BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

Cong hoa xa hgi chi nghia’Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HUU TRI TUE

1-0038391
(51)19 C12N 5/0783; A61K 35/17; A61K 9/19; (13) B
A61K 35/15; A61K 9/08
(21) 1-2019-02446 (22) 14/11/2017

(86) PCT/KR2017/012883 14/11/2017 (87) WO2018/088875 17/05/2018
(30) 10-2016-0151411 14/11/2016 KR
(45) 25/01/2024 430 (43) 25/09/2019 378A
(73) PAEAN BIOTECHNOLOGY INC. (KR)

4th F1. 160, Techno 2-ro Yuseong-gu Daejeon 34028, Republic of Korea
(72) HAN, Kyuboem (KR); LEE, Youngjun (KR).
(74) Cong ty Luat TNHH Pham va Lién danh (PHAM & ASSOCIATES)

(54) DUQC PHAM BE PIEU TRI BENH UNG THU HOAC BENH LAY NHIEM
(57) Sang ché dé cap dén duoc pham dé djéu tri bénh ung thu hodc bénh 1ay nhiém, chira
hoat chat 1a té bao gi€t tu nhién, chira ty thé ngoai sinh dugc phan lap.

Thir nghiém hoat tinh giv déc té bao K562 ciia té bao giet ty nhién
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Linh vic ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap deén t€ bao giet tu nhién hodc té bao don nhan miu ngoai vi chira

ty thé ngoai sinh, va dugc phdm chira ching.
Tinh trang k§y thuit ciia sing ché

Gén day, hoat chét sinh hoc di dugc phét trién dé diéu tri nhiéu bénh nan y. Hoat
chét sinh hoc bao gém duge chét protein, dugc chét khang thé va dugc chit té bao. Theo
sang ché, thuat ngit “dugc chét té bao” duoc st dung trong ban mo6 ta dé chi duoc chét dé
diéu tri, chudn doan, hoic phong ngtra bénh va dugc chét t& bao c6 thé duoc thu nhan
bang mdt loat cac bude quy trinh, nhu bude phan l4p ex vivo va tang sinh hodc bing cach
bién dbi dic tinh sinh hoc cua té béolbalmg cac phuong phép khéc. Dugc chét t€ bao ¢c6
thé 13 t& bao tu ghép, di sinh hodc ngoai lai. Phu thudc vao loai té bao, duoc chat té bao

c6 thé duoc phan loai thanh dugc chét té bao soma va dugc chat té bao géc.

Mit khéc, liéu phép mién dich bang cach st dung chirc ning mién dich cta dbi
tugng bi bénh da dugc chu y trong diéu tri bénh ung thu. Trong liéu phap mién dich, cac
dic tinh cta té bao mién dich cé cac chirc nang khac nhau duogc st dung va té bao ung
thu dugc loai bd thong qua cac tuong tic phirc tap cta té bao mién dich. Té bao don nhan
mau ngoai vi trong mau cta ngudi la té bao mau cé nhan hinh cau, nhu t& bao lympho
hodc bach cdu don nhén, va bao gém té bao B, té bao T, dai thuc bao, té bao dudi gai, va
té bao giét tr nhién. Trong sb cac té bao nay, té bao giét tu nhién va té bao lympho T gay
doc té bao loai bé truc tiép té bao ung thu. Cac té bao trinh dién khéng nguyén dén cac té
bao tac dong nay bao gom té bao dudi gai hodc té bao T. Ngoai ra, té bao T _h5 trg va té
bao T diéu hoa bai tiét cac xytokin khac nhau, va cac chét tuong tw tham gia vao cac dap
g mién dich. Trong sb cac té bao nay, té bao giét tw nhién 12 té bao mién dich tiém ning

trong liéu phap mién dich té bao.

Cu thé, do té bao giét tr nhién cé kha ning tiéu diét té bao ung thu theo co ché
khong dédc hi¢u, nén nhiéu nghién ctru da dugc thuc hién trén té bao giét tu nhién. Trén
co s& cac nghién ctru nay, liéu phap diéu tri bénh ung thu bang té bao giét tu nhién, da tro
thanh phuong phép tiém ning dé didu trj té bao ung thu. Cu thé, d4 duoc ghi nhan rang té

bao giét tr nhién déng vai trd quan trong trong cac phan ing mién dich bim sinh va thu
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duoc thong qua qué trinh bai tiét xytokin, chéng lai c4c tc nhan gy bénh lay nhiém cho
d6i trong hodc bénh ung thu.

Ban chit k§ thuit cia sdng ché

Theo d6, cAc tac gia sang ché da nd luc nghién ctru dé phat trién phuong phap thé
hé méi dé cai thién hoat tinh gay doc t bao cia té bao giét trr nhién va té bao don nhan
mau ngoai vi. Két qua 13, cic tac gia sang ché di phat trién dugc phuong phép 1am ting
hoat tinh gy ddc té bao cua té bao giét tr nhién va té bao don nhan mau ngoai vi, do d6
séng ché m6 ta phuong phédp diéu trj bénh ung thu bang cach st dung hoat tinh gay doc té

bao ndy, va hoan thanh sang ché nay.

Theo mdt muc dich, sang ché @& cap dén té bao giét tu nhién c6 hoat tinh gy doc

té bao duogc gia ting va dugc phim chira té bao nay.

Theo mdt muc dich khac, sdng ché dé cép dén t€ bao don nhan méu ngoai vi cb

hoat tinh gay doc té bao duoc gia tang va dugce phim chtra té bao nay.

Dé dat dugc cac muc dich néu trén, sang ché dé cap dén té bao giét tur nhién chira
ty thé ngoai sinh, va dugc phdm phong ngira hodc diéu tri bénh ung thu hodc bénh lay
nhiém, chira té bao nay. |

Ngoai ra, sang ché dé cip dén té bao don nhin méu ngoai vi chtra ty thé ngoai sinh,
va dugc phim phong ngira hodc didu tri bénh ung thu hodc bénh l1ay nhiém, chira t& bao
nay.

Té bao giét tr nhién va té bao don nhin mau ngoai vi chira ty thé ngoai sinh theo
sang ché, ¢6 hoat tinh gay doc té bao dugc gia tdng tao ra hoat tinh ti€u diét dac hiéu
bénh ung thu duoc gia ting, va ciing khong giy ra cac tac dung khong mong mudn nhu
cac té bao mién dich ton tai in vivo. Ngoai ra, hoat tinh cta chinh té bao giét tu nhién va
té bao don nhan méu ngoai theo sang ché duoc cai thién, do d6 c6 thé duge sir dung dé
diéu tri nhiéu bénh gy ra bdi té bao giét tw nhién va té bao don nhan méu ngoai vi Két
qua 13, cac dugc phém chtra té bao giét tu nhién va té bao don nhan mau ngoai vi ¢6 hoat
tinh diéu tri cao.

