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Panh gia hiéu qua lam giau té bao goc tao mau bing chon
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Tom tat

Muc tiéu: Banh gia hiéu qua lam giau té bao géc tao mau bang chon loc té bao CD34+ c6 trong khoi
té bao don nhan (MNC) dugc thu thap tir mau ngoai vi sau diéu tri huy déng. Déi tugng va phuong phdp:
B&n khéi MNC dugc thu thap ti 4 bénh nhan co chi dinh ghép té bao géc tao mau. S dung hat bead
gén khang thé CD34 trén hé thdng CliniMACS Plus dé chon loc cac té bao CD34+ khoi khéi MNC. Két qua:
Hiéu xuat thu hoi té bao CD34+ trung binh dat 72,17%, hiéu xuat loai bé cac té bao lympho T, lympho B
va té bao NK dat 99,9%. Két ludn: Chon loc CD34+ cung cap giai phap gitp téi uu hoa liéu phap ghép té
bao g6c tao mau théng qua qua trinh lam giau té bao g6c tao mau va loai bé t6i da cac thanh phan té
bao mau truéng thanh.

Tirkhéa: T€ bao gbc¢ tao mau, chon loc CD34+, hé théng CliniMACS.

Summary

Objective: Hematopoietic stem cell enrichment by selecting CD34+ cells from mononuclear cells
(MNQ) collected using an apheresis machine after mobilization therapy. Subjects and methods: Four
hematopoietic stem cell (HSC) harvest apheresis units were collected from four patients who were
candidates for hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). Enrichment of HSC by using microbeads
directly conjugated to CD34 antibodies for magnetic labeling of CD34-expressing cells from the harvest
apheresis on the CliniMACS Plus system. Results: The recovery efficiency of CD34+cell was 72.17%, and
the removal efficiency of T lymphocytes, B lymphocytes, and NK cells was 99.9%. Conclusion:
Immunomagnetic CD34+ cell selection CD34+ provides a promising solution to optimize HSCT by
CD34+ cell enrichment in harvest apheresis
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1. DAT VAN BE

Hién nay ghép té bao géc tao mau (HSCT) la liéu
phap diéu tri té bao goc duy nhat dugc Cuc Quan ly
Thuc phdm va Dugc phdm Hoa Ky (FDA) chap thuan.
Liéu phap nay da dugc dua vao cac huéng dan cua
cac t6 chuc y té thé gidi dé diéu tri cho bénh nhan
mac bénh mau &c tinh. Cac thir nghiém lam sang
cling cho thdy HSCT mang lai hiéu qua cai thién lam
sang dang ghi nhan trén cac bénh nhan ty mién nhu
bénh lupus ban d6 hé théng, xo cing rai rac (MS),
nhugc ca (MN)... Theo héi Ghép té bao mau va tuy
cla chau Au (European Society for Blood and
Marrow Transplantation - EBMT) cé hon 40.000 ca
HSCT dugc thuc hién hang nam tai chau Au '. Trong
khéi té bao thu dugc tir cdc nguén tdy xuong, mau
cudng rén hay mau ngoai vi sau huy dong, ty 1é té
bao CD34(+) von dugc biét dén la té bao gbc tao
mau lai chiém mot ty 1& vo cung khiém ton tur 0,2 -
3,5% trén téng s6 té bao thu thap dugc [2], phan
I6n con lai la nhiing té bao mau trudng thanh duong
tinh véi CD45(+) nhu: bach cau hat, monocyte, cac
té bao dong lympho nhu té bao T ho trg (CD4+), té
bao T doc (CD8+), té bao B, té bao diét tu nhién (NK),
té bao duéi gai, ... Su ton tai mét lugng qua I6n cac
té bao mau trudng thanh la mét trong nhimng
nguyén nhan gay ra tinh trang tai phat trong ghép
tu than va manh ghép chéng chi trong ghép dong
loai®. Ngoai ra, thé tich bao quan cta khoi té bao
chua qua xu ly cling rat I6n, diéu d6 c6 nghia la
bénh nhan sé phai nhan moét lugng I6n hoa chat bao
quan, thudng la DMSO, lam ra tdng nguy co cla cac
phan Ung bat lgi cho bénh nhan trong va sau khi
ghép té€ bao g6c tao mau *.

