TCYHTH&B sb 1 - 2022

TONG QUAN MO HINH NGHIEN cUU
VET THUONG THUC NGHIEM VA PHUGNG PHAP DANH GIA
QUA TRINH LIEN VET THUONG

PHAN 2: CAC PHUONG PHAP DANH GIA QUA TRINH LIEN VET THUONG

Lién vét thwong (LVT) la qua trinh phirc
tap, cht yéu do tinh chéat da yéu t6 ctia moi
trwdong vét thwong (VT) va sw phire tap cla
qua trinh lién, c6 sw tich hop nhiéu loai té
bao va gdbm nhiéu giai doan chéng chéo
nhau (viém, tdng sinh, tai bidu moé va tai
tao). Cé nhiéu mé hinh tién lam sang tién
hanh trén déng vat (chuét, thd, lon...) dé cb
gadng md phéng cac vét thwong cép tinh
hodc suy gidm (nhw vét thuwong do tiéu
dwong va dinh dwdng..) & nguoi [1].

Sau khi xac dinh phwong phap gay vét
thwong, can lwa chon cac phwong phap
nghién ctru thich hgp, cho phép theo dbi
tién trién vét thwong theo thoi gian. Viéc
danh gia co6 thé bang cac quy trinh khéng
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xam lan nhu theo déi 1am sang, hinh anh,
ly sinh va’hodc bang cac quy trinh xam lan
(sinh thiét vét thwong).
Bai tbng quan gdm hai phan chinh:
Phan 1: Téng quan vé mdt sé mé hinh
nghién ctu lién vét thwong trén dong vat
Phan 2: Cac phwong phap danh gia qua
trinh vét thwong dwoc st dung nhiéu nhét.

3. PHUGNG PHAP DANH GIA LVT

Cac phwong phap danh gia sw tién
trién cta vét thwong bao gbm cac giao
thre dinh tinh va dinh lwgng nén thyc hién
dén khi moé dwoc phuc hdi.

Suggested methods during wound healing assessment
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So dd 2. M6t sé6 phwong phap danh gia lién vét thwong [1].
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3.1. Ty Ié lién vét thuong (Wound healing
rate - WHR)

Trong thwc hanh lam sang, téc do
thay ddi dién tich bé mat vét thwong, con
duwoc goi la téc do lién vét thwong, la
cach tét nhat dé dinh lwong tién trinh lién
vét thwong (LVT), la dau hiéu 1am sang
theo déi nhiéu nhét trong lién vét thuwong.
Kinh dién la cach do dién tich bé mat co
sén, tr do chiéu dai va chiéu rdong bang
thwéc dén cac thuat toan phan tich hinh
anh. C6 thé ap tdm phim trong subt Ién
bé mat vét thwong, vé theo chu vi vét
thwong, tlr d6 thwc hién do dién tich bé
mat vét thuwong [1].

Mét phwong phap hién dai 1a nghién
cu hoat déng slra chiva t& bao phéi hop
linh hoat & cap d6 don bao va mé. Park da
theo déi hinh &nh té bao sbng trong thoi
gian lién cia vét thwong bdng cach sl
dung chudt séng dwoc danh diu gen
protein dung hop histone H2B bang protein
huynh quang (Green fluorescent protein -
GFP) dwoc diéu khién bdi promoter keratin
14 (chudt K14-H2BGFP). Tao vét thuong
hinh tron toan b6 da & mat lwng cla tai
chudt, chup anh; danh gia hinh anh bang
kinh hién vi quét laser (laser scanning
microscope), xac dinh ty 1& di chuyén va
tdng sinh (tai biéu moé héa) bang phan
mém phan tich hinh anh [18].

Chi s6 tbc do lién vét thwong (Wound
healing rate - WHR) hodc ty 1& lién vét loét
(UHR) danh gia qua trinh tai biéu mo vét
thwong trén 1dam sang va thwc nghiém (in
vivo va in vitro) dwoc tinh theo cong thirc:
(Ai - Af )/AI.

Trong do:

+ Ai: Dién tich vét thwong ban dau

+ Af: Dién tich thoi diém danh gia.

Don vi tiy y, nam trong khoang tr -1,0
dén 1,0 hoac theo ty 1& %. WHR bang 1
hodc 100% cé nghia la hoan toan tai biéu
mo; khi WHR bang 0 hodc 0% c6 nghia la
khéng cé dau hiéu tai biéu mo; WHR > 0
hoac 0% nghia la thu hep dién tich va
WHR < 0 hoac 0% la tang [1].

