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(57) Séng ché dé cap dén quy trinh phan l4p va nudi cy té bao gdc nang tdc, trong d6
sang ché cho phép nudi cdy té bao gbe nang toc tir t€ bao nhu gbc nang trong mdi trudng
nudi cdy dé thu dugc té bao gdc nang toc. Quy trinh phéan 1ap va nubdi ciy té bao gbc
nang téc cho phép thu duoc té bao gbc nang téc c6 kha nang ting sinh trong mdi truong
nudi cAy ma van duy tri duoc dic tinh biét hoa cua té bao gde. Té bao gbe nang toc thu
dugc co kha ning ting sinh trong diéu kién moi trudng DMEM/F12 + 10% FBS hodc
mdi trudng nudi cly té bao gbe (StemMACS) c6 dic diém cua té bao gbe trung md 1a
tao cum va biét hoa thanh cac té bao xuong, té bao sun va té bao md. Sang ché cling dé
cap dén té bao gbe nang téc thu dugce tir quy trinh theo sing ché biéu hién déu sinh hoc
ctia dong té bao gde trung mdé CD73, CD90 va CD105 trén 98% va c6 khang nguyén
phoi ddc hiéu theo giai doan 3 SSEA3 tir 0,1 dén 0,5 % thich hop dé phat trién ché phém

kich thich moc téc.
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Linh vire ky thuat dwoce dé cap

Sang ché thudc linh vuc cdng nghé t€ bao ung dung, cu thé 1a sang ché dé cap
dén quy trinh phén 14p t& bao gbc nang toc ctia ngudi dé tao ra san pham té bao gbc ing

dung dé kich thich moc téc va/hodc diéu tri bénh rung toc.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Trong cAu tric cua toc, 16p vo bi bao xung quanh chan nang toc (Dermal Sheath
Cup - DSC) bao gdm hai 16p soi collagen va t& bao c6 hinh thai giéng nhw nguyén bao soi,
trong d6 16p bén trong duoc xép theo hinh tron xung quanh soi toc. Phan bén ngoai day hon
ctia v ré trung md chira cac soi collagen va soi dan hdi chay song song véi than toc. Lop
vo biéu bi nay c6 chira nhiéu loai t bao va hop nhat v6i phan nhi (Dermal Pappilia - DP)
con goi 14 té bao nhu gde nang toc & phan cudi nang 16ng. Trong qua trinh phat trién toc,
céc té bao 16p vo bi bao xung quanh chan nang téc déng vai trd duy tri va tai tao t& bao nhu

gdc nang toc va ching dong vai trd then chdt trong qua phat trién cia toc.

Céc nguyén nhan gy rung toc hodc toc phat trién kém 13 do c6 sy mat can bing
gitra t& bao 16p vo bi va té bao nhu gde nang toc khién cho khéng c6 sy kich thich, biét hoa
té bao biéu mé kich thich tai tao nang toc. Cu thé 1a can c6 sy di chuyén té bao tir vi tri 16p
v6 bi bao quanh chén toc vao vi tri phén nhu dé duy tri su khoi phét hoat ddng moc téc va
hinh thanh s¢i téc. Té bao phan nhu (DP) tiét ra tin hién cin thiét dé hoat hod té bao gbc
biéu mo va kich hoat téi tao nang té¢c. Theo tai li€u cuia Waleed Rahmani, Sepideh Abbasi,
Andrew Hagner, Scott Magness, Daniel Metzger, Jeff Biernaskieet. Hair Follicle Dermal
Stem Cells Regenerate the Dermal Sheath, Repopulate the Dermal Papilla, and Modulate
Hair Type. Developmental Cell, Volume 31, Issue 5, 543 — 558 cho théy mot nhém té bao
trong quén thé t& bao DSC c6 kha nang tr ting sinh va tai tao cac céc té bao 16p vo bi bao
quanh chan nang té¢c va phan nhi. Ddng thoi, nghién ctru clia tac gia nay cling dé cap dén
vai trd quan trong ciia cac t€ bao 16p vé bi bao quanh chén téc trong viée phuc hdi sy phat

trién cua toc sau chan thuong, bénh tat va lao hoa.

Do d6, dé kich thich moc toc va/hodc diéu tri bénh rung toc can c6 quén thé té bao

gdc nang téc c6 kha nang duy tri biéu hién dac diém cua té bao gbc, tir d6 ¢6 thé kich thich
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tang sinh quan thé té bao gbc nang téc. Cac té bao ndy c6 bidu hién dic diém cha té bao
gbc va co thé c6 hidu qua trong kich thich moc téc theo co ché kich thich tin hiéu hoat
héa té bao téc ndi sinh.

Vi véy, cin c6 mot quy trinh cho phép phén 1ap va nudi chy té bao gdc nang toc
d8 thu quén thé té bao gdc nang téc dé cho phép phat trién ché phdm kich thich moc téc

va/hoac didu tri bénh rung toc trén co s& kich thich té bao géc nang toc.
Ban chét k§ thuét ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché 13 khic phuc cdc van dé con ton tai trong tinh trang k§
thuat, cu thé 12 sang ché dé cap dén quy trinh phan 18p va nudi cdy té bao gdc nang téc
¢6 kha nang phat trién thanh ché phim kich thich moc toc. Ngoai ra sang ché ciing dé

cap dén té bao gbc nang téc thu dugc tir quy trinh nay.

