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Linh vwe k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén vat liéu cdy ghép dé diéu tri bénh tim bao gdbm mot
cum té bao nhén dugc bé‘mg cach lam cho cac t& bao da duogc phéan l1ap bam dinh
vao v6i nhau bang chit két dinh va phwong phap diéu tri bénh tim bang céach st
dung vt liéu cdy ghép nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Nhdi mau co tim 12 mot tén thuong khong thusn nghich ctia cac té bao co
tim (tai liéu phi sang ché 1). Bénh tim thiéu mau cuc bd chiém 50% toan bo
nguyén nhén tr vong do bénh tim-mach va 1a nguyén nhén hang dau cta bénh
suy tim xung huyét. Néu bénh nhan dugc chin doan bi suy tim xung huyét khéng
dugc cai thién bang didu tri thi tién lwong cta ho rat x4u va ty 1& tir vong trong
vong mot nam x4p xi 20% (tai liéu phi séng ché 2). Hién nay, nhiéu phuong phap
didu tri sn c6 dé thy thudc c6 thé loai bé cac nguyén nhan cla nhdi mau co tim
cip, nhung khoang thoi gian tlr khi khéi phat nhdi mau dén tai tuéi mau quyét
dinh mtc do ton thuong co tim khong thuin nghich (tai liéu phi sdng ché 3).
Phu thuét tao hinh co tim da dugc d& xudt 1a phuong phéap phiu thuat dé cai
thién chirc ning tdm thit trdi (LV: Left Ventricular) & cac bénh nhan bi suy tim
xung huyét, nhung hiéu qua l1én chirc ning tim va tién lugng clia bénh nhén
khong dat yéu cdu (cac tai lidu phi sdng ché tir 4 dén 7). Thudc va phuong phap
didu tri bat ky sén c6 vé mit 14m sang ciing khdng c6 hiéu qua trong viéc thay
thé vét seo & co tim bing mé co chtc ning, va c6 nhu cu v& phuong phép diéu
tri m&i dé tai tao céac té bao co tim binh thudng.

Trong qud trinh cdy ghép co quan (vi dy, tim, mach mau, hodc co quan
tuong ty) nhu 1a phuong phéap didu trj thay thé, viéc sit dung mo ghép nhu di
ghép (allogeneic graft hodc allograft) hodc ghép ngoai lai da dugc bdo cdo la gay
ra su thai ghép mién dich (céc tai liéu phi sang ché tir 8 dén 11). Vi dy, viéc cdy
ghép manh ghép tim dugc thao tac sinh hoc bang cach st dung cac gia d& thodi
bién sinh hoc d& da chung minh céc loi ich rat nhé trong viéc cai thién chic ning

tim, do manh ghép tim kho ghép vao 16p co tim (céc tai liéu phi séng ché 12 va
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13). Trong luc d6, viéc cdy ghép toan bo tim khong phai 13 sw lya chon hang dau
dbi v6i bénh suy tim do thiéu ngudi hién ting.

Gan day, liéu phap cdy ghép té bao @ thu hat sy chi y nhu 1a phuong
phéap didu tri c6 sir dung céc chét sinh hoc nhu céc té bao gc da ning cam tung
(iPS cell: induced Pluripotent Stem cell) va cac t& bao gdc trung mdé (MSC:
Mesenchymal Stem Cell). Céc liéu phap cdy ghép té bao nay ciing di duoc bao
cdo rang chung c¢6 kha ning thay thé mé co tim bi tén thwong va cai thién chirc
ning tim. Vi du, dd c¢6 cdc nghién ciru v& phuong phap chuén bi va cdy ghép céc
t€ bao c6 ngudn gbc tir md, trong d6 ching duoc st dung truc tiép bang cach
tiém trong co tim hoic tiém trong 10ng mach. Tuy nhién, c6 béo cdo cho ring cic
phuong phap st dung nay khéng thé dat dugc cac hidu qua didu tri ¢ hodc thim
chi gay ra céc tac dung c6 hai nghiém trong (nhu loan nhip) sau khi cdy ghép (tai
liéu sang ché 1 va céc tai lidu phi sang ché 14 va 15).

Dé giai quyét van dé nay, cac nghién ctru vé& phuong phép st dung khong
can tiém d3 din dén viéc phat trién phuong phap trong d6 té bao gdc duoc nudi
cdy trén dia nudi cdy dap tng nhiét dd va duoc xtr Iy thanh tdm va sau d6 tAm nay
dugc cdy ghép 1én trén bé mat tim. Phuong phéap nay c6 thé cdy ghép té bao ma
khong gdy ra céc tac dung c6 hai nghi€ém trong va da thu hut sy chu y vi mang lai
céc hiéu qua diéu tri béi tac dong cén tiét cia céc xytokin dugc tiét ra tir cac té
bao cdy ghép va co tac dung bao vé co tim va tac dung tao mach (tai liéu sang ché
2).

Ngoai ra, ciing dd c6 béo céo ring adiponectin duogc biét dén 1a xytokin
duoc tiét ra tir t& bao md c¢6 kha ning bao vé té bao co tim sau tén thuwong va
ngin chin su suy gidm chtc ning tim nhd céc tic dung chéng chét té bao theo
chwong trinh, chéng viém, tao mach, chdng xo hoa, va chdng phi dai tim (céc tai
liéu phi sang ché 16 va 17). Hon nita, cdc nghién ctru vé céac cdy ghép té bao m&
dudi dang hé phén phdi thube (DDS: Drug Delivery System) cling d3 dugc thuc
‘hién nhu 12 cach dé sir dung adiponectin nhim vao mo tim trong mot khoang thoi
gian dai. Két qua 13, da phat hién ra rang adiponectin dugc tiét ra tir tim té bao

duogc diéu ché tir cac té bao md trudng thanh dugc bi€t hda bang cich nudi cay
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va cdy ghép lén trén bé mat tim c6 thé cai thién chirc ning tim trong mot thoi
gian dai (tai 1iéu sang ché 3).

Tuy nhién, viéc didu ché cac tim té bao nay dé cdy ghép doi hoi rit nhiéu
thoi gian va nd luc va do d6 c6 vin dé khi sir dung trong cac trudng hop 1am
sang.

Tai liéu trich din
Tai liéu sang ché

Tai liéu sang ché 1: patent Nhat s 5210155

Tai liéu sang ché 2: patent Nhat s6 5103626

Tai lidu sang ché 3: patent Nhat s6 5661048
Tai liéu phi sang ché

Tai liéu phi sang ché 1: Ho KK et al., Circulation 1993; 88: 107-115

Tai li€u phi sang ché 2: American Heart Association., Dallas, Tex:
American Heart Association; 2001

Tai liéu phi sang ché 3: Ryan TJ et al., J] Am Coll Cardiol 1999; 34:
890-911

Tai liéu phi sang ché 4: Corin WJ et al., J Thorac Cardiovasc Surg 1992;
104: 1662-71

Tai liéu phi sang ché 5: Kratz JM et al., J Thorac Cardiovasc Surg 1994;
107: 868-78

Tai liéu phi sdng ché 6: Carpentier A, Chachques JC., Lancet,1985;
8840:1267

Tai liéu phi sang ché 7: Hagege AA et al., Lancet 1990; 335: 1122-4

Tai lidu phi sang ché 8: Carrel A, ] Exp Med 1907; 9: 226-8

Tai liéu phi sang ché 9: Carrel A, ] Exp Med 1912; 9: 389-92

Tai liéu phi sang ché 10: Calne RY, Transplant Proc 1970; 2: 550

Tai liéu phi sang ché 11: Auchincloss, Transplantation 1988; 46:1

Tai liéu phi sang ché 12: Leor J et al., Circulation 2000; 102[suppl III]
I11-56-111-61



31068

Tai liéu phi sang ché 13: Li RK et al., Circulation 1999; 100[suppl II]:
[1-63-11-69

Tai liéu phi sing ché 14: Yamada Y et al., Biochem Biophys Res
Commun 2006; 342(2): 662-670

Tai lidu phi sang ché 15: Sanz-Ruiz R et al., J Cardiovasc Transl Res
2008; 1(1): 55-63

Tai liéu phi sang ché 16: Shibata R et al., Circ J 2009; 73(4): 608-614

Tai liéu phi sang ché 17: Eren P et al., Stem Cells 2009; 27(11):
2712-2721
Ban chit k§ thuat ciia sing ché
Vén dé ky thuat

Séng ché d3 duoc thuc hién dua trén céc trudng hop néu trén.

