Chuyén giao cong nghé N

Gidi thiéu két qua nghién ctu |

Tiém niing &ng dung keo fibrin tu than

trong y hoc

Nghién ctu ing dung keo fibrin

Trén thé gidi

Viéc st dung keo fibrin trong lam sang dé cai thién lam
lanh vét thuong lan dau tién dugc bdo cdo vao nam
1909 bai Bergel. Nhitng nghién ctu sau d6 da st dung
gac véi tham vai fibrin dé cdm mau & cac mé mém. Tuy
nhién, phai dén nam 1938, khi cong nghé tach protein da
dugc phat trién va thrombin tinh khiét dugc san xuat va
thuong mai héa thi linh vuc nay maéi bat dau phat trién.
Su két hop clia thrombin va fibrinogen dé tao ra keo
fibrin 1an dau tién duoc st dung vao nam 1944 dé hé trg
kha nang két dinh manh ghép da trén nhiing ngudi linh
véi vét thuong bong nang.

Tuy nhién, sau d6 cé mét s6 nguy co doi vdi viéc st dung
fibrinogen tir ngudi vi cé kha nang la mét ngudn truyén
bénh (nhu viém gan siéu vi, siéu vi B ...) va nhiéu ngudi
trong s6 cac bénh nhan dugc diéu tri bang keo fibrin da
bi nhiém bénh. Ngoai ra, chat lugng gan két clia cac ché
pham fibrin nay tuong doi kém, nguyén nhan la do nong
d6 fibrinogen trong keo thap. Do d96, trudc khi cac ky
thuat dung dé bat hoat hodc loai bé virus cé trong mau
keo c6 hiéu qud, giéi nghién ctru chuyén sang st dung
mau keo fibrin c6 nguén goc t dong vat, thrombin tu
bo dugc st dung dé lam gidm nguy ca lay truyén bénh tu
ngudi sang ngudi.

Viéc st dung thrombin cé nguén goc tir dong vat (bo) lai
lam xudt hién cadc méi nguy co méi, do la cac rdi ro nhu
hién tugng dong mau do su gia tang cla thrombin va cac
nguy cc vé lay truyén bénh cé ngudn géc tur déng vat.
Nhu vay, trong giai doan dau cua su phat trién, két qua
ma keo fibrin mang lai chua xiing tdm mong dgi so véi
nhiing nguy co va rdi ro ma chiing mang lai. Vi thé, & giai
doan nay cac nghién ctiu vé keo fibrin trén thé gisi (ké
c& & My) da tién trién rat cham hodc tham chi la ding lai.

Sau khi da c6 nhiing buéc cdi thién dang ké vé cac
phuang phap thu nhan va san xuat keo, loai keo fibrin
thuong mai dau tién da dugc dua ra thi trudng tai chau
Au vao ndm 1982. K& tu thoi diém d6, cac bac si phau
thuat & chau Au da cé nhiéu kinh nghiém trong viéc s
dung cac loai keo fibrin trén mot loat cac ing dung lam
sang. Tuy nhién, Cuc Quan ly Thuc phdm va Dugc pham
(The Food and Drug Administration - FDA) cGla Hoa Ky da
khéng phé duyét cap phép cho céc sdn pham keo nay vi
¢ nguy cd cao lién quan dén bénh viém gan lay lan qua
huyét tuong, do ky thuat thu nhan fibrinogen tir nhiéu
ngudi dé st dung trong san xuét keo.

STINFO SO 10 - 2016

<> HUYNH DUY THAO va céng su
B6 mon M6 - Phoi, Truang Pai hoc Y khoa Pham Ngoc Thach

Do nhu cau cap thiét tao ra loai keo fibrin vugt qua dugc
nhling rao can trén, cac bac si phau thuat My da tién hanh
nghién ctu va san xuat cac loai keo fibrin ti chinh bénh
nhan cla ho (keo fibrin tu than) hoac cac loai keo dugc thu
nhan ti mau cé nguén géc ti cac ngan hang mau.