Theo khia canh tht nhét, sang ché dé cap dén quy trinh phan 1ap va nudi cy té

bao gbc nang toc, trong d6 quy trinh nay bao gbm céc budc:

a) thu thap mod nang toc béng cach thu nhan tirng mau nang toc riéng biét da duge
cht khoi 16p bidu bi trén da dAu bang miii khoan sinh thiét duong kinh 0,7mm, cac mau
m6 nay dugc dua vao mdi truong chia dung dich dém PBS chira 2% khéng sinh

penicillin hodc streptomycin;

b) xt Iy md nang tdc bang cach chuyén mau thu thap dugc sang mdi trudng
DMEM/F12 chtta 2% khang sinh penicillin hodc streptomycin trong 30 phut trong

khoang nhiét do tu 4 °C dén 25 °C thu duge cac cum md nang toc da duge xir 1y;

¢) phan 1ap té bao nang téc bang cach ciy timg cum mo nang toc da dugc xir ly
sang giot moi truong DMEM/F12 bd sung 1% khéng sinh penicillin hodc streptomycin,
sau khi xudt hién t& bao nhu nang téc, tién hanh cit phan chan nang chira phan té bao
nht gbc nang toc va phén vo bao quanh rdi 16n phan vé bao & gbc nang toc dé 16 ra phan
té bao nhi gbc nang toc va phan vé bao quanh gbc nang toc, sau d6 cdy cb dinh té bao
nht gbc nang téc va phan vo nay vao giéng nudi cdy chira moi truong nudi cly té bao
gdc hodc mdi trudng DMEM/F12 dugc bd sung 10% huyét thanh phdi thai bo roi G &

37 °C trong moi truong 5% COz trong 14 ngay dé tang sinh té bao gbc nang toc; va
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d) thu té bao gbc nang toc bing cach bd sung enzym phan cit trypsin dé tach té
bao gbc nang toc ra khoi bé mat giéng nudi cdy, sau d6 chuyén té bao gbc nang téc da
tach khoi mo6 nay sang mdi truong nudi chy té bao gbc hoic mdi trudng DMEM/F12
duoc bd sung 10% huyét thanh phdi thai bo rdi 0 & 37 °C dé tang sinh s lugng, thu

duoc té bao gbc nang toc.

Theo mdt phuong an vu tién, trong d6 moi truong @8 cy té bao gbc nang toc sau
khi duoc tach khoi mé con duge trang phit mot 16p chit nén giup té bao gbc bam dinh

va mat do té bao gbc nang téc dugc cdy trén bé mit mdi trudong nay 12 500 t& bao/cm?.

Theo mdt phuong an vu tién, trong do chéat khang sinh dugc st dung 12 penicillin
va streptomicin va mdi trudng nudi cdy 1a moi truong bao gdm hdn hop ctia mdi trudng

DMEM/F12 va FBS (Foetal Bovine Serum) dugc phdi tron theo ty 16 thé tich 1a 9:1.

Theo mot phuong an wu tién, trong do chét khang sinh dugc st dung 1a penecillin
va streptomycin theo ty 1€ 1:1 vé thé tich va mdi truong nudi cdy cum md nang toéc 1a
mdi trudng nudi cdy té bao gbe.

Theo mot phuong an uu tién, trong do té bao gbc nang téc nay thé hién d4u sinh
hoc ctia té bao gde trung md CDY0, CD105 va CD73 trén 98% va co kha ning biét hoa
thanh té bao Xuong, t€ bao sun, t& bao m& d@)ng thoi tao cum té bao nang toc dé kich

thich moc toc.

Theo mdt phuwong an uu tién, trong do té bao gbe nay co biéu hién d4u sinh hoc
ctia khang nguyén phdi dic hiéu theo giai doan 3 SSEA3 (Stage-Specific Embryonic
Antigen-3) tir 0,1 dén 0,5%.

Té bao gbc nang téc thu duge tr quy trinh theo sang ché thich hop dugc dung aé
phat trién ché phém moc toc giup diéu tri bénh rung téc va/hodc kich thich moc toc.
Mb ta vén tit cAc hinh v@

Hinh 1: Anh chup m6 bao gdbm chu triic nang téc va phan md st dung phén 1ap
va nudi ciy té bao gbc nang toc. (A) phan nang téc dugc thu thap theo sang ché; (B)
Chu trtc té bao gbc nang téc phan tach roi khoi md nang toc; (C) Té bao gbc nang toc

& PO; (D) té bao gdc nang téc & P3.
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Hinh 2: Dic diém hinh théi té bao gdc nang téc nudi chy dudi hai didu kién moi
treong khac nhau. (A): té bao nuoi trong mdi truong StemMACS; (B): t€ bao nuoi trong
moi truong DMEM/F12 + 10% FBS.

Hinh 3: Két qua danh gia chét chi thi t& bao CD73, CD90 va CD105 st dung
phuong phéap phén tich té bao dong chay.

Hinh 4: Két qua danh gia chét chi thi SSEA3 str dung phwong phép phén tich té
bao dong chay.

Hinh 5: Pic diém cum té bao gdc nang téc nudi trong diéu kién DMEM/F12 +

10% FBS v6i ba mau té bao gbc nang téc khac nhau.

Hinh 6: Dic diém biét hoa té bao cua té bao géc nang téc. (A): miu té bao biét
hod tao thanh té bao xuong; (B): miu té bao biét hoa tao thanh té bao md; (C): mau té
bao biét hod tao thanh té bao sun.

