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CAu tric ciia cac manh ghép da bao vi két tu co cuc t6i thiéu theo sang ché chira cac té bao
biéu hién cua thu thé cdp doi G-protein chtra don vi 1ap lai giau Leuxin (Leucine-rich
repeat-containing G-protein coupled Receptor - LGR) dé ung dung trong diéu tri vét
thuong, k¥ thuat mo, Gmg dung trong liéu phap té bao, mg dung trong y hoc tai tao, ung
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dich, va tng dung trong diéu tri bang cach ghép mo, t6t hon 1a lién quan dén vecto/chat
nén/gia thé/khung protein c¢6 kha ning phan phdi dung cho tmg dung truc tiép.
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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Sang ché @& cip dén cAu trac ciia cic manh ghép da bao vi két tu
chira cac té bao biéu hién thu thé cap db6i G-protein chira don vi lap lai giau Leuxin
(Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled Receptor - LGR) dé tmg dung trong
didu tri vét thuong, k¥ thuat mo, tmg dung trong liéu phap té bao, mg dung trong y hoc
t4i tao, ung dung trong y hoc/diéu tri, tng dung trong viéc lam lanh vét thuong, ing dung
~ trong diéu tri mién dich, va tmg dung trong diéu tri bang cach ghép mo. Cu thé hon, séng
ché dé cap dén LGR da bao vi két tu c6 kha nang phan phdi cAu thanh trén véc to/chit nén

/gi4 thé/khung protein phan phdi diing cho tng dung truc tiép.

Tinh trang ky thuit cia siang ché

Qua nhiéu ndm, céc bac s 1dm sang va c4c nha nghién ctru da tién hanh nghién ctru
cac thudc khang sinh ma khong chi lam gidm pham vi vét thuong do vi sinh vt ma con
¢6 tac dung phu vé ddc tinh thip. Tir vét bong dén cé cac vét thuong cép va man tinh, c6
thé thao tac cac peptit khang vi sinh vat c6 ngudn goc tu nhién, xuét hién tu nhién, trong
do cac tac nhan nay thuong hoat dong nho su thAm qua mang, mdt co ché it c6 kha ning
din dén tac dung khang khuan. Véi nguy co tiép tuc bi nhiém triing & cac vét thuong va
dich bénh khang vi khuin dang tién trién dbi véi cac lidu phdp khang sinh hién nay, c6
nhu céu thuc su dbi voi su phat trién mot 16p thube khang sinh khu trd maéi dé sur dung

cho cac vét bong va vét thuong & da.

C6 bdn giai doan chinh dé 1am lanh vét thuong da dugc mo ta trong thé ky qua: (1)
su can bang huyét tb, (2) viém, (3) su ting sinh, va (4) md hinh héa lai. Cac giai doan
tudn tu nay dugc xac dinh trude bdi cac loai té bao da di vao vét thuong va sau d6 la do

céac loai cytokin va y€u to sinh trudéng bic¢u hién trong cadc mo.

Véi su tién bd gan day trong viéc tach va cay ghép té bao goc c6 ngudn goc trung

md va m&, cic nha nghién clru da bat dau nghién ctru lam the nao céc t€ bao nay cai thién
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qua trinh lanh va thay d6i biéu hién trong timg giai doan, dic biét 1a trong sudt giai doan
viém dé mo phong hoa lai céc giai doan. Gibng nhu céac té bao gdc c6 ngudn gbc trung
md va m& tir khoang sau hon, té bao gbc bidu mo phat trién tir ngoai bi mam, sau nay phat
trién cac t& bao bidu mod bé mit hon, va do d6 cling ¢6 vai trd tiém 4n trong viéc 1am lanh
vét thuong ¢ da. Vao thoi diém nay, co rét it nghién ctru vé cach ghép va st dung cac té
bao gbc biéu md bidu hién LGR4, LGRS va LGR6 dugc tach ra lam thay doi bicu hién

gen lam lanh vét thuong.

Biét ring quan thé té bao gdc biéu mo bicu hién LGR4, LGRS va LGR6 thuong bi
pha huy sau thiét hai nghiém trong du day 1én da, dé lai cac mo khong c6 kha ning san
xuét khoang biéu mo khong c6 kha ning séng va tu duy tri. Mic du ¢6 su két hop gitta
cac nd luc tao hat va fibrotic do viém khu tri va cac hoa chét tiép theo cua mot loat cac
thuc thé té bao, khong co té bao biéu md, cac md con lai duoc dé lai ma khong c6 kha

ning tai tao dé hinh thanh biéu mé chirc nang, nang 1dng, tuyén md hoi, hodc twong tu.

Céc ton thuong phtic tap du day d6i v6i mo ngudi va mod cta dong vat co va
va/hodc cac vét thuong phtic tap lién quan dén nhiéu yéu t6 mo (da, co, chét béo, mach
mau, ddy than kinh va xuong) rit kho chita duge. Nhitng ton thwong nay va céc vét
thwong tiép theociing rat kho chita tri thong qua cac phuong phap cham soc vét thuong
hién tai, can thiép phau thuét véi cdc cong nghé duoc chép thuin hién tai st dung cac té
bao, cac mo, cac thiét bi, cac thudc sinh hoc, thudc va/hodc céac yéu td sinh trudng. Mot ly
do phd bién cho cac kho khin nhu vay 1a cac mod ndm trong hoic xung quanh mot 6 mo bi
thwong hodc 6 md bi ton thuong ma thudng khong cé phu thude 14n nhau, c4c thanh phan
can thiét: 1) té bao di truyén va/hodc quan thé t& bao gbe; 2) céc yéu t chat nén ngoai
bao/khung protein va chat nén; va 3) su két hop clia cac tuong téc gitta hai va gitta nhiéu
thuc thé t& bao va cac chit nén. Su thiéu hut trong khoang té bao, protein 161 cua ECM
(chét nén ngoai bao) va cac giao dién twong tac lién quan sau do dan dén su thiéu sot
trong viéc tai tao hodc tao ra két cAu da chiéu can thiét cho sy di chuyén té bao, su biét
héa va su phan cuc mod. Néu khéng c6 su tuong tac gilta té bao véi té bao va té bao véi co
chit, cac thuc thé té bao con lai bén trong b vét thuong, bat ké kha nang ting sinh hogc

tao ra chudi thé hé cia chting, dau tién déu phai tao ra mang hitu ich hon 1a phat trién cau
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tric da mo, phirc tap hon c6 kha nang “hoat dong” chdp nhan duge. Do do, vét thuong -

lién quan dén da, co, md, gin, xuong - s tr¢ thanh seo, roi loan va rdi loan chirc ndng.

Céac g dung hién tai trong linh vue ky thuat mo cua da nudi céy, sun, Xxuong, co,
mach maéu, ddy than kinh, bach huyét va céc phan thay thé cha yéu dua vao chién luoc
gbm ba phén: 1) 14y ngudn mo va thu hoach huyén phu chira té bao tir cac mo do; 2) dua
céc t& bao nay 1én chat nén hoic khung protein; va 3) ghép manh ciu tric 1én hodc vao vi
tri dich ctia ngudi hodc dong vat. Tuy nhién, trong truong hop khong cé cac thanh phéan
can thiét, phu thudc 14n nhau dugc x4c dinh & trén, cac tng dung k¥ thuit mo, cac Umg
dung diéu tri bing té bao, cac ung dung y hoc téi tao, cac ng dung lam lanh vét thuong
va cac tng dung diéu tri ghép mo khong c6 cac két cAu vi két tu t& bao ty nhién cin dé
sép xép thanh thao cac md phan cuc c6 chire. Vi vdy, do thiéu su phu thudc ]4n nhau, khoi
luong té bao gbc va khung protein thich hgp ngan ngira cac ciu tric nay cé ich trong céac

tmg dung diéu tri nhu tai tao mo nhiéu ngan va/hodc tai tao xuong va co.

Do d6, mét phén do nhiing vaAn dé néu trén, cac nd luc va nguén luc déng ké da
dugce ca nganh cong nghiép va cac vién nghién ctru dinh hudng dé phat trién cac chat thay
thé mod téng hop, cac ciu tric tu ghép, cling nhu cac manh tu ghép kéo dai biéu bi thu
duge tir ngudi bénh (tie 1a, EPICEL® cua Vericel Corporation of Cambridge MA.). Cac
san pham nay, mic du c6 loi, thuong d4t va khong cung cdp cho bénh nhan cAu tric mo
nhidu ngan that su. Ching han, manh ghép tu than bidu md tu nudi cdy (cultured
epithelial autograft - CEA) khong thé khdi phuc lai ca hai 16p biéu bi va ving da & da
nguyén thé. Nhung do su véng mit cta cdc khoang c6 chitc phu thudc 1An nhau, cac té
bao nudi cdy dugc dé lai ma khong co su gia ting s6 luong té bao gbc va su phan cuc md
tién hoa cin thiét dé phat trién 16p biéu bi, da, tuyén va léng - diéu nay thuc sy xac dinh
lan da. Véan dé nay lan luot dan dén su don 16p, su gion, su mét 6n dinh vé biéu md, su
phé v& rao can, va seo.

Theo céach khac, cac chit nén khong té bao manh khée hon nhue ALLODERM®

cia LifeCell Corporation, INTEGRA® cua Integra LifeSciences Corporation va
DERMAMATRIX® san phém ctua Foundation Transplant Musculoskeletal, mdc du cé
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cac phuong phép tai tao tuyét voi, thiéu cac quan thé té bao gdc ctia chudi té bao duoc dit

vi tri can thiét dé phat trién cac mo nguyén thé chirc ning.

Cac tac gia sang ché gan diy da béo cdo vé sw nhan biét LGRS va LGR6 nhu la
chét danh dAu cta ca té bao gbe & rudt va biéu bi & dong vat c6 vi. Trong Stimulation of
the Follicular Bulge LGR5+ and LGR6+ Stem Cells with the Gut-Derived Human Alpha
Defensin 5 Results in Decreased Bacterial Presence, Enhanced Wound Healing, and Hair
Growth from Tissues Devoid of Adnexal Structures, Plast. Reconstr. Surg. 132: 1159,
2013, thu thé két hop G-protein chira cac don vi ldp lai gidu Leuxin la thu thé protein
xuyén mang c6 by doan co trinh tur rd rét va chu tric twong dong véi cac ho thu thé cua

hocmon kich thich nang, hocmon kich thich tuyén giap va hocmon thé vang.

Trong nghién clru nay, céc tdc gia sang ché da nhén ra rang alpha defensin 5 peptit
lam tang dang ké sy han gin vét thuong va lam gidm luong vi khuén co ban so véi beta
defensin 1 va sulfadiazin & nguoi. Alfa defensin 5 & nguoi 1a liéu phap duy nhét dé kich
thich su di chuyén té bao gbc LGR vao b vét thwong. Thém vao do, viéc 1ap ban dd nhiét
gen cho théy su didu chinh mRNA déang ké ctia qua trinh lanh vét thuong va céc ban ghi
dudng ddn Wnt nhu Wntl va Wispl. Vi vy, két luan réng alfa defensin 5 c¢6 thé dugc sir
dung d& 1am lanh vét thuong hiéu qua do sy gia tdng quan sat dugc sy di truyén cua té bao
gbc LGR ting 1én & céac vét thuong va lam giam luong vi khuén lién quan va tao ra 1ong
thong qua viéc tang cac ban sao clia Wnt va san phim phién ma han vét thuong. Tém lai,
didu nay va céc didu khac da dan t6i viéc nhan ra tiém nang stt dung LGR4 +, LGRS + va

LGR6 + biéu hién céc té bao goc biéu md trong cac cau tric mé mém sinh hoc truc ti€p.

Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Muc dich ctia sdng ché 1a dé xuat ché pham da bao vi két tu ¢6 cuc to1 thiéu bao
gom céc t¢ bao bicu hién LGR song dugc tach ra va gia the da chieu dugc chon tir nhom
gom ¢6 khung protein, colagen, chat nén, hat, va soi.

Muc dich khac cta sang ché 1a dé xuat ché pham da bao vi két tu ¢6 cuc tdi thi€u
bao gom céc t& bao bieu hién LGR song dugce tach ra va gid thé da chiéu dugc chon tur

nhém gdm c6 khung protein, colagen, chat nén, hat, va s¢i, trong d6 céc t€ bao bi€u hién
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LGR duoc bd sung cac yéu td sinh truong va trong dé cac té bao biéu hién LGR dugc

chon tir nhém gébm c6 LGR4, LGRS va LGR6.

Muc dich khéc nira ctia sang ché 1a dé xuit ché phdm da bao vi két tu co cuc t6i
thiéu bao gdm céc té bao biéu hién LGR sdng duoc tach ra va gia thé da chiéu duoc chon
tr nhém gdm c6 khung protein, colagen, chit nén, hat, va soi trong d6 cac té bao biéu
hién LGR dugc bd sung v6i chit phan tich dong/hdi phuc va cac té bao biéu hién LGR
duge chon tir nthém gdm c¢6 LGR4, LGRS va LGR6.

Muc dich khéc nita cta sang ché 1a dé xuét ché phim da bao vi két tu ¢6 cuc tbi
thiéu bao gf”)m céc té bao biéu hién LGR séng duoc tach ra va gia thé da chiéu duge chon
tr nhém gém c6 khung protein, colagen, chit nén, hat, va soi trong do cac té bao biéu
hién LGR dugc bd sung v6i cac thanh phan lién két ddc hiéu LGR dugc chon tir nhom
gdm ¢6 cac ho phdi ti, R spondin, EDGF, PDGF, Wnt, VEGF, va céc peptit khang vi
sinh vt va trong d6 cac té bao biéu hién LGR dugc chon tir nhém gdm c6 LGR4, LGRS
va LGR6.

