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Linh vyc k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén bo khung ding d8 cAy ghép tir dbi tuong cho sbng (scaffold for living

donor transplantation).
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

My in 3D la thiét bi dé ché tao san pham dinh hinh ba chidu giéng nhu san phém thue t&
béng céch lam néng chay vat liéu nhu polyme, kim loai, v.v. hodic xép chf“)ng bdt dua trén ban vé
3D.

Méy in 3D c¢6 uu diém 14 gitp d& dang dinh hinh va ché tao san phém c6 cu triic phirc
tap theo thiét ké da duoc du dinh, va do d6 viéc &p dung cAc phién ban dAu tién dang din mé rong

va thi truong dugce du kién s€ mé rong hon nita.

Cong nghé in 3D trong linh vize y t€ va cng nghé sinh hoc dugc 4p dung cho in 3D sinh
hoc, dé san xuét cac co quan nhén tao nhu gan, than, tim, v.v. tir myc sinh hoc, k§ thuat mo dé

tai tao md hodc co quan nhén tao va y hoc ¢4 thé hoa.

Céng nghé in 3D vé co ban dugc phéan chia thanh tong 7 loai thy thudc vao md hinh ky
thust s6 3D: quang tring hop (photopolymerization - PP), ép dun vét liéu (material extrusion -
ME), phun chat két dinh (binder jetting - BJ), phun v4t liu (material jetting - MJ), ling dong nang
luong truc tiép (direct energy deposition - DED), thiéu két va hop nhét ting bot (powder bed

fusion - PBF) va can mang (sheet lamination - SL).

Diic biét, quy trinh néng chay ling dong truc tiép (fused direct deposition) (sau day dugc
goi la “FDM”), 1a quy trinh phun vét liéu, dugc str dung rong rai.

FDM la quy trinh in 3D trong d6 mét loai nhyra dang sgi mong ¢6 thé phun dugc duge
1am néng chay trong voi phun, dugc ép din va xép chdng 1én nhau theo timg 16p. O day, voi

phun lam néng chdy soi ckét déo & nhiét d0 cao, va soi da duoc ép dun dugc khoi phuc ¢ nhiét
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d6 trong phong dé tao thanh thanh chéng.

Meéy in 3D dang FDM 14 cong nghé trong d6 nhiu loai vét liéu khéc nhau c6 thé ap dung
va c6 thé c6 dd chinh x4c va do 1&p lai cao, nhor d6 san phém da duoc ché tao chic chén va co do
bén cao va d9 én dinh kich thudc rét tdt.

Kha ning ing dung cong nghé in 3D dang FDM vio céc linh vuc y t va cOng nghé
sinh hoc 13 rét cao, va dic biét tién hanh nghién ctru su rong vé bd khung ding dé chy ghép tir
b1 tuong cho sbng.

Béng sang ché Han Qudc s6 10-1912839 d& cap dén ché phdm in 3D FDM & dang bot
nhio, chira bdt gdm c6 thanh phin chi yéu 12 CaO va SiO; va chét két dinh, do d6 ¢6 thé nhanh
chéng ché tao dugce céc san phim dinh hinh ma khéng can quy trinh 1dm néng chay va hiéu
duqé chinh x4c cu tric hinh hoc, nhd d6 hitu ich dung 1dm dang thay thé sinh hoc dé ding
trongy té.

Tuy nhién, bdt gém ¢6 nhuge diém & chd né c6 thé da bi v& hodc nirt ngay ca do ép luc
hoic tic dong bén ngoai béi d6 gion vén c6 ciia ching. Hon nita, polyme ti nhién, dugc st
dung 1am chit két dinh, c6 kha ning tuong hop sinh hoc vuot trdi va khong gay doc té bao,
nhung c6 d9 bén co hoc yéu va khé gia cong.

Pdi véi tmg dung cho bd khung diing dé ciy ghép tir dbi twrong cho séng, cac van dé vé
ddc tinh co hoc va tinh twong hop sinh hoc phai duge gidi quyét trude tién, ngoai cong nghé xir
Iy chinh x4c cAu triic hinh hoc ctia bd khung.

Danh muc tai liéu vién dan
Tai lidu séng ché

Bing sang ché Han Quéc s 10-1912839

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Vén dé k¥ thuat can giai quyét
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Theo d6, sang ché di din dén viéc phét trién ché phAm méi c6 kha ning khic phuc
dugc cac vin dé vé do gion, trong d6 khi ché phém nay duoc 4p dung cho quy trinh in 3D FDM
d tao ra bd khung ding dé ciy ghép tir dbi twong cho séng, ca d6 bén va do cimg c6 thé gia
tdng va déc tinh bé miit c6 thé dugc cai thién, do do6 déng thoi dat dugce cac vat liéu co hoc va
hoat tinh sinh hoc can thiét ctia bd khung,

Do d6, myc dich ctia séng ché 13 d& xudt bd khung dung dé ciy ghép tir dbi tugng cho
song.

Giai phép k¥ thuat dé giai quyét van dé

Sang ché dé xuét b khung ding d& cly ghép tir dbi twong cho sbng, dugce cAu triic sao
cho c4c thanh chdng, vé co ban duge bb tri chdng 1én nhau va giao nhau theo huéng thing
dtmg dé tao thanh céc 16 trong do, dugc xép chdng 1én nhau theo ting 16p.

O day, cac thanh chdng c6 thé bao gdm kinh sinh hoc v polyme trong hop sinh hoc,
va c6 thé c6 cAu tric xép chdng gdm hai hozic nhidu 16p.

Céc thanh chdng c6 thé duoc cung cip du6i dang lién két hodc rdi ra trong cung mot
16p va 6 thé dugc tao thanh song song theo dang déu din bao gdm dang thing, dang luon
séng, dang mang tinh thé, dang hinh chit chi hodc dang hinh xodn 6c¢ hodc theo dang khong
déu dan.

Ngoai ra, cac thanh chéng nay c6 thé c6 duong kinh ndm trong khoang tir 300pm dén
500um.

Ngodi ra, cac thanh chdng c6 thé c6 géc dinh huéng trung binh nam trong khoang tir
30° dén 60° gifta céc 16p.

B0 khung ding dé cdy ghép tir d6i tuong cho sdng c6 thé c6 su phan b kich thude cac
16 va d6 xbp nam trong khoang tir 30% dén 60% va c6 thé dap img cac dic tinh sau:

(1) d6 bén: 50 kPa/mm?® dén 850 kPa/mm?
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(2) d6 ctmg: 1,5 N/mm dén 20 N/mm

(3) d6 nhéam (R,): 130nm dén 260nm

(4) géc tiép xtic nude sau 180 gidy: 75° hodc nhd hon

(5) mitc hip thy ting sinh protein sau 24 gio: 0,25 dén 0,6 O.D.

(6) hidu qua gieo té bao: 37% hoic cao hon

(7) mitc hip thy ting sinh & bao sau khi nuéi cy trong 7 ngay: 0,22 O.D. hoic hon
(8) ty 1€ dién tich F-actin: 22% hoac cao hon

Kinh thtiy tinh ciu thanh c4c thanh chéng c6 thé 12 kinh sinh hoc da duoc thidu két.

Hon nita, by khung ding dé cdy ghép tir dbi trong cho séng c6 thé duoc ché tao bang
cach tron hdn hop sinh hoc di duge thidu két va polyme tirong hop sinh hoc va sau d6 thuc
hién ép phun.

G day, viéc ép phun c6 thé dugc thyc hién bang may in 3D thong qua quy trinh m6 hinh
héa bang phurong phép néng chay ling dong.

Hiéu qua c6 lgi ciia sang ché

Theo sang ché, bd khung ding dé ciy ghép tir dbi turong cho sdng dugc ciu trac dé bao
gdm kinh sinh hoc da dugc thidu két va polyme tuwong hop sinh hoc & ty 16 ham lwong tbi wu,
do d6 c6 thé c6 d6 bén va do cung t61 wu, nho d6 cac vén dé thong thudng nhu nit va cac van
@& tuong tur do do gion vén c6 ciia kinh sinh hoc ¢6 thé dugc giai quyét.

Ngoai ra, by khung ding dé ciy ghép tir d6i tuong cho séng c6 dac tinh bé mit va dic
tinh wa nu6c dugc cai thién va do d6 c6 thé c6 kha niang hép thu protein cao khi ciy ghép tir
dbi tugng cho sdng, va hon nita, c6 tac dung hoat héa ting sinh té bao va hinh thanh xwong, va
do d6 t6t hon 14 ¢6 thé tmg dung lam bd khung theo yéu ciu trong linh vire y té va cong nghé

sinh hoc.

Mo ta vat tat cac hinh vé
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Fig. 1 thé hién mot vi du vé su xép chéng thanh chéng theo sang ché:

Fig. 2 12 c4c db thi thé hién c4c thay dbi v& dic tinh clia cac thanh chéng tiy thudc vao
cac thong s6 gia cong trong cac Vidu 1 dén 3 va cac Vi du so sanh 1 va 2;

Fig. 3 thé hién b khung va thanh chéng ché tao duoc trong cac Vi du 1 dén 3 va cac
Vidusosanh 1va2;

Fig. 4 13 cac d thi thé hién két qué phan tich nhiét lvong va nhiéu xa tia X ciia cac ché
phém dé dung trong ché tao bo khung ctia cac Vidu 1 dén 3 va cac Vi dusosanh 1 va2;

Fig. 51a cac db thi thé hién két qua kiém tra d6 bén va do nén cia céc ché pham dé sir
dung trong ché tao bd khung cuia cac Vidu 1 dén 3 va cac Vi dusosanh 1 va2;

Fig. 6 thé hién hinh anh dia hinh bé m3t 3D ctia cic bd khung duoc ché tao trong cic
Vidu1 dén 3 va Viduso sanh 1;

Fig. 7 12 hinh 4nh thé hién nhén t bao da dwgc nhudm mau xanh va F-Actin d6 3 ngay
sau khi nudi céy té bao; va

Fig. 8 thé hién két qué danh gi4 toan dién cac b khung ctia Viduso sanh 1 va Vidu 1
dén 3.

M6 t chi tiét sang ché

Quy trinh xép chdng timg 16p (layer-by-layer - LBL) dugc thuc hién dé thu duge san
phém 3D béng cach xép chdng mot 16p 16n 16p khac. Sang ché dé xuét bo khung diing dé ciy
ghép tir ddi tuong cho séng duge ché tao biang quy trinh xép chéng LBL.

