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Panh gia hiéu qua huy dong té bao goc tao mau ra mau
ngoai vi ¢ bénh nhan xo gan mat bu do vi rut viéem gan B

Evaluation of mobilized peripheral blood bone marrow stem cells from
patients with decompensated cirrhosis due to hepatitis B virus
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Phan Quéc Hoan, Nguyén Tién Thinh

Tém tat

Muc tiéu: Thwc hién quy trinh va danh gia hiéu qua huy déng té bao gbc tao mau ra mau
ngoai vi sau huy déng G-CSF. Péi tuong va phuong phép: 31 bénh nhan xo gan mét bu do virus
viém gan B (tudi tir 35 - 78 tudi) dwoc dwa vao nghién clru tir thang 6 ndm 2016 dén thang 8 nam
2019. Cac bénh nhan dwoc huy déng bang neupogen liéu 60MIU/ngay tiém dwéi da 2 mii sang
chiéu trong 3 - 5 ngay lién tuc. Sau 3 ngay xét nghiém dém té bao gbc CD34+ mau ngoai vi, tién
hanh thu nhan t& bao CD34+ t&» mau ngoai vi bang hé théng Optia Spectra khi s lwong té bao
CD34 dat it nhat 10 té bao/ul. Panh gia chat lwgng khéi té bao gbc tao ra théng qua sb luong, ty
l& sbng chét cta té bao CD34+. Két qua: Thoi gian trung binh huy dong CD34+ 1a 4,35 ngay,
trong d6 dai nhét la 6 ngay (2 bénh nhan) va ngan nhét 1a 3 ngay (5 bénh nhan). Sé lwong té bao
CD34+ mau ngoai vi sau huy dong la 22,03 té bao/ul, trong d6 gia nhé nhét 1a 10,16 va Ién nhéat
la 76,5 té& bao/ul. Gia tri cutoff 15 té bao/ul sau 4 ngay huy dong dwoc xem la gia tri dw bao thanh
coéng cho liéu CD34+ thu thap dwoc. Liéu té bao CD34+ trung binh truyén cho bénh nhan qua
dwdng can thiép dong mach gan la 1,59x10° té bao/kg. Két ludn: 4 ngay lién tuc huy déng bang
neupogen lidu 60MIU/ngay tiém duéi da sang chiéu dbi véi bénh nhan xo gan mét bu du diéu
kién dé thwc hién thu nhan té bao gbc tao mau tlr mau ngoai vi va dat liéu t& bao géc CD34+/kg
dé diéu tri cho bénh nhan.

Tir khéa: Xo gan mat bu, viém gan virus B, CD34+, Optia Spectra.

Summary

Objective: Collecting mononuclear cell (MNC) containing CD34+ cells in peripheral blood from
patients with HBV-related compensation liver cirhosis after G-CSF imbomilization and evaluating
the quality of bone marrow stem cells in MNC product. Subject and method: 31 patients with
decompensated cirrhosis due to hepatitis B virus (ages 35 - 78) were enrolled in the study from
June 2016 to August 2019. 60MIU neupogen was use twice daily subcutaneous injection in 3-5
days. CD34 plus cells were collected when peripheral CD34+ reaching at least 10 cells/ul. The
quality of the product was determined via the number and viability of CD34+ cells. Result. The
duration for mobilizaion was 4.35 (3 - 6 days). The number of peripheral CD34+ was 22.0 cells/pl
(10.16 - 76.5). The cutoff value of peripheral blood CD34+ at 15 cells/ul possibly predicts to
achieve expecting treatment dose as 10° cells/kg. The CD34+/kg dose was 1.59x10° cells/kg.
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Conclusion: 4-day mobilization using subcutaneous 60MIU Neupogen was efficacy and safety for

collecting CD34+ from peripheral blood.

Keywords: Decompensated cirrhosis, hepatitis B virus, CD34+, MNC, Optia Spectra.

