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day ron, trong do6 bang cach xu ly day ron bang hon hop enzym ket hop v6i co hoc cho
phép pha v& mo6 lién két tir day ron, rat ngan thot gian phén lap té bao xubng con tir 2,5
dén 4 gid ma khong anh huong den chat lugng té bao gdc thu dugc. Quy trinh theo giai
phap hitu ich cho phép xur 1y truc tlep day ron ma khong phai qua khau tach 16p mang day
ron. Té bao gbc trung mo tir day ron thu duge cho thiy nhanh chong phuc hoi va phat trlen
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Linh vye k§ thuit duwgc dé cap

Giai phap hitu ich thugc linh vuc té bao va di truyén hoc tng dung trong y hoc,
cu thé giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh phan 1ap va nuoi ciy té bao gdc trung mod
tir day rén. Quy trinh cho phép tin dung dugce ngudn t& bao gbc tur than tir ngudn day

rén dé thu duoc té bao gde, md ra kha ning img dung té bao gde trong y hoc 1am sang.
Tinh trang ky thuét cia gidi phap hiru ich

Trong qué trinh phét trién phoi & ngudi, day t6n duge hinh thanh tir mang phoi
sau thy tinh va mang niéu nang tr& thanh mot bd phén déc biét két nbi giita thai nhi,
nhau thai va nguoi me. Trong day rdn ¢6 chita mot loai chit nhﬁy dang sét dugc tim ra
boi Thomas Wharton va thudng duge goi 18 Wharton’s jelly (WJ). Chirc ndng chinh
ctia 16p mang nhiy ndy 14 bao vé cdc mach méu bén trong day ron (bao gdm 2 tinh
mach va 1 dong mach) ciing nhu ngén nglra cdc hién tuong tic nghén, xodn vin day
rén. Lép mang nhiy chu yéu bao gdm cac glycosaminoglycan, dic biét 1a hop chét
axit hyaluronic va chondroitin sulfate. Ngoai cac hop chét trén, day rén con dugce tao
thanh tir cac soi collagen chay doc chidu dai 1am tang d6 déo dai, 6 bén va tinh toan
ven clia cAu triic. Céc thanh phén t& bao cdu tao nén day rdn da phan 1a céc t& bao
thudc 16p trung mod nhu té bio soi, t& bao co, t& bao co tron va té bao gbc trung mo.
Khéc vé6i céc loai mo khac trong co thé con ngudi, 16p WJ khong hé chtra mang ludi
mao mach hay cac mach mau nhé. Theo cac nghién ctru v& sy phat trién ctia phdi, qua
trinh phat trién hé mach méu va tai tao méau bén trong day rén duoc bit diu tir tuln thir
6 cua qua trinh hinh thanh phdi thai, nhung dén tuén thtt 9 cta thai ky, qué trinh nay

dimg hin va cac mao mach bat ddu mat dan trong toan b cau tric day ron.

T nim 1974 cac nghién ctru da chi ra rang trong day rén c6 ngudn té bao gbc,
tao méu, tuy nhién tai thoi diém d6 day rén vAn duoc coi 1a mot phé phim trong y
khoa va khong c6 gi4 tri vé khoa hoc. Pén nam 1991, McElreavey va cac cdng sy phin
1ap thanh cdng cac té bao dang soi (fibroblast-like cells) tir 16p mang nhdy Wharton’s
Jelly va tién hanh phén tich dic tinh sinh hoc ctia cdc dong té bao nay thi té bao gdc tir

day rén méi duge chii y. Nam 2004, dic tinh sinh hoc ctia cic dong té bao dang soi tur
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day rén duoc chimg minh 13 té bao gbc trung mo théng qua kha ning ting sinh, kha
ning biét hod va c6 cac chit danh ddu bé mit nhu CD29, CD44, CD51, CD73, CD90
va CD105. Quan trong nhat 14 cac t& bao nay khong c6 cac chét danh du bé mit cta té
bao gdc tao mau nhu CD34 va CD45. Céac dic tinh trén tuong ddng hoan toan vé&i khai
niém té bao géc trung mo6 dugce hiép hoi t€ bao géc thé gidi (Internaltional Society for
Cell Therapy: ISCT) dua ra. Hién tai, té bao gbc trung mé tir day rén co thé duoc phan
1ap tir toan bd cac phan ctia day rén hay tir nhﬁ’rig bd phan riéng 1é ciu thanh ctia day
ron nhu cac t& bao TBGTMDR 14y tir ddng mach va tinh mach, mang day rén va lay tir
khéi nhay WI.

Theo dinh nghia cta t& chirc ISCT (International Society for Cellular Therapy),
mdt t& bao duoc xéac dinh 13 t& bao gdc trung md khi va chi khi té bao nay c6 kha ning
bam dinh trén bé mit nudi cdy sau khi tach ra khoi mod gbc va cb cac biéu hién chét
dénh déu b mit nhu CD73, CD90, va CD105, nhung khong biéu hién c4c chit danh
dAu b& mit cua dong té bao tao mau nhw CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79alpha hay
CD19, va HLA-DR. Ngoai ra, té bao gbc sau khi phan 1ap dugc phai c6 kha ning biét

ho4 thanh céc té bao xuong, sun, va md in vitro.

Hién d3 c6 nhidu quy trinh phén lap té bao gbc trung md tr day rén bao gém
phéan 1ap tir toan bd cac phin ciia day rén hay tir nhitng by phan riéng 1& cAu thanh cta
day rdn nhu céc té bao gbc trung mé6 MSC-UC tir dong mach va tinh mach, MSC-UC
tir mang day rén, va MSC-UC tir khi nhy WJ. Tuy nhién cac quy trinh phén 18p té
bao gbc trung mo tlr day rdn thudng bao gém 3 bude chinh (Li and Cai 2012, Batsali,
Kastrinaki et al. 2013):

- Loai bo 16p mang bao boc day r6én, ddng mach, tinh mach, va hé théng cac md

lién két bang quy trinh co hoc.

- Str dung cdc enzym nhu trypsin, collagenaza I, II, hay IV, dispaza, protaza,
hodic hyaluronidaza d& phan huy cac cAu trac dang soi cling nhu hé thdng cac mo lién
két cua diy rbn, giai phong cic té bao ra mdi trudong bén ngoai. Tiép d6, dung quy
trinh co hoc d& nghién nhé cac mo.

- Chuyén cac md di duge nghién nhé va xir ly bang enzym vao moi trudng nudi
cAy c6 chira huyét thanh tlir ngudi hogc tir dong vét (FBS) ddng thoi bd sung thém mot
sb co chét kich thich sy phét trién MSC nhu nhan t§ sinh truéng nguyén bao soi beta



2776

(Fibroblast growth factor beta: FGFb), nhin t§ sinh truong biéu bi (Epidermal growth
factor: EGF), nhan t6 sinh trudng cé ngudn gbc tir tidu cau (Plalete-derived growth
factor;: PDGF), va nhan t6 sinh truéng ndi mac mach méu (Vascular Endothelial

growth factor: VEGEF).

Do chu tric ctia day rén c6 chira nhiéu md lién két va 16p mang nhiy Wharton
Jelly (WJ) day, nén viéc phan lap té bao gbc trung mo tlr day rén gip nhiéu kho khin.
Hién ¢6 hai k§ thuat chinh ding dé phén tach té bao gdc trung mé tir ddy ron 12 phan
lap tir md (Yusoff, Magbool et al. 2016), va phén lap bang enzym (Nazari-Shafti,
Bruno et al. 2015, Smith, Pfeifer et al. 2016).

