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Nghién ctru thir nghiém wng dung hop chat octacalcium
phoshate/collagen khi mang protein tao hinh xwong ngwoi
tai to hop typ 2 lieu thap trong tai tao xwong

Research on the application of octacalcium phosphate/collagen

composite to carry low-dose recombinant human bone morphogenetic
protein-2 in bone regeneration

Nguyén Dién Bién Bénh vién Trung wong Quan doi 108

Tém tat

Muc tiéu: Danh gia viéc st dung octacalcium phoshate/collagen (OCP/Col) nhu mét chat mang dé
gidm néng do protein tao hinh xuong ngudi tai té hop typ 2 (thBMP-2) ma van dat hiéu qua. Hdi tuong
va phuong phdp: Nghién ciu thuc nghiém mé ta cit ngang cb doi ching so sanh. Dia x6p
Atelocollagen-ACS hodc OCP/Col dugc ngam tam véi cac néng d6 rhBMP-2 khéac nhau va dugc cdy ghép
vao 60 con chudt c6 tén thuong khuyét héng xuang so. Mé cdy ghép dugc ldy sau 4, 6 tuan. Két qua: Co
su hinh thanh mé ciing déng nhat trong cac tén thuong ctia nhom OCP/Col & tat ca cac ndong dé rhBMP-
2. Nhém ACS ¢6 0,25ug rhBMP-2 hau nhu khéng tao xuang. Mat d6é khoang xuong & tat ca cac nhém
khéng phu thudc vao néng dd rhBMP-2. Su hinh thanh xuong tién trién phu thudc vao néng dé rhBMP-2
& c& 2 nhém. Vung xuang mai & nhom OCP/Col nhiéu han dang ké so véi nhom ACS. Két luan: OCP/Col
6 thé 1a chdt mang rhBMP-2, gidm dugc dén 1/4 liéu hiéu qua cia rhBMP-2, trdnh dugc cac bién ching
do rhBMP-2 & liéu cao gay ra.

Tu khoa: rthBMP-2, tai tao xuong, collagen, octacalcium phosphate, protein tao hinh xuong ngudai
typ 2.

Summary

Objective: To evaluate the effective use of octacalcium phoshate/collagen (OCP/Col) as a carrier to
reduce the concentration of recombinant human bone morphogenetic protein 2 (rhBMP-2) but still be
effective. Subject and method: A cross-sectional descriptive experimental study with comparative
control. Atelocollagen-ACS or OCP/Col sponge discs were impregnated with different concentrations of
rhBMP-2 and implanted in 60 mice with calvarial bone defects. The transplanted tissue was obtained
after 4, 6 weeks. Result: There was perform hard tissue formation in the defects of the OCP/Col groups at
all concentrations of rhBMP-2. The ACS group had 0.25ug of rhBMP-2 showed almost no bone formation.
Bone mineral density in all groups was independent of rhBMP-2 concentration. Progressive bone
formation was dependent on rhBMP-2 concentration in both groups. The new bone area was
significantly more in the OCP/Col groups than in the ACS groups. Conclusion: OCP/Col can be a carrier of
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rhBMP-2, reducing the effective dose of rhBMP-2 by up to 1/4, avoiding complications caused by rhBMP-

2 at high doses.

Keywords: rhBMP-2, bone regeneration, collagen, octacalcium phosphate, recombinant human

bone morphogenetic protein 2.