Nhing gidi phap cong nghé hién dai ngay nay
da cho phép lya chon cac thanh phan ciing nhu ty Ié
cac loai té€ bao cé trong khoi té bao gbc tao mau
nhdm t6i uu hda cho tiing muc dich diéu tri khac
nhau. M6t trong nhitng cong nghé do la lam giau té
bao CD34+ (CD34+ enrichment) trong khéi té bao
gdc tao mau thu thap ti mau ngoai vi sau huy dong.
Lgi dung hai “ddu an” bé mat dac trung clia té bao
g6c tao mau la CD34 va CD133 °, céng nghé MACS
(Magnetic-Activated Cell Sorting) st dung cac hat tu
MicroBeads c6 géan cac khang thé gan dac hiéu vai
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cac dau an bé mat cda té bao géc tao mau, nho dé
tach quan thé nay ra khoi khéi té€ bao con lai. Céng
nghé MACS, da dugc Cuc Quan ly Thuc pham va
Dugc pham Hoa Ky (FDA) phé duyét, dugc st dung
dé chon loc céc té bao gbc tao mau, déng thai loai
bbé Mot cach thu dong cac té€ bao lympho T cé thé
gdy ra bénh manh ghép chéng chd (GvHD - Graft
versus Host Disease). V&i cong nghé nay ty 1é CD34+
trén tong s6 CD45+ tU 2-3% tang lén t&i 90-99%
trong khdi té bao ghép nhd dé giam thé tich khéi té
bao can truyén, giam téi da cac té€ bao khéng co |oi
nhung van dam bao liéu té bao CD34+ can thiét.

Tuy nhién, danh gia chat lugng va hiéu qua lam
giau té bao gdc tao mau sau khi chon loc té& bao
CD34+ van can dugc nghién ctu ky ludng nham xac
dinh tinh kha thi va cai tién quy trinh trong béi canh
thuc tién 1am sang. Diéu nay doi hoi sy danh gia
khong chi vé ty 1& thu hoi t& bao CD34+, ma con vé
kha nang loai bd cac té bao mién dich khong mong
muén cing nhu dam bao do6 vé khuan cua ché
pham té bao sau khi chon loc. Vi vay, ching téi thuc
hién nghién clu nay véi muc tiéu: Bdnh gid chdt
lugng khdéi té bao géc tao mdu giau CD34+ trén hé
théng CliniMACS Plus tai Bénh vién Trung uong Qudn
dsi 108.

1. pOI TUQNG VA PHUONG PHAP
2.1.Déi tuong

4 don vi té bao don nhan mau ngoai vi dugc thu
thap tir 4 bénh nhan mac bénh tu mién (2 bénh
nhan Lupus va 2 bénh nhan nhugc cad) cé chi dinh
ghép té bao goc tao mau tu than tai bénh vién
Trung uong Quan do6i 108 tu thang 03/2021 dén
thang 04/2022.

2.2. Phuong phdp

Thiét ké: M6 ta hoi clu - cat ngang.

Quy trinh tién hanh nghién ctu: Cac khoi té bao
don nhan (MNC) thu thap bang hé théng tach té
bao tu dong Optia dugc ldy mau danh gia cac chi s6
truéc chon loc. Sau dé, cac khoi té bao nay dugc
thuc hién chon loc té bao CD34+ trén hé théng
CliniMACS Plus va ldy mau sau chon loc dé€ danh gia,
phan tich va so sanh véi két qua trudc chon loc
nham danh gia hiéu qua ctia phuong phap.
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Nguyén ly chon loc CD34+ bdng hé théng
CliniMACS Plus dua trén céng nghé tach té bao
bang tu trudng (magnetic cell separation). Quy trinh
hoat ddng gom 3 budc, budc dau tién la gan khang
thé, U mau vdi cac hat ti tinh dugc pht khang thé
dac hiéu v6i CD34+, gilip nhan dién va gan cac hat
tu lén bé mat té bao CD34+ trong mau. Budc thur hai
la tao tU trudng, mau da G khang thé dugc dua qua
cot tach co tir trudng manh, gil lai cac té bao CD34+
trong c6t, trong khi cac té bao khéng gan hat tu
dugc loai bd. Budc cudi cuing la rifa va thu té bao, té
bao CD34+ dugc rdia sach va thu thap bang cach
ngat dién trudng, san pham thu dugc dadm bao do
tinh khiét cao dé st dung trong lam sang.

2.3. Cdc chi sé nghién ciu

Thé tich mau
S6 lugng bach cau (WBC), cong thic bach cau,
s6 lugng héng cau (RBC), s6 lugng tiéu cau (PLT)

Ill. KET QUA

S6 lugng CD45+, s6 lugng CD34+, ty |é CD34+
song, ty 1&é CD34+/CD45+, ty & thu héi té bao CD34+.

D6 tinh khiét ctia khéi té€ bao (Hiéu xuat loai bd
cac loai té bao khac)

2.4. Thiét bj st dung trong nghién ciu

Qua trinh chon loc CD34+ dugc thuc hién trén
hé théng CliniMACS Plus (Miltenyi Biotec, Duc) su
dung bé kit CD34 Enrichment.

Dénh gia cac chi s6 mau ngoai vi thuc hién trén
hé théng phan tich té€ bao mau tu déng Advia 2120i
(Seimens, Buc).

