P®¥. (12) BAN MO TA GIAI PHAP HUU [CH THUOC BANG POC QUYEN

GIAI PHAP HUU ICH

(19)  Cong hoa xa hoi chi nghia Viet nam (VN) 1) [IIIWIIIIAN
CUC SG HOU TRI TUR 2-0001777

(51)7 C12N 5/07, 5/00 13) Y

2-2016-00331 (22) 07.01.2014

1-2014-00055

27.08.2018 365 3

PAI HOC QUOC GIA THANH PHO HO CHI MINH (VN)
Phuong Linh Trung, quan Tha Dic, thanh phé H6 Chi Minh

Pham Vin Phic (VN)

(54)

QUY TRINH DANH GIA CHUC NANG TE BAO TUA TRONG ONG NGHIEM

(57) Giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh ddnh gia chic ning t€ bao tua trong

ong nghiém bao goém cé budc:

(1) buéc 1 - tao t€ bao tua tir t€ bao ¢6 nhan st dung cytokin;
(i) budce 2 - tao t€ bao lympho T;

(iii) budc 3 - cho t€ bao tua trudng thanh vao dia 96 giéng;
(iv) budc 4 - u;

(v) bu6c 5 - ly tam loai bo dich noi;

(vi) budc 6 - bo sung t&€ bao lympho T;

(vii) budc 7 - G dia da bo sung t€ bao lympho T;

(viii) budc 8 - ly tam dia da bé sung t& bao lympho T;

(ix) budc 9 - cho t&€ bao ung thu hoac t€ bao gdc ung thu vao dia sau ly

tam;va

(x) budce 10 - theo ddi va doc két qua.

Quy trinh theo gidi phéap hitu ich mang lai nhiéu 1oi ich cho xa hoi nhu gidp

giam gia thanh, tang do chinh x4c clia viéc ddnh gid vai trd chitc nang t€ bao tua

trude khi ting dung dicu tri cho bénh nhan; sy chinh xac cla viéc ddnh gid nay s&

nang cao hiéu qua dicu tri ung thu bang liéu phap nay va gidp gidm chi phi diéu

~tri cho bénh nhan.




1777

Linh vure ky thuét dwoe dé cap

Giai phéap hiiu ich thudc linh vuc cong nghé sinh hoc y - dugc, y hoc va cham
soc stic khoé. Cu thé, giai phap hitu ich d& cip téi quy trinh danh gia chic nang té bao
tua trong dng nghiém dé danh gia chirc ning, hidu qua cia liéu phap mién dich sir
dung té bao tua trong diéu tri ung thu. Véi quy trinh nay, viéc danh gia hiéu qua cua
liéu phép tri liéu ung thu bang té bao tua don gian, d& thuc hién, ¢6 hiéu qua va do
chinh x4c cao va dugc thuc hién bén ngoai co thé bénh nhan.
Tinh trang ky thuat cia gidi phap hiru ich

P biét cac phuong phap k¥ thuat khac dé danh gia chiic ning té bao tua trong
6ng nghiém nhu phép phén tich hdp phu mién dich lién két véi enzym (enzyme linked
immunosorbent assay — ELISA), danh gia cac protein dua vao khang thé gin 1én hat
bang phép phan tich t& bao gén lén hat (cytometric bead array — CBA), ky thuét danh
gid chtre nang théng qua viée dinh luong protein tai cac vi tri c6 lién két enzym bang
phép phan tich vi tri mién dich lién két voi enzym (enzyme linked immunospot —
ELISPOT). k¥ thuat danh gia t& bao thong qua su chén thuéc nhudém vao axit nucleic
bang phép phan tich két hop bromodeoxyuridin (BrDU) hozc k¥ thudt do su ting
truong té bao lympho LPA. Nguyén tic chung ctia cac phuong phap nay la danh gia su
dap ung té bao thong qua két qua danh gia cac chat tiét goi 1a cytokin duoc san xuat,
trong d6, mot sd phuong phap danh gid su tang sinh thdng qua viéc nhudm vai cac
chit phat huynh quang. Pay la nhiing phuong phap tién hanh khéng doi hoi dau tu
trang thiét bi kém theo hién dai, ddnh gid don gian, dé dang va it budc tién hanh.
Nhung nhuoe diém 13 do chinh xac khéng cao vi day déu la cac phuong phap dénh gid
gian tiép thong qua cac chat co tac dung ticu diét té bao ung thu duoc tiét ra tir té bao

tua, khong tic thoi tac dong theo thoi gian va tinh tu dong thap vi phu thudc hau hét
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vao nguoi tién hanh va duoc thuc hién mdt cach gian doan, thong qua cac lan ldy mau
khéc nhau.