Muc dich khac nira cia sang ché 1a dé xuét ché phém da bao vi két tu co cuc tdi
thiéu bao gém cac té bao biu hién LGR séng duoc tach ra va gia thé da chiéu duogc chon
tir nhom g&”)m c6 khung protein, colagen, chit nén, hat, va soi trong d6 ché phém duoc
dung lam san phém chita bénh cho dich chon loc bao gém vung mo, vét thuong, chd rong,

md hu hong, hodc mau dé thay thé ca mo lién ké xung quanh.

Muc dich khéc nita cta sang che 1a dé xuat ché pham da bao vi két tu c6 cuc toi
thiéu, khac biét & chd, cac té bao bicu hién LGR sdng duoc tach ra dugc ghép vao mo hu
héng dé thic day su han gan ¢ do.

Muc dich khéc nfta clia sang ché la dé xuat ché pham da bao vi ket tu ¢ cuc toi
thiéu dé sta chita hé md hodc khodi phuc toan bd co thé bao gom khung protein phu trg
véi céc té bao chira LGR duoc tach ra dugce ¢o dinh trén do.

Muc dich khac nita cuia sang ché 1a dé xuat manh ghép mo dé sir dung cho h¢ mo

c6 nguodn goc tir ngoai bi, trung bi hodc ndi bi trén toan bo co thé dong vat co vu.
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Muc dich khéc nfra cua sang ché 13 dé xuat phuong phap thu dugc ché pham da
bao vi két tu ¢6 cuc tdi thiéu dic trung béi cac bude nudi cdy va phan 1ap cac té bao biéu

hién LGR séng dé ghép vao md dich cua dong vat c¢6 vi chon loc.

Muc dich khac nfta cua sang ché 1a dé& xuit phuong phép thu dugc ché phim da
bao vi két tu ¢6 cuc tdi thiéu dic trung béi cac bude nudi cdy va phan lap céc té bao biéu
hién LGR séng dé ghép vao mé dich cuia dong vit c6 vii chon loc, khic biét & chd,
phuong phéap nay con bao gbdm budc c¢b dinh céc t& bao biéu hién LGR séng duge tach ra
1én gia thé da chiéu duoc chon tir nhom g6m ¢ khung protein, colagen, chit nén, hat, va

SO1.

Muc dich khac nita cua sang ché 14 @ xuét phuong phap thu dugc ché phdm da
bao vi két tu ¢6 cuc tdi thibu dic trung béi cac bude nudi cdy va phan lap céac té bao biéu
hién LGR séng dé ghép vao mo dich cua dong vat c6 v chon loc, khac biét & chd,
phuong phép nay bao gdm budce lya chon cac té bao biéu hién LGR tir nhom gém c6

LGR4, LGRS va LGR6.

Muc dich khac nfra cua sang ché 1a dé xuét phuong phép bao gbm bude 4p dung da
bao vi két tu ¢6 cuc tdi thiéu 1én mot trong s6 nhom gbém c6 hé bidu md, cac tuyén,long,
than kinh, xuong, co, md, gdn, mach mau, moé gan, md mét va cac thanh phén té bao tiét
peptit st dung hé phan phdi boi phuong phép duoce chon tir nhém bao gbm 4p dung, ghép,
céy, nuoi céy truc tiép, di chuyén truc tiép, lua chon truc tiép, trong viéc sép dat, tao 16p

mong va’hodc bom thanh phﬁn té bao tao ra, tai tao, gia ting va han gén'

Muc dich khac nita ctia sang ché la dé xuat phuong phép thu nhan ché phdm da
bao vi két tu ¢6 cuc tdi thiéu dic trung bai cac bude nudi céy va phén 1ap céac té bao biéu
hién LGR séng dé ghép vao mo dich cia dong vat c6 vii chon loc, khac bigt & chd,
phuong phép nay con bao gbdm budc 4p dung ché pham da bao vi két tu c6 cuc t6i thiéu
truc tiép 1én mo in vivo dé khoi phuc mo.

Muc dich khac nita cua sang ché 1a dé& xuat phuong phép thu nhén ché pham da
bao vi két tu 6 cuc t6i thidu dic trung béi cée bude nudi cdy va phan 1ap cdc té bao bicu

hién LGR séng dé ghép vao md dich ctia dong vét c6 va chon loc, khac biét & chd,
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phuong phap nay con bao gb6m buée ap dung khong truc tiép ché phim da bao vi két tu c6

cuc tdi thiéu qua dong mau dé khoi phuc mo trong co thé.

Muc dich khéac nfta ctua sang ché 1a dé xuat phuong phép d8 san xuét ché pham da

bao vi két tu c6 cuc toi thi€u dic trung bdi cac budc:
a) thu mau mé;

b) chiét cac don vi c¢6 chirc ¢o cuc toi thi€u chia cac t& bao biéu hién LGR tur

mau néu trén;

¢) xtt Iy cac thanh phan té bao m& & ha bi va dudi da tir ngudn thich hop;
d) bd sung cac thanh phin m& & ha bi va dudi da da xtit ly vao cc don vi c6

chtrc ¢6 cuc tdi thiéu duogc chiét de tao ra don vi don cuia t€ bao gdc bi€u mo;

e) lam giau don vi don cta t& bao goc biéu mo;
f) bd sung don vi don ctia t€ bao gdc biéu mod vao khung protein céu tric; va
2) kiém tra su duy tri sy phén cyc tdi thiéu ctia ché pham thu duge.

Muc dich khac nita cua sang ché 1a dé xuit moi truong duge st dung dé thu dugc
ché pham da bao vi két tu c6 cuc t6i thiéu bing cach st dung moi trudng gii té bao dé
lam gidm kha nang séng duogc clia vi sinh vét trong qué trinh vén chuyén va xit Iy mo,
khac biét & chd, moi trudong nay chira: a) hdn hop cla cac té bao biéu mé va té bao simg ;
b) it nhat mot chit duoc chon tir nhom g@)m c6 penicillin, streptomycin, va amphotericin

B; va c) fibrinogen.

Muc dich khéc nita ctia sang ché 1a d& xuét moi truong giit té bao dé lam giam kha
ning sdng dwoc cla céc vi sinh vat trong qua trinh vén chuyén va xtt Iy mo, khéc biét &
chd, moi truong nay chia: a) hdn hgp cua céac té bao va té bao simg biéu mo; b) it nhat
mot chét duogc chon tir nhém gbm c6 penicillin, streptomycin, va amphotericin B; va ¢)
fibrinogen, trong d6 fibrinogen 13 ngudi va trong dé chét nay bao gém ca chét khang sinh

va thudc chong nam dé 1am 6n dinh m6 ctia nguo1.

Theo khia canh thtr nhit clia sang ché, khéc biét & chd, cac té bao biéu hién LGR

dugc ap dung 1én nén khung protein, va/hodc soi nhd do6 tao nén cac manh ghép da bao vi
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két tu dung cho mg dung trong k¥ thudt mo, ung dung diéu tri té bao, tng dung trong y
hoc tai tao, ing dung trong diéu tri/y hoc, cac manh ghép dugc ap dung truc tiép 1én mo

hodc mau dé gia ting va hodc thay thé hé biéu mo ctia toan by co thé.

Theo khia canh th( hai clia sang ché, khéac bigt & chd, cac té bao biéu hién LGR
duoc 4p dung lén khung protein, chat nén, va/hodc sgi ¢6 hodc khong c6 cac yéu to gia
ting bd sung hodc cac chat phan tich truéce hodc sau khi duoc 4p dung 1én md hodc mau

dé gia ting va hoic thay thé in vivo hé biéu mo.

Theo khia canh tht ba cua sang ché, khac biét & chd, céic té bao biéu hién LGR
duoc thay thé béi cac yéu td gia ting hodc céc chét phan tich, dugc &p dung nhu la dich
trong co thé, mo hoic mau dé gia tdng va/hodc thay thé hé biéu mo6 thong qua su di
chuyén cuc bo hodc xa qua toan bd co thé va/hoic dé khoi phuc su phat trién tuyén va

long.

Theo khia canh tht tu ciia sang ché, khac biét & chd, viée ghép céc té bao biéu hién
LGR tir md, méu hodc nudi cdy dé thay thé mo lién k& xung quanh ho#c cidc md xa nhu,
nhung khong chi bao gdm, céc té bao biéu hién LGR duoc 4p dung 1én khung protein,
chit nén, va soi trude hodc sau khi duge 4p dung 1én mo6 hodc mau dé gia tdng va hoac

thay thé cdc hé mo c¢6 ngudn goc tir ngoai bi, trung bi hodc ndi bi qua toan b co thé.

Theo khia canh thr ndm cua sang ché, khac biét & chd, viéc ap dung truc tiép cac
té bao biéu hién LGR dén chit mang nén phan phéi duge chon tir nhém gdm c6 khung
protein, chit nén, va soi c6 hodc khong co cac yéu tb gia tang bd sung hodc cic chét phan
tich trudce hodc sau khi dugce 4p dung 1én md hodc mau dé gia tang va hodc thay thé cac hé

mb c6 ngudn goc tlr ngoai bi, trung bi hodc ndi bi ctia toan b co the.

Theo khia canh khac nira ciia sang ché, khac biét & chd, viéc két hop cac té bao
bidu hién LGR duogc thay thé béi céc yéu td gia tang hodc cac chit phan tich, v6i chat nén
phu tro phan phéi nhu 14 dich trong co thé, md hodc mau dé gia ting va hodc thay thé céc
hé md c6 ngudn gde tir ngoai bi, trung bi hodc nodi bi ciia toan bd co thé thong qua su di

chuyén cuc bd hodc xa qua toan by co thé.

Theo khia canh khéc nita cia sang ché, khac biét ¢ cho, viéc dinh két cac te bao

bidu hién LGR 1én chit nén phu trg dé phan phéi, 4p dung, ghép, cdy, nudi cay truc tiép,

-0



33933

di chuyén truc tiép, lya chon truc tiép, trong viéc sdp dat, tao 16p mdng va’/hodc bom
thanh phan t¢ bao tao ra, tai tao, gia ting va/hodc han gan hé biéu mo, cac tuyén mo hoi,
nang 16ng, than kinh, xuong, co, md, gan, mach mau, md gén, mod mat va cac thanh phan

té bao tiét peptit.

Khia canh cubi cing ciia sing che 1a dé cép dén viéc tao ra céac t€ bao goc biu
hién LGR 1a céc don vi ¢6 chirc da bao vi két tu thé hién su phan cuc toi thi€u dé ghep va
4p dung truc tiép Ién dich trong co thé dong vat ¢6 va, mo6 hodc mau dé gia tang va thic

day viéc tao ra, tai tao, gia ting va/hodc han gan mo.

Theo cac khia canh chung nhat, sang ché bao gbdm viéc ghép va/hodc phan phdi cac
té bao biéu hién LGR dugc tach ra (Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled
receptor) dé tao ra, tai tao, khoi phuc hodc gia ting hé bidu md,l6ng, tuyén, xuong. Sang
ché ciing bao gdm viéc 4p dung 1én c& md khu tri/lén cin va xa/khoang cach trong cac
ciu triic dung cho y hoc 14m sang, k¥ thudt y sinh va/hodc nghién ctru bang cach sir dung
chét mang phan phéi trong dang khung protein, chét nén hoic soi c6 hodc khong co viée
bd sung cc yéu t6 sinh truong dong/chit phan tich phuc hdi hode yéu 6 lién két ddc hiéu
LGR nhu, nhung khong chi giéi han &, ho phéi tir: R-spondin, EDGF, PDGF, Wnt,
VEGF, peptit khang khuén.

Viéc st dung céc té bao géc biu mod LGR, dic biét két hop véi nén khung protein
thu dwoc, tao ra cac vét thuong da day va hodc chd rong trong hé biéu méd v6i phan tir
thay thé mo giau té bao gdc. Hon nita, viéc bd sung don vi té bao c6 chte ¢6 cue tdi thiéu
(MPFU) nay dén hé biéu mo lam gia tdng/cai thién tinh trang cla biéu md ma bao gdm su
phat trién, tao ra hodc tai taolong, cac tuyén, cac peptit khang khudn duoc tiét ra, cac yéu
tb sinh trudng va cac chat phan tich thudng yéu cAu dé duy tri va thuc day su hoi phuc va
kha ning séng duoc clia cac thanh phan biéu mb va md xung quanh.

Nhan ra ring té bao gbc LGR4+, LGR5+ va LGR6+ va dong hoc tang sinh € bao
gbc van duy tri muc cao, dic biét 1a khi tiép xtc voi nén khung protein, ti 1& luan chuyén
biéu m6 hoan toan thuong it hon 12 ngay (khoang cach gitta céc quan thé lecm). Kha ning
tai tao 16p mod kép du va c6 chirc rao chén sau d6 cho thdy vai trd d6i vai cac té bao nhur 1a

mdt loai cta sy phét trién sinh hoc cho céc vét thuong da mo phtrc tapdu day.
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Ngoai kha nang tai tao da, co va xuong nhanh chong, té bao tién than cua cac té
bao gbc LGR4, LGRS va LGR6 cling c6 kha ning tao ra cdc peptit khang khuén nguyén
thé ma khong chi 1am gidm mirc co ban cta vi sinh vét trong vét thuong ma con ting 1én
su khuéch dai va su biét hoa cua céc té bao tién than, dan dén giam cac vét thuong va su
viém nhiém quanh vét thuong, lam lanh vét thuong nhanh hon, va su phat trién nang

long.