M té chi tiét sang ché

Sau déy sang ché dugc mod ta chi tiét v6i cac phuong an véi cac vi du thue hién
duge vién dan vé6i cac hinh v& kém theo, tuy nhién cic phuong an véi cac vi du thue
hién cu thé nay chi nham 1am rd ban chét cta sang ché chir khong nhim thu hep pham

vi yéu clu bao hd cia sang che.

Theo sang ché, mau nang téc duge thu nhén 1a tir mau da dau ctia ngudi, phan cé
toc v6i cac nang chén toc phat trién. Viéc thu nhan mau khdng bao gom budc thuc hién
trén co thé nguoi va cac bude lién quan dén co thé ngudi duoc loai trir va khong thude

pham vi ctia sang ché.

Thuét ngit “té bao gbc nang toc” chi té bao gbc da nang c6 & nang toc ma dugce
biét hoa mot phan, té bao nay c6 kha nang phan 1ap va nudi cy tir chén toc, ddy 1a phan
t& bao c¢6 kha nang biét hoa thanh mot s loai té bao khac nhau nhu té bao mo md, té

bao sun hodc toc.
Céc mdi truong nudi cly té bao, vi du mdi trudong DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) da duogc b sung thanh phan F12 va StemMACS la nhiing moi truong

nudi cly da duoc biét rong rai trong linh vuc k§ thuét nay va co thé pha ché hodc mua
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tir cac nha cung cip. Cac mdi trudng nudi cy nay khong thudc pham vi cla sang ché
va ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay c6 thé thay thé méi truong

nudi cdy bang cac moi trudong nudi cdy té bao goc thich hgp c6 ban trén thi trudng.

Theo khia canh tht nhét, sang ché d& cip dén quy trinh phan 1ap va nuéi chy té
bao gbc nang téc, trong d6 quy trinh nay bao gbm céc bude: a) thu thip md nang toc; b)

Xt Iy md nang toc; ¢) phan lap té bao nang toc; va d) thu té bao gbc nang toc.

Trong budc thu thap md nang téc, mau md nang toc duge thu nhan bang cach
phan tach timg mau nang t6c riéng biét ra khoi 16p da. Theo do, mAu nang toc duoc cat
khoi 16p biéu bi trén da d4u bang miii khoan sinh thiét dudong kinh 0,7mm véi chiéu sau
tinh tir géc soi toc 1a Smm. Sau khi 1éy mau, cac mau md nay duoc dua vao moi trudong

chira dung dich d&ém PBS chira 2% khang sinh penicillin va streptomycin.

Theo cac phuong an cy thé, viéc thu thap mau nang toc dugce thyuc hién trén mau
da dAu trén co thé. Theo mét phuong an vi du, mau ndy cé fhé duoc léy truc tiép tr mau
da du. Viéc thu thap nang toc duge tién hanh béng céch cét toc ving da chira chan soi
toc va sat trung vung da dugc thu nhén nang toc bang Betadin trong 2 phut. Sau khi vé
sinh ving da gdy dau da sat tring bing nudc mudi sinh 1y rdi dé kho trong vong mot
dén hai phat. Sau d6 dung méy khoan véi va miii khoan sinh thiét (punch) c6 duong
kinh trong 0,7 mm dé 14y nang toc. Thiét 14p thong s6 may & toc do 1500 vong/phut.
Sau khi khai dong méy, huéng miii khoan vao ting chén toc, vudng goc v6i da dau hoic
huéng theo chiéu nghiéng clia téc va khoan vao dudi da véi do sdu khoang 5 mm. Rut
miii khoan sinh thiét ra va dung kep nhé rut nang toc ra khoi ra dau. Dé md nang toc
vao dng 15 mL hozc 50 mL dung dich dém PBS (phosphate buffered saline, GibcoTM,
USA) ¢6 chtra 2 % khang sinh penicillin/streptomycin (P/S). Lgp lai cac bugce khoan
dé thu duoc cac mau md nang toc doc 14p cho mdi mdt soi téc. MSi mau md nang tée
sau khi thu nhan duoc chuyén vao mdi trudng chira dung dich dém PBS chira 2% khéng
sinh penicillin va streptomycin, tdt nhat 1a chtra 2% penicillin va streptomycin theo ty

16 1:1 vé thé tich dé bao quan trudce khi dua vao phan lap té bao gbc nang toc.

Sau khi thu nhan miu md nang téc, mau nay dugc xut ly trude khi tién hanh phan

1ap bang cach chuyén miu thu thip duge sang moi truong DMEM/F12 chtra 2% khang
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sinh penicillin va streptomycin. T6t hon 13 moi trudng DMEM/F12  chira 2% khang
sinh penicillin va streptomycin. Theo mot phuong an cu thé, mdi trudng xit 1y nay 1a
mdi trudng bao gdm hdn hop clia modi trudong DMEM/F12 va FBS dugc phdi tron theo
ty 18 thé tich 12 9:1. MAu md nang toc nay duoc xir Iy 30 phut trong khoang nhiét do tur
4 °C dén 25 °C, t6t nhét 1a tir 4 °C dén 8 °C dé thu dugc cac cum md nang toc da duge
xu ly.

