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TOM TAT

Dt vin dé: Mong muén tgo ra mét san pham nguon géc sinh hoc - dap ung hi¢u qua trong

vige dleu tri bong va céc ton thwong mat da, do dé nghién ciru “Tao tam té bao sung tir té bao mau
cuong ron trén gia thé mang 61 ”dwoc thuc hién. Muc tiéu nghién cizu: Tqo tdm té bao sing nhiéu
lop trén gia thé mang oi. Péoi tuwgng va phwo’ngphap nghién ciru: Nghién cuu thuc nghiém mo ta.
Boz tiong nghién cizu la mau cuong rén va mang oi tir banh nhau cua tré mai sinh. Thu nhdn té bao
goc trung mo tir mau cusng ron, dinh danh, nudi cay tang sinh te bao. Thu nhdn, xi ly mang ol
thanh gi& thé mang té bao. Chuyén té bao gac trung md I&n mang 4i va tién hanh biét hoa thanh té
bao sing khi mdt do té bao dat 60-80% dién tich. Quan sdt diedi kinh hién vi dao nguoc ghi nhdn
su thay doi hinh dang té bao. S bién doi hinh dang té bao hay si bi¢r héa dat 80% tién hanh qua
trinh tgo tang bangphwongphap azrllﬁzng Qud trinh dwoc thuc hién trong 7 ngay. San pham duocC
danh gia: hinh thdi, sy biéu hién cac marker P63, CK 5/6 va si lién ket te bao véi té bao, té bao voi
gia thé qua phwong phdp chup TEM. Két qua: Thu nhan diing té bao gac trung m0o tir mau cusng
ron. Thu nhdn, xi ly thanh cdng mang oi thanh gia thé mang té bao. Tao duwoc tam té bao sing co
3-5 16p té bao. Két ludn: Tao thanh cong tam té bao sung c6 nhiéu lop té bao trén gia thé mang i.

Tir khéa: Té bao gac trung md, mau cudng ran, té bao sing, mang oi.

ABSTRACT

CREATE KERATINOCYTES PLATE FROM CORD BLOOD
STEM CELLS ON THE SUBSTRATE AMINONC

Ho Dien”, Tran Thi Thanh Thuy?, Luong Thi My Linh?, Tran Cong Toai?

1. Can Tho University of Medicine and Pharmacy

2. Pham Ngoc Thach University of Medicine

Background: Products of biological origin effective response in the treatment of burns and

skin lesions loss is a matter of urgency. we proceed the study: “Create keratinocytes plate from cord
blood stem cells on the substrate amnion”. Objectives: Create keratinocytes plate with multiple
layers on the substrate amnion. Materials and method: The study was designed experimental
description. Subjects of study were cord blood and amniotic membranes from the placenta of a full-
term newborn. We collected mesenchymal stem cells from umbilical cord blood, identify and
cultivate cell proliferation. Receiving and processing of the amniotic membrane into a carrier cell.
Mesenchymal stem cell transplantation from umbilical cord blood to amnion. When the cell density
reaches 60-80% of the area, we performed differentiation of mesenchymal stem cells into
skeratinocytes. Observe under the reverse microscope to record the change in cell shape. Cell shape
change reached 80%. We conducted the cascading process by airlifting method. The airliffting
process was done in 7 days. Products evaluated: morphology (HE), expression of P63, CK 5/6, and
TEM. Result: Successfully obtained mesenchymal stem cells from umbilical cord blood. Receive and
treat the membranes successfully into cell-bearing media. Successfully create keratinocytes plate
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with 3-5 layers of cells. Conclusion: Successful generation of keratinocytes plate with multiple
layers on the substrate amnion.
Keywords: Mesenchymal stem cell, umbilical cord blood, keratinocyte, amnion.