M5 ta vin tit hinh vé
Fig.1 12 hinh anh thé hién két qua thu dugc bing phuong phap phén tich PCR dé

xac dinh xem ty thé c6 ngudn gbc tir té bio gan binh thuong cia ngudi (WRL68) di duoc
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phan phdi vio & bao giét ty nhién hay chua.

Fig.2 12 db thi thé hién két qua thu dugc bing phuong phap phén tich FACS dé x4c
dinh xem ty thé c6 ngudn gbc tir té bao gan binh thudng ciia ngudi di dugc phan phéi

vao té bao giét tu nhién hay chua.

Fig.3 12 hinh anh thé hién két qua thu duoc bang kinh hién vi huynh quang, dé x4c
dinh vi tri ty thé c6 ngudn gdc tir té bao gan binh thudng cia ngudi duoc phan phbi vio
té bao giét tur nhién.

Fig.4A va Fig.4B 1a db thi thé hién két qua danh gi4 hoat tinh chéng bénh ung thu
clia té bao giét tr nhién di duoc phan phdi ty thé ngoai sinh bang thir nghiém mét hat
CD107a.

Fig.5 12 biéu d thé hién két qua danh gia hoat tinh gay doc té bao cia té bao giét
tu nhién da dugc phan phéi ty thé ngoai sinh béng thr nghiém hogit tinh gy doc té bao
K562.

Fig.6 12 d6 thi thé hién két qua thu dugc bing phuong phap phan tich FACS dé xé4c
dinh xem ty thé c6 ngudn gbe tir té bio gdc trung mé day rén (UC-MSC) di duge phan
phdi vao té bao giét tu nhién hay chua. |

Fig.7 12 biéu do thé hién két qua danh gia hoat tinh gdy doc té bao cia té bao giét
tu nhién da dugc phan phéi ty thé ¢ ngudn gbe tir té bao gbe trung md day rdn biang thir
nghiém hoat tinh gy ddc té bao K562.

Fig.8A-Fig.8C 1a do thi thé hién két qua danh gi4 hoat tinh diéu tri cia bao giét tu
nhién, dd dugc phan phéi ty thé cé ngudn gbc tir té bao gbc trung md day rdn trén mod
hinh chudt nhit thi nghiém bi bénh bach cu tay cép, theo trong lugng co thé va ty 1€
sdng s6t ciia cac chudt nhét thir nghiém.

Fig.9 12 hinh 4nh thé hién két qua d4nh gid mirc 6 phan bd bidu hién cia cic chét
chi thi khéi u m4u trén m6 hinh chudt nhat thi nghiém bi bénh bach ciu tay cép duoc s
dung té bao giét tw nhién dd duoc phan phéi ty thé ¢ ngudn gbc tir té bao gbc trung mod
day ron.

Fig.10 12 biéu do thé hién két qua danh gia hoat tinh gdy doc t& bao ciia té bao don
nhin m4u ngoai vi d3 dugc phan phdi ty thé ngoai sinh bing thir nghiém hoat tinh gay
~ doc té bao K562
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MBO té chi tiét sang ché
Sang ché s& dugc mo ta chi tiét dudi day.

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén té bao giét tw nhién chira nhiéu ty thé
ngoai sinh.

Thuat ngir “ty thé ngoai sinh” duoc sir dﬁng trong ban mb ta dé chi ty thé dugc
dua tir ngudn ngoai sinh vao té bao chir khong phai ty thé cé mit trong té bao giét tu
nhién. Theo sang ché, ty thé ngoai sinh c6 thé dugc thu nhan tir ciing d6i trong dé thu
nhén té bao giét tu nhién, nhung cé thé dugc thu nhan tir mot dbi tugng khac. Theo sang
ché, ty thé ngoai sinh c6 thé duoc thu nhén tir dong vat c6 vu, va t6t hon néu c6 thé duoc
thu nhan tor nguoi. Vi du ty thé ngoai sinh c6 thé duoc thu nhan tir t& bao co, té bao gan,
nguyén bao sgi, té bao biéu md, noron té bao than kinh, té bao tao md, té bao xuong,
bach céu, t& bao lympho, hoic té bao niém mac, va tdt hon néu c6 thé duoc thu nhén tir té
bao co co hoat tinh ty thé rét cao. Ngoai ra, ty thé ¢c6 thé dugc thu nhan tir cac t& bao

dugc nudi cay ex vivo.

Mit khac, ty thé ngoai sinh ¢ thé thu duoc béng cach pha v& cac té bao va thuc
hién buédc ly tdm, hoac béng cach nudi céy cac té bao, pha v cac té bao, va thuc hién
budce ly tm. Dé thu nhan ty thé, phuong phap thong thudng dugc sir dung dé thu nhén co

quan c6 thé dugc st dung.

Theo sang ché, té bao giét tu nhién chira ty thé ngoai sinh co thé duoc thu nhan
bing cach phan phdi ty thé & ham luong nim trong khoang tir 0,01 dén 500pg, nim trong
khoang tir 0,1 dén 450pg, nim trong khoang tir 0,5 dn 300pg, nim trong khoang tir 1
dén 100pg, hoc nim trong khoang tir 2 dén 10pg, tinh trén 10° té bao giét tu nhién. Theo
sang ché, t& bao giét tu nhién c6 thé chira 1 dén 10° hoac 10 dén 10° ty thé ngoai sinh. Cu
thé, s luong cua ty thé ngoai sinh c6 thé bang khoang 1, 10, 100, hodc 500 ty thé ngoai
sinh dugc chtra trong mot té bao giét tw nhién. Theo sang ché, s6 lugng clia ty thé ngoai
sinh dugc chua trong té bao giét tyr nhién cé thé duoc diéu chinh bing cach kiém soat
ham luong cua ty thé ngoai sinh dugc phan phéi vao té bao giét tu nhién. Mdi t& bao giét
tw nhién theo sang ché c6 thé chira sé lrong khac nhau ctia ty thé ngoai sinh.

Ngoai ra, cac té bao giét tw nhién c6 thé 1 co ngudn gdc tir ddng vat cd vii hoic
ngudi. Tét hon néu, cac té bao giét tu nhién c6 thé duoc thu nhan tir d6i ﬁrqng can diéu
tri bing lidu phap té bao giét tw nhién. Theo sang ché, cac té bao giét tu nhién c6 thé dugc
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phan 14p truc tiép tir mau cta ddi tugng va su dung, hodc cé thé dugc thu nhan br?mg cach
biét hoa té bao giét tr nhién chua trudng thanh hoic té bao gbc thu duoc tir dbi tuong va

st dung.

