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Linh vie ki thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén ché pham dé nhan giéng té bao khdi u nguyén phat
thu duge tir miu sinh thiét khoi u cta bénh nhan & ca diéu kién in vitro va in
vivo, phuong phép nhan gidng té bao khdi u nguyén phét thu duoc & ché pham,
phuong phap thu md hinh dong vat dé sang loc hidu qua cta thudc khang khoi

u st dung mo6 hinh dong vat.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Lap trinh lai c¢6 diéu kién (Conditional reprogramming - CR) 1a k¥ thuat
nudi cdy té bao ma c6 thé duoc sir dung dé thiét lap nhanh chéng va hidu qua
viéc nudi cdy té bao gém ca té bao binh thuong va té bao c6 bénh léy tr bénh
nhén, bao gdm céc té bao khbi u. Thuén lgi 16n nhat cia CR 1a mé rong nhanh
chong va hiéu qua viéc nuodi céy té bao tir cac mau md cua bénh nhan. Viéc nay
cho phép céc nha nghién ctru sang loc khdi u nhay véi thube khang bénh ung
thu hodc céc liéu phap mién dich du nhanh dé dua ra thong tin cho viéc sit dung

lam sang.

Tht nghiém thubc khang khdi u trong md hinh dong vét vé hidu qua cia
thube 12 quan trong khi mé6 hinh dong vat 1a quan trong d6i voi viée sang loc
thudc khang khdi u. M6 hinh dong vat nay s& gia lam moi trudong in vivo clia
bénh nhan, phan anh dap Gng cua bénh nhan va nho d6 hiéu qua hon. Dé thiét
14p cac mo hinh dong vat, nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay thuong can thu duoc sé lugng té bao khdi u du 1én. Tuy nhién, cac mau
khéi u thu dugc tir bénh nhan c6 thé chia lugng té bao khéi u rat nhd hoic
tham chi ¢ luong vét phu thudc vao viéc thu dugce chung béng cach nao. Vi du,
mau khéi u thu duoc tir sinh thiét kim c6 thé chira luong té bao khoi u rt nho
va do do rat kho dé nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vue k§ thuat nay sir
dung ching dé thiét 1ap mo hinh dong vat mong mubn dé sang loc thube khang

khdi u.

Su bat t cua té bao khdi u théng qua viéc lap trinh lai c6 diéu kién la
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cong cu voO gia dé tao ra viéc nhan giéng cac té bao khdi u dé chan doan dua
vao té bao, thir nghiém nhay véi thube va ngan hang sinh hoc (bio-banking) in
vitro. Tuy nhién, 1am cach nao dé nudi cdy hiéu qua va thanh coéng cac té bao
khéi u nguyén phat thu duge tir bénh nhan, dic biét 1a lugng mau té bao thap
hodc & luong vét tlr, vi dy, sinh thiét kim, van con 1a thach thuc.
Bén chét k§ thuit ciia sang ché

Dé giai quyét vin dé néu trén, tac gia sang ché da lap trinh lai c6 diéu
kién mot cach thanh coéng céc té bao khéi u nguyén phat tir mot sd dang khdi u
hudng dén su bét tir va st dung céc té bao khdi u duogc lap trinh lai c6 diéu kién
dé thiét 14p mo hinh dong vat dé tha nghiém thubc khang khdi u. Céc té bao
khéi u nguyén phat thu duge tir cac phau thudt mo, cac mau sinh thiét hodc mau
sinh thiét kim. Céc té bao khdi u nguyén phat duoc l4p trinh lai c6 didu kién
thu dugc theo sang ché boc 16 su phéat trién cum khudn dién hinh, ma duoc duy
tri tot khi dong lanh. Trong mét sb trudong hop, céc té bao co thé dugc di qua
nhiéu 14n va tro thanh cac dong té bao hitu dung. Gidng nhu cac té bao khdi u
nguyén phat, céc té bao khdi u duoc 1ap trinh lai c6 diéu kién 1a dang tin dé thu
nghiém do nhay cta thudc in vitro. Tac gia sang ché da cdy thanh cong cac té
bao khbi u duoc 1ap trinh lai ¢6 didu kién (CRC) vao mo hinh dong vat dé thir
nghiém hi¢u qua cua thubc, va sang loc thudc khang khéi u st dung md hinh
dong vat. Sang ché con boc 16 viée sir dung cac té bao khdi u dugce lap trinh lai

c6 diéu kién trong cac thu nghiém vé hiéu qua cua thudc.

Mot khia canh cua sang ché dé xuét phuong phap thu mo hinh dong vat

dé sang loc thudc khang khéi u, bao gdm:

(1) nuéi ciy té bao khéi u nguyén phat thu dugc tir mau sinh thiét khéi u cua

bénh nhan trong ché phidm bao gdm:
a) 0,01-1,0 mg/L Hydrocortison;
b) 1,0 -10,0 mg/L Inulin;
¢) 1,0-20,0 pg/L doc tb ta;

d) 2,0-50,0 mg/LL Adenin;
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e) 1,0-30,0 ug/L EGF;

f) 1,0-30,0 umol/L Y- 27632;

g) Pen/Strep;

h) 2-20% FBS;

i) moi truong F12

j) DMEM véi glucoza cao, va tiy y

k) Dung dich axit amin khong thiét yéu;

1) GlutaMAX b6 sung;

(2) cdy té bao khoi u nguyén phat thu dugc tlir bude (1) vao dong vat. Theo cac

phuong an, ché pham & budc (1) ctia phuong phap theo sang ché bao gdm céc

budc:

a) 0,3-0,5 mg/L, t6t hon 12 0,4 mg/L Hydrocortison;
b) 4-6 mg/L, t6t hon 12 5 mg/L Inulin;

¢) 7-9ug/L, tot hon 1a 8,3 pg/L doc t6 ta;

d) 20-30 mg/L, t6t hon 1a 24,2 mg/L Adenin;

e) 8-12pg/L, tot hon 1a 10 pg/L EGF;

f) 8-12umol/L, tot hon 1a 10 pmol/L Y- 27632;
g) Pen/Strep;

h) 8-12%, tot hon 1a 10% FBS;

i) moi truong F12

j) DMEM véi glucoza cao, va tuy y

k) Dung dich axit amin khong thiét yéu;

1) GlutaMAX bd sung.

Theo cac phwong an, miu sinh thiét khdi u 1a méu sinh thiét kim. Theo

cac phuong 4n, nong do clia cc té bao khoi u nguyén phat trong mau thu duogc

tir sinh thiét kim nho hon khoang 2mol/L, nho hon khoang 1,9mol/L, nhé hon
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khoang 1,8mol/L, nhé hon khoang 1,7mol/L, nhé hon khodng 1,6mol/L., nho
hon khoang 1,5mol/L, nho hon khoang 1,4 mol/L, nhé hon khoang 1,3 mol/L,
nhé hon khoang 1,2 mol/L, nhé hon khoang 1,1 mol/L, nhé hon khodng 1,0
mol/L, nho hon khoang 0,9 mol/L, nhé hon khoang 0,8 mol/L, nhé hon khoang
0,7 mol/L, nho hon khoang 0,6 mol/L, nhé hon khodng 0,5 mol/L, nho hon
khoang 0,4 mol/L, nho hon khoang 0,3 mol/L, nho hon khoang 0,2 mol/L, nho
hon khoang 0,1 mol/L hodc nho hon, nhu nhé hon khoang 2 mol/L, nhé hon
khoang 1,7 mol/L, nhé hon khoang 0,8 mol/L, nho hon khoang 0,64 mol/L, nho
hon khoang 0,59 mol/L. Theo cic phuong 4n, t& bao khéi u nguyén phat duogc
nudi cdy bang té bao nudi trong ché phdm ciia budc (1), dic biét 1a té bao nudi
la té bao nguyén bao soi tir phdi cua chuot nhit (MEF). Theo céc phuong én,

cac té bao MEF da duoc diéu tri béng mitomyxin C.

Theo cac phuong an, dong vat theo sang ché 1a chudt nhit hoic chudt
céng, dac biét 1a chuodt nhét thiéu hut mién dich, nhu chudt nhat trui long. Theo
cac phuong an, t& bao khdi u nguyén phat thu duge & budce (1) dugc cdy vao
dong vat trong soi rong. Theo cac phuong 4n, soi rong dugc lam tir
polyvinyliden florua bién dbi, dic biét hon 1a soi rong dugc lam tu

polyvinyliden florua bién d6i va c6 gia tri ngudng la 500000 Dalton.

Theo mot khia canh, sdng ché @& xuit md hinh dong wvat dé sang loc
thubc khang khdi u thu dugc biang phuong phap theo sang ché. Theo céc
phuong én, dong véat theo sdng ché 1a chudt nhit hodc chuot céng, ddc biét 1a

chudt nhit thiu hut min dich, nhu chudt nhit trui [6ng.

