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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Séng ché dé cap dén dang bao ché bao quan hoic vén chuyén té bao gbc
trung mo, phuong phap diéu ché dang bao ché bao quan hoic van chuyén té bao
gdc trung mé ciing nhu dé cip dén cac phuwong phép sir dung dang bao ché bao
quan hodc van chuyén té bao gbc trung md. Cac phwong phép nay bao g6m
phwong phap véan chuyén té bao gbc trung mb trong dang bao ché bao quan hoic
van chuyén nay cling nhu phuong phép diéu tri cho dbi twong mic bénh, phuong
phap bao gém viéc ding khu tra té bao gdc trung md ma di duge bao quan hodc
véan chuyén trong dang bao ché bao quan hoic van chuyén nay. Sang ché con d&

xuat dang li€u don vi cua céc t€ bao goc trung mo.

Tinh trang ky thuit clia sang ché

Céc té bao gbc trung md dwge phan lap tir mang b1 ctia ddy ron va dic tinh
lam lanh vét thuong cua ching lan dau dugc thdng bao trong don yéu cau cip
patent M§ s& 2006/0078993 (din dén patent My sd 9,085,755, 9,737,568 va
9,844,571) va don patent quic té& dong dang s& WO2006/019357. Ké tir d6, md
day rén da duoc cht y 1am ngudn té bao da nang; do loi ich rong rii cla no, diy
rén va cu thé 1a céc té bao gbe dugc phan 1ap tir mang 6i cia day rén (con duoc
goi 1a “cac té bao gbc mang 16t day rén”) dd duge xem la ngudn té bao thay thé
tuyét voi cho y hoc tai sinh. Xem, Jeschke et al. Umbilical Cord Lining Membrane
and Wharton’s Jelly-Derived Mesenchymal Stem Cells: the Similarities and
Differences; The Open Tissue Engineering and Regenerative Medicine Journal,
2011, 4, 21-27. Ddng thoi, quan thé cac té bao gbe trung mo tir mang 6i cua day
rdn da dwoc md ta trong don My s6 20181/27721 hodc don qubc té dong dang s
WO 2018/067071.
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Quan thé t bao gbc trung md duge md ta trong don My 2018/127721 hodc
don quic t& ddng dang WO 2018/067071 c6 loi thé 1a 99% té bao gde hodc nhiéu
hon ctia qudn thé nay biu hién ba gen danh ddu MSC la CD73, CD90 va CD 105
trong khi khong bidu hién CD34, CD45 va HLA-DR. Quan thé t€ bao dugc x4c
dinh 3 va cuc ky dong nhit nay 13 Gtng vién ly tudéng cho céc thir nghiém l1dm sang
va c4c liéu phap dua trén té€ bao vi no, ching han, ddp ung ddy du cic tiéu chuén
dwoc chép nhan thong thudong cho cac MSC cua nguoi dé str dung cho liéu phép £
bao nhu dugc dinh nghia béi tai lidu, chéng han, Dominici et al, “Minimal criteria
for defining multipotent mesenchymal stromal cells. The International Society for
Cellular Therapy position statement”, Cytotherapy (2006) Vol. &, No. 4, 315-317,
Sensebe et al,.”Production of mesenchymal stromal/stem cells according to good
manufacturing practices: a, review”, Stem Cell Research & Therapy 2013, 4:66),
Vonk et al.,, Stem Cell Research & Therapy (2015) 6:94, hodc Kundrotas Acta
Medica Lituanica. 2012 Vol. 19. No. 2. P. 75-79. Nhu dwoc md ta trong don qudc
t& s6 WO 2018/067071, qudn thé té bao gbe trung md nay co thé, chiang han, duge
str dung & trang thai khong dugc biét hoa cua ching cho cac muc dich 1am lanh vét
thwong nhu diéu tri bong.

Tuy nhién, cic té bao gbc nhu cac té bao gbc trung md nhu dugc md ta &
trén thuong khong dung duge cho nguoi bénh ngay tai dia diém ching dugc san
xut. Thudong 14 phai mit mot khoang thdi gian déng ké tir lac thu gom té bao dén
khi str dung ching sau d6. Do d6 cé nhu cdu tao ra cac dang bao ché bao quan
hodc van chuyén ma giit cho cac té bao séng va khoe manh trong mot khoang thoi
gian thuong dung @ véan chuyén hoic bao quan té bao.

Do d6, muc dich ciia sang ché 1a dé xuat dang bao ché thich hop dé bao

quéan va/hodc van chuyén té bao goc trung mo, dap ing nhu céu nay.

Ban chit ky thuit ciia sing ché
Muc dich nay cua sang ché dwgc hoan thanh bdi cdc phuong phép, dang
bao ché bao quan hoic vin chuyén té bao gbc trung mo va dang lidu don vi c6 cac

dau hiéu cta cac diém yéu cau bao ho doc 1ap.
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Theo khia canh thir nhat, sang ché dé xuit phwong phéap diéu ché dang bao
ché bao quan hoic van chuyén té bao gbc trung mo, trong d6 dang bao ché nay
chira khoang 0,5 dén khoang 10 triéu té bao gbc trung mo, phuong phap nay bao
gbm cac bude:

a) tao huyén phu té bao gdc trung mo trong mot thé tich dinh trudc cua dung dich
tinh thé, trong d6 dung dich tinh thé chira khoang 0,5% hoac khoang 1% dén
khoang 5% (trong lugng/thé tich) albumin huyét thanh, nhd d6 thu duge dich
huyén phu té bao thir nht,

b) x4c dinh ndng do ctia té bao gbc trung md trong dich huyén phu té bao thir nhét,
va xéc dinh thé tich cta dich huyén phi té bao thi nhit cin dé didu ché dang bao
ché chira khoang 0,5 dén khoang 10 tridu té bao gdc trung mo,

c) trdn thé tich xac dinh cua dich huyén phu té bao tha nhat voi thé tich cua chét
mang 1éng, trong do chit mang long nay chira khoang 0,5% hodc khoang 1% dén

khoang 5% (trong lugng/thé tich) albumin huyét thanh cling nhu

1) Trolox;
i) Na®;

iii) K%

iv)  Ca*’;

V) Mg,
vi)  Cl;

vii)  H2POg7
viii)) HEPES;

ix) Lactobionat;
X) Sucroza;

X1) Manitol;

xii)  Glucoza;

xiil) Dextran-40;

xiv)  Adenosin, va
xv)  Glutathion,

nho d6 thu dugce dang bao ché bao quan hodc van chuyén té bao géc trung mo

chira khoang 0,5 dén khoang 10 triéu té bao gdc trung mo.

3-
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Theo khia canh tht hai, sang ché @ xuét dang bao ché bao quan hodc van
chuyén té bao gbc trung mo thu duge bang phuong phép nhu dugc xac dinh & day.

Theo khia canh th@ ba, sang ché dé xuét dang bao ché bao quan hodc véan
chuyén té bao gdc trung md ¢ thé thu duoc bang phwong phap nhu dugc xac dinh
& day.

Theo khia canh thtr tu, sang ché dé xuit phuong phap vén chuyén té bao
gbc trung mo, phuong phép nay bao gbm van chuyén cac té bao gbc trung md
trong dang bao ché bao quan hodc van chuyén té bao gbc trung md nhu dugc xac
dinh & day.

Theo khia canh thi nam, sang ché dé xuét phwong phap diéu tri cho ddi
tuong méc bénh, phuong phap nay bao gbm dung khu tra té bao gbc trung mo ma
da dugc bao quan hodc van chuyén trong dang bao ché bao quan hodc van chuyén
té bao gdc trung mo nhu dugce xéac dinh & déy.

Theo khia canh th sdu, séng ché @& xuét dang lidu don vi cua té bao géc

trung mo c6 thé thu dugc bang phuong phap nhu duge xac dinh & day.

M35 ta vin tit cdc hinh vé

Sang ché s& duoc hiéu rd hon véi su tham chiéu dén phan mo ta chi tiét
sang ché khi dugc xem xét két hop v6i cac vi du khong lam gidi han sang ché va
cac hinh v&, trong do:

Fig.1 thé hién bang thong tin k¥ thuét ctia Lonza cho mdi truong eagle dugc
bién ddi boi Dulbecco, bao gém sb catalog cia DMEM duoc st dung dé tao cac vi
du minh hoa v& moi trwdong theo sang ché (PTT-6) trong Phan thir nghiém;

Fig.2 thé hién bang thong tin k§ thuat ctia Lonza cho moi truong Ham’s
F12;

Fig.3 thé hién bang thong tin ky thudt cia Lonza cho mdi truong
DMEM:F12 (1:1), bao gdm s6 catalog cia mdi trudng DMEM:F12 (1:1) duge st
dung dé tao vi du minh hoa vé mdi truomg theo sang ché (PTT-6) trong Phan thir

nghiém;
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Fig.4 thé hién bang thong tin k¥ thuat ctia Life Technologies Corporation
cho moéi truong M171, bao gdm sb catalog clia moi trudng M171 duge st dung dé
tao vi du minh hoa vé moi truomg theo sang ché (PTT-6) trong Phan thir nghiém;

Fig.5 thé hién danh myc céc thanh phan, bao gém cac nha cung cap thuong
mai va sb cataglog ctia ching dugc st dung trong Phan th nghiém dé tao mdi
truong PTT-6. Trong trudong hop mdi truong PTT-6 can duoc st dung trong san
xuat GMP, n6 khong chira cac thudc thir khang sinh dé pht hop véi cac hudng san
xuit cia FDA M§ dbi véi sinh vat hoc.

Fig.6 thé hién cac két qua cua céc thir nghiém tric luu t€ bao (flow
cytometry) ¢ do té bao gdc trung mod duge phan lap tir day ron duge phan tich vé
su biéu hién ctia cc gen danh diu té bao gdc trung md 1a CD73, CDY0 va CD105.
Ddi véi cac thir nghiém nay, té bao gdc trung md dugc phan 1ap tir mo day ron
bang cach nudi cdy mé day rén trong ba moi trudng nudi ciy khac nhau, sau d6
cdy chuyén céc té bao gbc trung md trong moi trudng twong ing. Ba mdi truong
nuoi cdy sau dugce st dung trong cac thir nghiém nay: a) 90% (thé tich/thé tich/
DMEM dugc bd sung 10% FBS (thé tich/thé tich), b) méi truong nudi ciy PTT-4
mb ta trong don yéu cu cap patent My 2006/0078993 va don séng ché qudc té
ddng dang W0O2006/019357, gdm c¢6 90% (thé tich/thé tich) CMRL1066, va 10%
(thé tich/thé tich) FBS (xem doan [0183] cia W02006/019357 va ¢) mdi truong
nudi ciy theo sang ché PTT-6, thanh phan ctia né6 dugc md ta & day. Trong phén
tich tric luu t& bao nay, hai mau khic nhau cua quéan thé t& bao gbc trung md cla
mang 16t day ron (cord lining mesenchymal stem cell - CLMC) duoc phéan tich d6i
v6i mdi trong sb ba mdi trudng nudi cdy duoc str dung. Cac két qua dugc thé hién
trén céc hinh v& Fig.6a dén Fig.6¢c. Chi tiét hon, Fig.6a thé hién phan tram cic té
bao gdc trung md mang 16t ddy rdn dugc phan 1ap biéu hién cdc gen danh diu té
bao gbe CD73, CDY0 va CD105 sau khi phan 1ap tir mo day rbn va nudi cdy trong
DMEM/10% FBS, Fig.6b thé hién phin trim ciia cac té bao gdc trung md mang
16t day rén duoc phan lap bidu hién cac gen danh dau té bao goc CD73, CDI0 va
CD105 sau khi phan lap tir md day rén va nudi cdy trong PTT-4 va Fig.6c thé hién

phan trim cac t€ bao goc trung md mang 16t day ron dugc phéan 1dp biéu hién cac
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gen danh ddu té bao gdc CD73, CD90 va CD105 sau khi phéan lap tir mo day rén
va nudi cdy trong PTT-6.

Fig.7 thé hién cic két qua cta céc thtr nghiém tric luu té bao (flow
cytometry) & d6 té bao gdc trung md duge phan 1ap tir day ron duoc phén tich vé
su biéu hién cua cc gen danh déu té bao gbc clia chiung (CD73, CD90 va CD105,
CD34, CD45 va HLA-DR (khang nguyén bach cdu ngudi — lién quan dén khang
nguyén D ) duoc st dung dé xac dinh su thich hop ctia té bao gbc trung mo da
nang cta ngudi cho lidu phép té bao va so sanh véi su biéu hién ctia cdc gen danh
ddu nay boi té bao gbe trung mo tiiy xwong. D6i v6i thir nghiém nay, cac té bao
gbc trung md ciia mang 61 cua day ron duoc phan lap tir md diy rén bang cach
nudi cdy md day ron trong mdi tredng nuodi cdy theo sang ché PTT-6 trong khi té
bao gdc trung mo tiy xwong duge phan lap tir thy xwong clia ngudi st dung giao
thire chuan.

Fig.7a thé hién phan tram cua cic té bao gbc trung mod mang 16t day rdn
duoc phan 1ap ma biéu hién cac gen danh dau té bao géc CD73, CD90 va CD105
va khoéng c6 sy biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR sau khi phan 1ap tr mo day
rén va nudi cdy trong moi truong PTT-6 trong khi Fig.7b thé hién phén trim cla
cac té bao gbe trung md tiy xwong duge phan lap bidu hién CD73, CD90 va
CD105 va khong c6 su biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR.

Fig.8 thé hién thiét 1ap thir nghiém dé so sanh céc chit mang khac nhau.
Quan thé t bao gbe trung md thir nhat nhu duge mo ta & day dugc phat trién ra
trong cac binh thot ¢d nudi cay té bao. Luong té bao gdc trung md song duge dém
va sau d6 2 triéu té bao/lo duoc bao quan trong cic khoang thdi gian khéc nhau
trong PlasmaLyte-A hodc HypoThermosol™-FRS. Sau khi bdo quan, cac té bao
duwoc dém trong mau <50ul hang ngay trong ngay 1-5 (rat tdng thé tich chat long
250pl) va dugc kiém tra vé kha ning sdng bang cach nhudm céc té bao bang xanh
Trypan. Hon nita, vao ngay 1, 3 va 3, 14y mau <80ul va phan tich. Sau ngay 1, 3 va
5 bao quan, 100.000 MSC tir mdi thoi diém sau d6 duge nudi cdy trong méi trudng
PTT-6 trong 48 gidr va thu cac phan ndi cho cac thir nghiém xytokin: PDGF-AA,
PDGF-BB, VEGF, IL-10, Ang-1, HGF va TGFPl dugc do bing hé thdng
FLEXMAP 3D.

6/197



52872

Fig.9 tom tit dit lidu vé kha ning séng. Nhu c6 thé thdy tir bicu db bén tay
trai, 73% tong s6 luong té bao (khoang 95%) khi bt dau bao quan 1 van con song
vao 7 ngay sau khi bdo quan trong HypoThermosol™. Trai lai, sau 7 ngay bao
quan trong PlasmaLyte-A chi 42% tong sb luong té bao (khoang 94%) khi bat dau
bao quén la van con séng. TAt ca s6 dém duogc dua trén cac s6 doc duoc thuc hién
hai 1An ma ndm trong 10% cta nhau (theo SOP CR D2.600.1). Trong qué trinh
dém, cac té bao dugc bao quan trong HypoThermosol™ nho hon mot cach déng
chi v v6i céc canh nhdn va dugc dinh ro. Tréi lai, céc té bao trong Plasmalyte-A
cho thiy c6 khoang kich thuge khac nhau. HypoThermosol™ hd trg mot cach
dang chu y su tich hop mang va su sbng sot c6 thé doan chimg trong thoi gian 6
ngay. Cac két qua twong tu cling dugc thé hién trén biéu d6 bén phia tay phai.

Fig.10 thé hién céc két qua thu duge khi do dudmg kinh té bao cia céc té
bao. Quan thé té bao gbc trung md nhu dugc md ta ¢ ddy khi duge gitt trong
HypoThermosol™ ¢6 khoang dudng kinh hep hon khi so v6i té bao duogc gift trong
PlasmalLyteA. Viéc so sanh dugc thuc hién sau 3 ngay bao quan.

Fig.11 thé hién ndéng 46 TGFBI1 trong phan nbi tir quén thé té bao gdc trung
md nhu dwoc md t& & diy dugc bao quan trong HypoThermosol™ hodc
Plasmalyte-A sau 48 gi® bao quan. Nhu ¢6 thé thdy tir biéu db bén phia tay phai,
t& bao tiét nhidu TGFB1 khi duoc bao quan trong HypoThermosol™ nhu khi dugc
bao quan trong Plasmalyte-A. Nhin chung, theo thoi gian, lugng TGFRI tiét ra
giam (biéu dd bén phia tay phai).

Céc Fig. 12 va 13 thé hién cac thir nghiém déi ching. O day, céc nong do
PDGF-BB va IL-10 duogc do trong phan ndi tir quén thé té bao gbc trung md nhu
duge md ta & day duoc bao quan trong HypoThermosol™ hodc Plasmalyte-A
trong 48 git. Vi PDGF-BB hodc IL-10 khong dugc tiét ra mot cach binh thuong
béi quan thé t& bao gbe trung md nhu duoc md ta & ddy, khong phét hién co
PDGF-BB hodc IL-10 trong mau bét ky.

Fig.14 thé hién noéng dd VEGF trong phin ndi tir céc quan thé té bao gbe
trung m6 nhu dugc md ta & day duoc bao quan trong HypoThermosol™ hodc
PlasmaLyte-A trong 48 gio. Nhu ¢6 thé thiy tir biéu d6 bén phia tay phai, té bao
tiét nhidu VEGF khi dugc bao quan trong HypoThermosol™ hodc PlasmaLyte-A

-
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vao ngay 0. Vao ngay 1 va 5 té bao tiét nhiéu VEGF khi dugc bao quan trong
PlasmaLyte-A. Luu y, khi dugc bao quan trong 3 ngay, té bao tiét nhidu VEGF khi
duge bao quan trong HypoThermosol™ hon khi dugc bao quan trong Plasmal yte-
A. Do @6, HypoThermosol™ lam tdt hon Plasmalyte-A qua ngay 3 bao quan.
VEGF phat hién dugc cang nhiéu, ching céy cang khoe manh. Do do, nho tiét
nhiéu VEGF hon sau 3 ngay bao quan trong HypoThermosol™ so véi khi duoc
bao quan trong Plamsalyte-A, té bao khoe manh hon trong HypoThermosol™ so
v6i trong PlamsaLyte-A. Tu 5 ngay, viéc bao quan trong Plasmalyte c6 vé t6t
hon, vi & thoi diém nay té bao duoc bio quan trong Plasmalyte-A tiét nhidu
VEGF hon. Nhin chung, theo thdi gian lugng VEGF dugc tiét giam (biéu do bén
tay phai).

Fig.15 thé hién ndng d6 PDGF-AA trong phan ndi tir quan thé t€ bao gbe
trung md nhu duoc mé ta & day duge bao quan trong HypoThermosol™ hodc
PlasmaLyte-A trong 48 gi¢. Nhu ¢6 thé théy tir biéu dd bén phia tay phai, té bao
tiét nhidu PDGF-AA khi dugc bao quan trong HypoThermosol™ nhu khi dwoc
bdo quéan trong Plasmalyte-A vao ngay 0. Vao ngay 1 va 5, té bao tiét nhidu
PDGF-AA khi dugc bao quan trong Plasmalyte-A. Luu y, khi duge bao quan
trong 3 ngay, té bao tiét nhiéu PDGF-AA hon khi dugc bao quan trong
HypoThermosol™ so v6i khi duge bao quan trong Plasmalyte-A. Do do, té bao
dwoc bao quan trong HypoThermosol™ khée manh hon té bao duoc bao quan
trong Plasmalyte-A sau 3 ngdy bao quan. Tir 5 ngay bao quan tr¢ di, Plasmalyte
¢6 vé tro thanh chit mang tét hon, vi & thoi diém nay té bao dugc bdo quan trong
PlasmaLyte-A tiét nhiéu PDGF-AA hon. Nhin chung, theo thoi gian lugng PDGF-
AA duoc tiét giam (biéu do bén tay phai).

Fig.16 thé hién ndéng d6 Ang-1 trong phan nbi tir quin thé té bao gbc trung
md nhu dugc md ta & ddy dwoc bao quan trong HypoThermosol™ hodc
PlasmaLyte-A trong 48 gi¢. Nhu c6 thé thay tir biéu d6 bén phia tay phai, té bao
tiét nhidu Ang-1 khi dugc bao quan trong HypoThermosol™ hogc Plasmalyte-A
vao ngdy 0 va 3. Vao ngay 5, t& bao tiét nhiéu Ang-1 khi dugc bao quan trong
PlasmaLyte-A. Luu y 1a khi dugce bao quéan trong 1 ngay, té bao tiét nhidu Ang-1

khi dugc bao quan trong HypoThermosol™ hon khi dugc bao quén trong

-8-
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PlasmaLyte-A. Do d6, té bao duoc bao quan trong HypoThermosol™ c6 vé khoe
manh hon khi dugc bao quan trong Plasmal.yte-A trong it nhit 48 gidr cho dén
ngay 3 bao quan. Tl ngay 5, Plasmalyte c6 vé tr¢ thanh chét mang tot hon, vi &
thoi diém nay té bao dwoc bio quan trong PlasmaLyte-A tiét nhiéu Ang-1 hon.
Nhin chung, theo thdi gian luong Ang-1 dugce tiét giam (biéu db bén tay phai).

Fig.17 thé hién ndng do HGF trong phan ndi tir quan thé t& bao gdc trung
md nhu dugc méd ta & diy duoc bao quan trong HypoThermosol™ hodc
Plasmal yte-A sau 48 git bao quan. Nhu ¢6 thé thay tir biéu 6 bén phia tay phai,
té bao tiét nhiéu HGF hon khi duoc bao quan trong HypoThermosol™ so véi khi
duoc bao quan trong Plasmal.yte-A vao ngay 0. Vao ngay 3 va 3, té bao tiét nhidu
HGF khi dugc b4do quéan trong Plasmalyte-A. Luu y khi duge bdo quén trong 1
ngdy, t& bao tiét nhidu HGF khi duge bao quan trong HypoThermosol™ hon khi
duoc bao quan trong Plasmalyte-A. Do do, t€ bao duoc bao quin trong
HypoThermosol™ ¢6 vé khoe manh hon té bao duge bao quén trong PlasmaLyte-
A giita it nhat 1 ngay (48 gid) d&én 3 ngay bao quan. T 3 ngay trd di, PlasmaLyte-
A c6 vé tro thanh chat mang t6t hon, vi & cdc thoi diém 3 va 5 ngay, té bao dugc
bao quan trong Plasmalyte-A tiét nhiéu HGF hon. Nhin chung, theo thoi gian
luong HGF dugc tiét giam (biéu db bén tay phai).

Fig.18 la cac anh chup thu dugc tir nghién ctru tién 1am sang voi quan thé té
bao gbc trung md theo sang ché & lon. Cac con lon duoc lam cho mic bénh dai
thao duong bang 120 mg/kg streptozotoxin va @& phuc hoi trong 45 ngay trude khi
tao sau vét thuong c6 d6 day di S cm x 5 cm trén lung ching. Céc con lon (n = 2)
dwoc diéu tri hai 1An mot tudn bang 10° quén thé té bao gdc trung md cia ngudi
nhu duge md ta & day trén modi cm? trong 4 tuan. Hai con lon dbi chimg duogc didu
tri bang PBS. Céc vét thwong dugc chup anh vao ngay hiu phiu 0 (ngay PO 0) va
bay ngay mét lan cho dén ngay hau phau 35. Céc vét thuong dwoc phan tich kich
thuGe dién tich bé mat bang ImageJ. Vao Ngay 35, viéc thém quén thé té bao gdc
trung mo6 nhu duge md ta & day dan dén viéc dong miéng 10 trong s6 12 vét
thuong do bénh dai thdo duong (83%), so voi chi 3 trong s6 12 (25%) cta céc vét
thwong dbi ching duoc didu tri bang PBS. Tbc dd lanh vét thuong 14 0,8 cm?/ngay
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v6i quan thé té bao gbc trung md nhu duge md ta & day so v6i 0,6 cm?’/ngay & cac
con vat d6i chtng, mirc cai thién 33%.

Fig.19 1a bang dit liu vé Trolox c6 san tir Tocris.

Fig.20 thé hién bang dit liéu vé& NaCl c6 sdn tir Sigma Aldrich.

Fig.21 thé hién bang dit liéu ctia KH,PO4 ¢6 san tir Sigma Aldrich.

Fig.22 thé hién bang dit liéu vé HEPES tir Sigma Aldrich.

Fig.23 thé hién bang thong tin san phdm cho natri lactobionat tir COMBI-
BLOCKS.

Fig.24 thé hién bang thong tin san pham cho sucroza tir Sigma Aldrich.

Fig.25 thé hién bang thong tin san phim cho manitol tir avantor.

Fig.26 thé hién bang thong tin san pham cho glucoza tr Sigma Aldrich.

Fig.27 thé hién bang thong tin san pham cho Dextran-40 tir Sigma Aldrich.

Fig.28 thé hién bang thong tin san pham cho adenosin tir Sigma Aldrich.

Fig.29 thé hién bang thong tin san pham cho glutathion tr Sigma Aldrich.

Fig.30 thé hién bang thong tin san phdm cho HypoThermosol™-FRS (HTS-
FRS) tr STEMCELL Technologies.

Fig.31 thé hién bang thong tin san pham cho CaCl tr Sigma Aldrich.

Fig.32 thé hién bang thong tin san pham cho MgCl tir Sigma Aldrich.

Fig.33 thé hién cac két qua clia thir nghiém tinh 6n dinh dugc thyc hién trén
quan thé té bao gbe trung md mang 16t day rén nhu dugc md ta & day dugc ciy
trong dang bao ché theo sang ché (Plasmalyte/HSA/HypoThermosol) trong lén dén
3 ngay. Fig. 33a thé hién céc két qua cia thir nghiém kha nang sng cia MSC sau
khi dugc bao quan ¢ dang bao ché theo sang ché. Cac MSC dugc bao quan & 2 dén
8°C trong 1 dén 3 ngay dé md phong qua trinh van chuyén va bao quén sén pham
trude khi st dung 1én céac vét thuong. Cac két qua thé hién rang cac té bao khong
thé hién su mat kha ning séng dang ké lén dén 3 ngay trong cac diéu kién nay.
Fig. 33b thé hién hinh thai hoc MSC sau khi dugc bao quan & dang bao ché theo
sang ché & 2-8°C. Cac MSC duoc chup anh sau khi léy ra tir cac 1o kin tir Aseptic
Technologies (AT-Closed Vial) va duoc nudi ciy trong 24 gi & 37°C. Nhu ¢6 thé
thiy, cac té bao duogc thu nhén 1én dén 2 ngay trong bdo quan lanh c6 kha ning

bam dinh vao dia nudi cdy md va tao cau trc thoi dién hinh. Sau khi bao quan
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trong 2,5 ngay ¢ 2-8°C, cac té bao c6 hinh dang gidng hinh ciu ngay cang tang,
goi y vé cac té bao sap chét. Fig. 33c thé hién sy ting sinh va chuyén héa cta
MSC sau khi dugc bao quan ¢ dang bao ché theo séng ché. Cac MSC tlr cling mé
nuoi céy dugc phan tich trén Fig.33a dugc thtr nghiém vé su san xudt lactat 1a
phép do cho qué trinh chuyén hoa va ting truéng, trong khoang thoi gian 48 gio
nudi cdy & 37°C. Lactat 1a san pham ctia qua trinh chuyén hoa glucoza, ma tac gia
sang ché cong nhan 13 tuong quan truc tiép véi toc do ting trudng cla té bao MSC.
Céc té bao dugc bao quan trong 24 giv & 2-8°C la tuong duong vé chuyén héa va
tdng truong voi cac té bao dugc bao quan trong 0 gid, va té bao dugc bio quan
trong 36 gi thé hién dat 86% mirc san xudt lactat d6i chung. Sau 72 gioy ¢ 2-8°C,
céc té bao thé hién su chuyén hoa chi 46% khi dugc nudi cdy sau d6. Fig. 33d thé
hién muc san xuit lactat b&i cac MSC duoc bao quén trong 0, 1, 1,5, 2, 2,5 hodc 3
ngay ¢ dang bao ché theo sang ché, va sau d6 dugce do sau 24 gio va 48 git nuodi
chy. C6 thé thay rang mic san xuét lactat & 24 git va 48 gid boi cac MSC duoc
bao quan & dang bao ché theo sang ché trong 24 giy (Ngay 1) la bang véi cac MSC
chua duoc bao quan (Ngay 0). Vao Ngay 3, muc san xuét lactat giam xudng 40-
45%. Fig. 33e thé hién mirc san xuét xytokin do duoc tir cing mé nudi ciy duoc
phan tich trén Fig. 33¢ vao 24 gid ¢ 37°C. Khi can chinh véi dir liéu chuyén hoa,
kha nang ctia cac MSC san xuét Angiopoietin 1 (Ang-1), Yéu t6 tang truéng bién
d6i dang beta (Transforming Growth Factor beta - TGEF-B),yéu td ting truéng nodi
md mach mau (Vascular Endothelial Growth Factor - VEGF) va yéu td ting
trudng té bao gan (Hepatocyte Growth Factor - HGF) la trong vong 10-20% cua
céc dbi chung (Ngay 0) khi céc té bao dugc bao quan trong dang bao ché theo séng
ché & 2-8°C trong 24 gid. Fig. 33f thé hién mirc san xuét xytokin do dugc tir mot
mé cdy khac sau 24h. Céac két qua thé hién rang kha ning cua MSC san Xuét
VEGF, Angiopoietin-1, TGF-B va HGF dugc duy tri khi cac té bao duoc bao quan
trong dang bao ché theo sang ché & 2 dén 8°C trong 24 gio, nhung bi giam & mirc

xap xi 50% khi dugc bdo quan trong >2 ngay.