1. Dat van dé

Xo gan la bénh gan khéng thé hdi phuc,
nguyén nhan hang diu do vi rat viém gan B
(HBV) va phuwong phép diéu tri t6i wu nhét 1a
ghép gan nguyén vj tri. Tuy nhién sy thiéu hut
ngay cang tadng gan lanh dé ghép la mét trong
nhirng nguy&n nhan chinh lam gi¢i han wu thé
clia ghép gan. Sy thiéu hut nay cung véi chi phi
cao, diéu tri chdng thai ghép va dac biét Ia ty e
bénh nhan bénh gan giai doan cudi ngay cang
tang ddi hdi nhirng chién lwoc diéu tri méi song
song v&i ghép gan. Ghép té bao gbc tao mau tw
thén 1a mét trong nhirng liéu phap dwoc nhiéu
nhém nghién ctru trén thé gigi tién hanh trong
nhiéu ndm qua. Gordon va cdng sw st dung yéu
td kich thich tao dong bach cau hat (granulocyte
colony stimulating factor, G-CSF) huy déng té
bao gbc tao mau t tly xwong ra mau ngoai Vi,
xt ly va thu gitr khdi té bao MNC giau té bao gbc
tao mau CD34+ va sau do duoc tiém vao tinh
mach clra hodc ddng mach gan. Két qua nghién
cu cho thdy 3 trong sé 5 bénh nhan cai thién
bilirubin huyét thanh trong khi d6 4 bénh nhan
biéu hién tang cé y nghia albumin huyét thanh.
Vé mat 1am sang, khéng quan sat thdy cac bién
chirng [1]. Nhém nghién ctru tai Nhat Ban bao
céo két qua diéu trj 10 bénh nhan xo gan mét bu
bang té bao gbc CD34+ dwoc kich thich va tap
trung b&i 10u/kg/day G-CSF liéu dung 5 ngay.
Két quad nghién ctru cho thdy G-CSF dung nap
tét & tat ca cac bénh nhan, khéng phat hién cac
bién chirng hoac tac dung phu. Sau 24 tuan diéu
tri, ndng dd albumin huyét thanh tang 1én cé y
nghia & nhém dwoc diéu tri bang t& bao gbc
CD34+ v&i lidu trung binh va liéu cao [2].

Tw nhirng nghién cu trén md hinh déng vat
va cac thlr nghiém 1am sang cho thay liéu phap
t& bao gbc tao mau ty than thu thap tr mau
ngoai vi sau huy dong bang G-CSF c6 kha néng
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la 1am cham tién trién xo gan, cai thién chdc
nang gan va kéo dai thoi gian chd dgi ghép gan
trén bénh nhan xo gan méat bu. Tai Viét Nam,
mot sb nghién clru ghép té bao gbc tao mau tw
than trong hd tro diéu tri mot sd ac tinh clha co
quan tao mau, st dung t& bao gbc tao mau trung
mo, té bao gbc tly xwong han gan té chire bi tén
thwong: Thoai hoa khép gbi, suy tim sau nhoi
mau co tim cap, dét qui...

Chung t6i dé tai nay nham muc tiéu: Thuc
hién quy trinh va danh gia hiéu qua huy déng té
bao géc tao méu tw than ttr tdy xwong ra méu
ngoai vi st dung G-CSF.

2. béi twong va phwong phap

2.1. Béi twong

Gom 31 bénh nhan (BN) xo gan giai doan
méat bu do HBV diéu tri tai B&nh vién Trung wong
Quan doi 108 tir thang 6 ndm 2016 dén thang 6
nam 2019 dwogc chon vao nghién clru.

BN dwoc chon vao nghién ctru khi thoa man
tt ca cac tiéu chi sau:

Xo' gan do virus viém gan B, cé diém Child
Pugh < 10 ¢6 tudi tir 35 - 80 tubi.

Bilirubin toan phan < 85umolll.

Dw kién thoi gian sdng thém trén 24 tuan.

BN dbng thuan tham gia nghién ciru, cé kha
nang tw doc hiéu ddng thuan khi tham gia nghién
ctru, dwoc hoi ddng y dirc théng qua.

BN bi loai ra khdi nghién ctru khi cé6 moét
trong cac tiéu chi sau day:

Néng dé creatinin huyét thanh > 150umol/l;
INR > 2,5.

C6 ung thur gan hoac ung thw co quan khac.