Theo mot khia canh, sang ché dé& xudt phuong phép sang loc thudc khang
khbi u s dung mé hinh dong vét theo sang ché, phuong phap nay bao gom
budc dung thudc tng vién cho mé hinh dong vat theo sang ché. Theo cac
phuong 4n, phuong phap néu trén con bao gdm bude do su phat trién cua khdi

u trong md hinh dong vt theo sang ché.
Mo ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hién hinh thai cta cac té bao duge lap trinh lai c6 diéu kién

trong sy phat trién cdc cum khuan tir cac mau khoi u khac nhau. A, viéc di qua
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PO, P4 va P6 cua cac t& bao nguyén phat dugc lap trinh lai c6 didu kién c6
ngudn gde tir mau phiu thuit cia bénh nhan ung thu phdi; B, cac té bao duoc
lap trinh lai cé diéu kién P3 c6 ngudn gbc tir mau sinh thiét cta bénh nhan ung
thu phéi; C, cac té bao duoc 1ap trinh lai c6 diéu kién P4 c6 nguén géc tU mau
sinh thiét kim cta bénh nhéan ung thu biéu m6 boc dang tuyén; D, té bao P12 ¢6
ngu@)n géc tir mau sinh thiét kim cta bénh nhan u trung biéu mo mang bung; E,
t€ bao P7 ¢6 ngudn gbc tir mau phau thudt ctia bénh nhan u nguyén bao dém; F,
té bao P6 c6 ngudn goc tir mau sinh thiét cia bénh nhan ung thu dai truc trang;
G, t& bao P3 c6 ngudn gbe tir mau phau thuit cia bénh nhan ung thu biéu mo
tai mat.

Fig. 2 A, két qua cua hiéu qua khang khdi u ctia thude thi nghiém & cac
mé hinh Mini-PDX MDX079; B, két qua cta hiéu qua khang khéi u cta thude
thtr nghiém & cdc md hinh Mini-PDX MDX083; C, két qua cua hiéu qua khang
khéi u cta thudc thtr nghiém & cdc md hinh Mini-PDX MDX095; D, két qua
ctia hidu qua khang khdi u cua thudc thir nghiém ¢ cdc mo hinh Mini-PDX
MDX107; E, két quéa ctia hiéu qua khang khéi u cta thudc thir nghiém & cac mo

hinh Mini-PDX MDX123.

Fig. 3 A, két qua cua hiéu qua khang khéi u cua thudc thtr nghiém & céc
md hinh Mini-PDX MDX133; B, két qua cta hiéu qua khang khéi u ctia thudce
thtr nghiém & cac md hinh Mini-PDX MDX154; C, két qua cta hiéu qua khang
khdi u cua thudc thér nghiém ¢ cdc mo6 hinh Mini-PDX MDX164; D, két qua
ctia hiéu qua khang khéi u cia thude thir nghiém & cdc méd hinh Mini-PDX
MDX165; E, két qua cua hiéu qua khang khéi u ctia thude thir nghiém & cdc mo
hinh Mini-PDX MDX168. F, két qua cua hiéu qua khang khéi u cua thude thir
nghiém & cac md hinh Mini-PDX MDX169; G, két qua cta hidu qua khang
khéi u cua thube thir nghiém & cidc méd hinh Mini-PDX MDX174; H, két qua
ciia hiéu qua khang khéi u cta thudc thir nghiém & cdc md hinh Mini-PDX
MDX186; I, két qua cua hiéu quéa khang khéi u cta thudce thu nghiém & cdc mo
hinh Mini-PDX MDX189; J, két quéa cta hiéu qua khang khéi u cia thude thu
nghiém & cac mo hinh Mini-PDX MDX203.

M ta chi tiét sang ché
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Theo mot khia canh, sédng ché dé xuit phuong phap thu md hinh dong vat
dé sang loc thudc khang khdi u, phuong phap nay bao gém cac budc (1) nudi
cdy té bao khbi u nguyén phat thu duge tir mau sinh thiét khdi u ctia bénh nhan

trong ché phidm bao gdm:
a) 0,01-1,0 mg/L Hydrocortison;
b) 1,0 -10,0 mg/L Inulin;
¢) 1,0-20,0 pg/L doc t ta;
d) 2,0-50,0 mg/L. Adenin;
e) 1,0-30,0 ug/L EGF;
) 1,0-30,0 umol/L Y- 27632,
g) Pen/Strep;
h) 2-20% FBS;
i) moi truong F12
j) DMEM véi glucoza cao, va tuy y
k) Dung dich axit amin khong thiét yéu;
) GlutaMAX bd sung; va

(2) cdy té bao khéi u nguyén phat thu duoc tir bude (1) vao dong vat. Theo céc
phwong 4n, miu sinh thiét khéi u 1a mau sinh thiét kim. Theo cdc phuong an,
ndng d6 cia céc té bao khdi u trong mau thu duge tir sinh thiét kim nho hon

khoang 2mol/L.

Nong dd cua hydrocortison trong ché phdm cua budc (1) c6 thé Ia
0,01-1,0 mg/L, ddc biét 1a khoang 0,05-1,0 mg/L, khoang 0,1-1,0 mg/L, khoang
0,1-0,9 mg/L, khoang 0,2-0,8 mg/L, khoang 0,2-0,7 mg/L, khodng
0,25-0,65mg/L, Kkhoang 0,25-0,6mg/L,, khoang 0,3-0,5mg/L, khodng
0,35-0,55mg/L, khoang 0,35-0,4mg/L, khodng 0,4-0,45mg/L, khoang
0,35-0,45mg/L, khoang 0,45-0,55mg/L, khoang 0,05 mg/L, khoang 0,1 mg/L,
khoang 0,2 mg/L, khoang 0,3 mg/L, khoang 0,31 mg/L, khoang 0,32 mg/L,
khoang 0,33 mg/L, khoang 0,34 mg/L, khoang 0,35 mg/L, khoang 0,36 mg/L,

6
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khoang 0,37 mg/L, khoang 0,38 mg/L, khodng 0,39 mg/L, khoang 0,4 mg/L,
khoang 0,41 mg/L, khoang 0,42 mg/L, khoang 0,43 mg/L, khoang 0,44 mg/L,
‘khoang 0,45 mg/L, khoang 0,46 mg/L, khodng 0,47 mg/L, khoang 0,48 mg/L,
khoang 0,49 mg/L, khoang 0,5 mg/L, khoang 0,6 mg/L, khoang 0,7 mg/L,
khoang 0,8 mg/L, khoang 0,9 mg/L, khodng 1,0 mg/L.

Nong d6 cua insulin trong ché phdm ctia bude (1) c6 thé 1a 1,0-10 mg/L,
dac biét la khoang 1-10 mg/L, khoang 2-9 mg/L, khoang 3-8 mg/L, khoang 3-7
mg/L, khoang 4,5-6,5 mg/L, khoang 4-6 mg/L, khoang 1 mg/L, khoang 2 mg/L,
khoang 3 mg/L, khoang 4 mg/L, khoang 5 mg/L, khodng 6 mg/L, khodng 7
mg/L, khoang 8 mg/L, khoang 9 mg/L, khoang 10 mg/L.

Nong d6 cta doc té ta trong ché pham cia buéde (1) co thé 1a 1-20 pg/L,
dac biét la khoang 2-20 pg/L, khoang 3-18 ug/L, khoang 4-15 pg/L, khoang
5-10 pg/L, khoang 6-10 pg/L, khoang 7-9 ug/L, khoang 7,5-8,5 ng/L, khoang 1
ng/L, khoang 2 ug/L, khoang 3 pg/L, khoang 4 pg/L, khoang 5 pg/L, khoang 6
ng/L, khoang 7 pg/L, khoang 8 pg/L, khodng 8,1 pg/L, khoang 8,2 nug/L,
khoang 8,3 pg/L, khoang 8,4 pg/L, khoang 8,5 pg/L, khoang 8,6 ng/L, khoang
8,7 ug/L, khoang 8,8 pg/L, khoang 8,9 pg/L, khoang 9 pg/L, khoang 10 pg/L,
khoang 11 pg/L, khoang 12 pg/L, khoang 13 pg/L, khoang 14 pg/L, khoang 15
ug/L, khoang 16 pg/L, khoang 17 pg/L, khoang 18 pg/L, khoang 19 ng/L,
khoang 20 pg/L.

Nong d6 ciia adenin trong ché phdm cuia bude (1) cé thé 1a 2-50 mg/L,
dic biét 1a khoang 5-40 mg/L, khoang 10-30 mg/L, khoing 15-30 mg/L,
khoang 20-30 mg/L, khoang 22-27 mg/L, khoang 23-26 mg/L, khoang 24-25
mg/L, khoang 2 mg/L, khoang 6 mg/L, khoang 8 mg/L, khoang 10 mg/L,
khoang 12 mg/L, khoang 14 mg/L, khoang 16 mg/L, khoang 18 mg/L, khoang
20 mg/L, khoang 21 mg/L, khoang 22 mg/L, khoang 23 mg/L, khoang 24 mg/L,
khoang 24,1 mg/L, khoang 24,2 mg/L, khodng 24,3 mg/L, khoang 24,4 mg/L,
khoang 24,5 mg/L, khoang 24,6 mg/L, khoang 24,7 mg/L, khoang 24,8 mg/L,
khoang 24,9 mg/L, khoang 25 mg/L, khoang 26 mg/L, khoang 27 mg/L, khoang
28 mg/L, khoang 29 mg/L, khoang 30 mg/L, khodng 35 mg/L, khoang 40 mg/L.