M6 ta chi tiét sang ché
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Nhu duoc giai thich ¢ trén, theo khia canh thir nhat, sing ché dé& xuat
phuong phap diéu ché dang bao ché bao quan hodc van chuyén té bao gbc trung
md, trong d6 dang bao ché nay chtra khoang 0,5 dén khoang 10 tridu té bao gdc
trung md, phuong phap niy bao gom:

a) tao huyén phu té bao gbc trung mb trong thé tich dinh trude ctia dung dich tinh
thé, trong d6 dung dich tinh thé chtra khoang 0,5 dén khoang 5% (trong lugng/thé
tich) albumin huyét thanh, nhd d6 thu dwoc dich huyén phu té bao thir nht,

b) x4c dinh ndng dd cia cac té bao gbe trung md trong dich huyén phit té bao thu
nhit, va xac dinh thé tich cua dich huyén phu t& bao thir nhat can dé diéu ché dang
bao ché chira khoang 0,5 dén khoang 10 triéu té bao gdc trung mo,

¢) tron thé tich x4c dinh cta dich huyén phu té bao thir nhit vdi thé tich cta chét
mang 16ng, trong d6 chit mang 1ong nay chira khoang 0,5 dén khoang 5% (trong
lwong/thé tich) albumin huyét thanh ciling nhu

1) Trolox;
i) Na™;
i) K%

iv)  Ca’;

v) Mg
vi) CI;

vii))  H2POq;

viii) HEPES;

ix)  Lactobionat;
X) Sucroza;

xi)  Manitol;

xil))  Glucoza;

xiil) Dextran-40;

xiv) Adenosin, va
xv)  Glutathion.

nhd d6 thu duoc dang bao ché bao quan hodc van chuyén té bao gbc trung mod

chira khoang 0,5 dén khoang 10 tridu té bao gdc trung mo.
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Ngac nhién khi phat hién rang theo sang ché sir dung dang bao ché bao
quan hodc van chuyén té bao gdc trung md nhu duge mo ta & day lam 6n dinh qua
trinh tdng sinh va chuyén hoa ctia MSC trong qua trinh bdo quan/vén chuyén dan
dén tang kha ning séng ctia MSC trong thoi gian 1én dén 72 gid. Chang han, sau 3
ngay bdo quan té bao gdc trung mo & dang bao ché bao quan hoic van chuyén té
bao gdc trung md theo séng ché, khoang 90% céc té bao van séng (duoc x4c nhan
& Fig. 33a). Trai lai, sau 3 ngay bao quan trong PlasmaLyte® chi khoang 66% cac
té bao van séng (Xem phén Vi du thuc hién sang ché, khi duge do b%mg huyét ciu
ké va Fig. 9). Do d6, viéc st dung dang bao ché bao quan hoic van chuyén té bao
gbc trung md nhu duge mo ta & déy cho phép viée van chuyén/bao quan céc té bao
gbc trong mot khodng thoi gian ma khong 1am giam dang ké kha nang sbng cia
cac té bao. Cu thé, viéc bao quan ¢ dang bao ché bao quan hodc van chuyén té bao
gbc trung md theo séng ché trong khoang thoi gian ngan hon 13 3 ngay hodc it hon
co vé dac biét cb loi, vi cac té bao géc nhin chung la tiét ra nhiéu chat hon so véi
sau khi bdo quén trong Plasmalyte-A nhu dugc md ta chi tiét trong Phan thi
nghiém. Hon nita, ngac nhién khi phét hién réng viéc st dung dang bao ché bao
quan hoac van chuyén té bao gdc trung md nhu duge md ta & ddy cho phép phuc
hdi nhidu hon 95% cac MSC tir binh bao quan/van chuyén, nho d6 bao dim rdng
¢6 thé dung lidu té bao mong mudn cho ngudi bénh.

Khi dugc st dung ¢ day thuat nglt ‘van chuyén’ hodc ‘viéc van chuyén’
nghia 1a vi€c vén chuyén bét ky. Viéc van chuyén nay c6 thé duoc thuc hién bing
phuong tién giao thong bét ky, nhu 6td, tau va may bay hodc bdi nguoi mang/van
chuyén vat chira ma chtra cac té bao gbc duoc tiép xuc véi chit mang 16ng tir noi
nay dén noi khac. Theo mot phuong an, viéc van chuyén dugc tién hanh tir noi san
xuét cac té bao gdc trung md (hodc quén thé té bao gdc trung mo vi ca hai thuit
nglt dugc st dung & day thay thé duoc cho nhau) quan tAm dén noi sir dung té bao
gbc (chang han, co s& GMP & d6 cac té bao gdc, twong tng 14 qun thé té bao gbc
quan tdm dugc san xuét dén dia diém st dung céc té bao gbc hodc quan thé té bao
géc, chéng han, bénh vién hodc phong mach). Tuy nhién, cling du tinh réng thuat
nglt ‘van chuyén’ dé cap dén viéc bao quan cac té bao tai chd trong mot khoang

thoi gian. Chang han, cac té bao gdec ¢b thé duoc bao quan sau khi thu gom cho
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dén khi dung ching cho dbi tuwong tai mot dia diém. Vat chtra & d6 céc té bao gdc
¢ thé duoc bao quan hodc van chuyén c6 thé 1a vat chira bét ky thich hop cho
phuongphéptheoséngché

Viéc didu ché dang bao ché bao quan hodc van chuyén té bao gbc trung md
bao gdm viéc tao huyén phu lai cic MSC trong thé tich dinh truéc ctia dung dich
tinh thé. Theo sang ché, thé tich bt ky cta dung dich tinh thé thich hop du dé tao
huyén phit lai cac MSC ¢6 thé dugc sir dung 1am thé tich din-h truée. Chang han,
thé tich din-h trude c6 thé nim trong khoang 0,5 ml dén khoang 15 ml. Theo mot
vi du, thé tich din-h truée c6 thé nim trong khoang 1 ml dén khoang 10 ml. Theo
vi du minh hoa, thé tich dinh truéc ciia dung dich tinh thé c6 thé 1a khoang 1 ml,
khoang 2 ml, khoang 3 ml, khoang 4 ml hodc khoang 5 ml. Bang céach tao huyén
phu lai cac MSC trong thé tich dinh trude cta dung dich tinh thé, dich huyén phu
té bao thit nhit duoc tao ra. Viéc tao huyén phu lai thuong dugc tién hanh sau khi
céc té bao gde trung md/quén thé t& bao gbc trung md duge thu gom sau khi duoc
nuoi céy dé dugc st dung cho muc dich y duoc.

Sau khi xac dinh ndng do cta cdc MSC trong dich huyén phu té bao thir
nhat va xéc dinh thé tich ctia dich huyén phu té bao thur nhat cdn dé didu ché dang
bao ché chira khoang 0,5 dén khoang 10 triéu té bao gdc trung md, dich huyén phi
t& bao thi nhat duoc tron v6i thé tich cta chat mang 16ng. Thé tich ciia dich huyén
phi t& bao tha nhit dugc trdn v6i chat mang 1ong c6 thé 1a khoang 0,5 ml dén
khoang 10 ml. Theo vi du minh hoa, thé tich x4c dinh cta dich huyén phi té bao
thr nhat vai thé tich ctia chit mang 1ong, tdng thé tich clia dang bao ché bao quan
hodc van chuyén té bao gbc trung md 1a khoang 1 ml. Luong 0,5 dén khoang 10
triéu té bao gbe trung mod duge chon @8 diéu ché dang lidu don vi ma chtra 0,5 dén
khoang 10 tridu té bao gbe trung mo tét hon 1 & thé tich dinh trude nhu 1 ml, 2
ml, v.v.. Theo sang ché, thé tich dinh trude ctia dung dich tinh thé chua khoang 0,1
dén khoang 15 trieu MSC séng. Theo mét vi dy, thé tich dinh trudc clia dung dich
tinh thé chira khoang 0,5 dén khoang 10 triéu MSC. Theo vi du minh hoa, dang
bao ché bao quan hodc van chuyén té bao gbc trung md chira khoang 1 triéu MSC,
khoang 2 trieu MSC, khoang 3 triéu MSC, khoang 4 tri€u MSC, khoang 5 tri€u
MSC hoic khoang 6 trieu MSC. Khi dugc st dung & ddy, thudt nglt “khoang” lién

-14-



52872 15/197

quan dén s6 lugng cua té bao gbc trung mo c6 thé nghia 1a gi4 tri 36 ¢6 thé thay do6i
& phan tram cu thé. Chéng han, “khoang” c6 thé nghia la d bién thién/d léch so
14 + 1% dén khoang = 15%. Do d6, “khoang” ciing ¢6 thé nghia 1a + 1%, + 2%,
+ 3%, + 4%, £+ 5%, + 6%, + 7%, = 8%, + 9% hoac = 10%. Hién nhién v6i ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay rang thudng c6 cac bién thién nhu vdy, cu
thé 12 néu dang bao ché bao quan hodc van chuyén té bao gbc trung mod dugce didu
chéthﬁcéng(nﬂivﬁnléphuongphépthéngdungdécﬁéuchécécdangbéochécé
thanh phan 1 té bao sbéng) dé bao quan va/hodc van chuyén sau d6 ctia dang bao
ché dén dia diém st dung nhu bénh vién hodc phong khdm chita vét thuong.

Theo séng ché, cac MSC c6 thé dwgc thu gom truc tiép tir mé nudi cdy mo
chita cdc MSC hoic tir mé nudi cdy ciia MSC hodc quan thé MSC dugc phan 1ap
trude khi duoc huyén phu lai trong dung dich tinh thé. Theo mot cach khac, viéc
nudi cdy cac MSC c6 thé duge tién hanh trong binh nudi cdy t€ bao. Do do, cac
MSC dugce st dung theo sang ché ¢ thé dugc thu gom tr binh nudi ciy té bao
trude khi tao huyén phu lai cac MSC trong thé tich dinh trudc cta dung dich tinh
thé.

Ca dung dich tinh thé va chat mang léng theo sang ché déu duoc bd sung
albumin huyét thanh. Du khong mudn bi giéi han boi 1y thude nao, tin rang
albumin huyét thanh céi thién kha ning sbng cua cic té bao gbe trung md/quén thé
t& bao gbc trung md va c6 thé con cai thién viée thu hdi cée té bao gbe tir binh & d6
chiung dugc bao quén_dé*van_chuyén cac té bao gbc dén dia diém s dung. Nong
6 ctia albumin huyét thanh c6 thé giéng hodc khac nhau trong dung dich tinh thé
va chét mang léng. T6t hon 14, ndéng do ctia albumin huyét thanh 13 gibng nhau &
ca dung dich tinh thé va chit mang 1ong. Trong ngit canh nay, ndng do bat ky cua
albumin huyét thanh thich hop dé, chéng han, cai thién kha nang séng cua MSC co6
thé dugc st dung. Chang han, mdi dung dich tinh thé va chat mang léng co thé
chita khoang 0,5% (trong luc_mg/thé tich), khoang 0,6% (trong luc_mg/thé tich),
khoang 0,7% (trong lwong/thé tich), khoang 0,8 (trong lwong/thé tich), khoang
0,9% (trong lu’qng/thé tich), hodc khoang 1,0% (trong lu(_mg/thé tich) dén khoang
5% (trong lugng/thé tich) albumin huyét thanh. Theo mot vi du, dung dich tinh thé
va chit mang léng c6 thé chra khoang 1% (trong luong/thé tich) dén khoang
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3% (trong lwong/thé tich) albumin huyét thanh. Theo vi du minh hoa, mdi dung
dich tinh thé va chit mang 16ng chtta khoang 1% (trong lwong/thé tich) albumin
huyét thanh. Albumin huyét thanh dugc dung bét ky, chang han, albumin huyét
thanh bod hodc ngudi ¢ thé duge st dung & ddy. Theo vi du minh hoa, dung dich
tinh thé va chit mang 1éng c6 thé déu chta albumin huyét thanh ngudi (human
serum albumin - HSA). Albumin huyét thanh dugc st dung & déy ly twong la dugc
thu duoc ¢ chét lugng dugc dung. Vi du vé& albumin huyét thanh loai dugc dung
naylédung(ﬁch2596(Uongluqnghhétmh)cﬁaaﬂnnnhlhuy&IhmﬂlnguGicébén
trén thi truong dudi tén thuong mai Plasbumin® tir Grifols Therapeutics LLC,
Clayton, North Carolina, My.

Dung dich tinh thé ciing co thé bao gdm mot hodc nhiéu thanh phan thich
hop dé hd trg su ting truéng va/hodc tang sinh cta cac MSC. Thanh phan nay c6
thé 1a chét khoang nhu natri, kali, sat, magie, k&m, selen, clorua hoac td hop cla
chiing. Theo mét vi du, dung dich tinh thé chtra natri, kali, magie va clorua. Dung
dich tinh thé c6 thé 1a dung dich c6 ban trén thi truong bao gdm thanh phan khac
thich hop dé hd trg su ting trudng va/hodc tang sinh cua cac MSC. Theo mot vi
du, dung dich tinh thé c6 thé 1a PlasmaLyte hodc lactat Ringer. Trong dang bao
ché theo sang ché, tong luong dung dich tinh thé c6 thé dugc gidi han & phan trim
cuthé.Chéngh@n,dangbaochébéoquénhoécvénchuyéntébéogécUmngrn@cé
thé chira khong nhidu hon khoang 50%, khong nhiéu hon khoang 40%, khong
nhiéu hon khoing 30%, khong nhiéu hon khoang 20%, khong nhiéu hon khoang
10% hodc khong nhidu hon khoang5% dung dich tinh thé. Theo vi du minh hoa,
dang bao ché bao quan hoic van chuyén té bao gbc trung md ¢ thé chira khong
nhiéu hon khoang 30% hodc khoang 20% hodc khoang 10% PlasmaLyte.

Viéc van chuyén/béo quan co thé duoc thue hién trong khoang thoi gian bét
ky. Chang han, viéc van chuyén/bao quan c6 thé duoc thuc hién trong khoang 7
ngay hodc it hon. Cling ¢6 thé hinh dung rang viéc van chuyén/bao quan co thé
duoc thuc hién trong khoang 6, 5, 4, 3, 2, 1, ngay hoac it hon. Do do, cé thé 1a viéc
van chuyén/bao quan duge thuc hién trong khoang 48 gio hode khoang 24 gio

hoac it hon.
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Ciing du tinh rﬁng viéc van chuyén/béo quan dugc thuc hién ¢ nhiét dd bat
ky thich hop cho phuong phép theo sang ché. Chang han, viéc van chuyén/bao
quan co thé duoc thuc hién & nhiét dd khoang -5°C dén khoang 15°C. Do do, ciing
du tinh réng, viéc van chuyén/béo quan co thé dugc thuc hién & nhiét do khoang
2°C dén khoang 8°C. Van chuyén ciing ¢6 thé duge tién hanh & nhiét d6 cao hon
khoang -5°C, cao hon khoang -10°C, cao hon khoang -15°C , hodc nhiéu hon
khoang -20°C. Hon nfta dy tinh réng van chuyén/béo quan co thé duoc thuc hién &
nhiét 4o dudi 20°C, dudi 18 °C, dudi 15 °C, dudi 12 °C hoge dudi 10 °C.

Phuong phéap theo sang ché cling du tinh ring quan thé té bao gbc (hoic cac
té bao gbe trung mo) duge bao quan hodc van chuyén & nong dd thich hop bat ky.
Nhu luu v & trén, cac thuat nglt “t& bao gbc trung md” va “quin thé té bao goc
trung mo” co thé duoc st dung thay thé cho nhau. Ciing c6 thé 14, néu ban mo ta
n6i dén “cac té bao gdc trung mod” nghia 1a cac té bao gdc nay thudc cung quéan thé
té bao gbc trung mo. Chéng han, tt ca céc té bao gdc trung mod cb thé déu thudc
quan thé té bao gbc trung md ma khoang 97% hodc nhiéu hon, khoang 98% hodc
nhiéu hon, hodc khoang 99% hodc nhidu hon cta céc té bao cia quén thé nay biéu
hién CD73, CD90 va CD105 trong khi khong biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR.
Luu ¥ rang néu thuét ngit “chit mang” hodc “chit mang 1éng” c6 thé duoc st dung
trong ngit canh dung dich chtra cac MSC, Plasmal.yte, HSA va Hyothermosol, n6
cing c6 thé c6 nghia 1a dang bao ché bao quan hoic van chuyén té bao gbc trung
md theo sang ché. Do d6, cac thuat ngi “chat mang” hoic “chit mang 16ng” va
“dang bao ché bao quan hodc vén chuyén té bao gbc” ciing ¢6 thé duoc str dung
thay thé cho nhau néu dung dich nay chta ciac MSC, Plasmalyte, HSA va
Hyothermosol. Quén thé té bao gbc nhu duge st dung & ddy co thé, chang han,
dugc van chuyén/béo quan & néng do khoang 70 tri€u té bao trén 1 ml chét mang,
khoang 60 triéu té bao triéu té bao trén 1 ml chit mang, khoang 50 triéu té bao trén
1 ml chét mang, khoang 40 tri€u té bao trén 1 ml chét mang, khoang 30 triéu té bao
trén 1 ml chit mang, khoang 20 triéu té bao trén 1 ml chit mang, khoang 10 triéu
té bao trén 1 ml chit mang, khoéng 5 triéu té bao trén 1 ml chit mang, khoang 4
triéu t& bao trén 1 ml chat mang, khoang 3 triéu t& bao trén 1 ml chit mang,

khoang 2 triéu té bao trén 1 ml chit mang, khoang 1 triéu té bao trén 1 ml chat
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mang, khoang 0,5 triéu té bao trén 1 ml chét mang, khoang 0,1 tri€u t& bao trén 1
Inlch&nnangluﬁcithan(xltﬁéutébéo1xé11xnlch&nnanngivay,quénthété
bao gbe co thé dugc van chuyén/bao quin & noéng do khoang 10 triéu té bao trén
ml chit mang dén khoang 1 triéu té bao trén 1 ml chit mang.

Phuong phép theo sang ché lién quan dén viéc van chuyén/bao quan cla cac
té bao gbe. Vé nguyén thc, té bao gdc bit ky co thé duoc st dung trong phuong
phép theo sang ché. Mot dac diém dic trung cla céc té bao gbc 1a kha nang tu lam
méi ciia chung. “Tu 1am méi’ 1 kha nang té bao trai qua nhidu chu ky phan chia té
bao trong khi van duy tri duge trang thai khong biét hoa. Cac phuong phap kiém
tra xem té bao c6 kha nang tu lam méi hay khong da dugc biét boi ngudi ¢o hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay. Chéng han, tu lam méi c6 thé duoc kiém tra
bing céch cho cac té bao trai qua nhidu hon 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20,21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 lan cAy chuyén hodc nhidu hon. Viéc cay
chuyén bao gdm viéc chia téch cac té bao trude khi cdy trai lai chung dudi dang
thé vAn mot té bao. Mot dic trung khac cla cac té bao géc 1a tinh da nang hodc van
ning cta ching nhu s& dugc mo ta dau d6 trong ban mo ta nay. V& nguyén tic,
tinh da ning hodc van ndng co thé duoc kiém dinh béng cach biét hda cac té bao
gbc thanh nhiéu dong khéac nhau.

Cu thé, quin thé té bao gbc dugc str dung trong phuong phap theo sang ché
¢6 thé 1a quan thé té bao gdc phoi thai, quin thé té bao gbc ngudi 16n, quan thé té
bao gbc trung md hodc quén thé té bao gdc van nang dugc cam Ung.

Nhur duoe st dung & day “quin thé té bao gbe phoi thai” 1a "quén thé té bao
gbc van nang". Té bao van nang khi dugc noi dén trong ban mo ta nay d& cap dén
loai té bao co6 kha nang ty lam mdi, va tiém nang biét hoa thanh céc loai té bao
khéc nhau. Céc té bao gbc van ning c6 thé biét hoa gan nhu thanh tit ca cac loai té
bao, tirc 1a cac té bao co ngudn gbc tir bét ky trong s6 ba 16p mam chinh: ngoai bi,
ndi bi, va trung bi. Thudt ngtt té bao gdc van ning con bao gbm cac té bao gbc cb
ngudn goe tir khdi té bao bén trong cua phoi giai doan sém duge goi la tii phoi.
Luuy, cac tién bd gan ddy & nghién ctu té bao gbc phdi thai da dan dén kha nang
tao ra cac dong té bao gbc phdi méi ma khong can phé huy phdi, ching han bang

céch st dung k¥ thuat dua trén sinh thiét phoi bao, ma khong anh huéng dén kha
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nang phat trién cua phoi thai (Klimanskaya (2006) “Embryonic stem cells from
blastomeres maintaining embryo viability.” Semin Reprod Med. 2013
Jan;31(1):49-55. Hon thé nita, sb luong 16n céc dong té bao gbc phoi thai dugc
thiét 1ap da co san trong linh vuc nay. Do do, co6 thé 1am viéc v6i cac té bao géc
phoi thai ma khong can pha hiy phoi. Cac té bao gbc van nang co thé 1a cac té bao
gbc phdi thai, ma khong duoc thu nhén thong qua viéc pha hiy phoi thai nguoi.
Do do, cac té bao géc van nang la cac té bao géc phoi thai thu duogc tir phoi, ma
khong pha hty phoi.

Nhu dugce st dung & day "quén thé té bao gbc ngudi trudng thanh" 1a quin
thé té bao gbc da nang. Quén thé té bao gbc da ning ¢ thé tao ra sb luong gidi han
cua loai té bao, do @6 chung bi giéi han & ) phan t& bao soma. Chéng han, té bao
gbc than kinh c6 thé tao ra ca té bao than kinh va than kinh dém. Céc t€ bao gbe
ngudi truéng thanh c6 kha nang tu lam méi va co thé thu duoc tir ngudn thich hop
bét ky. Ching han, cac té bao gbc ngudi truéng thanh c6 thé duoc thu dugc tir tiy
Xuong, mau ngoai vi, ndo, tuy song, tly ring, mach méu, co Xuong, biéu md cta
da va hé tiéu hoa, gidc mac, vdng mac, gan, hoac tuyén tuy.

Quan thé té bao gbc duge st dung trong phuong phép theo sang ché ciing
c6 thé 14 quan thé té bao gbc trung mod. Trong ngit canh nay, luu y rang moi truong
nuéi cdy duge md ta & ddy (vi du PTT-6) cho phép phan lap quén thé té bao goc
trung mo (con duoc goi la “t& bao gbc trung md”) tir mang b1 trong céc diéu kién
ma cho phép su tang sinh té bao ctia cac té bao td tién/gbe trung md ma khong biét
hoa cac té bao to tién/gde trung md nay. Do d6, sau khi phén 18p cac té bao gde
trung mo tor mang 6i nhu duge mod ta & diy, quan thé té bao td tién/gdc trung md
phan 14p duoc c¢6 kha niang biét hoa thanh nhiéu loai té bao nhu duge mo ta trong
don yéu cdu cap patent My 2006/0078993, patent My 9,085,755, don sing ché
qubc t& W02006/019357, patent My 8,287,854 hodc WO02007/046775, chang han.
Nhu duoc mo ta trong don yéu ciu cip patent M§ 2006/0078993, chang han, cac
té bao gdc trung mo clia mang b1 ctia day ron c6 dang hinh thoi, biéu hién céc gen
sau: POUSf1, Bmi-1, yéu t6 kim ham bach cau (leukemia inhibitory factor - LIF),
va tiét ra Activin A va Follistatin. Té bao gdc trung md duge phan 1ap theo sang

ché ¢ thé, chang han, dugc biét hoa thanh loai té bao trung mo bét ky nhu, nhung
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khong chi gidi han 0, té bao tao m&, nguyén bao soi cla da, té bao sun, nguYén bao
xuong, té bao gin, nguyén bao soi day chang, té bio co tim, té bao co tron, té bao
co xuong, té bao tao muxin, té bao ¢6 ngudn goc tir tuyén ndi tiét nhu té bao san
xuéit insulin (chéng han, té bao P tiéu dao tuy) hodc té bao ngoai bi than kinh. Céc
té bao gbe dugc phan 1ap theo phuong phap dwgc mod ta & day co thé duoc biét hoa
in vitro dé st dung sau do té bao duoc biét héa cho cac muc dich y hoc. Mot vi du
minh hoa vé& phwong phéap nay 1a biét hoa cac té bao gdc trung md thanh té bao P
tidu dao tuy san xuét insulin ma sau d6 c6 thé duoc ding, chiang han bang cach ciy
ghép, cho ngudi bénh mac ching thiéu hut insulin nhu bénh dai thdo duong (xem
WO02007/046775 v& van d& nay). Theo cach khéc, cac té bao gde trung md dugce
md ta & day co thé duge st dung & trang thai khong dugc biét hoa cua chung cho
liéu phap dua trén té bao, chéng han, cho muc dich lam lanh vét thuong nhu diéu
tri bdng hodc vét thuong do bénh dai thdo duong man tinh. Trong céc tmg dung
diéu tri ndy, céc té bao gbc trung md theo séng ché c6 thé gitp day nhanh viéc lam
lanh vét thuong bang cach tuong tdc voi cac md bénh xung quanh hodc cling ¢o
thé biét hoa thanh té bao da twong tmg (xem WO02007/046775, chang han).

Trong ngit canh nay, luu y rang cac MSC c6 thé c6 ngudn gbc tir md dong
vat ¢6 va bét ky hodc khoang/phan co thé bat ky duoc biét 1a chira cac MSC.
Trong cac vi du minh hoa, cdc MSC ¢6 thé 1a cac MSC cua day ron, cac MSC
nhau thai, cac MSC diém néi day rén-nhau thai, caic MSC clia mau day ron, cdc
MSC ctia tiy xuong, hodc cac MSC c6 ngudn goc tir md m& dong vat. Cac MSC
cta diy ron c6 thé (c6 ngudn gbc) tir ngan bat ky ctia md day rén ma chira cac
MSC nhu cac MSC mang bi, quanh mach, cac MSC cua chét nhﬁy sét Wharton,
cac MSC ciia mang i ctia day rén ma ciing c6 thé 1a cic MSC tron lan cla day
ron, nghia 1a cac MSC bao gdm cac té bao gdc cua hai hodc nhidu trong sd cac
ngan nay. Quan thé té bao gbc trung md dugc md ta & dy cd thé duoc phan 1ap va
nudi cdy (tic 1a c6 ngudn gbe) tir mo day ron bat ky mién 1a mo day rén chtra
mang 6i (ma con dugc goi la “mang 16t day rén”). Do do, quéan thé té bao gbc
trung mo c6 thé duoc phan 1ap tir (cac mau cua) toan bd day rén nhu dwgc md ta
trong Phan thtr nghiém cua sang ché. Do d6, mé day rén nay c6 thé chira, ngoai

mang 0i, cac mo6/thanh phan khéc cua déy ron. Nhu duoc thé hién, chang han, trén
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Fig.16 cta don y€u cdu cip patent M§ 2006/0078993 hodc don sang ché quéc té
WO02006/019357, mang i ctia day rén 12 phin ngoai ciing cia day ron, bao phu
day ron. Ngoai ra, day ron chira mot tinh mach (ma mang méu oxy hoda, giau dinh
dudng dén bao thai) va hai dong mach (ma mang mau dugc khu oxy, rat hét dinh
dudng ra khoi bao thai). Dé bao vé va hd tro co hoc, ba mach mau nay duoc chim
trong chit nhay sét Wharton, chét gel chira phan 16n 1a mucopolysacarit. Do do,
md day ron duge st dung & diy cling ¢o thé chira médt tinh mach, hai dong mach
va chét nhdy sét Wharton nay. Viéc stt dung toan bd (nguyén) doan cta day ron ¢6
loi thé 14 mang 6i khong can phai dugc tach ra khoi cac thanh phan con lai ctia day
ron. Diéu nay lam giam cac budc phén 1ap va do dé gitp cho phuong phap dugc
mb ta & day don gian hon, nhanh hon, it d& méc 13i hon va kinh té hon — day déu l1a
céac khia canh quan trong cua qua trinh san xuit theo tiéu chudn GMP can thiét cho
ung dung chita bénh cua cac té bao gbe trung mod. Do d6, viéc phan 1ap cac té bao
gbc trung md co thé bét diu bang cach cdy mo sang (tissue explant), ¢o thé duoc
theo sau bdi viée cdy chuyén (nudi céy) té bao gbc trung md duge phan lap néu
can cac luong 16n hon cla cac té bao gdc trung md, ching han, dé str dung trong
cac thir nghiém 1am sang. Theo cach khéc, cling ¢ thé dAu tién 1a tach mang di
khoi cac thanh phan con lai cua day ron va phan 1ap céc té bao gdc trung mo cla
mang 16t day rdn tr mang 6i bang cach nudi cdy mang 6i trong moi trudng nudi
cdy vi du PTT-6. Viéc nudi ciy nay ciing ¢ thé duoc tién hanh bang cach cy md
sang, tuy y theo sau bdi viéc cdy chuyén té bao gbc trung mo duge phén 14p. Trong
nglt canh nay, thuit ngir “cdy md sang” hodc “phuong phap ciy mb sang” dugc st
dung theo nghia théng thudng cta né trong linh vuc nay la chi phuong phap ¢ do
moO, khi dugc thu gom, hodc méu mo dugc dit trong dia nudi ciy té bao chira moi
treong nudi cdy (ting truéng) va nhd do theo thoi gian, cic té bao gbe di chuyén ra
khéi md 1én bé mit cia dia nudi cay. Cac té bao gdc so cép nay sau d6 c6 thé con
dugc nhan 1én thém va chuyén sang dia méi thong qua qua trinh vi nhan gidng
(cdy chuyén) nhu dugc mo ta & ddy. Trong ngit canh nay, luu y ring vé mit san
XUuAt cac té bao cho muc dich chita bénh, trong bude thu nhét 1a phan 1ap té bao
gbc trung md mang 61 tir day ron, thu duge ngan hang té bao dau dong cua té bao

géc trung md duogc phén ldp, trong khi véi viéc céy chuyén sau do, co thé thu duoc
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ngan hang té bao lam viéc. Theo cac phuong 4n cu thé, do d6 quan thé té bao gbe
1a quin thé té bao gdc trung mo. Quén thé t& bao gdec trung md ¢6 thé duoc phin
13p tr mang b1 ctia day ron bang phwong phap bao gdm viéc nudi cy mo day ron
trong moi trudng nudi cdy chira DMEM (mdi trudong eagle dugc bién d6i cta
Dulbecco), F12 (mdi trudong Ham’s F12), M171 (mo6i truong 171) va FBS (huyét
thanh bao thai bd). Viéc sit dung mdi truong nay mang lai sy phan lap quén thé té
bao gbe trung md tir mang &i cia ddy rdn nhiéu hon 90%, hoge thm chi 99% té
bao hodc nhidu hon cta quan thé ny 14 duong tinh véi ba gen danh d4u té bao gbc
trung md CD73, CD90 va CD105 trong khi cling & céc té bao gbe nay lai khong c6
sir bidu hién CD34, CD45 va HLA-DR (xem Phin thit nghiém), nghia 1a 99% té
bao hodc tham chi nhiéu hon cua qu?m thé nay biéu hién cac gen danh dau té bao
gbe CD73, CD90 va CD105 nhung khong biéu hién cac gen danh ddu CD34,
CD45 va HLA-DR. Quin thé t& bao duge xé4c dinh 16 va ¢ tinh dong nhat cuc ky
cao nay di duge thong bao 1an dau trong don My s6 15/725,913, nop ngdy 5 théng
10 nam 2018 (s& cong bd 1a US 2018/127721) yéu cau hudng quyén wu tién tir don
tam thoi My sb 62/404,582 ndp ngay 5 thang 10 nam 2017, ndi dung cua ca hai
duoc dua vao déy bang cach vién dan toan bd) va cling nhu & don PCT
PCT/SG2017/050500 (s cong bd 1a WO 2018/067071) ciing duge ndp ngay 5
thang 10 ndm 2018 yéu cdu hudng quyén uu tién tir don tam thoi My 56
62/404,582 nop ngly S thang 10 ndm 2017 va la Gng vién ly tuong cho céac thu
nghiém 1am sang va cac liéu phap dua trén té bao vi, quin thé té bao gbc nay
chéng han, dap tng ddy di cac tidu chuén thudng dugc chép nhan cho té bao gbc
trung mo clia nguoi dé duoge str dung cho liéu phap té bao nhu da x4c dinh, chéng
han, boi bai lieu Dominici et al, “Minimal criteria for defining multipotent
mesenchymal stromal cells. The International Society for Cellular Therapy
position statement”, Cytotherapy (2006) Vol. 8, No. 4, 315-317, Sensebe et
al,.’Production of mesenchymal stromal/stem cells according to good
manufacturing practices: a, review”, Stem Cell Research & Therapy 2013, 4:66),
Vonk et al., Stem Cell Research & Therapy (2015) 6:94, hodc Kundrotas Acta
Medica Lituanica. 2012 Vol. 19. No. 2. P. 75-79. Ngoai ra, viéc st dung binh
phan g sinh hoc nhu H¢E théng nhén té bao Quantum, c6 thé thu duoc s6 lugng
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16n cac té bao gde trung md nhu 300 dén 700 tridu té bao gbe trung mo mdi luot
chay (xem Phan tht nghiém). Do do, sang ché cho phép van chuyén/bao quan 56
luong cua cac té bao géc can thiét cho cac ing dung chita bénh, nhu viéc st dung
ching trong viéc lam lanh vét thuong, theo cach tiét kiém chi phi. Ngoai ra, tat ca
céc thanh phéan duoc st dung dé 1am mdi truong nudi cdy theo sdng ché 1a c6 ban
trén thi truong & chét luong GMP. Do do, sang ché m& ra con duodong dé van
chuyén/bao quan quéan thé té bao gdc trung md tlr mang 6i cua day rén co tinh
ddng nhét cao va dugc san xuét theo GMP.

