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TOM TAT

Muc tiéu: Khao sét vé su phan lap té bao don nhan tir tiy xwong va dénh gia hiéu suét ting sinh té bao
goc trung mé cda tiy xuwong trong qué trinh nudi céy.

Déi twong va phwong phdp nghién cteu: Dich tiy xuwong cla bénh nhéan chén thuong so néo cép tinh,
nghién ctru mé té cat ngang.

Két qua: Téng sé luong té bao don nhan sau phén Iap trung binh la 373,74 x 10° té bao va ty 1é séng
déu trén 90%. S6 ngay nubi cay trung binh la 12,44 ngay, hiéu qué phét trién té bao dat 86,29%. Ty Ié
MSC duong tinh véi céc marker cda té bao géc trung moé trung binh la 93,11% va ty Ié séng trung binh la
96,48%.

Két luan: C6 thé thu nhan té bao don nhén sau khi phan Iap t tiy xwong ngudi véi ty 1é séng cao.
Trong qué trinh nudi cay, hiéu qua phét trién té bao khé cao, té bao thu duoc sau nubi cay cé chira quéan
thé té bao géc trung mo.

Ttr khéa: té bao gbc trung mé tir tdy xwong, phén lap, nubi céy, hiéu qua phat trién.

ABSTRACT
STUDY ON THE ISOLATION AND CULTURE OF THE BONE MARROW - DERIVED
MESENCHYMAL STEM CELLS AT HUE CENTRAL HOSPITAL
Nguyen Thi Hao', Phan Thi Thuy Hoa’, Tran Thi Phuong Tuy’,
Phan Hoang Duy’, Nguyen Dinh Thien’

Objectives: To investigate the isolation of mononuclear cells from bone marrow and evaluate the
efficiency of mesenchymal stem cell proliferation in the culture process.

Research methods: Bone marrow fluid from patients with acute traumatic brain injury, Cross-sectional
descriptive.

Results: The total number of mononuclear cells after isolation is 373.74 x 106 cells and the survival
rate is over 90%. The average number of days of culture is 12.44 days, the efficiency of cell development
reaches 86.29%. The percentage of MSC positive for mesenchymal stem cells markers averaged 93.11%
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and the average survival rate was 96.48%.

Conclusion: Mononuclear cells can be collected after isolation from human bone marrow with high
survival rates. During culture, the cell development efficiency is quite high, the cells obtained after culture

contain mesenchymal stem cell populations.

Keywords: Bone marrow-derived Mesenchymal stem cells, isolate, culture, develop efficiency.

I. PAT VAN PE

Tay xwong 1a mot mé 1y tuong dé nghién ciu té
bao gde vi kha ning tiép can cta nd va vi liéu luong
va d4p ung ting sinh cia té bao gdc c6 ngudn goc
tir tiiy xuwong c6 thé dé dang duoc nghién ciru. Ty
xuong chira hai quan thé té bao gdc riéng biét: t& bao
gbc tao mau (HSC) va té bao gbc trung mod (MSC).
Bén canh kinh nghiém ghép ty xuong trong diéu
trj ung thu mau bang HSC, céc té bao gbc khac co
ngudn goc tir tity xwong ciing try thanh mot cong cu
chinh trong y hoc tai tao [10].

Té bao gdc trung md (MSC) 1a quén thé t& bao
c6 dac tinh tu tai tao va bi¢t hoad da dang thanh nhiéu
loai té bao khac nhau trong méi trudng thich hop,
bao gém té bao xuong, té bao sun, té bao md, té
bao co tim va té bao than kinh [5], [6], [7]. MSC cb
thé thu nhan tir rit nhiéu ngudn khéac nhau, trong d6
cac ngudn thu nhan phd bién 12 & mau ngoai vi, tay
xuong, day rén [9], [11].

Hi¢u qua cua MSC da duoc ching minh trong
li¢u phap té bao va y hoc tai tao nhu tai tao co tim,
da, gan, tuy, xuong, sun,... [8], [12]. O Viét Nam
dd c6 nhiéu dé tai lién quan dén ghép té bao gbc
tao mau trén bénh nhan bénh ly vé méu va co quan
tao mau, u dic va mot s dé tai lién quan té bao
gbc trung mo lién quan dén diéu tri co xwong khép,
bénh phdi man tinh [1]. Do d6, chung t6i tién hanh
dé tai nay voi muyc tidu khao sat vé sy phan lap té
bao don nhan tir tiy xuong va danh gia hiéu suét
tang sinh té bao gdc trung mo cua tiy xwong trong
qua trinh nudi cay té bao.

