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LOI CAM ON

Véi sy nd luc ctia ban than cing véi su giup d& caa nhiéu tap thé va ca

nhan, t6i ¢4 hoan thanh luan an nay. Véi long kinh treng va biét on siu sic,

toi xin dwoc bay t6 10ng cam on chin thanh dén:

PGS. TS. Nguyén Thi Binh, nguyén Chu nhiém Bo mon Mo-Phdi,
Truong Pai hoc Y Ha Nbi, nguoi thay tan tim hudng dan, dong vién va
tao moi diéu kién cho téi thuc hién nghién ciu va hoan thanh luan an.
GS. TS. Trinh Binh, nguyén Chu nhiém Bo mén Mo-Phoi, Truong Dai
hoc Y Ha Noi, nguoi thay |a tam guong sang cho t6i hoc tap.

Céac nha khoa hoc d3 dong gop vy kién quy bau va giap do t6i khi thuc
hién va hoan thién luan an

Ban giam hiéu, Khoa Sau dai hoc, Truong Pai hoc Y Ha Noi da tao
moi diéu kién thuan loi cho ti.

Toan thé 1anh dao va anh chi em bo mén M6-Phoi, Trudong Pai hoc Y
Ha Noi da luon dong vién, giup tbi nhiét tinh trong qué trinh hoan thién
ban luan an

Ban bé, dong nghiép va nhiing ngudi yéu thuong trong gia dinh da

dong vién, khich 1é va giup dd t61 vo diéu kién bat ké khi nao toi can.

Téi xin dwoc bay t6 1o cam on téi nhitng bénh nhan da dong y tham gia

trong nghién ciru dé tdi c6 dwoc ban luan an nay.

Ha Noi, ngay ,thang ,nam

Tac gia luan an

bao Thi Thay Phuong



LOI CAM DOAN

TOi la: Pao Thi Thily Phuong, nghién ctru sinh khoa 29, Truong Dai
hoc Y Ha Noi, chuyén nganh M6 Phoi thai hoc, xin cam doan:

1. Pay la luan an do ban than to1 truc tiép thuc hién dudi sy huéng dan
ctiia ¢6 Nguyén Thi Binh.

2. Cong trinh nay khong tring 1ap véi bat ky nghién ctru niao khac da
dugc cong bd tai Viét Nam

3. Cac s6 lidu va thong tin trong nghién ctru 12 hoan toan chinh xac,
trung thuc va khach quan va 1a mot phan két qua cua dé tai cap
nha nudc “Nghién ciru quy trinh st dung té bao gbc dé diéu tri
mot s6 bénh ciia bé mat nhan cau” do PGS. TS. Nguyén Thi Binh

lam chu nhiém.

Xac nhan cua cha nhiém dé tai TAC GIA LUAN AN

PGS. TS. Nguyén Thi Binh Dao Thi Thiiy Phwong
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3x10° cells

5BrdU 5 bromo 2 deoxyuridine 5 bromo 2 deoxyuridine

ABCG2 ATP-binding cassette sub- Protein ABCG2
family G member 2

AMP Anti microbial peptide Peptid chdng khuan

BMNC Bé mit nhan cau

BN Bénh nhén

CAMP Cyclic Adenosin AMP vong
monophosphate

CD Cluster of differentiation Cum céc phan ti biét hoa

cDNA Complementary DNA DNA b6 sung

CK Cytokeratin Xo keratin

CS. cong su

Cx-43 Connecxin 43 Protein connexin 43
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DED De-epithelialzed dermis Chan bi bo bieu mo
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ELISA Enzyme-linked ELISA
immunosorbent assay
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Administration M5y
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U International unit Don vi quoc té

K Xo keratin
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LSCD Limbal stem cell deficiency | Suy giam té bao goc ving ria

MCSP Melanoma-associated Chondroitin sulfate
chondroitin sulfate proteoglycan cua té bao hac to
proteoglycan ung thu

MHC Major histocompatibility Phtrc hop hoa hgp mé chinh
complex

MUC Mucin Chat nhay

NGF Nerve growth factor Yéu to phat trién than kinh




NMM Niém mac miéng

PBS Phosphate buffered saline bém phosphate

PBST Phosphate buffered saline bém Phosphate véi tween
with tween

PCR Polymerase chain reaction Phan @ng khuyéch dai chudi

PDGF Platelet derived growth factor | Yéu té phat trién c6 nguon goc

tiéu cau

PPARYy Peroxisome proliferator Receptor hoat héa phan chia
activated receptor Peroxisome

RNA Ribonucleic acid Axit ribonucleic

SEM Scanning electron microscopy | Kinh hién vi dién tir quét

SHEM Supplemental hormonal Moi trudng nudi cay biéu mo
epithelial medium c6 bd sung hormone

TAC Transient amplifying cell Té bao tang sinh chuyén tiép

TBBM Té bao bicu md

TEM Transmission electron Kinh hién vi dién tir truyén qua
microscopy

TGF Transforming growth factor | Yéu t6 phat trién chuyén dang

VEGF Vascular endothelial growth | Yéu td phét trién té bao noi mo
factor mach mau

VRGM Vung ria gidc mac
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PAT VAN PE

Bé mit nhian ciu (BMNC) bi ton thwong do nhiéu nguyén nhan khac
nhau nhu: bong mat do hoa chat hoic nhiét, hoi chimg Stevens-Johnson,
nhiém khuin mét nang, nhiéu phau thuat thyc hién trén cing mot mit, deo
kinh tiép xuc... Mot trong nhitng di chimg thuong gip khi ton thuong BMNC
la hoi ching suy giam té bao gdc ving ria giac mac (Limbal stem cell
deficiency-LSCD). Hau qua ctia hdi chung nay 1a lam mat do trong cia giac
mac do mang xo mach tir phia két mac xam lan qua vung ria 1én bé mit giac
mac. Hoi ching suy giam té bao gbc ving ria giac mac ciing c6 thé giy ra
hién tuong loét biéu moé giac mac kho han gan, troc biéu md gidc mac tai
phat, tham chi c6 thé gdy thing gidc mac. Vi vay, thi luc mat bi bénh bi suy

giam & nhiéu mirc d6 khac nhau [1],[2].

Pé diéu tri ngoai khoa hoi ching LSCD, cac nha nhan khoa da st dung
nhiéu phuong phap khac nhau nhu: ghép mang 6i don thuan, ghép két mac ria
tu than hodc di than, ghép gidc-cliing mac vung ria. Vi phuong phap ghép két
mac ria, ghép giac-ciing mac ria tu than, manh mo dung dé ghép dugc 1y tur
mat lanh phai kha 16n. Phuong phap ghép tdm biéu mé gidc mac nudi cay
duogc cho 13 ¢6 nhiéu vu diém vuot trdi so v6i cac phuong phép sir dung trude
day. Qua trinh nudi cdy di giam thiéu sb luong té bao khong cé chirc ning
binh thudng, viéc sinh thiét ving ria c6 thé nhic lai néu can thiét, giam nguy
co thai loai manh ghép vi trong tim biéu mo gidc mac nudi cdy khong c6 mit
ctia té bao Langerhans-té bao dong vai tro trinh dién khang nguyén. Phuong
phap nay di duoc thyc hién tuong ddi pho bién trén thé gisi [3],[4].[5],[6].
Tuy nhién, phuong phap nay lai khong thuc hién duoc & cac truong hop bénh

nhan (BN) ton thuong ca hai mat.



Déi voi cac truong hop BN bi ton thuong BMNC ca hai mat, trude day,
cac bac sy nhan khoa da st dung phiu thuat ghép té bao gdc di than tir mat
nguoi than trong gia dinh hodc tir ving ria gidc mac cia ngudi hién. Tuy
nhién, nhitng BN nay phai dung thudc chdng thai loai manh ghép va nguy co
thai manh ghép kha cao [7],[8].

Trong co thé, biéu md gidc mac va biéu mo lop niém mac miéng
(NMM) 14 loai biéu mo 14t tAng khong simg ho. Nhiing té bao 16p day cta ca
hai loai biéu mé nay c6 kha ning phan chia dé duy tri qua trinh tai tao sinh 1y.
Ca hai loai biéu md nay déu c6 ngudn goc phdi thai 1 ngoai bi da. Nam 2003,
Nakamura T. va cong su (CS.) dd nudi cdy thanh cong tim biéu mé NMM va
ghép tu than cho tho bi bong giac mac [2],[9]. Ciing tac gia ndy 13 ngudi dau
tién mo ta thanh cong viéc ghép tim biéu mé6 NMM nudi ciy trén ngudi bi
LSCD [10]. Sau d6 rat nhiéu tac gia thong bao thuc hién thanh cong k¥ thuat
nay [11],[12],[13],[14],[15],[16],[17],[18],[19],[20],[21],[22].[23].[24],[25].

Céc nghién ctru cho thay hinh dang, kich thudc va ciu trac siéu vi cta
té bao tAm biéu mé6 NMM nudi cdy kha twong dong véi biéu mé giac mac
binh thudng [26]. Nhu vay, viéc st dung tdm biéu mé6 NMM nudi cay dé diéu
tri ton thuong giac mac la mot Iya chon tdt cho cac BN bj ton thuong ca hai

mat va khong con vung ria.

Véi mong muén 4p dung vao Viét Nam mot phuong phap diéu tri moi
cho céc BN bi hoi chimg suy giam té bao gbc ving ria ca hai mat, chung t6i
tién hanh dé tai: “Nghién ctru nudi tao tAm biéu mé tir té bao goc biéu md
niém mac miéng” nham muc tiéu sau day:

1. Xac dinh vi tri, kich thuoc manh moé niém mac miéng va moi truong

nudi cdy phi hop cho nuéi tao tam biéu mé.

2. Xdc dinh phurong phdp phit hop dé nuéi tao tam biéu mé niém mac miéng.



CHUONG 1:
TONG QUAN

1.1. Cau truc cia bé mat nhan cau

BMNC la vung dugc gidi han boi hai duong xam cia mi trén va mi
dudi, bao gobm bi€u mo gidc mac, biéu moé két mac va ranh gidi 1a bi€u mo

vung ria giac mac (Hinh 1.1).
1.1.1. Gidac mac

Giac mac chiém 1/6 vo ngoai cua nhan cau, hinh hoi bau duc, day 0,8—
0,9mm ¢ vung trung tam va 1,1 mm & chu bién. Giac mac la cau truc vO
mach, gobm 5 16p: Bi€u mo gidc mac, mang Bowman, nhu mo6 giac mac, mang

Descemet va ndi mo giac mac.

(1) Biéu mé giac mac: 13 biéu mo lat tang khong stng hoa, gom 4-6 hang
té bao, chiém khoang 10% bé day cia gidc mac. Biéu mo dugc chia thanh 3
16p: 16p day, 16p té bao hinh canh, 16p bé miat. Cac té bao 16p day hinh try,
cac té bao lién két voi nhau bang thé lién két va lién két véi mang day bang
thé ban lién két, cac té bao duoc sinh ra s& phat trién 1én cac 16p phia trén.
Céc té bao 16p giita (t& bao hinh canh) c6 nhan tron hodc dai, cac té bao lién
két v6i nhau bﬁng thé lién két va cac mong lién két. Cac té bao bé mat ¢ hinh
da dién det, lién két v6i nhau bang vong dinh, dai bit va thé lién két, bé mat té
bao ¢ nhitng vi nhung mao ngan va duoc phi bdi mot 16p glycocalyx. Lop
glycocalyx nay lién két voi mucin cta phim nudc mat, bao vé sy toan ven cia
BMNC. Trong bao tuong cua cic té bao biéu mé giac mac di biét hoa thé
hién d4u an cua xo trung gian K3 (keratin 3) va K12. Dic biét, K12 1a dau 4n
t6t nhat va chi co & nhimg 16p trén day cua biéu mo gidc mac.

(2) Mang Bowman: Gom mang day ciia biéu mo va mang Bowman chinh

thtrc. Mang Bowman 1a 16p ngoai cua chan bi gidc mac (nhu mo giadc mac),



gdm cac soi collagen xép theo cac huéng khac nhau. Mang Bowman rat dai
va 1 16p bao vé quan trong ctia nhin cau.

(3)Chén bi gidc mac: Chiém 90% bé day giac mac, gdm cac soi collagen
cha yéu 1a type I, 111, it collagen type IV va V. Xen giira cac soi va 14 collagen
1a nhitng té bao soi det goi 13 giac mac bao (keratocyte), khoang gian sgi va
gian bao chira chét cin ban giau glycosaminoglycan.

(4)Mang Descemet: Day 5-10um, dugc tao ra tir chét tiét cua ndi mo
giac mac. N6 duoc coi nhu 1a mang ddy cua biéu mo sau giac mac.

(5)No6i mo giac mac: La biéu mo 1at don gdm 1 hang té bao da dién det
xép déu dan phu mit sau gidc mac. Céc té bao ndéi mo gidc mac khong c6 kha

nang phan chia.
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Hinh 1.1. Giac mac thé binh thwong (H.E.x250)
1. Biéu mé trude gidc mac 2. Mang Bowman 3. Nhu md 4. Mang Descemet

5. Noi mo giac mac



1.1.2. Két mac

Két mac trai tir vang ria ciing giac mac dén duong xam ctia bd mi, dugc
chia thanh 3 phén. Két mac mi lop mat trong ctia mi mit, thudc loai biéu mod
tru tﬁng. Két mac nhan cau lop mat trudc nhan ciu (trr dién giac mac), thudc
loai biéu mo lat tang khong stmg hoa. Két mac cing do tiép ndi két mac nhan
cau voi két mac mi.

Biéu mé ctia két mac nhédn cau gdm 6-8 hang té bao, cac t& bao biéu mod
két mac khong déu dan va co kich thudc nho hon so voi cic t& bao biéu mo
giac mac. Xen ké& voi cac té bao nam trén cung cua két mac c6 té bao hinh dai
tiét nhay, chiém khoang 5-10% ) luong té bao biéu md bé mit nhin cu,
ching tiét dich nhay tao thanh phan cua phim nudc mat. Céc té bao hinh dai
chi c6 trong két mac, khong c6 & giac mac.

1.1.3. Vang ria cung-gidc mac

Ving ria 1a ving tiép ndi giita cung mac véi giac mac, ¢ day co su
chuyén tiép tir biéu mo giac mac thanh biéu mo két mac nhan cau, ving nay
khong c6 mang Bowman va mang Descemet. Viéc phan dinh ranh gidi gitia
ving ria va két mac 13 twong d6i kho, vi tri twong tng 1a noi gip nhau giita
méng mit va mé nén gidc mac; hon nira, khac voi két mac, biéu mod vung ria
khong co té bao hinh dai tiét nhay [27].

Quan sat trén 1dm sang, Davanger M. va Evensen A. (1971) da mo ta
biéu m6 ving ria c6 cac duong vach sic to dam vudng goc voi gidc mac duogc
goi 1a hang rao Vogt [28]. V& mit cdu tao, ving ria ciing-giac mac 1a mot ving
hinh nhin nam giita ciing mac va gidc mac. Vong nhan nay rong hon & phia trén
(1,5mm) va phia duéi (1mm), con & hai bén thi hep (khoang 0,8mm) [1].

Biéu mo ving ria cing gidc mac gém 7-10 hang té bao, cac té bao lién

két chat ché véi nhau giong nhu cac t€ bao ctia biéu md gidc mac. Bén dudi



mang day, mo lién két ctia ving ria tip trung nhiéu day than kinh va giau mach

mau, ngoai ra con théy su c6 mit ciia mot sb té bao trung mo.
1.1.4. Cdc yéu té lién quan diam béo sw toan ven ciia BMNC [29].

Dé ¢6 thé thyc hién duoc chic nang nhin cua mét, ngoai hé¢ théng than
kinh toan ven, su toan ven cia BMNC la can thiét giap cho hinh dnh nhin
thdy c6 thé t6i diém hoi tu trén vong mac. C6 rat nhiéu yéu t6 tham gia dé

dam bao su toan ven cua BMNC 46 la:
1.1.4.1. Mi mat

Mi mét c6 tac dung bao vé BMNC khéi cac sang chan vé mit co hoc tur
moi trudong bén ngoai, cau traic mém mai ctia bd tw do mi mat gitp dan trai
déu cua phim nudc mét trén BMNC lam BMNC ludn nhin bong va di do am
can thiét. O BN bong mat, bo tr do cia mi bj tén thuong ¢ nhiéu mic do
khac nhau anh huong dén su bén vimg ctia mang nuwdc mat va gy anh hudng

dén su toan ven cia BMNC.
1.1.4.2. Phim nuéc mdt .

Su toan ven cua bé mat nhan cau cling duoc dam bao bdi moi quan hé
mat thiét gitra biéu m6é bé mat nhan cau va phim nudc mat. Cac roi loan bé
mat nhan cau lam phim nudc mat kém bén viing va nguoc lai. Hai dac tinh co
ban ctia biéu mdé bé mat nhan cau la biéu mo khong sung hoa va tiét mucin (la
thanh phan quan trong cua mang phim nudc mat do té bao hinh dai tiét ra)
dong vai tro quan trong dé dam bao su bén viing cia mang phim nudc mat.
1.1.4.3. Cac tuyen l¢é

Thanh phan khong kém quan trong cia phim nudc mat 1a nudc mat
cung cac chat dién phan va céc loai protein do tuyén 1€ chinh va tuyén 1€ phu

tiét ra. Trong cac trudng hop bong mét toan bd, hé théng tuyén 1¢ phu déu bi



ton hai cung véi biéu mé bé mat nhan cau, do d6 phim nudc mat bi pha huy

hoan toan, gay tinh trang khé mat ning né.
1.1.4.4. Su toan ven cua hai cung phan xa diéu tiét nuwde mdt

Su khoi phat hai cung phan xa diéu tiét nwéc mat déu bat ngudn tir
nhiig cam gidc ciia bé mit nhin cau, gy anh hudng t6i qua trinh diéu tiét
nude mét va chdp mi mét. Trén nhirng mit bi bong, toan bo bé mit nhin cau bi
t6n thuong kém theo cac nhanh than kinh cam giac cho bé mat nhan cau ciing
bi ton thuong. Do vdy, tinh trang kho mit ngay cang ning né hon do giam sut

tram trong vé sO lugng cling nhu chat luong nudc mat va tan s6 chdp mat.

1.1.4.5. Chitc néng ciia té bao biéu mé BMNC dwoc hé tro boi nguyén bao

so1 nhu mo va chat co ban.

Su trong sudt cua gidc mac phu thudc vao sy sip xép cua cac soi
collagen va su dong nhat vé kich thudc soi ciing nhu khoang cach giita cac
soi. Trong qua trinh han gin biéu mo giac mac, chat co ban ngoai bao cé chira
cac thanh phan nhu fibronectin, enzyme protease, cac yéu to phat trién co vai
tro quyét dinh trong su két dinh va di thuc trén bé mit nhu mo gidc mac cua
cac té bao biéu mo.

1.2. Ciu tric biéu mé bé mit khoang miéng

NMM cé cau tao gom hai phan chinh: biéu mé va 1é6p dém. O nhiéu
ving ctia miéng, NMM gin chit vao cdu tric md phia dudi bsi thanh phan
md lién két 1ong 1éo 1a tang dudi niém mac, trir & ving vom miéng, 16p dém
cia NMM dinh chit vao mang xuong. Ba 16p nay cé cau triic twong tu nhu

cau truc cua bi€u mo, chan bi va ha bi cua da [30].

Biéu mdé NMM 14 loai biéu md ting, c6 thé sing hoa hoic khong sing

hoa hodc ban stng hoa tuy thudc vao timg ving khac nhau [31]. Biéu mé gdbm



cac 16p: (1) 16p day (basal cell layer), 16p ndy chira cac té bao gbe, cac té bao
gbc sinh ra cac té bao 16p day va cac té bao biéu mo khac, (2) 16p gai (prickle
cell layer), gom cac té bao lién két voi nhau boi thé lién két dam bao tinh bén
vitng cho biéu mé, (3) cac 16p con lai c6 cdu tric khac nhau tuy loai biéu md
thugc cac ving khac nhau cia NMM. Ddi véi biéu mo simg hod sé& c6 16p
hat va 16p simg (& 16p nay té bao khong thiy nhan). O biéu mé ban sing,
c6 16p hat va 16p stmg (16p ndy té bao van con nhan). O biéu mé khong
strng hod, ¢o 16p trung gian va 16p bé mit chira cac té bao det, nhan hinh
bau duc nho va bi bong ra ngoai. Biéu mé duoc thay thé nhd céc té bao ¢

16p sau hon (Hinh 1.2) [32].

(oo |
L&p trung gian

Hinh 1.2. Céu tric biéu mé NMM [33]
A. Biéu mé sieng héa B. Biéu mé ban sing héa C. Biéu mé khéng simg héa
O NMM, su phan b té bao gdc chua dugc nghién ctru mot cach day
du, song vé mit ciu tric md hoc biéu mé NMM thudc loai ting va co kiéu
tang sinh giong nhu biéu bi da. Y vin di chi ra rang té bao gbc bicu mod

NMM c6 du cac dic tinh ting sinh trong sudt doi séng cua nd nhung lai



khong thé phan biét chiing véi cac té bao day khac [34]. Do van dé dao duc
ma nguoi ta khong thé 1am cac nghiém phéap dé ching minh sy ton tai cia té

bao gbc trén ngudi ma chi c6 thé 1am trong phong thi nghiém.

O nhitng mé ¢6 sy d6i méi lién tuc ndi chung, su tu d6i méi duge dién
ra song song ciing voi co ché md rong quan thé té bao trudong thanh trude khi
vao giai doan biét hoa sau cung [35]. Qua trinh biét hoa té bao & NMM dién
ra theo so d6 sau (Hinh 1.3):
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Hinh 1.3. So dd biét hoa té bao

CAc té bao biéu md nam ¢ 16p ddy ctia biéu mé mong hodc 2-3 16p sat
mang day ddi voi biéu mo day (nhu ¢ ma) 1 cac té bao c6 hinh try hodc hinh
da dién va c6 kha nang phan chia dé duy tri quan thé té bao biéu mé 6n dinh.
Céc té bao phan chia thuong tao thanh timg cum, nhin thiy nhiéu hon & chd
sau nhat cua 16m biéu mo [36].

Nhiéu chat c6 hoat tinh sinh hoc, ma phan 16n 1a cac cytokin cé thé
kich thich hodc &rc ché tang sinh biéu mo bao gdm: Yéu tb phat trién biéu bi

(Epidermal growth factor-EGF), yéu t6 phat trién chuyén dang (Transforming
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growth factor-TGF), yéu t6 phat trién c6 ngudn gdc tiéu cau (Platelet derived
growth factor-PDGF), chat twong tac té bao (Interleukin 1-1L1). Tdc do ting
sinh 13 két qua cua viéc twong tac giita cac yéu td kich thich va e ché, ma
hoat dong thong qua hé thdng diéu khién phuc tap bao gdm viéc gin cia cac
yéu tb peptid trén receptor bé mat t& bao, phosphoryl héa cac yéu té tai bao
tuong té bao, hoat dong sao ma ¢ trong nhan din t6i sy san xudt cac protein

lién quan tdi1 sy diéu khién chu trinh t€ bao.

Hoat dong gian phan cta té bao ciing bi anh hudng boi mot sb cac yéu
t6 nhu thoi diém trong ngly, stress va tinh trang viém nhiém. Su bién do6i
thanh té bao biét hda nho su tac dong cua néng do Ca? ngoai bao, phorrbol

esters, vitamin A va vitamin D3 [37].

Keratin 1a mot loai xo trung gian c6 trong cac té bao biéu mo. Chung 1a
nhimg protein dang soi dai, hinh thanh nén mot mang ludi khip té bao.
Nhitng keratin tim thiy trong biéu mé ludn cé ciu tric cip, gdm mdt keratin
type 1 (acide) va mot keratin type 2 (base hodc trung tinh), cho t&i nay da biét
khoang 15 keratin ctia mdi type [27]. Khi té bao roi 16p day va budc vao qua
trinh biét hoéa, nd 16n hon va det dan, tich lily xo keratin trong bao tuong. O
biéu mé tang cia NMM noi chung, K5 va K14 thé hién ¢ cac té bao 19p day.
O biéu md 1at tang khong stmg hoa & khoang miéng (trong d6 c6 niém mac

ma), K4 va K13 thé hién & cac té bao 16p trén day.

Sy trudng thanh cua cac té bao ¢ 10p trén day thé hién & nhiing protein
mang lién két giita cac té bao v6i nhau, cac té bao & 10p day dugc gan nhau
boi cac lién két 6 integrin. Qué trinh biét hoa lién quan téi sy di cu va mét di

integrin va su dan tdng lIén cua cac cadherin.

O biéu mo lat tang khong stmg hoéa, sy tich lipid va xo keratin, su thay

d6i vé hinh thai khong dién hinh nhu biéu mé stmg hoa, nhung té bao 16p trén
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cung cua biéu mo van con nhan va cac bao quan, cac xo trung gian khong tap

trung tao thanh cac bo xo 16n nhu thiy ¢ biéu mé 1at ting stg hoa.