Theo s6 liéu nam 2013, trén thi trudng xuat hién moét sé
loai keo dugc st dung khé phd bién nhu: Tisseel (Human
pooled plasma fibrinogen and thrombin) cia Baxter Inc,
Evicel (Human pooled plasma fibrinogen and thrombin)
cua Ethicon Inc. (Johnson & Johnson Co). Pay la hai loai
keo thuong mai dugc san xudt tir nguén huyét tuong
dong loai ti nhiéu ngudn mau khac nhau. Bén canh
d96, cac loai keo fibrin tu than cling c6 mot s san pham
dugc st dung réng rai nhu: Vitagel (Autologous plasma
fibrinogen and thrombin) cia Orthovita Inc. va Cryoseal
System (Autologous plasma fibrinogen and thrombin)
clia ThermoGenesis Corp.

Keo fibrin tu than (nhu Vivostat® va CryoSea®) dugc tao
ra ti phuong phap tda lanh hién tai dugc chap nhan su
dung réng rai tai My. Keo fibrin nay dugc thu nhan ti chinh
mau clia ngudi bénh théng qua moét s6 phuong phap
khac nhau nhu tda lanh s&t dung dung dich ammonium
sulfate, tda lanh bang ethanol va tda lanh bang ethylene
glycol. Hién tai phuong phap tla lanh dugc sir dung rat
phé bién cho cac loai keo tu than.

Uu diém chinh cta keo tu than dugc phat trién rdng rai tai
thi trudng My 1a do gidm thiéu téi da cac nguy ca truyén
virus, cac phan ung di ing dan dén xuat huyét nghiém
trong khi so sanh véi cac loai keo dugc san xuat thuong
mai c6 ngudn géc tl mau déng loai hoac lién quan dén
cac yéu t6 cé ngudn géc tir déng vat. Ngoai ra, keo tu
than con dugc chiing minh cé thé dap ng hiéu qua nhu
cac sadn phdm thuong mai trong cac Uing dung lam sang
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nhu cac trudng hop dan mé trén thé tich nhd hodc cam
mau véi ap luc mau thap.

Hién tai, mdt s6 quy trinh bién d&i dang dugc phat trién dé
cdi thién cac tinh chat co hoc cla keo nhu d6 dan héi, dé
bén kéo cla cac ché pham keo tu than théng qua mét s6
phuong phap nhu két hgp st dung cac chat chéng déng,
kiém soat t6t hon cac diéu kién bao quan huyét tuong,
hodc cac phuong phép tua va ly tdm thu nhan fibrinogen.

Tinh hinh nghién ctru tai Viét Nam

Mac du viéc nghién ctu va ting dung keo fibrin dién ra
trén thé gidi tu rat sém (1910) nhung cho dén nay & Viét
Nam chua cé hoac chua thdy cac cong b6 hodc bao cao
nao co lién quan dén viéc nghién ctu va ché tao cac loai
keo fibrin dé ting dung trong y hoc.

Nam 2012, trén Tap chi Y hoc TP.HCM dang tai két qua
nghién ctu danh gia hiéu qua clia keo fibrin trong diéu tri
mong nguyén phat. Nghién cltu thyc hién trén 60 bénh
nhan, trong d6 ¢6 30 bénh nhan dugc st dung keo fibrin
thuong mai (Tisseel) d€ lam chat dan dinh thay thé chi
khau. Két qua nghién clu cho thdy keo fibrin dugc s
dung trong phau thuat méng nguyén phat theo phuang
phap ghép két mac tu than giup cai thién dang ké cho
ngudi bénh cac triéu ching kho chiu sau mé, déng thai
lam giam tinh trang viém, mét yéu t6 dugc cho la nguyén
nhan gay ra sy tai phat mong thit.

Trudc do, & nudc ta chua san xuat dugc keo fibrin co
nguoén géc tu than hodc c6 ngudn déng loai ciing nhu ti
nguon di loai, mac du tiém nang tng dung va gia tri kinh
té ma keo fibrin mang lai la rat 1én. Do vay, nghién ctu
“Thiét Idp quy trinh tao keo fibrin tir huyét tuong ngudi” véi
muc dich thiét lap mét quy trinh hiéu qua, don gian dé
nhanh chéng tao ra keo fibrin ty than an toan, hiéu qua,
dap éing nhu cau va gidm ganh nang tai chinh cho ngudi
bénh la rat thiét thuc.

