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TOM TAT

Liéu phép té bao gdc, dic biét 1a sir dung té bao gdc trung md hodc té bao gbe ty than, mang lai nhleu tiém nang
ung dung trong linh vuc y hoc tai tao, bao gom ca tai tao mo6 sun. Tuy nhién, li¢u phap nay cung ton tai mot sO
han che bao gdom luong té bao thu dwoc thap va kha nang tang sinh sun chua cao. Viéc phat trién cac phuong
phap téi wu héa hiéu qua liéu phép nay la v6 cung can thiét. Trong nghién ciru nay, hiéu qua tai tao sun cua vét
lidu sinh hoc 3D tir té bao goc mo sun khop thé mot ngay tudi danh g1a Diu tién, chung t6i phén lap té bao tir
moé sun khdp tho mét ngay tudi, nudi ting sinh va danh gia cac dic diém sinh hoc. Ché tao vat liéu sinh hoc 3D
dua trén bdn phuong phép: tao kh01 sun, giot treo (hanging drop), nu6i cly vién (pellet culture) va nuéi trong
dome matrigel. Cac mau mé sun tén thuong dugc cay ghep vat liéu ex vivo va in vivo va danh gia kha nang héi
phuc bang phuong phap nhuém mo hoc. Két qua thu duge ngudn té bao co hinh thai glong nguyén bao soi, bam
trai tot va co tiém ‘nang bi¢t hoa in vitro thanh nguyén bao xuong, nguyén bao sun va té bao m&. Dya vao hinh
anh mo hoc, ca bén phuong phap ché tao cu trac vi mé sun 3D déu cho thay su hinh thanh m6 méi tai vi tri
khiém khuyét sun. Tir két qua d6 c6 thé két luan t& bao gbc mé sun khép thd mot ngay tudi co tiém ning tmg
dung trong linh vyc 1am lanh mé sun bi ton thuong. Mic du thoi gian thir nghiém con han ché, cac phuong phép
ché tao vt liéu sinh hoc 3D déu dat hidu qua kha quan, md ra hudng nghién ciru va tmg dung thuc té day hira hen.

Tir khéa: Giot treo, nudi cy vién, nudi trong dome matrigel, tao khdi sun, t& bao gdc mo sun khép tho mot ngay
tuoi, vat liéu sinh hoc 3D.

DAT VAN DE

Liéu phap té bao gbc, hay con goi la liéu phap téi tao, la mot phwong phap hién dai, st dung té bao gbc tw than,
ddng loai hodc cac san pham tir t& bao gbc dé& phuc hdi mé bi tén thwong (Whitney et al., 2017). So v&i cac
phuwong phap diéu tri truyén théng, liéu phap té bao gbc s& hiru nhidu wu diém vwot troi. Thay vi chi tap trung
vao viéc kiém soat triéu chirng hodc khac phuc tam thdi, liéu phap nay hwdng dén muc tiéu thay thé té bao bj tén
thwong hodc tao ra méi trwdng nudi dwéng dé kich thich qua trinh tai tao tw nhién cla co thé.

Trong linh vuc y hoc tai tao, liéu phap té bao gbc dwgc danh gia la phwong phap day hira hen, mé ra kha nang
diéu trj nhiéu bénh ly, dac biét 1a tai tao sun. CAy ghép té bao tw than Ia phwong phap didu tri bang té bao dau
tién dwoc ap dung va dwoc sir dung thwong xuyén dé phuc hdi cac khiém khuyét sun, cho thdy kha néng phuc
hdi tét tir ngén han dén trung han (Alves da Silva et al., 2017). Tuy nhién, liéu phap nay cé mét sd han ché, dac
biét 1a kha n&ng tang sinh sun chua duoc tbi wu (Lee et al., 2007).

