Science & Technology Development, Vol 14, No.T5- 2011

KHAO SAT TINH TUONG HQP SINH HQC CUA GIA THE XUONG XOP VO BAO

Té Minh Quén, Trin Gia Biru, Ngé Thi Hoang Oanh, Poan Nguyén Vi,
Phan Kim Ngoc, Tran Lé Bao Ha
Trudng Pai hoc Khoa hoc Tu nhién, PHQG-HCM
(Bai nhdn ngay 21 thdang 03 nam 2011, hoan chinh sira chita ngay 16 thdng 04 nam 2012)

TOM TAT: Xuong xop di loai la mét nguén mau doi dao trong cong nghé xwong, tuy nhién mdnh

ghép di lodi cé thé kich thich ddp vmg mién dich manh. Do dé, chiing téi tién hanh khir té bao xwong

x6p di lodi nham thu dwoc gid thé vo bao cd tinh khdng nguyén thap. Xwong xop heo (4x4x3,5 em’)

dwoc khir 1é bao bang dung dich acetone hodc chloroform/methanol (1:1). Tinh twong hop sinh hoc ciia

gid thé xwong xop vé bao dwoc khdo sdt thong qua khd ndng dung nap té bao mdu cuéng ron (UBC) va

kha néng gdy ddp ing viém khi ghép di logi. Két qua thu nhdn dwoc cho thdy, sau khi xi Iy véi dung

dich acetone hodc chloroform, xuwong xép duoc logi bé hoan toan 1é bao. Té bao UBC bdm trén bé mdt

gid thé sau 3 ngay nudi cdy va tiép tuc ting trwcng cho téi ngay 12. Sau 8 ngay ghép vao co thé chudt,

gid thé gdy ra ddp iing viém nhe. Cdc két qua bude ddu cho thay gid thé xwong xép vo bao 1 vdt liéu cé

tiém ndng vmg dung cao trong cong nghé xirong.

Tir khéa: xicong xop, khi té bao, twong hop sinh hoc.

MO bAU

Xuong x0p 12 mét loai ciu tric xwong bén
trong co thé. Xuong Xép bao gém nhiing
nhirng phién xuong lién két 13n nhau tao thanh
mot khdi xwong c6 cdu tric xOp. Xuong xp
thuong dwoc tim thiy tai vi tri diu cdc xwong
dai va chirc ning chinh cia xuong x8p 12 bao
vé té bao tity xwong. Trong cong nghé mod
xuong, xuong xop thudng duoc sir dung nhim
thay thé phan xwong bi mét bai vi cdu tric 16
ctia xwong xdp gitip ting cudng qué trinh hinh
thanh mach mdu va sy xdm nhap cta té bao chu
vao manh ghép tré nén dé dang hon. Tuy
nhién, hién nay, xwong tu than va dong loai déu
bi han ché chung vé mit s6 lugng, ngudn mau

khac loai (tr heo, bo... dugc nudi trong céc

trang trai) c6 s6 luong ddi dao nhung c6 thé
kich thich nhimng ddp tng bét lgi cho co thé
nhan [3], [7]. Trong hai thap ky gﬁn day, nhiu
nha khoa hoc trén thé gidi tién hanh thir
nghiém phwong phdp loai t bao ra khoi mo, co
quan khdc loai v6i myc dich 1am giam dédp ung
mién dich manh ghép nhung van bao toan ciu
trdc, hinh dang ngoai cia md, co quan va dam
bao dugc ngudn cung cip miu doi dao trén thi
truong ', Ké thira y tuong trén, ching toi tién
hanh tao va khdo sét tinh twong hop sinh hoc
gid thé xwong x6p vo bao nhim danh gid tiém
ning ung dung cua gid thé xuong xdp vo bao

trong cong nghé xuong.
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VAT LIEU PHUONG PHAP
Khir té bao xuwong Xép heo [1], [8]

Xuong x6p sau khi thu nhan duoc cit thanh
nhitng khéi xwong nhé (3,5x4x4cm’). Khéi
xuong x0p duoc tién hanh loai méu trong dung
dich Tris-HCI trong sdu gio. Sau d6, miu
xuong xOp dugc tién hanh khir khodng mét
phan bang dung dich HCI 0,6N trong mudi lim
phit va khi t& bao bing dung dich
chloroform/ethanol trong sdu gi¢ hodc acetone
trong muoi bay gio. Sau d6, xwong xdp duoc
khudy lién tyuc trong nudc cét 2 lan trong 12 gid
va dé kho ty nhién (14p lai quy trinh 4 1an).