Theo d&i vét thwong la mét phwong
phap ré tién, dé tiép can, st dung ca in vivo
va in vitro dé do kich thwéc vét thwong, cho
phép theo dai tién trién vét thwong. Méc du
viéc theo dbi twong dbdi khéng xam lan,
nhwng cé nguy co gay khéd chiu cho bénh
nhan, nhiém trung va tén thwong nén vét
thwong khi thwc hién phép do bang phan
mém hinh &nh khac nhau [1].

3.2. Phan tich vét thuong bang hinh
anh (Wound analysis by image)

Day la mét cong cu cd gia tri trong vy
hoc; dac biét 1a trong da liéu; hinh anh cé
thé cung cép théng tin thwong déng nghia
v&i chan doan, khdng xam lan va gidp lap
hd so cac trwdng hop va theo déi dién
bién. Hinh anh ciing c6 thé cung cép théng
tin quan trong vé cac thay ddi hinh thai, cac
bién thé mau séac... trong subt qua trinh
LVT & ca lam sang va thwc nghiém. Hon
nira, anh ky thuat sé la ly twéng cho viéc
quan ly vét thwong tr xa va cac phan tich
lién nganh [2, 19].

Mét sé luu y khi chup anh ky thuét sé:

S dung may anh cé dé phan giai
cao, sb diém anh (pixel) phai da I16n. Anh
cé dd phan giadi cao giup xac dinh biéu
moé hod & ria vét thwong, cai thién do tin
cay cua két qua.

Déc biét, can chudn héa khodng cach
d&t may anh, tranh nhan biét bang mat
khéng chinh xac. Anh nén dwoc chup theo
phwong vudng goéc véi vét thwong, anh
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khéng vudng goc lam danh gia thap dang
ké dién tich bé mat; anh sang khéng nén
tap trung trwc tiép vao nén vét thwong
tranh phan chiéu; khoéng khuyén khich
dung dén flash may anh vi cé thé gay choi
hodc d& bdéng. Nén cé thwéc cdp hodc
thwéc do dat bén canh vét thwong.

Mét giao thirc chup anh tiéu chuén sé
cho phép sr dung cac phan mén phan tich
vét thuwong tiép theo [2]. Viéc danh gia LVT
bang phan mém phan tich hinh anh dwoc
str dung rong rai va mang lai do chinh xac
trén Iam sang cling nhw trén md hinh déng
vat [19].

* Phan tich hinh anh vét thwong bang
phan mém chuyén dung

Viéc tich hgp may anh ky thuat sd,
may tinh ca nhan va phan mém do dé phan
gidi cho phép phan tich hinh anh vét
thwong chinh xac, tiét kiém, d& s dung va
thiét thwc trong cac co s& nghién clru va
lam sang. Khi hinh anh vét thwong cé trong
may tinh, chu vi vét thwong sé dwoc vé thi
céng bang chudt may tinh. Nhiéu phan
mém c6 sdn dé tinh toan va phan tich kich
thwéc vét thuwong, dién tich bé mat va thé
tich (néu do sau vét thwong dwoc cung
cép). Béng thoi, phdn mém cung cip dir
liéu lam sang bang cac phan tich mau theo
ddi thay dbi trén bé mét theo loai moé va
mau twong ng nhw mo hat (d0), fibrin/sgi
nam (vang), hoai tt (den)... [2].

C6 nhiéu phan mém con thiét ké dé hd
trg phan tich hinh anh mé hoc, thwc hién
héa md mién dich, enzym va huynh quang.
T cac slide cia md sinh thiét, thwc hién
dinh lwong (vi du: dém nguyén bao soi,
mach mau) va phén tich collagen. Céng
nghé nay khéng xam lan; khoéng gay khd
chiu, nguy co nhiém ban hodc kha nang

lam héng nén vét thuwong trong qua trinh
do [2, 17].

M6t sb phan mém hién nay dé do dién
tich vét thwong/tai biéu mo, thay ddi vé kich
thwéc va mau sac vét thuwong nhu:
AutoCAD® 14 (Autodesk®, Inc), Image
House Program; DigiSkinTM; Verge
Videometer - VeV (Verg, Inc; Image-Pro
Plus; Visiopharm va LEICA QWin Image [1].

Phan mém phan tich hinh anh ImageJ
dwoc cung cAp mién phi trén trang web
cta Vién Y té Quéc gia Hoa Ky (NIH), ¢c6
thé xac dinh chu vi va dién tich bé mat tir
hinh anh ky thuat, thwc hién phan tich mau
sac. ImageJ dwoc sir dung rong rai trong
nghién clru va trén lam sang (loét do tiéu
dwdng, bénh tinh mach... [1, 2, 17].