Dé khac phuc nhirng han che trén va nang cao hiéu qua diéu tri, cac nghién clru gan day da tap trung vao viéc
tim kiém cac nguon té bao goc méi co tiém nang tai tao sun tét hon. Mét trong nhwng hwo’ng di day hira hen la
str dung ngudn té bao gbc tién than sun tir co thé chwa trvdng thanh cé dic diém cla ca té bao goc phoi va té
bao gbc trung mé (Lee et al., 2015). Khi so sanh kha néng téng sinh va tdng hop tlr nguén té bao gbc tién than
sun & cac giai doan khac nhau tr co thé chuét chua trudng thanh, & giai doan ngay 20 cla thai ky (gan ngay
sinh ctia chu6t) cho kha nang tang sinh cao va la ngudn té bao tét nhat dé tai tao sun (Kim et al., 2016). Dya trén
két qua dd, nghién ctru nay st dung ngudn té bao gbc méd sun thd mét ngay tudi la ngudn t& bao chinh dé tao vat
liéu sinh hoc 3D dwa trén k§ thuat mé va tranh cac van dé lien quan dén dao dirc.

Ky thuat mé Ia mot finh vuc cla y hoc tai tao nham tao ra cac cau tric mé nhan tao dé thay thé hoac stra chira
cac md va co quan bij tdn thwong (Li et al., 2017). Qua trinh nay bao gbm viéc st dung ngudn té bao sbng, két
hop v6&i cac vat liéu sinh hoc va cac yéu tb ting trwdng dé tao ra cac mo moi co cau trdc va chirc nang sinh hoc
twong tw mo tw nhién (Li et al., 2017). Vi vay, nghién ctru st dung ngudn té bao gébc tién than sun két hop véi 4
phuwong phap k§ thuat mé: tao khéi sun, giot treo, nudi cay vién va nudi trong dome matrigel dé tao vat liéu sinh
hoc 3D (rng dung trong linh virc tai tao mé sun. Két qua nghlen cu mé ra huwong di moi day tiém n&ng cho linh
vuc y hoc téi tao, gép phan nang cao hiéu qua diéu trj va cai thién chéat lwgng cudc séng.
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VAT LIEU VA PHUONG PHAP

Vat ligu

M&u m6 sun khép thd mét ngay tudi (gidng New Zealand) dugc cung cap tir trai nudi, co sirc khoe t6t va khong
mac cac bénh truyén nhiém.

Phwong phap nghién ctru
Phan Iap va nuéi ting sinh té bao géc mé sun khép thé mét ngay tudi

M&u mé sun dwoc thu trong diéu kién vo trung cta phdng mé va bao quan trong dung dich PBS c6 bd sung 1%
khang sinh Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) & 4°C cho t&i khi x(r ly dé& phan lap té& bao. Mdu mé sun dugc riva
3 1an v6i PBS c6 chira 1% Pen/Strep va dwoc cat thanh tirng mau mé nhé (< 1 mm) sau khi d4 loai bé mé xwong,
mod m& va md soi. Sau d6, cac mau md nhd dwoc G véi enzyme collagenase loai Il 0,1% trong ti dm 37°C. Sau
16 gio, dich té bao dwoc thu va ly tam vai tbe d6 1.700 vong/phut trong 10 phut. Sau d6, phan sinh khéi t& bao
dwoc loc qua mang loc té bao 100 uM trong méi trwrng DMEM. Dich té bao thu dwoc duoc ly tam 1&p lai 2 1an
trong méi trwdng DMEM véi tbe do 1.700 vong/phut trong 10 phit. Mat do té bao dwgc danh gia trén budng dém
Nauebaer va nudi trong tti &m 37°C c6 5% CO; v&i méi trwdng nudi cay dinh dwdng DMEM, bé sung 10% FBS,
1% Pen/Strep va 5 ng/mL bFGF-2. Té bao dwoc theo déi thuéng xuyén va méi truong nudi cay duoc thay 3
ngay/lan. Khi mat d6 té bao cao dat tr 80% dién tich b& mat dia, thwc hién quy trinh ciy chuyén bang
Trypsin/EDTA sang dia nudi cdy mai.