Muc dich cta sédng ché 13 d& xuét vat lidu cdy ghép c6 hiéu qua didu tri
tuyét voi ddi v6i bénh tim va co thé dugc didu ché d& dang trong mo{t khodng
thoi gian ngin. Mot muc dich khac nita cia sang ché 13 d& xuit phuong phép
didu tri bénh tim bing cach sir dung vat liéu cdy ghép nay.

Giai phap cho véan dé

Theo két qua cta cac nghién ctru chuyén sdu dé giai quyét cac vn dé néu
trén, tac gia cla sang ché di phat hién ra ring cum té bao, thu dugc theo cach ma
céc té bao tai sinh vira dugc phan lap tr mé m& séng duge 1am cho bam dinh vao
v6i nhau ma khong cin nudi cdy, tiét ra adiponectin sau khi cdy ghép vao tim va
bang cach d6 c6 hiéu qua didu tri tuyét voi ddi voi bénh tim. Trong qua trinh tao
ra cum t& bao nay, cum té bao c6 thé d& dang dwgc tao ra bing cach s dung
fibrinogen 1am vt liéu bam dinh cta céc té bao. Ngoai ra, hidu qua diéu tri nay
con dugce ting cudng hon nita bing cach st dung té bao tién than trung mo c6
ngudn gdc tir m& dwogc xir Iy bang chit cha véan thu thé hoat héa chét ting sinh
peroxisom gama (PPARy: peroxisome proliferator-activated receptor gamma)
trong qué trinh tao ra cum té bao nay.

Théng thudng, trong trudng hop didu tri bénh tim bing tAdm té€ bao duogc

tao ra tir t€ bao m& hodc t€ bao gdc ¢6 ngudn goc tr md mdI, viéc nudi cay té bao
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trong mot khoang thoi gian dai 1a bt budc truéce khi tao ra tAm té bao. Vi du,
theo tai li€u sang ché 3, dé biét hoa céc té bao thanh té bao m& trudng thanh, cac
t bao nay thudng dugc nubdi cdy trong mdi trudng quy dinh trong 5 dén 10 ngay
trude khi gay biét hoéa sau khi gieo, trong khoang thoi gian tir 36 dén 60 giod
trong qua trinh gy biét hda, va trong khoang thoi gian tir 5 dén 14 ngay sau khi
gdy biét hoa. Budc nudi ciy té bao trong cic khoang thdi gian ngén hon khoang
thoi gian néu trén duge cho 1a khong tét trong thuc té do céc 1y do nhu cac té bao
thu duoc chi tiét ra mot lugng nho adiponectin (doan 0025).

Trong lac d6, phuong phép theo tai liéu sdng ché 2 tao ra hidu qua diéu
tri dbi voi bénh tim bing cach st dung tdm té bao khong chua té bao m& trudng
thanh nhung chua té bao gbc trung mod co ngudn gbc tir mé my. Ciing theo
phuong phép nay, cac té bao gdc thu nhin dugc dugc nudi cdy trong mdi trudng
quy dinh thwong 1a trong vai ngay, va sau do céc té bao nay dugc nudi cdy cip
hai trong vai thé hé dé tao ra tAm té bao (doan 0013 va 0014). Tuy nhién, tai li¢u
sang ché 2 chi cho ring céac té bao gdc trung md trong tAm té bao nay biét héa
thanh té bao co tim, t& bao ndi mdé mach, va té bao co tron mach sau khi céy
ghép vao tim, va khong d& cap chuat nao dén sy biét hoa thanh té bao md trudng
thanh va kém theo 13 tiét ra adiponectin (doan 0017 va 0018).

Trong cac trudng hop nhu vay, déu cuc ky dang ngac nhién 1a cum té bao
nhén dugce bing cach lam cho cac té bao vira dugce phén 1ap tr moé md séng bam
dinh vao véi nhau tiét ra adiponectin sau khi cdy ghép vao tim, va chirng minh
hi€u quéa diéu tri tuyét voi dbi v6i bénh tim.

Nhu da mo ta trén day, sang ché dugc du dinh dé d& xuét vat liéu cdy
ghép ma c6 thé dugc didu ché d& dang trong mot khoang thoi gian ngin va c6
hiéu qué diéu tri tuyét voi dbi v6i bénh tim, va phwong phéap diéu tri bénh tim
bang cach sir dung vat liéu cdy ghép nay, va cu thé hon 1a d& xuét cac dbi tugng
dugc mo ta dudi day.

[1] V4t lidu cdy ghép dé didu tri bénh tim, vat liu cdy ghép ndy bao gdm
cum té bao nhan duogc bang cach lam cho cac té bao da duoc phan lap bam dinh

vao v6i nhau bang chét két dinh.
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[2] Vit lidu cdy ghép theo muc [1], trong d6 céc té bao da duogc phan lap
duge chon tir nhém bao gdm té bao tai sinh c6 ngudn gbe tir mo, té bao tai sinh
c6 ngudn gbe tir tiy xuong, té bao tai sinh c6 ngudn gbc tir day rdn, té bao tai
sinh ¢6 ngudn gdc tir co tron, té bao gbc c6 kha ning phat trién thanh nhiéu loai
té bao khac nhau, té bao tai sinh c6 ngudn gbc tir t& bao gdc c6 kha ning phat
trién thanh nhiéu loai t& bao khac nhau, té bao ndi md mach, va bach cdu don
nhén.

[3] VAt liéu cdy ghép theo muc [1], trong d6 céc té bao da dugc phan lap
12 té bao tai sinh ¢6 ngudn gde tir m& dugce xir ly bang chat chi van PPARY.

[4] VAt liéu cdy ghép theo muc bt ky trong sb cac muc tir [1] dén [3],
trong d6 cac té bao da dugc phan 1ap 14 cac té bao khong dugce nudi cdy.

[5] Vat liéu cdy ghép theo muc bét ky trong s cac muc tir [1] dén [4],
trong d6 chét két dinh chtra fibrinogen.

[6] Phuong phéap diéu tri bénh tim bao gdm budc bao pht bé mit tim cla
d6i twong bi bénh tim bing vat liéu cdy ghép theo muc bit ky trong s6 cac muc
tir [1] dén [5].

[7] Phuong phap diéu tri theo muc [6], trong d6 dbi twong bi bénh tim 14
dbi trong ma tir d6 té bao dung cho vt lidu cdy ghép duoc thu nhan.

Hiéu qua c6 lgi cua sdng ché

Theo sang ché, cac té bao vira duge phan lap c6 thé dugc xu 1y thanh
cum té bao, ma sau d6 c6 thé dugc cdy ghép. Hon nita, céc té bao nay c6 thé
duge xtr Iy dé dang thanh cym té bao bang cach st dung fibrinogen hoic chét
twong tw. Do dd, thoi gian, nd lue, va chi phi c6 thé duoc gidm dang ké so véi
phuong phap diéu tri cdy ghép thong thuong bang cach st dung tidm té bao.

Ngoai ra, phuong phép theo sing ché an toan hon nhiéu so vé6i phuong
phéap diéu tri ciy ghép thong thudng trong do céac té bao tién than trung mo co
ngudn gbe tir m& duge tiém vao dong mach vanh hodc té bao co tim, va con dat

dugc hiéu qua phuc hdi chirc ning tim cao phéi hop voi tiét adiponectin.
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M4 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 bao gdm cac hinh v& thé hién két qua ciia xét nghiém mo hoc trén
cum té bao gdm c6 té bao tai sinh c6 ngudn gbe tir m& (ADRC: Adipose-Derived
Regenerative Cell) (sau day con dugc goi don gian 1a “cum té bao ADRC™).
Fig.1A thé hién anh chup hién vi (d4nh gié in vitro) cia cum té bao ADRC sau
khi nudi cdy.