D3 c6 nhiéu cong bd st dung phan mém
danh gia LVT. Geer da st dung ImageJ dé
nghién clru qua trinh tai tao biéu md vét
thwong va sy hinh thanh mach. Chiquetti-Jr
da s dung Image-Pro® plus 4.5 (Media
Cybernetics, Inc) dé& phan tich mé hoc (sb
lwong té bao va dinh lwong soi collagen) dé
danh gia tac dung cta thubc &c ché mién
dich trong viéc chira LVT & chuét. Mendonga
da ap dung 2 chwong trinh: Scion corp cho
hinh &nh vi mé dbi x(ng cla bénh pham
dwoc nhudm bang trichrome Masson dé
dém té bao viém va do luong kich thuwéc
viing biéu bi va ha bi; Image-Pro® plus 4.5
dé dinh lwong collagen (tdng sb collagen va
collagen type | va lll) trong cac phién kinh
nhudém Picrosirius. Gongalves da sir dung
Sigma-pro® (St. Louis, MO, Hoa Ky) dé dém
té bao viém, tao collagen va tai biéu mé [1].

3.3. Panh gia sinh Iy lién vét thuong
(Biophysical assessment of wound healing)

M6t phwong phap tiép can khéng xam
l&n khac dé danh gia qua trinh lién VT bao
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gdm viéc s dung cac ky thuat ly sinh nhw
chup cét Iép két hop quang hoc (Optical
coherence tomography - OCT), kinh hién vi
quét laser ddong tiéu (confocal laser
scanning microscopy - CLSM) va quang
phd can héng ngoai khuéch tan (diffuse
near-infrared spectroscopy - DNIRS)...

Chup cét I16p két hop quang hoc la mét
céng nghé méi dé chan doan va theo dbi
tinh trang viém trong bénh da liéu, tao ra
hinh anh th&i gian thwe cé d6 phan giai cao
vé cau truc da. Greaves [20] da so sanh
OCT véi phwong phap sinh thiét mé bénh
vé danh gia mé hoc (viém, tang sinh va tai
tao) clia qua trinh LVT cép tinh in vivo. Tac
gid cho rang OCT cé thé la phwong phap
chan doan thay thé cho sinh thiét duc 16.

Mét s cong trinh nghién ctru khac nhw
str dung OCT cho cac nghién ctu LVT in
vivo sau khi diéu tri bang laser phan doan
khdng bdc tach hoac bdc tach. Cac khu vire
diéu tri dwoc quét & cac thdi diém khac
nhau, st dung thuat toan dé& dinh lwong
nhitng thay déi hinh thai & cac d6 sau moé
khac nhau. Hoac mét cong trinh st dung ky
thuat OCT va CLSM dé& dinh lwong doéng
LVT, ghi nhan OCT giup hinh dung nhirng
thay dbi clia da va dd sau cua hinh anh
vt trdi hon so véi CLSM [1].

Phwong phap DNIRS la cdng nghé do
mirc d6 oxy trong mau tai vét thwong, st
dung anh sang 70MHz trong khoang 650 -
900nm dé dinh lwong oxy va deoxy-
hemoglobin & vét thwong, theo thdi gian
cho thdy xu hwéng tién trién vét thuwong
lién hay khong [21].

3.4. Phan tich mo bénh hoc
(Histopathological analysis)

M6 bénh hoc vét thwong la mot cong
cu hivu ich dé loai trir nguyén nhan &c tinh,

theo dai tién trinh lién vét thuwong, sinh ly
bénh cla vét thwong khong lién, danh gia
sy thay déi hinh thai va giup chan doan.
Trén 1am sang, noi sinh thiét tot nhat 13 ria
cta vét thwong vi cho phép so sanh gitra
vung tdn thwong va vung da xung quanh.
Trong phong thi nghiém, sinh thiét phan
tich mé bénh hoc bao gdm toan bo vét
thwong (cad mép vét thwong) [1, 22].

Ngay sau khi &y bénh phdm, mau mé
phai dwoc dat vao cac dung dich bao quan
dé duy tri tinh toan ven clia mé ma khéng
bi thay ddi cAu tric t& bao; chat cb dinh
phd bién nhat la Formaldehyde 10%. Khi
can phan tich phan t&, bénh pham ciing c6
th& dwoc dong lanh bang d&t mau vao
nhiét dd cat t6i wu, sau d6 bdo quan & -
80°C cho dén khi x&r ly. Mau mé sé duoc
trdi qua mot sb buwdc x ly, bao gébm
nhing, cat va nhudm. Ch4t nhudm st dung
rong rai nhat trong bénh ly vét thwong, da
liéu noéi chung la Haematoxylin va Eosin
(H&E). Mot sb bénh phdm dic biét (khong
nhuém H&E), nhuém trichromes va nhuém
chuyén biét dé& phat hién cac dau an hoa
md mién dich dé lam ndi bat cac thanh
phan mé hoac di vat khéng quan sat duoc
& tiéu ban H&E [1].