1. Dat van dé

Tai tao xuong la mot thach thic trong phau
thuat rang ham mat vi cé nhiéu trudng hgp can tai
tao xuong & vung nay. Mat hoac tiéu xuong ham
gay ra nhiéu hau qua nghiém trong, anh hudng truc
tiép dén kha nang an nhai, thdm my. Vat liéu ghép
xuong cling nhu ky thuat ghép xuong vung nay
cling c6 it nhiéu khac biét so véi khi ghép xuong tai
cac vung khac trén co thé do moi trudng trong
miéng, hoat dong cla cac co quanh miéng, cc ham
cting nhu két qua thdm my biéu hién phan I6n ngay
Iap tuc sau ghép... Trong thuc hanh Ilam sang, ghép
xuong tu than van la tiéu chuan vang dé tai tao
Xuong vi ca tinh nang tao xuong va tiéu xuong vuot
tréi. Tuy nhién, ky thuat nay c6 moét sé nhugc diém
nhu tinh san c6 han ché va ty 1é mac bénh tai vi tri
hién. Hydroxyapatite (HA) va B-tricalcium phosphate
(B-TCP) da dugc ap dung rong réi trong cac thuc
hanh 1am sang; tuy nhién, nhiing vat liéu nay da
khong thay thé dugc ghép xuong tu than du ching
¢6 tinh tuong thich sinh hoc vuaot tréi va kha nang
tao xuong bé mat (osteoconductivity). Li do la
chung khong c6 khd nang quy nap xuong
(osteoinductivity) [8]. Protein tao hinh xuong nguai
tai t6 hop typ 2 (rhBMP-2), la mét trong nhiing
protein quy nap xuong quan trong nhat. Trong phau
thuat rang ham mat, n6 da dugc phé duyét dé su
dung lam sang trong phuc héi huyét rang sau nhé
va nang xoang ham trén tai My. rhBMP-2 cho thay
kha nang tai tao xuang uu viét, tuy nhién, mot sé tac
dung phu da dugc bao cao nhu phu né cuc bd hay
khd nang gay ung thu khi st dung & liéu cao [3].
rhBMP-2 dugc luu tra tai vi tri ton thuong xuong
bdng chat mang va dudc gidi phong dan dan dé tao
xuang. Su kich thich tang truéng ctia rhBMP-2 chi co
hiéu qua khi dugc khu trd va duy tri trong vai tuan.
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X6p atelocollagen (ACS) hién dugc st dung lam chat
mang rhBMP-2 va da dugc Cuc Quan ly Thuc phdm
va Dugc phdm Hoa Ky (FDA) cap phép. Tuy nhién, da
¢ nhiéu bai bdo chiing minh ACS sé gidi phdéng
rhBMP-2 ngay lap turc [2]. Do d6, can phai tim dugc
mot chat mang c6 kha nang duy tri gidi phdéng
rhBMP-2 mét cach ty déng va cé tinh nang, hoat
dong nhu mét chat thay thé xuaong.

Octacalcium phosphate (OCP) la tién chat truc
ti€p cla apatit sinh hoc, chuyén déi bén viing thanh
apatit sinh hoc va khéng thé ddo ngugc trong cac
diéu kién sinh ly. Hon nira, OCP da dugc chiing minh
tang cudng su biét hda clia té bao tao xuong va ¢
hiéu qua trong viéc tai tao xuong vi kha nang tdi tao
xuong cao [9] hay kha nang hdp thu nhanh so vGi
HA hodc B-TCP [4]. D€ cai thién dac tinh vat ly cla
né, mot hén hop bao gébm OCP va collagen
(OCP/Col) da dugc phat trién. OCP/Col da dugc
chiing minh la mang lai kha nang tai tao xuong tang
cudng dang ké so véi B-TCP hoac HA collagen. BMP-
2 dugc biét la hap thu trong ca canxi photphat va
collagen [7]. Do d6, ching t6i dé xuat rang OCP/Col
c6 thé 1a chdt mang uu viét cho rhBMP-2 dé giam
thiéu liéu rhBMP-2 hiéu qua. Muc tiéu cta nghién
cliu nay la dé danh gia tiém nang tao xuong cla
rhBMP-2 liéu thap dugc mang trén OCP/Col so vGi
khi dugc mang trén ACS.

2. D6i tugng va phuong phap
2.1. Chuédn bj OCP, OCP/Col, atelocollagen

OCP dugc téng hop bang cach két tda truc tiép
va sang dé thu dugc hat c6 kich thudc 300-500um.
Dung dich collagen da dugc chudn bi cia cong ty
NMP collagen PS (Nhat Ban). Cac hat OCP da sang
dugc tron vao dung dich collagen. Ty trong OCP
trong OCP/Col dugc diéu chinh thanh 77% trong
lugng. H6N hop nay dugc dong khé, xtr ly khir nhiét



TAP CHi Y DUGC LAM SANG 108

Tap 17 - 56 1/2022 DOIL....

bang nhiét va khir trung bang cach s dung chiéu xa
tia gamma dé cho ra san pham cudi la cac dia c6
duong kinh 5mm. rhBMP-2 dugc hoa tan trong nudc
cat ¢ nong dé 0,00, 0,01 va 0,04ug/ul. Sau do, 25ul
dung dich rhBMP-2 dugc nhé vao méi dia OCP/Col
hodc ACS (nhém d6i ching). Cac vat liéu nay dugc
lan luot ki hiéu la 0,00 OCP/Col, 0,25 OCP/Col, 1,00
OCP/Col, 0,00 ACS, 0,25 ACS, va 1,00 ACS.