Pic tinh ty nhién cia té bao gde 1a c6 chu ky phan chia chdm, nén c6
thé phan biét chung voi cac té bao khac bang chit danh diu trong DNA
(deoxyribonucleic acid) cta té bao nhu: 5- bromo-2 deoxyuridine (BrdU) hay
3H-thymidine (3H- TdR), Edu, Cdu - 14 cic chit chuyén biét cho pha S (pha
phan chia -synthesis) cua té bao. Cac chat nay dugc hap thu vao DNA cua té
bao dang phén chia bao gdm té bao gdc va té bao ting sinh chuyén tiép. O cac
té bao ting sinh chuyén tiép, tin hiéu mat di do su phan chia nhanh va qua
trinh biét hoa-chét ty nhién cua té bao. Té bao gdc do phan chia cham van giir

chat danh d4u nay sau khoang thoi gian 6-8 tuan.

O NMM, khi té bao géc phan chia, n6 s€ tao ra mot té bao con mai gilr
nguyén duoc dic tinh cia té bao gbc c6 kha ning phan chia vo han dinh, va
mot t& bao con khac budc vao qua trinh biét hoa, vi mdi truong cia té bao
(bao gdbm mach mau, cac yéu t6 phat trién va cac té bao hd trg) s& quyét dinh
s6 phan té bao trd thanh té bao gbc hay khdng. Hatfield LD. va CS. (2005) chi
ra mot loai micro RNA khong ma hoa (ribonucleic acid) thé hién khac nhau &

té bao gdc va co kha nang diéu khién sy phan chia té bao nay [38].

Cac tuong tac giira t& bao biéu md va mo lién két ciing dong vai tro
quan trong trong viéc diéu khién sy phat trién moé. Cac nghién ciru thir nghiém
cling chi ra ring cac kiéu biét hoa dic biét theo ving clia ving miéng dugc
duy tri théng qua tuong tac biéu moé va mo lién két ving d6 [36],[39]. Viéc su
dung cac thuc nghiém kinh dién, miu mo tir céc vung khac nhau cita NMM
tach ra lam hai phan biéu mé va mé lién két, sau d6 két hop khac loai va két
qua 1a mo lién két c6 tac dong 1én su phat trién biéu mo vé kiéu biét hoa thé

hién ¢ keratin va cac marker carbohydrate bé mat. Pac di€ém hinh thai bi¢u
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mo va thé hién keratin bi anh hudng boi nguyén bao soi phia dudi [40] va
chat nén trung mé [41]. Néu khong c6 nguyén bao soi ¢ trong chat nén, biéu
mo s€ dung tang sinh, trong khi qué trinh biét hoa tiép tuc thé hién & sy xuét

hién khong bao thoai hoa khi nudi cay néu khdng sir dung nguyén bao soi.

C6 nhiéu cytokin va yéu t6 phat trién diéu khién sy ting sinh va biét
hoa biéu mé [42]. Su tang sinh va biét hoa cta biéu mo thé hién su twong tac
qua lai linh hoat gifta biéu mé va nguyén bao soi, phu thudc vao cac yéu tb
phat trién dugc san xuat boi nguyén bao soi va c6 thé cac thanh phan mé lién

két khac qua co ché can tiét.
1.3. Hoi chirng suy giam té bao gdc viing ria giac mac
1.3.1. Nguyén nhan

Hoi chimg suy giam té bao gdc vung ria c6 thé nguyén phat, lién quan téi
nhimg bénh 1y 1am thay ddi vi méi truong cta té bao gdc, vi du nhu: tat khong
mong mét, viém giac mac lién quan téi suy nhiéu tuyén ndi tiét, chung do da
day strng bam sinh; hodc c6 thé 1a hau qua thir phdt cta sy pha huy té bao gbc
do cac yéu t6 bén ngoai nhu: bong hoa chét, bong nhiét, hoi chimg Stevens

Jonhson, deo kinh 4p trong, nhiém khuan lan rong [29],[43],[44].
1.3.2. Biéu hién lam sang ciia hji chieng suy gidm ving ria

Suy giam ving ria c6 thé xay ra lan tran toan bd hodc chi & mot goc cua
ving ria. Trong trudng hop suy giam mdt phan ving ria, su xam lan ctia biéu
m6 két mac chi anh huong td1 mot phén bé mat gidc mac va biéu hién & nhiéu
mirc d6 khac nhau, trong khi biéu mo gidc mac & trung tdm van con binh
thuong. Triéu chung chu quan ctia ngudi bénh 1a nhin mo, cdm choi, chay
nudc mét, co quip mi mat va c6 thé ¢ nhimg dot dau d6 mat tai phat.

Trong suy giam té bao gbc toan bo, mirc dd ton thuwong phu thudc vio

nguyén nhan do thir phat hay nguyén phat. Biéu hién 1am sang co thé chi l1a
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giac mac mo duc, bé mat g6 ghé khong déu, c6 tan mach nong hoac sau trong
bé day giac mac hoac két mac hoa giac mac. Nang hon nita c6 thé 13 6 loét
giac mac khé han gin, bd 6 loét ranh gi6i & va gob 1én, xung quanh 6 loét co
thé tdn tai tO chitc xo tdn mach, BMNC g6 ghé voi biéu hién cia mot qua
trinh viém man tinh, nhuyén gidc mac, gidc mac mong hodc thing giac mac

c6 thé xdy ra trong truong hop ning.

1.3.3. Phwong phdp diéu tri hdi chirng suy giam té bao goc ving ria gidc

mac

C6 nhiéu phuong phép diéu tri hoi chimg LSCD. Viéc nudi tao tim
biéu mo gidc mac tir té bao gdc ving ria gidc mac dé ghép diéu trj cho cac BN

bi hdi chimg LSCD 1a mot phuong phap hién dai va hiéu qua.

Phuong phéap ghép tdm biéu mo gidc mac nudi cdy duge Pellegrini va
CS. mo ta dau tién vao nam 1997. Té bao biéu mé ving ria duoc ldy tir mat
bén lanh néu mot mat b ton thuong, hodc 1y & ving ria con binh thudng trén
mat bi ton thuong té bao gbc mot phan hodc tir ngudi than hodc tir ving ria
ctia ngudi hién néu BN bj ton thuong ca hai mat. Manh t6 chic mang té bao
gbc ctia biéu md dugc nudi cay, nhan 1én va tao nén tam té bao biéu mod ving
ria. Sau khi phﬁu tich hét to chirc xo mach trén bé mat gidc mac va vung ria,

tam té bao bi€u mo nudi cay dugc c¢o dinh trén bé mat giac mac [45].

Vé mit 1y thuyét, k¥ thuat ndy c6 wu diém vuot troi hon cac phuong
phap khac di duoc 4p dung tir trude: (1) Manh mé can cho qué trinh nudi cdy
kich thudc s& nho hon, (2) Qué trinh nudi cay da giam thiéu sb luong té bao
khéng c6 chitrc ning binh thuong nam trong mé cua ngudi cho, (3) Viéce sinh
thiét cac té bao gbc & vung ria c6 thé nhac lai néu can thiét. Uu diém noi troi
nhat ctia k¥ thuat nay 1a giam nguy co thai loai manh ghép vi sy vang mat cua

cac té bao Langerhans dong vai tro trinh dién khang nguyén. Tuy nhién,
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phuong phap nay con nhiéu van dé cin nghién ctru va trong truong hop
LSCD toan bo ca hai bén mat thi ghép ving ria dong loai hodc sir dung nguén

té bao biéu md ty than thay thé 1a giai phap phai lya chon.

C6 nhiéu thong bao vé ghép thanh cong tim biéu md NMM nudi ciy.
Str dung tam biéu mdé NMM nuéi ciy 12 mot lwa chon hop 1y va c6 nhiéu uu
diém hon cac phuong phap ghép di than. Khi ghép di than, BN phai st dung
thudc e ché mién dich dé chdng thai loai manh ghép gay nhiéu tac dung phu
va ton kém, hon nita néu stir dung lau dai thi cling khong thé dam bao chac

chdn sy ton tai cia manh ghép.

O biéu mdé NMM, té bao ¢ giai doan biét hoa thip hon so véi té bao
dong stmg ¢ da, nd c6 kha ning phan chia rat nhanh va kéo dai ¢ diéu kién
nudi cdy ma khong hoa stmg. Hon nita, K3 thé hién & ca biéu mo gidc mac va
biéu m6 NMM chtr khong ¢6 ¢ biéu md da, ching t6 sy gan giii hon cua biéu

moO NMM va giac mac.

Khi cdy ghép tim biéu mé6 NMM nudi cdy co6 thé ¢ hién tuwong xam
l4n tAn mach ngoai vi vao gidc mac lam méat kha nang nhin cia ngudi bénh.
Tuy nhién, c6 thé khic phuc bién ching niy bang viéc st dung khang FGF2
(Fibroblast growth factor 2-yéu té phat trién nguyén bao soi 2).

Tai thiét bé mit nhan cau bang phuong phap ghép tam biéu mo nudi
ciy tir té bao gbc phoi ciing di dugc Ryusuke Homma va CS. (2004) tién
hanh nhitng thr nghiém dau tién. Té bao gbc phdi dwgc nudi trén nén
collagen type IV trong vong 8 ngay va sau d6 dugc ghép vao giac mac chudt
t6n thuong. Phéan tich hinh anh mé hoc sau ghép cho két qua tot [46]. Tuy
nhién dé ap dung phuong phap nay trén nguoi con nhiéu kho khin do nhiing

hang rao can vé mat thyc té va dao dtc.
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Nhu vy, trong truong hop khong thé co tAm biéu md gidc mac nudi
cdy, viéc lua chon phuong phap ghép tam biéu mdé NMM nudi cay 1a lya chon
kha quan gitip cai thién tim nhin cho BN, bao vé phan con lai cia nhin cau va
gidm cdc triéu chirng khoé chiu gay ra cho nguoi bénh.

1.4. Nhirng nghién ciru vé nudi tao tam biéu mé NMM
1.4.1. Cdc logi nén nuéi cdy té bao

Yéu t6 quan trong dé nudi tao tAm biéu mo 1 lya chon gia d& chinh xéac
vé tinh phul hop sinh hoc, do xdp, 6n dinh sinh hoc va dic tinh vat li. Cac gia
sir dung trong nudi cdy NMM gom cac loai sau:

e Cdc gid c6 nguén goc ty nhién:

Chén bi khoéng c6 té bao: Chan bi da cua tir thi (AlloDerm™) d3 duogc
Izumi K. va CS. (1999), Izumi K. va CS. (2000) st dung [47],[48], Yoshizawa

M. va CS. (2004) ciing st dung mang nay nhung phu collagen typ IV [49].

Mang 6i: La gia do tién dung va duoc stir dung rong rai nhat trong nuoi
tao tam biéu mé6 NMM. Mang 61 ¢6 nhiéu dac di€ém vuot tro1 hon so véi céac
mang sinh hoc khac vé: tinh chun gian, tinh trong su6t, mém mai, nhan bong,

mong, khé rach.

Theo nghién ctru ctia Fukuda K. va CS. (1999), mang day cua mang di
hoan toan giéng v4i mang day cia két mac vi c6 chira collagen typ 1V, V,
fibronectin, laminin-1, laminin-5, vi thé mang 6i duoc str dung dé thay thé két
mac [50]. Cac thanh phan nay déng vai trd quan trong trong sy biét hoa va
tang sinh clia cac té bao biéu mo.

Mang 6i c6 chiic nang ciia mot biéu mo phu, 14 biéu mo ché tiét va co

kha ning trao d6i chit qua duong té bao va gian té bao.
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Té bao biéu md mang 6i c6 mot sd tinh chit quan trong: Khong biéu 10
khang nguyén HLA-A, B hoiac DR (human leukocyte antigens) trén bé mit, Ia
3 loai khang nguyén c6 vai tro quan trong nhit trong van dé thai loai manh
ghép, HLA-DR lién quan t&i 6 thang ddu, HLA-A lién quan t6i 2 nim dau va
HLA-B anh hudng t6i sy ton tai vinh vién ctia manh ghép. Vi vdy sau khi

ghép vao co thé, hién tuwong thai loai mién dich khéng xay ra.

Qua nhi€u nghién ctru 1am sang cho thady mang 6i tao di€u kién thuan
loi cho qua trinh biéu mo6 hoa va ngan chan qua trinh viém va tang sinh xo
trén bé mat nhan cau, ho tro sy di cu, két dinh cua té bao biéu mo, thuc day su

biét hoa té bao, c6 kha ning thay thé mang co ban cta két mac [51],[52].

Mat khac, hiéu qua chéng viém va bao vé bé mit nhin cau cua mang bi
dugc giai thich qua sy c6 mat nhiéu loai cytokin chéng viém nhu IL-1a, IL-
1B. Mang 6i con c6 kha ning khang khuan nén nguy co nhiém tring hau phau
it hon so v&i ghép cac mang sinh hoc khac. Viéc boc tach mang 6i ra khoi
mang dém rat d& dang, ciing voi tinh chun gidn tét ctia mang di tao diéu kién

cho céc thao tac dan trai trong qua trinh phau thuat dugc dé dang.

Mang 61 1a mgt nguyén li€u san co, dé lay, dé xu ly. Mang 61 dugc bao

quan & nhiét do - 80° C ¢ thé dé duoc nhiéu thang [2],[53],[54].

Nhu vay, mang 61 1a mot mang sinh hoc ¢6 nhiéu uu diém vuot troi,

dugc st dung dé che phu bé mat nhan cau va nén nudi cay dat hi¢u qua cao.

*Chuan bi mang oi lam nén nuoi cay

Thong qua hai dé tai: dé tai cap bd “Nghién ciru nudi cdy té bao ria
gide mac va vmg dung trong mot sé ton thuwong gidc mac” va dé tai nhanh
“Nghién ciru quy trinh tao tAm biéu md giac mac ngudi dé diéu tri ton thuong
giac mac do bong” thudc dé tai nha nudc “Nghién ciru phdt trién va iing dung

cong nghé té bao goc dé diéu tri mot so bénh vé tim mach, co quan tao mau
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va thi gide nguoi”, chung toi da dua ra dugc quy trinh xr li mang 6i dung lam
nén nudi tao tAm biéu mo hiéu qua, mang 6i dugc xur Iy theo quy trinh nay 1a
mang 6i da loai bo biéu mo.

e Gid gieo nguyén bao sgi: mot sd san pham thuong mai thuéc nhém
nay bao gdm Dermagraft (M) 1a vat liéu thay thé chan bi, c4u tao boi ludi
polymer sinh hoc, dugc gieo nguyén bao soi [55], san pham khac nhu
Apligraf (M¥), Orcel (M¥), Hyalograf (Y).... cac nguyén bdo s¢i trong cic
gia nay s& san xuét chat nén ngoai bao va cac yéu t6 phat trién trong vong 2-3

tuan, tao ra chat nén gidng chan bi.

e Gid do nén Collagen:

Loi diém cta gia collagen d6 1a n6 hd tro cho su phat trién ctia nguyén
bao soi va chinh nguyén bao soi nady tao cho té bao biéu mé mot moi truong
phat trién phu hop.

e Cac gia Gelatin:

Cau trac khong co tinh khang nguyén, c6 tinh hap din nguyén bao soi,
hoat hoa dai thuc bao, kich thich biéu mé hoa va hinh thanh mé hat. Mot sb
thanh phan nhu glucan cé tinh khang khuan, khang virus, chéng dong va kich
thich hoat dong han gan vét thuong hay hyaluronic duoc thém vao gia dé ting

cuong ddc tinh vat li va sinh hoc.

e Cac gié fibrin:

Chét ho fibrin cung cip su 6n dinh két dinh, pht hop véi tinh trang phat
trién rit manh cta té bao.

Mot 16p gel fibrin duoc tao ra va phit déu 1én day cua 1ong nudi ciy dé
lam gia d& cho cac té bao. Pic tinh clia mang fibrin nay 13 s& bi tiéu dan boi

cac protease do cac té bao nudi cdy tu tiét ra. Dé giit dwoc mang fibrin ton tai
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trong subt qua trinh nudi ciy phai str dung aprotinin dé ngan chin su tiéu cua
cac polymer fibrin [56].

Uu diém cta tAm biéu mo nudi ciy trén nén nay |12 khi ghép khong can
nhitg duong khau cb dinh do kha ning két dinh t6t v6i mo dém bén dudi
trong giai doan sém sau md. Higa ciling d3 khang dinh sy c6 mit cta phén tir
két dinh intergrin Bl ¢ tAm biéu mé nudi trén fibrin, né giup cho tim biéu mo
ton tai trén bé mit nhin ciu ma khong bi loai bo [57]. Hirayama va CS. nim
2012 ciing da sir dung gia d& nay khi nudi cay va thiy thyuc su hiéu qua [20].

eNén tong hop:

Mang tong hop nay cé dic tinh vat 1i rat tot va khong so bi lay nhiing

bénh truyén nhiém.
eGié lai:
Vit liéu nay 1a nén ban tong hop, ¢ tinh phu hop sinh hoc va thoai hoa

sinh hoc tdt trong thuc té ciing nhu trong phong thi nghiém.
eNén polymer nhay cam nhiét

Pay 1a phuong phap nudi ciy khong st dung gia d& dé tao dugce tim
biéu mo, dugc dé xuat dau tién boi Nishida K. va CS. (2004) [58]. Dia nudi
ciy dugc phil boi mot 16p polymer nhay cam véi nhiét d6. Bé chuan bi dia
nudi cdy, mot 16p N- isopropylacrylamid (IPAAm) hoa tan trong dung méi 2-
propanol pht 1én bé mit cta dia, nhitng dia nay duoc chiéu xa voi liéu 0,25
MGy dé cho céc don phan tir tring hop lai v6i nhau va tao ra lién két cong
hod tri cia IPAAm véi bé mit cua dia nuéi céy. Rura lai cac dia nudi céy béng
nudc cat lanh dé loai b cac phan tir IPAAm khong két dinh va khur tring
bang khi oxid ethylene trudc khi sir dung [59].
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1.4.2. Chudn bi mau moé NMM va xur ly miéng mo cho nudi cay

Trude khi lay mau NMM, sat khuan k§ khoang miéng. Tho dugc giy
mé duong tinh mach ria tai bang thiopental, con d6i véi BN duogc giy té tai
chd. Kich thudc manh mo trich thu thay dbi tuy timg tac gia va phu thudc vao
yéu cau va phuong phap nudi ciy dé dam bao du luong té bao gbe chic chin
cho sy thanh cong khi nudi cy va t6i thiéu gay ton thuong cho NMM. Manh
mo duge xtr 1y qua nhiéu céng doan. Phuong phéap xir Iy manh mé ciing khac

nhau trong céac nghién ctru.

Trén tho, kich thuéc manh mé NMM trich thu thay d6i theo ting
nghién ctru. Nakamura T. va CS. (2003) 14y manh c6 kich thuéc 4-6mm? [2].
Shimazaki J. va CS. dung manh m6 duong kinh 8mm khi nghién ctru trén tho

va cling st dung kich thude nay khi ap dung trén nguoi [60].

Trén ngudi, theo tong quan cua Ultheim T. (2015): kich thudc cia cac
manh mo thay déi tir 2-3mm? dén 5mm?[61]. Theo Shortt A. J. va CS. (2007),
kich thuéc mdu NMM sinh thiét thay déi tir 2-3 t6i 9mm? [62]. Nakamura T.
va CS. (2004) sir dung manh md 2-3 mm? [10], tac gia Inatomi T. va CS.
(2006) [63], Ang L. P. va CS. (2006) [12] ciling str dung kich thude nay. Chen
H. va CS. (2012) str dung kich thudc 6x6mm hoac 16n hon [64], cling tac gia
Chen H. va CS. (2009) st dung manh mo c¢6 kich thudc twong tu [16]. Kolli
S. va CS. (2014) lay manh mé c¢6 dudng kinh 3mm [25]. Nishida K. va CS.
(2004) sur dung kich thude 1a 3x3mm [11], Madhira S. L. va CS. (2008) [26],
Krishnan S. va CS. (2010) [65], Burillon C. va CS. (2012) [21] st dung manh
kich thudc twong tu. Trong khi d6 kich thuéc manh mé NMM chi 13 2mm®
ma Hashemi H. va CS. (2009) khi nuéi cay bang phuong phap dich té bao
trén c4c nam tinh nguyén tr 18-20 tudi [66]. Priya C. G. va CS. (2011) st

dung cac manh mo6 cua 4 BN kich thudce 2x4mm [67]. 4x4x2mm la kich thudc
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cua tac gia Sen S. va CS. (2011) trén 20 BN [68]. Hori Y. va CS. (2008) khi
nghién ctru trén nguoi tinh nguyén khdée manh sir dung manh niém mac trich
thu c6 kich thudc Sx5mm [69], cling tac gia nay nam 2007 manh NMM trich
thu c6 kich thuée 3x3mm [70]. Puong kinh 8mm ctia manh mé NMM ma tac
gia Hirayama M. va CS. (2012) tién hanh nghién ciru trén 32 mat BN [20],
Shimazaki J. va CS. (2009) [60], Oie Y. va CS. [71], Satake Y. va CS. (2011)
[18], Satake Y. va CS. (2008) [72] ciing su dung kich thudc nay. Trong
nghién ctru cua Ma D. H. va CS. (2009), kich thuéc manh NMM cua BN la
6x6mm [14]. Hayshida Y. va CS. (2005) dung manh NMM c0 ban kinh 3mm
[73]. marinen T. va CS. (2013) sinh thiét manh NMM c6 kich thudc 5-
10mm? [74]. Sotozono C. va CS. (2014) va Sotozono C. va CS. (2013), sir

dung manh ni€ém mac c6 duong kinh 6mm [75],[22].

C6 hai phuong phép chinh dé nudi tao tim biéu mdé NMM nudi cay do
13 manh mé va dich treo t& bao. Mdi phuong phap déu cé nhiing wu va
nhuoc diém riéng. (1) O phuong phap manh mo, sau khi trich thi, mé lién
két phia dudi duoc loai bé bang phuong phap co hoc, manh mé duoge xir Iy
bang dispase, sau d6 rira bang moi trudng PBS c6 khang sinh, khang ndm
va khong c6 ion Mg** va Ca®*. Tiép theo, manh mé dugc xir Iy qua EDTA
(ethylenediaminetetraacetic) 1a mot chat ¢ kha ning gap cac ion hoa tri 2,
r6i md duoc dinh vao nén nudi cay, sau khi manh méd da bam dinh, cho méi
truong VAo va tiép tuc qua trinh nudi cdy cho t&i khi thu hoach. Méi trudng
nudi cdy nén ngdp manh mé khoang 2-5mm. Khi té bao nudi ciy dat mot
hang va phu kin day giéng, cho té bao tiép xtic voi khong khi dé biéu mo tang
hoa. (2) Khi nudi cdy bang dich treo té bao, manh md ngam trong dispase dé
tach biéu mo ra khoi mang day, sau do6 str dung trypsin dé i giai dam té bao

biéu mo tao thanh dang dich treo voi nhiing té bao riéng 18, trypsin c6 thé
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ding cing EDTA. Sau d6 dich t& bao dugc xac dinh mat do trude khi dem

nudi cdy trong moi truong chuyén biét cho NMM.

Theo téng quan cta Shortt A. J. va CS. (2007): trong s6 17 nghién ciru
vé nudi tao tAm biéu mo thay thé cho gidc mac c6 téi 11 nghién ctiu st dung
phuong phap manh mé [62]. Theo tong quan ctia Utheim (2015) trong 20 nghién
ctru vé nudi tao tAm biéu mdé NMM dé diéu tri cd 18 nghién ctru str dung phuong
phép dich treo, chi c6 2 sir dung phuong phap manh mo. Trong 28 nghién ctru vé
nudi tao tim biéu mo niém mac miéng dp dung trén ngudi ma ching toi tong
quan duoc ¢o téi 23 nghién clru st dung phuong phép dich treo.

MGdi tac gia c6 mot cach nudi cdy riéng va mot phuwong phép xir Iy phu
hop: manh mo6 sau khi thu thdp dugc s€ rtra sach qua PBS c6 khang sinh,
khang nam, sau d6 dugc xir 1i ty phuong phap nudi cy khac nhau. Thoi gian
ngdm manh mo trong dispase, nong d6 dispase, thoi gian manh mé ngim
trong trypsin va/hodc EDTA cling hoan toan khac nhau gitra cic tac gid. Sau
xtt 1i, t& bao duoc nudi trong mdi trudng hoan toan khac nhau vé thanh phan
va ndng do cac chat bd sung, viéc str dung nén nudi cdy, thoi gian nudi cay,
thu hoach tAm biéu mé c6 dung ki thuat tiép xtic khong khi hay khong ciing
tuy tung tac gia.

Trong 35 nghién ctru tong quan dugc cd dé cap t6i nén nudi ciy, chu
yéu cdc tac gia str dung mang 6i (chl yéu da loai bo biéu mo), chi co (a): 8
nghién ctru str dung nén polymer nhay cam nhiét: Nishida K. va CS. (2004)
[58], Burillon C. va CS. (2012) [21], Hayashida Y. va CS. (2005) [73], Oie
Y. va CS. (2010) [71], Hori Y va CS. (2007) [70], Hori Y. va CS. (2008) [69],
Kocaba va CS. (2014) [24], Oie Y. va CS. (2010) [71]; (b): 3 nghién ctru st
dung nén fibrin: Satake Y. va CS. (2011) [18], Shimazaki J. va CS. (2009)
[60], Hirayama va CS. (2012) [20]; (c): 3 nghién ctru st dung nén chén bi da
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Alloderm™: Izumi K. va CS. (1999), Izumi K. va CS. (2000) [47],[48],
Yoshizawa M. va CS. (2004) ciing stt dung mang nay nhung phu collagen typ
IV [49]; (d): 1 nghién ctru khong str dung nén nudi cdy ma chi sir dung 10ng

nudi ¢ phu collage typ IV: Ilmarinen T. va CS. (2013) [74].