Phan tich mé bénh hoc vét thuwong
thwdng bao gém dinh lwong bach cau (dai
thuwc bao, té bao mast, té bao lympho va
bach cau trung tinh) dé danh gia giai doan
viém:dinh lwong mach mau dé danh gia sw
hinh thanh mach; nguyén bao sg¢i va
collagen. Su sap xép va dinh hwéng
collagen dong vai tré quan trong trong giai
doan tai tao. Nhudém Picrosirius dé phat
hién ca soi collagen mdng va day [23].

Cac vét mau trichrome bao gébm ba
mau khac nhau (d6, xanh la cay va xanh
dwong) lam ndi bat cac soi collagen va co.
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Mét sé phwong phap nhudm trichromes
phd bién nhat [17]:

(a) Phwong phap Gomori, lam & céac
sQi co cd mau do, collagen cé mau xanh la
cay va cac nhan cé mau xanh lam dén den;
collagen ciing cé thé bj nhuém mau xanh
lam khi mau xanh la cay nhanh hoac xanh
luc nhat t trichrome dwoc thay thé bang
Aniline Blue.

(b) Phwong phap Masson, nhuém mau
co va soi gian bao, té bao chét va keratin
mau dd, collagen mau xanh lam va hat
nhan mau den.

3.5. Phuong phap mién
(Immunological methods)

dich

Trong dong thac phlrc tap clia cac sy
kién sinh hoc cla LVT, mdt cach cac té
bao giao tiép v&i nhau va vdi chat nén
ngoai bao. Moét co ché giao tiép gitra té
bao vé&i té bao in vivo la théng qua cac yéu
t6 hoa tan hoéc lién két mang (cytokine va
cac yéu td tang trwdng), kich thich co ché
stra chira noi sinh bang cach cung cép tin
hiéu cho té bao va do d6 dan dén phuc hoi
chirc nang mé tén thwong. Céac phan ti tin
hiéu cé thé dwoc xac dinh va dinh lwong
bang cac ky thuat khac nhau nhuw héa moé
mién dich va xét nghiém ELISA.

3.5.1. Nhuém hoa mé mién dich
(Immunohistochemistry)

Nhubm hod mé mién dich
(Immunohistochemistry - IHC) mo vét
thwong rat hivu ich dé xac dinh dau 4n bé
mat phan tlr, cytokine va GF dé dy doan
tién trién cta vét thwong. Co thé s dung
phan mé dwoc bao quan lanh hodc nhing
parafin. IHC lién quan dén lién két khang
thé chinh v&i khang nguyén twong (ng,

dwoc phat hién bang mot hé théng phat
hién/hinh anh hoa. C6é sén nhiéu loai
enzym, vi du: Peroxidase avidin-biotin céng
v&i 3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB) hodc hé théng huynh quang... cé
murc chi phi, d6 tin cay, dé nhay, ty Ié tin
hiéu trén nhiéu va sw tién lgi khac nhau [1].

Céac phan md nhang parafin sé dwoc
x ly trwdc khi nhuém mién dich dé lam 10
cac vi tri khang nguyén clia cac protein mo.
Viéc thu hdi khang nguyén cé thé dwoc
thwe hién bang enzym nhw pepsin, trypsin
va K-proteinase, ho&c bang x& Iy nhiét voi
dém xitrat. Viéc xt ly nay khéng can thiét
ddi v&i cac mo bao quan déng lanh [1].

Viéc st dung vd boc polyme (vi du: Hé
thdng phat hién polyme NovolLinkTM,
Novocastra Laboratories Ltd) bang céng
nghé tring hop cé kiém soat dé& chuan bi
céac lién hop khang thé polyme peroxidase
HRP (horseradish peroxidase) cé thé tranh
hién twong nhudm mau khdéng dac hiéu
véi hé thdng phat hién streptavidin/biotin
do biotin noi sinh. Hé théng nay cho phép
xac dinh cac khang nguyén trong cac
phan clia md duoc cb dinh bang formalin
va nhung parafin. Sau khi hoan thanh cac
phan &ng mién dich, cac phan duoc sao
lai bang haematoxylin, phd l&én va phan
tich [1].

