TAP CHi ¥ - DUGC HOC QUAN SU' SO 3-2020

NGHIEN CUrU PAC PIEM TUY XUWONG VA KET QUA THU GOM
KHOI TE BAO GOC TUY XUWONG O BENH NHAN XO GAN
MAT BU DO VIEM GAN VIRUS B
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TOM TAT

Muc tiéu: Danh gia tuy xwong va két qua thu gom khéi té bao gbc (TBG) tiy xwong & bénh
nhan (BN) xo gan, lam tién dé cho ghép TBG tuy xwong tw than & BN xo gan. Déi twong va
phwong phap: 29 BN xo gan mat bu do viém gan virus B dwoc 1am tuy d6, thu gom 300 ml
dich tiy xwong tir xwong chau, tach lay thanh phan té bao don nhan bang phwong phap ly tam
phan I&p ty trong té bao, xét nghiém thanh phan tuy xwong truwdc va sau co dac. Két qua: S6
lwong va thanh phan té bao tuy xwong, sb lwong té bao CD34" & BN xo gan binh thwong. Ty 1é
loai héng cau: 99,76 + 0,28%,; ty lé gitr t& bao don nhan: 30,06 + 9,81%, ty l& git t& bao CD34":
51,81 + 22,98%; khdi TBG c6 tdng sb lwgng CD34%: 1,97 + 7,78 x 10° t& bao va sé lwong TBG
trung mo: 58,45 + 41,45 x 10°té bao. Két luan: Tuy xwong clia BN xo gan co ban binh thuwong,
két qua thu gom khéi TBG dat hiéu qua tét, loai bd dwoc hdu hét té bao trwdng thanh trong khéi

TBG thanh pham.

* Tir khoa: Té bao gbc tiy xwong; Xo gan; Chét lwgng khéi té bao gbc; Tuy xwong.

DAT VAN DE

Xo gan 1a hau quéd cla cac co ché
khac nhau lam tén thuwong gan dan dén
viém hoai t&¢ va hinh thanh s¢i xo. Xo
gan méat bu dwoc xem 1a giai doan cudi
ctia bénh va dan dén t& vong néu BN
khong dugc ghép gan va khéng c6 nhirng
bién phap phong ngra bién ching. Bén
canh viéc ghép gan, nghién ctu ghép
TBG hién 1a huwéng diéu tri maéi. Nguén
TBG c6 thé lay tr tiy xwong, t& bao
CD34" tach tir mau ngoai vi sau huy dong
bang G-CSF hodc tvr mé mé. Dich tay
xwong chi chivra sb lwong han ché céac
TBG, con da sb 1a cac té bao dang trudng

1. Bénh vién Trung wong Quéan doi 108
2. Hoc vién Quéan y

thanh hoac da trwéng thanh khéng co vai
trd trong tai tao té chirc.

Nhiéu nghién ctu da tién hanh tho
nghiém s dung TBG tuy xwong dé diéu
tri xo gan. Tuy nhién, phwong phap nay
chwa dwoc ng dung rong rai & nuwoc ta.
Bén canh d6, can xay dung quy trinh thu
gom, cd dac dich tuy xwong & BN xo gan
dé dat dwoc khéi TBG thich hop, phu hop
véi didu kién kinh té va trang thiét bi &
Viét Nam. Do dé, chung t6i thyc hién
nghién clru nay nhdm: Pdnh gid tuy
xuong, hiéu qua thu hdi khdi TBG va higu
qua loai bé nhirng thanh phan té bao da
trwdng thanh bang phuong phdp ly tam
theo gradient ty trong.
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DOl TUONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CcUU

1. Déi twong nghién ciru

29 BN co6 chi dinh ghép TBG tuy
xwong tw than diéu tri xo gan tai Bénh
vién Trung wong Quéan déi 108.

* Tiéu chuén Iwa chon:

- Bénh nhan xo gan (c6 hdi chirng suy
chtrc nang gan, héi chirng tang ap ctra);
c6 biéu hién xo gan méat bu do viém gan
virus B véi tiéu chi: ¢b trwéng, bénh nado
gan, vang da, xuat huyét tiéu hoa do v&
tinh mach thyc quan.

- Diém Child-Pugh < 11.

- Tudi tiv 35 - 75.

- Bénh nhan dwoc diéu tri trong 3
thang v&i phac dé khang virus va cé dap
&ng vo&i diéu tri, ndbng d6 HBV-DNA dudi
nguwdng phat hién.

- Khéng cé ung thw gan.

- Dy kién thoi gian séng thém > 24
tuan, dong thuan tham gia nghién ciu.

2. Phwong phap nghién coru

Nghién ctru mé ta cat ngang.

* Céc buore tién hanh:

Bwédc 1: Thu gom, tach chiét, co dac
dich tdy xwong.