Pé phan lap té bao nang toc, tién hanh ciy ting curﬁ mo nang toc da dugce xuir ly
sang giot moi truong DMEM/F12 bd sung 1% khéang sinh penicillin va streptomycin.
Qua trinh nay can dam bao sao cho mdi nang toc dugc ciy trong mot giot moi truong
nudi cdy. Moi truong nudi cdy tt hon 12 moi truong DMEM/F12 chira 1% khang sinh
penicillin va streptomycin, tdt nhAt 1a hdén hop khang sinh nay 1a penicillin va
streptomycin theo ty 1€ 1:1 vé& thé tich. Theo mot phuong 4n cu thé, méi trudong xir ly
nay 12 méi trudng bao gdm hdn hop ctia méi truéng DMEM dé bo sung F12 va FBS
duoc phbi tron theo ty 16 thé tich 14 9:1. Sau khi xuét hién phin mo chira té bao nhti nang
toc, tién hanh ct phan chan nang chira phan té bao nhu gbc nang téc va phan vé bao
quanh. Céc té bao chan nang theo két cAu s& bao quanh phan té bao nhu nang toc tao
thanh két cAu bao dang ti. Dé cac t€ bao u nhli nang toc co thé tiép can va phat trién
trong moi trudng nudi cly cin phai 16n phan vo bao & gbc nang téc dé 16 ra phan té bao
nht gde nang toc va phén v6 bao quanh gbc nang téc. Qua tfinh nay quyét dinh dén higu
qué nudi ciy té bao gbc nang toc. Viéc 1on phén vo bao & gbc nang téc cho phép té bao

gbc nang toc phat trién manh hon ma khéng bi bao bai phan vo va khong tao thanh soi.

Dé 16n phan vo bao, tién hanh giit nang téc bang kep va cit phan chan nang c6
chira phan nhu ctia gbc nang téc (Dermal papilla) va phén v6 bao xung quan chan nang
toc (Dermal sheath cup) bang kim tiém tiét trung 18G. Sau d6 ding kim tiém nhe nhang
16n phan nhu cla gbc nang téc ra ngoai @8 boc 16 ca phan nhu gbc nang téc (Dermal

papilla) va phan vo6 bao quanh gbc nang toc (Dermal sheath cup) ra ngoai moi trudng.

Dé nubi cdy, tién hanh cdy cb dinh té bao nhu gdc nang téc va phan vé nay vao
giéng nuodi cdy chira méi truong nudi cdy. Tién hanh ghim nhe ca phan nhu gbc nang
toc (Dermal papilla) va phan vo bao quanh gbc nang toc (Dermal sheath cup) xubng bé

mit giéng nudi cdy (loai dia 12 giéng) dé cb dinh cho m6 nang toc bam vao bé mit giéng
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¢6 chira sin moi trudng nudi ciy té bao gdc, vi du mdi truong StemMACS™ (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Ptc) hodc DMEM/F12 da bd sung 10% huyét thanh phoi
thai bd (Foetal Bovine Serum - FBS, Gibco, USA). Theo cac phuong 4n wu ti€n, moi
truedong nudi cdy 1a moi trudong bao gdm hdn hop ctia mdi truong DMEM/F12 va FBS
duogc phéi.trc}n theo ty 18 thé tich 13 9:1. Sau khi cdy, tién hanh 1 & 37 °C trong mdi
treong 5% COz trong 14 ngay dé tang sinh té bao gdc nang toc.

Pé thu nhan té bao, tién hanh phan tach té bao ra khoi bé mit giéng bing enzym.
Vi du v& enzym phén cit trypsin duge st dung 8 tach t& bao ra khoi bé mit giéng nudi
chy 12 enzym CTS™ TrypLE™ (Thermo Fisher Scientific, USA). Sau d6 chuyén té bao

gdc nang téc da tich khoi mo nay sang moi truong nudi cay te bao goc hodc moi truong

DMEM/F12 dugc b6 sung 10% huyét thanh phoi thai bo.

Sau khi nuéi cdy, té bao thu dugc co thé gbm mot hén hop té bao gbc nang téc,
gdm c6 té bao gbc bidu bi (dermal stem cells), té bao biéu bi nang téc (dermal sheath
cup cell - DSC) va té bao nht nang téc (dermal pappilia cell -DP), voi phan 16n té bao
1 té bao biéu bi nang toc (DSC) va té bao nha nang téc (DP).

Té bao sau 14 ngay nudi cdy & budc trén (giai doan P0) duoc cdy chuyén sang
chai nubi cdy (giai doan P1) v6i mat do 500 té bao/cm? bé mit chai nudi cdy trong mdi
trudng nudi cdy té bao gbc, vi du StemMACS hodc mdi truong DMEM/F12 da bd sung
10% FBS. Trudc khi gieo té bao vao, chai nu6i cdy duoc trang phu chat nén CTS™
CELLstart™ substrate (Gibco, Massachusetts, USA) giup té bao bam dinh. Té bao tiép
tuc dugc 4 va nudi trong diéu kién 37 °C va 5% CO» dé tang sinh thu dugc té bao géc

nang toc.

Theo khia canh thé hai, sng ché d& cap dén té bao gbc nang toc thu duge tir quy
trinh theo séng ché. Trong d6 té bao gbc nang téc nay thé hién d4u sinh hoc ctia té bao
gbc trung md CDY0, CD105 va CD73 trén 98% va c6 kha ning biét hoa thanh té bao

xuong, té bao sun, té bao m& ddng thoi tao cum té bao nang toc dé kich thich moc toc.