Do d6, theo mot sd phuong én, quén thé té bao gbc trung mo 1a quén thé té
bao gbc trung mo phén lap duge clia mang 6i ctia day rén. Con du tinh rang it nhat
khoang 90% té bao hoic nhiéu hon cta quan thé té bao gbc trung md phén 1ap
duoc biéu hién mdi trong sé cdc gen danh déu sau: CD73, CDY0 va CD105. Chang
han, it nhét khoang 91% hodc nhidu hon, khoang 92% hodc nhiéu hon, khoing
93% hoic nhidu hon, khoang 94% hodc nhidu hon, khoang 95% hogc nhiéu hon,
khoang 96% hodc nhidu hon, khoang 97% hodc nhiéu hon, khoang 98% hodc
nhiéu hon khoang 99% té bao hodc nhiéu hon ciia quin thé t& bao gdc trung mo
phan 1ap dugc biéu hién mdi trong s6 CD73, CDY0 va CD105. Ngoai ra hoac theo
cach khac, it nhét khoang 90% hoac nhiéu hon, khoang 91% hodc nhiéu hon,
khoiang 92% hogc nhidu hon, khoang 93% hogc nhiéu hon, khoang 94% hodc
nhidu hon, khoiang 95% hodc nhidu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoang
97% hodc nhiéu hon, khoang 98% hodc nhiéu hon khoang 99% hodc nhiéu hon
ctia té bao géc trung md duogc phéan 14p khong co su biéu hién gen danh dau sau:
CD34, CD45 va HLA-DR (Human Leukocyte Antigen — antigen D Related). Theo
céc vi du khéc, it nhat khoang 91% hodc nhidu hon, khoang 92% hogc nhicu hon,
khoang 93% hodc nhidu hon, khoang 94% hogc nhiéu hon, khoang 95% hodc
nhidu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoang 97% hodc nhiéu hon, khoang
98% hodc nhidu hon khoang 99% té bao hodc nhiéu hon ctia cac MSC biéu hién
m3i trong s6 CD73, CD90 va CD105 trong khi it nhat khoang 90% hodc nhieu
hcn,khoéng9196hoacrﬂné1h0n,khoéng9296hoécrﬁﬁé;hon,khoéng9396hoéc
nhidu hon, khoang 94% hodc nhidu hon, khoang 95% hodc nhi¢u hon, khoang
96% hodc nhidu hon, khoang 97% hodc nhidu hon, khoang 98% hogc nhiéu hon
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khoang 99% hoac nhidu hon ciia cac MSC c6 thé khong ¢6 su biéu hign CD34,
CD45 va HLA-DR. Theo cac vi du cu thé, khoang 97% hodc nhiéu hon, khoang
98% hodc nhidu hon, hodc khoang 99% hodc nhiéu hon cia cac MSC bicu hién
CD73, CD90 va CD105 trong khi khong ¢6 su biéu hién CD34, CD45 va HLA-
DR.

Gen danh ddu CD73 d biét béi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay. Vé mit nay, CD73 chi cum biét hoa 73 con duge goi la 5'-nucleotidaza (5'-
NT) hoic ecto-5'-nucleotidaza. Trinh tw cua protein CD73 ctia ngudi co thé co
trinh tur néu trong SEQ ID NO. 1. Gen dénh ddu CD90 da biét béi ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay. V& mat nay, CD90 chi cum biét héa 90 con
dugc goi 1a khang nguyén biét hoa té bao tuyén tc 1 (Thy-1). Trinh tu cta protein
CDY0 ctia ngudi ¢6 thé ¢ trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2. Gen danh dau CD105
d4 biét boi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay. CD105 con dugc goi
12 Endoglin (ENG). Trinh tu ctia protein CD105 cua nguoi ¢o thé ¢6 trinh twr néu
trong SEQ ID NO: 3.

Néu quan thé té bao gdc trung mo theo sang ché (cu thé 1a quan thé clia cac
té bao gbe trung md ma it nhét khoang 98% hodc 99% hodc nhiéu hon ctia chiing
bidu hién mdi trong sb cac gen danh ddu CD73, CD90 va CD105 va khong c6 su
biéu hién mdi trong s6 cac gen danh dau: CD34, CD45 va HLA-DR) dugc st dung
cho cac thir nghiém 1am sang hodc lam liéu phdp chira bénh duoc chép thuan, quén
thé t& bao ctia ngan hang té bao 1am viéc thuong duoc st dung cho muc dich nay.
Nhu dugc giai thich, quin thé té bao gdc trung mo ¢6 thé khong c6 sw biéu hién
gen dénh diu sau: CD34, CD45 va HLA-DR. Trong ngit canh nay luu y ring gen
dénh déu CD34, CD45 va HLA-DR di dugc biét boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay. Protein CD34 ctia ngudi c6 thé c6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 4. Protein CD45 clia ngudi c¢6 thé c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 5.
Protein HLA-DR ctia ngudi ¢6 thé c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 6.

Céquénthétébéogéccﬁabuéophénl@aQnécéthétaothmﬂlnganhéngté
bao dau dong) va quéan thé t& bao gdc ciia budc cdy chuyén (ma cé thé tao thanh
ngéan hang té bao lam viéc) c6 thé, chéng han, dugc bao quan & dang bao quan lanh

sau.
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Nhu duge dé cdp & trén, phuong phép theo sang ché phan 1ap té bao gbc
trung mo tr mang 61 cuia day ron c6 loi thé 14 tAt ca cac thanh phan duoc st dung
trong moi truong nudi cdy theo sang ché d c6 sdn & chat luong GMP va do d6
mang lai kha nang phan 1ap céac té bao gbc trung md trong cac didu kién GMP cho
tng dung diéu tri sau nay.

Do d6, quan thé té bao gbc cling c6 thé 1a quén thé té bao gdc van ning
dugc cam tng. "Céc té bao gbc van ning dugc cam tng", nhu duge str dung & day,
chicéctébéosonnicﬁangubiUuéngthmﬂldQGUQCléptﬂnhlaivérnétdiuuyén
v trang thai gibng nhu té bao gbc phoi thai bing cach bi bat budc bicu hién céc
gen va yéu t6 quan trong dé duy tri cac dic tinh x4c dinh cla céc té bao gbc phodi
thai. Do d6, cac té bao gbc van ning dugc cam Gng c6 thé ¢6 ngudn gbc/tao ra tir
té bao khong phai van nang.

Céc té bao gbe van ning duge cam Gng la budc tién quan trong trong
nghién ctru té bao gbc, vi ching cho phép thu duoc céc té bao gbc van niang ma
khong can st dung phdi. Céac iPSC cua chudt dugc thong b4o 1an diu vao nim
2006 (Takahashi, K; Yamanaka, S (2006). "Induction of pluripotent stem cells
from mouse embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors". Cell 126
(4): 663-76), va cac iPSC ctia ngudi (hiPSC) duge thong bdo 1an dau vao nam
2007 (Takahashi et al. (2007) “Induction of pluripotent stem cells from adult
human fibroblasts by defined factors.” Cell; 131(5):861-72). Cac iPSC cua chudt
ching t6 cac ddc tinh quan trong cua cac té bao gbc van ning, bao gbm su biéu
hién cac gen danh d4u té bao gbc, tao cac khéi u chira té bao tir ca ba 16p mam, va
c6 thé dong gop vao nhiéu mo khac nhau khi duoc tiém vao phoi chudt & giai doan
rat sém trong qué trinh phat trién. Céc iPSC ctia ngudi cling biéu hién cic gen
danh déu té bao gbc va co kha ning tao ra cac té bao c6 dic trung cta ca ba 16p
mam. Cac gen danh ddu té bao gdc nay cb thé bao gdm Oct3/4, Sox2, Nanog,
phosphataza kiém (ALP) ciing nhu khang nguyén dic hi¢u té bao gbc 3 va 4
(SSEA3/4). Nigoai ra, céc kidu metyl hoa chat nhiém séc cua iPSC la tuong tu v6i
cac kiéu metyl hoa cla cac té bao géc phoi thai (Tanabe, Takahashi, Yamanaka
(2014) “Induction of pluripotency by defined factors.” Proc. Jpn. Acad., 2014, Ser.
B 90).
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Ngoai ra, cdc iPSCs ¢6 thé tu 1am méi in vitro va biét hoa thanh ca ba 16p
mam. Tinh van nang hodc tiém ning biét hoa thanh cac loai té bao khic nhau cta
iPSC ¢6 thé duoc thir nghidm, vi du, bing céch biét hoa in vitro thanh té bao than
kinh hodc than kinh dém ho#c viéc tao ra cac dong vat thé kham dong mam thong
qua viéc ti€m tai phoi.

Cac phuong phép @8 tao cac té bao gbc van nang dugc cam ng clia nguoi
duoc biét r5 béi nguoi c6 hiéu biét trung binh va ching han dugc md ta trong
WO02009115295, W02009144008 hodc EP2218778. Do d6, ngudi co hidu biét
trung binh c6 thé thu dugc iPSC bang phuong phép bat ky. Vé nguyén tic, cac té
bao gde van nang dugc cam Gmg c6 thé duge thu nhén tir té bio soma ngudi truéng
thanh bat ky (cta dbi twong). Céc t& bao soma lam vi du bao gdm té bao don nhén
mau ngoai vi (PBMC) tir mau hodc nguyén bao soi thu dugce tur sinh thiét mo da.

Sang ché bén canh cdc khia canh khde, d& cip dén dang bao ché bao quan
hodc van chuyén MSC thu dugc bdi phuong phap nhu duge mo ta & ddy cling nhu
dén dang bao ché bao quan hoic van chuyén MSC ¢6 thé thu duoc bang phuong
phéap nhu dugc md ta & diy. Hon nita, sang ché dé cap dén viéc van chuyén cac
MSC bao gdm viéc van chuyén cac MSC nay trong dang bao ché bao quan hoic
van chuyén té bao gbc trung mo6 nhu dugc xdc dinh & day. Trong ngilt canh nay,
sang ché dé xut ring quéan thé té bao gbc nhu dugc md ta & day dugc tiép xuc véi
chit mang 1ong. Dy tinh rang trong phuong phép theo sing ché, quan thé té bao
géc nhu duoc mod ta & day duge cho tiép xic v&i chat mang truée khi vén
chuyén/bao quan. Ngoai ra hodc theo cach khéc, quéan thé t& bao gde duge cho tiép
xtc v6i chat mang sau khi thu gom. Cach thu gom c6 thé duge thuc hién nhu thé
nao duoc mo ta chi tiét & dau d6 trong ban md ta nay cling nhu trong Phan tht
nghiém. Chéng han, quén thé t& bao géc c6 thé duge tiép xtc voi chit mang
khoang 0 phut, khoang 1 phut, khoang 5 phiit, khoang 10 phit, khoang 30 phut,
khoang 45 phut, khoang 60 phut hodc thoi gian 1au hon sau khi thu gom.

Viéc thu gom co thé bao gdm viéc tach quéan thé t& bao gdc tir mdi trudong
nudi cdy vi du tir PTT-6. C4c k§y thuat thich hop @8 tach da duoc biét boi ngudi c6

hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Chéng han, viéc tach c6 thé dugc thuc hién
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bing cach ly tAm cac t€ bao goc trong moi trwrdng nudi cay va lang gan moi truong
nuoi cay.

Quan thé té bao gde dugc tiép xuc véi chat mang long, trong do chit mang

long chtra

1) Trolox;
ii) Na“;
i) K5

iv)  Ca™;

v) Mg
vi) CI;

vii))  H2POu7;

viii) HEPES;

ix)  Lactobionat;
X) Sucroza,;

x1) Manitol;

xii)  Glucoza;
xiii) Dextran-40;
xiv) Adenosin, va
xv)  Glutathion.

“Trolox” nghia 14 axit 6-hydroxy-2.5,7,8-tetrametylchroman-2-carboxylic
c6 sb CAS 53188-07-1. Chét nay la chit twong tu vitamin E tan dugc trong nuéce
va duogc dé xudt dé lam giam 4p luc oxy hoa hodc hu héng. Fig.19 thé hién bang
dir liéu caa Trolox c6 san tr Tocris. Chét nay cling c6 bén trén thi trudong tir Sigma
Aldrich (s8 san pham: 238813).

Ca Na*va CI" 1a cac ion d4 biét. Ngudi c6 hidu biét trung binh biét cach thu
dwoc cac chat nay. Chang han, cdc ion nay ¢ thé dugc bd sung vao chit mang
duéi dang mudi NaCl. NaCl & chéit lugng GMP ¢6 thé thu dugc tir Sigma Aldrich.
Fig.20 thé hién bang dit liéu ctia NaCl ¢6 san tir Sigma Aldrich.

CaZ* vi Mg?* ciing la cac ion da biét. Ngudi c6 hiéu biét trung binh biét
cach thu duoc cac chit nay. Céc ion nay c6 thé, chang han, dugc bd sung vao chit

mang dudi dang mudi CaCl, hoic MgCl. Fig.31 thé hién bang dit liéu cua CaCly
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c6 san tu Sigma Aldrich va Fig.32 thé hién bang dit liéu ciia MgCly ¢ san tir
Sigma Aldrich.

K* va HaPOy (dihydro phosphat) ciing dugc biét 1o boi ngudi c6 hiéu biet
trung binh. N6 ¢6 thé duoc str dung vi du dudi dang KH2PO4 ¢6 thé thu duogc tir
SigmaAldrich. Fig.21 thé hién bang dit liéu ciia KHaPO4 ¢ san tir Sigma Aldrich.

HEPES con duoc goi la axit 4-(2-Hydroxyetyl)piperazin-1-etansulfonic (sb
CAS 7365-45-9 ) thuong dugce st dung dudi dang chit dém hoa hoc hitu co ion
ludng tinh. Nguoi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& biét phai mua
HEPES & d4u, ma c6 ban trén thi truong. Chéng han, ho c6 thé mua n6 tir Sigma
Aldrich; bang dit liéu tuong Gng dugc thé hién trén Fig.22.

Lactobionat 13 anion carboxylat ciia axit lactobionic. Axit lactobionic (axit
4-0-B-galactopyranosyl-D-gluconic) la axit duong. Lactobionat ¢6 thé dugc st
dungtheocéccédnkhécnhau[Khiduqcykdungduéidangkahlmxdﬁonm,nécé
thé, vi du, tao ra su hd tro thAm thau va ngan chén su truong phéng té tao va khi
duoc két hop véi natri, n6 ¢6 thé c6 chic nang bao quéan. Theo cich khac, cac
mudi khoang cua axit lactobionic ¢6 thé duoc st dung dé bd sung khoang. Déi véi
tng dung duoc 1y, thuong 1a khang sinh erythromyxin ¢6 thé dugc st dung, bén
canh cac khang sinh khac lam mudi erythromyxin lactobionat. Ngudi c6 hiéu biét
trung binh s& biét phai mua lactobionat & dau, vi du natri lactobionat (sé Cas:
27297-39-8), cu thé 1a tir vi du COMBI-BLOCKS, xem bang thong tin san phim
trén Fig.23.

Sucroza, con dugce goi 1a D-Gle-(1—2)-B-D-Fru, a-D-glucopyranosyl B-D-
fructofuranosit, p-D-fructofuranosyl-a-D-glucopyranosit, D(+)-sacaroza hodc
dudng (sb CAS 57-50-1) ¢6 thé duoc mua trén thi trudng dudi dang cac chét khac
va nguoi co hiéu biét trung binh ciing s& biét mua n6 & dau. TS thong tin san pham
twong trmg cho sucroza tir Sigma Aldrich dugc thé hién trén Fig.24.

Manitol 12 mot loai rwou dudng (s6 dang ky CAS: 69-65-8). Nguoi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay s& biét cach thu duge manitol. Ching han, n6 c6
thé duqcrnuat&_Ayanux.12;th6ngth1sén_phénltuong ung dugc thé hién trén

Fig.25.
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Glucoza (s CAS: 50-99-7) ciing duoc biét r& bai ngudi ¢6 hiéu biét trung
binh va c6 ban trén thi truong. To thong tin san pham twong (mg tir Sigma Aldrich
dugc thé hién trén Fig.26.

Dextran 1a glucan phan nhanh gdm c6 cic don vi glucoza duge lién két
tuyén tinh (1—6) va cac nhanh bit diu tir lién két a (1—3). Dextran c6 kich thude
ndm trong khoang tir 10.000 dén 150.000 Kd. Dextran duge st dung trong nhiéu
{mg dung lam chit mé rong thé tich, chét 1am én dinh, thanh phan nén, nen lién
két, cht 1am mo va cac thanh phan cau triic vat ly. Dextran 40 (s6 CAS: 9004-54-
0) nhu duge st dung trong chit mang duge mo t& & ddy thuong duge s dung
trong viéc tao ra cdc dung dich bao quan cai tién méi cho viée cdy ghép co quan.
Dextran 40 c6 thé duoc str dung dé x4c dinh do kin khit cta té bao va thong s6
thong luong qua cac 16p té bao. Dextran 40 ciing c¢6 thé duoc st dung lam chéit mo
rong thé tich dang keo plasma. Dextran-40 c6 ban trén thi truong va c6 thé, bén
canh céc loai khac, thu dugoe tir Sigma Aldrich (to théng tin san pham the hién trén
Fig.27).

Adenosin (s CAS 58-61-7) 1a purin nucleosit gdm co6 phan tt adenin gin
vao gbc phan tir dudng riboza (ribofuranoza) qua li€n két B-No-glycosidic.
Adenosin cé ban trén thi trudng, bén canh céc loai khac, tir Sigma-Aldrich (to
thong tin san pham tuong ng dugc thé hién trén Fig.28).

Glutathion con  dugc goi la  axit  (2S)-2-Amino-4-{[(1R)-1-
[(carboxymetyl)carbamoyl]-2-sulfanyletyl]carbamoyl }butanoic. Thanh phan nay
c6 ban trén thi truong va cd thé, bén canh céc loai khac, thu dugc tir Sigma Aldrich
(o thong tin san pham twong tng dugc thé hién trén Fig.29).

V& nguyén tic, chit mang léng bit ky chira céc chét nhu duoc liét ké trong
cac muc i)-xv) & trén cd thé duogc st dung trong phuong phép theo sang ché. Chat
mang la chét mang long. Do do, co thé 1a cac chét nhu duoc liét ké trong cdc muc
i)-xv) dugc hoa tan trong chét long dé tao ra dung dich/dich huyén phiL. Chét léng
c6 thé 1a chit 1ong thich hop bat ky. Chang han, chét 16ng c6 thé 1a mdi trudng
nudi céy, nude, chit dém hodc twong tu.

Chét mang ngoai ra c6 thé chta thém cac chat dém pH, co chét nang lugng,

cac chat khtr géc tu do, va chét 6n dinh thAm thau/oncotic — tt ca déu duoc biét rd
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boi ngudi ¢ hiéu biét trung binh. Hon thé nira, chit mang 1éng c6 thé 1a khong
chira huyét thanh va/hoic khdng chira protein. Chéit mang 16ng c6 thé khong chtra
dung mdi khong proton hai cuc nhu ching han DMSO. Cu thé, chat mang 16ng ¢6
thé 13 chit mang nhu dugc md ta trong WO 2010/064054. Chat mang c6 thé 1a
HypoThermosol™ hoic HypoThermosol™-FRS (HTS-FRS). HypoThermosol™-
FRS (HTS-FRS) c6 thé duoc mua tt STEMCELL Technologies (theo bang thong
tin san phim tuong g thé hién trén Fig.30).

Con du tinh rang chat mang 12 moi trudng vén chuyén/bao quan hodc ta
dugc. Moi trudong van chuyén/bao quan, c6 thé 12 mdi trudng tw nhién, chi gdm ¢6
cac dich sinh hoc ¢6 trong tu nhién, chira thém cac chit nhu liét ké trong cdc muc
i)-xv) nhu dugc md ta ¢ day. Moi trudong cling ¢6 thé 1a moi truong chira cac chét
duoc liét ké trong cdc muc i)-xv) nhu duge mo ta & day va viee bd sung (thém) cac
chit dinh dudng (ca hitu co va vd co), vitamin, mubi, céc pha khi Oz va COg,
protein huyét thanh, carbohydrat, va/hodc cac dong yéu t6. Theo cc phuong an cu
thé, moi trudmg 1a khong chua huyét thanh va/hodc protein.

Chét mang ciing c6 thé 1a t4 duoc. “T4 duoc” 13 chit duge dua vao cong
thirc cung vai thanh phan hoat tinh ctia dugc pham. Theo phuong phép theo sang
ché, thanh phan hoat tinh 12 quin thé t& bao gbc.

Chét mang c6 thé con chira cac gian tuong hop sinh hoc hodc vi chit mang.
Céac gian hodc vi chit mang c6 thé, chdng han, 1a cic chét polyme thodi bién sinh
hoc, t6t nhit 1a poly(axit D,L lactic-co-glycolic) (PLGA)). Theo cach khac, cac
gian hodc vi chét mang co thé 1a céc cAu trac nhan, do xép 16n hodc vi Xép chira
céc chit bao gdm poly-L-lactit (PLLA), colagen, fibronectin, glycosaminoglycan
(GAG), fibrin, tinh bot, xenluloza arabinogalactan (gom gd thong), axit alginic,
aga, caragenan, chitin, axit hyaluronic, dextran, gdm gelan, pululan, hydroxyapatit,
polyhydroxyalkanoat (PHA), hydrogel hodc cdc vat lidu tu ghép nbi khac nhu cac
gian so1 co cAu tric nano c6 thanh phan chinh 1a peptit.

V& nguyén tic luong bét ky cua cic té bao gde ¢o thé duogc cho tiép xuc véi
lugng bét ky cua chét mang 1ong. Vé mat nay, viéc tiép xtc ¢6 thé duoc thuc hién
béng cach tao huyén phu quén thé té bao géc & mat do khoang 70 triéu/ml, khoang

60 triéu/ml, khoang 50 triéu/ml, khoang 40 triéu/ml, khoang 30 triéu/ml, khoang
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20 triéu/ml, khoang 10 triéu/ml, khoang S triéu/ml, khoang 4 triéu/ml, khoang 3
triéu/ml, khoang 2 triéu/ml, khoang 1 triéu/ml, khoang 0,5 triéu/ml, khoang 0,1
triéu/ml hodc it hon 0,1 triéu té bao trong 1 ml chét mang. Theo mot sb phuong an,
viéc tiép xuc duoc thuc hién béng cach tao huyén phu quén thé té bao géc & mat
do khoang 10 triéu/1 ml chéit mang.

Sau khi tiép xtc quin thé té bao gdc véi dang bao ché bao quan hodc van
chuyén té bao g trung mod, céc té bao gbc duoc tiép xtic voi dang bao ché bao
qu@lhoécvénchuyéntébéogécnmngrnécéthéduqcchkinhévéocéclocéthé
tich khoang 50 ml, khoang 20 ml, khoang 10 ml, khoang 5 ml, khoang 4 ml,
khoang 3 ml, khoang 2 ml, khoang 1 ml, khoang 0,5 ml, khoang 0,25 ml hodc it
hon 0,25 ml dang bao ché bao quan hodc van chuyén té bao gbc trung mo. Chéng
han,cécté bao g6c1na da duoc ﬁép xuc voi dang bao ché bao quan hodc van
chuyén té bao gbc trung md c6 thé dugc chia nhd vao cac 1o ¢6 thé tich khoang 1
ml.

Con du tinh rang phuong phép theo sang ché khong bao gém budc ra dong
hodc dong lanh. Didu nay co thé bao gbm 14 sau khi thu gom, quan thé té bao gbe
duoc van chuyén/bao quin ma khong can déng lanh va rd dong quan thé té bao
gécnﬁy.

Chét mang duoc st dung trong phuong phap van chuyén/bao quan quan thé
té bao géc nhu duge md ta & day la dic biét thich hop cho muc dich nay. Mot wu
diém cta chit mang nay 1a gan nhu tAt ca cac té bao gbc van chuyén/bao quan
trong d6 van séng. “Té bao sdng” 1a té bao c6 kha ning song duge. Ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc nay s& biét cach phat hién té bao sébng. Mot phuong
phap 1a nhudm céc té bao bang thuéc nhudm xanh Trypan. Céc té bao séng khong
nhudm duong tinh véi xanh Trypan.

V& mit nay, trong phuong phép theo sang ché, nhidu nhit 12 khoang 50%,
khoang 40%, khoang 30%, khoang 20%, khoang 10% hodc it hon than khoang
10% té bao gbc cua quan thé nay c6 thé chét trong qué trinh van chuyén/bao quan
y)véiséluqngﬂuqngcéctébéogécséng1ru6ckhivanchuyén/béoquén.

Phuong phap theo sang ché con dé xuit ring quan thé té bao gbc c6 dudmg

kinh t& bao bat ky sau khi van chuyén/bio quan. Ngudi cé hiéu biét trung binh
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trong linh vuc nay biét cich do duong kinh té bao. Chang han, duong kinh/kich
thude t& bao c6 thé duoc xac dinh bing cach chup anh hién vi va sit dung phan
mém thtr cip dé do dudng kinh té bao. Hau hét cac té bao gbc trong quan thé té
bao gbe do d6 co thé co duong kinh té bao nam giita khoang 9 pm va khoang 20
um sau khi van chuyén/bao quan. Ciing c6 thé hinh dung rang hau hét cac té bao
gbc trong quén thé té bao gbc c6 dudong kinh té bao gitta khoang 12 um va khoang
16;unsaukhivénchuyén.

