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Tom tit

Mang 6i da dhege nghién civu va ting dung tir nhiéu nam qua do chiing ¢6 nhitng ddc
tinh nhuw kha nang khang viém, khang khudn, khdng virus, kha ndang Qay ra cdc ddp vmg
mién dich thcfp. Do do, mang 6i la mot trong nhitng vdt liéu sinh hoc tw nhién duoc sur dung
phé bién trong linh viee y hoc tdi tao. Sy két hop ciia cong nghé té bao goc va cong nghé
md da tao ra cdc loai mdnh ghép ¢6 cdu tao va chirc ndng gan giong véi cdc logi mé can
tdi tao. Trong nghién ciru nay, ching tdi sit dung mang collagen thu nhdn tir mang 6i lam
gid thé mang cdc té bao goc trung mé thu nhdn tir mdu cudng ron dé tao ra cdc tam té bao
dang biéu mé hudng dén vmg dung trong cdc trirong hop ton thirong mat da.

Té bao goc trung mé dwoc thu nhdn tir mdu cudng ron dwoce dinh danh theo tiéu
chuan quéc té (ISCT), té bao goc ndy sau dé sé dwoc chuyén 18n mang collagen va tao
tam biéu mé bang cach sir dung kit biét hod va dia nudi cdy chuyén biét. Két qua tao tam
biéu mé dwoc danh gid bang cac phwong phdp phdn tich hinh anh (H&E, Trichrome,
TEM), phwong phép nhuém hod mé mién dich (p63, keratin 1/10).

Cdc té bao goc trung mé thod man cdc tiéu chi cia ISCT dé dinh danh té bao goc
nhe la ddc diém té bao bam dinh, tiém ndng biét hod thanh cdc nguyén bao xwong, nguyén
bao sun va té bao mé in vitro ciing nhir biéu hién cac markers nhw cdc marker dwong tinh
CD73, CD90, CDI105 va mét s6 marker dm tinh CD14, CD45. Mang collagen thu nhin
tir mang 6i da loai bé dwoc cdc té bao dé tré thanh mang vé bao dung lam gid thé. Tam
1é bdo dang biéu mé cé chira cdc té bao biéu hién dwoc dac tinh ciia té bao dang biéu mé
sau khi biét hod (dwong tinh véi marker p63, ck 1/10) ciing nhw da tao dwoc nhiéu 16p té
bao gan giong voi dic diém cia 16p biéu mé.

Nhém nghién ciru da tao thanh cong tam té bdo biéu mé véi ddc diém té bao vé
hinh théi, chirc ndng c6 mang cdc déc diém ciia té bao biéu mé. Két qud nghién civu ndy
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co tiém nang wng dung rat lon va hitu ich trong cac truong hop ton thuong mat da dién
rong nhw bong, tai nan khi co san tam biéu mo dé tien hanh diéu tri.

Tir khba: mang collagen, tdam té bao biéu mé, té bao goc trung mé
Abstract

AN EXPERIMENTAL STUDY TO CREATE EPITHELIAL CELL SHEETS
ORIENTED TO THE APPLICATION IN CASE OF SKIN TISSUE LOSS

Amniotic membranes have been studied and applied for many years because they
have anti-inflammatory, antibacterial, and antiviral properties, especially the ability to
cause inadequate immune responses, which is one of the causes important for graft
rejection. Therefore, amniotic membrane is one of the natural biological materials of
great interest in many research and application fields. Recently, the amniotic membrane
has been used as a scaffold in tissue engineering to create various types of tissue
engineering grafts. Along with the continuous development of stem cell technology and
the combination with tissue engineering, it is possible to develop grafts with the
characteristics and functions necessary for the tissues that need regeneration. In this
study, our research team used collagen membranes obtained from the amniotic
membrane as a carrier for mesenchymal stem cells obtained from umbilical cord blood
to create epithelial cell sheets aimed at applications in cases of skin damage.

Mesenchymal stem cells were obtained from cord blood and identified according
to international standards (ISCT). These stem cells will then be transferred onto collagen
membranes and epithelial sheets using a differentiation kit and specialized culture plates
to create epithelial sheets. The results of epithelial sheet formation were evaluated by
imaging analysis methods (H&E, TEM) and immunohistochemical staining methods
(p63, keratin 1/10).

