bam dinh di dwgc chon thu duoc nhur dugc dé cap O trén duogc
nudi céy. Vi dy, céc té bao gbc thu duge nhu dugce dé cap ¢ trén dugc dan 1€n trén cac
dfa ding d& nudi cdy té bao bam dinh, sau d6 dugc nudi ciy trong didu kién CO2 5% va
& nhiét dd 37°C trong ti 4p. Bing cach nay, cb thé thu dugc céc té bao duoc nudi cdy

so cp cua té bao gbc 14y tir ring sita ngudi da roi khoi b ring (SHED-P).

Trong qué trinh cdy chuyén, cic té bao dwoc thu gom bing cach st dung trypsin
va EDTA, khi c4c t& bio nay bt ddu hop dong phu hoic hgp dong theo quan sat vi mé
nhu dugc dé cap ¢ trén. Sau 49, cac t& bao nay duoc dan 14n nita trén dia nuéi cy chira
mdi trudng nudi ciy.

O day, thuat ngit, “hop dong phu”, c6 nghia 14 tinh trang ma céc té bao bam dinh
khoang 70% dién tich ddy ctia binh nudi cdy. Vi dy, viéc cdy chuyén dugc thuc hién tir
1 @én 8 13n, va céc t& bao di dugc chon dwgc nhin giéng 1én dén s6 lugng té bao can
thiét, vi du, khoang 1 x 107 té bao/mL. Sau khi nuéi ca?'ly nhu dugc mo ta & trén,' cac té
bao duge thu gom dé luu giit trong nito 16ng. Céc té bao da dugc thu gom tir nhiéu ddi

tugng cho khac nhau cé thé dugc luu gitt & dang ngén hang té bao gdc tiy ring.

Tiép theo, 4 gen dwoc duwa vao trong té bio dwgc nudi cdy so cap thu dwgc thong
qua viéc nudi ciy so cip té bao gbc dé tao ra té bao duoc tai nap gen. Céc gen dugc tai
nap & day t6t horﬁ a4 loai dugc chon tir nhém bao g(“)m hTERT, bmi-1, E6, E7, Oct3/4,
Sox2, K1f4, c-Myc, va pl16INK4a. B%mg cach dua hTERT, bmi-1, E6, va E7 vao, c6 thé
thu dugc céc té bao dugc 1am bAt tir ¢6 s6 14n nhan d6i que“m thé cao hon. O day, hTERT
14 gen cua telomeraza dédo ngugc transcriptaza ciia ngudi; bmi-11a gen nhém polycomb
lién quan dén su tu sinh san cua té bao gc")c hodc sy diéu hoa biét héa. E6 va E7 13 céc
gen t0n tai trong khung doc mé ma héa gen sém duge st dung dé sao chép chinh virut

papilloma ngudi.
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Céc gen nay c6 thé dugc dua vao nhu sau.

Plasmit dé chén gen muc tiéu duoc chuén bi, va sau d6 n6 duoc chén vao trong
vecto con thoi, vi du, pShuttle2 @ tach dong gen. E. coli dugc bién nap bing céach st
dung vecto con thoi ndy dé chon loc thé bién nap khéng kanamyxin. ADN plasmit ctia
thé bién nap khang kanamyxin d duoc chon dugc tinh ché @& nhan biét thé tai t5 hop

béng cach phan tich cic vi tri giéi han.

Tiép theo, enzym gidi han, vi du, PI-Sce I va I-Cue I duoc st dung dé cit cat-xét
biéu hién ra khéi vecto con thoi; sau d6 né dwgc ndi vao trong vecto adenovirut, vi dy,
ADN Adeno-X Virut. San phim néi thu dugc dwgc phan tich béng cach sir dung Swa I,

va né duoc stir dung d€ bién nap E. coli.

Trong sb cac thé bién nap thu duoc, thé bién nap khang ampixilin dugc chon loc.
ADN adenovirut téi t6 hop ma gen dugc chén vio duge tinh ché dé nhan biét thé bién

nap bang cach phan tich cac vi tri giéi han.

Tiép theo, adenovirut dugc phan huy bang céch st dung Pac I dé chuyén nhiém
té bao HEK 293. Adenovirut téi t6 hop dugc nhin gibng, va sau d6 dugc thu gom dé do
d6 chudn cua né. Theo phuong phap thong thudng dé tinh ché virut, né dugc sir dung

dé 1ay nhiém té bao muc tiéu, SHED-P.

Quén thé té bao d3 1ay nhidm virut 6 dugc nhudém bang cach st dung FITC theo
phuong phap thong thudng, va sau do cac té bao dwong tinh véi STRO-1 duoc phét hién
ra bing céch sir dung may dém té bio theo dong. O day, STRO-1 dugc coi 1a mot trong
céc chi thi ding cho té bao gbc trung mé cé tinh toan ning trong tily xuong, va né tré

thanh mot chi s6 cho sy bét tir t& bao.
Theo quy trinh néu trén, c6 thé thu dugc té bao gbc dugc 1am bét tir tir ty ring.

Tiép theo, t& bao gbc dwgc 1am bt tir thu dwgc duge nudi cdy trong mdi trudng
co ban, vi du, DMEM d3 bb sung FBS 10% trong diéu kién CO2 5% & nhiét d6 37°C
trong thoi gian tir 24 dén 48 gitr dé thu dwoc dich nudi cdy. D& thu gom dich nuéi cay,
vi dy, 6ng pipet loai Komagome va dang twong ty c6 thé dugc st dung. Dich nudi cay
da thu gom dugc c6 thé duge sir dung nguyén trang @& 1am thanh phan hoat tinh cho ché
phim thudc sang ché. Pdng thoi, né c6 thé dugc str dung nguyén trang sau cic quy trinh

xtt Iy nhu ngung tu, thay thé dung méi, thim tach, 1am khé lanh, pha loing va quy trinh
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tuong tu.

Nhu dugc md ta dwdi ddy, dich nudi ciy cia té bio gbe dugc 1am bAt tir thu duoc
nhu duoc dé cap O trén bao gém nhiéu loai yéu t6 sinh truéng khéac nhau, vané thd hién
nhidu chirc ning ma khéng cn tinh ché & mirc d6 cao. Cu thé, dwoc phim theo séang ché
can duoc st dung cho nhiéu bénh cé thé dugc tao ra theo quy trinh théng thudng. Vi
thé, c6 thé tranh duoc viéc 1am gidm hoat tinh sinh hoc cia céc yéu t6 sinh trudng do

quy trinh tinh ché & mic d6 cao gay ra.

Luu y 13 “dich nudi ciy cta té bao dwgc lam bét tir” dwoc sir dung trong sang ché
duoc xé4c dinh 13 dich nuéi cdy chira nhiéu loai yéu t6 sinh hoc khac nhau thu dugc bing
cach nudi cdy té bao gbc da dugc 1am bét tit, va né 1a dung dich khong chira t& bao bt
ky nhu té bao gbc dugc 1am bat tir va céc té bio khac. Khi dich nudi cdy khong chira
huyét thanh dugc chudn bi, thi vu tién sit dung méi treong khéng cé huyét thanh dugc
str dung trong toan b quy trinh tir nudi ciy ban du dén khi ciy chuyén, dwoc sir dung

trong vai 14n ciy chuyén truéc khi thu gom té bao.

Té bao gbc tiy ring dd duoc chon loc va dwgc nubi ciy bang cach sir dung
phuong phap néu trén la cac té bao thu dugc tir md cta co thé séng va cb cac dic tinh
gibng nhu té bao dugc nudi cdy so cip. Thong thudng, té bio dugc nudi cly so cdp c6
cac dic tinh tudng tur nhw c4c té bio cla co quari 1am ngudn, va quén trong la cac dac
tinh cta chiing gin véi t& bao binh thudng. Tuy nhién, né sinh truéng chdm hon so véi
t& bao dugc tach dong, va doi khi né giai biét héa trong khi tiép tuc nudi cdy. Vi thé, rat
khé dé duy tri t€ bao c6 cic dic tinh nay.

Tuy nhién, t& bao gbc dwoc 1am bit tir theo sang ché c6 ty 18 biéu hién STRO-1
cao hon déng k&, ma tré thanh chi thj cho mitc d6 tu ghép, so véi ty 1¢ biéu bién ciia té
bao gbc tily ring ma khong phai 13 t& bao dwoc 1am bat tir tai cac thoi diém khi s6 1an
nhén d6i quin thé bing 20 hoic 40. T4t hon 14 té bao gbc duge lam bt tir niy c6 ty 1§
cao hon nhu khoang tir 1,5 dén 3, do ty 1€ biéu hién cao ctia STRO-1 tré thanh chi s6
ma té bao nay thé hién cac dic tinh gidng nhu nhu cac dic tinh cia té bao dugc nudi cdy

so cap.

Ngoai ra, t& bao géc dwgc 1am bat tir tiét ra it nhit hai yéu t6 sinh trudng dugc
chon tir nhém bao gdm yéu t sinh truéng giéng insulin (IGF), yéu tb sinh truéng ndi

mac (VEGF), yéu t§ sinh truéng bién nap-B (TGF-B), va yéu td sinh trudng té bao gan
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(HGF) vao trong dich nudi cdy. O ddy, thuit ngit “yéu t6 sinh truedng” 13 thuat ngit chung
chi polypeptit thiic dy sw phén chia té bio, dem dén sy thay d6i hinh thai hogc sw phinh
trudng té bao. Cac yéu t6 sinh trudng 13 khic nhau ity thudc vao té bio sin xuit ching,
va chiing dugc phan loai khéi quat thanh yéu t sinh truéng biéu bi (EGF), yéu td sinh
trudng nguyén bio soi (FGF), yéu t6 sinh truong than kinh (NGF), yéu t4 sinh trudng
khéi u (TGF) va yéu t6 sinh truéng twong tr.

Ngoai ra, do céc thu thé trén mang t8 bao ciia mbi té bao c6 hoat tinh tyrosin
kinaza, nén sy gén két clia céc yéu td sinh trudng véi ching gay ra viéc phosphoryl héa
céc gdc tyrosin ciia protein va gay ra sy sinh trudng hodc ting sinh té bao. Biét rang c6
mdt vai vi du ring yéu t6 sinh truéng ndy trd thanh chit cam ng trung bi trong qua
trinh phét trién c4 thé. Ciing biét ring c6 mot vai vi du ring lymphokin, ma diéu bién hé
mién dich, tré thanh chét cim \ing trung bi trong qua trinh phét trién c4 thé. Cac yéu td
sinh truéng nay c6 thé dugc xé4c dinh béng_ cach sir dung k¥ thuat ELISA, thir nghiém
vi diy da biét hodc thir nghiém tuohg tu.

IGF-1 1a polypeptit c6 d6 twong tu trinh tw cao véi insulin, va n6 giy ra cic phan
ung nhu nguyén phan va phan ung tuong tu trong cac t& bao nudi ciy tuwong tw véi cac
phéan t’ing ma insulin gdy ra. Ciing biét ring IGF anh hudng dén sy sinh trudng té bao
thin kinh. VEGF 1a ho glycoprotein tham gia vao qud trinh tao mach, ma mdi tao ra
mach mdu trong ving ma trong 6 mach mau chua dugc tao ra & giai doan phoi trong
hanh trinh phét sinh phdi, va qua trinh hinh thanh mach, ma méi tao ra mach mau bing
céch phan nhanh va kéo dai tir mach mdu da cé. TGF-P ciing tré thanh chét wc ché sinh
trudng co6 hoat luc khang nhiéu loai té bao, va tham gia chdt ché& vao qua trinh biét hoa,
di chuyén va bam dinh cta té bao, va né d6ng vai trd quan trong trong linh vuc rong
nhu su phét trién c4 thé, sy tai cAu tric mé, sy 1am lanh vét thuong, sy viém va sy mién
dich, sy xdm 14n ung thu v sy di cin, va su viéc tuong tw. Ngoai ra, HGF c6 nhiéu hoat
tinh sinh 1y khac nhau tham gia vao qua trinh tai tao va bao vé mé va co quan nhu qua
trinh thuc ddy sy ting sinh té bao va su chuyén dong té bao, qué trinh chéng lai sy ty
rung t& bio theo chuong trinh (sw chét té bao), qué trinh ciAm ing tao hinh thai, qua trinh
hinh thanh mach va c4c qua trinh khéc d6i véi cdc té bao khac nhau bao gdm té bao gan.

