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TOM TAT

Té bao nht bi nang toc (t& bao DP) dong vai tro didu khién chu trinh phat trién va chu ky tai sinh cta toc. Té bao
DP khi nudi cdy 3D (khdi spheroid) c6 thé khic phuc mét sb nhuoc diém cia mé hinh nubi cdy 2D (dia nudi
cdy) nhu mat dan kha ning ting sinh va suy glam kha nang kich thich nang toc. Khéi spheroid dugc thu nghiém
theo phuong phép giot treo (hanging drop) voi nhiing mat do té bao: 1-2,5-5-10 xlO3 te bao/giot. Két qua cho
thy té bao DP & P3 cho hi¢u qua hinh thanh spheroid tuorng tu nhau ¢ cac mat do té bao (gin 100%) va té bao
lién két chat tao thanh cau tric tuong ty mo ty nhién va vién té bao bao bén ngoai. Tuy nhién, kich thudc va thoi
gian tao spheroid khic nhau tuy theo mat d6. Pong thoi, mirc d6 biéu hién mRNA marker CD133 va Insulin-like
Growth Factor 1 (IGF-1) ctia spheroid cao hon so véi té bao 2D, 1an luot 1a 6,96 + 0,57 va 7,34 + 0,38 lan va
FGF-7 khong thay d01 Ngoai ra, t& bao P9 ¢6 suy giam vé ty 1& hinh thanh, gia tang thoi gian tao spheroid va
c4u trac md hoc mét sé spheroid tré nén long 1éo hon. Spheroid (1- -10x10* t& bao DP) ¢6 cdu trac tuong ty mo tu
nhién, phti hop dé sir dung cho céc nghién ciru tiép theo.

Tir khéa: CD133, IGF-1, phuong phap hanging drop, spheroid, té bao nhu bi.

MG PAU

Nhu bi (dermal papilla, DP) la mot quan thé t& bao trung mé ndm dwéi vang bau téc. Nha bi didu hoa chu ky phat
trién soi toc (phat trién — dirng — nghi — phat trién) thong qua viéc tiét cac tac nhan tac dong Ién té bao biéu bi
xung quanh (Schnelder et al. 2009). Vi vay, té bao DP dwoc st dung nhiéu trong cac nghlen ctru kich thich moc
téc hodc sw phat trién clia nang toc. Tuy nhién, khi nudi cay trén bé mat 2D (chai nudi cay) in vitro, kha nang tang
sinh va kha nang tai tao nang téc méi clia té bao DP gidm dan theo thé hé nudi cy. Do do viéc thir nghlem trén
t& bao DP 2D khéng phan anh dwoc hoan toan tac dung cla liéu phap. M6 hinh nudi ciy té bao 3D c6 thé cai
thién nhwoc diém ctia 2D va la mo hinh tét dé danh gia té bao DP trong diéu tri rung toc. Trong diéu kién nudi cdy
3D, té bao DP két tu v&i nhau hinh thanh cau tric goi la spheroid. Spheroid 1a cum té bao dwgc hinh thanh bdi
sw tw két cym va sy tao thanh céc lign két gitra cac té bao trong diéu kién nudi cdy 3D hodc trén bé mat khong
bam dinh dé tao thanh cu trac gibng mé tw nhién. Trong spheroid, cac t& bao DP lan can két nbi véi nhau va
tang tinh twong tac gitra té bao. Ddng thdi sw truyén tin hiéu, biéu hién gen cla té bao trong spheroid & mirc do
cao hon so va&i nudi cay t& bao bam dinh va céc hoat déng clia t& bao cé cach thirc twong tw nhw trong nhu bi tw
nhién (Bejaoui et al. 2022; Biatkowska et al. 2020; Chae et al. 2021). Phwong phap giot treo (hanging drop, HD)
thwong dwoc st dung dé tao mai trwong 3D. Trong phwong phap nay, giot moi trwdng chira té bao dwoc bam
mat trong cla nap dia petri va treo lo’ Itrng trong khong trung. Té& bao DP trong giot méi tredng két tu dudi tac
dong trong lwc va lién két véi nhau va hop thanh ciu tric twong tw mé tw nhién (Biatkowska et al. 2020).
Spheroid dwoc ding dé danh gia hoat tinh ctia hoat chét kich thich/(rc ché tai tao nang téc ho&c chéat (rc ché rung
téc. Viéc danh gia trén spheroid cho két qua chinh xac va c6 gia tri thwe t& hon so véi té bao nuéi ciy 2D. Pong
thoi, spheroid 1a m6 hinh ding dé nghién clru qué trinh phuc hdi nang téc bang té bao tw than & nhirng bénh
nhan bj méat chan nang hodc cay téc (Bejaoui et al. 2022). Trong nghién ctru nay, spheroid dwoc tao thir nghiém
tir t& bao DP nham lam mé hinh cho cac nghién ciru tiép theo.