Nong d6 cia EGF trong ché phdm cua budc (1) c¢6 thé 1a 1-30 pg/L, dac
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biét 1a khoang 2-20 ug/L, khoang 4-18 pg/L, khoang 6-16 pg/L, khoang 8-12
ng/L, khoang 9-11 pg/L, khoang 9,5-10,5 pg/L, khodng 2 pg/L, khoang 4 pg/L,
khoang 6 ug/L, khoang 7 pg/L, khoang 8 pg/L, khoang 9 ug/L about 10 pg/L,
khoang 11 pg/L, khoang 12 pg/L, khoang 14 ng/L, khoang 16 pg/L, khoang 18
ng/L, khoang 20 pg/L, khoang 25 pg/L, khoang 30 pg/L.

Ndng d6 cua Y-27632 trong ché phidm cua budc (1) co thé 1a 1-30
umol/L, dac biét 1a khoang 2-20 umol/L, khoang 4-18 umol/L, khodng 6-16
umol/L, khoang 8-12 umol/L, khoang 9-11 pmol/L, khodng 9,5-10,5 pmol/L,
khoang 2 umol/L, khoang 4 pmol/L, khoang 6 pumol/L, khodng 7 pmol/L,
khoang & umol/L, khoang 9 umol/L, khodng 10 umol/L, khodng 11 pumol/L,
khoang 12 umol/L, khoang 14 pmol/L, khoang 16 umol/L, khoang 18 pmol/L,
khoang 20 umol/L, khoang 25 pmol/L, khoang 30 pmol/L.

Nong do ciia FBS trong ché phdm ctia bude (1) c6 thé 1a 2-20%, dic biét
la khoang 4-15%, khoang 5-18%, khoang 6-16%, khoang 7-14%, khoang
8-12%, khoang 9-11%, khoang 9,5-10,5%, khoang 2%, khoang 4%, khoang 6%,
khoang 7%, khoang 8%, khoang 9%, khoang 10%, khoang 11%, khoang 12%,
khoang 14%, khoang 16%, khoang 18%, khoang 20%.

Theo céc phuwong an, sang ché dé xuit phuong phip thu mo hinh dong
vat dé sang loc thube khang khéi u, phuong phap nay bao gdm budc (1) nudi
cdy té bao khébi u nguyén phat thu dugc tir mau sinh thiét khéi u ctia bénh nhan
trong ché phidm bao goém:

a) 0,3-0,5 mg/L, t6t hon 12 0,4 mg/L Hydrocortison;
b) 4-6 mg/L, t6t hon 13 5 mg/L Inulin;

¢) 7-9ug/L, tot hon 1a 8,3 pg/L doc t6 ta;

d) 20-30 mg/L, t6t hon 13 24,2 mg/L Adenin;

e) 8-12pg/L, tot hon 1a 10 pg/L EGF;

f) 8-12umol/L, t6t hon 1a 10 pmol/L Y- 27632;

g) Pen/Strep;

h) 8-12%, tét hon 1a 10% FBS;
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1) moi truong F12
7)) DMEM véi glucoza cao, va tuy y
k) Dung dich axit amin khong thiét yéu;

1) GlutaMAX bd sung; va

(2) cdy té bao khdi u nguyén phat thu duogc tir bude (1) vao dong vat. Theo cac

phuong 4n, miu sinh thiét khéi u 12 mau sinh thiét kim. Theo cic phuong én,
ndng do cua cac té bao khdi u nguyén phat trong mau thu dugc tir sinh thiét
kim nho hon khoang 2mol/LL, nhé hon khodng 1,9mol/L, nhé hon khoang
1,8mol/L, nhé hon khoang 1,7mol/L, nhé hon khoang 1,6mol/L, nhé hon
khoang 1,5mol/L, nhé hon khodng 1,4 mol/L, nho hon khoang 1,3 mol/L, nhé
hon khoang 1,2 mol/L, nhé hon khoang 1,1 mol/L, nh6 hon khoang 1,0 mol/L,
nho hon khoang 0,9 mol/L, nhé hon khoang 0,8 mol/L, nhé hon khodng 0,7
mol/L, nhé hon khoang 0,6 mol/L, nhé hon khoang 0,5 mol/L, nhé hon khoang
0,4 mol/L, nho hon khoang 0,3 mol/L, nho hon khoang 0,2 mol/L, nhé hon
khoang 0,1 mol/L hodc nho hon, nhu nhé hon khoang 2 mol/L, nhé hon khodng
1,7 mol/L, nhé hon khoang 0,8 mol/L, nhé hon khoang 0,64 mol/L, nhé hon
khoang 0,59 mol/L. Theo cic phuong an, té bao khdi u nguyén phéat duge nudi
cly bang té bao nudi trong ché pham cua bude (1), dic biét 1a té bao nudi 1a té
bao nguyén bao sgi tir phdi ciia chudt nhat (MEF). Theo cic phuong 4an, céc té

bao MEF da duoc diéu tri bang mitomyxin C.

Theo cac phuong an, dong vat trong phuong phédp theo sang ché 1a chuot
nhét hodc chudt cbng, dic biét 1a chudt nhat thiéu hut mién dich, nhu chuot
nhét trui 16ng. Theo cdc phuong 4n, té bao khdi u nguyén phét thu duge & budc
(1) duoc cdy vao dong vét trong sgi rdng. Theo cic phuong 4n, s¢i rong duge
lam tir polyvinyliden florua bién dbi, dic biét hon 13 s¢i rdng duge lam tir

polyvinyliden florua bién d6i va cé gia tri ngudng 1a 500000 Dalton.

Theo mot khia canh, séng ché dé xuit md hinh dong vat dé sang loc
thubc khang khéi u thu duoc bang phuong phap theo sing ché. Theo céc
phuong 4n, dong vat theo sang ché 14 chudt nhit hodc chuodt céng, dac biét la

chudt nhat thiéu hut mién dich, nhu chudt nhét trui long.
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Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phuong phap sang loc thude khang
khéi u st dung mb hinh doéng vat theo sang ché, phwong phap niy bao gdm
bude ding thubc tmg vién cho mé hinh dong vat theo sang ché. Theo céac
phuong an, phuong phap néu trén con bao gébm bude do su phat trién ctia khbi

u trong md hinh dong vét theo sang ché.

Céc té bao khdi u ¢6 thé thu duge tir nhidu loai khéi u khdc nhau, bao
gdm nhung khong bi gidi han ¢ cac khdi u ¢ dai tiéu héa (nhu da day, rudt, ta
trang, rudt két, tuyén tuy, v.v.), vu, phéi, gan, va tuyén ndi tiét (nhu tuyén
thuong than, tuyén can gidp, tuyén yén, tinh hoan, budng trimg, va tuyén uc,
tuyén giap), hé tiét niéu va sinh san (nhu than, bang quang, budng tring, tinh
hoan, tuyén tién liét, v.v.), hé co xuong (nhu xuong, co tron, co van, v.v.), da,
va v.v.. Vi du, céc té bao khbi u co thé cé nguén géc tr bénh ung thu da day,

mAu sinh thiét cia mudi hai mau ung thu két truc trang va ung thu phoi.

Céc té bao khdi u nguyén phét duoc lap trinh lai ¢6 diéu kién ¢ thé duoc
cdy vao dong vat thong qua dng tiém hodc cac phuong phéap hoic thiét bi khac
da biét trong linh vuc k§ thuat nay. Theo cdc phuong 4n, cac té bao khdi u
nguyén phat duoc lap trinh lai co diéu kién duoc céy vao dong vat béng phuong
phép tao ra md hinh PDX dé phat trién khdi u in vivo. Xem trong tai liéu, vi du,
“Melanoma patient-derived xenografts accurately model the disease and
develop fast enough to guide treatment decisions”, Oncotarget, Vol. 5, No. 20,
Berglind O. Einarsdottir et.al., cong bd ngay 8 thiang 9 nim 2014,
“Personalizing Cancer Treatment in the Age of Global Genomic Analyses:
PALB2 Gene Mutations and the Response to DNA Damaging Agents in
Pancreatic Cancer”, Molecular Cancer Therapies, cong bd ngay 6 thang 12 nam
2010; DOI: 10.1158/1535-7163.MCT-10-0893, Maria C. Villarroel. Theo céc
phuong an, cac té bao khdi u nguyén phat duge 1ap trinh lai co diéu kién duoc
chuyén vao dng soi rdng, ma sau d6 duoc cdy vao dong vat. Sgi rong nay co
thé dugc lam tir polyvinyliden florua bién ddi va cé gia tri ngudng 1a 500000
Dalton. Theo sang ché, thiét bi mini-PDX khi lién quan dén so¢i rdng c6 thé
dugc lam tir polyvinyliden florua bién ddi va c6 gia tri ngudng 1a 500000

Dalton, ma c6 thé chtra cac té bao khéi u nguyén phét thu duge tir bénh nhan va
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duogc cay vao dong vat ung vién, vi du, dugc cay vao dudi da dong vat ing vién.