MB&i té bao gbc duoc dé cap & trén duge nudi céy, vi dy, trong DMEM d b6 sung
FCS 15% & nhiét d 37°C trong thoi gian dinh trudce, nh d6 dich nuéi cdy chita céc yéu

t sinh trudng nhu dugc dé cap ¢ trén cd thé thu dugc. Luu y 13 dich nudi céy cua té bao
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gbc bao gdbm khoang 70 loai protein ngoai trit IGF-1, VEGF, TGF-B, va HGF.

15 mL dich nuéi cdy tir dich nuéi ciy thu dugc duoc rét vao trong don vi loc siéu
ly tim Amicon 10K (Amicon Ultra Centrifugal Filter Units-10K (Millipore Limited)).
Sau d6, né dwgc ly tim véi x 4000 g trong khoang 60 phut ¢é dic lai thanh khoang 200
pL. Tiép theo, thé tich twong tir ctia PBS 1am dich nudi cy dwgc rét vao trong dng, va
duoc ly tam 14n nita x 4000 g trong khoang 60 phut dé thay thé dung méi béi PBS. 200
pL dung dich thu dugc dugce thu gom vao trong 6ng thir nghiém c& micro dé thu dugc

dich nudi cay t€ bao goc dd dugc lam dac.

Thay vi phuong phép béng cach st dung Amicon nhu dugc md ta & trén, viéc cd
ndy c6 thé duoc tién hanh bing cach sir dung phuong phap két tia etanol. Vi dy, 45 mL
etanol 100 % duoc bd sung vao 5 mL dich nudi cdy dé tron ching va sau d6 dé yén &
nhiét d6 -20°C trong 60 phut. Sau d6, n6 dugc ly tdm véi x 15000g trong 15 phut & nhiét
dd 4°C dé loai bo phan dich ndi trén bé mit. Tiép theo, vi du, 10 mL etanol 90% duoc
bd sung vao dé tron déu, va sau d6 duge ly tim 14n nita vé&i x 15000 g trong 5 phut &
nhiét do 4°C. Sau khi loai b6 phén dich ndi trén bé miit, vién tron thu dugc c6 thé dugc
hoa tan trong, vi dy, 500 pL nudc vo tring. Sau khi hoa tan, toan bd thé tich nay duogc
thu gom trong 6ng thir nghiém c& micro, va thu dwgc dich nuéi cay té bao gbc da duoc

lam dac.

Dich nudi céy thu dugc nhu dugc dé cap & trén con co thé dugc lam kho lanh
theo phuong phap thong thudng dé c6 ché phim thudc dwoc pha ché tai thoi diém st

dung.

Ham luong cia yéu t6 sinh truéng trong dich nubi cdy c6 trong ché pham thudc
tét hon 14 nim trong khoang tir 50% dén 500% khdi lwong so véi téng khdi hrong kho
cia chung. Do, khi ham Iugng ndy it hon 50% khéi lwong, n6 s& khong gay ra bit ky tac
dung nao; va khi ham lugng nay vugt qua 500% khéi lugng, thi viéc cai thién hi€u qua

1a khong dugc nhu mong doi.

Dang lidu lugng cha ché phém thubc dugc dé cap dén 14, chﬁng han nhu bot, chét
long, gel, thudc xit, hé dung qua da, va dang twong tu. Vi du, ché phém thudc c6 thé
duoc bao ché b%mg céch bé sung chét d6n, t4 dugc, chit diéu chinh d6 axit va chit twong
tu dé rét vao trong vat chira kich thudc nho nhu dng thiy tinh v6 tring, dng huyét thanh

va vét chira twong ty. Khi sit dung, né dugc hoa tan bang cach sir dung nuéc muoi hodc
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nudc cit vo tring dé tiém, va sau d6 c6 thé duoc cp thong qua miii. Theo mdt phuong
4n, né dugc cp bang cach sir dung miéng gac thAm d4m dung dich dé bam dinh ving
duoc tic dong. Khi n6 dugc st dung cho qua trinh tao xwong cua xwong b rang va cac
xuong khéc, thi colagen, B-TCP va céc chit khic dugc sir dung 1am thanh phan gian ndi,

ma dugc nhing chim trong dung dich d3 dwgc hoa tan cin dwgc nhing.

Dudi dang cidc m6 bi hity hoai d€ sir dung ché pham thuodc theo sang ché, duoc
dé cap dén 1a cdc mo trén d6 vet loét hodc vét loét do nam duge tao ra, md ndo bi tdn
thuong do tac mach mdau, va cac md bi hily hoai do bénh xuwong, bénh nha chu va bénh

hé than kinh trung uong, va cic md twong tu.

o] day, “vét loét” dugc xé4c dinh 13 vi tri thiéu hut mé dugc tao ra trén bé mit cia
co quan sau 13 m6 bi phén hiy hodc déng vy c6 hoai tit, va n6 dugc tao ra trén biéu bi,
mé mach lién két, niém mac va dang tuong tu. Néu ngén chan thiéu m6 khong cham t&i
mo mach lién két, n6 dugc goi 13 hién twong bio mon. Cu thé, vét 1oét dugc tao ra &
ving tiép xtc véi bé mit co thé nhu da, niém mac khoang miii va miéng, gidc mac va
cac vung khac, hodc bé& mit khoang ciia cic co quan ndi tang réng nhu éng tiéu hoéa,

duong thd, duong tiét ni€u, mach méu va cic co quan khic.

Thuét ngit, “tu thé ndm” duogc dinh nghia vé mit 14m sang 13 mé xung quanh
ving bé mit co thé ma tiép xuc v6i bé mit nang d& (hau hét, bé mit d6 1a giudng) ¢ su
tuin hoan khiém khuyét cuc bd din dén sy hoai tit, khi chinh bénh nhan dua ho vao tinh

trang ma trong d6 ho phai nim yén tai mot vi tri va khong thé tr& minh.

Thuit ngit, “su khiém khuyét do phiu thuit gy ra”, dugc dinh nghia 12 sy khiém
khuyét do phiu thujt gdy ra nhw sw loai bé khéi u no va cic khdi u khéc.

~

Thudt ngtr, “su tdc mach mau” dwgc x4c dinh 13 tinh trang ma mach mau bi thc
do mdt trong cac 1y do sau day. Vi du, trang thai ma mach mau bi thu hep béi ching xo
cing dong mach va dong mau bi chén lai & do; vat tic mach (cuc méu dong hodc axit
béo) roi ra tir 16p 16t mach mau nén tic, va dong méu khong di dén vi tri xo cling dong
mach cia mach méu gf}m v0i tim; va sy cung cép mau bi nging lai do vi€m, ching chudt

rat, hodc sy thay ddi cuia thanh phan mau hodc dong mau.

Thuét ngit, “ndo” ¢ cac chirc ning ghi nhd, thé hién cam xuc, dua ra quyét dinh
va chirc ning twong tw. Ndo dugc che phu bdi dich 16ng duoc goi 13 dich nédo tiy. Dich

ndo tuy (cerebrospinal fluid-CSF) ¢6 vai trd bao vé néo, va vén chuyén chit dinh dudng
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va san phdm chuyén héa. Dich néo tily ndy c6 thé thu dwgc bang cich choc tiy séng
bénh nhan, nhung cdc ddc tinh thi phu thudc vao bénh cua bénh nhén va yéu t twong
tu.

O day, thuat ngi, “tiy séng”, 13 truc than kinh ctia dong vit cé xwong séng. Ngoai
ra, thudt ngit, “hé thin kinh trung wong” cé nghia 1 mé bao gbm tiy séng va ndo. Hé
than kinh trung wong c6 céc chirc ning dé hoat dong nhu trung tim phan xa véi céc kich

thich tir ngoai bién hoic két hop cac kich thich dé.

Su hity hoai hé than kinh trung wong 13 do tén thwong tiy séng va cac tinh trang
twong tu gay ra. O day, thuit ng#, “ton thwrong tiy sdng” 13 tinh trang trong d6 tiy séng
bi huty hoai do su kich dong tir cac yéu t6 bén ngoai hodc bén trong nhu tiy séng, khéi
u, ching thoét vi va cac tinh trang twong tw. Tuy vao muc d¢ nghiém trong cua tinh
trang hﬁy hoai, né dugc phan loai thanh loai-tuyét dbi trong d6 tiy séng dwoc tich ra
hoan toan, va loai khong tuyét dbi trong d6 tity séng bi hity hoai hogic bj ép, nhung chitc

ning cla tiy sdng van dugc duy tri mot phan.

“Bénh tily séng” dugc biéu hién bdi sy phét trién tinh trang thoai héa cot séng cd

do 130 héa (tinh trang sung phdng clia dia lién d6t séng hodc hinh thanh cdc mom gai).

Ché phim thubc c6 thé dugc sir dung trén vi tri vét thwong duéi dang 16ng, hoic
dang gel, v né duoc st dung dudi dang ché phdm dang tim. Diu tién, né dwoc hip thu
boi thanh phén gitr 4m, vi dy, gac thim, tim giit 4m dé sir dung trong y té va dang tuong
tir d& tao ra ché phim dang tAm. Tiép theo, ché phim dang tAm ndy dwoc dit 1én ving
bi thuong sao cho che phi dugce. Pién cuc hinh que tich dién 4m duoc di chuyén trén
tAm che phu viing bi thuong, xoay que nhe nhing. Dién cuc tich dién 4m dugc cho tiép

xuc voi phan ving mong muon tir ving bi thuong.

Nhu dugc md ta & trén, thanh phén hoat tinh trong ché phdm thudc dugc cdp mot
cach hiru hiéu b%ulg cach st dung dong dién gitta dién cuc dugc gfm 1€n ving bi thuong,

va dién cuc dugce ti€p xic voi ving khéac tir ving bi thuong.