Theo quy trinh ctia Yusoff, Magbool va cong sy, day rén duoc cit nhd thanh
tirng méanh vai thé tich tir 1 dén 2 mm®. Nhitng manh nhé nay dugc xép vao trong dia
nudi cdy va dung dich nudi cdy duogc cho vao dia nudi cdy d cung cdp chit dinh
dudng cling nhu bat ddu qua trinh phan 1ap té bao gdc tlir cdc mo trén. Qua trinh nudi
chy kéo dai tir 2 dén 4 tudn cho dén khi céc té bao c6 hinh thai gidng v&i té bao soi bét
dau phét trién trén bé mit dia nudi cdy va cé mat do bao phu tir 80% dén 90%. Nhitng
té bao nay sau d6 sé& duge thu thap bing quy trinh enzym va sau d6 tién hanh nudi cy
d8 x4c dinh tinh chét cia dong té bao. Quy trinh nay uu diém 1a don gian, c6 thé phan
14p dugc céc dong té bao gbc trung mo tach cac dong MSC tir nhitng phén khéc nhau
cua day rén nhu WJ, tinh mach (Umbilical cord vein: UCV), hay dong mach
(Umbilical cord artery: UCA). Tuy nhién, k§ thuét nay c6 thoi gian nudi cAy ban dau
kéo dai, tir 2 dén 4 tudn, nén kha ning nhidm khuén cao. Ddng thdi, nhimng miu md dé
ndi trén b& mit cua dia nudi cdy lam giam kha ning tao thanh té bao gdc trung mo

MSC nén khé thu duoc Iuong té bao MSC bing nhau gitta cdc mau ddy ron.

Trong k¥ thudt phan lap t& bao gbc trung mo st dung enzym, phin day rén c6 thé
dugc xtr ly truc tiép voi enzym hoic c4t nhd min trude khi xir Iy véi enzym dé ting
hoat tinh va kha ning phén tach ciia enzym v6i md. Hon hop enzym thudng duge su
dung dé xir Iy t& bao day rén 1a collagenaza, hyalurodinaza, dipaza II. Tuy nhién, loai
enzym, hdn hop enzym, thoi gian 0, va ndng d6 enzym duoc st dung la tiy vao kinh
nghiém tirng nguoi.

Tai liéu VN 1-0007538 cuia Phan Toan Théng va cac cong su da dé cap dén k¥
thuat phan tach MSC-UC tir 16p mang ngoai cung cua déy rén (subammion
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membrane). Theo d6, day rdn sau khi khir tring toan bd bang cach U trong méi trudong
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium: DMEM) chuta ndng d6 glucoza cao
¢6 bd sung antimycotic 2X dugc cét thanh nhitng manh nho c6 d6 dai khoang 2,5 cm
va ngim trong dung dich DMEM & nhiét do 37°C, 5% COxz trong vong 24 gio. Do
DMEM chira phenol dé nén toan bo 16p WJ s€ hép thu DMEM va chuyén sang mau
hdng nhat, nhd d6 c6 thé d& dang tach bd hoan toan 16p WIJ va cac mach méu ra khoi
day rén. Lép mang ngoai cing cua day rén sau khi da loai bd céac 16p md khéac s& duoc
nudi cdy trong moi trudng c6 chira 10% huyét thanh bd di dugc bét hoat bang nhiét &
56°C trong 30 phut. Sau khoang tir 10 dén 14 ngay nudi cdy, t& bao bat dau ting sinh
va moc trén bé mit cua dia nudi céy. Vé mit hinh thai hoc thi nhitng t& bao nay cé
dang hinh s¢i, va mot lugng nho té bao c6 dang té bao biéu mé. Cac t& bao nay co thé
tang sinh tdi da 10 14n cly chuyén ma vin gitt duge d6 én dinh ciia nhiém séc thé va
c6 kha ning biét hoa thanh céc mé khac nhau va ¢6 cc chit danh dau biéu hién bé mat
trong tw nhu MSC (bao gdm CD73+, CD90+, CD105+, va am tinh véi CD34 va
CD45). Mot két qua cling kha bt ngd do 1a dong t& bao niy c6 nhidu chéat danh dau bé
mat giéng nhu t& bao gbc van nang nhu SSEA-4 va céc yéu t6 sao ma chi tim thiy & té

bao gbc phoi nhur OCT-4 va NANOG.

Theo CN107805626, t& bao gbc trung mé tir ddy rén c6 thé duoc phan tach bing
céch nudi cdy mé hodc sir dung enzym dé phan huy day rén v&i thoi gian xir Iy day rén
kéo dai khoang 16 gid. Ngoai ra, W0O2017096615 cho thdy, dé luu trit t& bao gbc trung
md tir day rén sau khi nubi cdy, thuong su dung dung dich FBS bd sung 10% Dimetyl
sulfoxite (DMSO) dé bao quéan té bao gde khi lam lanh.

Tai liéu WO 06/019357 d& cap dén viéc bao quan té bao bing dung dich FBS véi
plasmalyt A (60%), huyét thanh nguoi (human serum, 5%) (30%), va 10% DMSO. Té
bao gbc duoc ha lanh véi tée do -1°C/phut cho dén -90°C trong diéu kién mdi trudng
chira isopropranolol. Khi khéi té bao da dat -90°C thi s& dugc bao quan trong nito 1ong
v6i nhiét d9 tir -170°C dén -200°C.

Tuy nhién, cic quy trinh phan lap té bao gdc trung md thudng cé thoi gian kéo
dai, it nhét trén 8 gid va thuong phai mat tir 16 dén 18 gid va c6 thé phai trai qua bude
béc tach 1ép mang day rdn phirc tap. Do qua trinh phan 14p kéo dai nén té bao gbe thu
dugce c6 kha ndng ting sinh kém, thoi gian can thiét dé t€ bao tang sinh kéo dai, tir 14

dén 21 ngay nén d& lay nhiém va tdn thoi gian. Do d6, van can c6 quy trinh nhim rit
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ngin qua trinh phan 1ap t& bao gbc, ddng thoi rat ngén qua trinh ting sinh, phat trién té
bao gbc trung mé tir day rén dé thuan loi trong viéc thu nhan, nubi cAy va bao quan dé

c6 thé tmg dung rong rai trong y hoc 1am sang.
Ban chét ky thuit ciia gidi phap hiru ich
Muc dich cta giai phap hitu ich nhim khic phuc c4c nhuge diém trén, cy thé giai

phép hitu ich d& xuat quy trinh phan 1ap va nudi cly t& bao gbc trung mo trir ddy rén

va té bao gbc trung mo tir ddy rén thu duge tir quy trinh nay.

Theo khia canh tht nhét, giai phap hiru ich d& cip dén quy trinh phan 1ap va nuo6i

cAy té bao gbc trung md tir diy rdn, trong d6 quytrinh nay bao gdm cic budc:

a) xir ly day rén bang cach thu thap doan day rdn duge cét tir tré so sinh cach
doan ndi véi san phu trén 10cm, sau khi loai bd mau, cét nho toan bd day rén thanh

timg manh dién tich khoang 2mm? thu dugc mau day rén da dugc cét nho;

b) xit Iy v6i enzym bing cach G mAu day rén da duoc cit nhd véi hdn hop enzym
trong khoang tir 15 dén 90 phtt & khoang nhiét do tir 31°C dén 39°C trong diéu kién
lic tir 150 dén 800 vong/phut theo ty 1& 1:1 (trong luong/thé tich), trong &6 hén hop

enzym dugc chon tir nhém bao gdm:

+ hdn hop enzym bao gbém collagenaza, axit etylendiaminetetraaxetic (EDTA)
trong dung dich dém RPMI, trong d6 collagenaza duoc chon tir nhom bao gbm
collagenaza typ I, collagenaza typ I hodc collagenaza typ IV véi hoat do cubi dat
tir 100 dén 1000 don vi/ml; hodc

+hdn hop enzym vd&i ty 1é thanh phan % theo thé tich bao gdm trypsin tir 0,1 dén

60%, axit etylendiaminetetraaxetic (EDTA) tit 0,1 dén 60% va dung dich dém

RPMI tir 0,1 dén 40%;

¢) phé v& md lién két bing cach chuyén miu sau khi xtt ly véi hdn hop enzym
vao 6ng chira mau va chuyén vao thiét bi xtr Iy va tién hanh xir Iy mau véi khoang 8
chu ky, trong d6 mdi chu ky nay bao gdm cic cong doan:

+ gia nhiét dén khoang tir 31°C dén 39°C va 1 trong khoang thdi gian tir 3 dén 10
phut; |