Cu thé, bo khung dung dé ciy ghép tir dbi trong cho séng theo sang ché duoc chu tric
sao cho cAc thanh chéng, vé co ban dugc b tri chdng 1én nhau va giao nhau theo hudng thing
dtmg dé tao thanh cac 16 trong do, dugc xép chdng 1én nhau theo timg 16p.

Hinh dang va kich thuéc bén ngoai clia bd khung ding dé ciy ghép tir dbi trong cho

song c6 thé dugc chon dé phu hop véi cac img dung riéng 1€ va c6 thé dap tmg muc dich can
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thiét trong linh vire tmg dung. Bo khung ding dé ciy ghép tir dbi tugng cho séng c6 thé c6 hinh
dang bén ngoai duoc chon trong s céc hinh dang mé rong, vi dy, hinh try, hinh c6t da giac nhu
hinh l&ng try, hinh tam gi4c hodc hinh théi, hinh phéng, hinh da giéc, vi du, hinh chit nh4t, hinh
khéi, hinh vuéng, hinh kim tu thép, hinh ngfii gidc, hinh 12 canh, hinh 20 canh, hinh thoi, hinh
l&ing try, hinh cAu, vi dy, hinh qua béng, hinh rdng 16m, hinh thiu kinh 15i hoic hinh thiu kinh
try va hinh dia hogic hinh khuyén. Hinh dang nay c6 thé thu dugc bing cach xép chdng cac
thanh chéng.

Fig. 1 minh hoa su x&p chdng thanh chéng theo phwrong 4n ciia sang ché. P& thuan tién,

sang ché dé xuét bd khung hinh chit nhat song song ding dé ciy ghép tir d6i twong cho séng.

Céc thanh chéng cAu thanh b khung ding d& ciy ghép tir dbi twong cho séng duoc dé
xuét v6i nhiéu 16p, bao gém it nhat hai 16p, ba hodc nhiéu 16p, bbn hodc nhidu 16p va n hodc
nhiéu 16p, va s6 16p cta ching c6 thé thay dbi tiry thudc vao muc dich sir dung cudi ctia bo
khung. T4t hon 13, khi c4c thanh chéng dugc xép chdng thanh bbn hodc nhiéu 16p dé tao thanh

bo khung, c6 loi 13 dam bao duoc cc dic tinh can thiét ciia bd khung nay.

Mot 16p thanh chdng duy nhét dugc ciu tric sao cho mét soi vé co ban 1a mot ché phim
duy nhét duoc mé rong va cling bao gdm mot cu tric & dang ngjt lién két, nhw dang mang
tinh thé. Céc thanh chdng c6 thé dugc tao ra 38 md rong thanh nhiéu hinh dang khéc nhau trong
cung mot 16p va co thé duoc tao ra dudi dang déu din nhu dang th'fmg, dang luon séng, dang
mang tinh thé, dang hinh chit chi hodc dang hinh xofn 8¢ hodc duéi dang khong déu din, dé
tang dién tich tiép xuc Vi cac té bao va chit 16ng. Tét hon 13, viéc tao ra dang déu dan, nhu

dang mang tinh thé, 12 c6 loi dé kiém sot cac dic tinh va d6 xbp ciia bo khung,

Ngoai ra, dé dap tmg céc dic tinh can thiét ciia bd khung, c4c thanh chéng c6 thé c¢6
dudng kinh nam trong khoang tir 300pum dén 500pm, nim trong khoang tir 350pm dén 470pm,
hozc nim trong khoang tir 380pum dén 450pm. Tét hon 13, dudng kinh ciia ching nim trong
khoang tir 390pum dén 425pm. Néu dudng kinh ctia chiing nhé hon gi6i han dudi néu trén, khé

c6 thé dam bao dugc cac dic tinh nhu d9 bén do d6 day ctia chiing thip. Mt khac, néu dudng
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kinh ctia chiing vugt qua gi6i han trén, céc 16 ¢ kich thudc twong dbi nho va khong thé dat

dugc do xbp di dé phét trién t& bao hogic dong chit 1ong.

Céc thanh chdng duoc xép chdng thanh hai hogic nhidu 16p dugc cau tric sao cho cc
16p lién ké duoc sép xép dé xoay duogc theo géc dinh trude dé tao thanh mét goc dinh huéng
gitta cac 16p ndy. Nhu s& dugc giai thich sau, cac thanh chdng dugc tao ra théng qua qué trinh
ép phun, trong d6 viéc phun c6 thé dugc thuc hién bang cach sir dung voi phun ghn trén co ché
truyén 3D, vi tri ctia né dwoc didu chinh theo ba hudng, cu thé 1a huéng XYZ. Do d6, “hudng”

dugc dé cap dudi ddy c6 nghia 13 hudng phun.

Vi du, trong trudng hop cu tric trong d6 cac thanh chéng duoc xép chdng thanh bbn
16p, 16p dAu tién duoc tao ra song song véi khoang céch déu nhau theo hudng truc X va 16p thir
hai durge tao ra song song véi khoang céch déu nhau & mét goc da duogc x4c dinh trude so véi
truc X cua lop dau tién. O day, 16p duoc tao ra song song trong 16p thir hai dugc dat lai theo
truc X, va 16p thit ba dugc tao ra song song & mot goc da duge xac dinh trude so vai truc X.
Hon nita, 16p dugce tao ra song song trong 16p thit ba dugc dat lai theo truc X, va 16p thir tur

dugrc tao ra song song & mdt goc da dugc xac dinh trude so véi truc X.

Goéc dinh huéng nhu vy c6 thé dugc goi 1a goc quay, va gée dinh hudng trung binh
gitta cac 16p ctia thanh chdng n 16p ¢6 thé ndm trong khoang tir 5° dén 355°, nim trong khoang
tlr 10° dén 350°, ndm trong khoang tir 15° dén 345°, hoic nam trong khoang tir 20° dén 330°.
T4t hon nita 13, géc nay nam trong khoang tir 5° dén 180°, ndm trong khoang tir 5° dén 160°,
hozic ndm trong khoang tir 10° dén 150°. Géc dinh hudng trung binh 14 goc dinh hudng gitra
céc 16p, va khi cAu tric 4 16p duogce ciu tric dé cac 16p duoc sip xép & mot 16p gbe dinh huéng
14 60°, goc dinh hudng gitra 16p thi nhat va 16p thi tu c6 thé 13 180°. Goc dinh huéng 14 gia tri
s6 trung binh va trong cAu tric n 16p, géc dinh hudng giita cac 16p ¢6 thé dugc tao ra bang nhau
hoic khéng bang nhau.

Déi véi goc dinh hudng, dua trén 16p thir nhét, 16p thit hai c6 thé ¢6 géc dinh huéng

nim trong khoang tir 5° dén 180° so véi 16p thir nhét va 16p thir ba c6 thé c6 goc dinh huéng
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ndm trong khoang tir 10° dén 340° so véi 16p thir nhét. Nhu vdy, goc dinh huéng giita 16p diu
tién va 16p thi n c6 thé nim trong khoang tir 0° dén 360°.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, trong cAu triic ciia c4c thanh chdng duoc xép chdng
thanh bén 16p, 16p thit hai c6 thé duoc sip xép dé xoay duoc tir 30° dén 60° so vé6i 16p thir nhét,
16p thit ba c6 thé duogc sip xép dé xoay dugc tir 75° dén 105° so véi 16p thir nhét, va 16p thir tu

c6 thé dugc sip xép dé xoay dugc tir 120° dén 150° so vé6i 16p thir nhét.

Theo phuong 4n khac theo sang ché, trong cu triic ctia thanh chéng dugc xép chong
thanh bén 16p, 16p thir hai c6 thé dugc sip xép dé xoay duoc tir 40° dén 50° so véi 16p thir nhét,
16p thir ba c6 thé dugc sap xép dé xoay dugce tir 85° dén 95° so véi 16p thir nhét, va 16p thir tur

c6 thé duoc sip xép dé xoay dugc tir 130° dén 140° so véi 16p thir nhét.

Do sy sép xép néi trén cta cac thanh chéng, c4c thanh chdng tao thanh cac 16p riéng 1&
bét chéo nhau, do d6 tao ra cic cac 18 & d6. Céc 15 nay dugc phén loai chi yéu thanh hai hodc
nhiéu loai, vi du, c4c 13 duoc tao ra bing cach xép cac thanh chéng theo huéng théng ding va
cc 16 duge tao ra béi khoang cach gitta cac thanh chéng dugc sdp xép trong cling mot 16p
thanh chdng, Kich thudc 15 c6 thé thay dbi tiry thude vao ciu triic xép chdng va khoang cach,
va céc 16 ¢6 nhiéu phéan b6 16 c6 kich thude 16 gidn nhau hoic khac nhau, nhu phan phéi hai
mdt va ba mét. Ngoai ra, cic ving lién 16 c6 thé duge tao ra doc 13p hodc co thé & dang céac
kénh dugc néi theo chidu doc (nghia 14 céc chu triic 16 lién két v6i nhau) dé cho phép chét 1ong

di chuyén t do.

Néu c4c thanh chdng duge xép chdng 1én nhau ngoai khoang géc néu trén, cac dic tinh
co hoc ciia bd khung ding dé cdy ghép tir dbi tugng cho sdng thu duge c6 thé b suy giam, va
hon nita, ¢6 thé khé kiém soét kich thudc cac 16 va do xdp ciia chiing, do d6 khong phithop dé
cdy ghép. Do d6, khi cac thanh chdng duoc sap xép thanh nhiéu 16p théng qua su xoay trong
d6i nhu dugc md ta trén day, c6 thé ché tao dugc bo khung c6 chu triic xép chéng hinh hoc va
dat dugc cac déc tinh co hoc va céc hiéu qua nhu sinh trudng té bao va cac hiéu qua tuong tu

tir két qua cua cau truc trén.
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Theo mdt phuong 4n ctia sang ché, trong ciu truc cia thanh chéng duogc xép chdng
thanh bdn 16p, bd khung ding dé ciy ghép tir d6i tuong cho sbng c6 phan bd 15 hai mét c6 cac
16 du tién c6 kich thudc ndm trong khoang tir 380um dén 430pm, va tét hon 13 ndm trong
khoang tir 410pum dén 420um, va cac 15 thi hai c6 kich thuéc nim trong khoang tir 200pum
dén 250pm. O day, do x0p ctia b khung ding dé cy ghép tir d6i twong cho séng c6 thé khac
nhau tiry thudc vao dang xép chdng céc thanh chéng va dudng kinh cia ching, nhung c6 thé
ndm trong khoang tir 30% dén 60%, ndm trong khoang tir 35% dén 55%, nim trong khoang tir

40% dén 50%, ho#ic ndm trong khodang tir 40% dén 45%.

