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Nghién ctru xay dwng ngan hang té bao géc mau day rén cta ngwdi hién
tang tai ngan hang té bao goc Mekostem
Lé Vian Péng ; Ddng Thj Kim Lan” va CS

TOM TAT

Xay dung ngan hang t& bao gbc (TBG) mau day rdn la quy trinh quan trong trong qué trinh st dung
TBG tir mau day rén dé cay ghép TBG diéu tri nhiéu bénh v& co quan tao mau, bénh ly di truyén bam
sinh va suy giam mién dich. Nghién ctru nay tién hanh xay dwng co s& ha tAng va cac quy trinh k¥ thuat,
sau d6 thu thap va xt Iy mau mau day rén dwoc san phu hién tang, nhdm tao ra mét ngan hang TBG
mau day rén cong tai Ngan hang Té bao géc MekoStem theo tiéu chuan ciia Net-Cord va Asia-Cord.
Két qua: da xay dung duoc co sé ha tAng theo tiéu chudn GMP; cac quy trinh van hanh va phdn mém
quan ly; thu thap, xt ly thanh cong va dang lwu gitr tai tai Ngan hang Té bao gbc MekoStem 153 mau
TBG mau day rdn véi day di cac thong sé xét nghiém, bao gdm ca xét nghiém HLA, s&n sang cho viéc
tuyén chon dé cay ghép cho bénh nhan cé nhu cau diéu tri bang ghép TBG mau day ron.

* Tt khoa: Té bao gbc: Ngan hang té bao gbc: Mau day rén.

Establishment of a donated public umbilical cord blood stem cell bank at
Mekostem

SUMMARY

Establishment of umbilical cord blood stem cell bank is a essential step in cord blood stem cell
transplantation for the treatment of various diseases of the blood forming system, genetic diseases
and immunodeficiency diseases. This research was carried out to set up infrastructure and technical
protocols then collect and process the donated cord blood samples to form a public cord blood stem
cell bank at MekoStem stem cell bank followed the Net-Cord and Asia-Cord standards. GMP
standard laboratories and technical procedures have been setted up then 153 cord blood stem cell
units have been successfully processed and cryo-stored with full technical parameters, including HLA
typing, ready for matching and grafting to patients who need cord blood stem cell transplantation.

* Key words: Stem cell; Stem cell bank; Umbilical cord blood.

nguyén nhan khac nhau, vi vay co thé st
dung TBG dé tao ra cac t& bao méi thay thé

DAT VAN DE

Té bao gbc 1a t& bao c6 kha nang biét

hoa thanh nhiéu loai t& bao khac dé thay
thé cho cac té bao bi méat di do gia va
chét tw nhién, hay do chan thwong vi nhiéu

* Hoc vién Quén y

** Ngan hang Té& bao géc Mekostem

Phan bién khoa hoc: PGS. TS. Hoang Van Luong
t» mau ngoai vi hay tr mau day rbn da
duwoc tién hanh dé chiva thanh céng nhiéu

cho cac té bao bi tbn thwong hodc mat
chirc nang, dem lai trién vong trong diéu tri
nhiéu bénh nan y. Ghép TBG tir tuy xwong,

bénh vé co quan tao mau, bénh chuyén hoa
va suy giam mién dich badm sinh [1, 2, 6].

155



TAP CHi ¥ - DUQC HOC QUAN SU' SO 5-2011

Day rén va nhau thai néi thai nhi v&i hé
thdng tuadn hoan clia nguwdi me, cé chirc
n&ng ddm bao qua trinh trao ddi chat gira
thai nhi va co thé me. Nhiéu nghién ctru vé
TBG cho thay: day rén c6 céac loai TBG, bao
gdm TBG tao mau, TBG biéu mé, TBG trung
moé, TBG ndi mé chira trong mau day rén,
trong I1&p gel Wharton (Wharton’s jelly) hay
trong 1&p mang bao day rén. Nhitng TBG
nay c6 thé dung ngay dé chira bénh hay
lam nguyén liéu d& nghién ctu biét hoa tao
ra cac ché pham té bao phuc vu cho chira
bénh hodc phat trién thudc [1, 2]. TBG méau
day rén cé thé dung dé diéu tri cho chinh
dira tré cé day rén d6, anh chi em ruét,
ngu®i than trong gia dinh hoac BN la nguwoi
ngoai c6 dic diém hoa hop mé phu hop voi
mau TBG day rén dwoc lwu gite. Tl nhitng
loi ich nay, nhiéu quéc gia trén thé gi¢i da
lap ngan hang dé thu thap va bao quan
doéng lanh mau day rén [6].