Fig.1B bao gdm céc dd thi thé hién két qua ciia phép do adiponectin
(APN), yéu tb ting truong ndi mdé mach (VEGF: Vascular Endothelial Growth
Factor), yéu td ting trudng té bao gan (HGF: Hepatocyte Growth Factor), va
interleukin 6 (IL-6) trong phan nuéi cdy ndi lén trén ctia cum té bao ADRC bing
thir nghiém hép thu mién dich lién két v6i enzym (phuong phap ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)) (danh gié in vitro).

Fig.1C 1a vi anh (danh gia in vitro) ctia cum té bao ADRC sau khi nu6i
cdy. Cac hinh ciu trong anh 14 cc giot dau nho.

Fig.2A 1a anh chup hién vi (d¢4nh gid in vivo) cia md co tim ciia chudt
trén md hinh nhdi mau co tim dugc 14y vao ngdy 5 sau khi cdy ghép cum té bao
ADRC vao chudt.

Fig.2B 14 anh chup hién vi (d4nh gi4 in vivo) chiig minh sy biéu hién
ctia hién tugng tao mach méi trén phia 14 tang mang ngoai tim va gitta cum té
bao va ving nhdi mau co tim.

Fig.3 bao gdm céc biéu dd thé hién két qua cia kiém tra siéu 4m tim vé
cdch ma liéu phap cdy ghép cum té bao ADRC vio chudt trén md hinh nhdi méau
co tim anh huéng dén chtc ning tim. Fig.3A 1a db thi ciia phan suét tdng mau
(EF: ejection fraction) tAm that trai.

Fig.3B 1a db thi ctia duong kinh cudi tAm thu cta tim thit trdi (LVESd:
Left Ventricular End Sytolic diameter).

Fig.3C 1a dd thi ctaa dudng kinh cudi tAm trwong cuia tdm thit trai
(LVEDd: Left Ventricular End Diastolic diameter).

Fig.3D 1a db thi cua ty 1& séng sét.
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Fig.4 bao gdm céc biéu dd, mdi biéu dd thé hién két qua cta kiém tra
sidu 4m tim vé& cach ma lidu phap cdy ghép cum té bao ADRC, tiém trong co tim
ADRC, va str dung trong long mach ADRC cho chudt trén mo6 hinh nhdi mau co
tim man tinh 4nh huéng 18n chirc ning tim. Fig.4A 1a dd thi clia phan suit tong
mau tAm that trai (EF).

Fig.4B 1a db thi cua dudng kinh cudi tdm thu cia tAm thét trai (LVESd).

Fig.4C 1a dd thi cia duong kinh cudi tdm truong cia tdm that trai
(LVEDA).

Fig.5 bao gdm céc biéu @b thé hién két qua cua céc kiém tra v& cach ma
liéu phéap cdy ghép cum té bao ADRC cho chudt trén md hinh nhéi mau co tim
anh huéng dén mo co tim. Fig.5A 14 anh chup hién vi thé hién hinh anh c6 do
phong dai thdp dugc nhudm dé Picro-Sirius ciia nhém S.

Fig.5B 1a anh chup hién vi thé hién hinh anh c6 dd phéng dai thap duoc
nhudm d6 Picro-Sirius cia nhém A.

Fig.5C la anh chup hién vi thé hién hinh anh c6 do phéng dai thép duoc
nhudm do6 Picro-Sirius cua nhém AP.

Fig.5D 1a dd thi th8 hién két qua cta phép do do day thanh trudecudi
tam truong cta tdm thit trai (left-ventricular end-diastolic anterior wall
thickness) (LVAWD) ctia nhém S, nhém A, va nhém AP.

Fig.5E 1a dd thi thé hién két qua ctia phép do dién tich xo hoa trong dién
tich mat cét ngang tam that trai cta nhom S, nhom A, nhéom AP, nhém ic, va
nhém im.

Fig.5F 1a anh chup hién vi thé hién hinh anh dwoc nhudm yéu t& von
Willebrand cta ving bién nhdi mau-binh thudng ctia nhém S.

Fig.5G la 4nh chup hién vi thé hién hinh anh dwgc nhudm yéu t& von
Willebrand cta ving bién nhdi mau-binh thudng ciia nhém A.

Fig.5H 1a anh chup hién vi thé hién hinh anh dugc nhudm yéu t6 von

Willebrand cta ving bién nhdi mau-binh thudng ctia nhém AP.
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Fig.5I 1a dd thi thé hién két qua cia phép do mat d6 mao mach & ving
bién nhdi mau-binh thuong cia nhom S, nhém A, nhém AP, nhém ic, va nhém
im.

Fig.6 bao gdm céc buc anh thé hién két qua kiém tra cac anh huéng 1én
mo co tim cda chudt trén mo hinh nhdi mau co tim man tinh & tudn 8 sau liéu
phap ciy ghép cum té bao ADRC & chudt. Fig.6A 1a anh chup hién vi thé hién
hinh anh ¢6 d6 phéng dai thip dugc nhudém hematoxylin-eosin ctia nhém S.

Fig.6B 1a anh chup hién vi thé hién hinh anh c6 d6 phong dai thdp dwgc
nhudm hematoxylin-eosin ciia nhom A.

Fig.6C 12 4nh chup hién vi thé hién hinh anh c6 d phéng dai thip dugc
nhudm hematoxylin-eosin cia nhém AP.

Fig.6D la 4nh chyp mé dai dién thé hién két qué sy nhudm mau axit
periodic-Shiff (PAS: Periodic Acid-Shiff) ctia ving bién nhdi mau-binh thudng
cua nhém S.

Fig.6E la anh chyp moé dai dién thé hién két qua sy nhudém mau axit
periodic-Shiff (PAS) ctia ving bién nhdi mau-binh thudng ciia nhém A.

Fig.6F 1a anh chup md dai dién thé hién két qua su nhudm mau axit
periodic-Shiff (PAS) ctia viing bién nhdi mau-binh thudng ciia nhém AP.

Fig.6G 1a d6 thi thé hién két qua dinh lvong dudng kinh té bao co tim
trong ving bién nhdi mau co tim-binh thudng ciia cac nhém thir nghiém.

Fig.7 bao gbdm cac biéu db thé hién két qua kiém tra hidu qua chdng
viém boi viée cdy ghép cum té bao ADRC. Fig.7A 1a d6 thi thé hién két qua dinh
lwong mirc phién mé cta adiponectin (APN) trong vung nhdi mau va ving bién
nhdi mau-binh thuodng.

Fig.7B 1a d thi thé hién két qua dinh lugng mirc phién mi cla thy thé
Adiponectin 1 (Adipo-R1) trong vung nhdi mau va ving bién nhdi mau-binh
thuong.

Fig.7C 1a d0 thj thé hién két qua dinh lugng muc phién mi cia thy thé
Adiponectin 2 (Adipo-R2) trong vung nhdi mau va ving bién nhdi mau-binh

thuong.

-10-
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Fig.7D 1la dd thi thé hién két qud dinh lugng muc phién mi cua
T-cadherin trong ving nhdi mau va ving bién nhdi mau-binh thudng.

Fig.7E 1a db thi thé hién két qua dinh lwong mirc phién mi caa yéu t6
tang trudng ndi mdé mach (VEGF) trong vung nhdi méu va ving bién nhdi
mau-binh thudng.

Fig.7F 1a dd thi thé hién két qua dinh lugng mirc phién ma cia yéu td
hoai t&r khéi u alpha (TNF-0) trong ving nhdi mau va ving bién nhdi mau-binh
thuong.