Manh mé trich thi sau khi rira qua PBS c6 khang sinh, khang nam,
khong c6 ion hoa tri 2, khong protein dé thuan loi cho cac bude vé sau lam ra

cac t€ bao bi€éu mo tao dich treo cho nudi cay.

Budc tiép theo cua quy trinh xir li manh mé dé nudi cdy la nhdng
manh md vao trong dispase, sau d6 mo s& duoc tach rdi cac té bao nho
trypsin-EDTA. Dispase 1a mot loai enzym ti€u protein, né c6 kha nang pha
huy fibronectin va collagen typ IV 1a thanh phan cta chat nén ngoai bao va
mang day, gitp cho biéu mo roi khéi mang day. Thong thudng cac tac gia si
dung dispase II v6i ndng d6 1,2U1 (twong dwong 3mg/ml) trong vong 1 gid &
37°C: Inatomi T. va CS. (2006) [63], Hirayama M. (2012) [20], Ang L.P.
(2006) [12], Hori Y. (2008) [69], Ma DH. (2009) [14], Shimazaki J. (2009)
[60], Nakamura T. (2003) [2], Nakamura T. (2004) [10]. Ciing st dung
dispase II véi nong d6 1,2UI/ml nhung Hashemi H. va CS. (2009) ngdm md &
37°C trong vong 2 gid [66]. Satake Y. va CS. (2011) lai sir dung dispase
0,8UI/ml va ciing ngdm mé 1 gid & 37°C [18], ciing cing nong do 0,8Ul/ml,
tac gia nay lai ngdm mo & 4°C trong 5 gid [72]. Cung thoi gian 4°C trong 5
gid, Nakamura T. va CS. (2011) lai str dung nong do 1,2UI/ml [17]. Oie Y. va
CS. (2010) ngadm mod & 4°C trong 4 gid nhung st dung ndng d6 2,4UI/ml [71].
Priya va CS. st dung dispase II (2mg/ml) ngdm mé & 37°C trong thoi gian 45
phat [67]. llmarinen T. va CS. (2003) ngdm manh md qua dém ¢ 4°C ¢ ndng
do 1,55mg/ml [74].
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Sau khi tach roi biéu mo khoi mang day, dich treo té bao biéu mo sé
duoc tao ra nho hoat tinh cua enzym trypsin va EDTA. EDTA c6 tac dung
gap cac ion hoa tri 2, 1am long 1éo lién két giita cac té bao va 1am ting hoat
tinh cua trypsin. Ang L. P. va CS. (2006), Nakamura T. va CS. (2011) st
dung trypsin-EDTA 0,05% trong vong 10 phut va khong dé cap t6i nhiét do
stt dung [12], [17]. Inatomi T. va CS. (2006) sir dung ndng do va thoi gian
nhu hai tac gia trén va & 37°C [63]. Cung ndng dd 0,05% Priya C. G. va CS.
(2011) ngdm mo trong vong 45 phut va khong dé cap téi nhiét d6 [67]. Nong
dd 0,05% trypsin va 0,53mM EDTA, manh m6 ngdm & nhi¢t A phong trong
thoi gian 10 phut duge sir dung trong nghién ctru cua Hirayama M. va CS.
(2012) [20], Satake Y. va CS. (2008) [72], Satake Y. va CS. (2011) [18],
Shimazaki J. va CS. (2009) [60]. Rét nhiéu tac gia sir dung nong do enzym la
0,25% nhu Ma D. H. va CS. (2009) ngdm mé & 37°C cir 3 phat nao manh mé
1 1an va it nhat 3 lan [14], Nakamura T. va CS. (2003) ngdm mé & nhiét do
phong trong 30 phut [2], cling tac gia nay va CS. (2004) lai ngdm trong 10
phut ¢ nhiét do phong [10], Hashemi H. va CS. (2009) str dung enzym & nhiét
d6 phong trong 20 phut [66], Ilmarinen T. (2013) st dung nhiét 37°C nhung
thoi gian chi 1a 15 phut [74]. Mot sb tac gia khac khong néu néng do cu thé
cta enzym nhu Nishida K. va CS. (2004) [11], Chen H. va CS. (2009) [16],
Hori Y. va CS. (2008) cung ngadm moé trong 15 phat [69], Hayashida Y. va
CS. (2005) ngam 20 phat [73].

Néu sir dung phuong phap manh mé, céc tac gia chi can loc sach miéng
md, sau d6 dinh truc tiép 1én nén nudi ciy, cho khd va bd sung moi truong
nudi cay.

Trong nudi ciy, ngoai viéc chuan bj ngudn té bao biéu mo thi mot loai

té bao nita cling gdy nhiéu tranh ci d6 1a nguyén bao soi chudt bat hoat 3T3
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(3-day transfer, inoculum 3x10° cells). Pay 1a 16p té bao hd trg cho su ting
sinh va biét hoa té bao bieu md.

Nguyén bao soi ding trong nudi cdy co thé tir cac ngudn khac nhau, 1i
tudng nhat 1a nguyén bao soi tu than va & ¢ dang ving mo lién két tuong Gmg
v6i biéu mé mudn nudi cdy dé dam bao viéc tuong tac biéu mé-mo lién két
cho té bao biéu mé mot su phat trién hoan hao nhét, song diéu nay rat kho
thuc hién. Nguyén bao soi chudt bat hoat 1a mot giai phap. Pay 1a té bao ¢
nhimg nhanh bao tuong, nhan hinh elip, t& bao c6 mot dén hai nhan, khi hoat
dong tich cuc, trong bao twong c6 rat nhiéu hé théng ludi ndi bao cé hat.
Nguyén bao soi san xuit collagen, glycoaminoglycan, soi vong, soi chun,
glycoprotein tim thay trong chat nén ngoai té bao. Ton thwong md kich thich
té bao soi va gy ra sy gian phan cua té bao nay. Khong giéng nhu té bao bicu
mo phtl cac ciu tric cua co thé, nguyén bao soi khong hinh thanh cac 16p don
va khong bi phan cuc khi bam vao mang day ¢ mot mit cia té bao, mic di nd

c6 thé gop vai tro trong viée tao ra mang day & mot sb truong hop.

Nguyén bao sg1 trude khi st dung phai duoc chiéu xa hodc bat hoat
bang mitomycin dé tranh sy sinh san thém cua té bao ndy. Phuong phap chiéu
xa phat minh ra boi Rheinwald nam 1980 [76], con xt Iy bang mitomycin
dugc Macpherson va Bryden nam 1971 ap dung [77]. 3T3 lam tang kha nang
séng ctia nhiéu té bao biéu mo bao gdm céc té bao simg hoa, t& bao biéu mod
co tir cung va té bao biéu mé tuyén va. Co 18 1a do biéu mo co6 kha ning két
dinh vé&i nguyén bao soi bat hoat, cac nguyén bao soi bat hoat giai phong ra
cac yéu td can tiét lam tang su séng sot cua biéu mé va trc ché hoat dong cua
TGF-B, chinh TGF-B nay lai 1a yéu t6 kich thich hoat dong phan chia cua
nguyén bao soi, vay day 1a phuong phap loi thé nhat dé kich thich phat trién

biéu mo va trc ché sinh san qua mirc ctia nguyén bao soi. Lp té bao nay thuc
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su ¢O0 y nghia do1 vdi viéc ho trg su phat trién cia cac té bao bi€éu mod trong

cac truong hop kho nuodi ciy.

Nguyén bao soi c6 kha ning san xuét ra cac yéu td ting truong va kha
ning loai bo cac doc chét co trong moi trudng nudi cay. D co rat nhibu cac
nghién ctru khang dinh wu diém ctia nguyén bao soi chudt trong qua trinh
nudi ciy, song ciing khong it lo ngai bai ddy 1a san pham c6 ngudn gdc dong
vat, bén canh d6 ciing c6 nhiéu nghién ctru cho thy thanh cong ctia nudi tao
tAm biéu mo ma khong can tGi su cO mait cua té bao nay. Cuc duogc phém va
thuc pham My FDA (US Food and Drug Administration) quy dinh tat ca cac
mo cong nghé sinh hoc trong qua trinh san xuét c6 st dung 3T3 dugc quy
vao loai manh ghép di loai [78], va nguy co c6 thé lay nhiém céac protein

dong vat [79].

Trong céc nghién ctru chiing t6i tong quan dugc, hau hét cac tac gia van
sir dung 3T3 lam té bao dong nudi cdy. Chi cb 5 tac gia trong tong sd 31
khong sir dung nén nay: lzumi K. va CS. (2000) da nudi cdy té bao gdc biéu
m6é NMM trong mdi trudng khong huyét thanh va khong 3T3 dé giam thiéu
tiép xtc voi DNA di lodi va cac virus c6 thé xuat hién trong hai nguon nay
[48]. Yoshizawa M. va CS. (2004) di sir dung phuong phép twong tu dé san
xudt ra tam két mac va NMM nguoi [49]. Tac gia Oie Y. va CS. (2010) khi
nudi cay tam biéu mdé NMM ngudi tinh nguyén di thay thé nguyén bao soi
chudt 3T3 bang nguyén bao soi da nguoi hau gian phan thu duoc két qua tbt
(nhém tuong ty voi nhom sir dung 3T3 vé chat lugng cia tim biéu mo, tim
biéu mé tang hoa dep) va ti 18 té bao duong tinh véi p63 cao hon cé ¥ nghia
thong ké [71]. Sen S. va CS. (2011) ciing khéng st dung 3T3 trong nudi cay
té bao biéu mé6 NMM va ciing da thu duoc tim biéu mdé mang dic diém cua
biéu mé lat ting khong stmg hoa, cac té bao thé hién sy ché tiét rat nhiéu hat

mucin dic biét 1a mucin 1, 16 [68]. llmarinen T. va CS. (2013) di nudi cay
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tam biéu mdé NMM du khong str dung 3T3 nhung két qua thu duoc rat kha
quan [80].
1.4.3. Méi truwong nudi cdy

Moi mdi trudng nudi cdy phai dap ung cac dic tinh 1y hod nhu pH, ap
suat thAm thau, nhiét do, néng d6 oxy, CO,.... Ap suit thAm thau ctia mau
binh thuong 1a 290 mosmol/kg, viy day 1a mirc hop 1y nhat cho cac té bao
nudi ciy trong ong nghiém. Nhiét do phii hop nhét cho nudi cdy té bao bicu

mo NMM la 37°C.

Moi truong nudi ciy té bao biéu mdé NMM thong thuong 1a sy két hop
cua Ham’s F12 va DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) véi ti 1€ 1:1
dé phéi hop sy giau thanh phan cia Ham’s F12 va cao dinh dudng cua
DMEM. Ngoai ra can c6 cic yéu té bo sung khéac: Insulin kich thich sy thu
nap glucose va axit amin, n6 c6 thé kich thich phan chia té bao, insulin & nong
d6 1-10Ul/ml s& thuc day hiéu qua tao cum té bao; IGF-II (Insulin-like
growth factor) ciing kich thich tang dung nap glucose. Hormon tang truéng co
trong huyét thanh, dic biét trong huyét thanh bao thai, ndng d6 50ng/ml hay
dugc sir dung, cung véi IGF (sometomedin) ¢ thé c6 tac dong tot 1én qua
trinh phan chia té bao. Hydrocortisone véi cac ndng d6 khac nhau c6 tac dong
lén su lién két giira cac té bao, hydrocortisone cé tac dung tot khi ting sinh,
song khi mat do té bao cao nd c6 thé gy biét hoa té bao, chat ndy ciing c6
trong huyét thanh, dic biét trong huyét thanh bao thai ciia bo. Barnes va Sato
nam 1980 di sir dung 10pM triiodothyronin 1a yéu t6 quan trong cho té bao
than cho va ciing duoc sir dung trong nudi ciy té bao biéu mé phoi...[81], T3
c6 kha nang diéu khién su biét hoa cua té bao va biéu 10 protein, tang téng
hop protein cho t& bao. Choleratoxin va isoproterenol dugc biét 1a cac chat

lam ting AMP vong (CAMP-cyclic adenosin monophosphate) cua té bao,
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AMP vong lam ting su phat trién cta cac cum té bao biéu mé khi nudi ciy

biéu md tang & nguoi [82].

Thanh phan cha yéu nhat ctia huyét thanh 13 protein, chtrc ning quan
trong ctiia nd la van chuyén, tang cuong két dinh té bao, (rc ché hoat dong cua
trypsin, ¢ loi cho su phat trién té bao, ting d6 quanh cho méi trudng, giam
tac dong vat 1y cho té bao khi thao tac va ting cudng ning luc cho hé dém
trong nudi ciy té bao. Huyét thanh bé va bao thai ctia bo hay duogc st dung

nhat, ngoai ra con mot so loai khac nhu huyét thanh cua ngya, nguoi. ..

Huyét thanh dong vat, ma chu yéu la FBS (Fetal bovine serum) duoc
nhiéu tac gia sir dung trong nudi cdy té bao: Nakamura T. va CS. (2003, 2004)
dung méi truong nudi cdy cd bo sung thém 10% FBS, penicillin/streptomycin
50Ul/ml, insulin Spg/ml, cholera toxin 0,Inmol/l, EGF nguoi tai to hop
10ng/ml, penicillin-streptomycin 50Ul/ml [2],[10]. Nam 2006, Nakamura T.
va CS. da thay huyét thanh bao thai cia bo bang huyét thanh ty than cho két
qua nudi cay tot [83].

Tac gia Madhira S. L. va CS. (2008) nudi t& bao biéu mé NMM trong
moi trudng c6 chira DMEM va Ham’s F12 véi ti 18 1:2 cung véi cac yéu td
khac nhu EGF, insulin, penicillin, streptomicin, amphotericin, gentamicin,
10% huyét thanh bao thai bé trong vong 3-4 tuan trong diéu kién 37°C,
5%CO, [26].

Satake Y. va CS. (2008) nudi té bao biéu mé6 NMM trong hdn hop 1:1

Ham’s F12 va mdi truong bd sung cua Eagle voi 10% huyét thanh bao thai

bo, 5pg/ml gentamicin, 0,25ug/ml amphotericin B [72].

Hashemi H. va CS. (2009) sir dung DMEM va Ham’s F12 vai ti 1€ 1:1,
bd sung thém 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin/amphotericin B, insulin

tai t6 hop Spug/ml, cholera toxin 0,1nmol/l, EGF 10ng/ml [66].
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Krishnan S. va CS. (2010) str dung DMEM va Ham’s F12 véi ti 1€ 1:1,
b6 sung thém 10% FBS, 50ng/ml streptomycin, 25ng/ml amphotericin B,
insulin 5ug/ml, hydrocortisone 0,5mg/ml, transferrin selenium 5ng/ml, EGF
2ng/ml [65].

Sen S. va CS. (2011) sir dung DMEM va Ham’s F12 véi ti 18 1:1, bd
sung thém 10% FCS, 1% penicillin/streptomycin/amphotericin B, insulin
5ug/ml, EGF 10ng/ml [68].

Mic du FBS duoc rat nhiéu tac gia sit dung, nhung day 1a san pham co
ngudn gbc dong vat. FBS c¢6 nhiéu thanh phan dé thay doi tuy tly 16 san
phém. Hon nita, n6 co6 thé bi nhiém cac ndi doc to, huyét sdc td, cac vi khuan,
virut va cac protein khéc. Vi thé, 1y tuong nhat néu van sir dung huyét thanh
trong moi trudng nudi ciy 1a huyét thanh tu than mic du da c6 nhiing lo ngai
liéu huyét thanh tu than cua nhiing truong hop bénh 1y ¢ thé chira nhitng
chat lién quan dén co ché bénh sinh c6 sir dung dugc trong nudi cay hay
khong. Mot sb tac gia da thanh cong trong viéc thay thé huyét thanh bé boi
huyét thanh cta chinh BN khi nudi cdy tim biéu mé NMM d6 1a: Ang L. P.
va CS. (2006) str dung huyét thanh tu than cia 10 BN bj suy giam té bao goc
toan bo dé bo sung vao moi trudng nudi cdy véi ndng dd 5%, va bod sung thém
vao moi truong nudi cdy penicillin/streptomycin 50Ul/ml, insulin Spg/ml,
choleratoxin 0,1nmol/l, EGF tai t6 hop 10ng/ml [12]. Priya C. G. va CS.
(2011) sir dung huyét thanh tir than ctia BN v&i nong do 10% va sir dung thém
penicillin 200U1/ml, streptomycin 100mg/ml, insulin 10pg/ml, EGF tai t6 hop
nguoi 10ng/ml, hydrocortisone 0,5mg/ml, Tz 2 nmol/l, isoproterenol
Immol/ml [67], Satake Y. va CS. (2011) st dung & nong dd 4% huyét thanh
tu than va penicillin/streptomycin 50Ul/ml, insulin 5ug/ml, choleratoxin
0,1nmol/l, EGF tai t6 hop 10ng/ml [18]. Hirayama M. va CS. (2012) st dung

huyét thanh tu than véi nong do 4%, va bod sung thém viao moi trudng nudi
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cdy 100 pg/ml streptomycin, 100 Ul/ml penicillin, 10pg/ml insulin, 0,5ug/ml
hydrocortisone, 2nmol/ml triiodothyronin, 1mmol/I isoproterenol cho két qua
tbt [20].

Viéc st dung huyét thanh trong méi trudng nudi cdy con nhiéu bét loi,
Vi vay, mot sb tac gia dd sir dung moi trudng khong huyét thanh. Theo céc tac
gia nay c6 nhiéu vu diém hon: (1) C6 thé lya chon mdi truong phu hop véi
muc tiéu nudi cdy. C6 thé lwa chon yéu t6 phat trién phu hop véi loai té bao
va giai doan nudi cdy mong mudn. (2) C6 thé diéu khién dugc qua trinh ting
sinh va biét hoa ciia té bao bang cach thay ddi cac yéu té phat trién can thiét
va cac hoat chat khac. Pat nén méng cho viéc st dung mdi truong khong
huyét thanh 1a Hayashi va Sato (1976) [84]. Tac gia Izumi K. va CS. (2000)
nudi ciy té bao NMM trong mdi truong khong huyét thanh va khong 3T3 dé
giam thiéu tiép xtic voi DNA di loai va cac virus c¢6 thé xuat hién trong hai
nguon nay [48]. Ulltveit-Moe HF E. J. va CS. (2011). IImarinen T. va CS.
(2013) ciing da sir dung mdi truong khong huyét thanh dé nudi cdy tim biéu
m6 NMM trong nghién ctru ciia minh va ting ndng d6 EGF da cho két qua tdt
[85],[80].

1.4.4. Dinh danh té bao ciia tém biéu mé NMM nuéi cdy
C6 nhiéu phwong phép dinh danh té bao ctia tim biéu mé NMM nubi cay:

- Quan sdt hinh thdi tam biéu mé séng: La phuong phap dé theo doi
qué trinh nuoi cdy cua tAm biéu mo. Kinh hién vi soi ndi va soi nguoc dugce
sit dung véi thiét ké dic biét dé khoang khong thao tic véi mau nudi cay
khong bi han ché. Pay 1a phuong phap kinh dién nhéat duoc st dung trong
nudi cy té bao. Krishnan S. va CS. (2010), P Thuy Huong va CS. (2010),
Nguyén Phiic Hoan va CS. (2011) di sir dung trong nghién ctru nudi cay té
bao ctia minh [65],[86],[87].
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- Nhudm trypan blue: Pay 1a phuong phap nhim xac dinh ty 1& song va
chét cua té bao. Té bao sau nudi céy duoc thu hoach sau d6 rtra sach béng PBS,
tron trypan blue 0,5% vao can té bao va 0 &m & nhiét do phong, sau do6 1én kinh

dé quan sat. Tac gia Krishnan S. va CS. (2010) st dung k¥ thuat nay [65].

- Nhuém giemsa: Muc dich: quan sat bé mit ctia tim biéu mo nudi cay
Day 1a phuong phap don gian nhat va hiéu qua dé danh gia hinh thai bé
mit tim biéu mo nudi cdy. BS Thuy Huong va CS. [86], Nguyén Phuc Hoan

va CS. [87] da sur dung trong nghién ctru ctia minh.

- Nhuém Hematoxylin-Eosin (H.E.): Pay 1a k¥ thuat thuong quy tién
hanh tai cac labo té bao hoc. Phuong phap nay nham danh gia ciu tric vi thé
clia tim biéu mo theo chiéu doc. Hau hét cac nghién ctru danh gia hinh théi
tam biéu mo6 nudi cdy déu dua trén k¥ thuat nay nhu tac gia Krishnan S. va CS.
(2010) [65], Madhira S. L. va CS. (2008) [26], B Thuy Huong va CS. (2010)
[86], Nguyén Phuc Hoan va CS. (2011) [87], Sen S. va CS. (2011) [68]. ..

- Ky thuat hién vi dién tir: TAm biéu mo dugc kiém tra béng ca kinh
hién vi dién tir quét (Scanning electron microscopy-SEM) va kinh hién vi dién

tor xuyén (Transmission electron microscopy-TEM).

Muc dich: quan sat cdu trac siéu vi ciia tim biéu mo, tim cac cdu tric
lién két gitra cac té bao biéu mo véi nhau va gitta té bao biéu md voi mang bi.
Ciing c6 thé xac dinh sy c6 mit cia té bao goc trong tim biéu mdé NMM bang
cach quan sat dudi kinh hién vi dién tir truyén qua.

K¥ thuat hién vi dién tir 1a mot trong nhimng k¥ thuat khong thé thiéu
khi dinh danh tim biéu mé NMM, giup ta c6 hinh anh siéu vi thé vé ciu trac
bén trong té bao ciing nhu cac cau tric lién két gitta cac té bao biéu mo va
biéu mo-mang day. Khi nudi cdy biéu mé6 NMM, quan sat & kinh hién vi dién

tor Hashemi H. va CS. thay té bao c6 nhiéu xo keratin, khoang gian bao rong,
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bé mit té bao c6 nhiéu vi nhung mao [66], Madhira S. L. va CS. (2008) thay
hinh anh té bao nudi ciy dic trung cho cac té bao biéu mo tirc 1a c6 thé lién
két [26], Sen S. va CS. (2011) dung TEM dé dénh gia chat lugng tdm biéu mo
nudi cay [68].

- Ky thudt khuyéch dai chuoi PCR (polymerase chain reaction): Pay la
phuong phap khuéch dai DNA, 1a co s& cho cac ki thuat khac phat hién céac
marker cua té bao gbc nhu p63, dic biét 1a dang déng phan AN cia p63
(marker phan biét té bao gdc va té bao ting sinh chuyén tiép), hodc p75, K3,
K12, ABCG2 (ATP-binding cassette, maker quan thé ranh gidi ciia t& bao
géc), K15 (dac biét cho vung ria), K4, K13 (dic biét cho cac biéu mo téng
khong stmg hoa) hoic cac marker MUC (mucin, chat nhay) dam bao cho do
am udt va manh khoe cta biéu mo, AMP (antimicrobial peptids) dam béo tinh
khang khuan cho biéu mo, hBD (human P defensins) c6 mit & cac té bao biéu
mo khap co thé, pax 6 1a marker ddc biét cho nhin cau... Manh mé nudi cay
khi thu hoach s& duoc xtt 1i qua trypsin va thu hoach toan bd lwong RNA cua
mau, sau d6 RNA duoc sao ma nguoc nho doan moi, phan img PCR duogc
tién hanh dé nhan ban cDNA (complementary DNA), san pham ctia PCR s&

duoc dién di va xac dinh chinh xac.

Thong qua ky thuat PCR, rat nhiéu cac marker cua té bao dugc phat

hién nhu:

- K3, K12, K4, K13, d6 1a c4c xo trung gian trong té bao duoc tim thay
& tat ca cac loai biéu mé va la cac dau 4n co ban nhét cua sy biét hoa té bao,
thong tin vé x0 keratin trong té bao phan anh ca kiéu loai va tinh trang bi¢t
hoa cua té bao, vi tri phan 16p ctia biéu mo.

- Connexin 43 (Cx43) 1a thanh phan cta lién két khe, 14 loai protein dau

tién ¢o lién quan téi sy phan bo cua té bao nguon.
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- p63 1a loai protein dugc ma hoa bdi gen p63, p63 ma hoa cho hai
isoform chinh boi cac promotor khac nhau 1a TAp63 va ANp63, ANp63 tham
gia vao cac chire nang khac nhau trong qua trinh phat trién biéu mé va su diéu
khién té bao gdc va ting sinh chuyén tiép. Tim hiéu mdi lién quan giira p63
va té bao ngudn nguoi ta chi ra rang ndng dd p63 cao thi ting ty 1& nhan/bao
tuong ¢ t& bao biéu mo. Pidu do co nghia 1a néu c6 mit cia p63 thi té bao

chua hay kém biét hoa.

- Ngoai ra, con mot s6 marker khac cling dugc phat hién: intergrin,
ABCG?2, receptor than kinh p75, AMP (antimicrobial peptid) dam bao tinh
khang khuan cho biéu mé bao gdm cac hBD (human B defensins), MUC

(mucin) dam bao su 6n dinh, tinh &m udt va manh khée cho biéu mo,...