Cong ty ACEA (ACEA Biosciences Inc.) da gidi thiéu hé théng phan tich té
bao theo thoi gian thuc xCelligence. Hé thong nay cho phép doc té bao lién tuc va
khép kin, khong can sir dung thém cic tic nhan ngoai va khong chiu su tac dong cla
céc tac nhan bén ngoai trong qué trinh thuc hién phép phan tich. Hé thong nay co thé
hitu ich trong viée thuc hién danh gia chic ning té bao tua trong 6ng nghiém.Tuy
nhién, hién nay chua c6 quy trinh danh gia chirc ning té bao tua trong éng nghiém nao
su dung hé théng xCelligence nay dugc cong b mot cach chi tiét, dé co thé thuc hién
viéc danh gia mot cach hiéu qua va chinh xéc.

Ban chét ky thuit ciia giai phap hitu ich

Dé khéc phuc cac nhuge diém néu & trén, giai phap hitu ich dé xuat quy trinh
danh gia chtrc nang té bao tua trong dng nghiém bang cach dinh lugng truc tiép thong
qua su chét va tc ché tang sinh cua té bao tua bang cach sir dung hé thong doc té bao
lién tuc xCelligence cua cong ty ACEA. Quy trinh nay cho phép danh gid mot cach
chinh xéc t& bao ung thu ¢6 thé bi tiéu diét theo thoi gian boi té bao tua hay khéng. Vi
nhitng té bao tua nay ciing 12 t€ bao s& tiém truyén vao bénh nhén ung thu va nhiing té
bao ung thu sir dung trong k¥ thut cling 1 tir bénh nhan ung thu, nén néu té bao tua
tiéu diét duoc té bao ung thu thi hidu qua diéu trj s& c6 thé du doan duoc. Hon nita,
phuong phap nay con cho phép tu dong hod thao tac danh gia va dinh luong duoc hicu
qua tiéu diét té bao ung thu.

Pé danh gia kha ning tiéu diét t& bao ung thu ctia té bao tua trong bng nghiém
truée khi ng dung ghép diéu tri trén bénh nhan ung thu, dau tién, quy trinh tién hanh
viéc cho té bao tua tiép xuc v6i khang nguyén té bao ung thu trong dia c6 gén dién cuc
vang & mit day cua dia; sau 24 — 72 gio, dia duoc ly tam dé gift lai té bao tua va loai
b6 khang nguyén té bao ung thu con thira; sau do, té bao lympho duoc cho vao trong
dia cling v6i té bao tua da tiép xtic v6i khang nguyén té bao ung thu. Sau 36 gio tiép

theo, t& bao ung thu dugc cho vao dia trén cung voi moéi truong nudi thich hop. Cudi
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cung, dia dugc dat vao hé théng may xCelligence cua cong ty ACEA dé doc kha ning
tang trudng cua té bao ung thu. Dya vao dudng cong ting trudng cua té bao ung thu tur
méy ma cho biét té bao tua c6 wc ché hay tiéu diét té bao ung thu dang tang trudng hay
khong.

Quy trinh danh gia chic nang té bao tua trong dng nghiém theo gidi phap hitu
ich bao gdm céc budc:

Budce 1: tao té bao tua tir té bao c6 nhan str dung cac cytokin;

Buéc 2: tao té bao lympho T;

Budc 3: cho té bao tua trudng thanh vao dia 96 giéng;

Budc 4: tao khang nguyén té bao gdc ung thu; va té bao voi khang nguyén;

Budce 5: ly tam loai bo dich noi;

Budc 6: bd sung té bao lympho T;

Budce 7: 0 dia dd bd sung té bao lympho T;

Budc 8: ly tAm dia da bd sung té bao lympho T;

Budce 9: cho té bao ung thu hodc té bao gbc ung thu vao dia sau ly tdm; va

Budce 10: theo dai va doc két qua.

MO ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 1 hinh 4nh thé hién té bao trong qua trinh biét hoa thanh t€ bao tua.
Trong do, (A) Té bao don nhan thu nhan tr mau cudng ron; (B) Té bao tua chua
truong thanh dugce cam tmg; va (C) Té bao tua trudng thanh.

Hinh 2 12 hinh anh thé hién két qua phan tich d4u an (marker) té bao don nhan
va t& bao tua. Trong d6, (A-D) Té bao don nhan (mdu dbi chung); (E-H) Té bao tua
chua trudong thanh dugc cam tGng (induced dendritic cell - iDC); va (I-L) Té bao tua
trudng thanh (mature dendritic cell - mDC).