Biét hoa té bao géc mé sun thanh nguyén bao xwong, té bao mé va té bao sun

Té bao dwoc cam (rng biét hoa thanh nguyén bao xwong trong 21 ngay trong méi trwébng DMEM, bd sung 10%
FBS, 100 nM dexamethasone, 50 ug/mL ascorbic acid va 10 mM B-glycerol 2-phosphate. Thirc hién quy trinh
nhudm véi Alizarin Red S dé& danh gla hiéu qua biét héa nguyen bao xwong. Té bao dwoc cb dinh bang dung
dich paraformaldehyde 2% trong 1 gi®& va riva sach bé mét té bao bang PBS hai Ian. Nhudm véi thubc nhuém
Alizarin Red S trong 30 phut va rira bdng PBS.

Quy trinh biét héa m& dwoc tién hanh trong 14 ngay trong méi truong DMEM, bb sung 10% FBS, 100 nM
dexamethasone, 10 pyg/mL insulin, 0,1 mM indomethacine va 0,5 mM 3-Isobutyl-2-metylxanthane. Banh gia hiéu
quéa biét héa tao m& qua quy trinh nhuém véi Oil Red O. Quy trinh nhudm tién hanh twong tw nhw biét hoa
nguyén bao xwong, chi thay thuéc nhuém thanh Oil Red O. Mau t& bao dbi chirng dwoc nuéi trong méi trwong
DMEM cé 10% FBS va 1% Pen/Strep.

Dé biét hoa thanh té bao sun, t& bao dwoc tao vién bang phwong phép ly tm & tbc dd 300 rcf trong 20 phat va
nudi trong méi truéong DMEM, bd sung 10% FBS, 1% Pen/Strep, insulin transferrin selenium (ITS), 40 pg/mL L-
proline, BSA, 100 pg/mL sodium pyruvate, 50 uyg/mL ascorbate-2 phosphate va 100 nM dexamethasone. Thi
nghiém dwoc thuc hién bao gdm hai nhém: cé bd sung TGF-B3 va khong bd sung TGF-B3. Sau 21 ngay, danh
gia hiéu qua biét hoéa tao sun théng qua quy trinh nhuém véi Safranin O. C dinh mau bang 2% formaldehyde va
dac khéi trong sap paraffin. Mau dwoc cét thanh cac Iat méng 5 pm va nhudém véi dung dich thuée nhudm.

Tao vat liéu 3D tir té bao géc mo sun
Ky thuét tao khéi sun

Té bao dwoc nudi & mat do cao trong méi trwdng biét héa sun DMEM c6 10% FBS, 1% Pen/Strep, insulin, 40
pg/mL L-proline, BSA, 100 ug/mL sodium pyruvate, 50 ug/mL ascorbate-2 phosphateva 100 nM dexamethasone
dé tao thanh moét I&p mang té bao. Sau 7 ngay nudi, méi trwdng cii dwoc loai bd va rira hai lan béng dung dich
PBS. Mang té bao dwoc tach ra khéi dia nudi bang Trypsin va ly tam & téc do 3000 rcf trong 20 phut. Céc khi
sun sau khi ly tdm dwoc nudi cay tinh kéo dai trong méi trwéng biét hda sun trong vong 14 ngay va mai truong
dwoc thay 3 ngay/lan.

Ky thuat giot treo

Té bao duoc huyén phu trong méi trwong nudi cdy DMEM, bd sung 10% FBS, 1% Pen/Strep va 5 ng/mL bFGF-2.
Tao thanh cac giot treo 50 pL/giot trén nap dia Up nguoc va nudi trong ti am 37°C, c6 5% CO2. Hinh thai té bao
dwoc quan sat va theo déi béng kinh hién vi soi nguoc.

