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Panh gia kha niing tao sun hyaline ciia té bao goc trung mé
dong loai tir mé m& trén mo hinh dong vat

Evaluating the efficacy of allogeneic adipose-derived mesenchymal stem
cells in hyaline cartilage regeneration in a dog model
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Tom tat

Muc tiéu: Tén thuong sun khép thudng dé lai nhiéu bién chiing lau dai cho ngudi bénh. Trong s
cac bién phap diéu tri tén thuong sun hién nay té bao géc trung mé (MSC) ndi Ién nhu mét phuong thiic
tri liéu tai tao sun day hia hen. Nghién ctru nay danh gia kha nang tai tao sun ctia MSC déng loai (AD-
MSC) tir mé mé ddi vai tén thuong khuyét sun cap tinh trén mé hinh thuc nghiém. Déi tuong va phuong
phdp: Mugi sau ca thé ché dugc phau thuat tao tén thuong khuyét sun khdp & ca 4 chan. Liéu AD-MSC (2
x 10°t€ bao) va gia dugc tiém d6i xiing ngau nhién cac khdp da tao tén thuong. Két qua tai tao sun dugc
danh gia sau 3 thang bang bang diém quan sat dai thé va mé bénh hoc. Két qua: Nhom diéu tri bang AD-
MSC c6 cai thién dang ké vé hinh thai dai thé véi su khac biét duoc ghi nhan sau 3 thang (9,5 + 0,6 so véi
4,3 + 1,5; p<0,05) va 6 thang (8,7 + 1,2 so vGi 4,6 + 1,7, p<0,05). Nhnom diéu tri bang MSC téi tao sun
hyaline cao hon so v&i nhém gia dugc. Khéng ghi nhan tac dung phu trong 3 thang sau khi diéu tri. Két
ludn: AD-MSCs d6ng loai c6 kha ndng tai tao sun hyaline vugt troi hon so véi cac ky thuat hién tai cha
yéu tao sun xd. K&t qua nghién clu cling ¢ bang chiing vé tiém nang diéu tri tén thuang sun ctia MSC.

Turkhéa: Tén thuong sun, tai tao sun, MSC, hyaline, thuc nghiém.

Summary

Objective: Cartilage damage is frequently recognized as a source of knee arthritis, which can cause
many long-term complications. Among existing cartilage treatment options, mesenchymal stem cells
(MSCs) have emerged as promising treatments for cartilage regeneration. This study aimed to
comprehensively evaluate the cartilage regeneration ability of adipose-derived allogeneic AD-MSCs for
acute cartilage defects in an experimental model. Subject and method: This model is based on surgically
applied mechanical articular cartilage damage of all four limb joints of sixteen dogs selected for the study.
They were symmetrical randomized to a single infusion either of placebo or (2x10° cells) allogeneic AD-
MSCs and followed for 3 months. The effectiveness of treatment was validated by gross anatomy scores
and histopathology scores. Result: Higher macroscopic were observed in MSCs-treated joints throughout
the study period, with significant differences noted at 3 months (9.5 + 0.6 vs 4.3 + 1.5, p<0.05) and 6
months (8.7 + 1.2 vs 4.6 + 1.7, p<0.05), respectively. There was a significantly higher amount of hyaline
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cartilage in the MSC treatment group than in the placebo group. No adverse event was observed during

the 3-month follow-up after treatment. Conclusion: Allogeneic AD-MSCs showed efficiency in producing

hyaline cartilage, which might be more advanced than the current surgical techniques that deliver only

fibrocartilage. The results suggest a promising application of MSC treatment for articular cartilage defects.
Keywords: Cartilage damage, cartilage regeneration, MSC, hyaline, experimental model.