Mesenchymal stem cells satisfy the ISCT criteria for stem cell identification, such
as adhesion cell characteristics, the potential to differentiate into osteoblasts,
chondrocytes, and adipocytes in vitro, as well as expression showing markers such as
positive markers CD73, CD90, CD105, and negative for some markers CD14, CD45. The
collagen membrane obtained from the amniotic membrane has removed the cells to
become an acellular membrane to serve as a cell carrier. The epithelial cell sheet showed
that the cells exhibited the characteristics of epithelial cells after differentiation (positive
with somes markers such as p63, ck 1/10) and formed multiple layers of cells that closely
resembled the features of the epithelial layer.

The research team has successfully created epithelial cells with morphological and
functional characteristics of epithelial cells. This research result has excellent
application potential and is helpful in skin loss injuries such as burns and accidents when
epithelial sheets are available for treatment.
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1. Pit van dé

O nhitng bénh nhan bi vét thuong 16¢ da, vét loét 16n hay bong do II tré 1én, hang
rao bao vé da bi mat di, ddn dén nhiéu nguy co nhiém tring. Trong nhiing truong hop
nay, ghép da ty than duoc xem 13 “fiéu chudn vang” dé che phu va tai tao bé mat ton
thwong da. Viéc 1y da ty than khong nhimg 1am dau cho bénh nhan ma khéng thé thu
nhan duoc nhiéu da ghép cho cac truong hop bong hoic ton thuong mat da dién rong. Do
do, viéc tim kiém mot loai md ghép dé thay thé ngudn da ty than diéu tri cac ton thuong
mét da 1a can thiét trén 1am sang. Ngay nay, c6 rt nhiéu san phiam c6 ngudn gdc sinh hoc
hodc tong hop dung dé che phu va tai tao bé mit ton thuong da. Tuy nhién, nhugc diém
chung cua cac san phdm nay 1a khong chira cac té bao sdng ciing nhu khong c6 ddy du
cac thanh phén can thiét cia mé can tai tao dé diéu tri hiéu qua hon.

Dbi véi ki nghé mo co thé giai quyét nhu cau cap thiét trén khi co thé tao ra cac loai
manh ghép cd chira cac loai té bao ctia mo can tai tao va cac khudén nén ngoai bao phii hop
gilip qua trinh stra chira va tai tao mo hiéu qua hon. Dbi v6i cong nghé nay yéu cau can
phai thoa méan ba tiéu chi 1a ¢6 gia thé phu hop dé mang cac té bao, té bao ctia loai md can
thay thé va cac yéu t6 sinh hoc nhu méi truong nudi cdy, huyét thanh, yéu t6 ting truong
dé tao ra cac manh ghép (Pham va cs., 2007; Martinez-Santamarfa va cs., 2012).

Dbi voi cong nghé tai tao va sita chira ton thuong mat da thi mang i duoc xem nhu
1a mot loai gia thé (Alex va cs., 2009) dic biét phi hop dé mang céc té bao tao ra manh
ghép vi mang 6i c6 nhiéu dic diém hap din nhu vat liéu v6 bao, co tinh twong hop sinh
hoc, phan huy sinh hoc va quan trong hon mang bi 1a mot loai vat liéu sinh hoc tu nhién
dugc tmg dung thanh cong trong y hoc tir rat sém (Eskandarlou va cs., 2016; Abul va cs.,
2020; Huddleston va cs., 2020; Shaghayegh va cs., 2022). Ngay nay, tmg dung cta té bao
gdc 1a vo cung 16n va da dang (Stefan va cs., 2008; Huang va cs., 2020). Cac nha khoa
hoc da tim ra trong mau cudng ron co chira cac loai té bao gbc khac nhau c6 kha ning
biét hod thanh nhiéu loai té bao (Goodwin va cs., 2001; Eun va cs., 2004) trong d6 co té
bao c¢6 mang dic diém cua té bao biéu mé da (Yavari va cs., 2016; Ghauri va cs., 2020).
Do d6, su két hop giita mang collagen tir mang 6i va té bao gdc trung mé tir mau cudng
ron dé tao ra tim biéu mo sé& 1a mot giai phap diéu tri méi, kha thi trong diéu tri cac vét
bong, tén thuong mat da dién rong (Dos va cs., 2019; Fénelon va cs., 2021).