+ l4c éng mAu theo chidu kim ddng hd véi téc d¢ tir 100 vong/phut dén 1200

vong/pht trong khoang thoi gian tir 1,5 phut dén 9,5 phut;
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+ lic bng mAu nguoc chidu kim ddng hd véi tée do tir 100 vong/phut dén 1200

vong/phit trong khoang thoi gian tir 1,5 phtit dén 9,5 phut;

trong do6 tdng thoi gian lic 6ng mAu trong mdi chu ky xir ly mAu khong qué 18 phit va
tbng thoi gian tién hanh xir Iy miu khong qua 180 phut dé thu duoc hdn hop té bao
day rén va mo lién két;

d) thu t& bao day rdn bing cich pha lodng hdn hop té bao day rén va mo lién Kkét
v6i dung dich nudce mudi dém phosphat (phosphate buffer saline: PBS) & nhiét do tir
2°C dén 8°C trong diéu kién lic véi tdc d6 tir 100 vong/phut dén 1200 vong/phtt trong
khoang tir 2 dén 6 phut, sau d6 ly tim véi tbc d6 tir 200g dén 1400g trong tdi da 20
phut dé loai bo dich ndi thu duge hdn hop t bao;

e) nudi cdy té bao gbc trung md tr day rdn bang cach ciy hdn hop té bao vio
chai nudi cdy da dugce xtr ly bé mat chira moi trudong nudi cdy khong chira chiét xudt tir
huyét thanh va chét chiét tir dong vét va nudi cdy & nhiét do trong khoang tir 34°C dén
39°C, ndng d6 CO2 duy tri tir 3,5 dén 6%, d6 4m trén 90%, dinh ky thay moi truong tir
2 dn 5 ngay/lan trong thoi gian tir 4 dén 10 ngay thu dugc chai nudi cdy c6 mat do

pht té bao trén 85%;

f) sang loc té bao gbc trung md bang cach loai béd dung dich nu6i chy, rira té bao
bing dung dich PBS va rira lai bing dung dich chtta enzym trypsin theo ty 1¢ thé tich
tir 0,2ml/cm? dén 1 ml/em? trong thdi gian tir 2 phit dén 7 phut & nhiét d6 tir 34°C dén
39°C, sau khi bd sung méi trudng nudi cAy dé bat hoat enzym rdi ly tam té bao & tbc
do tir 200g dén 1400g trong thoi gian tir 2 dén 10 phut, sau d6 cdy vao chai nuéi cdy
da duoc xtr ly bé mit v4i mat d6 khoang 2000 té bao/cm? va nudi céy trong cung didu

kién dén khi té bao dat mat do phu trén 85%; va

g) thu t& bao gdc trung md bing céch rira bé& mit té bao thu dugc bang dung dich
PBS va u té bao thu duoc véi lugng enzym trypsin theo ti 18 thé tich 1a 0,2ml/cm? dén
| ml/cm? trong thdi gian tir 2 phit dén 7 phut & nhiét d6 tir 34°C dén 39°C, sau d6 bd
sung moi trudong nudi ciy d& bét hoat enzym, sau khi ly tim & tdc do tir 200g dén
1400g trong thoi gian tir 2 dén 10 phut thu dugc t& bao gbc trung mo tir day rén.

Theo mot phuong 4n wu tién, trong d6 chai nudi cAy t& bao dugc xur ly bé mat

bing cach:
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a) chudn bi chit xir 1y b& mit bing cich pha lodng hop chit dinh bdm bé mit
duoc chon tir nhém bao gém fibronectin, vitronectin, intergrin tai td hop véi dung dich

dém phosphat (PBS) theo ty 18 tir 0,2 dén 1%;

b) phi chit dinh bém bé mit d& dugc pha lodng 1&n b mit chai nudi cdy nhiéu
tAng da duoc vo tring c6 dién tich bé mit trén 25 cm? véi ty 18 tir 0,2 dén Iml/em? va
0 chai nudi cAy niy & nhiét do tir 31°C dén 39°C trong khoang thoi gian tir 45 phut dén
180 phut dé chit dinh bam bé mit bam trén bé mat chai nudi céy va tao ra mdt 16p

dinh bam phu trén bé mit chai nudi cdy.

Theo mdt phuong 4n uu tién, trong d6 chai nudi ciy con duge xir Iy bang tia

gama hodc plasma trude khi xir Iy bé mit.

Theo mot phuong 4n uu tién, trong d6 quy trinh nay con bao gdm bude bao quan

t& bao goc trung md tir ddy ron vdi cdc cong doan:

a) phén tan t€ bao gbc trung md tir day r6n bang dung dich méi trudng nudi cAy
khong chua cac chét tir huyét thanh va céc chét tir dong vat c6 bd sung dimetyl
sulfoxite (DMSO) véi luong 2,5% dén 15% theo trong lugng dén ndng do cudi dat tir
0,5x106 té bao/ml dén 50x10° té bao/ml;

b) dong gbi dung dich chua t& bao gbc trung md vao cac bng véi thé tich tir 0,5
dén 2ml, tiép d6 dong sau véi tbe do giam nhiét -1°C/phut dén khi dat -90°C thu duogc

mau té bao gdc trung md dong lanh; va

¢) luu trit bang cach chuyén miu chtra té bao gbc trung md dong lanh vao bao

quan trong hé théng dong sau & nhiét do tir -150°C dén -200°C dé bao quén & bao gbe.

Theo khia canh thit hai, giai phap hitu ich d& cap dén té bao gdc thu dugc tir quy
trinh theo giai phap hitu ich, trong d6 té bao gdc trung mo6 nay c6 kha nang biét hoa
thanh céc t& bao xuong, sun va md&. Té bao gbc trung md theo giai phap hiru ich c6 kha
ning cdy chuyén trén 15 14n véi téc do ting sinh duy tri tir 20 dén 28 gid. Té bao gbe
trung mo theo giai phéap hitu ich thé hién duong tinh véi CD73, CD90, va CD105 16n
hon 90% (>90%), va ting gid tri duong tinh cia CD34, CD45, CD14, CDl1lb,
CD79alpha hay CD19, va HLA-DR nhé hon 10%.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 13 hinh chup mé ta hinh 4nh va mang &i ctia dy rén, (A) 1a anh chup
mang 61 nhau thai va mang 16t diy rdn; (B) 1 anh chup té bao gbc trung mo va té bao

gbc bidu mo; (C) 14 hinh v& mb ta té bao gdc trung md trong day ron.

Hin 2 12 so d6 khéi mé ta quy trinh phan 14p va nudi cdy té bao gbc trung md tir

day rén theo giai phap hitu ich.
M0 ta chi tiét giai phap hitu ich

Sau déy, giai phap hitu ich dugc mé ta chi tiét cic phwong 4n va cac vi du thuc
hién cu thé, tuy nhién cac phuong 4n va cdc vi du thuc hién nay chi nhim 1am rd ban
chét cta giai phap hiru ich chit khong nhdm giéi han pham vi yéu ciu bao ho giai phap
httu ich.

Thuat ngit "té bao gdc trung md tir day rén" chi san phim té bao gdc trung mo
duge phan 14p toan phan tir ddy rén thu dugc tir tré so sinh, duge tich chiét tir toan bd
md day rdn, bao gdm toan bd cac thanh phan ciu tao nén day rén nhu 16p vé ngoai day
ron, 16p chat nhéy Wharton Jelly, hé théng mach mau (dfng mach va tinh mach) va
16p té bao ndi md day rén. Dong té bao gdc trung md tir day rén nay khong bao gdm
dong t.é bao gdc trung mo dugc tao ra tir ting phén riéng biét bao gdm mang day 16,
16p chit nhdy Wharton Jelly, hé thdng mach mau (d6ng mach va tinh mach) va 16p té
bao ndi mé day rén. Cum tir ndy ciing chi thanh phén té bao gbc trung md duge phan
1ap va tach chiét tir toan bo day rén, nhung c6 thé chtra thanh phan té bao khac tai thoi
diém phan 1ap thanh cong (P0) v6i nong do ndm trong khoang tir 0,001% dén 5% tong
s6 té bao.