Béng c4ch sir dung ché phim thubc theo sing ché trén mé bi ton thuong, c6 thé

phuc hdi mé nhanh hon.
Vi du thye hién séng ché

Vidul
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San xuit SHED duoc 1am bt tir va phuong phép nudi cy
(1) Chét @& chiét, plasmit va dang twong tur
(1-1) Chét phéan g va cac chit khic

Kanamyxin (Kan), ampixilin (Amp), méi truong LB 16ng va méi truong thach
LB, glycogen, agaroza, nudc v0 trung, amoni axetat, natri axetat, natri dodexyl sulfat va
ARNaza A duoc sit dung. Ca Kanamyxin (Kan) va ampixilin (Amp) 50 mg/mL déu
dwoc didu ché dé huu gitt ching dudi dang dung dich gbc & nhiét d6 -20°C. Glycogen
duoc diu ché ¢ ndng d6 bang 20 mg/mL. ARNaza A 10 mg/mL duoc diéu ché dé duoc
lwu gilt ¢ nhiét d — 20°C. Amoni axetat (NH4OAc) 10M (bdo hoa) va natri axetat 3M
(NaOAc; pH=5,2) dugc diéu ché.
(1-2) Enzym gidi han va dang tuong tu

Té bao E. coli kha bién (Té bao kha bién EZ10 Electro siéu nap, m3 san phim
636756), Swa I (md san phdm 1111A, Smi I 14 san phdm twong duwong), Xho I (mA san
phdm 1094A), T4 ADN Ligaza (m3 san phdm 2011A), NucleoBond Xtra Midi (mA san
phim 740410.10/.50/.100), NucleoSpin Plasmit (ma san pham 740588 10/50/250) dwoc

mua tir Takara Bio Inc. Pac I dugc mua tir New England Biolabs.
(1-3) Chit dém va chét tuong tu

1 x Chét dém TE (Tris-HC1 10mM (pH = 8,0) chita EDTA 1mM), 13 hdn hop ciia
phenol:cloroform:rugu isoamylic (25:24:1) bdo hoa bing Tris-HCI 100mM (pH = 8,0),
duogc diéu ché. Duéi day goi 1a “Dung dich PCI”. Etanol dugc st dung v6i ndng do 1a
100% hozc 70%. Dé tinh ché plasmit ADN pAdeno-X duoc sir dung trong qué trinh tai

t6 hop quy mé nhd, céc chit dém 1 dén 4 sau duoc diéu ché.
Chét dém 1: Tris-HCl 25mM chita EDTA 10mM va glucoza 50mM (pH=8,0)
(sau khi chung ap, dugc luu gitt & nhiét 4§ 4°C)

Chét ¢ém 2: NaOH 0,2M chira SDS 1% (duoc diéu ché ngay trude thoi diém su

dung, dugc bit chat va luu giltt & nhiét d0 trong phong)
Chét dém 3: KOAc 5M (sau khi chung 4p, dugc hwu gitt & nhiét do 4°C)

Chit dém 4: Tris-HC1 10mM (pH = 8,0) chita EDTA 1mM va ARNaza 20pg/mL
(ngay trude khi str dung, ARNaza dugc bd sung, dugc hvu giit ¢ nhiét d6 -20°C)
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(2) Tinh ché adenovirut va chit phan tmg cho thir nghiém p-gal

Té bao HEK293 (ATCC #CRL1573) bién nap bing adenovirut typ V ciia nguoi
dugc st dung. Té bao HEK293 dugc nudi ciy trong méi tredng hoan chinh. Thanh phan
cia méi truong hoan chinh nay 1a DMEM (Méi truong Eagle dugc cai bién cua
Dulbecco, mdi trudng co ban) dugc bd sung 100 don vi/mL natri penixilin G, 100ug/mL
streptomyxin, glutamin 4mM, va FBS 10%. Dung dich natri penixilin G dugc diéu ché
& ndéng d6 bang 10000 don vi/mL, va dung dich streptomyxin sulfat dwoc diéu ché &

ndng d6 10000pg/mL. Ching dwoc hwu giit 1dm dung dich gbc.

Trong khi nudi ca?'ly, dia 60mm, dia 100mm, dia 6 13, cic binh thét ¢b T75 va
T175 dugc st dung.

Trypsin-EDTA (m3 san phdm CC-5012) dugc mua tir Takara Bio Inc. Nudc mudi
dwgc dém phosphat (PBS, khong chira Ca?* va Mg?*) va nudc mubi duwge dém phosphat
Dulbecco (DPBS, chira Ca?* va Mg?*) dugc diéu ché. Ngoai ra, dung dich nhudém dé
trung tinh 0,33%, va dung dich nhucf)rh xanh da troi trypan 0,4% duogc st dung.

Trong thtr nghiém B-gal, X-Gal (5-brom-4-clo-3-indolyl-B-D-galactopyranosit
(25 mg/mL)) trong dung dich dimetylformamit (DMF) duoc luu gilt & nhiét 6 -20°C |
trong vat chira bén sang. B kit phat hién p-gal II phat quang (mi san phim 631712,

Takara Bio Inc.) dugc st dung.
(3) Thir nghi€m so bd
(3-1) X4y dyng céu triic cho adenovirut tai t hop chira lacZ (pAdeno-X-lacZ)

Sau khi ra §ong té bao HEK293 va loai bd DMSO ra khoi dung dich, céc té bao
HEK293 nay dugc tai tao huyén phi trong 10 mL mdi trudng hoan chinh. Sau d6 toan
bd lugng nay dugc chuyén 1én dia nudi cdy c6 dwong kinh 100mm. Sau khi cac té bao
HEK?293 bam dinh 1én dfa, thi méi tredng nudi ciy dugc loai bo. Sau d6, cic té bio ndy
dwoc rira mot 14n bing PBS vo tring. Sau d6, 1 mL trypsin-EDTA dwgc b sung vao dé
Xt ly chiing trong khodng 2 phit.

Tiép theo, 10 mL mdi trudng hoan chinh duge bd sung vio dé 1am ding phan
{ing cua trypsin, va sau d6 cac té bao ndy dwgc tao huyén phi nhe. Bing cach sit dung
s6 dém sinh vat s6ng, 10° té bao dugc chuyén vao trong dia c6 dudng kinh 100mm chira

10 mL mdi trudng dé trai déu.
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pShuttle2-lacZ (vecto d6i chimg dwong c6 trong hé biéu hién Adeno-X 1) va
AND cua virut Adeno-X (PI-Sce I va I-Ceu I dugc phan huy) c6 trong bd kit duoc sur
dung. Theo phuong phép chuén duoc gin trong b kit, adenovirut tai t6 hop chira lacZ
duge xay dung ciu tric. N6 dugce 14y nhiém vio té bao muc tiéu, SHED, va sy biéu hién
cua B-garactosidaza duoc thir nghiém dé x4c nhin ring vecto ndy du{wc xay dung céu
truc.
(3-2) Xay dung ciu triic plasmit pShuttle2 t4i t6 hop

Trude khi xiy dung ciu tric vecto pShuttle2 tai tb hc)p (dudi day goi 1a “vecto
rpShuttle2”); E. coli DH5a dugc bién nap véi vecto pShuttle2 va vecto pShuttle2-lacZ,
c6 trong b kit. Thé bién nap dugc lya chon trén dia thach LB chita 50pg/mL Kanamyxin
(dudi day goi 13 “LB/Kan”). Té bao vi khudn thu duoc tir mot khuin lac dugc vach trén

LB/Kan méi dé dwoc @i & nhiét d6 37°C qua dém.

- Tiép theo, hTERT, bmi-1, E6, va E7 dugc tach dong vao trong pShuttle2. Vecto
pShuttle2 dugc phén tach bing céch sir dung enzym gidi han thich hgp cho c4c gen nay.

Tiép theo, dya trén t& thong tin vé vecto pShuttle2 (PT3416-5) dugc gén kém bod
kit, ADN khép véi nhidu vi tri tch dong cin dugc chén vio dugc quyét dinh. Plasmit
d4 duge xit 1y v6i enzym gidi han dugc xir Iy bing cach sir dung phosphataza kiém dé
duoc tinh ché.

Theo phuong phap théng thuong, cdc madnh ADN muc ti€u dugc tao ra dé duogc
tinh ché. Vecto duoc phan hity béng enzym gidi han va cdc minh gen dugc nbi. Bing
cach stt dung san phAm ndi, cac t8 bao DH50, (t& bao kha bién) dugc bién nap. Mot phan
ctia t& bao kha bién dugc chon dé bién nap bing cach st dung vecto d6i chimg, vecto

pShuttle2-lacZ cé trong b kit @8 sir dung 1am d6i chimg duong.

Hdn hop chira E. coli da duge bién nap dugc dan trén dia thach LB/Kan dé chon
loc thé bién nap khéng kanamyxin (Kanr) (khudn lac). 5 dén 10 dong v6 tinh khang Kan
dugc chon loc, va ching dugce dan trén dia véi mdt lugng nho moi trudng long can duogc
khuéch dai. Sau khi x4c nhén ring cic dong vé tinh ndy cé vecto pShuttle2, ching dugce
1 qua dém. Sau dé, bang céch sir dung cot hép thy silicagel c6 ban trén thj trudng, ADN

plasmit 43 xay dung cAu trac duge tinh ché theo phuong phép thong thudng.

ADN plasmit dugc xir ly béng enzym gidi han d3 trai qua qu4 trinh dién di trén

-22-



30137

gel agaroza 1%; nhd d6 plasmit tai t6 hop muc tiéu dwoc nhan biét. Bing cach giai trinh
tu, huéng cua manh dugc chén va vi tri duge cheén dugce xac nhén 14 nhan biét dong v
tinh dwong. ADN plasmit pShuttle2 tai t6 hop (dudi ddy goi 13 “ADN plasmit
rpShuttle2”) dugc chuyén nhidm truc tiép vao trong té bao muc tidu, va sau d6 né duoc

tién hanh thdm tach tay dé kiém tra sy biéu hién so bd ciia protein myc tiéu.
(3-3) Phan huy kép ADN plasmit rpShuttle2 bang PI-Sce I/I-Ceu I

Tu ADN plasmit rpShuttle2 tao ra nhu dugc d& cép & trén, cat-xét bidu hién cua
gen dugc chén dugc 14y ra bang cach st dung PI-Sce I va I-Ceu I. Theo phwong phap
ndi in vitro dugc viét trong phuong phép chudn gin kém b kit, cat-xét bidu hién ma da
dugc 14y ra duoc két hop vao trong ADN virut Adeno-X. Dung dich phan huy kép PI-
Sce I/I-Ceu I d6i véi ADN plasmit rpShuttle2 duoc didu ché véi lwong 30 pL. N6 duoc
trén véi chit phan tmg duogc thé hién trong bang 1 dudi day va dugc cho vao dng vi ly

tAm d3 duoc tiét tring dung tich 1,5 mL.

Bang 1
‘ Po chat 1ong (uL)
Chét phan ting va céc chit khac One 1 Or}g 2
& (lacZ doi chirng)

Nuéce vo tring 19,5 19,5
10 x Dung dich phan hiy kép 3,0 3,0
ADN plasmit rpShuttle2 (500 ng/pL) 2,0 —
Plasmit pShuttle2-lac Z (500 ng/uL) — 2,0
PI-Sce I (1 don vi/puL) 2,0 2,0
I-Ceu I (5 don vi/uL) 0,5 0,5
10 x BSA 3,0 3,0
Téng 30,0 30,0

Tiép theo, sau khi trdn hoan toan, 6ng vi ly tdm dugc ly tdm nhe, va sau d6 duogc
U trong 3 gid & nhiét d6 37°C.

Hdn hop phéan tng dugc phan hiy kép (5 pL) dwoc tién hanh dién di trén gel 1%
agaroza/EtBr cung vdi thang 1 kb (chi thi kich thuéc ADN).
(3-4) Chiét bing phenol:cloroform:ruou isoamylic

Phin con lai ciia dung dich phan hiy kép (25 pL), 70 uL 1 x chit dém TE
(pH=8,0) va 100 uL hén hop PCI duoc bd sung vio dng ly tdm, éng ndy dugce tron bing

céch str dung ludng xody. Sau d6, 6ng ndy dwgc ly tim bang cach sit dung k§ thuét vi ly
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tAm & nhiét d6 4°C véi tdc d6 14000 vong/phit trong 5 phut. Sau d6, 16p nudc duge
chuyén sang ng ly tdm sach dung tich 1,5 mL. O d6, 400 pL etanol 95%, 25 pL amoni
axetat 10M, va glycogen 1 pL (20 mg/mL) dugc bd sung vio, va sau d6 dugc tron bing

cach str dung ludng xo4y.

Tiép theo, n6 dugc ly tim & nhiét d6 4°C véi téc dd 14000 vong/phut trong 5
phut. Sau d6, phan dich ndi trén bé mit dugc rit can bang cach hit dé thu duoc vién
tron. 300 pL etanol 70% duogc bd sung trén vién tron, né duge ly tim trong 2 phut véi
tdc @6 14000 vong/phit. Phin dich ndi trén bé mit dugc hit cin than dé loai bo, vién
tron dugc 1am kho trong khong khi trong khodng 15 phut.