Kich thuére 16 va d6 xbp cta bd khung ding dé ciy ghép tir d6i trong cho séng c6 thé
nim trong khodng tao diéu kién cho su ting sinh t& bao, biét héa t& bao va hinh thanh Xuong,
va hon nita, c6 thé dugc diéu chinh tir do trong khoéng néu trén dé cho phép di chuyén chét
16ng va gin té bao dé tai tao md sau d6, dé ngan ngira sy mét t& bao nhim kiém soat tde do tai
tao té bao, va dé dép tmg cac yéu cu vé dic tinh ctia bd khung diing dé cAy ghép tir dbi tuong

cho song,

B0 khung diing dé cdy ghép tir i twong cho séng theo sang ché c6 thé dwoc 4p dung
trong nhiéu linh virc. B khung thong thudng diing dé cdy ghép tir dbi tuong cho song c6 thé
dugc ché tao thong qua nhidu phurong phap khéc nhau, trong d6 quy trinh ép phun st dung

may in 3D dua trén cong ngh¢ FDM duogc thyc hién theo sang ché.

Pé dat dugc cac dic tinh cAn thiét ciia bd khung ding dé ciy ghép tir dbi twong cho
séng thong qua quy trinh FDM, cén huu ¥ hai vAn d& sau: 4p dung cho quy trinh FDM, va céc
dac tinh (vi dy, tinh twong hop sinh hoc, d6 bén, v.v. ) cuia bg khung duoc ché tao theo quy trinh
FDM phai vugt tri.

Theo séng ché, viéc sir dung hdn hop kinh sinh hoc d4 dugc thiéu két va polyme tuong
hop sinh hoc c6 kha ning giai quyét dugc van dé turong hop sinh hoc, va ciu tric xép chdng
cia céc thanh chdng gip co thé dat dugc cac dic tinh mong mubn, dic biét 1 do cimg va do

bén.
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D¢ cimg ding d chi dic tinh trong d6 bién dang khong xay ra dé dap tmg véi ngoai
luc, va d0 bén dung dé chi dic tinh chéng lai cac tAc dong manh. Khi ca hai dic tinh nay duoc
cai thién, by khung diing dé cdy ghép tir dbi trong cho sbng khong d& bi it do kha nang chéng

chiu 4p Iuc hoic tac dong ting, c6 thé b cho do gion cia vit liéu gém cua kinh sinh hoc.

Viée do d6 bén duogc thuc hién théng qua thir nghiém uén 3 diém, va thu dugc ba thong

s0: d0 bén, momen uon cyuc dai va img suat udn cuc dai.

D0 bén c6 thé nidm trong khoang tir 50 kPa/mm? dén 850 kPa/mm3, nim trong khoang
tlr 70 kPa/mm?® dén 800 kPa/mm?, hoic ndm trong khoang tir 100 kPa/mm?3 dén 800 kPa/mm?’,

va t6t hon 12 ndm trong khoang tir 600 kPa/mm? dén 800 kPa/mm?.

0 day, mémen ubn cuc dai c6 thé ndm trong khoang tir 25 N-mm dén 70 N-mm, nim
trong khoang tir 30 N-mm dén 65 N-mm, hoic ndm trong khoang tir 35 N-mm dén 650 N-mm,
va t6t hon 12 ndm trong khoang tir 45 N-mm dén 60 N-mm.

Hon nita, tmg suét udn i da c6 thé ndm trong khoang tir 3 MPa dén 9 MPa, nim trong
khoang tir 3,5 MPa dén 8,5 MPa, hoic nim trong khoang tir 4 MPa dén 8 MPa, va t6t hon 1a
nam trong khoang tir 4,5 MPa dén 7,5 MPa.

Do cimg 6 thé duoc do bing cach str dung méy thir 6 nén, va thu dugc ba thong sb:
d6 ctmg, thé tich chay va gi6i han chay.

Do cling c6 thé nam trong khoang tir 1,5 N/mm dén 20 N/mm, ndm trong khoang tix
1,8 N/mm dén 15 N/mm, hoic ndm trong khoang tir 2,0 N/mm dén 10 N/mm, va tt hon 1a
nam trong khoang tir 2,0 N/mm dén 5 N/mm.

Thé tich chay c6 thé nim trong khoang tir 0,3mm dén 0,8mm hodc nim trong khoéng
tir 0,35mm dén 0,7mm, va tt hon 13 nim trong khoang tr 0,4mm dén 0,65mm.

Gi6i han chay c¢6 thé nim trong khoang tir 3 MPa dén 20 MPa, ndm trong khoang tir 4
MPa dén 15 MPa, hodc nim trong khoéng tir 4,5 MPa dén 10 MPa, va t6t hon 14 nim trong

khoang tir 5 MPa dén 10 MPa.

-11-



38836

Ngoai cac dic tinh néu trén, by khung ding dé ciy ghép tir dbi tuong cho sdng theo
sang ché cling c6 cac dic tinh bé mat va cac hoat tinh khac nhau nhur hoat tinh sinh hoc va cac

hoat tinh twong tw dugc dé cap dudi day.

Vidy, d6 nham (Ra) bé mit ctia b khung dugc do bing cach sir dung may do do nham
bé& m3t (Nanoview-m415 1p, Han Quéc) c6 thé nim trong khoang tir 130nm dén 260nm, nim

trong khoang tir 135nm dén 250nm, hoic nim trong khoang tir 140nm dén 240nm.

Ngoai ra, goc tiép xtic nude, két hop véi tinh ky nuéc, c6 gia trj bang s6 sau dy. Goc
tiép xtic nue duge do bang cach st dung quy trinh giot ¢b dinh (sessile drop) & nhiét do trong
phong (25°C) bang céch dt 10 uL mot giot nude trén bé miit ctia bd khung, va gié tri thip hon

cho thay tinh ky nuéc cao hon.
Sau 1 gidly: 90° hogic nhé hon, tir 40° dén 90°, 70° hozic nhé hom, tir 43° dén 70°
Sau 30 gidy: 80° hogc nhé hon, tir 0° dén 80°, 60° hodc nhé hon, tir 20° dén 60°
Sau 180 gidy: 75° hodic nhd hon, tir 0° dén 75°, 30° hodic nhé hon, tir 10° dén 30°

Ngoai ra, bo khung diing dé ciy ghép tir ddi twong cho sbng theo sang ché c6 mat do
quang hoc (OD) nim trong khoang tir 0,19 dén 0,6 O.D. theo quan diém v& d6 hip thy két hop
v6i kha ning hap thy protein bang cAch str dung thir nghiém protein BCA (axit bixinchoninic)

(Pierce Kit, Thermo Science), va c6 mét d9 quang hoc sau theo thoi gian.
- Sau 1 gi (0.D.): 0,19 hoc cao hon, tir 0,19 dén 0,27, tir 0,22 dén 0,25
- Sau 6 git (0.D.): 0,23 hoiic cao hon, tir 0,23 dén 0,38, tir 0,26 dn 0,35
- Sau 12 gi (0.D.): 0,24 hodc cao hon, tir 0,24 dén 0,43, tir 0,30 dén 0,39
- Sau 24 gi&r (0.D.): 0,25 hodc cao hon, tir 0,25 dén 0,60, tir 0,40 dén 0,59

Hiéu qua gieo t& bao, mot théng s lién quan dén hoat tinh cta t& bao, c6 thé dugc biéu
thi béng gia tri s6 14 37% hoic cao hon, 40% hodc cao hon, hoic 45% hoic cao hon. Gié tri sb

cang cao, o bam dinh, su sinh trudng va sy biét hoa té bao cang tbt, c6 nghia 13 hoat tinh ctia
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t& bao ting.

Ngoai ra, b khung diing dé ciy ghép tir d6i trgng cho séng c6 thé c6 mirc hép thu ting
sinh té bao trong khoang duéi dy sau khi nudi cdy 7 ngay so véi tde do tang sinh t bao do
dwoc bing thi nghiém tang sinh t& bao (thi nghiém MTT). G day, gid tri s6 cao hon c6 nghia
12 sy ting sinh té bao dang didn ra hiéu qua.

Sau 1 ngay (%): 0,17 hoic cao hon, 0,19 hoic cao hon, tir 0,19 dén 0,3

Sau 3 ngay (%): 0,19 hoic cao hon, 0,21 hoic cao hon, tir 0,21 dén 0,3

Sau 7 ngdy (%): 0,22 hoic cao hon, 0,25 hoic cao hon, tir 0,25 dén 0,4

Hon nita, ty 1 dién tich F-Actin ctia bo khung ding dé ciy ghép tir dbi trong cho sdng
theoséngchécéthénén1&ongkhoéng2296hoaocaohon,2596hoéccaohon,2896hoaccao
hon, tir 28% dén 60%, hodc tir 30% dén 55%.

Ngoai ra, b khung diing dé cdy ghép tir d6i twong cho séng theo sang ché dugc ché tao
bang cach a) tron kinh sinh hoc da dugc thiéu két va polyme tuong hop sinh hoc va b) thuc
hién ép phun.

Céc bu6c ndy dwogc mé ta chi tiét dudi ddy.

a) Tron

Céc déc tinh ctia by khung dugc mo ta trén day co6 thé dat dugc théng qua viée tron hon
hgp kinh sinh hoc da dugc thi€u két va polyme tuong hop sinh hoc va kiém soat ty 1¢ thanh
phén giita ching,

Kinh thdy tinh, mdt trong nhiing loai gém sinh hoc, 1a loai gém ¢6 hoat tinh sinh hoc
duogc gan vao co thé sdng va tao ra mot lién két hoa hoc manh bang céch tiép xuc truc tiép véi
xuwong xung quanh méa khéng cAn mang soi.

Kinh thily tinh ¢6 thé dugc chon tir nhém bao gdm CaO, SiO,, P2Os, B2O3 va hén hop

cua chiing.
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Kinh sinh hoc theo séng ché c6 thé dugc chon tir nhém bao gdm Ca0, SiOs, P,0s, B2O3
va hdn hop cta chiing, va 1a khong doc va cé tic dung tao ra sur biét héa nguyén bao xwong
trong t€ bao gdc trung mo ctia ngudi tt hon so véi hydroxyapatit, 1a khoang chit co ban ctia
xuong. N6 cling c6 do bén nén gip doi hydroxyapatit va do d6 c6 thé duoc sir dung lam vat

liéu trong hop sinh hoc trong khong gian dia dém.