II. POI TUQONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. P6i twong nghién ciu

27 bénh nhan bi chén thuong s¢ nao cép tinh,
chi sb Glasgow 5-8, c6 mau tu dudi mang nao, Xuét
huyét ndo.
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Tiéu chuan chon bénh:

Tt ca bénh nhan tham gia nghién ctru phai dugc
su dong thuén ciia nguoi than va duoc thong qua
Ho1 déng Y duc Bénh vién.

Tiéu chuén loai trir;

- Bénh nhén chin thuong so nao kém da chian
thuong nang.

- Bénh nhan c6 tién str vé bénh than kinh ngoai
bién hodc bénh ty mién, cac bénh mén tinh nhu ting
huyét ap, dai thao dudng, han ché vé& mit nhan thic,
bénh viém man tinh, ung thu ac tinh, bénh gan man
tinh, sir dung thudc khang viém thudng xuyén, bénh
Iy vé mau.

2.2. Phuong phap nghién ctru

2.2.1. Thiét ké nghién ciru: Phuong phap nghién
clru mo ta cit ngang

2.2.2. Hod chit - Vit tw tiéu hao va trang thiét bi

Moi truong StemMACS XF, Trypsin-EDTA 0,25%
(Sigma-Aldrich), Ficoll-Paque Plus 1.077g/ml, Trypan
Blue 0,4%, PBS, NaCl 9%o0, MSC Phenotyping Kit,

Mang loc 70pum, chai nuéi 75 cm?, 25 cm?, dng
Falcon (15ml va 50ml), pipet 10ml, 1000ul, 200pl.

Ta &m CO,, may ly tam, kinh hién vi soi nguoc,
t an toan sinh hoc cap II, may dém té bao dong
chay FACS Canto II (MY).

2.2.3. Quy trinh nghién ciru

Budc 1: Thu thap tuy xuong

Tién hanh tai phong mo vo trung véi day du cac
trang thiét bj hién dai cia Khoa Gay mé hi sirc A —
Bénh vién TW Hué.

Budc 2: Phan lap té bao don nhan

- Tach 16p Buffy coat: Quay ly tdm thi dich tay
xuong bang may ly tim thi mau Sorval, tbc do 3670
vong/phut trong 7 phut, sau do6 cho Ién ban ép tai
mau dé tach ldy 16p Buffy coat, chtra phan 16n té
bao c6 nhan.

- Phan lap (tach) khéi té bao don nhan: Pha
loang dich Buffycoat bang dung dich PBS, ty 18
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1/3 va loc voi mang loc 70um nham loai manh
xuong, hat md... Cho 20 ml dung dich Ficoll-
Paque Plus 1.077g/ml vao 6ng nén day nhon loai
50 ml, sau d6 cho vao 30 ml dung dich Buffycoat
da pha lodng 1/3 trén bé mit Ficoll. Thao tic &
budc nay phai that nhe nhang tranh lam xdo tron
bé mit tiép xtic v6i Ficoll. Ly tam 1800 vong
(rpm) trong 20 phit. Tach ldy vong nhin ¢ gitra
(vong té bao don nhan), cho vao 1 dng nghiém
50ml khéac. Rira 16p nay 2 lan bang PBS vdi toc
do ly tam 2500 vong trong 5 phat. Huyén dich
thanh 12 — 14ml bang dung dich nuéc mudi sinh
1y 9%o (va c6 thé kém huyét twong giau tiéu cau),
lay 1 - 2ml dé kiém tra chat lugng san pham (dém
té bao...) va 1 - 2ml dé nudi cdy, con lai 10ml dé
ghép cho bénh nhan.