Ky thuéat nuéi cay vién

Dich té bao dwoc ly tam & téc d6 300 rcf trong 10 phut dé tao thanh vién sinh khéi té bao va nuéi trong eppendorf.
Mbi trwdng nudi cay gom DMEM, 10% FBS, 1% Pen/Strep va 5 ng/ml bFGF-2. Sau 24 gi®, vién sinh khoi dwoc
chuyén sang dia 48 giéng va nudi trong méi truéng cdm (ng biét héa sun bao gém DMEM, 10% FBS, 1%
Pen/Strep, insulin, 40 uyg/mL L-proline, BSA, 100 ug/mL sodium pyruvate, 50 ug/mL ascorbate-2 phosphate va

100 nM dexamethasone. Méi trwdng nudi cdy dwoc thay 3 ngay/lan va qua trinh biét héa té bao dwoc theo dbi
lién tuc.
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Ky thuéat nuéi trong dome matrigel

Dich té bao dwoc tron véi matrigel theo ty 1& 1:1. H6n hop nay dwoc tao thanh cac dome véi 50 pl/dome trong
dia 48 giéng. Sau d6, cac dome dwoc U trong ti &m 37°C, 5% CO2 cho déng dac lai. Sau 30 phat, méi truéng
nudi cdy DMEM bd sung 10% FBS, 1% Pen/Strep va 5 ng/mL bFGF-2 dwoc thém vao méi giéng (1 mL). Cac
dome duoc quan sat va méi trudng duoc thay méi 3 ngay/lan.

Thir nghiém hiéu qua héi phuc cua vat liéu sinh hoc
Thr nghiém ex vivo trén mé sun dia dém va miii thé

Thi nghiém dwoc tién hanh trén mau mé sun dia dém va mii & thé trwéng thanh. Sau khi thu mau dia dém va
sun mdi, vi tri khiém khuyét dwoc tao trén mau mé sun véi dwéng kinh 2 mm (Hinh 1). Sau d6, vat liéu khdi sun
dwoc cAy vao vi tri khiém khuyét va cac mau dwoc nudi trong méi trwdrng biét hoa sun cé bd sung 10 L TGF-B3
& ta Am 37°C, ¢ 5% CO,. Mau mé hinh ex vivo bao gdm mét nhém chirng &m, mét nhém chirng dwong va ba
nhém th&r nghiém vat liéu. Cac mau dwoc theo déi va méi trworng dwoc thay dinh ky 3 ngay/lan. Sau 14 ngay
nudi, cac mau md dwoc kiém tra hiéu qua héi phuc tdn thuwong bang phwong phap mé hoc.

Thdr nghiém in vivo trén mé sun khép thé

Lwa chon céac gibng thé duc trwdng thanh can nang tir 2,0 — 2,5 kg, dwgc nudi trong diéu kién méi trwong nhw
nhau. Thi nghiém dwoc thiét k& véi 6 nhém bao gdm mot nhdm mé binh thuwdng, mot nhém mo tén thuwong va 4
nhém thdr nghiém cay ghép vat lieu. Dé kiém tra d6 tin cay va tinh nhat quan cuda két qua, thir nghiém dwoc I&p
lai 2 1an trén m&i md hinh (chan phai va chan trai) va méi chan tao 2 tén thwong khiém khuyét sun. Vi tri khiém
khuyét dwoc tao trén bé mat sun khép véi dwong kinh 2 mm, d6 sau vira du cé thé lam 16 phan xwong dwdi sun
nhwng khéng xuyén qua xwong (Hinh 1). Cac tén thuwong trén bé mat cac mau mé sun khép dwoc tao bang dung
cu chuyén dung dé dam bao vé do twong dong.

Thi nghiém dworc thuc hién trong didu kién anh sang ddy di va dadm bao céc tiéu chuan vé sinh. Sau phau thuat,
thé dwoc chdm séc dac biét d& ddm bao qua trinh hdi phuc dién ra nhanh chéng va hiéu qua. Didu kién ly twéng
bao gdm khéng gian thoang mat, yén tinh, chudng thd dwoc vé sinh thuwéng xuyén va thd dwoc cung cép thirc an,
nwéc ubng day du. Ngoai ra, thé dwoc theo ddi va kiém tra vét mé thweng xuyén. Sau 4 tuan, cac mau méd dwoc
danh gia hiéu qua hdi phuc tdn thwong bang phwong phap mé hoc. Mau mé sun thu tai vi tri cdy ghép dwoc
nhudém H&E dé& quan sat va danh gia mirc d6 stva chira sun. Bdng thi, mau mé cling dwoc nhudém Safranin O
dé xac dinh ham lwgng GAGs tai vi tri ciy ghép.
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Hinh 1. Thir nghiém vat liéu sinh hoc ex vivo trén moé sun dia dém va miii (A) va in vivo trén mé sun khép (B)