- Choc hut dich tay xwong: Thyc hién
tai phong md vé trung, BN dwoc st dung
thudc an than, gay té tai chd tirng I6p dén
mang xwong bang lidocain 1%, choc hat
dich tdy xwong tr mao chau sau trén 2
bén dé thu 240 ml dich tuy xwong, chéng
déng bang heparin (pha 5.000 don vi
heparin trong 80 ml nwéc mubi sinh 1y)
thu dwoc 300 ml dich tly xwong.

- Tach chiét c6 dac khdi TBG tir dich
tuy xwong trong diéu kién vo tring bang
phuwong phap ly tam ty trong, st dung
dung dich ficoll c6 ty trong 1,077 g/I: hut
dich tiy xwong vao cac éng Falcon 50 ml
cé sén 15 ml dung dich ficoll, ly tam va&i
tbc d6 3.000 vong/phut & nhiét d6 22°C
trong 30 phat bang may ly tam cé diéu
khién nhiét do (hang Herius, Blrc). Hong
cau, bach ciu hat va cac té bao cé ty
trong I&n hon ty trong cua dung dich ficoll
sé lang xubng duéi 16p ficoll, con cac té
bao don nhan (lymphocyte, cac TBG...)
nhe hon sé tao thanh mét vong nhan nam
¢ lop phia trén dung dich ficoll. Dung
pippet Paster hit |&p t& bao nay, rira hai
lan bang nwdc mubi sinh ly, huyén dich
can té bao nay trong 30 ml nwédc mubi
sinh ly dé tao thanh khéi TBG. Hén dich
té bao nay dwoc sir dung ngay bang cach
bom qua catheter vao ddéng mach gan,
dong thoi 1y mau dé kiém tra chét lwong
(x&c dinh cac thanh phan té bao, ty 1& va
sb lwong TBG CD34*, céy khuan...).

Budc 2: Banh gia khéi TBG tly xwong.

- Xét nghiém té bao méau va tly xwong:
S dung may dém té bao tw dong ADVIA
2012 (héang Siemen, Buc) va phwong
phap té bao hoc kinh dién (nhudém
Giemsa va quan séat trén kinh hién vi
quang hoc (hang Olympus, Nhat Ban).

- Xac dinh TBG CD34": Str dung phwong
phap mién dich huynh quang té bao dong
chay v&i phan mém Cellquest trén hé
théng may FASC Canto Il (hang Becton
Dickinson, Hoa Ky) véi bd sinh pham
CD34 enumeration kit (anti-CD34-FITC,
anti-CD45-FITC) theo phwong phap
single platform.
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* Cdc chi tiéu nghién ctru:

- Sé lwong té bao c6 nhan cha tay
xwong.

- Ty 1é TBG CD34* cua mau ngoai vi
va tay xwong.

- Nong dd té bao c6 nhan, ty lé va sb
lwgng TBG CD34" cua dich tdy xwong
trwéc va sau quy trinh chiét tach, cd dac.

- Ty 1& loai bd héng cu, huyét sac t6,
bach cau hat va ty |é thu hdi TBG CD34*
sau quy trinh chiét tach, c6 dac khéi TBG
ttr dich tay xwong.

- Nong do6 va tébng sb6 lwong TBG
CD34" trong khéi TBG san pham.

* Xt ly sé liéu: Bang phan mém SPSS
20.0.

KET QUA NGHIEN CUrU VA BAN LUAN

Béng 1: Dac diém tay xwong.

Chisé Pon vi %+SD
Tuy xwong:

Binh thuwong n, % 22 (75,9)
Giam san nhe n, % 7 (24,1)
Té bao c6 nhan G/L 43,05 + 26,39
Té bao CD34" G/L 0,32 £ 0,21
Nguyén tdy bao G/L 0,31 £ 0,47
Tién tdy bao G/L 0,59 + 0,59