NGUYEN LIEU VA PHWONG PHAP
Nguyén liéu

Méi trudng nudi t& bao DP (MTNC): DMEM/F12 (Sigma) b6 sung 10% huyét thanh bao thai b (FBS, Sigma), 1%
khang sinh penicillin/streptomycin va amphoterlcm B (Sigma). Té bao Dermal Papilla (DP) dwoc phan lap tir nang
téc cla ngu’o’l cy téc vai sy dong 'y ctia bénh nhan. Nang téc dugc thu nhan tir vang da gay cta 3 bénh nhéan
nam, do tudi 30-38. Té bao DP thé hé P2 trir lanh -196°C trong MTNC bd sung DMSO 10% va duoc ra déng
trong MTNC b sung 20% FBS dé st dung trong nghién ctru. Té bao sau ra déng dwoc nudi trong MTNC & diéu
kien 37°C, 5% CO, cho t&i khi s& dung dé tao spheroid.
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Phwong phap
Phwong phap nhuém vimentin va a-SMA

Té bao sau khi nuéi cay thé hé P3 dwoc kiém tra sw biéu hién marker: vimentin va a-SMA. Té bao dwoc ¢cb dinh
bang methanol lanh, sau d6 tang tinh thAm bang Triton-X100. Sau d6, té bao dwoc nhudém véi khang thé so cép
dac hiéu vaéi vimentin (ab8979, abcam) (anti-vimen) hodc a-SMA (ab7817, abcam) (anti-SMA), G trong 4°C qua
dém trong diéu kién tranh sang. Sau do, t& bao déu dwoc G véi khang thé thir cAp phat huynh quang xanh |4
(ab150113, abcam) lién két v&i anti-vimen va anti-SMA. Tiép theo, té bao dwoc nhudm véi 0,1 nM DAPI trong 30
phuat & nhiét d6 phong. Sau 30 phut, dung dich DAPI dwoc loai bd va té bao dwoc rira bdng PBS 3 Ian va quan
sat dwéi kinh hién vi.

Phwong phap tao spheroid

Phwong phap tao spheroid duwgc dwa theo Helena Topouzi va ddng tac gid (2017) (Topouzi et al. 2017) v&i mot
sb thay ddi. Té bao dwoc thu nhan bang Trypsin/EDTA va ly tam dé thu sinh khéi. Nap dia petri nhwa 90 mm
dwoc lat ngtra dé& mat trong clia nap dia huwdng 1&n va tao nhirng giot 40 L méi trurng MTNC chia té bao trén
mét trong cta nép dia (mat dd té bao la 1; 2,5; 5 hoac 10x10° t& bao/giot). Sau dé 1at Gp ndp dia d& pha trén day
dia nhw ban dau va dem nuéi & 37°C, 5% CO, trong 5 ngay. Su hinh thanh spheroid va kich thwéc dwoc quan
sat va do bang kinh hién vi.