CaO 1a vét lidu d& dang hop nhét vé6i cac thanh phin gdm khéc d& gop phén vao tinh
luu dong, do bén vakha nang chéng nuée cia toan bd ché phém, vatothonla lwong CaO nim
trong khoang tir 20 dn 60% khdi luong, va tot hon nira 14 nim trong khoang tir 40 dén 50%
khéi Iugng, tinh theo téng khdi lwgng ciia kinh sinh hoc, nhung sang ché khong bi gi¢i han &
6. Néu lugng CaO thip hon 20% khéi lwrong tinh theo tong khéi lwong ctia kinh sinh hoc, do
bén va kha ning chéng nude ctia cac san phim in 3D c6 thé suy giam. Mt khac, néu lugng
CaO vuot qua 60% khédi luong tinh theo tdng khdi luvong cta kinh sinh hoc, d6 gion ciia cac
san phdm dugc in 3D c6 thé gia ting hodc tinh Iuru dong clia toan bd ché phim kém, do d6

khéng ddng nhét véi thanh phan khi in 3D, d6 14 diéu khéng mong mudn.

Si0; 1 vt liéu c6 d trong sudt, do nhét, d6 bén va nhiét d6 hop nhét thip va gép phan
6n dinh toan bd ché pham, va tét hon 13 luong SiO2 nim trong khoang tir 15 dén 40% khdi
lrong, va tot hon nitala n3m trong khoang tir 30 dén 40% khdi lwong, tinh theo tong khéi luong
ciia kinh sinh hoc, nhung séng ché khong bj gi6i han & d6. Khi luong SiO2 ndm trong khoang
néu trén, hoat tinh sinh hoc ¢é thé duoc cai thién va qua trinh két tinh thuy tinh c6 thé tré nén
tot.

P05 c6 thé trc ché sy phat trién ciia vi khudn nhu thé dot bién Streptococcus va do d6
c6 thé lam tang hoat tinh sinh hoc. Péc biét, P,Os, dugc chira véi lugng 16n trong réng hodc
xuong tu nhién, cé thé tao thanh nén thuy tinh va tang tinh thim cta ching. Tét hon 13, lugng
P20s nim trong khoang tir 6 dén 20% khéi luong, va tét hon nita 13 nim trong khoang tir 12
dén 16% khéi luong, tinh theo téng khéi luong ciia kinh sinh hoc, nhung sang ché khong bi

gi6i han & d6. Néu luong P,0s thap hon 6% khédi luong tinh theo tdng khdi lugng ctia kinh sinh
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hoc, higu qué trc ché sy nhan 1én ctia vi khuén va sy tao thanh nén thiy tinh trd nén khong dang
ké. Mt khéc, néu lugng P,0s vuot qua 20% khéi luong, do gion c6 thé gia ting, didu nay 1a

khong mong mudn.

B,0s c6 thé cai thién qua trinh két tinh ctia thily tinh dé ting thém d0 bén co hoc va tde
d6 gisin nd nhiét. Tt hon, néu ugng B0 14 1% khéi lwong, va tdt hon nita néu 14 0,5% khéi

lugng, tinh theo tong khéi lwgng cia kinh sinh hoc, nhung séng ché khong bi gii han & d6.

Dac biét, kinh sinh hoc theo sang ché sir dung vat li€u da két tinh thong qua qua trinh

thiéu két, thay vi sir dung vat liéu c6 thanh phin nhu trén.

Cu thé, kinh sinh hoc duogc két tinh thong qua qu4 trinh thiéu két, do d6 c6 thé ting

cuong do bén bén trong va do cimg ciia san phém in 3D dugc ché tao.

Nhiét d¢ thidu két c6 thé thay ddi khac nhau khi xét theo nhiét d6 chuyén tiép thuy tinh
bén trong cta kinh sinh hoc. Vi dy, trong qua trinh thiéu két, budc gia nhiét co thé dugc thuc
hién theo cAch nhiét do duoc ting dén & tbc d6 gia nhiét nim trong khoang tir 0,01 dén
0,8°C/phiit dé dat dén nhiét d6 cao nhit nim trong khoang tir 800 dén 1200°C, sau d6 viéc thidu
két c6 thé dugc thyc hién trong khoang thoi gian tir 160 dén 200 phit & nhiét d6 cao nhit. Su
thay d6i manh v& nhiét d 1am cho viéc duy tri dwoc hinh dang ctia kinh sinh hoc d& durgc thiéu
két dugc phun bang may in 3D 1a rit kho khan, do d6 gay ra cac vét niit va 16 va giam dang ké
d6 bén.

Trong qué trinh thi€u két, bude 1am mat c6 thé dugc thuc hién theo cich ma nhiét do
cta san phdm dinh hinh giam dén tir nhiét d6 dinh xudng nhiét d6 nim trong khoang tir 10 dén
35°C véi the d6 1am mét nim trong khoang tir tir 0,01 dén 0,8 °C/phut. Néu nhiét d6 dugc ha
xubng & tbe d6 1am mat vuot qua 0,8 °C/phut, c6 thé tao ra vét nit hoic 16, do d6 1am giam
déng ké do bén.

Nhiét do cao nhét ctia qua trinh thiéu két anh huéng dén do bén ciia bd khung thanh

phém, va t&t hon 14 qua trinh thiéu két dugc thuc hién & nhiét d6 nim trong khoang tir 800 dén
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1200°C @& nhan biét chét thay thé cho m sinh hoc cimg. Néu nhiét do cao nhét 13 thip hon
800°C, d0 bén nén c6 thé giam, diéu nay lam cho bd khung khong c6 kha ning hoat dong thay

thé cho md sinh hoc ctmg, Mt khac, néu nhiét do cao hon 1200°C, c6 thé x4y ra nit.

Quy trinh thidu két dugc thuc hién sau quy trinh dbc phun trong ché tao by khung dung
dé cAy ghép tir ddi twong cho séng, va do do, trong truong hop st dung kinh sinh hoc khéng
thiéu két, thay vi st dung kinh sinh hoc da duoc thiéu két, bd khung thu dugce duge ciu tric dé
chi mét minh kinh sinh hoc d4 dugc thiéu két dugc bo lai ma khong c6 polyme tuong hop sinh
hoc. Trong trudng hop nay, do d9 gidn cao ctia chiing, cac vét nirt d& dang duoc tao ra duéi tac

dong hoc 4p I bén ngoai, diéu nay khién cho n6 khong phi hop dé sir dung 1am bo khung.

Ngoai ra, polyme trong hop sinh hoc, dugc tron vé6i kinh sinh hoc d duge thiéu két,
c6 chirc nang nhur mét chit két dinh. Chét két dinh ndy chju trach nhiém dé lién két cc hat min
ciia kinh sinh hoc da dugc thiéu két véi nhau dé 1am cho chiing két dinh va nhét, va cho phép
kinh sinh hoc ¢ d6 bén rat tot dé khac phuc dugc vn @& vé& do gion vbn c6. Ngoai ra, khi ché
pham chira kinh sinh hoc da dugc thiéu két va polyme twong hop sinh hoc hoat dong nhu chat
két dinh, dugc tron véi nhau, duge néng chay, ché phém duogc tao ra c6 tinh luu dong va kha

ning chay dé tao didu kién cho viéc phun.

Mbt vi du dai dién v& polyme twong hop sinh hoc c6 thé dugc chon tir nthém bao gdm
poly(e-caprolacton) (PCL), polyetylen (PE), poly(metyl metacrylat) (PMMA), axit polylactic
(PLA), axit poly-L-lactic (PLLA), polyglycolit (PGA), axit polylactic-co-glycolic (PLGA),
polyvinyl clorua (PVC), polytetrafloroetylen (PTFE), polyetylen terephtalat (PET), polyuretan,
polyaxetal, polyamit, chét dan hdi polyamit, polyeste, chat dan hdi polyeste, polypropylen,
polyacrylonitril, polysulfon, polyorthoeste, polyanhydrua, chitosan, gelatin, colagen va hdn

hop ctia ching.

Tét hon, néu polyme tirong hop sinh hoc theo séang ché 14 polyme dé suy bién sinh hoc.
Polyme d& suy bién sinh hoc cho phép kiém so4t d6 bén co hoc ctia n6, dé xir Iy va cho phép

diéu chinh tdc do phén huty sinh hoc tity thudc vao cac diéu kién téng hop, do d6 vat liéu cod thé

-16-



38836

duoc sir dung mdt cach hidu qua. Tét hon, néu polyme d& suy bién sinh hoc 13 polyme bét ky
dugc chon tir nhém bao gbm poly (-caprolacton), axit polylactic, axit poly-L-lactic,
polyglycolit, axit polylactic-co-glycolic va hdn hop ctia chiing, v t6t hon nita néu poly(e-

caprolacton) dugc str dung.

Dic biét, sb lrong ciia kinh sinh hoc d duoc thiéu két va polyme tirong hgp sinh hoc
duoc kiém soat dé dép Umg khong chi d§ bén va do cimg cua by khung ma con ca céc dic tinh

nhu dd nham bé mit, tinh va nuéc, kha ning hép thu protein, va céc déic tinh tuwong tur.

Cu thé, Iuong kinh sinh hoc d4 duoc thidu két nim trong khoang tir 10 dén 70% khéi
luong, t6t hon 14 ndm trong khoang tir 30 dén 50% khdi luong, va tdt hon nita 13 nim trong
khoang tix 35 dén 45% khéi luong, tinh theo tbng khéi lugng ctia ché phédm. Néu lugng kinh
sinh hoc d3 dugc thidu két thép hon giéi han dudi néu trén, céc déc tinh co hoc bén trong ctia
kinh sinh hoc, nhu d bén nén, v.v., c6 thé suy giam. Mt khéc, néu lugng cta chiing vuot qua

gi6i han trén néu trén, khé c6 thé phun dugc ché phdm thu duge do d nhét cao ciia ching.