KET QUA VA THAO LUAN
Hinh thai va kha ning tang sinh té bao géc mé sun

Sau 24 gid nudi cay trong méi trwdng dinh dwdng, t& bao tir dang hinh cau tréi lo ItPng chuyén sang dang hinh
det va bam dinh trén bé mat dia nuodi cdy (Hinh 2A). Té bao tiép tuc phat trién manh thanh hinh soi dai nhw
nguyén bao soi v&i bén trong chira nhan, nhanh bao twong kéo dai, mang té bao hoan chinh ddng nhat bam trai
trén bé mat dia nudi cdy. Trong nghién clru nay, té bao dwoc phan lap tir mé sun khép thd cé hinh thai twong tw
nhu t& bao gbc trung md phan lap tir tdy xwong nguwoi (Baghaei et al., 2017). Sau méi lan cy chuyén, mat do té
bao thu dwoc cao hon va tbc do tang sinh nhanh hon so véi lugng té bao thu dugc trudc do.
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Hinh 2. Hinh thai té bao va két qua biét héa in vitro. (A) Té bao & dd phong dai x 400 scale bar 20 pm (a)
va qua tirng thé hé PO (b), P1 (c), P2 (d) & d6 phéng dai x100 scale bar 100 pym. (B) Két qua nhuém Alizarin Red S
cho biét héa xwong va (C) Két qua nhuém Oil Red O cho biét héa tao m& & dd phong dai x400 scale bar 20 ym.
(D) Kich thwére biét hoa vién sun khong bé sung TGF-B3 (a) va ¢6 TGF-B3 (c) 1an lwot véi két qua nhuém Safranin O (b)
va (d) & dé phéng dai x400 scale bar 20 pm.

Tiém nang biét héa in vitro thanh ba dong

Té bao gbc mé sun co sy thay déi hinh thai khi nuéi trong méi truéng cdm (ng biét hoéa déc hiéu thanh nguyén
bao xwong, té bao m& va t& bao sun. Trong mdi trwdng cdm (ng biét hda tao xwong, hinh thai té bao chuyén
sang dang hat dau, tbng hop chat nén ngoai bao xwong, Alizarin Red S sé lién két v&i cac ion calcium trong chét
nén va bat mau cam thudc nhudém (Hinh 2B). Khi dwoc cdm (rng biét héa tao mé, t& bao chuyén sang dang hinh
cau, bao twong chiva céc hat lipid nhd két twu vao nhau tao thanh cac hat lipid I&n hon va bat mau dé déc trung
cta thudc nhudém Oil Red O (Hinh 2C). Ngwoc lai, déi véi mau déi chirng, té bao khéng cé sw thay déi vé& mat
hinh thai va bt kha it mau thudc nhudém Alizarin Red S va Oil Red O.

Khi dwgc nudi cdm (rng biét héa tao sun, vién sun dwoc nudi biét héa trong moi trwong céd bd sung TGF-33
c6 mau séc trong hon va kich thwoe nhé hon vién sun nuoi biét héa trong mai trwong khong bd sung TGF-B3
(Hinh 2D). GAGs trong chéat nén ngoai bao & ca hai mau vién sun déu bat mau dd cam cuda thudéc nhudm
Safranin O (Hinh 2D). Ching o, té bao gbc md sun khop thd mét ngay tudi c6 tiém nang biét héa thanh sun ngay
ca khi c6 bd sung TGF-B3 hay khong. Nhu vay, té bao gbc mo sun khép thd mét ngay tudi cé tiém nang biét héa
thanh ba dong trung mé, twong ddng véi két qua ctia cac nghién ciru trudc dé (Ouzin et al., 2023).