Budc 3: Nubi cdy té bao gdc trung mod

Té bao thu duogc sau khi ly tdm voi Ficoll-
Paque dugc nudi ting sinh trong chai T-flask
voi mat do 5x10* té bao/em® & diéu kién nhigt
d¢ 37°C, 5% CO,, d6 am 95%. Sau 24-36 gid dau
tién, té bao khong bam dinh dugc loai bo. Cac té bao
bam dinh phat trién thanh cac cum té bao trong 3-7
ngay. Khi mat d¢ té bao dat 80-90% dién tich, té bao
duogc tach voi Trypsin/EDTA 0.25% va rua sach ba
lan bang PBS.

- Panh gi4 kha ning phat trién cua té bao:

Sau 2 1an thay méi trudng, cac té bao trong chai
nudi cdy chi con 14 cac té bao bam dugc. Té bao
duoc goi 1a phat trién sau khi bam 1a cac té bao
c6 kha nang trai hinh dang giéng té bao fibroblast
(khong con 1a hinh cau). Pé danh gia kha ning
phat trién, cac t& bao c6 hinh dang giéng té bao
fibroblast (t& bao gdc trung mo) dugc dém trong
10 thi truong. S6 té bao bam duoc tinh trung binh
trong 10 1an dém.

Hiéu qud phit trién = 86 6 bao phat trién / S6 té bio bam dinh.

- Xéc dinh dic tinh té bao gdc trung mo: Té bao
gbc trung mo sau nudi cdy dugc nhudm voi cac
khang thé don dong va cho thdy CD34 (4m tinh),
CD73, CD90, va CD105 (duong tinh).

2.2.4. Théng ké va xir Iy sé ligu: Theo phuong
phap thong ké y hoc, phan mém SPSS 20.
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III. KET QUA NGHIEN CUU VA BAN LUAN
3.1. Phan bb tudi, giéi

Chi tiéu n %
<20 1 3,70
21-40 13 48,15
Tubi 41-60 10 37,04
> 60 3 11,11

X +SD 39,70 + 14,55

Nam 24 88,89
Nit 3 11,11

D6 tudi trung binh ctia cac bénh nhéan trong nhom
nghién ciru 14 39,70 + 14,55, chu yéu tap trung vao
nhom c6 do tudi lao dong (tir 21 t&i 60 tudi). Pa sb
bénh nhén 12 nam gidi, chiém ty 1¢ 88,89%.

3.2. Phan lap té bao don nhén

3.2.1. Dic diém khoi té bao tity xwong thu dwoc

. Téi | Téi
Trung binh thidu da
Thé tich tiy 261,11 + 250 | 300
(ml) 21,18
Buffy coat | 87,30+20,04 | 50 120
(ml)
WBC tiy 19.18+2.88 | 14,32 | 25,81
(x10%/ml)
TBDN tiy 580+1,12 | 3,31 | 872
(x10%ml)
Tong TBDN 1290,19 + 915 | 1826
tay (x10°té 247,13
bao)

Tuy vao thé trang va can nang bénh nhan ma thé
tich tay dugc lay khac nhau.Thé tich dich tily trung
binh thu duoc 12 261,11 + 21,18 ml va thé tich trung
binh cua Buffy coat la 87,30 + 20,04 ml. Dich tuy
thu duoc cua chung toi it hon so voi nghién ctru cua
L& Phuéc Quang trén dbi tuong bénh nhan khuyét
hdng xuong, khdp gia (300-400 ml), diéu nay c6 thé
ly giai la do nghién cuu cua chung t6i khong chi sur
dung té bao don nhan sau phan ldp ma con nudi cy
dé tang sinh s6 lugng nén lugng tiy khong can thiét
phai ldy nhiéu [2]. Tong sb luong té bao don nhéan
trong khdi té bao tay xuwong thu dugc 1a 1290,19 +
247,13 x10°t¢ bao.
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3.2.2. Dic diém té bao don nhén ciia tity xwong sau phén lgp

Trung binh Téi thiéu Téi da
WBC (x10%/ml) 41,93 +9,78 23,32 63,50
TBDN (x10%/ml) 28,53 + 5,96 16,32 37,83
Téng TBDN sau tach (x10°té bao) 373,74 + 73,69 229 492
Ty 1& séng TBBN (%) 97,48 + 2,38 90,00 99,00

