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TOM TAT

Tén thuong sun khép gbi duge quan tdm hang dau trong nhimg bénh vé xuong khop 0 bénh nhén. Hién nay, ky
thuat cay ghep té bao dang duoc sir dung rong rii trong diéu tri ton thuong sun khop gbi. Su két hop gitra té bao
sun ty than va mang xuong gitp hinh thinh mdé méi twong ty sun tai vi tri ton thwong. Phuong phép nay gap
nhiéu han ché do: 1) sy han ché vé sé luong té bao; 2) qua trinh phiu thuat hai 1an phirc tap va ting kha ning rii
ro d6i v&i bénh nhan; 3) qua trinh ¢b dinh mang xuong keo dai thoi gian phau thuat. Myc tiéu ctia nghién ctru
nay la st dung nguon té bao méi tir sun heo mot ngay tu01 dé che tao mang sinh hoc nham thay thé mang xuong
trong k¥ thuat cay ghép te bao diéu tri tén thuong khép gdi. Té bao dugc phan lap tir sun heo mét ngay tudi duge
dinh danh va khao sat Ve kha nang tang sinh, kha nang bi¢t hoa, kha nang hinh thanh mang. Két qua danh gia &m
tinh véi cac bénh truyen nhiém trén heo 1 co s& quan trong dé lya chon heo con du diéu kién cung cép md sun
cho nghién ctru. Té bao duogc phan lap thanh cong tir mé sun heo mét ngay tudi biéu hién dic diém twong ty nhu
té bao goc, 6 kha nang tang sinh cao, biét hoa thanh cac loai té bao khac nhau. Mang sinh hoc dugce tao thanh
cong tur té bao gdc tir mod sun heo mot ngay tudi, tao tién dé& dé ché tao mang thay thé mang xwong trong diéu tri
bénh ton thuong sun khép goi.

Tir khoa: Heo mot ngay tudi, mang sinh hoc, sun heo, t& bao gbc, ton thwong sun khép gbi.

MG PAU

Thoai hoa khéop gbi (THKG) 1a mét can bénh phé bién hién nay trén thé gidi noi chung va tai Viét Nam noi riéng.
THKG la nguyén nhéan gay dau va anh hwdng téi hoat dong cla khép goi va la mét trong nhixng nguyén nhan
chl yéu gay tan tat & bénh nhan Ién tudi. Ngay nay, do ché dé dinh duéng (béo phi, du thiva trong lwong) va anh
hwéng clia nguyén nhan ngoai canh (tai nan, thé thao), tudi ctia nguwdi bi THKG cé xu hwéng tré héa (Hunter et
al., 2019). Vi vay, viéc t6i wu phuong phap diéu tri bénh THKG la nhu cau thiét yéu va cép bach cia cac thap
nién gan day.

Nhiéu phwong phap da dwoc nghién ctru va ting dung trong cai tao chirc nang, phuc hdi hoat dong tai vj tri tén
thwong cho bénh nhan THKH; nhw 14, diéu tri khong dung thuéc (phat d6 vat ly tri liéu) (Hambly et al., 2012), diéu
tri ndi khoa (str dung thubc, cytokine,...) (Goggs et al., 2005, Kang et al., 2008, Thosani et al., 2012, Fotopoulos
et al., 2015, Ohashi et al., 2021) va diéu tri ngoai khoa (sw can thiép clia céc phwong phap phéu thuat) (LaPrade,
2003, Truong et al., 2017, Betzler et al., 2021, Stotter et al., 2021, Totlis et al., 2021). Tay thudc vao mL’rg dod cua
tbn thwong ma bénh nhan dwoc dé nghi phwong phap diéu tri pht hop. Hién nay, phwo’ng phap ghép té bao tw
than la mét phwdng phap mai trong dleu tri bénh nhan THKG tai Viét Nam. Sy thanh cong cla phwong phap nay
phu thudc vao nhiéu yéu td; trong do, yéu tb te bao tw than va mleng dan mang xwong la quan trong nhét, quyet
dinh sy hinh thanh mo tai sinh c6 dac tinh glong md sun hyaline. Yeu to t& bao (t& bao trung mé tlr tdy xwong, té
bao gbc cé ngudn gbc tr mé mé, va té bao gdc trung mé co ngudn gdc tir day rén) da dwoc nhiéu nghién cu
trong nwéc chirng minh la c6 hiéu qua tbt trong qua trinh diéu tri bénh THKG (LaPrade, 2003, Ohashi et al.,
2021, Stotter et al., 2021). Tuy nhién, nhirng nghién ctru vé cai tién miéng dan mang xwong hodc thay thé bang
mang sinh hoc van con khiém tén hién nay.