Theo sang ché, m6 hinh mini-PDX lién quan dén dong vat da dugce céy thiét bi
mini-PDX theo sang ché. M6 hinh dong vat c6 mini-PDX c6 thé dugc st dung

trong céc phuong phap/thtr nghiém duoc mé ta trong sang ché.

Theo khia canh khéc, sang ché cip dén phuong phap sang loc thubce
khang khdi u st dung mé hinh dong vét theo sang ché, bao gdm budc cho mé
hinh déng vét theo sang ché dung thubc Gng vién. Theo mot sd phuong én,
phuong phap nay con bao gdm budc do sy sinh truéng cia céac té bao khéi u
duge mo hinh dong vat theo sang ché mang trude va sau khi dung nhu néu trén.
Theo mdt sé phuong an, kich thudc cta khéi u dugc do trude va trong khoang
tir 5 dén 14 ngay, dic biét 1a 5 dén 7 ngay sau khi cho mé hinh dong vat theo
sang ché dung thudc do. Theo mot sé phuong an, mtc do chét rung té bao khéi
u dugc do trude va trong khoang tir 5 dén 14 ngay, dic biét 1a 5 dén 7 ngay sau
khi cho md hinh dong vat theo sang ché dung thubc d6. Theo mot sd phuong
an, mic dod biét hoa té bao khéi u duogc do trude va trong khoang tu 5 dén 14
ngay, dic biét 1a 5 dén 7 ngay sau khi cho mé hinh dong vat theo sang ché dung
thubc do6. Nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay s& chon
phuong phép thich hop dé do mirc do sinh truong cua cac té bao khdi u ma md

hinh dong vat theo sang ché mang trudc va sau khi dung nhu néu trén.

Thubc nay c6 thé dugc dung théng qua dudng thich hop bat ky, qua
duong miéng hodc ngoai dudng tiéu hoa. Vi du, thube tng vién dugc dung cho
md hinh dong vat theo sang ché bang cich dung qua duong miéng hoidc tiém
trong co (nhu bang cach truyén trong co, dudi da hodc trong tinh mach), ding
khu tr(1, x6ng hit, va phéan phéi qua da nhu cao déan trén da, mo céy, thudc dan,
v.v.. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay s& chon duong

ding thich hop theo nhu cau cta ho.

Thubc tng vién can dugce sang loc theo sang ché c¢o thé 1a thube khang
khéi u da biét hodc tb hop cua no, thudc khang khéi u mai hodc td hop, hodc £
hop mdi ctia cac thube khang khéi u da biét. Trong phwong phap theo sang ché,
thubc can dugc sang loc co thé duoc st dung & dang ran, dang ban rdn hoic

dang léng.
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Cac dong vat ing vién c6 thé dugc cho ding thudc bang cach dung qua

dudng miéng hoic tiém trong co (nhu bang céch truyén trong co, dudi da hodc

trong tinh mach), ding khu trd, xong hit, va phan phéi qua da nhu cao dan trén

da, mo cay, thuoc dan, v.v. Nguoi c¢d hiéu bict trung binh trong linh vuc nay sé&

chon duong dung thich hop theo nhu cau cia ho.

Vi du thwe hién siang ché

Sang ché s€ dugc mo ta 0 hon dudi day dua vao cac hinh vé di kem.

Moéi trwong 1ap trinh lai co6 diéu kién

MBoi truong chira céc thanh phan sau:

375mL mdi truong F12 (ban trén thi truong), 125mL DMEM véi ndng do
glucoza cao (ban trén thi truong), 25mL FBS 10% (ban trén thi truong), SmL
hydrocortison, SmL insulin, 5SmL doc td ta, SmL adenin, SmL Pen/ Strep (ban
trén thi truong), SmL EGF, ImL Y- 27632.

Céc thanh phan tiy ¥: dung dich axit amin khong thiét yéu (ban trén thi
truong); va GlutaMAX bd sung (ban trén thi truong).

Pieu che:

Céac thanh phan dudi day dugc diéu ché:

Hydrocortison: hoa tan 25mg hydrocortison ban trén thi truong trong SmL
etanol lanh 100% dé tao ra dung dich 5Smg/mL. B sung 0,8mL dung dich
Smg/mL vao 100mL HBES chira huyét thanh bao thai bo (FBS) 5%. Loc vo
tring va bao quan ¢ nhiét d6 —20°C trong céc phan phan udc 10mL. Nong do
cudi cing cua hydrocortison 14 0,4mg/L.

Doc t6 ta: bd sung 1,2mL nude vo tring vao éng chira 1mg doc td ta (ban
trén thi truong), thu dugc 10uM dung dich. Pha loang S0uL. dung dich 10uM
vao 50mL HBES chta albumin huyét thanh bo 0,1%. Loc vo tring va bao
quan & nhiét d6 4°C trong cac phan phan uéc 10mL. Nong do cudi cliing clia

doc tb tala 8,3 ug/L.
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e Insulin: hoa tan 12,5mg insulin ban trén thi truong trong 25mL HCL 0,005M.

Loc vo tring bang b6 loc dang 6ng tiém dugc thAm uét FBS tir trude. Nong

do cudi cung cia insulin 12 5 mg/L.

e Adenin: hoa tan 121mg adenin bén trén thi truong trong 5S0mL HCI 0,05M
bang cach khudy trong 1 gid. Loc vo tring va bao quan & nhiét do —20°C

trong cac phan phan udc 10mL. Nong d6 cudi cing ctia adenin 14 24,2 mg/L.

o Yéu tb sinh truong biéu bi (Epidermal growth factor-EGF): hoa tan 100pug
EGF ban trén thi trudng trong 10mL nuéc vo tring. B6 sung 90mL HBES
chtra albumin huyét thanh bo 0,1%. Loc v6 tring va bao quan & nhiét do
—20°C trong céc phin phin udc 10mL. Nong do cudi cing cia EGF la
10pg/L.

e Y-27632; 10umol trong DMSO. Ban trén thi truong.
Sau d6 modi trudng ndy duoc gitt mot cach thich hop ¢ noi lanh dé st dung.
Chuén bi té bao nudi:

Cac té bao nguyén bao s¢i phdi chudt nhit MEF (mouse embryonic
fibroblast) dugc phan lap tur cac phoi el3.5 cua chudt nhit C57 va duoc cho
sinh trudng trong DMEM c¢6 b6 sung FBS 10%. Céc té bao MEF da phan lap
trong 3 dén 5 14n cdy chuyén dugc xir 1y bang mitomyxin C (10ug/ml) trong 2
gio va duogc rira béng PBS. MEF da xt ly dugc gom va duge bdo quan kho lanh
dudi dang té bao nudi.

Vidu1
1. Nguyén li¢u
1.1 Khéi u ding dé 14p trinh lai c6 diéu kién

Cac té bao 1ap trinh lai c6 diéu kién tr MDX079, MDX083, MDX095,
MDX107, MDX123 dugc gom mot cach riéng r&. MDX079 ¢6 ngudn gbc tir
bénh nhan nit mic ung thu phdi, mé hinh MDX083 ¢6 ngudn gdc tir bénh nhan
nam 27 tudi mic ung thu biéu mé boc dang tuyén, moé hinh MDX095 c6 ngudn
gbe tir bénh nhén nam 54 tudi mac u trung biéu mé mang bung ac tinh, mo hinh

MDX107 ¢6 ngudn gbc tir bénh nhan nam 54 tudi mac u nguyén bao dém, mo
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hinh MDX123 ¢6 ngudn gbe tir bénh nhan nam 53 tudi mac ung thu dai truc

trang.
1.2 Dong vat

1.2.1 Balb/c trui 16ng, cai, dugc mua to Trung tdm dong vat thi nghiém
Thugng  Hai (Lingchang, Thugng Hai, Trung Qudc,
SCXK(SH)2013-0018).

Do tudi: 6-8 tudn
Gidi tinh: cai
Thé trong: 18-22 g
1.2.2 Diéu kién nuéi giir
Chudt nhat dugc gilt trong phong SPF & nhiét do va do dm khong doi
v6i 3 con trong mdi 16ng.
- Nhiét do: 20~26°C.
- Do am: 40~70%.
- Chu ky anh sang: 12 gio sang va 12 gio tbi.
Long: DPugc lam tir polycarbonat. Kich thude 1a 325mm x

210mm x 180mm. VAt liéu 16t & 12 18i ngd, duogc thay hai lan mot

tuan.

Ché dd an: cac con vat dugce tuy do ti€p can thirc dn dang hat kho
dugc vo trung nho chicu xa trong toan bd giai doan nghién ctru.

Nudce: Cac con vat duoc tu do tiép can nudc uéng vO trung.