Cac chéat danh dau thich hop dé theo
ddi LVT bang IHC bao gébm collagen type |,
Il va v, IL-1B, IL-10, IL-17, TGF-B, VEGF,
cytokeratins 10, 14, vimentin, fibronectin,
laminin, a-SMA, CD31, CD34... [1, 23].

Panh gia sy hinh thanh mach béng
IHC s dung cac chat danh diu ndi mo
nhw CD31 va CD34 la mét cach tiép can
phd bién trong nghién ciru LVT. M6 duoc U
véi khang thé so clp (vi du: khang thé
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khang CD31, khang CD34) va khang thé
tht cdp (dwoc danh dau sinh hoc hodc
dwoc ghép ndi véi HRP, hodc khang thé
huynh quang) va nhuém mau. Sau khi
nhuém mién dich, xac dinh mat do mach
mau bang dém cac té bao néi md dwoc
nhudm mau va/hodc tinh phan tram tdng
dién tich mach mau dwoc nhudm. Sb
lwong mach mau trung binh dwoc dém
trong tat ca cac truong cung cap mat do
vi mach. Cac phan mé dwgc chup anh
b&ng kinh hién vi quang hoc ho&c huynh
quang (khi khang thé thir cap co lién hop
huynh quang) va trung binh 10 hinh anh
dwoc chup & cac vung quan tdm xac dinh
(ROI) c6 mat d6 mach mau cao nhét.
Viéc dém mach mau dwoc thyc hién trén
céac hinh anh thu dwoc bang cac hé théng
phan tich hinh anh vi tinh, chdng han nhw
Imaged [1].

3.5.2. Ky thuat hap thu mién dijch lién két
v6i enzym (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay - ELISA)

ELISA Ia mot k§ thuat labo phd bién dé
do néng dd cla chét phan tich (thwong la
khang thé, khang nguyén) trong dung dich
va c6 thé cung cép thong tin quan trong vé
LVT bang cach dinh lwgng cac thanh phan
quan trong nhw cytokine, GF tr cac mau
mo (chat ddng nhét) hodc chat ndi nudi cay
té bao. Mau bénh pham sau khi sinh thiét
duwoc chuyén vao mét dng chira chat dém
e ché protease cho ELISA, ddng nhét va
ly tdm m&u md hodc chat ndi nudi cay té
bao. Cytokine va GF dwoc nghién cltru
nhiéu nhat trong LVT la: cytokine tién viém
(TNF-q, IL-6, IL-1B, IFN-y), cytokine chéng
viéem nhwv IL-10; EGF, PDGF, TGF-p1,
VEGF va FGF [1].

3.6. Phuong phap sinh hoa (Biochemical
methods)

3.6.1. Xac dinh ham lwvong Hydroxyproline

Collagen la thanh phan protein chinh cla
mo lién két, dwoc cu tao chi yéu tir glycine,
proline va hydroxyproline. Téng hop collagen
doi hoéi qua trinh hydroxyl héa lysine va
proline. Phan hdy collagen gidi phoéng
hydroxyproline tw do va cac peptide. Do do,
hydroxyproline c6 thé duwoc sir dung nhw
mot du hiéu sinh héa cho collagen mé va
moét chi sd cho sw luan chuyén collagen. Sw
gia tang hydroxyproline cho thay sw tdng hop
collagen tang Ién, twong wng véi viéc tang
cwobng chira LVT. No6i cach khac,
hydroxyprolin [a mét ddu hiéu sinh héa quan
trong theo ddi LVT va chuyén hoéa cla
collagen (dwoc coi nhw tiéu chuén vang). Co
thé xac dinh hydroxyproline trong mé (sinh
thiét) va trong dich nudi cay té& bao [1, 2].

Phép do hydroxyproline c6 thé duwoc
thwe hién bang cac phwong phap so mau,
sac ky 1dng hiéu nang cao (HPLC), sac ky
khi/khéi phd va phwong phap enzym. Tét ca
cac phuwong phap déu co hai bwéc chung:

(@) Thiy phan mau bang hodc la axit
manh hoac kiém dé giai phéng hydroxyproline.

(b) Phat hién acid amin tw do bang ky
thuat so mau, huynh quang hoac HPLC [25].

Stegemann gi¢i thiéu phuong phap st
dung dém axetat-xitrat, cloramin-T va thuéc
thtr Ehrlich, danh gia & bwéc séong 550nm
bang may quang phd, sau d6 dwgc Huszar
stra dbi. Cac stra dbi bao gobm thay déi quy
trinh thay phan, giam thé tich mau va bd
qua buwdc trung hoa, cac stra dbi nhd khac
dé t6i wu hoa cac diéu kién cho phép do
hydroxyproline trong mau sinh hoc hoac
chét néi nudi cay té bao.
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Phwong phap nay vé co ban dua trén
sy thly phan mau co tinh axit hodc kiém,
sau do dinh Iwgng hydroxyproline ty do
trong dich thay phan.