Fig.8 bao gdm cadc blc anh thé hién kha ning san xuét lién tuc
adiponectin va ghép ADRC trong co tim thanh cong. Fig.8A la anh chup md
duge chup 1 tudn sau khi cdy ghép cum t bao ADRC thu dugc tir chuot
LEW/Sea chuyén gen GFP (Green Fluorescent Protein: protein phat huynh
quang xanh 14) vao tdm thét trai ciia chuot LEW/Sea, phéan phia trén trong birc
anh nay 1a cum té bao ADRC, va phin thap hon trong birc anh nay 1a tim.

Fig.8B 14 anh chup hién vi thé hién két qua nhudm mién dich
adiponectin trong m6 dugc chup 3 tudn sau khi cdy ghép cum té bao ADRC thu
duge tir chudot LEW/Sea chuyén gen GFP vao tdm that trai ctia chuot LEW/Sea.
Cé4c ving c6 mau nhat cho biét adiponectin.

Fig.8C bao gdm cac anh chup hién vi thé hién két qua cta viéc tiém
ADRC thu dugc tir chuot LEW/Sea chuyén gen GFP trong co tim cla tdm that
trai.

Fig.8D bao gdm cac anh chup hién vi thé hién két qua ciia viéc sir dung
ADRC thu duge tir chudt LEW/Sea chuyén gen GFP trong long mach.

MO ta chi tiét sang ché

Séng ché @& xuét vat liéu ce“iy ghép dé didu tri bénh tim, vat liéu nay bao
gdm cym té bao nhan dugc béng cach 1am cho cac té bao da dugc phan 1ap bam
dinh vao v6i nhau bang chat két dinh.

Céc té bao da dugc phan l4p c6 thé 1a té bao bat ky khong bi gidi han cu
thé mién 1a céc té bao nay c6 hiéu qua didu tri bénh tim. Vi du v& chung bao gdm

cac té bao tai sinh ¢6 nguodn goc tr m6é md (vi du, mdé m& dudi da, mac ndi 16n,
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va chit béo 14 tang mang ngoai tim), té bao tai sinh c6 ngudn gbc tir tiy xuwong,
té bao tai sinh c6 ngudn gde tir day rén, té bao tai sinh co ngudn gdc tir co tron
(vi du, co tron quanh mach), té bao géc da ning (vi du, té bao iPS, té bao géc
phéi (ES cell: Embryonic Stem cell), va té bao Muse), va cac té bao tai sinh ¢
ngudn gbc tir té bao gbc da ning. Ngoai ra, cling ¢ thé st dung cac té bao da
duoc biét héa nhu té bao ndi md mach va bach cdu don nhan.

Theo sang ché, thuét ngir “té bao tai sinh” c6 nghia 1a té bao c6 kha ning
khéi phuc lai cu tric va chirc ning trong co quan hodc mé duge st dung té bao
ndy. Theo phuong 4n dugce vu tién, cac t& bao tai sinh 1a nhém té bao bao gdm té
bao gbc trung moé va té bao tién than trung md. O day, thuat ngir “té bao gbc

A2

trung mo” c6 nghia 12 té bao gbe c6 kha ning biét héa thanh té bao trung mo nhu

té bao xuong, t& bao md, té bao co, hoic té bao sun, va thuit ngit “t& bao tién
than trung md” ¢6 nghia 1a té bao trong qué trinh biét héa tir té bao gbc trung mo
thanh t& bao trung mo. Vay thi, thuat ngit “té bao gdc” c6 nghia 14 té bao c6 kha
nang ty tai sinh va c6 tinh da ning. Viéc cic té bao tai sinh di duoc phan lap c6
phai 1a t& bao gdc trung md hoic té bao tién than trung md hay khéng cé thé
dugc danh gia bﬁng céch st dung chét danh diu bé mit t& bao da dugc x4c dinh
trude (Lin K et al., Cytotherapy 2008; 10(4): 417-426).

Theo sang ché, tt hon 13, cum tir “t§ bao tai sinh c6 ngudn gde tir md”
dugc str dung cu thé. Thuét ngit “md md” 14 mo lién két chi yéu bao gdm cac té
bao m&. Cac md md ma tir d6 cac té bao tai sinh dugc phan lap 1a khong bi gidi
han cu thé, nhung c6 thé 12 m6 m& dudi da, mac nbi 16n, chit béo 14 tang mang
ngoai tim, hodc mo tuong tu. MO m& co thé dugc thu nhan tir co thé séng, vi du,
bang cach hit tir mot vét rach nho hoidc bang cach cit khi phiu thuat.

Theo phuong 4n dugc wu tién, cum té bao nhan dugc béng cach bam dinh
cac té bao bao gdm té bao tién than trung md va té bao gbc trung mé véi lugng
tdng cong it nhét 13 16n hon hoic bing 1%, va t6t hon 1a 16n hon hoic bang 5%
(vi dy, 16n hon hodc biang 10%, 16n hon hodc bing 20%, 16n hon hoic bang 30%,
16n hon hodc biang 40%, hoic 16n hon hodc bang 50%). Ngoai cac té bao nay,
cum té bao c6 thé chira, vi dy, céc té bao dugc tron 1an trong qué trinh phéan lap,

va v.v..

-12-



31068

Céc t& bao nay c6 thé dugc phan 14p tir mo theo cach ma diu tién md
dugc phdn manh, va cdc manh thu duge dugc xir ly bang colagenaza, tiép theo
loc qua may loc va sau d6 ly tdm. Buéc ly tdm dé phan lap cac té bao tai sinh c6
thé duoc thuc hién trong céc didu kién, vi du, & tbc d6 nim trong khoang tur 500
dén 800G trong khoang thoi gian tir 5 dén 10 phit.

Theo sang ché, cac té bao da duoc phan 1ap dugc lam cho bam dinh vao
v6i nhau dé tao ra cum té bao. Phuong phéap lam cho céc té bao bam dinh vao véi
nhau khong bi giéi han cu thé, nhung t6t hon 1a fibrinogen c6 thé duoc st dung.
Fibrinogen tr& thanh polyme fibrin sén sét khi dwgc tron v6i thrombin, va do dé
tré nén c6 kha niang bam dinh céac té bao v6i nhau. Do d6, nhu dugc thé hién
trong phén vi du thuc hién sdng ché, céac té bao c6 thé dugc 1lam cho bam dinh
vao v6i nhau mot cach d& dang bing cach tron huyén phu chira cc té bao ma
fibrinogen dugc thém vao d6 cung véi dung dich chira thrombin. Néu dung dich
da tron néu trén dugc gitt Am, qua trinh ban dinh c6 thé x4y ra nhanh hon.

Theo cach nay, khong cin phai nubi cdy cac té bao dé tao thanh cum té
bao. Do d6, c6 thé xir Iy mot cach nhanh chéng céc té bao tai sinh dd dugc phan
1ap thanh cum té bao va st dung cum té bao nay trong qua trinh cdy ghép vao tim.
Do d6, qua trinh tur thu nhén dé diéu ché cum té bao c6 thé duoc thyc hién trong
mot khoang thoi gian rat ngin. Vi du, khong gibng nhu sang ché, phwong phap
thong thudng sir dung tAm té bao 1am cho cic té bao bam dinh vao v6i nhau bang
cach nudi cdy (chit két dinh duge st dung cho muc dich nhu 1a gia ¢ thm té
bao) va no6i chung cdn dén khoang thoi gian tir vai ngay dén vai tudn ké tr luc
thu nhan mo sinh hoc dé tao ra tAm té bao. Nguoc lai, sdng ché chi can vai gio tu
lac thu nhén md sinh hoc d& tao ra tdm té bao, didu nay c6 nghia 13 1am giam
dang ké thoi gian.