- Ky thuat hoda mé mién dich: Muc dich: bay la ky thuat hién dai va
duogc sir dung pho bién trong tit ca cac nghién ctru cla cac tac gia khi danh
giad dac diém cua tdm biéu mdé NMM nubi céy. Nhudém hoa mé mién dich dé
xac dinh cac marker: K3, K12, Cx-43, p63, p75, MCSP (melanoma-
associated chondrointin sulfate proteoglycan), p1 intergrin, PPARy
(peroxisome proliferator activated receptor), Ki67, Pax 6, occludin,
Z01(Zonula Occludens 1), ABCG2, desmoplakin... Nghién ctru cua Madhira
va CS. (2008) da xac dinh sy c6 mat cua K3/K12, p63, p75, K13, K15,
connecxin 43 [26], Krishnan S. va CS. (2010) xac dinh CK12, Cx-43, p63 va
MCSP [65]. Sen S. va CS. (2011) xac dinh K3/K12, Cx-43, p63, p75,
connecxin 43, B1 intergrin (CD29), ABCG2 [68]. Priya C. G. va CS. (2011)
xac dinh p63, MCSP, Ki67 [67]. Izumi K. va CS. (2007) nghién ctru cac
marker Bl intergrin, PPARy [88]. Shimazaki J. va CS. (2009) nghién ctru
marker K3, K4, K13, ZO1 va occludin [60]. Ulltveit-Moe HF E. J. va CS.
(2011) danh gia cac marker ABCG2 va p63 [85]. Ang L. P. va CS. nam 2006
nghién ciru cac marker ZO1, Occludin, Desmoplakin, K4/K13, integrin a6 [12].
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- Kj thudt lwu gitt BrdU: Su tang sinh cua té bao dugc phan tich dua
vao dinh luong té bao gan 5 Bromo-2-deoxyuridine trong khi tong hgp DNA
ctia t& bao nudi ciy tang sinh. Chi s6 danh dau BrdU duoc tién hanh phan tich
béng cach dém sb nhan & vat kinh 40X. Chi s6 danh diu duge mo ta 1a sd
nhan duong tinh/téng s6 nhan x 100%. Tac gia Krishnan S. sir dung test ndy
dé danh gia kha ning ting sinh cua té bao, test dugc thuc hién ¢ nhiéu giai
doan khac nhau tir ngdy 1 dén ngay 21 sau khi nudi cay tdm biéu mé dugc 6
ngay [65]. Chen H. C. va CS. (2009) sau khi nudi cdy tdm biéu mé6 NMM 2
tuan: tiép tuc nudi mot tuan trong mdi truong c6 BrdU, sau d6 nudi tiép 2 tuan

khong c6 BrdU rdi tién hanh danh gia chét luong tAm biéu mo [16].

- Test tao cum: Khi tach va phat trién ngoai co thé, mot sb dic diém
ctia té bao gbc duoc gitt lai va phan anh ¢ kiéu ciia cic cum ma nd hinh thanh.
Céac cum hinh thanh tir t& bao biéu mé dugc chia 1am 3 loai sau [89]: (1)
Clone toan phan (holoclone): nd chtra hau nhu toan bo 1a té bao gdc, ¢ vién
ngoai nhin va bao gém cac té bao nho tap hop rat chit voi nhau. Khi cay
chuyén, cac clon ndy s& hau nhu tao ra cac clone toan phan. (2) Clone bén
phan (paraclone), c6 thanh phan cha yéu 1a cic té bao ting sinh chuyén tiép
mudn va cd vién ngoai khong binh thudng, ¢ chira cac té bao det va 16n hon,
nhiing té bao nay it c¢o tiém nang phat trién hon va chi c¢6 thé tao ra clone ban
phan khi chuyén. (3) Clone mdt phan (meroclone) ¢ cac thudc tinh trung

binh va dugc coi nhu chira chu y€u cac t€ bao tang sinh chuyén tiép sém.

Hi¢u qua tao cum dugc déanh gia la ) lugng cum té bao sinh ra tur tung
phan té bao biéu md/tdng sé té bao gieo x100. Cac cum dugc danh gia dwa
vao hinh dang té bao trong timg cum. Nishida K. va CS. (2004) sau nudi ciy
khoang 10-12 ngay, tac gia c6 dinh va nhuém rhodamin B va quan sat duéi
kinh hién vi dé danh gia dic diém tao cum [11]. Nghién ctru cua Priya C. G.

(2011) danh gia kha niang tao cum cia cac té bao bicu mé6 NMM thay: mo
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NMM binh thuong 13 0,22+0,02%, con cua tdm biéu mé6 NMM nudi cdy 1a
0,199+0,04%. Ca hai loai té bao biéu md déu cé kha nang hinh thanh clone
toan phan [67].

1.4.5. Ung dung ldm sang ciia tim biéu mé NMM

Tam biéu mdé NMM nudi ciy c6 kha ning timg dung 1am sang hodc str
dung trong cac test thir nghiém trong phong thi nghiém dé danh gia viéc han

gan vét thuong, do doc tinh va tinh phu hop sinh hoc.
1.4.5.1. Ung dung trong nhan khoa

D3 ¢6 nhiéu nhimng thong b&o vé thanh cong trén thuc nghiém va 1am
sang vé viéc sir dung tAm biéu mdé NMM nudi cay dé tai thiét bé mat cua nhan
cau. Thoi gian theo ddi sau ghép ciia tAm biéu mo cay ghép khac nhau va két

qua khac nhau.

Nim 2003, Nakamura T. va CS. d4 nudi cdy thanh cong tdm biéu mod
NMM va ghép tu than cho tho bi bong giac mac [2],[9]. Tac gia nay la nguoi
dau tién cong bd thanh cong viéc ghép tim biéu mé NMM nudi cay trén BN
bi suy giam té bao gbc ving ria toan by LSCD [10]. Tiép theo d6 nhiéu tac
gia cling da thong bao thanh cong cua ky thuat nay [11],[12],[13],[14],
[15],[16],[17],[18],[19],[20],[21],[22],[23],[24],[25].

Két qua nghién ctru ciia moét so tac gid dugc tém tat trong bang sau:
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Badng 1.1. Két qud nghién ciru ldm sang ciia cdy ghép tam biéu mé NMM

Mau | Thoi gian ,
Tén tac gia | nghién | theo doi Két luan
c&q (tuan) ‘ ? q
Nakamura | 6 mat 13,8 |-Bé mat giac mac phang trong, biéu mo hoéa hoan
T.(2004) | cua 4 toan sau 2 tuan ciy ghép
[10]. BN -Tan mach chi xuét hién & ngoai vi
-Khong c6 bién ching sau mé
-Kha ning nhin cia tat cd cac mat cai thién tir 2
dong trg 1én ¢ thoi diéml11 thang
-Tém biéu m6 6n dinh va ton tai tot
Nishida K. | 8 mat 14 -Biéu m6 hoa hoan toan sau 1 thang ghép
(2004) | cua4 -Khong thay xuat hién bién ching gi
[11]. BN -Do trong gidc mac cai thién t6t
Ang L.P. |10 mat 19 -Bé mat 6n dinh sau 3 thang
(2006) - Biéu md héa hoan toan sau 2-5 ngay
[12]. ~Thij lyc cai thién 9/10 mat
MaD.H. | 5mat | 26-34 |-Tam biéu mod nudi cay kich thich qué trinh biéu mé
(2009) hoa, giam viém trong bong cip, tai thiét bé mat nhan
[14]. cau trong viém man tinh
Kocaba V. | 23BN | 18-48 |-Thi luc cai thién 16 ¢ 17 BN
(2014) -Biéu mo dugc cai thién 6 15 BN
[24]. -Chét luong cudc song tang ¢ 12 BN
Satake Y [36 BN| 255 |-Ung ho phuong phap nudi cay va ghép biéu mo
(2011) (nhidu |giac mac khi nghién ctru cac chi sb vé do trong giac
[18]. nhat 54,9) |mac, kha ning nhin va cac bién chtng sau md
Nakamura | 19 mat | 55 (nhiéu -Hau nhu khong xuét hién két mac hoa va dinh mi
T.(2010) |cua 17 | nhat 90) |cau
[90]. BN -Tan mach gidm dan va 6n dinh tir 6 thang
-Thi luc cai thién ro
Inatomi T. | 12 BN 34 -Bé mat nhin cau on dinh
(2006) -Tam nhin duoc cai thién

[63].

-10 mat khong c6 bién chung
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1.4.5.2. Ung dung lam sang trong cdc linh vuc khdc

Tam biéu mé6 NMM nudi cdy dugc st dung trong 1am sang kha phd
bién. lida T. va CS. (2005) di tach té bao tir cic manh NMM sau d6 nudi ciy
trén chét nén cua da ty than da loai bo biéu bi, két qua da thu dugc tAm té bao
tang hoa va mang dic diém cua té bao biéu mé NMM. Sau nudi cdy 3 tuln,
tdm nay dugc ghép cho BN bong ning va két qua cho thdy khoang 30%
miéng ghép ton tai va séng sot, vay két qua ndy goi ¥ cho viéc st dung tim

biéu mdé NMM dé diéu tri cac trudng hop bong da rong [91].

Ngoai viéc st dung tdm biéu mé6 NMM nuéi cay cho khoang miéng,
cac tAim biéu mé nuodi céy con dugc su dung cho diéu tri cac bénh 1y ngoai
khoang miéng. Bhargava S. va CS. (2004) di thanh cong trong viéc ding tim
biéu mdé NMM nudi cdy cho cic phau thuat duong niéu [92]. Yoshizawa M.
va CS. di nghién ctru tmg dung tAm biéu mé NMM lam tidm ghép dé tai thiét
mi mét [49]. Quint EH. va Park JM. (2014) va rat nhiéu tac gia cong bd thanh
cong cua k¥ thuat tao hinh 4m dao tir biéu mé6 NMM nudi cdy, v6i phuong
phap nay vira tan dung duoc su gan giii giira hai loai biéu mo, vira tan dung

dugc dic tinh mém mai cia niém mac rat phi hop cho 4m dao [93].
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CHUONG 2:
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Pbi twong nghién ciru

2.1.1. Poi twong va vit liéu nghién civu:

- Thé chung Orytolagus Cuniculus khoé manh, trong luong 2kg+0,2kg
do trung tdm nghién ctru dé va tho Son Tay cung cip, thd duoc nudi trong
diéu kién phong thi nghiém 5 ngay trudc khi lam thuc nghiém va trong sudt

tho1 gian thuc nghiém.
- Manh m6 NMM cua tho.
- Manh m6 NMM cua nguoi.

- Té bao 3T3 do bd mén Té bao-M6 Phdi va Ly sinh, Pai hoc Khoa hoc

ty nhién cung cap.

- Mang 6i ngudi di xir 1y theo quy trinh ctia bd mén Mo-Phoi, trudng
Pai hoc Y Ha No1.
2.1.2. M6 hinh nghién ciru

Nghién ctru tién hanh qua hai giai doan:

Giai doan I: Tién hanh thyc nghiém trén tho (tong sé tho dung trong

nghién ctru 1a 64).
-Nghién ctru quy trinh trich tha va xtt Iy manh NMM
-Nghién ctru Iya chon méi trudong phu hop
-Nghién ctru lya chon phuong phép nudi ciy

-Panh gi4 chat luong tam biéu mo
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-Ghép thyc nghiém trén tho da gay bong ton thuong toan bo ving ria.

Giai doan 2.

Dua trén nhimg két qua trén tho, giai doan 2 sé& tién hanh trén 17 BN
LSCD ca hai mit vi quy trinh tuong tu.

Tuy vay, trong ban luan an nay, ching t6i chi dung ¢ mirc danh gia

chat lugng tam bi€u mo6 nudi tao duoc.

Gay bong cho tho

Ghép thuc nghiém cho t9

Panh gia chat lumlg ‘

Nghién ctru quy
trinh trich thu va
xir ly manh niém
mac miéng

tAm biéu méo

Nghién ctitu moi ]
truong phu hop Ghép cho bn

LSCD toan bo

Hinh 2.1. M0 hinh nghién ciru

2.2. Quy trinh nudi cay

2.2.1. Chudn bi trang thiét bi can thiét cho nuéi cdy

Phong nudi ciy vo trung, c6 may loc khi

Budng thao tac vo tring

Tu lanh thudng; ti lanh sau -85°C

Ta 4m thudng, ti 4m CO,
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- KHYV soi n6i ¢6 ban [am am; KHV da nang gan camera s0, kinh hién

vi soi nguoc €O gin may anh sb.
-  May ly tam lanh
- Panh, kéo vd tring, dén con...
- Cbc c6 mo, chia d6 vo tring

- Pia nudi ciy Nunc 4 giéng (Thermo Fisher Scientific); Pia nudi cy

6 giéng, dia nudi cay 6 giéng kém 16ng nudi cay Corning (M¥)
- Dia petri cac loai duong kinh 35mm, 60mm, 100mm Corning (M¥)
- Bom tiém cac loai 5ml, 50ml Vinahankook (Viét Nam)
- Pipette céac loai thé tich Iml, 5ml, 10ml, 25ml Corning (M¥)
- Pipette pasteur vo trung Volac (Anh)
- Céc loai ong nghiém 5ml, 14ml day nhon Corning (M¥)
- Pau tip cac loai 1-20 pl, 20-200 pl Corning (M)
- Ong chiu lanh 5ml Corning (M¥)
-  Mang loc 0,22um BD (M)

- Ging tay, quan 4o, mii, khiu trang vo tring...
2.2.2. Thwe nghiém trén tho

2.2.2.1. Chuan bi mang 6i

Béanh rau va mang boc thai ctia cac sadn phu mo dé tai bénh vién Phu-
San Ha N§i. Cac san phu khoé manh va da dugc sang loc cac bénh lay truyén:
HIV (Human immunodeficiency virus-virus gay suy giam mién dich mac phai
& nguoi), HbsAg (Hepatitis B surface antigen-khang nguyén bé mit siéu vi

B), giang mai, khong c6 nhiém trung toan than, chua v& 61 hodc vd 0i trudc 6
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gid. Ca banh rau va mang boc thai dugc ldy bang dung cu vo khuan tai phong

9
A

mo.

- Dinh khu mang rau s& ldy dé 1am nén nudi cdy bang cach: liy ving
cach 10 cm ké tir ria banh rau.

- Rira mang rau bang nudc mudi sinh 1y 0,9% c6 pha khang sinh va
khang ndm véi ndng d6 penicillin 100Ul/ml (Wako, Nhat),
streptomycin 100ug/ml (Wako, Nhat), amphotericin B 0,25ug/ml trong
vong 10 phat

- Nao sach mau ¢ mang rau bang nao té bao

- Cat mang rau ¢ vung dat tiéu chuan thanh cac manh c6 dién tich 3x3cm

- Rura mang rau lan luot hai 1an bang PBS 1X khong cé ion Mg va Ca**
(Gibco, M¥) c6 pha khang sinh va khang nim vé&i nong do penicillin
100UI/ml, streptomycin 100ug/ml, amphotericin B 0,25ug/ml
Mang rau tiép tuc dugc xir Iy hodc bao quan lanh sdu ca ba mang &
nhiét d6 -80°C

- Boéc mang 6i ra khoi mang rau

- Ngam mang 6i bang ammonia 10% (pha tir ammonia 25% cua hing
Wako trong PBS 1X khong khang sinh, khang ndm va khong cé ion
Mg** va Ca*")

- Nao sach ca hai mit cia mang 6i bang nao té bao

- Rira lai hai 1an bang PBS 1X khong khang sinh, khang ndm va khong
c6 ion Mg”* va Ca*
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- Cac manh mang 6i sin sang dugc cing trén 10ng nudi cdy dé sir dung
tuoi hodc tién hanh bao quan trong DMSO 15% (Sigma) ¢ -80°C (st
dung trong vong 6 thang)

e Khi sir dung, ra dong & nhiét 4o phong

- Rira lai bang PBS 1X khdng c6 khang sinh, khang nam va khong c6 ion
Mg?** va Ca?*

- Pbi v6i mang rau bao quan ca 3 mang:

e Ngam trong ammonia 10%
e Nao bo 16p biéu mo va trung mod
e Rira lai bang PBS 1X

- Trai mang 6i 1én bé mat nhin vo khuan

- Xac dinh mit mang 6i di loai bo biéu md

- Ciang phang mang 6i 1én 10ng nudi cdy duong kinh 24mm, bang nhua
polycarbonate ctia hang Corning (M¥) sao cho mat di loai bo biéu mo
mang 6i huéng 1én trén, khong co bot khi chen gitta day 1ong va mang oi

- Dé kho sau khoang 2 gid

- Sir dung ludn hodc dong géi vo khuan (str dung trong vong 1 thang)

- Nubi cay té bao goc NMM

2.2.2.2. Chuan bi I6p 3T3 lam nén nuéi cdy
a) Chuan bi 16p 3T3 (sit dung mau 3T3 bao quan lanh, chua qua xir ly
mitomycin)

- Réadong 1 6ng 3T3

- Lay 8ml DMEM+10%FBS vao dng falcon 14 day nhon

- Hut toan bd dich treo 3T3 vao va tron déu
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Ly tdm 300g, 5 pht ¢ nhiét 36 phong
Hut bo dich noi
Lay cin va lam tan can té bao

Thém DMEM+10%FBS vao cin sao cho sb luong té bao thu duoc 1a
1x10%12ml DMEM-+10%FBS, tron déu va cho vao binh flask 75cm”

Lang déu day flask

Git té bao sau 3 ngay

Lay flask ra khoi td am

B hét dich no6i

Rira flask bang 10ml PBS (khéng ion hoa tri 2)

Chuén bi dung dich gom 10ml DMEM+10%FBS+100p1 mitomycin C
(Sigma)

Bom dung dich vao flask vira thu hoach

U trong tii 4m trong vong 2 gid

Hut bo DMEM

Rira lai flask 3 1an bang DMEM, mdi lan 10ml

Thém 2ml trypsin-EDTA 1X vao chai, dé ti 4m 3 phut
Lam bong té bao khoi chai

Thém 8ml DMEM vao chai

Hut toan bd vao éng falcon 14ml

Ly tdm 300g, 5 phut

Hut bo dich nbi
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Lam tan can

Thém 10ml DMEM vao dng falcon va tron déu

Xéc dinh luong té bao trong dung dich bang nhudém trypan blue
Cay véi s6 luong 2,5x10° té bao séng/2ml/1 giéng

U trong tii 4m

Sén sang cho nudi ciy té bao biéu mo sau 1-3 ngay.

b) Chuan bi 16p 3T3 (sir dung mau 3T3 d3 qua xtr Iy mitomycin bao quan

lanh)

Ri dong 1 6ng té bao, thong thuong c6 mat do khoang 3.3x10%/ml/tube

Lay 8ml DMEM 1X (Gibco) c6 10% FBS (Gibco) vao dng falcon 14ml
day nhon

Hut toan bo dich chira 3T3 vao 6ng falcon

Ly tdm 400-500g trong vong 5 phut ¢ nhiét do phong

Hut bd dich noi

Tron déu cin, thém vao 10ml DMEM +10%FBS vao ong tron déu

Lay 10ul dich treo tron véi 10pul trypan blue 0,4% (Sigma-My), tron
déu va dém mat do té bao bang budng dém Neubauer

Pha thanh dich treo v&i mat do té bao 3,5x10° té bao song/2ml/1 giéng
nudi cay

Nubi cdy trong til 4m trong vong 1-3 ngay trude khi nudi cdy cung té
bao biéu md

Trong qua trinh nudi cay thay 16p 3T3: 3 ngay mot lan
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2.2.2.3. Chudn bi manh md NMM cho nudi cdy

Gay mé tho bang duong tinh mach ria tai v6i thiopental lidu 20mg/kg
can nang.
Sat trung khoang miéng bang betadine va nuwéc mubi sinh li co
penicillin, streptomycin va khang nAm amphotericin B.
Vi trf trich thi: (1) mit trong niém mac ma phan trung tim, (2) mat
trong niém mac ma cach goc miéng 2mm va vuong goc, (3) mat trong
niém mac moi dudi phan trung tam.
Dung dao tron (Kai medical 30F, 60F, 80F) trich thi cac manh niém
mac voi kich thudce: dudong kinh 3mm, 6mm, 8mm.

+ Kiém tra ciu tric vi thé cia manh NMM

+ Manh NMM dugc rira bang PBS 1X c6 pha khang sinh va
khang nam voi ndng do penicillin 100UI/ml, streptomycin 100ug/ml,
amphotericin B 0,25ug/ml

(1) Nudi bang phuong phap manh md (hinh 2.2):

Cé&t nhd manh NMM 16n thanh cic manh nhé ¢6 kich thudc 1x1mm

U miéng mé trong dung dich Dispase Il 1,2U1/ml (Roche) ¢ 37°C trong
5 phat (pha tr dispase 2,4Ul/ml trong DMEM/F12 c6 khéng sinh,
khang ndm va khéng c6 FBS)

Rira lai bang PBS 1X

Ngam manh moé trong EDTA 0,05% (Gibco) trong vong 3 phut & nhiét
do phong

Rira sach lai bang moi1 truong nudi cay

Nuoi cay cac manh moé da dugc xur 1y trén nén mang 6i:
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+ Manh mdé NMM sau khi qua xir 1y dugc dit truc tiép 1én vao day
ctia 10ng nudi cay

+ Kiém tra mit biéu mo hudng 1én phia trén

+ Cho manh mé dinh chit vao mang 6i

+ Nho 1,5ml méi trudng vao giéng nudi cdy va Iml moi truong vao
16ng nudi cay.

+ Hop chira cac giéng nudi cay dugc dit trong tia 4m 37°C, 5% CO,.

+ Thay moéi trudng déu din 2 ngay/lan. Thoi gian nudi cay 1a 14-16
ngay.

Panh gia sy phat trién cua té bao gdc va chat luong cia tAm biéu mo

nudi cay.
{

Mang 6i

)
Méanh m6 NMM

Hinh 2.2. M6 hinh nuéi cAy bing mianh mé

(2) Nudi cdy bang dich treo (hinh 2.3):
Cit nhé manh NMM 16n thanh cac manh nhé ¢6 kich thuée 0,5x0,5mm
U manh NMM trong Dispase II 1,2 Ul/ml trong ta 37°C, 5% CO,, thoi
gian 1 gio
Boc roi manh biéu mé khéi m lién két dudi kinh hién vi soi ndi
Manh mo tiép tuc ngam trong Trypsin-EDTA 0,05% (Gibco), thoi gian
2 phat
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- Ruira lai manh biéu mo va bang DMEM+Ham’s F12 ¢6 pha khang sinh
va khang nidm voéi nong do penicillin  100UI/ml, streptomycin
100pg/ml, amphotericin B 0,25ug/ml va 10% FBS dé dimg tic dong

cua trypsin
- Nao lay cac té bao 16p ddy biéu mo
- Ly tam lay c4c té bao biéu mo & nhiét do 4°C
- Pém tong sd té bao thu dugc
- Tao dich treo c6 mat do té bao 1x10° té bao/ml
- Nudi cdy trong 16ng nudi cay:

+ Cho 1 ml dich treo té bao vao 10ng nudi cay.
+ Thém mdi trudng vao giéng dit 10ng nudi cdy da chuan bj 3T3
(néu str dung phuong phap nudi ciy dung 3T3 chudt)
+ Dit giéng nudi ciy trong ta am 37°C, 5% CO, Thay mdi
truong déu dan 2 ngay 1 1an. Thoi gian nudi cay khoang 14-16 ngay.
- Panh gia sy phat trién cua té bao gdc va chat luong cia tAm biéu mo
nudi cay.

- Néu sir dung 16p 3T3: 03 ngay thay 3T3 mot lan.

Mang 6i |

A

Nhirng cum TB NMM

Hinh 2.3. M6 hinh nuéi ciy bing dich treo
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(3)Nubi cay bing phuong phap manh biéu mod
- Cét nhé manh NMM 16n thanh cdc manh nhé ¢6 kich thuée 0,5x0,5mm

- U manh NMM trong dispase 1l 1,2 Ul/ml trong tu 37°C, 5% CO,, thoi
gian 45-60 gio

- B6c roi manh biéu mo khoi mé nén duédi kinh hién vi soi ndi
- Nhing manh mo6 trong Trysin-EDTA 0,05% (Gibco), thoi gian 30 gidy

- Rira lai manh biéu md va mé lién két bang DMEM+Ham’s F12 ¢6
khang sinh, khang nim va 10% FBS dé dimg tac dong cla trypsin

- Dan manh biéu mé Ién trén nén mang 6i

- Kiém tra va xac dinh biéu mé dén dung hudng 1én trén dudi kinh hién
vi soi noi

- Dan md nén xudng day giéng nudi cdy véi ti 1 3 manh biéu md/2 manh
mo nén

- Cho manh mé dinh chat vao mang 61 va manh mé nén dinh chat vao
day giéng nudi cdy

- Nho 1,5ml méi truong vao giéng nudi cdy va Iml méi truong vao 1ong
nudi cy.

- Hop chira cac giéng nudi ciy duoc dit trong ta 4m 37°C, 5% CO,

- Thay méi trudng déu dian 2 ngay/lan. Thoi gian nuéi cy 1a 14-16 ngay

- Panh gia sy phat trién cua té bao goc va chat luong ciia tim biéu mo
nudi cay.