Hinh 3 1a hinh anh thé hién két qua danh gia phan trim thu nhan té bao T tur
méu cudng rén. Céc té bao T sau khi thu nhan duong tinh voi marker CD3, CD4 va

CD8.
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Hinh 4 14 biéu dd thé hién su tang sinh cua té bao ung thu trong cac nhom khac
nhau. GO, G1, G2, G3 1a cac nhom dbi chung. GO: giéng chi chua méi truong nuoi;
G1: Giéng chi chira té bao ung thu, G2: Giéng chi chira té bao tua. G3: Giéng chi chua
té bao T. G4, G5 va G6 1a cac 16 nghién ctu voi ti 18 bd sung té bao tua va té bao T
khac nhau, tuong Gng 12 té bao tua: té bao T 1a 1:10, 1:20 va 1:40.

M5 ta chi tiét giai phap hiru ich

Té bao tua la nhiing t& bao trinh dién khang nguyén trong co thé, hién dién
xuyén sudt trong co thé. Trong in vitro, t& bao tua thuong duoc biét hoa tir t& bao don
nhan thu nhan tor mau. Thu nhén t bao tua duoc thuc hién qua 2 giai doan: (1) giai
doan dau, biét hoa té bao don nhan thanh té bao tua “tién trudng thanh” bang céc yéu
t6 biét hoa; (2) giai doan sau, cam tng té bao tua “tién trudng thanh” thanh té bao tua
"trudng thanh" bang cac yéu t6 bd sung. Mau gdm nhiéu loai té bao khac nhau nhu té
bao héng cdu, té bao bach cdu, tiéu cau. Trong do, té bao bach cau bao gom té bao don
nhan, té bao lympho. Té bao don nhan 1 céc té bao tién than c6 thé biét hoa thanh té
bao tua va té bao T. Do do, trong quy trinh nay, té bao don nhan dugc chon loc dé tao
té bao tua va té bao T.

Quy trinh danh gi4 chirc nang té bao tua trong éng nghiém theo giai phap hitu
ich duoc thuc hién nhu mé ta chi tiét dudi day.

Budc 1 - tao té bao tua tir té bao c6 nhan sir dung cytokin.

Bude tao té bao tua tir té bao c6 nhan st dung cytokin nay dugc thuc hién gom
10 budc nhd nhu sau:

- Budc 1.1: Pha lodng 1 — 25 ml mau véi 1 — 25 ml dung dich dém phosphat
(phosphate buffer saline - PBS) hodc nudc mudi sinh 1y natri clorua (NaCl) 0,9% trong
dng ly tam. Mau duoc st dung trong budc nay duge chon tir mau ngoai vi, mau tiy
xuong hay mau cudng ron. Thé tich dung dich pha loang dugc lya chon tiy thudc vao
dac tinh nguén méau thu nhén, néu mau lodng thi tién hanh & ti 1é cao, néu mau dic thi
tién hanh & ti 1& thap dé dam bao s luong té bao thu nhan. Nguoi co kién thtc trung

binh trong linh vuc huyét hoc s& biét cach phan loai nguén mau thu nhén 1a lodng hay
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dac khi nhan nguén mau. Thé tich 6ng ly tdm s€ dugc lya chon tuong Ung theo thé tich
phan ung 1a thé tich dung dich thu dugc sau khi pha lodng ngudn mau.

- Budc 1.2: Nhe nhang cho 1 — 25 ml dung dich ficoll Hypage 1.077 vao 6ng ly
tam. Dung dich ficoll Hypaqge 1.077 la dung dich ficoll ¢é ty trong 1,077. Day la loai
dung dich chuyén dung dé thu té bao don nhan va lympho vi céc loai té bao nay co ty
trong nho hon 1,077, nén khi ly tdm qua dung dich ficoll s& thu duoc cac loai té bao
nay.

- Bude 1.3: Bb sung vao 6ng ly tdm chtra dung dich ficoll thu duge & bude 1.2
mau da pha lodng thu duoc & bude 1.1 véi luong gép 1 — 3 lan lugng dung dich ficoll
trong Ong ly tAm nay.

- Bué6e 1.4: Ly tdm dng ly tim & bude 1.3 voi toc d6 800 — 3500 vong/phit
trong 10-60 phut. Sau khi ly tdm, dung dich phan tng trong dng ly tAm s& phan 16p.