Ddng thoi, d& phan phdi ty thé ngoai sinh vio té bao giét ty nhién, ty thé ngoai
sinh va té bao giét tu nhién c6 thé duogc trén, sau d6 hdn hop thu dugce co thé duoc xir ly
bang bude ly tdm sao cho ty thé duoc phan phdi hitu hiéu vao cac té bao giét tu nhién.
Diéu kién & thoi diém thuc hién budce ly tAm cé thé duge didu chinh thich hop dé phan
phéi hitu hiéu ty thé ma khong gy ton thuong € bao. Theo sang ché, budc ly tim cé thé
duoc thuc hién & nhiét o phong, va didu kién nhiét do c6 thé duoc chon thich hop theo
d6 n dinh cia té bao. Theo séng ché, & thoi diém phan phéi ty th ngoai sinh, cac t& bio
giét tu nhién va ty thé ngoai sinh c6 thé dugc tron trong su c6 mat cua chét hoat dong bé
mit so dé tang kha ning thim mang t& bao cla ty thé ngoai sinh vao céc té bao giét tur

nhién, nh& d6 1am tang hiéu suit phan phdi ty thé ngoai sinh.

Theo sang ché, budce ly tim c6 thé dwoc thuc hién & téc d6 bawngd 100 x g, 300 x
2,500 x g, 800 x g, 1000 x g, 1200 x g, 1500 x g, 1,800 x g, 2000 x g, 2400 x g, 3000 x g,
5000 x g, hodc 10000 x g. Ngoai ra, thoi gian ly tAm c6 thé ndm trong khoang tir 0,1 phut
dén 60 phut, nhung khong chi giéi han & khoang tri s6 nay. Cu thé, thoi gian ly tAm c6
thé bang 1 phat, 2 phut, 3 phuat, 5 phat, 10 phut, 20 phit, hodc 30 phut. Ngoai ra, budc ly
tam c6 thé duoc thuc hién & nhiét dd nim trong khoang tir 0°C dén 40°C, ndm trong
khoéang tir 20°C dén 38°C, hoic nim trong khoang tir 30°C dén 37°C.

Do d6, bang cach tac dong luc ly tim vao ca cac té bao giét tyr nhién va ty thé
ngoai sinh, ty thé cé thé dugc phan phdi vao cac té bao giét tu nhién véi hidu suit cao

ddng thoi it gy tén thuong cho cac té bao giét tur nhién.

Ngoai ra, chit hoat dong bé mit c6 thé dugc st dung dé ting cudong kha ning
thAm mang té bao cta ty thé ngoai sinh vao cac t& bao giét tw nhién. Thoi diém & d6 chat
hoat dong bé mit duge bd sung co thé 1a truée, trong, hodc sau khi trdn cac té bao giét tu
nhién vdi ty thé ngoai sinh. Ngoai ra, sau khi chét hoat dong bé mat dugc bd sung vio
cac t& bao giét tu nhién, cac t& bao giét ty nhién c6 thé duogc U trong khoang thoi gian
nhét dinh dé ting cudng dic tinh thdm mang té bao cua ty thé ngoai sinh vao cac té bao
giét ty nhién. Thoi gian @ ¢ thé ndm trong khoang tir 0,1 dén 60 phit. Cu thé, thoi gian -
dé thuc hién budce @ c6 thé bang 1 phit, 5 phat, 10 phut, 20 phuat, hozc 30 phut, nhung
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khoéng chi gidi han 6.

Cu thé, t&t hon néu chit hoat dong bé mat 1 chit hoat dong bé mit dang khong
ion, va c6 thé 1a poloxame. Theo sang ché, poloxame 13 copolyme ba khdi bao gdm chudi
polyoxypropylen ky nuéc trung tdm dugc gisi han hai d4u bang hai chudi polyoxyetylen
than nudc. Ngoai ra, chit hoat dong bé mit trong hdn hop 6 thé c6 ndng dd nim trong
khoang tir 1 dén -100mg/mL, nim trong khoang tir 3 dén 80mg/mL, hoic ndm trong
khoang tir 5 dén 40mg/mL, va c6 thé 1a t6t hon néu ndm trong khoang tir 10 dén
30mg/mL.

Ngoai ra, phuong phéap theo sang ché cé thé con bao gdbm budce @ hdn hop thu
dugc trong diéu kién nhiét do va thoi gian x4c dinh trudc. Budce u ¢ thé duoc thuc hién
& nhiét d6 ndm trong khoang tir 0°C dén 40°C, nim trong khoang tir 20°C dén 38°C,
hodic nam trong khoang tir 30°C dén 37°C. Ngoai ra, budc @ 6 thé dugc thuc hién trong
thoi gian tir 0,1 dén 4 gidy, tir 0,5 dén 3,8 gidy, hodc tir 0,8 dén 3,5 gio. Ngoai ra, bude i c6
thé duoc thuc hién trong thoi gian xac dinh trudce sau khi budce ly tdim dugce thuc hién dé
phan phéi ty thé ngoai sinh vao cac té bao giét tw nhién. Ngoai ra, thoi gian dé thuc hién

budce 1 ¢6 thé duge chon thich hop phu thudc vao loai té bao va lugng ty thé.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén duoc phém dé diéu tri bénh ung thu
hoic bénh l4y nhidm, chira hoat chét 13 t& bao giét tu nhién chira ty thé ngoai sinh.

Theo sang ché, bénh ung thu c¢6 thé 13 té bao bat ky duoc chon tir nhém bao gém
bénh ung thu da day, bénh ung thu gan, bénh ung thu phé)i, bénh ung thu dai truc trang,
bénh ung thu v, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu
tuyén tuy, bénh ung thu c¢d tir cung, bénh ung thu tuyén giap, bénh ung thu thanh quan,
bénh bach cau tiy cip, khéi u ndo, u nguyén bao than kinh, u nguyén bao vdng mac,
bénh ung thu ddu va cb, bénh ung thu tuyén nuéc bot, va u lympho. Ngoai ra, bénh 1ay
nhim c6 thé 12 té bao bat ky dugc chon tir nthém bao gdm bénh 1ay nhiém virut viém gan
B, bénh 1ay nhiém virut viém gan C, bénh lay nhiém virut gdy u nht & ngudi, bénh lay
nhiém virut cytomegalo, bénh 1ay nhidm virut duong hé hdp, va bénh lay nhidm virut
cim.

Ngoai ra, dugc phim c6 thé duoc bao ché & dang 16ng hoic dang lanh dong. Ngay
ca khi dugc ra dong mot 1an nita sau khi lanh déng, dugc phém cO chtc nidng té bao

khong bi suy gidm va c6 thé duy tri kha ndng song so6t t€ bao cao va kha nang tiéu diét té
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bao cao. Do d6, duoc phdm c6 thé d& dang dugc bao quan va phan phdi & dang bao quan

16ng hoidc lanh déng ma khong can xir Iy bb sung.

Sang ché cling mé ta phuong phap phong ngira hodc diéu tri bénh, bao gbm budc

sir dung dugc phdm chira hoat chat 12 té bao giét tu nhién ty thé ngoai sinh cho d6i tuong.