Nguyén ly ché tao keo fibrin tu than

Co'thé phan tng lai véi viec mat mau sau khi bi tén thuong
bdng céach tao ra moét cuc mau déng dung dé ngan chan
viéc mat mau, dé la moét qua trinh ¢6 su tuong tac cla
nhiéu yéu t6, bao gom tiéu cau, huyét tuong va cac mé bi
tén thuang. Su tuong tac nay gdy nén mot loat cac phan
ting clia cac enzyme, kich hoat mét chudi cac yéu té dong
mau gém co cac yéu to ti | dén XIlIl. Giai doan cudi cung
clia thac dong mau la su hoat déng clia cac glycoprotein
goi la fibrinogen (yéu té 1) bsi cdc enzyme thrombin (yéu
t6 11). Su hoat dong clia cac protein nay sé dan dén san
phdm cubi cung la cac cuc mau déng (khéi fibrin) dé
ngan chan sy mat mau.

Dua trén su mo6 phong lai co ché hinh thanh cuc mau déng
trong cd thé, chiing ta c6 thé tao ra dugc khéi dong fibrin
dung dé cam mau hodc chat két dinh dé dan mo. Day chinh
la co ché& dé tao ra keo fibrin, dang dugc sir dung hién nay.
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Hinh 1: So d@6 mé ta su hinh thanh keo fibrin, tao ra bdng
cdch phéi trén cdc thanh phdn chinh cia keo [Theo Thomas
H. Barker et al (2001), J Biomed Mater Res, 56:529-535].

Cacthanh phan chinh tham gia cau tao keo fibrin
Fibrinogen

Fibrinogen anh hudng truc ti€p dén mat dé va do6 cing
cla khéi fibrin. Néu b8 sung cang nhiéu fibrinogen thi
khai fibrin tao thanh cé d6 bén cao hon nhung d6 x6p
gidm va su tham thau cing giam. Ngoai ra, néng doé
fibrinogen cling xac dinh tinh d6ng nhat cta khai firbin.
Cau truc cta khai fibrin ciing c6 thé bi dnh hudng bdi cac
thanh phan ciu tao phan tu fibrinogen (gém cac chubi
kép nhu Aa, BB va y).

Thrombin

Thrombin la mot serine protease cé hoat tinh xuc tac
va chuyén déi fibrinogen thanh fibrin véi s6 luong gap
nhiéu lan trong lugng ctia thrombin. Tuy nhién, giéng
nhu fibrinogen, néng d6 thrombin anh huéng dén cau
tric cha khai fibrin trong mét méi tuong quan truc tiép,
lam gia tang tinh d6ng nhat, giam d6 x&p clia keo. Co ché
hoat dong cling da dugc giai thich, la do hoat déng phan
cat fibrinogen ctia thrombin thanh mang luéi si fibrin.

Hau hét cac nghién ctu tao keo fibrin thudng s dung cac
chat & nong do thap, dudi 5 mg/ml fibrinogen va 2 IU/ml
thrombin. Khi st dung v&i nbng d6 cao, nhu trong trudng
hagp cla cac loai keo thuang mai cé sn (2-250 IU thrombin
va 50 mg fibrinogen), cho thdy kich thuéc 16 x6p cta khoi
fibrin giam cling véi su gia tang néng dé thrombin.

Muéi NacCl

Khéi keo fibrin cing bi tdc déng b&i mot s6 chat bé sung
khac, trong d6 cac chat nay c6 thé xuat hién tai thoi diém
trung hgp. Mét trong nhiing tac dong l6n nhat la nong
d6 mudi (NaCl), anh hudng dén mau sadc cta khéi keo
(trong su6t hodc ma duc). Tac ddng nay phu thudc vao
d6 pH, nhiét d6 va luc ion. Tuy nhién, co ché gay ra su
khac biét nay dugc chiing minh la do mét tac dong dac
biét bgi ion CI". Su thay d6i vé cau tric cla khoi keo sé
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dan dén cac bién ddi vé cac tinh chat co hoc. Lam mat di
tinh mém déo va do bén kéo, cac khéi keo trg nén clng
nhac giéng nhu khéi gelatine hoac agarose c6 dac.