I.DAT VAN DE

T6n thuong sun khdp sau chan thuong la mot
trong nhiing nguyén nhan hang dau gay viém
xuang khép va bénh thodi hda khdp'; mac du vay,
van chua c6 mét liéu phap hiéu qua nao dé diéu tri
can nguyén cac tén thuong sun khdp. Do tinh chat
vO mach va cau trdc ma tran ngoai bao (ECM) phtic
tap nén sun c6 kha nang tu phuc héi kém sau chan
thuong. Cac phuong phap diéu tri can thiép hién
nay giup lap day cac vung bi ton thuong, tuy nhién
ban chat mé tai tao chu yéu la sun sgi cé dac tinh
sinh hoa va ca sinh hoc kém han so véi sun hyaline.
Phét trién phuong phap diéu tri ton thuong sun
huéng tdi tai tao sun hyaline dang la muc tiéu cta
nhiéu nhém nghién ctu hién nay’.

Cac bang chiing khoa hoc cho thay MSC c6 kha
nang di chuyén dén vung tén thuong thic day su
phuc hoi cac mé bi tén thuong. Cac cytokine tiét ra
tu MSC gbp phan lam gidam phan (ng viém va giam
t6c do thoai hda sun. Cac thé tiét ngoai bao ctia MSC
c6 thé thuc day su tang sinh té€ bao chu, tac dong
dén ECM cing nhu duy tri ki€u hinh truéng thanh
6n dinh cda quan thé té bao sun’. Nh& kha nang
sinh mién dich thap do biéu hién MHC I16p | rat thap
va hau nhu khéng biéu hién MHC 16p Il nén MSC ¢6
dac quyén mién dich, khéng gay ra su kich hoat ctia
té bao lympho dong loai tu d6 tranh dugc hién
tugng thai ghép. Véi nhiing dac tinh uu viét trén,
MSC dugc danh gia la liéu phap tai tao sun hyaline
tiém nang hién nay.

Nghién ctu in vivo trén dong vat cho phép danh
gia tinh an toan cua liéu phdp MSC cing nhu tinh
chat ctia mé sun tai tao mét cach dé dang va la co s&
dé tht nghiém lam sang. Cac mé hinh thr nghiém
dugc cong bd hién nay chd yéu trén mé hinh déng
vat nhom nho. Tuy nhién mot sé han ché déi véi moé
hinh déng vat nhé (nhu chu6t, thd) déi vai danh gia
hiéu qua MSC trong hinh thanh sun hyaline sau tén
thuong c6 thé ké nhu kich thudc khép nhé va sun
mong, kha nang tu sfa chira mé sun cao hon so vdéi

con ngudi. Do d6, mé hinh thd nghiém trén dong
vat nhém I6n dugc danh gid [a phu hgp han nho cac
dac diém tuong tu trén ngudi nhu: Cau tric gidi
phau, d6 day sun, c6 hién tugng viém khép tu phat,
kha nang tu phuc héi tén thuong sun han ché’.
Nghién ctu nay dugc thuc hién nham muc tiéu:
Thiét Idp mo hinh ddnh gid tinh an toan va kha ndng
tdi tao sun hyaline cua liéu phdp MSC déng logi phdn
ldp tor m6 mé trén mé hinh ché lan dau tién duoc thuc
hién tai Viét Nam.

I.DOI TUQNG VA PHUONG PHAP
2.1. Thiét ké mé hinh ché thuc nghiém

Loai ché Viét Nam trudng thanh, khdée manh (n
= 17, nang 15-20kg, 18-24 thang tudi) dugc chon
ngau nhién tu trang trai do Bénh vién Thu y - Khoa
Thu y - Hoc vién Néng nghiép Viét Nam cung cap,
bam ma s6 tai dé theo d6i. Nghién ctiu nay da dugc
phé duyét bai H6i dong chuan y sit dung dong vat
trong nghién ctiu (VNUA-08/2022). Mét ca thé cho
dugc st dung dé lam nguén AD-MSC, 16 ché con lai
dugc tao khuyét tat sun khép; danh gia két qua sau
3 va 6 thang.