Sau khi vién tron dwgc 1am kho, né dwgc hoa tan trong 10 pL 1 x chit dém TE

dd dugc tiét tring (pH=8,0), va dung dich nay dugc luu gilt ¢ nhiét d -20°C.
(4) Xay dung c4u triic ADN plasmit Adeno-X tdi td hop
(4-1) Té4ch dong phu cé4t-xét biéu hién vao trong bd gen Adeno-X virut

Céc chét phan img dugc thé hién trong bang 2 dudi day duge bd sung tudn tir vao
trong 6ng vi ly tdm dung tich 1,5 mL 33 dugc tiét tring. Sau d6, né dugc tron nhe va

duoc ly tim nhe. Sau d6, né dugc u & nhiét 4§ 16°C qua dém.

Bang 2

Chét phan tmg va céc chit khic Bo "(I:Sf)long
ADN plasmit pShuttle2 dugc phan hity bdi PI-Sce I/I-Ceu 1 2,0
ADN plasmit pShuttle2-lac Z dugc phan hiy béi PI-Sce I/I-Ceu I —
Nudc vc‘>, trung ‘ 3,0

10 x Chat dém n61 ADN 1,0
ADN virut Adeno-X (250 ng/uL) 3,0
Ligaza ADN (1 don vi/uL) 1,0
Tong 10,0

90 pL 1 x chit dém TE (pH = 8,0) va 100 uL hén hgp PCI dugc bd sung vao mdi
mau, va sau d6 né dugc trdn nhe bﬁng cach st dung luéng x04y. NO dugc ly tdm & nhiét
d6 4°C véi tbe @6 14000 vong/phit trong 5 phit, va 16p nude duge chuyén sang dng
sach ¢& micro dung tich 1,5 mL. Sau dd, 400 pL etanol 95%, 25 pL dung dich amoni
axetat 10M, va 1 pL glycogen (20 mg/mL) dugc bd sung vao éng, va sau d6 n6 duoc

trén nhe bing cach sir dung ludng xo4y.
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Tién hanh ly tdm & nhiét d6 4°C trong 5 phit véi tdc d6 14000 vong/phut, va
phdn dich ndi trén b& mit dwoc loai bd bing cich hit @ thu dugc vién tron. Cac thao
tac két tia etanol sau d6 13 gidng nhu thao tic trong muc (3-4).

Sau khi 1am khé thi vién tron dugc hoa tan trong 15 pL nudc duge khir ion vo
trung.

(4-2) Phén hiy Swa I cia ADN plasmit Adeno-X tai t5 hop

Dung dich phan hily nhu dugc thé hién trong bang 3 sau day duoc diéu ché, dugc

bd sung vao mdi méu trong bng ly tdm. Sau d6, ching dugc  trong 2 gid & nhiét do

25°C.

Béng 3
Chét phan (g va cic chit khac Po chét 1éng (uL)
San pham ndi 15
10 x Chit dém phan hity Swa I | 2,0
10 x BSA ‘ 2,0
Swa I (10 don vi/uL) 1,0
Téng 20,0

80 puL 1x chéit dém TE (pH=8,0) va 100 uL hdn hop PCI dwgc bd sung vao mdi
mau, va sau d6 né dugc trén nhe bing céch st dung ludng xody. Céc thao tic két tia
etanol sau d6 13 giéng nhur thao téc trong muc (3-4), va dung dich d4 dugc hoa tan clia
vién tron dwoc Iuu gitt & nhi€t 3§ -20°C cho dén khi sir dung.

(4-3) X4c nhén thé bién nap E. coli bing ADN plasmit Adeno-X téi t& hop

Té bao kha bién dién di (E. coli) dugc bién nap véi san phdm d3 phan hiy Swa I
thu dwgc trong muc (4-2) bing céch sir dung t& bao kha bién dién di siéu nap EZ10 (ma
san phdm 636756).

Hdn hop thé bién nap dwgc din mong trén dia thach, 13 hdn hop clia méi trudng
LB va ampixilin (ndng d6 cudi cting 100pg/mL) (dudi day goi la “dia thach LB/Amp”),
va sau d6 chiing dugc @ & nhiét 46 37°C qua dém. Khoang 10° khuan lac thu dugc duéi
dang thé bién nap khang ampixilin (Ampr). Khuin lac thu dwgc dwoc kiém tra bang cach
st dung bd trinh tr mdi sang loc PCR hé théng Adeno-X (Adeno-X System PCR

Screening Primer Set) dugc gén vao san pham.

Céc té bao vi khuin tir m6t khuén lac duoc dan moéng trong 5 mL méi truong
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16ng LB/Amp sach, va dugc u qua dém. Ngay tiép theo, theo phwong phép quy mé nhé
nhu dugc dé cap dudi ddy, ADN plasmit Adeno-X dugc tinh ché.

(4-4) Téng hop ADN plasmit Adeno-X téi t6 hop trén quy mo nhod

5 mL méi trudmg nudi ciy pha log dugce ly tim véi tbc dd 14000 vong/phit trong
30 gidy dé loai bod phﬁn dich nbi trén bé mit. Vién tron dugc ly tAim & tbc dd 10000
vong/phut trong 1 phut nita, va sau d6 phin dich ndi trén bé mit dugc loai bo bang cach

sir dung dng pipet vi thé.

150 pL chét dém 1 dugc bd sung vao va duge hit nhe bing dng pipet dé tai tao
huyén phat. 150 pL chét dém 2 dugc bd sung vao thé huyén phil té bao. Sau d6 thé huyén
phil té bao ndy dugc ddo ngugc nhe dé tron va dé yén trong 5 phut trén nudce da. 150 pL
chit dém 3 duoc bd sung vao thé huyén phu té bao d3 duoc 1am lanh d6, va sau d6 nd

duoc dao ngugc d8 tron 1An nita va dé yén trong 5 phut trén bang.

" Thé huyén pht té bao dwoc ly tdm & nhiét d6 4°C véi toc d6 14000 vong/phit
trong 5 phut, va phan dich ndi trong trén bé mit dugc chuyén vio trong bng ly tam sach
dung tich 1,5 mL. 450 pL hdn hop PCI duge bd sung vao phan dich ndi trén bé mit, va
sau d6 duogc ddo ngugc dé tron. Sau d6, né dugc ly tAm & nhiét d6 4°C véi tdc do 14000
vong/phtt trong 5 phut, va 16p nudc dugce chuyén sang 6ng vi ly tAm sach dung tich 1,5
. _

Céc thao tac két tia etanol sau d6 14 gidng nhu cic thao tac trong muc (4-1), va
dung dich d3 dugc hoa tan cla vién tron duge luu gitt & nhiét 4§ -20°C cho dén khi sir
dung. rADN dang quan tdm dugc nhén biét bang cach st dung phép phén tich véi céc
enzym gi6i han va PCR nhu dwgc md ta dudi day.

(5) Phan tich vi tri giéi han ADN plasmit rAdeno-X thu dugc

Viéc phan tich dwgc thyc hién bang cach sir dung PI-Sce I va I-Ceu I. Céc chit
phén mg thé hién trong bang 4 sau ddy dugc cho vao éng vi ly tim dung tich 1,5 mL.
Sau d6, 30 pL dung dich phén hity kép PI-Sce I/I-Ceu I dugc bd sung vao d6, va sau d6

tron hoan todn va sau d6 n6 dugc quay nhe dé thu gom c4c thanh phin.
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Béang 4

Chét phan tng va céc chét khac Do chét 1éng (uL)
Nudc vo trung 19,5

10 x dung dich phan huy kép 3,0

ADN rpAdeno-X (500ng/uL)(500 ng/uL) 2,0
Plasmit pShuttle2-lac Z (500ng/uL) —

PI-Sce I (1 don vi/pL) 2,0

I-Ceu I (5 don vi/uL) 0,5

10 x BSA 3,0

Tong 30,0

N6 duoc u & nhiét 5 37°C trong 3 gio dé thyc hién viéc xir 1y giéi han. Hon hop
phén ng sau khi xtr ly dugc tién hanh dién di trén gel agaroza 1%/EtBr.
(6) San xut adenovirut tai t6 hop
(6-1) Tao ra ADN plasmit rAdeno-X dé chuyén nhiém té bio HEK293

Céc chét phan g dugc thé hién trong bang 5 sau dugc cho vao éng ly tam dung
tich 1,5. mL d3 duogc tiét trung dé duoc tron, va sau 6 né duogc ly tAm nhe bing cach sir
dung méy ly tim nhd. Sau d6, né dugc u & nhigt do 37°C trong 2 gid dé xit Iy ADN

plasmit rAdeno-X vé&i enzym gi6i han Pac 1.

Béang 5
Chét phan g va cic chét khac Do chit 16ng (uL)
Nudc vo trung 20
ADN plasmit pAdeno-X (500 ng/pL) 10
10 x Chét dém phan hity Pac I ‘ 4
10 x BSA 4
Pac I (10 don vi/uL) 2
Tong 40

60 uL 1 x chét d¢ém TE (pH=8,0) va 100 uL hdn hop PCI dugc bd sung vao, va
sau d6 ching duogc trdn nhe bang céch st dung ludng xody. Sau d6, né duge ly tim béang
céch st dung méy ly tim nhé & nhiét ¢ 4°C trong 5 phut véi tbc d6 14000 vong/phiit.
Lép nudce duoc chuyén mét cach cén than sang 6ng ly tAm sach d3 dugc tiét tring dung
tich 1,5 mL. Céc thao tic két tiia etanol sau d6 1a giéng nhu céc thao tic trong muc (3-
4), dung dich da dugc hoa tan tir vién tron dwgc hwu gitt & nhiét d§ -20°C cho dén khi sir
dung.

(6-2) Chuyén nhiém ADN plasmit Adeno-X dugc phin hiy béi Pac I vao té bao
HEK293
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24 gi® trudce khi chuyén nhim ADN plasmit, c4c té bao HEK 293 dugc dan méng
trén dia nudi cdy 60mm sao cho s6 lwong té bio bang khoang tir 1 dén 2x106 (khoang

100 t& bao/mm?). Sau d6, chiing dwgc & nhiét 6 37°C dudi sy c6 mit cia CO2 5%.

10 uL ADN plasmit Adeno-X dugc phan hity Pac I dugc chuyén nhiém vio méi
dfa nuoi cdy d& dua ADN Adeno-X vao té bao HEK293, theo phuong phép chuyén
nhidm chudn (bd kit chuyén nhidm dong vét c6 vii CalPhos, ma san pham 631312,
Takara Bio Inc.). Su xuét hién ciia CPE (hiéu émg bénh 1y té bio) dugc xdc nhén tir ngay

tiép theo clia qu trinh chuyén nhiém.

Mbt tudn sau, c4c t& bao dd bam dinh trén ddy hodc thanh bén cta dia nubi ciy
dugc giai phong béng céch tron nhe. Thé huyén pht té bao thu duoc duge chuyén vio
trong 6ng ly tim dung tich 15 mL d4 duoc tiét tring c6 day hinh ndn, va dugc ly tdm &
nhiét do trong phong trong 5 phit véi tbc d6 1.500 x g.

 Chét két tia thu dugc dugc tao huyén phtt trong 500 pL PBS tiét tring. Dung
dich dugc tién hanh dong lanh—r3 dong 3 l4n, dugc d6ng lanh trong bang khé/etanol va
dugc rd dong trong t 4p v&i nhiét d6 37°C, dé thu dugc chét phan giai trong d6 té bao
dugc rd déng hoan toan. Tiép theo, n6 duogc ly tdm nhe dé loai bo vat chét duoc tao
huyén phu, va sau dé‘phﬁn dich ndi trén bé mit dugc chuyén vao mot éng dd duoc tiét
trung khéc dé dung ngay. Chét phan giai khong dugc ding ngay dugc luu gilt & nhiét
do6 -20°C.

250 uL‘ chét phan giai dugc bé sung 1én trén c4c té bio dugc nudi ciy trong dia
c6 duong kinh 60mm, va dugc tiép tuc nuodi cdy. Luu y 1a bang cach sit dung khdng thé
khang Hexon c6 trong b0 kit chuén d6 nhanh Adeno-X (mi san pham 631028, Takara
Bio Inc.), adenovirut dugc chudn d6 theo sé tay huéng din (PT3651-1) cua bo kit.