Déanh giad cac chi s6 CD34, té bao lympho T,
lympho B, NK bang hé théng Flow cytometry FACS
Canto Il (BD, Hoa Ky).

2.5. Thu thép va xir ly sé liéu

Cac s6 liéu nghién ctu dugc thu thap va xa ly
bang phan mém SPSS version 22.

Bang 1. Mét s6 chi s6 té bao mau trudc va sau chon loc

Chisé Truéc chon loc (n=4) Sau chon loc (n=4) p
Thé tich (mL) 258 £71,66 63 + 24,24 <0,05
S6 lugng bach cau (G/L) 99,18 £47,77 7,3+2,22 <0,05
Ty 1& neutrophil (%) 72,35+ 11,57 3,23 +1,01 <0,05
Ty & lymphocyte (%) 8,95+ 6,13 89,15 + 2,38 <0,01
Ty 1&é monocyte (%) 10,53+ 7,48 1,60+0,7 >0,05
S6 lugng hong cau (T/L) 0,31+£0,08 0,15+0,02 <0,05
S6 lugng ti€u cau (G/L) 761,25 £ 136,56 17,0+17,27 <0,05

Bang s6 liéu trén cho thay su thay ddi rd rét cia mot s6 chi s6 té bao mau trudc va sau qua trinh chon
loc té€ bao gbc tao méau CD34+ bang hé théng CliniMACS Plus. Hau hét cac chi s6 nhu thé tich, s6 lugng héng
cau, bach cau, tiéu cau déu gidm dang ké (p<0,05) cho thay hé théng da loai bd hiéu qua cac thanh phan té

bao mau khéng can thiét.

Bang 2. Mét s6 dac diém marker bé mat truéc va sau chon loc

Chisé Trudéc chon loc (n = 4) Sau chonloc (n=4) P
S6 lugng té bao CD45+ (G/L) 107,78 £ 57,64 6,95+ 2,72 <0,05
S6 lugng té bao CD34+ (t€ bao/ ul) 3039,81 + 2628,77 6746,14 £ 2746,9 <0,05
CD34+ Viable (%) 99,18+ 0,34 98,30+ 0,93 >0,05
Ty 1é CD34+/CDA45 (%) 2,84+2,62 96,66 + 1,7 <0,01
Ty 1é thu h6i CD34+ (%) 72,17 £ 14,24
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Ty lé s6ng cla té bao CD34+ (CD34+ Viable) duy tri & muc cao ca trudc va sau chon loc, véi khéng co sy
khac biét dang ké (p > 0,05), ddm bao chat lugng té€ bao sau qua trinh chon loc. Ty 1& CD34+/CD45 tang
manh tlr 2,84% trudc chon loc [én 96,66% sau chon loc (p < 0,01). Ty lé thu hoi té bao CD34+ trung binh la
72,17%, phan anh kha nang thu héi té bao t6t ctia hé théng CliniMACS Plus.

3
£
Co#sPas| - ; Vibk
N’
Lynphs
s FIT
Trudc chon loc
|
CD4sPos| S Vibk
Lmphs

Sau chon loc

Hinh 1. Két qua xét nghiém s6 lugng té bao CD34+ thuc hién may FACS Canto Il trudc va sau chon loc CD34+.

Bang 3. Hiéu suat loai bé cac té bao khéng mong muén

Chisé Truécchonloc(n=4) | Sauchonloc(n=4) | Hiéu suat loai bé (%)

S6 lugng té bao Lympho T

v 326815,99 +£ 131058,48 8,29 £ 5,66 99,99
(té bao/pL)
S6 lugng té bao Lympho B

s 30564,01 + 14810,96 12,71 £12,63 99,95
(té bao/pL)
S6 lugng té bao NK (té bao/uL) 8434,38 +£5781,21 0,47 £0,36 99,99

Hiéu suat loai bd cac té bao mién dich (Lympho T, Lympho B, va NK) trén hé théng CliniMACS Plus déu
dat >99,9%, dam bao khéi té bao géc thu dugc giau CD34+ va an toan cho viéc cay ghép.

Bang 4. Panh gia dé vé khuan ctia ché pham sau chon loc

Chisé Duong tinh (n=4) Am tinh (n=4)
Vi khuan hiéu khi (%) 0 100
Vi khuan ki khi (%) 0 100
Vinam (%) 0 100
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Ché phdm sau chon loc dat d6 vé khuan hoan
toan, ddm bao an toan cho viéc truyén té bao goc
cho bénh nhan ma khéng lo ngai vé nguy cg nhiém
khuan hay nam.