Ngoai ra, lugng polyme twong hop sinh hoc ¢6 thé nim trong khoang tir 30 dén 90%
khdi luong, nim trong khodng tir 50 dén 70% khéi lugng, hodc n3m trong khoang tir 55 dén
65% khéi luong, tinh theo tong khéi luong ctia ché phim. Néu lugng polyme tuong hop sinh
hoc thip hon gi6i han dudi néu trén, luc lién két khong du gitta cAc hat kinh sinh hoc d4 dugc
thiéu két c6 thé dan dén, hodc c6 thé kho giai quyét, vAn dé vé do gion ctia kinh sinh hoc da
dugc thiéu két. Mt khac, néu lwong niy vuot qué gidi han trén néu trén, luong trong ddi cta
kinh sinh hoc da duoc thidu két thip, va do d6 c6 mdi lo ngai 14 cAc dic tinh ciia bo khung thanh
phim dugc ché tao c6 thé suy giam.

Ngoai ra, ty 18 thanh phan cta kinh sinh hoc da dugc thiéu két va polyme twong hop
sinh hoc ¢6 lién quan dén d6 nhét (n *, do nhét phirc) trong ché tao b khung bang may in 3D
FDM. Cu thé, kinh sinh hoc da dugc thidu két c6 dic diém khong nhét, va d6 nhét cta chét
néng chay khi ép phun ting 1én cung véi su gia téng lugng cuia chung. Chét néng chay & do

nhét cao ¢6 thé anh hudng dén hinh dang va chét lugng xir 1y céc thanh chéng sau khi ép phun,
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gay kho khan cho viéc dam bao do dong déu vé dudng kinh hodc d day cua céc thanh chéng,
va voi phun 6 thé bi thc. Khoang d6 nhét thich hop c6 thé dat dugc théng qua ty 16 thanh phan
néu trén clia kinh sinh hoc di dugc thidu két va polyme tuong hop sinh hoc, va t6t hon 1a do
nh6t ndm trong khoang tir 110 dén 800 Pa « s, nim trong khoang tir 120 dén 700 Pa « s, hoic

nim trong khoang tir 150 dén 500 Pas s.

Kinh thity tinh d& duoc thidu két ¢ thé dugc nghién thanh bot trude khi hodc sau khi
thiéu két. Cu thé, kich thudc hat trung binh ctia kinh sinh hoc da dugc thiéu két sau khi nghién
thanh bot dugc diéu chinh nim trong khoang tir 1,5 dén 2,5 pm. o) day, kich thudc hat trung
binh dugrc tinh tir gia tri do dugc bing may phan tich kich thudc hat (APA2000, MALVERN)
(diém tich tu 50% trong phan b dudmg kinh trung binh ciia céc hat).

Qua trinh nghién min c6 thé duoc thuce hién bang cach st dung may nghién min bat ky
da biét, vi du, may nghién dong lanh.

Pé tron déu hdn hop kinh sinh hoc da dugc thiéu két va polyme tuong hop sinh hoc,
polyme twong hop sinh hoc c6 thé dugc sir dung sau 1an dau tién dugc nghién dén khoang kich
thu6ce hat trong tir nhur ctia kinh sinh hoc da dugc thiéu két, hodc qué trinh nghién min c6 thé
duoc thue hién trong qué trinh tron.

b) Btlic phun

Tiép theo, ché phim da dugc nghién min dugc dic dé ché tao b khung ding dé ciy
ghép tir d6i twong cho séng.

Qua trinh dtc phun c6 thé dugc thuc hién thong qua quy trinh in 3D FDM.

May in 3D FDM (m hinh hop nhét ling dong) 13 loai m4y in 3D ché tao san phim
dinh hinh ba chidu bang c4ch phun va xép chdng vat liéu c6 tinh hru dong va kha nang chay
trong quy trinh 1am néng chay, va bao gdbm ca may in 3D FDM hién c6 béan trén thi trudong va

méy in 3D FFF (ché tao soi hop nhét).

Ché phim ding cho may in 3D FDM theo sang ché & dang bot nhao c6 tinh hru dong,
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dd chay va do nhét. Cu thé, ché phim dimg cho mdy in 3D FDM theo sang ché c6 thé duoc 4p
dung cho tAt ca cac may in 3D, bit k& loai nao, mién 1 méy in 3D 12 thiét bi in 3D bt ky c6

kha nang phun, ngoai viéc 4p dung cho FDM c6 bén trén thi truong va may in 3D FFF.

B9 gia nhiét dugc cung cip cho may in 3D hoat dong trong khoang nhiét do tir 25 dén
250°C va hoat dong chirc ning dé 1am néng chay ché phim d duoc nghién. Khi kinh sinh hoc
d4 duoc thidu két va polyme turong hop sinh hoc, 13 cht rén, duoc lam nong chdy va tao thanh
dang sét, ché phém nady co thé dugc truyén v6i tinh Iuu ddng va kha nang chay dé tao diéu kién

thuén loi cho viéc phun.

Dé ting tinh dong nhit hodc d6 twong tur vé kich thude hinh hoc cia cic thanh chéng
thong qua qué trinh ddc phun, cin t8i uu héa cic théng sé xir Iy nhu téc do voi phun, ap sudt
khi nén va nhiét 49 gia nhiét.

Khi tbc do voi phun (mm/gidy) ting, kich thudc thanh chéng (um) ciia m&i bd khung
c6 thé giam. Vi dy, nhu dugc thé hién trén Fig.2 (a), cho thiy két qua thir nghiém & nhiét do
120°C va 4p suét khi nén 400 kPa, kich thudc thanh chéng c6 thé giam khi ting tbc d6 voi
phun. Nigoai ra, dé tao ra cac thanh chdng c6 cing kich thudc, tbe d6 voi phun c6 thé giam khi

tang lwong kinh sinh hoc da dugc thiéu két.

Ngoai ra, khi 4p suat khi nén (kPa) tang, kich thudc thanh chdng (um) ctia mdi bd khung
c6 thé tang. Vi dy, nhu duoc thé hién trén Fig.2 (b), cho thiy két qua thir nghiém & nhiét do
120°C va tbe d6 voi phun 1a 5 mm/gidy, kich thudc thanh chdng c6 thé tang khi 4p sut khi nén
tang do tdc do dong chay cao va do nhét ctia ché phim thip. Nigoai ra, dé tao ra cac thanh chéng
c6 cting kich thude, 4p suét khi nén c6 thé ting 1én ciing v6i sy gia ting lwong kinh sinh hoc da
duoc thiéu két.

Khi nhiét d6 (C) tang, kich thudc thanh chéng (um) ctia mdi bd khung c6 thé tang. Vi
duy, nhu duoc thé hién trén Fig.2 (c), cho thiy két qua thir nghiém & tbc d6 voi phun 5 mm/gidy
va &p suat khi nén 400 kPa, kich thuéc thanh chéng c6 thé tang khi nhiét d6 ting do tdc do dong
chéy cao va d6 nhét thip ctia ché phdm. Nigoai ra, dé tao ra c4c thanh chdng c6 ciing kich fhuéc,
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nhiét d6 c6 thé ting 1én cling véi su gia ting lwong kinh sinh hoc d3 dugc thiéu két.

Trong ché tao théng thudong b khung dung dé cdy ghép tir dbi twong cho séng, qua
trinh thiéu két dugc thuc hién sau khi dtc phun, nhung c6 thé duoc loai trir trong séng ché vi
st dung polyme sinh hoc d4 dugc thiéu két va polyme twong hop sinh hoc. Theo do, qua trinh

ché tao c6 thé dugc don gian héa va chi phi c6 thé dugc giam.

B0 khung diing dé cAy ghép tir di twong cho séng c6 thé dugc st dung cho xuong nhan
tao, khdp nhén tao, xwong ham trén, hop so hogic chan ring nhan tao nha khoa, va c6 thé dugc
st dung 1am xurong nhan tao hinh dia dé st dung trong hop nhét c6t sbng hodic xwong nhan tao

dé str dung trong viéc tai tao khubén mat.
Vi du thure hién sang ché

Séng ché s& dugc hicu 18 hon thong qua céc vi du sau, cac vi du nay chi dugce dua ra

nhim minh hoa séng ché chir khong duoc hiéu 14 gi6i han pham vi ctia sang ché.
Vi du diéu ché 1: Tao rakinh sinh hoc d4 dugc thiéu két

139,8g CaO, 113,7g SiOa, 45,6g P20s, va 0,9g B0, déu 13 bot kho, duge dit trong
binh va tron dé thu duoc 300g kinh sinh hoc.

Kinh sinh hoc thu duoc nhu vy duge thiéu két trong cac didu kién sau, nhdr d6 thu duge
kinh sinh hoc d4 dugc thidu két.

(Diéu kién thiéu két)

0 — 600°C: 720 phut

600°C (Gir): 60 phit

600 — 1000°C: 806 phit

1000°C (Giix): 180 phut

1000 — 600°C va 600°C (Gir): 800 phit
600 — 20°C: 720 phut
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Vi du va cée Vi du so sanh: Ché tao bd khung ding dé ciy ghép tir dbi tuong cho sdng
(1) Tron

Kinh sinh hoc thu dugc trong Vi du diéu ché 1 duoc dat trong may nghién bi (May
nghién bi ning lwgng cao, FRITSCH) v dugc nghién min dé thu dugce kich thuéc hat trung
binh 13 2,1um. Kinh sinh hoc dugc nghién min nhu vay duoc tron véi poly(e-caprolacton)
(PURASORB PC12, Corbion Purac, sau dy dugc goi 14 “PCL”) v&i ty 1é thanh phan dwoc thé

hién trong Bang 1 duéi déy, do d6 didu ché duoc 100g ché phdm.

Ché phim diéu ché dugc nhu vy dugc dit vao may nghién lanh (6875D, SPEX

Sampleprep) va dugc nghién min dé thu dugc kich thude hat trung binh 14 2,1pm.
(2) btc phun

Ché phém duoc nghién min nhu vAy duoc 1am néng chay bing cach sir dung bd gia
nhiét dugc cung cip cho may in 3D FDM (DTR3-331S-EX, Dasa Robot System). Tiép theo,
ché phim & pha bot nhiio dwoc nap vio dau phun ciia may in (dudng kinh: 500pm), sau d6 ché
phim duge phun vao kich thuée 6 x 6 x 2 mm? thdng qua cdng phun va xép chdng 1én nhau
theo timg 16p trén ban lam viéc.

0 day, bo khung gdm céc thanh chdng xép chdng 1én nhau theo bén huéng, nhur dugc
thé hién trén Fig.1, dugc ché tao bang cach vuot qua 16p thir hai & hudng phun 45°, 16p thi ba
& huéng phun 90° va 16p thi tu & hudng phun 135°, trén co s& huéng phun ctia 16p thir nhit

khi dtic phun ché pham theo cach timg 16p.