Két qua tao vat liéu 3D tir té bao géc md sun

Nghién ctru tao vat liéu 3D bang bén ky thuat khac nhau mang dén nhirng wu diém riéng biét trong nghién ctru va
rng dung Trong ky thuat tao khéi sun, té bao dwoc nudi & mat d6 cao, tao thanh mét I&p mang mau tréng duc cé
cAu trGc 6n dinh. Qua danh gia cdm quan sau khi ly tam, khéi sun thu dwoc cé kich thuwdc khodng 6 mm, déo dai
va két dinh t6t (Hinh 3A). Ky thuat giot treo tan dung lwc cang bé mat va luc hdp dan dé gitr cac té bao trén bé
mat dia Up nguoc, tao thanh céu tric 3D. Ban dau, té bao dwgc phan tan déu trong giot treo, dién tich tiép xtc
nho, tao diéu kién cho té bao twong tac véi nhau va hinh thanh cac cum té bao hinh cau tron déu, thé hién dung
cu tric dic trwng ctia Spheroid (Hinh 3B). Trong k§ thuat nudi cay vién, sau khi ly tam, té bao tao thanh ciu truc
dang vién (pellet) rén do céc té bao twong tac lién két chat ché véi nhau (Hinh 3C). Trong qua trinh nudi, t& bao
con tiét ra chat nén ngoai bao hd tro' cho sy phat trién va két dinh t& bao, giup vat liéu cé dd bén va kha ning
chiu lyc cao. Ky thuat nudi trong dome matrigel s& dung matrigel dong dac & 37°C nhu gia d&, tao thanh mot
mang lwéi 3D cung cap khong gian cho té bao tang sinh va hinh thanh cac cum té bao céu truc 3D (Hinh 3D).
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Hinh 3. Hinh thai va két qua nhuém mé hoc cua 4 mau vat liéu. Kich thwéc vat liéu khéi sun (A);
vat liéu giot treo, scale bar 200 ym (B) va vat liéu nudi cay vién (C), nuéi trong dome matrigel (D) scale bar 100 ym.
Két qua nhudm Safranin O (E-H) va H&E (I-L) ctia 4 mau vat liéu, scale bar 20 um.

T hinh anh md hoc, vat liéu sinh hoc dwgc tao ra tr phwong phap giot treo, nudi céy vién va nubi trong dome
matrigel, chat nén khéng bat mau dé cam khi nhuém Safranin O (Hinh 3F-H). Diéu nay c6 thé giai thich béi sw
khac biét trong méi trudng nudi cdy. Cu thé, cac phwong phap trén s dung mai trwéng co ban, khéng déc biét
wu tién cho qua trinh biét héa thanh mé sun. Trong khi d6, phwong phap tao khdi sun dwoc nudi trong moi
trwong biét hoa dé kich thich qua trinh biét héa thanh t& bao sun. Chinh vi vay, vat liéu tr phwong phap tao khéi
sun c6 chat nén bat mau dé cam khi nhudém Safranin O, mét mau dic trwng cla cac chat nén ngoal bao trong mo
sun (Hinh 3E). Chirng 4 vat liéu khdi sun dwoc tao thanh cé chira ham lwong GAGs twong ddng véi két qua
nghién ctu tao vat liéu sun tir t& bao tién than sun thai nhi trwdc d6 (Park et al., 2020). Phan tich hinh anh
nhuém H&E, ca 4 phwong phap tao vat liéu déu thay sy phan b cla té bao véi nhan té bao nhuém mau xanh
dam clia Hematoxylin va chat nén b4t mau hdng ctia Eosin. Ca 4 phwong phap déu thanh céng trong viéc tao ra
mot méi trwdng nubi cdy hd trg cho sw tdng hop va phat trién cuia té bao, mé ra trién vong (rng dung réng rai
trong Iinh virc cdng nghé té bao va y hoc tai tao.