Xuat huyét tiéu, hodc viém phuc mac vi
khuén tw phat trong 1 thang gan day.
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Co6 mot trong cac bénh sau: Hoi chirng gan
than, hdi chirng ndo gan, hdi chirng gan phdi, rbi
loan chuyén hoéa nang, réi loan chirc ndng than
nghiém trong, cac bénh dwdng hdé hap, bénh tim
mach va/hodc cac bénh tadm than, cac bénh
nhi&m trung hé théng (bao gdm lao).

2.2. Phwong phap

Thiét ké nghién ctru: Tién clru, mo ta cat
ngang.

Huy déng té bao gbc ra mau ngoai vi: Bang
neupogen (Filgrastim 30MIU) x 2 lo ngay tiém
dwdi da cach 12 gio.

Pém té bao CD34+ méu ngoai vi: Sk dung
hé théng dém dong chay té bao FACS Canto I
va bd kit BD Stem Cell Enumeration sau mii
tiém th(r 7, 9 va 11 it nhat 1 gio. Sé lwong té bao
CD34 mau ngoai vi I&n 10 té bao/ul thi tién hanh
gan tach té bao don nhan MNC chira CD34.

Gan téch khéi té bao MNC: S dung hé
thdng Optia Spectra va bd kit MNC collection-
10110. Xét nghiém thanh phan, sb lwgng va dém
té bao CD34+ tli san pham thu duorc.

3. Két qua

3.1. Bac diém vé tuébi, giéi, chiéu cao, can
nang
31 bénh nhan dwoc lwa chon vao nhém

nghién ctru trong do trong dé 21 bénh nhan nam
(67,74%) va 10 bénh nhan nir (32,26%)

BNam
B Nir

Biéu d6 1. Phan bd giai tinh
Tudi trung binh ctia nhém nghién ctru 13 56,9
tudi, trong dé bénh nhan cé tudi I&n nhat duwoc
ghép té bao gbc ty than la 78 tudi va bé nhat l1a
35 tudi. Trén nhom bénh nhan cla ching t6i
chiéu cao trung binh la 162,68 cm va can nang
trung binh la 58,35 kg.

Bang 1. Mot s6 chi so té bao mau trwéc va sau huy dong & bénh nhan nghién ctru (n = 31)

Nhé nhéat Lén nhat Trung binh SD p
Sé lwgng bach | Trwéce 1,94 10,04 5,10 2,3
0 lurg . 0,000
cau (G/L) Sau 14,48 61,72 29,68 12,47
Sé lwong hdng | Truwdce 3,29 5,6 4,32 0,70
N 0,3
cau (T/L) Sau 3,18 5,60 4,26 0,67
S6 lwong tidu cau | Trwde 28,00 299,00 91,55 59,67
- 0,013
(GIL) Sau 25,00 212,00 80,52 40,95
. Trwdc 25,90 48,90 38,57 5,62
Huyét sac t6 (G/L) 0,6
Sau 28,70 47,60 38,56 5,44
Trwde 13,20 71,00 31,32 10,72
% MNC NA
Sau 7,00 20,50 13,60 3,55

Nhén xét: S6 lwong bach ciu ban dau la 5,10 (G/L) tang lén khoang 5,82 lan dat 29,68 (G/L)
sau khi huy déng bang G-CSF (p<0,0001), trong d6 s6 lwong bach ciu thip nhéat 1a 1,94 (G/L) va cao
nhét Ia 10,04 (G/L). Ngoai ra sw thay déi s6 lwong tiéu cau sau huy dong thap hon cé y nghia théng
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ké so vé&i trwdc huy ddng (p=0,013). Bé&nh nhan cé sbé lwong tiéu cau thap nhat duwoc huy dong la 28
(G/L). Cac théng sb khac sy thay d6i khéng co y nghia thdng ke.

Dé xac dinh mdi lién quan gira cac chi sb té bao mau trwéc va sau huy dong véi sb lwong té bao
CD34+ mau ngoai vi sau huy ddng, ching toi st dung phan tich hdi quy tuyén tinh két qua thé hién &
Bang 2, Bang 3.