Phuong phap nay bao gdm buéc st dung luong hitu hiéu cta té bao giét tr nhién
theo sang ché cho db6i tugng bi bénh hoic dbi tuong c6 nguy co bi bénh. Vi du té bao d3
dwoc phan phéi ty thé ngoai sinh c6 thé duge st dung cho dbi tuong, t6t hon néu dong
vat c6 vu, dudi dang dugce phém. Té bao c6 thé duge st dung qua duong ti€ém tinh mach
hodc tiém du6i da. Khi dugce phim theo sang ché dugc bao ché dé sir dung ngoai dudng
tiéu hoa, nhu qua duong ti€ém tinh mach, tiém dudi da, qua dudng mét, tiém mang bung,
hodc tiém bép, t6t hon néu dugc phém theo sang ché dugc bao ché & dang chra nudc,
hoic t6t hon néu dugce phim theo sang ché chira dich co thé sinh Iy, hdn dich, hoic dung
dich. Do d6, chit mang hodc chit dan dugc dung cé thé dugc bd sung vao dugc phém
theo sang ché va phan phéi vao déi tuong bi bénh. Chat mang hodc chit din nay khong
anh hudng qua muc dén kha ning dién giai ciia d6i tuong bi bénh. Do d6, dung dich nuréc

mubi sinh 1y ¢6 thé duoc str dung 1am chit mang dé bao ché.

Phuong phap phong ngira hoic diéu tri bénh bang cach st dung té bao theo sang
ché ciing c6 thé bao gdm budc sfr dung dugc chét hoic hoat chat khac ¢ hoat tinh phong
ngira hodc diéu tri bénh, két hop vdi té bao theo sang ché. Puong dua thudc, thoi gian, va
liéu dé st dung Kkét hop cé thé duoc xac dinh phu thudc vao loai bénh, dbi tuong bi
bénh’s bénh state, muc dich diéu tri hoic phong ngtra, va dugc chit hoidc hoat chat khac

duoc sir dung Kkét hop.

Ngoai ra, bénh cé thé 14 bénh ung thu hodc bénh lay nhiém. Theo sang ché, bénh
ung thu cé thé 13 dwoc chon tir nhém bao gém bénh ung thu da day, bénh ung thu gan,
bénh ung thu phdi, bénh ung thu dai truc trang, bénh ung thu v, bénh ung thu tuyén tién
liét, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu cb tir cung, bénh
ung thu tuyén giap, bénh ung thu thanh quan, bénh bach cau tiy cép, khéi u ndo, u
nguyén bao than kinh, u nguyén bao vong mac, bénh ung thu dau va cb, bénh ung thu
tuyén nudce bot, va u lympho. Bénh 14y nhiém c6 thé 14 té bao bat ky dugc chon tir nhém
bao gém bénh 1ay nhiém virut viém gan B, bénh lay nhiém virut viém gan C, bénh lay
nhidm virut gy u nhi & ngudoi, bénh 14y nhiém virut cytomegalo, bénh 14y nhiém virut
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duong hé hip, va bénh lay nhidm virut ctim.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén té bao don nhdn mau ngoai vi chtra

ty thé ngoai sinh.

Thuét ngit “té bao don nhan méu ngoai vi” duge sir dung trong ban md ta dé chi té
bao ¢4 nhan hinh cdu cé mit trong méau ngoai vi. Té bao don nhan mau ngoai vi c6 thé
bao gbm té bao mién dich, nhu t& bao B, té bao T, dai thuc bao, t& bao dudi gai, va té bao
giét tur nhién. Té bao don nhan méu ngoai vi c6 thé duge thu nhéan tir mau cta d6i tuong.
Theo sang ché, ty thé ngoai sinh cd thé dugc thu nhan tir mé hodc té bao cua ddi tuong

nhu mo ta néu trén.

Theo sang ché, té bao don nhan mau ngoai vi chtra ty thé ngoai sinh co thé duoc
thu nhén bing cach phan phdi ty thé & ham luong nam trong khoang tir 0,01 dén 500pg,
nim trong khoang tir 0,1 dén 450pg, ndm trong khoang tir 0,5 dén 300ug, nidm trong
khoang tir 1 dén 100pg, hodc nim trong khoang tir 2 dén 10pg, tinh trén 10° t bao don
nhan mAu ngoai vi. Theo sang ché, ty thé ngoai sinh c6 thé dugc chira & lugng nim trong
khoang tir 1 d’én 10° hodc 10 dén 100/t€ bao don nhan mau ngoai vi. Ngoai ra, phuong
phép phan phéi ty thé ngoai sinh vao té bao don nhan méu ngoai vi c¢6 thé dugc thuc hién
bing budc ly tim nhu md ta néu trén. Theo mot khia canh khac, sang ché @& cap dén
dugc phdm @ diéu tri bénh ung thu hoic bénh lay nhidm, chira hoat chét 1 t€ bao don

nhan mau ngoai vi chura ty thé ngoai sinh.

Theo sang ché, nhu mé ta néu trén, bénh ung thu co thé 13 duge chon tir nhém bao
gbm bénh ung thu da day, bénh ung thu gan, bénh ung thu phdi, bénh ung thu dai truc
trang, bénh ung thu vu, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thur budng trimg, bénh ung
thu tuyén tuy, bénh ung thu cd tir cung, bénh ung thu tuyén giap, bénh ung thu thanh
quéan, bénh bach ciu tiy cip, khdi u ndo, u nguyén bao than kinh, u nguyén bio véng
mac, bénh ung thu dau va cd, bénh ung thu tuyén nudce bot, va u lympho. Ngoai ra, bénh
1ay nhi®m c6 thé 1 té bao bat ky dwoc chon tir nhém bao gdbm bénh 14y nhiém virut viém
gan B, bénh ldy nhiém virut viém gan C, bénh 1ay nhiém virut gdy u nhti & ngudi, bénh
1ay nhiém virut cytomegalo, bénh lay nhiém virut duong ho hap, va bénh lay nhiém virut

cum.
Vi du thyc hién sang che
Sang ché s& dugc md ta chi ti€t hon thong qua cac vi du sau. Tuy nhién, céc vi du
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nay chi nhdm muc dich minh hoa chir khéng gi6i han pham vi ctia sang ché.

