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Thiét 1ap quy trinh khir hda té bao két hop khir khoang xuwong bo
dé ché tao mo xuwong ghép ting dung trong nha khoa téi tao
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TOm tat

Muc tiéu nghién ctru 1a danh gia hidu qua caa quy trinh khir hoa té bao két hop khir khoang
xuong bo dé ché tao mé xuong ghép g dung trong nha khoa téi tao. M6 xuong duoc thu
nhan tir chom xuong duii bo, 1am sach va khir tring. Sau d6 mé xwong duoc khir hoa té bao
bang cach ngadm lan luot trong NaCl 1 M, hdn hgp KCI 0,075 M va EDTA 0,1 %, hdn hop
SDS 0,5 % va EDTA 0,1 %. Mo xuong tiép tuc dugc khir khoang bang hdn hop HCI 8 %
va axit formic 8 %. Pho tan xa nang luong tia X ghi nhan ham luong canxi va phét pho
trong md xuwong giam gan 90 % so vai ban dau (p < 0,001). Trong lugng khd cia mé xuong
sau xur 1y ciing bi chiét rat rd rét 1én dén 30,29 % so vai trudc xt Iy (p < 0,001). Hinh anh
mb hoc va hinh chup du6i kinh hién vi dién tir quét cho thay mé xuong khong chira thanh
phan té bao ma van duy tri hinh théi cu tric cua khung ngoai bao. Nhu vay quy trinh khir
hoa té bao két hop khir khoang trong nghién ciu ¢6 tiém ning ché tao mé xuong ghép tir
xuong bo cho tng dung tai tao mo xuwong trong nha khoa.
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1 Pat van dé

Phau thuat ghép xuong 1a mot phuong phap thuong dung
dé diéu tri cac khuyét hdng xwong & viing ham mat. Xuong
ghép ty than duoc xem la tiéu chuan vang vi ¢6 nhimg dic
tinh can thiét cho tai tao xwong gom do bén co hoc, tinh
tuong hop sinh hoc, dan tao xwong, kich tao xwong va thoai
bién sinh hoc. Tuy nhién, han ché ciia xwong ghép tu than
chu yéu lién quan dén qua trinh ldy manh ghép, bao gom
dau, mat mau va nhiém tring tai vi tri lay xuong, kéo dai
thoi gian phau thuat, khdi luong xuwong liy duoc khong
nhiéu [1]. Khung xuong khir khoang (KXKK) [a mét loai
vit liéu ghép giau tiém nang cho viéc sira chita hoac tai
tao md xwong trong thyuc hanh nha khoa. KXKK ddng loai
thuong mai CGDBM100 giup gia tang thé tich xwong khi
nang xoang ho trong phau thuat cay ghép nha khoa nho
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tac dong tich cuc 1én sur hinh thanh md xwong mai va thao
tac dé dang [2]. Ghép khung xwong bo khir khoang
(Bovine-derived demineralized bone matrix - BDMBM)
lam tang thé tich xwong 6 ring sau ghép sau thang tuong
tu nhu ghép mao xuong chau tu than & bénh nhan bi khe
hé mi - vom miéng mot bén [3]. Nghién ciru tong quan
hé théng gan day ciing két luan rang xuong dong kho khir
khoang c6 hi¢u qua tuong duwong voi cac vat lieu ghép
xuong khac trong phau thuat nang xoang va ghép xuong,
giup giam thiéu chi phi va han ché phau thuat lay xuong
ghép tu than [4].

KXKK la san pham ciia qua trinh xir Iy mé xwong ghép
bang dung dich axit dé loai bo cac thanh phan chit
khoang trong khi gitr lai khung ngoai bao (Extracellular
matrix - ECM) c4u tao bai collagen, cac protein khong
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collagen, cac yéu tb sinh hoc c6 kha ning tao xuong
nhu cac protein hinh thai xwong va mét phan nho cac
manh vun té bao [5]. Thanh phan té bao con sét lai c6
nguy co gay ra cac phan tng mién dich, anh huong dén
tinh an toan va hiéu qua cua md ghép. Do d6 KXKK
can phai duoc loai bo yéu té té bao dé giam nguy co
gay phan tng mién dich dan dén thai ghép [1].