I. PAT VAN PE

Da bao phu 1,5-2m?dién tich bé mat va duoc xem 1a hé mién dich khong dat hiéu
ctia co thé con ngudi. Bong 1a nguyén nhan ding thir nam vé s6 truong hop mic nhung 1a
nhém nguyén nhan dan dau vé tir vong va dé lai di chung trong cac nhém nguyen nhan gay
ra tai nan thuong tich. Trong diéu tri bong, ghép da tu than 1a “tiéu chuan vang” dé che phu
va téi tao bé mat vét thuong. Tuy nhién, phuong phap nay khong nhitng gy thém thuong
t6n cho bénh nhan ma con khong thé ap dung di véi cac loai bong hoic ton thuong mat da
dién rong. Té bao gdc da tao ra mot cudc cach mang Ién trong linh vuc y sinh hoc néi chung
va y hoc noi riéng. Té bao gbc trung md thu nhan tir mau cudng rén dang duoc cac nha
nghién ciru quan tam vi mot s6 ddc tinh ddc biét nhu thu nhan mau cudng ron dé dang,
khong gy dau don, khong anh huong dén me va bé; kha ning gay dap ung mlen dich thap
va it gay ra phan ung dao thai mleng ghép & ngudi nhan; trong méau cudng rén co nhing té
bao c6 kha ning biét hoa thanh té bao xuong, sun, md, gan, than kinh, co va té bao sing
[1]. Bén canh d6, mang 6i nguoi duge xem nhur 1a mot loai mang sinh hoc diéu tri hi¢u qua
vi chling ¢6 kha néng khang viém, khang khuan va kha nang gdy ra cac dap ung mién dich
khi ghép la rat thap [2]. Mong mudn tao ra mot san pham ngudn goc sinh hoc dap ung hiéu
qua trong viéc dleu tri bong, ton thuong mat da. Ching t6i thyc hién dé tai: “Tao tim té bao
sung tor mau cuong rén trén gia thé mang 6i”. Muc tiéu tong quét cua dé tai 1a tao dugc tim
te bao stng c6 nhiéu l6p té bao trén gia the mang 6i voi muc tiéu cu thé: Thu nhan té bao
goc trung md tir mau cudng rén nguol Tao gla thé collagen dung dé mang té bao tr mang
61 nguoi; Tao tim té bao sting c6 nhiéu 16p té bao tir su két hop giita té bao gc trung mod
va mang collagen.

IL. POl TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Pbi twong nghién ciu
Mau cubng rén va mang 6i tir banh nhau cua tré méi sinh du thang bang phuong
phap sinh md tai Bénh vién Trung Vuong, Thanh phd HS Chi Minh.
- Tiéu chuin chon miu: Thai du thang; San phu c6 xét nghiém am tinh voi HIV,
HBV, HCV, VDRL va khong mic lao, ung thu, bénh ty mién, bénh tdm than; Thu nhan
trong diéu kién phiu thuat sau mé bat con; San phu khong bi cac tai bién trong khi chuyén
da, khdng bi nhidm trang 6i va khdng bi v bi som.
- Tiéu chudn loai trir: San phu c6 1 trong cac xét nghiém dwong tinh véi HIV, HBV,
HCV, VDRL hoic bi mac bénh lao, bénh ung thu, bénh tu mién, bénh tdm than, hay xay ra
c4c tai bién trong IGc chuyén da; Thai nhi bi nhiém triing bao thai hozc bi di tat bam sinh.
2.2. Phuwong phap nghién curu
- Thiét ké nghién cieu: Thuc nghiém mé ta.
- M&u va ¢& miu: Mau duoc chon thuan tién ngau nhién. Mai quy trinh 1ap lai ti
thiéu 3 lan.
- N§i dung nghién ciru:
+ Thu nhan méu cudng rén: Méau cudng rén duoc lay bang ong tiém 50 ml va kim
tiém 18G tir tinh mach ron cho vao ong ly tdm 50 mL vo tring da trang heparin (5000
IU/mL).
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+ Phan lap té bao géc trung md tir mau cudng rén: Dya trén quy trinh di cong bd
ciia B6 mon M6 Phdi — Di Truyén, Truong Pai hoc Y Khoa Pham Ngoc Thach [3].