- Budce 1.5: Thu nhan 16p té bao mau tring nam gitia 16p ficoll va huyét tuong,
chuyén céc té bao thu duoc sang 6ng ly tim méi.

- Bude 1.6: B6 sung dung dich PBS hoic NaCl 0,9% vao 6ng ly tdm chua té
bao thu duoc ¢ bude 1.5, ly tim bng ly tdm nay véi toe do 800 — 3500 vong/phit trong
5 — 30 phut dé ria té bao thu nhan duoc, thu can la huyén phu té bao. Tuy v, lap lai
bugc nay thém 1 14n. Cin huyén ph t& bao thu dugc duoc chuyén vao binh nuéi té
bao.

- Budce 1.7: B6 sung 2 — 15 ml méi truong RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institue 1640) hodac IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s medium), 1a hai loai moi
trudng co ban dé nudi té bao bach ciu ngudi, chuyén biét dé nudi té bao tua vao cin té
bao thu duoc & bude 1.6 va tao huyén phu, thu dugce huyén phu té bao. Nudi té bao
trong huyén phu té bao nay & diéu kién 37°C va CO, 5% trong khoang 10 — 36 gio.

- Budce 1.8: Thu nhén dich ndi chira céc té bao ndi cho vao 6ng ly tam moi va
bao quan dng ly tim nay dé str dung trong Budc 2 ctia quy trinh, con éng ly tim chtra
can té bao con lai 1a té bao don nhan duoc ding trong Bude 1.9 tiép theo. Sau khi ly

tam trong dung dich ficoll, cac té bao thu duoc g6m hai loai té bao 12 té bao don nhan
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c6 kha ning bam dinh va t& bao lympho khong c6 kha nang bam dinh. Do d96, sau khi
nudi té bao theo Bude 1.7, lugng té bao lympho s& nam lo lung trong dich ndi con té
bio don nhan bam dinh s& nim trong 16p cén té bao.

_ Budc 1.9: Nudi té bao don nhén trong bng ly tam sau budc 1.8 trong 2 — 15 ml
méi truomg RPMI 1640 hogc IMDM ¢6 bd sung 5 — 30 ng/ml GM-CSF (granulocyte
macrophage colony stimulating factor — yéu t6 kich thich quan lac dai thuc bao va té
bao hat), 10-50 ng/ml 1L-4 (interleukin — 4), nudi té bao & didu kién 37°C va CO, 5%
trong 3 — 7 ngay, thu dugc té bao tua tién truong thanh.

- Budc 1.10: Thay mdi truong nudi té bao & budc 1.9 bang moi truong RPMI
1640 hoic IMDM c6 bd sung 5 — 30 ng/ml GM-CSF, 10 — 50 ng/ml 1L-4 va 5 — 30
ng/ml TNF-a (tumor necrosis factor alpha - yéu t6 hoai tir u alpha) trong 3 — 7 ngay,
thu duoc té bao tua truong thanh. Luong té bao tua trudng thanh thu dugc sau budce
nay nam trong khoang tir 1.000 dén 100.000 té bao.

Budce 2 - tao té bao lympho T.

Budce tao té bao lympho T nay dugc thuc hién cu thé nhu sau:

_ Budce 2.1: Pha lodng té bao lympho chira trong dich ndi dugc thu nhan dugce
trong budc 1.8 trong dung dich PBS hoidc NaCl 0,9% theo ty 18 1:1 (thé tich:thé tich)
va tron déu.

- Budc 2.2: Cho 1 — 25 ml ficoll vao éng ly tam.

_ Budc 2.3: B6 sung dung dich té bao da pha lodng ¢ bude 2.1 vao dng ly tAm
chia dung dich ficoll ¢ Bude 2.2 v6i luong gap 1 — 3 lan luong ficoll chira trong éng
ly tam nay.

_ Bude 2.4: Ly tam ong ly thm & budc 2.3 voi téc do 800 — 3500 vong/phit
trong 10 — 60 phut, thu nhan 16p té bao mau tréng nam gifta 16p ficoll va huyét tuong,
chuyén sang dng ly tAm moi.

Rua té bao thu duge bing céach bd sung dung dich PBS hoac NaCl 0,9% vao

dng ly tAm nay va ly tam véi te do 800 — 3500 vong/phut trong 5 — 30 phat, thu cén la
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huyén pht té bao. Ty ¥, ldp lai qué trinh ria t& bio nay thém 1 lan. Can huyén phu té
bao thu duge duoc chuyén vao binh nudi té bao.