Séang ché dé cap dén kha nang phién ma ctia khung protein dugc cung cap té bao
gbc bidu md biéu hién LGR d tao ra rao chin md trung gian, phan phdi duge va c6 thé
séng dugc ma c6 kha ning duy tri dong té bao gbe tap trung véi té bao con méi hinh
thanh. Tir cac nhan t& bao gdc, té bao con méi c6 thé phai chiu su biét hoa - tang sinh di
chuyén dé kich thich c4c thanh phin biéu mo, han gan va tich hop manh ghép. Pa phat
hién ra ring céc t& bao gbc biéu m6 LGR c6 thé duge 4p dung mot minh, véi khung
protein, hoa tan cac yéu td sinh trudng va/hodc té bao bd sung thiic day su phan cuc cla
quan thé xung quanh khung protein cling nhu két cAu md bén trong cin thiét dé han gin
biéu mo va tai tao té bao.

Theo nghia rong nhét, phuong phép theo sang ché bao gdm: a) thu hoach mo
nguoi/dong vat co vu séng; b) xir Iy thanh phan mo dé tao ra cac don vi c6 chtre da bao vi
két tu chita céc té bao biéu hién LGR; c) 4p dung céc don vi ¢6 chiic da bao vi két tu t&
bao biéu hién LGR vao nén chat mang phin phdi duoc chon tir nhém gdm c6 khung
protein, chit nén, hat, cac té bao va soi dé tao ra cAu truc; d) tuy y bao gém cac yéu td gia
ting bd sung chon loc; va e) p dung san pham 1én cac md dé tao ra, tai tao, gia ting
va/hodc han gin hé md bao gbém cac mo lién quan dén cac md c6 ngudn gde ngoai bi,
trung bi va/hodc ndi bi bao g6m, nhung khong giéi han ¢, da, cac tuyén, 16ng, than kinh,
xuong, co, md, gin, mach mau, md gan, md mét, xuong tuy, phéi, tim, mong tay, mo rudt
da day, mo6 miéng, rang, vi gidc, niéu md sinh duc, mo6 than, mo sinh san, md bach huyét,

mé/thanh phan hé mién dich va cac thanh phén phu lién quan va té bao protein.

Sang ché ciing dé cap dén su phén phoi truc tiép té bao goc bieu mod bi€u hién

LGR truc tiép bang cach 4p dung, ghép, cdy, nudi ciy truc tiép, di chuyén truc tiép, lua
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chon truc tiép, trong viéc sap dit, tao 16p mong va/hodc bom thanh phan té bao dé thay

thé mo cta dong vat ¢6 vi trong viéc diéu tri, thiét bi, y hoc, thude va ky thudt y sinh.

Céc dinh nghia

99 <6

Trong phan mo ta chi tiét sang ché, viéc vién dan dén “mot phuong an”, “phuong
an”, hodac “theo phuong an” dung dé chi dic diém di kém bao gém trong it nhét mot
phuong 4n theo sang ché. Hon nita, viéc vién dan tach riéng “mdt phuong an”, “phuong
an”, hodc “theo phuong an” khong nhat thiét dung dé chi cting phuong 4n; tuy nhién,
khong phuong an nao loai trir hoan toan, trir phi thé hién nhu vay, va ngoai trtr viéc 1a rd
rang ddi v6i ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Vi vdy, sang ché co thé bao
gdm nhiéu td hop va/hodc tich hop cdc phuong an néu trén. Thudt nglr duge sir dung ¢
day chi cho myc dich mo t4 phuong an cu thé duy nhét va khong du dinh gi6i han sang

I'e
A

che.

Trong ban md ta nay, dang tir, “mot”, v.v., duoc du dinh bao gém nhiéu dang sb
nhiéu ciing nhu, trir khi phin mo ta dugc chi ra rd rang theo cach khic. Cling can phai
hidu 1a tir gbc “bao gdm” hodc “c6”, khi dugc st dung trong phan mo ta nay, cu thé hoa
su ¢d mat cua cac diac diém, bude, cong doan, thanh phén, va/hoac hop phﬁn, nhung
khong bao gém sy ¢6 mat hodc bd sung it nhat mét dac diém khac, budc, cong doan, yéu

t6 khac va/hodc nhom cia no.

Trong ban md ta ndy xuong la mo lién két cing gdm cac té bao gin vao khuon
g@)m chit nén dugc khoang héa va sgi colagen. Céc soi ndy dugc nhiém thanh phén v co,
bao gdm tinh thé canxi phosphat, do d6 bang cach st dung chup x-quang, xuong cho thay
duoc ciu tao tir mau hydroxyapatit (canxi phosphat chiém 85% trong lugng) con thém
canxi cacbonat (10%), va magie; trong lugng, xuong gbm c6 65-75% chét vo co va 25-
35% chit hitu co; mot phan ciia md xuong c6 hinh dang va kich thudce nhét dinh, tao
thanh mot phan bo xwong ctia dong vat; & ngudicd khoang 200 xuong khac nhau trong bd
xuong, khong bao gbm cac xwong nho thinh gidc cua 16 nhi hodc xuong vung trtr hai
xuwong banh ché. Xwong duge bao boi mang s¢i, mang xwong ma phu toan bo bé mat cta
xuong ngoai trir sun khép. Bén dudi mang xuong la 16p déc, xuong déc, va bén dudi no

1a 16p xbp, xuong xbp. L5i ctia xuong dai chta day tay.
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99 ¢ £99 ¢ 99 [P P4

Trong ban md ta nay, thuat ngit “la”, “bao gbm”, “gdm c6”, “chira”, “c6”, “co
chira” hodc bt ky bién khac nao cua no, duge du dinh bao gom khéi niém khong gidi
han. Vi du, quy trinh, phuong phép, san pham, hozc thiét bi ma bao gdm su liét ké cac dic
diém khong can thiét chi gii han & cac didc diém nay ma con bao gbm cac dic diém khéc
khong dugc liét ké hodc ngu y nhu quy trinh, phuong phép, san pham, hodc thiét bi nay.

Trong ban md ta nay biéu mo 1a 16p té bao bao phi toan by cac bé mit tu do, da,

mang nhay, va huyét thanh, bao gbm cic tuyén va cac chu truc khac c6 ngudn gdc tir do.
Trong ban mé ta ndy GMP ding dé chi su thuc hanh san xuat tot.

Trong ban mb ta ndy mang bao dung dé chi 16p mang bao co thé; bao gdm, ngoai
biéu bi va da, tat ca dang cua bi€u bi, 16ng, mong tay, cac tuyén mo hoi va ba nhon, va

céac tuyén vi, cling nhu mo dudi da.

Trong ban md ta ndy LGR4 dung dé chi thu thé lién két G-protein chira doan lap
lai giau leuxin 4, thu thé lién két G-protein (GPCRs) dong vai trd quan trong trong nhiéu
c¢6 chire sinh 1y hoc. Cac thanh vién cua ho GPCR (LGR) giau leuxin, nhu GPR48, ¢6
nhiéu doan lap lai gidu leuxin & du tan cing N (LRRs) va 7 ving xuyén mang. LGR4
(Thu thé lién két G-protein chira doan 1ap lai giadu leuxin 4) la m0t gen mé@ hoa cho
protein. Céac bénh lién quan dén LGR4 bao gdm lodng xuong. Trong sb caccon dudng lién
quan dén no 1a con dudng truyén tin hiéu Wnt (KEGG). Loi giai thich GO lién quan dén
gen ndy gom hoat dong cuia thu thé lién két G-protein va hoat dong cta thu thé xuyén
mang. Paralog quan trong ctia gen nay la LGR6. Thu thé cua R-spondins tao tiém ning
cho con dudng truyén tin hiéu Wnt tiéu chuén va lién quan dén su hinh thanh nhiéu co
quan khac nhau. Khi lién két voi R-spondins (RSPO1, RSPO2, RSPO3 hodc RSPO4),
cung v6i LRP6 dugc phosphoryl héa va thu thé frizzled duoc hoat hoa boi thu thé Wnt
ngoai bao, khéi dong con duong truyén tin hiéu Wnt tiéu chudn dé tang biéu hién ctia gen

dich.

Newoc lai v6i thu thé lién két G-protein kinh dién, LGR4 khéng hoat hoa
heterotrimeric G-proteins dé truyén tin hiéu. C6 chirc hoat hoa con dudong truyén tin hiéu
Wnt 14 can thiét cho su phat trién cta nhiéu co quan khac nhau, bao gém gan, than, rudt,

xuwong, duong sinh duc va mat. LGR4 c6 thé cling hoat dong nhu la thu thé cta norrin
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(NDP) va can trong subt qua trinh sinh tinh @ hoat héa con duong truyén tin hi¢u Wnt &
té bao dang co quanh 6ng. Tuong tu nhu vay, LGR4 can cho sy duy tri céc té bao gbc clia
rudt va té bao Paneth biét hoa trong khe rudt sau khi sinh. LGR4 cling dong vai tro 1a chét
didu bién su hinh thanh va md hinh héa lai xwong cling véi tham gia vao sy phat trién cua
than: cAn thiét d& duy tri chdi niéu quan & trang théi chua biét héa. LGR4 lién quan dén su
phat trién ctia phan trude cia mét, can thiét cho qua trinh tao hdng cau va déng vai trd 1a
chét didu bién gizm ctia hé midn dich bdm sinh bing cach trc ché sy nhan biét mau lién
két v6i TLR2/TLR4 va su san sinh cytokin tién viém. LGR déng vai trd quan trong trong
diéu hoa nhip ngay dém cua lipit huyét tuong, mot phin thong qua sy biéu hién nhip
nhang cua MTTP (bang cach tuong tu). Tén thudng dugc biét dén cua LGR4 bao gdm:
GPR48: thu thé lién két G Protein 48; BNMD17; thu thé lién két G-protein chira doan 13p
lai gidu leuxin 4; thy thé lién két G-protein chita doan 1ap lai gidu leuxin 4; va thu thé lién
két G-Protein 48. Céc ky hiéu nhan dang cia co so dit liéu ngoai cia LGR4 bao gbm:
HGNC: 13299 Entrez Gene: 55366 Ensembl: ENSG00000205213 OMIM: 606666 va
UniProtKB: QIBXB.

Trong ban md ta nay LGRS la thu thé lién két G-protein chira doan 1dp lai giau
leuxin 5, gen ma hoa cho protein. Trong sb cac con duong lién quan dén no6 1a con duong
truyén tin hiéu Wnt (KEGG). Loi chd giai GO lién quan dén gen nay bao gbm hoat tinh
thu thé lién két G-protein va hoat tinh thu thé xuyén mang. Mot paralog quan trong cua
gen nay la LGR6. Thu thé LGRS5 1a thu thé ctia R-spondins ma tao tiém nang cho con
duong truyén tin hiéu Wnt va hoat dong nhu la chi thi té bao gbc clia biéu m6 rudt va
nang 16ng. Khi lién két voi R-spondins (RSPO1, RSPO2, RSPO3 hodc RSPO4), cung voi
LRP6 dugc phosphoryl hoa va thu thé frizzled ma dugc hoat hoa boi thu thé Wnt ngoai
bao, khéi dong con dudng truyén tin hiéu Wnt tiéu chudn dé gia tang sy biéu hién clia gen
dich. Neuoc lai v6i thy thé lién két G-protein kinh dién, LGRS khong hoat hoa
heterotrimeric G-proteins dé truyén tin hiéu. Tham gia vao sy phét trién va/hodc duy tri
céc té bao gde rudt trudng thanh trong sudt qua trinh phat trién sau giai doan phoi. Tén
thuong duge biét dén ciia LGRS bao gdm: thu thé lién két G-Protein HG38; thu thé lién
két G-Protein 49; thu thé lién két G-Protein 67; GPR67; GPR49 va thy thé lién két G-

protein chita doan 13p lai giau leuxin 5. Cic ky hi€u nhén dang cta co so dir liéu ngoai
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ctia LGRS bao gdm HGNC: 4504 Entrez Gene: 8549 Ensembl: ENSG00000139292
OMIM: 606667 va UniProtKB: O75473.