A

( ) 4~ N3p dia
L J ® { B §

Giot treo
Cum té& bao

Hinh 1. Phwong phap Hanging drop
A: M6 hinh giot treo, B: Giot méi trirong chira té bao duoc treo mat trong nép dia nhin tcr bén trén.
Phwong phap nhuém Haematoxyline va Eosin (HE)

CAu truc cla spheroid dwgc danh gia bang phwong phap nhuém HE. Spheroid dwoc cb dinh trong khung fibrin
dwoc tao tir huyét twong bd dé thuan tién cho qua trinh cat nhuém. Spheroid dwoc ¢b dinh trong dung dich 10%
Neutral Phosphate Buffered Formalin (NBF 10%) khoang 1 gi®, sau do spheroid dwgc tha vao gel fibrin bo da
chuan bj tir trude. Tiép tuc cb dinh toan bo khéi spheroid/fibrin trong NBF 10% trong 1 gi®. Sau d6 mau dwoc gl
nhudém HE tai trwdng Pai hoc Y Dwgc TP. HCM.

Phwong phép realtime-PCR danh giad sw biéu hién mRNA CD133, IGF-1, FGF-7

S biéu hién ctia CD133, IGF-1 va FGF-7 dwoc danh gia trén spheroid 5 ngay tudi (5x10° té bao/spheroid). Dau
tién, mRNA téng dwoc tach bang Trizol va thwe hién phan (ng realtime PCR béang b kit gScript 1-Step, SYBR
Green gRT-PCR (Quanta Bioscience), trinh tw mdi phat hién mRNA cta CD133, IGF-1 va FGF-7 dwoc thé hién
trong bang 1. Dwa trén gia tri C: sau khi thwc hién phan rng, dap dung phwong thirc 2% 38 tinh s biéu hién
twong déi caa cac gen muc tiéu CD133, IGF-1, FGF-7.

Bang 1. Trinh tw méi dwoc stv dung trong RT-PCR.

Gen muc tiéu Mai Trinh tw Tai liéu tham khao

F TGTCCTCCTCGCATCTCTTCTACC

IGF-1 Yamauchi et al., 2009
R TAAAAGCCCCTGTCTCCACACACG
F TTGTGGCAATCAAAGGGGTG

FGF-7 Yamauchi et al., 2009
R CCTCCGTTGTGTGTCCATTTAGC
F TTGCGGTAAAACTGGCTAAG

CD133 Pellacani et al., 2011
R TGGGCTTGTCATAACAGGAT

Phwong phép thu thap va phéan tich sé liéu

Sé lieu dwoc trinh bay theo cach Mean + SD, théng ké va db thi duwoc théng ké va vé bang GraphPad Prism.
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KET QUA VA THAO LUAN
Két qua biéu hién marker vimentin va a-SMA

Khi nudi cay so cap, sau 5 ngay nudi cdy, t& bao di cw khéi DP va bat dau ting sinh. Hinh dang té bao dang thon
dai twong tw nhw nguyén bao soi. Khi nuéi t¢i thé hé P2, té bao dwoc déng lanh cho t&i khi st dung. Sau ra
dong, té bao DP & thé hé P3 sau rd dong duwoc ké thira hinh dang thon dai: hep & hai dau va phinh to & gitra do
c6 nhan 1&n hinh elip, bam trén bé mét dia nu6i cay (Hinh 2). Té bao P3 duoc kiém tra lai sw biéu hién marker
vimentin va a-SMA. Két qua cho thy phan I6n té bao bt mau véi khang thé dic hiéu cho vimentin (97,3 + 1,8%
té bao trong quan thé t& bao quan sat c6 mau xanh 14) va khang thé déc hiéu cho a-SMA (98,7 + 0,8% té bao
trong quan thé t& bao quan sat cé mau xanh 1a) (Hinh 3).

Hinh 2. Té bao DP nubi cay & cac thé hé khac nhau
A: Nhuém mé hoc DP Schneider et al. 2009 (CTS: V6 bao nang téc, M: Ving té bao tang sinh, ORS: V6 nang ngoai,
IRS: V4 nang trong), B: Nudi so’ cép, té bao di cw khdi DP, C: Té bao DP thé hé P3.