Béng 1
Kinh sinh hoc ¢5| PCL | Nhiét d6 néng | Thoi gian | Toc d9 voi |Ap suat
dugc thitu két (% khéi chay xly | (mm/gidy) |khinén
(% khdi luong) | lugng) (°C) (phit) (kPa)
Vidul 20 80 120 2 5 320
Vidu?2 40 60 120 2 5 450
Vidu3 60 40 140 2 5 500
Vi du so sénh 1 100 0 25 2 5 430
Vi du so sénh 2 0 100 100 2 5 480
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Vi du thir nghiém 1: X4c dinh théng s6 xit Iy
Céc thong sb xur ly t6i vu dugc xac dinh b%mg cach kiém tra tdc do, ap sut khi nén,

nhiét d§ va d nhét trong sudt quy trinh diic phun bang cach str dung cac ché phim cua cac Vi
du 1 dén 3.

Fig.2 13 c4c biéu db thé hién cac thay ddi v& diic tinh ciia thanh chéng ty thudc vao cc

thong sb xir Iy trong Vi du 1 dén 3 va Vi du so sanh 1 va 2.

Nhur dugc thé hién trén cac Fig.2(a) dén 2(c), dudng kinh ctia thanh chéng bi 4nh hudng
béi toe d voi phun, lvong kinh sinh hoc da dugc thiéu két, va nhiét d6 néng chay. Vi dy, khi
Irgng kinh sinh hoc da dugc thiéu két ting, dudng kinh ctia cic thanh chéng nhé hon, va khi

ap sut khi nén va lugng kinh sinh hoc ting, dudng kinh ciia cc thanh chéng 16n hon.

Do nhét cia thanh chéng trén Fig.2 (d) duge do bang cach sit dung may do luu bién
quay dugc cung cip dudi dang mot tAm song song c6 duong kinh 20mm va khoang cach 12
2mm (Bohlin Gemini HR Nano, Malvern Instruments, Surrey, Anh), va viéc quét tAn s duoc
thuc hién & muc bién dang 1% va 140°C. Dya vao Fig.2 (d), cho théy do nhét ting 1én cung
v6i su gia tang luong kinh sinh hoc da duoc thiéu két.

Dura trén két qua cta Fig.2, diéu kién xir Iy phit hop véi dudng kinh thanh chéng t8i wu
(390 dén 425) @ st dung trong bd khung ding dé ciy ghép tir dbi tuong cho sbng dugc thiét
14p bang cach diéu chinh luong kinh sinh hoc di duoc thidu két/PCL, va di duoc 4p dung cho
céc diéu kién xir ly cta céc vi du.
Vi du thir nghi€ém 2: Phén tich chu trac thanh chéng
(1) bac diém 15

Céc bd khung dugc ché tao trong cac Vidu 1 dén 3 va cac Vi du so sanh 1 va 2 dugce
do v& dudng kinh thanh chéng, kich thuéc 15 va d6 xbp. Két qua do dugc thé hién trong Bang
2 dudi day. Kich thuée 15 dugc do bang cach sir dung kinh hién vi dién tir quét (SEM, SNE-

3000M, SEC Inc., Han Quéc), va d6 xbp dugc tinh toan bang cach sir dung phuong trinh sau

-2



38836

va mat d6 khdi (p) (PCL (1,135 g/em®)/kinh thily tinh (3,05 g/em?)).

Phuong trinh 1

Do x6p (%) =(1 - (1/ps) x (Ws/Va)) x 100

(p: mat do khdi, W: khdi lugng cta cAu tric, Va: thé tich cua chu trac)

Bang 2
Duong kinh thanh | Kich thuéc1d | Kich thuéce 16 o xép (%)

chéng (um) | thirnhét (um) | thérhai(um) | =0 0P \7°

Vidyl 243+7] 400,7+£102 | 2143+14,1 | 425421
Vidu2 A014£163 | 4157+144 | 2229+167 | 431+1,0
Vidu3 4207+92 412,1£7,0 | 2164+20,5 | 423+12

Vi du so sénh 1 392,5 + 20,1 391,5+9,1 | 207,7+20,7 | 46.8+3,0

Vi du so sanh 2 400,7 4,7 4393+ 143 | 2214+13,6 | 43,115

Nhu d3 thiy trong Bang 2, thanh chéng c¢6 dudng kinh nam trong khoang tir 390 dén
425um, phén b kich thudc 16 hai mbt, va do x6p nam trong khoang tir 42 dén 47%.

(2) Phan tich bang kinh hién vi

Fig.3 thé hién bd khung va thanh chdng dirgc ché tao trong cac Vi du 1 dén 3 va cac Vi
duso sanh 1 va2.

Dong thir nhét ciia Fig.3 thé hién hinh anh kinh hién vi t8i wu (BX FM-32, Olympus,
Tokyo, Nhat Ban), trong d6 b khung duogc ciu triic dé bao gdm thanh chéng dugc xép chdng
thanh bén 16p.

Dong thtr hai dén dong thé tur ctia Fig.3 thé hién hinh anh kinh hién vi dién t&r quét
(SEM, SNE-3000M, SEC Inc., Han Qudc), trong d6 thanh chéng nhiéu 16p duge xir Iy & céc
gbc quay dinh trude va 16 dugc tao ra trén bé mit cta ching. Céc 16 trong bé mit clia thanh
chéng cung cAp mot b& mat nham c6 thé thic ddy su két dinh cta t& bao va biét héa md xuong
khi tai tao mo.

Dong thir ndm va dong thr séu ctia Fig.3 thé hién két qua ctia quang phd tan sic ning

Iuong (energy dispersive spectroscopy - EDS) véi kinh hién vi dién tir quét phat xa trudng
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(JSM7500F, JEOL LTD.) va 1ap ban d6 phan b ctia Ca va Si. R& rang tir nhitng hinh anh nay
c6 thé khang dinh rang thanh chdng chira Ca va Si va ndng d6 ctia Ca va Si trong thanh chéng
tang khi luong kinh sinh hoc ting,

Vi du thir nghiém 3: Phan tich ché phdm

Ché pham (sau khi nghién min) duoc sir dung d& ché tao bd khung ciia cic Vidu 1 dén
3 va céc Vi du so sanh 1 va 2 dugc dua vao phan tich nhiét trong va nhifu xa tia X. Két qua ctia

chiing dugc thé hién trén Fig.4.
(1) Phan tich nhiét trong (TGA)

10 mg mbi ché phdm dugc gia nhiét & nhiét d6 nim trong khoang tir 30°C dén 800°C
& tde do gia nhiét 13 20°C/phit, va sau d6 dugc dua vao TGA bang cach sir dung may phan

tich nhiét trong (TGA-2050, TA-Instruments) trong khi quyén nito.

Fig.4(a) 12 d thi TGA vé ché phim duoc str dung dé ché tao bd khung ctia cac Vi dy 1
dén 3 va cac Vi du so sanh 1 va 2. Nhu duge thé hién trén Fig.4(a), trong Vidu so sanh 1, béng
cach chi str dung kinh sinh hoc d4 dugc thiéu két, khéng c6 sy thay di vé khéi hugng do khéng
c6 mét cua PCL, va trong Vi du so sénh 2, béng cach chi st dung PCL, qu4 trinh nhiét phan
hoan toan xay ra & 500°C. Nguoc lai, trong ché phém ctia cac Vi du 1 dén 3, da x4c nhin réng
kinh sinh hoc da dugc thiéu két duge tron da dugc bo lai véi lugng trong tmg v&i khéi lugng

cua ching.
(2) Nhiéu xa tia X (XRD)

Dé do kich thude tinh thé, mAay do nhidu xa tia X (Siemens D500 WAXD, Siemens)
bang cach st dung cac tia phong xa CuKa trong didu kién chiim tia 40 KV va 20 mA dugc st
dung. Thir nghiém nhiéu xa tia X duoc thyc hién trong cac diéu kién 26 = 15-35° va kich thuéc

buécla0,1°.

Fig.4(b) thé hién phd XRD ciia ché phém duogc sir dung dé ché tao b khung ctia cac
Vidu 1 dén 3 va cac Vi du so sanh 1 va 2. Nhu dugc thé hién trén Fig.4(b), cac dinh manh nhét
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dugc quan st tai 26 =21,3° va 23,7°, twong tmg v6i cic mit phing tinh thé (110) va (200) ctua
PCL ctia Vi dy so sanh 2. Trong Vi du so sanh 1, dinh dugc quan sét tai 26 = 31,8°, tuong (mg

v6i mat phéng tinh thé (211) coa ciu trac hydroxyapatit & kinh sinh hoc d dugc thiéu két.

Nguoc lai, trong ché phim ctia c4c Vi du 1 dén 3, bao gdm céc dinh néu trén, chi ra

réng kinh sinh hoc d4 duoc thiéu két va PCL dugc trdn thich hop trong ché phém.
Vi du thir nghi¢ém 4: Phén tich dic tinh ctia bd khung

Pé danh gi cac dic tinh lién quan dén do bén cua bd khung dugc ché tao trong cac Vi
du 1 dén 3 va cac Vi du so sanh 1 va 2, cac thlr nghiém vé d6 bén va dd cimg sau day duoc

thuc hién. Két qua ctia ching duroc thé hién trong Bang 3 dudi day va trén Fig.5.

- Mbmen udn cuc dai, ing sut ubn cuc dai va d6 bén: Thir nghiém ubn duge thuc hién
bang cach sir dung may thr ubn 3 diém véi tbe d6 0,5 mm/phit (MTS Bionix Tabletop Test
System, MTS System Corp., MN, M), mau v4t (kich thuéc 30 x 4 x 3 mm?®)

- Do cling, thé tich chay va giéi han chay: Céc phép do dugc thuc hién bang cach sir

dung may do cudng d6 nén véitde donén1a 0,5 mm/phit (MTS Bionix Tabletop Test System,
MTS System Corp., MN, M¥), mau vt (kich thudc 10 x 10 x 5 mm?)