2. Vat liéu va phuong phap nghién ciru

2.1. Vit liéu

Mau cudng rén va mang 6i nguoi duoc thu nhan trong didu kién vo tring tai Phong
mo. Sau d6, mau duoc van chuyén vé phong thi nghiém va xtr 1y trong ngay. Mau mau
cubng rén va mang 6i duoc thu nhan khi thoa cac tiéu chi sau: (i) san phy va mau mau
cubng rén co xét nghiém am tinh v6i HIV, HBV, HCV, giang mai, khéng c6 bénh 1y di
kém, khong xdy ra cac tai bién khi chuyén da, thai nhi khong bi nhiém trung bao thai va
di tat bam sinh.
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2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. Thu nhdn va xit li mang éi thanh mang collagen lam gid thé nudi té bao

Mang 6i sau khi thu nhan dugc lac trong dung dich PBS v triing dé 1am sach. Sau
do, 1 trong hon hop Trypsin (0,25%) - EDTA (0,02%) trong 30 phut & 37°C kém lic véi
tdc do 200 vong/phit. Cao nhe nhang dé loai bo 16p té bao biéu mdé mang i va rira lai
bang dung dich PBS lanh v6 trung. Hiéu qua boc tach 16p té bao biéu mé mang i duoc
danh gid bang cach soi mau tryc tiép dudi kinh hién vi, qua phuong phap nhuém Giemsa,
nhudém Hematoxylin — Eosin (H&E) dé danh gia céu tric cua mang collagen.

2.2.2. Chudn bi dia insert khodt I6p mang collagen lam gid thé nuéi té bao

Mang collagen duoc cat thanh ting manh nho, c6 dién tich twong tng v6i bé mat
dia insert (c6 dudng kinh 24mm). Mang collagen dugc cang trai 1én bé mat dia insert véi
bé mit mang day hudng Ién trén. Dia insert sau khi duoc trai 16p mang collagen dé kho
tw nhién trong ti cdy VO tring. Céc dia nay sé dugc chuyén lén dia nudi 6 giéng, dong
g6i, v tring bang tia gamma v&i liéu 25kGy va bao quan & nhiét o phong.

2.2.3. Thu nhdn, phdn ldp va dinh danh té bao go”'c tir mau cuéng ron

Méau cubng ron dugc thu nhan bang ng tiém tir tinh mach rén ngay sau khi so thai
vao tai dung mau (CPDA-1 Single Blood Bag, GREETMED®) va duoc giit lanh & 4°C
dé cho chuan bi phan 1ap té bao gbc mau cudng ron.

Mau cudng ron chira trong tii dung méau dugc chia déu vao cac tube ly tAm 50ml
vo trung (Falcon), khoang 30ml mau cubng rén/tube. Quay ly tim véi téc do 3000
vong/phut trong 20 phut. Thu nhan 3ml dich té bao don nhan cho vao tube 15ml méi vo
tring (Falcon). Pha lodng dich té bao don nhan nay véi dung dich PBS theo ti 18 1:1. it
hdn hop dung dich té bao 1én trén 16p Ficoll-Paque™ Premium (1.077g/ml, Cytiva
Sweden A8) véi ti 1& 2 thé tich dich té bao: 1 thé tich dich Ficoll- Paque. Ly tdm v&i toc
d6 2000 vong/phut trong 20 phit, & 4°C. Thu nhan 16p té bao don nhan cho vao tube 15ml
moi vo trung. Bo sung dung dich PBS dé rira dich té bao véi ti 18 1 thé tich té bao: 8 thé
tich dich PBS, quay ly tdm véi toc do 2000 vong/phit trong 10 phut, ¢ 4°C. Thu phan
cing ling té bao ¢ ddy tube. Xac dinh mat d6 té bao bang may dém té bao (Vi-CELL-XR,
Beckman Coulter, USA).

Té bao sau khi phan 1ap dugc nudi trong trong mdi truong DMEM/F12, b sung
15% FBS, 1001U/ml penicillin va 100ug/ml streptomycin trong chai nudi T-25cm? &
nhiét do 37°C, 5% CO2. Mdi truong nudi té bao duge thay méi mdi 3 ngay/lan, khi té
bao tang trudng dat 70-80% dién tich bé mat chai nudi thi tién hanh cdy chuyén dé nhan
khbi té bao.