Mét khéac, té bao gbc phan lap tir co thé chua trwéng thanh dwoc biét dén nhuw nguon té bao an toan twong tw
nhw té bao tw than trong cdy ghép. Té bao nay c6 kha nang tang sinh, biét hoa tét so véi té bao gbe phan lap tu
co thé trvdng thanh (adult stem cells). Chirc nang, dac diém cla té bao gbc tir co thé trwdng thanh khong én
dinh do ching dwoc phan lap tw nhiéu co thé khéc nhau; tuy nhién, té bao géc phan lap tir co thé chua trwc’)’ng
thanh c6 kha nang tang sinh thanh so lwgng Ién té bao cung chirc néng, dac diém do phan 1ap t& mot co thé. va,
te bao goc phan lap ti¥ co thé chwa trwdng thanh giéng té bao gbc phoi vé chirc nang, giong tinh an toan so voi
té bao gbc tir co thé tru’orng thanh (Park et al., 2020). V&i nhitng dac trung trén, t& bao gbc tir co thé chua
trwdng thanh cé tiém nang &ng dung cao trong cac &ng dung liéu phap té bao.

Muc tiéu cta nghién cru nay la st dung nguon t& bao mai tir sun heo mét ngay tudi de ché tao mang sinh hoc
nhdm thay th& mang Xxwong trong ky thuét cay ghép té bao diéu tri tén thwong khép gbi. Nghlen ctru tién hanh
phan lap, dinh danh té bao phan Iap tir sun heo mét ngay tudi. Kha nang téng sinh, biét héa cua té bao nay, ciing
nhw kha nang tao mang sinh hoc clia ching dwgc danh gia.
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NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP

Chon lwa heo 1 ngay tudi cho thi nghiém

Thi nghiém dwoc tién hanh tai Trung tdm Céng nghé Sinh hoc Thanh phé Hd Chi Minh, cac quy trinh thi nghiém
trén doéng vat dwoc tién hanh théng qua Hoéi ddng tw van vé dao dlrc véi déng vat trong nghién ciru (01-2023-
DBDbV). Mau tir tinh mach (1 mL) dwoc thu tr heo mét ngay tudi vao dng dwng mau 4 mL cé chir K.EDTA (BD,
M§). Xét nghiém mau phat hién cac bénh truyén nhiém duwoc thwc hién bing phwong phap HD/PPT 22* (rtRT-
PCR- TCVN 8400-21: 2014) (virus PRRS dong chau Au, virus PRRS dong B4c My, va virus PRRS chiing dac luc
cao), HD/PPT 17* (tRT-PCR- TCVN 8400-47: 2019) (virus dich ta heo), va HD/PPT 60* (rtRT-PCR- TCVN 8400-
41: 2019) (virus dich ta heo chau Phi).

Thu thap, phan lap ngudn té bao gbc tir mé sun ctia heo mét ngay tudi

Khép gbi clia ca thé heo mét ngay tudi dwoc thu nhan ngay sau khi khi trung va phau thuat. Quy trinh dwoc tién
hanh trong méi trwdng sach, vé tring, tranh gay nhiém mau. M6 sun duoc thu nhan va rira sach ba 1an trong 10
mL dung dich phosphate buffered saline (PBS) (Gibco, My) ndng dd 1X. M6 sun dwgc cat nhd véi kich thwéc nhd
hon 1 mm va dwoc xac dinh khéi lwgng. Dwa vao khdi lwong clia mé ting trwdng, dung dich men phan hiy cac
céu tric sgi (collagenase 0,1%, trong 16 gi®?) (Worthington, My) duoc thém vao va dwoc G trong ta nudi té bao
(diéu kién nudi cly: 37°C, 5% CO,). Sau 16 gi¢» G trong tG nudi té bao, cac don bao sau dé dwoc thu nhan trong
moéi trwéng nudi cly té bao c6 bd sung 10% huyét thanh (fetal bovine serum, Gibco, My), 1% khang sinh
Penicillin-Streptomycin (Gibco, My) va nuéi trong méi trwd'ng nuéi cdy co ban. Qua trinh nuéi cy dwoc tién hanh
trong td nudi té bao. Hinh thai té bao dwoc theo déi thuwdng xuyén bang kinh hién vi soi ngwoc (Nikon, Nhat Ban)
va méi trwéng nudi cdy dwoc thay méi 3 ngay.