T nhitng co s& ly luan va thuc tién trén,
dé tai nay dwoc trién khai nhdm muc tiéu:
X4y dung co s& ha tang ky thuét va thu thap,
xt¢ ly mdu méu day rén duoc san phu hién
téng dé xay dung Ngan hang TBG méau day
rén cla nguoi hién tdng tai Ngén hang Té
bao géc MekoStem, Céng ty Cé phan Hoa
dwoc phdm Mekophar.

POl TWONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN cUU

1. Péi twrong nghién ciru.

264 san phu sinh con tai Bénh vién T
D, tinh nguyén hién day rén cGa con minh
dé Ilwu gitr TBG day rén tai Ngan hang Té
bao gbc Mekostem tr 5 - 2009 dén 12 - 2009
va mau mau day rén do nhirng san phu nay
sinh ra.
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2. Phwong phap nghién ciru.

* Xay dung co sé ha tang ky thuét:

Xay dwng co sé ha tang phong thi nghiém
theo hwéng dan cta FDA cho phong thi
nghiém thao tac x&r ly TBG dé diéu tri cho
ngudi [10]. Cac quy trinh van hanh va phan
mém quan ly ngan hang xay dung theo
hwéng dan cia Hiép hoi Ngan hang TBG
mau day rén Quéc té (NetCord), Hiép hoi
Ngan hang TBG mau day rén chau A (Asia
cord) [4, 7].

* Tuyén chon va sang loc san phu:

Tuyén chon va sang loc san phu theo
hwéng dan truyén mau - huyét hoc cula
NetCord, AsiaCord va khuyén céo tiv nhirng
nghién ctu trwdc clia Bénh vién Truyén
mau - Huyét hoc TP.HCM [1, 4, 7].

- Tiéu chuén tuyén chon: > 18 tudi, tai thoi
diém thu thai, cé tién si ban than va gia
dinh khée manh, vo va chdng khéng cé tién
st mai dam hoac nghién chich ma tay, dién
bién 1&n mang thai nay binh thwdng, tinh
nguyén hién day rén va mau mau tinh mach
clia minh dé lam xét nghiém va mau luu doi
chirng dé xay dwng Ngan hang TBG day rén.

- Tiéu chudn loai triv: c6 két qua xét nghiém
dwong tinh trong sé nhitng xét nghiém HBsAg,
anti-HBcAg, anti-HCV, HIV (khang nguyén va
khang thé), anti-HTLV1/2, IgM anti-CMV va
huyét thanh giang mai. San phu sét > 38°C
trong khi sinh hodc c6 tai bién san khoa.

* Tuyén chon va sang loc tré hién day rén:

Ngay tai thdi diém sinh, tré so sinh hién
mau va mé day rébn dwoc tuyén chon va
sang loc theo hwéng dan cia NetCord va
AsiaCord [4, 7]

- Thai mét.

- Tubi thai > 36 tuan.
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- Khéng c6 tai bién trong qué trinh sinh dé.

- Thoi gian v& i < 24 gio.

- Can nang cla tré > 2.600 gam.

- Khéng c6 bat thuweng vé huyét sac té.

* Thu thap va bdo quan mau day rén:

Thu thap mau day rén bang ky thuat thu
thap trwdc x4 nhau cho nhirng trwdng hop
sinh thwong theo dwdng ty nhién va ky
thuat sau x6 nhau cho trwdng hop phau
thuat 14y thai. Sau khi thu thap, chuyén ngay
mau mau day rén vé phong thi nghiém, bao
quan & nhiét d6 20 - 22°C va x& ly trong
vong 24 gid ké tir thoi diém thu thap.