Dinh danh té bao gdc tir mau cubng rén 14 té bao gbe trung md theo tiéu chuan cua
The International Society for Cellular Therapy (ISCT) (Dominici, 2006). Theo tiéu chuin
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ISCT, té bao gbc 14 té bao gdc trung mo phai thoa man ba tidu chi sau day: Thir nhét, d6
1a cac té bao bam dinh vao day chai nudi, ¢d hinh thai dic trung cta té bao trung mo. Thir
hai, d6 1a cac té bao c6 kha ning biét hoa thanh cac t& bao md, nguyén bao sun, nguyén
bao xwong trong diéu kién in vitro (Goodwin, 2001). Thir 3, d6 1a cac té bao biéu hién
duoc mot s6 marker dic trung cua té bao géc trung mo, dac bi¢t la cac marker CD73,
CD90, CD105 (biéu hién dwong tinh > 95%) va cac marker nhu CD34, CD45 va HLA-
DR am tinh (biéu hién < 5%) (Martins, 2009).

2.2.4. Tao tam biéu mé tir t¢ bao goc trung mé va mang collagen

Té bao gbc trung mod duoc nudi cdy & 1an cdy chuyén thtr hai dat mat do té bao
khoang 70-80% dién tich bé mit chai nudi s& dugc thu nhan va chuyén 1én mang collagen
bén trong dia insert v&i mat do khoang 108 té bao/cm? va dugc nudi bang méi trudng
DMEM/F12, b sung 15% FBS, khang sinh (Pen/Strep) ¢ nhiét do 37°C, 5% CO,.

Sau mot tudn nudi cay dé té bao phat trién s& cam ung biét hoa thanh céac té bao
dang biéu mé da bang Kit biét hoa gom méi truong nudi K-SFM + HKGS (Human
Keratinocyte Growth Supplement). Té bao s& dugc nudi cdy duy tri trong méi truong
biét hoa hai tuan va sau d6 kich thich tao 16p té bao bang k¥ thuat nudi Air-Liquid
Interface Culture trong hai tudn tiép theo dé hoan tat quy trinh nuéi cay (Horch, 2000;
Kamolz, 2006).

Sau 2 tuan nudi cay duy tri trong diéu kién Air-Liquid Interface Culture, tim biéu
mo s& duoc thu nhan dé danh gia két qua dya vao hinh thai nhu su thay doi hinh dang cua
té bao (quan sat truc tiép dudi kinh hién vi ddo nguoc) va nhuém Trichrome danh gia
hinh thai ctia tim biéu mo. Nhuoém héa mé mién dich vai marker p63 va ck 1/10 dé danh
gia qua trinh biét hoa cua té bao gdc trung mod thanh té bao dang keratinocytes ctia biéu
mo da. Panh gia cac thé lién két té bao cua té bao nudi cay trén mang collagen bang hinh
anh qua kinh hién vi dién tir truyén xuyén (TEM).

3. Két qua va ban luan
3.1. Thu nhidn mang collagen tir mang i

Mang bi sau khi duge xir Iy voi quy trinh ma nhom chiing t6i nghién ciru cho thiy
c6 hidu qua dé loai bo 16p biéu mo trén bé mat mang di nhung van giir lai dugc ciu tric
ctia 16p chit nén dung 1am gia thé nuéi té bao (hinh 1). Céu triic mé cua mang i van duoc
duy tri nguyén ven, khong thy c6 hién twong pha huy cau triic chat nén hodc bi rach, huy
hoai sau khi hoan tat quy trinh xtr Iy. Quy trinh xtr Iy cho thay c¢6 hiéu qua va dat dugc
két qua mong doi dé thu nhan mang collagen dung 1am vat liéu gia thé dé nudi cdy té bao
trong k¥ nghé mo.
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Hinh 1. Thu nhdn va xir Iy mang 6i thanh mang collagen.

(A). Mang 6i trueée khi xit 1. (B). Quan sat mang oi truec tiép diedi kinh hién vi dao
ngueoc. (C). Té bao I6p biéu mé mang 6i trude khi xir 1y dwoc nhuém Giemsa. (D).
Mang 6i sau khi xit Iy thanh mang collagen. (E). Mang 6i sau khi dé loai bé 16p biéu mé
khi quan sat triec tiép dwdi kinh hién vi ddo nguoc. (F). Mang 6i sau khi da logi bé 16p
biéu mé dwoc nhuém Giemsa.

Mang i dugc xir ly thanh mang collagen c6 kich thuéec mong hon mang i do 16p
té bao biéu mo va cac thanh phan té bao trong khung nén ngoai bao cua 16p mang day da
dugc loai bo (hinh 2A-D).
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Hinh 2. Xit Iy loai b6 16p biéu mé va té bao khung nén ngoai bao mang oi.