Bang 2. Phan tich héi quy tuyén tinh cac chi tiéu huyét hoc
trwéc huy dong véi sé lwong CD34+ sau huy dong

Chi sé Hé s6 chuan hoa Beta t p
. . Trwdc 0,272 1,479 0,147
SO lwgng bach cau
Sau -0,011 -0,047 0,963
Trwédce -0,211 -1,306 0,203
% MNC
Sau 0,015 0,081 0,936
. s s Trwdc 0,367 2,041 0,052
SO lwgng tiéu cau
Sau 0,586 2,821 0,009

Bién phu thudc: Sé lwgng CD34+ sau huy dong

Nhén xét: Chi co chi sb sé lwong tiéu cau sau huy ddng cé méi twong quan hoi
qui tuyén tinh v&i s6 lwong CD34+ sau huy dong véi 1G/L tiéu cau tang thém twong dwong véi tang
thém 0,6 t& bao CD34+/pul (p=0,009). Trong khi d6, bach cau va té bao don nhan MNC sau huy déng
khéng c6 mdi twong quan véi sé lwong té bao CD34+ sau huy dong.

3.3. Két qua huy déng va tdch loc té bao géc CD34+
Sé luong té bao CD34+ va ty 16 té bao sbéng
Bang 3. S6 lwong té bao CD34+ va ty lé té bao séng

STT Ma s6 Bénh | Sélwong | Ti lé TB STT Ma s6 Bénh | S6 lwong Tile TB

nhan TB CD34+ song nhan TB CD34+ song
1 16-NVO1 33,85 98,45 17 18-NV17 10,16 92,25
2 16-NV02 34,01 100,00 18 18-NV18 15,96 94,29
3 17-NVO03 13,08 96,00 19 18-NV19 16,62 94,93
4 17-NV04 23,77 97,01 20 18-NV20 21,68 95,81
5 18-NV05 20,12 98,15 21 18-NV21 11,41 91,60
6 18-NV06 56,31 97,67 22 18-NV22 11,97 96,15
7 18-NVO07 15,77 93,39 23 18-NV23 11,03 96,81
8 18-NV08 20,42 96,18 24 18-NV24 12,02 94,94
9 18-NV09 36,82 98,14 25 18-NV25 13,25 93,48
10 18-NV10 35,6 97,62 26 18-NV26 13,78 96,80
11 18-NV11 18,94 96,62 27 18-NV27 15,23 98,03
12 18-NV12 76,5 97,05 28 18-NV28 21,51 96,50
13 18-NV13 13,93 95,49 29 18-NV29 19,14 97,56
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14 18-NV14 25,56 94,93 30 18-NV30 17,56 96,91
15 18-NV15 14,15 97,79 31 18-NV31 16,33 97,28
16 18-NV16 20,67 97,50

Nhan xét: S6 lwong té bao CD34+ sau huy ddng trung binh & 21,67 t& bao/ul, gia tri nhd nhét |a
10,16 va I&n nhat |a 76,5 t& bao/pl. Tai thoi diém tién hanh gan tach t& bao MNC cé 18 bénh nhan cé
sb lwong t& bao CD34+ tir 10 dén 20 té bao/ul va 13 bénh nhan c6 sb lwong té bao CD34+ I1&n hon
20 té bao/ul vé&i gia tri trung binh 18 14,24 va 32,83 té bao/ul. Ty lé sbng cua té bao trong khdi MNC
giao déng tlr 91 dén 100%, trong d6 dai da s6 la trén 95%.

Thoi gian huy déng té bao CD34+

Bang 4. Théi gian tién hanh huy déng G-CSF

Th&i gian huy déng (ngay)

Trung 3 ngay ’ 4 ngay ' 5 ngay ' 6 ngay ’
binh Trung So Trung So Trung So Trung So
binh | lwong | binh lwong binh lwong binh lwong
S6 lwong
S;Zi‘";ima“ 453 | 3763 | 5 | 2087 | 13 | 1810 | 11 | 1225 | 2
(té bao/pl)

Nhén xét: Thoi gian huy déng trung binh la 4,35 ngay trong d6 ngan ngan nhat 1a 3 ngay va
dai nhat la 6 ngay, cu thé c6 5 bénh nhan huy dong trong 3 ngay, 13 bénh nhan 4 ngay, 11 bénh
nhan 5 ngay va 2 bénh nhan 6 ngay.