Céc té bao gbe duge van chuyén/bao quan trong chéat mang nhu duge mo ta
& day tiét ra clng protein/ yéu t6 nhu cic té bao gbc sdng dugc. Chang han,
phuong phép theo sang ché dé xuit rang sau khi van chuyén/bao quan, quan thé té
bao gbc (trung md) c6 thé tiét ra nhidu TGFbeta 1 nhu trude khi van chuyén/bao
quan. TGFbeta 1 (yéu t6 ting trudng bién d6i dang beta - Transforming growth
factor beta, TGF-f1) da biét boi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay
va ¢6 thé ¢o trinh tu nhu thé hién trong SEQ ID NO. 7. Ngoai ra hodc theo cach
khw;saukhiv@nchuy&ﬂbéoquénquénthétébéogéc(ﬁungrn@)céthéﬁétnh&u
VEGF (yéu t6 ting truong ndi mo6 mach mau - Vascular endothelial growth
factor), PDGF-AA (Tiéu don vi yéu td ting truéng co ngudn gbc tur tiéu cau -
Platelet-derived growth factor subunit AA), Ang-1 (Angiogenin-1), va/hodc HGF
(yéu tb ting trudng té bao gan - Hepatocyte growth factor) nhu trudc khi vén
chuyén/bao quan. T4t ca VEGF, PDGF-AA, Ang-1, va/hogc HGF da dugc biét boi
nguoi cd hiéu biét trung binh trong linh vuc nay vi dong gop cuia ching trong viéc
lam lanh vét thuong. Cu thé, VEGF c6 thé c6 trinh tw nhu duge thé hién trong
SEQ ID NO. 8, PDGF-AA c¢6 thé c6 trinh ty nhu duge thé hién trong SEQ ID NO.
9, Ang-1 ¢6 thé c6 trinh tu nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO. 10 trong khi HGF
c6 thé ¢6 trinh tu nhu duge thé hién trong SEQ ID NO. 11. Ngoai ra hodc theo
cach khac, vé& co ban khong c6 PDGF-BB va/hodc IL-10 duoc phat hién trude khi
va/hodc sau khi van chuyén. Ca PDGF-BB (Tiéu don vi yéu td tang truémg cé
ngudn gbe tir tiéu cau BB) va/hodc IL-10 (interleukin-10) déu duoc biét 13 boi
ngudi ¢6 hidu biét trung binh. PDGF-BB ¢6 thé ¢6 trinh tw nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO. 12 trong khi IL-10 ¢6 thé ¢6 trinh tu nhu duogc thé hién trong SEQ ID
NO: 13. Su tiét cac yéu to nay c6 thé duoc xac dinh bang phuong phap thich hop
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bét ky, chéng han, béng cach do lugng protein (tic 1a, chéng han, PDGF-AA,
PDGF-BB, VEGF, IL-10, Ang-1, HGF hodc TGFB1) ma cac t& bao gbc tiét vao
chit mang. Luong protein c6 thé duge do bing khang thé c6 ban trén thi
treong/thtr nghiém mién dich theo cach tw dong hoa, nho sir dung, chéng han hé
nhu hé FLEXMAP 3D (Luminex Corporation, Austin, Texas, My). Trong ngit
canh nay, luu ¥ riang su déng gop cua cc protein Angiopoietin 1 (Ang-1), TGF-
B1, VEGF, va HGF trong qua trinh lam lanh vét thuong duoc biét boi ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Ddi véi su dong gop clia Angiopoietin 1
trong viéc lam lanh vét thuong, xem, chéng han, Li et al. Stem Cell Research &
Therapy 2013, 4:113 “Mesenchymal stem cells modified with angiopoietin-1 gene
promote wound healing”. Déi véi su dong gop cla yéu td ting trudng té bao gan
(Hepatocyte Growth Factor - HGF) trong viéc lam lanh vét thuong, cu thé 1a lam
lanh céac vét thwong man tinh/khong lanh, xem, chéng han, Yoshida et al.,
“Neutralization of Hepatocyte Growth Factor Leads to Retarded Cutaneous Wound
Healing Associated with Decreased Neovascularization and Granulation Tissue
Formation. J. Invest. Dermatol. 120:335-343, 2003, Li, Jin-Feng et al. “HGF
Accelerates Wound Healing by Promoting the Dedifferentiation of Epidermal
Cells through B 1-Integrin/ILK Pathway.” BioMed Research International 2013
(2013): 470418 hoic Conway et al, “Hepatocyte growth factor regulation: An
integral part of why wounds become chronic”. Wound Rep Reg (2007) 15 683—
692. Péi v6i su déng gop cla yéu té ting trudng ndi md6 mach méu (Vascular
Endothelial Growth Factor - VEGF) trong viéc lam lanh vét thuong, cu thé 1a lam
lanh cac vét thuong man tinh/khong lanh, xem, chéng han Froget et al., Eur.
Cytokine Netw., Vol. 14, March 2003, 60—64 hoic Bao et al., “The Role of
Vascular Endothelial Growth Factor in Wound Healing” J Surg Res. 2009 May 15;
153(2): 347-358.

Pdi v6i su dong goép cla yéu td ting trudng bién ddi dang beta
(Transforming Growth Factor Beta) (bao gém TGF-B1, TGF-B2, va TGF-3) trong
viéc lam lanh vét thuong, cu thé 13 1am lanh cac vét thuong man tinh/khong lanh,
xem, ching han, Ramirez et al. “The Role of TGFb Signaling in Wound
Epithelialization” Advances In Wound Care, Volume 3, Number 7, 2013, 482-491
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hogc Pakyari et al., Critical Role of Transforming Growth Factor Beta in Different
Phases of Wound Healing, Advances In Wound Care, Volume 2, Number 5, 2012,
215-224.

D61 v6i mdi trudong nudi cdy duoc st dung theo sang ché, moi trudomg nudi
cdy co thé chira, dé phan lap hodc nudi cdy cac té bao gbc trung mo cua mang 1ot
day rén, DMEM & ndng do cudi 1a khoang 55 dén 65% (thé tich/thé tich), F12 6
ndng do cubi 1a khoang 5 dén 15% (thé tich/thé tich), M171 & ndng do cubi 1a
khoang 15 dén 30% (thé tich/thd tich) va FBS & nong do cubi la khoang 1 dén 8%
(thé tich/thé tich). Gia tri “% (thé tich/thé tich)” nhu dugc st dung ¢ dy chi thé
tich cta thanh phan riéng & so voi thé tich cudi cia moi truong nudi cdy. Diéu nay
nghia la, néu DMEM, chang han, ¢6 mat trong mdi truong nudi cdy 6 ndng do cudi
13 khoang 55 dén 65% (thé tich/thé tich), thi 1 lit mdi trudng nuoi cdy chira khoang
550 dén 650 ml DMEM.

Theo céc phuong 4n khac, méi truong nudi cdy c6 thé chita DMEM &
ndng d6 cudi 1a khoang 57,5 dén 62,5% (thé tich/thé tich), F12 & nong do cudi 1a
khoang 7,5 dén 12,5% (thé tich/thé tich), M171 & néng do cudi la khoang 17.5 dén
25.0% (thé tich/thé tich) va FBS & ndng do cudi la khoang 1,75 dén 3,5% (thé
tich/thé tich). Theo cdc phuong 4n khéc nita, méi trudng nudi cdy c6 the chia
DMEM & ndng do cudi 1a khoang 61,8% (thé tich/thé tich), F12 & ndng do cubi 1a
khoang 11,8% (thé tich/thd tich), M171 & nong d9 cudi 1 khoang 23,6% (thé
tich/thé tich) va FBS & ndng d9 cudi 1a khoang 2,5% (thé tich/thé tich).

Ngoai cac thanh phan néu trén, moi trudng nudi chy c6 thé chira cac chét
bd sung ma c6 loi cho viée nudi cly céc té bao gbc trung mo cia mang 16t day ron.
Mobi truong nuoi ciy theo séng ché ¢ thé, chang han, chta yéu t6 tang trudng biéu
bi (Epidermal Growth Factor - EGF). Néu c6 mit, EGF ¢6 thé c6 mit trong moi
trrong nuoi cdy & ndng do cubi 1a khoang 1 ng/ml dén khoang 20 ng/ml. Theo mot
s6 trong c4c phuong an nay, moi truong nudi cdy co thé chira EGF & nong do cubi
la khoang 10ng/ml.

Moi truong nudi cdy cling c6 thé bao gom insulin. Néu ¢6 mit, insulin c6

thé c6 mit & ndng do cudi 1a khoang 1 pg/ml dén 10 pg/ml. Theo mot s trong cac
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phuong 4n nay, mdi trurdng nudi cdy c6 thé chira insulin & noéng do cubi 1a khoang
Spg/ml.

bAéiUUGngnuéicéycéthécénchﬁaitnh&nn@tuongsécécchétbésung
sau: adenin, hydrocortison, va mudi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3). Theo cac
phuong 4n nay, mdi truong nudi chy co6 thé chira tht ca ba trong sd adenin,
hydrocortison, va mudi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3). Theo cac phuong an
nay, moi trudng nudi cdy c6 thé chira adenin & ndng do cudi la khoang 0,05 dén
khoéang 0,1 pg/ml, hydrocortison & ndng do cudi 1a khoang 1 dén khoang 10 pg/ml
va/hodc mudi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3) & ndng do cudi 1a khoang 0,5
dén khoang 5 ng/ml.

Theo mdt phuong 4n, cac té bao gbe trung md duge nudi cdy trong moi
truong PTT6 dé thu dwoc quéan thé té bao gbc trung md duge tinh sach cao dugce
md ta va duge st dung & ddy. Trong nglt canh nay luu y rang moi trudng PTT6
nhu dwge mo ta & diy thu dugce boi béng cach tron dé thu duoc thé tich cubi 1a 500
ml moi truong nudi cay:

i. 250 ml DMEM

ii. 118 ml M171

iii. 118 ml DMEM/F12

iv. 12,5 ml huyét thanh bao thai bo (FBS) dé dat nong do cubi la
2,5% (thé tich/thé tich)

v.  EGF & ndng do cudi 1a 10ng/ml

vi.  Insulin & ndng d6 cudi la Spg/ml.

vii.  Insulin 0,175 ml (ndng d6 cudi 1a Sug/ml)

“DMEM” nghia 1a mdi truong eagle dugc bién d6i ctia Dulbecco dugc tao
ra nam 1969 va la cai bién cia moi trudng eagle co ban (basal medium eagle -
BME) (xem Fig.1 thé hién bang dit liéu cia DMEM c6 san tir Lonza). Cong thirc
DMEM gbc chira 1000 mg/L glucoza va dugc thong bao lAn dau dé nuoi cy té
bao phoi thai chudt. Ké tir d6, DMEM trd thanh mdi truong chuan dé nudi cay té
bao ma c6 ban trén thi truong tur cac ngudn khic nhau nhu ThermoFisher
Scientific (sb catalog 11965-084), Sigma Aldrich (sb catalog D5546) hodc Lonza,
chi 14 vai nha cung cép duge chi ra. Do d6, DMEM c6 ban trén thi truong bat ky
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6 thé duoc stir dung theo sang ché. Theo céc phwong 4n wu tién, DMEM dugc st
dung & day 1a moi truong DMEM c6 s&n tir Lonza c6 sb catalog 12-604F. Mbi
truomg nay la DMEM duoc bd sung 4,5 g/L glucoza va L-glutamin. Theo mot
phuong 4n wu tién, DMEM duoc str dung ¢ day 1a moi truong DMEM ctia Sigma
Aldrich sb catalog D5546 ma chira 1000 mg/L glucoza, va natri bicarbonat ma
khong chtra L-glutamin.

MBoi truong “F12” nghia 1a moi truong Ham’s F12. Moi truong nay cling
la mbi truong nudi cdy t& bao chudn va 1a hdn hop dinh dudng dugc thiét ké ban
dAu dé nuoi cAy nhidu loai té bao dong vat c6 v va té bao hybridoma khi dugc st
dung véi huyét thanh két hop v6i cac hormon va transferrin (xem Fig.2, thé hién
bang di lidu cia moi trudng Ham’s F12 tir Lonza). M6i truong Ham’s F12 c6 ban
trén thi truong bit ky (chdng han, tir ThermoFisher Scientific (s6 catalog 11765-
054), Sigma Aldrich (sb catalog N4888) hodc Lonza, chi 1 vai nha cung cap duge
néu ra) c6 thé duge sir dung theo séng ché. Theo cic phuong an uu tién, mdi
truong Ham’s F12 tr Lonza dugc st dung.

“DMEM/F12” hodc “DMEM:F12” nghia 13 hdn hop 1:1 cia DMEM véi
moi truong nudi cdy Ham’s F12 (xem Fig.3 thé hién bang dit liéu cho moi truong
DMEM: F12 (1:1) tir Lonza). Méi trudong DMEM/F12 (1:1) 1a m6i trudong co ban
dugce st dung rong réi dé hd tro su ting trudng cla nhiéu té bao dong vat c6 vi
khac nhau va c6 ban trén thi truong tir cdc nha cung cdp khic nhau nhu
ThermoFisher Scientific (s catalog 11330057), Sigma Aldrich (sb catalog D6421)
hoic Lonza. Mdi truong DMEM:F12 ¢6 ban trén thi truong bét ky co thé duoc st
dung theo sang ché. Theo cac phuong 4n uu tién, moi truong DMEM:F12 dugc si
dung & day 1a moi truong DMEM/F12 (1:1) ¢6 san tr Lonza c6 sb catalog 12-719F
(ma 1a DMEM: F12 v6i L-glutamin, 15 mM HEPES, va 3,151 g/L glucoza).

“M171” nghia la mdi truong nudi céy 171, ma dugc tao ra dudi dang moi
truong co ban dé nudi cay va phét trién t& bao biéu md vl ngudi (xem Fig.4 thé
hién bang dit liéu cho mdi truong M171 tir Life Technologies Corporation). Moi
truong co ban nay duge st dung rong rdi va co ban trén thi truong tir cac nha cung
cép nhu ThermoFisher Scientific hodc Life Technologies Corporation (sb catalog

M171500), ching han. Méi truong M171 ¢6 bén trén thi trudmng bat ky 6 thé dugce
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st dung theo sang ché. Theo cac phuong an wu tién, moi truong M171 dugc su
dung & diy 1a mdi truong M171 cé san tir Life Technologies Corporation ¢c6 sb
catalog M171500.

“FBS” nghia la huyét thanh bao thai bo (con duge goi la “huyét thanh bao
thai bé”), trc la phén mau con lai sau khi mau dong két tuw nhién, sau do ly tAm dé
loai bo phan té bao hdng cau con lai bét ky. Huyét thanh bao thai bo la dang bd
sung huyét thanh duge st dung rong réi nhat d& nuéi cdy té bao in vitro cho té bao
nhan that vi moi trudng nay cé luong khang thé rét thip va chira nhidu yéu t6 ting
treéng hon, cho phép su linh hoat trong nhiéu tmg dung nudi cdy té bao khac
nhau. FBS tét hon 1a thu duoc tir thanh vién ctua Hiép hoi Cong nghi€p Huyét
thanh Qudc té (International Serum Industry Association - ISIA) ma tap trung chu
yéu vao do an toan va viéc sir dung huyét thanh an toan va cac san pham c6 nguon
gbc tir dong vat thong qua kha ning truy xuat ngudn gdc, sur that in trong nhan va
tiéu chuén va gidm sat thich hgp. Cac nha cung cip FBS la céac thanh vién cia
ISIA bao g{”)m Abattoir Basics Company, Animal Technologies Inc., Biomin
Biotechnologia LTDA, GE Healthcare, Gibco boi Thermo Fisher Scientific and
Life Science Production, chi 1 vai nha cung cap duge néu ra. Theo cac phuong én
wu tién hién tai, FBS thu dugc tir GE Healthcare ¢6 sb catalog A15-151.

Nhu dé cap & trén, phuong phap tao moi truong nudi cdy dé phan lap quan
thé t& bao gdc trung md duge st dung theo sang ché bao gdm viéc tron dé thu
duoc thé tich cubi 1a 500 ml mdi truong nudi chy:

i. 250 ml DMEM

ii. 118 ml M171

iii. 118 ml DMEM/F12

iv. 12,5 ml huyét thanh bao thai bo (FBS) dé dat ndng dd cudi 1a 2,5% (thé
tich/thé tich).

Nhu duoc gidi thich & trén, moi truong DMEM/F12 1a hén hop 1:1 cula
DMEM va méi truong Ham’s F12. Do d6, 118 ml moi truong DMEM/F12 chira
59 ml DMEM va 59 ml F12. Do d6, khi st dung phwong phép tao moi trudng nudi

chy niy, cac ndng do cubi (thé tich/thé tich) v6i 500 ml thé tich tong 1a nhu sau:
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- DMEM: 250 ml + 59 ml = 309 ml, tvong tng v&i 309/500 = 61,8% (thé
tich/thé tich)

- M171: 118 ml, trong tng v6i 118/500 = 23,6% (thé tich/thé tich)

- F12: 59 ml, twong tng véi 59/500 = 11,8% (thé tich/thé tich).

Céac phuong an cua phuong phdp tao moi truong nudi cdy nay con bao

gbm bude bd sung

v. 1 ml dung dich gbc EGF (5 ug/ml) d dat dwoc ndng d6 EGF cubi la
10ng/ml, va

vi. Dung dich gdc insulin 0,175 ml (14,28 mg/ml) dé dat ndng dd insulin
cudi 1a Spg/ml.

Luu ¥ rang theo céc phwong 4n ndy, céc thé tich néu trén ctia cic thanh
phan i. dén vi. nay s& dan dén thé tich cudi 1a 499,675 ml mdi truong nudi cay.
Néu khéng c6 thém thanh phan nao nita vao mdi trudng nudi cdy, 0,325 ml con lai
(dé thém vao cho du 500 ml) c6 thé, ching han, 1 thanh phén bat ky trong s 1.
dén iv., nghia 1a DMEM, M171, DMEM/F12 hoic FBS. Theo cich khéc, nong do
cua cua dung dich géc EGF hoac Insulin di nhién c6 thé dugc diéu chinh sao cho
tong thé tich ctia mdi truong nudi cdy 1a 500 ml. Ngoai ra, con luu y ring céc
thanh phén i. dén iv. khong can phai duogc bd sung theo tht tu duoc liét ké ma di
nhién 1 ¢6 thé st dung thr tu bit ki dé tron cac thanh phan nay dé thu dwgc moi
truong nudi cdy theo sang ché. Diéu nay nghia 13, chiang han, M171 va
DMEM/F12 ¢6 thé duoc tron v6i nhau va sau d6 két hop voi DMEM va FBS dé
dat ndng do cudi nhu dwoc mé ta & ddy, tirc 1a ndng do cudi cia DMEM la khoéng
55 dén 65% (thé tich/thé tich), ndng d6 cudi 1a F12 1a khoang 5 dén 15% (thé
tich/thé tich), ndng do cudi 1a M171 1a khoang 15 dén 30% (thé tich/thé tich) va
ndng do cubdi 1a FBS 1a khoang 1 dén 8% (thé tich/thé tich).

Theo céac phuong an khac, phuong phap con bao gbm viée bd sung vao
DMEM thé tich 0,325 ml ctia mdt hoic nhiéu trong s6 cac chat bd sung sau:
adenin, hydrocortison, mubi 3,3",5-Triiodo-L-thyronin natri (T3), nho d6 dat duoc
thé tich cudi la 500 ml méi truedong nudi cdy. Theo phuong 4n nay, nong do cudi
cﬂacéochétbésungrﬁgfuong]DhiEhdcéthélénhusau:
khoéng 0,05 dén 0,1 pg/ml adenin, ching han khoang 0,025 pg/ml adenin,
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khoang 1 dén 10 pg/ml hydrocortison,
khoang 0,5 dén 5 ng/ml mudi 3,3",5-Triiodo-L-thyronin natri (T3), chdng han 1,36
ng/ml mudi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3).

Theo md tA & trén, moi truong nudi cdy té bao duge st dung & diy co thé
thu dugc hodc duge thu duoc bang phwong phép tao mdi truong nhu duge md ta &
day.

Ngoai ra, phwong phap phan lap té bao gdc trung md tir mang bi cua day
r6n, trong d6 phuong phdp nay bao gdm viéc nudi cdy md mang 61 trong mdi
truomg nudi cdy duoc didu ché boi phuong phap duge mo ta & déy.

Do d¢6, séng ché con dé xudt (viéc st dung) moi truong nudi ciy té bao
chura:

- DMEM & ndng b cubi la khoang 55 dén 65% (thé tich/thé tich),

- F12 & ndng do cudi 1a khoang 5 dén 15% (thé tich/thé tich),

- M171 & ndng do cudi la khoang 15 dén 30% (thé tich/thé tich) va

- FBS & ndng do cudi 1a khoang 1 dén 8% (thé tich/thé tich).

Theo céc phuong an nhét dinh v& mai truong nudi cdy duge md ta & day,
mbi truong chira DMEM & ndng do cudi 1a khoang 57,5 dén 62,5% (thé tich/thé
tich), F12 & ndng do cudi 1a khoang 7,5 dén 12,5% (thé tich/thé tich), M171 &
ndng do cubi 1a khoang 17,5 dén 25,0% (thé tich/thé tich) va FBS & nong do cudi
1a khoang 1,75 dén 3,5% (thé tich/thé tich). Theo céc phuong 4n khic moi truong
nudi cdy c6 thé chira DMEM & ndng do cubi 12 khoang 61,8% (thé tich/thé tich),
F12 & ndng do cubi 1a khoang 11,8% (thd tich/thé tich), M171 & ndng do cudi la
khoang 23,6% (thé tich/thé tich) va FBS & ndng do cudi 1a khoang 2,5% (the
tich/thé tich).

Ngoai ra, moi truong nudi cdy c6 thé con chira yéu tb ting trudng biéu bi
(Epidermal Growth Factor - EGF) & ndng dd cudi 1a khoang 1 ng/ml dén khoang
20 ng/ml. Theo cac phuong an nhit dinh, moi truong nudi cdy chira EGF & noéng
d6 cudi 1a khoang 10ng/ml. Mdi trudng nudi ciy duoc md ta & day co thé con chira
Insulin & ndng d6 cudi 1a khoang 1 pg/ml dén 10 pg/ml. Theo céc phuong &n nay

mdi trudng nudi cdy co thé chira Insulin & nong do cubi 1a khoang Spg/ml.
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Moi truong nuodi chy té bao co thé con chita it nhit mot trong s cac chét
bd sung sau: adenin, hydrocortison, va mudi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3).
Theo céc phuong an nhét dinh, mdi trudng nudi cay chira tAt ca ba trong s adenin,
hydrocortison, va mudi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3). Néu c6 mit, moi
truong nudi cdy co thé chira adenin & ndng d6 cudi 1a khoang 0,01 dén khoang 0,1
pg/ml adenin hodc khoang 0,05 dén khoang 0,1 pg/ml adenin, hydrocortison &
ndng dd cudi 1a khoang 0,1 dén khoang 10 pg/ml hydrocortison hodc khoang 1 dén
khoang 10 pg/ml hydrocortison va/hodc mubi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3)
& ndng do cudi 1a khoang 0,5 dén khoang 5 ng/ml.

Theo cac phuong an vé moi trudong nudi cdy té bao, S00 ml mdi trudng
nuéicéytébaotheoséngchéch&a:

i. 250 ml DMEM

ii. 118 ml M171

iii. 118 ml DMEM/F12

iv. 12,5 ml huyét thanh bao thai bd (FBS) (ndng do cudi 1a 2,5%)

ThcocécphuongénkhécnﬁmInéiuuéngnuﬁicéytébéocéthécénch&w

v. EGF & ndng d6 cudi 1a 10ng/ml, va

vi. Insulin & ndng d6 cubi 1a Sug/ml.

Ca insulin va EGF c6 thé dugc bd sung vao moi truong nudi ciy nho sir
dung dung dich géc duoc chon, sao cho té)ng thé tich ctia moi truong nudi céy
khong vuot qua 500 ml.

Theo vi du cu thé, c4c thanh phé“m i. dén vi. ctia mdi trudng nudi Céy duoc
stt dung theo séng ché 1a c4c thanh phan dugc chi ra trén Fig.5, nghia la ching thu
duoc tir cac nha san xudt twong tng st dung s6 catalog duoc chi ra trén Fig.5. Moi
truong ma thu duge tir viéc tron cac thanh phén i. dén vi. nhu duoc chi ra trén
Fig.5 con duoc goi la “PTT-6”. Cén luu ¥ lai rng, trong ngit canh nay, cac thanh
phan i. dén vi. cling nhu thanh phan khac bét ky nhu khang sinh clia nha cung cip
thuong mai khac bét ky c6 thé duoc sir dung dé tao moi truomg theo sang ché.

Ngoai ra, mdi trurdng nudi cdy té bao theo sdng ché c6 thé chira adenin &
ndng do cudi la khoang 0,01 dén khoang 0,1 pg/ml adenin hoac khoang 0,05 dén
khoang 0,1 ug/ml adenin, hydrocortison & ndng do cudi 1a khoang 0,1 dén 10
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ug/ml, khoang 0,5 dén khoang 10pg/ml, hodc khoang 1 dén khoang 10 pg/ml
hydrocortison va/hoac mudi 3,3",5-Triiodo-L-thyronin natri (T3) & ndng do cudi 1a
khoang 0,1 dén khoang 5 ng/ml hodc khoang 0,5 dén khoang 5 ng/ml.

Dé thu duoc quan thé té bao gbc trung md nhu duge md ta & ddy, mo day
rén ¢ thé duge nudi cdy cho dén khi s6 luong thich hop céc té bao trung md mang
16t day rdn (so cip) phat trién ra tir md. Theo cac phuong an dién hinh, md day rén
duoc nudi cdy cho dén khi su phét trién ra cua céc té bao gbe trung md cua mang
6i dat khoang 70 dén khoang 80% hop luu. Luu y rang thuat ngit “hop luu” dugc
st dung theo nghia thong thuong trong linh vue nudi cdy té bao va nghia 1a uéc
luong/chi bdo vé sb luong céac té bao bam chat vao dia nudi céy hodac binh thot cd,
chi ty 16 phin trim bé mat clia dia nudi cdy ma dugc bao phi béi cac té bao. Chang
han, 50 phén trdm hop luu 13 khoang chirng mot nira bé mat dugce bao phu va van
con khoang trong dé té bao phat trién. 100 phan trim hop luu nghia 14 toan bd bé
mit dugc bao phu béi cac té bao, va khong con chd @8 cac té bao phat trién dudi
dang 16p don.

Khi s6 lugng thich hgp cua cac té bao so clp (cac té bao gdc mang 16t day
ron) thu dugce tir md mang 16t day ron bang cach cdy mo sang, cac té bao gdc trung
md duoc ldy ra khoi vat chira nudi cdy duoc st dung dé nuéi cdy. Nho 1am nhu
vay, cO thé thu dugc ngan hang té bao dau dong chira té bao gbc trung md dugc
phén 14p (so cép) cia mang di. Pién hinh 14, té bao gbc trung m6 1a cac té bao bam
dinh, viéc lay ra dugc tién hanh nho st dung phuong phép xtr ly enzym chuin.
Chéng han, xr Iy enzym ¢6 thé bao gém budc trypsin hoa nhu dugc mo ta trong
don yéu cau cap patent My 2006/0078993, don sang ché quéc t& W02006/019357
hodic don sang ché quéc té WO02007/046775, nghia 1a céc té bao phat trién ra ngoai
¢6 thé duoc thu gom bang cach trypsin hoa (0,125% trypsin/0,05% EDTA) dé mo
rong thém. Néu céc té bao gbe trung mo thu gom duoe, chang han, dugc st dung
dé tao ngan hang té bao dau dong, céc té bao ciing c6 thé dugc bao vé biang dong
lanh siu va dugc bdo quan dé sir dung sau nhu duoc giai thich dudi day.

Khi duoc thu gom, cic té bao gbe trung mo ¢b thé dugce chuyén vao vat
chira nudi cdy dé cy chuyén. Cay chuyén ciing ¢6 thé bt dau tir té bao so cap

duoc ddng lanh, tac 1a to ngdn hang té bao dau dong. Dé céy chuyén, s6 lwong té
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bao thich hop bét ky ¢6 thé duoc cdy trong vat chira nudi cdy nhu dia nudi ciy té
bao. Té bao gbc trung md c¢o thé, vi muc dich nay, duoc tao huyén phi trong moi
truomg thich hop (thudn tién nhat 1a, moi trudng nudi cdy PTT-6) dé ciy chuyén &
ndng do, ching han, khoang 0,5 x 10 t& bao/ml dén khoang 5,0 x 10° té bao/ml.
Theo mdt phuong an cac té bao duoc tao huyén phu dé cdy chuyén & nong do
khoang 1,0 x 10° t& bao/ml. Viéc cAy chuyén c6 thé dugc tién hanh bang cach nuoi
cdy trong binh thét c6 nudi cdy don gidn, nhung ciing c6 thé 13, ching han, trong
hé nhiéu 16p nhu CellStacks (Corning, Corning, NY, M¥) hodc Cellfactory (Nunc,
part of Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, MY) c6 thé dwoc xép chong
trong ti nudi cdy. Theo cach khic, viée cdy chuyén ciing c6 thé duge tién hanh
trong hé kin doc 1ap nhu binh phan tmg sinh hoc. Cac thiét ké binh phan tmg sinh
hoc khéac nhau duoc biét boi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay,
ching han, binh phan tng sinh hoc kiéu dia song song (parallel-plate), sgi rong
(hollow-fiber), hodc vi 1éng (micro-fluidic). Xem, chéng han, Sensebe et al.
“Production of mesenchymal stromal/stem cells according to good manufacturing
practices: a review”, néu trén. Mot vi du minh hoa vé binh phén Gng sinh hoc soi
rong c6 ban trén thi truong la hé khuéch dai té bao Quantum® (Terumo BCT, Inc)
ma d3, ching han, duoc st dung dé khuéch dai té bao gdc trung md tiy xwong cho
cac thr nghiém 1dm sang (xem, Hanley et al, Efficient Manufacturing of
Therapeutic Mesenchymal Stromal Cells Using the Quantum Cell Expansion
System, Cyfotherapy. 2014 August ; 16(8): 1048-1058). Mot vi du khac vé binh
phan tng sinh hoc c6 ban trén thi truéng ma céd thé duoc str dung dé cdy chuyén
quan thé té bao gbc trung mo theo sang ché 14 hé khuéch dai té bao Xuri c6 sin tir
GE Heathcare. Viéc nuoi céy qu?m thé té bao géc trung mo trong hé tu dong hoa
nhu hé khuéch dai t& bao Quantum® 1a dic biét c¢6 loi néu ngan hang té bao lam
viéc cho cac ing dung chita bénh s€ dugc tao ra trong cac diéu kién GMP va mong
mudn c6 sb lwong té bao 16n.