Xwong xdp sau khi xir ly dugc gui dén bo
modn xét nghiém truong Pai hoc Y Dugc TP.
HCM dé nhudém Hematoxylin va Eosin. Tai
day, khdi xuong dugc cit thanh nhitng lat
mong c6 bé day 6 pm va nhudém véi héa chét
Hematoxylin va Eosin (HE). Phuong phdp nay
gitip phét hién thanh phin té bao con x6t lai
trong gid thé sau xur ly. Qua d6, ching ta xdc
dinh hiéu qua khu té bao cua dung dich
chloroform/methanol hodc dung dich acetone.

Ngoai ra, gi4 thé xwong x8p sau xir 1y con
dugc gti toi Vién Ky Thuat Nhiét Doi dé xéc
dinh cdu tric x6p bang kinh hién vi dién tu
quét SEM (SEM: Scanning Electron
Microscope).

Panh gia su twong hop in vitro gia thé sau
xir ly

Su twong hop in vitro dugc ddnh gid thdong
qua kha ning hd tro sy bam dinh va ting sinh
té bao mau cuéng ron dong lanh ¢ P4.

Xac dinh quy trinh céy té bao vao gi thé tdi

wu [4], [9]

Té bao méu cudng rén P4 dugc ciy vao gid
thé bang phuong phdp ly tim véi van toc
2000v/ph trong mot phut va lap lai quy trinh
mudi 1an. Sau khi tién hanh ly tam lap lai hai,
bén, sdu, tdm, muoi lan, s6 lugng t& bao séng
cAy thanh cong vao gid thé duoc xdc dinh gidn
tiép thong qua s lwong t& bao séng con lai
trong dung dich. Tir d6, chiing ta tim dwoc médc
thoi gian ly tim dua té bao vao gia thé xuong
x6p tbi wru.

Xac dinh sy bam dinh té bao trong gia thé
[2], [5], [6]

Gid thé sau khi cdy té bao mdu cubng rén
dugc nudi trong mdi trudng DMEM/F12 bd
sung 10% FBS véi 37°C, 5% CO,. Sau ba ngay
hoic séu ngay nudi cdy, gid thé dwoc tién hanh
nhuém HE nhim x4c dinh sy bdm dinh t& bao
trong gid thé xuong xp.

Xac dinh sy ting sinh té bao trong gia thé
9]

Su ting sinh té bao trong gid thé dugc dénh
gid bang phuong phiap MTT. Gid thé dugc ciy
té bao duoc nudi trong moi truong DMEM/F12
chira 10% FBS & 37°C, 5% CO,. Sau ba, sdu,
chin, muoi hai ngay nudi cdy, gid thé ciy té
bao dugc thu nhan va danh gid bang phuong
phap MTT.

Gid thé ciy té bao dugc bd sung mdi truong
DMEM/F12 chua 10% FBS va 0,5 mg/ml
MTT trong bon gio tai 37°C, 5% CO,. Sau bon
gi®, moi truong duge hiit bo va thay thé bang
dung dich DMSO/ethanol. Sau mudi hai gio,
dich n6i dugc thu nhan va tién hanh do mat d¢

quang (OD) & budc séng 545 nm. Mdi ngay
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tién hanh phwong phiap MTT véi 3 giéng, thi
nghiém duoc 1ap lai 3 lan.