Theo giai phap hittu ich, thuit nglt "mdi trudng nudi cAy khong chira chiét xuét tir
huyét thanh va chit chiét tir dong vat" chi mdi trudng nudi chy té€ bao dong vat, trong
d6 loai trir cac thanh phan c6 ngudn gbc tir dong vat (xeno-free) hodc thanh phan c6
ngudn gbéc tir huyét thanh (serum-free). Cac mdi trudong nudi cdy nay c6 thé 1a moi
truong nudi cdy thuong mai, vi du MesenCult-ACF culture kit (Cat: 5449, hang san
xuit Stemcell Technologies); MesenCult-ACF plus culture kit (Cat: 5448, hang san
xudt Stemcell Technologies); mdi trudong nudi ciy t& bao gbc PowerStem MSC1-
Serum-free (hang san xuét Pan Biotech); moi trudng StemMACS MSC Expansion

Media Kit Xeno-free va Serum-free (hing san xuit Miltenyi Biotec — Diic); mdi
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trudng nudi cdy StemPro-34 SFM (hing san xuat ThermoFisher Scientific). Viéc sit
dung moéi trudng khong chira chiét xudt tir huyét thanh va chit chiét tir dong vat nham

dam bao céac té bao gbc trung mo khdng bi kich thich biét héa trong qué trinh nudi cy.

Giai phap hitu ich d& xuit quy trinh phan 1ap va nudi cly t& bao gbc trung mo tir

day rén va té bao gdc trung md tir day rén thu duoc tir quy trinh nay.

Theo khia canh th@ nhit, giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh phan 1ap va nuéi
cAy té bao gbc trung mé tir day rdn, trong d6 quy trinh ndy bao gém cac bude: a) xit ly
day rbn; b) xir Iy v6i enzym; c) phd v& mé lién két; d) thu té bao day rdn; e) nudi ciy

té bao gbc trung md; f) sang loc té bao gdc trung mo; va g) thu té bao gbc trung mo.

Day rén dugc str dung dé phan 1ap t bao gbc trung mé 13 doan day rén thu duge
tir san phu sau khi sinh, doan day t6n dugce cit khoi rdn cta tré so sinh duge thu gom

d& lam nguyén liéu mAu phan 1ap té bao gbc trung md.

Trong budc xir Iy ddy rdn bing céch thu thip doan day r6én duoc cét tir tré so sinh
cach doan ndi véi san phu trén 10cm. Day r6n sau khi thu thap duqc bdo quén trong
kit van chuyén 14 éng dung mAu c6 thé thich tir 25 ml dén 250 ml chta dung dich
DMEM véi thé tich tir 25 ml dén 150 ml bd sung tir 0,1 dén 5% chat khang sinh nhu
penicillin, streptomycin, normycin. MAu chua trong dung dich nay dugc bao quan &
nhiét do tir 2°C dén 8°C, thoi gian bao quan khong qua 48 gid, t6t nhat 13 tir 12 gier d&én
48 gid. Qua trinh 14y mAu, thao tac, bao quan, van chuyén t6t nhit duoc xir ly trong
mdi trudng vo khuin va & nhiét do phong (tir 18°C dén 25°C) nhim han ché t6i da céc
lay nhiém tir nguén vi sinh vat ¢6 hai nhu vi khuén, vi nim va dung dich van chuyén
duoc bao quan lanh & nhiét d6 tir 2°C dén 8°C. Day rdn sau khi thu thap trong kit van
chuyén s& dugc bao quan & nhiét do 2°C dén 8°C trong thoi gian tir 12 gid dén 48 gio. |
Day rén sau thu thap va luu trlt s€ duge xur ly trong mdi trudng v6 khuén va & nhiét d6
phong (tr 18°C dén 25°C) nhim han ché t8i da cac lay nhidm tir ngudn vi sinh vat c6
hai nhu vi khuln, vi ndm. Trudc khi thao tac, diy ron duoc rira bing dung dich chira
cdn trén 60° trong khoang thoi gian tir 2 dén 6 phit & nhiét 46 phong, sau d6 rira lai
bang dung dich dém phosphat. Luong day rén mAu trung binh khoang tir 7 dén 50 g.
Trong qué trinh rira mau dugc loai b, tién hanh cét nho toan bo day rdn thanh timg

manh dién tich khoang 2mm? thu duoc miu day rén da dugc cit nho.
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Trong budc xir Iy v6i enzym bing cach G miu ddy rdn da duoc cit nhéd v6i hdn
hop enzym. Hon hop enzym dugc st dung nhim pha v& mé lién két, nhung khong tac
dong dén té bao gbc trung md nhim thu duge té bao gbc trung md khoe manh. Diéu
kién xtt Iy mo lién két bing enzym nim trong khoang tir 15 dén 90 phut & khoang
nhiét d6 tir 31°C dén 39°C trong didu kién lic tir 150 dén 800 vong/phtt. Hon hop
enzym dugc chon tir nhém bao gdm hdn hgp chira enzym collagenaza hodc hdn hop
enzym chia trypsin. Thé tich hdn hop enzym x1r Iy dugc tinh theo trong luong ctia day
ron véi ti 18 12 1:1 (trong lugng/thé tich).

Theo mdt phuong an uu tién, hdn hgp enzym dugc st dung d& xt Iy mAu chira
enzym collagenaza bao gém collagenaza, axit etylendiaminetetraaxetic (EDTA) trong
dung dich dém RPMI. Trong d6 collagenaza dugc chon tir nhém bao gém collagenaza
typ 1, collagenaza typ I hodc collagenaza typ IV véi hoat do cudi dat tir 100 dén 1000
don vi/ml. Theo mét phuong an uu tién, ndng d6 enzym collagenaza cé trong hdn hop
enzym 1a 200 don vi/ml. Luong hdn hgp enzym chita collagenaza dugc st dung theo

luong mAu dat 1/1 (trong lugng/thé tich).

Theo mét phuong an uu tién, hdn hop enzym duoc st dung dé xtr ly mau chura
trispin v6i ty 18 thanh phin % theo thé tich bao gdm trypsin tir 0,1 dén 60%, axit
etylendiaminetetraaxetic (EDTA) tir 0,1 dén 60% va dung dich d&&m RPMI tir 0,1 d&én
40%. Luong hdn hgp enzym chira collagenaza dugc st dung théo lugng mau dat 1/1

(trong lwong/thé tich).

Tt nhit hdn hop enzym duoc sit dung dé xir Iy miu 1 cic enzym tai t& hop
khong c6 ngudn gde tir dong vat. Vi du cdc enzym duge st dung la enzym trypsin tai
t0 hop c6 ban trén thi truong & CTS™ TrypLE select Enzym, A1285901,

ThermoFisher Scientific hodc dugc cung cip boi cac cong ty sinh héa pham.

Trong budc phé v& mé lién két, sau khi xtt Iy bing enzym, mau duoc chuyén vao
bng chira mAu va chuyén vao thiét bi xir Iy. Céc thiét bi xi Iy c6 thé duge sir dung nhu
thiét bi xr Iy md tu dong gentleMACS Octo Dissociator (MACS Miltenyi Biotec) ¢
khé ning thiét 1ap chuong trinh xtr 1y tu dong theo yéu cau. Tién trinh x{r Iy mau duoc

thuc hién v6i khoang 8 chu ky, trong d6 mdi chu ky nay bao gdm cac cong doan:

+ gia nhiét dén khoang tir 31°C dén 39°C va 1 trong khoang thoi gian tir 3 dén 10
phut;
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+ 1ic éng mAu theo chidu kim ddng hd véi téc do tir 100 vong/phut dén 1200

vong/phut trong khoang thoi gian tir 1,5 phut dén 9,5 pht;

+ 14c bng mAu nguge chidu kim ddng hd véi toe do tir 100 vong/phit dén 1200

vong/phut trong khoang thoi gian tir 1,5 phut dén 9,5 phut.