Nhén dang 16ng: cic nhin dan nhian dang cho mdi long chua
thong tin sau: sO lugng con, gidi tinh, chung, ngay ti€p nhan, diéu tri,
sO hiéu nghién ctru, sO0 hi¢u nhom, va ngay bat dau diéu tri. Pinh

danh dong vat: Cac con dugc danh déu béng cach viét ma 1én tai.
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1.3 Thiét bj

Kinh hién vi dao nguoc DMIL, LEICA. Balance ALC-310.3, Acclulab.
Microbalance BSA224S, Sartorius. Centrifuge 5810R, Eppendorf.

Thiét bi mini-PDX: soi rdng duoc lam tir polyvinyliden florua bién doi
c6 gia tri ngudng 14 500000 Dalton, dudng kinh trong 1-2mm. Cat thanh do dai

mong mudn.

2. Quy trinh va phwong phap
2.1 Nubi ciy té bao

2.1.1

Riaa miu mo khéi u bang dung dich dém va loai bé mo khong phai khoi
u va md khéi u hoai tir trong ti an toan sinh hoc. Cat khéi u thanh cdc manh
1~3mm?, tao huyén phu vién bang dung dich colagenaza 1X va 0 & nhiét do
37°C trong tir 1 dén 2 gid. Gom cac té bao don 1& thong qua thiét bi loc 70uM,
dém sb luong té bao dé tinh ndng d6 té bao khéi u (Xem 9. Nong d6 té bao khoi
u thu dugc tir qua trinh phiu thuét va sinh thiét/sinh thiét kim). Nubi cdy céc té
bao bang mdi trudng l4p trinh lai c6 diéu kién, va sau khi céc té bao khéi u tang

sinh, thi thu cac té bao lap trinh lai c6 diéu kién do.
2.1.2

Tao huyén phu cdc md khéi u thu duoc tir sinh thiét/sinh thiét kim trong
dung dich colagenaza 1X va u & nhiét d6 37°C trong tir 1 dén 2 gid. Gom cac té
bao don 1¢ thong qua thiét bi loc 70uM, dém sb lwong té bao dé tinh nong do té
bao khbi u (Xem 9. Nong d6 té bao khdi u thu dugc tir phiu thuat va sinh
thiét/sinh thiét kim). Nudi cdy céac té bao biang mdi trudng 14p trinh lai c6 diéu
kién va sau khi cac té bao khdi u tang sinh thu cac té bao lap trinh lai c6 diéu
kién.

2.2 CAy ghép thiét bi mini-PDX

Huyén phu chira cac té bao dugc lam day vao thiét bi mini-PDX va céc
thiét bi nay duoc cdy ghép dudi da vao ca hai bén suon clia cdc con chudt nhat

trui 16ng Nu/Nu, dé thiét 1ap mo6 hinh mini-PDX. Ngay céy ghép dugc xac dinh
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1a ngay 0. Chudt nhit duge chia ngiu nhién vao cac nhom theo thé trong va

viéc diéu tri duoc bat dau vao ngay 0. Viéc dung vat pham thtr nghiém va so

thiét bi mini-PDX trong m&i nhom nghién ctu dugc thé hién trong cic bang

thiét ké thi nghiém sau day.

Bang 1 Nhém MDX079 va diéu tri

: Lidu  Duong
Nhom N Diéu tri dung Lich trinh
(mglkg) i3,
1 5 Chét dan thubc 0 i.p. qd*5
2 6 Gemxitabin+Carboplatin 60+50 i.p. q4d*2+qw
3 6 Doxetaxel+Carboplatin 20+50 i.p. q4d*2+qw
4 6 Pemetrexed+Carboplatin 200+50 i.p. qd*5+qw
Pemetrexed+Carboplatin+ 200+50+1 . « «
>0 Bevacizumab 0 Lp qd*>+qwq4d®2
6 6 Etoposit+Carboplatin 20+50 ip. q4d*2+qw
Luuy: N: sb luong thiét bi mini-PDX;
i.p.: tiém trong mang bung;
qd: mot 1an mdi ngay;
q4d: 4 ngay/lan;
qw: mdt 1dn mdi tudn;
Bang 2 Nhém MDXO083 va diéu trj
Nhém N Dibu tri Liéu Dudng 1 ich trinh
(mg/kg) dung liéu
1 6 Chét din thude 0 i.p. qd*5
2 6 Paclitaxel+Cisplatin 20+5 i.p. q4d*2+qw
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3 6 Gemgxitabint+Cisplatin 60+5 i.p. q4d*2+qw
4 6 Doxetaxel+Carboplatin 20+50 i.p. q4d*2+qw
5 6 5-FutCisplatin 25+5 i.p. qd*5+qw
6 6 Epirubixin+5-Fu+Cisplatin = 5+25+5 i.p. qw+qd*5+qw

Luu v: N: s6 luong thiét bi mini-PDX;
i.p.: tiém trong mang bung;
qd: mot 1an mdi ngay;
q4d: 4 ngay/lan;

qw: mot lan moi tuan;

Bang 3 Nhém MDX095 va didu tri

Nhém N Dibu tri (I;gii‘(‘g) D“""ﬁ%ud“‘“g tl;:;ll‘l
1 6 Chatdan thudc 0 ip. qd*5
2 4 Gemxitabin+Cisplatin 60+5 i.p. q4d*2+qw
3 6 5-Fu 25 Lp. qd*5
4 6 Cisplatin 5 i.p. q4d*2
5 6 Paclitaxel 20 i.p. q4d*2
6 6 Epirubixin 10 ip. q4d*2
7 6 Etoposit 20 i.p. q4d*2

Luu y: N: s lugng thiét bi mini-PDX;
i.p.: tiém trong mang bung;

qd: mot 1an mdi ngay;
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q4d: 4 ngay/lan;

qw: mot 1an moi tuan;

Bang 4 Nhém MDX107 va diéu tri

Dwong dung

Nhém N Diéu tri Liéu (mg/kg) i3 Lich trinh
ieu
1 6 Chét din thube 0 p.o. qd*5
2 6 Temozolomit 50 p.o. qd*5
Luuy: N: sO luong thiét bi mini-PDX;
p.o.: dung qua dudng miéng;
qd: mot 1an mbi ngay:;
Bang 5 nhém MDX123 va diéu tri
Nhém N Diéu tri Liéu (mg/kg) Puong dung lieu Lich trinh
1 6 Chétdin thudc 0 ip. qd*5
2 6 5-Fu 25 i.p. qd*5
3 6  Oxaliplatin 5 iL.p. q4d*2
4 6 Irinotecan 50 i.p. q4d*2
S 6 Raltitrexed 30 i.p. q4d*2
6 6 Bevaxizumab 10 i.p. q4d*2
7 6 Cetuximab 30 i.p. q4d*2

Luu y: N: s6 luong thiét bi mini-PDX;
i.p.: tiém trong mang bung;

qd: mot 1an mdi ngay;
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q4d: 4 ngay/lan;
2.3 Quan sat

Phuong phép va (cac) sira doi bt ky hodc quy trinh lién quan dén viéc
cham soc va st dung dong vat trong nghién ctu nay dugc xem xét va phé duyét
b6i Uy ban Cham séc va St dung Pong vat (Institutional Animal Care and Use
Committee - JACUC) ctia Shanghai LIDE trudc khi thuc hién. Trong nghién
clru nay, viéc cham soc va st dung dong vat dugc thuc hién theo cdc nguyén
tic ctia T6 chitc Panh gia va Cip phép Chim séc Dong vat Thi nghiém (the
Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care -
AAALAC). Sau khi tiém truyén, cac con vt duoc kiém tra hang ngay vé ty 1é
méc va ty 1€ t& vong. Tai thoi diém theo ddi chu trinh, cac con vat dugc kiém
tra vé tac dong bat ky cua viéc phat trién khdi u va viéc diéu tri dén trang thai
binh thuong nhu d¢ linh hoat, sy ti€u thu thic dn va nudc, ting/gidm thé trong
(thé trong dugc do hai 14n mdi tudn hodc mot 1an cach ngay), mét/16ng xin mau
va tac dong bat thuong khac bat ky. Su chét va cac dau hidu 1am sang quan st

dugc duoc ghi lai trén co s& sb lwong con vat trong tung tap hop con.
2.4 Piém cubi

2.4.1 Thé trong duoc do hiang ngay, giai doan diéu tri cua cic nghién ctru nay
1a 7 ngay, khi két thuc, tht ca cac con chudt nhit duogc tro tir va thiét bi
mini-PDX duogc loai bé ddi v6i thir nghiém CTG (kha nang sdng cua té
bao). Tc do tang sinh khdi u twong ddi (%) 1a chi bao cho hoat tinh
khang khoi u.