Viée cdy chuyén céc té bao gbc trung mod mang 16t day rén duge md ta &
day dién ra trong moi truong nuodi cdy dugc md ta & day nhu mdi truong PTT-6.
Do d6, mdi truong nudi cdy nhu PTT-6 c6 thé duoc st dung ca dé phan 1ap céc té

bao gdc trung mod tir mang Oi va viéc nudi cady sau do cac té bao so cap dugc phéin
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1ap nay bang cach ciy chuyén. Ciing dbi v6i viéc cdy chuyén, cac té bao gbe trung
mb c6 thé dugc nudi cdy cho dén khi phat trién dén sé lugng té bao thich hop.
Theo cac phuong an minh hoa, céac té bao gde trung mo duge cay chuyén cho dén
khi cac té bao gbc trung md dat khoang 70 dén khoang 80% hop luu.

Viéc phan lap/nudi cdy quan thé cac té bao gbe trung md mang 16t ddy rén
6 thé duge tién hanh trong cac diéu kién chuén dé nuoi céy té bao dong vat co vi.
Dién hinh, phuong phap theo séng ché dé phan lap quan thé cac té bao g trung
mb clia mang 16t day rén dién hinh 14 duge tién hanh & cac diéu kién (nhiét do, 4p
sudt) ma thuong duoc sir dung dé nudi cdy cac té bao thudc loai ma cic té bao nay
c6 ngudn goc tir d6. Chang han, md day ron clia ngudi va cac té bao gbc trung mod
ctia mang 16t day rén 1an luot thudng duge nudi cdy & nhiét do 37°C trong bau khi
quyén khong khi v6i 5% CO,. Trong ngit canh nay, luu y rang cac té bao trung md
c6 thé c6 ngué)n géc tr loai dong vat co va bét ky, nhu chudt nhat, chudt, chudt
lang, tho, dé, ngua, chd, meo, ctru, khi hodc nguoi, voi cac té bao géo trung mo co
ngudn gbe tir ngudi dwge wu tién theo mdt phuong an.

Khi s6 luong mong mudbn/thich hop ctia cac té bao gbc trung md mang 16t
day rén thu dugc tir ciy chuyén, cac té bao gbc trung md ¢b thé duoc thu gom
bang cach lay ching ra khéi vét chira nudi cdy duoc sir dung dé cdy chuyén. Viéc
thu gom céc té bao gdc trung md dién hinh 12 duoc tién hanh bang xi 1y enzym,
bao gdm trypsin héa cac té bao. Cac té bao gdc trung mo dwgc phan 13p sau d6
dugce thu gom va duoc st dung truc tiép hodc bao quan dé st dung sau. Dién hinh
1a, viéc bdo quan dugc tién hanh béng cach bao quan dong lanh. Thuat nglt “bao
quan dong lanh” dugc st dung ¢ day theo nghia thong thudng cta nd dé mo ta qua
trinh céc té bao gde trung mo duge bio quan bang cach lam lanh dén nhiét do thap
dudi khong d6, nhu (dién hinh 13) -80°C hodc -196°C (nhiét d6 s6i cua nito 10ng).
Béo quéan dong lanh c6 thé dwoc tién hanh nhu da biét béi ngudi ¢6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay va co thé bao gom viéc st dung cac chét bao vé dong lanh
nhu dimetylsulfoxit (DMSO) hodc glyxerin, ma lam cham sy hinh thanh cua cac
tinh thé d4 trong cic té bao clia day ron.

Quan thé duoc phan 14p clia céc té bao gdc trung md clia mang 16t day ron

thu duoc bdi phuong phép phéan ldp nhu duge mo ta & day la duoc xac dinh va
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ddng nhét cao. Theo cc khia canh dién hinh cta phuong phap, {t nhat khoang 90%
hodc nhiéu hon, khoang 91% hoic nhiéu hon, khoang 92% hodc nhiéu hon,
khoang 93% hodc nhidu hon, khoang 94% hodc nhidu hon, khodng 95% hodc
nhidu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoang 97% hodc nhiéu hon, khoang
98% hodc nhidu hon khoang 99% té bao gbe trung md dugc phan 1ap hodc nhiéu
hon bidu hién céc gen danh déu sau: CD73, CD90 va CD105. Ngoai ra, theo céc
phuong 4n nay it nhét khoang 90% hodc nhiéu hon, khoang 91% hodc nhiéu hon,
khoang 92% hodc nhiéu hon, khoang 93% hodc nhiéu hon, khoang 94% hoac
nhiéu hon, khoang 95% hodc nhidu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoang
97% hoic nhiéu hon, khoang 98% hodc nhiéu hon khoang 99% té bao gbc trung
md dugc phén 14p hodc nhiéu hon ¢6 thé khong c6 su biéu hién gen danh diu sau:
CD34, CD45 va HLA-DR. Theo cac phuong an cu thé, khoang 97% hodc nhiéu
hon, khoang 98% hodc nhiéu hon, hoic khoang 99% hodc nhiéu hon cua quén thé
té bao gbc trung mé phan 1ap dugce biéu hién CD73, CD90 va CD105 trong khi
khong c6 su bidu hién ctia CD34, CD45 va HLA-DR.

Do d6, theo phan mo ta trén, qun thé té bao gbc trung md duge phén 18p
tir mang Oi cla day rdn, trong d6 it nhat khoang 90% té bao hoic nhiéu hon cla
quéan thé t& bao gbc biéu hién mdi trong s6 cac gen danh dau sau: CD73, CD90 va
CD105. Theo cac phuong an uu tién it nhét khoang 91% hodc nhiéu hon, khoang
92% hodc nhidu hon, khoang 93% hodc nhidu hon, khoang 94% hodc nhiéu hon,
khoang 95% hodc nhidu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoang 97% hodc
nhiéu hon, khoang 98% hodc nhiéu hon khoang 99% té bao hodc nhiéu hon cia
quin thé t& bao gbc trung md phén lap dugc la CD73+, CD90+ va CD105+, nghia
la phdn trdm nay cta quan thé té bao phan 14p biéu hién mdi trong s6 CD73, CD9O
va CD105 (xem Phan thir nghiém ciia sang ché) c6 thé dugc st dung & day. Ngoai
ra, it nhit khoang 90% hoic nhiéu hon, khoang 91% hodc nhiéu hon, khoang 92%
hoic nhidu hon, khoang 93% hodc nhidu hon, khoang 94% hogc nhiéu hon,
khoang 95% hodc nhiéu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoang 97% hodc
nhiéu hon, khoang 98% hoac nhidu hon khoang 99% té bao gbc trung mo dugc
phén 14p hoac nhiéu hon ¢6 thé khong c6 su biéu hién gen danh d4u sau. Theo cac

phuong an cu thé khoang 97% hoic nhiéu hon, khoang 98% hodc nhiéu hon, hozc
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khoang 99% té bao hoic nhiéu hon cta quéan thé t& bao gbc trung md phan 1ap
duoc biéu hién CD73, CD90 va CD105 trong khi khong c6 sy biéu hién CD34,
CD45 va HLA-DR. Quén thé déng nhit cao nhu vay ctia té bao gbc trung md cb
nguéngéct&rnéngéicﬁadﬁyr&ndﬁduqcbéocéo1&16&1U0ngdﬁntmnthbih4?
s& 62/404,582, nop ngay 5 thang 10 nam 2016 ciing nhu don My US sb
15/725,913, ndop ngay 5 thang 10 nam 2017 cling nhu don PCT 56
PCT/SG2017/050500, cling dugc ndp ngay 5 thang 10 ndm 2017, va dap Ung tac
ﬁéuchu&nvétébéogécﬁungnﬁidéduqcs&dungchohéuphéptébao(xen1Ph5n
tht nghiém va, ching han, Sensebe et al.”Production of mesenchymal
stromal/stem cells according to good manufacturing practices: a review”, néu trén).
Luu y trong nglt canh nay rang quan thé té bao gbc trung mo ndy c6 thé thu duoc
bang phuong phap phan lap theo sdng ché nhung ciing ¢6 thé bang phwong phap
khécrﬁnrphénloaitébéo,néucén.
Phuong phép tao mdi truong nudi cay dé phan lap té bao gbc trung mo
nhu duoc md ta & ddy ¢6 thé bao gdm viée tron dé thu duge thé tich cudi 1a 500 ml
mdi trudng nudi cay:
i. 250 ml DMEM
ii. 118 ml M171
iii. 118 ml DMEM/F12
iv. 12,5 ml huyét thanh bao thai bo (FBS) dé dat ndng do cudi la 2,5% (thé
tich/thé tich).
Nhu dugce giai thich & trén, moi truong DMEM/F12 la hdn hop 1:1 cuia
DMEM va mdi truong Ham’s F12.
Do d6, 118 ml mdi truong DMEM/F12 chira 59 ml DMEM va 59 ml F12.
Do d6, khi st dung phuwong phap tao moi truong nuoi ciy nay, cac ndng do cudi
(thé tich/thé tich) v6i 500 ml thé tich tong 14 nhu sau:
DMEM: 250 ml + 59 ml = 309 ml, tuong tng véi 309/500 = 61,8% (thé tich/thé
tich)
M171: 118 ml, twong tng v6i 118/500 = 23,6% (thé tich/thé tich)
F12:59rnLtu0ng&ngv6159600==1L896@hétmhhhéﬁch)

45-



52872

Sang ché con dé xuit phuong phap diéu tri cho dbi twong mac bénh,
phuong phép nay bao gdm viée ding khu tra té bao gbe trung md ma da dugc bao
quan hodc van chuyén trong dung dich bdo quan hodc vén chuyén té bao gbc trung
mo, hodc quan thé nhu duoc mo ta & day cho d6i twong, trong do6 cac té bao goc
trung md hodc quin thé té bao gbc dugc dung trong vong khoang 96 gidy tir thoi
diém quén thé té bao gbc trung md dugc thu gom. Phuong phap diéu tri cho dbi
twong c6 thé duge tién hanh nhu dwoc mé ta trong don qudc té s
W02019/199229 “A Method Of Transporting Mesenchymal Stem Cells By Means
Of A Transporting Solution And A Method Of Administering Stem Cells To
Wounds” ma duoc cong b sau ngay uu tién cia don PCT nay va dugc dua vao
day bang cach vién dan toan cho cho tat c& moi muc dich.

Tuong tu, sang ché con d& xuét quin thé t& bao gbe trung mod nhu duoc
md ta & day dé str dung trong phuong phap diéu tri bénh cho d6i tuong, trong d6
quén thé t& bao gbc trung md duge dung khu tra trong vong khoang 96 gid tir thoi
diém quén thé té bao gbc trung mo duge thu gom.

pPéi tuong can diéu tri c6 thé 1a dbi tuong thich hop bét ky. bbi tuong co
thé 1a dong vat c6 xuong sdng, hodc tét hon 1 dong vat c6 vi. Dong vét c6 vi bao
gdm, nhung khong chi gi6i han &, gia stc gia cdm, dong vat thé thao, thi nuoi,
dong vat linh truong, chd, ngua, chudt nhét va chuét. Dong vat c6 va cling co thé
1a nguoi, chd, meo, bo, lon, chudt nhét, chuot v.v.. Do d6, theo mot phuong an, d6i
tugng 1a dong vat co6 xuong séng. Dbi twong cling c6 thé 1a nguoi. Déi tugng do d6
c6 thé 1a d6i twong can didu tri. Nhu vy, dbi tugng c6 thé bi dau dén do bénh nhu
dugc md ta & dau d6 trong ban mo ta nay. Theo mot s6 phuong ddi tuong bi dau
dén do bénh dai thao dudng Typ I hodc Typ II véi cac vét loét ban chan man tinh.
Tét hon 13, d6i twong am tinh v&i khang thé HLA d6i v6i quan thé té bao gde trung
mo.

Quan thé té bao gdc trung md ¢ thé duoc st dung & dang lidu bat ky.
Dang lidu ¢6 thé c6 hiéu qua chita bénh. “Luong/dang liéu ¢ hiéu qua chita bénh”
c6 thé thay ddi theo céc yéu té bao gdm nhung khong chi giéi han & céc hoat dong
clia céac té bao duoc st dung, tinh 6n dinh cta cac té bao trong co thé nguoi bénh,

d6 tram trong cua tinh trang bénh can duoc lam thuyén giam, tudi va do nhay cua
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nguoi can diéu tri, cac phan tmg phu, va tuong tu, ma la hién nhién véi ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Luong st dung c6 thé duoc diéu chinh
theo su thay ddi ctia cac yéu t6 khac nhau theo thoi gian.

Dang lidu & d6 céc té bao gbc trung md duge dung ciing co thé 1a dang
lidu don vi. Chéng han, quin thé t& bao gde trung md ¢b thé duogc st dung & dang
lidu don vi khoang 20 triéu té bao, khoang 15 triéu té bao, khoang 10 triéu t€ bao,
khoang 5 tri€u té bao, khoang 4 triéu té bao, khoang 3 triéu té bao, khoang 2 triéu
t bao, khoang 1 triéu t& bao, khoang 0,5 triéu té bao, khoang 0,25 tridu t€ bao
hodc it hon 0,25 triéu té bao. Theo mot vi du, cac té bao géc trung mo co thé duoc
str dung & dang lidu khoang 3, khoang 5 hodc khoang 10 triéu té bao. Theo phuong
4n cu thé, quéan thé té bao gbc trung md duoc st dung & dang lidu don vi khoang
10 triéu té bao.

Té bao gbe trung md cb thé duoc sir dung vai lan cho cung i tuong.
Chéng han, cac té bao géc duoc dung mot lan, hai lan, ba 1an hoic nhiéu 1an mot
tudn. V& nguyén tic dang lidu don vi bat ky cta té bao gbc trung md ¢6 thé duoc
str dung véi s6 1An thich hop d@é chita hodc lam thuyén giam bénh. Chang han, quan
thé té bao géc trung mo co thé duoc st dung mot 14n, hai lan, ba 1an hodc nhiéu lan
mdt tudn. Quin thé té bao gbe trung mo cling c6 thé dugc st dung trong mot, hai,
ba, bdn, ndm, sau, bay, tam, chin, muoi, mudi mot tudn hoic nhiéu hon.

Do d6, dang lidu don vi khoang 20 triéu té bao, khoang 15 triéu t€ bao,
khoang 10 triéu té bao, khong 5 triéu té bao, khoang 4 triéu té bao, khoang 3 triéu
t bao, khoang 2 triéu té bao, khoang 1 triéu té bao, khoang 0,5 triéu t€ bao,
khodng 0,25 tridu t& bao hodc it hon 0,25 tridu té bao duge ding mot dén hai lan
mot tudn. Lidu don vi khoang 20 tridu té bao, khoang 15 triéu t€ bao, khoang 10
triéu té bao, khoang 5 triéu té bao, khoang 4 triéu té bao, khoang 3 triéu té bao,
khoang 2 triéu té bao, khoang 1 triéu té bao, khoang 0,5 triéu té bao, khoang 0,25
triéu té bao hoic it hon 0,25 triéu té bao cling co thé duoc dung mot dén hai 1an
mot tudn trong khoang thoi gian 1a ba tuén, bdn tudn, hoic nim tudn hodc sau tudn,
hodc bay tuan, hodc tam tudn hodc mudi tudn hodc nhiéu tudn hon.

Ciing bao gém bdi phuong phap diéu tri theo sang ché 1a céc té bao gbe

trung mo hodc quéan thé té bao gdc trung mod dugce s dung ¢ dang lidu khoang
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1000 té bao/cm?® dén khoang 5 tridu té bao/cm?. O ddy, su thé hién cm? nghia la
dién tich cua vét thuong/da ma cac té bao gbc duge dung vao d6. Ciing c¢6 thé hinh
dung ring quin thé té bao gbc trung md duge sir dung & dang lidu khoang 100.000
té bao/cm?, 300.000 t& bao/cm? hodc 500.000 té bao/cm?. Quin thé té bao gdc
trung mo ciing ¢6 thé duoc dung hai 1an mot tudn trong khoang 8 tudn ¢ dang lidu
khoang 100.000 t& bao/cm?, khoang 300.000 té bao/cm? hoic khoang 500.000 té
bao/cm?.

Quan thé té bao gdc trung md duge ding trong vong khoang 96 gid tir
thoi diém quan thé t& bao gde trung md duge thu gom. Cach thuc hién viée thu
gom duge md ta & ddu d6 trong ban md ta nay. C6 thé 1a cac té bao gdc trung md
hodc quén thé té bao gbc trung mo duge ding trong vong khoang 72 gid, khoang
48 gid, khoang 24 gid, khoang 12 gid, khoang 6 giv hodc it hon tir thoi diém ma
quin thé té bao gdc trung md duge thu gom. Gifta thoi gian thu gom va st dung,
quéan thé té bao gdc trung mod c6 thé dugc van chuyén hodc bao quan & dang bao
ché bao quan hodc van chuyén té bao gbc trung md nhu dugc md ta trong sang
ché. Do d6, cac khia canh nhu mé ta dé viéc van chuyén/bao quan & dang bao ché
bao quan hodc van chuyén té bao gbc trung mo theo sang ché d& cap mot cach
trong duong dén phwong phap diéu tri cho dbi twrong bao gbm viée dung cac MCS
ma da dugc bao quan & dang bao ché bao quan hodc van chuyén té bao gdc trung
mb theo sang ché véi cdc thay doi can thiét.

Phuong phép diéu tri ddi twong theo séng ché gitip lam thuyén giam bénh
ma d6i tuong mic phai. Vé nguyén tic, bénh bao gom bénh bit ky ma c6 thé duogc
diéu tri bang quan thé té bao gdc trung md nhur dwge mo ta & day. Cu thé, bénh c6
thé 14 bénh ngoai da hoac vét thuong. Vét thwong c6 thé duoc gy ra boi nguyén
nhan bt ky vi du do bi bong, vét cin, chin thwong, phau thuit hodc bénh. Vét
thuongcﬁngcéthégéyrabéib@ﬂldﬁihéodudngﬁViVéy;Véihuqngcﬁngcéthé
1a vét thwong bénh dai thao duong. Vét thwong ciing c6 thé 1a vét loét ban chan do
bénh dai thdo duong. Luu ¥, quin thé t& bao goc trung mo cé thé, chang han, duoc
dat truc tiép 1én trén vét thwong nhu vét bong hodc vét thuong do bénh dai thdo

duong (xem don sang ché qubc t& WO2007/046775).
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Nhu duge md ta ¢ day, gilta thoi gian thu gom quan thé té bao gbe trung
mo nhu duge md ta ¢ day va st dung ching cho dbi tuong, cac té bao co thé duoc
van chuyén/bdo quan trong chat mang nhu duoc xé4c dinh & ddy. Vi vy, phuong
phap diéu tri ddi twong theo sang ché ciing ¢6 thé bao gbm budc tach quén thé té
bao gde trung md khoi chit mang trude khi dung quén thé té bao gdc trung md cho
d6i tuong. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& biét cach thuc hién
viéc tach té bao khoi chét mang. Chéng han, viéc tach quén thé té bao géo trung
md khoi cht mang c6 thé bao gbdm buée ly tim. Ngoai ra hodc theo cach khac,
viée tach quan thé té bao gbc trung mod khoi chit mang c6 thé bao gdm viéc rit
quén thé té bao tir lo bang xylanh.

Sau khi tach céc té bao gdc tir dang bao ché bao quan hodc van chuyén té
bao gbe trung md hodc sau thu gom céc té bao gbe trung md hodc sau thu nhén
quan thé té bao gbc trung md nhu duge md ta & day bang phuong phap khéc bét
k¥, cac té bao nay dugce dung khu tra cho d6i tuong. Vé nguyén tic, cach bat ky dé
dung khu trt dugce bao gbm trong ban mo ta nay. Viéc dung quéan thé té bao gbc
uungrnécéthéduacthuolﬁénbéng;qdanh.Tuyrﬂnéncﬁngcéthéchocéctébéo
gbe trung mo tiép xuc trong kem, thuc md, gel, dich huyén pht hoac chit thich
hop khac bét ky truéce khi st dung cac té bao gbc trung md cho ddi twong. Quan
thé té bao gdc trung mo sau khi st dung cho dbi tuong co6 thé duoc gitt tai chd
bing mang hodc bang. Vi du vé mang hoic bang nhu vay co thé 12 d6 bang bé nhu
bang gac Tegaderm® va bang kép dé phu bang gac’Tegadenn().}Dé phan bd té
béodéngdéuhon,Viuiﬂkdungcéthéduqcxoabépnh@nhéng

Sang ché con d& xut dang liéu don vi té bao gbc trung mo thu dugc hodc
6 thé thu duge bang phuong phép nhu duge mo ta ¢ day. Chang han, dang liéu
don vi c6 thé chira khoang 20 triéu té bao, khoang 15 triéu té bao, khoang 10 triéu
t bao, khoang 5 tridu té bao, khoang 4 triéu té bao, khoang 3 triéu té bao, khoang
2 triéu té bio, khoang 1 tridu té bao, khoang 0,5 tridu té bao, khoang 0,25 triéu té
bao hodc it hon 0,25 triéu té bio clia quan thé té bao gdc trung md nhu duge md ta
& day & thé tich 1 ml.

Ciing ¢6 thé hinh dung rang dang liéu don vi chita khoang 10, khoang 9,
khoang 8, khoang 7, khoang 6, khoang 5, khoang 4, khoang 3, khoang 2, khoang 1,
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khoang 0,5, khoang 0,25, hodc khoang 0,1 tri¢u té bao. Theo mot vi du, dang lidu
don vi cé thé chura khoang 1 triéu, khoang 3 tri€u, hodc khoang 5 tri¢u té bao. Tot
hon 13 dang lidu don vi chtra khoang 10 tridu té bao. Con du tinh rang dang liéu
don vi chira khoang 1000 té bao dén khoang 5 triéu té bao. Liéu don vi c6 the dugc
sir dung & dang lidu khoang 100.000 té bao, 300.000 té bao hodc 500.000 t& bao.
Nhu duoc md ta ¢ day, dang liéu don vi c6 thé duogc str dung khu tra. Chéng han,
dang lidu don vi c¢6 thé dugc st dung khu trdi trén cm”.

Liéu don vi ¢c6 thé duoc str dung mot 1an, hai 1an, ba lan hoac nhiéu lan
mot tudn. Chéng han, dang liéu don vi co thé duoc stir dung trong mot, hai, ba, bon,
nam, sdu, bay, tdm, chin, muodi, mudi mot tudn hoac nhiéu hon. Liéu don vi chira
khodng 100.000 & bao, khoang 300.000 t& bao hodc khoang 500.000 té bao c6 thé
dwoc st dung hai 1an mot tuan trong 8 tuan, t6t hon 1a 1én 1 cm?.

Liéu don vi c6 thé dugc chira trong vat chira thich hop bat ky. Ching han,
dang liéu don vi c6 thé dugc chira trong lo 1 ml. Trong céac truong hop do, ching
han 0,1 ml cua lo c6 thé duoc str dung cho d6i tuong, t6t hon 12 trén mdi cm?. Liéu
don vi ¢6 thé theo cach khac dugc chtra trong xylanh.

Lidu don vi theo sang ché, cac té bao c6 thé tiép xic voéi chit mang léng
nhu duogc xac dinh & day. Néu vay thi céac té bao géc trung }mé duoc tach khoi chét
mang trude khi dung. Chéng han, cac té bao co thé dugc ly tim va duge phén 1ap
truée khi dung cho ddi tuong. Chét mang c6 thé bao gdm hoic 1a chit mang bat ky
nhw duge mo ta & day, nhu HypoThermosol™ hogc Hypothermosol™-FRS.

Liéu don vi theo sang ché c6 thé chira cdc MSC cua day ron. Nhu dugce
mb ta & trén, cac MSC ctia day rén c6 thé (c6 ngudn gbc) tir ngan bt ky ctia mo
day rén chtta cac MSC. Do d6, dang liéu don vi c6 thé chira cac MSC clia mang bi,
céchASCiquanhrnach,céchSCicﬁachétnhéysétVVhaﬁon,céchAS(lcﬁarnéng(ﬁ
ctia day rdn. Cac MSC clia mang 51 cua day ron c6 thé duoc xac dinh va dong nhét
cao. Do d6, theo mot phuong an theo sang ché, dang liéu don vi co thé chira cac
MSC nhu duge md ta trong don qudc té s6 WO 2018/067071 duge st dung. Do
d6, cac vi du dién hinh ctia phuong phép dang liéu don vi c6 thé chira cac MSC ¢6
it nhat khoang 90% hodc nhiéu hon, khoang 91% hodc nhiéu hon, khoang 92%
hodc nhidu hon, khoang 93% hodc nhiéu hon, khoang 94% hodc nhiéu hon,
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khoang 95% hogc nhidu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoang 97% hodc
nhiéu hon, khoang 98% hodc nhidu hon khoang 99% hodc nhiéu hon ctia cac MSC
biéu hién modi trong sb céc gen danh diu sau: CD73, CD90 va CD105. Hon nita,
dang liéu don vi c6 thé chira cac MSC c6 it nhét khoang 90% hodc nhiéu hon,
khoang 91% hoac nhiéu hon, khoang 92% hodc nhiéu hon, khoang 93% hoic
nhidu hon, khoang 94% hodc nhidu hon, khoang 95% hodc nhiéu hon, khoang
96% hodc nhidu hon, khoang 97% hosc nhiéu hon, khoang 98% hodc nhiéu hon,
khoang 99% hodc nhiéu hon ctia cac MSC khong ¢6 su biéu hién cta cac gen danh
d4u sau: CD34, CD45 va HLA-DR. Theo céc vi du cu thé, dang liéu don vi chtra
khoang 97% hodc nhiéu hon, khoang 98% hodc nhiéu hon, hodc khoang 99% hodc
nhiéu hon ctia cdc MSC biéu hién CD73, CD90 va CD105 trong khi khong c6 su
biéu hién ctia CD34, CD45 va HLA-DR. Theo céc vi du khac, it nhat khoang 91%
hodc nhidu hon, khoang 92% hodc nhidu hon, khoang 93% hogc nhiéu hon,
khoang 94% hodc nhidu hon, khoang 95% hodc nhiéu hon, khoang 96% hodc
nhidu hon, khoang 97% hodc nhiéu hon, khoang 98% hodc nhiéu hon khoang 99%
té bao hodc nhidu hon cia cac MSC biéu hién mdi trong s CD73, CD90 va
CD105 trong khi it nhét khoang 90% hogc nhidu hon, khoang 91% hodc nhiéu
hon, khoang 92% hodc nhidu hon, khoang 93% hogc nhiéu hon, khoang 94% hodc
nhidu hon, khoang 95% hodc nhidu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoang
97% hodc nhidu hon, khoang 98% hodc nhidu hon khoang 99% hodc nhiéu hon
ctia cac MSC c6 thé khong c6 su biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR. Theo céc vi
du cu thé, khoang 97% hodc nhidu hon, khoang 98% hodc nhiéu hon, hoac khoang
99% hodc nhiéu hon cta cac MSC biéu hién CD73, CD90 va CD105 trong khi
khong c6 su biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR.

Phuong phép diéu tri va dang lidu don vi theo sang ché c6 thé bao gdm
viée str dung cac té bao séng duge. Cach co thé kiém tra mirc @ séng duge md ta
& dau d6 trong ban md ta nay.

Séngchéséduqcrnhﬂ1hoathén1béicécviduth&luﬂﬁénlkhénglénlgkﬁ

han sang ché sau.
Céc trinh tu nhu duoc st dung & ddy duoc minh hoa trong bang 1 bén

dudi.
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Bang 1. Céc trinh tu nhu duoc st dung & day.

SEQ
ID
NO.

Loai

Trinh tw

Ky hiéu
nhan
dién
CD73
P21589
cua
Uniprot,
phién
ban sb 1
tor ngay
1 thang
5 ndm
1991:

MCPRAARAPATLLLALGAVLWPAAGAWELTILHTNDVHSR
LEQTSEDSSKCVNASRCMGGVARLFTKVQQIRRAEPNVLLL
DAGDQYQGTIWFTVYKGAEVAHFMNALRYDAMALGNHEF
DNGVEGLIEPLLKEAKFPILSANIKAKGPLASQISGLYLPYKV
LPVGDEVVGIVGYTSKETPFLSNPGTNLVFEDEITALQPEVDK
LKTLNVNKIIALGHSGFEMDKLIAQKVRGVDVVVGGHSNTF
LYTGNPPSKEVPAGKYPFIVITSDDGRKVPVVQAYAFGKYLG
YLKIEFDERGNVISSHGNPILLNSSIPEDPSIKADINK WRIKLD
NYSTQELGKTIVYLDGSSQSCRFRECNMGNLICDAMINNNLR
HTDEMFWNHVSMCILNGGGIRSPIDERNNGTITWENLAAVL
PFGGTFDLVQLKGSTLKKAFEHSVHRYGQSTGEFLQVGGIH
VVYDLSRKPGDRVVKLDVLCTKCRVPSYDPLKMDEVYKVIL
PNFLANGGDGFQMIKDELLRHDSGDQDINVVSTYISKMKVIY
PAVEGRIKFSTGSHCHGSFSLIFLSLWAVIFVLYQ

Ky hiéu
nhan
dién
CD90
P04216
clua
Uniprot,
phién
ban s6 2
tor ngay
2 thang
5 ndm
2002:

MNLAISIALLLTVLQVSRGQKVTSLTACLVDQSLRLDCRHEN
TSSSPIQYEFSLTRETKKHVLFGTVGVPEHTYRSRTNFTSKYN
MKVLYLSAFTSKDEGTYTCALHHSGHSPPISSQNVTVLRDKL
VKCEGISLLAQNTSWLLLLLLSLSLLQATDFMSL

Ky hi€u
nhan
dién
CD105
P17813
cua
Uniprot,
phién
ban s 2
tr 15
thang 7
nam

MDRGTLPLAVALLLASCSLSPTSLAETVHCDLQPVGPERGEV
TYTTSQVSKGCVAQAPNAILEVHVLFLEFPTGPSQLELTLQA

SKQNGTWPREVLLVLSVNSSVFLHLQALGIPLHLAYNSSLVT
FQEPPGVNTTELPSFPKTQILEWAAERGPITSAAELNDPQSILL
RLGQAQGSLSFCMLEASQDMGRTLEWRPRTPALVRGCHLE

GVAGHKEAHILRVLPGHSAGPRTVTVKVELSCAPGDLDAVL
ILQGPPYVSWLIDANHNMQIWTTGEY SFKIFPEKNIRGFKLPD
TPQGLLGEARMLNASIVASFVELPLASIVSLHASSCGGRLQTS
PAPIQTTPPKDTCSPELLMSLIQTKCADDAMTLVLKKELVAH
LKCTITGLTFWDPSCEAEDRGDKFVLRSAYSSCGMQVSASMI
SNEAVVNILSSSSPQRKKVHCLNMDSLSFQLGLYLSPHFLQA
SNTIEPGQQSFVQVRVSPSVSEFLLQLDSCHLDLGPEGGTVEL
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SEQ
D
NO.