Trong qué trinh hinh thanh cum té bao, t6t hon 1a st dung té bao tai sinh
¢6 ngudn gbe tir md duge xir 1y bing chit cht van PPARy. DPiéu nay cho phép
ting cudng hon nita sy tiét adiponectin tir cum t& bao sau khi cdy ghép vao tim.
Vi du v& chét cha vAn PPARy bao gdm, nhung khong bi gidi han cu thé &, cac
thudc trén co sé thiazolidin nhu pioglitazon. Bén canh cac chit néu trén, c6 cac

chét c6 tac dung thic ddy giy biét hoa thanh té bao m& nhu insulin va steroit,
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chit dbi khang thu thé angiotensin (ARB: Angiotensin Receptor Antagonist),
chit wc ché enzym chuyén héa angiotensin (ACEi: Angiotensin Converting
Enzyme inhibitor), xytokin nhu VEGF va HGF, va v.v.. 1a chit ma cac té bao c6
ngudn gdc tir m& dugce xir ly

Trong trudng hop st dung dé didu tri bénh tim bang cach cdy ghép, cum
t& bao c6 thé dugc diéu chinh vé kich thude va do day, néu thich hop, theo vi tri
ma cum té bao nay cin dugc cdy ghép hoic twong tu. N6i chung, cym té bao
dugc wu tién c6 hinh dang dia c6 duong kinh ndm trong khoang tir Smm dén Scm
hogc hinh vuéng ¢6 canh nim trong khoang tir Smm dén 5cm, va c6 do day nim
trong khoang tr 0,5 dén 2mm dé c6 da @6 bén. Dé nhan dugc mot cum té bao
nhu vay, huyén phu c6 thé dugc st dung co néng do té bao, vi du, nam trong
khoang tir 2x10% dén 2x107 té bao/ml.

Vat liéu cdy ghép theo sang ché c6 thé con chira thém cac yéu t6 khac ¢o
ich dé diéu tri bénh tim, mién 13 né chira cum té bao néu trén. Vi du vé cac yéu
t6 khac bao gébm, nhung khong chi gi6i han &, cum t& bao hodc tim té bao gdm
¢6 té bao khac loai, chét gian bao ngoai bao, va protein yéu td bam dinh.

Vi du v& “bénh tim” cin dugc didu tri bing vat lidu cdy ghép theo sang
ché 13, nhung khong chi gi6i han &, bénh hodc bénh di kém véi rbi loan, bénh
duoc chon tir nhém bao gém bénh suy tim, bénh tim thiéu mau cuc bd, bénh nhdi
mau co tim, bénh co tim, viém co tim, bénh co tim phi dai, bénh co tim phi dai
tdm truong, va bénh co tim gidn.

Sang ché con d& xuét phuong phap diéu tri bénh tim, phuong phip nay
bao gdm budc bao phii bé mit tim cla dbi twong bi bénh tim bang vét liéu cdy
ghép néu trén.

Phuong phap diéu tri theo sang ché ¢ thé duoc ap dung cho dbi tuong 12
ngudi va d6i twong khong phai 1a nguoi. Céc sinh vat can duoc diéu tri khong bi
gi6i han cu thé mién 1a ching c6 tim 1a dich didu tri, va vi du v& cac dbi tugng
nay bao gdm ngudi, ddng vat c¢6 vi khong phai 12 ngudi, chim, loai bo sat, dong
vat ludng cu va ca. Pong vat c6 vu khong phai 1a ngudi bao gdm, nhung khong
chi gi¢i han &, dong vat linh truong nhu tinh tinh va khi, cling nhu gia suc va

dong vat dong hanh nhu trdu bo, lon, ngua, ga, meéo va cho.
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La cac té bao ma tir d6 vat liéu cdy ghép theo sang ché duoc tao ra, cic té
bao tuong hgp véi sinh vat cin duoc diéu tri c6 thé dugc st dung. Tuy nhién, xét
vé viéc tc ché phan ung thai bé mién dich hoic twong tu, duge st dung 1a té bao
co nguff)n géc tir cung mdt loai va dédc biét tSt hon 12 té bao tu than. Do d6, dic
biét tét hon 1a, vat lidu cdy ghép theo sang ché dugc cdy ghép vao ddi tuong ma
tir dbi twong nay céc té bao duge thu nhan.

Cén lvu y ring, vé nguyén tic ngay ca khi phan Gmg thai bo 1a chiic chin,
thi phan @ng thai bé nay c¢6 thé duge rc ché bang cich sir dung céc cach da duge
biét dén mot cach cong khai nhu cac chit e ché mién dich. Theo cach nay, loai
té bao c6 thé ap dung cho mot sinh vat cu thé c6 thé dugec mo rong.

Tét hon 14, vi tri ma vat lidu cdy ghép theo sang ché dugc cdy ghép 1a bé
mit tim. Trong trudng hgp nay, bénh tim co thé duogc diéu tri béng cach bao phu
b& mit tim bing vat liéu cdy ghép theo sang ché. Trong qua trinh cdy ghép vat
liéu céy ghép vao bé mit tim, vi du, vat liéu céy ghép co thé duoc gén vao chd
tdn thwong (vi du, ving nhdi méau co tim), va sau d6 duge c¢d dinh bing cach
phAu thuat vao 14 tang mang ngoai tim bang kim prolin hozc ¢ dinh vao bé mat
tim bing thudc phun fibrin. Tét hon 13, vat liéu cdy ghép dugc dit l1én bé& mit tim
dé bao phu du ranh gidi gitra vi tri ton thwong (vi du, vi tri nhdi mau co tim) va
vi tri binh thudong xung quanh.

Dé cdy ghép, tim can dugc cdy ghép duogc didu tri trude néu cin. Vi dy,
trong truong hop phau thuat dau tién, budc cdy ghép tbt hon 13 duoc thuc hién
sau khi mau va 4m trén bé mit tim dugce lau mot cach thich hop. Trong luc do,
trong trudng hop phiu thuit thit hai hodc tiép sau, bude cdy ghép tbt hon 1a dugc
thuc hién sau khi mo s¢o trén bé mit tim duge loai bd cang nhanh cang tot.

Trong phuwong phép diéu tri theo sang ché, phwong phéap diéu tri bing vat
liéu cy ghép theo sang ché c6 thé duoc phdi hop voi mot phuong phap diéu tri
khéc. Vi du, d6i voi nhdi méu co tim man tinh, phuong phap diéu tri theo sdng
ché c6 thé duoc phéi hgp véi phéu thuét bic ciu dong mach vanh, phéu thuat tao
hinh mach vanh qua da, hodc phiu thuit tai cAu trac tAm that trai. D6i v6i nhdi
mau co tim cdp, phuong phap diéu tri theo sdng ché c6 thé duogc phdi hop véi

phiu thuat bic ciu d6ng mach vanh hodc phiu thuét tao hinh mach vanh qua da.
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Ngoai ra, phuong phéap diéu tri theo séng ché c6 thé dugc phdi hop véi phiu
thuét thay van hodc phiu thuét tim nhi khoa.
Vi du thwe hién sang ché

Dudi day, sang ché dugc mo ta chi tiét hon dva trén cac vi du, nhung
sang ché khong bi giéi han & céc vi du duge md ta dudi day.
Vidul
Nguyén liéu va phuong phéap
(1) Chuén bi t& bao tai sinh c6 ngudn gde tir m& (ADRC)

M6 m& duge thu nhén tir ca hai ving ben ciia chudt LEW/Sea céi 9 tudn
tudi. M6 m& duoge cit thanh cac manh nhd bing kéo, va cdc manh mo thu dugc
dugc tao huyén phi trong dung dich colagenaza typ II 0,1%va l4c trong bé nude
4m 37°C trong 1 gio. Huyén phi duge loc qua bd loc ¢6 kich thuée 16 ray 100pum
va 70pm, tiép theo ly tAm trong 10 phit & tdc d6 1800 vong/phut. Phan cin ling
tao ra dugc tao huyén phi trong méi truong nudi cdy (mdi trudng D-MEM chira
huyét thanh bao thai bd 10% va khing sinh) dugc st dung lam té bao (tién than
trung md) tai sinh co ngudn gbc tir m& (ADRC). Té bao ADRC nhan dugc bao
gbm té bao gbc trung md va té bao tién than c6 ngudn gdc tir m6 ma.