Khir té bao la ky thuat loai bo té bao va cac yéu to gay phan
ting mién dich khoi mé va co quan ma van bao ton cau tric
va cac yéu to sinh hoc bén trong ECM. Hién nay, c6 ba
phuong phap khir té bao chinh 1a vat Iy, hoa hoc va sinh
hoc [6]. Vi quy trinh khtr té bao khoi KXKK chua dugc
chuan hda nén c6 thé dan dén su khac biét vé chat luong
san pham. Hon nita, cac k¥ thuat thuc hién chi yéu dugc
bao c&o cho ung dung cdng nghé mo6 xuong noi chung,
trong khi nghién ciu vé quy trinh ché tao vat liéu ghép tly
chinh, dap ung duogc dac thu riéng cho ting linh vuc
chuyén nganh con han ché. Bé phat trién BDMBM tng
dung trong nha khoa téi tao, can tap trung vao nghién ctu
thiét 1ap va cai tién quy trinh xir Iy mé xuong, tng dung cac
cong nghé tién tién, danh gi an toan sinh hoc va thuc hién
céc nghién ciu thir nghiém 1am sang dé kiém ching hiéu
qua caa san pham. Trong nghién ciu ndy, mot quy trinh
khir t& bao bang phuong phap hoa hoc (goi tat 1a khir hoa
té bao - KHTB) két hop khir khoang (KHTB-KK) dugc
thiét 1ap nham ché tao BDMBM tir chém xuong dili bo.
Pay la tién dé dé tao ra cac san pham mo xuong ghép di
loai mang lai hiéu qua tét, chi phi hop 1y, dap tmg nhu cau
diéu tri cac khuyét hdng xwong trong thuc hanh nha khoa.

2 Phuong phap nghién cuu

2.1 Ché tao khung xwong bo khir khodng tir chom
xuong dui bo

2.1.1 Thu nhan va chuan bi miu xuong ban dau

Mau xwong ban dau dwoc thu nhan tir chom xwong dui
tuoi (khong dé quéa sau gio & nhiét do phong) lay tir bo
to duc 24 thang tudi tai 10 mo dia phuong. Sau khi thu
nhan, mau xuong dugc lam sach toan bo gan, md mém
va ngam trong dung dich nudc javen 10 % trong 15
phat dé khtr tring ban dau, sau d6 rira sach bang nudc
mudi sinh ly vé trang. Tiép theo mau xuong duoc cit
thanh cac khdi xuwong c6 kich thudc 20 mm x 10 mm X
10 mm (dai x rong x cao), chira ca phan xuong vo va
xuong x6p. Céac khdi xwong duoc chia ngiu nhién

thanh hai nhém, gdom nhoém BDMBM duoc xir ly bang
quy trinh KHTB-KK (Hinh 1) va nhém chung khéng
dugc xu 1y gi dé lam mau ddi chimg khi danh gia sy
thay d6i ciia mo xuong.

2.1.2 Quy trinh khir hoa té bao két hop khir khoang
Céc khdi xuong trong nhom BDMBM bit dau dugc
KHTB bang cach ngam lan luot trong céc dung dich
vai thé tich gap 10 lan thé tich khéi xuong, gom NaCl
1 M (Merck, USA) trong 18 gi®, hon hgp KCI 0,075 M
(Merck, USA) va EDTA 0,1 % (Merck, USA) (ty 1
1:1, v/v) trong 16 gid, hon hop sodium dodecyl sulfate
(SDS) 05 %  (Sigma, USA)  va
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 0,1 %
(Merck, USA) (ty 1& 1:1, v/v) trong 24 gid. Cac khoi
xuong tiép tuc duoc khir khoang bang cach ngam trong
hén hop dung dich HCI 8 % (Merck, USA) va axit
formic 8 % (Merck, USA) (ty 1& 1:1, v/v) véi thé tich
dung dich gap 20 lan thé tich khdi xuong trong 12 ngay.
Hon hop dung dich khir khoang dugc thay mai moi 24
gio. Sau mdi budce xir ly, cac khdi xwong duoc rira ky
véi dung dich phosphate buffer saline (PBS) 1X
(Gibco, USA) lanh, v tring bang cach quay ly tam
lanh 200 vong/phut trong 5 pht, Iap lai 3 1an nham 1am
sach c&c hoa chat con sot lai rdi dé khd tu nhién & nhiét
d6 phong. Vao cudi quy trinh, lwong axit du con lai
trong céc khéi xwong duoc trung hoad bang dung dich
ammonia 5 % trong 15 phut, sau d6 rira lai bang nugc
cét lanh, vo trung cho dén khi dat gia tri pH ~ 7,0 va dé
khd tu nhién ¢ nhiét do phong.