Liéu té bao CD34+/kg duoc truyén cho bénh nhéan

Béng 5. Liéu té bao CD34+/kg dwoc chuyén cho bénh nhan

STT M sé bénh nhan CD34+/kg
1 16-NVO1 1,30E+06
2 16-NV02 1,29E+06
3 17-NVO03 1,40E+06
4 17-NV04 2,34E+06
5 18-NV05 1,27E+06
6 18-NV06 1,04E+06
7 18-NVO7 1,59E+06
8 18-NV08 1,66E+06
9 18-NV09 6,74E+06
10 18-NV10 2,31E+06
11 18-NV11 1,01E+06
12 18-NV12 2,67E+06
13 18-NV13 1,03E+06

STT Ma sé bénh nhan CD34+/kg
17 18-NV17 8,57E+05
18 18-NV18 2,03E+06
19 18-NV19 1,28E+06
20 18-NV20 1,06E+06
21 18-NV21 7,20E+05
22 18-NVv22 1,07E+06
23 18-NV23 1,04E+06
24 18-NV24 1,02E+06
25 18-NV25 1,13E+06
26 18-NV26 1,92E+06
27 18-NV27 9,33E+05
28 18-NV28 1,44E+06
29 18-NV29 1,04E+06
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14 18-NV14 3,40E+06
15 18-NV15 1,55E+06
16 18-NV16 1,17E+06

30
31

18-NV30
18-NV31

1,05E+06
1,00E+06

Nhén xét: 31 bénh nhan dwoc tién hanh huy dong bang G-CSF tir 3 dén 6 ngay, két qua cho thay
liéu t& bao CD34+ trung binh dat 1,59 x 10° t& bao/kg, trong d6 cé 9 bénh nhan c6 liéu trén mirc lidu
trung binh va cé 3 bé&nh nhan co liéu dwdi 10° té bao/kg.

Méi quan hé mét sé chi tiéu sau huy déng va liéu CD34+/kg & khéi té bao gbc sdn phdm

DPé& xem xét mbi quan hé cac chi tieu huyét hoc sau huy dong véi liéu CD34+ truyén cho bénh
nhan khi can thiép theo dwérng ddng mach gan ching t6i st dung thuat toan hoi qui tuyén tinh, két

qua phan tich thé hién & Bang 6.

Bang 6. Phan tich héi qui tuyén tinh cac chi tiéu huyét hoc
sau huy dong va liéu té bao CD34+/kg thu nhan dwoc

Hé s6 chuan hoa Beta t p
Bach cau -0,16 -0,77 0,45
% MNC 0,47 2,83 0,01
CD34+ sau huy dong 0,59 3,43 0,00

Nhan xét: Bang 6 cho thay sb lwong CD34+
va % MNC sau huy dong c6 méi lién quan véi
lidu t& bao CD34+/kg & khdi t& bao gbc san
pham voi p Ian lwot 1a <0,001 va =0,01.