(2) Chuén bi cum té bao ADRC

Sau khi chiét ADRC ra khoi md md, cdc cum té bao trong d6 mdi cum
chtra 5x10°® ADRC duoc tao ra ngay l4p tirc. Dung dich A dugc diéu ché bing
cach bd sung 60pl fibrinogen vao 140ul huyén phu té bao ADRC, ngugc lai dung
dich B duoc didu ché bing cich bd sung 30ml thrombin vao 170ul mdi trudong
nudi cdy (moi truong D-MEM chita huyét thanh bao thai bd 10% va khang sinh),
tiép theo tron k§. Sau @6, dung dich A dAu tién dugc nhoé giot vao dia nudi ciy,
dung dich B dugc cho vao dung dich A dd dugc nho giot, va hén hop thu duge
duoc tao ra & hinh dang thich hop dé cdy ghép, va sau d6 dugce gitr 4m trong moi
treong 4m ¢ 37°C trong moi trudng khi 5% cacbon dioxit trong khoang thoi gian
tir 5 dén 10 phut dé 1am cho cac té bao bam dinh vao v4i nhau dé tao ra cum té
bao ADRC. Sau khi tao ra cum té bao ADRC, cum té bao ndy dugc cdy ghép

ngay vao vi tri nhoi mau.
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(3) Po murc d6 tiét xytokin nhur adiponectin béi cum té bao ADRC

Phan ndi lén trén sau khi cum té bao ADRC dugc nudi céy trong 24, 48,
72, 96, 120, va 144 gid dugc thu hdi, va muc tiét adiponectin, VEGF, HGF, va
IL-6 trong phan ndi lén trén dugc do bang thir nghiém hép thu mién dich lién két
v6i enzym (ELISA).
(4) Xét nghiém mé hoc ctia cum té bao ADRC

Cac ph?ln da dugce lam dong lanh ciia cum t& bao ADRC dugc chuén bi,
c¢b dinh bing paraformaldehyt 4%, va sau d6 dugc nhudm Oil Red O va nhudm
mién dich adiponectin.
5) Tao md hinh suy tim va cdy ghép cum té bao ADRC

Md hinh nhdi mau co tim dugc tao ra béng cach st dung chudt LEW/Sea
cai 7 tudn tudi bang cach thit & nhanh xudng trudc ctia dong mach vanh trai. Véi
cach gy mé toan than dugc thuc hién theo cach gdy mé ho hip bang isofluran
trong diéu kién hd hép nhan tao (isofluran 1,5%, thé tich thong khi 4ml, 110 chu
ky/phut), thu thudt mo nguc trai duge thyc hién dé 16 tim. Vi tri dong mach vanh
tr4i & khoang cach tir 2 dén 3mm tir gbc clia dong mach vanh trai dugc thit lai
bang chi khau 7-0 prolin. Hai tudn sau khi budc déng mach vanh, cum té bao
ADRC duogc dat 1én trén kep dau cong, va ddt nhe nhang trén vi tri nhdi mau cta
vach trude tAm thit trai. D61 v6i nhém gia (sham), ADRC khong chtra fibrin da
lam 6n dinh duogc cdy ghép theo ciing mdt cach.
(6) Phac d6 thir nghiém trén dong vat

Hai tudn sau khi thit dong mach vanh, chudt dugc chia thanh 5 nhém, va
sau d6 dugc diu tri nhu sau. Cu thé, cac nhom sau duoc chuén bi 1a: nhém trong
d6 cum té bao ADRC dugc cdy ghép vao vach trudc tdm thét trai (nhém A; n =
26); nhém trong d6 cum té bao ADRC chira pioglitazon (PGZ, 50mM) dugc cly
ghép (nhom AP; n = 26); nhém gid trong d6 khong tién hanh ciy ghép cum té
bao nao (nhém S; n = 26); va nhém cdy ghép truc tiép trong co tim (nhém im; n
= 6) va nhom ciy ghép trong ldng mach (nh6ém ic; n=6) ADRC vao c4c ving

quanh nhdi mau cua vach trude tdm that trai. Sau d6, danh gid mo6 hoc va danh
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gi4 phén tir duoc thuc hién vao ngdy 12 va 56 sau khi phau thuat. Ngoai ra, chirc
ning tim duoc danh gia bang siéu 4m tim mai tudn sau khi phiu thuat.
(7) Kiém tra siéu 4m tim

Sau trang thai an than dat dugc nhd phwong phap gdy mé ho hip bing
isofluran, c4c hinh chiéu theo truc ngén cta tim that trai ¢ vi tri co nha thu duoc
béng cach st dung hé¢ si€u 4m tim dugc trang bi bd cam bién 14MHz. Puodng
kinh cudi tAm truong cia tam thit trai (LVEDd) va dudng kinh cudi tAm thu cia
tam tht trai (LVESd) dugc do. Cac phép do duoc lip lai nhidu hon hoic bing 3
14n, va thu dwgc gid tri trung binh. Phan suat tdng mau tim that trai (EF%) duoc
tinh tr cdc cong thirc sau.

Phan suét tbng mau tdm thit trdi (EF) = {(LVEDV-LVESV)/LVEDV}x100 =
(SV/LVEDV)x100
Thé tich cudi tAm truvong cla tdm thét trdi (LVEDV: Left Ventricular
End-Diastolic Volume) = {7,0/(2,4+LVEDd)}xLVEDd?

Thé tich cudi tim thu cta tdm thit trai (LVESV: Left Ventricular End-Systolic
Volume) = {7,0/(2,4+LVESd)}xLVESd3

(8) banh gid mo hoc

Vio céc ngdy 14 va 56 sau khi phau thuit, trang thdi ngt dugc tao ra nho
phuong phap gdy mé siu bang isofluran, va sau d6 tim dang dap tién tuc duge
14y ra. Mdi phin mé dugc chudn bi bang cach cit tAm that trai thanh 14t méng
theo chidu truc ngin, 14t cit nay dugc nhing vao hop chét, lam dong lanh 14t cat
trong nito 16ng. Thyc hién cdc budc nhudm hematoxylin-eosin, nhudm do
Picro-Sirius, nhuém Masson trichrom, nhuém Oil Red O, nhudm mién dich
adiponectin, nhudém mién dich actin co tron (SMA: Smooth Muscle Actin), va
nhudm mién dich yéu t6 von Willebrand. Téc dd xo hoa dugc x4c dinh béng cach
phéan tich hinh dnh dugc nhudm béng dé Picro-Sirius. Dbi vé6i kich thuéde té bao
séng & vi tri bién quanh ving nhdi mau, duong kinh ngin cla té bao trong mot
truong nhin (& d6 phong dai 400) ctia hinh 4nh dugc nhud¢m hematoxylin-eosin
dugce do va gié tri trung binh ctia 10 trudng nhin mdi mau duge tinh. Ngoai ra, sb

lugng mao mach mdi trudng nhin (& d6 phong dai 400) cua hinh anh dugc
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nhudém mién dich yéu té von Willebrand dugc do, va gia tri trung binh cta 5
truong mdi miu duge tinh.
(9) Nghién ctru sinh hoc phén ti

Vao céc ngdy 14 va 56 sau khi cdy ghép, mau tim da iy ra duoc phan
chia thanh ph4n nhdi mau (seo), phan bién gitta phan nhdi méau va phan binh
thuong (bién), va phdn quanh ving nhdi mau (xa), va tién hanh chiét ARN thong
tin (mRNA: messenger RNA) trong mdi phan. Sau d6, ADN bd trg (cDNA:
complementary DNA) dugc tdng hop tir mRNA bing phan tng phién ma nguge.
Mirc phién ma ctia mdi trong sb yéu t6 tang trudng té bao ndi mé mach (VEGF),
adiponectin (APN), thu thé adiponectin-1 (Adipo-R1), thu thé adiponectin-2
(Adipo-R2), T-cadherin (CDH-13), va yéu tb hoai tir khéi u (TNF-a) dugc dinh
luong bing phuong phép phan tng chudi polymeraza (PCR: Polymerase Chain
Reaction) dinh lugng, va dugc phan chia bdi mtrc phién ma cia
glyxeraldehyt-3-phosphat dehydrogenaza (GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), ma la chit kiém so4t noi sinh. Sau do, ty sb cua gié tri thu dugc
trén gia tri binh thudng ctia mdi mau duoc biéu hién.
(10) Phén tich théng ké