Pinh gia sy twong hop in vivo gia thé xwong
xop vo bao

Su twong hop in vivo dugc danh gid thdong
qua phan tmg viém khi ghép gia thé vao co thé
chudt nhét tring Mus musculus var. Albino nim
tudn tudi, ning khodng 22 g.

Thi nghiém dugc chia thanh hai nhém: nhém
thi nghiém va nhém déi ching. Nhém thi
nghiém bao gdm nhing con chudt dugc ghép
gid thé xwong xdp vo bao (khong chira bat ky
loai t& bao nao) dudi da lung. Nhém ddi ching
bao gém nhitng con chudt duoc rach da lung va
khau lai nhung khong chita gid thé. Sau hai,
nam, tim ngay ghép, gid thé va huyét thanh
chudt dugc thu nhan véi muc dich khao sat dap
ung viém co thé chudt mirc d6 té bao va muc
d0 phan tir. Thi nghiém dugc 1ap lai 3 lan.

Gid thé dugc thu nhan tir chudt thi nghiém
duoc tién hanh nhuém HE dénh gid hién tugng

viém nhu sy xam nhép té bao bach cau, sy hinh

thanh mé sgi ... trong gid thé sau cdc ngay cy
ghép.

Néng do céc cytokine tién viém TNFa, IFNy,
IL-2, IL-4, IL-5 trong huyét thanh chugt thi
nghiém va dbi ching dugc xdc dinh theo
phuong phdp nhu¢m khing thé mién dich
huynh quang bing bd kit BD CBA Mouse
Th1/Th2 Cytokine va theo quy trinh do nha san
xudt cung cép.

KET QUA
Két qua xir 1y khéi xwong xép

Két qua quan sat dai thé cho thdy mau xuong
x6p trude khi xir Iy ¢6 mau d6 sam (Hinh 1)
boi vi xwong xdp c6 chira nhiéu t& bao hong
chu, bach cau, té bao xuong, tao cbt bao, huy
¢t bao. Mau xuong sau khi xir Iy ¢6 mau tring
bi vi thanh phin té bao bén trong da bi loai bd
hoan toan. Mau tring nay chinh 1a mau ty
nhién cua thanh phin khuén nén ngoai bao
xuwong. Két qua nay cho thiy quy trinh xt ly da

dat dugc thanh cong ban dau.

A

B

Hinh 1. Gid thé trudc khi xir 1 va sau khi xtr 19.(A: trude khi xir 1y, B: sau khi xir 1y)

Két qua nhuém HE cho thiy mau ddi ching

mang diy du thanh phin co ban ciia xwong

x6p: phién xwong, t& bao mdu nhu hong cau,

bach ciu, t& bao xuong, tao cbt bao, huy cot

Trang 76



TAP CHi PHAT TRIEN KH&CN, TAP 14, $0 T5- 2011

bao. Ngoai ra, trong mot sé xuong x6p ching
ta con phat hién té bao m& (Hinh 2).

Mau khtr khodng vAn mang diy da thanh
phén cta xuong xOp, tuy nhién thanh phan té
bao bi bién dang. Pidu nay ching to HCI 1am
chét t& bao nhung khong loai té bao ra khoi gid

the.

Mau xir 1y bang chloroform/metanol hodc
aceton déu kht sach t& bao, chi con phién
xuong. Diéu nay ching t6 dung dich

chloroform/metanol hodc aceton loai bo t& bao

ECLTIE

mot cdch hiéu qua. Tuy nhién, hiéu qua loai té
bao dung dich acteon cao hon dung dich
chloroform/metanol, trong mot vai miu xu 1y
bang chloroform/metanol van con s6t vai té bao
trong khi nhitng miu xir 1y bang aceton hoan
toan khong c6 té bao. Hinh anh thu nhan tir
kinh hién vi dién tor quét (SEM) (Hinh 3) cho
thiy gid thé tao ra c6 cdu tric x6p va kich
thude 16 dao dong trong khoang tir 300-700um,
khoang céch gifta cdc 16 1a 50-100 um. Céu
tric nay thich hop cho sy xam nhap té bao,

mach mau vao bén trong gia thé.