(6-3) Khuéch dai virut dé tao virut c6 d§ chuén cao

24 gid trudce khi bit diu chudn 9, céc té bao HEK293 dugc dan méng trén binh
thot ¢d T75, va ching duge 0 & nhiét 46 37°C v6i sy ¢6 mét cua CO2 5% qua dém dé
x4c nhan ring chiing bét diu hop dong tir 50% dén 70%.

Trong ngay tiép theo, moi trudng dugc trao dbi sang méi truong chira virut aé
nhidm véi virut & MOI = 10. Sau khi 0 & nhiét 6 37°C véi su c6 mit cia CO2 5% trong
90 phﬁt, binh thét & dugc 14y ra va 10 mL méi trudng duge bd sung vao binh thét cd.

Ching duge nudi cdy & nhiét 46 37°C trong thdi gian ti 3 dén 4 gid véi sy c6
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mit ctia CO; 5%, va CPE dugc x4c nhan. Sau khi giai phéng 50% té bao, thé huyén phu
t8 bao da duoc gidi phéng duoc didu ché nhu duge md ta & trén; né dugc chuyén sang
6ng ly tAm dung tich 15 mL d3 dugc tiét trung v6i ddy hinh nén. Thao tic déng lanh va
rd dong nhu dugc md ta & trén dugc thyc hign, va cac té bao nay dugc ri dong. Bing
cach sir dung bd kit chuidn d6 nhanh Adeno-X (mi sin phém 631028), thu duoc do
chuén, 107 PFU/mL.

Thi nghiém thidm tach tdy dugc thuc hién, va xdc nhin dugc viéc liéu bd gen
adenovirut d3 déng gbi c6 cc ban sao cia don vi phién mi dic hi¢u dya trén gen muc
tiéu 1a dang chirc néng hay khong.

(7) Lay nhiém adenovirut vao té bao muc tiéu
(7-1) Lay nhiém vo té bao muc tiéu

24 gidy trude khi lay nhidm, 1 x106 t& bao SHED dugc dan moéng trén dia 6 16.

Trong ngdy dan mong tiép theo, moi trudng dugce loai bo, va 1,0 mL méi trudng chira

virut duge bd sung vao tdm ciia mdi 16 trong dia. Dung dich nay dwoc dan trai trén 16p

don tao ra bing SHED.

Dung dich ndy dugc u & nhiét d§ 37°C trong 4 gi¢ dudi sy c6 mat cua CO2 5%,
va virut dugc 14y nhiém vao SHED. Tiép theo, mdi trudng méi duge bd sung vao, va
sau d6 n6 dwoc U & nhiét @6 37°C véi su c6 mit ciia CO2 5%. Tur 24 dén 48 gid sau khi
lay nhidm, sy biéu hién cia gen d dugc dua vio dugc phén tich theo huéng phu thude
vao thoi gian.

(7-2) Phan tich su biéu hién B-galactosidaza cia té bao da dwoc lay nhiém

Su biéu hién p-galactosidaza trong t& bao bam dinh d3 1y nhiém Adeno-X-lacZ
dwoc thir nghiém bing cach sir dung bd kit phét hién B-gal phat quang IT (md san phim
631712, Clontec Laboratories Inc.).

Vidu2

(1) San xuét SHED

Ring sita da roi khoi b rang ctia bé trai khoe manh 10 tudi duoc st dung. Sau khi
rang stta da roi khoéi b ring nay dugc khir tring bang dung dich Isodin, thi than ring
dugc cét theo phuong ngang béng cach st dung miii khoan kim cwong nha khoa, va sau

d6 md tiy rang dugce thu gom béng céch str dung dung cu khoan ring. M6 tiy ring da
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thu duoc dugc phan hiy trong dung dich chira colagenaza typ I 3 mg/mL va thé phan
tdn 4 mg/mL & nhiét 46 37°C trong 1 gio. Tiép theo, dung dich nay dugc loc bang cach

sir dung mang loc t& bao 70mm (Falcon).

Cac té bao di duoc loc duge ti tao huyén phi trong 4 mL mdi trudng ¢ dan
mong vao trong dia nudi cly c6 duong kinh 6cm. DMEM (Moi truong Eagle duoc cai
bién cta Dulbecco) chira FCS 10% dugc bd sung vao dia va dugc nudi cdy trong khoang
2 tuln trong t e‘ip da dugc chuén bi trong diéu kién CO2 5%, & nhiét d6 37°C. Cac té
bao bam dinh tao khudn lac (t& bao gbc tily ring) duge xur Iy biéng cach sir dung trypsin
0,05%-EDTA 0,2mM trong 5 phat & nhiét do 37°C, va sau d6 cac t& bao da duogc giai
phong tir dia duge thu gom.

Tiép theo, cac t8 bao bam dinh dugc chon nhu dugc dé cap ¢ trén dugc dan mong
trén dia nudi cdy ding cho t& bao bam dinh (dia boc colagen), va ching dugc U trong ti
&p da dugc chufn bj dudi diéu kién CO2 5% & nhiét do 37°C lam moi trudng nudi ciy
so cap dé thu dugc té bao duge nudi ciy so cip. Khi cac té bao nay bat dau ‘hop dong
phu vé mit vi md (khodng 70% bé mit cla vt chira nudi cdy duge phi bing té bao),
hodc hgp dong, thi céc t8 bao nay dugc xu ly bang cach st dung trypsin 0,05%- EDTA
0,2mM & nhiét d§ 37°C trong 5 phut dé duogc giai phong tir vét chira, va sau do6 duoc thu

gom.

Céc té bao thu dugc tir 36 duoc din mong mdt 1an nita trén dia chira mdi trudng,
va thuc hién cy chuyén mét vai lan dé dugc sinh trudng nham dat dén s6 luong té bao,

bang khoang 1 x 107 té bao/mL. Céc té bao thu duge duge luu gift trong nito 16ng.

Sau d6, bang céch sit dung céc té bao di dwgc nudi chy so cép, viéc chy chuyén
duoc thuc hién & ndng d6 té bao bing 1 x 10* té bao/cm?. Trong thir nghiém nay, cc té
bao dugc chuyén qua tir 1 dén 3 dugc sir dung. BMMSC ngudi (t& bao gdc trung mo tiy
xuong) dugc mua tir Lonza Group Ltd. va dugc nubi cdy theo sb tay hudng din dugc
cung cip tir nha san Xut.

Nhu dwgc mé ta & trén, thu dugce té bao gbc tily ring & ring sita ngudi da roi khoi
b rang (SHED). Trong s6 SHED thu dugc, khoang 1 x 106 té bao trong sb cac té bao
bidu hién STRO-1 dugc phén loai tir m&i miu bang céch s dung FACSTARPLUS

(Becton, Dickinson and Company).
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Theo sb tay hudng din ciia nha sén xuét cia bd kit nhuém bromdeoxyuridin BrdU
(Invitrogen), BrdU duoc két hop vao cac té bao trong vong 12 gid dé danh gia téc do
sinh trudng cia SHED (n = 3 trong mdi nhém). Céc thir nghiém duoc 13p lai 5 lan. Sau
khi phan tich mét chidu bién s8, kiém dinh Tukey-Kramer dugc thyc hién dé dénh gia
su chénh 1éch c6 ¥ nghia théng ké.

Dé phat hién ra STRO-1 bing mién dich huynh quang, SHED dugc cb dinh bang
cach st dung paraformaldehyt 3%, va dugc rira hai 14n bang PBS va sau d6 duoc xit Iy
bang cach str dung glyxin 100mM trong 20 phut. Tiép theo, céc té bao nay duoc thim
v6i Triton-X 0,2% (Sigma-Aldrich) trong 30 phut. Sau d6, chiing dugc U trong hén hop
ctia huyét thanh Iira 5% va albumin huyét thanh bo 5% trong 20 phuit.

Tiép theo, céc t& bao dugc i v6i khang thé so cap, khéng thé chudt khang STRO-
1 ngudi (1:100, R&D Inc.) trong 1 giv, sau d6 dwgc 0 vdi khang th8 thir cép, khang thé
dé khang M-FITC globulin mién dich éhuét (1:500, Southern Biotech Corp.) trong 30
phut, va sau d6 dwgc thiét 1ap bang cich sit dung Vector Shield DAPI (Vector

Laboratories Inc.).

‘ Sau d6, ac-MEM bd sung FBS 15% duogc bd sung vio dia 6 13, va sau d6 cac té
bao d4 phan loai dwgc dan mong trong mdi 18 @& chuén bj tach dong. Khoang 300 khuén

lac trong s céc té bao d ting sinh dugc gdp chung d8 thir nghiém.
(2) Su chuyén gen

Nhu dugc md ta & trén, 4 gen, bmi-1, E6, E7 va hTERT duogc két hop vao vecto
adenovirut d& san xuit ra vecto virut d biéu hién sin phdm gen. D€ 1am tham chiéu,

vecto d6i chirng ma cdc gen ndy khong dugc két hop duge san xuat.

SHED dugc din méng trén dia phu colagen c6 duong kinh 100mme & ndng d6
bing 1 x 10 t& bao, va sau 46 DMEM bd sung FBS 10% duogc bd sung vao. Chiing duge
nubi ciy dén khi hop dong phu. M6i trudng dugc loai bé bang céch hut, va 500 L dung
dich virut 3 dugc pha lodng v&i moi trudong duge bd sung vao (MOI = 10), va sau d6
n6 duge U & nhiét d6 37°C trong 1 gio trong tu 4p CO, 5% dé 1ay nhiém vecto virut. Sau
48 gids tinh tir thdi diém 14y nhiém, méi trudng duge trao ddi véi méi trudng dugc dé
clp & trén. Céc té bao da lay nhiém dugc u trong 10 ngdy trong méi trudng bd sung
puromyxin (1pg/mL) dé chon loc dong vé tinh khing thubc, va tir 500 dén 600 dong vo
tinh khang thubc dugc gdp chung. Trong mdi 3 dén 4 ngay, khoang 0,5 x 10° té bao
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SHED dugc din méng trén dia nudi ciy c6 dwong kinh 100mme dé tién hanh cdy
chuyén. SHED ma gen dugc chuyén dwgc dit tén 1 SHED-T, va SHED ma gen khong
dugc chuyén dugc dit tén 13 SHED-C.

Vidu3
(1) Po téc d6 sinh truéng cia SHED-C va SHED-T

Trang thai cia s6 1in nhan doi quén thé cia SHED-T (SHED dugc chuyén gen)
duoc thé hién trén Fig.1. Trén hinh v& ndy, truc tung th8 hién sb 14n nhan d6i quan thé
(s6 14n phan chia té bao, 14n), va truc hoanh thé hién khoang thoi gian (ngdy nudi cy).
Tiéu chun danh gia v& su 130 héa 13 trang théi trong d6 SHED trong méi trudng nudi

cAy khong phan chia trong 1 thang.

Su sinh truéng ciia SHED-C dugc ngung lai khoang 30 14n @& di vao pha ldo héa
hodc két thic tang sinh. Ngugc lai, SHED-T da duoc chuyén qua va dugc ting sinh sau
800 ngay d3 dugc chuyén qua.