Panh gia dic tinh sinh hoc cta té bao tir mé sun ciia heo mot ngay tudi

Hinh thai t& bao phan lap tir m6 sun heo mét ngay tudi dwoc quan sat qua cac lan cly chuyén (dén Ian cay
chuyén 20) bang kinh hién vi soi ngugc. Toc d6 tang sinh clia té bao dwoc danh gia dya vao thoi gian tang sinh
gép ddi vé sb lwong cua té bao (doubling time) dén |1an cay chuyén thr 20. Thu nhan té bao don va cay chuyen
sang dia nudi cay moi. Tiép tuc cay chuyen dén thé hé thir 20 khi quan sat mat do t& bao pha tir 80% bé mé&t méi
giéng. Xac dinh thdi gian tang sinh gép ddi (T2) bang cong thirc sau: T2 = At/log2(AN/No+1); trong d6, At la thei
gian nudi cay (ngay), AN 1a sé lvong té bao ting sinh trong khoang thoi gian nudi céy (t& bao), No 1a sé luvgng té
bao ban dau (t& bao). Bén canh dé, té bao dwoc dinh danh bang FACS, théng qua sy biéu hién cac phan ti bé
mat t& bao: CD34, CD45, CD90 va CD105 (Thermo Fisher, Anh).

Panh gia kha nang biét héa cta té bao goc tir mé sun cta heo mét ngay tudi

Té bao tai P2 dwoc danh gia vé kha nang biét hoa thanh 3 dong t& bao can ban: t& bao mé, té bao xwong va té
bao sun. Trong biét héa té bao m&, té bao dwoc nudi cdy trong méi trwdng biét hoa thanh té bao mé& (bao gém:
méi trwong alphaMEM (Gibco, MY), bd sung 10% FBS, 100 nM dexamethasone, 10 pg/mL insulin, 0,1 mM
indomethacine va 0,5 mM 3-Isobutyl-2-metylxanthane (Sigma, M§)). Té bao dwoc nudi cly trong méi trwéng nudi
cly co ban (alphaMEM (Gibco, M§), bb sung 10% FBS) 1a déi chirtng &m. Kha nadng hinh thanh té bao mé& duoc
danh gia tai 14 ngay b&i phwong phap nhuém Oil Red O (Sigma, My).

Trong biét hoa t& bao xwong, t& bao dwoc nudi cly trong mai trwdng biét hda thanh té bao xwong (bao gdm: moi
trwong alphaMEM (Gibco, M), bd sung 10% FBS, 100 nM dexamethasone, 50 pg/mL ascorbic acid va 10 mM jB-
glycerol 2-phosphate (Sigma, M{)). Té bao dwoc nudi cay trong moéi trwdng nudi cdy co ban (alphaMEM (Gibco,
M§), bé sung 10% FBS) la dbi chirng am. Kha nang hinh thanh té bao xwong dwoc danh gia tai 21 ngay bdi
phwong phap nhudém Alizarin Red (Sigma, My). Trong biét hoa t& bao sun, té bao duoc nudi cdy thanh khéi 3D
trong méi trwdng biét héa thanh té bao sun (bao gém: méi trwéng DMEM (Gibco, My), TGFbeta 1ng/mL, 1%
Pen/Strep, insulin transferrin selenium (ITS), 40 ug/mL L-proline, BSA, 100 pg/mL sodium pyruvate, 50 pg/mL
ascorbate-2 phosphate va 100 nM dexamethasone (Sigma, My)). Té bao dwoc nudi ciy trong méi trwvdng nuoi
céy khong chira TGFbeta 1a d6i chirng. Kha néng biét héa thanh té bao sun dwoc danh gia bang phuong phap
nhudm Safranin-O (Sigma, My) (Truong et al., 2017, Park et al., 2020).