' :

Hinh 1 Sau khi thu nhan va chuan bi mau xuong ban dau,
céc khdi xwong dugc xu ly bang quy trinh KHTB-KK.
BDMBM c6 hinh thai gan giéng miéng bot bién mau trang,
sach, khéng c6 mé mém hoac manh vun con sét lai.

2.1.3 Pong lanh, déng kho va khur trung

BDMBM dugc dong lanh lan luot & 4 °C trong 30 phut,
—20 °C trong mét gio va —80 °C trong 24 gid roi tiép
tuc duoc déng khé lanh & &p suat 0,4 mbar trong 48 gio.
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Sau d6 BDMBM dugc dong goi va khir tring bang tia
gamma vai liéu chiéu 25 kGy ¢ 4 °C.

2.2 Panh gia hiéu qua caa quy trinh khir hoa té bao két
hop khtr khoang

2.2.1 Do trong lugng khd

Trong lugng khd cua cac khbi xuong duge do bang can
phan tich AB204 (Mettler Toledo, USA). Céc khdi
xuong dugc khao sat sau mdi buéc xir ly véi cac dung
dich khé&c nhau vao cac ngay 1, 2, 3, 5, 6 va 15. Céc
khéi xwong chua xtr ly biéu thi ngay 0.

2.2.2 Pho tan xa nang lugng tia X (Energy-dispersive
X-ray spectroscopy - EDX)

Phan tich ham lwong canxi (Ca) va phét pho (P) trong
méd xuong dugc thuc hién bang thiét bi EMAX
ENERGY EX-400 (Horiba, Japan) tai Trung tdm Thiét
bi - Phan tich Sinh Héa Ly, Vién Khoa hoc Vit liéu
Ung dung, Thanh ph HS Chi Minh.

2.2.3 Panh gid mo hoc

Tiéu ban mé hoc nhuom Hematoxylin (Sigma, USA)
va Eosin (Sigma, USA) cho m6 xuong dugc thuc hién

|Ch6m xuong dui bo (24 thang tu("ii)l
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theo quy trinh ctaa phong thi nghiém Trung tdm Nghién
ctru Y sinh, Trudng Pai hoc Y khoa Pham Ngoc Thach.
Hinh anh mé hoc dugc chup bang kinh hién vi soi
nguoc Olympus 1X73 (Japan).

2.2.4 Kinh hién vi dién tr quét (Scanning electron
microscopy - SEM)

Hinh thai cau tric cia mo xuong duoc khao sat bang
kinh hién vi dién tir quét phat xa truong SU 8010
(Hitachi, Japan) tai Vién Cong nghé Nano, Pai hoc
Quéc gia Thanh phé H Chi Minh.

2.3 Phuong phap xu 1y s6 liéu

Quy trinh ché tao BDMBM tir chom xwong dui bo bang
quy trinh KHTB-KK va cac bude danh gia hiéu qua cua
quy trinh xir Iy dugc minh hoa trong Hinh 2. Céc thi
nghiém duoc thyuc hién trén 5 mau doc 1ap voi do 1ap lai
3 lan. Dit liéu duoc thé hién dudi dang trung binh + do
léch chuan va dwoc phan tich thdng ké bang phan mém
Prism 10 (GraphPad Software, USA). Phép kiém t duoc
sir dung dé so sanh giita hai nhém nghién ctru. Su khac
biét co y nghia théng ké khi gia tri p < 0,05.

|Lém sach, khir tring ban diu bing Javen 10 %, rira sachl

IK.héixuo‘ngZOrm’n * 10 mm x 10m.rn|
|

i 1
Nhoém chirng Nhom BDMBM
=35 n T 5) Do trong lugng kho
* (ngay 0)

Khong xir 1y

Ngam NaCl 1 M trong 18 gid,
rira sach vaoi PBS 1X

T Po trong lugng khé
: (ngay 1)

Ngam KCI1 0,075 M va EDTA 0,1 %
(1:1, v/v) trong 16 gid,
rira sach véi PBS 1X

Ngam SDS 0,5 % va EDTA 0,1 %
(1:1, v/v) trong 24 gio,

Po trong lugng khé
(ngay 2)

rira sach vé&i PBS 1X
I

Po trong luong kho

Ngam HCI 8 % va axit formic 8 %
(1:1, v/v) trong 12 ngay,
thay md&i dung dich moéi 24 gio
1

* (ngay 3)

Do trong lugng kho
* (ngay 5, 6)

Trung hoa véi Ammonia 5 %
trong 15 phut, rira véi nude cat
dén khi pH ~ 7,0
I

_|Po trong lugng khd

¥ (ngay 15)

. !