Té bao gbc nang téc thu dugc tr quy trinh theo sang ché gdm mot hon hop té bao
gbc nang toc, gbm c6 té bao gbc biéu bi (dermal stem cells), té bao biéu bi nang toc
(dermal sheath cup cell - DSC) va té bao nhu nang téc (dermal pappilia cell -DP), véi
phan 16n té bao 1a té bao biéu bi nang téc (DSC) va té bao nha nang téc (DP), trong d6
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té bao gbc nay c6 biéu hién déu sinh hoc ctia khang nguyén phdi dic hiéu theo giai doan
3 SSEA3 (Stage-Specific Embryonic Antigen-3) tir 0,1 dén 0,5%.

Vi du thwc hién sang ché
Vidu 1: Phan ldp va nuoi ciy té bao gdc nang téc

Dé dénh gi4 hiéu suét phan 1ap, tién hanh trén 05 mau sinh hoc, mdi mau thu thap
tir 12 dén 15 nang toc dé phan lap va ting sinh t& bao. Mbi mAu sinh hoc dugc cit bd
phdn toc, dé phan chan téc @& phan 14p té bao gdc nang toc. Ving mau da chira chén soi
toc dé thu thap nang téc duoc sat trung bang Betadin trong 2 phut. Sau d6 rira lai bang

nude mudi sinh 1y 10i dé kho trong hai phit dé 1am mau phan 14p.

Tiép d6 dung may khoan v6i va miii khoan sinh thiét (punch) c6 duong kinh
trong 0,7 mm dé 14y nang tdc. Thiét 1ap thong sé may & téc o 1500 vong/phit. Sau khi
khdi dong may, huéng miii khoan vao timg chan toc, vudng goc voi da dau hodc hudng
theo chiéu nghiéng ciia téc va khoan vao dudi da v6i d6 sau khoang 5 mm. Rut mii
khoan sinh thiét ra va dung kep nhé rit nang toc ra khoi ra dAu. P& mo nang toc vao ng
15 mL hodc 50 mL dung dich dém PBS (phosphate buffered saline, GibcoTM, USA)
chita 2 % khéng sinh Penicillin/Streptomycin (P/S) theo ty 1€ 1:1 vé thé tich. Liap lai
cac budce khoan dé thu duoc cac mau md nang téc doc 1ap cho mbi mot soi téc. Phan

nang téc dugce thu thap nhu duoc thé hién trén Hinh 1A.

M6 nang téc duge xir 1y trong moi trwdng DMEM/F12  chira 2% khéng sinh
penicillin va streptomycin trong 30 phut ¢ 8 °C dé thu dugc cac cum md nang toc da

dugce xu ly.

Tién hanh cdy ting md nang vao dia nudi cdy, mdi mo nang dugc ciy vao mot
giot méi truong DMEM/F12 va FBS (ty 18 9:1 theo thé tich) c6 b sung 1% khang sinh
penicillin va streptomycin. Tién hanh nuéi cdy & 37 °C trong moi trudng 5% COz. Sau
khi xuét hién té bao nhd nang téc, tién hanh cit phan chan nang chtra phan té bao nha
gbc nang téc va phan vo bao quanh rdi 16n phan vé bao & gbc nang toc dé 16 ra phén té
bao nhu gdc nang téc va phan vo bao quanh gbc nang téc. Hinh anh té bao gdc nang toc

dugc tach khoéi mo nang toc duoc thé hién trén Hinh 1B.

Tién hanh ghim nhe ca phan nhu gdc nang téc (Dermal papilla) va phén vé bao

quanh gdc nang téc (Dermal sheath cup) xubng bé mat giéng nudi cay (loai dia 12 giéng)
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dé cb dinh cho md nang téc bam vao bé miat giéng c6 chira sin moi trudng
StemMACS™ (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Ptrc). Nudi cdy & 37 °C trong mbi
treong 5% COztrong 14 ngay dé tang sinh té bao gdc nang téc.

Té bao sau 14 ngay nudi cdy (giai doan PO) dugc bd sung enzym CTS™
TrypLE™ (Thermo Fisher Scientific, USA) vao mdi giéng theo huéng dan ctia nha san
xuét dé phan tach té bao gdc nang téc ra khoi bé mat giéng nudi cdy. Hinh anh té bao

gbc nang toc & giai doan PO dugc thé hién trén hinh 1C.

Céy chuyén té bao sang chai nudi cay (P1) v6i mat @ 500 té bao/cm? bé mit chai
nudi cy trong moi trudng nudi cdy té bao gdc StemMACS va méi truong DMEM/F12
+10% FBS. B& mit cdc moi trudng nay da dugc trang phu chét nén CTS™ CELLstart™
substrate (Gibco, Massachusetts, USA) gitip té bao bam dinh. Té bao tiép tuc dugc i va
nudi trong diéu kién 37 °C va 5% CO; dé tang sinh thu duoc té bao gbc nang toc. Voi
mdi 1an cdy chuyén thu duge té bao P2, P3 twong tmg. Hinh 4nh té bao gdc nang toc &
giai doan P3 dugc thé hién trén hinh 1D. Hiéu sut thu thap té bao duoc thé hién vé sb
luong té bao & giai doan P0. V&i mdi duge qua céc giai doan cdy chuyén dugc mo ta

trong bang 1.