Panh gia kha nang lam lanh mé sun bang mé hoc

Trong th&r nghiém ex vivo, két qua nhuém Safranin O cho thay sw hinh thanh ban dau ctia chét nén sun tai vi tri
cly ghép. Chat nén bat mau dé dam, khong ddéng nhét va thé hién ham luwong proteoglycan thap (Hinh 4). Do
thoi gian thi nghiém ngén, qua trinh lam lanh mé tai vi tri tdn thwong chwa dwoc quan sat ré. Tuy nhién, khi so
sanh v&i nghién ciu trwéc day, két qué nay phu hop véi giai doan hinh thanh ban dau tai vi tri tén thwong sau 2
tuan trén md hinh chudt nude khiém khuyét sun (Park et al., 2020). Phan tich két qua nhuém H&E, té bao sun
trong cac mau cay ghép c6 sw khac biét so véi mé sun binh thuwdng. Chat nén bat mau hdng clia Eosin va nhan
t& bao bat mau xanh dam Hematoxylin, kich thuwéc t& bao khac nhau, phan bé rai rac va sép xép khong trat tu.
Do do can thém thoi gian thtr nghiém ex vivo dé& dat dwoc hiéu qua tdi wu hon.

A B
Mo binh Mo ton thwong Vatliéu Khéi sun Mé binh Mé ton thwong Vat lidu khéi
6 thwing sun

—
&

Safranin O
Safranin O

H&E
H&E

X0 T

Hinh 4. Két qua nhudm Safranin O va H&E cua cac mau trong thir nghiém ex vivo trén mé sun dia dém (A)
va mod sun miii (B) véi do phong dai x50 (scale bar 200 um) hoac x400 (scale bar 20 pm).
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Sau 4 tuan cly ghép vat liéu in vivo, két qua nhudém Safranin O cho thay, sy hinh thanh chét nén sun tai vi tri cly
ghép trong tat ca 4 phuong phap diéu tri. Tuy nhién, ham lugng GAGs trong chat nén nay thap hon so véi mo
sun binh thwong (Hinh 5A). Khi so sanh gitra cac phwong phap tao vat liéu, phuong phap tao khéi sun cho két
qua nhudm Safranin O tbt nhat (Hinh 5A. c) Diéu nay Ia do Iwo’ng I&n t& bao va chat nén ngoai bao da dwoc bbd
sung vao vi tri tdn thwong, tir d6 thuc ddy qué trinh [am lanh tén thwong hiéu qua hon nhw trong nghién ctru
trwdc day (Park et al., 2020). Bén canh d6, b& mét cac mau mé sun cay ghép déu phang min va khong cé dau
hiéu bong tréc. Ngwoc lai, & mau mé tdn thuwong khéng cly ghép vat liéu, lwong chat nén sun hinh thanh kha it
do mau nhudém Safranin O nhat mau hon so véi mé binh thuwdng va mé cay ghép vat liéu (Hinh 5A.b). Ngoai ra,
mo6 méi dwgc tao thanh khéng bam dinh vao mé chi (Hinh 5B.b), vi md sun cé khé nang ty tai tao han ché.

Két qua nhudm H&E cho thay, cac mau ciy ghép déu cé sw hinh thanh cac té bao sun méi. Tuy nhién, khi so
sanh v&i mé sun binh thwéong, cac té bao sun nay c6 moét sb dac diém khac biét (Hinh 5B). Cu thé, & hau hét cac
mau, t& bao sun ton tai duwdi dang t& bao don, phan bé khéng déu va sép xép 16n xon (hinh 5B.c’-e’). Nguwoc lai,
déi voi phwong phap nuéi trong dome matrigel, cac té bao sun c6 xu huwong xép chéng Ién nhau tao thanh cau
trac hinh cot, twong tw nhw mo6 binh thuwdng nhwng voi mat do t& bao thap hon (H|nh 5B.f). Bac biét, ca 4
phwong phap diéu trj ddu hinh thanh mo6 méi cé cau trdc twong tw mo binh thwcrng va cai thién dang ké& qua trinh
phuc hdi tén thwong so véi mé tén thwong khdng cay ghép vat liéu. Nhirtng két qua thu dugc tir nghién clru nay
khéng chi cling ¢ thém cac bang chirng khoa hoc vé kha nang tai tao moé sun ma con mé ra hwéng di mai, hiéu
qua hon so véi cac phuong phap trwde day (Chen et al., 2020; Cheung et al., 2008; Li et al., 2024, Park et al., 2020).