S6 liu duogc biéu hién dudi dang gié trj trung binh cua + sai sé chuan. So
sanh gitra cdc nhom duoc tién hanh bang thir nghiém t, va gia tri P nhé hon 0,05
dugc cho 1a thé hién sy khéc biét dang ké. D& phan tich ty 16 sdng sot, ty 18 séng
s6t dugc tinh bing phuong phap Kaplan-Meier, va su khac biét giita mbi nhém
thtr nghiém dugc xac dinh bdi thtr nghiém log rank.
Két qua
(1) Khé nang tiét xytokin va biét hoa thanh té bao m& ciia cum té bao ADRC

Cum té bao ADRC (Fig.1A) va cum té bao ADRC chira pioglitazon
(PGZ) dugc chudn bi va nudi cdy trong 144 gid trong méi trudng dm & 37°C
trong mdi truong khi 5% cacbon dioxit, va sau do kha ning tiét xytokin cua
chung duoc kiém tra. Cac luong adiponectin (APN), VEGF, HGF, va IL-6 dugc
tiét ra tir cum té bao ADRC va cum té bao chira PGZ ting theo thoi gian trong

moi trudng nudi cdy. Cu thé, ndng d6 adiponectin sau khi nudi cly trong 144 gid
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twong Ung 1a 21,7+0,9ng/5x10° té bao/ngay va 51£3,9ng/5x10° té bao/ngay, va
moi trudng nudi cdy ciua cum té bio ADRC chtra PGZ c6 ndng dd cao hon dang
ké moi truong nudi cdy ciia cum té bao chi chira ADRC (Fig.1B).

Ngoai ra, cum t& bao ADRC dugc xir Iy bang huyét thanh ban than hoic
huyét thanh bao thai bd (FBS: fetal bovine serum) tir 10 dén 15%, insulin tir 0,5
dén 2,0uM, dexametason tu 0,1 dén 1,0uM, va isobutyl-metylxantin tir 0,2 dén
2mM, va bing cach d6 dugc gy biét hoa thanh té bao m&. Két qua 13, té bao m&
dwong tinh dbi véi Oil Red O xuét hién 7 ngay sau khi gdy biét hoa (Fig.1C). S6
luong té bao tao nén modt cum té bao béng khoang 5x10° va cum té bao chua té
bao dwong tinh v6i Oil Red O v6i 6 day khoang 1000pum. Do d6, phat hién thay
rang cum té bao nay duy tri duge kha ning biét hoa.
(2) Ghép cum té bao ADRC lén bé mit co tim

Pé kiém tra viéc ghép cum té bao ADRC Ién té bao co tim, cic cum té
bao dugc cdy ghép vao té bao co tim cia chudt ngay sau khi tao ra. Két qua 1a,
cum té bao sau tir vai ngay dén 1 tudn bam dinh vao bé mit tim (Fig.2A). Do
cum té bao nay duoc quan sat thiy c6 lién lac véi té bao co tim qua cic mao
mach (Fig.2B), x4c nhén ring cum té bao di cdy ghép duoc ghép thanh cong 1én
té bao co tim.
(3) Anh huong cua viée cdy ghép cum té bao ADRC 1én chirc ning tim

Fig.3 minh hoa két qua danh gia cua chirc ning tim vao ngay 28 sau khi
ce”'ly ghép cum té bao ADRC 1én chudt trén mé hinh nhdi mau co tim man tinh. O
day, phan suét tbng méau tam thit trai (EF), duong kinh cudi tdm thu ctia tdm that
trai (LVESd), dudng kinh cudi tdm truong cia tdm that trai (LVEDA), va d6 day
thanh true cudi tdm truong cua tdm thit trai (LVAWD) trong kiém tra siéu 4m
tim dugc sir dung 1am céc chi s§ danh gia chirc ning tim. Hai tudn sau khi that
déng mach vanh, chudt cia mo6 hinh nay dugc chia thanh 5 nhém va dugce thir
nghiém sau cdc buéce xir 1y sau. Cu thé, duge thir nghiém 1a nhém trong d6 cum
té bao ADRC dugc cdy ghép vao vach trudc tAm thit tri (nhém A); nhém trong
d6 cum t& bao ADRC chira pioglitazon (PGZ, 50mM) dugc cdy ghép vao vach
truGe tam that trai (nhoém AP); nhém gia trong d6 khong tién hanh cdy ghép cum

té bao nao (nhém S); va nhém duge cdy ghép trong co tim tryc tiép (nhém im)
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va nhoém c6 cdy ghép ADRC trong 10ng mach & tdm thét trai (nhom ic) vao céc
vung quanh nhdi méau cia vach truédc tim thét trai.

Tu viée kiém tra siéu 4m tim, nhom A va nhom AP ¢ gia tri EF 16n hon
dang k& so v4i nhom S, va duoc phét hién 1a cé sy cdi thién tinh co cua tdm that
trai. Hon nita, & tudn 8 sau khi cdy ghép, nhom AP thé hién su cai thién EF 16n
hon nhom A (Fig.3A). Trong lic d6, khi so sdnh v&i nhém S, nhém A va nhom
AP thi khong c6 sy khac biét dang ké vé gia tri LVEDd (Fig.3C), va c6 gia tri
LVESd nhé (Fig.3B). Do d6, nhém A va nhém AP dugc quan sat thiy 1a c6 su cai
thién tinh co cta tim thét trdi bang cach cdy ghép. Ngoai ra, ty 1& sdng sét ctia
cac nhom ciing duoc déanh gia. Két qua 13, ty 1& sdng s6t ctia nhém A va nhém AP
cao hon dang ké (p = 0,0424) so véi ty 1é sdng sot cia nhém S (Fig.3D). Tir cac
két qua néu trén, phat hién thiy ring phuong phap cdy ghép cum té bao ADRC
c¢6 hidu qua diéu tri tuyét voi dbi véi bénh nhdi mau co tim.

Hon nira, két qua cta cic thir nghiém so sanh véi cac phuong phap st
dung khac v&i phuong phéap cdy ghép cum té bao ADRC, tirc 13, v6i nhom cly
ghép trong co tim truc tiép (nhém im) va nhém cdy ghép trong 1ong mach cua
tam that trai (nhém ic) ADRC vao céc ving quanh nhdi mau cia vach trude tim
thit trai, nhém A va AP c6 gi4 tri EF 16n dang ké so v6i gia tri EF cta cdc nhém
S, im, va ic (Fig.4A), c6 gia tri LVESd nho hon gia tri ciia cdc nhém S, im, va ic
(Fig.4A), va khong c6 sw khac biét dang ké vé LVEDd (Fig.4C). Cac két qua néu
trén ching minh ring viéc cdy ghép cum té bao ADRC c6 hiéu qua didu trj cao
trong diéu tri nhdi mau co tim so v6i hiéu qua diéu tri ctia phwong phap tiém truc
tiép ADRC vao té bao co tim hoic dong mach vanh.