Trung tinh G/L 7,79 £ 2,50
Tay bao

Ua acid G/L 0,38 £ 0,62

Trung tinh G/L 8,04 £+ 2,53
Hau tdy bao

Ua acid G/L 0,93 +1,94

Trung tinh G/L 8,39 + 3,18
Dla

Ua acid G/L 0,25 + 0,46

Trung tinh G/L 20,86 8,25
Da mui

Ua acid G/L 1,71 £1,94
Té bao lympho G/L 14,92 +6,15
Bach cau don nhan G/L 2,14 +1,65
Twong bao G/L 0,75 +0,75
Tién nguyén hdng cau G/L 0,33 £0,48
Nguyén héng ciu wa bazo G/L 1,36 £ 0,73
Nguyén héng ciu da séc G/L 8,29 +3,75
Nguyén héng ciu wa acid G/L 22,79 +£9,29
Hong cau lwdi % 1,46 + 0,55
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22/29 BN (75,9%) c6 tay xwong binh
thuwdng, chi cd 24,1% BN tdy xwong giam
nhe sb lwong té bao. Trong dé, sé lwong
té bao c6 nhan trong tly xwong: 43,05 +
26,39 G/L, t& bao lympho trwéng thanh:
14,92 + 6,15 G/L, ty lé cac té bao dong
bach cau hat, dong lympho, mono, dong
héng cau nam trong gi¢i han binh thwéong
hang sb sinh hoc cia nguwoi Viét Nam
(2003). Két qua nay phu hop véi nghién
clru clia mot sb tac gia khéac [1, 2].

Ty lé té bao CD34" trong thy xwong la
0,61 + 0,32%. Nghién ctru ctia Nguyén
Manh Khanh cho thay, ty & té bao CD34"
tuy xwong & BN khép gia than xwong dai
trung binh 0,6 + 0,2% véi sb lwong té bao

CD34" 12 0,4 + 0,2 G/L. Ly Tuén Khai va
CS ghi nhan két qua twong tw khi nghién
ctru 32 trvdng hop khoép gia than xwong
chay. Trong 3 nghién cru nay, ky thuat
dém té bao CD34" 1a ddng nhét [3, 4].
Két qua nghién ctu trén 79 ngudi Viét
Nam trwéng thanh cho thdy, sb lvong té
bao CD34" trung binh la 1,22 + 0,79 G/L
[5]. Tuy nhién, phwong phap xac dinh té
bao CD34" cta 2 nghién clru hoan toan
khac nhau: Dwa theo quy trinh cua
ISHAGE va dém trén hé théng may
FACS-Canto Il, nhém tac gia nghién ctru
trén nguwdi Viét Nam trwdng thanh sk
dung k¥ thuat huynh quang truc tiép, dém
trén kinh hién vi huynh quang.

Béng 2: CAc chi sb té bao cua dich tly xwong thu dwoc.

Chisé Ponvi | Giatri thap nhat | Gia tri cao nhat X+SD

Thé tich trudc tach ml 320 320 320

Sé lwong té bao ¢ nhan G/L 47 17,7 10,5 + 3,58
Bach cau don nhan % 22,7 59,0 41,63 + 8,89
Bach cau hat % 41,0 77,3 57,24 + 9,01
Héng cau TIL 1,8 4,3 2,78 + 0,61
Huyét sac tb g/L 59 135 85,87 £ 16,4
Tiéu cau G/L 16 112 34,81 +19,08
Nong d6 té bao CD34" t& bao/ul 4.6 390 89,68 + 81,71
S6 lwgng té bao CD34%x 10° té bao 1,5 124,8 28,95 + 26,61

So v&i sb lwgng té bao cé nhan trung binh trong tly xwong cha 46 BN (55,42 +
31,93 G/L), s6 lwong té bao c6 nhan trong dich tdy xwong trwdc tach giam.

Bang 3: Hiéu qua loai bd cac té bao bach cau hat, héng cau, huyét sic t6 va tiéu cau.

Chisé Pon vi Gia tri thap nhat Gia tri cao nhéat X+SD
Ty lé loai bach cau hat % 66,2 99,25 90,13 +6,54
Ty 1& loai hdng cau % 98,47 99,93 99,76 + 0,28
Ty |& loai tiéu cAu % 72,6 96,79 86,74 +5,62
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Muc tiéu chinh cua tach té bao tw dich
tdy xwong dé tao ra khdi TBG da loai bd
nhirng thanh phan khéng can thiét nhw
bach cau hat, hdng ciu, huyét séc t6, tiéu
cau va gil lai khéi t& bao don nhan trong
dé c6 chira cac TBG tao mau, TBG trung
mo. Két qua cla ching téi cho thay, ty lé
loai té bao bach cau hat khi tach TBG tw
dich tay xwong bang phwong phéap ly tam
theo gradient ty trong la 90,13 + 6,54%,
trong do ty 1& loai t& bao bach cau hat cao
nhat 1 99,25%.

Kha nang loai bd tét hdéng cau 1a mét
chi tiéu quan trong, dac biét trong trwvdng
hop khbi TBG can thoi gian bdo quan lau
hon 3 - 5 ngay trwdc khi si dung. Khi dé
khéi TBG can bao quan déng lanh va st
dung sau khi r& déng. Trwéce khi dong
lanh, néu lwong huyét sac té va héng cau
ton dw trong khéi TBG Ién, can loai bd
tiép ma&i co thé lam déng lanh dé bao
quan duoc.