Trong ban mo ta nay LGR6 la thu thé lién két G-protein chira doan 13p lai giau
leuxin 6, n6 1a mot gen ma hda cho protein, mdt gen ma hoa cho thanh vién dudi phan
nhém chita doan ldp lai gidu leuxin cta siéu ho protein xuyén mang 7 lan lién két G
protein. Protein dugc méa héa la mot thu thé hormon glycoprotein ¢6 ving ngoai bao c6
dAu tan cung N 16n ma chira vang ldp lai giau leuxin quan trong véi sy hinh thanh motif
tuwong tac hinh méng ngua ddi v6i lién két phdi tir. Su cat ndi khéc clia gen nay hinh thanh
nhidu bién thé phién ma. Céc bénh lién quan dén LGR6 bao gdm chimg phi niém va u
tuyén nang budng trimg. Con dudng lién quan dén n6 12 con dudng truyén tin hiéu Wnt
(KEGG) va GPCRs, Li giai thich khac lién quan dén gen nay bao gdm hoat tinh thu the
lien két G-protein va hoat tinh thu thé truyén tin hiéu xuyén mang. Mot paralog quan
trong cua gen nay la TSHR. Thu thé ctia R-spondins ma tao tiém niang cho con dudng
truyén tin hiéu Wnt tiéu chuén va hoat dong nhu 1a chét chi thi té bao gbc da tiém ning &
bidu bi. Khi lién két v6i R-spondins (RSPO1, RSPO2, RSPO3 hodc RSPO4), cung v6i
LRP6 duogc phosphoryl hoa va thu thé frizzled ma dugc hoat héa bai thu thé Wnt ngoai
bao, khoi dong con dudng truyén tin hiéu Wnt tiéu chuén dé gia ting su biéu hién ctia gen
dich. Neuoc lai véi thu thé lién két G-protein kinh dién, LGR6 khong hoat hoa
heterotrimeric G-proteins dé truyén tin hiéu va hoat dong nhu chat tc ché khéi u.
Tén thong thudng ciia LGR6 :gdm thu thé Gonadotropin Receptor; VTS20631 va GPCR.
Céac ky hiéu nhan dang cta co so dit liéu ngoai ciia LGR6 bao g6m HGNC: 19719 Entrez
Gene: 59352 Ensembl: ENSG00000133067 OMIM: 606653 va UniProtKB: Q9HBX8.

Trong ban mo ta nay trung mo la quan tu cua cac té bao trung md. Mo lién két phoi
mam bao gém cac té bao trung mo, thuong & dang sao, dugc do trong 16p dong trung
gian.

Trong ban md ta nay co 1a md so cp, bao gbm chit yéu 1a céc té bao co rat duoc
dac hiéu cao, dugc phén loai gém co xuong, co tim, hodc co tron; vé& mit hién vi, co tron
khong c6 dic tinh hé vach ngang nhu hai loai co con lai; mot trong nhitng co quan co rut

ctia co thé ma bai né su chuyén dong cua nhiéu co quan va bd phén khac bi anh huong;
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co thong thuong 12 mot khoi cc soi co (bung cta bap co hoac bau), dugc gan ¢ mdi dau
tn cung, bang gan, vao xwong hogc céu trac khac; diém gin cang gan dau hodc cang gan
c6 dinh goi 1a gdc (q.v.), diém gdn cang xa hodc cang dé chuyén dong 1a phan dinh(q.v.);

phan hep nhat cta bung bap co dugc gin vao gén cua goc duge goi l1a dau hodc dau maut.

Trong ban mo ta nay than kinh ding dé chi bét ky mot ciu tric nao chua té bao
thin kinh hodc miu cta cac té bao nay, hodc trong qua trinh phét trién tiép theo biét hoa
thanh t& bao than kinh. Lién quan dén phan lung cta co thé dong vat c6 xuong séng hoic

td tién cta nd, 1a noi dinh vi cta tiy song, twong phan v6i mach mau.

Trong ban md ta nay, va trlr phi dugc thé hién theo cac khac, “hodc” dung dé chi
hodic bao gdm va khong phai hodc loai trir. Vi du, diéu kién A hogc B dép tng diéu kién
bét ky trong s cac diéu kién sau: A 13 dung (hodc c¢6 mat) va B 1a sai (hodc khong co
mat), A 13 sai (hoic khong c6 mat) va B 1a ding (hodc c6 mat), va ca A va B la ding

(hoac c6 mit).

Trong ban md tid nay hat dung dé chi ving I6n nhét cua nd 1a
mudi micron hodc nhé hon va bao gom, nhung khong gidi han &, hat nano, tdp hop cua
cac dai phan tr, mixen, x4c t€ bao, dendrimer, va hat tuong tur ma dong vai tro 1a noi neo

d4u thich hop cho su vi két tu ciia té bao.

Trong ban md ta nay sy phan cuc 12 xu hudng cua (cic)md, t€ bao va/hodc co quan

dé phat trién mot cach biét hoa theo mot truc.

Trong ban mo t& nay mdi truong giai ctru xung (PRM) 1a ché phdm ctia hdn hop
céc mdi trudong giit té bao bao gb6m Keratinocyte-SFM (1X), chét khang sinh-thudc chdng
ndm duoc chon tr nhom gém c6 penicillin, streptomycin, va amphotericin B, va
fibrinogen trong d6 Keratinocyte-SFM gbm c6 hdn hop cla cac té bao biéu mé va té bao
stmg. Thudc thir nay hitu ich @ lam bén cac md so cap va giam kha nang séng duoc cla

céac vi sinh vt trong qua trinh vén chuyén va xu ly.

Trong ban mé ta nay da 1a 16p bao vé toan by co thé, bao gdm biéu bi va ha bi (bi).
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Trong ban md ta nay t€ bao goc la bat ctr té bao tien than nao; t€ bao va té bao con
ctia n6 c6 thé biét hoa thanh cac dang té bao khéc; té bao ma c¢6 kha ning duy tri s6 luong

cta chinh no trong khi san sinh ra thé hé con thanh mot hoic nhiéu dong té bao.

Trong ban mo ta nay “yé co ban,” “ndi chung,” va céc tir khac ctia mirc do la chat
cai tién twong d6i dy dinh dé chi su thay di cho phép tir dac trung dugc céi bién. Khong
du dinh gidi han boi gia tri tuyét d6i hodc dic trung ma 1a cai bién nhung cac quy trinh xr
Iy khac nhidu hon cac ddc trung vét ly va ¢ chirc hon phia d6i dién cua no, va tot hon 1a

dat dén hoiic xap xi dac trung vat Iy hodc c6 chire ctia no.

Trong ban md ta nay mo 1a tap hop céc té bao twong tu nhau va chét gian bao xung
quanh ching. Co bdn loai mo co ban trong co thé: bidu md; mo lién két bao gdbm mod ma,
mau, xuong, va sun; mo co; va mo than kinh. V4, bao, hodc phu bat ct phén hodc bd
phéan nao cua co thé.

Trong phé”m md ta sau, viéc tham khéo lién quan dén hinh v& duogc dua ra nham
muc dich minh hoa. Phuong 4n minh hoa sau dugc md ta chi tiét di dé cho phép ngudi co
trinh d0 trung binh trong linh vurc nya thuc hién sang ché. Can phai hiéu rang cac phuong
4n khéac c6 thé duoc st dung va cac su thay ddi vé céu tric dua trén cAu tric da biét
va/hodc trong duong cé chirc ¢o thé duge tao ra ma khong nim ngoai pham vi bao ho cia

sang che.

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1A 13 hinh v& minh hoa mdt vi du vé vi trf cia céc té bao biéu hién LGR ¢6

ngudn gde tir da.
Hinh 1B 14 hinh v& minh hoa db thi s&p xép té bao hoat hoa bang huynh quang.

Hinh 1C 1a 4nh chup cua phd cia cac chit mang vo bao khéc nhau dugc xem xét

dé str dung theo sang ché.

Hinh 2A 13 4nh ctia cAu trac té bao tho/khung protein colagen dugc loai bd té bao

hitu ich dé nudi cay.
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Hinh 2B 14 4nh chup hién vi mién dich huynh quang cta chu truc colagen tiép theo

viée nudi cy vé6i cac chat két tu clia cac t€ bao da duoc tiéu hoa mot phan.

Hinh 3A - 3F 12 cac hinh anh khéac nhau thu duoc tir cac k§ thuat khac nhau cta

mot ddy cac chit nén dugc nudi céy bang té bao gbc biéu mo LGR6+ khéc nhau.

Hinh 4A 13 hinh v& minh hoa qua trinh lam lanh theo thoi gian in vivo cia cac mau
dbi chirng va mot vi du vé chét nén duogc nudi céy bé‘lng LGR. Hinh 4B la su biéu dién
bang hinh anh cla biéu hién phién ma Cytokeratin-17 & ngay thr mudi. Cac hinh 4C-E 1a
hinh v& minh hoa cac miu ddi ching va chat nén dugc nudi cdy bang LGR ESC bang
kinh hién vi dién tir tao va quét hinh anh phat quang sinh hoc.

Céac hinh 5A-E 12 hinh v& minh hoa mot vi du vé cAu tric noi trén véi cac LGR
ESC va cac quén thé tach té bao phan doan té bao tao mach nén thé hién dang ban dau cla
qué trinh phéan cuc dugc mo ta béng so sanh dd hoa.

Céc hinh 6A-B 1 hinh v& minh hoa cdu tric chira t& bao LGR c6 va khéng c6 cic
thue thé té bao phén doan té bao tao mach nén va sy tao ra cac yéu td sinh trudng lién
quan.

Céc hinh 7A-H 1 hinh v& minh hoa vét thuong mirc d6 ba va xac minh sy loai trir
clia nang chta té bao gbc LGR va cAu trac thude bo phan phu cta tir cung.

Céc hinh 8A-Q 1a hinh v&€ minh hoa sy tién trién theo thoi gian cia vét thuong/ton
thuong/chd rdng véi DEFAS khi lién quan dén vi khuin bdm dinh.

Céc hinh 9A-B 1a hinh v& minh hoa db thi so sanh cta céc thuc thé té bao biéu hién
DEFA5 bén trong vét thuong ma lién quan dén viéc 1am lanh dugc gia ting, sy tai tao mo
va phan phu va su phét trién 16ng dang ké & vét bong duogc diéu tri khong c6 cac chu trac
ctia phan phu.

Céc hinh 10A-L 14 hinh v& minh hoa sy danh gia dinh luwong ctia dong hoc lam
lanh vét thuong va viée di cu té bao goc LGRS va LGR6 vao md bi bong sau khi xir 1y

bang céc tc nhan dung khu tru.
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Céc hinh 11A-B 13 hinh v& minh hoa dinh lurgng RT-PCR va so sanh 4nh xa nhiét
gen trén céac vét thuong/tén thuong/chd rdng trong md duoc didu tri bing DEFAS dbi véi
SDZ khi lién quan dén viéc gia ting céc qud trinh trude khi lam lanh.

Céc hinh 12A-1 13 hinh v& minh hoa biu hién LGR6 ctia cac té bao nang 1ong va
viée sip xép té bao hoat hoa bang huynh quang clia cac té bao duoc gin nhan dong biéu
hién LGR6+, CD34+ CD73+ GFP dé mé rong viéc nudi cly.

Céc hinh 13A-D 14 hinh v& minh hoa céc anh chup kinh hién vi dong tiéu va su
phét quang sinh hoc ctia khdi don c6 chirc (aFSU) tai thoi diém bat dau nubi cay va mot
ngay sau do.

Céc hinh 13E 13 hinh vé& minh hoa anh chup hién vi ctia khung protein colagen.

Céc hinh 14A-E 13 hinh v& minh hoa mét vi du vé céc bién thé té bao LGR vi tri
khi lién quan dén vi tri, kiéu hinh, giao dién va phén cuc trong mé da. Qua trinh phan lap
va nudi cdy cia LGR6+ ESC tir hanh 16ng (bulge).

Céc hinh 15A-E 13 hinh v& minh hoa mot vi du vé& nhan té bao biéu hién LGR khi
lién quan dén phwong phép phan phéi thong qua viéc sap dat xung quanh va/hodc bén
trong vét thwong/tén thuong/chd rdng trong ma.

Céc hinh 16A-D 13 hinh v& minh hoa mot vi du vé té bao gbc c6 chira LGR khi lién
quan téi viéc phan phdi vao bén trong va xung quanh cac vét thuong thong qua véc to c6
thé giao nhan va viéc lam lanh, tai tao mo va cac cAu tric phu trg dang ké sau do.

Céc hinh 17A-D 12 hinh v& minh hoa su di chuyén té bao gbc biéu mdé LGR6+
va su biét hoa bén trong cac 6 vét thuong du day trong vong 10 ngay sau khi ghép.

Hinh 18 13 hinh v& minh hoa viéc danh gia RT-PCR va so sanh ban do nhiét sip
xép gen clia vét thuong/tén thuong/chd rong trong mé v6i nhén té bao biéu hién LGR
nay.

Hinh 19 13 hinh v& mé ta mdt vi du vé nhan té bao bicu hién LGR néu trén khi lién
quan dén viéc phan phdi vio bén trong va xung quanh vét thuong/tdn thuong/chd rdng

trong md va sy gia tang cac yéu t6 1am lanh vét thuong.
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Céc hinh 20A-F 13 hinh v& minh hoa vi du vé nhan té bao biéu hién LGR khi lién
quan dén viéc tai tao cac mod xuong. Nhan LGR duoc tach ra co thé 1a xuong duogc nudi

cdy va van song.

M6 ta chi tiét sang ché

Cac hinh 1A-C 12 hinh v& minh hoa mot vi du vé phép phén tich té bao theo dong
chay cta quan thé t& bao co6 xung quanh nang 1dng va cac khung protein ma céc té bao
nay bam dinh vao khi nuéi cdy. Cu thé hon, hinh 1A 1 hinh v& minh hoa vi du vé vi tri
ctia céc t& bao biéu hién LGR néu trén c6 ngudn gbc tir da. Kinh hién vi ddng tiéu mién
dich huynh quang & do phong dai 40x chi ra hanh 16ng (bulge) (mii tén mau tring),
LGR6+ (mau xanh 14), DNA (mau xanh da troi). Hinh 1B 1a dd thi phan loai té bao hoat
hoa boi huynh quang bing chat danh déu t& bao dugc lam vi du chi ra bing phan tich
cdng. Hinh 1C 1a hinh v& minh hoa mot day céc loai té bao ¢6 thé duge sir dung dé nudi

chy mot loat cic co chit/chit nén/ khung protein/chit nén vé bao theo sang ché.