I. San xuét t& bao giét tr nhién di duoc phan phdi ty thé ngoai sinh, va x4c dinh

chirc ndng cia no
Vi du 1. San xuét té bao giét tu nhién da dugc phan phéi ty thé ngoai sinh

Té bao gan binh thudng ciia ngudi (WRL-68) (CRL 1458, ATCC) dugc tao mam
rong moi truong DMEM c6 b sung 10% huyét thanh bao thai bd (FBS; Gibco),
100pg/mL streptomycin, va 100U/mL ampicillin va nu6i ciy trong 72 gid. Sau khi két
thiic nudi cdy, cac té bao duogc rira hai 1an bang dung dich mubi dém phosphat Dulbecco
(DPBS; Gibco). Céc té bao dd duoc rira duoc xir 1y bang trypsin-EDTA 0,25% (TE;
Gibco) dé thu duoc cac té bao. DPbi voi cac té bao thu duoc, dé chiét tach ty thé, may dém
huyét cau duoc sir dung dé do s lugng té bao, va cac té bao ¢ mat dod khoang 3 x 10° té

bao/mL dugc thu nhan.

Sau d6, dong té bao dugc xtr Iy bang budc ly tim thir nhit & nhiét do khoang 4°C
trong 10 phut & tbc do béng 350 x g. Hat thu dugc dugc thu nhén, va tao hén dich lai va
dong nhét héa trong dung dich dém trong 10 dén 15 phut. Hén hop chira hat thu duge
duge xt 1y bang bude ly tm thtr hai & nhiét do khoang 4°C trong 3 phut & tbc d nim
trong khoang tir 1,100 x g, dé thu dugc dich ndi. Sau d6, dich ndi duge xa 1y bang budc
ly tim tht ba & nhiét do khoang 4°C trong 15 phut & tdc do bang 12000 x g, dé phan 1ap
ty thé tir dong té bao.

Ty thé duoc phéan lap duge tiém & ham luong bang 1 x 10°, vao 6ng thir nghiém
chira cac té bao giét tu nhién riéng biét cia ngudi (NK92mi) (CRL2408; ATCC), va ly
tAm & nhiét d6 khoang 4°C trong 15 phut & tbc d6 bang 2500 x g. Sau khi loai bé dich ndi,
budc rira bf?mg PBS duoc thuc hién va budc ly tim dugc thuc hién ¢ nhiét 46 khoang 4°C
trong thoi gian 5 phut. Bude rira dugce thuc hién hai 1an trong cing diéu kién. Theo sang
ché, ty thé dugc phan 1ap dugc phan phéi & lugng bang 0,05ug, 0,05ug, 0,5ug, va Sug,
tinh trén 1 x 10° té bao thé nhén.

Vi du 2. X4c dinh ty 18 phan phdi cua ty thé c6 ngudn gdc tir t& bao gan binh
thudng cia ngudi (WRL6S) vao té bao giét tu nhién (phuong phép phan tich PCR)

Kit tinh ché ADN (NucleoSpin; MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) dugc
st dung d& chiét tch toan bd gen tir té bao giét tw nhién dwgc thu nhan theo vi du 1.
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ADN dugc chiét tich duoc tron tuong Umg vdi cac doan mdi dic hiéu ty t& WRL-68 (F:
5’-CTA TTC TCT GTT CTT TCA TGG-3’ (SEQ ID NO.1), R: 5’-AAG TAT TTA TGG
TAC CGT ACG-3’ (SEQ ID NO.2)). Sau d6, hdon hop phin Gng Master PCR 2X
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) va nuéc cit ba 1an dugc bd sung vao sao
cho tdng thé tich ciia hdn hop thu dugc bang 10uL, va thiét bj phan tng PCR chu trinh
nhiét 96 giéng Veriti (Applied Biosystems) dugc sir dung dé khuéch dai doan ADN mong

muon.

Phan tmg PCR dugc thuc hién dé thu dugc ADN dugc khuéch dai. P& xac dinh
ADN dugce khuéch dai, phén tich dién di trén gel agaroza 1,5% dugc thuc hién, sau do
nhudm bang Loading Star (DYNEBIO INC., Seongnam, Korea) duoc thuc hién. Thiét bi
quang ph6 UV (Chemi-Doc XRS; Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) dugc
sfx_dung dé xac dinh céc bang ADN duoc khuéch dai. GAPDH duge chon 1am gen cAu
trac duy tri chirc nang té bao. Pé thuc hién budc niy, cic doan modi (F- 5°-GGA AGG
TGA AGG TCG GAG-3’ (SEQ ID NO.3), R- 5’-GGC AAC AAT ATC CACTTT ACC-3’
(SEQ ID NO.4)) c¢6 kha nang khuéch dai GADPH dugc st dung. Két qua thir nghiém
duogc thé hién trén Fig.1.

Két qua thir nghiém trén Fig.1 cho thdy ham luong cta ty thé ngoai sinh dugc
phan phéi vao cac t& bao giét tr nhién duge gia tang khi cac lugng (0,005ug, 0,05ug,
0,5ug, va 5pg) cua ty thé dugc tron véi cac té bao giét tu nhién duoc gi ting.

Vi du 3. Xac dinh ty 16 phan phéi cua ty thé ¢ ngudn gbe tir t& bao gan binh
thuong cia ngudi (WRL68) vao té bao giét tu nhién (phuong phap phén tich FACS)

Phuong phép phén tich sang loc té bao dugc hoat héa huynh quang (FACS) duoc
thuc hién dé x4c dinh xem ty thé c6 ngudn gbc tir té bao gan binh thudng ciia ngudi da
duoc phan phdi vao té bao giét tr nhién hay chua. Ty thé dugc phan 1ap tir té bao gan
binh thudong cta ngudi duge xit 1y véi miu dd mau xanh mitotracker (500nM) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). Hon hop thu duoc duoc dé phan mg trong 10 phut
' trong ti nudi cdy trong diéu kién 5% CO, & nhiét d6 37°C, va rira. Ty thé c6 ngudn gdc tir
té bao gan duogc danh diu huynh quang dugc phan phdi vao t& bao mién dich bang cach
sir dung phuong phap ly tdm, sau d6 té bao mién dich dugc tao hdn dich lai trong PBS
(1mL). Sau d6, phan phdi ty thé dugc xac dinh va phan tich bang céach str dung thiét bi
dém té bao theo dong chay FACS Calibur (BDBiosciences, San Jose, CA, USA). Két qua
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thtr nghiém duoc thé hién trén Fig.2.

Két qua thir nghiém trén Fig.2 cho thiy cac té bao giét tu nhién c6 thé dugc phin
biét phu thudc vao cac lugng (0,005png, 0,05ng, 0,5ug, va Spg) cua ty thé dugc phan phéi
vao cac té bao giét tu nhién.