* Xtr ly méu day ron tach TBG géc mau
day rén:

Tach TBG t&» mau day rén theo phwong
phép tw déng bang hé théng AXP theo quy
trinh hwéng dan cta nha san xuét. Pua
mau day rén vao thiét bi AXP, sau do ly tam
2 thi: thi 1 vé&i téc dd 1.400G trong 20 phut,
lam cho t& bao mau day rén cé xu hwéng
phan bd theo ty trong thanh cac 16p: héng
cau, té bao cd nhan, huyét twong. Thi 2, véi
tbc d6 80G trong 10 phut. Trong thi nay, hé
théng van sé dong mé dinh huéng té bao
héng cau chuyén qua tui dwng khac nhau,
trong d6 t& bao c6 nhan (bao gébm cac TBG)
chuyén qua tdi dwng TBG cai dat & murc thu
hoach 20 mL. Hiéu suét tach chiét, thu thap
té bao tinh theo cong thirc:

) Téng s6 té bao thu duoc sau xtv ly
Hiéu suat = X
100%

Tong s6 té bao co trwde xtr Iy
* Danh gid chat lwong mau TBG mau
day rén:

- Tinh s6 lwong va ty 1é cac loai té bao
c6é nhan, té bdo don nhan, héng ciu dua
vao két qua phan tich huyét hoc tw dong
Coulter A®-T diff2 va thé tich thyc cla tdi
TBG mau day rén ma hé théng thu hoach.

- Xac dinh ty 1& va sé lwong tuyét déi
TBG tao mau CD34"/CD45%™ bang ky thuat
flowcytometry trén hé théng Facscalibur
v&i kit dinh lwong va phdn mém phan tich
CellQuest Pro déng bd do hang BD Bioscience
(My) cung cép.

- X4c dinh sb lwong TBG tao mau tao
bao lac béng th&» nghiém nuéi cly tao bao
lac v&i méi trwdng Methycellulose (MethoCult
GF H4434V) do hang StemCell Technologies
(Canada) cung cap. Nudi t& bao & nhiét o
37°C, 5% CO,, d6 am cao va doc két qua
sau 14 ngay nudi cay lién tuc.

- Kiém tra nhiém vi khuan va vi nAm cac
mau mau day rén trwdc va sau xr ly bang
xét nghiém ciy mau véi chai cdy mau nhi
khoa va thiét bj doc két qua tw dong Bactec
9000 (BD Bioscience, My) theo cdng nghé
chuyén mau co chat phat huynh quang.
Mau dwoc khdng dinh am tinh khi lwu gity
lién tuc trong hé théng sau 7 ngay van cho
két qua am tinh.

- Huyét séc t6 ctia mau mau day rén va
clia em bé hién mau day rén khi 1 tudi dwoc
phan tich bang ky thuat HPLC v&i phan
mém chuyén dung ctia hang Bio-Rad (MY).

- Phan tich HLA cGa m&u mau day rén
phan tich bang kj thuat PCR-SSP va&i kit va
phan mém phan tich do hdng OnelLambda
(My) cung cép. Két qud xét nghiém nhap
vao co s& di¥ liéu ciia phdn mém tim kiém
mau t& bao cé HLA phu hop véi BN can ciy
ghép TBG.

158



TAP CHi ¥ - DUQC HOC QUAN SU' SO 5-2011

San phu dén da;mg ky sinh con tai Bénh
vién T DO co két qua xét nghiém am tinh
vOi HBsAg, anti-HIV va giang mai

H3i tidn stk khém 1am
sang va xet nghiém loal
trie nhiém tring cap tinh

A J

C6 chéng chi dinh

» [ oai khoi
nghién ctru

San phu dat tiéu ghuén lam sang
va xét nghiém dé thu thap mau

Thu thap méu day ron va
mau san phu

Khéng dat khéi luong

A

M3Au mau day ron dat thé tich va mau san
phu dwoc thu thap cung thdi diem

Xét nghiém sang foc cac
bénh lay qua dudng mau
& mau mau san phu

b

Duwong tinh

» [ oai bo

MAau mau day rén dat tiéu chuan dé xi Iy

Xir ly méu day rén, kiém tra
chat lirong té bao sau xi Iy

b

Khéng dat tiéu chuan
»{ oai bo

MAu mau day rén xir ly thanh cong

Hinh 1: So d6 céac bwéc tuyén chon, sang loc va x& ly mau day rén.