[

Phéan tich ham lugng| [Péanh gid mé hoc
Ca, P (EDX) (Nhuém H&E)

Banh gia hinh thai
cau truc (SEM)

Hinh 2 So d6 tém tit cac budc cua quy trinh KHTB-KK va danh gi4 hiéu qua cua quy trinh xu ly
dé ché tao BDMBM tir chom xuong dui bo.
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Theo Hinh 2, dé dénh gid hiéu qua chiét rat chat
khoang, trong lwong kho cua cac khdi xuong sau mdi
buéc xir ly vai cac dung dich khac nhau dugce do vao
cac ngay 1, 2, 3, 5, 6 va 15 va so sanh véi cac khoi
xuong chua xur ly (ngay 0). Ham lugng Ca va P trong
mo xuong trudc va sau Xt ly duge phan tich dinh luong
bang EDX. Bé danh gia hidu qua khir té bao, mo xuong
trudc va sau Xu ly duoc danh gia mé hoc va khao sat
hinh thai cau trac dudi SEM.

3.1 Hiéu qua chiét rat chat khoang

Két qua phan tich dinh lwong thanh phan chét khoang
trong mod xwong bang EDX duoc trinh bay trong Bang
1. O nhém ching, Ca chiém 15,76 % va P chiém 7,42
% khdi lugng ctia mo xuong. O nhém BDMBM, Ca chi
chiém 1,78 % khdi lugng va gan nhu khong phat hién
dugc P (0,77 %) trong md xuwong. Sy Khac biét gitra hai
nhém c6 y nghia thong ké (p < 0,001). Nhiing két qua
nay cho thay quy trinh KHTB-KK dat hiéu qua cao
trong viéc chiét rit chat khoang khoi mé xuong.

3 Két qua
Bang 1 Ham luong nguyén té canxi va phét pho trong mé xwong trudc va sau xir ly bang quy trinh KHTB-KK
Nhém chieng Nhém BDMBM .
Ham lwgng (% Gia tri
am lugng (%) (n=5) (n=5) latrip
Ca 15,76 + 5,63 1,78+ 1,29 <0,001™"
P 7,41+£181 0,77 £0,38 < 0.001™

Phép kiém t so sanh ham luong Ca va P trung binh trong mé xuong giira nhém chizng véi nhdm BDMBM.

Fhk

Sy thay ddi trong lugng khd ciia mé xuong theo thoi
gian xur ly bang quy trinh KHTB-KK duoc trinh bay
trong Bang 2. Trong lugng khd ctia mo6 xuwong chua xur
ly 12 (3,07 + 0,16) g. Trong ba ngay dau tién xir Iy vgi
cac dung dich khir t& bao, trong lwong khd cua mod
xuong lan lugt giam xudng con (3,06 + 0,15) g, (3,02
+0,15) g va (3,03 % 0,16) g nhung khong dang ké (gia
tri p lan luot 12 0,857, 0,562 va 0,701). Trong luong

: Sur khéc biét ¢é y nghia thong ké véi p < 0,001.

kho cua mé xwong thay ddi c6 y nghia théng ké ké tir
ngay thir nam (p < 0,001) khi m6é xwong dugc khir
khoéng bang hén hop HCI 8 % va axit formic 8 %, véi
trong lwong bi chiét rat 1én dén 30,29 % sau khi két thic
quy trinh vao ngay thtr 15 (p < 0,001). Nhirng két qua
nay goi y rang kha niang chiét rat chat khoang khoi mo
xuong chi yéu 1a nho sir dung hdn hop dung dich axit
khir khoang.