Hinh 3. Gi4 thé xwong x&p chup dudi kinh hién vi dién tir quét

Két qua danh gia twong hop in vitro
Quy trinh cdy té bao vao gid thé téi uu

Té bao mdu cudng rén rd dong & P4 c6 hinh
dang dai, thon va c6 kha ning ting trudng tot

nhu trude khi dong lanh (Hinh 4).

S6 lugng té bao séng ciy thanh cong vao gid
thé duoc ude tinh 13 sy chénh 1éch sb lugng té
bao sdng gitra nhém dbi chimg va nhém thi
nghiém. Su chénh 1éch cang cao thi ) lugng té

bao song di chuyén vao bén trong gid thé cang
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16n. Két qua thu nhdn cho thiy sw chénh léch
56 t& bao sdng giira dbi ching va thi nghiém tai
céc mbc 4, 6 14n 1a cao hon cac mébc 2, 8, 10 va
su chénh léch giita hai mdc 4 va 6 khong khéc
biét nhau vé mit théng ké (One-way Annova,

Turkey Test, p<0,05) (Hinh 5). Do d6, chiing ta
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xét dén ti 18 té bao chét gifta 2 méc thoi gian
trén, két qua cho thiy, méc 4 ti 1& chét té bao
thap hon, diéu nay phit hop gia thuyét thoi gian
ly tim ti 1& nghich véi sitc song té bao. Do d6,
ly tdm 2000v/ph trong 1 phdt, lap lai 4 1an 1a

quy trinh cdy té bao vao gid thé t6i uu.

Mt d6 6 bao (x10*4 té bao/ml)

hai bon sau tam muvi

B Thi nghiém
Thoi gian ly thm (phit)

= Pdi chimg

Hinh 4. Té bao méu cudng rén rd dong tai P4.

Sw bam dinh té bao trén gid thé xwong xép
vo bao

Két qua nhugm mod hoc cho thay té bao mau
cubng rén bam trén bé mit gid thé xwong xp
sau 3 ngay cdy vao gid thé. Té bao bam trén
phién xwong c6 dang trai (Hinh 6). Trén nhidu
vi tri, cdc t& bao mau cudng rén lién két voi

nhau hinh thanh mét day. Dén ngay thir 5, su

Hinh 5. S5 lugng té bao séng con lai sau khi ly tim

hién dién té bao trén bé mit phién xwong da tré
nén day dic hon va su lién két giira cac té bao
cling 16 rang hon. DPiéu nay gép phan khing
dinh t& bao mau cubng rén c6 kha ning bim
trén gid thé xuong x&p khir té bao. Ngoai ra,
két qua nay phin nao ching to sy ting trudng

té bao mau cudng ron trén gia thé xuong xop.

Hinh 6. Té bao mdu cudng rén dugc cdy vao gid thé (nhudm HE). A: Sau 3 ngay, B: Sau 6 ngly.
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Sw ting truwéng té bao trén gid thé xwong xop
vo bao

MTT (3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-

diphenyltetrazolium bromide) la mot loai
tetrazole ¢6 mau vang. Trong té bao sbng,

MTT dugc chuyén héa thanh tinh thé formazan
mau tim dudi tic dung enzyme sucinate
dehydrogenase cua ti thé. S6 lwong té bao cang
16n s& tao ra lugng formazan cang nhiéu, gid tri
OD dung dich formazan cang cao.

Nhin chung, d6 thj gid tri OD qua cdc ngay
thi nghiém (Hinh 7) c6 dang duong thing di

lén sau 12 ngay nudi cdy. Mat do quang ciia

dung dich hoa tan ngay 6 cao hon ngay 3, ngay
9 cao hon ngay 6, ngay 12 cao hon ngay 9 (su
khdc biét c6 y nghia théng ké&). Piéu nay ching
to t& bao mau cuéng ron c6 kha nang ting
trudng trén bé mat xuong Xép v0 bao trong 12
ngly sau nudi cdy. Méat do6 quang dung dich
hoa tan ngay 12 cao hon ngay 3 gap 1,72 lan.
Diéu nay phit hop véi két qua nghién ctru cua
cdc tdc gid khic. Nhirng tdc gia nay thir nghiém
sy ting trudng t& bao tiy xwong ngudi trén
xwong khir khoang. Céc két qua da chimg minh
ring sau 14 ngay, té bao tiy xwong ting 1,9 1an

so v6i ban dau.