KET QUA NGHIEN cUU VA
BAN LUAN

Dé tai da xay dwng duwoc co sé ha tang
cta phong thi nghiém dat tiéu chudn GMP
v&i phong tiép nhan mau, phan tich mau,
xt ly tach t& bao, bdo quan déng lanh té bao,
sap xép theo huéng di mét chidu, cé ap luc
dwong tlr phong cé yéu cau dd sach cao hon
sang phong c6 yéu cau thap hon. Khéng
khi cung cép cho cac phong duwoc loc qua
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mang loc Hepa va diéu hoa kiém soat nhiét
do, d6 Am. Xay dwng va chuan hoa cac quy
trinh k§ thuat va phan mém quan ly div liéu,
tim kiém mau TBG trong ngan hang.

Bang 1: D&c diém can néng, tudi thai va
lwong mau méau day rén thu dwoc.

(n = 264) MEAN +SD | NHO NHAT |LON NHAT
Tudi thai (tudn) | 38,9+0,9 36 41
Can ning thai (g) | 3281,4 +365,9| 2600 4600
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Lwong mau thu

72,7+17,2
duoc (9)

30,3 119,8

Lwong mau day rdn trung binh thu dwoc
trong nghién cu nay la 72,7 £ 17,2 gam/
mau day rén, qui dbi theo ty trong mau day
rbn & nhiét dd phong 1a 1,03 duwoc 70,6 +
16,7 ml. Két qua nay ndm trong khoang sbé

liéu thu dwge clia Armitage S, 1999 (79
15 ml) [3]; Tran Van Bé va CS, 2004 (59,36 +
18,62 ml) [1]; Huynh Nghia, 2007 (81,71
18,98 ml) [2].

Bang 2: Phan bd lwong mau day rén thu dwoc theo tudi thai, can nang cla tré va

phuong phap thu thap.

LUONG MAU TUSI THAI CAN NANG TRE PHUGNG PHAP THU THAP
DAY RON - -

PUOC (gam) <37 tudn =37 tudn <3000 gam 23000 gam | Trwécxd nhau | Sau xd nhau
Mean + SD 63,4 £ 23,2 71,5+21,1 62,8+19,8 73,2+21,0 70,7 £ 20,5 86,8 + 30,9
(n) (6) (258) (50) (214) (254) (10)

p 0,354 0,004 0,018

C6 nhiéu yéu té c6 thé anh hwéng dén lwong mau day rén thu dwoc nhw tudi thai, can
néng cua tré, k§ thuat thu thap sém hay muén, kich thuwéc ctia banh nhau va day rén [1, 2,
8, 9]. Vé tudi thai, nghién ctru cho thay khong cé suw khac biét vé lwong mau day rén thu
dwoc & thai trén > 37 tudn va < 37 tuan tudi, phu hop véi nghién clru ctia Huynh Nghia
(2007) [2]; V& can nang cua tré so sinh: tré can ndng = 3.000 gam cho lwgng mau day rén
thu dwoc cao hon so véi can nang < 3.000 gam c6 y nghia théng ké (p < 0,05).

Bang 3: Ty |& va nguyén nhan phai loai bd m&u mau day rén.

. L L MAU PAT TIEU CHUAN VE LUONG MAU
TONG SO MAU sO MAU
MAU DAY RON KHONG PAT S0 mau loai bd sau xét nghiém Sé mAu da tidu chuan
THU THAP VE LUONG MAU . & xip IV
’ ’ Mau me Cay mau Hb de xt ly
264 59 (22,4%) 48 (18,2%) 4 (1,5%) 0 (0%) 153 (57,9%)
264 111 (42,1%) 153 (57,9%)
264 59 (22,4%) 205 (77,6%)

Ty & cac mau mau day rén bi loai do
khéng da lwong mau tdi thidu dé xa ly Ia
60 gam chiém dén 22,4% (59/264). Ty lé
nay twong ty voi két qua thu thap mau
mau day rén trudc day tai Bénh vién Phu
san Hung Vwong cta Huynh Nghia (21,8%;
324/1489) [2].

Nhiém trang trong qua trinh thu thap
mau day ron la diéu khéng mong muon nhwng
cling thwong xay ra. Trong nghién clru
nay, tan suét cdy mau day rén cho két qua
dwong tinh 1& 4/264 trudng hop (1,5%), thap
hon so v&i nghién ciru cha Tran Van Bé
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(5,9%) va cua Huynh Nghia (2,6%) [1, 2], cung thao tac ky thuat thuan thuc ctia ngudi
thap co6 thé do cach thu thap trwéc xb nhau  thu thap mau.