Két qua nay twong tw nghién clu cla
mot sb tac gid khac véi sb hdng cau ton
dw trong khdi TBG thu dwoc con kha 16n.
Theo Mehta va CS (2002), khi tach tay
xwong bang 2 loai may tach té bao khéac
nhau (Cobe Spectra va Fenwal CS 3000
Plus), khéi TBG thu dwoc khi tach bang
may Fenwal CS 3000 Plus c6 thé tich l&n
hon. Néu lwong héng cau tén dw lon,
phai tiép tuc ly tdm c6 d&c lai va loai bd
tiép héng cau [6].

Khi so sanh hiéu qua cta 2 phwong
phép tach té bao don nhan tr dich hat tay
xwong: Tach ty déng bang may tach té
bao Fresenius AS 240 (FreseniusAG,
Schweinfurt, Blc) va ly tdm theo gradient
ty trong st dung dung dich ficoll-paque (ty
trong 1,077), Hernandez P. va CS nhan
thdy téng sb lwong té bao don nhan, sb
lwong té bao CD34* thu dwoc sau tach
béng 2 phwong phap tach trén twong tw
nhau [7].

Béng 4: Ty & giir lai té bao don nhan, té bao CD34".

Chisé Ponvi | Giatri thap nhat | Gia tri cao nhat %+SD
Ty l& gitr bach cAu don nhan Y% 13,7 52 30,06 + 9,81
Ty 1& gitr CD34" % 12,19 99,2 51,81 £22,98
Tang CD34"/ul l&n 1,30 11,53 5,56 £ 2,34

Khi tach TBG tw dich ty xwong bang phwong phép ly tdm theo gradient ty trong, ty
|& git bach cau don nhan 1a 30,06 + 9,81%. Ty lé gil té bao CD34" |a 51,81 + 22,98%
va dam dé té bao CD34"/ul khdi TBG tang 5,56 + 2,34 lan.

Béng 5: Cac chi sb té bao cta khéi TBG thu dwoc.

Chi s6 Pon vi Gia tri thap nhat | Gia tri cao nhét X+SD
Thé tich khéi TBG ml 30 30 30
Sé lwgng té bao nhan G/L 3,6 62 19,97 + 11,67
Ty lé bach cau don nhan % 7,0 87,4 68,24 + 16,05
Ty |& bach cau hat % 9,5 66,3 29,21 +11,35
Héng cau TIL 0,02 0,47 0,07 +0,07
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Huyét sac tb g/L 1 13 4,64 3,19
Tiéu cau G/L 12 152 50,68 + 36,4
Noéng do té bao CD34" té bao/ul 24,3 1.279,8 399,03 + 259,02
S6 lvong té bao CD34" x 10° té bao 0,7 38,4 11,97 +7,78

Sé lwong té bao cé nhan trong khéi TBG tach bang phwong phép ly tdm theo
gradient 1a 19,97 + 11,67 G/L, t& bao don nhan chiém da sb (68,24 + 16,05%). S6
lwong hdng cau 1a 0,07 + 0,07 T/L va lwong huyét séc td 1a 4,64 + 3,19 g/L.

O khéi TBG tach bang phwong phap ly tam theo gradient ty trong, néng dd té bao
CD34%/ul thdp nhéat la 24,3 va cao nhéat 1a 1.279,8 v&i néng d6 trung binh 399,03 +
259,02 té bao/pl. Tdng sb lwong té bao CD34* thdp nhét trong khéi TBG 12 0,7 x 10° va
cao nhat la 38,4 x 10° v&i sb lwong té bao CD34* trung binh 11,97 + 7,78 x 10°.

KET LUAN

- Tuy xwong BN xo gan: Sé lwong va
thanh phan té bao tuy xwong, sé lwong té
bao CD34" & BN xo gan binh thuwdng.

- Quy trinh chiét tach tao khdi TBG tir
dich hat tiy xwong bang phwong phép ly
tam theo gradient ty trong dat hiéu qua tét:

+ Loai dwoc hiu hét thanh phan té bao
da trwdng thanh: Ty Ié loai té bao bach
cau hat, hdng cau va tiéu cau lan lwot 1a
90,13 + 6,54%, 99,76 + 0,28% va 86,74 +
5,62%.

+ Gil lai dwoc thanh phan té bao don
nhan va t& bao CD34*: Ty I& git 1an luot
la 30,06 + 9,81% va 51,81 + 22,98%.

+ Lam tang néng dd té bao CD34*
trong khdi TBG san pham 1én 5,56 + 2,34
lan so vai trwde xiv ly.

+ Khéi TBG c6 ndng dd té bao CD34*
la 399,03 + 259,02 t& bao/ul, tbng sb
lwong CD34* 14 1,97 + 7,78 x 10° té bao;
tbng s lwong TBG trung mo la 58,45 +
41,45 x 10°té bao.
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