Béng 3
. , , Viduso | Viduso
Vidul Vidu2 | Vidu3 sénh 1 sénh 2
Momenudn eue| s5¢ o5 1476409(38.1405|747+68| 373+ 18
dai (N/mm)
Thir nghiém | Ung suat udn
wbn 3 didm | oyo dai (MPa) | O3E01 | 56+02 (4302 7807 | 4602
Do bén
(Palmm) | 7604417 7104 5,48/100+227| 5909 | 480462
Do cimg 2,5+0,1 |29+0,1|29+02 |259+63| 1,1+0,1
(N/mm)
Thirnghi¢m | The tich chdy | ¢ 53 0520,04 105400602001 04002
nén (mm)
Gibihanchdy | ¢\, o | 66401 | 58406 212+ 58| 2,6+02
(MPa)

Nhu d3 thdy trong Bang 3 va Fig.5, trong bd khung ciia Vi du so sanh 1 bang cach sir
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dung kinh sinh hoc d4 dugc thiéu két mot minh, do ctiing rat cao nhung d6 bén lai rat thép Ngoai
ra, trong bd khung ctia Vi dy so sénh 2 st dung m¢t minh PCL, d9 cimg thép va d6 bén cao,
trai ngugc véi Vi dy so sanh 1.

Dé dap tmg cho b6 khung ding dé cy ghép tir d6i tuong cho _séng, céc gia tri d§ ciing
va d6 bén phai dugc can bang mot céch thich hop, thay vi mét can bang, nhu trong cac Vi du
so sanh 1 va 2. Do d6, c6 thé két luan duoc rﬁng b khung ctia cac Vidu 1 dén 3 thoa man déng
thoi d6 bén 13 khoang 50 dén 850 (kPa/mm®) va do ctmg nim trong khoang tir 2 dén 3 N/m.
Vi du thir nghiém 5: Phan tich cac dic tinh bé mit cia bd khung
(1) Po d6 nham bé& mat/hinh anh dia hinh b& m3t 3D

Cc hinh 4nh dia hinh b& mit 3D thu duoc bang cach sir dung mot giao thoa k& dich
chuyén pha, va do d6 phan tich dugc d6 nham bé mit ctia bd khung. Nhu duge thé hién trén
Fig.6, bd khung ctia cac Vidu 1 dén 3 va Vi du so sanh 1 c6 bé mat cimg hon.

Dé phan tich dinh tinh d6 nham nhur vay, thu dugc d6 nham bé miit (Ra) dwa trén phuong
trinh sau bang cach sir dung may do d6 nhdm bé mit (Nanoview-m415 1p, Han Quéc).
Phuong trinh 2

Ra=[J|Z(x)|dx]/L (Z vA L ctia Fig.6 12 chidu cao va chidu dai cta cu tric thod)

Béng 4
D6 nham bé mit (Ra) (don vi: nm)

Vidul 144,7+31,9

Vidu2 168,1 +26,3

Vidu3 2343 +41,7

Vidusosanh 1 284,6 + 55,4

Vi du so sanh 2 118,5+ 14,9

Nhu di thdy trong Bang 4, so sanh v6i Vi du so sanh 2 bang cach st dung polyme turong
hop sinh hoc mot minh, khi hrgng kinh sinh hoc dugc chira nhiéu hon, dd nham bé mit ting,
chi ra ring d6 nham bé mit c6 thé duoc didu chinh tiy thude vao ty 16 thanh phén cia kinh sinh
hoc da duoc thiéu két/PCL.
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(2) Po goc tiép xic nude

Tinh wa nudc cia bd khung duoc ché tao trong cac Vidu 1 dén 3 va cac Vi du so sanh
1 va 2 dugc dénh gia bang cach sir dung may do gbc tiép xtc nuée. Két qua ciia ching dugc
thé hién trong Bang 5 duéi day.

Danh gi4 tinh ki nudc duoc thuc hién bang cach dat 10 pL giot nude trén mdi bé mat

ctia bd khung va do gée tiép xtic nude bang cach st dung quy trinh giot ¢b dinh & nhiét do trong

phong (25°C).
Béang 5
Géc tiép xtic nude 1 gidy 30 gidy 180 gidy
Vidu 1 67 +2° 58 +5° 26+3°
Vidu2 46 +3° 34 +4° 20+3°
Vidu3 45 +2° 26 +3° 14 +3°
Vi du so sanh 1 39 £3° 0° 0°
Vi du so sanh 2 93 +4° 82 £4° 78 +3°

Nhu d4 thdy trong Bang 5, so sanh v6i Vi du so sanh 2 (78 + 3°) bang cach st dung
PCL m6t minh, géc tiép xtic d4 giam khi lwong kinh sinh hoc da dugc thiéu két ting. B6 khung
ctia Vi du 1, chira 20% khdi lugng cia kinh sinh hoc di duogc thi€u két, co goc tiép xuc nudc
14 26 + 3°, chi ra rang géc tiép xtc nude, tic 13 tinh wa nudc ciia bd khung, c6 thé duoc diéu
chinh tiry thudc vao ty 16 thanh phén ctia kinh sinh hoc d dugc thiéu két/PCL.
Vi du thtr nghi€ém 6: Kha nang tai tao mé ctia by khung

Dé danh gid Umg dung sinh hoc ctia bd khung duogc ché tao trong cac Vidu 1 dén 3 va
cac Vi du so sanh 1 va 2, phén tich dugc thyc hién nhu sau, va Kkét qua cta chiing duoc thé hién
dudi day.

(1) Po kha ning hép thy protein

Dé do kha ning hép thu protein, thir nghiém protein BCA (axit bicinchoninic) (Pierce

Kit, Thermo Scientific) dugc dung. Mdi bd khung dugc dit trong dia 24 giéng bao gdbm méi
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trromg can thiét t5i thidu a (Life Sciences, M) chira 10% huyét thanh bao thai bd (Gemini Bio-
Products, M¥) va 1% chét khang sinh (Antimycotic, Cellgro, M¥). Tiép theo, bd khung dugc
nuoi céy ¢ 37°C trong 1, 6, 12, va 24 gio. Trudce khi do d6 hép thy, by khung dugc lam sach
bang PBS (dung dich mudi dém phosphat) va ly gidi trong triton X-100 0,1%. Tiép theo, 25 pL
san pham ly giai duoc bd sung vao 200 pL chét phan tmg BCA. Cudi ciing, hén hop dugc nudi
cly & 37°C trong 30 phut. D6 hip thu dugc do & 562nm bang cach sir dung may doc vi dia
(EL800, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT).

Két qua phép do kha ning hip thu protein ciia cdc Vidu 1 dén 3 va cac Vi du so sanh 1

va 2 sau 1, 6, 12 va 24 gio dugc thé hién trong Bang 6 dudi ddy.

Biang 6
Mirc hip thu .\ o\ .\ .\

(OD) 1 gt 6 gio 12 gio 24 gi¢
Vidal 02215+ 0,274 + 031167 + 041133+

Y 0,03339 0,00726 0,05856 0,04027
Viduo 022733 + 0,2045 + 0,36433 + 0,48367 +

- 0,0344 0,000866 0,01872 0,05622
Vide3 024717 + 0,3425+ 0,389 + 0,57733 =

- 0,02434 0,03339 0,03205 0,03921
, , 0,28033 + 0,38967 + 0,44533 + 0,62867 +

Vidusosanh 1 0,01892 0,04119 0,8969 0,04027
, , 0,179+ 0,22327 + 023383 + 024183 +

Vidusosanh2 | 108 0,02839 0,04221 0,02811

Nhur d4 thdy trong Bang 6, so sanh vi Vi du so sanh 2 bing cach sir dung PCL mot
minh, bd khung ctia Vi du so sanh 1 va cac Vidu 1 dén 3 bao gé)m kinh sinh hoc da duoc thi€u
két c6 kha ning hép thu protein tang theo thoi gian. Pic biét, kha nang hp thu protein tang khi
lwong kinh sinh hoc d4 duoc thidu két ting. Piéu nay dugc coi 13 do twong tac tinh dién khong
thé d4o nguoc gitta nhém amin clia protein va thanh phén kinh sinh hoc d4 duoc thidu két tich
dién am trong bd khung.

(2) Hoat tinh té bao trong b khung in vitro

Hicu qua gieo te bao
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B khung (6 x 6 x 2 mm?) ctia mdi vi du trong cac Vi du 1 dén 3 va cac Vi du so sanh
1 va 2 duge khir tring bang etanol 70% trong diéu kién 4nh sang tia cuc tim. Mb tién tao cbt
bao cua chugt (MC3T3-E1) dugc gieo mam véi mat d6 1 x 105 t& bao/mL vao bd khung, sau
d6 bd khung dugc dat trong dia 24 giéng chira méi truong can thiét t6i thiéu o (Life Sciences,
M) chira 10% huyét thanh bao thai bd (Gemini Bio-Products, M§) v 1% chét khang sinh
(Antimycotic, Cellgro, M§). MAu thir duoc nudi cdy trong diéu kién CO2 5% va 37°C, va mdi

treong duoc thay thé mdi ngay.

Béng 7
Hiéu qua gieo t& bao (%)
Viduy so sénh 2 36,97689 + 3,32317
Vidul 45,75389 + 2,59645
Vidu2 57,15178 +6,38773
Vidy3 62,14866 + 5,10196

Nhu d3 thdy trong Bang 7, hiéu qué gieo té bao ctia bd khung ting khi hrong kinh sinh
hoc da dugc thidu két ting. Piéu nay duoc coi 1a do kha ning hép thy protein va dic tinh sinh
héa bang cach 1am ting d6 nham bé mt va tinh ky nuéc ciia bd khung nhé kinh sinh hoc da
duoc thiéu két, da chi ra ring, thy thudc vao ty 16 thanh phﬁn cua kinh sinh hoc da duoc thi€u
két/PCL, kha ning hip thy protein c6 thé dugc cai thién va cac hoat tinh té bao khac nhau nhu
su két dinh t& bao ban diu, su sinh truéng va s biét hoa, duogc ting 1én, do d6 cho phép kiém
so4t kha ning bam dinh cta té bao.