Quy trinh tao ting cho tdm biéu mo nudi ciy:

- Khoang ngay thir 12 cta quy trinh nudi cay, khi thdy t& bao biéu mo

moc kin day 16ng nudi cay, tién hanh tao tang cho tam biéu mo.
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2.2.2.3. Moi truong nuoi ccfy, quy trinh nuoi ccfy va theo doi

- Moi trudng nudi cdy SHEM 1: gdbm DMEM/F12 ti 1& 1:1 (Gibco-My),
c6 bd sung: FBS 10% (Gibco-My), insulin 5pg/ml (Gibco-M¥), human
rec EGF 10ng/ml (Invitrogen-My), penicillin 100UI/ml (Wako-Nhat),
streptomycin 100pg/ml  (Wako-Nhat), amphotericin B 0,25ug/ml
(Gibco-My9).

- Moi truong nudi cdy SHEM 2: gom DMEM/F12 ti 18 1:1, ¢6 bo sung:
FBS 10%, insulin 5ug/ml, EGF 10ng/ml, triiodothyronin 1,3ng/mi
(Sigma), isoproterenol 0,25ug/ml (Sigma), hydrocortisone 0,5ug/ml

(Sigma), penicillin 100UI/ml, streptomycin 100ug/ml, amphotericin B
0,25ug/ml.

Nuoi céy manh mo hodc dich treo cta biéu mé NMM trong tu 37°C, 5%
CO,. Thay méi truong hai ngay mot 1an. Theo ddi sy phat trién ciia cac té bao
biéu md giac mac bang kinh hién vi soi ndi. Khi cac té bao di phu kin day cia
16ng nudi cdy, st dung k¥ thuat tao tang (air-lifting) dé ting s6 hang cho tdm

biéu mo nudi cay trong thoi gian 2-4 ngay.
Quy trinh tao tang cho tAm biéu mo nudi cdy nhu sau:

v' Khoang ngay thtr 12 ctia nudi ciy, khi thay céac té bao biéu mé moc

kin giéng nudi cdy, tién hanh tao ting cho tAm biéu mo

v Bom moi trudng vao giéng nudi cdy va 16ng nudi ciy

v Hut hét moi truong trong 1ong nudi cy bo di, dé cho cac té bao bicu
md tiép xuc v6i khong khi

v Pit giéng nudi cdy trong ti am 37°C, 5%CO,

v' Thay moi trudng trong giéng nudi cdy hang ngay.
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Quy trinh ldy tAm biéu m6 nudi cdy dé dinh danh hoic ghép lai cho thod

thuc nghi€ém hoac cho BN:

v/ Hut hét toan bo méi trudng nudi cay cd bo sung 10% FBS

v Ruira hai 1an tam biéu mé nudi cay bang moi truong nudi cay khong

bd sung FBS

v’ Cat tam biéu mo6 nubi cay theo chu vi cuia 1ong nudi cay

v' Pit tam biéu mo6 d cat trong moi trudng DMEM/Ham’s F12 trong

diéu kién 37°C dé chuyén cho phau thuat vién ciy ghép.

2.2.2.4. Thu hoach va dinh danh té bao nudi cdy

Sau khi nudi cay dugc tam biéu mo kich thude 4 cm?, tién hanh dinh

danh té bao cua tam bi€u mo6 nudi cay bang cac ky thuat hién vi quang hoc,

hién vi dién tir, hoa mo6, hoa m6 mién dich.

a. Nhuom giemsa

Muc dich: quan sat bé mat cua tam biéu mod nudi cay

b.

Tam biéu md vira 1ay ra khoi giéng nudi cdy dugc trai phang 1én
lam kinh.

C6 dinh bang con tuyét d6i trong vong 3 phut.

Rira lai bang nudc thuong.

Chuan bj giemsa 10% (Merck-Diic) pha trong nudc cit ngay trudc
khi dung.

Nhudm giemsa trong 10 phut.

Rutra lam kinh dudi voi nuéce chay.

Pé kho, dan lamella, sau d6 kiém tra trén kinh.

Nhuom Hematoxylin-E0Sin

Muc dich: quan sat médt cat ding cua tam biéu mo
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- Tam biéu mod vira 14y ra khoi giéng duoc cd dinh ngay bang dung dich

formol 10% trong 1-2 gi¢

- Rtra nuéc trong 1-2 gid
- Khu nudce bang con 70°, 80°, 90°, 95°, 100°

- Lam trong miéng md bang cach ngam lan luot qua 3 lo xylen

- Ngim nén & ti 60° C trong vong 2 gio

- Dlic miéng mo trong khudén nén

- Cit mau thanh nhiing 14t méng 5-7pum

- Nhudém mau theo phuong phap H.E. (Merck-Burc), quy trinh nhu sau:

O

O

O

O

O

MAu mo cét 14t mong 5-7um dugc dua 1én lam kinh
Dan déu mau mé bang dung dich Mayer, trén mat phang 4m
Pé tiéu ban khé trong ti 4m 45°C trong vong 2 ngay
Chay 3 lo xylene dé tay nén (10 phit 1 1o)

Chay 3 1o c6n 90° (10 phut 1 Io)

Rira bang nudc cat

Nhuém Hemalun trong vong 5 phit

Rtra duédi voi nudc 1a trong 30 phit

Nhuom Eosin trong vong 5 phut

Rtra nuée 10 gidy

Nhiing qua 2 coc con 100 trong vong 10 gidy

Nhung xylene néng 56°C trong vong 1 gi¢s

Dan lamella phu mau vat

- Quan sat bang kinh hién vi quang hoc.

C. Ky thudt hién vi dién tir

Tam biéu mo duoc kiém tra bang kinh hién vi dién tor quét (SEM) va

kinh hién vi dién t xuyén (TEM).
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Muc dich: quan sat cAu truc siéu vi ctia tAm biéu md, tim cac cau trac
lién két giita cac té bao biéu mé véi nhau va giita té bao biéu moé vi mang 6i.

- Tam biéu md vira lay ra khoi giéng duoc cb dinh ngay bang dung
dich glutaraldehyde 2,5% pha vé1 dém PBS trong 2 gio.

- Rira 3 1an trong 15 phut véi PBS.

- Tiép tuc cb dinh trong 1gid 30 phut bang dung dich osmium
tetroxide 1%.

- Rira lai miéng mé thém 3 1an nita bang PBS.

- Chuyén qua cdn dé khir nude (50°, 70°, 80°, 90°, 95°, va 100°).

Vo1 TEM, miéng mo s€ duge duc trong khudon nhya epon, cat 14t siéu
mong (300-400A°). Nhiing 14t cat nay s& duoc dat trén ludi dong, va duoc
nhudm bang uranyl acetate va citrate chi. Mau duoc doc trén kinh Jeol 1010.

Véi SEM, miéng mé s& dugc chuyén qua dung dich
hexamethyldisilazane trong vong 10 phut, sau d6 dé kho trong khong khi. Khi
da kho, miéng mo dugc ma phu vang, sau do kiém tra trén kinh. (S-4800 —
Hitachi).

d. Ky thudt hoa mé (nhugom P.A.S.-Periodic acid-Schiff)

- Muc dich: Dinh tinh va ban dinh luwong hydratcacbon, glycoprotein
va mucin

- Mot phan tim biéu mé duoc cb dinh bang dung dich Carnoy va cat
thanh nhiing 1at méng.

- Kht nén

- Ngam tiéu ban vao dung dich acid periodic 1% trong vong 15 phut

- Rtra dudi voi nude chay trong vong 5 phut

- Rira lai bang nudc cat trong vong 5 phut

- Ngam tiéu ban vao dung dich Shiff trong vong 30 phut dé chd tdi

- Cho vao 2 cdc SO, day kin, mdi cbe 2 phit
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- Rira nudc thuong 2-5 phat
- Rira nudc cat
- Nhuom nhan bang Hematoxylin trong 3 phut
- Ngam nudc thuong 15 phut
- Nhung c6n 100 nhanh
- Ngam xylene
- Gan lamen
- Nhan dinh két qua: san pham duong tinh trong phan tmg P.A.S. ¢6
mau tim do.
e. Ky thudt hod mo mién dich
Muc dich: dé xac dinh mot s loai keratin dic hiéu c6 ¢ biéu mé NMM
(trong d6 K3 1a loai keratin chi thiy & cac loai biéu mo tang trong d6 co
NMM) va p63 1a mot loai protein nhan té bao, day 1a loai protein thdy xuét
hién nhiéu & céc té bao chua biét hoa.
- TAm biéu mé vira lay ra khoi giéng duoc cb dinh ngay bang dung dich
formol 10% trong 1-2 gio
- Chay nuéc dé rira sach formol khoang 1-2 gid
- Khir nuée bang con 70°, 80°, 90°, 95°, 100°
- Lam trong miéng md bang cach ngam lan lugt qua 3 lo xylene
- Puc miéng mo trong khuon nén
- Cat mau thanh nhimng 4t mong 5-7um
- Khir nén bang xylene
- Khir xylene bé’lng con ethanol 100%, 95%, 75%
- Rtra mau 3 lan (5phat/lan) véi PBST (phosphate buffered saline with
tween) ¢ nhiét do phong
- Boc 16 khang nguyén bang nhiét d6 (96°C trong 30 phut)
- Rira lai 2 1an (Sphat/lan) véi PBST ¢ nhiét do phong
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- Pé han ché viéc gén khong dic hiéu, mau dugc 0 véi dung dich chin
BSA 5% (bovine serum albumin) trong 1gi¢ ¢ nhi¢t do phong

- Mau dugc 0 voi khang thé tha nhat P63-L-CE néu nhudém p63, CK
cocktail 1ml néu nhuém K3/K12 (Leica biosystems-Anh) ¢ nhiét do
phong trong vong 2 gio

- Rura lai bang PBS 3 lan (5phuat/lan)

- Chéan peroxidase

- Rura lai 2 1an (Sphat/lan) véi PBST ¢ nhiét d6 phong

- MAu tiép tuc dugc U v6i khang thé thir hai trong vong 60 phit ¢ nhiét
do phong

- Rira 3 lan véi PBS

- Phat hién sy gin dic hiéu khang nguyén-khang thé bang kit DAB (3,
3’-diaminobenzidine)

- Dan lamen

- Kiém tra trén kinh

- Nhén dinh két qua: duong tinh néu

+ Bao tuong cia té bao bat mau nau khi nhudém K3/K12

+ Nhan té bao bit mau niu néu nhudém p63.
2.2.3. Thir nghiém trén BN tw nguyén.
Tién hanh sau khi c¢6 két qua dinh huéng ctia thyc nghiém trén tho.

Trudc mo BN dugc diéu tri cac bénh rang miéng néu c0, danh rang déu

dan, khong hat thudc 14.

BN nam trén ban mo, sat truing NMM bang polydone-iodine 10%. Gay

té tai chd bang tiém 1ml lidocain 2% dudi niém mac ma

Sinh thiét mot manh niém mac mit trong ma c6 duong kinh 3 mm
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Rira manh mé bang PBS pha khang sinh, khang nim, sau d6 ngim
manh sinh thiét trong mdi truong DMEM, chuyén ngay toi phong nudi cdy té
bao xu ly

- Cat nho thanh cac manh 0,5x0,5mm, nudi cdy bang manh biéu mo

- Nudi ciy trong moi trudong SHEM2.

2.3. Chi tiéu nghién ciru
— Ty 1€ nuoi tao thanh cong tam biéu mo.

Thot gian nuodi cay.

— Céu tric vi thé ctia tAm biéu mo nudi cay.

— Céu tric siéu vi thé ciia tAm biéu mo nudi cay.

— Céu tric hoa hoc cta tAm biéu nudi ciy.
2.4. Pia diém va thoi gian nghién ciru

Nghién ctu tién hanh tai bd mén Mo-Phéi va khoa Két-Giadc mac Bénh
vién Mit Trung wong.

Tt thang 10/1010 dén 10/2013.

2.5. Thiét ké nghién ctru

Nghién ctru tién ctru.
2.6. Xir Ii s6 liéu nghién ciru

X 1i s6 liéu theo phan mém SPSS 16.0, sir dung T test, sy khac biét co

¥ nghia théng ké néu p<0,05.
2.7. Pao dirc nghién ciru

Pé tai 1a mot phan cua dé tai doc 1ap cdp nha nudc “Nghién citu quy
trinh su dung té bao go”'c dé diéu tri mot so bénh ca bé mdt nhéin cau” thude
bd mon Mo-Phoi, Truong Pai hoc Y Ha Noi, da dugc théng qua hoi dong dao
dac Y hoc, Trudng Pai hoc Y Ha Noi (chting nhin chap thuan sé 77/HDDD-
YHN ngay 16/07/2010).
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CHUONG 3:
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Két qua nghién ctru vé nudi tao tam biéu moé trén thé thuc nghiém.

3.1.1. Lwa chon vi tri sinh thiét va kich thuwéc manh mé nuéi ciy

Sinh thiét NMM trén 5 thé chung Orytolagus Cuniculus & 3 vi tri khac
nhau: (1) mit trong niém mac mé phan trung tdm, (2) mit trong niém mac ma
cach goc miéng 2mm va vudng goc, (3) mit trong niém mac moi dudi phan

trung tdm, chung toi nhan thay:

O vi tri mat trong niém mac ma phan trung tam.: Biéu mo la biéu mo lat

tang khong sing hoa. Biéu mo day, gom 18-20 hang té bao, chia 1am 3 16p (1)
Lép té bao day gdm 2-3 hang té bao cd kich thudc nho, nhan hinh trimg, sim
mau, bao tuong rat ua base (2) Cac té bao 16p gai gom khoang 10-12 hang té
bao nam trén 16p day, céc té bao c6 hinh da dién, nhan tron, sang mau (3) Cac
té bao sat bé mat co khoang 3-4 16p, té bao det nhan det sim mau (hinh 3.1).
Trén cac tiéu ban nhudém p63, nhan cac té bao 16p day bat mau rat dam. Mo
lién két cua 16p dém tao thanh cac nhu chan bi rat cao. Trong mo lién két, té

bao thua thot (hinh 3.2).
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Mat trong niém mac ma cach goc miéng 2mm va vuong 2oc, mat trong

niém mac moi dwdi phan trung tam: Biéu mo la loai 14t tang khong stirng hoa.

Biéu mo mong, gdm 4-5 hang té bao. Cac té bao 16p ddy c6 nhan hinh tring,
sim mau, bao twong wa base. Lop giita gdm 3-4 hang té bao da dién, nhan
tron, sang mau. Lop trén cing 1a mot hang té bao det, co nhan det. Ranh gidi
gitta biéu mo6 va mo lién két bén dudi twong ddi bang phiang, khong c6 cac
nhd chan bi. Cac té bao & trong md lién két thua thét. Trong 16p dém co

nhimg 6ng bai xuit va dam nang tuyén nude bot (hinh 3.3).

Hinh 3.3. Niém mac moi thé (H.E.x250)

1. Biéu mé 2. Mé dém 3. Tuyén nuée bot 4. Ong bdi xudt ciia tuyén nuée bot
Khi trich thit mau dé 1am nghién ctru, chiing t6i nhan thay:

- Phuong phép nudi bang manh md: cin manh mé c6 duong kinh 1a

6mm dé nuoi tao dugc hai tam biéu mo.
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- Phuong phap dich treo: kich thudc manh mé phai c6 duong kinh la
8mm moi du luong té bao tao duge 2 ml dich treo ¢6 mat d6 1x10°

té bao/ml dé nudi tao thanh hai tim biéu mo.

- Phuong phap nudi bang manh biéu mé: dudng kinh cia manh mo
trich tha la 3mm, sau d6 manh mo6 duoc cit thanh cac manh kich

thude 0,5x0,5mm dé nudi thanh hai tim biéu mo.
3.1.2. Lwa chon méi truong nudi cdy

Giai doan dau tién hanh thuc nghiém ching t6i nudi 18 miu manh mo
NMM bang méi truong SHEM1, két qua thu duoc chi ¢6 30% mau moc, toan
bd cac mau moc déu khong kin day sau 28 ngay nudi cdy. Sau d6, nghién ciru
chuyén sang stir dung mdi truong SHEM2, 1a méi truong SHEM 1 ¢6 bo sung
thém insulin, hydrocortisone, triiodothyronine, isoproterenol va toan bo két
qua nghién ctru tién hanh nudi cy trong méi truong SHEM2 véi ti 18 nudi tao
thanh cong tam biéu mo 1a 87,5%. Ti 1é moc ciia tAm biéu mo nudi cdy su
dung hai loai méi truong SHEM 1 va SHEM 2 khac biét c¢6 y nghia thong ké
vo1 p<0,001 dugce ghi trong bang 3.1.

Bang 3.1. Ty 1é moc cua tam biéu mé NMM bdng cdc méi truong nudi cdy

khac nhau
S6 mau nudi S6 maumoc | Tilé (%) p
SHEM 1 18 6 30

p<0,001

SHEM 2 56 49 87,5




59

3.1.3. Lwa chon phwong phdp nuéi ciy
Giai doan 1: Chung toi da nudi 17 giéng bang manh mo, 20 giéng bang
dich treo, 19 miéng bang manh biéu mo. Ty 1é nudi tao thanh cong tam biéu
mo duogc ghi trong bang 3.2.
Bang 3.2. Ty 1é nuéi tao thanh céng tam biéu mé NMM

bang cdc phwong phdp nudi cdy khdc nhau

- . Ty 1€ nuoi tao
SO mau SO mau . A
N thanh cong p
nubi moc
(%)
Minh mé (1) 17 13 76,47 p (1, 2)>0,05
Dich treo (2) 20 19 95 p (1, 3)>0,05
Manh bidumé (3) 19 17 89,47 P (2,3)>0,05

Két qua cho thdy: nudi cdy bang dich treo cho ty 1¢ tao dugc tdm biéu
mo 12 95%, phuong phap bang manh mé co ti 1é nudi tao thanh cong thap hon
chi khoang 76,47%, tuy nhién su khac biét khéng co6 ¥ nghia théng ké,
phuong phap nuéi bang dich treo c6 ty 1& nudi tao thanh céng cao hon phuong
phap manh biéu md, song su khac biét khong co y nghia thong ké.

- Giai doan 2: Ching t6i dd nuéi 30 miu theo phuong phap manh biéu
mo, ti 16 moc va tao tim biéu mé 1a 100%. Trong sd nay chung toi da ghép
ty than 15 tim cho 15 mat thé bi mat toan bd biéu mo trude gidc mac mot
bén mat.

Panh gia tac dung cua 16p té bao nudi 3T3 trong cac phuong phap nudi

tao tam bicu m6 NMM: ty 1€ moc cia mau nudi cay st dung nguyén bao soi




60

chudt 3T3 cao hon khi khong sir dung 16p nay (100% so véi 81,48%). Két qua

dugc ghi trong bang 3. 3.

Bang 3. 3. Ty 1é nudi tao thanh céng tam biéu mé NMM

st dung 16p té bdo nudi 3T3

- - Ty 1€ nudi tao
SO mau nud1 = SO mau moc . A P
thanh cong
3T3 (+)
10 10 100
(1)
3T3(-)
27 22 81,48 p(1,2)<0,05
()

Panh gia tic dung cua nguyén bao soi tu than, ching toi nudi ciy 19

mau st dung nguyén bao soi tu than thay thé cho 16p nguyén bao soi chudt

3T3. Két qua duogc ghi trong bang 3.4.

Badng 3.4. Ty 1¢ nuéi tao thanh céng tam biéu mé NMM

sir dung I6p té bao nudi khdc nhau

Ty 1€ nudi tao

S6 miunudi  S6 miu moc . A p
thanh cong (%)
3T3 (+) chuét
10 10 100
(1)
NBS tw than
19 17 89,47 p(1,2)>0,05

)
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Ty 1é nudi tao thanh cong tim biéu mé6 NMM st dung 16p té bao nudi
chudt cao hon khi sit dung nguyén bao soi ty than, tuy nhién sy khac nhau
khong co ¥ nghia thong ké.

- Giai doan 2: Chung t6i d3 nudi 30 mau theo phuong phap manh biéu
m0, ¢6 su hd trg ctia nguyén bao soi tu than, ti 1é moc va tao tAm biéu mo 1a
100%. Trong sb ndy chung toi dd ghép tu than 15 tdm cho 15 mat tho bi mat

toan bo biéu mo trudc giac mac mdt bén mat.

3.1.4. Hinh thdi va téc dé phat trién ciia tém biéu mé dwoc nuéi cdy bing

cdc phwong phap khac nhau

e Tam biéu mo nuoi cay bang manh mo nguyén ven:

- 3 ngay sau nudi ciy: cic té bao da phat trién lan ra xung quanh manh mé.
Ranh gi6i noi cac té bao dang lan réng quan sat rd. Cac t& bao co hinh tron,
hinh da dién va hinh thoi dai (hinh 3.4).

L8 p s LA S IR :

e O R R

Hinh 3.4. TAm biéu md sau nudi cAy ba ngay (KHV soi ndix100)
1. Manh mé 2. Céc té bao dang lan rong



62

- 10-12 ngay sau nudi cdy: cac té bao tao thanh mét 16p phu kin day cia
16ng nudi cdy. Bé mit cua tAm biéu mo khong phang, c6 chd tao thanh cac g
kha cao. O cac g0 nay, cac té bao c6 hinh thoi, nhan té bao det khi quan sat
dudi kinh hién vi soi nguoc (hinh 3.5).

- 14-16 ngay sau nudi cdy: quan sat trén lit cat doc nhuom H.E. thdy tdim
biéu mo khong phang. Trong tdm biéu md, ngoai té bao biéu moé cd nhiéu

nguyén bao soi v6i hinh thai dién hinh (hinh 3.6).

Hinh 3.5. TAm biéu mé sau nudi ciy 12 ngay (KHV soi ngwocx250)

1. Té bao bieu mo 2.Go noi
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Hinh 3.6. TAm biéu mé sau nudi cay 12 ngay (H.E.x500)
1. Té bdo biéu mé 2.Go noi

e Tam bi€u mo nudi cay bang dich treo t€ bao

- 2 ngay sau nudi cay: c6 kha nhiéu cic té bao tron bam vao mang day, &
nhitng ngay sau, cc té bao nay xoé rong v4i cic nhanh bao twong kha dai
(hinh 3.7, 3.8).

iy

SR
)

Hinh 3.7. TAm biéu mé sau nudi cdy 3 ngay (kinh hién vi soi ndix125)
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Hinh 3.8. TAm biéu md sau nudi ciy 7 ngay (giemsax1000)

- 12-14 ngay sau nudi cdy: té bao biéu mo phu kin 16ng nudi cdy.

- Sau khi tao t?mg, quan sat trén lat cit doc nhuém H.E théy: tAm biéu mo
phang, gdm 5-7 hang té bao, cic 16p té bao trén co6 xu hudng det dan.
Khoang gian bao cta tim biéu mé rong. Khong thiy cac té bao hinh thoi

xen 1an (hinh 3.9).
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Hinh 3.9. Lat cit dirng doc ciia tAm biéu mo sau 21 ngay nudi ciy
(nudi bing dich treo) (H.E.x1000)
Khi quan sat trén bé mat tam biéu mo nudi cdy vao ngay thir 14 bing
phuong phép nhudém giemsa: tim biéu mé nudi bang dich treo dugc phu
kin, khoang gian té bao rong va co kich thudc khéng déu nhau. Khdng

thdy céc té bao hinh thoi xen 1an ¢ tim biéu mé (hinh 3.10).

Hinh 3.10. TAm biéu mé sau nudi cay dich treo 14 ngay (giemsax250)
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Khi quan sat bang kinh hién vi dién tir, khoang gian bao giita cac té bao
& 10p giita ctia tAm biéu mo kha rong. Cac té bao & dy lién két v6i nhau bang
cac mong bao twong va thé lién két. Trong bao twong cac té bao, cac bao quan
rt phat trién, c6 cac hat glycogen, cac bo xo trwong luc, ludi ndi bao co hat
(hinh 3.11).

T18 DT(372).011

Print Mag: 10600x @ 51 mm 500 nm
11:55:55a 063011 HV=80.0kV
TEM Mode: Imaging Direct Mag: 5000x

EMLab-NIHE

Hinh 3.11. Ranh giéi giira hai té bao tim biéu mé nudi cay (TEM)
1. Thé lién két 2.Khoang gian bao 3. Dam hat glycogen

4. Cac bo xo truong lyc 5. Lwoi noi bao
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*Tam biéu mo nudi cay bang manh bi€u mo

- 3-4 ngay sau nudi cay: Céc t€ bao bo lan khoi tam biéu mo. Cac t€ bao nay
c6 hinh tron, mot s0 c¢6 hinh da dién vdi cac nhanh bao twong dai (hinh

3.12).

Hinh 3.12. Tam biéu mé nudi cay 4 ngay (kinh hién vi soi ngwocx125)
1.Manh biéu mé 2. Té bao biéu mé bo lan 3. Nén mang 6i

- Céac ngay tiép theo cac té bao lan rong dan, lic dau cac té bao co hinh da
dién 16n, khoang gian bao rong, khi cac té bao phat trién kin day long nudi
cdy vao khoang ngay thir 10-12, cac t& bao nam sat vao nhau, kich thudc
nho di, khoang gian bao hep tuy nhién van quan st thdy rd ranh giéi giira
cac té bao voi nhau, nhiéu hinh anh té bao dang phéan chia (hinh 3.13,

3.14).
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- Sau khi tao tﬁng, quan sat trén lat cit doc nhuém H.E théy: tam biéu mo
phang, gdm 5-7 hang té bao, cac 16p té bao trén c6 xu hudng det dan.
Khoang gian bao ciia tim biéu mé nudi bang manh biéu mé hep hon so véi

nudi dich treo. Khong thay cac té bao hinh thoi xen 1an (hinh 3.15).