Qua cac buwéc sang loc véi chi tiéu vé lwong mau day rdn thu dwoc, vé xét nghiém méau
san phu va cidy mau, chi con 153 mau mau day rén dat tiéu chudn dé xd ly tach va bao
quan té bao.

Bang 4: Két qua x(r ly tach TBG mau day rén.

DON VI MAU DAY RON TRUGC

. DON VI TBG MAU DAY RON SAU XU LY (POST)
XU LY (PRE)

Hiéu Hiéu
n=153 5ng sb . 4 suét thu | suat thu
- Thé tich | TON9 SOt€| Téng sé | Thé tich| Tng sé | Téng sb | TONI SO | Téng sé | hoach té | hoach té

mi) | P30CO | tépao | (ML) |tébaocs| tébao | TBG1a0 | TBGtao | baocé | bao don
nhar61 don nhan nhan | don nhan mau+ baolac | nhan nhan
(x10°) (x10% (x10%) | (x10% | CD34 | (x1o% | (%) (%)
(x10°)*

Mean+ | 90,98 + | 1131,13 +| 610,56 + | 22,08 + | 886,86 + | 510,51+ | 2,92+ | 60,27+ | 78,84+ | 83,41
SD 16,65 445,64 285,90 0,47 367,32 | 240,45 2,06 37,64 9,35 10,39

(Ghi cht: * S6 mau théng ké két qua xét nghiém sé luong TBG tao méu CD34" |a 132, sau
khi da loai bé nhitng méu cho két qua ngoai gié tri Mean + 2SD.

** S& méu tién hanh xét nghiém sé lrong TBG tao bao lac la 146)
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Thé tich trung binh mét don vi mau day rén bao gébm ca chéat chéng déng trwdc xi ly
(90,98 + 16,65 mL/don vi), sau x& Iy (22,08 + 0,47 mi/don vi). Nhw vay, thé tich don vi TBG
mau day rén can lwu trir da gidm 4,12 1an so v&i don vi mau thu thap. Diéu nay da duoc
nhiéu tac gia mo ta vira co y nghia tiét kim hoa chét bao quan, khong gian cua thiét bj bao
quan, lvong nito 1dng can duy tri nhiét d6 trong qué trinh bdo quan va gidm bét ca ty 1é té
bao bi tdn thwong trong qua trinh gidi déng lanh sau bao quan [1, 2, 6].

Téng s6 t& bao co nhan trwdc xt Iy 1a 1131,13 + 445,64) x 10%/don vi, sau x&r Iy (886,86
+ 367,32) x 10°%don vi va hiéu suét tach t& bao coé nhan dat 78,84 + 9,35%. Vi lidu cho
ghép khac gen cung loai thwong dy kién 1a 30 triéu té bao/can néng thi cac mau TBG day
rén tao ra trong nghién ctru nay cé thé dung dé cay ghép cho cac BN can nang khoang 27
kg. Két qua nay, twong tw nhw clia Tran Van Bé va CS, 2004 (86 + 4,5) x 10’ té bao [1];
Huynh Nghfa, (2007) (84,36 + 3,57) x 10" t& bao [2]; I&n hon so v&i clia Nakagawa Ryuji va
CS (2004) (64,5 + 27,5) x 10" t& bao [5]; va cé phan thap hon ddi chut so véi két qua cla
Solves Pilar va CS (2005) (104,3 + 4,9) x 10’ t& bao [9]. Piéu nay c6 thé do yéu tb chiing toc
véi dbi twong la ngudi chau A. Nghién ctru c6 két qua twong tw, con ngudi phwong Tay c6
thé do kich thwéc thai nhi va day rén cta ho 16n, 1a nguyén nhan khién lwgng mau day rén
thu dwoc két hon va két qué lwong té bao thu dwoc cling I6n hon.

