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XAY DUNG QUY TRINH TAO TAM NGUYEN BAO SOI NGUOI

Trdn Céng Toai ; T6 Minh Quan”™

TOM TAT

Cac tac gia sir dung fibrin tr huyét thanh ngwdi lam scaffold dé phat trién vat liéu thay thé trung
bi. Nguyén bao sgi ngwdi nudi cly téi 1an ciy chuyén tht 2. D& hinh thanh tAm nguyén bao soi,
nguyén bao soi ngwdi huyén phu trong keo fibrin, thém CaCl, dé tao thanh tdm nguyén bao soi.
Kiém tra mé hoc HE tAm nguyén bao soi & cac ngay 8, 13, 15, 18. Ngoai ra, con nudi nguyén bao
soi trén bé mat tAm fibrin d& chirng minh kha nang lam gia thé nudi cay té bao.

* T khéa: Nguyén bao soi; Keo fibrin; TAm trung bi.

CREATION OF HUMAN FIBROBLASTS

Tran Cong Toai; To Minh Quan
SUMMARY

The aim of this study was to develop a new method to create dermal graft composite for the
treatment of various skin defects. We utilized human plasma derived fibrin as the scaffold for the
development of a living human dermal equivalent: fibrin - fibroblast (B - FF). Skin cells were cultured
to passage 2. For B - FF formation, human fibroblasts were suspensed in human fibrin matrix and
add CaCl, to solution for making dermal sheet. Dermal sheet were tested with HE staining on 8™,
13", 15", 18" day. Another hand, we seeded a layer of fibroblast on the surface of fibrin sheet to
prove the ability of sacffold for cell culture.

* Key words: Fibroblast; Fibrin glue; Dermal sheet.

DAT VAN BE méng manh, ti 1& chdp nhan manh ghép
- Coéng nghé md da rat hiéu qua trong thap [1, 6]. Vi vay, phat trién manh ghép da

chira trj vét béng. Rheinwald va Green nudi  Pang cach két hop mot tam nguyén bao soi

céy t& bao sivng va phat trién tm té bao
strng 1am vat liéu thay thé cho nhirtng bénh
nhan (BN) mét da [6]. Tuy nhién sw tén tai
cua lép feeder nguyén bao sogi chubt va
protein déng vat tlr huyét thanh phéi bo
trong nudi cay co thé tao ra phan &ng thai
loai cham. S dung tAm t& bao sirng con
han ché trong &ng dung |am sang do né

nudi trén vat liéu sinh hoc khac phuc tét
hon, lam lam tang ti 1& chdp nhan manh
ghép, qua trinh lanh vét thwong nhanh hon
va tbt hon vé méat thdm my [1, 7].

- Nhiéu vat liéu da dwoc thlr nghiém tao
cdu tric 3D cho nguyén bao soi nhw
collagen, collagen/chitosan, keo fibrin thuong
mai, huyét thanh... [3]. Trong nghién ctru nay,

* Truong Pai hoc Y khoa Pham Ngoc Thach; ** Dai hoc Quéc gia Thanh phé H6 Chi Minh

Phan bién khoa hoc: GS. TS. Lé Gia Vinh

TAP CHI ¥ - DUOC HOC QUAN sy s 1-2000 [EXI



sO CHUYEN DE HINH THAI HOC CHRO MUNG 60 NAM NGAY TRUYEN THONG HOC VIEN QUAN ¥

st dung fibrin nhw vat liéu sinh hoc vi né
dwoc thu nhan tlr huyét thanh ngudi. Vi
vay, cé thé thu nhan tlr chinh nguoi bénh,
c6é thé tao thanh tdm trung bi tw than ti
fibrin va nguyén bao sgi ty than [1, 4].

- Muc dich cta nghién cru nay la tao
céu trac 3D fibrin - nguyén bao soi bang
cach két hop nguyén bao soi trong khudn
nén fibrin.

VAT LIEU, PHUONG PHAP
NGHIEN cUru

1. Vat liéu nghién ctru.

- L4y da s&n phu mé dé trong ca hai lan
sinh. Sau l1an mb dé dau tién, vét cat cb tir
cung hinh thanh vét seo. O 1an sinh th& hai,
cat bd vét seo gilv vét seo & 4°C trong PBS
khang sinh cho dén khi s dung.

- Mau cudng rén thu tir tré sinh theo
phwong phap ty nhién, thai da thang.

- Da nguoi va huyét twong xét nghiém
am tinh v&i HIV, HCV, HBV. Ca hai duoc
st dung cang nhanh cang tét.

2. Phuwong phap nghién curu.

» Tach nguyén bao soi. [2]:

- Thu da tr vét seo cla thai phu hay vét
da bong, Iwu gilr trong PBS v trung.

- Dung dao phau thuat cat bd 16p t& bao
mé trén tAm thot dia petri.

- Da nguwoi dwoc G trong trypsin - EDTA
& 4°C trong 18 gio.

- Tach 16p té bao sirng, dung kéo cét 16p
trung bi thanh nhirng manh mé nhd, sau dé

chuyén manh mé vao trong binh Roux U
trong 1 gio.

- Sau 1 gi0 thém 2 ml méi trwong vao
trong binh Roux.

- Sau 1 ngay, thay mdi trwéng ¢l bang
moi tredng Maoi.

- C& 3 ngay mét 1an tién hanh thay moi
trwdng cho dén khi té bao dat dén mat do
cay chuyén (khodng 70 - 80% dién tich moi
tredng).

- Tién hanh cly chuyén dén 1an thi ba.

« Thu nhan huyét thanh mau cudng rén:

- Mau cuéng rdn thu nhan tw thai nhi
mé dé.

- Sau khi sinh, thu nhan mau cudng rén
trong éng ly tdm 15 ml c6 chra 1,25 ml natri
citrate.