Bang 1: Hiéu suat phan lap va ting sinh té bao trong moi truong StemMACS

Mau S6 luong TB | S6 luong S6 lugng S6 luong
PO TB P1 TB P2 TB P3

1 (15 nang toc) 400.000 2,4 x 108 7,3 x 108 60,5 x 10°

2 (15 nang toc) 400.000 2,7x 10° 6,2 x 10° 60,4 x 10°

3 (14 nang toc) 280.000 2,2 x 108 7,1 x 10 58,5 x 106

4 (12 nang téc) 210.000 1,675 x10° 5,8 x10° 62,2 x 10°

5 (12 nang toc) 150.000 1,3x10° 6,5 x 10° 60,7 x 10°

Té bao phat trién qua cac giai doan dugc danh gia kha nang tang sinh thong qua
thong sb thoi gian nhan doi quan thé. Cong thtrc tinh thdi gian nhan déi quan thé nhu

sau. Két qua dugc thé hién trong Bang 2.
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Nt
In (Na)

Toc do tang trudng =

Nt: Tdng s6 té bao thu dugc & thoi diém t (gid)
NO: S4 té bao thu dugc tai thoi diém 0 gio
t (gi®): khoang thoi gian gifta hai 1an cdy chuyén

In(2)

T6c dd ting truwdng

Thoi gian nhén do1 quan thé =

Bang 2: Két qua thoi gian nhan doi quén thé cta té bao trong didu kién mai

truong DMEM/F12 + 10% FBS

. DMEM/F12 + 10 % FBS
Mau
P1 - P2 (gio) P2 - P3 (gio)
1 39,74 39,38
2 38,14 39,75
3 38,09 37,85
4 38,67 38,48
5 39,38 39,22
Trung binh 38,38 £0,41 38,8+ 1,34

Két qua cho thiy té bao c6 kha ning phat trién tot trong ca hai loai mdi truong
nubi cdy 1a StemMACS va DMEM/F12 + 10% FBS. Thoi gian nhan dbi t€ bao khoang
tir 37-40 gio, diéu nay cho thdy té bao gdc nang toc thu duge c6 kha ning phat trién
manbh.

Vi du 2: Ddnh gid diic tinh, hinh thdi té bao goc nang téc nudi cy

D& déanh gia dac tinh hinh thai, té bao gdc nang téc (PO) thu duoc tir Vidu 1 dugce
nudi ciy trong moi trudng DMEM/F12 hodc StemMACS trong cc diéu kién nhu néu
trong Vi du 1. Trong ca hai diéu kién moi truong nudi cay nay, té bao gbc phan 1ap duoc
déu co kha nang sdng, tang sinh va c6 dic diém dién hinh nhu: hinh théi t€ bao gbc trung

md (dang giéng nguyén bao sgi thudn dai).

10
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Hinh thai t& bao gbc nang téc nudi cAy trong moi truong StemMACS (Hinh 2A)
va trong mdi truong DMEM/F12 + 10% FBS (Hinh 2B). Trong ca hai diéu kién moi
truomg nudi cdy nay, té bao gbc phan lap dugc déu c6 kha ning sbng, tang sinh va c6
dic diém dién hinh nhu: hinh thai té bao gdc trung md (dang gidng nguyén bio soi thudn
dai). Hinh thai té bao nudi trong hai loai mdi truong nay déu cho thiy mot quan thé té
bio kha ddng nhat v& hinh thi, c6 hinh dang dién hinh thu6n dai gidng té bao soi. Khong
¢6 su khéc nhau gitra hai moi truong nudi cdy.

Pé danh gia dic tinh coa té bao gbc nang toc tién hanh danh gié chi thi té bao
CD73, CDY0 va CD105 va SSEA3 tai P3 bing phuong phép phén tich té bao dong chay.
Cac d4u sinh hoc dugc phan tich gdm ¢6 CD90, CD105, CD73 va SSEA3. Dong thoi
nhém chat chi thi 4m tinh cua té bao gbc trung md cling duge phén tich, gbm c6 CD45,
CD34, CD11b, CD19 va HLA-DR. Céc d4u sinh hoc dugc nhudm theo quy trinh cua
nha cung cap.

Céc khang thé CD90, CD105, CD73, CD45, CD34, CD11b, CD19 va HLA-DR
str dung bd kit Human MSC Analysis Kit (BD Biosciences, California, USA) va SSEA3
str dung bo kit khang thé SSEA-3 Rat FITC (BD Biosciences, California, USA) va phan
tich két qua trén may Beckman Coulter flow cytometer va phan mém Navious (Navios

Software 3.2) tich hgp trén may.

Két qua cho thdy cac déu 4n chi thi thudc nhom té bao gdc trung md CDIO,
CD105 va CD73 d&u c6 bidu hién > 98%, nhom ddi ching 4m cia té bao gbc trung md
< 1,5%, nhom SSEA3 (Stage-Specific Embryonic Antigen-3) tu 0,1 dén 0,5%. Tdong
hop két qua chi tiét thé hién trong Bang 3.

Bang 3: Biéu hién dau sinh hoc cta té bao goc nang toc

Mau CD73 CD90 CD105 | Déichingam | SSEA3
1 99% 99,5% 99,7% 0,4% 0,4%
2 100% 100% 99,9% 0,2% 0,5%
3 99,9% 99% 98% 0,2% 0,1%
4 99,5% 99,7% 99% 1,4% 0,1%

11
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5 99,9% 99,9% 98,6% 0,1% 0,1%

TB £8D | 99,66 £0,41 | 99,62 +0,39 99,04 0,78 | .0,46 £0,53 0,24 £0,19

Két qua cho thiy té bao gbc nang téc phan 1ap dugce theo sang ché co6 biéu hién
chét chi thi ctia nhém té bao gbe trung md CD90, CD105 va CD73 1a > 98% (Hinh 3),
va ¢6 bidu hién nhém SSEA3 (Stage-Specific Embryonic Antigen-3) tir 0,1 dén 0,5%
(Hinh 4).