2.2. Tao khuyét tdt sun khép trén mé hinh ché

Tién mé bang ATP 100ml (Atropin sulfate
500mcg) liéu Tml/10kg tiém bap. Gdy mé bang tiém
tinh mach Zoletil 50, liéu 0,1mg/kg va XYL-M2 20mg
x 0,15ml/kg. Ché dugc dat nam ngla véi cac chi
dugc danh s6 tu 1 dén 4 tur phai sang trai, trudc ra
sau. Buong rach da dai 2-2,5cm bén canh mép ngoai
cla xuong banh ché (go6i) va gilta phia trén khuyu
déi vai chi trugce. Béc 16 cac khdp (khuyu va géi), tao
cac khuyét sun dang ranh Groove’ bang dinh
Kirschner 1.5 dugc uén cong moét goc 90° cach dau
dinh 0,5mm. MuGi ranh ngang va doc c¢6 dd sau
0,5mm dugc tao ra ma khong lam t6n thuong xuong
bén dudi sun dé dam béo tén thuong chi & 16p sun.
Bay khuyét sun hinh tron tai 16i cau xuong dui® va
nam vdai chi trudc dugc thuc hién bang mai khoan
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duong kinh 3,2mm téc d6 cham dén hét I6p sun
trong ma khéng tén thuong 16p xuong dudi sun,
khéng thdy chady mau tai vi tri tao tén thuong dugc
quan sat bang kinh phau thuat deo tran. Quy trinh
dugc thuc hién giéng nhau ma khéng co6 su kiém
soat truc quan tuyét déi, nhung cac tén thuong
tuong tu nhau da dugc quan sat thay & tat ca cac
sun khdp. Khong phan biét chan phai va chan trai.

2.3. Tiém MSC néi khép

Sau khi déng vét mé, tiém ndi khép dudi hudng
dan cua siéu am. Liéu AD-MSC (2 x 10° té€ bao/khdp),
nudc nudi sinh ly dugc chuan bi trong xilanh giéng
nhau dé tiém mu doi. Thay bang cham séc, theo doi
hau phadu theo tiéu chudn thd y, khang sinh
cephalosporin thé hé 3 (liéu 5mg/kg ngay 1 lan x 5
ngay) va Dexa VMD 100ml (liéu Tml/20kg/ngay 1 lan
x 5 ngay), vitamin K 2% (liéu 2ml/ngay 1 lan x 5
ngay) tiém dudi da. Sau lién vét thuong va cat chi,
ch6 dugc dua trd lai méi trudng nudi ban dau, nham
han ché su tac dong clia yéu t6 méi trudng séng
dén két qua nghién cuu.

2.4.Ddnh gid cdc chi sé sinh tén

Céc ca thé dugc theo dbi cac chi s6 co thé, dang
di va cac biéu hién bénh ly trong 3 thang sau diéu tri.

2.5.Ddnh gid dai thé

Sau 3 thang, cac mau khdp dugc phau tich quan
sat dai thé va lay mau mo lam gidi phau bénh. Danh
gia két qua theo bang diém OARSI, Outterbridge va
ICRS”8,

2.6. Phan tich mé hoc

Cac mau sun dugc thu thap dé danh gia bang
kinh hién vi phan tich mé hoc. Qua trinh phan tich
dugc ap dung theo quy trinh t6i uu da dugc ching
toi thiét 1ap va céng bé trudc dé. St dung diém s6
clia Wakatani, ICRS va O'Driscoll dé danh gia kha
nang phuc héi tén thuong sun.

2.7. Phdn tich théng ké

Két qué dugc biéu thi bang gia tri trung binh +
dd léch chuén. D liéu dugc phan tich va dé thi dugc
tao bang phan mém Prism 9.5 (GraphPad Software
Inc, San Diego, CA, USA). D liéu da dugc kiém tra
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tinh quy pham va dugc xt ly bang phan tich phuang
sai hai chiéu (ANOVA), sau dé la bai kiém tra hau
kiém cla Sidak. Gia tri p nhd hon 0,05 dugc coi la c6
y nghia déi véi tat ca cac phan tich.

Il. KET QUA
3.1. Toan trang déng vit sau diéu tri

Sau m&, cho thuc nghiém déu séng, tinh tao,
phan xa binh thudng, mat m& tu nhién, mach én
dinh va tu tha tét. Trude khi danh gia két qua diéu
tri, dong vat di lai va dn uéng, phat trién binh
thudng. Khéng c6 dau hiéu viém, nhiém trung khaép
hodc dang di bat thuong.