Panh gia kha ning tao mang sinh hoc cuia té bao gbc tir mé sun ctia heo mét ngay tudi

Té bao tai P2 dwoc nudi cdy trong dia 6 giéng véi mat 36 0,5x10° t& bao/cm?. Méi trwdng tao mang la méi trwong
nudi cly t& bao cé bd sung cac thanh phan insulin-transferrin-selenium (ITS), 50 mg/mL ascorbate 2-phosphate,
100 nM dexamethasone, 40 mg/mL proline va 1,25 mg/mL BSA (Sigma, M§). Sau hai tudn nudi cay, tdm té bao
dwoc tién hanh khir bao béng dung dich SDS 1a 1% (Sigma, My). Vat liéu di truyén dwoc loai bé bang enzyme
DNAse/RNAse. TAm t& bao dwoc 1am kho bdng phwong phap freeze dry tai -80°C va tao mang sinh hoc. Sw
khac biét cia mang sinh hoc triwdc va sau khi khi&r bao dwgc danh gia béng phwong phap SEM va nhuém mé
hoc Hematoxylin & Eosin (Park et al., 2020).
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KET QUA VA THAO LUAN
Chon lwa heo mét ngay tudi cho thi nghiém

Ca thé heo m6t ngay tudi duoc chon tir Céng ty C6 Phan GreenFeed Viét Nam (Hinh 1). Heo con c6 strc khoe
tot, tr chi day du dwoc lwa chon lam déi tweng cung cap md sun cho dé tai.

Heo 1 Heo 2 Heo 3

Hinh 1. Ca thé heo 1 ngay tudi dwoc chon cho thi nghiém

Ca thé heo mét ngay tudi sau khi dwoe chon, 1 mL mau dwoc thu thanh cbng tr tinh mach va cho vao 6ng dwng
mau. Két qua thtr nghiém phat hién am tinh ddi v&i cac bénh truyén nhidm (virus PRRS dong chau Au, virus
PRRS dong Bac My, virus dich t& heo, virus PRRS chiing doc luc cao, virus dich td heo chau Phi) da duwoc tién
hanh. Két qua danh gia am tinh v&i cac bénh truyén nhiém trén heo la co s& quan trong dé Iwa chon heo con du
diéu kién cung c&p mo sun cho nghién ctru.

Thu thap, phan lap ngudn té bao géc tir mé6 sun ctia heo mot ngay tubi

Mb sun dwoc thu tir khép gdi heo mét ngay tudi véi khéi lwong mé sun [a 0,90 + 0,27 g, lwong té bao phan lap
dwoc |4 28 + 8,51 triéu t& bao, sb lwong té bao phan lap dwoc trén 1 g moé sun 1a 31,03 + 4,39 triéu té bao, lvong
té bao thu duwoc tai PO 1a 100 £ 30,41 triéu t& bao (Bang 1). Hinh dang té bao sau khi phan lap déng nhét gitva
cac mau va duoc biéu hién trong Hinh 3. Té bao tai PO dwoc thu nhan va dy trir trong nito 16ng. Két qua chirng
minh quy trinh thu thap, phan lap nguén té& bao t&» md sun ctia heo 1 ngay tudi co tinh 6n dinh cao thé hién & ham
lwong cao té bao phan lap trong 1 g mé sun va ndng suét cao tao ngudn t& bao déi dao phuc vu nghién clru va
tao ra cac san pham.

Bang 1. Thu thap, phan lap nguén té bao tir mé sun clia heo 1 ngay tudi

Mau 1 M&u 2 M&u 3 Trung binh

Khéi lvong mé sun (g) 1,2327 0,9135 0,56088 0,90 £ 0,27

Sé lwgng té bao phan Iap (triéu té bao) 30,86 29,80 19,87 26,85 + 4,95

Sé lwong té bao/ 1 g mé sun (triéu té bao) 25,04 32,62 35,43 31,03 +4,39

Sé lwgng té bao thu nhan tai PO (triéu t& bao) 136 101 62 100 + 30,41
Mau 1 Mau 2 Mau 3