So vdi té bao gbe nang téc thu dugce tir US 8431400 B2 (Vi du 2A), trong d6 t&
bao duoc nudi cdy trong AmnioMax C100 basal medium + AmnioMax C100
supplement co biéu hién alkaline phosphatase va MSP. Diu nay cho thdy quy trinh
theo sang ché cho phép phén 1ap va nudi chy té bao gbc nang toc co biéu hién dic tinh
cta té bao da ning, c6 kha ning biét hoa tdt hon. Diéu nay ky vong cho phép phat trién
san pham cho phép kich thich mgc toc va/hodc ngan nglra rung toc.

Vi du 3: Ddnh gid khd ndng biét héa cia 1¢ bao goc nang téc nudi cdy

Té bao gbe nang toc tiép tuc dugce kidm tra tiém nang cta té bao gbc da nang
bang kha nang tao cum (CFU) va kha nang biét hod thanh dong té bao xuwong va té bao

sun.

St dung phuong phap danh gid kha nang tao cum dé kiém tra dic tinh tu 1am méi
ctia té bao gbc nang toc. Panh gia kha ning tao cum dya trén thong s6 Hidu suét tao
cum: Hiéu suét tao cum = CFU/S6 té bao da gieo x 100%. Mo6i trudng nudi céy va té
bao duoc trai trén bé mit dia nudi céy 6 giéng véi mat do 4 té bao/cm?. Té bao duoc
nudi cdy va duy tri ¢ diéu kién 37 °C, 5% COa. Mdi truong dugc thay méi sau mdi 3
dén 4 ngay. Kha nang tao cum dugc tién hanh cb dinh va nhudm sau 14 ngay nudi cy.
Sé cum tao dugc ¢ mAu 01 1a 13,3 + 2,33 cum, mau 02 1a 16,3 + 1,86 cum va méau 03 1a
17,3 + 3,77 cum. Dua vao $6 cum da dém duoc, hidu suét tao cum cua mau 01 14 37,03
+ 6,49 (%), mau 02 13 45,37 + 5,17 (%) va mau 03 1a 48,1 + 10,49 (%) (Bang 4). Bén
canh d6, hinh anh cum dugc chup duéi kinh hién vi, nhan théy cic cum c6 mat do té
bao c6 tap hop t& bao véi mot sb lugng 16n (Hinh 4 — Vat kinh 4X), ddc diém nay cla

cum té bao c6 thé quan sat dugc trong Hinh 5.

Bang 4: Kha nang tao cum (CFU-F) cua té bao

12
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Mau S6 cum Hiéu suét tao cum
01 13,3 +2,33 cum 37,03 + 6,49 %
02 16,3 + 1,86 cum 45,37 + 5,17 %
03 17,3 +3,77 cum 48,1+ 10,49 %
Trung binh £SD 15,6 +2 cum 43,5 45,7 %

Danh gia kha nang biét hoa cua té bao gbc nang téc thong qua dic tinh biét hoa
tao xuong va sun. Qua trinh tao m& 1a sy tich tu cua cac giot lipit, tao xuong la su tich
tu cia Canxi va biét hoa tao sun tao ra chit nén ngoai bao 6 su xuét hién cua cac phan
tir dic trung cho sun nhu collagen loai II va Aggrecan. Mau té bao dugc gieo v6i mat
d6 4000 té bao/ giéng trén dia 96 giéng & giai doan 4 (P4). Té bao dwoc nudi cdy trong

mbi treong DMEM/F12 + 10% FBS. Sau 2-3 ngay, mat do té bao dat 70 — 80% bé mit

i ay, 1iiqa

-

giéng nuodi cdy, thay mdi trudng biét hoa & cac giéng biét hoa ddng thoi.

Biét hoa tao té bao xuwong duogc kiém tra béng thubc nhuém Alizarin Red S nhd
dic tinh bit mau ion Calcium sau 14 ngay nudi cdy. Céc té bao biét hod bat mau do
(Hinh 6A). Biét hod tao t€ bao tao m& dugc phét hién bang thubc nhuom Oil Red sau
khoang 21 ngay nudi cy. Cac té bao biét hoa sé tao cic giot md hinh tron va cd mau
vang (Hinh 6B). Biét hoa tao syn dugc nhudm thuéc nhudém Alican Blue sau 14 ngay
nudi cdy. Cac té bao biét hoé c6 céu tric giéng sun va bat mau xanh cla thubc nhudm
(Hinh 6C). Két qua nay cho thdy té bao gbc nang téc thu duge theo sang ché thé hién

dic tinh cua té bao gdc da ning cho phép biét hoa thanh mot s6 té bao chuyén biét.
Hiéu qua dat dwgc ctia sang ché

Quy trinh phéan 13p va nudi chy té bao gbc nang toc theo séng ché don gian, dé
thuc hién cho phép thu duogc té bao gdc nang téc da nang c6 kha ning phat trién manh.
Didu nay mé ra tiém nang phat trién ché phdm té bao gbc ung dung dé kich tich moc
toc va/hodc diéu tri bénh rung toc.