Hinh 2A 13 hinh anh vé mét vi du cia cau tric thé khong c6 cac don vi c6 chirc da
bao vi két tu chira nhan t€ bao goc bicu hién LGR theo sang ché. Hinh 2B 14 hinh v& md
ta cAu truc sau khi nudi cay chat nén v6i cac chat két tu cua cac te bao da duoc tiéu hoa

mdt phan.

Hinh 3A, & dang cdt, 1a mot day cac anh chup bang kinh hién vi ddng tiéu tuong
phan giao thoa vi sai (DIC) cta céac co chit duge nudi cdy LGR tir céc ngudn khac nhau.
Hinh 3B 1 cdt tuong tng chup bing kinh hién vi dong tiéu mién dich huynh quang & do
phong dai 20x cua céac chat nén nuéi cdy bang LGR6+ ESC clia cac ciu tric twong Ung
chtra cac té bao bidu hién LGR. Céc 6 mau trang ghép vao biéu thi cac ving phéng dai tap
trung duoc chi ra trong ¢t ctia hinh 3D trong khi hinh 3C la cot biéu dién su tron 1an sb
cta hinh anh twong ung cua hinh 3A (DIC) va mién dich huynh quang cta hinh 3B cho
thdy dudng vanh va dudng bién clia chit nén. Céc ¢t clia cac hinh 3E va 3F tuong ng
biéu dién mirc phat quang sinh hoc do duoc béng hiéu suét birc xa clia mau d6i ching co
chét vo bao va chét nén duoc nuéi cy bang LGR6+ ESC tuong tmg & thoi diem 72 giv

sau nudi cay.
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Hinh 4A-E 1a hinh v& minh hoa céc vi du vé cdu tric chira LGR dugc dat vao co
thé dong vat co v song. Su sap dit cua viéc nudi ciy nang long lam lanh boi sy gia ting
co chét duoc nudi cdy bang LGR6+ GFP ESC. Hinh 4A 1a ma trn 3x3 ciia cac anh chup
hién vi 3mm cta cac vét bong day dén 16p ha bi dugc loai bd té bao clia ngudi & cc thoi
diém 5, 8 va 10 ngay khong c¢6 chit nén (d6i ching bong), chét nén (dbi chung chét nén)
va LGR6+ GFP ESC. Hinh 4B 14 db thi minh hoa murc biéu hién twong dbi cia viée biéu
hién phién ma Cytokeratin-17 & thoi diém 10 ngay cia céac b vét thuong mo ta trong hinh
4A. TY 1¢ phan trdm d vét thuong lanh dugce xac dinh bang phép phén tich dinh luong cla
ty 1¢ lam lanh vét throng nhu ham dién tich phan trdm trong phan mém Image] NCBI.
Péi chimg vét thuong chi bao gbdm & vét bong. Péi chimg chét nén chi chia chit nén va

LGR6+ GFP chita ADM dugc nudi cdy véi LGR6+ GFP ESCs.

Hinh 4C 12 anh chup hién vi cta hinh anh phét quang sinh hoc in vivo trong vét
bong siu trén chudt bach ¢ ngay thr 5. Hinh 4D 1a anh chup hién vi ctia ha bi nguoi & do
phéng dai 100 14n ctia céc déi chimg va LGR6+ GFP bao gdm ha bi ¢ thoi diém 12 gio va
72 git va sau khi nuoi chy v6i cac ESC. Mili tén mau trdng chi ra su c6 mit cia 16 & da.
Hinh 4E 13 hinh v& minh hoa c4c hinh anh cta cac di ching va cdu tric theo sang ché
bao gdm 16p ha bi cla ngudi duge nudi chy véi cac ESC véi 16p phi bao vé silicon dé
ngin mét nude. Hinh anh chit nén LGR6+ GFP bao gom cac mili tén nho mau den nhan

d6i cho thay cac ddm 16ng méi moc tir b vét thuong sau trén chudt bach Nu/Nu.

Céc hinh 5A-E 12 hinh v& minh hoa vi du vé cu trtic néi qua clia viéc bo
sung phan doan té bao tao mach nén (SVF) vao chit nén duge nudi ciy bang LGR6+ ESC
trong viéc thic dAy su phan cuc mo va hé tuong ty da hai ngan. Hinh 5A 1a hinh énh cung
tieu diém 20x cla quén thé tach té bao biéu hién phan doan t& bao tao mach nén
5x10°RFP 24 gid sau khi duoc tao hat trén Adrenomedullin dai dién (ADM) (nhu sén
pham ctia Integra LifeSciences Corporation dudi tén thwong mai INTEGRA®). Figure 5B
14 hinh anh ciing tiéu diém 20x cta quin thé tach té bao LGR6+ biéu hién 5x10°GFP 24
gid sau khi duoc tao hat trén ADM (INTEGRA®) dai dién. Figure 5C 12 hinh anh cing
tieu diém 20x ctia ADM dai dién INTEGRA®) v6i SVF biéu hién 5x10°RFP va quan thé
phén 1ap LGR6" biéu hién 5x10°GFP 24 gid sau khi cung dugce nudi chy trong moi truong

nuéi cdy. Hinh 5D 1a chit nén cing duogc nudi cdy chira SVFR™® bicu hién 5x10°RFP va
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LGR6" biéu hién 5x10°GFP sau 5 ngay nudi cdy moi trudng nudi cdy. Céc dudong song
song réi rdc cho thdy dong biéu md LGR6™" tich liiy & mép cua nén ADM. Khung nho
va khung 16n cho biét vi trf twong d6i ctia hai ngin twong Gng vo&i su phong phu cua
LGR6'CFP va SVFRP. Pudng vién hinh chit “U” cho thy ving chira 16 dugc nudi chy
trude gy ra béi mot mii kim vo trung 32 que. Hinh 5E la dd thi minh hoa vé dong hoc
tang sinh cua co chét colagen cung dugc nudi ciy véi cac té bao biéu hién LGR xanh va
céc té bao biéu hién SVF do.

Hinh 6A va 6B 1a hinh v& minh hoa c4u tric chira cac té bao LGR ¢6 va khong c6
thuc thé té bao phu trg va sy tao ra cac yéu td sinh trudng li€n quan. Profile biéu hién
twong quan cta sy phién ma tidn hinh thanh mach va céc chit phan tich protein tir chu
triic nudi cdy khung protein giau LGR6*CF? ESC va SVER™. Hinh 6A la db thi biéu hién
phién ma (AACT) cué thanh phin duge chi dinh tir tong s6 RNA: LGR6*" ESC (vién
den), SVERF® (vidn xam), va LGR6"CF? ESC + SVFR™ cling dugc nudi cdy (hop tring)
trén nén khung protein tuong ung. Ky hiéu trén truc X (LGR6 + SVF) thé hién mirc so
sénh biéu hién LGR6OFP ESC + SVFRFP dong nudi cdy véi biu hién LGR6"FF ESC va
SVERFP don trén khung protein di xac dinh. Biéu hién gen FGF-2 trung binh truéc déy
cho co chét ddng nudi cdy cao hon mire biéu hién trung binh ctia ca hai hé don (Scaffold+
LGR6 hoiic Scaffold +SVF) ngoai trir dbi véi dong nudi cdy INTEGRA® (INTEGRA®+
LGR6'SVE). Ky hiéu bén dudi truc X (LGR6) hodc (SVF) xac dinh murc so sanh cua cac
chit nén, trong khi sé lugng té bao gitt khong ddi. Biéu hién gen VEGF-A trudc ddy chi
cho INTEGRA®+ LGR6CFP ESC so v6i chi ¢6 Dermamatrix®+ LGR6"9"F ESC la khong
r5 rang (NS). Hinh 6B biéu dién bing hinh v& don vi mat d9 twong doi (RDU) ciia chat
phan tich protein dugc xéc dinh tir cac phan tach protein tdng thé: LGR6™™ ESC (vach
mau den), SVERF (vach mau x4m), va LGR6* %P ESC + SVFR dong nudi cdy (hop mau
trang) trén co chét khung tuong tmg. (*) x4c dinh (p-value < 0,05), céc thir nghiém hoan
tAt trong phén thtt ba, dbi chimg co dinh GAPDH.

Cac hinh 7A-H 12 hinh v& minh hoa mot vi du didu tri tiép nhan vét thuong/ton
thwong/chd rong cla su di chuyén, sy ting sinh va kha ning séng cua té bao LGR gia
ting vao vét thuong tc 1a b vét thuong mirc dd ba va xac minh su loai trir hanh 16ng

(bulge) ctia nang chta té bao gdc LGR va cAu truc thude bd phan phu cta tir cung. Hinh
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7A mb ta mau vét thuong danh ddu bang dudng tron duong kinh 3mm. Hinh 7B la hinh
v& minh hoa cdu truc vét thuong vao thoi diém ngay 0 (thanh ty 1&¢ mau trang 12 1mm).
Hinh 7C 14 hinh v& minh hoa mot vi du vé& luéi vét thuong 2x3 3mm. Hinh 7D cho théy
viéc sir dung bén ngoai cua peptit bi rc ché tai vi trf vét thuong. Hinh 7E 1a dnh chup hién
vi clia vét H&E ciia da nguyén ven, khong bi bong/da cé nang 10ng va cac chu tric phu.
Miii tén x4c dinh vi trf ctia nang duogc phong to (hinh anh chén vao), trong d6 thanh ty 18
13 500um. Hinh 7F 13 hinh v& minh hoa vét H&E cua da lung mau thir sau khi doi nude
néng din dén viée bi mét 16p thugng bi, 16p ha bi va cde mo dudi da bao gdm hanh long
(bulge) cua nang. Hinh 7G 1a hinh v& minh hoa vét DAPI/DNA (4',6-diamidino-2-
phenylindol) ctia da nguyén ven, khong bi bong c6 nang 16ng va cac c4u tric phu. Mili tén
x4c dinh nang dugc phong to ciac khang thé LGRS va LGR6 duoc déanh déu twong (ng
mau xanh 14 va mau dé (hinh anh chén thém). Hinh 7H 1a hinh v& minh hoa vét
DAPI/DNA ctia mau thir da lung sau khi ddi nuée ndng din dén viéc bi mét 16p thuong
bi, 16p ha bi va cac m6 dudi da bao gdm hanh 16ng (bulge) clia nang, trong d6 thanh ty 1¢

mau trang 14 100 pum.

Céc hinh 8A-Q 1a hinh v& minh hoa vét thuong/ton thuong/chd réng véi LGR ma
¢6 lién quan dén kha nang khang khuin qua thoi gian nam va mudi ngay. Bing cach sir
dung céc dau do oligonucleotit huynh quang rRNA 16S, lai hoa tai chd xé4c dinh su c6
mat cia vi khuin bam dinh & vét bong do ba. Hinh 8A la hinh v&€ minh hoa nhén
DNA/DAPI cua vét bong do ba vao ngay thit nam sau khi bong duge xir Iy hang ngay voi
SDZ. Trong hinh 8B, 5'- Cy3-EUB338 duoc gan nhin cua vét bong do ba t6 chic vi
khudn 16s rRNA (cac vét mau vang) vao ngdy thir nam sau khi bong duge xt ly hang
ngdy v6i SDZ duge mo ta. Hinh 8C 1a hinh anh dugc két hop bang ky thudt s6 ctia cac
hinh 8A va 8B. Hinh 8D tuong tmg véi hinh 8A ngoai trir vao ngay thr muoi cta vét
bong dd ba v6i nhan DNA/DAPT duge xtr Iy hang ngay v6i SDZ. Tuong tu, hinh 8E la
4nh chup hién vi ctia 5-Cy3-EUB338 dugc gén nhan cta vét bong do ba t chire vi khuan
165 TRNA (cac vét mau vang) & ngay tht mudi sau khi bong duge xur ly hang ngay Vi
SDZ. Hinh 8F 12 hinh anh két hop ctia cac hinh 8D va E. Céc hinh 8G-8L 1a céac hinh anh
twong Gng voi ngay tht ndm va tht muoi sau khi bi bong cua cac hinh 8A-F nhung dbi

tuong dugc xu ly hang ngay bang cach st dung Defensin, alpha 5 (DEFAS) thay cho
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SDZ. Mili tén trong H cho thdy giao dién mo véi vat liéu soi phu ngoai trong d6 quan sat

thay it vi khuan khi xir Iy v6i DEFAS.

Hinh 8M vé6i 8N chén thém 14 hinh v& minh hoa viéc dinh luong cuong do diém
mau trdng ctia hinh &nh duoc chuyén thanh hinh &nh sic d6 xam huynh quang Cy3 cla
vét thuong duoc xt 1y bing SDZ va bao gb6m nhidu hon 16s rRNA gin nhan trén mdi don
vi dién tich. Hinh 80 va hinh 8P dugc chen thém la hinh v& minh hoa viéc dinh luong
cuong do diém mau tréng cua hinh anh duoc chuyén thanh hinh 4nh sic d6 xam cta
huynh quang Cy3 (hinh anh chén thém p.) ciia vét thuong duge xit 1y bing DEFAS va c6
chira 16s rRNA gén nhan trén mdi don vi dién tich da giam. D6 thi chén thém mo ta
cuong do diém tréng trung binh ctia 16s rRNA dugc thé hién trén ca hai vét thuong duogc
xtr Iy bang SDZ va DEFAS5 vao ngay thir nam bang cach sir dung phan mém hinh 4nh sic
d xam. Cudi cung, hinh 8Q 1a biéu do minh hoa huynh quang kénh mau do trung binh
ctia 16s TRNA thé hién trén ca hai vét bong dugce xir Iy bang SDZ va DEFAS5 vao ngay
th@ nim. M{i tén mau tring trong hinh 8H 14 hinh v& minh hoa mang tiém nang trong vét
thuong dugce xt ly bing DEFAS va mili tén mau den trong hinh 8M xédc dinh cuong do
diém mau tring. Thanh ty 1& 100um. (*) xac dinh gia tri p<0,05.