A
Mobinh thwerng Mo tén thwong Khélsun Gigt treo Nubi cdy vién

Nudi trong
dome ma(rlgel

Nudl trong

Mobinhthuwdng Motén thiwong Khéisun Giot treo Nuoi cay vién dome matrigel

X400

Hinh 5. Két qua nhuém mé hoc clia cac mau thir nghiém in vivo trén mé sun. Hinh anh tiéu ban nhuém
v&i Safranin O (A) va H&E (B). Mau mé binh thwéng, mé tén thwong & dd phéng dai x50 scale bar 200 um (a,b)
va & do phong dai x400 scale bar 20 ym (a’,b’); mé da cy ghép vat liéu bang 4 phwong phap & dé phong dai
x50 scale bar 200 um (c-f) va & do phéng dai x400 scale bar 20 ym (c¢’-f’).

KET LUAN

Két qua nghién ciru nay la co s& cho viéc (rng dung ky thuat mé tir ngudn té bao géc md sun khop thd mot ngay
tudi trong linh virc lam lanh m& sun tén thwong. Méc du thdi gian thir nghiém con han ché, cac phwong phap ché
tao vat liéu sinh hoc 3D déu dat hiéu qua kha quan, mé ra hwéng nghién clru va (rng dung thwe té day hira hen.

Loi cam on: Cong trinh duwoc thuc hién nho kinh phl dé tai do Quy Phat i ién khoa hoc va cong nghé Thanh phol Hé Chi
Minh cap (03/2023/HD-QKHCN): “Nghién citu ché tao mang sinh hoc tir 1é béo goc co thé heo chira truong thanh sir dung

”»

trong diéu tri ton thwong sun khop goi”.
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EVALUATION OF EX VIVO AND IN VIVO CARTILAGE REPAIR EFFICACY
OF 3D BIOMATERIALS IN ADULT RABBIT MODELS

Minh-Dung Truong", Vo Ngoc Bich Tram', Nguyen Hoang Vinh',
Duong Thi Hoang Yen', Mai Hoang Duc Quy1, Cao Ngoc Minh Trang2

1Biotechnology Center of Ho Chi Minh City, Ho Chi Minh City, Vietnam
*Van Lang University, Ho Chi Minh City, Vietnam

SUMMARY

Stem cell therapy, particularly utilizing mesenchymal stem cells (MSCs) or autologous stem cells, holds
immense promise in regenerative medicine, including cartilage regeneration. However, this therapeutic approach
has limitations, including low cell yield and limited cartilage regeneration capacity. Therefore, the development
of strategies to optimize the efficacy of this therapy is of paramount importance. This study aimed to investigate
the fabrication of 3D biomaterials from one-day-old rabbit articular chondrocyte progenitor cells for cartilage
regenerative medicine applications. In this study, we isolated cells from the articular cartilage of one-day-old
rabbits, expanded them in culture, and evaluated their biological characteristics. 3D biomaterials were fabricated
using four methods: cartilage construct formation, hanging drop, pellet culture, and matrigel dome culture. Ex
vivo and in vivo experiments were performed in a cartilage defect rabbit model, and the repair capacity was
assessed using histological staining. The isolated cell population exhibited fibroblast-like morphology, adhered
to the culture dish surface, and possessed the in vitro differentiation potential towards three cell lineages:
osteoblasts, chondroblasts and adipocytes. Histological analysis revealed new tissue formation at the cartilage
defect site in the damage model for all methods of fabricating 3D biomaterials. In conclusion, one-day-old rabbit
articular chondrocyte progenitor cells is potentially useful for biomedical application in repairing damaged
cartilage tissue. Despite the short experimental duration, the various 3D biomaterial fabrication methods
demonstrated satisfactory outcomes, paving the way for future research and practical applications.

Keywords: Cartilage construct formation, hanging drop, matrigel dome culture, one-day-old rabbit articular
chondrocyte progenitor cells, pellet culture, 3D biomaterials.
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