2.4.2 KhiVcar-Vao > 0, thi tde d6 tang sinh khdi u twong ddi (%) = (V 1a7-V o)
/ (V car-V a0) x100%; khi V ca7-V a0 < 0, thi tde d6 tang sinh khéi u twong
d6i (%) = V 1a7/ V ca7 x100% (V 1a7: kha ning séng ciia té bao vao ngay
7 ciia nhom diéu tri; V car: kha ning sdng cta té bao vao ngay 7 cua

nhém dbi chimg; Vao: kha ning sdng cta té bao vao ngay 0).
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3. Két qua (xem Fig. 2)
4. Tém tit va ban ludn

Trong md hinh mini-PDX MDX079, viéc diéu tri két hop bang
Doxetaxel va Carboplatin (T/C%=-21%) c6 thé din dén viéc lam giam dang ké
kha ning séng cua té bao khéi u; viéc diéu tri két hop bang Gemxitabin va
Carboplatin (T/C%=55%) ciing cho thay hoat tinh khang khéi u; viéc diéu tri
két hop brflng Pemetrexed va Carboplatin (T/C%=103%), viéc diéu tri két hop
béng Pemetrexed, Carboplatin va Bevazulimab (T/C%=119%), viéc diéu tri két
hop bing Etoposit va Carboplatin (T/C%=114%) khong cho thdy hoat tinh
khéang khdi u.

Trong md hinh mini-PDX MDX083, tit ci nhom diéu tri bao gdm diéu
tri két hop béng Paclitaxel va Cisplatin (T/C%=44%), diéu tri két hop béng
Gemxitabin va Cisplatin (T/C%=41%), diéu tri két hop bang Doxetaxel va
Carboplantin  (T/C%=50%), diéu trj két hop bang 5-Fu va Cisplatin
(T/C%=45%), diéu tri két hop bang Epirubixin, 5-Fu va Cisplatin (T/C%=45%)

c6 thé dan dén viéc giam kha ndng song cua té bao khoi u.

Trong md hinh mini-PDX MDX095, viéc didu tri bang 5-Fu
(T/C%=80%), diéu tri bang Paclitaxel (T/C%=79%) din dén su giam nhe kha
ning séng cua té bao khdi u; didu tri két hop bang Gemxitabin va Cisplatin
(T/C%=119%) khong cho thdy hoat tinh khang khdi u, diéu tri bang Cisplatin
(T/C%=128%), diéu tri bang Epirubixin (T/C%=120%), diéu trj bing Etoposit
(T/C%=109%) khong cho thiy hoat tinh khang khdi u.

Trong mdé hinh mini-PDX MDX107, viéc diéu tri bing Temozolomit
khoéng cho thiy hoat tinh khang khdi u.

Trong md hinh mini-PDX MDX123, viéc diéu  tri béng 5-Fu
(T/C%=75%), diéu tri bing Oxaliplatin (T/C%=61%), diéu tri bang Irinotecan
(T/C%=68%), diéu tri bing Bevazulimab (T/C%=76%) c6 thé din dén viéc
giam khé ning séng cua té bao khdi u; didu tri bang Raltitrexed (T/C%=92%),
diéu tri bang Bevazulimab (T/C%=101%) khong cho thay hoat tinh khang khdi

u.
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Vidu 2
5. Nguyén liéu
5.1 Khéi u dung cho lap trinh lai c6 diéu kién

Céac té bao 1ap trinh lai c6 diéu kién tir MDX133, MDX154, MDX164,
MDX165, MDX168, MDX169, MDX174, MDX186, MDX189, MDX203 dugc
gom mdt cach riéng r&. MDX133 c6 ngudn gde tir bénh nhan nam 45 tudi mic
ung thu da day, m6 hinh MDX154 ¢6 ngudn gbc tir bénh nhan nit méc ung thu
biéu m6 tai mat, md hinh MDX164 cé nguén géc tr bénh nhan nam 43 tudi
méc u nguyén bao dém, mé hinh MDX165 c¢6 ngudn gbe tir bénh nhan nam 64
tubi mic u nguyén bao dém, md hinh MDX168 ¢6 ngudn gdc tir bénh nhan nit
66 tudi mic ung thu biéu mo tGi mat, m6é hinh MDX169 ¢6 ngudn gbc tir bénh
nhén nam 52 tudi méc ung thu phdi, mé hinh MDX174 c¢6 ngudn gde tir bénh
nhan nam 59 tudi méc ung thu phdi, mé hinh MDX186 c6 ngudn gde tir bénh
nhén nit 54 tudi mic ung thu tuy, md hinh MDX189 c¢6 ngudn gbc tir bénh nhan
nam 44 tudi méc ung thu thuc quan, md hinh MDX203 ¢6 ngudn gbc tir bénh

nhéan nam 61 tudi mac ung thu biéu mo tui mat.
5.2 Pong vat

5.2.1 Balb/c trui léng, cai, dugc mua to Trung tdm dong vat thi nghiém
Thuong hai (Lingchang, Thuong Hai, Trung Qubc,
SCXK(SH)2013-0018).

Do tudi: 6-8 tudn
Gi6i tinh: céi
Thé trong: 18-22 g
5.2.2 Diéu kién nudi gitr
Chuot nhét duoc gilt trong phong SPF & nhiét do va do Am khong dbi véi 3 con
trong mdi 10ng.
- Nhiét do: 20~26°C.

- Db Am: 40~70%.
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- Chu ky anh sang: 12 gid sang va 12 gio téi.

Long: Pugc lam tir polycarbonat. Kich thuéc 1a 325mm x 210mm x

180mm. V4t liéu 16t b 1a 161 ngd, duoc thay hai 1an mdt tudn.

Ché d6 an: Céac con vat duogc tu do tiép can thtc an dang hat kho dugc vo

trung nho chiéu xa trong toan bd giai doan nghién ctru.
Nudce: Cac con vat dugce tu do ti€p cdn nudc udng vo trung.

Nhan dang 10ng: cdc nhdn dan nhan dang cho mdi 10ng chira théng tin sau:
sb lugng con, gidi tinh, ching, ngay tiép nhan, diéu tri, s6 hiéu nghién ctru, sb
hiéu nhém, va ngay bat dau diéu tri. Dinh danh dong vét: Cac con dugc danh

dau bang cach viét mi 1én tai.
5.3 Thiét bi

Kinh hién vi déo ngugc DMIL, LEICA. Balance ALC-310.3, Acclulab.
Microbalance BSA224S, Sartorius. Centrifuge 5810R, Eppendorf.

Thiét bi mini-PDX: soi réng duoc lam tir polyvinyliden florua bién doi c6 gia
tri ngudng 12 500000 Dalton, duong kinh trong 1-2mm. Cat thanh d6 dai mong

muén.

6. Quy trinh va phwong phap
6.1 Nudi ciy té bao

6.1.1

Rua miu m6 khéi u bang dung dich dém va loai bo md khong phai khoi
u va md khéi u hoai tir trong td an toan sinh hoc. Cit khéi u thanh cac méanh
1~3mm?, tao huyén phu vién bang dung dich colagenaza 1X va U & nhiét do
37°C trong tu 1 dén 2 gio. Gom céac té bao don 18 thong qua thiét bi loc 70uM,
dém sb luong té bao dé tinh ndng d6 té bao khdi u (Xem 9. Nong do té bao khbi
u thu dugc tr phau thuét va sinh thiét/sinh thiét kim). Nubi cdy cac té bao bing
moi trudng lap trinh lai co diéu kién, sau khi cac té bao khdi u tang sinh, va thu
cac té bao lap trinh lai c6 diéu kién do.

6.1.2
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Tao huyén phu cdc md khéi u thu duoc tir sinh thiét/sinh thiét kim trong
dung dich colagenaza 1X va 0 & nhiét d6 37°C trong tir 1 dén 2 gid. Gom cac té
bao don 1é thong qua thiét bi loc 70uM, dém sb luong té bao dé tinh néng do té
bao khdi u (Xem 9. Néng do té bao khdi u thu duogc tu ph?lu thuat va sinh
thiét/sinh thiét kim). Nubi cdy cac t& bao bing moéi truong 1ap trinh lai co diéu
kién, sau khi cac té bao khbi u tang sinh, va thu cac té bao lap trinh lai c6 diéu
kién do.

6.2 CAy ghép thiét bi mini-PDX

Huyén phil chira cac té bao dugc lam ddy vao thiét bi mini-PDX va cac
thiét bi nay duoc cdy ghép dudi da vao ca hai bén sudn clia cac con chudt nhat
trui 16ng Nu/Nu, dé thiét 14p mé hinh mini-PDX. Ngay cdy ghép dugc xac dinh
1a ngay 0. Chudt nhit duoc chia ngau nhién vdo cac nhém theo thé trong va
viée diéu tri duoc bat dau vao ngay 0. Viéc dung vat phém thtt nghiém va sb
thiét bi mini-PDX trong méi nhém nghién ctu dugc thé hién trong cac bang

thiét ké thi nghiém sau day.