2.2. Déng vét va quy trinh cdy ghép

60 con chudt duc 10 tuan tudi da duoc st dung.
Cay ghép dugc tién hanh dudi gay mé toan than.
Sau khi khtr tring viing mé, rach da hinh vong cung
tU vung tién nao that trdi sang phai qua vung tran.
Mang xuong cla vung vom so bi gat sang bén. S
dung mii khoan c6 dudng kinh 5mm trén tay khoan
dién dé tao ra mot tén thuong khuyét héng xuong
vOm so c6 d6 day hét xuang, dudng kinh 5mm dudi
sy tudi nuéc mudi sinh ly lién tuc. Vat liéu cdy ghép
sau d6 dugc cay vao phan khuyét cla xuong vom
s0. Nam con chuét dugc cdy ghép cho mdi nhém.
Sau khi cay ghép vat liéu, mang xuong va da dugc
dat va khau lai. & nghién ctu nay, cdc mé cdy ghép
dugc thu thap tai thdi diém bén va siau tuan sau
phau thuat. Toan b thi nghiém déu dugc thuc hién
tai Trung tam Thi nghiém DBong vat cda DPai hoc
Nagasaki va tuan theo cac quy trinh da dugc Uy ban
Cham séc va St dung Bong vat dia phuong cla Dai
hoc Nagasaki phé duyét.

2.3. Phén tich hinh thdi va phan tich dinh
lugng xuong bang chup Micro-CT

Phan tich hinh anh dé€ dinh lugng va hinh thai ctia
xuong mai hinh thanh dugc thuc hién bang may chup
Micro-CT trong cac diéu kién tiéu chuan (90kV, 150maA,
hai phut). Trong phan tich ba chiéu bang phan mém
phan tich cau trdc (TRI/3D-BON), vuing xuang mai hinh
thanh sau khi 1dy mau sé dugc phan tich mat do
khodang xuong (Bone Mineral Density-BMD), véi mat
dé dugc thiét lap tir 300mg/cm? va 1.500mg/cm? va
pham vi chiét xuat clla xuong dugc xac dinh trong
khoang ti 300mg/cm? dén 1.100mg/cm?®.

2.4. Chudn bi mé va kiém tra mé hoc

Sau khi chup Micro-CT, cdc mau dugc ngam
trong PBS qua dém va <6 dinh trong 4%
paraformaldehyde 24 gis. Cac mau sau dé dugc khir
tring bang EDTA trong 10 ngay va rifa bang nudc
cat. Tiép dén, cdc mau vat dugc cat thanh hai manh
tU trung tdm cla tén thuong va dugc nhung vao
parafin tao thanh khoi. Cac lat cat mau vat day 5um
dugc cat tu khéi parafin r6i nhudém bang
hematoxylin va eosin. Hinh anh dugc chup bang
kinh hién vi quang hoc (Axiocam ERc 5s, ZEISS).

2.5. Po dinh lugng vang xuong vé va xuong
tuy

DPinh lugng vung xuong vo va xuong tuy trong
mo cdy ghép dugc do tai cac mat cat moé hoc & gan
trung tdm cda tén thuong. DU liéu xuong vé va
xuong tuy dugc trich xuat bang Adobe Photoshop®
CS6 Extended. Sau khi chuyén d6i sang anh JPEG,
thé tich dir liéu (Kilobyte) clia xuong vé va xuong tuy
dugc do bang trinh xem anh Windows 10.