Bing 2 Sy thay dbi trong lugng khd ciia mé xwong theo thoi gian xir Iy bang quy trinh KHTB-KK

n=>5 Ngay 0 Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3 Ngay 5 Ngay 6 Ngay 15
Trong
ri‘;}% (‘;(;”g 307+016 |306+015 | 302+015 | 3.03+016 | 246+009 | 2234008 | 214+ 025
Trong lugng bi
ng o 0 0,33 1,63 1,30 10,87 27,33 30,29
chiét rat (%)
Giatrip - 0.857 0562 0,701 <0001 | <0000~ | <0001~

Phép kiém t so sanh trong lirong khd trung binh cia mé xwong vao cac ngay 1, 2, 3, 5, 6 va 15 vgi ngay 0.

Fkk

3.2 Biac diém mé hoc

Két qua phan tich mé hoc ctia mé xwong khong xir ly
(nhém ching) cho thiy c4u trac mé xuong on dinh va
c6 mot vai vét nhan té bao (Hinh 3). Nguoc lai ¢ nhom
BDMBM, cau triic md xuong trd nén x6p, mong hon

: Su khac biét co y nghia thong ké véi p < 0,001.

véi nhiéu bé xuong nho va khong con cac vét nhan té
bao (Hinh 4). Nhirng két qua nay chi ra rang cac hoa
chat c6 thé xam nhdp vao sdu bén trong md xuong dé
khir khoang va loai bo cac thanh phan té bao hiéu qua
ma khdng lam pha hay ciu tric caa mé.
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Hinh 3 Hinh anh m6 hoc ciia mé xwong khéng xt ly
(nhém ching) lan Tugt chup ¢ cac vat kinh (A) 4x, (B) 10x,
(C) 20x va (D) 40x cho thiy c4u triic mé xuong 6n dinh va
c6 mot vai vét nhan té bao.

3.3 Hinh thai cau tric

Két qua khao sét hinh thai cau tric bang SEM cho thay
c4u tric khong gian ba chiéu x5p véi mang luai lién két
chat chg, day dac cua moé xwong khong xir ly (nhom
chtmg) (Hinh 5). Trong khi d6 mo xuwong & nhom

& cac do phong dai (A) 50x, (B) 200x, (C) 500x va (D)

1000x cho thy cau triic khong gian ba chiéu xdp véi mang

luai lién két chat chg, day dic.

o
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Hinh 5 Anh SEM cua mé xuwong khong xir Iy (nhém ching)
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Hinh 4 Hinh anh md hoc cia mé xuong xir ly bang quy
trinh KHTB-KK (nhém BDMBM) lan luot chup & céc vat
kinh (A) 4x, (B) 10%, (C) 20x va (D) 40x cho thdy ciu tric

mé xuong xop, mong hon vai nhidu bé xuong nho va
khéng con cac vét nhan té bao.

BDMBM ciing thé hién cau triic khdng gian ba chiéu
x6p nhung moéng hon va c6 chiéu sdu hon (Hinh 6).
Nhirng két qua ndy mot lan nira cho thay wu diém cua
quy trinh KHTB-KK 14 duy tri duoc tinh toan ven vé
mat hinh thai cau trdc ctia mo xwong.

Hinh 6 Anh SEM ciia mé xwong xir ly bang quy trinh
KHTB-KK (nhém BDMBM) & cac do phong dai (A)
50x, (B) 200x, (C) 500x va (D) 1000x cho thay cu tric
khéng gian ba chiéu x6p nhung mong hon va ¢ chiéu
siu hon.
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4 Thao luan