(A). va (C). Mang 6i dwoc xit Iy va nhuom H&E lan ot ¢ vt kinh 10X va 40X. Tride
khi xit 1y cho thdy mang i ¢é chita mét I6p biéu mé vudng don trén bé mdt. (B). va (D).
Mang 6i sau khi xit Iy logi bo té bao dwoe nhuém H&E lan lwot ¢ vit kinh 10X va 40X.
Sau khi xit Iy cdu triic mang 6i khéng con 16p biéu mé vudng don trén bé mdt va cdc té
bao khéng con hién dién trong khung nén ngoai bao.
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Tam collagen thu nhan duogc trai 1én dia insert trong hé thong dia nudi 6 (hinh 3).
Hé théng dia nudi insert duoc khoat mang collagen sir dung dé nudi té bao gbe tir mau
cudng ron tao tAm biéu mo.

Dia inser:
Mai trutng Mang colagen B
rudi té bao

Diz nudi 6 giéng B

Hinh 3. M6 hinh tao tam té bao sir dung mang collagen.
(4). M6 hinh tao tam té bao. (B). Mang collagen dwoc trdi trén dia insert trong dia nudi
6 giéng. (C). Mdu mang collagen khi nuéi cdy té bao.

3.2. Thu nhdn, phén lip va dinh danh té bio goc tir mdu cudng ron

Té bao don nhan sau khi duoc thu nhin bang phwong phép tach té bao véi dung
dich Ficoll-Paque s& dugc nudi trong méi truong DMEM/F12, b sung 15% huyét thanh
va khéng sinh (hinh 4A).

-

Hinh 4. Két qua nudi cay va dinh danh té bao goc mdu cuong ron

qua phwong phap cam wng biét hod
(4). Té bao goc irng vién nudi cdy khong cam iing biét hod, 20X. (B). Biét hod té bao
thanh nguyén bao xwong, nhuém Alizarin Red dé danh gid, 20X. (C). Biét hod té bao
thanh nguyén bao sun, nhuém Alcian Blue dé danh gid, 20X. (D). Biét hod té bao thanh
té bao m&, nhuém Oil Red O dé danh gid, 20X.
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Quan sat két qua nudi té bao dudi kinh hién vi dao ngugc cho thiy, té bao phat trién
t6t, co thé cay chuyén trong khoang thoi gian tir 2-4 tuan sau giai doan nudi cay so cip.
Trong nhiing ngay dau ciia qua trinh nudi so cap, cac té bao bat dau bam dinh vao day
chai nuéi. Sau 3 ngay nudi, trong chai nudi bit ddu xuat hién nhitng té bao c¢6 dang hinh
thoi, gidng nguyén bao soi, 6 13 nhitng té bao dién hinh cta dong té bao trung md, cac
té bao ndy bam dinh vao day chai nuéi dé phat trién. Két qua nay thoa man tiéu chi thir 1
ctia tiéu chudn ISCT dung dé dinh danh té bao gdc trung mé (Kamolz va cs., 2006). Ngoai
ra, con c6 1an tap cac té bao mau. Tuy nhién, & cac 1an thay méi trudng tiép theo, sir dung
dung dich PBS d¢é rra chai nudi nham loai bo cac té bao khong bam dinh trong chai nuéi,
gitp té bao bam dinh phat trién tot hon.

Két qua thir nghiém biét hoa cac té bao gdc mau cudng rén & lan cy chuyén thir 2
thanh cac té bao nguyén bao xuong, nguyén bao sun va té bao ma trong diéu kién nudi
cdy in vitro, cho thiy cac té bao gbc mau cudng ron di biét hoa thanh cong thanh céc té
bao nguyén bao xwong, nguyén bao sun va té bao md trong diéu kién in vitro (hinh 4B-
4D). Két qua nay thoa man tiéu chi thir 2 cta tiéu chuan ISCT dung dé dinh danh té bao
gbc trung mo (Kamolz va cs., 2006).