Két qua tao spheroid

Sau khi cay lén giot méi trwdng, dwdi tac déng cla trong lwc, t& bao bt dau két cum véi nhau hinh thanh nhirng
cum té& bao nhé (sau 24 gi®’). Sau dd, cac cum té& bao nhoé lién két véi nhau tao thanh mét cum té bao hoan chinh
(sau 72 gi®). Sau d6 vién spheroid xuét hién tr& nén rd rang, rat it t& bao roi xuét hién trong giot méi trudong
(Hinh 4). Bay ciing |a mét trong nhiing tinh chét dic trung cla té bao DP.

Hinh 3. Té bao DP nhudm khang thé phat hién vimentin va a-SMA

~ Hang 1: Két qua nhudém voi khang thé dac hiéu vimentin. Hang 2: Két qué nhuém khang thé dic hiéu a-SMA. A,
D: Té bao nhuém DAPI, B, E: Té bao nhuém véi khang thé déc hiéu vimentin (B) hodgc a-SMA (E), té bao dwong tinh v&i khang
thé phat mau xanh 14, C la hinh gép cda A va B, F la hinh gép D va E.

20um 200um

L

Hinh 4. Qua trinh hinh thanh khéi spheroid chia té bao DP theo phwong phap Hanging drop

A: Sau 24 gio, B: 48 gio, C: 72 gio.
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2om Ty 20m

4

Hinh 5. Sw hinh thanh khéi spheroid ctia té bao DP & cac mat d6 khac nhau
A: 1x10° té bao, B: 2,5x10° té bao, C: 5x10° té bao, D: 10x10° té bao.
Hién twong nay xay ra & tat ca cac nhém thi nghiém véi mat dé té bao 1; 2,5; 5 va 10x10° té bao/giot. Tuy nhién,
gitra cac nhom thi nghiém van cé sy khac nhau ve ty 1€ hinh thanh spheroid, ngay hinh thanh spheroid va dwong
kinh trung binh, két qua nay duoc liét ké trong bang 2. Ty 1€ hinh thanh spheroid & cac nhdém khéng co sw khac
biét vé mat thong ké. Trong khi d6, mat do ban dau cang cao thi ngay hinh thanh spheroid hoan ghinh cang dai
va duong kinh cla spheroid cang tang. Dieu nay la do mat dé té bao cang cao thi xuat hién nhieu cum té bao
ban dau va cac cum té bao can nhiéu thoi gian dé két thanh khéi hoan chinh hon so véi giot it t& bao. Két qua
nay twong dong véi nghién clru clia Topouzi va céng sy (2017).
Bang 2. Két qua hinh thanh spheroid & cac néng do té bao khac nhau.
(® "% Sw khac biét vé mat théng ké véi a = 0,05)

Ty Ié hinh thanh spheroid

Pwong kinh trung binh

Mat do té bao ban dau Ngay hinh thanh spheroid

(%) (um)
1x10° 98,1 + 1,6%"° 2,5+0,67 101,44 + 10,28°
2,5 x10° 98,5 + 1,2%° 2,8+0,4° 140,43 + 15,93"
5x10° 96,7 + 2,6%° 3,2+0,8° 205,23 + 27,62°
10 x10° 96,1 + 2,9%° 38+1,1° 252,19 + 24,82°

Két qua nhuém HE

Két qua nhudm HE cho thay I&p fibrin cho ra két qua nhudm HE Ia hé thdng dang luSi soi protein lién két voi
nhau tao ra cu trac 16 (Hinh 6). Khéi spheroid dwoc bao boc bdi fibrin nhwng khéng hinh thanh lién két. C4u tric
spheroid gitra cac nhém thi nghiém twong tw nhau, déu cé ciu tric dic bén trong véi sy lién két day dac cua té
bao DP, nhan t& bao dwoc thay bdi I&p mau tim cé hinh elip. Cac té bao bén ngoai spheroid lién két véi nhau tao
thanh I&p vién bao boc cac té bao bén trong mét cach rd rang. Tdng hop céc két qua cho thay ty 1é hinh thanh
spheroid gitra cac ndng do 1; 2,5; 5 va 10x10° t& bao/spheroid Ia twong dwong nhau. Mat do t& bao trung binh
trong DP ngui 1a 1300 té bao/DP. Do do, tat ca cac ndng do trén déu co thé st dung dé tiép tuc nghién ctru sau
hon.