(2) Phén tich dém té bao theo dong

D4 thu duge thé huyén phi t& bao don, céc té bao mét 16p bam dinh dugc phan
hity bing trypsin/EDTA. Khang thé don dong khang STRO-1 (1:100) dugc b sung dén
2 x 105 t& bao va dugc d& yén dé phan tich bing céch st dung k¥ thuat ¢ém t€ bao theo
dong FACS Calibur (Becton, Dickinson va cong ty). Khi mic d6 phat huynh quang clia
chéng 13 16n hon 99% vé ty 18 so vé6i khang thé d6i chimg twong g véi cling mot
isotyp, thi sw biéu hién 1a dwong. Trong ca SHED-T va SHED-C, cdc t& bao cdy chuyén
dhu tién va sau d6 ddu dugc cb dinh, va dugc nhudm bing khéng thé STRO-1 gén két
FITC. Sau d6, n6é dugc phan tich bing cach sir dung k¥ thuat dém té bao theo dong. Thir
nghiém ndy duogc I3p lai hai l4n. Trong SHED-C, ty 1§ ciia té bio duong tinh véi STRO-
113 27% & PD20, v& giam 15% & PD30 (Fig.2(A) va Fig.2(B)). Ty 1& cta té bao dwong
tinh véi STRO-1 trong SHED-T bang 46% & PD20 va 41% & PD40, mdt cach twong
ting (Fig.2(C) va Fig.2(D)).

(3) Nghién ciru kha ning biét héa

Kha ning biét héa cia SHED-C hoic SHED-T ¢ PDO, PD10 va PD20 dugc

nghién ctru bang cach sir dung kha ning hinh thanh khéi xwong méi va nhudém md cua

mo.
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Dau tién, 2,0 x 10° t& bao SHED-C hoic SHED-T dugc tron véi 40mg bot gém
ctia hydroxyapatit/tricanxi phosphat (HA/TCP) (Olympus Corporation), va sau d6 hdn
hop ndy dugc chung ngira dudi da dudi bé mit lung cta chudt bi suy giam mién dich

khi 10 tudn tubi (NIH-bgnu-xid, céi, Harlan Sprague Dawley Inc.).

Tém tuln sau khi chung ngura, chét chung ngua dugc thu hoi, va duoc cb dinh
bling cich sir dung formalin 4% dé loai b6 canxi. Sau d6, né dugc dém béng cach sit
dung dung dich PBS chira EDTA 10% d& nhing vio parafin. Mot phén ctia ching dugc

lwu giit trong etanol 70% dé nhing vao nhua.

L4t cit parafin dugc khir parafin, va duoc hydrat héa. Sau 4o, lat cit nay duoc
nhudm bing hematoxylin va eosin (dudi ddy goi 12 “H&E”.). Fig.5(A) dén Fig.5(C) thé
hién hinh 4nh duoc nhudm cia SHED-T (té bao géc duge lam bét tir) & PDO dén PD20,
va Fig.5(D) dén Fig.5 (F) thé hién hinh anh dwgc nhuém ciia SHED-C (t€ bao binh
thudng) & PDO dén PD20. Dé x4c dinh sy hinh thanh méi sinh in vivo, cic vi tri cu thé
dugc chon, va dién tich mdi sinh va dién tich quan sat dugc tinh dé thu duoc khéi lugong
méi sinh tir cac gid tri ndy cho chét ching ngira tao ra sau khi ching ngira SHED-T hodc
chiing ngira SHED-C.

Khéi lwgng méi sinh = dién tich mdi sinh ra/dién tich quan sat x 100

Fig.4 thé hién sy thay d8i & khéi luong méi sinh cia SHED-T va SHED-C tai
m3i s8 13n nhin dbi quin thé (sé 14n nhan d6i). Trén hinh v& ndy, ** thé hién p <0,05,
#%% thd hién p<0,01. Luu y 1a khéi lwong méi sinh thu duge bang céch st dung phuong
trinh sau.

| Nhur dugc thé hién trén Fig.4, khdi lugng xwong méi dugc giam di phy thude vao
sy gia tang s6 14n nhan d6i quén thé trong SHED-C, va né dugc giam xubng khoang 1/5
& PD20 so véi khéi lugng xwong méi & PDO. Nguoce lai, khéi lwong xuong khong bi
thay d6i bai PD20 trong SHED-T, va khéi luong xuong trong SHED-T thé hién cao hon
gép 5 14n so v6i khdi luong xuong ctia SHED-C ¢ PD20.
(4) Panh gia hoat tinh ung thu héa

1 x 106 t& bao SHED-C hoic té bao SHED-T dugc ching ngira vao mé dudi da
cua chudt bi suy giam mién dich. Sau khi chiing ngira, tién hanh quan sat trong hon 30

ngady. Tuy nhién, khéi u khong duge hinh thanh trong thoi gian quan sat & chudt bat ky
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ma céc té bao dugc cdy ghép. Ngodi ra, tht ca cac dong vo tinh tir cac té bao duoc nudi
cly d4 khong thé hién sy thay dbi hinh thai bt ky trong khoang tir 40 dén 200PD trong
té bao SHED-T.

Bing céch nay, d3 chimg t6 dugc rang SHED-T khéng c6 hoat tinh ung thu hoa.
(5) banh gia

Pa chung to dugc ring SHED-T c6 kha ning tang sinh, giit lai kha ning biét héa
ngay ca sau 260PD. Tuy nhién, SHED-C cé kha ning biét héa, nhung 130 héa khong
vuot qua 30PD.

Nhu dugec mo ta & trén, da chimg t0 ring SHED-T tré thanh té bao gbc duge lam
bét tir, va thich hop dé san xuit phin dich ndi trén bé mit SHED c6 hoat tinh cao hon
trén quy md 16n.

Vidu4
(1) Hiéu qua chita bénh d6i véi vét loét do chiéu xa & viing cb

Bénh nhan ung thu ludi 64 tudi (nam) & ludi bén phai (T3NOMO) c6 phau thuat
cit bo mot bén ludi. Sau 6 thang, do phat hién ra di can trong hach bach huyét & cb bén
phai, nén phai chiéu xa 60 GY va tién hanh giai phiu toan bd cd. Sau 3 tudn giai phiu,
sur lanh vét thuong khong hoan toan dién ra tir dudi ham duéi dén cd, va vét loét duoc
hinh thanh (Fig.3(A)). Vi thé, n6 dwgc chin doén 13 vét loét ¢d do chiéu xa.

D4 thic ddy su lam lanh vét thuong, 10 mL dich nudi cdy SHED-T thu dugc nhu
dugc dé cép ¢ trén dugc nhing chim trong tAm gac thAm vdi kich thudc che phi duoc
vung dugc tac dong. Sau d6, nd dugc gin 1én ving dugc téc dong. Hai ngdy mot lan,
gac thAm dich nu6i ciy dugc thay 14 1in. Sau 1 thang, vét loét da khép miéng (Fig.3(B)).
Tir két qua trén, d4 ching t6 ring dich nuéi ciy c6 hiéu qua chita dugc vét loét.

(2) Hiéu qué ciru chira d8i véi vét loét do nam ligt giwong

Vét loét do ném liét giwdng hinh thanh trén hong cla ngudi dan dng 60 tudi duoc
didu tri bing dich nuéi cdy chita SHED-T. Ngudi dan 6ng bi dot quy vao 2 nam trudc,
va bt ddu liét nira ngudi. P& diéu tri vét loét do nim liét givdng, ong ta di dén bénh
vién.

M5 hat c6 14y nhiém (Fig.6(A)) dugc loai bé hoan toan; 10 mL dich nudi ciy
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SHED-T dugc nhing tim ma khong pha lodng 8 phu 1én ving dugc tic dong. Gac thim
dugc thay mdi ngdy. Sau 2 tuin, biéu bi méi dugc hinh thanh tir mép da sao cho phu 1én
duoc vung dugc tac dong (Fig.6(B)).

Tir két qua trén, a4 chimg to rang dich nudi ciy c6 hiéu qua chira dugc vét loét
va loét do nim liét giwdng.
Vidu5s
(1) Hiéu qua chita bénh cia dich nudi cdy SHED-T trong linh vyc nha khoa

Hiéu qua chita bénh cua dich nudi ca?'ly SHED-T trong linh vuc nha khoa dugc
nghién ctru & 28 vi trf trong tdng cong 16 bénh nhan (d6 tudi tir 35 dén 70) gom 11 dan

ong va 5 phu nir.

Chi tiét v& c4c trudng hop 13 14 bénh nhén (18 vj tri) lién quan dén cdy ghép, va
7 bénh nhén (10 vi trf) lién quan dén bénh nha chu. Chi tiét vé bénh nhén lién quan dén
ciy ghép gbm 11 bénh nhan lién quan dén tinh trang tai tao xuong duoc dinh hudéng
(GBR)- bio quan chén rang (15 vi trf), va 3 bénh nhén lién quan dén nang xoang (3 vi
trf). |

&5 day, tién trinh GBR (sy téi tao xwong dugc dinh huéng) 13 phwong phép diéu
trj dé thuc diy su tai tao md xuong nhu xuong b rang bi khiém khuyét, xuong ham va
dang tuong tw. N6 dugce sir dung khi khong c6 du Iwong xuong dé déng vat ciy ghép.
Ngoai ra, sy bdo quan chan rang 13 phuong phép tai tao xuong bang cach chén xuong
nhéin tao va dang tutdng tu vao trong “15” tai thdi di8m nhd rang dé hgﬁn ngura sy huy
xuong.

Viéc nang xoang (ning san xoang) dugc thuc hién khi xoang ham trén nim bén
trong xwong ham trén dugc mé rong, va d6 day cua mot phﬁn nhét dinh trong xwong 6
ring ndy tré nén khong du d8 phu thudt cdy ghép. Day 1a k¥ thuét dé8 dy phan day cua
xoang ham trén bang cdch chén manh ghép xwong hodc vat liéu gia xuong, gin day mot
phin cia thé cly ghép dugc sit dung, vao trong vi tri clia xoang ham trén c6 do day
khong du.

Viéc dénh gid céc truong hop thir nghiém dugc tién hanh & 26 vi tri cho dén thang
9 nim 2011 biing cach sit dung tia X (bao gdm CT) tai thoi diém 3 thang hogc 6 thang
tir khi phiu thut. Chiing dugc d4nh gié trong 5 nhém sau. Két qua dugc thé hién trong
Bang 6, Fig.7(A) dén Fig.7(F), Fig.8(A) dén Fig.8(B), va Fig.9(A) dén Fig.9(B).
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Trén Fig.7(A), quan sét thiy rang B-TCP dang bot dugc géi gon trong phan dugc
thé hién bing miii tén mau tréng. Nguoc lai, trén Fig.7(C), c4u tric cta phin twong tu
thé hién bing miii tén lai duoc thay d6i @& tr& thanh phi ciu tric giéng nhu xwong nam
& phia duéi. D3 chimg t6 dugc ring thic ddy sy hinh thanh xuong.

Ngoai ra, quan sat thiy ring mé hat duoc hinh thanh trén phén dugc thé hién
bing miii tén mau tréng, nhung khéng phai xuong, va xwong chua trudng thanh dwoc
hinh thanh trong phan dugc thé hién bang miii tén mau den trén Fig.7(D). Nguoc lai, da
xé4c nhan ring phén dirgc thé hién bang miii tén mau den trd thinh xuong trudng thanh,

va thiic ddy sy tao xuong trén Fig.7(F).
Tu ph'?m mo ta & trén, viéc thuc déy su tao xwong trong nha khoa duoc xdc nhan.
5 (xudt sdc): su tao xuong dugc phét hién 12 nhiéu hon 30% & phin khiém khuyét

4 (hiéu qua): sw t4i sinh xwong dwgc phét hién & phan khiém khuyét (it hon
khoang 30%)

3 (khdng thay dbi): su ti sinh xwong khong rd rang nhung khoéng c6 sy hiy

xuong |

2 (hiy xwong): sy hiy xuwong dwgc phat hién ra

1 (kém): sy hily xwong manh di di®n ra hodic c6 sy kién bit loi
Bang 6

* sur tai tao nha chu

Trong s 28 trudng hop, trudng hop s 27 va 28 khong dénh gid dugc do céc
trudng hop ndy khong 13 thoi diém @& danh gia. Tét ca céc trudng hop dugc danh gid
(26 trudng hop), xudt sic (5) 12 10 trudng hop (38,5%), hiéu qua (4) 1a 7 truong hop
(26,9%), khong thay ddi (3) 12 8 trudng hop (30,8%), huy xuong (2) 12 1 truong hop
(3,8%), va tac dong bét 1gi (1) 13 0 truomg hop. Téng sb cac truong hop xult sic va
hiéu qua 13 17 (65,4%), va ty 1€ dap tmg 1a cao.