Két qua chay Flow Cytometry v&i CD panel: CD14, CD45, CD73, CD90, CD105
cho két qua trong Hinh 5. Két qua cho thay quan thé té bao gbc mau cudng rén duong
tinh véi cac marker CD73, CD90 va CD105. Py 1a 3 marker rat quan trong dé dinh danh
theo tiéu chuan cua ISCT, két qua cho thdy 3 marker trén c6 murc biéu hién rat cao (>
98%). Bén canh d6, cac marker nhu CD14, CD45 c6 két qua 4m tinh (< 2%). Két qua nay
thoa mén tiéu chi thir 3 cua tiéu chuan ISCT dung dé dinh danh té bao gbc trung mo.
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Hinh 5. Két qua chay Flow Cytometry dinh danh té bao goc trung mé tir mdu cuong ron
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Két qua khao sat sy biéu hién ctia mot sé6 marker bé mat dé dinh danh té bao géc
trung mo, két qua cho thiy té bao dwong tinh vdi cac marker nhu CD73, CD90 va CD105.
Trong khi d6, cac té bao biéu hién am tinh véi cac marker nhu CD14, CD45. Nhu vay,
két qua chay Flow Cytometry hoan toan thoa man tiéu chi thir 3 ctia ISCT.

Tir cac két qua nghién ctru phéan 1ap, nhan khéi va dinh danh té bao gdc tir mau
cudng ron cho thiy céc té bao gdc thu nhan tir mau cudng rén dap tng duogc cac tiéu chi
dinh danh té bao gbc trung mo cta ISCT. Nhu vay, cac té bao gdc tir mau cudng rén ma
nhom nghién ciru ctia chung t6i phan 1ap d6 1a cac té bao gdc trung mo. Cac té bao nay
dap ung céc tiéu chuin quéc té tir hinh thai, sy biéu hién marker bé mat cling nhu tiém
nang biét hoa in vitro.

3.3. Két qud bigt hod té bao géc trung mé thanh té bao dang biéu mé da

Sau khi thu nhan, phan 14p va dinh danh duoc té bao gdc trung mé tir mau cudng
rOn, tiép tuc nudi cdy va duy tri t& bao dén lan ciy chuyén thir hai va sir dung céc té bao
nay dé biét hoa thanh cac té bao dang biéu mé bang kit biét hoa gom K-SFM va HKGS.
Két qua sau hai tuan biét hoa, té bao bit dau thay d6i hinh thai tir trung mé (thon, dai)
thanh té bao c6 hinh thai da dién. Khi nhudm té bao véi cac marker p63 va ck 1/10 déu
cho két qua duong tinh (hinh 6).

A "\"\ v (%]

Hinh 6. Két qua biét hod té bao goc trung mé thanh té bao dang biéu mé da.

(A). Té bao goc trung mé bt dau thay doi hinh thdi tir dang thon dai thanh cdc té bao
co hinh thdi da dién. (B). Cdc té bao dwong tinh voi marker p63, trong bao twong bat
mau do cam, ddc trung ciia Iop té bao day cia 16p biéu mé da. (C). Cdc protein bé
xuong té bao biéu mé ciia marker ck 1/10 dwrong tinh biéu hién mau xanh 1d cdy khi bdt
dau biét hod, ddy la marker dic trung cia té bao 16p déy biéu mé da.

Két qua nudi cdy va biét hoa té bao gdc trung mo thanh té bao dang biéu mé da, céc
té bao gbc di biét hoa thanh cac té bao dang biéu mo vé hinh thai (hinh 6A) ciing nhu
biéu hién mot s6 marker dic trung cua té bao 16p biéu moé da nhu marker p63 (hinh 6B)
va ck 1/10 (hinh 6C).

3.4. Két qud tao tdm biéu mé

Sau khi phan 1ap té bao gbc trung mé tir mau cudng rdn, cac té bao ndy s& dugc

nhan khéi va duy tri nudi cdy dén lan cay chuyén thir 2. Khi cac té bao phat trién dat
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khoang 70-80% dién tich bé mat day chai nudi s& thu nhan va chuyén sang mang collagen.
Céc té bao duoc nudi 6n dinh trong mot tudn va sau d6 st dung kit biét hoa gém K-SFM
va HKGS dé cam (mg biét hoa cac té bao gbe trung mé thanh té bao dang biéu ms.

Céc té bao nay duoc duy tri nudi cdy trong hai tudn va sau do st dung k§ thuat nudi
Air-Liquid Interface Culture dé tao 16p té bao v6i muc tiéu 1a tao nhiéu 16p té bao trén
mang collagen theo dic diém cua 16p biéu mo da ngudi.