Hinh 6. Két qua nhuém mé hoc spheroid ngay 4 dwoc cé dinh trong khung fibrin

A: 1x10° té bao, B: 2,5x10° té bao, C: 5x10° té bao, D: 10x10° t& bao. Muii tén: Spheroid, dau miii tén: Khung fibrin. Scale bar: 50 um.

Két qua danh gia sw biéu hién mRNA CD133, IGF-1, FGF-7

Té bao DP tiét ra cac yéu t6 tang trudng va cd sw biéu hién khac nhau déi véi hai trang thai té bao bam dinh binh
thwdng, va 3D spheroid tw do trong méi trwdng & mat do 5x10° t& bao/spheroid, sau 5 ngay nudi cdy. CD133 la
mot trong nhivng marker tét gip phan biét t& bao DP v&i cac quan thé t& bao da khac. CD133 dwoc biéu hién
bang DP spheroid cao hon nhidu so vé&i té bao & trang thai bam dinh, thé hién dwoc tinh chét cia té bao da khoi
phuc va c6 kha nang tao ra sw hinh thanh nang téc trong co thé (Zhou et al., 2016). Tiét IGF-1 giup kich thich sw
tang sinh té bao trong pha phat trién va kich hoat chuyén ddi chu ky nang téc tlr pha nghi qua pha phat trién, tang
sinh nang téc. Trong nudi cay té bao DP 2D in vitro qua trinh san xuat IGF-1 gidm dan. FGF-7 1a chét kich thich
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tang trwdng duoc tiét bdi t& bao DP theo co ché can tiét (lino et al. 2007; Panchaprateep et al. 2014). Sy biéu
hién mRNA CD133 clia spheroid gép 6,96 + 0,57 1an so v&i bidu hién trong t& bao dbi chirng (t& bao nudi cay 2D
trong cung thé hé). Twong tw nhu CD133, mRNA IGF-1 c6 mirc d6 biéu hién cao vwot trdi cla spheroid gap 7,34
+ 0,38 14n so v&i nhom dbi chirng. Trong khi d6, biéu hién ctia mRNA FGF-7 gan nhw khéng c6 sw khac biét nao
gitra spheroid va té bao dbi chirng (Hinh 7). Cac t& bao nhu bi (DP) dwoc biét la cé chirc nang diéu hoa sw phat
trién cla tat ca té bao va chu ky ctia nang téc. Tuy nhién, té bao DP nhanh chéng mét di tinh tw cdm (rng trong
qua trinh cly chuyén qua in vitro (Znidari¢ et al. 2021). Ké&t qua nay cho thay spheroid gia ting sw biéu hién
maker cAu trdc va chirc néng té bao nha bi so véi té bao nuéi cay 2D.

Rk kK ns
eq [ ] T |
-
L = 20
64 =3 Spheroid

Ty I& biéu hién

twong ddi mRNA

n-—. . ..I‘l

T T
CD133 IGF-1 FGF-7

Hinh 7. D6 thi biéu hién sw biéu hién twong déi mRNA cac marker cta khéi spheroid té bao DP so vé&i nudi cay 2D
****: p < 0,00005, ns: p > 0,05.