3.2. Két quad quan sdt dai thé

Mé& khdép quan sat cé tinh trang tran dich khép
G 40% s6 mau trong nhém chiing, trong khi khong
c6 tran dich trong nhom diéu tri. Bé mat sun khép
trong nhom diéu tri déu va min, giam hoac khéng
con khuyét sun Groove, ty 1é lap day khuyét sun
bang mo tan sinh cao hon. Trong khi nhém ching
c6 cac vét 16m, loét sau va lan rong, mé tai tao mau
nau, bé mat khéng bang phang (Hinh 1a). Vao thai
diém 6 thang sau diéu tri, su khac biét dac trung vé
mau sac va bé mat clia sun ré rét hon gilta hai nhém.

Post-treatment b

a Pre- treatment

- Piacebo
- sC

- Placebo
- MSC

Hinh 1. (a) Quan sat dai thé cac khiém khuyét sun tron
(tam giac xanh) va khuyét sun dang ranh Groove (tam
giac do) trudc va sau khi diéu tri lan lugt & 3 va 6 thang
danh gia. Diém danh gia theo (b) IRSC va (c) Piém
OARSI Outterbridge dai thé cho MSC va nhém ching
trong 3 thang (n = 56) va 6 thang (n = 8). D{r liéu dugc
bi€u dién dudi dang trung binh + SEM,
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Diém trung binh ctia Stia chita Sun Quéc té (ICRS)
doi v6i nhém diéu tri la 9,5 + 0,6 va 8,7 + 1,2; cla
nhém ching lan luot 1a 4,3 £ 1,5 va 4,6 + 1,7 tai thoi
diém 3 thang va 6 thang (Hinh 1b). Diém dai thé cho
thay sun dugc slfa chita trong nhom diéu tri bang
MSC c6 hinh dang gan nhu binh thudng (d9 11), trong
khi & nhém chiing, mé dugc phan loai la bat thudng
(@6 1Il). Tuong tu, diém Outterbridge theo Hiép hoi
Nghién ctu Viém xuong khép Quéc té (OARSI)® ddi véi
nhém diéu tri la 2,2-2,3 trong khi d6 & nhém chiing la
3,0-3,3 sau 3 va 6 thang (Hinh 1c). Su khac biét cé y
nghia théng ké véi gia tri p<0,0001.

3.3.Ddnh gid mé hoc

Phan tich nhuém HE cho thdy cac mau déu co
bi€u hién su lap day mo trong ca hai lan danh gia
sau 3 va 6 thang. Tuy nhién, trong nhom diéu tri, mé
tan sinh c6 cau truc 16p té bao gidong mo sun lanh
trong khi nhém chiing c6 cau tric mé bat thudng,
dac biét la & viing bé mat (Hinh 2). Su tich hgp tot
véi sun lanh & nhom diéu tri MSC sau 6 thang, cac té
bao mé slta chita cho thay hinh thai cau trdc mé sun
dién hinh, tuong tu nhu cac I16p té bao & vung sun
lanh. Ngugc lai véi nhom ching la su khong tuong
thich véi sun lanh, khong ¢é cdu trac cta sun.

Safranin-O/Fast Green stain

HE stain

Placebo

3 months

MSC

Placebo

6 months

MsC

Hinh 2. M6 bénh hoc: Nhudom HE (anh trai) va nhuém
Safranin-O/Fast Green (anh phai). Hinh anh hién vi
dugc ghi lai duéi do phéng dai 4X va 20X (thanh ty |&
tuong Ung la 500 Pha va 100 Pha). Dau mii tén chi cac
canh clia mé dugc stfa chita. NR: Vung ban dia, RR:
Vung sta chia, IF: VUng giao dién, SB: Xuong dudi sun

Nhudm hod mo Safranin-O cho thdy muc d6 bat
mau dac trung giéng nhau gilta m6 tang sinh trong
nhém MSC va sun lanh cho thdy bi€u hién ham
lugng proteoglycan tuong duong sun hyaline (Hinh
2). Ngugc lai, nhém chiing cho thay su mat di dang
ké hodc hoan toan khéong bat mau nhudém
proteoglycan trong mé stia chira.