Quy trinh theo sang ché cho phép phan lap tir mAu chira nang toc nén ¢ tiém
nang ng dung rong rai. Té bao gdc nang téc thu dugce té bao gbc nang toc, gbm c6 té
bao gbc biéu bi (dermal stem cells), t& bao biéu bi nang toc (dermal sheath cup cell -

DSC) va té bao nhu nang téc (dermal pappilia cell -DP), véi phan 16n té bao 1a té bao

13
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bidu bi nang toc (DSC) va té bao nhéi nang toc (DP) chira dic tinh cia té bao da ning

tao cum té bao nang toc dé kich thich moc téc.

14
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh phan 1ap va nuoi cdy té bao gdc nang téc, trong d6 quy trinh nay bao

gom céc budec:

a) thu thap md nang toc bang cach thu nhan timg miu nang toc riéng biét da dugc
cht khoi 16p biéu bi trén da diu bing miii khoan sinh thiét duong kinh 0,7mm véi chiéu
sdu tinh tir gbe soi téc 13 Smm, cac miu md nay duge dua vao méi truong chira dung

dich dém PBS chtra 2% khéang sinh penicillin va streptomycin;

b) x&r ly md nang téc bang cach chuyén mau thu thap dugc sang méi trudng
DMEM/F12 chira 2% khéng sinh penicillin va streptomycin trong 30 phut trong khoang

nhiét do tir 4 °C dén 25 °C thu duge cdc cum mo nang téc da duge x ly;

¢) phén 1ap té bao nang téc bing cach cdy timg cum md nang toc da duge xit ly
sang giot moi truong DMEM/F12 bd sung 1% khéng sinh penicillin va streptomycin,
sau khi xuét hién t& bao nhti nang toc, tién hanh cit phan chan nang chra phan té bao
nht gbe nang toc va phan vé bao quanh rdi 16n phan vo bao & gbc nang toc dé 16 ra phan
té bao nhi gbe nang téc va phan v6 bao quanh gbc nang toc, sau dé cdy cb dinh té bao
nht gdc nang toc va phan vo nay vao giéng nudi cdy chira moi truong nudi cdy té bao
gbc hodc mdi trudng DMEM/F12 dugc bd sung 10% huyét thanh phoi thai bo ORIy

37 °C trong moi truong 5% COz trong 14 ngay dé tang sinh té bao gbc nang toc; va

d) thu té bao gbc nang toc bang cach bd sung enzym phan cét trypsin dé tach té
bao gbc nang toc ra khoi bé mat giéng nudi cdy, sau do chuyén té bao gdc nang téc da
tach khoi mo6 nay sang moi trudong nudi cdy té bao gbc hodc mdi truong DMEM/F12
dugc bd sung 10% huyét thanh phdi thai bo rdi 0 & 37 °C dé tang sinh so lugng, thu
duogc té bao gde nang toc.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 mdi trudng dé cdy té bao gbc nang toc sau khi
duoc tach khéi mo con dugce trang phtt mot 16p chat nén giup té bao gbc bam dinh va
mat do té bao gbe nang toc dugce chy trén bé mat moi trudng nay 1a 500 té bao/cm?.

3. Quy trinh theo diém 1, trong d6 chét khang sinh dugc st dung 1 penicillin va

streptomycin va méi trudng nudi cay 1a moi truong bao gom hon hop cia moéi trudong

DMEM/F12 va FBS duoc phdi tron theo ty 18 thé tich 1a 9:1.

15



4418 - 1619

(o)) (D)




SS

4418

HINH 3

az2

17/19

SS

L R e L e e L
° 0 16 10 10! 10 1o
FS
[Ungated] FS INT LIN/SS INT LIN [Cells] FL2 INT LOG
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 23451 100.00 100.00 532 273 ALL 20747 88.47 100.0C 7332 Ha4
Cells 20747 88.47 88.47 548 274 Negtive markers 36 0.15 0.17 3499.6 ###
...... MSC auttur Nang top(Cells} FL4 INT LOG : [Cells} FL4 INT L see-m-MSC u,u..._:: b‘{nnq lT:(Cells) FL8 INT LOG : [Cells} FL8 INT L
i P Gorse
H ;0 dnnne
4 i i R
P P
i Pl
P
o ' 10 10 10 © 1o° A o o p 1
CD105 cD73
=
-
a
n 3
& g 7
o ]
Q o7
(9] o E
‘3
‘ SRR I U U I UL ° ORI I N LT B L IR I IR
¢ ot w # ' w1 ] ' 0 10" 0 W o 10 10 10 10* o

PE Negative

PE Negative

PE Negative




4418

HINH 4

[Ungated] FS INT LIN/SS INT LIN

Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 61599  100.00 100.00 533 283
Cells 54911  89.14 89.14 543 282

[Cells] FL1 INT LOG
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean
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[Cells] FL1 INT LOG
Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean

ALL 54911 89.14 100.00 6002  ### ALL 54911 89.14 100.00 3000.1  ###
C 279 045 051 13017.3 ### CD105+ 54634 88.69 99.50 3013.6  ###
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[Cells] FL1 INT LOG

Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 54911 89.14 100.00 3000.1 600.2

Muse 258 042 047 40574 8701.1

[Cells] FL1 INT LOG

Region Number %Total %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 54911 89.14 100.00 3000.1 282
CD105+ 54623  88.68 99.48 30072 282
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