Toan bod quy trinh bao gém ba buéc [1]:

(a) thay phan

(b) oxy hoa

(c) phat trién chromophores

M6t phwong phap khac xac dinh ham
lwveng hydroxyprolin 1a so sanh hinh thai
moé hoc c6 sy hd trg cla may tinh don
gian, thuan tién va dang tin cay [1].

3.6.2. Xac dinh Myeloperoxidase

Xét nghiém Myeloperoxidase (MPO)
danh gia viéc tham nhiém va tich tu bach cau
trung tinh trong md, danh gia giai doan viém
clia qué trinh LVT. MPO la mét thanh vién
cla siéu ho peroxidase-cyclooxygenase bao
gdm lysozyme, elastases, cathepsins, acid
hydrolase va lactoferrins. N6 la mot enzym
phan gidi protein cé trong cac hat cua bach
cau da nhan trung tinh, tham gia vao co
ché bao v& mién dich bam sinh théng qua
sy hinh thanh ROS [1, 26].

M3&u mé sau khi sinh thiét ngay lap tic
dwoc dong lanh trong dém phosphat va bao
quan & -80°C cho dén khi thwc hién xét
nghiém. Tién hanh can va lam déng nhét,
x® ly mau qua qua trinh ly gidi nhuwoc
trwong. Sau khi ly tdm, vién pellet dworc tai
lo Ikng trong dém co6 chkra
hexadecyltrimethylammonium bromide va
duwoc ddng nhét lai. Pha nwédc ngoai trai qua
hai chu ky déng lanh - tan bang bang nito
I6ng va dwoc ly tam, phan ndi phia trén
dwoc pha loang trong Natri photphat dwoc
st¢ dung cho xét nghiém. Hoat tinh
Myeloperoxidase dwoc do bang cach sk
dung chat nén tao mau (3,3, 5,5-
Tetramethylbenzidine) & bwéc séng 450nm.

Két qua dwoc biéu thi bang tbng sb lwong
bach cau trung tinh x 10%/mg mé so vé&i ddi
chirng trong mét duwdng cong chuan hoac la
mat dé quang hoc trén miligam mo [1].

3.6.3. Xét nghiém N-acetylglucosaminidase

Dai thwc bao vét thwong cé mat trong tt
ca cac giai doan chira lién vét thwong, thuc
bao mam bénh va té bao chét tai vét thuong,
san xuit cac cytokine va chemokine quan
trong. N-acetylglucosaminidase (NAG) la
enzyme lysosome thé hién cao trong cac
dai thwc bao hoat héa, la mdt dau hiéu
viém quan trong. Cac phép do gian tiép
NAG trong dai thi'c bao hoat hdéa nhw sau:
Phan ndi phia trén (mot phan cha phan ndi
phia trén dwoc s dung dé do hoat tinh
MPO c6 thé dwoc st dung cho xét nghiém
nay) G v&i dung dich p-nitrophenyl-2-
acetamide-p- D-glucopyranoside va dém
citrate, sau d6 phan wng két thuc bang
cach thém dém glycine. Thay phan chéat
nén dwoc xac dinh bang do dd hap thu
mau & bwdc song 405 nm, hoat tinh NAG
dwoc biéu thi badng sy thay dbi mat do
quang trén mdi mg mo [27].

3.6.4. Danh gia stress
(Oxidative stress)

oxy hoa

Cac loai phan trng oxy va nito’ (Reactive
oxygen and nitrogen species - ROS, RNS) la
co ban trong nhiéu qua trinh sinh ly va sinh
hda, duy tri can bang ndi méi cla té bao va
ludbn cé sw can bang gitra sy hinh thanh -
loai b ching. Thay dbi can bang sé gay tén
thwong md, trang thai tién oxy hoéa tao ra dan
dén stress oxy hoa. Cac ROS da la cac gbc
hydroxyl (HO'), superoxide (O2"), alkoxyl
(RO va RO’), oxy don (102), hydrogen
peroxide (H202) va cac (ROOH) hiru co. Bén
canh ROS, cac chét trung gian khéac, chéng
han nhw "NO (Nitric oxide) tham gia vao qua
trinh oxy hda khir cé tam quan trong sinh hoc
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dang ké. Mot s6 dau 4n sinh hoc vé stress té
bao va co ché bao vé chéng oxy hoéa cé gia
tri trong LVT nhw Malondialdehyde (MDA) va
hydrogen peroxide [1, 26].