Ngay cang nhiéu nghién ctru duoc thuc hién nham thiét
lap mét quy trinh hiéu qua dé khir té bao trong ECM sir
dung lam vat liéu ghép xwong. Mot nghién ctru cong bd
vao nam 2018 di bao c4o quy trinh khir té bao ciia mo
xuong thu nhan tir xuong dui bénh nhan bang cach st
dung HCI1 0,6 N dé kha khoang roi s dung k¥ thuat
dong lanh - ra dong két hop trypsin 0,25 % va SDS 2,5
% dé khtr té bao [7]. Mic du ky thuat déng lanh — ra
déng gitip duy tri tinh chét co hoc cia ECM, né khong
thé khtr toan bo té bao. Bén canh d6, hoat dong dac hiéu
cua trypsin 1&n cac peptide c6 thé pha huy nghiém trong
cac protein trong ECM nhu elastin va collagen [6]. Nhu
vay quy trinh khir té bao can can bang giira viéc loai bo
hoan toan yéu té té bao va vat liéu di truyén véi viéc
bao ton ECM, tir d6 duy tri duoc cau trac ba chiéu, dic
tinh co hoc va hoat déng sinh hoc ctia mé xuong tu
nhién. Mot bai b4o tong quan gan day chi ra ring
phuong phéap héa hoc ¢6 kha ning loai bo té bao khoi
md mot cach nhanh chdng va hiéu qua. Ngoai ra, cac
hoa chat c6 thé dugc sir dung két hop voi nhau dé day
nhanh qué trinh khir té bao [8]. Trong nghién ctu nay,
quy trinh KHTB duoc dua trén nguyén ly tdi wu hoa tac
dung va giam thiéu tac hai ciia hda chat 1én moé xuong.
Theo mét bao cao vao nam 2022 vé quy trinh san xuat
mo ghép sun di loai khir t& bao, quy trinh séc tham thau
bao gdm ngdm mau md trong dung dich wu truong
NaCl 1 M trong 18 gio, sau d6 ngadm trong dung dich
nudc khir ion nhuge truong trong 18 gio da dugc su
dung dé ly giai té bao, gilp cai thién hiéu qua khir té
bao [9]. Tuwong tu, quy trinh KHTB ciing bit dau tir viéc
ly giai té bao bang cach ngdm mé xwong trong dung
dich wu trwong NaCl 1 M trong 18 gio rdi dén dung
dich nhugc trrong KC1 0,075 M trong 16 gio, tao thuan
loi cho cac budc xu Iy tiép theo. Ky thuat khir té bao
bang phuong phap hoa hoc hién nay sir dung ba nhém
tac nhan chinh gém chat tdy rua, axit-bazo va chat
chelat hda. Trong s6 do, chat tiy ria thuong duoc sir
dung nhat vi phd bién, ré tién, nhanh chéng va hiéu qua
[8]. SDS la mét chét tay rira phan cuc c6 kha nang hoa
tan mang bao twong va mang nhan, loai bé nhan té bao
va vat liéu di truyén, pha v lién két protein-protein.
SDS con c6 loi thé loai bo hiéu qua vat liéu di truyén