Céc cong doan nay duogc thiét ‘la_”xp trén thiét bi xur ly mdé ty ddng va dugc cai dit
cho phép van hanh theo chuong trinh dat trude. Tién trinh xt 1y nay rt quan trong do
anh hudng dén chit luong té bao gdc thu duge. Cu thé 1a néu thoi gian xir ly ngin, cac
mo lién két khong dugc pha v& dan dén khong thu duoc t€ bao gbc roi. Qua trinh nuodi
cAy tiép theo chi cho phép ting sinh mot lugng té bao bé mit, giam hiéu suit thu duge
té bao gbc. Nguoe lai, néu thoi gian xtt Iy kéo dai, trén 180 phut, khi d6 té bao gdc
trung mo tir day rdn thu duge bi anh hudng, s& kéo dai thoi gian nudi cAy dé co thé
phuc hdi. Do d6, qué trinh xir Iy nay phai dam bao sao cho cac md lién két ctia khdi
mé duoc pha huy @& thu duoc té bao, nhung khong anh huéng dén chét luong té bao
gbc thu duoc. Céc tac gia bang thuc nghiém d3 xac dinh duoc tién trinh xtr Iy dugc
tién hanh véi chu ky 1, lic nguoc chidu kim ddng hd, lac xudi chiéu kim ddng hd véi
cac chu ky thoi gian duge khéng ché, cu thé trong mdi chu ky xir Iy mau, thoi gian lic
mAu khong qué 18 phut va téng thoi gian tién hanh xir Iy miu khéng qua 180 phut.
Khi d6 s& thu duoc d thu dugc hdn hop té bao day rén khoe manh va md lién két

dugc pha hty hoan toan.

Can luu ¥ réng, viéc quay miu nguoc chidu kim ddng hd hodc xudi chidu kim
ddng hd c6 thé thuc hién thay thé nhau, va tily y ¢6 thé thuc hién viéc quay miu nguge
chidu kim ddng hd trude hoic quay xudi chidu kim déng hd truéce va ngugc lai, mién
sao ¢6 thé dao tron mAu dé pha v mo lién két. Viéc pha v& md bang phuong phap co

hoc nay cho phép pha v& mé lién két ma it dnh hudng dén té bao gdc trung mo.

Trong budc thu t& bao ddy rén, tién hanh pha loging hdn hop té bao day rdn va
md lién két sau khi da xt 1y bing enzym v6i dung dich nuéc mudi dém phosphat
(phosphate buffer saline: PBS). Viéc pha lodng nay duoc thuc hién & nhiét do tir 2°C
dén 8°C trong diéu kién lic. Téc d6 lic tir 100 vong/phut dén 1200 vong/phut trong
khoang tir 2 dén 6 phut. Qua trinh nay nhim dam bao phan tach hoan toan té bao dinh
trong cac mo ra khoi cac mé lién két. Tiép d6, tién hanh ly tim véi tde do tir 200g dén

1400g trong tdi da 20 phut d& loai bo dich ndi thu dugc hdn hop té bao. Sau khi ly thm,
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hén hop té bao chira t€ bao goc duge co cum lai va dugc tach ra dé tién hanh nudi cay

tang sinh dé chon loc t& bao gdc.

Trong budc nudi cdy té bao gbc trung mo tr day rén, tién hanh hoa t& bao thu
duge vao nude mudi sinh 1y va cdy hdn hop té bao vio chai nudi cdy. Chai nuéi cdy té
bao gbc 1a chai da duoc xtr Iy bé mit bing c4c thanh phan dinh bom bé mit cho phép

té bao gbe trung md git dugc dic tinh t& bao gbe.

Chai nuéi cdy t& bao gdc duoc xir Iy bé mit nhim dam bio t& bao gbc cé kha
ning dinh bam va phat trién cho phép gitt dugc dic tinh té bao t& bao gbc, thuan loi
cho viéc nuéi cdy va phén lap té bao. Chai nudi cdy té bao tt nhat 1a chai c6 dién tich
bé mit 16m, tir khoang tir 25 dén 1000 cm?. T4t nhét 1 loai chai ¢& 25, 75 hodc
225cm?. Chai nudi cAy duoc rira sach, va t8t nhat duoc xir Iy bé mat tiét tring bang céc
tia c6 budc séng ngén, cu thé 13 tia gama hoic tia plasma dé tao d6 bam dinh tét hon
trong nudi céy té bao. Viéc xir ly bé miit chai nudi céy duoc thuc hién béng céac cong
doan: a) chudn bj chit xtr ly bé mit; va b) phi chit dinh bam bé mit d3 duoc pha

lodng 1én trén bé mét chai nuoi cay.

Trong cong doan chudn bi chit xir Iy bé mit, chat xt 1y bé mit dugc st dung 1a
cac chit dinh bam bé mit dugc chon tir nhém bao gém fibronectin, vitronectin,
intergrin tai 5 hop. Cac chit dinh bam bé& mit nay duoc thuong mai héa dudi dang
chit dinh bam té bao (extracellular matrix) dugc ban dudi dang ché phém thuong mai,
vi du, CTS™ CELLStart™ substrate (Gibco, USA, A1014201); Recombinant human
fibronectin GMP, CF (4305-GMP, R&D system); MesenCult™-SF attachment
substrate (Cat: 05424, Stemcell Technologies); hodc t6 hop ciia cac san phim trén. Céc
chét ndy dugc tién hanh pha loing véi dung dich dém phosphat (phosphate buffer
saline: PBS) theo ty 18 tir 0,2 dén 1%. Cu thé cac cung dich nay dugc pha lodng véi
dung dich dém theo cac ty 1& 1/100, 1/200. 1/300, 1/400 hodc 1/500 theo thé tich. Cac
chét dinh bam bé mit t6t nhit 1a cac chét khong c6 ngudn gbc tir dong vat dé tranh céc
tac nhan kich thich gy biét hoa t& bao. Nong do chét dinh bam bé mit néu trén 1% thi
kha ning dinh bam cua t& bao giam di, nhung thip hon 0,2% thi khé tao dugc 16p dinh

bam trén bé mit chai nudi cdy di bén dé 16p té bao co thé dinh bam 1én do.

Trong cong doan phu chat dinh bim bé mit da duogc pha lodng 1én bé mit chai

nudi cdy, cac nhiéu tang dd dugc vo trung c6 dién tich bé mat trén 25 cm? vai ty 1€ tir
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0,2 dén 1ml/cm2. Céc chai nay t&t nhat 1a loai chai nhidu tAng nudi cdy c6 nip, mbi
chai duoc phi 16p chit dinh bam bé& mit va chai nudi cdy nay & nhiét do tir 31°C dén
39°C trong khoang thoi gian tir 45 phit dén 180 phut. Qua trinh niy nham dé chat dinh
bam bé mit bam trén bé mit chai nudi céy va tao ra mot 16p dinh bam phu trén bé mit

chai nudi cdy. Sau khi phii, b& mit chai hinh thanh mét 16p phu dinh bam déu.

Céac chai nuoi céy sau khi dugc phu 16p dinh bdm bé mit dugc bd sung moi
truomg nudi cdy khong chira chiét xuét tir huyét thanh va chit chiét tir dong vat. Cac
mdi trudong nudi cdy nay c6 thé 14 moi truong nudi cdy thwong mai, vi du MesenCult-
ACF culture kit (Cat: 5449, hang san xuét Stemcell Technologies); MesenCult-ACF
plus culture kit (Cat: 5448, hing san xuét Stemcell Technologies); moi trudong nudi
cly té bao gbc PowerStem MSC1-Serum-free (héng san xuit Pan Biotech); mdi trudng
StemMACS MSC Expansion Media Kit Xeno-free va Serum-free (hing san Xuét
Miltenyi Biotec — Puc); moi trudong nudi cdy StemPro-34 SFM (hdng san Xuét
ThermoFisher Scientific). Sau d6 cdy té bao thu dugc va nudi cdy & nhiét d6 trong
khoang tir 34°C dén 39°C, ndng d6 CO; duy tri tir 3,5 dén 6%, dd 4m trén 90%. Tt
nhét 12 nhiét d6 duy tri & 36° C 5% CO: va dinh ky thay mdi trudong tir 2 dén 5
ngay/lan trong thoi gian tir 4 dén 10 ngay. Sau thoi gian nay, chai nudi cly duogc phi
16p t& bao véi mat do phu té bao trén 85%. Té bao phat trién va bam trén bé mit chai
nudi cdy. Trong giai doan nudi ciy, moi trudng nudi cdy dugc thay dinh ky tir 2-4

ngay/1an, thoi gian nudi mdi 1an khong qua 10 ngay.