MDA la s&n pham thir cAp cla qua trinh
peroxy héa lipid, mét d4u 4n sinh hoc tiém
4n ton thwong do qua trinh oxy hoéa. No la
chat chi thi chinh clia qua trinh peroxy héa
lipid, dworc xac dinh bang cach chuan db voi
axit thiobarbituric (TBA), mét chét chi thi tn
thwong té bao. Hydrogen peroxide 1a mot
dau hiéu khac cla stress té bao, khi san
xuat qua mirc sé& lam méat kha nang LVT, co
thé dwoc xac dinh bang xét nghiém mau
cam xylenol oxy héa sat (FOX) [28].

Pinh lwong stress oxy hda trong da
cling c6 thé dwoc danh gia bang phwong
phap quang héa, cho phép phat hién muic
dd gbc oxy tw do (khi ching tang lén) bang
cach phat ra cac photon. Ky thuat nay chi co
thé dwoc st dung khi cé stress oxy héa, vi
trong cac trwdng hop binh thuwdng, lvong
ROS dworc tao ra b&i cac qua trinh sinh ly la
qua thap dé c6 thé phat hién duoc [1].

3.7. Do dong chay té bao (Flow cytometry)

Cong nghé nay do va phan tich nhiéu
d&c tinh vat ly cia cac tiéu phan don 1&
(thwng 1a té bao) khi chay trong dong chéat
I6ng thdng qua mét chum anh sang. Kich
thwéc twong déi, do hat twong dbi hodc do
phirc tap bén trong va cuwdong dd huynh
quang twong dbi cua tiéu phan dwoc xac
dinh b&i mot hé théng ghép néi quang -
dién tl, ghi lai cach t& bao hoac tiéu phan
phan tan anh sang laser t&i va phat ra
huynh quang.

Phwong phap do dong chay té bao tap
trung vao cac té bao ndi mé va té bao mién
dich c6 lién quan d&c biét dén viéc thiét 1ap
lai mang Iwéi mao mach va bdo vé vét

thwong khéi vi khuan. Cac diu an dwoc st
dung nhiéu nhat 1a té bao tién than ndi mod
(CD133), té bao ndi mé (CD31, CD34 va
VEGFR-2), dai thyc bao (CD68), t& bao T
(CD3, CD4, CD8) va té bao B (CD20). Cé
thé ng dung trong mé hinh LVT & doéng
vat, nhwng phai st dung cac khang thé tuy
thudc vao loai déng vat (chudt nhat, chuét
cbng, thd) [1, 29].

3.8. Phan tich kiéu hinh dai thyc bao
(Macrophage polarization)

Pai thyc bao la mét chia khoa quan
trong diéu chinh qua trinh lién vét thwong.
Khi qua trinh nay tién trién, kiéu hinh cla
chung thay dbi, phan anh mét qua trinh biét
hoéa thay déi chirc nang tr dap &ng viém
sang tang sinh va duwoc goi la phén cwce [1].

Trong qua trinh lién vét thwong cap
tinh, dai thwc bao gay viém, duwoc goi la
phenotype M1, tham nhap dé lam sach vi
sinh vat vét thwong, manh vun la va té bao
chét. Khi mé bat dau slra chira, quan thé
dai thwe bao tong thé chuyén sang dai thuc
bao thay thé (M2) cung véi sw di cw va
tang sinh clGa nguyén bao soi, té bao srng
va t& bao ndi mdé dé khdi phuc Iép ha bi,
biéu bi va mach mau [30].

Pai thwc bao M1 & chudt la CCR2high
Ly6C*, dwoc kich hoat béi cac cytokine Th-
1 nhw IFN-y va TNF-a, hoac b&i sw nhan
dang lipopolysaccharide ctia vi khuan. Cac
M1 san xuat va tiét ra mirc dd cao cac
cytokine tién viem TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-
6, IL-12, IL-23 va cyclooxygenase-2 (COX-
2) va mic IL thdp -10. M1 c6 hoat déng
khang khuan va chéng khéi u manh, lam
trung gian cac tén thwong mé do ROS gay
ra va lam suy giam kha nang stra chira mé.
Phan tng viém bi (rc ché béi co ché diéu
hoa chéng viém cla dai thwc bao M2 dé
chéng lai tn thwong mé [31].
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Cac dai thwc bao M2 la CCR2low
Ly6C®9. M2 phan cwc bdi cac cytokine Th-
2, IL-10, TGF-B, IL-4, IL-13, IL-33 va IL -21
théng qua kich hoat STAT6 théng qua thu
thé IL-4 alpha (IL-4Ra). M2 diéu phéi tai
tao mo, hinh thanh mach, diéu hoa mién
dich, hinh thanh va tién trién khéi u [1, 30].