Hinh 2. Hinh anh té bao phan lap tir mé sun dwoc quan sat bang kinh hién vi soi ngwoc (scale bar: 100 ym).
DPanh gia dic tinh sinh hoc cta té bao tir mé sun ciia heo mot ngay tud
Té bao duoc dinh danh bang phwong phap dong chdy té bao cho két qua nhuw hinh 3. Tai P2, té bao biéu hién
voi CD34, CD45, CD90 va CD105 lan lwgt la 0,19 + 0,18%; 0,28 + 0,19%; 95,57 + 0,48% va 9,58 + 1,48%. Te
bao phan 18p tr sun heo mot ngay tudi co déc diém twong ty té bao géc trung mé khi khong biéu hién CD34,
CD45 va biéu hién CD90, CD105. Tuy nhién, biéu hién clia CD105 trén cac té bao P2 thap hon so véi té bao goc
trung mo.
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A Cells (P2) B CD34 C CD45 D CD90 E CD105
Dot Plot (1) Overlay Histogram (S) Overlay Histogram (5) Overlay Histogram (S) Overlay Histogram (S)
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Hinh 3. Binh danh té bao bang phwong phéap dong chay
A: Thé hién sw phén bé té bao sun heo mét ngay tui, B: Phéan trdm biéu hién déu &n bé mat CD34 la 0,43% (&m tinh),
C: Phén trdm biéu hién déu &n bé mat CD45 la 0,55% (dm tinh), D: Phén trém biéu hién dau &n bé mét CD90 la 96,04%
(duwong tinh), E: Phén trém biéu hién dau &n bé mat CD105 la 10,08% (duong tinh).

Toc d6 tang sinh cua té bao tinh theo thoi gian tang doi s6 lvgng cua té bao (doubling time) 1a tir mot dén hai
ngay dwgc khao sat tr giai doan P1 dén P20 (Hinh 4).

3
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P2 P3 P4 P5S P6 P7 P8 P9 PIOPIIPI2PI3PI4PISPI6P17PI8 P19 P20
Hinh 4. Téc do ting sinh cua té bao dworc tinh theo thoi gian tang doi s6 lwgng cua té bao (doubling time)
DPanh gia kha ning biét héa cua té bao gbc tir mé sun ciia heo mét ngay tudi

Kha nang biét héa m& dwoc quan sat bang phwong phap nhuém Oil Red O khi st dung mai truéng biét hoa. Cac
giot m& dwg'c nhudm mau doé q’u’o’c quan sat tai 14 ngay nudi trqng mdi trvdng biét hda, so sanh doi chirng am
(té bao khong biét héa thanh té bao m& trong mdi triydng nudi cay can ban) (Hinh 5). Kha néng biét héa xwong
dwgc quan sat b&ng phwong phap nhudm Alizarin Red khi st dung moi truo’ng biét héa té bao xwong. Sy biét
hoéa thanh té bao xwong dwoc xac dinh bang kha nang nhuém mau dd cta Alizarin Red dwoc quan sat tai 21
ngay nudi trong mdi triedng biét hda, so sanh déi chivng am (té bao khong biét héa thanh té bao xwong trong moi
trwdng nuéi cay can ban) (Hinh 5).

Kha nang biét hoa sun, t& bao dugc nudi cay thanh cong thanh khéi 3D trong méi truong nudi cdy can ban 1an
moi trwong biét héa sun. Trong cd 2 mdi tredng nudi, hinh cat I&p méng mau mé 3D déu biéu hién mau cla
thubc nhudm Safranin-O. Tuy nhién, t& bao sun va lacunar (héc nhé chira té bao sun) dwoc hinh thanh nhiéu
trong méi trwong biét héa thanh té bao sun. Ngwoc lai, lacunar khong dwoc hinh thanh trong mbi trwong nudi cay
cén ban (Hinh 5).