4. Ban luan

Trong nghién clru cua chung t6i 31 bénh
nhan dwoc thu thap dwoc vao nhédm nghién ciru,
ty & nam ni la 21 nam/10 ni, ty 1€ nay ciling
twong ty nhw trong nghién clru ctia Deng Q va
cdng sw la 20/13 [3]. Nghién ctru cia Nakamura
va cong sy bao cdo sd lwong bach cau mau
ngoai vi ban dau la 3,45 (G/L) sau 4 ngay dat gia
tri cao nhét trung binh la 31,52 (G/L) [2]. Trong
nghién ctru nay, sé lvong bach cau trudc va sau
huy déng lan lwot 1a 5,1 va 29,68 (G/L). Chi sb
bach cAu mau ngoai vi dwoc nhiéu tac gid nghién
clu dé dwa ra gia tri cut-off cho két thuc qua
trinh huy déng bdng G-CSF, tuy nhién két qua
cho thay né khéng co gia tri tién lwong cho thuc
hién gan tach té bao gbc CD34+. Trong nghién
ctu cla chung t6i cling cho thiy chi sb bach cau
khéng c6 méi lién quan véi sé lwgng CD34+ sau
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huy déng véi p>0,05. D& huy dong té bao gbc
CD34+ tr ty xwong ra mau ngoai vi, hau hét
cac trung tdm gan tach va thu thap CD34+ s
dung G-CSF trong 5 ngay lién tuc va sau dé tién
hanh gan tach do hiéu qua huy déng dat dinh
ctia G-CSF don tri liéu 1a & ngay ther 5 [4], [5]. S6
lwong t& bao CD34+ sau huy dong dwoc nhiéu
tac gia xem la mot chi tiéu dé dw bao qua trinh huy
déng thanh céng tire dat liéu muc tiéu déi véi tirng
liéu phap diéu tri. Newell va cong sw trong nghién
ctru clia minh trén ngudi hién t& bao gbc khang
dinh sau 4 ngay huy déng la thoi gian téi wu cho
gan tach t& bao gbéc CD 34+ va ngudng CD34 cut
off dat 15 té bao 14 tbi wu cho phac d6 huy dong
[6].

Trong nghién ctru clia chung t6i cé 2 bénh
nhan (bénh nhan sé 2 va sb 4) sb lwong té bao
CD34+ sau khi huy déng ngay 4 va ngay 5 lan
lwot la 39,07; 26,18 va 34,01 va 23,77. Nhw vay,
sau khi dat dinh sb lvong té bao CD34+ mau
ngoai vi sé gidm xudéng mac du van dang trong
phac dé huy déng bang G-CSF. Do dé, dbi voi
cac bénh nhan vé sau khi sb lvong té bao
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CD34+ sau huy déng ngay 4 dat trén 15 té
bao/ul, thi ching tdi tién hanh gan tach ngay sau
khi tiém thém 1 mai G-CSF vao sang ngay th& 5
cua qua trinh huy déng.

Thu thap t& bao CD34+ trén 31 bénh nhan
xo' gan mét bu, két qua sb lwong té bao CD34+
thu nhan dwoc & khdi té bao gbc san phadm so
v&i kg can nang ctia bénh nhan la 1,59 x 10° té
bao/kg v&i ty & t& bao sbng 14 96,3%. Lemos va
cbng sy thyc hién gan tach va thu thap té& bao
gbc CD34+ trén 34 bénh nhan cho két qua twong
tw vé&i liéu trung binh dat 1,4 x 10° t& bao/kg [6].
Phan tich méi quan hé cac chi sé té bao mau sau
huy dong véi lidu CD34+/kg & khéi t& bao gbc
san pham cho thdy sb lwvgng CD34+ sau huy
dong c6 mbdi quan hé chat ché véi liéu
CD34+/kg. Két qua nghién ciru clha chung toi
cing phu hop vé&i bao cdo clia nhidu tac gid nhw
Gambell va cdng su khang dinh sb lwong CD34+
mau ngoai vi 1a yéu tb dw bao cé y nghia cho san
phdm CD34+ thu nhan dwoc hay chinh la liéu
CD34+/kg va ciing la yéu t6 quyét dinh cho phéac
dd huy ddéng CD34+ tlr tiy xwong ra mau ngoai
vi [7].

5. Két luan

T cac két qua trén chang tdi dwa ra qui
trinh ti wu cho huy déng G-CSF nhw sau: Si
dung G-CSF ngay 2 lan sang chiéu sau an, dém
sb lwong CD34+ sau khi tiém lan thir 9 it nhét |a
1 gi& néu sb lwong I6n hon 15 té bao/ul thi tién
hanh gan tach t& bao CD34+ bdng hé théng
Optia Spectra. Néu sé lwong it hon 15 té bao/yl,
thi tiép tuc tiém neupogen lan thr 10 va 11 va
tién hanh dém sé lwong té CD34+ sau it nhat 1
gio, dém sb lwong té bao CD34+ néu I&n hon 10
té bao/pl thi tién hanh gan loc té bao CD34+, néu
khong dat 10 té bao/ul thi khéng tién hanh gan
tach CD34+ tir mau ngoai vi.
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