Tuy thudc vao loai kich thich hoat héa,
M2 c6 thé dwoc chia thanh 4 tap con khac
nhau: M2a, M2b, M2c va M2d.

M2a dwoc tao ra b&i IL-4 va IL-13, kich
thich nguyén bao s¢i, tham gia vao qua
trinh hinh thanh ECM, téng hop collagen
va tang tao mach. M2b co6 thé dwoc tao ra
bang kich thich phic hop mién dich
(immune complexes IC) va chéat chi van
thu thé gibng Toll (TLR) hodc phédi t&r thu
thé IL-1. Chlng tao ra ca cytokine tién viém
va chéng viém IL-10, IL-18, IL-6 va TNF-q,
hoat ddng trén co ché diéu hda mién dich.

M2c dwoc tao ra bd&i glucocorticoid va
IL-10, thé hién manh mé hoat ddng chdng

viém chdng lai apoptotic t& bao bang cach
giai phong mét lwong Ién IL-10 va TGF-B.

M2d dwoc tao ra bdi cac chat chd van
TLR théng qua hoat héa cac thu thé
adenosine, sau d6 1a trc ché cac cytokine tién
viém va cam (ng cac cytokine chéng viém
(IL-10high IL-12low) va yéu tb VEGF [1].

Sw thay ddi kiéu hinh - phan cuc - Ia
moét bwdc quan trong trong LVT; ca dai
thwe bao M1 va M2 déu rat quan trong cho
mot qua trinh stra chiva thich hop. Bé khao
sat kiéu hinh va phan I&p cta dai thuec bao,
c6 thé st dung cac phwong phap khac
nhau dé phat hién cac dau hiéu bé mat té
bao cu thé, tiét ra cytokine, chemokine va
cac yéu td tiét khac, chang han nhw héa
moé mién dich, Western Blotting hoac PCR
th&i gian thyec.

Tom tat cac dac diém sinh hoc va sinh
ly cla kiéu hinh dai thwc bao M1 va M2
dwgec trinh bay trong Bang 1 [32].

Table 1. Biological and physiological features of M1 and M2 macrophage phenotypes

. . Cell expression Cytokine, chemokine, L
Pheno-type Stimull markers secreted mediator Chirc néng
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12, .
Ny, TNFoa I\/CI:I-IIDC?-OIi ?E?g' (%Eg?z' IL- 23, IL-27, CXCLO, Pap ng tién
M1 LYPS ’ TLR-4 iNOS ”l_ 10 IO\;v CXCL10, CXCL11, CXCL16, viém Th1,
’ IL-12 ’hi h ’ | CCL5, Arg- 2 chuét), INOS khang u
9 (chudt), ROS
Nguwoi: MMR/CD206,
M2a L4 L-13 L1Ra; IL-1R I IL-10, TGF-B, CCL17, chéng viém,
’ Chuét: Arg-1, FlZ21, CCL18, CCL22, CCL24 stra chira mo
Ym1/2
: Hoat héa Th2
IC, TLR IL-10 high, IL-12 low, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, S Lz
M2b ligands, 1L-1B CD86 CCL1 dieu hoa micn
IL-10, TGF-p, | Nouei: MMRICD206, IL-10, TGF-B, CCL16, | J¥ebao Te
M2 glucocorticoids TLR-1, TLR-8 CCL18, CXCL13 bao chet theo
Chudt: Arg-1 ’ chuwong trinh
TLR ligands,
M2d adenosine | VEGF, IL-12 low, TNF-a IL-10, VEGF Tao mach,
. low, IL-10 high phat trien u
receptor ligands

Viét tét: Arg-1: Arginase-1; FIZZ1: Found in inflammatory zone 1; IL1-ra: IL-1 receptor antagonist; iINOS:
Inducible nitric oxide synthase; MMR (CD206): Macrophage mannose receptor; TLR: Toll-like receptor.
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4. KET LUAN

M6t s& mé hinh va phwong phap danh

gia LVT da cai thién dang ké hiéu biét vé
viéc slra chira mo trong nhirng nam qua.
M6i mé hinh déu c6 wu diém va nhuwoc
diém cu thé. Viéc st dung cac phuong
phap danh gia vét thwong dang tin cay sé
gop phan thu duwoc kién thirc vé co ché
chira lién vét thuwong va téi da héa nd luc
vao cac bién phap can thiép hiéu qua tiém
nang dé cai thién viéc chira lién.
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