+ Nudi so cap va cdy chuyén ting sinh té bao goc trung md: Té bao sau khi phan lap
duoc nudi trong trong méi trudng DMEM/F12, 10% FBS, nhiét d6 37°C, 5% CO.. Khi té
bao phét trién dat 70-80% dién tich bé mat day chai nudi thi tién hanh cdy chuyén mau sang
chai nudi moi.

+ Dinh danh té bao géc trung md: Dya vao tiéu chuan dinh danh té bao gbc trung
md caa Hiép hoi Té bao quéc té: Kha ning bam dinh, kha ning biét hoa (biét hoa thanh té
bao m& va nguyén bao xuong) va biéu hién marker bé mat (st dung ki thuat dong chay xéac
dinh céc marker bat budc duong tinh trén 95% 1a CD70, CD90, CD105).

+ Thu nhan va xu ly mang 6i thanh gia thé mang té bao: Thu nhan mang i bang
phuong phap co hoc, lic trong dung dich PBS 2 giod. Ngam mang 6i trong hdn hop Trypsin
0,25% - EDTA 0,02% trong 30 phut ¢ 37°C va lic véi toc d6 200 vong/phut. Cao bé nhe
nhang 16p té bao biéu mé mang 6i va ria lai bang dung dich PBS.

+ Tao tam té bao sing trén gia thé mang té bao: Té bao phat trién dat 60-80% dién
tich gia thé thi tién hanh biét hoa té bao gbc trung mé thanh té bao simg theo quy trinh da
cong bd caa Bo mdn M6 Phoi — Di Truyén, Truong Pai hoc Y Khoa Pham Ngoc Thach [3].

+ Tao 16p cho tam té bao sung bang phuong phap airlifting: Té bao da biét hoa
khoang 80% dién tich dia nudi thi tién hanh airlifting. HGt hét moi trudng biét hoa ca bén
trong va bén ngoai dia nudi. Thay moi truong biét hda PCM : K-SFM véi ti 1 1:9 mdi ngay
bén ngoai dia nudi va kéo dai 7 ngay.

+ Panh gia tim té bao sing: Mau duoc danh gia dua vao dac diém hinh thai (nhuom
HE danh gi4 sy thay di hinh dang té bao vao ngay tha 14), hda mé mién dich (kiém tra dau
an té bao sirng bang marker P63 va CK 5/6) va chup TEM (kiém tra su lién két giira té bao
va té bao, té bao va gia thé).

I11. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Phan lap té bao géc trung mo tir mau cudng rén

Trong 23 mau mau CUOI’lg ron ¢6 6 mau khong phan lap dugc té bao gbc trung mo.
Ti 1& phan lap thanh cdng té bao gdc trung mé tir mau CUOng rén: Nhém mau cubng rén co
thé tich ban dau < 30 mL 1a 0%, nhém c6 thé tich mau cudng rén ban dau tir 30 mL dén
dudi 50 mL 1a 77,8% va nhém 16n hon hoic bang 50 mL 1a 90,9%.

3.2. Nudi so' cAp va ciy chuyén ting sinh té bao

Sau bén ngay nudi so cap, cac té bao bam day, tao cum va phat trién lan ra xung
quanh (Hinh 1.A). Té bao hinh thoi c6 nhanh dic trung cua té bao gdc trung mé. Céc té bao
MSC phan nhénh, lién két voi nhau va phét trién lan rong khap bé mat day chai nudi trong
nhitng ngay ké tiép (Hinh 1.B). Két qua sau khi cdy chuyén ghi nhan té bao thuan nhat vé
hinh dang (Hinh1.C).

Hinh 1. Két qua nudi so cap va cdy chuyén té bao gbc trung mé (KHV déo nguoc; 10X)
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Nhan xét: (A) Cac té bao tao cum (miii tén xanh). (B) Cac té bao phan nhanh c6 xu
huéng lién két tao thanh mang ludi. (C) Té bao phét trién sau 2 ngay cay chuyén. Hinh dang
té bao thuan nhat.

3.3. Pinh danh té bao géc trung md

- Kha niing bam dinh: Cac MSC bam trén bé mat day chai nudi, ting sinh va khong
bong troc trong qua trinh thay moi truong nuoi.