Cu thé d6i vé6i timg bénh, xudt sic (5) 13 9 (52,9%), hidu qua (4) 13 4 (23,5%),
khong thay dbi (3) 12 3 (17,7%), hiy xwong (2) 14 1 (5,9%) va su kign bét loi (1) 12 0
trong céac truong hop lién quan dén cly ghép. Vi thé, trong cic trudng hop ciy ghép,

tdng s6 cac trudng hop xudt sic va hidu qua 12 13 (79,4%), va ty 1€ d4p tng 1a rét cao.

Trong 9 truong hop lién quan dén bénh nha chu, xuit sic1a 1 (11,1%), hiéu qua
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14 3 (33,3%), khong thay ddi 13 5 (55,6%), va hiy xuong va sy kién bét loi 12 0. Trong
c4c trudng hop lién quan dén bénh nha chu ndy, téng s6 céc trudong hop xuét sic va hiéu

qua 13 4 (44,4%), va ty 16 dap tmg 13 t6t.

Ngoai ra, tiy thudc vao gian ndi, trong 8 trudmg hop c6 gian nbi B-TCP, xuét sic
14 4 (50,0%), hiéu qua 13 3 (37,5%), khong thay d6i va tic dong bat loi 12 0, va hiy
xuong 13 1 (12,5%). Khi B-TCP dugc sir dung lam gian ndi, tdng sb céc trudng hop xuit

sdc va hidu qua 13 7 (87,5%), va ty 1€ dap tng 14 cuc ky cao.

Trong 18 trudng hep, Terudermis hodc Teruplug (Col) duoc sit dung lam gian
ndi, va xuét séc 1a 6 (33,3%), hidu qua 13 4 (22,2%), khong thay ddi 12 8 (44,5%), hiy
xuong 1a 1 (0,1%), va su kién bét 1o 14 0. Khi Terudermis ho#ic Teruplug (Col) dugc sir
dung 1am gian ndi, tong s6 cac truong hop xuit sic va hidu qua 13 10 (55,5%), va ty 1€

déap ung la cao.

Trong cac trudng hop ciy ghép niy, nhu duge thé hién trén cac hinh v& tir Fig 7

dén Fig.9, tt ca cac truong hop déu thé hién sy tai tao xuong.

Ngoai ra, khi B-TCP dugc sir dung lam gian ndi, bﬁng cach st dung k¥ thuat
nhudm hematoxylin va eosin cho mé, xac nhén dugc viéc thay thé B-TCP cho xuong va
su viéc tuong tr s& dién ra nhu thé nao. Két qua dugc thé hién trén cac hinh v& tir
Fig.10(A) dén Fig.10(D). Trén c4c hinh v& ndy, s hinh thinh xwong méi thé hién 1a NB
duoc quan sat thiy mot cach rd rang, va cd mach mau dugc thé hién 1a BV ciing duoc

phat hién ra.

Tir két qua néu trén, d3 x4c nhén dugc ring dich nudi cdy cia SHED-T c6 kha
ning tao xuong. '
Vidu 6
(1) C4p cho bénh nhin d6t quy xytokin thu dugc tir té bao gdc tiy ring ding trong mili
Dich nuéi cdy SHED-T dugc cép cho 8 bénh nhan mic kém mét tridu chirng bét
ky trong s6 chimg thiéu mau cyc bd trong chit x4m, chung thiéu méu cuc b trong chit
tring, hodc chimg thiéu méu cuc by & ving két hop (6 dan 6ng, 2 phu nit) dé nghién ctru
hiéu qua didu tri. T4t ca 8 bénh nhan déu duogc tiép nhan viéc diéu tri chuan trudce khi
tham gia vao thr nghiém 1am sang. Ho duoc chén do4n biang MRI, va cé thit nghiém

thin kinh va dugc dénh gié bing cach sir dung diém s6 NIHSS. Ddi véi cac bénh nhan
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duoc thé hién trong bang 1, ho di trai qua thdi gian tir 20 dén 133 ngay sau khi phat
trién triéu ching ctia dot quy. Profin clia cdc bénh nhan dugc thé hién trong Bang 7 sau.

SHED-CM (dich nudi cdy SHED-T) dugc diéu ché trong vi du 1 dwgc dua vao
béng cach cip trong miii tir vi tri ma 13 diém than kinh khtru gi4c trong khoang miii dugc

tap hop (Fig.11 va Fig.12). Khoang thoi gian cip dugc tinh tir lic bit dau cép.

Bang 7
so| Bénh | Gt g Tren | Nebyudt |ou i ah| b | O1% et qu
nhan | tinh chimg hién g2y X doan [-0" 442
(ngay)
1] pm | M |31 | BRI 5am0010 | 942011 381 man | khong
nguoi tinh ([thay doi
2| Tk | M |58 | BEMIB 50011 | 9/4/2011 20 Cap |y uét shc
nguoi tinh
3| No | M |72 | €M en007 | 11/4/2011 1410 men | khéng
nguoi tinh |thay doi
4l vs | F |70 [ BEREB 00010 | 9/52011 250 men | khong
v nguoi tinh |thay do6i
s| | M | ss | BRI 5m0m010 | 6972011 344 man | khong
nguoi : tinh |thay do6i
6| au | F | 72 | B0 55m0010 | 19/9/2011 543 man | khéng
nguoi tinh |thay doi
7| Mg | M |55 | 5™ o11m010 | 8/10/2011 336 man | khong
nguoi tinh |thay doi
s| KT | M |60 | MM | 16/122010 | 10/1/2011 31 CaD | uht shc
nguoi tinh

Tinh trang phuc hdi dugc nha giai phiu thin kinh hodc nha than kinh hoc dénh
gia tai thoi diém 1 ngady, 2 ngdy, 4 ngay, 7 ngdy, 14 ngdy, 1 thang, 3 thang, 6 thing va 1
nim tir khi bét dAu cip. Thir nghiém mi khong dugc tién hanh. Déi véi tat ca bénh nhén,
MRI va MRA ctia nfo duge tién hanh. MRA dugc dé cap dén 13 k§ thuat chup mach
mAau cong hudng tir, va no 1a thir nghiém d4 thé hién tinh trang ciia mach méu dudi dang
hinh anh 18p th&. Hinh anh MRA va hinh 4nh MRI ctia mdt bénh nhan dugc thé hién
trén Fig.13 hodc Fig.14, m{t cach twong tng.

Miic 6 oxy hoa huyét, than nhiét, huyét 4p, nhip tim, tin s§ hd hép va yéu tb
tuong ty trude va sau khi cap dich nudi céy SHED-T dugc theo ddi mot cach cin than
bing cach sir dung dién tim dd. Viéc chup anh tia X 16ng nguc ciing duge tién hanh

trude va sau khi cap.

Trudce khi cép SHED-CM trong miii va 1 ndm sau, viéc chup mach mau cong
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hudng tir duge thuc hién d6i véi tit ca cac bénh nhan dé x4c dinh cu thé thuong tén
mach mdu, va c4c hinh dnh quan sat dwgc duoc chup dnh bﬁng cach sur dung k¥ thuat
chup anh cdng hudng tir hat nhan c6 mau (MRI). Trang thai than kinh dugc ghi diém
trén co so thang diém d6t quy cia Vién sirc khoe qudc gia (NIHSS).

O 2 bénh nhan (du trong pha cAp tinh) trong sb 8 bénh nhan, phat hién thiy sy
phuc hdi xudt sic theo tiéu chuin NIH va cdc hinh 4nh MRI (Fig.15(A) va Fig.15(B),
va Fig.16). Bénh nhan s6 2 d4 phuc héi @é dich chuyén dwoc cde bing cach st dung ban
tay va canh tay phai da bi t€ liét nhu dugc th8 hién trén Fig.17(A), va bat dau di lai dugc
nhu dugc thé hién trén Fig.17(B).

3 bénh nhén bét ky d3 tiép nhan SHED-CM, khong quan sét thiy c6 khéi u, su
sinh trudng té bao bét thudng trong hé than kinh trung wong, va sy thodi héa than kinh.
Ngoai ra, & bénh nhan bt ky, khong c6 vén & gi & miii, u 4c tinh toan than, va bénh
truyén nhidm toan than. | |

Tu két qua trén, da ching to rang c6 thé thu duoc dich nudi cAy khong giéi han
bing céch sir dung té bao gbc dugc lam bét tir. Cling ching té dugc rang didu nay thiic
dAy su san xut cac yéu 16 sinh truong véi lugng 16m, khi ché phidm thudc dwoc san Xudt
béang céch sir dung dich nudi ciy nay. Bang cich ndy, dy 1a vu diém ma cho phép gidm
chi phi san xuét ciia ché phdm thuéc.

Nhu duoc ¢ cap o trén, co thé duy tri ham lwong va céc loai yéu t6 sinh truéng
trong phan dich chira t& bao gin nhu khong déi, do t& bao gbc dwoc 1am bét tir cu thé
duogc sir dung lam ngudn té bio, va té bao gbc nay tiép tuc d8 tao ra cac yéu t sinh
truéng cy thé mdt cach bén vimg. Bang cich ndy, ddy 13 wu diém ma c4c thanh phan c6
trong dich nudi céy d& dang dugc chuén héa, khi phﬁn dich ndi trén b& mit dugc san
xuit & quy mé 16n.
Vidu7
(1) Cép cho bénh nhén Alzheimer xytokin thu dugc tir té bao gdc tity ring ding trong
miii

SHED-T dugc cép trong mili cho bénh nhan Alzheimer d& nghién ctru hiéu qua

diéu tri. D6 tudi trung binh ciia bénh nhan, 3 phu nt, 13 79,5 + 3.

Dich nudi ciy SHED-T dugc cdp qua miii mét 1an mdi ngay trong tdng cong 28
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14n. K&t qua clp dugc danh gid bing cAch sir dyng tric nghiém d4nh gié trang thai tim
than i thidu va thang diém d4nh gi4 ching sa sit tri tué Hasegawa dugc thé hién trong

bang 8 va bang 9.

Nhu dugc thé hién trén Fig.18(A), trong nhém khong duoc cap, khong c6 sy cai
thién 16n ngay ca khi MMS hoic Hasegawa dugc sir dung & danh gia.

Nguoc lai, trong nhém duge cdp dich nuéi cdy SHED-T, gi4 trj chi s bit dau
ting 1én sau 3 thang. Sau 7 thang, téc d6 tang tr¢ nén l16n hon & ca MMS va Hasegawa

dé dat dugc su giam nhe triéu chitng ctia bénh Alzheimer.

Trong nhém bénh nhan ndy, mot bénh nhan Alzheimer 78 tudi d4 thé hién sy cai
thién d4ng ké. Bénh nhan ndy c6 bénh nhdi mau ndo vio ngay 11 thang 5, nim Heisei
22, va da bidu hién chirng mét tri nhé nghiém trong (Chi s6 y té Cornell: CMI=27). Vi

thé, ba 4y dugc dwa vio khoa chim séc vio ngay 20 théng 12, ndm Heisei 22.

Tir 9/2, ndm Heisei 23, dich nudi ca?iy SHED-T duogc cép qua mili mdt 14n mdi
ngay véi tbng cong 28 14n. Sau d6, két qua cip dwoc danh gia bang cach st dung tric
nghiém dénh gi4 trang thai tdm than t5i thiéu vi thang diém d4anh gié ching sa sut tri
tué Hasegawa dugc thé hién trong cac bang 8 va 9 sau ddy. Phét hién thdy su cai thién
chirc ndng ndo cao hon tuyét voi. Do bénh nhédn nay 44 phuc hdi du dé ty ndu an va tu
di lai, ba dugc cho rdi khoa cham séc va dugc v& nha vio ngay 16 thang 4, nim Heisei

23.