Nhing két qua nay cho thay cau trdc mo sia
chla trong nhém AD-MSC thuc su la sun hyaline v&i
ma tran proteoglycan dién hinh, c6 cdu trdc mo
giéng sun tu nhién va sy cai thién cau trac mo tai
tao sun cao hon dugc quan sat thay & 6 thang sau
khi tiém.

Phan loai dua trén 3 hé théng tinh diém mé
hoc cutia ICRS?, O'Driscoll'® va Wakitani'' (Hinh 3). V&i
bang danh gia mé hoc O'Driscoll, c6 tam tiéu chi
bao gém tinh déu dan bé mat, tinh toan ven cdu
trdc, do day, lién két véi sun lan can, hinh thai té
bao, nhuém ma tran, té€ bao va cum té bao sun.
Diém gia tri trung binh cla tat ca cac chi tiéu déu
cao hon & nhom diéu tri so véi nhom ching sau 3 va
6 thang diéu tri (p<0,001).

IRSC score O'Driscoll score Wakitani score
W Placebo 25 o - -

i EMsC

—

6 months 6 months

3 months

6 months 3 months

3 months

Hinh 3. Danh gid mé hoc truc quan dua trén diém sé
ICRS, O'Driscoll va Wakitani & thang thu 3 (n = 56)
va thang thi 6 (n = 8). Dt liéu dugc biéu dién
dudi dang trung binh + SEM,

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

IV.BAN LUAN

Trong nghién cltu nay, ching téi lya chon loai
ché Viét Nam dé nghién clru qua trinh tai tao khuyét
sun & ca khép khuyu va g6i. Do kich thudc, trong
lugng cla choé Viét Nam nhd hon so véi cac gidng
ché & chau Au va Bac My trong cac nghién cuu truée
(kich thudc tén thuong trung binh 4mm), do d6
chung t6i tao tén thuong sun c¢6 dudng kinh 3,2mm.
Viéc khoan dugc thuc hién dé loai bd 16p sun hyaline
va gilt cho xuang dudi sun khéng bi hu hai®. Mé hinh
ranh Groove® cling dugc st dung dé gay ra cac tén
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thuong sun két hop véi cac khuyét tat hinh tron
nham moé hinh hod tinh trang tén thuong sun
thudng gdp trong lam sang trén ngudi. Chung toi
thiét ké nghién ctu gay tén thuong & ca bén chi dé
dam bao khéng cé su khac biét tac dong Ién khap.
Ngoai ra, ching t6i chon ngau nhién hai khép dé
dung gid dugc va hai khép con lai dé tiém MSC
nham triét tiéu nhing sai léch ch quan do co dia va
thoi quen sinh hoat cla tiing ca thé cé thé anh
hudng dén két qua.

Mac du MSC dugc bdo cdo cé tinh sinh mién
dich thap, tuy nhién tinh an toan cta liéu phap diéu
tri MSC con dugc quyét dinh bdi cac yéu to liéu té
bao, dudng can thiép. DGi véi diéu tri tén thuong
sun khép, cac nghién ctu ch yéu thuc hién tiém
noi khép don liéu vdi liéu té€ bao dao déng tu 2x10*
dén 1x10° t€ bao. Trong nghién ctu nay, ching toi
lua chon tiém néi khép don liéu (2x10°t€ bao) ngay
sau khi tao ra tén thuong, dé€ mé hinh héa chan
thuong sun cép tinh sau chan thuong trén lam sang.
Khéng cé tdc dung phu nao dugc ghi nhan, tuong tu
nhu céc nghién ctu trudc day, hé trg thém cho nhan
dinh vé su an toan cuda liéu phap nay'.

Két qua danh gia dai thé khi ma khdp cho thdy
6 nhom dugc diéu tri bang MSC dich khdp trong,
khong co tran dich khép, bé mat mo sun dugc sura
chra phadng va min. Day la bing ching cla qua
trinh sta chlfa thanh céng, ddam bao bé mat khap
tron tru, gidam ma sét trong qua trinh van déng va
tao diéu kién phuc hoi thuan Igi. Mau sac cta mo
stta chita & nhém diéu tri tir trdng duc dén trang
trong, gan giéng vai sun lanh. Két qua tinh diém
téng thé dua trén hé théng tinh diém IRSC va
Outterbridge cho thdy su khac biét dang ké khi so
sanh v&i nhém ching, nhing két qua nay phu hop
VvGi cac nghién cutu trudce day .