Loai

Trinh tw

1998:

IQGRAAKGNCVSLLSPSPEGDPRFSFLLHFYTVPIPKTGTLSCT
VALRPKTGSQDQEVHRTVFMRLNIISPDLSGCTSKGLVLPAV

LGITFGAFLIGALLTAALWYIYSHTRSPSKREPVVAVAAPASS
ESSSTNHSIGSTQSTPCSTSSMA

Ky hiéu
nhan
dién
CD34
P28906
cua
Uniprot,
phién
ban s6 2
tr 15
thang 7
nam
1998:

MLVRRGARAGPRMPRGWTALCLLSLLPSGFMSLDNNGTAT
PELPTQGTFSNVSTNVSYQETTTPSTLGSTSLHPVSQHGNEAT
TNITETTVKFTSTSVITSVYGNTNSSVQSQTSVISTVFTTPANV
STPETTLKPSLSPGNVSDLSTTSTSLATSPTKPYTSSSPILSDIK
AEIKCSGIREVKLTQGICLEQNKTSSCAEFKKDRGEGLARVL
CGEEQADADAGAQVCSLLLAQSEVRPQCLLLVLANRTEISSK
LQLMKKHQSDLKKLGILDFTEQDVASHQSYSQKTLIALVTSG
ALLAVLGITGYFLMNRRSWSPTGERLGEDPYYTENGGGQGY
SSGPGTSPEAQGKASVNRGAQENGTGQATSRNGHSARQHV
VADTEL

Ky hiéu
nhan
dién
CD45
P08575
cua
Uniprot,
phién
ban s6 2
tu 19
thang 7
nam
2003:

MYLWLKLLAFGFAFLDTEVFVTGQSPTPSPTGLTTAKMPSVP
LSSDPLPTHTTAFSPASTFERENDFSETTTSLSPDNTSTQVSPD
SLDNASAFNTTGVSSVQTPHLPTHADSQTPSAGTDTQTFSGS
AANAKLNPTPGSNAISDVPGERSTASTFPTDPVSPLTTTLSLA
HHSSAALPARTSNTTITANTSDAYLNASETTTLSPSGSAVIST
TTIATTPSKPTCDEKYANITVDYLYNKETKLFTAKLNVNENV
ECGNNTCTNNEVHNLTECKNASVSISHNSCTAPDKTLILDVP
PGVEKFQLHDCTQVEKADTTICLKWKNIETFTCDTQNITYRF
QCGNMIFDNKEIKLENLEPEHE YK CDSEIL YNNHKFTNASKII
KTDFGSPGEPQIIFCRSEAAHQGVITWNPPQRSFHNFTLCYIK
ETEKDCLNLDKNLIKYDLQNLKPYTKYVLSLHAYIIAKVQRN
GSAAMCHFTTKSAPPSQVWNMTVSMTSDNSMHVKCRPPRD
RNGPHERYHLEVEAGNTLVRNESHKNCDFRVKDLQYSTDY
TFKAYFHNGDYPGEPFILHHSTSYNSKALIAFLAFLIIVTSIAL
LVVLYKIYDLHKKRSCNLDEQQELVERDDEK QLMNVEPIHA
DILLETYKRKIADEGRLFLAEFQSIPRVFSKFPIKEARKPFNQN
KNRYVDILPYDYNRVELSEINGDAGSNYINASYIDGFKEPRK
YIAAQGPRDETVDDFWRMIWEQKATVIVMVTRCEEGNRNK
CAEYWPSMEEGTRAFGDVVVKINQHKRCPDYIIQKLNIVNK
KEKATGREVTHIQFTSWPDHGVPEDPHLLLKLRRRVNAFSNE
FSGPIVVHCSAGVGRTGTYIGIDAMLEGLEAENKVDVYGYV
VKLRRQRCLMVQVEAQYILIHQALVEYNQFGETEVNLSELH
PYLHNMKKRDPPSEPSPLEAEFQRLPSYRSWRTQHIGNQEEN
KSKNRNSNVIPYDYNRVPLKHELEMSKESEHDSDESSDDDS
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SEQ
D
NO.

Loai

Trinh tw

DSEEPSK YINASFIMSY WKPEVMIAAQGPLKETIGDF WQMIF
QRKVKVIVMLTELKHGDQEICAQYWGEGKQTYGDIEVDLK
DTDKSSTYTLRVFELRHSKRKDSRTVYQYQYTNWSVEQLPA
EPKELISMIQVVKQKLPQKNSSEGNKHHKSTPLLIHCRDGSQ
QTGIFCALLNLLESAETEEVVDIFQVVKALRKARPGMVSTFE
QYQFLYDVIASTYPAQNGQVKKNNHQEDKIEFDNEVDK VK
QDANCVNPLGAPEKLPEAKEQAEGSEPTSGTEGPEHSVNGP
ASPALNQGS

Ky hiéu
nhan
dién
HLA-
DR
P01903
cua
Uniprot,
phién
ban sd 1
tur 21
thang 7
nam

1986:

MAISGVPVLGFFIIAVLMSAQESWAIKEEHVIIQAEFYLNPDQ
SGEFMFDFDGDEIFHVDMAKKETVWRLEEFGRFASFEAQGA
LANIAVDKANLEIMTKRSNYTPITNVPPEVIVLTNSPVELREP
NVLICFIDKFTPPVVNVTWLRNGKPVTTGVSETVFLPREDHL
FRKFHYLPFLPSTEDVYDCRVEHWGLDEPLLKHWEFDAPSP
LPETTENVVCALGLTVGLVGIHIGTIFIKGVRKSNAAERRGPL

TGFbeta
1 cua
nguoi
Uniprot
$6:
P36897
phién
ban sb 1
tur 1
thang 6
nam

1994

MEAAVAAPRPRLLLLVLAAAAAAAAALLPGATALQCFCHL
CTKDNFTCVTDGLCFVSVTETTDKVIHNSMCIAEIDLIPRDRP
FVCAPSSKTGSVTITTYCCNQDHCNKIELPTTVKSSPGLGPVE
LAAVIAGPVCFVCISLMLMVYICHNRTVIHHRVPNEEDPSLD
RPFISEGTTLKDLIYDMTTSGSGSGLPLLVQRTIARTIVLQESI
GKGRFGEVWRGKWRGEEVAVKIFSSREERSWFREAETYQTV
MLRHENILGFIAADNKDNGTWTQLWLVSDYHEHGSLEFDYL
NRYTVTVEGMIKLALSTASGLAHLHMEIVGTQGKPAIAHRD
LKSKNILVKKNGTCCIADLGLAVRHDSATDTIDIAPNHRVGT
KRYMAPEVLDDSINMKHFESFKRADIYAMGLVFWEIARRCSI
GGIHEDYQLPYYDLVPSDPSVEEMRKVVCEQKLRPNIPNRW
QSCEALRVMAKIMRECWYANGAARLTALRIKKTLSQLSQQE
GIKM

VEGFA
cua
nguoi
Uniprot
56

P15692

MNFLLSWVHWSLALLLYLHHAKWSQAAPMAEGGGQNHHE
VVKFMDVYQRSYCHPIETLVDIFQEYPDEIEYIFKPSCVPLMR
CGGCCNDEGLECVPTEESNITMQIMRIKPHQGQHIGEMSFLQ
HNKCECRPKKDRARQEKKSVRGKGKGQKRKRKKSRYKSW

SVYVGARCCLMPWSLPGPHPCGPCSERRKHLFVQDPQTCKC
SCKNTDSRCKARQLELNERTCRCDKPRR
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SEQ
D
NO.

Loai

Trinh tw

phién
ban sb 2
tr ngay
16 thang
11 nam
2001

Thu thé
yéu t6
tang
truong
alpha co
ngudn
géc tur
tidu cau
cua
nguoi
Uniprot
s0:
P16234
phién
ban sb 1
tur 1
thang 4
nam
1990

MGTSHPAFLVLGCLLTGLSLILCQLSLPSILPNENEKVVQLNS
SFSLRCFGESEVSWQYPMSEEESSDVEIRNEENNSGLEFVTVLE
VSSASAAHTGLYTCYYNHTQTEENELEGRHIYIYVPDPDVAF
VPLGMTDYLVIVEDDDSAIIPCRTTDPETPVTLHNSEGVVPAS
YDSRQGFENGTFTVGPYICEATVKGKKFQTIPFNVYALKATSE
LDLEMEALKTVYKSGETIVVTCAVENNEVVDLQWTYPGEV
KGKGITMLEEIKVPSIKLVYTLTVPEATVKDSGDYECAARQA
TREVKEMKKVTISVHEK GFIEIKPTFSQLEAVNLHEVKHEFVV
EVRAYPPPRISWLKNNLTLIENLTEITTDVEKIQEIRYRSKLKL
IRAKEEDSGHYTIVAQNEDAVKSYTFELLTQVPSSILDLVDD
HHGSTGGQTVRCTAEGTPLPDIEWMICKDIKKCNNETSWTIL
ANNVSNITEIHSRDRSTVEGRVTFAKVEETIAVRCLAKNLLG
AENRELKLVAPTLRSELTVAAAVLVLLVIVIISLIVLVVIWKQ
KPRYEIRWRVIESISPDGHEYITYVDPMQLPYDSRWEFPRDGL
VLGRVLGSGAFGKVVEGTAYGLSRSQPVMKVAVKMLKPTA
RSSEKQALMSELKIMTHLGPHLNIVNLLGACTKSGPIYIITEY
CFYGDLVNYLHKNRDSFLSHHPEKPKKELDIFGLNPADESTR
SYVILSFENNGDYMDMKQADTTQYVPMLERKEVSKYSDIQR
SLYDRPASYKKKSMLDSEVKNLLSDDNSEGLTLLDLLSFTYQ
VARGMEFLASKNCVHRDLAARNVLLAQGKIVKICDFGLARD
IMHDSNYVSKGSTFLPVKWMAPESIFDNLYTTLSDVWSYGIL
LWEIFSLGGTPYPGMMVDSTFYNKIKSGYRMAKPDHATSEV
YEIMVKCWNSEPEKRPSFYHLSEIVENLLPGQYKKSYEKIHL
DFLKSDHPAVARMRVDSDNAYIGVTYKNEEDKLKDWEGGL
DEQRLSADSGYIIPLPDIDPVPEEEDLGKRNRHSSQTSEESAIE
TGSSSSTFIKREDETIEDIDMMDDIGIDSSDLVEDSFL

10

Ang-1
cua
nguoi
Uniprot
sd:
Q15389
phién
ban s6 2
tr ngay

MTVFLSFAFLAAILTHIGCSNQRRSPENSGRRYNRIQHGQCA
YTFILPEHDGNCRESTTDQYNTNALQRDAPHVEPDFSSQKLQ
HLEHVMENYTQWLQKLENYIVENMKSEMAQIQQNAVQNHT
ATMLEIGTSLLSQTAEQTRKLTDVETQVLNQTSRLEIQLLENS
L STYKLEKQLLQQTNEILKIHEKNSLLEHKILEMEGKHKEEL
DTLKEEKENLQGLVTRQTYIIQELEKQLNRATTNNSVLQKQQ
LELMDTVHNLVNLCTKEGVLLKGGKREEEKPFRDCADVYQ
AGFNKSGIYTIYINNMPEPKKVFCNMDVNGGGWTVIQHRED
GSLDFQRGWKEYKMGFGNPSGEY WLGNEFIFAITSQRQYML
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SEQ
ID
NO.

Loai

Trinh tw

1 thang
1 ndm
1998

RIELMDWEGNRAYSQYDRFHIGNEKQNYRLYLKGHTGTAG
KQSSLILHGADFSTKDADNDNCMCKCALMLTGGWWFDAC
GPSNLNGMFYTAGQNHGKLNGIKWHYFKGPSYSLRSTTMMI
RPLDF

11

HGF cua
nguol
Uniprot
s0:
P14210
phién
ban s6 2
tr ngay
1 thang
8 ndm
1991

MWVTKLLPALLLQHVLLHLLLLPIAIPYAEGQRKRRNTIHEF
KKSAKTTLIKIDPALKIKTKKVNTADQCANRCTRNKGLPFTC
KAFVFDKARKQCLWFPFNSMSSGVKKEFGHEFDLYENKD YT
RNCIIGKGRSYKGTVSITKSGIKCQPWSSMIPHEHSFLPSSYRG
KDLQENYCRNPRGEEGGPWCFTSNPEVRYEVCDIPQCSEVE
CMTCNGESYRGLMDHTESGKICQRWDHQTPHRHKFLPERYP
DKGFDDNYCRNPDGQPRPWCYTLDPHTRWEYCAIKTCADN
TMNDTDVPLETTECIQGQGEGYRGTVNTIWNGIPCQRWDSQ
YPHEHDMTPENFKCKDLRENYCRNPDGSESPWCFTTDPNIR
VGYCSQIPNCDMSHGQDCYRGNGKNYMGNLSQTRSGLTCS
MWDKNMEDLHRHIFWEPDASKLNENYCRNPDDDAHGPWC
YTGNPLIPWDYCPISRCEGDTTPTIVNLDHPVISCAKTKQLRV
VNGIPTRTNIGWMVSLRYRNKHICGGSLIKESWVLTARQCEFP
SRDLKDYEAWLGIHDVHGRGDEKCKQVLNVSQLVYGPEGS
DLVLMKLARPAVLDDFVSTIDLPNYGCTIPEKTSCSVYGWG
YTGLINYDGLLRVAHLYIMGNEKCSQHHRGKVTLNESEICA
GAEKIGSGPCEGDYGGPLVCEQHKMRMVLGVIVPGRGCAIP
NRPGIFVRVAYYAKWIHKILTYKVPQS

12

PDGFB
cua
nguodi
Uniprot
s
P01127
phién
ban 6 1
tu 21
thang 7
nam
1986

MNRCWALFLSLCCYLRLVSAEGDPIPEELYEMLSDHSIRSFD
DLQRLLHGDPGEEDGAELDLNMTRSHSGGELESLARGRRSL
GSLTIAEPAMIAECKTRTEVFEISRRLIDRTNANFLVWPPCVE
VQRCSGCCNNRNVQCRPTQVQLRPVQVRKIEIVRKKPIFKKA
TVTLEDHLACKCETVAAARPVTRSPGGSQEQRAKTPQTRVTI
RTVRVRRPPKGKHRKFKHTHDKTALKETLGA

13

IL-10
cua
nguoi
Uniprot
s0:
P22301
phién

MHSSALLCCLVLLTGVRASPGQGTQSENSCTHFPGNLPNML
RDLRDAFSRVKTFFQMKDQLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQA
LSEMIQFYLEEVMPQAENQDPDIKAHVNSLGENLKTLRLRLR
RCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEFDIFIN
YIEAYMTMKIRN
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SEQ | Loai Trinh tw

ID
NO.
ban s6 1
tr ngay
1 thang
8 nam
1991

Vi du thuc hién sang ché

1. Bo quan ddng lanh md day ron trude khi phan 14p té bao gbc trung md

M5 day ron (day ron dugce hién véi sy dong y cia ngudi me) duge xt
Iy dé€ sau d6 phén 14p céc t€ bao goc trung mo tir mang 0i cua diy ron nhu sau.

1.1 Rta mau md day ron:

a. Lay dao mo ra khoi vo bao vé.

b. Gitr chit day rén nho st dung kep va cit ddy ron thanh cdc mau dai 10 cm nhd
stt dung dao md. Dat day rén khong dwoc sir dung tré lai cbe chira md ban dau.

c. Chuyén mau day rén dai 10 cm vao dia nudi cdy 150 mm m&i. Pia nudi cly
150mm c6 thé duoc st dung thay cho céc cdc.

d. Sir dung nip cta dia nudi cdy 150 mm lam vi tri dit kep va dao mo.

e. Ly 25ml Plasmalyte A (Baxter, Catalog # 2B2543Q) bang xylanh 30 ml. Gitt
xylanh & gbc 45° bing mot tay va phan phdi Plasmalyte A truc tiép 1én trén mod
day ron.

f. Giit dia nuéi cdy léch goc nhe, loai b Plasmalyte A bang xylanh 30 ml va kim
dau ti.

g. Thu gom Plasmalyte A dugc st dung trong tai van chuyén 300 ml ma déng vai
trd 1am vat chira chit thai va dat né vao thung rac nguy hai sinh hoc.

h. Lap lai quy trinh rira, néu can, s dung dia nuoi cdy mé6i cho mdi lan rira. Bao
dam loai bo tAt ca cac cuc méu trén bé mat. Nhiéu Plasmalyte A hon co thé duoc
str dung néu can dé lam sach ms.

1. Bdt mo vao dia nudi céy mo dugc déan nhin méi dé tiép tuc cit mo. Pat 20 ml

Plasmalyte A vao dia dé mo6 khong bi kho trong khi cit né.

-57-




52872 58/197

j. Cit cac day rén thanh cic doan khoang l-cm bang nhau tong cong thanh 10
doan.
k. Lai cit mdi doan 1 cm thanh céc méau nho hon véi kich thude Xép xi 0,3 cm x
0,3 cm to 0,5 cm x 0,5 cm mdi doan.
1. L4y Plasmalyte A bét ky & trong dia.
m. Rut 25 ml Plasmalyte A bing xylanh 30 ml tGi Plasmalyte A ban dau va phan
phéi truc tiép 1én cac mau md day ron.
n. Gift dia nudi cdy léch goc dé thu gom tit ca Plasmalyte A dugc sir dung dé rira
mo & mdt mat va loai bd no béng xylanh va kim dau tu.
o. Lap lai viéc ria mot 14n nira. Khong nén c6 cuc mau nao con lai.

LUU Y: Néu day rén khong duge dong lanh ngay lap tirc, mo day rén
duoc giit trong Plasmalyte A cho dén khi sin sang dé dong lanh.

1.2 Bdo quan dong lanh mo day ron:

a. Chuan bi dung dich bao quan dong lanh:

i. Chuén bi 50 ml dung dich dong lanh gém c6 60% Plasmalyte A, 30% albumin
huyét thanh ngudi 5%, va 10% dimetyl sulfoxit (DMSO).

ii. Dén nhan tai chuyén 150 ml véi “Dung dich déng lanh mo” va gin bd chuyén
huyét thanh vao miéng ti nho st dung ky thuat vo tring.

iii. L4y 30 ml Plasmalyte A bing xylanh 30 ml tir tdi Plasmalyte A ban dau va
chuyén n6 vao tui chuyén dwoc gin nhan “dung dich déng lanh mo” véi thoi gian
va ngay ma dung dich dugrc tao.

iv. L4y 15 ml albumin huyét thanh ngudi 5% bang xylanh 20 ml va chuyén né6 vao
tui chuyén dugc gan nhan.

v. Thém 5 ml DMSO vao tii chuyén.

vi. Tron k§ va ghi chép viéc tron dung dich dong lanh

b. Loai Plasmalyte A ra khoi md trude khi thém dung dich dong lanh.

c. St dung xylanh 60 ml, rat tit ca 50 ml dung dich déng lanh vao xylanh, thém
xap xi 30 ml dung dich déng lanh vao dia nudi ciy té bao 150 mm chira md day
ron. Bat kim dau ti 1én xylanh dé gitt cho né vo trung.

d. Xody cudn dia nudi cdy chira md va dung dich dong lanh mdi phut trong 10

phut.
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e. St dung kep, chon 8 doan dugc chon ngau nhién va dat ching vao mdi trong s6
bon 1o dong lanh 4 ml. Chon 4 doan chon ngﬁu nhién va dat chung vao mot lo
dong lanh 1,8 ml. Cac doan nay nén khong c6 cac cuc mau.

f. Nap day mdi lo dong lanh chira md day ron v6i dung dich dong lanh con lai dén
vach nap déy 3,6 ml cho céc 6ng 4 ml va dén vach 1,8 ml cho lo Nunc 1,8 ml.

g. Gan nhan mdt chai Bactec Lytic/10 - Anaerobic/F va mot chai Bactec Plus
Aerobic/F bang ID ctia md.

h. L4y 20 ml dung dich dong lanh tir dia nuoi ciy bang xylanh va kim dau tu, sau
d6 lau sach céc lo Bactec bang gac con, thay kim dau ti bang kim 18g va bom vao
c4c chai Bactec hiéu khi va ky khi bang 10 ml dung dich mdi chai.

i. Khoi dong ti déng c6 toe dd duge kiém sodt.

j- Sau khi hoan tat viéc dong lanh & tbc do duoc kiém soat, dat cac don vi trong tu
dong nito 16ng dugc theo doi nhiét do lién tuc cho dén khi sir dung tiép.

2. Phan lap céc té bao gdc trung md mang 16t day ron tir mod day rén

2.1. Chuén bi moi trudong dé xit Iy cdc MSC tir md day rén:

a. Dé tao 500 ml PTT6 (moi trudng nudi ciy/ting trudng) thém cac chat sau theo
tht tu dugc liét ké:
i. DMEM, 250 ml
ii. M171 118 ml
iii. DMEM F12 118 ml
iv. FBS 12,5 ml (ndng do cudi 1a 2,5%)
v. EGF 1 ml (ndng d6 cudi 1a 10ng/ml)
vi. Insulin 0,175 ml (ndng d6 cudi 1a Sug/ml)

Céc thé tich néu trén cla céc thanh phan i. dén vi dua dén thé tich cudi
14 499,675 ml mdi truong nudi cdy. Néu khong thém cac thanh phan khéc vao moi
trudng nudi cdy, 0,325 ml con lai (& du thé tich 500 ml) c6 thé, ching han, 14
thanh phin bat ky trong s6 cac thanh phan i. dén iv, nghia &4 DMEM, MI171,
DMEM/F12 hoac FBS. Theo cach khéc, néng do cua cua dung dich géc EGF hodc
Insulin di nhién ¢6 thé duoc diéu chinh sao cho tong thé tich ctia mdi trudng nudi
cdy 12 500 ml. Theo cach khac, dung dich gdc cta khéng sinh nhu Penixilin-

Streptomyxin-Amphoterixin c6 thé dugc thém vao dé dua dén thé tich cubi 1a 500
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ml. Cling co thé thém vao moéi truomg nudi céy thé tich 0,325 ml ctia mot hoic
nhiéu trong s6 cac chét bd sung sau: adenin, hydrocortison, mudi 3,3',5-Triiodo-L-
thyronin natri (T3), nho d6 dat dugc thé tich cubi 1a 500 ml méi trudng nudi cay.
vii. G&n nhan chai “PTT6” véi ngay mdi trudng duoc chudn bi, tén viét tat ctia
nguoi thyc hién, va cum tu “hét han vao ngdy” theo sau bdi ngay hét han. Ngay
hét han 1a ngay hét han sém nhét ctia bat ky mot trong cac thanh phan hoic 1 théng
ké tir ngay chudn bi, tily ngay nao dén trude.

b. P& tao moi trudng ria (dung dich mudi dugc dém Hank (Hank’s Buffered Salt
Solution - HBSS) ma khong c6 canxi hodc magie va voi 5% FBS), thém 2,5 ml
FBS vao 47,5 ml HBSS trong dng ly tdm 50 ml. Gén nhan 6ng “Rinse Media” vé6i
tén viét tit ctia ngudi thuc hién va ngay tao moi truong.

c. Tt ca moi truong duoc thr nghiém vé dod vo truing nhd st dung chai Bactec
Lytic/10 — Anaerobic/F (Becton Dickinson & Company) va chai Bactec Pluc +
Aerobic/F (Becton Dickinson & Company). Bom 20 ml moi truong dugc chuan bi
vao modi chai.

2.2 R4 dong md day ron dé thu gom MSC:

a. Bét diu rd dong khi ngudi thyc hién sin sang dé xtt 1y mau trong phong sach.
Khong 13 dong nhidu hon 1 lo & mot thoi didm trir khi cac lo bat nguon tir cing
nguoi cho.

b. Lau chau nudc bang chat diét khuén, sau d6 bang 70% isopropanol va nap vao 1
L nude vo khuan. Lam 4m chiu nuée dén nhiét do 36-38°C.

c. Chuin bi 10 mL mdi truong rira gdbm c6 70% dén 90% Plasmalyte A trong
phong sach trong ti an toan sinh hoc. Loc v0 trung dung dich bang bo loc xylanh
0,2-um duoc gan v6i xylanh 10 ml va gitt dung dich duge lam lanh cho dén khi sir
dung.

d. Dt nhan xt 1y trén 6ng hinh nén 50 ml.

e. X4c nhan nhiét dd cua chau nude la & 36-38°C.

f. Liy (c4c) lo mo khoi kho bao quan nito long va rd dong nhanh & nhiét do chau
nude 37°C c¢6 nap 1L nude vO khuan. Gia gitt lo cho vat chtta dong lanh Mr.
Frosty Nalgene Cryo 1°C ndi cling v6i lo tai chd va ¢6 thé duoc str dung lam gid

ndi khi rd dong cac mau.
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g. L4y lo ra khoi chau nuéc va xit bang dung dich Isopropanol 70%. Thoi gian t6t
d& T4y 1o ra khoi chau nu6c 1a khi ¢6 thé thiy da lanh nhé ndi trong lo — cho thay
nhiét dd bén trong lo 1a nho hon 37°C.

h. Dit 1o vao 15 chuyén va canh bdo k¥ thuét vién xir Iy phong sach.

2.3 Chuén bi xtt Iy md:

a. Viée xtr Iy md day ron nén dugc thyc hién trong phong sach duge theo ddi moi
truong (environmentally monitored - EM):. Khi két thuc mdi ca, thuc hién viée
lam sach ca phong va tu cy.

b. Chudn bi/lam sach t0 an toan sinh hoc.

¢. Thuc hién dém phén tlr séng duogc trong khi 1am viéc trong ti an toan sinh hoc.
d. Lap rap tht ca cac do can thiét trong ti an toan sinh hoc, kiém tra ting thir vé hu
héng bao goi va ngay hét han. Khi cAm nim céc xylanh, cac pipet huyét thanh, kep
vO trung, dao md, dia md, va kim, bao dam khong cham vao bé mat bét ky ma s€
tiép xuc v6i san phim vo trung. Chi ¢6 bén ngoai cua 6ng xylanh, ng, dau pittong
va/hodc mil chup hodc bao kim 1a ¢o6 thé duogc cAm n&m an toan. Loai bé dung cu
néu bé mat da bi cham vao hodc da cham vao bé mit khong vo trung.

¢. Ghi s 16 va ngay hét han (néu thich hop) clia tat ca cac chét phan @mg va do can
duoc st dung.

f. Nhan céc lo dugc rd dong bang cach lam sach lo bang khin khong c6 xo vai
duoc lam 4m bang con 70% trude khi chuyén vao ti an toan sinh hoc.

g. Str dung kim hut véi xylanh, rat chinh xac chét 1ong tir lo. Tranh hit md.

h. St dung kep vo trung, chuyén md véao dia petri 100 mm v0 tring.

i. B4 sung phan phan uéc 5 ml moi trudng rira vao cdc phan doan mo.

j. Lac xody cac thanh phan trong 15-30 gidy, sau do loai bo moi trudng rua bang
pipet hoic xylanh vé6i kim hut. Lap lai quy trinh rira nay hai lan.

k. Thém 2 mL méi truong rira vao md dé tranh 1am kho ms.

2.4. Bt dAu su phat trién ra cia MSC tlr mo:

a. Gén nhan day dia 6 15 “Outgrowth 17 v6i s6 16 MSC hoge ID md ddy ron va
ngay bat dAu phét trién ra. Néu dia nudi cdy md 60 mm dugc st dung, chia dia

thanh 4 goc phan tur bang cach vé dudng ké 1én day dia.
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b. St dung kep vo trung dung mot lan, dat mot mo 3 x 3 mm dén 5 x 5 mm vao
mbi 15. Néu st dung dia nudi cdy md 60 mm, dit mo vao gifta mdi goc phan tu dé
gift m6 cach xa nhau (mdi mod cach nhau nhiéu hon 1 cm).

¢. Nap vao mdi dia 3 ml PTT6.

d. Str dung kim ht dugce ghép véi xylanh 30 ml, rit ¢t moi truong dé che phi1 vira
di m6. Khong lam nghiéng dia. Khong cham kim ht vao ddy dia.

e. Str dung kinh hién vi quang hoc soi ngugc, quan sat sy phat trién ra cta té bao
mdi ngay (24 + 6 gio). Hé théng chup anh nudi cdy té bao thoi gian thuc c6 thé
duoc sir dung thay cho kinh hién vi quang hoc.

f. Thay dbi mdi truong mdi ngay. Bio dam cin bing méi trudng vé nhiét do trong
phong trude khi su dung.