2.6. Phén tich théng ké

Phan tich théng ké tat ca di liéu Micro-CT duoc
thuc hién bang JMP® phién ban 13 (Vién SAS, Cary,
NC, Hoa Ky). Su thay d6i theo thai gian cia méi gia
tri BMD clla nhém OCP/Col dugc phan tich béang
mot bai kiém tra so sanh nhiéu déi tugng khong
tham s6. Gia tri dugc bi€u thi bang gia tri trung binh
+ d6 léch chuan (SD). Gia tri p nho hon 0,05 c6 y
nghia thong ké.

Toan bd qua trinh nghién ctdu dugc thuc hién
tai Khoa Vat liéu tai sinh va phau thuat rang ham
mat, Pai hoc Y Nagasaki dudi su gidam sat cla gido
su-cht nhiém khoa.

3. Két qua
3.1. Phén tich hinh thai bang Micro-CT

Phan tich hinh thai cho thay nhém 0,00 va 0,25
ACS hau nhu khéng hinh thanh mé cuing, trong khi
nhom 1,00 ACS ¢6 cho thay su hinh thanh mé ciing
3 muc d6 nhat dinh. Nguogc lai, su hinh thanh mo6
cling dugc ghi nhan trong tén thuong cdia cd nhdm
OCP/Col & tat ca cac néng d6 rhBMP-2. Béng thai 6
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nhom nay, vung sang can séng cé phu thudc néng
do rhBMP-2 (Hinh 1).

aw 6 W
OcCP/Col ocP/Col

BMD: 300

4 mm

Hinh 1. Su hinh thanh mé ciing trong nhém ACS va OCP/Col.

3.2. Phén tich hinh thdi thé tich xuong mdi bdng phén tich hinh 4nh Micro-CT

Nhom OCP/Col tao ra lugng thé tich xuang méi nhiéu han nhém ACS. Cu thé, 0,25 OCP/Col va 1,00
OCP/Col cho thdy thé tich xuang mdi hinh thanh tang dang ké so véi 1,00 ACS - nhdm c6 thé tich xuong cao
nhat trong cac nhom ACS, & 4 tuan. G thai diém 6 tuan, nhém 1,00 OCP/Col cho thdy su gia tdng dang ké vé
thé tich xuong so véi 1,00 ACS (Hinh 2).
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Hinh 2. Thé tich xuang clia céc nhém ACS va OCP/Col
3.3. Mat dé khoang xuong

BMD c6 xu hudng tang tir 4 dén 6 tuan sau cay ghép & tat cd cac nhém. Khdng c6 su khac biét dang ké
vé BMD gitta nhém ACS va OCP/Col. Vi du: BMD cia nhém 1,00 OCP/Col la nhém tao ra khéi lugng xuong
cao nhat khéng khac biét dang ké so v6i nhém 0,00 ACS & ca bén va sau tuan (Hinh 3).
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Hinh 3. Mat d6 khoang xuong ctia nhém ACS va OCP/Col
3.4. Banh gia mé hoc

Nhém 0,00 va 0,25 ACS cho thdy khéng cé su hinh thanh xuong tai ton thuong, trong khi nhém 1,00
ACS cho thdy mét lugng nhat dinh xuong mai dugc hinh thanh sau bon tuan. Mat khac, 8 nhém OCP/Col,
dién tich xuong mgi tang dan khi néng dé rhBMP-2 tang lén (Hinh 4). Nhém 0,00 va 0,25 ACS cho thay su
hinh thanh xuong nhe & vi tri tén thuong con nhém 1,00 ACS cho thay da cé su két néi gitia ria xuang quanh
tén thuong vai xuong mdi sau sau tuan. Ngudc lai, nhém OCP/Col cho thay su hinh thanh xuong ro rét so
vGi nhém ACS (Hinh 5). Hau nhu tat ca nhom dugc cdy ghép ACS déu bi hap thu vat liéu cay ghép, trong khi
nhom OCP/Col van con dugc duy tri, dac biét la & néng dé rhBMP-2 thap hon. Ngoai ra, xuong mdi hinh
thanh & nhém OCP/Col day hon & nhém ACS. Ta cling c6 thé thay nhém OCP/Col v6i rhBMP-2 c6 su hinh
thanh xuong trudng thanh nhiéu hon cling véi tly xuong.

aWw ACS/rhBMP-2 OCP/Col/rhBMP-2
0 ug A A — =
a d
0.25 ug Y . rd =
b e
1.0 ug A A
C & A f

I Ear: 1mm

Hinh 4. Hiéu qua cia ACS va OCP/Col khi cé va khong cé rhBMP-2
dén su hinh thanh xuong & cac tén thuang 4 tuan sau phau thuat.
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Hinh 5. Hiéu qua cia ACS va OCP/Col khi cé va khong cé rhBMP-2
dén su hinh thanh xuong & cac tén thuang 6 tuan sau phau thuat.