Yéu té urc ché su’ phdn gidi fibrin

Nhiing tac déng khac dén cau tric cling nhu tinh chat
vat ly cha khéi keo fibrin cling can xem xét: cac chat uc
ché& phan huy fibrin dugc st dung dé ngan ngtia cac khdi
keo s&m bi thay phan béi cadc enzyme bén trong ca thé.

Aprotinin va tranexamid acid la cac chat chéng phan hay
fibrin dugc st dung phé bién nhat.

Cac phuong phap tao keo fibrin
Thu nhan fibrinogen

Fibrinogen c6 dac dugc thu nhan bang céch ly tam tu
mau toan phan, tiép theo la tha lanh hoac tda lanh bédng
héa chat nhu véi ethanol, polyethylene glycol (PEG) hoac
ammonium sulfate.

Tua lanh Ia phuong phap phd bién nhat dé san xuat keo
fibrin va phuang phap nay lién quan dén mot sé chu ky
lam déng - ra déng. Fibrinogen dugc thu nhan bang
cach ly tam phan huyét tuong. S6 lugng fibrinogen thu
dugc khoang tur 20-40 mg/ml.

Céc phuang phap thu nhan fibrinogen bang héa chat
thuc hién nhanh hon (gém mot budéc tda lanh duy nhat)
va néng dé fibrinogen thudng cao hon (30-50 mg/ml),
nhung nhugc diém cla phuong phéap nay la doé tinh
khiét cua fibrinogen khéng cao, do con lan hoa chat s
dung. Trong d6, phuong phap thu nhan fibrinogen bang
ethanol va PEG kém hiéu qua hon ammonium sulfate. Vi
thé, ammonium sulfate dugc st dung phé bién hon so
vGi cac phuong phap khac.

Thu nhén thrombin

Thrombin dugc san xuat riéng ré vdi fibrinogen. C6 mot
s6 phuong phap khac nhau dé thu nhan thrombin, phé
bién nhat la phuong phap s dung sac ky. Ngoai ra, cling
¢6 thé sir dung cac phuong phap tla bang hoa chat.

Mét s6 phuong phap st dung keo fibrin

Keo fibrin c6 thé dung dé bit kin vét thuang khi tién hanh
sinh thiét mo.

Keo fibrin thuong dugc trai trén bé mat si dung bang
mot syringe kép véi hai 6ng bom tiém cé thé tach roi
nhau, hodc tron hai thanh phan nay lai véi nhau r6i méi
trai trén bé mat st dung.

Keo cling c6 thé dugc chira trong hai 6ng bom tach rai
nhau va dugc bom mét cach déng thai dé tao thanh mot
I6p mang dé cam mau & dang phun suang; keo cling cé thé
st dung theo dang “sandwich” bang cach trai fibrinogen
trén bé mat can thiét, sau do ti ti tron thrombin vao cling
véi fibrinogen. Cach thic nay to6 ra kha hiéu qua trong viéc
két dinh mé nhu trong trudng hop ghép da.
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Tiém nang ung dung cua keo fibrin

VGi chiic nang la mot loai keo sinh hoc gitp cam mau
hoac dung nhu moét loai keo dén dé gén két mé, bit kin
vét thuong, fibrin dugc ting dung rat nhiéu trong linh vuc
phau thuat nhu phau thuat tim mach, niéu quan, tai mai
hong; phau thuat than kinh, chinh hinh, da day-ruét, ...