Vi du 4. Xé4c dinh ty 1& phan phdi cia ty thé c6 ngudn gbc tir t& bao gan binh
thuong ciia ngudi (WRL68) vao té bao giét tu nhién (quan sat bang kinh hién vi huynh
quang)

Pé xac dinh xem ty thé c6 ngudn gbc tir té& bao gan binh thuong cia ngudi
(WRL68) di dugc phan phdi Véd té bao giét trr nhién cta ngudi (NK92mi) hay chua, ty
thé cua cac t& bao giét tu nhién nay dugc xir 1y véi miu do mau xanh mitotracker
(500nM) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), va dé phan ting trong 10 phut trong
t0 nudi cdy trong didu kién 5% CO, & nhiét d6 37°C. Ty thé dugc phan l4p cta té bao gan
duoc x 1y v6i miu do mau dé mitotracker (500nM). Hn hop thu dugc duge dé phan
ting trong 10 phut trong ti nudi cy trong didu kién 5% CO2 & nhiét do 37°C, sau d6
duge phan phébi vao té bao giét tw nhién. Sau khi ty thé (5ug) duge phan phdi, hdn hop
thu dugc duge tao mim trong dia 24 giéng va i trong ti nudi cdy trong diéu kién 5% CO,
& nhiét do 37°C. Sau d6, kinh hién vi huynh quang duoc sir dung dé xac dinh ty thé duoc
phan phéi noi bao trong vong 24 gid. Chit phan tng DAPI dé nhudm nhén té bao duoc

sir dung chét phan tng nhudm dbi chimg. Céc két qua dugc thé hién trén Fig.3.

Két qua thir nghiém trén Fig.3 cho thdy ty thé ngoai sinh da dugc phan phdi vao
cac té bao giét ty nhién.

Vi du 5. Phan tich c4c thay ddi vé& hoat tinh chdng bénh ung thu cuia té bao giét tur
nhién d3 duoc phan phdi ty thé (thir nghiém mat hat CD 107 a)

Trong té bao giét tw nhién ciia ngudi (NK92mi) duge thu nhén theo vi du 1, da
duoc phan phdi ty thé ngoai sinh, dé xac dinh mirc do biéu hién CD107a do mat hat 13
chét chi thi cho hoat tinh ciia té bao giét ty nhién, té bao giét tw nhién ctia ngudi va té bao
dich can tiéu diét (K562) duoc tron & ty 16 bang 10:1, sau d6 hdn hop thu duge dugc xtr
Iy v6i khang thé khang CD107a dugc lién hop véi chit huynh quang. Hon hop thu dugce
dugc G ddng thoi trong 4 gidr. Sau khi 0 dong thoi, hdn hop thu duge duge xt 1y véi
khang thé',khang CD56 d& nhudém bé mit va dé phan tng trong 30 phut. Sau d6, phuong
phép phén tich sang loc t€ bao dugc hoat héa huynh quang (FACS) dugc thuc hién. Céc
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két qua dugc thé hién trén Fig.4A va Fig.4B.

Két qua thir nghiém trén Fig.4A va Fig.4B cho thiy hoat tinh khang bénh ung thu
ctia cac té bao giét tr nhién duoc gia ting véi cac luong (0,05ug, 0,5ug, va 5ug) cua ty
thé ngoai sinh.

Vi du 6: Xéc dinh cac thay dbi vé hoat tinh khang bénh ung thu cua té bao giét tu
nhién d3 duoc phan phéi ty thé (thir nghiém hoat tinh gay doc té bao K562)

Dé x4ac dinh hoat tinh khang bénh ung thu cda céac t€ bao giét tu nhién duoc thu
nhan theo vi du 1, t bao giét tr nhién dugc thu nhan duoc tron & ty 16 bang 10:1, voi té
bao dich cén tiéu diét (K562) dugc danh diu béng chit nhuém huynh quang mau xanh
(CFSE; Invitrogen), sau d6 hon hop thu dugc dugc u dong thoi trong 4 gid trong ti nudi
cdy & didu kién 5% CO, & nhiét d6 37°C. Sau khi 0 ddng thoi, dé phan tich cac té bao
dich bi tiéu diét béi cac té bao giét tw nhién, hdn hop thu duoc dugc xir Iy véi chit
nhudm huynh quang mau dé (7-AAD; Invitrogen), sau d6 dé phan tGng trong 10 phut.
Mat dd huynh quang cta cac té bao dich bi tiéu diét dugce phan tich bang phuong phép
phan tich sang loc té bao dugc hoat héa huynh quang (FACS). Két qua thir nghiém duoc
thé hién trén Fig.5.

Két qua thir nghiém trén Fig.5 cho thiy hoat tinh gy doc t& bao K562 duoc gia
tang voi cac lugng (0,05ug, 0,5ug, va Spg) cla ty thé ngoai sinh dugc phan phbi.

Vi du 7. San xuét té bao giét tr nhién di duoc phan phdi ty thé cia t& bao gbc
trung mé c6 ngudn gbc tir day rén

Té bao gbc trung md cb ngudn gde tir ddy rén (do CHA bundang medical center
cung cip, IRB No. 1044308-201511-BR-022-02) dugc tao mim trong mdi truong Alpha-
MEM c6 bd sung 10% huyét thanh bao thai bo (FBS; Gibco), 100pg/mL streptomycin, va
100U/mL ampicillin, v nudi ciy trong 72 gid.

Sau khi két thic nudi cdy, cac té bao duoc rira hai 14an bang dung dich mubi dém
phosphat Dulbecco (DPBS;. Gibco). Cac té bao di dugc rira dugc xur 1y bang trypsin-
EDTA 0,25% (TE; Gibco) dé thu duoc cac té bao. Dbi vai cac té bao thu dugc, dé chiét
tach ty thé, may dém huyét ciu dugc st dung dé do sé lugng té bao, va cic té bao & mat

d6 khoang 2 x 107 € bao/mL dugc thu nhén.

Sau d6, dong té bao dugc xtr Iy bang budc ly tim tha nhit & nhiét do khoang 4°C

-13-



38391

trong 10 phut & tbc do béng 350 x g. Hat thu dugc dugce thu nhén, va tao hén dich lai va
ddng nhit héa trong dung dich dém trong 10 dén 15 phtt. Hon hop chira hat thu dugc
duoc xir Iy bing bude ly tAm thir hai & nhiét d6 khoang 4°C trong 3 phut & tbc do nam
trong khoang tir 1,100 x g, dé thu duoc dich ndi. Sau d6, dich ndi dugc xir 1y bang buédc
ly tam thir ba & nhiét d khoang 4°C trong 15 phut & téc d6 bang 12000 x g, dé phan lap
ty thé tir dong té bao.

Ty thé dugc phén l4p duge tiém & ham luong bang 1 x 10°, vao éng thir nghiém
chira céc té bao giét tu nhién riéng biét ciia nguoi (NK92mi) (CRL2408; ATCC), va ly
tam & nhiét d6 khoang 4°C trong 15 phut ¢ tbc d6 bang 2500 x g. Sau khi loai bd dich ndi,
budc rira br?mg PBS duoc thuc hién va buc’rc ly tdim dugc thuc hién & nhiét 4o khodng 4°C
trong thoi gian 5 phat. Budce rira dugc thuc hién hai 1an trong ciing diéu kién. Theo sang
ché, ty thé dugc phéan 1ap dugc phan phdi & luong bang 0,3pug, 1pg, 3ug, Spg, va 10ug,
tinh trén 1 x 10° t€ bao thé nhan.