3.5. Po dinh lugng vang xuong vo va xuong tuy

Dién tich clia viing xuong vo va vung tly xuong méi hinh thanh dugc do bang cac mau mé hoc cho
thdy mét xu huéng tuong tu, do 1a thé tich xuong dugc do bang micro-CT tang lén theo su ting néng do
rhBMP-2 d6i véi cd nhdm ACS va OCP/Col. Dién tich xuong mdi ctia cac nhém OCP/Col thi cao hon dién tich
cla cac nhom ACS & cung cac ndng do tuong tng rhBMP-2. Su khac biét cé y nghia théng ké dugc quan sat
gitta muc thap hon (0,00, 0,25) va cao han (1,00) néng d6 rhBMP-2 trong cd nhém ACS va OCP/Col (Hinh 6).
0,25 OCP/Col, la n6ng d6 thap nhat ctia rhBMP-2, cho thay viing xuang tuang tu véi 1,00 ACS sau 6 tuan.
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Hinh 6. Anh hudng ctia ACS va OCP/Col khi c6 va khong c6 rhBMP-2
trén cac vung xuong vé va tly xuong & 4 va 6 tuan sau phau thuat.

4. Ban ludn

Khi st dung BMP néi chung trong lam sang, viéc
Iuva chon mot chat mang thich hgp l1a vo cung quan
trong vi nhiéu nguyén nhan. rhBMP-2 sé khuéch tan
trong mot thoi gian ngéan khi dugc st dung tai chd
néu khéng cé chat mang, do d6 can cé chat mang
thich hop dé phan phdi, luu giir va gidi phong BMP-2
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mot cach bén viing [7]. Trong thuc hanh Iam sang
hién tai, ACS la chat mang tiéu chuan cho rhBMP-2
dugc ban thuong mai. Tuy nhién, phai s dung néng
dd rhBMP-2 cao khi ACS dugc st dung lam chat
mang [5]. Nhu da ching minh trudc day, liéu cao
cla BMP-2 gay ra cac tac dung phu lam sang
nghiém trong nhu hinh thanh xuong qua phat, tiéu
xuong do huy cét bao trung gian, tao té bao lipd
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khong mong muén va ung thu. Ngoai ra, rhBMP-2
liéu cao c6 thé gay phu va sung tdy cap tinh, dan
dén tic nghén dudng thé gay ti vong khi dung &
vung miéng va ham mat [10]. Do d6, nén ap dung
rhBMP-2 liéu thdp dé tranh nhiing tac dung phu
nay. Trong sadn pham thuong mai, néng d6 cla
rhBMP-2 véi chat mang ACS la 1,5ug/ul khi dung
cho ngugi va téng liéu khéng qua 12mg trong 8CC
thé tich xuong ghép.