- Kha nang biét hoa:

+ Biét hoa thanh té bao m&: Ching tdi sir dung thé hé P3 dé biét hoa thanh té bao
m&. Cac MSC bién chuyén hinh dang va tich trir cac hat lipid trong bao twong. Cac hat lipid
O hién tugng tap trung lai thanh mot khéng bao 16n chaa lipid (Hinh 2.A). Nhuém Oil —
red O ngay thi 7 cua qué trinh biét hda MSC thanh té bao m&, cac hat lipid bat mau do cam
(Hinh 2.B).

+ Biét hoa thanh nguyén bao xuwong: Sau khi nudi dén ngay thir 14, nhuém mau véi
alizarin red dé xac dinh kha nang tao chat nén xwong (Hinh 2.C).

- Két qua marker bé mit: Mau nghién ciu biéu hién cac marker CD105, CD73,
CD90 & MSC phu hop véi tiéu chuan cia Hiép hoi liéu phép té bao quéc té (Hinh 2.D)

PRl
\

|

Hinh 2. Két qua biét hda té bao gbc trung mo (KHV dao nguoc; 20X) va chay flow
cytometry

Nhan xét: (A) Cac hat lipid tich tu (mii tén xanh) va tap trung thanh mot hat lipid
I6n ¢ trung tam (mdi tén do). (B) Cac hat lipid bat mau do cam cua thuoc nhudm (miii tén
xanh). (C) Thuoc nhudém ket hop canxi trong chat nén do nguyén bao xuong tict ra cho mau
do déc trung.(D) K€t qua phan tich ghi nhan mét quan thé (#96%) dugc cho la té bao goc
trung mo co kiéu hinh: CD73+ CD90+ CD105+.

3.4. Thu nhan va xir ly mang 6i thanh mang collagen nudi té bao

Két qua nhuom HE gitra mang 6i chua qua xir Iy Trypsin — EDTA (Hinh 3.A) va
mang bi da qua xtr ly (Hinh 3.B). L6p té bao biéu md mang 6i bi bdc tach toan b trong khi
cau trac dudi biéu mé con nguyén ven sau xi Iy.
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Hinh 3. Két qua nhuom HE mang bi (KHV quang hoc; 40X)

Nhan xét: (A) Mang bi chua xr ly, té bao biéu md chua bi boc tach (mili tén xanh).

(B) Mang 6i sau khi xtr 1y da loai bo hoan toan té bao biéu mo.
3.5. Biét hoa té bao sirng trén gia thé collagen

Dc diém phét trién cua cac MSC trén gid thé Ia tao 1 nét trung tam va dan lan ra
xung quanh. MSC sau 6 ngay biét hda, hinh dang te bao bien doi sang hinh da dién, tao tung
cum va dan phat ra xung quanh (Hinh 4.A). Sau 12 ngay biét hoa, cac t€ bao bicn doi hinh
dang thanh hmh da dién va phat trien Ian rong khap gla the nu0| te bao (Hinh 4.B).

Hinh 4. Két qua blet hoa té bao gbc trung mo thanh te bao Sung (KHV dao nguoc; 10X)

Nhan xét: (A) Cac cum té bao trung md bat dau bién d6i hinh dang (mii tén xanh).
(B) Té bao bién ddi sang hinh dang da dién.

3.6. Tao va danh gia tam té bao sirng nhiéu Iép té bao trén gia thé collagen

Ching t6i tién hanh nang tang té bao bing phuong phép airlifting. Sau 7 ngay
airlifting tién hanh thu mau va danh gia két qua.

- Két qua nhudm HE: Céac té bao c6 kha ning tao 16p, nhan té bao hinh tron hat
nhan rd dién hinh (Hinh 5.A va Hinh 5.B). Mau chitng &m, cac MSC sau khi airlifting van
¢6 hinh thoi va tao l6p khong ré (Hinh 5.C).

- Két qua nhudm P63: P63 cho két qua duong tinh véi mau ching dwong 1a mau
md tuyén vi (Hinh 5.D).