Bing 6 Nhom MDX133 va diéu tri

23/38

Nhém N Pibu tri Liéu (mg/kg) Pwong dung lieu Lich trinh
1 6 Chét din thubc 0 ip. qd*5
2 6  Oxaliplatin 5 ip. q4d*2
3 6 5-Fu 25 i.p. qd*5
4 6 S-1 10 p.o. qd*5
5 6 Paclitaxel 20 i.p. q4d*2
6 6 Irinotecan 50 i.p. q4d*2

Luu y: N: s6 lugng thiét bi mini-PDX;
i.p.: tiém trong mang bung;

p.o.: dung qua dudng miéng;

23



51457

qd: mot 1an mdi ngay;

q4d: 4 ngay/lan;

Bang 7 Nhém MDX154 va diéu tri

24/38

Nhém N Piéu tri Liéu (mg/kg) Puwong dung litu Lich trinh
1 6 Chétdan thudc 0 ip. qd*5
2 6 Gemxitabin 60 L.p. q4d*2
3 6  Oxaliplatin 5 i.p. q4d*2
4 6 5-Fu 25 i.p. qd*5
5 6 Nab-Paclitaxel 20 iv. qd*5
6 6 Irinotecan 50 i.p. q4d*2

Luu y: N: s6 luong thiét bi mini-PDX;
i.p.: tiém trong mang bung;
i.v.: tiém trong tinh mach;

qd: mot 1an mdi ngay;

q4d: 4 ngay/lan;
Béing 8 Nhém MDX164 va diéu tri

Nhém N Piéu tri Liéu (mg/kg) Puwong dung lieu Lich trinh
1 6 Chéatdan thubc 0 p.o. qd*5
2 6 Temozolomit 50 p.o. qd*5

Luu y: N: s6 luong thiét bi mini-PDX;

p.o.: dung qua dudng miéng;
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qd: mot 1an mdi ngay;

Bang 9 Nhém MDX165 va diéu tri

25/38

Nhém N PDiéu tri Liéu (mg/kg) Pwong dung lieu Lich trinh
1 6 Chét dan thube 0 p.o. qd*5
2 6 Temozolomit 50 p-o. qd*5

Luu ¥: N: s0 lugng thiét bi mini-PDX;
p.o.: dung qua dudng miéng;

qd: mot 1an mdi ngay;

Béing 10 Nhom MDX168 va diéu tri

Nhém N Diéu tri Lidu (mg/kg) Puwong ding litu Lich trinh
1 6 Chit din thude 0 ip. qd*5
2 6 Gemxitabin 60 i.p. q4d*2
3 5 Oxaliplatin 5 i.p. q4d*2
4 5 5-Fu 25 i.p. qd*5
5 5 Nab-Paclitaxel 20 iv. qd*5
6 6 Irinotecan 50 i.p. q4d*2

Luu y: N: s6 lugng thiét bi mini-PDX;
i.p.: tiém trong mang bung;
i.v.: tiém trong tinh mach;
qd: mot 1an mdi ngay;

q4d: 4 ngay/lan;
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Bang 11 Nhém MDX169 va diéu tri

N Liéu Puwong i
Nhém N Diéu tri Lich trinh

(mg/kg) dung liéu

1 6 Chitdin thudc 0 ip. qd*5

2 6 Pemetrexed+Carboplatin 200+50 i.p. qd*5+qw
3 6 Paclitaxel+Carboplatin 20+50 i.p. q4d*2+qw
4 6 Doxetaxel+Carboplatin 20+50 i.p. q4d*2+qw
5 6 Gemxitabint+Carboplatin 60+50 i.p. q4d*2+qw
6 6  Vinorelbin+Carboplatin 5+50 i.p. q4d*2+qw

Luu ¥: N: s6 lugng thiét bi mini-PDX;
i.p.: tiém trong mang bung;
p.o.: dung qua duong miéng;
qd: mot 14n mdi ngay;
q4d: 4 ngay/lan;

qw: mot lan moi tuan

Bang 12 Nhém MDX174 va didu tri

3 Liéu Puwong .
Nhém N Dieu tri Lich trinh

(mg/kg) dung liéu

1 6 Chat din thudc 0 i.p. qd*5
2 6 Pemetrexed+Carboplatin 200+50 i.p. qd*5+qw
3 6 Paclitaxel+Carboplatin 20+50 L.p. q4d*2+qw
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4 6 Doxetaxel+Carboplatin 20+50
5 6 Gemxitabint+Carboplatin 60+50
6 6 Vinorelbint+Carboplatin 5+50

Lp.

I.p.

L.p.

27/38

q4d*2+qw

q4d*2+qw

q4d*2+qw

Luu ¥: N: sb luong thiét bi mini-PDX;
i.p.: tiém trong mang bung;
p.o.: dung qua duong miéng;
qd: mot lan mbi ngay;
q4d: 4 ngay/lan;

qw: mot lan moi tudn

Bang 13 Nhém MDX186 va diéu tri

Dwong dung

Nhém N PDiéu tri Liéu (mg/kg) 2 Lich trinh
ieu
1 5 Chét dan thudc 0 ip. qd*5
2 5 Gemxitabin 60+5 i.p. q4d*2+qw
o 5 _
3 5 Oxaliplatin i.p. q4d*2
4 5 5-Fu 25 I.p. qd*5
5 5 Nab-Paclitaxel 20 iV qd*5
6 5 Irinotecan 50 i.p. q4d*2

Luuy: N: ) luong thiét bi mini-PDX;
i.p.: tiém trong mang bung;
i.v.: tiém trong tinh mach;
qd: mot 1an mdi ngay;
q4d: 4 ngay/lan;
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28/38
qw: mot 1an mdi tuan;
Bang 14 Nhém MDX189 va diéu tri
" Puong
5 Liéu
Nhéom N bDieu tri dung Lich trinh
(mg/kg) 3
liu

1 5 Chét dan thude 0 i.p. qd*5s

2 5 S-1+Oxaliplatin 10+5  p.o.+ip. qd*5+qw

3 5 Doxetaxel+Cisplatin+5-Fu ~ 20+5+5 i.p. qwt+qw+qd*5

4 5 5-FutCisplatin 25+5 i.p. qd*5+qw

Luu y: N: s6 lugng thiét bi mini-PDX;

i.p.: tiém trong mang bung;

p.o.: dung qua duong miéng;

qd: mot 1an mdi ngay;

q4d: 4 ngay/lan;

qw: mot 1an mdi tuan;

Bang 15 Nhém MDX203 va diéu tri

Nhém N Didu tri Lidu (mg/kg) D“"‘”;‘iéud“‘“g Lich trinh
1 5 Chét dén thudc 0 ip. qd*5
2 5 Gemxitabin 60+5 i.p. q4d*2+qw
3 5 Oxaliplatin 5 i.p. q4d*2
4 5 5-Fu 25 ip. qd*5
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5 5 Nab-Paclitaxel 20 IV, qd*5

6 5 Irinotecan 50 i.p. q4d*2

29/38

Luu y: N: s6 luong thiét bi mini-PDX;
i.p.: tiém trong mang bung;
1.v.: tiém trong tinh mach;
qd: mot 1an mdi ngay;
q4d: 4 ngay/lan;
qw: mot 1an mdi tuan;

6.3 Quan sat

Phuong phap va (cac) stra dbi bt ky hodc quy trinh lién quan dén viéc
cham séc va st dung dong vat trong nghién ctru nay dugce xem xét va phé duyét
b6i Uy ban Cham séc va St dung Pong vat JACUC) ctia Shanghai LIDE truéc
khi thuc hién. Trong nghién cru nay, viéc cham séc va st dung dong vét dugc
thuc hién theo cac nguyén tic cia T chirc Panh gia va Cap phép Cham soc
Dbong vat Thi nghiém (AAALAC). Sau khi tiém truyén, cac con vat dugc kiém
tra hang ngay vé ty 16 méc va ty 18 t& vong. Tai thoi diém theo d&i chu trinh,
cac con vat dugc kiém tra vé tac dong bat ky cua viéc phat trién khéi u va viée
diéu tri dén trang thai binh thuong nhu dd linh hoat, su tiéu thu thtc dn va
nudc, tang/giam thé trong (thé trong duoc do hai lan mdi tudn hodc mot lan
cach ngay), mit/1ong xin mau va tic dong bat thuong khac bat ky. Su chét va
cac ddu hiéu 1am sang quan sat duoc duoc ghi lai trén co s s6 lugng con vat
trong tung tdp hgp con.

6.4 Piém cudi

6.4.1 Thé trong duoc do hing ngdy, cac giai doan diéu tri clia cac nghién ctu
nay la 7 ngay, khi két thuc, tAt ca cac con chudt nhit duoc tro t va thiét
bi mini-PDX duoc loai bé dbi véi thir nghiém CTG (kha ning song cuia
té bao). Toc do tang sinh khdi u twong dbi (%) 1a chi bao cho hoat tinh

khang khéi u.
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6.4.2 Khi V ca7-V g0 > 0, thi téc d6 tang sinh khdi u twong d6i (%) = (V 1a7-V a0)
/ (V car-V a0) x100%; Khi V ca7-V a0 < 0, thi tdc d6 ting sinh khéi u
twong dbi (%) = V1a7/ V ca7 x100% (V 1a7: kha nang sdng cia té bao vao
ngay 7 ctia nhom diéu tri; V car: kha ning séng cua té bao vao ngay 7 cla

nhém dbi chimg; Vao: kha nang sdng cua té bao vio ngay 0).
7. Két qua (Xem Fig. 3)
8. Tém tit va ban ludn

Trong md hinh mini-PDX MDXI133, viéc didu tri béng Paclitaxel
(T/C%=52%) c6 thé dan dén viéc giam kha ning song cua té bao khdi u, diéu
tri bang Irinotecan (T/C%=72%), diéu tri bang S-1 (T/C%=86%), diéu tri bing
Oxaliplatin (T/C%=89%) ciing cho thdy hoat tinh khang khdi u nhe; diéu tri
bang 5-Fu (T/C%=103%) khong cho thiy hoat tinh khang khdi u.