Vi du 8. Xéc dinh ty 1& phan phdi cta ty thé ctia té bao gdc trung md cé ngudn gbe
tir day rén (UC-MSC) vao té bao giét tu nhién (phuong phap phén tich FACS)

Phuong phap phén tich sang loc té bao dwgc hoat héa huynh quang (FACS) dugc
thuc hién dé x4c dinh xem ty thé c6 ngudn gde tir té bao gbc trung mé c6 ngudn gbe tir
day rbén da dugc phan phdi vao té bao giét '[l_I- nhién hay chua. Ty thé dugc phan 14p tir té
bao gbc trung mé c6 ngudn gde tir day rén duge xir Iy v6i miu do mau dé mitotracker
(500nM) (Thermo Fisher Scientific, Walthain, USA). Hon hop thu duge duoc dé phan
tng trong 30 phut trong ti nudi cdy trong didu kién 5% CO, & nhiét d6 37°C va rtra. Ty
thé dugc danh déu huynh quang cia té bao g&: trung md c6 ngudn gbe tir day rén duge
phan phdi vao té bao mién dich bang cach sir dung phuwong phap ly tdm, sau d6 cac té bao
duoc tao hon dich lai trong PBS (1mL). Sau d6, phan phéi ty thé dugc xac dinh va phan
tich bang cach str dung thiét bi dém té bao theo dong chay FACS Calibur (BDBiosciences,
San Jose, CA, USA). Céc két qua dugc thé hién trén Fig.6.

Két qua thir nghiém trén Fig.6 cho thdy cac té bao giét tr nhién c6 thé duoc phan
biét véi cac lwong (0,3pg, 1pg, 3ug, Spg, va 10pg) cla ty thé cla té bao gbc trung mé cb
ngudn gbe tir day rén da duoc phan phdi vio cac té bao giét tir nhién.

Vi du 9. Xéc dinh céc thay dbi vé hoat tinh khang bénh ung thu ctia té bao giét tur

nhién di duoc phin phéi ty thé c6 ngudn gde tir té bao gbc trung md c6 ngudn gde tir day
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rén (UC-MSC) (thir nghiém hoat tinh gy doc t& bao K562)

Dé x4c dinh hoat tinh khéng bénh ung thu ciia cac té bao giét tu nhién dugc thu
nhan theo vi du 7, t& bao giét tu nhién duge thu nhan dugc tron & ty 16 bang 10:1, véi té
bao dich can tiéu diét (K562) duoc danh ddu bang chit nhudm huynh quang mau xanh
(CFSE; Invitrogen), sau d6 hdn hop thu duge duge 4 dff)ng thoi trong 4 gid trong ti nudi
cdy & diéu kién 5% CO, & nhiét do 37°C. Sau khi i dong thoi, dé phan tich cac té bao
dich bi tiéu diét boi cac té bao giét tr nhién, hdn hop thu duge duge xir 1y véi chat
nhuém huynh quang mau dé (7-AAD; Invitrogen), va dé phan tng trong 10 phut. Mat do
huynh quang cia céc t& bao dich bi tiéu diét dugc phan tich bang phuong phéap phan tich
sang loc té bao dugc hoat héa huynh quang (FACS). Céc két qua duoc thé hién trén Fig.7.

Két qua thir nghiém trén Fig.7 cho thdy hoat tinh gdy doc té bao K562 duoc gia
ting v6i cac lwong (0,5pg, 1pg, 3pg, Spg, va 10pg) cua ty thé ngoai sinh dwgc phan phdi.

Vi du 10. Xé4c dinh hoat tinh diéu tri bénh bach cau thy céip théng qua mic do thay

dbi trong luong co thé va ty 16 séng s6t

Céc chudt nhét dyc NOD.cg-Prkdescid IL2rgtm1Sug/JicKoat tir 6 dén 8 tudn tudi
do Koatech Co., Ltd. (Gyeonggi-do, Korea) cung cdp duoc trai qua thdi gian thich nghi
trong khu vuc sach cua trung tdm dong vat thir nghiém tai CHA University, sau do6 thir
nghiém dugc thuc hién. Trong thoi gian thich nghi, cac chudt nhat thir nghiém duge nudi
trong mdi truong & diéu kién 12 giv chiéu sang va 12 gid trong béng t6i, va duy tri &
nhiét d6 phong bing 23 + 2°C va d6 4m nim trong khoang tir 40% dén 60%. Cac chudt
nhit thir nghiém duoc dé thich Gng trong thoi gian 7 ngay, sau d6 dugc vao thir nghiém.
Sau d6 cac chudt nhét thir nghiém dwoc tiém qua dudng tinh mach dudi véi té bao K562
& mat do biang 2 x 10° t& bao/100uL, dé thu duoc cac chudt nhét thir nghiém bi bénh bach

cau tuy cap.

Theo sang ché, cac chudt nhat thi nghiém bi bénh bach ciu tiy c?ip néu trén duoc
tiém qua dudng tinh mach dudi véi cac té bao giét tu nhién (NK92mi) dugc san xuét theo
vi du 7 & mat do bing 2 x 10° té bao/100uL, dé thu dwgc nhém thir nghiém. Theo cach
thire trong tr, nhém ddi ching dugc tao ra bang cach tiém qua dudng tinh mach dudi véi
té bao giét tr nhién binh thuong (NK92mi), khong dugc phan phéi ty thé, & mat do bang
2 x 10° t& bao/100pL. Mirc d6 thay ddi trong luong co thé va ty 16 séng s6t ciia nhém thir
nghiém va nhém ddi chimg duoc phan tich trong 24 ngay tir thoi diém tiém dong té bao
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bénh bach cau tiry cp (K562). Cac két qua dugc thé hién trén Fig.8A-Fig.8C.

Két qua thir nghiém trén Fig.8A-Fig.8C cho thiy nhém duoc tiém véi cac té bao
giét tir nhién dd duoc phén phéi ty thé cuia té bao gdc trung mé cé ngudn gde tir day rén,
c6 muc do gia ting trong lugng co thé khoang 5% va muc do gia ting ty 1& séng sot
khoang 40% hodc cao hon, so v6i nhém dugc tiém véi té bao giét tu nhién binh thuong

khong dugc phan phéi ty thé cia té bao gde trung mé c6 ngudn gbc tir day rén.