1. Hat bé méi truong.

ii. Thém 3 ml PTT6.

iii. Hat cho dén khi mé vira d ngdp trong moi trudng.

g. Khi quan sét thdy su phat trién ra cua té bao tir mo, cdy chuyén mo sang dia 6 16
m&i nho st dung cing quy trinh nhu 4.a dén 4.e ngoai trir viée gén nhan 1én dia 1a
“Outgrowth 2”. Duy tri su phat trién ra ctia té bao & dia “Outgrowth 1” bang cach
thém 2ml PTT6 vao mdi 16. Quan séat sw hop lwu mdi ngay. Thay mdi truong mdi
2-3 ngay (bao dam can bang moi trudng vé nhiét do trong phong trudc khi sir
dung).

h. Khi quan sét thy su phét trién ra cua té bao trong dia “Outgrowth 2”, lip lai
buGe 4.a dén 4.¢ ngoai trir gan nhan 1én dia 1a “Outgrowth 3.” Duy tri sy phat trién
ra cta té bao & dia “Outgrowth 2” bang cach thém 2ml PTT6 vao mdi 16. Quan sat
su hop luu mdi ngay. Thay mdi trudng mdi 2-3 ngay (béo dao can bang mdi
truong vé nhiét d6 trong phong trudce khi st dung).

i. Khi quan sét thdy su phat trién ra ctia té bao & dia “Outgrowth 3”, loai bo mo.
Néu cdc md rat nho va khong c6 vé gy tré ngai cho sy ting trudng té bao, loai bo
md khi cay chuyén.

j. Khi té bao dat murc hop luu 40-50%, quan sét té bao mdi ngay dé ngan chan su

lan rdng qua muec.
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k. Khi té bao dat mic hop luu 70-80%, chy chuyén cac té bao. Khong cho phép
c4c té bao lan rong vugt qua muc hop luu 80%.

V6i kich thude cia md cdy la khoang 1-3mm, va viée cdy md
sang/nudi ciy té bao duoc thuc hién trong cac dia nudi cdy 175 mm vudng, s6
lugng trung binh cua cac té bao gdc trung md thu gom dugc tir mod céy phd bién 1a
khoang 4.000 - 6.000 t& bao/mé cdy. Do d6, khi céc té bao gdc trung md dong thoi
phat trién ra ngoai 48 md cdy, co thé thu duge khoang 300.000 té bao khi thu gom.
300.000 té bao gbc trung md thu gom tir md ciy nay sau d6 c6 thé duoc str dung
dé chy chuyén bang cach cy vao binh thét ¢6 nudi cdy té bao 175cm? v6i 300.000
té bao d6 nhu dugc md ta trong vi du 2.5 sau (diéu nay duoc goi la Céy chuyén
1). Té bao gbc trung md thu duge tir Cay chuyén 1 sau d6 duge st dung cdy lai
vao binh thét ¢ 175cm? (Cdy chuyén 2) va lan rong cac té bao nhu duge mo ta
trong vi du 2.5 sau. Cac té bao thu duge tir ca Cay chuyén 1 va CAy chuyén 2 c6
thé duoc “tao ngan hang” bang céch bdo quan dong lanh, vdi cac té bao gbc trung
m6 thu duoc sau Cdy chuyén 2 duge xem 1a tugng trung cho ngan hang té bao dau
dong (Master Cell Bank) ma s& dung cho su lan rdng sau nay cua cac té bao gdc
trung mo, ching han, trong binh phéan tng sinh hoc nhu dugc gii thich bén dudi
trong vi du 2.7.

2.5. Chy chuyén MSC trong cac dia nudi chy té bao

a. Thuc hién dém phé‘m t séng trong khi 1am viéc trong ti an toan sinh hoc. Can
bang tit ca cac mdi trudng vé nhiét do trong phong trudce khi str dung.

b. Khi su phét trién ra ngoai clia té bao dat mirc hop luu 70-80%, cdy chuyén cac
té bao.

i. Loai bo PTT6 khoi dia petri.

ii. Rira bang HBSS ma khong c6 canxi hodc magie.

iii. Thém 0,2 ml TrypLE-EDTA 1X va xody trong 1-2 phut.

iv. Lam nghiéng dia 30-45° @& cho phép céc té bao dich chuyén xubng do dong
chay trong luc. GO nhe 1én canh dia dé ddy nhanh su tch ra.

v. Thém 1ml PTT6. Hit 1én xudng bang pipet nhe nhang, sau d6 chuyén té bao vao
éng ly tam 15 ml. St dung ddu pipet sach cho m&i 16. C4c té bao tir tat ca 6 16 c6

thé dugc gom vao mot 6ng 15ml.
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vi. Ly tAm trong 10 phut ¢ 1200 vong/phut.
vii. Loai bo phin ndi va huyén pht lai céc t€ bao v6i Sml PTT6.
c. Cay chuyén MSC
i, Phan thanh cac phan nho 50 pl cia mdi dich huyén phu t€ bao va thir nghiém vé
TNC va kha nang sdng bang thit nghiém loai trir bang Xanh Trypan.
ii. Pém té bao nhd st dung dung cu dém hdng cau. Ky vong la dém duge 20-100
té bao/d vudng. Néu s6 ¢ém cao hon 100, pha loang mAu ban dau theo ty 1€ 1:5 va
lap lai phuong phap xanh Trypan nho st dung dung cu dém hdng cau.
iii. Tinh cac té bao séng dugc/ml va tdng té bao séng dugc:
1. Té bao sbng duge/ml = s6 dém té bao song dugc x hé s6 pha lodng x 10*
2. Téng sb té bao séng duoc = s6 dém té bao x hé sé pha lodng x tdng thé tich x
104
iv. Tinh% kha ning song dugc:
1. % kha ning séng dugc = s6 dém té bao song duge x 100 /(sb dém té bao song
duoc + sb dém té bao chét)
v. Pha loang dich huyén phu té bao dén 1,0 x 10° t€ bao/ml:

1. Thé tich “X” = Tdng té bao séng duoc/10° té bao/ml

2. Ching han, néu tong s6 luong té bao sbng duogc 1a 1,0 x 107;

3. <X = 107/10° té bao/ml hodc 10 ml, do d6, dwa téng thé tich té bao 1én
dén 10 ml bang cach thém 5 ml vao huyén phu té bao (ma dang & 5 ml).
vi. Néu dich huyén pha té bao 1a nho hon 108/ml, xdc dinh thé tich cin thiét dé cy
2 x 10° té bao cho mdi dia petri 150 mm hodc binh thét ¢6 175 cm?.
1. Thé tich cho 2 x 106 té bao =2 x 10° t& bao = t& bao sdng dugc/ml
2. Chéng han, néu té bao sdng dugc/ml 1a 8 x 10° t& bao/ml, thi 2 x10° té bao + 8 x
105 t& bao/ml hay 2,5 ml 12 cin thiét.
vii. Git 0,5 ml dé phan tich gen danh dau MSC.
viii. Cdy 2 x 106 té bao vao mdi dia petri 150 mm hogc binh thot ¢6 175 em” véi 30
ml PTT6.
ix. Quan sat té bao vé su gén, su hinh thanh khuén lac, va hop luu mdi ba ngay.
Khi té bao dat mirc hop Iuu 40-50%, quan sat té bao mdi mot dén hai ngay dé ngan

chan su lan rong qua muc. Khong cho phép cac té bao lan rong vugt qua mirc hop
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luu 80%. Hé thong giam sat nudi cy té bao thoi gian thuc cé thé duge sir dung
thay cho kinh hién vi quang hoc.
x Thay mdi trudng mdi 2-3 ngay.

2.6 Bao quan ddng lanh céc t& bao MSC

a. Thuc hién dém phan tir séng trong khi lam viée trong tii an toan sinh hoc.
b. Khi té bao dat mtc hop luu 70-80%, tach cac té bao nh st dung 2 ml TrypLE-
EDTA 1X cho mdi dia petri 150 mm hodc binh thét ¢6 175 cm?.
1. Loai bo PTT6 khoi dia petri.
ii. Rira bang Sml HBSS hodc PBS ma khong c6 canxi hodc magie.
iii. Thém 2 ml TrypLE-EDTA 1X va xo4y trong 1-2 phut.
iv. Lam nghiéng dia 30-45° dé cho phép cac té bao dich chuyén xubng do dong
chay trong luc. GG nhe 18n canh dia dé gitp day nhanh sy tach ra.
v. Thém 10 ml PTT6 dé bat hoat TrypLE. Tron k§ dé phan ly céc cuc té bao.
vi. Chuyén té bao vao dng ly tdm 15 ml nhd st dung pipet Pasteur.
vii. Ly tdm trong 10 phat & 1200 vong/phut.
viii. Hit méi trudng va huyén phi lai véi 10 ml PTT6.
ix. Phan thanh cac phan nhé 50 pl va xac dinh téng sb lugng té bao sdng duogce
va% kha nang séng dugc nhu trén. Viéc dém té bao s& cAn duoc thuc hién trong
vong 15 phit vi cac té bao co thé bat dau két cum.
c. Chudn bi té bao dé bao quan dong lanh
i. Chuén bi mdi trudng huyén phil té bao va méi truong bao quan ddéng lanh va
dong lanh cac té bao

2.7. Ciy chuyén (lan rong) MSC trong binh phan tmg sinh hoc Quantum
(Terumo BTC, Inc.)
Ciing c6 thé sir dung binh phan tmg sinh hoc Quantum dé lan réng MSC. S6 lwong
té bao bat ddu dé lan rong trong binh phéan tng sinh hoc Quantum nén nim trong
khoang gita 20 dén 30 triéu té bao mdi lugt chay. Hiéu sudt phd bién trén mdi luogt
chay 1a 300 dén 700 triéu MSC khi thu gom. Binh phan tng sinh hoc duoc van
hanh theo huéng dan cta nha san xuét. Cac t& bao gbc trung md thu duge theo
cach do thuong duoc bao quan dong lanh (xem bén dudi) va dung lam ngin hang

té bao lam viéc (Working Cell Bank).
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Vit liéu/Chét phan tng:

Bo lan rong Quantum

2
3. Tai modi trudong Quantum
4. Tui nap Quantum

5. PTT6

6.
7
8
9

PBS

. Fibronectin
. TrypLE
. Xylanh 3ml

10.Bang thtr Glucoza

11.Bang tht Lactat

12.Dia nudi cy té bao 60ml hoic twong duong
13.Hon hop khi 5% CO, y té
14. Combi-tip 50ml

® N kW

Thiét bi:

. Th an toan sinh hoc

Dung cu do Glucoza (Bayer Healthcare/Ascensia Contour Blood Glucoza
Meter)
Lactate Plus (Nova Biomedical)
Bom nhu dong c6 dau
May ly tam, Eppendorf 5810
B6 ndi ng vo tring
Pipet lap lai M4
B6 dén kin RF
Quy trinh:

. Chuén bi binh phan tng sinh hoc Quantum

a) Mdi binh phéan tmg sinh hoc Quantum
b) Phu binh phan Urmg sinh hoc:

1) Chuén bi dung dich fibronectin trong tu an toan sinh hoc.
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1) Dé fibronectin kho lanh thich nghi v6i nhiét do phong (> 15 phut &
nhiét do phong)

2) Thém 5ml nudc cét vo tring; khong lic hay khudy

3) Pé fibronectin di vao vao dung dich trong 30 phut.

4) St dung xylanh 10 ml gan vé6i kim 18g, chuyén dung dich
fibronectin vao ti nap té bao chira 95ml PBS.

2) Gén tai vao dudng “chat phan tng”

3) Kiém tra cac bong khi (bong khi c6 thé duoc loai bo bang cach st dung
“Remove IC Air” hodc “Remove EC Air” va st dung “Wash” lam
ngudn nap vao.

4) Mé hodc thiét 1ap chwong trinh dé phi binh phan tmg sinh hoc (Fig.1.
Budce 3-5).

5) Chay chuong trinh

6) Trong khi chuong trinh dang chay dé phu binh phan tng sinh hoc, chuin
bi ti méi truong véi 4L moi truong PTT6.

7) Gén tai moi trudng vao dudng Moi truong IC nho s dung bo ndi ong
vO trung.

8) Khi hoan thanh cac budc pht binh phan tng sinh hoc, tach tai nap té
bao duge st dung cho dung dich fibronectin nho st dung bd dan kin RF.

¢) Rira fibronectin thira
d) Diéu hoa binh phan tng sinh hoc bang moi trudng
2. Nubi cdy céc té bao trong binh phan ing sinh hoc Quantum
a) Tai va gén céc té bao v6i dich huyén phit Uniform:
b) Nudi va nudi ciy cac té bao

1) Chon téc d6 dong moi trudong @8 nuodi cac té bao.

2) Léy mAu cho thir nghiém lactat va glucoza mdi ngay.

3) Pibu chinh téc d6 dong ctia moi truong khi muc lactat tang. Nong dd
lactat toi da cho phép thuc té s& duoc x4c dinh bang mé nuodi cdy trong
binh thét ¢d ma t& bao xudt phat tir ¢6. Xac dinh néu mdi truong PTT6
ddy du c6 & trong tii mdi trudng. Néu cén, thay thé tii mdi truong

PTT6 bang tii mbi trudng PTT6 mdi.
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4) Khi toc d6 dong dat gid tri mong muén, do mtc lactat mdi 8-12 gity. Néu
InﬁcladatkhéngggénlhoacnéurnﬁcIadatﬁéptucténg,ﬂulgonlcécté
bao.

. Thu gom c4c té bao tir binh phéan tng sinh hoc Quantum

a) Khi ndng d6 lactat khong gidm, thu gom céc té bao sau khi liy miu do
lactat va glucoza lan cudi.

b) Thu gom céc té bao:

1) Gén tai nap té bao dugc lam diy bing 100ml TrypLE vao dudng “Chat
phén ing” nho st dung bd ndi éng vo trung.

2) Xéc nhan c6 di PBS trong tai PBS. Néu khong, gin tii méi c6 it nhat
1,7 1it PBS vao dudng “Rira” nho st dung bo ndi dng v tring.

3) Chay chuong trinh thu gom.

.B&Mm@d%g@ma%ébm

1) KhicéctébéoduqcthugonLchuyéncéctébéovéo6ng1ytén1ﬁhnldé
lam vén céc té bao.

2) Huyén phi lai nhe st dung 25ml dung dich huyén phi té bao lanh. DPém
cac té bao nho st dung bd dém Sysmex hodc Biorad Cell. Gén bao cdo
dém té bao vao ban ghi theo 16 xir Iy Quantum.

3) Piéu chinh ndng d6 té bao dén 2x107/ml

4) Thém thé tich dung dich bao quan dong lanh va tron ky (khong lic hodc
lic x04y)

5) St dung pipet 1dp lai, thém 1ml dich huyén phu té bao trong chit bao
quan dong lanh vao mdi lp 1,8ml. Bao quan dong lanh nho st dung
chuong trinh CRF nhu duge mo ta trong chét bao quan dong lanh SOP
D6.100 CB nho st dung ti déng c6 diéu chinh téc do.

6) Luu trir cac lo trong khong gian bado quan bang nito 1ong dwgc chi dinh.

7) Gan bao cdo chay CRF vao ban ghi theo 16 xtt ly MSC P3-Quantum
twong ung.
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3. Phan tich su biéu hién gen dénh dAu té bao gdc & céc quan thé té bao

trung mod mang 16t day ron duoc phéan 1dp tir md déy ron, nho st dung cac moi

trudong nudi cay khac nhau

Céc thir nghiém tric luu té bao (flow cytometry) dugc tién hanh dé phan tich cac té
bao gdc trung mo duge phéan lap tir day rdn vé su biéu hién cua céc gen déanh dau
té bao gbe trung mo 1a CD73, CD90 va CD105.

Déi v6i cac thir nghiém nay, té bao gbc trung md dugc phén 1ap tir md day
ron bang cach nuoi cdy md day ron trong ba moi trudng nudi ciy khéc nhau, theo
sau boi viée cdy chuyén cla céc té bao gbc trung md trong moi trudng tuong ng
nhu néu trong vi du 2.

Ba mdi truong nudi cdy sau duoc st dung trong céac thi
nghiém nay: a) 90% (thé tich/thé tich/ DMEM dugc bd sung 10% FBS (thé
tich/thé tich), b) moi truong nudi cdy PTT-4 mod ta trong don yéu ciu cip patent
My US 2008/0248005 va don sang ché qudc t€ dong dang WO2007/046775 ma
odm c6 90% (thé tich/thé tich) CMRL1066, va 10% (thé tich/thé tich) FBS (xem
doan [0183] cia WO2007/046775 va ¢) mdi trudng nudi cdy theo sang ché PTT-6,
thanh phan ctia n6 duge mo ta & day. Trong phén tich tréc luu té bao ndy, hai mau
khéc nhau cta quan thé té bao gbc trung mo cla mang 16t day ron (cord lining
mesenchymal stem cell - CLMC) duoc phan tich @i voi mdi trong s6 ba moi

truomg nudi cay duge st dung.
Quy trinh sau dugc st dung dé phan tich tric luu té bao (flow cytometry).

Vat liéu va phuong phap

Tén dung cu Tén cong ty S seri

BD FACS CANDO BD V07300367

Kinh hién vi soi nguoc, | Olympus 4K 40846
CKX41SF

May ly tdm, Micro spin | Biosan 010213:-1201-0003
Tabletop
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Danh muc chit phan | Tén cng ty S6 CatLog
rng

Trypsin 10X Biowest X0930-100
10 X PBS Lonza 17-517Q
DMEM Lonza 12-604F
Huyét thanh bao thai bo | GE healthcare Al1-151
Danh muc khang thé Tén cong ty S6 CatLog
CD73 cua ngudi duoc tinh | BD 550256
sach AD2 0,1mg

CD90 ctia nguoi duge tinh | BD 550402
sach SE10 ImL

CD105 cta nguoi duoc | BD 555690
tinh sach 266 0,1mg

IgG Alexa Fluor 647 cua | BD A21235
dé khang chudt (H+L) *2

mg/mlL*

Tén cac chat phin @ng Thanh phén

PBS 1X (1L )

100ml dung dich PBS 10X + 900ml
H20 cét vo tring

PBA 1X (50ml)

49,5ml PBS 1X + 0,5 ml FBS

Quy trinh

a) Phdn ldp va nuoi cdy té bao tir mang 16t ddy ron

1. Cac mAu md cdy duoc U trong dia nudi cay té bao va ngdm trong moi

truomg twong Gng, sau do giit trong ti nudi cdy CO2 & 37°C nhu dugc giai

thich trén vi du 2.

2. MBoi trudmg duoc thay moi 3 ngay.
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3. Su phat trién ra cta té bao tlr cac md ciy nudi cdy md dugc theo ddi dudi
kinh hién vi quang hoc.

4. O muc hop luu khoang 70%, té bao duoc tach ra khoi dia bang cach trypsin
héa (0,0125% trypsin/0,05% EDTA) va dugc sir dung cho céc thir nghiém

trac luu té bao.

b) Trypsin héa té bao cho cdc thir nghiém

1. Loai bd mdi trudng ra khoi dia nudi cdy té bao

2. Rita nhe nhang bang dung dich PBS 1X dé loai bo vét FBS vi FBS s&
gy tr& ngai hoat dong enzym ctia trypsin.

3. Thém trypsin 1X vao dia nudi cdy té bao va U trong 3-5 phit & 37 °C.

4. Quan sét té bao dudi kinh hién vi dé bao dam rang chung bi pha v&.
Trung hoa trypsin bing cach bd sung moi trudong hoan chinh chira FBS
(DMEM véi 10% FBS).

5. Sit dung pipet dé phé v& cac cum té bao bang cach hit nha t€ bao bang
pipet trong mdi trudong lén thanh dia. Thu gom va chuyén dich huyén
phti té bao vao cic éng ly tAm 50 ml.

6. Thém PBS 1X v tring vao dia va trang rira nd, thu gom dich huyén phu
té bao vao cung dng ly tam.

7. Ly tdm & 1800 vong trén phut trong 10 phut.

8. Loai bd phan ndi va huyén phu lai phan vén té bao bang moi trudng

PBA.

¢c) Dém té bao
1. Bao dam ring bd dém huyét cAu va kinh ddy clia né sach va kho, tot hon
1a bang cach rtra chiing bang cdn 70% va dé chang kho truéce khi lau
bang gidy lau Kim (gidy khong x0).
2. Phan nho luong nhé té bao trong dich huyén phit vao éng vi ly tAm va
lay ra khoi tu cay BSC.
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3. Nhudm té bao trong dich huyén phu bang cliing thé tich Xanh Trypan, vi

du thém 500ul Xanh Trypan vao 5001 dich huyén phii (hé s6 pha loang
= 2X, tao ra dung dich Xanh Trypan 0,2%).

4. Tranh cho tiép xuc té bao v6i Xanh Trypan lau hon 30 phut vi Xanh

Trypan ddc hai va s& 1am tang s0 té bao khong song dugce, dan dén viée

dém té bao sai.

5. Thém 20 ul dich hdn hop huyén phu t& bao vao mdi budng cua bd dém

huyét cau va xem dudi kinh hién vi quang hoc.

a. Pém s6 luong cac t€ bao song duoc (t€ bao sang mau; t€ bao

khong song duge s& hép thu Xanh Trypan dé dang va do do tdi

mau) & moi géc phan tu cta bd dém huyét cau cho tong cong 8

gdc phén tu & budng trén va buodng dudi.

Téng s6 dém té bao dugc thé hién dudi dang (sé luong té bao

trung binh/gdc phin tu) x 10* té bao/ml.

d) Nhuom té bao

i. Chudn bi trudc khi nhudm té bao

e Dich huyén phu té bao duoc phan nhd vao 3 6ng (CD73,
CD90, CD105) thanh céc 1an lap va 2 hai éng (ddi ching am),

mdi ng chira 50.000 té bao.

ii. Nhuom bing khang thé (Ab) so cip

Thém 1 pl [0,5mg/ml Ab] khéng thé so cép vao 100ul
dich huyén phu té bao. U & 4°C trong 45 phut.

Thém cho dén 1ml bang PBA.

Ly tdm & 8000 vong trén phit ¢ 4°C trong 5 pht.

Loai bo phin ndi

Thém 1ml PBA va huyén phu lai vién von

Ly tam & 8000 vong trén phut & 4°C trong 5 phut.

Loai bo phan ndi

Huyén phi lai trong 100ul PBA.

iii. Nhuom bang khang thé thir cip — trong t6i

-72-



52872 731197

e Thém lul [0,5mg/ml khéng thé] khang thé thir cAp vao
100ul dich huyén phu té bao. U & 4°C trong 30 phit.

e Thém cho dén 1ml bing PBA.

e Ly tim & 8000 vong trén phit ¢ 4°C trong 5 phut.

e Loai bo phin noi

e Thém 1ml PBA va huyén pht lai vién von

e Ly tim & 8000 vong trén phut ¢ 4°C trong 5 phut.

e Loai bo phin ndi

e Huyén phu lai trong 200-300ul PBA dé phan tich tric
Iwu té bao

e Chuyén té bao vao 6ng FACS @8 doc trén may trac luu
té bao BD FACS CANDO.

Céc két qua phan tich trdc luu té bao duoc thé hién trén Fig.6a dén Fig.6c.
Fig.6a thé hién phan tram cla céc té bao gbc trung md mang 16t day ron dugc
phan 1ap biéu hién cac gen déanh dau té bao goc CD73, CDI0 va CD105 sau khi
phan 1ap tir mo day rén va nubi cdy trong DMEM/10% FBS, Fig.6b thé hién phan
tram cla cac té bao gbc trung md mang 16t day ron duge phan 1ap biéu hién céc
gen danh diu té bao gbe CD73, CDY0 v CD105 sau khi phan lap tir md ddy rén
va nudi cdy trong PTT-4 va Fig.6¢ thé hién phan trim cla cac té bao gbe trung md
mang 16t day rén duoc phén lap bidu hién cic gen danh déu té bao goc CD73,
CD90 va CD105 sau khi phan 1ap tir mo day ron va nudi cdy trong PTT-6. Nhu ¢6
thé thiy tir Fig.6a, qﬁé{n thé té bao duoc phén lap nhd st dung DMEM/10% FBS
lam moi trudng nudi cdy c6 khoang 75% té bao CD73+, 78% té bao CD90+ va
80% t& bao CD105+ (trung binh cta hai tht nghiém), trong khi sau khi phéan
lap/nudi chy mo day rén nho sit dung mdi truong nudi cay PTT-4 (xem Fig.6b) 56
luong té bao gbc trung md dwong tinh v6i CD73, dwong tinh véi CD90 va duong
tinh v&i CD105 1a khoang 87% (t& bao CD73+), 93% /t& bao CD90+) va 86% (té
bao CD105+), trung binh clia hai thit nghiém. Do tinh sach ciia quan thé té bao goc
trung mo thu dugce bang cach nudi cdy trong moi truong PTT-6 theo sang ché 1a it
nhét 99,0% ddi véi ba gen danh ddu (CD73, CD90, CD105), nghia 1a d6 tinh sach

ctia quan thé té bao nay cao hon dang ké so véi nudi cay nho su dung moi truong
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PTT-4 hoic DMEM/10% FBS. Ngoi ra va thim chi quan trong hon, quén thé té
bao gbc trung mo thu dugce bang cach nudi ciy trong PTT-6 1a gan nhu tinh sach
100% va la quin thé té bao gde xéc dinh. Didu nay khién cho quan thé té bao gdc
theo sang ché try thanh tmg vién ly tudng cho céc liéu phdp dua trén té bao gdc.
Do d6, quan thé cac té bao gdc trung md mang 16t day rdn nay c6 thé try thanh
chuén vang cho cac phuong phap diéu tri sir dung té bao gbc.

Céc phat hién thé hién trén Fig.6 con duoc minh ching thém béi cac két
qua cua phan tich tric luu té bao duge thé hién trén Fig.7a va Fig.7b. Fig.7a thé
hién phén trim cla céc té bao gbc trung md mang 16t day rén duoc phan 18p (té
bao gde trung md ctia mang 51 cta day ron) ma biéu hién cac gen danh dau té bao
gbc CD73, CDY0 va CD105 va khong co su biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR
sau khi phén lap tir mo day rdn va nudi cay trong moi trudng PTT-6. Nhu duoc thé
hién trén Fig.7a, quén thé té bao gbc trung mod chira 97,5% té bao séng dugc ma
100% cac té bao nay biéu hién mdi trong sb CD73, CD90 va CD105 (xem céc
hang “CD73+CD90+” va “CD73+CD105+”) trong khi 99,2% qudn thé t€ bao gbe
khong biéu hién CD45 va 100% quén thé té bao gbc khong biéu hién CD34 va
HLA-DR (xem céac hang “CD34-CD45- va “CD34-HLA-DR-). Do do, cac quan
thé té bao gde trung mo thu duge bang cach nuoi ciy trong moi truong PTT-6 1a
gAn nhu 100% tinh sach va 12 quan thé té bao gbe xac dinh ma dép tmg céc tidu
chudn ma té bao gdc trung mo can thoa man dé duoc st dung cho liéu phép té bao
(95% hodc nhiéu hon ciia quan thé t& bao gbc bicu hién CD73, CD90 va CD105,
trong khi 98% hodc nhidu hon ciia quin thé té bao gde khong co su bicu hién
CD34, CD45 va HLA-DR, xem Sensebe et al.”Production of mesenchymal
stromal/stem cells according to good manufacturing practices: a review”, & trén).
Luu ¥ & day ring té bao gbc trung md cla mang 61 theo sang ché bam dinh vao
nhua & didu kién nudi cdy chudn va biét hoa in vitro thanh nguyén bao xuong, té
bao tao m¥ va nguyén bdo sun, xem cac patent My 9,085,755, patent My
8.287.854 hoic W02007/046775 va do d6 dép tmg tiéu chudn dwoc chip nhén
chung cho vi€c st dung té bao gdc trung mo trong liéu phap té bao.

Fig.7b thé hién phan trim cla cic té bao gbc trung mod thy xuong dugce

phén lap ma biéu hién CD73, CD90 va CD105 va khong co su biéu hién CD34,
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CD45 va HLA-DR. Nhu dugc thé hién trén Fig.7b, quan thé té bio gbe trung md
tuy xuong chtra 94,3% té bao séng duoc ma 100% céc té bao nay biéu hién mdi
trong s6 CD73, CD90 va CDI105 (xem cic hang “CD73+CD90+” va
“CD73+CD105+”) trong khi chi 62,8% cta quan thé té bao goc tiry xuong khong
¢6 sur bidu hidn CD45 va 99,9% quén thé té bao gdc khong c6 su biéu hién CD34
va HLA-DR (xem céc hang “CD34-CD45- va “CD34-HLA-DR-). Do do, té bao
gbe trung md tiy xwong ma duge xem 13 chudn vang ctia cac té bao gbc trung mo
1a it ddng nhat/tinh sach hon nhiéu vé gen danh d4u té bao gdc so v6i cac quan thé
té bao gbc trung md (clia mang 6i ctia day ron) theo sing ché. Phat hién nay con
thé hién rang quan thé té bao gde theo sang ché c6 thé 1a tmg vién 1y tudng cho céc
liéu phap str dung té bao gbc va cb thé tré thanh chuin vang cho cac phuong phép
chita bénh st dung té bao gdc.

4. Céac thtt nghiém cho thiy ring quin thé t& bao gdc trung md theo

sang ché co thé duoc van chuyén/bao quan trong HypoThermosol™:

Dé phan tich su khoe manh va kha nang sbng cua cac té bao gbc trung md
nhu duge mo ta & day trong cac chit mang bao quan hodc van chuyén khac nhau,
hai chit mang khac nhau dugc so sanh v6i nhau. Cu thé, chit mang
HypoThermosol™-FRS dugc so sanh véi chit mang PlasmaLyte-A. C& hai déu c6
béan trén thi truong. HypoThermosol™ -FRS, bang thong tin san phim ctia n6
duoc thé hién trén Fig.30 va thanh phan ctia né dugc md té & noi khéac trong ban
md ta nay. Mdi 100 mL PlasmaLyte chira 526 mg Natri clorua, USP (NaCl); 502
mg Natri Gluconat (C¢HiiNaO7); 368 mg Natri Axetat Trihydrat, USP
(C2H3Na02+3H,0); 37 mg Kali clorua, USP (KCl); va 30 mg Magie clorua, USP
(MgCl+6H,0). Plasmalyte khong chira cac chét khang khuén. pH cua Plasmalyte
duoc didu chinh bing natri hydroxit dén 7,4 (6,5 dén 8,0).