- Ly tdm 3000 vong/phat/s5 phat. Hat
huyét thanh, loc vao éng ly tam.

« Tao tdm nguyén bao soi trong keo
fibrin [1]:

- Tién hanh ciy chuy&n nguyén bao soi F2.

- Rira binh nuéi bang PBS vé triing hai 1an.

- U 2,5 ml trypsin - EDTA 2,5% trong
5 phut.

- Thém 2,5 ml méi trwéng dé béat hoat
trypsin - EDTA.

- Hat 5 ml dung dich té bao dem ly tam
3000 vong/phuat/5 phat.

- Thém 1 ml huyét twong vao éng ly tam
c6 t& bao, huyén phu, dém té bao, chinh vé
mat d6 5.10° t& bao/ml.

- Cho 1 ml huyét twong c6 té bao vao
trong méi giéng trong dia 6 giéng.
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- Thém 25 pl CaCl, vao trong méi giéng.

- Ngay ké tiép, hat bé huyét twong dw,
thay bang 1,5 ml méi trwdng nudi nguyén
bao sgi, thay méi trwong 3 ngay/lan.

- Pem tdm nguyén bao soi ngay 4, 8, 13,
15, 18 di xét nghiém md hoc.

* Nudi mét I6p nguyén bao soi trén keo
fibrin [6]:

- Cho 1 ml huyét thanh cubng rén vao 1
dia trong dia 6 giéng.

- C4y 1 ml dich té bao mat do 5.10° t&

bao/ml 1&n b& mat dia.

- Hai ngay thay méi trwéng mét 14n cho
dén ngay thir 8 dem di nhudém HE.

3. Nhirng phwong phap xac dinh trong
nghién ciru.

- Xac dinh nguyén bao sgi: str dung nhuém
vimentin d& xac dinh nguyén bao soi.

- X&c dinh tAm nguyén bao soi: st dung
phuong phap nhuém HE dé& xac dinh céu
trdc I&p nguyén bao soii.

4. Cac chi tiéu can khao sat.

- Sy hinh thanh t&m nguyén bao soi.

- Thoi gian hinh thanh tAm nguyén bao soi.

- Tach r&i thm nguyén bao soi bang tay.

KET QUA VA BAN LUAN

1. Két qua nuéi trung bi so cap.

/Nguyén bao soi

Ngay 3

Nguyén bao soi \

Manh mo

7

-

Ngay 15 -

Hinh 1: Nguyén bao sgi Po lan ra tt* manh md (x 10).

TAP CHI ¥ - DUOC HOC QUAN sy s 1-2000 [



sO CHUYEN DE HINH THAI HOC CHRO MUNG 60 NAM NGAY TRUYEN THONG HOC VIEN QUAN ¥

- Sau ba ngay nubi cdy, t& bao bét dau
lan ra manh mé, ngay th& 3 c6 nhitng té
bao don trai dai thanh hinh thoi.

- Ngay th&r 7, nguyén bao s¢i ngay cang
nhiéu, trong giai doan nay nguyén bao soi
tang trwdng manh, xung quanh manh mo
c6 nhiéu té bao.

- Ngay th¢ 15, té bao hop dong, tao
thanh mot I&p don trén bé mat nudi cay.

* Két qud nhudém vimentin: sau khi
nhuém, t& bao bat mau duwong tinh vo&i
vimentin. Té bao c6 mau nau dam.

2. Két qua tao keo fibrin.

- Huyét thanh nhan t& mau cubng rén
sau khi thém CaCl2 vao, khoang 5 phut sau
dich fibrin déng dé&c lai tao thanh tam fibrin.
Tém fibrin c6 mau vang, hoi xbp, dé& dang
tach ra khéi vat chtra va cé hinh dang cua
vat chira.

Hinh 2: Nguyén bao sgi nhuém
vimentin.

3. Két qua tao tAm nguyén bao soi.

- Mot ngay sau khi tao thanh tadm fibrin,
nguyén bao soi trong tAm fibrin tréi dai va
cé hinh dang cong, ubdn khic. Piéu nay
khac véi nguyén bao s¢i trén dia Roux, ¢co
thé 1a do t& bao trai dai trong khéng quan

3D, no6 phai len 16i gitra nhirng khoang
tréng chia tm fibrin.

Hinh 3: Nguyén bao sgi trong keo
fibrin ngay 8 (x 10).

- TAm nguyén bao soi cat ngang cho
thdy nguyén bao soi phan bé déu trong tAm
fibrin. Dwa vao hinh anh nhudém HE cét
ngang cla tAm nguyén bao soi cac ngay 4,
8, 13, 15, 18, lwvgng nguyén bao sgi trong
c4c ngay 4, 8, 13 nhiéu hon so v&i cac ngay
15, 18, da xac dinh sinh trwdng tot trong 13
ngay dau, gidm dan & cac ngay sau.

4. Nguyén bao soi trén mang fibrin.

Sau khi ciy 1én bé mat tAm fibrin, mot
ngay sau nguyén bao soi bat ddu bam, trai
dai. Hinh cat ngang tam fibrin da cho thay 1
I&p nguyén bao soi moc trén bé mat tAm
fibrin. Ngoai ra mot sé té bao len 16i vao bén
trong tuy nhién dam khong sau va sb lwong
té bao khong nhiéu.

KET LUAN
Qua nghién clru, chung téi rat ra mét s
nhan xét:
- Tao duwgc tm nguyén bao soi nguoi
trong fibrin.
- TAm nguyén bao soi béc bang tay dé
dang.
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- Thoi gian st dung tdm nguyén bao soi
khoang 2 tuan sau khi tao.
- Fibrin c6 kha nang lam gia thé nudi té
bao.
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