Trong md hinh mini-PDX MDX154, tit ca nhom diéu tri bao gdm diéu
tri bang Gemxitabin (T/C%=100%), diéu tri biang Oxaliplatin (T/C%=174%),
diéu tri bang 5-Fu (T/C%=111%), diéu tri bang Nab-paclitaxel (T/C%=162%),
diéu tri bang Irinotecan (T/C%=227%) khong cho thay hoat tinh khang khdi u.

Trong md hinh mini-PDX MDX164, viéc didu tri béng Temozolomit
(T/C%=102%) khong cho thay hoat tinh khang khdi u.
g

Trong m6 hinh mini-PDX MDX165, viéc diéu tri béng Temozolomit

(T/C%=29%) c6 thé dan dén viéc giam kha ning sdng cua té bao khdi u.

Trong md hinh mini-PDX MDX168, viéc diéu tri bang Nab-paclitaxel
(T/C%=15%), diéu tri bang Irinotecan (T/C%=12%) c6 thé dan dén viéc giam
kha nang sdng ctia té bao khdi u; didu tri bing Gemxitabin (T/C%=53%), diéu
tri bang Oxaliplatin (T/C%=75%) ciing cho thay hoat tinh khang khdi u nhe;
diéu tri bang 5-Fu (T/C%=146%) khong cho thdy hoat tinh khang khéi u.

Trong md hinh mini-PDX MDX169, viéc didu tri két hop béng
Doxetaxel va Carboplatin (T/C%=20%), viéc diéu tri két hop béng Paclitaxel
va Carboplatin (T/C%=40%) c6 thé din dén viéc giam kha ning sdng cua té
bao khdi u; viec diéu tri két hop béng Pemetrexed va Carboplatin
(T/C%=55%), viéc diéu tri két hop bing Gemxitabin va Carboplatin
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(T/C%=82%), viéc diéu tri két hop biang Vinorelbin va Carboplatin
(T/C%=91%) ciing cho thdy hoat tinh khang khdi u nhe.

Trong md hinh mini-PDX MDX174, viéc didu tri két hop béng
Gemxitabin va Carboplatin (T/C%=86%) cho thay hoat tinh khéng khdi u nhe;
viée diéu tri két hop béng Pemetrexed va Carboplatin (T/C%=104%), viéc diéu
tri két hop béng Paclitaxel va Carboplatin (T/C%=120%), viéc diéu tri két hop
bing Doxetaxel va Carboplatin (T/C%=110%), viéc diéu tri két hop bang
Vinorelbin va Carboplatin (T/C%=134%) khong cho thdy hoat tinh khang khoi

u.

Trong mod hinh mini-PDX MDX186, viéc diéu tri béng Nab-paclitaxel
(T/C%=0%), diéu tri biang Irinotecan (T/C%=5%) c6 thé ddn dén viéc lam giam
dang k& kha ning sdng cua té bao khdi u; didu tri biang Oxaliplatin
(T/C%=47%) cho thdy hoat tinh khang khdi u; diéu tri bing Gemxitabin
(T/C%=83%), diéu tri bing 5-Fu (T/C%=90%) ciing cho thdy hoat tinh khang

khéi u nhe.

Trong mé hinh mini-PDX MDX189, viéc diéu tri két hop béng S-1 va
Oxaliplatin (T/C%=-2%), diéu tri két hop bang Doxetaxel, Cisplatin va 5-Fu
(T/C%=14%), didu tri két hop bang 5-Fu va Cisplatin (T/C%=19%) c6 thé dan

dén viéc lam giam dang ke kha nang song cua té bao khoi u.

Trong md hinh mini-PDX MDX203, viéc diéu tri bang Oxaliplatin
(T/C%=43%), diéu tri bing Irinotecan (T/C%=48%), diéu tri bing
Nab-paclitaxel (T/C%=52%) c6 thé din dén viéc giam kha ning séng cua té
bao khéi u; didu tri bang Gemxitabin (T/C%=77%), diéu tri bing S5-Fu
(T/C%=83%) ciing cho thay hoat tinh khang khdi u nhe.

9. S6 lwong té bao khdi u d6i véi cac miu thu dwoe tir qua trinh phiu
thudt va sinh thiét/sinh thiét kim cac miu khdi u

S6 lwgng té bao khéi u duoc dém bang cach st dung cdc phuong phap da biét

trong linh vyuc k¥ thuat nay va sau doé bién dbi thanh néng do té bao khéi u

trong huyén phi. M: mol/L.

31

31/38



51457

ID méu Nguéﬁp goe Kiéu ung thw . Nong d(,?)
mau té bao khéi u

1 | MDX079 | phau thuat bénh ung thu phoi -

2 | MDX083 | sinh thiét kim | ung thu biéu mé boc dang tuyén 2M

3 | MDXO095 | sinh thiét kim | u trung biéu m6 mang bung ac tinh 1,7M
4 | MDX107 phau thuat u nguyén bao dém 0,87M
5 | MDX123 sinh thiét ung thu dai tryc trang 0,8M
6 | MDX133 phau thuat bénh ung thu da day 6M

7 | MDX154 | phau thuat ung thu biéu mo thi mat 0,42M
8 | MDX164 | phau thuat u nguyén bao dém ™

9 | MDX165 phﬁu thuat u nguyén bao dém 5,9M
10 | MDX168 phau thuat ung thu biéu md tai mat 4M

11 | MDX169 sinh thiét bénh ung thu phdi 0,64M
12 | MDX174 sinh thiét bénh ung thu phdi 0,59M
13| MDX186 phau thuat bénh ung thu tuy 0,5M
14 | MDX189 | phau thujt bénh ung thu thuc quan 2,1M
15| MDX203 | phiu thuat ung thu biéu mo tai mat 3,2M
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YEU CAU BAO HOQ
1. Phwong phép thu mo hinh dong vét dé sang loc thudc khang khéi u, phuong
phap nay bao gdm céc budc:

(1) nudi cdy té bao khdi u nguyén phat thu dugc tir mau khéi u cia bénh

nhén trong ché phdm bao gdm:
a) 0,4 mg/LL Hydrocortison;
b) 5 mg/L Insulin;
¢) 8,3pug/L doc td ta;
d) 24,2 mg/LL Adenin;
e) 10pg/L EGF;
f) 10pumol/L Y- 27632;
g) Pen/Strep;
h) 10% FBS;
i) moi truong F12
j) DMEM véi glucoza cao
k) Dung dich axit amin khong thiét yéu;
1) GlutaMAX bb sung; va

m) té bao nguyén bao soi tir phdi cua chudt nhat da dwgc diu tri bang

mitomyxin C; va

(2) cdy té bao khdi u nguyén phat thu dugc tir budc (1) vao dong vat, trong

d6 dong vat 1a chudt nhat.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mau khéi u 1a mau phau thuat hodc mau

sinh thiét.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ndng do6 clia céac té bao khbi u nguyén

phét trong mau khéi u thu dugce tr sinh thiét kim nhoé hon khoang 2*10%/mL,
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nhé hon khoang 1,9*10%/mL, nhd hon khoang 1,8*10%mL, nho hon khoang
1,7¥10%mL, nhé hon khoang 1,6*¥10%mL, nhé hon khoang 1,5*10%/mL, nhd
hon khoang 1,4*¥10%mL, nho hon khoang 1,3*10%mL, nhé hon khoang
1,2*¥10%mL, nhé hon khoang 1,1*10%mL, nho hon khoang 1,0%10%mL, nho
hon khoang 0,9*%10%mL, nhé hon khoang 0,8*10%mL, nhdé hon khoang
0,7*10%mL, nhé hon khoang 0,6*¥10%mL, nhé hon khoang 0,5*10%/mL, nhé
hon khoang 0,4*10%mL, nhé hon khoang 0,3*10%mL, nho hon khoang
0,2*10%mL, nhd hon khoang 0,1*10%mL, chéng han nhu nhdé hon khoang
2*10%mL, nhd hon khoang 1,7*10%/mL, nhd hon khoang 0,8*10%/mL, nho hon
khoang 0,64*10%/mL, nhé hon khoang 0,59*10%/mL.

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 chudt nhét 12 chudt nhét thiéu hut mién
dich.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 té bao khdi u nguyén phat thu duoc ¢
budce (1) dugc céy vao dong vat trong soi 1‘6ng, ddc biét 1a soi rong dugce lam tu
polyvinyliden florua bién ddi, dic biét hon la soi réng dugc lam tu

polyvinyliden florua bién d6i va cé gia tri ngudng 1a 500000 Dalton.

6. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 sgi rong duge cdy dudi da chudt nhit.
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