Bang 8
Céc cau hoi danh gia trang thai tim than t6i thiu (Trang théi tdm than t6i thiéu:
MMYS)
Cau héi . Céau hoi
1. Ngay & gio (5 diém) 7. Poc céc ky tur (1 diém)
- Nim nay 1a ndm bao nhiéu? - Lap lai cau sau
- Mua nay 14 mua gi? “Moi nguoi cung nhau v& mot duong”

- Hom nay 13 thir miy?
- Hom nay 13 ngdy bao nhiéu?

2. Vitri (5 diém) 8. Hiéu dugc cu 1énh (3 diém)
- Quén ban dang &? - 3 cau 1énh sau day dwoc doc bang 101,
- Thanh phd ban dang &? va thuc hién sau khi nghe
- Bénh vién ban dang diéu tri? “CAm gidy bing tay phai ciia ban”
- Huyén ban dang &? “Gép d6i to gidy”
“Pat nd 1én ban”
3. Tri nhé 9. Poc hiéu (3 diém)

- Tén cua ba @6 vat khong lién quan gi | - Sau khi doc mét cdu, thuc hi€n ndi
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dén nhau duoc cung cdp cho bénh nhan | dung di duoc viét ra
va yéu ciu ho nhic lai y hét “Gép quan 40"

1 diém cho 1 céu tra 10i. Néu khong cb
ciu tra 101 déng, 13p lai 6 14n

4.7 chudi 10. Viét cau (1 diém)

- Lién tuc trir di 7 bét ddu tir 100 - Vui long viét mét cau

5 diém cho 5 14n hoan thanh

Dimg lai khi c6 15i

5. Ghi nhé (3 diém) ' 11. Nhan thirc vé cac hinh v&

- Lép lai tén cua cac dd vat dugc néu lai | - V& theo céac hinh v& sau
3 l4n

6. Tén (2 diém)

- Pdng hd va but chi 14n lugt duoc dua
cho bénh nhan, va yéu ciu ho tra 10

Bang 9

Tir két qua trén, dich nuéi cdy SHED-T c6 tac dung c6 loi d6i voi bénh

Alzheimer.
Vidu8
(1) Hiéu qua diéu trj ctia dich nudi cdy SHED-T d6i v6i bénh viém gan

Phuong phép diu tri tin gbc cho bénh gan nghiém trong nhu bénh xo gan mat
b va bénh twong tw 13 cdy ghép gan. Tuy nhién, chi co liéu phap didu tri triéu ching
dugc thuc hién, vi céc Iy do nhu thiéu d6i twong cho va 1y do twong tw. Dé khic phuc
vén d& nay, liéu phap tai tao gan dwgc thyc hién bing cach cép cac yéu tb sinh trudng

thu duge tir t& bao gdc ring sira duge 1am bét tir (SHED-T).

Céc dbi twong 1 3 bénh nhan nam khéng c6 ung thu gan giai doan hoat tinh (58
dén 70 tudi), nhung Child-Pugh khéng it hon 7, téng bilirubin khong nhiéu hon
3,0mg/dL, va s luong tiéu cAu khéng it hon 5,0 x 10'° nhu dugc thé hién trong Bang
10. Luu y 14 bénh nhin dang & pha man tinh bénh nhdi méu n3o, va ho dang diéu tri

bénh Parkinson (it nhit 13 qua 1 nim ké tir khi biéu hién triéu chiing).

Trong phéc dd, cic yéu td sinh truéng thu dwgc tir té bao gbc rang sita dugc lam
bét tir (2pg) duoc hoa tan trong 5 mL nudc mudi va duge cip qua duong miii mdi ngay.

1 phéc db dwoc cip 28 14n va 2 phac db dugc tién hanh.

Chi tiét v& bénh va két qua dugc thé hién trong Bang 11.
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Béng 10

1 diém 2 diém 3 diém
B@nh ndo gan Khéng Nhe Thuong hon mé
Co trudéng Khéng It Trung binh

Bilirubin huyét thanh (g/dl) | Khong qua 2,0 | 2,0dén3,0 | Vuotqud 3,0
Albumin huyét thanh (g/dl) Vugt qua 3,5 2,8 d??n 3,5 Khoéng qua 2,8
Thoi gian prothrombin (%) Vuot qué 70 40 dén 70 Khoéng qué 40

Phan loai Child- | 4>~ 8 dim
Pugh B79 dlé}’{l
C10 - 15 diém
Béang 11
Trudc phdu thust | 12 thdng sau d6
S6| Bénh nhan |Tubi Tén bénh (mg/dl) (mg/dl)
CP*1|TP*2 | Alb*3 |CP*1 | TP*2 | Alb*3
A 70 | Viém gan do rugu 7 7,5 2,8 5 85 | 3,4
B 58 Viém gan B 7 6,5 | 2,9 5 8,0 | 3,5
C 65 Khong biét 7 1501 24| 5 |65/ 38
*1: gid tri Child-Pugh *2: tong protein *3: albumin
(2) Két qua

O bénh nhan bit ky, ca tdng ham lwgng protein va ndng d6 albumin huyét thanh
duogc ting 1én, va sy thay dbi CP tir nhém B sang nhom A. Vi thé, duogc coi 1a gan dugce
tai sinh.

Vidu9
Hiéu qua didu trj béi dich nudi cAy SHED-T ddi véi bénh dai théo dudng typ I

Hiéu qua diéu tri b?mg SHED-T dbi v&i bénh déi thdo duong typ II dugce nghién
ctru. Trong phac db nay, yéu td sinh truéng thu duge tir té bao gdc ring sita duge lam
bét tir (2pg) duoc hoa tan trong 5 mL nudce mudi va duge cip qua dudng mili mdi ngay.
1 phac db dwoc cAp 28 14n va 2 phac db dugc tién hanh.

Két qua dwoc d4nh gia bing cich st dung thay dbi HbAlc (Hemoglobin dugc
glycat héa) 1am chi s6 trude khi didu trj va 12 tudn sau khi bt diu. Luu ¥ 14 su kién bét
loi bit ky nhu dau déu, dau mii, bién d6i glucoza huyét va sy kién twong tw khong dugc

phat hién ra & bénh nhan. Ngoai ra, tat ca bénh nhan nay déu dugc cép metformin lam
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thudc bén trong va tién hanh vin dong. Tuy nhién, khong quan sat thdy bt ky hiéu qua

nao.
Bang 12
Bénh N Lich ‘su lam BMI Trudc khl diéu Sau 12 tuin
S6 | mhan | UM ——a i
(Tuoi) (kg/m2) HbAlc (%) HbAlc (%)
F 51 5 32,2 8,6 6,9
M 52 6 32,3 8,23 7,0
3 M 60 - 4 31,0 8,5 6,5

& tAt ca bénh nhan, HbAlc (%) déu giam xubng so vé6i chi s6 luc bit dau diéu tri,
va bénh d4i thdo dudng dwoc cai thién. Tir két qua nay, da ching to ring SHED-T ciing
c6 hiéu qua dbi véi bénh dai thdo dudng.

Vidu 10
(Hiéu qua diéu trj ciia dich nuéi cdy SHED-T ddi véi bénh da khé chita)

SHED-T (2pg) dugc hoa tan trong 5 mL nudc mudi va bdi 1én ving bi tic dong
ctia ch6 (ch6 tha mdi Labrador, 8 tudi, cai) c6 bénh da khé chita (viém da co dia) mot
1An mdi ngay. 1 phac d6 dugc cp 14 1an.

Trudc khi sit dung SHED-T, ché phim interferon-y ding cho ché duoc clp trong
2 thang, nhung khéng dat dugc hi¢u qua didu tri. Vi thé, ché phim nay duogc thay thé
bing SHED-T.

Trudc khi bét diu didu tri bing SHED-T, nhu dugc thé hién trén Fig.19A, ving
duoc tac dong c6 mau tréng do 16ng bi rung. Sau khi diéu tri, 16ng moc va ving bi tac
dong dugc chita tri hoan toan khdng con nhén ra duge vi tri nay da tirg bi viém da trude
do.

T két qua trén, da chimg t6 ring SHED-T c6 hiéu qua tich cyc dén bénh da khé
chita.

Kha ning ung dung trong cong nghiép

Sang ché rat hiru dung dé tao ra ché phém thubc duge sir dung trong linh vuc y
té va nha khoa.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Té bao gbc dugc 1am bét tir dugc tao ra bang cach phén lap té bao gbc tuy rang tir té
bao goc ctia dong vat c6 vii; tién hanh nudi cy so cép té bao gbc nay d8 thu duoc té bao
gbc da duoc nuodi chy so cip; chuyen nhiém 4 gen bao gdm gen hTERT gen bm1-1 gen
HPV-E6 va gen HPV-E7 vao trong té bao gbc da dugc nudi cly so chp nay dé tao ra té
bao duge tai nap gen; va chon té bao gbc dugc 1am bét tir c6 kha ning stra chita doan
cubi nhiém sic thé va phén chia té bao it nhat 200 14n trong sb cac té bao dugc tai nap
gen nay bang cach st dung lugng biéu hién STRO-1 va kha ning tai tao xwong véi 50
1in nhan doi t& bao bing 20 1am chi sd.
2. Té bao gbe duoc lam bat tir theo diém 1, trong d6 té bao gbc nay 1a té bao clia ring
bt ky dugc chon tir nhom bao gdm ring sita da roi khoi b rang, rang vinh vién roi khoéi
6 rang, ring sita dugc nhd va ring vinh vién dugc nhd.
3. Té bao géc duoc lam bAt tr theo diém 1 hoic 2, trong d6 ddng vat c6 vi dugc chon
tr nhom bao gdm ngudi, lon, ngua va khi.
4. Té bao gbc duge 1am bét tir theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6
it nhét 40% sé lugng t& bao 1a té bao biéu hién STRO-1 va ching c6 kha nang tao ra
lrong xwong mdi sinh bang vé6i kha ning cua té bao da duoc nudi cly so cip véi sb 1an
nhan d6i quan thé bang 20.
5. Té bao gdc duoc lam bat tir theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6
té bao gbc duoc 1am bét tir nay tiét ra it nhat IGF-1, VEGF, TGF-B1 va HGF vio trong
dich ndi nudi ciy.
6. Phuong phép tao ra té bao gbc duge 1am bét t bao gbm cac budc:

phén 1ap té bao gbc tuy ring tir té bao clia dong vat c6 vu;

nudi cdy so cap té bao gbc nay dé thu duoc té bao dugc nudi ciy so clp;

chuyén nhiém 4 gen bao gdm gen hTERT, gen bmi-1, gen HPV-E6 va gen HPV-
E7 vao trong té bao dugc nudi cay so cép nay dé tao ra té bao duoc tai nap gen va

chon té bao gbc tiy ring c6 kha ning stra chita doan cubi nhiém sdc the va phan
chia té bao it nhat 200 14n trong s6 céc t€ bao dugc tai nap gen ndy bang céach st dung
lwong biéu hién STRO-1 va khé nang tai tao xwong voi s6 14n nhan d6i té bao bang 20

lam chi so.
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7. Phuong phép tao ra té bao gbc duoc 1am bét tir theo diém 6, trong @6 té bao tiry ring
12 t& bao cua ring bat ky duge chon tir nhém bao gbm rang sita da roi khéi b rang, rang
vinh vién roi khéi 6 ring, ring sira dugc nhd va ring vinh vién duge nhd.

8. Phuong phép tao ra té bao gbc duoc 1am bét tr theo diém 6, trong d6 dong vat c6 v

la déng vat dugc chon tir nhém bao 'gff)m nguoi, lgn, ngua va khi.
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Fig. 18
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Fig. 19
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