- Két qua nhugm CK 5/6: CK 5/6 cho két qua duong tinh v6i mau chimg duong 1a
mau da nguoi (Hinh 5.E).

- Két qua chup TEM: Nhém nghién cau ching t6i ghi nhan c6 céc lién két gitra
tam té bao va mang collagen; giita cac té bao lién ké véi nhau (Hinh 5.F).
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Hinh 5. Két qua nhuém HE, hoa mélmién dich (KHV quang hoc; 40X) va chup TEM cua
tam t€ bao sirng sau tao 16p

Nhan xét: (A) Két qua nang tang & ngay thir 7. (B) Két ‘qua nang tang & ngay thtr 14.
(C) Mau chung am té bao goc trung mo khong biét hoa. Cac té bao gdc trung md khong tao
duogc tang va hinh anh gidng té bao sung.(D) ,Ket qua nhudm P63 dwong tinh. (E) Két qua
nhuom CK 5/6. (F) K&t qua ghi nhan co sy xuat hi¢n cac lién ket gita t€ bao va t€ bao (miii
tén xanh); gitra t€ bao va gia thé (miii tén do).
IV. BAN LUAN

4.1. Thu nhan té bao géc trung md tir mau cudng rén
Thu nhan thanh cdng té bao géc trung md theo tiéu chuan cia Hiép hoi liéu phap té
bao quoc te [4]. KEt qua cia nhom nghién ctru cling twong dong véi cac tac gia khac nhu:
Nguyen Minh Phuong [5], Fu Guo Chen va cong su [6], Tatiana Tais Sibov va cong su [7].
Tuy nhién van c6 6 mau khong phan lap duoc t€ bao goc trung mod do 6 hién twgng tan
huyen trong qua trinh thu nhan va xtr ly ban dau. Ti 1¢ phan 1ap thanh cdng te bao cho thay
thé tich mau cuong ron ban dau thu nhan cang 16n thi ti I€ phan lap thanh cong té bao goc
trung mé cang cao.
4.2. Thu nhan va xir Iy mang 6i thanh gia thé mang té bao
Két qua ctia nhom nghién ctru phi hop véi téc gia Tran Lé Bao Ha [8]. Kha ning
thu nhap mang o6i, xur ly té bao trén mang cé kha thi vai ty 1€ dat 100% theo quy trinh nhom
nghién cuu.
4.3. Tao tam té bao sirng nhiéu l6p té bao trén gia thé collagen phwong phap
airlifting
Két qua cua nhém nghién ciru tao duoc tam té bao co tir 3-5 I6p trén gia the.
- Vé mat hinh thai, ket qua cia nhém nghién ciru phu hop véi tac gia Lujun Yang [9].
o-ve biéu hién dau an gmarker, nhém nghién ctu da tao duoc dong té bao bieu mo
vai dau an P63 duong tinh, biéu hién cho té bao 16p day cua bieu mé. Bén canh do, CK 5/6

HOI NGHI THUONG NIEN HOC VIEN — SINH VIEN NGHIEN CU’'U KHOA HQOC NAM 2023
412



TAP CHi Y DU'Q'C HQC CAN THO' - SO 61/2023

dwong tinh 1a ddu chi diém cho bd khung ¢ té bao sirng. Két qua nay phi hop véi nghién
clru cuia tac gia Tran Cong Toai [10]. |

- V& hinh thuc lién két té bao, cac lién két thiét yéu dé tao do bén chic cho tam lién
két t& bao. Do 1a cac thé lién két dién hinh giita té bao va té bao hay thé ban lién két giira té
bao va gié thé nudi.
V. KET LUAN

Té bao gbc trung md phan lap tir mau cuéng rén co kha nang biét hoa va tao tim té
bao strng c6 nhiéu 16p té bao trén gia thé tao tir mang 6i. Véi két qua nay, nhém nghién cau
hi vong s& c6 cong trinh nghién ctu tiép theo trén md hinh dong vat thi nghiém nham tién
thém mot budc trong kha ning ng dung diéu tri 1am sang cho cac truong hop bong hoic
t6n thuong mat da.
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