.

Hinh 3.15. Lat cit ding doc ciia tim biéu mé sau 21 ngay nudi cay

(Nudi bing méanh biéu mé) (H.E.x1000)
1.Mang 6i 2. Tam biéu mé

Khi quan sat trén bé mit tim biéu md nudi cdy vao ngay thir 14 bang
phuong phap nhudém giemsa: tim biéu mé dugc phu kin. O phuong phap
manh biéu md, khoang gian bao hep va déu nhau trén toan day 1ong nudi cdy,
nguoc lai voi két qua caa phuong phép dich treo c6 khoang gian té bao rong
hon va c6 nhimg khoang gian té bao véi kich thude khong déu nhau. Khéng

thay cac té bao hinh thoi xen 1an (hinh 3.16).
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Hinh 3.16. Sau nudi cdy bang méanh biéu mé 14 ngay (giemsax250)
Dudi kinh hién vi dién tir, b& mat hang té bao trén cing c6 nhiéu vi

nhung mao ngin chia nhanh (hinh 3.17).

Hinh 3.17. Bé miit tam biéu md nudi cay sau 14 ngay (SEM)
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Du6i kinh hién vi dién tir truyén qua, khoang gian bao giita céc té bao 16p
trén ddy khéa rong, cac té bao lién két véi nhau béi cac cau bao twong (hinh
3.18).

Sngiis,

T18MM(371).001

Print Mag: 2080x @ 51 mm 2 microns

10:45:58 a 06/30/11 HV=80.0kV

TEM Mode: Imaging Direct Mag: 1000x
EMLab-NIHE

Hinh 3.18. Ranh giéi cac té bao biéu mé tdm bi¢u mé nudi cay sau 14

ngay (TEM)

Cac té bao 16p ddy co6 nhan 16n, mang nhan c6 nhitng 1dm ndng, hat
nhan rat 16n, chat nhiém sac phan tan, bao twong c6 ludi ndi bao co hat va ti
thé phong phu, nhiéu dam hat glycogen. Céc té bao 16p day lién hé chit ché
véi cac té bao ¢ 16p trén day bai cac mong va thé lién két con voi mang day

bai thé ban lién két (hinh 3.19).
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T18MM (371).008 ~

Print Mag: 5970x @ 51 mm 2 microns
1:02:22a 070111 HV=80.0kV

TEM Mode: Imaging Direct Mag: 3000x

EMLab-NIHE

Hinh 3.19. T€ bao 16p ddy tim biéu md nudi ciy thé sau nudi ciy
14 ngay (TEM)
1. Nhdnté bao 2. Tithé 3. Ludingi bdo c6 hat

4. Mong lién két 5. Mang 6i
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Bao tuwong cac té bao 16p day co nhidu dam hat glycogen. Céc té bao

16p d4y lién hé chat ché v6i mang 6i boi thé ban lién két (hinh 3.20).

T18MM (371)-.007

Print Mag: 20600x @ 51 mm 500 nm
1:00:40a07-01/11 HvV=80.0kV
TEM Mode: Imaging Direct Mag: 10000x

EMLab-NIHE

Hinh 3.20. Miit day té bio biéu mé sat véi mang 6i sau nudi cay

14 ngay (TEM)

1.Té bao biéu mé 2. Mang 6i 3. Thé ban lién két 4. Pdam hat glycogen

3.1.5. Hinh thdi va toc dp phdt trién ciia I6p nguyén bao soi
3.1.5.1. Lop 3T3

Lép 3T3 sau khi chuan bi bang mau 3T3 ¢4 qua xu 1i mitomycin Cac
nguyén bao soi bat hoat ndy dugc nudi trén day giéng nudi cay tir 1-3 ngay,
sau 3 ngdy nudi cy cho thiy hinh anh nguyén bao soi dai, phu kin day giéng
nudi cay (hinh 3.21).

Céc ngay sau do, cac té bao thoai hda dan, bong troc khoi nén giéng, vi

vay, sau 3 ngay st dung 16p 3T3 nay phai thay méi.
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° credted with the HDR/Imaging module

Hinh 3.21. Lép 3T3 chuin bi cho nudi cdy (hién vi soi ngwgcex250)
3.1.5.2. Lop nguyén bao soi ty than

Cac manh mé lién két tach ra tr manh NMM duogc dong nudi cdy o
giéng nudi cdy. Vao ngdy thir 3, 5 ciia qua trinh nudi cdy, c4c nguyén bao soi
c6 hinh thoi dai, da dién, nhiéu nhanh bo lan ra xung quanh manh moé lién két
(hinh 3.22, 3.23), chi ngay thir 6, khoang 1/2 dién tich cua ddy giéng nudi cdy
da dugc phu boi nguyén bao soi va tdi khoang ngay tha 10 thi toan bg day
giéng duogc phu kin (hinh 3.24).



R <l 0L SO
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Hinh 3.22. Sy phat trién cia nguyén bao s¢i day giéng nudi cay ngay 3
(hién vi soi ngwgcx250)
1. Manh mé dém 2. Nguyén bao soi

TS ST

Hinh 3.23. Sur phat trién ciia nguyén bao soi day giéng nudi cay ngay 5
(giemsax250)

1. Manh moé dém 2. Nguyén bao soi
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Hinh 3.24. Sy phat trién ciia nguyén bao soi ddy giéng nudi ciy ngay

10 (hién vi soi nguwecx250)
3.1.6. Két qud dinh danh té bao tém biéu mé nuéi cdy bang héa mé mién dich
Trén céc tiéu ban nhuém hoéa md mién dich phat hién p63, nhan cac té
bao cua tim biéu mo bit mau nau sdm, dic biét 1a nhan cac té bao lop day

(hinh 3.25).

Nhudm phat hién K3 va K12: K3 va K12 thé hién yéu & cac té bao 16p
trén day (hinh 3.26).
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Hinh 3.25. T4m biéu mé nudi cay 18 ngay (p63x250)
1. Biéumé 2. Mang 6i

Hinh 3.26. TAm biéu mé nudi ciy 18 ngay (K3x250)

1. Biéu mo 2. Mang oi
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Nhudém P.A.S. dé phat hién glycogen va chat nhay: Trong bao twong cac
té bao 10p dudi ¢ it glycogen. Khong thay cac té bao tiét nhay (hinh 3.27).

Hinh 3.27. TAm biéu mé nudi cay 18 ngay (P.A.S.x500)
1. Biéumé 2. Mang 6i 3. Glycogen

3.1.7. Két qud ghép tim biéu mé NMM nuéi cdy cho thé gay béng thuc nghi¢m
Téng s tho séng trong qua trinh 1am thuc nghiém 1a 21, trong d6 15
tho dugc ghép tim biéu mé NMM nudi cdy & cac thoi diém khac nhau.
C4c tiéu chi danh gia bao gdm do trong va ap ctia tim biéu mo, sy toan
ven ctia bé mit nhan cau va tin mach giac mac. Tién hanh giét tho theo tirng
16 & ting thoi diém theo ddi va kiém tra cdu trac vi thé cla gidc mac tho da

dugc ghép tim biéu mé6 NMM nudi cdy.
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Tat ca cac tho & cac 16 déu co két qua tét: gidc mac trong, biéu mod
lién t6t, nhin bong, khong con tan mach. Chi c¢6 1 tho c6 két qua trung binh:
tan mach qua ria vao chu bién & thoi diém 60 ngdy nhung khong vao dén

trung tdm giac mac.
3.2. Két qua nudi ciy tim biéu mé6 NMM tir té bao goc NMM trén nguoi

3.2.1. Lwa chon vi tri sinh thiét va kich thuwéc manh mé nuéi cdy

Dua trén két qua phan tich trén thd, ching t61 lga chon vi tri sinh thiét
trén nguoi 1a mit trong trung tAm niém mac ma. Két qua cho thdy biéu mo
cling gom nhiéu hang té bao (khoang 10-15 hang té bao), nhung khong day
nhu niém mac vung tuong Gng cua tho. Tuy vay, 16p day day va gdbm khoang
3-4 16p gém cac té bao co kich thudc nho, bao twong bat mau base dam, 16p
Malpighi gém nhiéu hang (7-10 hang), gom céc té bao hinh da dién, nhan
hinh cau, kich thudc té bao 16p nay 16n hon cia thé & vi tri tuong tmg, ranh
gidi gilta cac té bao kha rd. Trén cing 13 khoang 2-3 hang té bao det, chira
nhan det (hinh 3.28, 3.30). Trén ti€u ban nhudém p63, nhan té bao dic biét1a &
16p day bat mau dam. Cac nha chén bi ciing ¢ kich thudc 16n, chia nhanh 3.
M6 dém 16ng 1éo, it té bao (hinh 3.29, 3.31). Cau traic NMM ving giita ma &

nam va ntt déu giong nhau.
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Hinh 3.28. Niém mac vung giira ma BN Pham Ngoc T. (H.E.x500)
1. Biéumé 2. M6 dém

Hinh 3.29. Niém mac vung gitta ma BN Pham Ngoc T. (p63x500)
1. Biéumé 2. M6 dém
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Hinh 3.30. Niém mac vung giira ma BN Vo Nir Ngoc Y. (H.E.x500)

1. Biéumé 2. Mo dém

Hinh 3.31. Niém mac vung gitta ma BN Vo Nir Ngoc Y. (p63x500)

1. Bieumé 2. M6 @ém 3. Nhan té bdao biéu md
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Duya trén két qua nghién ctru thyc nghiém trén tho, sau khi can nhic vé
d6 phire tap cua quy trinh va két qua thanh cong nuéi tao cta hai phuong phap
dich treo va manh biéu mo, cung véi kich thudc trich thi manh mo, phuong
phap manh biéu mé da dugc lwa chon trong nghién ciru Gtng dung trén ngudi
cua chung t6i. Kich thuéc manh mé dugc lua chon la duong kinh 3mm, vi tri

sinh thiét & mit trong ving giita ma.

3.2.2. Lwa chon méi truwong nuéi cdy

Dua trén két quéa nghién ctu thuc nghiém trén tho, chung t61 da tién
hanh nuoi cdy NMM cua 17 BN (4 BN nudi 2 1an) bang moi truong SHEM?2.
S6 tAm biéu mé nudi tao duoc 1a 54 trén tong s 60 giéng nudi ciy (ty 16 nudi
tao thanh cong 14 90%, 3 BN nudi cdy khong thanh cong). S6 tdm biéu md
dugc ghép lai cho BN la 22.

3.2.3. Lwa chon phuwong phdp nuéi ciy

Duya trén két qua nudi ciy trén tho, chung toi lya chon phuong phap
nudi ciy 1a manh biéu mé, két qua cho ty 1é nudi tao thanh cong tim biéu mo

1a 54 tAm trén tong sd 60 giéng nudi cay (ty 18 1a 90%).
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3.2.4. Hinh thdi va téc dé phdt trién ciia tim biéu mé

e Thoi gian nudi cdy cac té bao biéu mo 1a 16-28 ngay. Trén kinh hién
vi soi ngugc, tAm biéu mo nudi cay & thoi diém thu hoach phang, cac té bao
biéu mé c6 hinh da dién nam sat nhau (hinh 3.32). Trén tiéu ban nhuém HE.
tam biéu mo nudi cdy c6 khoang 4-5 hang té bao, hang té bao trén cung det va

c6 nhan det (hinh 3.33).

Hinh 3.32. TAm biéu mé NMM ciia BN Nguyén Hiru C. 14 tudi.
(KHYV soi nguoc x 250)
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Hinh 3.33. TAm biéu mé NMM ciia BN Pham Ngoc T. 24 tudi.
(H.E.x500)

1.Biéu mé  2.Mang éi
Trén hinh anh siéu vi, bé mit té bao hang trén cung cta tim biéu mo
nudi ciy c6 nhitng vi nhung mao ngan va chia nhanh, gidng véi hinh anh cia
té bao bé mit ¢ gidc mac nguoi binh thuong. Song chiing t6i nhan thay, kich
thude cla cac vi nhung mao ¢ day 16n hon, va sb luong vi nhung mao it hon

so vOi tAm biéu mo nudi cdy ¢ tho (hinh 3.34).
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Hinh 3.34. Bé miit tim biéu mé nudi cdy BN Nguyén Vin L. (SEM)

Dudi kinh hién vi dién tir truyén qua, trén bé mat té bao 16p trén cung
thay o cac vi nhung mao ngan, bao twong c6 nhiéu ti thé dai, mao r0, chat
nén sam mau va ludi ndi bao co hat phat trién manh, ludi ndi bao co long hep

va it ribosom bam ngoai, khoang gian bao rat hep (hinh 3.35, 3.36)
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Phuong—3?4_001

Print Mag: 5330x @ 51 mm 2 microns
1:45:59a 0701711 HV=80.0kV
TEM Mode: Imaging Direct Mag: 2500x

EMLab-NIHE

Hinh 3.35. Té bao 16p bé mit tam biéu mé nudi cAy BN Tran Thi Thay P.
(TEM)

1. Vi nhung mao 2. Ranh gidi giita hai té bao 3. Lwdi noi bao co hat
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Lap1-373.007

Print Mag: 5970x @ 51 mm 2 microns
11:30:26 p 063011 HV=80.0kV
TEM Mode: Imaging Direct Mag: 3000x

EMLab-NIHE

Hinh 3.36. Cau triic té bao bé mit tim biéu md nudi cdy BN Nguyén
Vin L. (TEM)
1.Vinhung mao 2. Lu6i ndi bao 3. Ti thé
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O 16p trén cia tAm biéu md nudi cdy, té bao cla tim biéu mo lién két
v6i nhau bang cac cau bao twong dai (dai hon so vdi cau bao tuong khi nudi
ciy trén tho thuc nghiém) (hinh 3.38) va cac thé lién két (hinh 3.37), trong
bao twong té bao cd nhiéu ludi ndi bao co hat, ti thé, hat glycogen (hinh 3.38,
3.39), bo Golgi nam gan nhan voi cac thi det va khong bao, ranh gidi gitra cac
té bao rong, tuy nhién hep hon so véi khoang gian bao cta tdm biéu mé khi

nudi cay trén tho (hinh 3.39).

Lapl-373.001

Print Mag: 24100x @ 51 mm 500 nm
12:16:29 p 063011 HV=80.0kV
TEM Mode: Imaging Direct Mag: 12000x

EMLab-NIHE

Hinh 3.37. Ranh giéi giira cac té bao biéu mé nudi cay

BN Nguyén Vin L. (TEM)

1. Thé lién két 2. Khoang gian bao
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Phuong—374_006

Print Mag: 8210x @ 51 mm 500 nm
1:54:30a 070111 HvV=80.0kV
TEM Mode: Imaging Direct Mag: 4000x

EMLab-NIHE

Hinh 3.38. Ranh giéi gitra hai té bao tim biéu mé nudi cay
BN Nguyén Thi P. (TEM)
1. Cau bao twong 2. Thé lién két 3. Ludi ndi bao cé hat 4. Ti thé
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Lapl-373.004
Print Mag: 12600x @ 51 mm 500 nm

12:19:21 p 063011 HV=80.0kV
TEM Mode: Imaging

Direct Mag: 6000x
EMLab-NIHE

Hinh 3.39. T€ bao 16p day ciia tAm biéu mé NMM nudi ciy
BN Lé Van L. (TEM)
1. Nhin té bao 2. B¢ Golgi 3. Khong bao 4. Ludi ndi bao

3.1.5. Két qua dinh danh té bao tim biéu mé nuéi ciy bang héa mé mién dich
Trén cac tiéu ban nhudém héa mo mién dich phat hién p63, nhan cac té
bao cua tim biéu mo bit mau nau siAm, dic biét 1a nhan céac té bao lop day
(hinh 3.40).
Nhudm phat hién K3: K3 thé hién yéu & cac té bao 16p day va thé hién rd ¢
cac té bao 10p trén (hinh 3.41).
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Hinh 3.40. TAm biéu mé NMM nuéi cay ciia BN Hoang Tién D.
(p63x500)

1. Biéu mo 2. Mang oi

Hinh 3.41. TAm biéu mé NMM nuéi ciy ciia BN Nguyén Vin N.
(K3x1000)

1. Biéumo 2. Mang oi
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3.1.6. Két qud ghép tim biéu mé NMM nuéi cdy

Danh gia két qua phau thuat dua trén 3 yéu to: d§ trong va ap ctia tam
bi€u mo, tinh trang bi€u mo6 bé mat nhan cau, tang sinh tdn mach néng, sau

hoac t6 churc xo trén gidc mac.

Phau thuat ghép thanh cong & 12 ca. Trong d6 9 ca co thi luc cai thién,
ching t61 nhan théy ¢ cac BN nay c6 su cai thién ro rét vé thi lyc nhin gﬁn,
trong khoang 10-30 cm. Pac biét 3 BN loan dudng giac mac (& 6 ca phﬁu
thuat) va 1 BN bong (BN sb 5) di c6 thé doc, viét va soan tin nhin qua dién
thoai, doc dugc sach ¢ cd chit binh thuong, khong phong to, tuy nhién phai

dung & khoang céach rat gan.
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CHUONG 4:
BAN LUAN

4.1. V& lya chon nén nudi cay

Nén nudi cdy dong vai trd quan trong trong nghién ctru nudi cdy té bao.
Nghién ctru cta chiing t6i sir dung gia d& 13 mang 6i d3 nao sach biéu mo theo
quy trinh chuan cua bd mon M6-Phdi, Trudng Pai hoc Y Ha Nbi.

Hién nay, céc tac gia trén thé gidi chua thong nhat duoc cach st dung
mang i 1am nén nudi cdy va ké ca cach xir Iy loai bé biéu mé mang 6i. Tuy
nhién, viéc sit dung mang i da loai bo biéu mé 1a xu huéng duoc su dung
rong rai hon do: (1) hiéu qua nudi cdy cao, (2) ddi v6i biéu mo, mang day
khong chi 1a gia d& don thuan vé mit co hoc, ma céac protein & mang day dong
vai tr0 quan trong trong sy tang sinh, bi¢t hoa, tao hinh va ngan céan su chét
theo chuong trinh cho céc té bao biéu mo. O mang 6i, cac protein collagen
type 1V, V, fibronectin, laminin 1, laminin 5 déng vai trd quyét dinh trong sur
biét hoa va tang sinh cta té bao biéu mo [50].

Mubn té bao biéu md nudi cdy cé thé tiép xtic truc tiép voi mang i thi
budc quan trong 14 phai loai bé toan bd biéu mé mang 6i [94],[95],[96].

Hién nay trén thé gidi co 3 cach chinh dé loai bo biéu mé mang 6i khoi
mo nén, d6 1a: (1) st dung EDTA 1a mét chat hoa hoc c¢6 kha ning gap cac
ion hoéa tri I1, cac ion nay la thanh phan khong thé thiéu trong cac mdi lién két
giita céac té bao, (2) sir dung dispase 1a enzyme tiéu hily cac thanh phan ngoai
bao, dic biét 1a cac thanh phan mang day nhu collagen VI, fibronectin va

laminin dé giai phong cac té bao biéu mo, (3) s dung ammonia 10%. Sau
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do, bién phap co hoc tiép tuc dugc st dung dé nao bo té bao biéu mo di

suy yeu.

Gan day, Hopkinson da dé xuat phuong phép loai b biéu md mang di
moi bang viéc ngdm mang 6i trong thermolysin 125ug/ml, két qua cho thiy
bang phuong phap ndy, phan mang 6i di loai bo biéu moé khong bi anh huong
t6i cdu tric phan tir, va cdu trac hinh thai ctia mang day nhu khi st dung

EDTA va Dispase [97].

Khi so sanh chat luong cia tdm biéu mé ving ria nudi cdy bang
phuong phép dich treo trén nén mang i nao bo sach biéu mod va nudi cay trén
nén mang i con nguyén ven, Kozumi N. va CS. (2007) thay: tdm biéu mo
nudi trén nén mang bi loai d3 loai bo biéu md c6 kha nang tao tﬁng va biét hoa
t6t hon, cac té bao gan chit v6i mang day, khoang gian bao giita cac té bao
hep hon, s6 luong cac mdi lién két giita cac té bao biéu md nhiéu hon. Ngugc
lai, khi nuoi cdy trén nén mang 6i con nguyén ca biéu mé, kha ning tao tang
kém, nhiéu ving chi tao duoc 16p don té bao, it mbi lién két gitta t& bao-té

bao, té bao-mang ddy, khoang gian céc té bao kha rong [98].

Trong cic nghién ctru nudi tao tdm biéu md gidc mac tir té bao gdc
viing ria giac mac va biéu mo két mac cta chung toi cling cho thiy viéc st

dung mang 6i da nao bo biéu mo thuc sy c¢6 hiéu qua [99],[100].

Bén canh d6, nhiéu nghién ctru lai khrfmg dinh sy uvu vi¢t cua mang b1
dé nguyén biéu mo khi nudi cdy té bao biéu md, vi mang 6i dé nguyén bicu
mo cung cip vi moi truong thuan loi cho sy phat trién cua té bao gdc [101],
[102],[103]. Fukuda K. (1999) cho rang biéu mé mang 6i c6 chia nhimg yéu

t tang truong, yéu td phat trién biéu bi EGF, yéu td phat trién giac mac bao
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KGF (Keratinocyte growth factor), yéu té phat trién than kinh NGF (Nerve
growth factor). Chinh nhitng yéu té nay sé& gitp té bao biéu mo phat trién va

phan chia. Mang 6i c¢6 kha nang duy tri tinh gbc cua té bao biéu mé [50].

Viéc c¢6 nén str dung mang di trong qua trinh nudi ciy tim biéu mé hay
khong ciing dugc nhiéu tac gia quan tam. Néu khong str dung mang 6i, bé mat
giac mac sau ghép sé& trong hon so véi nhém cé sir dung mang 6i 1am nén
nudi cdy. Higa K. va CS. (2012) theo ddi bénh nhan dugc ghép tim biéu mo
NMM nudi cdy trén mang fibrin (nhém 1) va mang 6i (nhom 2) thdy nhiing
bénh nhan & nhém 1 cai thién thi luc tét hon va gidm hién tugng tan mach
tang sinh [20]. Piéu nay duoc giai thich 1a do tim biéu moé khong gia d& khi
ghép s& tiép xtc truc tiép v6i chat nén & giac mac, té bao biéu mo ciy ghép
lién hé truc tiép v4i gidc mac bao ma khong bi ngin can bai mang 6i. Két qua
nay ciing dugc Hayashida Y. va CS. (2005) minh ching [73].

Tac gia Kocaba V. va CS. (2014) khong st dung mang 6i va ciing
khong stir dung mang fibrin, ma tac gia nay st dung mang polymer nhay cam
nhiét, theo tac gid nay viéc st dung mang polymer nhay cdm nhiét thuc su co
hiéu qua khi danh gia hiéu qua 1am sang, 1y giai d6 1a do khi thu hoach tim
biéu md nudi cdy phuc vu cho cdy ghép khong can phai str dung enzyme dé
tach tim biéu mo khoi giéng nudi cdy, viéc khong str dung enzyme trong khau
thu hoach thuc sy c6 loi vi khong 1am huy hoai cac protein cia mang day va
cac protein twong tac gilta cac té bao véi nhau [24]. C6 rat nhiéu tac gia su
dung gia d& nay trong nghién ctru nudi cdy tim biéu moé nhu Nishida K. va
CS. (2004) [58], Hori Y. va CS. (2007) [70], Hori Y. va CS. 2008 [69], Oie
Y. va CS. (2010) [71], Hayashida Y. va CS. (2005) [73].
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Té bao biéu mé NMM c6 kha ning tiét ra cac yéu td ting sinh mach
nén giy ra su xam nhap ctia mo lién két vao manh ghép, tuy nhién gidc mac
bao lai san sinh ra yéu t6 chdng lai sy hinh thanh tin mach nhu
thrombospondin, vi vdy, néu khong co6 nén mang 6i thi sy hinh thanh tan

mach s€ giam di.

Loi thé ctia tAm biéu mo khéng gia d (gia fibrin hodc mang nhay cam
nhiét) trong ghép 1a khong can khau hay ding ho fibrin dé dinh tam biéu mo
1én mé nén gidc mac, song co ché cho van dé ndy van can duoc sang to.
Nishida K. va CS. (2004) cho riang co ché chinh cta hién twong nay 1a chat
nén nguyén ven va cac phan tir két dinh [58]. Higa K. cling da khang dinh sy
c6 mit ctia phan tir két dinh intergrin pl ¢ tim biéu mé nudi trén fibrin d6 13

yéu tb co thé gitip cho tAm biéu mo ton tai tot trén bé mat nhén cau [57].

Nguoc lai, khi st dung mang i lam nén nudi cdy khi ghép can phai
khau nén c6 thé giy ra hién tuong phat trién cia cic té bao biéu mo ¢ mit

dudi ciia mang i, diéu nay phai khic phuc bang st dung keo fibrin [104].