Bang 1. Gia tri OD thu nhan dugc qua cic ngay thi nghiém

Gid tri OD Ngay 3 Ngay 6 Ngay 9 Ngay 12
Trung binh 0,063 0,084 0,098 0,1103
Sai s6 chudn 0,0013 0,001 0,0017 0,0015
Théng ké A B C D
0.120 T
0100 +
=
=
E
o
< 0.080 +
-
0,064
0.060
Ngay 3 Ngay 6 Ngay 9 Ngay 12
Thiri gian

Hinh 7. Gi4 tri OD thu nhan theo cdc mdc thoi gian

Trang 79



Science & Technology Development, Vol 14, No.T5- 2011

Két qua danh gia twong hop in vive
Két qui mé hoc
Quan sit budc dau cho th?iy ca hai 16 chudt

thir nghiém va ddi chirg déu séng khoe manh

Gid thé
con kha
nguyén
ven

Té bio soi
bag quanh
gid thé

cho dén ngay thi nghiém, hién tugng chudt chét
khong xdy ra trong qud trinh thi nghiém. Diéu
nay 12 mot két qua kha quan ban dau cho thiy
gid thé khong gdy anh huong 1én su song té

bao.

Tinh trang
gid thé

con khd
nguyén

ven

Hinh 8. Két qua nhuém mé hoc HE gia thé trong co thé chudt. A: Gié thé sau 5 ngdy ciy ghép, B: Gi4 thé sau 8

ngdy ciy ghép

Sau 2 ngay ghép gid thé, vi tri cdy ghép bit
dAu 1anh héa va khong con hién tugng sung do.
Gid thé van dugc bao toan, khong xudt hién
hién twong hu héng gia thé. Té bao soi bam
xung quanh md ghép nhung khdng phat hién su
x4m nhép céc té bao dai thyc bao, lympho bao
va mach méu trong md ghép.

Dén ngay 5, xung quanh gid thé bt diu xuit
hién cdc diém voi héa. Mot sb dai thue bao, té
bao lympho va ciu tric giéng mach mdu xuét
hién xung quanh mé ghép.

Két qud xdc dinh n&ng do cytokine

Ngdy thtr 8, mach mdu hinh thanh, cac diém
calci hoa khong tdng thém so v6i ngay 5. Tuy
nhién, cic dai thyc bao, té bao lympho van ton
tai trong gid thé. Tir nhitng két qua trén cho
thdy gid thé vo6 bao giy ra ddp tng viém nhe

trong co thé chudt sau 8 ngay ciy ghép.

Bang 2. Két qua xdc dinh ndng d¢ cytokine huyét thanh chudt qua céc ngay thi nghiém

Nong d cytokine Ngay 2 Ngay 5 Ngay 8
(pg/ml)
bC TN bpC TN pC TN
TNFa 50,77 40,56 52,57 41,01 146,13 36,06
IFNy 46,72 51,33 55,84 2523 15,07 14,98
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1L-5 <=10 25,2 14,11 46,2 16,69 23,98
1L-4 <=10 <=10 <=10 <=10 <=10 <=10
L2 13,4 <=10 11,8 16,1 <=10 <=10

(Gioi han do tim cua thi nghiém la 10 ng/ml)

Nhin chung, néng do cdc loai cytokine trong
mau chudt giita hai 16 thi nghiém va dbi ching
khong c6 su khdc biét dang ké. Nong do cac
cytokine trong mau chudt ddi chimg dao dong
tir 10-55 pg/ml. Nong d6 cytokine mau chudt
thi nghi¢ém da phan nim ¢ mirc 15-50 pg/ml.
Khi so sanh nong d6 cytokine giita 2 nhém thi
nghiém va dbi ching cho thidy nong do
cytokine giita 2 nhém gan gidng nhau. Didu
nay gitp ching ta c6 thé két luan gia thé xuong
x6p v6 bao it tic dong 1én sy tiét cytokine trong
co thé chudt.