Doi véi cac khiém khuyét sun nhé thuong cé
thé tu stia chlta mot cach tu nhién thanh sun
hyaline, trong khi cac khiém khuyét I6n thudng dan
dén su hinh thanh mé xo hodc sun sgi, khac biét vé
mat sinh héa va co sinh hoc vdgi sun hyaline binh
thuong'. D€ danh gia toan dién hon vé mat chuic
nang cad sinh hoc clia moé sun dugc téi tao, két qua
danh gia vi thé ca ching t6i chitng minh rang viéc
nhudém proteoglycan bang Safranin O dac biét ro rét
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& cac mé da dugc stra chita bang AD-MSC, so véi ma
trdn ngoai bao nhudém mau Fast Green thiéu
proteoglycan trong nhém ching. Ngoai ra, cac
thong s6 nhu mat do té bao, cau tric sun, su tich
hgp v6i mé tu nhién va su 6n dinh vé cau tric cua
mo tai tao chi c6 thé dugc danh gia thédng qua danh
gia mo6 hoc. Mét s6 hé théng tinh diém mé hoc da
dugc phat trién va st dung trong nhiéu nghién cuiu
tién lam sang trén dong vat, bao gobm OARSI, ICRS,
Wakitani va O'Driscoll. Trong nghién cdu hién tai,
chung téi da sir dung ca ba hé théng tinh diém mo
hoc va két qua da chiing minh moét cach nhat quan
rang cac nhom dugc diéu tri bang MSC c6 diém s6
cao hon dang ké so véi nhom chiing & ca thoi diém
3 thang va 6 thang.

Mac du nghién ctu clia chung t6i da mang lai
két qua day hia hen nhung van con mot sé han ché
lién quan t&i c&@ mau, thoi gian theo déi danh gia.
Trong nghién ctu nay, c mau theo doi 6 thang
nhom con han ché (n = 8), lam gidm siic manh
théng ké clia phan tich. K&t qua sau 6 thang cho
thay két qua kha quan ca vé sé lugng va chat lugng
sun. M6 tan sinh cé dac tinh ctia sun hyaline tu
nhién. Viéc theo d6i xa hon sau khi tiém c6 thé tét
hon dé kiém tra d6 bén cla sun c6 ngudn goc tu
AD-MSC. Mac du vay thoi gian 12 tuan cing phu
hop véi da s6 cac nghién cdu trudc day dé danh gia
kha nang tao sun, dao dong tir 8 dén 24 tuan. Bén
canh dé, hé théng tinh diém dugc st dung dé danh
gia két qua dua vao danh gia chu quan, co thé thiéu
tinh khach quan va toan dién. Viéc phat trién cac
céng cu danh gia dugc tiéu chudn hoa va toan dién
hon trong tuong lai ¢ thé tang cudng dé tin cdy va
tinh khach quan cuia két qua nghién ctu.

Mac du con nhing han ché ké trén, két qua thu
dugc tu nghién cdu thuc nghiém mu déi c6 nhém
chiing clia ching t6i da cung cap bang chiing manh
mé vé tiém nang cda MSC cé ngudn géc tir mé ma
trong viéc tai tao sun hyaline. Day la co s& dé phat
trién cac ing dung lam sang diéu trj tén thuong sun
bang liéu phap MSC trong thai gian téi.

V. KET LUAN

Theo tim hiéu clia chung t6i, day la nghién ctu
in vivo dau tién ap dung MSC c6 nguén goc tir mod
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ma& dong loai (AD-MSC) dé diéu tri tén thuong sun
khép sau chan thuong trén mé hinh dong vat I6n &
Viét Nam. Két qua cta ching téi cho thay rang tiém
nodi khép MSC c6 ngudn gbc tlr mdé ma an toan va co6
tiém nang tai tao sun hyaline. Day la co s& dé tiép
tuc thuc hién cac nghién ctiu MSC trong cac thua
nghiém lam sang trén ngudi trong tuong lai.
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