Trong budc sang loc té bao gde trung mo, tién hanh loai bé dung dich nuéi ciy
va rira b& mit té bao bing dung dich PBS dé loai bo dung dich nu6i cdy. Tiép d6 ria
lai bing dung dich chira enzym trypsin theo ty 1& thé tich tir 0,2ml/cm? dén 1 ml/cm?
trong thoi gian tir 2 phit dén 7 phut & nhiét d6 tir 34°C dén 39°C. Qud trinh nay nhim
loai bd céc protein dinh bam bé mit t& bao. Sau khi bd sung mdi trudong nudi ciy dé
bt hoat enzym, tién hanh nhudém trypan blue d8 kiém tra céc t& bao séng, céc té bao
gbc trung mé duge nhuém mau xanh. Tién hanh x4c dinh t& bao gbc trung mo, tiép d6
ly tAm té bao & tdc do tir 200g dén 1400g trong thoi gian tir 2 dén 10 phut dé thu duoc
té bao nudi cdy. Tiép d6 ciy té bao niy vao chai nudi cdy da dugc xir ly bé mit véi
mat d6 khoang 2000 t& bao/cm?. Tién hanh nudi cdy trong cing diéu kién dén khi té

bao dat mat 6 phu trén 85%.
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Trong budc thu té bao gdc trung md, tién hanh bang céch rira bé mit t& bao thu
duoc bang dung dich PBS. Tiép d6, tién hanh @ té bao thu dugc véi lugng enzym
trypsin theo ti 1& thé tich 1a 0,2ml/cm? dén 1 ml/cm?. Vi du vé enzym trypsin dugc st
dung 13 CTS™ TrypLE select Enzym, A1285901, ctia hang ThermoFisher Scientific,
nESng d6 1X dugc hoa trong dung dich EDTA va dém RPMI theo ty 1€ 60:20:20 theo
thé tich. Thoi gian 0 t& bao trong enzym trong khoang tir 2 phut dén 7 phut & nhiét do
tir 34°C dén 39°C. Sau d6 bd sung moéi trudong nudi ciy d& bét hoat enzym va tién hanh
nhudm trypan blue d& kiém tra té bao séng. Sau khi ly tim & tdc do tir 200g dén 1400g
trong thoi gian tir 2 dén 10 phuat thu duoc té bao gbc trung mo tir day rén. Té bao sau
khi thu hoach duge hoa véi dung dich nudi ciy va cho chai nudi ciy theo ty 1& 4000 té

bao/cm?.

Té bao gbc trung md tir diy rén sau khi phan 1ap va nuéi cdy duge bao quan & &
ché d6 dong sau. Theo d6 cac budc bao quan té bao gdc trung mo tir day rén nay dugc
thuc hién véi cac cong doan: a) phén tan t€ bao gdc trung md tir day ron; b) déng goi

dung dich chtra té bao gbc trung mo; va ¢) luu trit.

Trong cong doan phan tan té bao gbc trung mo tir day rdn, tién hanh pha loéng té
bao gbc trung md thu dugc bang dung dich méi trudong nudi cAy khong chira céc chét
tir huyét thanh va cac chét tir dong vat c¢6 bd sung dimetyl sulfoxite (DMSO) v6i lugng
2,5% dén 15% theo trong luong. Néng do6 pha loang dugc chudn do dén néng do cubi
dat tr 0,5x10° t& bao/ml dén 50x10° t& bao/ml. Qua trinh nay nhim phan tan té bao dén

mot néng d6 thich hop cho viéc bao quan dong sau.

Trong cong doan dong gdi dung dich chia té bao gbe trung mé, tién hanh déng
g06i dung dich thu dugc & trén vao cac dng vai thé tich tir 0,5 dén 2ml. Tiép d6 tién
hanh d6ng sau véi téc do giam nhiét -1°C/phat dén khi dat -90°C thu duge mau té bao
gbc trung mo6 dong lanh. Qua trinh nay nhim dam bao t& bao dugc lam lanh tir tur,
tranh sdc gay chét té bao, dam bao té bio ¢ thé khoi phuc sau khi tan déng.

Trong cdng doan luu trit, tién hanh chuyén miu chia té bao gbc trung md dong
lanh vao bao quan trong hé thdng dong sau. Nhiét 4o bao quan duoc duy tri trong
khoang nhiét do tir -150°C dén -200°C d& bao quan té bao gdec. Qua trinh nay cho phép

bao quan té bao gbc trung mo 1én t6i 20 nam.
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Theo khia canh thtt hai, giai phap hiru ich d& cap dén té bao gbc thu duogc tir quy
trinh theo giai phap hitu ich, trong do té bao gbc trung md nay c6 kha ning biét hoa
thanh céc té bao xuong, sun va md. Té bao gbc trung md theo giai phap hitu ich sau
khi tan dong dugc khoi phuc va c6 kha ning chy chuyén trén 15 lan véi tbe do ting
sinh duy tri tir 20 dén 28 gio. Té bao gbc trung mé theo giai phép hitu ich thé hién
duong tinh véi CD73, CD90, va CD105 16n hon 90% (>90%), va ting gia tri duong
tinh cia CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79alpha hay CD19, va HLA-DR nhé hon
10%.

Vi du thyc hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: Phén Idp va tdch chiét té bao géc trung mé tir ddy ron -

Pé phan 1ap va nudi cly té bao gbc trung mo tir day rdn, tién hanh thir nghiém
tach chiét va nudi cdy té bao tir ddy rén thu duec tir san phu. Ngay sau khi tré dugc
sinh ra, doan day rén sat voi tré duoc cét va thu mot doan dai khoang 15cm. Poan day
rdn nay duoc vubt doc theo chidu dai khoang 5 1in d& ép hét mau trong day r6n ra
ngoai.

Khi da sach méu bén trong, ddy rén duoc khir tring bing dung dich chira cdn va
cho vao bng van chuyén chira 25 ml dung dich DMEM bd sung 0,5% penicillin, day
rén duge bao quan ngp siu bén trong dung dich van chuyén. Hop véan chuyén sau d6
s& duoc niém phong va dan nhin dong thoi chuyén truc tiép vé phong thi nghiém tiéu

chuén, nhiét d6 duoc duy tri & 18°C.

Tiép d6, mau day rdn s& dugce rira v6i dung dich cdn 60° trong thoi gian 2 phut dé
khir tring bé mit ctia day rén. MAu c6 trong hiqng 24 gam. Tiép d6 mau duoc rira
bang dung dich d&m phosphat va cit nho thanh timg manh c6 dién tich khodng 2mm?.
Chuyén 10 g diy r6n vao dng nghiém 50 ml c¢6 chira 10 ml dung dich enzym trypsin
60%, EDTA 20% va RPMI 20% (theo thé tich) va & 4m & nhiét d6 31°C trong diéu
kién lic 150 vong/phut.

Sau khi xr Iy bang enzym, té bao duge chuyén vao thiét bi x Iy mo6 tw dong
gentleMACS Octo Dissociator (MACS Miltenyi Biotec) dugc thiét 1ap chuong trinh
xtr Iy ty ddng nhu sau:

+ gia nhiét miu dén 39°C va G trong 3 phut;
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+ lic dng mAu theo chidu kim ddng hd véi tbc dd 1200 vong/phit trong 9,5 phut;

+ l4c 6ng mau ngugc chidu kim dong hd véi toe d6 1200 vong/phut trong 9,5

phut.

Qué trinh xir 1y duge thuc hién vé6i 8 chu ky, tdng thdi gian 176 phut. Sau d6 tién
hanh thu thip t& bio bing cach pha lodng dich huyén phu \'/(')’i nuéc mudi dém
phosphat (PBS) & nhiét d6 2°C va lac véi tbe dd 100 vong/phit trong 6 phut. Sau do,
tién hanh ly tim hdn hop & téc do 200g trong 20 pht, loai bo dich néi d& thu thap €

bao.