(4) Anh hudng 18n mé co tim bang viée cdy ghép cum té bao ADRC

Phép phén tich md hoc dugc thyc hién vao ngay 14 va 56 sau khi cly
ghép cum t& bao ADRC & chudt trén mo hinh nhdi méu co tim. Nhém S khong
duge didu tri cho thdy vach trudc tdm that trdi rdt mong (Fig.5A), trong khi
nhom A (Fig.5B) va nhom AP (Fig.5C) dugce phét hién 1a c6 véach trudc tim that
trai day hon so v6i vach trude tam that trai cia nhém S, nhém im, va nhém ic, va
duy tri mo vach trudc tdm thét trai (Fig.5D). Két qua cta viéc dinh lugng kich

thudc nhoi mau, kich thude nhéi mau cia nhom A va nhém AP ¢6 xu huéng nhéd
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hon so v&i nhom S, nhém im, va nhém ic, mdc du khong c¢é sy khéac bi€t cd y
nghta théng ké (Fig.5E). Hon nita, két qua ctia phép do mat d6 mao mach & ving
quanh nhdi mau, nhém A (Fig.5G) va nhém AP (Fig.5H) thé hién mat do mao
mach cao hon dang ké so v6i mat 6 mao mach ctia nhém S (Fig.5F), nhém im,
va nhém ic (Fig.5I).
(5) Tac dung bao vé tim bdi cum té bao ADRC

Phép phén tich md hoc dugc thuc hién vao ngay 14 va 56 sau khi cly
ghép cum té bao ADRC vio chudt trén md hinh nhdi mau co tim. Pudng kinh té
bao & ving quanh nhdi mau ciia mdi nhém dwgc phat hién bing phép nhudém mau
hematoxylin-eosin (Fig.6A dén Fig.6C) va nhuém mau PAS (Fig.6D dén Fig.6F),
va duong kinh ngén cua té bao trong nhém A va nhém AP c6 gid tri thdp hon
dang ké so voi dudng kinh ngén cia t& bao trong nhém S, nhém im, va nhém ic
(Fig.6G). Cac két qua néu trén dua ra gia thuyét rang c6 kha ning 13 viéc cdy
ghép cum té bao ADRC c6 thé c6 tac dung bao vé nhu chéng chét té bao theo
chuong trinh trén céc té bao co tim con lai.
(6) Hiéu quéa chéng chét té bao theo chwong trinh va chdng viém béi cum té bao
ADRC

Fig.7 thé hién cac két qua cua nghién ctu vé hiéu qua bao vé co tim va
chéng viém trén mo co tim vao ngiy 56 sau khi cdy ghép cum té bao ADRC.
Mirc dd phién ma cua qua trinh tao mach méi va xytokin bdo vé¢ co tim & vung
quanh nhdi mau ctia mdi nhém duge danh gia. Két qua 13, mac phién ma cua
adiponectin (APN) & ngoai bién ving nhdi méu trong nhém AP 1a cao hon dang
ké so véi trong cdc nhom khac (Fig.7A). Ngoai ra, nhém A c¢6 mtc phién ma
APN cao hon dang k& so v6i nhém S. Khong c6 sy khac biét dang ké vé muc
phién ma cua cac yéu té khac Adipo-R1, Adipo-R2, CDH-13, VEGF, va TNF-o
(Fig.7B dén Fig.7F). Phat hién néu trén dua ra gia thuyét vé kha ning bd sung
PGZ vao cum té bao ADRC c6 thé 1am ting thém hi€u qua céi thién déi véi chuc
ning tim sau nhdi mau co tim.
(7) Ghép va tao ra APN ctia cum té biao ADRC trén viing nhdi mau co tim

Cum t& bao ADRC duoc cdy ghép vao vach truéc tim that trai ctia chudt
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trén mo hinh nhdi méau co tim duge ghép thanh coéng 1én ving seo & vach trude
tam thit trai vao ngay 28 sau khi cdy ghép (Fig.8A), va thé hién adiponectin
duong tinh & vi tri cdy ghép (Fig.8B). Piéu nay dua ra gia thuyét 13 cum té bao
da ciy ghép thanh cong tiét ra adiponectin lién tuc. Ngoai ra, & cic nhom, 14 cac
dich so sanh, dugc diéu tri bang cach cdy ghép ADRC trong co tim (Fig.8C) va
trong 1ong mach (Fig.8D), viéc ghép thanh cong & té bao co tim ciing dwgce quan
sat vao ngay 3 sau khi cdy ghép.

Vidy2

Pé phan tich cac té bao cdu thanh cia ADRC, c4c khang nguyén bé mit
té bao dugc phén tich bang cach st dung k§ thuét phan tich té bao theo dong
chay (k¥ thuét phéan tach té bao hoat h6a huynh quang (FACS:
Fluorescence-Activated Cell Sorting)). ADRC vira méi diéu ché duogc chiét tach
tr m6 m& bing phuong phap md ta trong vi du 1 duoc tao huyén phu trong dung
dich nhuém FACS (dung dich nudc mudi duogc tao dém phosphat duogc bd sung
huyét thanh bao thai bdo 5%). Phép phén tich nay st dung cac khang thé cua
chudt nhit khang lai CD11b, CD31, CD45, CD73, va CD90 lam chit danh d4u
khang nguyén bé mit, va isotyp IgG1 cua chudt nhit twong tng lam chit danh
d4u 4m tinh. Céc té bao duoc nhudm trong 30 phit & nhiét dd trong phong, rira
va sau d6 phan tich bang cach sir dung k§ thuat phén tich té bao theo dong chay
(BD FACS cant II instrument (BD Biosciences, San Jose, CA)).

Két qua 13, c4c té bao ciu thanh cia ADRC chu yéu 12 té bao gbe trung
mo/té bao tién than trung mé (CD90+, CD31-, CD45-, va CD73+), té bao néi mod
(CD90+, CD31+, va CD45-), té bao co tron mach (CD90-, CD31-, va CD45-), va
té bao tao huyét (CD90+/-, CD31-, va CD45+). Ty 1& cdu thanh gan dung dugc
thé hién trong bang 1. Cu thé 13, chira 6,5% té bao gdc trung md c6 ngudn gde tir

mo ma.
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Bang 1

Loai té bao

Ty 1é cdu thanh

Té bao gbe trung mo/té bao tién than trung md

0
(CD90+, CD31-, CD45-, CD73+) 6,5%
Té bao co tron mach )
(CD90-, CD31-, CD45-) 13,2%
Té bao nd6i m6 mach s 6
(CD90+, CD31-, CD45-) ,070
Té bao tao huyét 26,5%

(CD90+/-, CD31-, CD45+)

Kha ning ung dung trong cong nghi€p

Nhu da d& cép dén & trén, vat liéu ciy ghép theo sang ché bao gdm cum té
bao trong do cac té bao dd duoc phan 1ap duoc lam cho bam dinh vao v&i nhau,
va ¢ thé duge tao ra mot cach dé dang trong mot khodng thoi gian ngan. Hon
nita, vat liéu cdy ghép nay tiét ra adiponectin, va c¢6 hiéu qua diéu tri tuyét voi

trong diéu tri bénh tim. Do d6, sing ché c6 thé gop phan rat 16n vao su phat trién

cham séc y té nhd bién phap cdy ghép chu yéu d6i v6i bénh tim.

-24-




31068

YEU CAU BAO HQ

1. V4t lidu cdy ghép dé didu tri bénh tim bao gdm cum té bao,

trong d6 cum té bao nay 1a cac té bao di dugc phan 1ap bam dinh vao véi
nhau bang chat két dinh chira fibrinogen, va

trong d6 cac t& bao da dugc phan 14p duoc chon tir nhém bao gdm té bao
tai sinh ¢6 ngudn gbe tir ma, té bao tai sinh c6 ngudn gbe tir tily xwong, té bao tai
sinh ¢6 ngudn gde tir day rdn, té bao tai sinh c6 ngudn gbc tir co tron, té bao gbe
c6 kha ning phat trién thanh nhidu loai t& bao khac nhau, té bao tai sinh cé
ngudn gdc tir té bao gbc c6 kha ning phat trién thanh nhiéu loai té bao khac nhau,
va té bao ndi mod mach.
2. Vat liéu cdy ghép theo diém 1, trong d6 cac té bao da duge phan lap 1a té bao
tai sinh ¢6 ngudn gdc tr md duge xt 1y bing chit chii van thu thé hoat hoa chat
tdng sinh peroxisom gama (PPARY).
3. Vit liéu cdy ghép theo diém 1 hoic 2, trong d6 té bao di dwgc phan lap 1a té

bao khong dugc nudi cay.
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Fig. 1C
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Fig. 2A
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Fig. 3B
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Fig. 3C
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Fig. 3D
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Fig. 4A
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Fig. 4B
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Fig. 4C
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Fig. 5A
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Fig. 5D
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Fig. 5E
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Fig. 6E
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Fig. 6G
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Fig. 8A
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Fig. 8B
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