Két qua danh gia hiéu qua tao spheroid té bao DP P9

Té bao DP & thé hé P9 van tang sinh tét, tuy nhién hinh dang té bao bat dau cé su thay déi & cubi thé hé P9 va
thé hién rd hon & nhitng thé hé sau. Té bao tré nén det hon, té bao phinh to hon v& chiéu ngang. Nhirng thay
ddi ban dau vé hinh dang té& bao cho thay bat dau co sy thay déi v& tinh chét té bao. Hién twong nay ciing dugc
ghi nhan b&i Upton va cong s (2015) (Upton et al., 2015). Do dé, té bao P9 duoc lwa chon dé tao spheroid va
danh gia lai hiéu qua tao spheroid. Mat do 10x10° té bao 1a mat do spheroid hinh thanh cham nhét & thé hé P3,
do d6 mat dd nay dwoc str dung dé so sanh su hinh thanh spheroid gitra té bao P3 va P9 (Bang 3). Két qua cho
thay ty 1& hinh thanh spheroid giam tir thé hé P3 xubng P9, thoi gian hinh thanh spheroid kéo dai (sau 6 ngay).
DPdng thoi, két qua nhudm méd hoc cho thdy moét sb spheroid P9 cé cAu tric roi rac, t& bao khong lién két chat
ché, vién khong dwoc quan sat ré rang. Ké&t qué nay cho thdy hiéu qua hinh thanh spheroid cta té bao P3 tét hon
so v&i thé hé P9. Do d6, té bao P3 dwoc st dung dé tao spheroid cho cac thi nghiém danh gia chuyén sau.

Hinh 8. Spheroid dwegec hinh thanh tiv té bao P9 véi mat dé 10x10° té bao.
A: Té bao DP P9 trén dia nuéi (2D), B: Nhuém HE spheroid ttr té bao DP P9. Scale bar: 100 um.
Bang 3. So sanh két qua tao spheroid té bao DP P3 va DP P9

(*" S khac biét vé mat théng ké trong cting 1 cét véi a = 0,05)

Ngay hinh thanh

Ty lé tao spheroid CA4u truc spheroid

spheroid
P3 ;
96,1 + 2,9%° 3,8+1,1° Déc tron, ¢d vién bao rd rang
P9 73.3% + 9 5% 61403 Mét sb pheroid c6 té bao rdi rac, nhidu spheroid khéng co vién

té& bao, spheroid d& bj cét nat khi nhuém mé hoc
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KET LUAN

Nghién ciru tién hanh dé tao spher0|d t& bao DP dé tao mé hinh déanh gia cho cac nghlen clru tiép theo. Két qua
thu dwoc cho thay spheroid c6 thé dwoc tao thanh cong tir t& bao DP, spheroid nay cé ciu tric twong tw nhw cau
trac tw nhién va gia tang sw bidu hién marker kich thich tai tao nang téc nhv CD133 va IGF-1. Do do, spheroid co6
thé st dung lam mé hinh cho cac nghién ctru danh gia hoat chat hoac co ché kich thich moc téc.
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SUMMARY

Dermal papilla cells (DP cells) play a pivotal role in regulating the hair growth cycle. DP cells cultured in a
three-dimensional (3D) (spheroid) can overcome the limitations of 2D culture models (cell culture dishes), such
as the loss of proliferative capacity and hair inductivity. The hanging-drop method was used to form spheroids
with cell densities of 1, 2.5, 5 or 10x10° cells/drop. The results indicated that DP cells at passage 3 (P3)
effectively formed spheroids at all cell densities (nearly 100%) with histological structure similar to natural
tissues: tight cellular junctions and an outer cellular border. However, the spheroid size and formation time
varied with cell density. Additionally, the mRNA expression levels of the markers CD133 and Insulin-like
Growth Factor 1 (IGF-1) in the spheroids were 6.96 £ 0.57 and 7.34 £ 0.38 times higher, respectively, than those
in 2D cells, while FGF-7 levels remained unchanged. Moreover, cells at passage 9 (P9) showed a decreased
spheroid formation rate, increased formation time and relatively looser histological structure. In conclusion,
spheroids can be formed from P3 DP cells at cell densities of 1, 2.5, 5 or 10x10° cells/drop, resulting in increased
expression of CD133 and IGF-1.
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