Chai nubi céy ¢6 dién tich 75cm? duoc rira sach, chiéu tia gama khir tring bé
mit, sau d6 phi chit dinh bam CTS™ CELLStart™ substrate (Gibco, USA,
A1014201) bing céch pha lodng co chat CTS™ CELLStart™ (Gibco, USA) véi dung
dich dém dén ndng dd 1%. Sau d6 phu lén bé& mit chai nudi cdy véi ty 1& Iml/em?.
Tiép d6 dé yén & nhiét do 39°C trogn 45 phut d& lam kho bé mat, thu duoc chai nuoi
ciy duoc phi1 16p dinh bAm bé mit.

Tiép d6 bd sung mo trudong nudi chy khong chira huyét thanh MesenCult-ACF
culture kit (Cat: 5449, hang san xuit Stemcell Te'chnologies). CAy té bao va nuoi cly &
nhiét d6 34,5°C, ndng 46 CO, dugce duy tri & mic 5% véi d6 Am 95%. Cac té bao khi
duge nudi cly trong diu kién nhiét do trén sé& ting sinh trong moi trurong nudi cly dic
hiéu s& cn tir 4 dén 5 ngay dé co thé dat duoc mat do céy chuyén vGi d6 bao phu bé
mit chai nuoi cdy 1a trén 85%. Mat do t€ bao khi thu hoach véi chai 75 cm? (T75) dat
63,75 cm?. Tién hanh thay méi trudong nudi ciy dinh ky 2 ngay/lan.

Tién hanh sang loc té bao gbc trung md bing cach rira bé mit t€ bao bang dung
dich PBS. Sau khi loai b6 dich rira, té bao s& dugc u véi dung dich enzym trypsin
(TryPLE Select, 1X) theo ty 1& thé tich 1 ml/cm? trong thoi gian 7 phat & nhiét do
37°C. Téng thé tich 1a 5 ml (du d& phi toan bo b& mit clia chai nudi cay). Sau do,
enzym s€ dugc bét hoat bang cach bd sung 5 ml dung dich nu6i céy da duoc lam 4m
va dung serological pipet (10ml) dé tach 16p & bao ra khoi bé mit chai nuoi cly bing
cach hut nha dung dich tir 5 dén 10 lan. Dung dich chta té bao sau d6 dugc chuyén
qua éng ly tim 50 ml dé dém té bao bang budng dém va kiém tra do séng chét bing
trypan blue. Téng luong té bao gbc trung mo tir day rén thu hoach duge tir 1 chai nudi

cdy T75 trung binh khoang 4x10° té bao. Tiép d6 ciy t& bao nay vao chai nudi chy da
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duge xir Iy bé mit voi mét do khoang 2000 té€ bao/cm?. Tién hanh nudi ciy trong cling

didu kién dén khi té bao dat mat d6 phi trén 85%.

Té bao sau khi nudi cdy dugc thu rira bé mit t& bao thu duoc bing dung dich
PBS. Tiép do, tién hanh 1 té bao thu dugce véi luong enzym trypsin (CTS™ TrypLE
select Enzym, A1285901, cta hang ThermoFisher Scientific), ndng d6 1X dugc hoa
trong dung dich EDTA va dém RPMI theo ty 1€ 60:20:20 theo ti 1& thé tich 1a 1
ml/cm?. Thoi gian U t€ bao trong enzym trong 2 phut & nhiét 4o 37°C. Sau d6 bd sung
mdi trudong nudi cdy dé bit hoat enzym va tién hanh nhudm trypan blue d& kiém tra té
bao sdng. Sau khi ly tim & tbc d6 1400g trong thoi gian 2 phut thu dugc té bao gbc
trung mo tur day rén. L'Qiy mdt luong 2x10° té bao s& duoc st dung dé kidm tra chit

lugng, va sd con lai s& dugce bao quan va trit dong.

Tién hanh phan tan té bao gbc trung md tir day ron thu duge trong méi trudong
nudi cdy c6 bd sung dimetyl sulfoxite (DMSO) 2,5%. Nong d6 pha loing dugc chuin
d6 dén ndng do cudi dat 50x10° té bao/ml. Tiép d6 chuyén vao céc bng 1,8 ml va tién
hanh dong sau véi téc do giam nhiét -1°C/phut dén khi dat -90°C. Sau d6 chuyén vao
b4o quan trong hé théng déng sau & khoang nhiét do tir -150°C d8 bao quan té bao gbc.

Vi du 2: Phén tich chdt lwgng té bao goc trung mé tir day ron

D& thir nghiém kha ning cia té bao gbc trung mo, tién hanh thu hoach té bao tai
céc thoi didm PO (& vi du 1), P1, va P3 (sau cac 1an cAy chuyén lan 1 va lan 2) dugc
dém va thu gifr 2x10° té bao dé kiém tra chét luong san phim bing quy trinh phan tich

té bao dong chay (Flowcytometry).

Céc t& bao duge nudi cdy kiém tra kha ning phat trién sau nhitng 14n cdy chuyén,
Két qua cho thiy cac té bao gbc trung mé thu duoc tir quy trinh & Vidu 1 ¢6 thé ciy
chuyén trén 15 1an (>P15) va duy tri téc do tang sinh nhanh (20 dén 28 gi®) dén P15.

St dung kit kiém tra tinh chat t& bao gbc trung md “BD Stemflow hMSC
analysis kit” d& kiém tra cac chét danh diu b mit dic hiéu cua t& bao gdc trung md
nhu duong tinh v4i CD73, CD90, va CD105, am tinh voi CD34, CD45, CD14,
CD11b, CD79alpha hay CD19, va HLA-DR. Két qua trung binh sau khi nuéi cAy cua
t& bao gde trung md tir day rén sau khi phan tich cho thiy: CD73 (99%), CD90 (100%)
va CD105 (100%), 4m tinh v&i CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79alpha hay CD19,
va HLA-DR véi ti 16 duéi 5% sau khi phan tich.
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Hiéu qua dat dwgc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh phén 18p va nudi cAy té bao gdc trung mo tir day ron theo giai phép hitu
ich cho phép két hop gitta ky thuat enzym va k§ thudt phan tach co hoc cho phép giam
thoi gian phén lap, xtr ly mo xubng tir 2,5 dén 4 gid, rat ngin déhg ké thoi gian xir ly

s0 v6i qua trinh xir 1y truyén thdng (khoang tir 16 dén 18 gid, nhanh nhat 13 8 giv).

Quy trinh phan 1ap cho phép tw dong hoa qua trinh phén lap bang cach 14p trinh
va xu ly trén thiét bi xt ly tw dong, vi du thiét bi GentleMACS Octo Dissociator v&i
kha ning 1ap trinh, cai dit quy trinh xtr 1y, cho phép tu dong hda, giam thiu céc thao
tac trong qua trinh chiét tach. Két hop véi viée st dung hdn hgp enzym dé phan huy
cAu tric mo cua day rén, quy trinh theo giéi phap hiru ich gitp tach t€ bao gbc ra khoi
khéi md day rén mot cach nhanh chéng, nhd d6 cac té bao gdc nay cé thé nhan 1én va
ting sinh in vitro do té bao nay hdi phuc nhanh hon va ¢6 tc d9 ting sinh tt, gidm
thidu tac dong bét loi tlir qua trinh phan 1ap 1én té bao.