Thiét 1ap thir nghiép dé so sanh duge thé hién trén Fig.8. Dau tién, quan thé
té bao gbc trung mod nhu dwge md ta & day dugc phat trién ra trong cac binh thot
¢d nudi cdy té bao. S6 lwong té bao gbc trung md séng duoc dém va sau d6 2 triéu
té bao/lo duoc bao quan trong cac khoang thoi gian khic nhau trong Plasmalyte-A
hodc Hypothermosol™-FRS. Sau khi bao quan, cic té bao duge dém trong mau

<50ul hang ngay trong ngay 1-5 (rat tong thé tich 1ong 250ul) va duogc kiém tra vé
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kha nang sdng bang cach nhudm cac té bao voi xanh Trypan. Hon nita, vao ngay
1, 3 va 5, lay mau <80pl va phén tich. Ngoai ra, thu phan ndi va lam dong lanh.
Sau d6 PDGF-AA, PDGF-BB, VEGF, IL-10, Ang-1, HGF va TGFB1 dugc do
bang hé thong FLEXMAP 3D.

Fig.9 tom tit dit lieu vé kha ning séng. Nhu c6 thé thiy tir biéu do bén tay
trai, 73% cla tong sd té bao (khoang 95%) ma dugc bt dau bao quan la van con
séng vao 7 ngay sau khi bao quan trong HypoThermosol™. Trai lai sau 7 ngay bao
quéan trong Plasmalyte-A chi 42% cua tdng s té bao (khoang 94%) ma dugc bét
dau bao quan la van con séng. TAt ca viéc dém duoc dua trén cic ban doc duoc
thuc hién hai 14n ma nam trong 10% ctia nhau (theo SOP CR D2.600.1). Trong qua
trinh dém, cac t& bao dugc bao quan trong HypoThermosol™ nhé hon mot cach
dang cha y v6i cadc canh nhian va duoc dinh rd. Trai lai, céac té bao trong
Plasmalyte-A cho thay c6 khoang kich thudc khac nhau. HypoThermosol™ hd trg
mot cach dang cht y su tich hgp mang va su sdng s6t co thé doan chung trong thoi
gian mot tudn (6 ngay). Céc két qua turong tu cling dugc thé hién trén trén biéu do
bén phia tay phai.

Fig.10 thé hién cdc két qua thu dugc khi do dudng kinh té bao ciia céc t€
bao. Quén thé té bao gbc trung md nhu dugc mo ta & day khi dugc gilt trong
HypoThermosol™ c6 khoang duong kinh hep hon khi so voi té bao duoc gift trong
PlasmalyteA. Viéc so sanh dugc thuc hi€n sau 3 ngay bao quan.

Fig.11 thé hién ndng @6 TGFB1 trong phén noi tir quin thé té bao gbc trung
m6 nhu duoc md td & diy dwoc bao quan trong HypoThermosol™ hodc
Plasmal.yte-A sau 48 gid bao quan. Nhu c6 thé thdy tir biéu db bén phia tay phai,
t& bao tiét nhidu TGFB1 khi duoc bao quan trong HypoThermosol™ va khi duoc
bao quan trong Plasmalyte-A. Nhin chung, theo thoi gian luong TGFB1 dugc tiét
giam (biéu dd bén tay phai).

Céc Fig. 12 va 13 thé hién céc thit nghiém dbi ching. O dy, nong do
PDGF-BB va IL-10 dugc do trong phan ndi tir quan thé té bao gbc trung mo6 nhu
dugc mod ta & day dugc bao quan trong HypoThermosol™ hogc PlasmaLyte-A

trong 48 giv. Vi PDGF-BB hodc IL-10 khong duoc tiét ra mot cach binh thuong
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boi quan thé t& bao gbc trung mod nhu duge md ta ¢ day, khong phat hién co
PDGF-BB hoic IL-10 trong mau bat k.

Fig.14 thé hién noéng 46 VEGF trong phan nbi tir quan thé té bao gdc trung
md nhu dugc md t& & diy duge bao quan trong HypoThermosol™ hodc
PlasmaLyte-A trong 48 gio. Nhu ¢6 thé thdy tir biéu dd bén phia tay phai, té bao
tiét nhidu VEGF khi dugc bao quan trong HypoThermosol™ hodc Plasmalyte-A
vao ngay 0. Vao ngay 1 va 5, té bao tiét nhiu VEGF khi dugc bdo quan trong
Plasmalyte-A. Luu ¥, khi duoc béo quan trong 3 ngay, té bao tiét nhieu VEGF khi
duoc bao quan trong HypoThermosol™ hon khi dugc bao quén trong PlasmaLyte-
A. Do d6, HypoThermosol™ lam tdt hon Plasmalyte-A sau ngay 3 bao quan.
VEGF phét hién dugc cang nhidu, ching cdy cang khée manh. Do do, nhy tiét
nhiéu VEGF hon sau 3 ngay bao quéan trong HypoThermosol™ so véi khi dugc
bao quéan trong PlasmaLyte-A, té bao khoe manh hon trong HypoThermosol™ so
v6i trong PlasmaLyte-A. T 5 ngay bao quan trg di, Plasmalyte c6 vé tro thanh
chét mang tét hon, vi & thoi didm 5 ngay, té bao dugc bdo quan trong PlasmaLyte-
A tiét nhidu VEGF hon. Nhin chung, theo thoi gian lvong VEGF duge tiét giam
(biéu dd bén tay phai).

Fig.15 thé hién néng d6 PDGF-AA trong phén ndi tir quin thé t& bao gdc
trung md nhu duge md ta & day duoc bao quan trong HypoThermosol™ hodc
Plasmalyte-A trong 48 gid. Nhu c6 thé thiy tir bidu do bén phia tay phai, t& bao
tiét nhidu PDGF-AA khi dugc bao quan trong HypoThermosol™ hon khi dugc
bao quan trong Plasmalyte-A vao ngay 0. Vao ngay 1 va 5, té bao tiét nhiéu
PDGF-AA khi dugc bao quan trong PlasmalLyte-A. Luu y, khi dugc bao quan
trong 3 ngay, t& bao tiét nhidu PDGF-AA khi dugc bao quan trong
HypoThermosol™ hon khi dugc bao quan trong Plasmalyte-A. Do do, té bao
dwoc bao quan trong HypoThermosol™ khoe manh hon té bao dugc bdo quan
trong PlasmalLyte-A sau 3 ngay bao quan. Tlr 5 ngay bao quén tr¢ di, Plasmalyte
c6 vé tro thanh chit mang tot, vi & thoi diém 5 ngay, té bao duoc bao quan trong
PlasmaLyte-A thiét nhiéu PDGF-AA hon. Nhin chung, theo thdi gian luong
PDGF-AA duoc tiét giam (biéu db bén tay phai).
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Fig.16 thé hién ndng dd Ang-1 trong phan noi tir quén thé té bao gde trung
md nhu dwoc md ta & day duge bao quan trong HypoThermosol™ hodc
Plasmalyte-A trong 48 gid. Nhu c6 thé thy tir biéu db bén phia tay phai, t€ bao
tiét nhiéu Ang-1 khi dugc bao quan trong HypoThermosol™ hozc PlasmaLyte-A
vao ngay 0 va 3. Vao ngay 5, té bao tiét nhidu Ang-1 khi dugc béao quan trong
Plasmal yte-A. Luu v, khi dugc bao quén trong 1 ngdy, té bao tiét nhiéu Ang-1 khi
duoc bao quan trong HypoThermosol™ hon khi dugc bao quén trong Plasmalyte-
A. Do d9, té bao duoc bao quan trong HypoThermosol™ ¢6 vé khoe manh hon khi
duoc bao quan trong Plasmal yte-A trong it nhét 48 gid cho dén 3 ngay bio quan.
Tir 5 ngay bao quan tré di, PlasmaLyte c6 vé tr& thanh chét mang tot hon, vi ¢ thoi
diém nay, té bao dugc bao quan trong PlasmaLyte-A tiét nhidu Ang-1 hon. Nhin
chung, theo thoi gian lvong Ang-1 duogc tiét giam (biéu d0 bén tay phai).

Fig.17 thé hién ndng d6 HGF trong phan ndi tir quan thé té bao gbc trung
mo6 nhu dugc md ta & diy dugc bdo quan trong HypoThermosol™ hodc
Plasmal yte-A sau 48 gid bao quan. Nhu c6 thé thdy tir biéu do bén phia tay phai,
té bao tiét nhidu HGF khi duoc bao quan trong HypoThermosol™ hon khi duge
bao quan trong PlasmaLyte-A vao ngay 0. Vao ngay 3 va 5, té bao tiét nhiéu HGF
khi dugc bao quan trong Plasmalyte-A. Luu y, khi duge bao quan trong 1 ngay, té
bao tiét nhidu HGF khi dugc bao quan trong HypoThermosol™ hon khi dugc bao
quéan trong PlasmaLyte-A. Do 6, té bao dugc bao quan trong HypoThermosol™
¢6 vé khoe manh hon té bao duge bdo quén trong Plasmalyte-A gifra it nhat 1
ngay (48 gio) cho dén 3 ngay bao quéan. Tir 3 ngay trd di, Plasmal.yte-A c6 v tro
thanh chit mang tot hon, vi & céc thoi didm 3 va 5 ngay, té bao duge béo quan
trong Plasmal yte-A tiét nhiéu HGF hon. Nhin chung, theo thoi gian luong HGF
duoc tiét giam (biéu d6 bén tay phai).

Tém lai, tir di liéu trén c6 thé két lugn ring viéc bao quan quan thé té bao
gbc trung md theo sang ché trong HypoThermosol™ lam tdt hon viéc bao quan
trong Plasmalyte-A ddc biét la d6i voi 3 ngay bao quan dau.

5. C4c thtr nghiém cho thiy quén thé té bao géc trung mo theo sdng ché

¢6 dac tinh 1am lanh vét thuong bdi viée diéu tri khu trt cho lon:
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Céc nghién cuu tién 14m sang da duoc thuc hién nho sir dung cac con lon
Yorkshire-Landrace cai 10 tudn tudi (50 kg). Viéc diéu tri duoc thuc hién & Trung
tdm thtr nghiém thudc SingHealth & Singapore. Cac con lgn dugce lam cho mac
bénh dai thao duong bing 120 mg/kg streptozotoxin va cho phép phuc hoi trong
45 ngay trude khi tao sau vét thuong c6 do day du 5 cm x 5 cm ftrén lung ching
(xem Fig.18). Cac con lon (n = 2) duoc diéu tri hai 1an mot tuan bang 10° quan thé
té bao gbc trung md ctia ngudi nhu duge md ta & day trén cm? trong 4 tuan. Hai
con lon déi chung duoc diéu tri bang PBS. Céc vét thuong duge chup anh vao
ngay hau phau 0 (ngay PO 0) va bay ngay mot 1An cho dén ngay hau phau 35. Céc
vét thwong duoc phén tich kich thudc dién tich bé mit bé’mg ImageJ. Vao Ngay 35,
viéc thém quan thé té bao gbc trung md nhu duge mo ta ¢ day dan dén viéc dong
miéng 10 trong s6 12 vét thuong do bénh dai thao duong (83%), so vdi chi 3 trong
s6 12 (25%) cua cac vét thuong dbi chimg duge diéu tri bang PBS. Téc do lanh vét
thuong 1a 0,8 cm?/ngay voi quéan thé t& bao gbc trung mo6 nhu duge mo ta & ddy so
v6i 0,6 cm?/ngay & cac con vat d8i ching, mirc cai thién 33%. Céc két qua nghién
ctru duoc tom tat trén Fig.18.

M0 hinh lon tuy khéng tu nhién, nhung chu trac da 1a gan gibng nhit v6i da

79/197

nguoi. Dt lieu d2 xuét ring quan thé té bao gbc trung md mang 16t ddy ron theo

sang ché s& cai thién viéc lam lanh vét thuong ma khong c¢6 nguy co co tic dung
phu nghiém trong. Céc dit liéu nay hd tro manh mé& gia thuyét rang quan thé té bao
gbc trung md mang 16t day rén nhu duoc mo ta & day co thé cai thién viéc lam
lanh vét thuong man tinh bang cach ngin chan chung viém va ca thién su tao
mach. Hon thé nira, rd rang 1a khong co dAu hiéu viém véi viée st dung té bao géc
trung mo ghép khéc loai & chudt hodc lon, va do d6 kha nang dé té bao gbc trung
md di sinh c6 tdc dung phu nghiém trong ¢ nguoi la rat thap.

6. Céc thtr nghiém cho thAy ring cac té bao géc trung moO nhu duoc md

ta & day c¢6 hiéu qud & cdc diéu tri khu trii & nguoi:

Céc thtr nghi€m cho thiy ring cac té bao gbc trung md nhu dugc md ta &
day c6 hiéu qua & cac didu tri khu tra & nguoi d3 duge md td trong WO
2007/046775. Cu thé, nhu dugc giai thich trong cac vi du 23-26 cua WO
2007/046775, t& bao gbe trung mé ctia mang 6i clia ddy rén (UCMC) c6 thé 1am
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giam nhe cdc vét béng c6 do day da (vi du 23), céc vét thuong c6 do day mot phan
(vi du 24), vét thuong birc xa khong lanh (vi du 25) cling nhu vét thuong do bénh
dai thdo duong khong lanh va vét thuong ban chan do bénh déi thio duong khong
lanh (vi du 26). Luu ¥, theo vi du 2 ciia WO 2007/046775, t€ bao gbc trung md
duoc huyén pht lai trong moi trudng PTT-4.

Luu ¥, nhu duoc minh hoa trén Fig.6b va Fig.6c, quéan thé té
bao gbc thu duge boi viée nudi ciy khi str dung moi trudong nudi cdy PTT6 (nhu
duoc st dung & ddy) dong nhét hon dang ké so véi quin thé té bao thu duoc bang
cach st dung modi truong PTT4 (dugce st dung trong WO 2007/046775). Vi PTT-4
duoc st dung 1am moi truong cho cac té bao gbc trung mo trong cac vi du 23-26
ctia WO 2007/046775, rd rang rang quan thé té bao gbe trung mo con ddng nhat
hon dugc phéan lap sau nudi ciy trong PTT-6 (nhu dugc st dung & ddy) s€ co cung
tac dung c6 loi trong cac tng dung lam lanh vét thuong, nhu céc vét bong sau, cac
vét thuong c6 do day mot phan, cac vét thuong khong lanh cling nhu vét thuong
do bénh dai thao duong khong lanh va céac vét thuong ban chan do bénh dai thao
duong khong lanh.

7. Céc thu nghiém cho thay ring céc t& bao gdc trung md nhu duoc md

tad & day c6 hiéu qua & cac diéu tri khu trii & nguoi:

Day 1a nghién ctru dugc 1ap ké hoach vé céc lidu ting clia quan thé té bao
géc trung mo thu dugc nhu duge mo ta ¢ day duge thuc hién & Dai hoc University
of Colorado Anschutz Medical Campus & Aurora, Colorado. Muc tiéu cta nghién
ctru 1a dé x4c dinh lidu an toan cla qun thé té bao gbc trung md nhu duge mo ta &
day (té bao gbe trung md mang 16t day ron clia nguoi). Day 1a nghién ciu ting
lidu, mot tAm, trong d6 mdi trong sb ba muc liéu s& 4p dung cho nidm d6i tuong
cho téng mudi 1am ddi trong. Nhém thir nhat gom 5 ngudi bénh s& nhan 100.000
MSC/cm? (dién tich da/vét thuong) hai 1an mot tuan trong 8 tudn. Nhom thir hai
gdm 5 ngudi bénh s& nhan 300.000 MSC/cm? hai 1an mt tuan trong 8 tuan. Nhém
thr ba gdm 5 ngudi bénh s& nhan 500.000 MSC/cm? hai lan mot tuén trong 8 tuan,
Lich biéu nay s& tiép tuc cho dén khi dat dén lidu cao nhat, hodc cho dén khi it nhat
2 dbi tuong & mot muc lidu c¢6 phan tng di tmg > cip 2 ma duoc cho 1a c6 lién

quan dén quén thé t& bao géc trung m6 nhu thu dugc & day hoac 2 d6i tuong hodc
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nhidu hon & mét muc lidu trai qua bién c¢b bit lgi nghiém trong khong mong mudn
lién quan dén viéc diéu tri hodc doc tinh gidi han lidu trong vong 14 ngay sau lidu
dAu tién cua quén thé té bao gde trung mo nhu thu duge nhu duge mo ta & day. Tét
c& ngudi bénh s& duge danh gia 30 ngdy sau didu tri vé san xudt khang thé khang
HLA va vé su khép miéng vét thuong. O thoi diém nay, céc tac gia sang ché khong
xem viéc san xudt khang thé khang HLA 1a chéng chi dinh tuyét d6i voi licu cu
thé, nhung né sé 1a nhan td gbp phan vao dénh gid tdng thé vé do an toan. Day 1a
nghién cu nhin mé trong do6 tAt ca ddi twong s& nhan thudc nghién ctru va tat ca
moi ngudi tham gia nghién ciru déu biét lidu ma méi doi twong nhan. Muc dich th
hai ctia nghién ciru nay la su cdi thién dang ké tinh trang vét thwong. Muc dich nay
dugc dua trén tde do khép mi¢ng miéng vét thuong, phén tram dién tich vét
thuong duge khép miéng thanh cong, va phan tram vét thuong duge khép miéng
hoan toan, nhu do dugc boi hé théng ghi nhan va do vét thuong Silhouette. Thiét
bi nay dugc FDA phé chuin cho muc dich nay.

Quén thé dbi tuong. Nhitng ngudi bénh mic bénh déi théo duong Tuyp I
hodc Tuyp II vé1 céac vét 10ét ban chan man tinh ma khong lanh sau it nhét 30 ngay
ding liéu phap thong thuong va am tinh voi cdc khang thé HLA ddi v6i quén thé
té bao gbe trung md nhu duge mo ta & day. Nguoi bénh s& tiép tuc phép diéu tri
vét thuong thong thudng trong 2 tun dau bat dau tir lac tham gia, vao lic d6 ho s&
da dugce sang loc xem la co vét 1oét ban chan do bénh dai thdo duong ma khong
lanh trong 30 ngay. Viéc ghi nhén bang hinh anh va do dac cac thong s6 vét
thuong sé& bét dAu vao thoi diém nay. Cac 14n thay bang thong thuong s& duoc thuc
hién hai ]an mot tudn trong 2 tudn dau, sau do quén thé té bao géc trung mo nhu
dugc md ta & day s& duogce dung cho vét thuong & cac néng d6 quy dinh hai 14n mot
* tudn. Céc vét thuong dugc diéu tri bing quin thé té bao gbc trung md nhu dugce
mo ta & day ciing s& dugc che phu bang bing Tegaderm® va vai kép.

Céc muc lidu. Muc dich cta nghién ctu 1a dé xac dinh lidu an toan cua té
bao gbe trung mod mang 16t day ron cta ngudi nhu duge mo ta ¢ ddy cho nghién
ctru khac. Nguoi bénh s& duoce didu tri bang mot trong ba lidu: 100.000 té bao/cm?
dién tich da/vét thwong, 300.000 t& bao/cm? hodc 500.000 té bao/cm? hai lan mot

tuan trong 8 tudn. Mdi lidu 100.000 té bao twong trung cho 0,1 ml quan thé té bao
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gbc trung m6 nhu dugc md ta & day ti lo chua 1 tridu té bao/ml trong
HypoThermosol.

Phéac dd dung lidu. Pay 1a nghién ctru vé d§ an toan va dung han cta cac

lidu ting cla té bao gbc trung md nhu duge md ta & diy. Muc dich cta nghién ciu
la dé xac dinh lidu an toan cia té bao gbc trung mod mang 16t day ron clia ngudi
nhu dugc md ta ¢ ddy cho nghién ctru khac. M&i trong ba muc lidu s& ap dung cho
nim déi twong. Nhém thtt nhat gdm 5 ngudi bénh s& nhan 100.000 MSC/em” dién
tich da/vét thuong hai 1dn mot tuan trong 8 tudn. Nhom thit hai gdm 5 ngudi bénh
s& nhan 300.000 MSC/cm? hai lin mot tudn trong 8 tudn. Nhém thir ba gom 5
ngudi bénh s& nhan 500.000 MSC/cm? hai 1dn mot tuin trong 8 tuan. Lich biéu nay
s€ tiép tuc cho dén khi dat dén Jidu cao nhét, hodc cho dén khi it nhat 2 dbi tuong &
mot mac lidu c6 phan tng di Gtng > cép 2 ma duge cho 1a c6 lién quan dén cac té
bao gbc trung md nhu md ta & day hoac 2 dbi tuong hodc nhiéu hon & mot murc
lidu trai qua bién cb bt loi nghiém trong khong mong muén lién quan dén viéc
diéu tri hodc ddc tinh gidi han lidu trong vong 30 ngay sau lidu dau tién cta quan
thé té bao gde trung md nhu dwge mo ta & day. Tét ca ngudi bénh s& duge danh gid
30 ngay sau diéu tri vé san xuét khang thé khang HLA va vé muc do khép miéng
vét thuong. O thoi diém nay, cic tac gia sdng ché khong xem viéc san xuét khang
thé khang HLA 1a chéng chi dinh tuyét déi v6i lidu cu thé, nhung né s& 14 nhan t
g6p phan vao danh gid téng thé vé do an toan. DAy la nghién ctru nhdn mé trong
d6 tt ca ddi twong s& nhan thubc nghién ctru va tAt ca moi ngudi tham gia nghién
ctru déu biét lidu ma mdi dbi twong nhan.

DPudng dung. Quan thé t& bao gbc trung md nhu dugc mo ta & day duge
dung khu trt cho céac vét loét ban chan do bénh dai thao dudong dugc mé b va duoc
gift tai chd bang bing Tegaderm®.

Quy trinh dung lidu. Sau budc m& vét loét thich hop, néu can, ngudi bénh

dugc dat ¢ tu thé nim sép va chan bi bénh cong 1én & goc 90°. Lo quén thé té bao
gbc trung md nhu duge md ta & ddy duogc xody nhe dé bao dam phan bb ddng déu
cac té bao. Sau d6 ban chin nang cao duoc didu tri bing cach 1ay ra 100.000 (0,1
ml) @én 500.000 (0,5 ml) t& bao trén cm? tir lo nhd st dung xylanh v6 trung va dét

vao gifta vét thuong. Sau d6 bang kin vét thuong bang mang Tegaderm® va xoa
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bép nhe nhang d& phan b cac té bao dong déu. Ban chan dugc gilt ¢ tu thé ning
cao trong ndm phut dé cho phép cac té bao ling xudng va ghn két. Sau d6 ban chan

duoc bang bang bang vai kép dé che phu 16p bang Tegaderm®.

8. Chuén bi dang bao ché bao quan hodc van chuyén té bao géc trung md

(chira quan thé té bao gdc ma nhiéu hon 99% céc t€ bao trong sd do6 biéu hién mdi

trong s& CD73, CD90 va CD105 va khong c¢6 su biéu hién CD34 va HLA-DR).

Chuén bi dé xi Iy sau khi cdy chuyén té bao lan thir tu (Xu Iy giai doan 4):

Xt ly giai doan 4 thuong dugce thuc hién trong phong sach dugc theo doi
moi trudng (environmentally monitored - EM). Céc dung dich va dung cu can thiét
cAn dugc chuin bi dé sin sang st dung.

Chuyén té bao tir 1o dong lanh vao 6ng ly tAm 50ml dugce gén nhan.

St dung mdi trudng PTT6 hoan chinh trong vong 5 phut sau khi 14y ra tir ti
lanh (ghi chép thoi gian 14y moi tuong PTT6 ra tir ti lanh). B6 sung tur tr 9ml méi
truong PTT6 hoan chinh vao cac té bao trong khi xody nhe dé tao thuan loi cho
viéc tron.

Ly tdm & 1200 vong trén phat & nhiét do phong (15-25°C) trong 5 phut dé
1am von céc té bao. Ghi chép viéc st dung may ly tdm trén mau Bao tri du phong
dinh ky may ly tim (Centrifuge Periodic Preventative Maintenance) — CR va kiém
chirg hiéu ning theo Bao tri du phong mdy ly tdm SOP.

Loai bé phan ndi va huyén pht lai cac té bao trong lwgng du modi trudng
PTT6 hoan chinh dé dém.

DPém:

Dé xac dinh néng dd té bao (c6 hodc khong c6 xanh trypan), thuc hién dém
té bao trén TC20. Trong hau hét cac trudng hop, khong can thiét pha lodng mau, vi
TC20 phit hop cho khoang ndng do té bao rong (5x10* dén 1x107 t& bao/ml).

Pé xac dinh kha ning song, dém trén bd dém huyét cau theo cing SOP.
Bao dam ring tong so it nhét 200 té bao duge dém.

Néu bd dém huyét cau co yéu cAu vé ca mic kha ning séng va ndng do té

bio, dich huyén phi c6 thé phai dugc pha lodng dé phit hop v6i quy mo cta bd
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dém huyét cau (20-100 t& bao trén mdi 6 vudng bén ngoai). Néu ude tinh 10 triéu
té bao ra dong dwoc huyén phi lai, thé tich 6ml nén tao ra khoang do.

Nudi ciy diéu tri (P4):

Céy 300.000 t& bao séng trén binh thét ¢d 175cm? trong 30ml méi trudng
PTT6 hoan chinh va u & 35-39°C véi COz 4 dén 6% . Bao dam viéc béo tri du
phong ti ap 1a dugc cap nhit, theo huéng dén st dung chung va bao tri du phong
tii 4 SOP. Gan nhin c4c binh thét ¢d bang nhan xi Iy MSC P1 - P4.

Khi hau hét cac t& bao da bam (t5t hon 1a qua dém), thuc hién kiém tra
nhanh binh thét ¢ c& hiéu dudi kinh hién vi soi nguwoc Nikon dit trong phong sach
@ x4c dinh xem c6 ving nao cua binh thét cd chira mét do té bao 16n hon mot
cach dang luu y. Néu ¢6, st dung khu vuc d6 dé theo dbi lién tuc bang CytoSmart.
Néu nhidu binh thét ¢b duge cdy, mot binh thot cd ¢6 thé duoc st dung lam binh
thot ¢d “cd hiéu”. Theo mot lua chon, thdng bao canh bao béng email cua
CytoSmart duge thiét 1ap & mic hop luu 60%, 70%, va 80% cho binh thét c6 “c&
higu”.

Thay mdi truong bang 30ml méi trudng PTT6 hoan chinh méi dugce 1am Am
trude trén mdi binh thét c¢b vao mbi 2-3 ngay va tiép tuc u.

Khi su phat trién ra cta cac té bao dat mtrc hop luu 80% = 10%, thu gom
cac MSC nhu sau:

Rira mdi binh thét ¢d bang 10ml HBSS ma khong c6 Ca2+ hodc Mg2+.

Thém 5ml TrypLE 1X trén mdi binh thot ¢d. Nghiéng binh thot ¢d dé phit
toan bd bé mat va ngay lap tirc hit TrypLE ra bang cach nghiéng binh thét cd va
loai bd phan 16n TrypLE bang pipet huyét thanh v tring, chi dé lai TrypLE du dé
pht bé mat. Loai bd TrypLE dugc hut ra.

Dé céc t& bao tach ra (10-20 phat & 15-25°C). Viée nghiéng binh thét ¢b 30-
45° cho phép té bao dich chuyén xudng do dong chay trong luc. G nhe 1én thanh
binh thét cd dé ddy nhanh viéc tach. Binh thot ¢b s& dugce theo doi dudi kinh hién
vi soi nguge dé bao dam tét ca cac té bao d tach ra.

Thém Sml HBSS khong c6 Ca* hosc Mgt vao binh thét cb thi nhat. Hat
nha nhe nhang bang pipet, sau d6 chuyén dich huyén phu té bao vao binh thét cd
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tiép theo. Lap lai cho dén khi thu gom té bao tir tAt ca c4c binh thot cd va chuyén
Véoénglyténlﬁhnlduqcgénnhénbéngnh@nx&lyc

Lap lai v6i Sml HBSS méi khong c6 Ca** hoac Mg®* va két hop vé6i dich
huyén phil.

X4c nhéan bang kinh hién vi ring tat ca té bao duoc iy ra va néu can lap lai
1An thtt ba dé thu gom cac té bao trong tAt ca cac binh.

Ly tAm dich huyén phu té bao két hop trong 5 phut & 1200 vong trén phat &
15-25°C. Ghi chép viéc st dung may ly tdm trén mau Bao tri du phong dinh ky
may ly tdm (Centrifuge Periodic Preventative Maintenance) — CR va kiém ching
hiéu ndng.

Chudn bi dich huyén phu thé bao duge thu gom:

Loai b6 phan ndi ma khong lam xéo tron phan cin von va huyén pht lai té
béonnngﬁLOnﬂrnéiuanngFT6hoénchhﬁluéntﬁnhthétcéthugonlbénglﬁpet
hut huyét thanh c6 kich ¢ thich hop. Moi truong khong can dugc lam 4m trudec.

Xoay xudng c4c té bao dugc huyén phi lai trong méi truong PPT6 hoan
chinh & 1200 vong trén phut trong 5 phut & nhiét do phong.

Loai bo phan nbi mdi truomg PTT6 hoan chinh ma khong lam xdo tron can
v6n va huyén phu lai nhe nhang caﬁ von trong 1,0ml “1% HSA trong Plasmalyte”
cho mdi binh thét ¢ thu gom bang pipet hiit huyét thanh c6 kich ¢& thich hop. Day
I dich huyén phu té bao dugc thu gom. Git dich huyén phu € bao dugc thu gom
trong gia gitr lanh tir thoi diém nay tré di.

Dém dich huyén phi té bao dugc thu gom:

Trudc mdi 1an iy mau dé dém tir dich huyén phu té bao dugc thu gom, bao
dam cac té bao dugc tron ky.

Dé x4c dinh ndng do té bao (c6 hodc khong c6 xanh trypan), dém trén TC20
theo Thur nghiém kha nang séng va dém té bao SOP. Trong hau hét cac truong
hop, khong cin pha lodng mau, vi TC20 phu hop véi khodng noéng do té bao rong
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