Méi trwdrng nudi cdy co' ban Mai truong biét héa

Biét héa
té bao m&

Biét hoa
té bao

xwong

Biét hoa
t& bao sun

Hinh 5. Két qua danh gia kha nang biét hoéa thanh mé&, xwong, sun cia té bao géc phan lap tir sun heo mét ngay tudi
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Panh gia kha ning tao mang sinh hoc cuia té bao gbc tir mé sun ctia heo mét ngay tudi

Mang sinh hoc dwoc tao thanh cong trong méi trwdng tao mang, st dung té bao gbc tr mé sun cia heo mét
ngay tudi (Hinh 6A). CAu tric mang té& bao truéc va sau khi khir bao duwgc quan sat bing phwong phap SEM va
nhuém H.E (Hinh 6B). Két qua thé hién sy hién dién cla té bao trong mang té bao trwédc khi khir bao; nguoc lai,
té bao bi khir va céu tric sgi dwoc quan sat trén mang sau qua trinh kh(&r bao. Mang dwoc tao ra véi dé day 10
pum, ndng d6 DNA 1a 17,67 + 2,63 ng/mL (két qua chwa cong bb). Vat liéu nay la co s& dé nghién clru san pham
mang sinh hoc (rng dung trong hé tro' diéu tri tén thuwong sun khép gbi bang phwong phéap ciy ghép té bao gbc.

A B Truéc khi khir té bao Sau khi khir té bao

./
=

P SEM
Mé syn Tang sinh té bio sun 74

7 Sun khop gbi Nusi ciy mit d cao
(¢ Decellularization

Héo I 1 q@ [ (Qui trinh pha huy 1& bao)
Freezing dry
(Qui trinh déng kho)

R e

Hinh 6. (A) Quy trinh tao mang sinh hoc tir té bao goc co thé heo chwa trwéng thanh; (B) Hinh anh mé ta céu tric
mang té bao trwéc va sau khi khir té bao bang phwong phap SEM va nhuém H.E.

KET LUAN

Ngudn té bao gbc dwoc phan lap thanh cong t&r mé sun heo mét ngay tudi da cho két qué am tinh véi cac cac
bénh truyén nhiém (virus PRRS dong chau Au, virus PRRS déng Bac My, virus dich ta heo, virus PRRS chiing
doc luc cao, virus dich t& heo chau Phi). Té bao phan lap tr mé sun heo 1 ngay tudi cé dic diém hinh thai én
dinh, téc d6 tang sinh cao dén giai doan cay chuyén th& 20 (P20). Té bao cé déc diém twong tw t& bao gbc: i)
Biéu hién am tinh v&i CD34, CD45, dwong tinh v&i CD90 va CD105; ii) Cé kha nang biét héa thanh nhiéu loai té
bao (m&, xwong, sun). Cudi ciing, mang sinh hoc dwgc ché tao tir té bao gbc tr sun heo mot ngay tudi, tao tién
dé trong ché tao mang thay thé mang xwong trong diéu tri bénh tdn thwong sun khép gbi.

Loi cam on: Cong trinh diwoc thuc hién nho kinh phi dé tai do Quy Phat trzén khoa hoc va cong nghé Thanh phé Ho Chi
Minh cap (03/2023/HD-QKHCN): “Nghzen cttu ché tao mang sinh hoc tir té bio goc co thé heo chira trudng thanh sir dung
trong diéu tri ton thuwong sun khop goi”.
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF STEMNESS IN ONE-DAY-OLD
PORCINE CHONDROCYTES FOR BIO-MEMBRANE FABRICATION

Vang Thi Pham, Trung-Nhan Vo, Thai-Duong Tran, .
Vy-Khanh Vo, Thanh-Tam Nguyen-Thi, Minh-Dung Truong

Biotechnology Center of Ho Chi Minh City, Ho Chi Minh city, Vietnam

SUMMARY

Stem cells successfully isolated from one-day-old porcine cartilage revealed negative results for infectious
diseases (European PRRS virus, North American PRRS virus, swine fever virus, high virulent PRRS virus, and
African swine fever virus). The isolation process yielded a high quantity of cells with stable morphology. This
procedure provides an adequate supply of cells for research and future development directions. Cells isolated
from one-day-old piglet cartilage exhibit stable morphology and high proliferation rates up to passage 20 (P20).
These cells display characteristics similar to stem cells: 1) Negative for CD34 and CD45, positive for CD90 and
CD105; 11) Ability to differentiate into various cell types (adipocytes, osteocytes, chondrocytes). This research
successfully isolated stem cells from one-day-old pig cartilage for application in creating a biological membrane.
This bio-membrane has properties suitable for serving as a substitute for periosteal patches in the treatment of
knee cartilage injuries via cell grafting techniques.

Keywords: Bio-membrane, knee cartilage injury, one-day-old porcine, porcine cartilage, stem cell.
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