trong thoi gian ngan hon so voi cac hoa chat khac nén
n6 dugc dung kha rong réi trong quy trinh khr té bao.
Tuy nhién, SDS ¢6 nguy co lam thay d6i cau tric vi md
ciia ECM, anh huong dén sy toan ven ciia md [6]. Mot
nghién ciru so sanh thuc nghiém béo cao rang xir ly mo
nhau thai lon bang SDS 0,5 % trong 24 gio dem lai hiéu
qua khtr té bao t6t hon va giam thiéu ton thuong mo
nhiéu hon so vai cac nong d6 va cac thoi gian xir ly
khéc [10]. Dya trén nhiing bang chiing khoa hoc hién
c6, BDMBM trong nghién ctru nay da dugc KHTB
bang SDS 0,5 % trong 24 gio. Trong khi d6 EDTA 1a
mot tac nhan chelat hoa co thé lién két véi cac ion kim
loai, gop phan gay phan tach té bao. N6 thudong dugc
str dung két hop véi DNase, RNase hodc SDS dé lam
sach manh vun té bao khoi mé xwong [6,8]. Can luu y
rang dung dich axit ciing c6 kha ning hoa tan mang té
bao va vat lidu trong nhan té bao nha tinh phan cuc cua
no6. Ngoai ra, quéa trinh khir khoang sé gitp loai bo céc
thanh phan té bao va vat liéu di truyén khoi ECM tét
hon néu dién ra sau qué trinh khtr té bao [11]. Vi vay
trong nghién ctru nay, mé xuong dugc KHTB rdi méi
khir khoang nham t6i wu hoa hiéu qua cua cac hoa chat.
Trong cong nghé tai tao mo xuong, khung xuong khir
té bao cho thay nhiéu tiém nang vi c6 cau tric ba chiéu,
tinh chat co hoc, tinh dan tao xwong va kich tao xuong
tuong tu nhu mé xwong tu nhién [6]. Trong nghién ciu
nay, quy trinh KHTB da loai bo hiéu qua cac thanh
phan té bao, ddng thoi duy tri tinh toan ven cau tric caa
ECM, qua d6 tao thuan lgi cho hoat dong dan tao
xuong. Didu nay ciing rat quan trong cho viéc diéu hoa
hinh théi té bao va biéu hién gen [12], diéu hoa su biét
hoa cua té bao gdc thanh dong té bao tao xuong [13],
g6p phan vao hoat dong kich tao xuwong. Nhitng két qua
nay kha trong déng véi mot cong bé trude do, trong do
mo xuong xop thu nhan tir xwong dui bo duoc khir té
bao bang dung dich SDS va Triton X-100 1 %, kht
khoang bang dung dich HCI 37 % roi thay phan bang
dung dich kiém. Két qua cho thiy nhan té bao va vat
liéu di truyén duoc loai bo hoan toan, ving khoang hoa
chiém tir 4,95 % dén 22,11 % va cau traic ECM duoc
bao ton [14]. Tuy nhién, cac dung dich kiém duoc ghi
nhan 1a 1am giam dang k& ham lwong cac
glycosaminoglycan, gay anh huong dén tinh chat co
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hoc cia ECM nén hau nhu khong duoc sir dung trong
quy trinh khtr t& bao & mé xwong [8]. Nghién ctru trén
con chi ra rang md xwong thu dwoc co dac tinh dan tao
xuong va kich tao xuong [14]. So s&nh kha nang thuc
day tai tao xuong tai cc vi tri khuyét hong xwong so &
chuét ciing cho thay ca xuwong bo khir khoang va xuong
bo khir té bao déu co tiém ning tao xwong thuan loi.
Tuy nhién xuong khtr té bao thé hién cac dic tinh dan
tao xuong, kich tao xuong va tao xwong vuot troi hon
dang ké so véi xuong khir khoang [15]. Mat khéc, mot
t6ng quan y van gan day két luan rang dac tinh kich tao
xuong caa md xwong khir khoang chiu anh huong rat
nhiéu bai loai hoa chat khir khoang. Dung dich HCI
(0,5-0,6) M cling véi hdn hop axit formic va axit citric
(ty 1€ 1:1, v/v) duogc bdo cao la tao ra KXKK co6 dac
tinh kich tao xuong dat yéu cau [16]. Xuong khong kho
khtr khoang ddng loai dwgc khir khoang bang HCI (0,5-
0,6) N ¢c6 khung hitu co nguyén ven, ham luong phan
tram khoang canxi phosphat chiém tir 1 % dén 6 % va
chira nhiéu protein hinh thai xwong can thiét cho sy tai
tao xuong [5]. Twong ty, nghién ciru nay ciing cho thiy
kha ning chiét rat chat khoang khoi mé xuong 1én dén
gan 90 % cua hdn hop HCI va axit formic. Tuy nhién,
nghién ciru da khong khao sat dac tinh kich tao xuong
cua BDMBM.

T6m lai, quy trinh KHTB-KK cho thy tiém ning ché
tao BDMBM ung dung trong nha khoa tai tao. So véi
nhitng quy trinh khir t& bao da bao cao trudc do, quy
trinh KHTB khéc phuc duoc nhugc diém cia phuong
phép vat Iy 1a khong thé khtr toan bo té bao ciing nhu
nhiing han ché cua phuong phap sinh hoc nhu pha hay
cac protein trong ECM hoic gay ra phan tng mién dich
[6]. Hon nira quy trinh chi sir dung nhitng hoa chat c6
san, chi phi phai ching, khong doi hoi thiét bi phirc tap
hodc didu kién ky thuat dac biét. Vi vay quy trinh cho
thay tiém nang mé rong trén quy md san xuét I6n hon.
Tuy nhién, ang dung réng rdi cta SDS trong cbng
nghiép va doi séng c6 nguy co thai SDS qua mic vao
mdi truong, gay anh huéng dén ca sinh vat 1an moi
truong, dac biét 1a moi truong dit va nude. Hién nay loai
bo SDS thdng qua phuc hdi sinh hoc dang dugc xem la
mot bien phéap hiéu qua dé giam thiéu tac dong moi
truong cua chat tay rira nay [17]. Ngoai ra EDTA ciing
la mot héa chat quan trong trong quy trinh KHTB. Vi
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EDTA tan trong nuéc va khoéng dé bay hoi nén né
thuong duoc thai ra moi truong cung véi nudce thai. Mac
di EDTA it gay doc d6i véi con ngudi va méi truong,
van c6 nhiéu lo ngai vé kha nang phan huy sinh hoc kém
cua no va tinh trang huy dong cac kim loai nang tu pha
rin gdy nguy co cho nuéc ngam [18]. Do EDTA duoc
xem 1a mot chat gay 6 nhidm ton tai dai dang trong moi
trudng Nén viéc xir Iy va xa nudc thai ¢6 chira EDTA can
dugc kiém soat mot cach nghiém ngat. Nhin chung khi
str dung céc hda chat manh trong quy trinh san xuat, can
hudng dén muc tiéu bén viing théng qua viéc danh gia
va lya chon hoa chét, t6i uu hoa quy trinh, tuan thi cac
quy dinh an toan khi sir dung hoa chét va xu ly chat thai,
ting dung cong ngh¢ xanh nham han ché tac dong tiéu
cyc 1én méi trudng, sinh vat va con nguoi dong thoi ting
cuong hiéu qua san xuat.