Nghién ctru cia Higa K. tién hanh trén mo hinh tho bi nao bé biéu mo
giac mac va ving ria, nhung khong gay thuong ton gi mo dém, vi vay, két qua
ghép tAm biéu md nudi ciy trén nén fibrin cho két qua tét [57]. Kocaba V. va
CS. (2014) khi ghép tdm biéu mé NMM nudi cay trén nén mang polymer
nhay cdm nhi¢t cho bénh nhan nhan théy: sau khi ghép 12 thang, thi lyc ctia 9
BN khong cai thién nhung khong thay xuét hién tin mach trong mé nén giac
mac, tac gia cho réng thi lyc cua bénh nhan khong cai thién 1a do mé nén giac

mac von da duc trudc ghép [24].
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Trén thuc té, & nhirng bénh nhan bi ton thuong bi ton thuong bé mit
nhan ciu do bong thudng mé nén gidc mac ton thuong ning né. Pdi véi cac
bénh nhan nay, viéc ghép tim biéu mdé NMM nudi cdy trén nén mang Oi 1a rat
c6 loi vi tAn dung duoc rit nhidu dic tinh quy bau cua mang 6i d6 1a mang vo
mach, dic tinh vat 1i tt, c6 dic tinh @c ché ting sinh mach va chéng viém, c6
cac yéu td phat trién va cac dic tinh chéng hinh thanh t6 chirc lién két va giau

thanh phan mang day [105],[106].

Kocaba V. va CS. (2014) mac du khang dinh wu viét cia mang polymer
nhay cam nhiét, song lai c6 nhiing két ludn minh ching cho viéc str dung
mang 6i 1am nén nudi cay 1a phu hop, d6 1a tac gia khong thay su tai tao tro
lai cia mang Bowman do bi huy trude khi ghép khi st dung mang polymer
Jam nén nudi cdy, vi thé sy ton tai cia mang 6i nhu mot hang rao ngan 16p

biéu mo6 va mo nén t6 ra 1a loi thé hon vé mit sinh 1y [24].

Sudha B. va CS. (2009) nhan thdy mang di diéu khién su séng va sy
phan chia té bao gbc biéu md vung ria trong dng nghiém [107]. Pic tinh gbc
clia té bao gbc biéu md ving ria duoc bao ton khi nudi ciy trong 6ng nghiém
[108],[109]. Hon thé, nhiéu té bao luu giit BrdU hon va it té bao luu gilt Ki67
hon khi nudi cdy ¢ tAm biéu moé nudi trén mang i so voi tAm biéu mo nudi
khong c6 mang 6i [57].

Nhu vay, cac nghién ciru déu cho thidy mang 6i anh hudng ti su biét
hoa va duy tri tinh gbc ctia t& bao. Trong nghién ctru cta chang t6i, BN V3
Vii Ngoc Y. (31 tudi) sau ghép tim bicu mé NMM nuoi cay thay thé cho giac
mac & thoi diém 12 thang, do xo mach ting sinh phai ghép lai 1an 2, trong to
chtrc cdt got ctia giac mac thdy ton tai ton tai tim biéu mé NMM dugc ghép

truéc d6. Tuy nhién, ching tdi thiy xut hién t6 chitc xo mach & giita tdm
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biéu M6 va nhu mé giac mac phia dudi (hinh 4.1), diéu nay dugc giai thich
¢ thé trong thoi gian hau phau, tAm biéu mo khong ap chit vao nén giac
mac nén dé bi to chirc xo mach xam 14n tir phia ngoai vao trung tdm ¢ phia
du6i cua tim biéu mo. Mot trong nhitng nguyén nhan cua hién tuong nay 1a
do chit lugng tim biéu mo nudi cdy (mirc do dai, tach dé dang khoi day

giéng nudi cay).

Hinh 4.1. Manh mo got sau ghép 12 thang
ciia BN Vé Vii Ngoc Y. (31 tudi) (H.E.x250)

1. Biéu mé NMM 2. Té chirc xo mach
4.2. V@ vi tri va kich thuéc ciia manh NMM dung cho nudi cay

Thanh cong cia quy trinh nudi tao tdm bieéu mo phu thudc nhiéu vao
chat lugng cua mau mo6 nudi cay ban dau. Do do, lva chon dugc vi tri trich

thu dé thu dugc manh mo cé nhicu t€ bao goc 1a mot budc quan trong. Viéc
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xac dinh noi cu tra cia té bao gbc biéu mé NMM gip nhiéu khé khin vi
khong c6 mdt dac diém hinh thai, giai phau dic thu nao co thé nhan dién duoc

[110],[111].

Khi nghién ctru cu trac vi thé NMM thé chung toi thay: trong khi biéu
mo ¢ niém mac vung mat trong ni€ém mac ma, cach goc miéng 2mm va vung
moi mong khong thdy c6 nha chan bi thi niém mac ving trung tim ma tho co
16p biéu mo6 kha day, duong ranh gidi véi mo lién két bén dudi ¢ cac nhu
cao. Khoang 2-3 hang té bao sat day c6 kich thudc nho, nhan 16n, biéu hién
duong tinh voi marker p63, trong d6 c¢6 nhitng té bao c6 biéu hién duong tinh
manh. P63 1 mot protein c6 mit trong nhan cua cac té bao chua biét hoa. Pic
tinh biéu hién duong tinh & mic do cao véi p63 va ty 18 nhan/bao twong 16n 1a
2 yéu té dugc xem 1 cac ddu hiéu nhan dién té bao gbc biéu mé NMM
[67],[73]. O BN, chung t6i ciing d3 nhuém hoéa mé mién dich p63 manh
NMM, két qua tuong tu cta tho, dic biét & ngudi cac nhi chan bi cao va chia
nhanh. Nhu vdy, manh mo niém mac ¢ vung gita ma c6 nhing dic diém
thich hop ding dé nudi cay vi kha ning thu duoc té bao géc ¢ ving ndy cao
hon so véi cac ving khac néu xét trén ciing mot dién tich miéng mo trich thu.
Két qua cia chang t6i phu hop véi nhiéu cong bd trén thé gidi
[67],[110],[70],[63],[112],[14],[73].

Vé kich thuéc manh mé trich tha: Voi mdi dbi twong nghién ciru, can
phai nudi tao hai tdm biéu mo, trong d6 mot tAm sir dung cho ghép tu than,
mot tAm con lai dé kiém tra cau tric. Qua nghién ctru, ching t6i thay khi nuoi
céy béng dich treo, mat do té bao nudi céy 1a 1x10%/ml, dé c6 2ml dich treo
can manh niém mac c¢6 dudng kinh 8mm. Trong tong quan cta ching toi thiy

nhiéu tac gia khi str dung phuong phap nudi ciy bang dich treo c¢é kich thudc
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manh mé trich thi nho hon, song cac tic gia ndy chi nuéi 01 giéng nudi ciy,
Nishida K. va CS. (2004) trich thi manh mé duong kinh 3mm [11], Ma D. H.
va CS. (2009) trich tht manh mé véi duong kinh 6x6mm [14].

Trong phuong phap nudi bang manh mo, chung toi phai trich thi manh
NMM c6 duong kinh 6mm dé cat nho thanh 6 manh co kich thude 1x1mm
dung dé nudi cay. DPdi voi phuong phap manh biéu mo, cac mau NMM duoc
cat thanh cidc manh c6 kich thuéce 0,5x0,5mm, va manh NMM trich thu chi
can c6 duong kinh 1a 3mm. Viéc ldy manh NMM nho s& 1am giam dau dén
cho BN va vét thuong sau trich tha mau lanh hon. Kich thudc 3mm ctia manh
NMM ciing 12 kich thuéc nho nhat ma mot so tac gia da thong bao [99],[113].
O phuong phap nudi cdy dung manh biéu mo, do manh biéu mé duogc tach
khoi mo lién két trude khi nudi cdy nén dién tiép xic cia cac té bao gbe 16p
day dugc toi da boc 19, véi cach nudi cay nay con loai duge hoan toan nguyén
bao soi khoi tim biéu mo nudi cay gitip tAm phang dep, con & phuong phap

manh mo thi nguoc lai.
4.3. Vé mdi trudng nudi cay

O giai doan dau nghién ctru ching ti sir dung mdi truong SHEMI, 1a
moi trudng dugc pha tir DMEM va Ham’s F12 ti 18 1:1 ¢6 bd sung thém FBS,
EGF, khang sinh, khang nAm. Chiing t6i d nu6i 18 mau, két qua chi c6 6 mau
moc, tit ca cac miu déu khong kin day 10ng sau 28 ngay nudi ciy, tbc do moc
rat chdm. Sau d6 ching tdi chuyén sang str dung moi trudong SHEM?2 dé nudi
cay té bao gbc bicu mé NMM. Pay 1a méi truong SHEM1 bo sung thém
insulin, hydrocortisone, triiodothyronin, isoproterenol. V&i moi trudong
SHEM?2, két qua nudi tao tim biéu mé kha tét: ti 1& moc trung binh 1a 76,74%

v6i phuong phap nudi bang manh mé, 95% & phuong phap dich treo va
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89,47% & phuong phap manh biéu mo. Sau khi di x4c dinh dugc méi truong
nudi cdy, phuong phap nudi cdy, chung t6i da nudi 30 miu biéu mé6 NMM
tho, ti 16 nudi tao thanh cong tAm biéu mo 1a 100% va trén 17 BN vdi ti 16
nudi tao thanh céng tdm biéu mo 12 90% véi thoi gian nudi ciy trung binh 1a

16-28 ngay.

Mbi truong nudi cdy 13 mot trong cac yéu td quyét dinh su thanh cong
clia qua trinh nuoi cdy, ngoai cac thanh phan co ban 1a DMEM va Ham’s F12
ti 16 1:1 con cd cac chat bd sung khac: huyét thanh, hormon, cac yéu t6 ting
truong, khang sinh va khang ndm. Mdi tac gia c6 mot cong thuc riéng cho
moi trudng nudi cay. Giai doan dau, chung toi st dung mdi truong SHEM1
dé nudi cay té bao gdc biéu mé NMM, ti 1¢ cac mau moc chi 1a 30%, cac tim
biéu mod déu khong dep. Moi truong SHEM1 1a méi trudng ching t6i da su
dung dé nuoi tao thanh cong tim biéu mo giic mac tir té bao goc ria gidc mac.
R rang rang, cung 1a biéu mod nhung yéu cdu thanh phan méi truong khac
nhau dbi véi mdi loai té bao gbc.

O méi truong SHEM2, chiing t6i sir dung moi truong SHEMI va b
sung insulin, hydrocortisone, T3, isoproterenol, cac té bao gdc bieu mé6 NMM
d3 ting sinh tao thanh tim biéu mo véi ti 18 tir 89,5%-95%. Mic du so voi
nhiéu tac gia khac trén thé gidi, moi truong SHEM?2 cua chiing t6i thiéu thanh
phan choleratoxin, tuy nhién, véi ti 18 nudi tao thanh cong tdm biéu md, chung
t61 thdy méi truong SHEM?2 sir dung tot dé nudi tao tdm biéu mo tir té bao
gbc NMM. S¢ di ching t6i c¢6 két qua nhu vay 13 do hai li do sau (1) co sir
dung FBS trong moi trudng nudi cdy, (2) ca hai chat choleratoxin va
isoproterenol duoc biét 1a cac chat lam ting CAMP cua té bao, AMP vong lai

lam tang sy phat trién cua cac cum t€ bao biéu mo khi nudi cay biéu mo tang
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& nguoi, nghién ctru cua ching to61 st dung mdi trudong thi€u choleratoxin

nhung lai c6 str dung isoproterenol.

Trong mdi truong SHEM2, thanh phan chu yéu 18 DMEM va Ham’s
F12 voi ti 18 1:1. Su két hop giita Ham’s F12 1a méi trudng giau thanh phan
va DMEM giau dinh dudng sé& tao diéu kién t6t dé nuodi dudng cac té bao
dang tiang sinh. Ngoai hai thanh phan chinh, méi truong SHEM2 dugc bd

sung mot sd thanh phan khac:

(1) Trong diéu kién nudi céy tai Viét Nam, vi¢c st dung khang sinh va
khang nam trong méi truong nudi cay té bao, dic biét 1a biéu mé6 NMM 1a can
thiét, dic biét véi cac mau nudi céy trén tho, viéc vé sinh va sat khuan khoang
miéng trudc khi 1dy mau rat kho tién hanh. Trong nghién ctru nay, ching toi
sit dung noéng d khang sinh streptomycin 100pg/ml, penicillin 100Ul/ml,
khang nam amphotericin B v&i nong d6 25ug /ml. Cac tac gia khac nhau st
dung khéang sinh & nhimg ndng do hoan toan khac nhau. Mic du gentamicin 13
mot khang sinh c6 tinh doc véi té bao cao, song Madhira S. L. va CS. (2008),
Satake Y. va CS. (2008) c6 str dung gentamicin trong thanh phan méi truong
nudi cay [26],[72]. Amphotericin B 1a chat duoc hau hét cac tac gia st dung,
tuy nhién do tinh doc nén mot sb nghién ctru khong str dung khang nam trong
moi trudng nudi cay nhu Hirayama M. nam 2012 khong nhitng khdng diing
amphotericin B va khong str dung ca penicillin khi nudi cay [20].

(2) Huyét thanh: Hién tai, huyét thanh dung chi yéu trong nudi cdy
tang sinh té bao biéu mo dé tai tao bé mat nhin ciu van 1a huyét thanh bao
thai ctia bo [114],[10],[11],[115]. Huyét thanh c6 chira cac yéu t6 tang truong
kich thich tang sinh té bao, cac hormon, céc yéu td két dinh va ¢ ché hoat

dong cua trypsin va kich thich két dinh té bao, ting d6 quanh va ting cuong
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nang luc cho h¢ dém... tuy nhién n6 chtra rat nhiéu nhirng thanh phﬁn bat loi,
kho kiém soat vé mit chat lugng cling nhu van dé lay nhiém, dic biét khi st
dung huyét thanh c6 ngudn gbc dong vat. Bé giai quyét van dé nay, cho t6i
nay, da c6 rat nhiéu nghién ctru st dung huyét thanh ty than cho két qua nudi
cdy tot. Cac tac gia khac nhau st dung huyét thanh ty than véi ndng do ciling
hoan toan khac nhau. Mot sd tac gia da thanh cong trong viéc thay thé huyét
thanh bé boi huyét thanh cta chinh BN khi nudi cdy tim biéu mé NMM d6 1a:
Nakamura T. va CS. (2006) [83], Ang L. P. va CS. (2006) [12]. Priya C. G.
va CS. (2011). Satake Y. va CS. (2011) [18]. Hirayama M. va CS. (2012) cho
két qua nudi cay tot [20].

Ho6i chimg LSCD rat thuong gip trong hoi ching Stevens-Jonhson
[29],[43],[44], c6 mot van dé dang lo ngai d6 1a: & nhitng BN bi Stevens-
Johnson, nong d6 Fas ligand dang hoa tan (sFasL) trong mau cao & giai doan
dau bi bénh, day 1a chat c6 thé dong vai tro hét siic quan trong gy ra viéc
chét theo chuong trinh cua cac té bao biéu mé va co ché bénh hoc cua hoi
chtng nay [116]. Vi vy, néu sir dung huyét thanh ty than cia cac BN nay sé
gy hién tugng chét theo chuong trinh cua té bao tai chinh tim biéu mé nubi
cdy. Tuy vay, tac gia Ang L. P. va CS. (2006) di so sanh chat lugng cua tim
biéu mé6 NMM duoc nudi cay bang moi truong huyét thanh ty than voi nong
do 5% cua 10 truong hop (7 BN bi Stevens-Johnson va 3 BN bi LSCD do céac
nguyén nhan khac) va moi trudng co huyét thanh bao thai bo, két qua 1a tim
biéu mo6 nuodi bang hai méi trudng khac nhau nhung c6 hinh thai giéng nhau
va giéng véi biéu md gidc mac binh thudng, déu hinh thanh céc protein lién
quan t6i mang day va thé ban lién két bao gém intergrins a6 va p4, gop phan

dam bao tinh toan ven cho manh ghép [12].
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Nakamura T. va CS. (2006) nghién ctru nudi ciy té bao trén 09 BN sir
dung huyét thanh tu than [83], Priya C. G. va CS. (2011) str dung huyét thanh
tu than cua BN voi n@)ng dd 10% va su dung thém penicillin 100Ul/ml,
streptomycin  100mg/ml, insulin 10pg/ml, EGF tai t6 hop 10ng/ml,
hydrocortisone 0,5mg/ml, T; 2 nmol/l, isoproterenol 1mmol/ml [67], Satake
Y. va CS. (2011) st dung & nong do 4% huyét thanh tu than va penicillin/
streptomycin 50UI/ml, insulin 5pug/ml, choleratoxin 0,1nmol/l, EGF tai t6 hop
10ng/ml [18]. Hirayama M. va CS. (2012) sir dung huyét thanh ty than voi
néng do 4%, va bd sung thém vao moi truong nudi cdy 100 ug/ml
streptomycin, insulin 10pg/ml, hydrocortisone 0,5mg/ml, triiodothyronin

2nmol/ml [20].

Bén canh viéc sir dung huyét thanh tu than dé mong mudn loai bo cac
thanh phan c6 ngudn gbc dong vat khoi thanh phan nudi cdy, huyét thanh
nguoi c6 nhéom mau AB ciing duogc sir dung. Nghién ctru khi nudi cdy té bao
biéu mo thay thé bé mit nhan cau, tac gia Zakaria N. va CS. (2014) di so sanh
hai loai mdi trudng nudi cly CNT20 duge bo sung 1% huyét thanh nguoi
nhoém mau AB va SHEM c6 sir dung huyét thanh bao thai ctia bo véi ndng do
5% cho két ludn méi truong st dung huyét thanh ngudi thay thé cho huyét
thanh dong vat la kha thi [6].

Pé giai quyét cac bat loi do huyét thanh trong méi truong nudi ciy gay
ra, moi trudng khong huyét thanh 1a mot lua chon trong nhiéu nghién ctru, tuy
nhién dé 4p dung rong rai loai méi trudng ndy can cd nhiéu nghién ctru Sau
hon va hién tai gia thanh cia moi trudng kha cao [80],[84]. R4 rang rang, viéc

str dung moi trudng ¢ huyét thanh cho két qua tét hon khi khong c6 no trong
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nudi cdy. Trong diéu kién thyc tai & Viét Nam va trong nghién ciru ctia chiing
t6i c¢6 st dung huyét thanh bao thai ctia bd ¢ ndng d6 10%.

(3) Cac thanh phan khac: Cac hormon insulin, triiodothyronin, EGF,
hydrocortisone, isoproterenol, choleratoxin ciing dugc hau hét cac tac gia trén
thé gi6i sir dung khi nuéi cay té bao biéu mé6 NMM véi cac nong do khac
nhau. Trong nghién ctru cta chung t6i ¢6 str dung insulin v6i ndng d6 Spg/ml,
hydrocortisone 0,5ug/ml, isoproterenol 0,25ug/ml, T3 1,3ng/ml, EGF
10ng/ml.

4.4. V& phuong phap nubi ciy

4.4.1. Phwong phdp nuéi cdy bang mdnh mé

Sau khi trich thu dugc manh NMM, chung t6i cit thanh cac manh nho
I1x1mm, G cac manh nay voi dispase trong thoi gian 5 phuat. Dispase cé tac
dung huy mét sd thanh phan protein nhu fibronectin, collagen IV... s& 1am
long 1éo lién két biéu md va mod nén phia dudi. Tuy nhién, khi sir dung
phuong phéap nay, trir cac té bao & chu vi manh mé dugce dan vao mang i s&
dé bo lan, cac té bao khac bi han ché boi mo dém dé co thé tiép xtc véi nén
nudi cy.

Ba ngay sau khi nudi cdy, cac té bao tir manh mé d3 ting sinh bo lan ra
xung quanh, co té bao tron xen 1an vdi cac té bao hinh sao, hinh thoi. Sau
16-28 ngay nudi cdy, tim biéu mo nudi cdy da co tir 4-6 hang té bao. Bé mat
tam biéu mo khong bang phang, c6 cac gd ndi 1én. Khi cit doc tAm biéu mo,
trong cac go nay la nguyén bao soi. Theo ching t6i, hién tugng trén la do bén
dudi 16p biéu md cia NMM 14 16p md lién két 1ong 1éo, c6 d6 dan hodi va

mém déo hon so véi mod lién két & cac vung khac. Vi vay, khi cat got mau
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bang tay khong thé loai bo hoan toan duogc 16p mé lién két nay. Trong diéu
ki€n moi truong thuan loi, nhiing nguyén bao sgi trong mo lién két con sot lai
d3 tang sinh, thim chi & mot s6 mau nudi cdy ching con chiém uu thé hon so
v6i té bao biu mo. Bé mit tAm biéu mo khong bang phing s& anh huong
t6i hiéu qua néu ghép lai cho BN. Hon nita, sy ¢ mit ctia cac nguyén bao
soi 1a diéu kién thuan logi cho t6 chic xo mach bo vao giac mac, theo
Atiyeh va CS. (2007) nguyén bao soi ché tiét ra nhiéu chat trong d6 c6
fibronectin c6 kha nang hoa hudéng dong cac nguyén bao soi ¢ vung lan can

di chuyén t6i gan n6 [117].

Khi nuoi cay tam biéu md gidc mac tur t€ bao goc vung ria gidc mac
trong cac dé tai trude, chung té1 cling nudi bang phuong phap manh mo

nhung khong thay hién tuong nay xay ra.

Thém bang chimg cho hién tuong nay, trong nghién ctru cia Kanayama
S. va CS. (2007) trén tAm biéu md giac mac va NMM nudi cdy dé xac dinh
cac yéu td gy ra hién tuong két mac héa sau ghép tdm biéu mo gidc mac,
dich nudi cdy duoc thu hoach ¢ cac thoi diém khac nhau, protein FGF2 va
VEGF (vascular endothelial growth factor-yéu t6 phat trién néi mé mach
méu), TGFP1 (transforming growth factor p1-yéu té phat trién chuyén dang),
va angiopoietin duoc phan tich bang ky thuat ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay), thém nita, mRNA cila cac san pham FGF2 va VEGF
dugc xac dinh bang RT-PCR thiy rang: tim biéu mé NMM nudi cdy ché tiét
nhiéu FGF, mRNA cua FGF ciing cao hon mdt cach c6 ¥ nghia thong ké hon
tam biéu md gidc mac nudi cdy. Diéu niy da khang dinh, chinh FGF2 la
nguyén nhan dan t6i hién tuong tan mach va két mac hoa gidc mac xay ra &

tam biéu m6 NMM nudi cady ma doéi véi tam bi€u mod nuoi cay tur t€ bao goc
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vling ria giac mac khong xay ra. Tac gia nay ciing dua ra gia thuyét rang
FGF2 duoc tong hop, giai phong va tich liiy & chit nén ngoai bao, sau do
n6 lai dugc giai phong xudng chat nén giac mac phia duéi sau khi ghép
[118]. FGF c¢6 kha ning kich thich su gia ting ctia nhiéu té bao khac: nhu
nguyén bao soi, té bao ndi md mach mau, tang cuong léng dong cac chat

nén ngoai bao.

Tir tat ca céac 1y do trén, nén mic du phuong phap nudi ciy bang manh
m6 NMM don gian va ciing dugc nhiéu tac gia trén thé gidi str dung, nhung

sau khi nuéi 30 mau chiing t6i khong sir dung phuong phéap nay nira.

Vay, d6i voi NMM, phuong phap nudi cdy duoc wu tién hon d6 1a nudi
bang dich treo hodc manh biéu mé (khéng chira mé lién két phia dudi) dé

tranh sy di cu cta té bao soi vao tAm biéu mo nudi céy.
4.4.2. Phirong phdp nuéi bang dich treo

Khi xtr 1y tao dich treo té bao va manh biéu mo, ching t6i ding enzyme
dispase, day la mét Iya chon thuong quy khi Xt Iy manh moé vung ria cling
nhu manh mé6 NMM dé nudi cay [4],[119],[72]. Pé c6 dugc dich treo té bao
v6i mat do 1x10° té bao/ml, chiing t6i cat manh NMM vira trich tha thanh céc
manh nho kich thudce 0,5x0,5mm. U cac manh nay voi dispase 1,2UI ¢ nhiét
d6 37°C trong thoi gian 45-60 phit. Dispase c6 tac dung 1am tan rd thanh
phan collagen ctia mang day, nho d6 16p té bao biéu méd duoc tach roi ra khoi

mo dém (hinh 4.2).
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Hinh 4.2. Lép biéu mé sau khi béc tach (H.E.x250)

—» Té bao I6p ddy

Kiém tra cdu tric cia md nén sau boc tach 16p biéu mé thiy: toan bd
16p biéu md di duoc 16t bo, khong con té bao biéu md nio sot lai trén bé mit
md nén. Cau trac mod nén con lai 1a mo lién két thuwa. Pong thoi, trong 16p
biéu mo dugce boc ra ciing khong thiy cé mit cac té bao cua mo lién két. Nhu
vay, hi€u qua cua viéc U manh mo véi dispase 1a da loai bé dugc hoan toan
mo lién két khoi 16p biéu mo, va quan trong hon ca do 13 tit ca cac té bao &
16p day cua biéu mé ciing dugc tach theo 16p biéu mo.

O budc tiép theo, ching t6i str dung hdn hop enzyme trypsin-EDTA dé
li giai 16p té bao biéu md thanh nhiing té bao riéng ré sau d6 nao 1ay nhirng té
bao 16p day. Kiém tra ciu tric vi thé cta phan con lai cua 16p biéu mo thay
rang toan bo té bao & cac 16p sat day da duoc 14y vao trong dich treo nudi ciy
(hinh 4.3).
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Hinh 4.3. Lép biéu mé sau khi nao lay l6p day (H.E.x500).