C6 mot so ly do tai sao OCP/Col la chat mang
tiém nang vugt troi cho rhBMP-2 so véi ACS. Dau
tién, theo mét bao cdo trudc day, ban than OCP/Col
¢6 hoat tinh quy nap xuong [6]. Nhu thé hién trong
Hinh 1, 4 va 5, su hinh thanh xuong méi da dugc
quan sat & vung ria tén thuong ¢ nhém OCP/Col
khong cé rhBMP-2, cho thdy rang OCP/Col c6 tao ra
qua trinh tao xuong bé mat ciing nhu qua trinh quy
nap xuong. R6 rang rhBMP-2 lam tang hoat déng
guy nap xuang cta OCP/Col, vi OCP/Col v&i rhBMP-2
gay ra sy hinh thanh xuong truéng thanh véi xuong
vO va tiy xuong nhiéu hon so véi OCP/Col khong c6
rhBMP-2 (Hinh 1, 4 va 5). BMD cé xu huéng tang phu
thudc vao thai gian, nhung khong quan sat thay su
khac biét dang ké. Cling khéng ¢6 su khac biét dang
ké gilra cac nhom ACS va OCP/Col v6i néng dd
rhBMP-2 khac nhau (Hinh 3). Biéu nay cho thay rang
madc du chat lugng clia xuong tuang tu nhau, nhung
s6 lugng la khac nhau gilra ACS va OCP/Col véi tu
cach la chat mang. Thi hai, thanh phan ctia OCP/Col
thuan loi dé st dung lam chat mang rhBMP-2 vi
rhBMP-2 dugc biét 1a lién két chat ché véi canxi
photphat va collagen (la nhitng thanh phan chinh
ctia OCP/Col). Ngudi ta suy doan rang rhBMP-2 dugc
gidi phong khi OCP va collagen bi phan huy, cho
phép viéc phat hanh cham rhBMP-2 [1]. Tan du cla
OCP/Col van dugc quan sat thay sau khi cay ghép 6
tuan, trong khi ACS da dugc hap thu hoan toan.
Diéu nay c6 thé ho trg cho viéc gidi phong bén viing
rhBMP-2 véi OCP/Col lam chat mang. Hon nia,
rhBMP-2 anh hudng dén qua trinh hoa hoc ciing
nhu qua trinh té bao goc trung mo tang sinh va biét
héa thanh cac nguyén bao xuong, do d6, cau tric
x0p clia OCP/Col (bao gobm collagen) la méi trudng
thich hgp cho su di chuyén cua té€ bao. Cudi cling,

OCP/Col c6 d6 bén co hoc vuot trdi so vasi ACS.
Chung t6i quan sat thdy rang xuong mdéi hinh thanh
trong nhom cay ghép OCP/Col day han so véi xuong
trong nhém cdy ghép ACS (Hinh 4 va 5). Phat hién
nay cho thay OCP/Col du cting dé chéng lai ap luc tur
vat da. rhBMP-2/ACS da dugc chap thuan ting dung
lam sang dé bdo tén huyét rang sau nhé va nang
xoang ham trén & vung rang ham mat. Tai nhiing
vung nay, chat liéu implant khong bi ap luc vi dugc
bao boc béi thanh xuang. Tuy nhién, chat liéu cay
ghép can cé d6 bén co hoc nhat dinh trong trudng
hop nang xuong 6 rang. Vé mat nay, rhBMP-2 véi
OCP/Col c6 thé la mot vat liéu cdy ghép tét dé tai
tao xuang cé hudng dan (Guide Bone Regeneration-
GBR) vi n6 ¢6 ca do cing va tinh linh hoat.

Trong nghién ctu nay, ching t6i da chiing minh
khad ndng tai tao xuong vuct trdi déi véi cac tén
thuong khuyét hoéng xuong vom so chudt voi
rhBMP-2 dugc mang trén OCP/Col. Ban than
OCP/Col ¢c6 hoat tinh quy nap xuang, nhung rhBMP-
2 liéu thap da giup tang cuong hoat déng cltia hoat
tinh nay nay. Theo phan tich dinh tinh st dung
Micro-CT va cac kiém tra md hoc, nébng d6 rhBMP-2
c6 thé gidam xuéng dudi ¥ lan khi st dung OCP/Col
lam chat mang so véi ACS (Hinh 2 va 6). Gan day,
nhu cdu tai tao xuong 6 rang ngay cang gia tang
truéc su phd bién cha phuong phap tréng rang
implant. Ching t6i ggi y rang rhBMP-2 véi OCP/Col
c6 thé la vat liéu cdy ghép ly tudng cho GBR vi tinh
nang quy nap xuang vuot tréi cing nhu cac dac tinh
co hoc vé d6 ciing va tinh linh hoat ctia né.

5. Két luan

Tém lai, mac du ban than OCP/Col 1a moét chat
ghép xuang tét, né ciing ¢é thé la chat mang cho
rhBMP-2, gitp lam giam liéu hiéu qua ctia rhBMP-2,
tU d6 c6 thé ap dung trong lam sang mét cach an
toan, hiéu qud va dang tin cay hon.
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