Trong qud trinh thi nghiém, nam loai
cytokine TNFa, IFNy, IL-2, IL-4, IL-5 duoc
khao sét. Tuy nhién, duy nhit mét loai cytokine
TNFa c6 day du s6 liéu théng ké, céc cytokine
con lai rt it xuat hién (IL-2, IL-4) hodc xudt
hién nhiéu nhung khong du s liéu théng ké
(IFNy, IL-5).

Xét sy gia ting ndng do TNF qua cédc ngy,
ta thiy

Nong d6 TNF médu chudt dbi chimg giita
ngay 2, 5, 8 khong c6 su khdc biét vé mit
thong ké. Didu ndy cho thiy nhirng thi nghiém
gifta céc ngdy c6 tinh ddng nhit va gid tri thu
dugc dang tin cay.

So sénh gid tri TNFa gitta nhém d6i ching
va thi nghiém qua cdc mdc thoi gian 2, 5, 8
ngly cho thdy khéng c6 su khdc biét gifta hai
nhém trén (sy khic biét khong c6 y nghia
thong ké) trong timg ngay thi nghiém. Didu nay
ching to khong cé phan ung viém dugc kich
thich do gia thé xuong xdp v6 bao. Tuy nhién,
dwa vao d6 thi ta thdy ndng d6 TNFo ngay thir
5 cao hon ngay thr 2 (khong c6 ¥ nghia thong
ké). Piéu nay cho thdy c6 su gia ting dap tmg
viém vao ngay 5 nhung sy gia ting nay khong
dang ké. Diéu nay phii hop két qua thu nhan
dugc trong dénh gid md hoc manh ghép gid thé

xuwong x6p vao ngay 5.

Trang 81



Science & Technology Development, Vol 14, No.T5- 2011

Ning dd TNF (pg/nl) -

Ngay 2 Ngay 5 Ngay 8

Thix gian(ngay)

Hinh 9. Nong ¢ TNF qua cdc méc thoi gian
KET LUAN Gid thé xwong x0p v bao gy ra ddp tng
Tao duoc gid thé vo bao tir xwong xop viém nhe sau 8 ngly ghép vao co thé chudt.
Gid thé xuong xp v6 bao c¢6 kha ning hd tro

qud trinh bdm dinh va ting sinh té bao

RESEARCH ON BIOCOMPATIBILITY OF CANCELLOUS - DERIVED
ACELLULAR SCAFFOLD

To Minh Quan, Tran Gia Buu, Nguyen Thi Hoang Oanh, Doan Nguyen Vu,
Phan Kim Ngoc, Tran Le Bao Ha,
University of Science, VNU-HCM

ABSTRACT: Xenogeneic cancellous bone is a abundant resource on bone tissue engineering. But
xenograft can arise a serious of immune responses. Thus, we decellularize xenogeneic cancellous bone
for obtaining a great number of acellular and low antigenic scaffolds. Porcine cancellous bone (PCB)
(4x4x3,5 cm’) were decellularized by acetone or chloroform/methanol (1:1). Biocompatibility of
acellular scaffold was evaluated by seeding umbilical blood cells (UBCs) into scaffold and
transplanting acellular scaffold to xeno-recipient. The result shows that PCB-derived scaffold treated in

two decellularizing solutions have no cell. After 3 days, UBCs adhered on surface of scaffold and
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proliferated contiously after 12 days. After 8 days, scaffold makes a weak imflammatory response. The

intial results show that PCB-derived acellular scaffold can apply in bone tissue engineering.

Key words: cancellous bone, decelularization, biocompatibility.
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