Nhu vay, véi k¥ thuat xir 1y tao dich treo cac té bao dau dong c6 mat &
cac 10p sat day déu da duoc tan dung triét dé. Bi v6i phuong phap nudi tao
tdm biéu mé NMM bﬁng dich treo, tAm biéu mé nuoi céy khi nhuém K3 duoc
thé hién & bao twong cia cac té bao 16p trén day. Piéu ching to ngudn gdc
cta cac té bao ¢ tAm nay khong phai nguyén bao soi ma 13 té bao dong biéu
md. Két luan nay cia ching t6i ciing pht hop véi két luan ciia mot s tac gia
khac trén thé giéi nhu Ma D. H. va CS. (2009) [14], Nakamura T. va CS.
(2003) [2], Hayashida Y. va CS. (2005) [73].

Mic du phwong phap dich treo cho ti 16 moc 95% 1a cao nhét trong 3
phuong phap nudi cay khac nhau trong nghién ctru ctia chiing tdi, cao hon 2
phuong phap manh mé va manh biéu mé (lan luot 14 76,47 va 89,47%), tuy
nhién su khac biét nay khong c6 ¥ nghia théng ké. Hau hét cac tac gia khi
nudi cdy tim biéu mo ching t6i tong quan duoc ciing stt dung phuong phap
dich treo. Trong 28 nghién ctru vé nudi tao tAm biéu mé niém mac miéng ap

dung trén nguoi ma chung t6i tong quan duoc cé téi 23 nghién ciru sir dung
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phuong phap dich treo bao gdm cac tac gia Sotozono C. va CS. (2014) [75],
Sotozono C. va CS. (2013) [22], Hirayama M. va CS. (2012) [20], Chen H. va
CS. (2012) [64], Burillon C. va CS. (2012) [21], Takeda K. va CS. (2011)
[19], Priya C. va CS. (2011) [67], Satake Y. va CS. (2011) [18], Nakamura T.
va CS. (2011) [17], Ma D. H. va CS. (2009) [14], Chen H. va CS. (2009) [16],
Satake Y. va CS. (2008) [72], Nakamura T. va CS. (2007) [120], Inatomi T.
va CS. (2006) [13], Inatomi T. va CS. (2006) [63], Ang L. P. va CS. (2006)
[12], Nishida K. va CS. (2004) [11], Nakamura T. va CS. (2004) [10],
Ilmarinen T. va CS. (2013) [74], Hashemi H. va CS. (2009) [66], Hayashida
Y. va CS. (2005) [73], Kocaba V. va CS. (2014) [24], Shimazaki J. va CS.
[60]. Con lai chi ¢6 4 nghién ctru str dung phuong phap manh mé: Madhira S.
L. va CS. (2008) [26], Sen S. va CS. (2011) [68], Gaddipati S. va CS. (2013)
[121]. Krishnan K. va CS. (2010) [65] va 1 nghién ctru sir dung ca hai phuong
phap: Kolli S. va CS. (2014) [25].

Tuy nhién, trong qua trinh nghién ciru, ching toi thiy day 1a phuong
phap kha phtic tap, doi hoi nhiéu budc xir Iy manh mé qua céc loai enzyme
khac nhau véi thoi gian khac nhau s& anh hudong t6i chat lugng té bao nudi
cdy, phai st dung nhiéu moi trudng va trang thiét bi phirc tap. Ching t6i cling
chua tong quan thay tac gia ndo trén thé gi6i st dung phuong phap manh biéu
mo, d6 1a phuong phap phdi hop wu diém cta phuong phap dich treo (loai bo
dugc nguyén bao soi ra khoi dich nudi cdy) va phuong phap manh mé (don
gian va khong phai sir dung nguyén bao soi chudt 3T3), vira khic phuc dugc
yéu diém 16n nhét cua hai phuong phap nay dé 1a st dung nguyén bao soi
chudt & phuong phap dich treo va sy xam nhap ctia nguyén bao sg¢i ty than
vao tdm biéu mo nudi cdy & phuwong phap manh mé. Phuong phap nudi bang

manh bi€u moé cua ching t61 dugc nghién ctru vira tan dung dugc uu diém lai
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khic phuc dugce yéu diém cua cua hai phuong phap nudi cdy co ban trén thé

gidi dang ap dung.
4.4.3. Phwong phdp nuéi bang méinh biéu mé

So sanh hi¢u qua ctia nuoi bﬁng k¥ thuat tao dich treo va k¥ thuat nuodi
manh biéu mé théy rﬁng: ty 1€ moc, tdc dd moc va cau trac vi thé cta hai tAm
biéu m6 hau nhu la tuong dé)ng v6i nhau. Su khac biét vé ti 1é nudi tao thanh
cong tim biéu mé NMM & nhu nhau & ca ba phuong phap manh mé, dich
treo va manh biéu mé boc (1an luot 13 76,47%, 95% va 89,47%), phuwong phap
manh biéu mo co ti 1 nudi tao thanh cong thép hon dich treo, nhung su khac
biét nay khong c6 ¥ nghia théng ké. Nhu vy, danh gid mot cach toan dién, ky
thuat xtr Iy tao manh biéu mé thé hién c6 nhiéu wu diém ndi bat hon so véi ky
thuat xtr 1y tao dich treo bdi cac 1y do: giam kich thudc ciia mau mo can cho
nudi ciy, rit ngan thoi gian xir Iy mau va giam thiéu thoi gian tiép xtic cua té
bao nudi cay voi enzyme trypsin-EDTA s& l1am tang kha nang song sot cia té
bao nudi cdy, giam thiéu trang thiét bi ctia phong lab. nhu may li tim lanh va
nhiéu dung cu vat tu tiéu hao khac va mot 1y do nita ching toi cho ring c6
lién quan téi hiéu qua ting sinh cta té bao d6 1a su duy tri duoc mdi lién hé
giita té bao-té bao.

Bén canh d6 khi nudi cdy manh biéu mé ching t6i ¢ sir dung 16p té
bao nuéi 1a nguyén bao soi duoc ldy tir chinh miu mé do, diéu nay da tao ra
diéu kién nudi cdy gan gidng voi moi trudng sinh 1y cua té bao nhat, cac té
bao biéu md c6 thé van nhan duge cac tin hiéu tir cac té bao trong mo dém
ban dau. Trong khi d6, véi k¥ thuat nudi dich treo, hién nay hau hét cac tac
gia van st dung 16p té bao nudi 3T3 ldy tir chudt mic du da co nhitng bang
chtmg vé su tich hop cac protein cia chudt vao cac té bao nudi cay. Nghién
ctru cia Martin MJ. (2005) cho thay khi té bao gbc phdi ngudi nudi cdy cing

v6i moi truong c6 huyét thanh dong vat va nguyén bao soi chudt (ca hai
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ngudn ndy déu co chua acid sialic dong vat c6 tén N-Glycolylneuraminic
acid-Neu5Gc 1a chit ma té bao loai ngudi khong thé tong hop dugc do bi dot
bién gen tong hop trong qua trinh tién hoa) chat nay duoc tich hop vio trong
té bao nguoi khi nudi cdy trén nén 3T3. O ngudi khoe manh, thong thudng
trong mau s& c6 khang thé khang Neu5Gc, chinh diéu nay lam ting nguy co
that bai sau ghép té bao nudi cdy [79]. Co ché tich hop vao té bao nguoi cia
Neu5Gc ciing d3 duoc nghién ciru ki [122]. Két qua nghién ctru cua chung
t6i cho thay nudi cdy sir dung nguyén bao soi tu than cho ti 16 moc cao hon
khi khong st dung 16p nay (89,47% so v&i 81,48%). Nudi cdy co sir dung
3T3 chudt cho ti 1€ moc cao hon khi khong sir dung nguyén bao s¢1 véi
p<0,05 (100% so v&i 81,48%). Vay, st dung nguyén bao soi tu than co thé

ap dung dugc.

Theo tong quan, chua c6 nhém nghién ctru nao trén thé gidi st dung k¥
thuat xir Iy tao manh biéu mé giéng nhu chung t6i. Theo chung toi, day 1a mot
k¥ thuat hoan toan méi, thé hién tt ca cac loi thé hon cac phuong phap nudi
cdy tdm biéu mdé NMM hién nay trén thé giéi dang ap dung: (1) kich thudc
manh md trich tha nho, (2) quy trinh nudi cay don gian, (3) st dung nguyén
bao soi tu than lam nén nudi céy, (4) tdm biéu mo thu dugce vé hinh thai rat

dep, manh ghép tot.
4.5. Vé chat lwgng tim biéu mo nudi cay.

Sau 16- 28 ngay nudi ciy trong tu 37°C, 5% CO,, chung t6i thu duoc
tam biéu mo6 nudi tao tir t& bao gbc NMM. Tam biéu md 13 biéu mo lat ting
khong simg hoéa gom 4-5 hang té bao, hang trén cing det va van con nhan.
Trén tiéu ban nhudm giemsa ¢ trudc giai doan cho biéu mé tiép xtc voi
khong khi (giai doan cac té bao phu kin day giéng nuéi cdy) thay hinh anh cac
té bao co kich thudc nho, ti 1& nhan/bao tuong 16n (hinh 4.4). V& mat hinh
thai, ddy duogc cho 1a nhiing té bao con non theo nghién ctru clia mot sb tac
gia Izumi K. va CS. (2007), Priya C. G. va CS. (2011).
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Theo Izumi K. (2007), dudng kinh trung binh cta té bao dugc quy vao
3 loai: 16n, nhé va trung binh, lan lwot la: 61+2,7um, 46,3+1,7um,
33,9+0,9um, cac nhom té bao nay dugc xac dinh B1 integrin, yéu td phién ma
trong nhan va PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor gama) va
danh gia tinh trang phan chia cta té bao, két qua cho thiy nhitng té bao c6
kich thudc nho c6 kha ning tao nhimg cum té bao kich thudc 16n hon va thoi

gian ting sinh dai hon so v&i té bao thudc nhom trung binh va 16n [88].

Priya C. G. va CS. (2011) st dung kinh hién vi dong tiéu cu va laser
quét danh gia hinh dang té bao va dinh luong p63, danh gia kém véi cac
phuong phép xac dinh t& bao gbc khac nhu test tao cum, xac dinh cx43,
Melanoma-associated sulfate proteoglycan va danh gia hiéu qua sau cay ghép
d3 dua ra két luan: Ti 1é nhan/bao twong té bao 1a chi sd phan anh tinh gbc cua
té bao [67].

v

.
L oV B

Hinh 4.4. TAm biéu mé6 NMM nudi cdy ngay 16 (Giemsax500)

1. Bdm té bao goc
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O muc d6 siéu vi, trén bé mit cac té bao ¢ nhitng vi nhung mao ngan
chia nhanh. Cac té bao lién két chit ché v6i nhau bang cac mong bao tuong
dai va cac thé lién két. Cac té bao 10p day gan chit véi mang 6i bang cac thé
ban lién két. Trong bao tuwong ctia cac té bao 16p dudi, cac bao quan nhu ludi
ndi bao, ti thé, bd Golgi phong phi. Két qua nhudém hod mé mién dich tim
biéu mdé NMM nudi cay cho thdy: cac t& bao cia tim biéu mo co nhan bat
mau nau sam, dic biét 1a cac té bao 16p day khi nhudm phat hién p63; cac té
bao 16p trén thé hién yéu khi nhuém K3-K12, ciu trac cta tim biéu mé6 NMM
clia chung toi gidng véi cdu tric ciia biéu mo trude gidc mac binh thudng va
tam biéu mo giac mac nudi ciy (hinh 4.5) va ciing dugc nhiéu tac gia trén thé

gidi mo ta [123], [26], [30], [124], [2], [90].

Hinh 4.5. Tam biéu mé gidc mac nuéi cay (TEM)

2. Vinhungmao 2. Cdu bao twong
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Céc tdm biéu m6 ma ching toi nudi cdy dugc da ghép lai trén thuc
nghiém cho thé va cho BN bi hdi chimg suy giam té bao gbc ving ria ca hai
mat v6i két qua kha tét. Van dé quan trong 13 sy ton tai cia manh ghép vé lau
dai thé nao? Trén thuc nghiém, chung toi da theo doi tho duge ghép tAm biéu
m6 NMM nudi cdy lau nhat 1a 180 ngay, tim biéu mo sdng va ap sat vao mod
nén giac mac. O manh got bé mit giac mac cua BN V3 Vii Ngoc Y. (31 tudi)
sau ghép tim biéu md NMM nudi cay duoc 12 thang, ching t6i van thdy mot
phan cta tim biéu mo ton tai. Trén thé gidi cling c6 nhitng bang chung vé sy
ton tai lau dai ciia tAm biéu mo sau ghép trén BN. Nghién ciru ctia Kocaba V.
va CS. (2014) cho thay: khi nhuém héa mé mién dich cia 4 tim/tong sd 9 BN
sau ghép 01 nam thdy CK6 thé hién & cac 16p trén ddy cua tdm biéu mo got
(day 13 marker biét hoa cua té bao biéu mé NMM, marker nay khong thay thé
hién & giac mac binh thuong). Diéu nay ching t6 ngudn gdc ciia biéu mo sau
ghép 14 tir cac té bao gdc ctia thm biéu mé NMM cdy ghép, khong phai tir gic
mac ctia chinh BN. Khi nhudém p63 cac manh got nay thiy tat ca cac té bao
16p day bat nhudm voi p63, chimg to kha ning tai sinh caa manh ghép [24].
Téc gia Sangwan V. S. va CS. (2014) da nhuém P.A.S. tdm biéu mo got
khong théy su cO mat cua té bao tiét nhay, khi nhuom hdéa moé mién dich phat
hién K3/K12 théy duong tinh, nhung khi nhuém K12 (dac hiéu cho giac mac)
thi khong thay thé hién trong bao twong ciia té bao, nhuém K14 ciing khong
thay su thé hién (dic hiéu cho két mac), diéu nay ciing chimg t6 ngudn gbc

ctia tim biéu mo & ddy khong phai két mac va giac mac ma la NMM [23].

Trong phuong phap nhuoém P.A.S. dé phat hién carbonhydrat, mucin va
glycoprotein, chiing t61 sit dung phuong phdp Periodic Acid-Schiff, day la
phuong phap thong thuong va sir dung rong rdi nhat trong cac phuong phép
dé x4c dinh mucin. Tuy nhién, trong nghién ctru ndy, chung toi chi thiy ¢ tim

biéu m6é NMM nudi cay chu yéu la sy ton tai rai rac ciia cdc dam hat glycogen
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nam tap trung dat vé mot phia cua té bao, khong thdy su xuét hién cia cu
trdc cia cac hat nhay dién hinh (nhung khong thé loai trir sy ¢ mat cla céac
hat nay). Su ché tiét mucin 1, 4, 16 duogc tim théy O trong tdm biéu mé6 NMM
nudi ciy ctia Krisnan S. va CS. (2010) khi sir dung k¥ thuat RT-PCR tir san
phém RNA ctia mau nudi céy, cac loai mucin nay dam bao cho su am udt va

khoe manh ctia bé mit nhin cau khi ghép tim biéu mé NMM nubi cdy [65].

Trong nghién ctu cua ching t6i, khi st dung phuong phidp nhudm
P.A.S. khong thdy c4c té bao hinh dai tiét nhay, két luan nay ciing phu hop
vo1 nghién clru cua tac gia Chen H.C. va CS. (2009) khi phat hién MUC5AC
bang phuong phap nhuém héa mé mién dich, day 1a loai mucin lién quan toi
cdu tric cua té bao hinh dai tiét nhay, marker nay am tinh & cac mau biéu mo
NMM nudi cdy [16]. Vay tdm biéu mé nudi cay trong nghién ciru cuia ching

t61 hoan toan phu hop cho viée thay thé giac mac.

4.6. Van dé ton tai cin nghién ctru tiép dé hoan thién quy trinh nuéi cay

tAm biéu mé NMM

Pé giam thiéu t6i da sy tiép xtGic voi cac san phdm cua dong vat, trong
quy trinh thu hoach tim biéu mo chiing toi da rira sach moi trudng co huyét
thanh béng DMEM:Ham’s F12 véi ti 1é 1:1. Sau d6 tdm biéu md duogc gitr
trong moi truong khong huyét thanh bao thai ciia bo va chuyén toi phong

phau thuat trong diéu kién v6 khuan ¢ 37°C.

Str dung nguyén bao soi tu than trong nudi cdy tim biéu mé theo ching
t6i 1a mot phwong phap ¢ wu diém hon so véi st dung 3T3 chudt. Tuy nhién,
trong qua trinh 13y tim biéu mo ra khoi 16ng nudi cdy doi khi gap kho khan

trong viéc boc tach tim biéu mo khoi dy l1ong.

Khi nghién ctru trén nguoi, tong s6 1an tién hanh sinh thiét NMM la 26,

do c6 4 1an nudi cay té bao biéu moé khong moc hodc moc rit thuwa khong
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dung dé ghép dugc hodc c6 chi dinh phau thuat thém nén phai sinh thiét dé
nudi cdy lan 2. Nhu vay, c6 22 1an nudi cdy moc thanh tdm biéu mo hoan
chinh, phu kin day giéng sau 16-28 ngay nudi cay trén nén mang 6i. Ching
t6i da tién hanh dugc 22 phau thuat ghép tAm biéu moé cho BN. O 22 ca nay
chung t6i déu c6 1 tim dung dé ghép cho BN va 1 tim dung dé 1am tiéu ban
mo hoc. Trén ti€u ban nhudom Giemsa théy cac t& bao biéu mé co6 hinh da
dién, kich thuéc déu nhau, lién két v6i nhau chit ché va hinh thai t€ bao hoan
toan binh thuong. Trén tiéu ban cat dimg doc qua tAm biéu mo va nhuém H.E.
thay rd tim biéu mo gom 3 dén 4 hang té bao, lién két v4i nhau chit ché.
Trong khi tach tam biéu mo khoi day 1ong nudi cdy, mot sb tim dinh day 16ng
nhiéu nén lam mat 16p biéu mo timg dam nho (2-4mm) va 4 tim rach trong

khi tach.

O BN Nguyén Hiru L. (27 tudi), trong hai giéng nudi cdy thanh cong,
sau boc tach thir chi c6 01 giéng thuan loi cho cdy ghép tré lai cho BN, con
01 tAm rat kho boc khoi day 16ng nudi ciy, tim nay dugc cb dinh va cit
nhudém H.E. cho két qua: nguyén bao soi dd phat trién va bam ¢ dudi day 1ong

nudi cay (hinh 4.6).
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Hinh 4.6. TAm biéu mé NMM nudi cdy 18 ngay
ciia BN Nguyén Hiru L. 27 tuéi (H.E.x500)

1. Lop nguyén bao soi  2.Mang 6i  3.Tam biéu moé nudi cay

BN Lé Vian N, 16 tudi trong 02 giéng nudi cay thanh cong c6 01 giéng
qua trinh boc tach d& va 01 tdm boc tach kho, ca hai tim biéu mo trén mang Oi
cung day 1ong nudi cdy dugc nhudém giemsa quan sat bé mit két qua nhu sau:
& tam biéu md boc tach dé& dang, nhin tir mat ddy 16ng nudi cdy thay toan bo
biéu m6 NMM moc phia trén mang 6i, khong thay xuat hién nguyén bao soi
bam phia dudi day 16ng (hinh 4.7). O giéng kho boc tach, nhin tir day giéng
nudi cy thay xuét hién cac nguyén bao soi bam vao day 10ng nudi cay (hinh
4.8). Hién tuwong nay chung toi chua thay tac gia ndo mo ta. Pay 1a van dé ton

tai can nghién cuu tiép dé hoan thién quy trinh nudi cay.
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S

-

Hinh 4.7. TAm bleu mo NMM nudi cdy 21 ngay ciia BN Leé Vﬁn N. 16 tuoi
(dé& boc) (glemsaxlooo)
1 Cdc 16 nhé cua Zong nudi cay 2 T e bao bzeu mo

Hinh 4.8. TAm biéu mb NMM nudi cdy 21 ngay ciia BN Lé Van N. 16
tudi (kho boc) (giemsax250)
1. Nguyén bdo spi 2. Té bdo biéu mé
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Theo nhén dinh ctia chung t6i, c6 thé trong qua trinh nudi cdy manh
mo nén dung cho viéc tao ra 16p nguyén bao soi c6 kich thudc qué 1on da
tiép xtic v4i day 1ong nudi cdy nén tao diéu kién cho nguyén bao soi phat
trién, thong qua céac 16 mang c6 dudng kinh 13 0,4pum da tao duoc moi lién
hé gitra té bao soi nay va mang i lam cho qua trinh boc tach gip kho khan.
Dé han ché van dé nay, theo chung t6i, manh mé nén tao 16p nguyén bao
soi can phai giam kich thudc va khi nguyén bao s¢i phu kin khoang 2/3
dién tich day 16ng nudi cdy (khoang ngay thir 8 hodc 9) s& nhic bo manh

mo ra khoi day giéng nudi cay.
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KET LUAN

Qua nghién ctru thuc nghiém trén thé va thir nghiém trén BN, ching t6i

c6 két luan nhu sau:

1. Pa xac dinh dwoec vi tri, kich thwéec manh NMM va méi trwong dung
dé nudi cay:
- Vi trf sinh thiét manh NMM ding nuéi cy tim biéu mé 1a ving trung tim
ma, manh NMM c6 dudng kinh 3mm da dé nudi tao hai tim biéu mo.
- Mbi truong nudi cdy tdm biéu mé NMM: Mbi truong SHEM?2: phéi hop
DMEM/Ham’s F12 ti 1& 1:1, bd sung thém céc yéu t6 khac: EGF,

insulin, hydrocortisone, isoproterenol, FBS, T3, khang sinh, khang nam.

2. Xéac dinh dwoc phwong phiap méi nudi tao tim biéu mé NMM: quy
trinh nuoi tao tim biéu mo bang phuong phap manh biéu mo, sir dung
16p té bao nudi 1a nguyén bao soi tu than (cac bude tién hanh xem trong

phan phu lyc).
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KHUYEN NGHI

(1) Can c¢6 nhitng nghién ctru tiép theo dé hoan thién quy trinh thu hoach
tdm biéu m6 NMM.

(2) Can c6 nhitng nghién ctru sau hon nita v& moi truong nudi cay dé loai
trir hoan toan cc san pham cta dong vat khoi moi trudng nudi ciy st
dung trén nguoi.

(3) Can c6 nhiing theo ddi dai hon va quy mo hon dé danh gia chat lugng

tam biéu mo nuoi cay sau cay ghép.
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PHU LUC

1. Hinh anh sinh thiét gidc mac thé sau ghép ¢ cac thoi diém

-




Giac mac tho sau ghép tim biéu mé NMM 15 ngay két qua tot (x100)

Giac mac thé sau ghép tAm biéu mé NMM 30 ngay két qua tét (x250)

1. Bieu mé 2. Nhu mo gidac mac

Giac mac thé sau ghép tAm biéu mé NMM 60 ngay két qua tot (x250)



2. Hinh anh mit ciia BN sau phiu thuit ghép tim biéu mé NMM ty than

e

Mit BN Pham Ngoc T. Trudée va sau md 2 nim (két qua tot)

3. Quy trinh nudi ciy tdm biéu mé NMM
(i)  ldy manh NMM mit trong ving giita ma c6 duong kinh 3mm;
(i)  cat manh NMM nay thanh cdc manh nhé c6 kich thuée 0,5mmx0,5mm;

(iii) @ manh NMM d3 cit nho trong dung dich dispase II 1,2 UI/ml & nhiét
d6 37°C trong moéi trudng chira 5% CO, tir 45 dén 60 phut;

(iv) rra bang moéi truong SHEM2 (Supplemental Hormonal Epithelial
Medium — méi trudng nudi cay biéu mo c6 bo sung hormone) dé 1am
dung tac dong cua dispase I1;

(v)  boc tach biéu mo khoi mo lién két;

(vi) ngdm biéu md va mo lién két trong dung dich Trypsin — EDTA 0,05%
trong PBS trong thoi gian 30 giay;

(vii) rtra biéu mo va mo lién két hai 1an bang méi truong SHEM2;



(viii)

(ix)

(x)

(xi)

(xii)

(xiii)

(xiv)

(xiv)

dat manh biéu mo 1én 16ng nudi cay da dugc cang mang 61, 16ng nuoi
cay c6 mat day duoc lam bang mang phan cach c6 cd 10 sao cho céc té
bao trong manh mo lién két khong theé vugt qua;

dat manh mo lién két vao giéng nuoi cay thir hai véi ty 1€ 3 manh biéu
mo/2 manh mo lién keét;

dat 16ng nudi cay trong giéng nudi cdy sao cho mat ddy cua n6 nam

trong mdi truong nudi cay;

nho 1ml méi trudng SHEM?2 vao 1ong nudi cay va 1,5ml méi truong
SHEMZ2 vao giéng nudi cay va thay moi truong 2 ngay mot lan;

tién hanh nudi cdy cho dén khi nguyén bao soi trong mé lién két phu
2/3 giéng thi loai bd manh mo lién két;

tiép tuc nudi cay cho dén khi té bao gdc trong manh biéu mé ting
sinh tao thanh mot 16p biéu mo trén bé mat mang di thi loai bé manh
bicu mo;

tién hanh tao tdng cho 16p biéu mé cho dén khi biéu mo phat trién dén
d6 day gdm tir 4 dén 5 hang té bao;

lay tam bi€u mo6 da duoc tao tang ra khéi 1ong nuoi cay.