Trong d6, phau thuat vé tim mach la linh vuc tng dung
chu yéu cuta keo fibrin, véi vai trdo dé néi cac 6ng dan
mach, ndi mach mau va nhiing diém dat cannula. Trong
linh vuc than kinh, keo fibrin dugc dung nhu chat phu
trg déng mang ciing, han ché ro ri dich nao tdy sau hau
phau. § linh vuc thdm my, fibrin dac biét ¢6 tac dung
kiém soat chdy mau sau qua trinh loai bé mé hoai tir do
tén thuang cta béng, hé trg trong phau thuat ham-mat
va dau c8. Ngoai ra, keo fibrin con gitp cam mau bé mat
gan va cdm mau trong phau thuat tai cau trac lach, dac
biét sau chan thuong.

Cac chi tiéu vé an toan ctia keo sinh hoc

Déi vai céac loai keo sinh hoc, viéc thu nhén va san xuat
déu dugc dat dudi su kiém soat nghiém ngat va c6 hé
théng danh gia chat lugng san pham. Theo d6, quy trinh
c6 thé chia ra lam 2 budc:

Budc 1: Sang loc ngudi hién va luu git huyét thanh cé
kiém ke.

Buéc 2: Bat hoat siéu vi. Phuong phéap nay lam gidm nguy
co truyén bénh tiém &n xuéng muic thap nhat.

Ngoai céac tiéu chi d@m bao an toan trong san xuat nhu
trén, dé c6 thé ing dung dugc trén lam sang, keo phai
khong gay doc, khéng gay dot bién dai véi té bao, khong
gay ung thu cling nhu khong gdy ra cac phan Ung di
ung,... Ngoai ra, con can phai dam bao san xuat trong
diéu kién vo trung, ddm béo vo khuan.

Quy trinh san xuat keo fibrin tu than dung dé
dan mo

Pay la mét phuong phap don gian, hiéu qua dé tao ra
keo fibrin tu than dung dé dan mé trong cac phau thuat
nhu dan da ghép tu than hodc trong nhan khoa nhu phau
thuat mong thit,...

Keo fibrin c6 cau tao tirhai thanh phan chinh la fibrinogen
va thrombin, nén quy trinh tao ra keo fibrin gém hai noi
dung: thu nhan fibrinogen va thu nhan thrombin.

M4éu ngoai vi thu nhan tU chinh nguai bénh (khoang 5ml
mau), dugc chia vao 2 tube chita mau (cé san natri citrate
dé chéng déng). Méi tube sé dugc dung dé thu nhan
fibrinogen va thrombin.

Quy trinh thu nhén Fibrinogen

Fibrinogen dugc thu nhan theo phuong phap tua lanh,
dua trén chu trinh lam déng va ra déng dé ldng (hay tda)
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cac phan tu fibrinogen. Bay la phuong phép kha an toan
vi khéng st dung héa chat trong qua trinh tién hanh thi
nghiém va thao tac vé trung dé ddm bao tiéu chi an toan
vé mat vo khuan.

Cdc budc thuc hién
Toan bd qua trinh dugc tién hanh trong diéu kién vo tring.

1. Mau sau thu nhan dugc dé yén & 4°C dé phan tach cac
thanh phan ctia mau. Sau khoang 3-4 gid dem quay ly
tdm trong 15 phut, & téc d6 3.000 vong/phat, thu nhan
huyét tuong.

2. Phan huyét tuong thu dugc dem déng lanh & -20°C
trong 1 gid. Sau dé d€ mau & 4°C trong khoang thsi gian
24 gio.

3. Sau thai gian trén, tién hanh ra déng mau & 2 - 4°C. Ly
tam phan huyét tuang da ra déng trong 15 phut, & téc do
3.000 vong/phut.

4. Sau khi quay ly tdm, loai bd phan dich néi, chua lai
khoang 0,5 ml dich trong tube va bé sung thém 0,5 ml
nudc cat vao tube. Tron déu phan dich nay véi nhau.

5. Phan dung dich nay chua fibrinogen da két tda va bao
quan trong cac tube bdo quan (1 ml/1 vial) & nhiét d6
-20°C, thai gian st dung trong vong 1 thang.