Quy trinh theo giai phéap hiru ich cho phép thu t€ bao gdc trung mo tir day 6n ¢c6
kha ning phat trién sau nhiéu 1dn cdy chuyén, Két qua cho thiy cac t& bao gbc trung
mo thu duoc tir quy trinh & Vi du 1 6 thé cdy chuyén trén 15 lan (>P15) va duy tri toc
d5 téng sinh nhanh (20 dén 28 gid) dén P15.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Quy trinh phan 14p va nuéi ciy té bao gdc trung md tir day rén, trong d6 quy trinh

ndy bao gébm céc budc:

a) xit 1y day rén bing cach thu thip doan diy rén dugc cit tir tré so sinh cach
doan ndi véi san phu trén 10cm, sau khi loai bdo méu, ct nhd toan bd day rén thanh

timg manh dién tich khoang 2mm? thu duge miu day rén da dugc cét nho;

b) xir Iy v6i enzym bing cach o miu day rén dd dugc cit nhd véi hdn hop enzym
trong khoang tir 15 dén 90 phut & khoang nhiét do tir 31°C dén 39°C trong diéu kién
lic tr 150 dén 800 vong/phit theo ty 18 1:1 (trong luong/thé tich), trong d6 hdn hop

enzym dugc chon tir nhém bao gdm:

+ hdn hop enzym bao gdm collagenaza, axit etylendiaminetetraaxetic (EDTA)
trong dung dich dm RPMI, trong d6 collagenaza dugc chon tir nhém bao gbém
collagenaza typ I, collagenaza typ I hodc collagenaza typ IV véi hoat do cubi dat
tir 100 d&n 1000 don vi/ml; hogc

+ hdn hop enzym voi ty 1& thanh phan % theo thé tich bao gdm trypsin tir 0,1 dén

60%, axit etylendiaminetetraaxetic (EDTA) tir 0,1 dén 60% va dung dich dém

RPMI tir 0,1 dén 40%;

¢) pha v& md lién két bing cach chuyén miu sau khi xir ly véi hdn hop enzym
vao éng chira mAu va chuyén vao thiét bi xtr 1y va tién hanh xr Iy miu vé&i khoang 8
chu ky, trong d6 mdi chu ky nay bao gdm céc cong doan:

+ gia nhiét dén khoang tir 31°C dén 39°C va U trong khoang thoi gian tir 3 dén 10
phut;

+ lic éng mAu theo chidu kim ddng hd véi te do tir 100 vong/phut dén 1200
vong/phtt trong khoang thoi gian tir 1,5 phut dén 9,5 phut;

+ l4c 8ng mAu nguoc chidu kim ddng hd véi tc do tir 100 vong/phut dén 1200
vong/phtt trong khoang thoi gian tir 1,5 phut dén 9,5 phut;
trong do6 téng thoi gian lic dng mau trong mdi chu ky xir ly mau khong quéa 18 phit va
tdng thoi gian tién hanh xir Iy mAu khong qua 180 phut dé thu dugc hdn hop € bao

day ron va md lién keét;
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d) thu t& bao day rdn bing cach pha lodng hdn hop té bao ddy rdn va mé lién két
v6i dung dich nuée mudi dém phosphat (phosphate buffer saline: PBS) & nhiét d¢ tur
2°C dén 8°C trong didu kién lic voi tbe d6 tir 100 vong/phut dén 1200 vong/phit trong
khoang tir 2 dén 6 phut, sau d6 ly tdm véi téc do tir 200g dén 1400g trong téi da 20
phut dé loai bd dich ndi thu duge hdn hop té bao;

e) nudi ciy t& bao gbc trung mé tir ddy rén bing cach cdy hdn hop té bao vao
chai nudi cdy da duoc xir Iy bé mit chtra mdi trudng nudi cdy khong chira chiét xudt tir
huyét thanh va chét chiét tir dong vat va nudi ciy & nhiét do trong khoang tir 34°C dén
39°C, ndng d6 CO> duy tri tir 3,5 dén 6%, d6 4m trén 90%, dinh ky thay méi trudng tir
2 dn 5 ngay/lan trong thoi gian tir 4 &&n 10 ngay thu dugc chai nudi ciy c6 mat do

pht té bao trén 85%;

f) sang loc t& bao gdc trung mo bang cach loai bd dung dich nudi cy, rira t& bao
bang dung dich PBS va rira lai bing dung dich chita enzym trypsin theo ty 1& thé tich
tir 0,2ml/cm? dén 1 ml/cm? trong thoi gian tir 2 phut dén 7 phit & nhiét do tir 34°C dén
39°C, sau khi bd sung méi trudng nudi cdy dé bit hoat enzym rdi ly tam té bao & tdc
do tir 200g dén 1400g trong thoi gian tir 2 dén 10 phit, sau d6 ciy vao chai nu6i ciy
da duoc xir Iy bé mat véi mat dd khoang 2000 té bao/cm? va nudi ciy trong cing didu

kién dén khi t€ bao dat mat d6 phu trén 85%; va

g) thu t& bao gdc trung mo bing céch rira bé mit té€ bao thu duoc bang dung dich
PBS va u té bao thu duoc véi luong enzym trypsin theo ti 18 thé tich 1a 0,2ml/cm? dén
1 ml/em? trong thoi gian tir 2 phit dén 7 phtit & nhiét d6 tir 34°C dén 39°C, sau d6 bo
sung moi trudong nudi cly dé bat hoat enzym, sau khi ly tdm & tbe d6 tir 200g dén

1400g trong thoi gian tir 2 dén 10 phut thu duge té bao gbc trung md tir day rén.
2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 chai nuéi cAy té bao dugc xir Iy bé mit bing cach:

a) chudn bi cht xtr Iy bé miat bing cich pha loing hop chit dinh bam bé mit duoc
chon tir nhém bao gém fibronectin, vitronectin, intergrin tai to hop v6i dung dich dém

phosphat (PBS) theo ty 18 tir 0,2 dén 1%;

b) pht chit dinh bam bé mit da dugc pha lodng 1én bé miit chai nuéi cdy nhiéu ting da
duoc vo tring c6 dién tich b& mat trén 25 cm? véi ty 16 tir 0,2 dén Iml/em? va G chai

nudi cdy nay & nhiét do tir 31°C dén 39°C trong khoang thoi gian tir 45 phut dén 180

-21-



2776

phut dé chét dinh bam bé mit bam trén bé mit chai nuoi céy va tao ra mot 16p dinh

bam phu trén bé mit chai nudi cay.

3. Quy trinh theo diém 2, trong d6 chai nu6i cdy con duoc xir Iy bing tia gama hoic

plasma trudc khi xtr Iy bé mit.

4. Quy trinh theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 quy trinh nay con

bao gdom budc bao quan t€ bao gdc trung mo tir day ron voi cac cong doan:

a) phan tan t€ bao gbc trung mo tir day ron bang dung dich méi trudng nuodi ciy khong
chta céc chit tir huyét thanh va cac chit tir dong vat c6 bd sung dimetyl sulfoxite
(DMSO) véi luong 2,5% dén 15% theo trong luong dén ndng do cudi dat tir 0,5x10° t&
bao/ml dén 50x10° t& bao/ml;

b) déng géi dung dich chira té bao gbc trung mé vao cac éng véi thé tich tir 0,5 dén 2
ml, tiép d6 dong sau véi tde d6 giam nhiét -1°C/phut dén khi dat -90°C thu duge méu
té bao gdc trung mo dong lanh; va

¢) luu trit bing cach chuyén méu chua té bao gbc trung mo dong lanh vao bao quan

trong hé théng dong sau & nhiét do tir -150°C dén -200°C dé bao quan té bao gbc.
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A
Mang 16t day rén

Mang 6i nhau thai

B Té bao gbe trung mod Té bao goc bi€u md

gmang 01

- dudi mang 01

16p nhiy Wharton's jelly
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U véi dung dich

Thu thap day rén . . Cat thinh manh nho L
(>10 cm) tai vi tri :> Rua saihélxlnau Vol [:> (0.5 mm? dén 1.2 [> (;;Eéyjl:%gg tlothgo
gan cudng thai nhi cm?) ’ phl'ﬂ.) 7

U

Xir [y mau bing

Ly tam thu lai khéi y: Hoa tan tia trong Pha loang dung dich chuong trinh thiét
te bao moi trudong nudi cay sau xw Iy véi PBS N\ 1ap tai may MACS
Octo Dissociator

L

Tién hanh nudi cay ‘
trong moi trudng Panh gia chat lugng trung mo tir day ron
[:> D sau khi nudi cay

Luu trir té bio goc

khong chira huyét té bao trude khi lnu
thanh va cic chat tr i bang hé thong
dong vt tri ty dong

Hinh 2
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