Qua4 trinh nudi cdy té bao gbc trung mé trén mang collagen duoc mod ta trong hinh
7. Trong qué trinh nudi ciy va cam tng biét hoa cic té bao dan chuyén dang hinh thai tir
thon dai dic trung cua té bao gdc trung mé (hinh 7B-7C) thanh té bao dang biéu mé (té
bao c6 dang hinh vudng hoic da dién khi nudi cay trong méi truong cam tng biét hoa
(hinh 7D) va theo thoi gian nudi cdy air-liquid culture bat du tao 16p trén mang collagen
(hinh 7E), theo thoi gian nudi thi t& bao da chuyén dang thanh hinh thai va cau trac dic
trung ctia 16p biéu mo da (2-4 hang 16p té bao, hinh 7F).

Hinh 7. Két qua tao tdm biéu mé
(A). Mang collagen nhuém H&E, 40X. (B) va (C). Két qud nudi cay té bao goc trung mé trén
mang collagen dirge nhuém Trichrome lan luot chup & vt kinh 20X, 40X. (D), (E) va (F).
Két qua tao tam biéu mé, theo thoi gian cam g biét hod va tao I6p té bao, két qua cho thdy
1é bao bt dau thay doi hinh thai ti thon dai (ciia té bao goc trung mé) chuyén sang dang té
bao biéu mé vuéng, da dién va bat dau tao I6p té bao (2-4 hang té bao, hinh 7F).

Céc té bao dugc nudi ciy trén mang collagen biéu hién cac thé lién két chat ché voi
nhau nhu qua céc thé lién két té bao — té bao (desmosome) ciing nhu bam dinh chit trén
mang collagen qua cac thé lién két té bao — khung nén ngoai bao (hemidesmosome) thé
hién trong (hinh 8).
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Hinh 8. Pdnh gid két qud nuéi cdy trén mang collagen qua TEM
(A). Té bao bam dinh trén mang collagen qua cdc thé hemidesmosome (tam gidc mdu
vang). (B). Té bao lién két chat ché véi nhau dé tao 16p trén mang collagen (tam gidc
mau vang).
V6i két qua tao 16p thanh cong trén mang collagen, ching t6i da thanh cong khi két
hop mang collagen va té bao gbc trung mo dé tao ra cac tim biéu mo.

4. Ban luan

Mang 6i ngudi da duoc sir dung tir rat sém trén 1am sang dé diéu trj cac ton thuong
trén da nhu bong, cac chan thuong mat da (Shaghayegh va cs., 2022). Dan dan mang 6i
dugc nghién ctru va tng dung trong nhiéu chuyén nganh khac nhu ding 1am vat lidu che
phu vét thuong nhu chan thuong chinh hinh, chuyén khoa mit ... (Huddleston va cs.,
2020). Mang bi cho théy la mot loai vat liéu sinh hoc tu nhién an toan va hi¢u qua dé sir
dung trén 1am sang (Shaghayegh va cs., 2022).

Theo thoi gian, mang i duogc nghién ctru nhu mdt loai vat liéu ly tuong dé lam gia
thé nuoi cdy té bao trong k¥ nghé mé dé tao ra cac manh ghép dung dé sira chira, tai tao
mo (Wilshaw va cs., 2006; Fénelon va cs., 2021). Hién tai c6 nhiéu nhom nghién ciru trén
thé gidi di sir dung mang 6i 1am gia thé dé nudi té bao keratinocyte nguoi dé tao ra cac
manh ghép k§ nghé dé diéu tri cac tén thuong bong (Horch va cs., 2000; Kamolz va cs.,
2006), nudi té bao ria giac mac dé diéu tri cac bénh 1y vé mit (Alex va cs., 2009), nudi té
bao gdc dé phat trién ra cac manh ghép huéng dén tng dung diéu tri trong y hoc tai tao
(Wilshaw va cs., 2008).

Té bao gdc khong con xa la v6i cac nha nghién ciru va duoc trién khai tng dung
trén 1am sang trong thoi gian qua bai nhimg tiém ning va tng dung to 16n ciia nd mang
lai. C6 thé noi té bao géc da tao ra mot cudc cach mang trong y hoc va ngay cang anh
hudng sau rong dén moi khia canh trong xa hoi (Huang va cs., 2020, Ria va cs., 2022).