Két qua: Dung dich fibrinogen (1ml/1 vial).
Quy trinh thu nhan thrombin

Thu nhan thrombin theo nguyén tac tda lanh, bé sung
mot s8 chat héa hoc dé tua lugng thrombin cé trong
phan huyét tuong clla mau ngoai vi. Day la phuong
phap phu hop cho cac loai keo dudc tao ra theo kiéu
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Hinh 2: Bdc diém cua keo fibrin. (a) Hai thanh phdn tao keo
chinh la fibrinogen va thrombin. (b) Keo fibrin sau khi hinh

thanh. (c) Cdu triic mé hoc (nhuém H&E) cta keo. (d) Céu tric
bé mdit cua keo fibrin quan sdt béing kinh hién vi dién ti quét.
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“homemade” dé phuc vu cho nhu cau tao keo tu than
cho chinh bénh nhan.

Cdc budc thuc hién
Toan bd qua trinh dugc tién hanh trong diéu kién vo trung.

1. Mau thu nhan dugc dé yén & 4°C dé phan tach cac
thanh phan cia mau. Sau khoang 3-4 gig, dem quay ly
tdm trong 15 phut & téc d6 3.000 vong/phdt. Thu nhan
khoang 1 ml huyét tuang, cho vao tube bao quan qua
dém & nhiét do -20°C.

2.Lay 1 ml huyét tuong déng lanh ra dong & 2-4°C va pha
loang v&i nudc cat tao thanh 10 ml dung dich.

3. Thém dung dich acid acetic 1% (tao pH 5,3). Lac déu,
sau d6 dé yén dé tao két tla trong vong 30 phut. Ly tam
& t6c dé 3.000 vong/phut trong 5 phat. Thu phan két tda
lang & day tube, bé sung thém 2,0 ml dung dich D-PBS
vao va st dung dung dich Na,CO;3 0,01M dé diéu chinh
pH & muc 7,0.

4. Bat dung dich trong méi trudng cé nhiét d6 37°C
trong 15 phdt, sau d6 b6 sung dung dich CaCl, 0,1M dé
tao khoi déng. Khéi dong sé xuat hién trong vong 1-2
phut, c6 mau trdng duc.

5. Dung dia thay tinh dé loai bd cac khéi déng nay,
phan dich con lai chinh la thrombin (khodng 1ml dich
thrombin). Rut dich thrombin cho vao tube bao quan
(Tml dung dich thrombin)

6. Cac tube thrombin nay dugc bao quan & nhiét dé
-20°C, c6 thé st dung trong vong 1 thang.

Két qua: Dung dich thrombin (1ml/1 vial).
Phuong thirc sir dung:

Trudc khi st dung thi cac tube chua fibrinogen va
thrombin phai dugc ra déng & nhiét dé phong khoang 5
phut. Khi trén déu hai thanh phan nay lai véi nhau sé xuat
hién khéi keo. Thai gian tao keo nam trong khoang tir 1-5
phut, khéi keo tao thanh cé mau vang chanh, trong suét.

Nén trai déuIp fibrinogen trudc trén bé matcan dandinh
(bé méat vét thuong), sau d6 mdi trai déu I6p thrombin 1én
phia trén bé mat I6p fibrinogen.

Thai gian can thiét dé tao dugc keo fibrin (tr ldc thu nhan
mau dén lic tao thanh san pham) trong khoang thai gian
la 72 gid. Néu khong st dung ngay c6 thé bao quan hai
thanh phan tao keo la fibrinogen va thrombin riéng 1& &
nhiét d6 -20°C, thai han st dung trong vong 1 thang.

Keo fibrin do nhém tac gia nghién clru c6 thé tao ra hoan
toan ti chinh nguén méu clia ngusi bénh (hudng dén
phat trién nguén keo fibrin tu than), nén dam béo an
toan cho ngudi bénh trudc cac nguy co lay truyén bénh.
Quy trinh tao keo don gian, sé la mot giai phap thay thé
hiéu qua cho cac loai keo thuong mai cé gid rat dat, giup
dap tng nhu cau vé keo fibrin cho nguai Viét. A
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