IV. BAN LUAN

Ty |é thu héi trung binh cta té bao CD34+ sau
chon loc clia chung téi la 72,17%, tuong tu so véi
cac nghién clu trudc day vé st dung hé thong
CliniMACS. Schumm va cong su da bao cao vé viéc
phan 1ap thanh céng cac té bao CD34+ ngoai vi tu
than va déng loai c6 d6 tinh khiét cao bang thiét bi
CliniMACS ©. Téng céng c6 71 lan chon loc da dugc
thuc hién véi ty 1é thu hoi trung binh cta té bao
CD34+ dat 71% va ty lé té bao CD34+ chiém 97%
téng s6 té€ bao trong khéi ghép sau xu ly. Trong mét
nghién cdu khac, McNiece va cdng su cling thuc
hién nghién ctu so sanh chon loc CD34+ trén 2 hé
théng khac nhau trong d6 c6 hé thong CliniMACS.
Két qua cho thdy ty 1é té bao CD34+ va ty & thu héi
lan luot la 54% va 80% ’. Olivia Caunday Rigot va
cOng su da danh gia tac déng cua viéc bdo quan qua
dém déi véi kha nang thu héi, kha nang séng va vé
tring cua té bao trudc khi x{ ly, cing nhu danh gia
kha nang thu héi té bao CD34+ trong san pham cudi
cung. Két qua thu dugc tat ca cac xét nghiém danh
gid nhiém khudn déu am tinh, ty lé t€ bao CD34+ la
98,5% °. Hé théng CliniMACS Plus da chiing té hiéu
qua trong viéc loai bo cac té bao mién dich nhu té
bao T, B va NK véi hiéu suat trén 99,9%. Diéu nay
dac biét quan trong trong cac quy trinh ghép té
bao géc tao mau dé giam nguy co GvHD d6i véi
ghép déng loai va han ché bénh ton du t6i thiéu
(MRD) d6i véi ghép tu than. Viéc ddm bao ty lé
sOng cua té bao CD34+ & muc cao (> 98%) va muc
v khudn tuyét déi sau quy trinh chon loc ciing la
mot thanh céng 16n. Két qua nay khong chi phan
anh kha nang chon loc chinh xac ctia hé théng ma
con dadm bao an toan sinh hoc cho ngudi bénh khi
st dung khéi t€ bao dé ghép. Day la yéu t6 quan
trong dé t6i uu hoa két qua diéu tri va dam bao su
an toan dai han cho bénh nhan.

Tuy nhién v&i cong nghé CD34+ enrichment,
viéc loai bd gan nhu hoan toan cac thanh phan té

bao khac nhu té bao T nhg, té bao NK, té bao duoi
gai khién cho bénh nhan hoan toan mat di kha nang
tu vé clia ban than trudc nguy cg nhiém trung sau
ghép. Hién nay su that bai cla ghép té bao goc
khéng chi dén tir nguy cd GvHD ma mot phan
khéng nho dén ti tinh trang nhiém trung toan than
°. Cong nghé Active T cell depletion nhu mét su bé
sung cho cong nghé CD34+ enrichment bai n6 giup
loai bo té bao T dang hoat déng nhd Hé thong
CliniMACS® TCRa/B. Coéng nghé nay giup loai bo cac
té€ bao chiu trach nhiém phat trién manh ghép
chéng chi nhém té bao TCRa/ B+ '°, trong khi d6
van gi(r lai t& bao TCRy/&+ va té bao NK c6 tac dung
ho trg moc ghép va gitp chéng lai nhiém trung. Do
do su két hop gilra CD34+ enrichment va Active T
cell depletion gilp tao ra cac san pham té bao géc
tao mau da dang hon phuc vu cho nhiéu muc dich
diéu tri hon dac biét hudng téi cac bénh ly lién quan
t&i hé mién dich.

V. KET LUAN

Mac du sé lugng mau con han ché (n = 4), tuy
nhién két qua nghién ctiu cho thdy t6i uu hoa thanh
phan té bao théng qua ky thuat chon loc té bao
CD34+ trén hé thong CliniMACS Plus tao ra khoi té
bao géc tao mau véi nhiéu uu diém vugt trdi nhu
tang ty 1& quan thé té€ bao gbc tao mau, giam thiéu
cac té bao mién dich khéng mong muén va gidm
thé tich khéi sdn pham khi ghép. Khéng nhing thé,
cac san phadm sau chon loc hoan toan vé khuan dam
bao an toan va gilt dugc chat lugng té bao cao. Diéu
nay md ra nhiéu co hodi cho cac nghién clu va Ung
dung ldm sang trong diéu tri cac bénh ly lién quan
dén té bao gbc tao mau. Cac két qua nay co thé 1a
nén tang cho cac nghién ctu tiép theo nham to6i uu
hda quy trinh chon loc va cdi thién cadc phuong phéap
diéu tri lién quan dén té bao goc tao mau sau nay.
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