Hién nay, mau cubng rén 1a mot trong nhimg ngudn mé thudng duogc st dung dé thu
nhan té bao gdc trung mo vi nhimg 1y do sau: thu nhan mau cudng rén dé dang, khong giy
dau don, khéng anh huéng dén me va tré so sinh, it anh huong dén van dé y dirc. Ngoai ra,
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té bao gbc trung md tir mau cudng rén c6 kha niang diéu bién mién dich nén it gay ra qua
trinh dao thai manh ghép ¢ nguoi nhan (Goodwin va cs., 2001; Eun va cs., 2004).

Trong mau cudng ron di dugc chimg minh 14 ¢6 chira nhiéu loai té bao gdc, trong do
c6 té bao gdc trung mo 13 mot trong nhitng loai té bao gbe duoc nghién ciru va tmg dung
dé diéu trj trong y hoc tai tao trong nhirng thip nién gan day (Huang va cs., 2020; Ria va
cs., 2022). Pay 1a loai té bao gbc duoc quan tim rat 16n vi nhiing tiém ning ma nd mang
lai, tuy nhién viéc thu nhan va dinh danh té bao gbc trung mé 1a mét trong nhimg nghién
clru bt bude thuc hién dé c6 thé thu nhan chinh xac va danh gia dugc chure nang cua chung
va nhém chung t6i ciing dd dugc quy trinh phan 14p va dinh danh thanh cong té bao gbc
trung mo tir mau cudng rén theo tidu chuan quédc t& ISCT (Dominici va cs., 2006).

Ngoai ra, nhom nghién ctru ciing dat duoc két qua cam tng biét hoa té bao gdc
trung mo thanh té bao dang 16p day cua biéu mé da dwa vao hinh thai, chic ning (nhu
biéu hién marker p63, marker ck 1/10). Pay 1a minh ching hiéu qua dé gitip cho qua trinh
tao tAm biéu mé tir su két hop cua té bao gdc trung md trén mang collagen (hinh 6).

Tir céc phén tich trén cho thiy, tim biéu mé duogc tao ra co cic dic tinh cia 16p
biéu md da (co chira 2-4 hang té bao), cic t& bao co dic diém cua 16p té bao day nhu
duong tinh v&i marker p63 va c6 chitc nang cia té bao biéu mé (ck 1/10) (hinh 7). Két
qua tao tim té bao biéu mé ciing dat duoc mot sé dic diém twong ty nhu cac tAm biéu mo
ctia mot so tac gia trén thé gidi (Horch va cs., 2000; Kamolz va cs., 2006; Yavari va cs.,
2016). TAm té bao biéu mé cho thiy tinh sén sang ghép 1a mot vu diém to 16n ma k§ nghé
mo mang lai khi c6 sin ngudn té bao va gia thé dé tao tim biéu mé trong khi khong can
chd doi tao tim té bao simg theo quy trinh nghién ciru truyén théng phai thu nhan té bao
tir chinh ngudi bénh va phai chd doi lau dé ché tao ra manh ghép.

Tir cac két qua nghién ctru dat duoc, tam té bao biéu mé s& bd sung thém mot lya
chon trong k¥ nghé mé dé phat trién thanh tam té bao mg dung trong cac t6n thuong mat
da nhu bong va chan thuong mat da (Pham va cs., 2007; Martinez-Santamaria va cs., 2012).

5. Két luan

Nghién ciru da hoan chinh dugc quy trinh tao tim té bao biéu mé tir té bao gdc trung
mo6 mau cudng rén va mang collagen tir mang i va danh gia chinh xé4c tir cac budc thu
nhan mang collagen va dinh danh té bao gbc trung mé (theo tiéu chuan cta qudc té -
ISCT) va tim té bao (d4nh gia hinh thai, dic diém va chirc ning ca té bao).

T4m biéu mdé ma nhdm nghién ctiru chiing t6i tao ra c6 wu thé rat 16n vé tinh sin
sang sir dung khi khong phai chd doi nhu nudi cdy té bao stng tr than tir chinh té bao cua
bénh nhan (thuong thoi gian tao tim té bao simng tu than cua ngum bénh it nhat1a 1 thang)
ma ngudi bénh co thé sir dung ngay tim b1eu mo tr nguon té bao gdc trung md mau cudng
ron va mang collagen co san, gilp rit ngan thoi gian diéu tri cho ngudi bénh (1a mot trong
nhitng tiéu chuan duoc quan tam rat 16n khi diéu tri cac ton thuong mat da), lam ting kha
ctru séng bénh nhan.
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