Céc hinh 9A va B 12 mot chudi cac hinh anh theo thoi gian 1a mot vi du vé céac thuc
thé t& bao biéu hién LGR trong vét thuong khi lién quan dén viéc lam lanh, tai tao mo va
da va phat trién 16ng gia tdng, dong hoc lam lanh vét thuong va phat trién 16ng moi trong
viee xit Iy céc vét bong khong ¢6 céc chu tric phu. Cae chudi hinh anh bao gdm hinh 9A
14 hinh 4nh chung bing cich st dung kinh hién vi phiu thut Leica Wild M680 dé ghi
hinh qua trinh lam lanh céc vét bong d6 ba sau hon 10 ngay trong khi dugc xt ly voi
luong nhu nhau céc tic nhan MQH20, DEFAS5, DEFB1, SDZ. Thanh ty 1¢ méau trang thé
hién 1 mm. Chudi hinh anh thé hai ctia hinh 9B lai bao gdm hinh anh chung bang cach st
dung Leica Wild M680 d theo dai qué trinh sinh truéng 16ng méi cia céc vét bong do ba
sau hon 16 ngay véi so sanh tryc quan gitta DEFAS va cac vét thuong duge xur ly béng
d6i ching. Cac mfii tén mau tring xac dinh su tdng trudng cla long mdi. Mot 1an nita,

thanh ty 1€ 1a 1mm.
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Céc hinh 10A-L 14 hinh vé& minh hoa vi du vé thuc thé t& bao biéu hién LGR néu
trén trong vét thuong/ton thuong/chd réng trong mo khi lién quan dén qua trinh 1am lanh,
lan rong gia tang cua thuc thé néu trén. Cac dd thi bao gdm cac hinh 10K va 10L cung
¢ép bing chimg vé sy dénh gia dinh luong ctia dong hoc lam lanh vét thuong va viéc di
cu té bao gbe LGRS va LGR6 vao md bi bong sau khi xir Iy bang céc tac nhan dung khu
tra. Mot cach van tét, cac thir nghiém nay dugc tién hanh dé x4c nhan cac miu cuong do
ctia kinh hién vi cung tiéu diém dinh lugng tir hinh anh LGR5 va LGR6 dugc ghi hinh, va
dua trén phan Ung chudi polymeraza phién ma ngugc trén mo cua vét bong. Nhu ¢6 thé
thy trén cac dd thi, mtrc biéu hién mRNA LGRS va LGR6 trung binh bén trong cic vét
thuong alpha defensin 5 cia ngudi duge tim thiy mot cach twong Gmg 12 95,8 + 10,6 va
2592 + 20,2, so v&i mic khong phat hién duge cia LGRS va LGR6 & cac vét thuong xir
Iy bang sulfadiazin & ngay th nam (hinh 4, phai). D6 16n cla céc so sanh béc nay trong
cdc md duge didu tri bing alpha defensin 5 ctia ngudi va cac mau dugce didu tri bing
sulfadiazin cho thdy d6 14 su hién dién tuyét dbi hodc chd rdng ciia céc té bao biéu hién

LGRS va LGR6 di chuyén vao vét throng ma xéc dinh céc gid tri gap.

Quay trd lai cac con s6 cu thé, hinh 10A 1a hinh anh ctia ving vét thuong véi thanh

ti 1é mau tréng thé hién 1mm va tinh toén ving vét thurong bang mau den.

Hinh 10B 12 d thi thé hién ty 1¢ lam lanh vét thuong trung binh dugc biu dién
dudi dang phan trim % dién tich vét thuong con lai sau 10 ngay khi str dung chat chinh
khu tri dugce chi dinh. DAu hoa thi (*) 14 gid tri p <0,05. Hinh 10C-J 14 hinh v& minh hoa
viéc ghi nhan khang thé midn dich huynh quang LGRS va LGR6 ddi véi vét thuong &
DEFAS vao ngay th 5, trong d6 hinh 10C la DNA/DAPI/Blue, hinh 10D la
LGRS5/FITC/Green Hinh 10F 1a LGR6/TRITC/Red va Hinh 10F két hop 10C-10E.

Hinh 10G-I 1an luot 12 ghi nhan khang thé mién dich huynh quang LGR5 va LGR6
dbi voi SDB (sulfadiazin) vao ngay thtt 5 (DNA/DAPI/Blue, LGRS/FITC/Green va
LGR6/TRITC/Red). Hinh 10J 1a hinh anh hop nhit cia 10G-101 va 13 phan rdi thé hién
murc biéu hién ctia LGRS va LGR6 trung binh st dung cuong d6 huynh quang xanh va do

trén mdi vét thuong vao ngay thi 5. Céc gia tri so séanh thu duoc tr viée dinh Iwong PCR
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phién ma ngugc cia lin ting ARN thu dugc tir nhan doi vét thuong véi DEFAS va SDZ.
Thanh ty 18 tring 50pm va mot 1an nira, d4u hoa thi (*) biéu thi gia tri p <0,05.

Céc hinh 11A va B minh hoa vét thuong/ton thuong/chd rdng trong md c6 cac thuc
thé té bao biéu hién LGR dugc dit trong vét thuong vi né lién quan dén su gia ting qua
trinh chita bénh. Cac con sd nay tuong tng véi dinh lugng RT-PCR va so sanh anh xa
gen trén cac vét thuong véi DEFAS d6i véi SDZ. Cac con sb nay cho thiy vai tro cla
alpha defensin 5 so v6i sulfadiazin trong viéc gia tang biéu hién phién mi chinh trong vét
thuong. Két qua cho thdy rang mot sd tap con ctia gen dugc diéu chinh 1én déng ké trong
cac vét thuong tiép nhan alpha defensin 5 & ngudi khi so sanh véi liéu phap sulfadiazin va
mot sb tip con ctia con duong Wnt duge didu chinh 1én dang ké theo dép tmg clia hé té

bao gbc LGR vai cac phdi tir Wnt trong ca rudt va da.

Hinh 11A 1a ban dd nhiét con dudng Averaged Wound Healing RT2-PCR Array
va ban d6 gen tuong tng voi su didu hoa gip nép vét thuong bing cach so sanh DEFAS
v6i cac hé xir Iy SDZ. Hinh 11B 1a ban dd nhiét con dudng 1am lanh Averaged Wnt RT2-
PCR Array va ban dd gen tuong tmg véi su diéu hoa nép vét thuong so sanh DEFAS voi
cac hé duoc didu tri bing SDZ. Mau séc cua ban dd nhiét duge chi ra 1a mau do, nhiéu
hon thé hién trong DEFAS xtr Iy bong dé mau xanh 14 ciy nhiéu hon thé hién trong vét
bong duogc diéu tri béng SDZ.

Hinh 12A-I 13 hinh v& minh hoa mot vi du v& don vi da bao vi két tu chtra thuc thé
té bao gbc biéu hién LGR khi lién quan dén vi trf, cuong d6 quan thé va kha nang lam
lanh vét thuong. Viéc sir dung phuong phap lam lanh vét thuong ex vivo don gian va cac
phan loai t& bao hoat hoa bang huynh quang, cc té bao & chudt LGR6 +, CD34 + va
CD73 + C57BL/6 (UBC-GFP) dugc tach ra dé md rong nudi cdy té bao.

Hinh 12A I3 hinh v& minh hoa su biéu hién (mau xanh 14 cdy) ctia khang thé huynh
quang hi¢u tmg LGR6 cua cac té bao trén nang 16ng sau khi tiéu hity mot phan té bao da
10pl/uL. (Worthington Biochemical Corp., Lakewood, N.J.) ti€u héa trong 30 phut ¢
37°C trén may lic cham. Hinh 12B 1a hinh anh cua céc t& bao LGR6 + thé hién cac dau
hiéu CD34 va CD73 b6 sung (miii tén chi s6 quan thé duoc tach ra chiém khoang 1 dén 3
phin trim cta tit ca céc té bao). Hinh 12C-H la d6 thi bicu hién eFluor450 cta thi
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nghiém vét thuong in vitro twong tmg cho thdy biéu hién GFP ndi tai dinh ky tir t€ bao
chudt cia C57BL/6 (UBC-GFP), biéu hién CD34 + PE/Cy7, biéu hién cia LGR6 + APC
va CD73 +. Céc dudng chdm chdm chi khoang thoi gian phan tach ¢ 0, 6, va 12 gid sau
sw phd v 16p té bao va thanh ty 16 = 50 um. P thi trong hinh 121 cho thy su giam trung
binh cua dudng khoang céch theo thoi gian thé hién dudi dang phan trim ctia khoang
cach ban diu sau khi phan loai huynh quang, trong d6 ddu sao (*) biéu dién gia tri p

<0,05.

Hinh 13A-D 1 chup anh bang kinh hién vi dong tiéu diém va su phat quang sinh
hoc ctia don vi don c6 chic duge hoat héa (aFSU) tai thoi diém nuoi cdy ban dau va 1
ngay sau d6 minh hoa mot vi du vé don vi da bao vi két tu chitra LGR biéu hién cac té bao

gbc té bao trong khi trai qua sy nhén gidng ban dAu trén co chit colagen, hinh 13 E.

Céc hinh 14A-E 13 hinh vé& minh hoa mot vi du v& vi tri c4c té bao LGR theo vi tri,
kidu hinh, giao dién va phan cyc trong md da. Hinh 14A 13 hinh v& minh hoa viéc thé hién
bing cach nhudém mién dich, khu vue khu trd ctia biéu hién LGR6 (Green/fluorescein
isothiocyanate (FITC)) va LGR5 (Red/tetramethyl rhodamine isothiocyanate (TRITC)).
Thanh ti 1€ khoang 20pm.

Hinh 14B 14 hinh vé& cho thiy su tach t& bao biéu mo hoat héa bang huynh quang
clia té bao gbe bidu md LGR6™CFP tir da cia chudt C57BL/6 (UBCGFP) v6i cong phén
loai cudi cing sir dung LGR6 +, CD34 va CD73 & db thi bén trai va dd thi c4 thé mo ta
biéu hién té bao GFP va twong quan khang thé -cdu hinh céc nhan: CD73/PE-7,
LGR6/Cy5, CD34/eFlour450 & bén phai. Hinh 14C cho thay hinh anh twong phan nhiéu
khac nhau cta té bao gbc biéu mo té bao LGR6CFP dugc ma sau khi dugc tach phan loai té
bao hoat héa bing huynh quang. Hinh 14D 1a hinh v& minh hoa su bi¢u hién GFP ndi tai
ca céc t& bao gbe bidu mo té bao LGR6*™ va hinh 14E 1a mot hinh anh duge sdp nhap

hinh 14C va 14 D. Thanh ti 1€ 1a 20pum.

Hinh 15A-E minh hoa mot vi du vé nhén té bao biéu hién LGR khi né lién quan
dén phuong phéap phan phéi théng qua viée dat xung quanh va/hodc trong vét thuong/tén
thwong/chd rong trong md. Ba hinh anh trong hinh 15A 1in Iuot md ta mAu bong ban dau;

vét bong trén ddu sau cua con chudt Nu/Nu; va phan phdi té bao goc bieu mé LGR6 * OFF
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chtra 105 HYDROGEL® vao nén vét thuong. Thanh ty 1& cho hinh 15A 1a 1mm. Hinh
15B 14 hinh anh mién dich huynh quang cta tai bom DNA/DAPI-BLUE vao ngay 0. Hinh
15B 14 hinh anh mién dich huynh quang cua nhan khéng thé anti-LGR6/TRITC va hinh
15C tuong tu cho té bao gbc bidu md LGR6 * P, Hinh 15E Ia hinh anh duoc tron vao
hinh 15B-D va c6 thanh ty 1& 20pm. Hinh 15A-E cho thdy su tao thanh vét bong du day
va kiém tra x4c nhan su x4m nhap té bao gbc ctia LGR6 + vao mic hu hong mo mém tiép

theo.

Hinh 16A-D 12 hinh v& minh hoa mot vi du vé té bao gbc chira LGR lién quan dén
viéc phan phdi vao va xung quanh vét thuong thong qua vecto phan phdi va tiép d6 han
gén, tai tao mo va cac cAu tric phu trg bao gbm, nhung khong gi6i han ¢, mach mau
va/hodc phat trién hé mach mau. Su tién trién han gin vét thurong sau ghép mod té bao gbe
bidu bi LGR6 + thanh vét thuong dt day. Su tién trién cta viéc han gan vét thuong dugc
md ta sau khi bom HYDROGEL® ctua BD Biosciences, San Jose, Calif. (d6i ching)
trong Hinh 16A so v&i hinh 16B, té bao gbc biéu md LGR6*SFF nudi chy hydrogel biéu
hién trén 15 ngay. Thanh ty 1€ 1a Ilmm. Trong hinh 16C, cho thdy tui ciy ghép sau ngay
15, miii tén tréng cho thdy c6 sy hién dién cta té bao gbc LGR6™FP ¢on lai ndm trong vét
thwong. Trong hinh 16D, mfii tén mau den cho thay vi trf ctia vét thuong khong co té bao

gbc LGR6TOFP,

Céc hinh 17A-D m6 t& mdt vi du vé té bao gdc chira LGR tp trung sau khi phén
phéi vao va/hodc quanh vét thuong véi su han gin tiép theo va tai tao cac md va mo lién
két nhu, nhung khong giéi han &, nang 16ng va cic ciu tric phu trg lién quan. Hinh 17A
I chét nén bén thanh phan cta céc hinh anh tidu diém ciia mu md duge danh dau mién
dich huynh quang vao ngay 10 sau ghép té bao gbc LGR6 + v6i mé hinh di chuyén vao 6
vét thuong 10 ngay. Céc hinh anh bao gdm hinh 17A gdém c¢6 DNA/DAPI-BLUE; khéng
GRRG6/TRITC; biéu hién GFP ctia LGR6™FPESC.