Sau khi phan lap, téng ) luong té bao don nhan thu duoc 1a 373,74 x10° té bao, giam so véi ) luong té
bao don nhan dich tily xuong. Nguyén nhan 1a do Ficoll ching t6i sir dung chii yéu giir lai té bao MSC va do
té bao mat di mot phan trong qua trinh phan I4p. Ty 18 sdng cta té bao don nhan sau phan 1ap dugc xac dinh
bang k¥ thuat nhuém Trypan Blue 0,4%, dém té bao trén kinh hién vi quang hoc, dém ca s6 té bao song va
s6 té bao chét. Ty 16 té bao sdng = sb lwong té bao sdng / (sb lwong té bao sdng + sb lugng té bao chét) x 100.
Trong nghién ciru ctia ching toi, ty 1¢ séng té bao don nhan sau phan lap déu trén 90%, trung binh 1a 97,48
+ 2,38 %. Két qua cua ching toi trong tu véi tic gia Lé Phude Quang [2].

3.3. Nudi ciy té bao gbc trung md

3.3.1. 86 ngay nuéi cdy MSC

S6 ngay nudi cdy trung binh 14 12,44 ngay (tdi thiéu 1a 9 ngay, tdi da 14 15 ngay).

3.3.2. Hiéu sudt ting sinh té bao

Chi <6 Thitrwomg |y 15 13 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10 | Trungbinn
S6 tb bam dinh 31 [36 |21 |52 |71 |22 |78 |35 |44 |33 423

S té bao phat trién 29 |34 |24 |37 |63 |30 |65 |28 [32 |24 36,5
Hiéu qué phat trién t& bao 86,29%

Sau 24-36 gio, cac té bao bam dinh rat nhiéu, sé té bao bam dinh trung binh trén mot thi trudng 1a 42,3
té bao. Sau 72 gio, s6 té bao phat trién ciia mot thi truong kha nhiéu, trung binh 14 36,5 té bao. Hiéu qua
phat trién cia té bao 1a 86,29%. Két qua ciia chung t6i twong dong véi tac gia Nguyén Thanh Thity va cong
su khi nuéi cdy MSC tir mé m& véi higu qua phat trién 1a 84,3% va tac gia Duong Thi Bach Tuyét va CS
v6i 90,11% [3], [4]. Piéu nay chimg té méi truong nudi cdy chung toi dang sir dung c6 kha ning kich thich
su bam dinh va phat trién cia té bao, co trién vong trong viéc nudi cdy, phat trién té bao gdc trung mo tir
tuy xuong nguoi.

3.3.3. Pdnh gid chét lwong té bao

Trung binh Téi thiéu | Téida
WBC (x10%/ml) 27,83+ 7,71 14,61 47,96
MSC (x10%ml) 25,95+7,33 13,50 44,80
Téng s6 lwong té bao MSC (x10°té bao) 311,55 + 87,87 162 537
Ty 18 MSC duong tinh v&i CD73,90,105 (%) 93,11 + 3,18 86,60 99,00
Ty 18 sbng MSC (%) 96,48 + 1,97 95,00 99,00

Sau khi mat d6 té bao dat 89-90% thi tién hanh tach MSC.Tong sé luong té bao MSC thu dugc trung
binh 14 311,55 + 87,87 x10°té bao. Trong d6 ty 16 MSC duong tinh v&i cic marker cua té bao gbe trung mo
trung binh 12 93,11% va ty 1¢ song trung binh ciing khé cao véi 96,48%. Tir d6 cho thay khdi té bao thu duge
sau tach c6 chira quan thé té bao gbc trung md.
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IV. KET LUAN

- C6 thé thu nhan té bao don nhan sau khi phan
lap tr tiy xuong nguoi.

- Ty 1& song té bao don nhan sau phan lap déu
trén 90%, trung binh 1a 97,48 + 2,38%.

- Trong qua trinh nudi cdy, té bao bam dinh
va phat trién tt, hiéu qua phat trién kha cao

(86,29%).
- Té bao thu dugc sau nudi cay ¢ chtra quan thé
té bao gbc trung md.

V. KIEN NGHI
Nubi cdy va biét hoa té bao gdc trung mo tir tiy
xuong dé img dung trong y hoc.
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