Vi du 11. Xé4c dinh hoat tinh diéu tri bénh bach cau tiy cip bang phuong phép
phan tich cac chét chi thi dic hiéu khdi u

Dé x4c dinh mtrc d6 phan b biéu hién cia cac chat chi thi ddc hiéu khdi u, tirc 13
p53 va c-Myc, mau ciia nhém thir nghiém va nhém dbi ching di duge thir nghiém theo
vi du 10 dwoc thu nhan, sau d6 ly tAm & tbc d6 bang 12000 x g trong 15 phit dé phan 1ap
huyét thanh. Huyét thanh dugc phan 14p duoc phan tich mirc do phan bd bidu hién ciia
p53 va c-Myc bing cach sir dung kit thim tich Western (WB; Bio-Rad Laboratories,
Inc.). Céc két qua dugc thé hién trén Fig.9.

Két qua thir nghiém trén Fig.9 cho thiy nhom duoc tiém vdi cac té bao giét tur
nhién d3 duoc phan phéi ty thé cia té bao gbc trung mé ¢ ngudn gde tir day rén, cd mirc
d6 biéu hién cia c-Myc giam va mirc d6 biéu hién cia p53 ting, c-Myc va p53 13 cac chét
chi thi ddc hiéu khdi u méu.

I1. San xuét t& bao don nhan méau ngoai vi da duoc phan phdi ty thé ngoai sinh va

x4c dinh chirc ndng cia nd

Vi du 12. San xuét té bao don nhin méu ngoai vi dd dugc phan phéi ty thé ngoai
sinh

Méu ngoai vi clia tac gia sang ché duogc 14y béi bac si 1am sang (tai CHA medical
center) dwoc xt 1y véi Ficoll-Paque (Amersham Biosciences) & ty 1& bang 1:1 trong dng
Falcon, sau d6 hon hop thu duge duoc ly tim & 400 x g trong 35 phut, dé thu duoc hat té
bao don nhan méu ngoai vi. Té bao don nhan méau ngoai vi thu dugc dugc rira hai lan
bang PBS. Sau d6, ty thé c6 ngudn gbc tir t& bao gan binh thudong ctia ngudi (WRL68) da
duoc phan 14p theo vi du 1 dugc phan phéi vao té bao don nhan méu ngoai vi & lugng

bang 0,05pug, 0,05ng, 0,5ug, va 5pg, tinh trén 1 x 10° té bao thé nhan. |

Vi du 13. Xéc dinh céc thay dbi vé hoat tinh khang bénh ung thu cia té bao don
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nh&n méu ngoai vi da dugc phan phéi ty thé (thtr nghiém hoat tinh gay doc té bao K562)

Dé x4c dinh hoat tinh khang bénh ung thu cua té bao don nhan mau ngoai vi dugc
thu nhan theo vi du 12, té bao don nhan mau ngoai vi thu dugc duoc trdn 6 ty 1€ béng
10:1, v6i té bao dich cin tiéu diét (K562) dugc danh ddu bang chit nhuém huynh quang
mau xanh (CFSE; Invitrogen), sau d6 hdn hop thu dugc dugc U ddng thoi trong 4 gio
trong ti nudi cy & didu kién 5% CO, & nhiét d6 nim trong khoang tir 37°C. Sau khi &
ddng thoi, dé phan tich cac té bao dich bi tiéu diét béi cac té bao giét tu nhién, hén hop
thu dugc duge xir Iy v6i chit nhudm huynh quang mau d6 (7-AAD; Invitrogen), .sau doé
dé phan g trong 10 phut. Mat d§ huynh quang cia céac té bao dich bi titu diét dugc
phan tich bing phuong phap phén tich sang loc té bao dugc hoat héa huynh Ciuang
(FACS). Két qua thir nghiém dugc thé hién trén Fig.10.

Két qua thir nghiém trén Fig.10 cho thay hoat tinh gy doc t€ bao K562 duoc gia
tang vé6i cac lugng (0,005pg, 0,05ug, va 0,5ug) cla ty thé ngoai sinh duge phan phéi.
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YEU CAU BAO HO
1. Dugc phim dé diéu tri bénh ung thu hodc bénh lay nhiém, chtra hoat chét 12 t bao giét
tu nhién, chira ty thé ngoai sinh dugc phan 1ap.

2. Duoc phdm theo diém 1, trong d6 ty thé ngoai sinh dugc phén 18p dugc thu nhén tir té
bao co, té bao gan, nguyén bao soi, té bio bidu md, noron té bao thin kinh, t& bao tao md,

té bao xuong, bach cau, t¢ bao lympho, t€ bao goc, hodc t€ bao niém mac.

3. Dugc phdm theo diém 1, trong d6 ty thé ngoai sinh dugc phan 18p dugc chira & ham

lwong nim trong khoang tir 1 dén 10%/té bao giét ty nhién.

4. Duoc phdm theo diém 1, trong d6 ty thé ngoai sinh duogc phan 1p duge phan phéi vao
té bao giét tur nhién béng cach ly tAm hdn hop chira ty thé ngoai sinh dugc phan 1ép dugc
tron véi té bao giét tw nhién.

5. Dugc pham theo diém 1, trong d6 dugc phim ndy & dang 16ng hoic dang lanh dong.

6. Duoc phém dé diéu tri bénh ung thu, chira hoat chét 12 té bao giét tu nhién, chira ty thé
ngoai sinh dugc phén 14p, trong d6 bénh ung thu dugce chon tir nhém bao gbm bénh ung
thu da day, bénh ung thu gan, bénh ung thu phdi, bénh ung thu dai tryc traing, bénh ung
thu va, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu tuyén tuy,
bénh ung thu ¢b tr cung, bénh ung thu tuyén gisp, bénh ung thu thanh quén, bénh bach
cau tiy cAp, khéi u ndo, u nguyén bao than kinh, u nguyén bao véng mac, bénh ung thu

dau va cd, bénh ung thu tuyén nuée bot, va u lympho.

7. Duoc phdm dé diéu tri bénh 14y nhifm, chira hoat chét 13 té bao giét tu nhién, chira ty
thé ngoai sinh duoc phan 1ap, trong d6 bénh 14y nhiém dugc chon tir nhém bao gdm bénh
1ay nhiém virut viém gan B, bénh 1ay nhiém virut viém gan C, bénh lay nhiém virut giy u
nhd & ngudi, bénh lay nhiém virut cytomegalo, bénh 1ay nhiém virut dudong hd hép, va

bénh lay nhiém virut cim.
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DUQOC PHAM DE DIFU TRI BENH UNG THU HOAC BENH LAY NHIEM

38391

DANH MUC TRINH TU

Poan mdi xudi d& phat hién ty thé WRL-68
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Mau dé mau d6 mitotracker

Fig.2
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Kinh hien vi husnh quang

Mau dé mau xanh | NK92mi - ity STEy]

mitotracker

® Mau xanh/mau dé DAPI'mau xanhymau do
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Thit nghiém hoat tinh gay ddc te bao K562 ciia té bao giet ty nhién
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1: Té bao NK92mi

2: Ty thé dugc phin phéi vao té bao NK92mi

Fig.9
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