Hinh 17B 14 hinh anh céu tric giao thoa khéc biét gitra cac kénh. Mii tén do chi
dinh céc vung phat trién nang non. (Xem thém hinh anh bén trén). Duong chdm chém thé
hién su phan cuc biéu mo nam trén nang 16ng mai trong khi miii tén tréng cho biét vi tri

clia tii bom méanh ghép (Xem thém hinh phong to & hinh anh bén dudi cua hinh &nh cho
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quan thé té bao gbc & tai bom manh ghép ban dau. Méanh ghép chén vao clia hinh 17B cho
thiy su biéu hién gen KRT17/cytokeratin 17 so sanh trong cac vét thuong dugc chi ra cla

thtt nghiém so sanh va diéu trj LGR6"C™.

Vién dan dén hinh 17C, ba hinh &nh nay 1a vom ghép duoc st dung dé bao phu céc
vét thuong ddt chay quin thé nghién ctru nang long, vét thuong duoc xu 1y LGR6+"CFF
ESC vao ngay 10 (mii tén ran) ¢ nang 1ong m&i (mii tén rd rang) tao ra kén nang va b
vét thuong so séanh vao ngay 10. Dd thi bao gdm hinh 17D dinh luong vét thuong vao
ngay 10 tur vét thuong thu dugc tr RT-PCR thé hién su biéu hién gip nép gen tuong d6i
clia cac phdi tir WNT. Céc s& duong cho thiy bidu hién cao hon trong vét thuong chita té
bao gbe biéu md LGR6 “OFF trong khi s 4m thé hién mirc biéu hién cao hon & céc 6 vét

thuong dbi chimg.

Hinh 18 1a hinh v& minh hoa sb 1iéu RT-PCR va danh gia sy so sanh nhiét 4o gen
clia vét thuong/ton thuong/chd rdng trong md v6i nhan té bao biéu hién LGR lién quan
dén viéc phan phéi vao va/hodc xung quanh vét thuong/ton thwong/chd rdng trong md khi
lién quan dén sy lan rong cta cach thirc han gén sau va biéu hién gen twong ung vdi cac té
bao gbc LGR6 + so v6i ddi chimg. Céc db thi minh hoa sw biéu hién gép nép twong doi
cia cic gen cho su hinh thanh mach, han vét thwong va yéu t tang trudng biéu bi. Biéu
dién dd hoa twong quan cta dit liéu so sanh vét thuong véi mod tuyén va md hoc lidu té
bao gbe LGR6 + didu tri. Dbi voi ban dd nhiét do bén trong, mau do 1a biéu hién 16n hon
trong vét thuong chira té bao gbc biéu md LGR6 + trong khi mau xanh 14 cdy cho biét
bidu hién 16n hon bén trong & thuong d6i chimg . Trong do thi thanh ty 1¢, s6 duong dé
chi mtc biéu hién cao hon trong vét thuong chira té bao gbe LGR6 ** va s6 am thé hién
mtrc biéu hién cao hon trong cic 6 vét thuong dbi chiing. Thuat nglt NCBI Unigene dugc

chi ra & ddu mdi cot dinh luong va gia tri P (*) ¢6 y nghia <0,05.

inh 19 13 dd thi bidu thi phép do ty trong twong dbi cta vi du vé 6 té bao bicu
hién LGR lién quan dén viéc phan phéi vao va/hoic xung quanh vét thuong/tén
thuong/chd tréng va su lan rong cia céc yéu t6 han gén vét thuong. Chét phan tich phat
trién hé mach mau so sanh biéu hién vét thuong nhan LGR6 + ESCs mang Proteomic so

sdnh cac protein thong thuong diéu chinh va gia ting phat trién hé mach mau. Céc cot
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mau xam chi ra vét thuong kiém sodt va cdc c¢ot mau den chi ra nhiing vét thuong nhan
duogc LGR6OFP ESC. Hinh anh inset cho thdy cac mang té bao proteome lam vi du sau khi

phat trién v6i hoa tri liéu HRP. Mau sang hon cho thdy muc biéu hién protein cao hon.

Céc hinh 20A-F minh hoa mot vi du vé nhan té bao bicu hién LGR khi n6 lién
quan dén su tai tao cia mo xwong. Nhan LGR dugc tach ra c6 thé 1a xwong duoc tao ra va
van giit sdng dugc. Hinh 20 12 hinh anh xwong tho cta xuong duoc thu hoach dé nudi
chy. Hinh 20B 1a hinh anh DIC cua xuong chita LGR GFP 7 ngay sau khi nuéi cdy. Hinh
20C 12 hinh anh cling tiéu diém Green laser 488 nm clia xuong chira LGR6"9™" 7 ngay sau
khi nudi cy. Luu y rang nhan LGR ¢6 thé phai chiu su kich tao xwong in-vitro. Hinh 20D
13 nhan LGR sau 1 tudn kich tao xwong bing moi truong bd sung. Hinh 20E la vét do
Alizarin cia & LGR tiép sau khi qué trinh kich tao xwong phai chiu kich tao xuong in-
vitro va didu hoa gen tao xuong chinh. Cudi cing, hinh 20F 14 s6 liéu RT-PCR thé hién
mtrc bidu hién gen gdp tuong d6i nhor d6 cot xam c6 mat (dbi ching) khong hity xwong
LGR va cot den 1a LGR ma nhin dugc mdi truong kich tao xwong 7 ngay sau nudi cy.

GAPDH duoc str dung 1am gen giit nha tiéu chuén.

Vi du thue hién sang ché

Du6i day 12 mot s6 vi dy minh hoa trinh tu cia phuong phép dé thyc hién mot
phuong 4n cua sang ché.

Trude khi tao ra cac don vi ¢6 chiic ¢ cuc tdi thiéu theo sang ché, gia thé gelatin
nhu khung protein colagen ba chiéu ¢6 thé duoc tao ra theo cac qué trinh thong thuong
nhu sau:

i. B6 sung tr tr mot phﬁn dung dich dém 10X PBS dugc lam ngudi trong moi
trudmg nudi cdy 10X vao 8 phan dung dich colagen dugc lam ngudi c6 xody nhe. B6 sung
ECM va céc protein kha nang sdng vao huyén ph;

ii. Pidu chinh do pH ctia hdn hop dén 7,2-7,6 bang céach st dung NaOH 0,1M v
trung va theo doi viéc diéu chinh pH mot cach cén than;

iii. Didu chinh thé tich cudi dén tong thé tich 10 phin bang nudc cép phén tr vO

trung;
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iv. Duy tri nhiét do ctia hdn hop ¢ nhiét d6 2-10°C dé ngan ngira su tao gel,
v. Tao gel bang cach lam néng dén 37°C trong khoang 90 dén 120 phut;

vi. Tao 18 trén khung protein bang may ép kim nho v6 trang (khung protein c6 thé

trai qua qua trinh say kho néu can dé bao quan).

D& xuit 12 chét bd sung 13 Pulse Rescue Media (PRM) dugc tao ra va co san trudce

khi bat ddu quy trinh chiét khdi két tu LGR.

PRM, theo phuong 4n nay la dé cap dén nguoi, 1a hdn hop moéi trudong gitr té bao,
khong chtra huyét thanh Keratinocyte-SFM chtra L-glutamin dugc cung cip boi yéu tb
tang trudng bidu bi tai td hop & ngudi duge déng goi riéng biét 1-53 (EGF 1-53) va dich
chiét tuyén yén & bo (BPE) dugc Thermo Fisher Scientific ban dudi tén Keratinocyte-
SFM (1X), theo do6 cac chit khang sinh chéng ndm penicillin, streptomycin va
amphotericin B dugc thém vao cung voi chit GMP-fibrinogen: ngudi. Chét duoc st dung
trong phuong 4n ndy 1a Chét khang sinh- chéng ndm GIBCO® cta Thermo Fisher
Scientific, dung dich chira 10.000 don vi ml penicillin, 10.000 ug/ml streptomycin, va 25
ug/MI thudc chéng ndm FUNGIZONE®. Boi vi PRM duoc sit dyng dé van chuyén md
nguoi, nén cac thudc thir bd sung duge st dung dé dn dinh m6 nguyén sinh va giam kha
ning sdng sot ctia vi sinh vat trong qud trinh xir Iy va van chuyén.

Phén tiép theo dé cap mot cach cu thé dén viéc tao va bao quan cac don vi ¢ chirc
vi két tu cua té bao gbc chira bidu md bidu hién LGR theo sang ché.

Vidul

Vi du 1 lién quan dén phuong phép chiét cac don vi ¢6 chirc c6 cuc tdi thiéu theo
phuong 4n cua sang ché. Sau khi thu dugc miu, n6 s& dugc ldy ra khoi d6 chira van
chuyén duogc gén két, sau do:

i. it mau vao dng hinh nén vo trang 50 ml c6 chira mdi truong giai phong xung
va dat 1én may lac trong 5 phit, 13p lai véi moi truong méi va cac dd chira tong cong ba

N
A

lan;
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ii. Loai bo va dit mau vat vao dia nudi cdy vo tring c6 chira cidc mdi trudong xung
va céc phan tir m& va cét cac thanh phan ha bi va md ra khoi khoang da va biéu bi mot
cach cén than. Cac don vi nang dugc dit ding chd va khong duge cit bo qué;

iii. Dat cac thanh phin m& & ha bi vao riéng dng hinh nén 50ml ¢6 chora PRM va
dit & +4°C trrén méy lac cham.

iv. Phan chia cac thanh phan da con lai ¢6 chira khoang biéu bi, khoang nang long
va khoang da vao cac don vi c6 chirc ¢o6 cuc t6i thiéu (MPFU) bang cach st dung Blades
WECPREP® cuc manh hoac mot sb dang ludi trich 16 micro; va

v. Pat cac thanh phan cia MPFU véo riéng mot éng hinh nén 50ml ¢ chira méi
truong xung va dat ¢ +4°C.

Tiép sau day lién quan dén quy trinh thtr cép, trong d6 viéc nudi cdy so cp duge thiét 1ap
va cac thanh phan mo c6 chic duge chudn bi bang cach st dung ché pham enzym st
dung céc thiét bi CLIA thong thudng va cac chét thtr dat ching nhan FDA va/hodc GMP.
Vidu?2

Vi du 2 d& cap dén viéc xr Iy c4c thanh phan té bao biéu bi va dudi da. Vi du 2 bao

gom céc budce sau:

i. Xit 70% etanol (EtOH) & bén ngoai ctia dd chira chira md va dat do chira chira

md vao khoang khong khi 16p mong;
ii. Giri mAu m6 hodc moi truong chuyén ddi dé thir nghiém vi sinh vat;
iii. P4t m6 md va ha bi da dugc rira trude dé trong dia petri vO trung;
iv. Rira md hai 1an v6i PRM;
v. C4t md thanh cac miéng nhé (3mm) bang dung cu phau thut vo trung va dat

vao dfa nudi cdy vo tring c6 chira mdi trudong xung trong khi viéc giai phau da hoan

thanh;

vi. Hat moi truong ra khoi dia va loai bo cac mau bang thia vo tring hodc kep, sau
d6 dit mAu vao 6ng hinh nén 50 ml c6 chira méi trudng tiéu hoa enzym MSC, dung dich

chira enzym tiéu hoa duge pha tron trude (trén co sé colagenase va dispase), dit vao chau
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nude 37°C hodc may 14¢ cham lam kho béng nhiét va lac trong 30 phut hodc cho dén khi
c6 it chat dang hat con lai;

vii. B4 sung nudc mudi dém phosphat (PBS) 37°C etylendiamin tetra axit axetic
(EDTA) (thé tich cin bang PBS-EDTA) d¢ ngan ngira su tiéu hoa;

viii. Ly tdm huyén pht trong 10 phut dé tao ra vién "mém";

ix. Loai bo phan chét 1ong phia trén va st dung 0t pipet vo trung, tich quin thé m&
ra phan doan mach mau (stfal-vascular fraction - SVF) trong lugng da dugc luu;

x. T4i tao huyén pht SVF trong dung dich mudi dém phosphat/EDTA, PBS-EDTA
(1 mM EDTA), va tao huyén phu quin thé t& bao tao m& trong PRM trong hai 4ng hinh
nén riéng biét;

xi. Str dung 100 pm v trung, loc huyén phti vao dng nén vo tring mdi;

xii. Rtra dung cu loc véi PBS-EDTA;

xiii. Quay loc chit huyén dich trong 10 phut & nhiét do phong, tiép theo hat mai
truong va thay thé moi trudng nay bang thé tich moi truong maéi da biét;