5 Két luan va dé xuat

Nghién ctru nay di bude dau thiét 1ap thanh cong quy
trinh KHTB-KK dé ché tao BDMBM, hudng dén lam
vat liéu ghép xuwong trong nha khoa téi tao. Tuy nhién,
hiéu qua cua quy trinh c6 su bién thién theo nong do
cua hoa chét, thoi gian xir 1y va cac dic diém caa mo
xuong nhu ngudn goc, do tudi, vi tri, thanh phan. Do
do, can ting budc hoan thién va chuan héa quy trinh
trong cac nghién ctu thuc nghiém tiép theo. Ngoai ra,
trong diéu kién thi nghiém hién tai, khung xwong thanh
pham c6 thé dugc xem la mot vat liéu twong hop sinh
hoc va tuong thich mién dich, gitp hd trg cac co ché
dan tao xuong va kich tao xuwong. Bén canh dé, céc tinh
chit co hoc cia BDMBM nhu kich thudc 13 lién thong,
d6 bén nén, do bién dang va do chiu luc ciing nhu cac
tiéu chuan sinh hoc nhu d6 vo khuan, d6 gay doc té bao
va d6 an toan té bao ciing can duoc phan tich. Tt ca
nhirg dac tinh nay sé dugc danh gia trong cac nghién
ctu tiép theo. Cén luu ¥ rang su chuyén dich tir két qua
nghién ctru sang ung dung lam sang la mét qua trinh
lau dai va phirc tap, can duoc kiém chung qua hang loat
céc thi nghiém, nghién ctu tién 1am sang va thir nghiém
1am sang dudi nhiéu diéu kién khac nhau. Hon nira, quy
trinh dugc d& xuét tir nghién ctiu phai dugc diéu chinh
dé ph hop véi tinh hinh thuc té nhu co so ha tang, tai
nguyén va nhan lyc trude khi trién khai trén quy mé I6n
hon.
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Establishment of a decellularization combined demineralization process to fabricate bovine-
derived xenografts for regenerative dentistry
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Abstract Elimination of the immune response elicited by grafting remains a challenge for the fabrication of non-
autologous bone grafts. The aim of this study was to assess the effectiveness of a decellularization-combined
demineralization process to produce bovine-derived demineralized bone matrix (BDMBM) for regenerative
dentistry. Bone tissues were harvested from bovine femoral heads, cleaned, and disinfected. The tissues were then
decellularized by sequentially soaking in 1 M NaCl, a mixture of 0.075 M KCl and 0.1 % EDTA (1:1, v/v), and a
mixture of 0.5 % SDS and 0.1 % EDTA (1:1, v/v). They were further demineralized using a mixture of 8 % HCI
and 8 % formic acid (1:1, v/v). The energy-dispersive X-ray spectroscopy found that the contents of calcium and
phosphorus in the bone tissues after treatment were significantly reduced by nearly 90 % compared to before
treatment (p < 0.001). The dry weight of bone tissues also showed a significant weight loss of up to 30.29 % at the
end of process compared to the begining (p < 0.001). The analysis of histological morphology and structural
topography under scanning electron microscopy indicated that BDMBM contained no cellular components while
maintaining the structure of the extracellular matrix. In conclusion, the decellularization-combined
demineralization process used in this study may offer promising method to fabricate BDMBM for bone
regeneration applications in dentistry.

Keywords formic acid, EDTA, HCI, extracellular matrix, demineralization, decellularization, SDS, xenograft
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