Hai chi tiéu khdo sat chat lwong cé tinh chat tham khdo dbéi véi méi don vi TBG mau day
rén 13 dém sb lwong TBG tao mau CD34/CD45%™ va xét nghiém sé TBG tao bao lac (CFU)
cling dwoc thue hién. Két qua: sb lwong TBG tao mau CD34" tién hanh véi 148 mau TBG
mau day rén sau xt ly la 4,00 + 4,43 triéu té bao/don vi TBG mau day rdn. Tuy nhién, phan
tich kj hon két qua ctia trng mau riéng biét cho thdy sb liéu dao ddng rat Ion tir 0,2 dén 36,1
triéu t& bao/don vi TBG mau day rén. LAy gia tri Mean + SD (4,00 + 4,43 = 8,43) lam nguwéng
dé loai di nhirng mau co gia tri quéa cao, c6 16 mau cé két qud vuot ngudng nay. Sé liéu
trung binh ctia 132 mau sau khi da loai di mau qua cao 1a 2,92 + 2,06 triéu té bao/don vi
TBG mau day rén. Két qua nay cao hon déi chut so v&i sé liéu clia cac tac gia trong va
ngoai nuec: Solves va CS (2003) (2,0 + 1,3 triéu) [8]; Nakagawa va CS (2004) 2,28 + 1,59
triéu [5]; Tran V&n Bé va CS (2004): 1,79 + 1,4 triéu [1]; Huynh Nghia (2007): 2,36 + 1,97
triéu [2].

Twong tw nhw xét nghiém sb lvong té bao CD34", két qua xét nghiém sb don vi tao bao
lac trong mau TBG mau day rén ciing dao déng rat Ién, tir 2 bao lac dén 74 bao lac trén mot
dia nuéi cay 1 ul ché phdm TBG mau day rén sau xt ly. Téng sb té bao tao bao lac trong
mdi don vi TBG mau day rn trong nghién cru nay la 60,27 + 37,64 (x 10*)/don vi TBG mau
day rén. Két qua nay thap hon so véi Solves va CS (2003) (160,8 + 144,8 x 10%) [8] va thap
hon dai chut so voi Huynh Nghta (2007) (74,13 + 32,3 x 10%) [2]. Mic du vay, ca xét nghiém
dém sb té bao CD34" ciing nhw nudi cdy dém sb t& bao tao bao lac déu 1a nhirng xét
nghiém c6 két qua dao dong rat I6n va cho dén nay van 1a xét nghiém tham khao dé tién
lwong thoi gian moc manh ghép, chir khéng phai la xét nghiém sang loc dé loai bd mau TBG
sau xtr ly.

X0 ly tach TBG méau day rén bang hé théng tach té bao ty dong AXP 1a hé thdng kin véi
dau vao 1a mau day rén va dau ra 1a 3 tGi san pham riéng ré, chi trai qua duy nhat mét lan ly
tam 2 thi, v&i tdng thoi gian ly tdm 30 phut, lam cho quy trinh ban tw ddng tré nén an toan
hon va nhanh gép déi so véi phuwong phap thi cdng dung HES (60 phat) [1, 6]. X& ly bang
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hé théng kin nay con c6 thém wu diém gidm nguy co' nhiém vi khuan, vi ndm trong qué trinh
xt ly do it cdng doan thao tac bang tay, khéng cho thém bét ky chat ngoai lai nao vao trong
qua trinh x( ly. Két qua cdy mau khéng cé6 mau TBG méau day rén ndo bi nhiém trung trong
qua trinh x& ly. Pat dwoc nhw vay mot phan do diéu kién phong thi nghiém dwoc thiét ké
theo tiéu chi GMP, phan tang, biét 1ap, mét chiéu véi hé thdng loc vé tring ngudn khi vao va
phan tAng cp d6 sach cltia phong xt Iy mau day rén, tach TBG.

KET LUAN

Chung téi da lwa chon ap dung thanh céng céac tiéu chudn cha FDA, NetCord va
AsiaCord vao xay dwng Ngan hang TBG mau day rén cla nguwoi hién tang. Két qua: da xay
dung duoc co sé ha tang ky thuat theo chudn GMP, thu thap, x& ly thanh céng va lwu gilr tai
Ngan hang TBG MekoStem 153 mau TBG mau day rén véi day da cac thong sd xét nghiém,
bao gdbm ca xét nghiém HLA, s8n sang cho viéc tuyén chon dé cay ghép cho BN c6 nhu cau
diéu tri bang ghép TBG mau day rén.
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