xiv. St dung bd dém té bao tu dong COUNTESS® (Thermo Fisher Scientific),
dém sb té bao dé x4c dinh kha ning séng duoc;

xv. Loai b6 20% quan thé té bao thu dugc dé bao quan lanh bang SYNTH-A-
FREEZE® CTS™ (Cell Therapy Systems) cua Thermo Fisher Scientific va sau d6 chia
thanh loai mot cach thich hop trong khi st dung 80% quﬁn thé cho viéc tao ra cAu truc.
Vidu3
Vidu 3 dé cap dén viéc bd sung cac thanh phﬁn md ha bi va dudi da theo vi du vé chu
tric theo phuong 4n cua sang ché. Vi du bd sung vé thanh phan ndy dugc minh hoa nhu
sau:

i. Dit dia nudi cy té bao NUNC® Skin Graft v6 tring hodc dia ty dong da chira
san khung protein dugc tao ra va rira sach vao miéng dém dong va ria lai khung hai lan

v6i moi truong xung trude khi bd sung t€ bao;

ii. Chén mdt nhan trén moi binh nudi cay va danh so theo doi;
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iii. Chuyén khoang 5x10° dén 1x10° té bao SVF hdn hop cho mdi h¢ dia va 1x10°

té bao tao md& trén moi dia;

iv. B6 sung moi truong nudi chy hoan chinh c6 hodc khong c6 PRP cung ngudn da
duoc chinh stta theo yéu ciu cu thé cta tinh huéng, vao binh chira nap liéu;

v. Chuyén céc dia vao trong 16ng 4p trén may lc cham trong 1 gio, sau do liy ra
khoi d6 va dé 48 gio trong moi trudng du tri riéng biét;

vi. Rira mdi truong nudi cdy sau 48 gio, loai bod cac té bao khong gan két, va lam
méi méi truong nudi cdy hoan chinh. Chup lai bang thiét bi hinh anh nhu EVOS®
(ThermoFisher Scientific) va luu trit véi sb theo ddi da duoc chi dinh.

vii. Thay thé moi truong nudi cdy sau mdi 72 gio;

viii. Tai diém giao thoa, rira mdi trudng nudi cdy vé6i dung dich mubi dém
phosphat Dulbecco (DPBS) va thay moi truong nudi cdy bang moi trudong tuwoi mai.

viiii. Dit cac chu tric duy nhét c6 chirc chira té bao gde biéu mo (ESC FSUs) truc
tiép trén bé mit ctia cu tric té bao gbc trung md (MSC), bd sung moi trudng ESC dé bao

phu ca cAu tric, chup anh tuong ty va thay thé chu tric nay vao 1ong ap.
x. Thay ddi/thay thé moi trudmg ciu tric sau mdi 48 gio.
Vidu4

Vi du 4 lién quan dén viéc 1am giau don vi don co cuc toi thiéu cha t€ bao goc biéu

Tiép theo vi du 1, cac MPFU dugc dat trong moi truong giai phong xung trong éng
hinh nén 15ml va quay ly tm vao vién mém. Céc chét liéu sau d6 phai chiu qud trinh tiéu

héa mot phan nhu sau:

i. Thu duoc dung dich dém tiéu hoa 10ml dd duoc dong lanh trudce (trén co sO

colagenaza va dispaza), da dugc dua dén nhiét d6 phong trudce khi bd sung MPFU;

ii.B6 sung dung dich tiéu hod vao vién mém chtta MPFU va tron nhe, bang cach

nhét, dng hinh nén dé 1am cho MPFU phén tan trong dung dich;

iii. D4t éng vao bé nudc & 37°C hode moi truong kho trong 10 phut;
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iv. Thao éng ra khoi 16ng 4p/bé, bung nhe bng va kiém tra thanh phén ctia chudi;

v. Quan sat chudi, ly tAm vao vién mém;

vi. Ria vién chta té bao trong 5-10 mL mdi truong SFM hoan chinh
(Keratinocyte-SFM (1X) cta ThermoFisher Scientific) va ly tam lai vao vién mém 1an
nita;

vii. Tai tao huyén phu vién chtta don vi don ¢6 chirc dugc hoat hoa trong 5 ML
mdi trudng Keratinocyte-SFM hoan chinh; va

viii. Xac dinh mat do t& bao cua don vi biang cach st dung COUNTESS®
Automated Cell Counter (ThermoFisher Scientific).

Vidu5

Vi du 5 lién quan dén viéc bo sung don vi don c6 chuc chira t€ bao goc biéu mo

(ESC aFSUs) thu duoc tir Vi du 4 vao khung protein/ ciu tric. Quy trinh nhu sau:

i. Dt dia nudi cdy té bao ghép bé mit da UPCELL™ c6 chira sin khung protein da
duoc tao ra va rita sach, va dé dam bao do pH sinh Iy, rira lai khung protein hai lan voi
modi truong xung trude khi bd sung cac té bao;

ili. Ghi nhan mdi dng nudi chy v6i mot sé theo d3i duy nhit;

iii. Chuyén ESC aFSUs sang cAu tric thong qua viéc chuyén mot 1an pipet st dung
moi trudng SFM Keratinocyte dd duge xac dinh hoan chinh (tuy y bd sung PRP clng
ngudn);

iv. B4 sung mdi truong nudi cdy hoan chinh vao bé chira lwa chon va dam bao bao
phii cdu tric hoan toan;

v. Chuyén dia vao 16ng 4p 1én may lic cham trong 1 git. Sau d6 loai bd ra khéi
may lic va dé yén trong 48 gid trong 16ng 4p riéng;

vi. M3i 48 giv, hut mdi truong nudi cdy va bd sung moi truong nudi cay
Keratinocyte méi. Chup anh viéc nudi céy véi EVOS® va Iwu véi s6 theo dai da duge chi
dinh. Gia ting cac nguyén bao nudu (GF) va protein c¢6 kha nang séng duoc va/hodc bd

sung PRP néu can thiét duoc phat hién tai thoi diém nay.
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vii. Thay thé méi truong nudi cdy sau mdi 48-72 gio;

viii. Sau khi dat dugc nhap dong, rira moi truong nudi cdy véi DPBS va thay moi
trrong. Giam nhiét do béng cach st dung hé dga vao nhiét do cia khung cAu tric protein
ESC dé tao diéu kién giai phong khoi dia;

ix. bat ESC truc tiép 1én bé mit cla cAu tric MSC va bd sung moi truong hon hop
dé bao phu ca hai ciu tric. Chup cAu trac, dit nd lai vao mdi truong va thay dbi méi

trudmg cau tric sau moi 48 gio.

x. D& x4c nhén viéc duy tri phan cuc, chup céu tric hang ngay va bd sung moi
truong thich hop. Hinh thanh méi truong vo sau khi xdc nhan sy phén cuc dugc duy tri
trong 48 gio;

xi. Rtra cu trac hai 1dn v6i mdi truong xung khi thu hoach va thay thé cac moi

truong bang mdi trudng duge xac dinh vén chuyén st dung nén co s& CTS™
STEMPRO® MSC SFM.
Vidub6

Vidu6 deé cap dén cac protocol minh hoa cho dam bao chét lugng va viéc hoan tht
cAu truc lién quan viéc bao quan lanh doi hoi su chun bi cdu tric dé van chuyén theo quy
trinh san xut tt (GMP) d6i v6i cac Gmg dung diéu tri té bao va bao gom:

1. Thu nhin dugc mot khoi luong thich hop moi truong bdo quan lanh SYNTH-A-
FREEZE® (Thermo Fisher Scientific) va luu trit méi truong & 2°C dén 8°C cho dén khi
st dung;

{i.Chudn bi, thu hoach va xac dinh mat do té bao s dung COUNTESS®
Automated Cell Counter trude khi ly tdm mot luong té bao nhu mong mubn trong d6 mat
d6 té bao dién hinh dé bao quan lanh v&i moi truong SYNTH-A-FREEZE® la 5 x 10° dén
3x 106

iii. T4i tao huyén phi cac vién chira t& bao trong thé tich dugc xac dinh trude tir
2°C dén 8°C ctia mdi trudong SYNTH-A-FREEZE®;

iv. Phan ph6i ngay hon hop thu dugc vao bng cryovial theo quy dinh cta nha san

xuat;
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v. Dit cac dng cryovial vao hé 1am lanh thich hop, nhu hé¢ MR. FROSTY™ ¢6 san
ctia Thermo Fisher Scientific Inc., duy tri & nhiét dd dong lanh -80°C;

vi. Chuyén céc binh dén kho Iuu trit pha hoi khi nito long & nhiét d -200°C dén -
125°C.

Céac phuong 4n cua sang ché da dugc mo ta voi cac dac diém k¥ thuat di kem. Céan
phai hiéu ring ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay c6 thé thuc hién stra d6i
va thuc hién cac phuong 4n cua sang ché tir cac y tudng vé sang ché, dugc boc 19 trong
phan mo ta va cac hinh v& lién quan. Do do, ciing can hiéu ring sang ché khong gidi han
& cac phuong an cu thé dugc trinh bay & day, va céc stra d6i va phwong én khac cla sang
ché nam trong pham vi cta sang ché nay. Hon nita, mic du cac thudt ngit cu thé duoc str
dung trong tai liéu nay, ching chi dugc mo ta chung, va khong nhim muc dich gi¢i

han mo ta sang ché.
Kha ning tmg dung trong cong nghi€p

Sang ché lién quan dén cac phwong phép tao ra va st dung cac cAu tric ctia cac
manh ghép da bao da vi két tu chita céc t bao biéu hién thu thé cgp doi G-protein chira
cac don vi lap lai giau Leucine duoc tach ra (LGR) dé phan phéi, ap dung, ghép, cdy, nuodi
chy truc tiép, di chuyén truc tiép, Iwa chon truc tiép, trong viéc sap dit, tao 16p mong
va/hodc bom thanh phén té bao tao ra, tai tao, gia tdng va/hodc han gén hé biéu mo, cac
tuyén md hoi, long, than kinh, xuong, co, md, gin, mach mau, mo gén, md mét va cac
thanh phan té bao tiét peptit cho viéc tng dung diéu tri vét thuong, k§ thudt md, tmg dung
liéu phap té bao, tng dung y hoc tai tao, tng dung didu tri 1am lanh vét thuong, ing dung

mién dich tri liéu, va cic tmg dung tri liéu ghép mo.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Phuwong phap bao ché ché phdm da bao vi két tu ¢6 cuc tdi thiéu, trong d6 phuong

phap nay bao gdm cac budc:

(a) tach cac thanh phan ha bi va m& ra khéi cac khoang da va bicu bi cia mau mo cia
dong vat c6 v ex vivo d€ tao ra cac thanh phan da con lai c6 chira khoang bicu bi,

khoang da, va khoang nang long; va

b) phan doan khoang biéu bi, khoang da, va khoang nang 16ng dé mo khoang nang 16ng
va cung cp ché phadm, trong d6 ché phdm nay bao gdm doan biéu bi, doan da, va doan
ctia khoang nang 16ng, trong d6 cac doan nay dugc lién két va trong d6 doan ctia khoang
nang 16ng bao gdm céc té bao gbc biéu hién LGR séng ma dugc tiép xic, trong d6 ché
phim c6 kha ning ti tao md chirc niang bao gbm biu bi, da, va cac phan phu khi da ciy

vao vi tri mo bj tén thuong & déi tugng can ching.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phip nay con bao gdm budc bd sung vao
ché pham chét mang dugc dung.

3. Phuong phap theo diém 2, trong d6 céc té bao gbc biéu hién LGR sdng bao gém cac
té bao gdc bibu hién LGR4, cac té bao gbc biéu hién LGRS, cic té bao gdc biéu hién
LGRS, hoic td hop bét ky clia chiing.

4. Phuong phap theo diém 2, trong d6 phwong phép niy con bao gdm bude bao quan
lanh ché phim. |
5. Phuong phép theo diém 2, trong d6 miu mé clia dong vat c6 vii 1a miu md ngudi.

6. Phuwong phép theo diém 2, trong d6 budc b) bao gdbm coéng doan phan doan khoang
biéu bi, khoang da, va hanh 16ng (bulge) ctia khoang nang 16ng.

7. Phuong phép theo diém 2, trong d6 budc b) bao gdm cong doan phan doan khoang
biu bi, khoang da, va cti 16ng (bulb) ctia khoang nang 16ng.

8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phép niy con bao gdm budc bd sung vao
ché phém chit nén phan phéi dugc chon tir khung protein, chit nén, hat, cac té bao, soi,

hodc céc t0 hgp cua ching.

-38-



33933

9. Phwong phéap theo diém 1, trong d6 cac té bao gbc biu hién LGR sdng bao gdm cac
té bao gdc bidu hién LGR4, cac té bao gbc biéu hién LGRS, céc té bao gbe biéu hién

LGRS, hoic t6 hop bét ky ctia chiing.

10. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phwong phap nay con bao gdm budc bao quan
lanh ché phim.

11. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mau mé ctia dong vat c6 vii 1a miu mo ngudi.

12. Phuong phép theo diém 1, trong d6 budc b) bao gdm cong doan phan doan khoang
biéu bi, khoang da, va hanh 16ng (bulge) ctia khoang nang 16ng.

13. Phuwong phap theo diém 1, trong d6 bude b) bao gdm bude phan doan khoang biéu
bi, khoang da, va ct 16ng (bulb) ctia khoang nang 16ng.
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