Hiéu qua ting sinh té bao

S luong té bao séng sét duge xAc dinh thong qua thir nghiém ting sinh t& bao (Thir
nghiém MTT) (Cell Proliferation Kit I, Boehringer Mannheim). M&u dugc b sung 0,5 mg/mL
MTT va dugc nudi cly & 37°C trong 4 gid. Sau d6, do hip thu duoc do & 570nm bang cach sir

dung mdy doc vi dia (EL800, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT).
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Béng 8
D6 hép thy (0.D.) Sau 1 ngay Sau 3 ngay Sau 7 ngay
Viduso sanh 2 0,16675+0,00768 | 0,1845+0,0058 | 0,21375+0,01053
Vidul 0,19175+0,0075 | 0,21725+0,00806 | 0,25025+0,01415
Vidu2 0,243 +0,02574 | 0,26775+0,01276 | 0,334 +0,02099
Vidu3 0,265 +0,03238 0,2885 £ 0,02927 0,368 +0,03735

Nhur thiy rd tir két qua phan tich MTT duoc hién thi trong Bang 8, su tang sinh té bao
cling ting khi lrgng kinh sinh hoc d& duoc thiéu két tang, trong tr véi hiéu qua gieo té bao ciia
Béng 6. Qua d6, c6 thé két luan duge ring trang thai ting sinh & bao c6 thé dugc didu chinh

tuy thudc vao ty 1€ thanh phén ctia kinh sinh hoc da dugc thiéu két/PCL.
F-Actin

Pé phat hién nhén té bao, bd khung dugc nhudém huynh quang diamidino-2-
phenylindol (DAPL Invitrogen, Carlsbad, CA). Hon nita, d& hién thi khung t& bao actin, viéc
nhudm Phalloidin (Alexa Fluor 594; Invitrogen, Carlsbad, CA) dugc thuc hién, va céc té bao
da dugc nhudm mau dugc quan sat br?mg cach str dung kinh hién vi déng tiéu (LSM 700; Carl

Zeiss, Buc).

Fig.7 thé hién nhan t& bao da dugc nhudm mau xanh va F-actin mau d6 3 ngay sau khi

nudi cy t& bao, va Bang 9 dudi day thé hién ty 16 dién tich F-actin.

Béang 9
Ty 1€ dién tich F-actin (%)
Vidu so sénh 2 21,52767 +2,47724
Vidul 30,97167 £ 6,79412
Vidu2 43,029 + 3,09069
Vidu3 53,644 +5,98447

Nhu thiy 13 tir Fig.7 va Bang 9, dién tich ctia F-actin ting tir tir khi luong kinh sinh hoc

da duoc thidu két ting.

(3) Po mirc biéu hién gen
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Pé do mirc biéu hién twong ddi ctia Collagen loai I (Col-I), yéu t6 phién ma lién quan
dén Runt (Runx2), phosphataza kiém (ALP), osteopontin (OPN), osteocalcin (OCN), va
protein hinh thai xwong 2 (BMP2), phan ting chudi polymeraza thoi gian thuc cia cc t& bao

MC3T3-El dugc nudi cdy trong 7 ngay trong mdi té bao bd khung dugc thuc hién.

ARN tdng durgc phén 1ap tix bd khung d3 dugc nudi ciy bang cach st dung chét phan
ting TRIzol (Sigma-Aldrich), va ADN b thé sau d6 dugc tbng hop tir d6. D& sao chép nguoc,
ReverTra Ace gPCR RT Master Mix (Toyobo, Nhét) dwoc sir dung. Hon thé nita, ADN b thé
dugc khuéch dai bang cach sir dung THUNDERBIRD SYBR gPCR Mix (Toyobo, Nhat) va
ABI StepOnePlus. Dé khuéch dai ADN b thé, bién tinh & 95°C trong 1 phut duge thyc hién,
sau d6 chu ky 15 gidy & 95°C, 60 gidly & 60°C, va 15 gidy & 72°C duoc lap lai 40 1an va cubi

ciing, ADN b thé dugc mé rong & 72°C trong 5 phut.

Cic doan mdi dic hiéu cho gen nhu sau: runx2 (xubi chibu: 5-
ACATCCCCATCCATCCAT-3, ngugc chidu: 5'-GGTGCTGGGTTCTGAATCTG-3"),
OPN  (xudi chibu: 5-GGAGGAAACCAGCCAAGG-3|, ngugc  chiéu: 5-
TGCCAGAATCAGTCACTTTCAC-3"), OCN (xubi chiéu: 5-
CCCTCCTGAAGGTCTCACAA-3', ngugc chidu: 5-GCTGTCTCCCTCATGTGTTG-3"),
Coll (xudi chiéw: 5-ACTCAGCCGTCTGTGCCTCA-3, ngugc chiu: 5-
GGAGGCCTCGGTGGACATTA-3"), ALP (xudi chiéu: 5-GCCCAGTGCCTTCTGATTT-
3', ngugc chidu: 5-GGGCAGCGTCAGATGTTAAT-3"), BMP2 (xudi chiéu: 5-~AGA TCT
GTA CCG CAG GCACT-3', nguoc chiéu: 5-GTTCCTCCACGGCTTCTTC-3"), va gen giit
nha ctia chudt GAPDH (xubi chiéu: 5-CCTTGAGATCAACACGTACCAG-3, nguoc chiéu:
5'-CGCCTGTACACTCCACCAC-3".
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Bang 10
Sé Mirc biéu hién trong dbi
Viduso sanh 2 1+0,22087
Vidul 1,33828 +0,38901
ALP/GAPDH
Vidu2 2,77655 £ 0,09479
Vidu3 3,58484 + 0,40055
Vidu so sanh 2 1+0,35537
Vidul 2,9804 + 0,58307
BMP-2/GAPDH
Vidu2 4,81805 £+ 0,66508
Vidu3 6,10637+0,86176
Viduso sanh 2 1+0,06532
Vidul 13,14175 £+ 0,60236
Col/GAPDH
Vidu?2 18,40076 + 0,88642
Vidu3 21,20035 + 1,86857
Vidusosanh 2 1+0,04191
Vidul 3,93551+0,31252
OPN/GAPDH
Vidu2 10,18773 +0,5399
Vidu3 13,43262 £ 3,01044
Viduso sanh 2 1+0,13509
Vidul 18,59516 +0,55741
RUNX-2/GAPDH
Vidu2 40,86318 + 5,59465
Vidu3 48,70381 + 10,47568
Viduso sanh 2 1+0,02964
Vidul 1,27795 £ 0,06102
OCN/GAPDH
Vidu2 2,40561 + 0,24953
Vidu3 3,0789 +£0,22572

Nhu da thdy trong Bang 10, trong bd khung ctia cac Vi du 1 dén 3 va cac Vi du so sanh
1 va 2, mirc biéu hién gen ciing ting khi lugng kinh sinh hoc d dugc thiéu két ting. Do d6, ¢6
thé két ludn duge réng kinh sinh hoc &nh hudng dén sy hinh thanh xuong, su biét héa va hoat
tinh sinh hoc va can kiém soét ty 16 ham hrong ca kinh sinh hoc d4 duge thiéu ké/PCL dé

ddm bao murc biéu hién gen cao.
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Vi dy thir nghiém 7: Ty 1¢ thanh phan t8i vru ctia kinh sinh hoc da dugc thiéu ké/PCL

Do bén, hiéu qua gieo t& bao, ty 16 ting sinh té bao, va yéu 6 phién ma lién quan dén
Runt clia bd khung ding dé ciy ghép tir dbi turong cho sdng duge ché tao trong cac Vidu va
cac Vi dy so sanh dugc d4nh gia va vé dd thi, va hinh anh quang hoc trong Gng ctia ching
dugc thé hién

Fig.8 thé hién két qua d4nh gi4 toan dién v& bd khung ctia Vi du so sanh 2 va cac Vi du
1 dén 3. Nhur duoc thé hién trén Fig.8, bd khung ctia cac Vi du 1 dén 3 chira ca kinh sinh hoc
da dugc thiéu két va PCL c6 cac dac tinh vuot trdi so vai bo khung cua Vi du so sanh 2. Pac
biét, bd khung ctia cac Vidu 1 va 2, ddc bi€t bo khung ctia Vidu 2, ¢6 cac két qua mong mudn

nhét trong d4nh gi4 tong thé.
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YEU CAUBAO HQ

1. Bo khung ding dé ciy ghép tir di trong cho séng, duge cu triic sao cho cac thanh chéng,
dugc bb tri chdng 1én nhau v giao nhau theo huéng thing dung dé tao thanh céc 13 trong do,
dugc xép chdng 1én nhau theo timg 16p,

trong d6 thanh chdng chira 10 dén 70% khéi lwong kinh sinh hoc da dugc thiéu két va
30 dén 90% khéi luong polyme tong hop sinh hoc,

trong d6 thanh chéng duogc cAu tric @ cac hat kinh sinh hoc d3 dugc thidu két duoc
phén tin trong nén polyme tuwong hop sinh hoc,

trong d6 bd khung dugc ché tao bang cich trén kinh sinh hoc da duge thiu két va
polyme trong hop sinh hoc va sau d6 thuc hién dic phun, va

trong d6 bd khung c6 dd bén ndm trong khoang tir 50 kPa/mm?> dén 850 kPa/mm? va
5 ctmg nim trong khoang tir 1,5 N/mm dén 20 N/mm.
2. B6 khung theo diém 1, trong d6 céc hat kinh sinh hoc da dugc thi€u két c6 kich thude hat
trung binh nim trong khoang tir 1,5 dén 2,5pum.
3. B6 khung theo diém 1, trong d6 thanh chdng ¢6 dudng kinh ndm trong khoang tir 300pum
dén 500pm.
4. Bo khung theo diém 1, trong d6 thanh chdng c6 cu triic xép chdng gdm hai hoic nhidu hon
hai 16p.
5. Bo khung theo diém 1, trong d6 thanh chéng duoc cung cip dudi dang lién két hosc roi ra
trong ciing mét 16p va duoc tao thanh song song theo dang déu din bao gdm dang thing, dang

lugn song, dang mang tinh thé, hinh chit chi hodic hinh xoén bc, hoic theo dang khong déu dan.
6. B khung theo diém 1, trong d6 thanh chéng ¢6 géc dinh hudng trung binh nam trong khoang
tir 30° dén 60° gitra céc 16p.

7. B khung theo diém 1, trong d6 bd khung c6 phan bd kich thude 18 hai mdt va d6 xp nim
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trong khoang tir 30% dén 60%.

8. B9 khung theo diém 1, trong d6 b6 khung c6 d6 nhdm (R,) nim trong khoang tir 130nm dén
260nm va goc tiép xtic nude 12 75° hogic nho hon sau 180 gidy.

9. B khung theo diém 1, trong d6 mirc hip thu ting sinh protein sau 24 gi¢r 12 0,25 O.D. (mét
6 quang hoc) hoc cao hon, hidu qua gieo t bao 14 37% hoic cao hon, mirc hip thy ting sinh

té bao sau 7 ngay nudi céy 14 0,22 O.D. hodc cao hon, va ty 1€ dién tich F-actin 14 22% hoac

cao hon.

10. BO khung theo diém 1, trong d6 viéc dic phun dugc thuc hién bﬁng céach st dung may in

3D théng qua quy trinh md hinh héa bang phuong phap néng chay lang dong.
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FIG.5
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FIG.7
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