- Bude 2.5: Bb sung 2 — 15ml moi truong RPMI 1640 hoic IMDM vao cén
huyén phu té bao thu dugc & budc 2.4, tao thanh huyén phu & bao va nuéi té bao trong
huyén phu té bao nay & diéu kién 37°C va CO, 5% trong 3 — 7 ngay, thu dich ndi chira
té bao lympho T. Luong té bao lympho T thu duogc sau budc nay niam trong khoang
1.000 dén 100.000 t€ bao.

Buéc 3 - cho té bao tua trudng thanh vao dia 96 giéng.

Xac dinh thoi diém 0 gio, cho 1.000 dén 100.000 té bao tua truéng thanh thu
dugc sau Bude 1 vao cac giéng cua dia 96 giéng c6 day gin dién cuc vang thudc hé
théng xCelligence cuing v6i 200 pl moi trudng RPMI 1640 hodc IMDM.

Budc 4 - 1.

- Buéc 4.1: Khang nguyén té bao hoic té bao gbc ung thu can diéu tri duoc tao
ra bang cach str dung tir 10*té bao hodc té bao gbc ung thu tuong Gng dugc huyén phu
trong 1 — 100 mL dung dich dém sinh ly 0,9% natri clorua dugc dong lanh — giai déng
theo quy trinh déng lanh trong nito long tir trén 1 phut, lam 4m ¢ 37°C trong 3 phut,
lap lai lién tuc 5 lan.

- Bude 4.2: U dia 96 giéng thu dugc sau Bude 3 trong 10 — 48 gio, ¢ 37°C
trong diéu kién 5% CO, cling v6i khang nguyén té bao ung thu. Thoi gian tiép xuc cla
té bao tua trudng thanh va khang nguyén tir 10 dén 48 gio, 1a khoang thoi gian du dé té
bao tua trudng thanh thue bao khang nguyén. Sau khi thuc bao khang nguyén, té bao
tua truong thanh s€ trinh dién khang nguyén lén bé mat. Pay la bude quan trong cho
su nhan dién khang nguyén va tiéu diét té bao muc tiéu cua té bao T.

Budce 5 - ly tam loai bo dich ndi.

Ly tdm dia thu dugc & Budc 4 voi tbe do 800 — 3500 vong/phut trong 5 — 20
phut, loai bo dich néi, thu can té bao. Sau do, tai huyén phu cin té bao trong 200 pl
moi truong RPMI 1640 hodc IMDM. Budc nay nham thay mdi truong nhdm cung cap

moi trudng maéi cho sy phat trién cua té bao.
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Bude 6 - bd sung té bao lympho T.

Cho 1.000 dén 100.000 té bao lympho T thu dugc 0 Budc 2 vao dia thu duoc &
Buéc 5. Pay 1a bude trinh dién khang nguyén cho té bao T, nham hoat hoa té bao T
non tré thanh té bao T hoat dong la té bao T di trinh dién khéang nguyén. Co ché cua
qua trinh nay 1a té bao T khi tiép xuc voi té bao tua da duoc trinh dién khang nguyén
thu dugc & Budc 4, té bao T s& duoc hoat hod va tiét cac yéu t6 nhu Granzym B,
perforin dé tieu diét té bao co trinh dién khang nguyén muc tiéu. Ngoai ra, té bao T
con tiét interleukin 2 dé tu tang sinh so luong. Viée tang sinh sb luong két hop vai kha
nang tiéu diét nhiing té bao trinh dién khang nguyén muc tiéu giup tang cuong hi¢u
qua hoat dong cua té bao T.

Budc 7 - G dia di bd sung té bao lympho T.

U dfa thu duoc sau Bude 6 trong 10 — 48 gio, O 37°C trong kiéu kién 5% CO,,
Thoti gian‘ tiép xtic cua té bao tua vai té bao lympho T tur 10 dén 48 gio, 12 khoang thot
gian du dé dam bao cho té bao T dugc hoat hoa va tang sinh, va sau do6 biét hoa thanh
té bao T hoat dong.

Budc 8 - ly tam dia da b6 sung té bao lympho T.

Ly tam dia thu dugc & Budc 7 & tbc do 800 — 3500 vong/phut trong 5 — 20 phut,
loai bo dich noi, thu cin té bao. Tai huyén phu can té bao trong 200 pl mdi truong
RPMI 1640 hoic IMDM.

Budc 9 - cho té bao ung thu hodc t& bao gbe ung thu vao dia sau ly tam.

Cho 1.000 — 100.000 té bao ung thu hodc té bao gbc ung thu vao dia thu duogc
sau Budc 8, dat dia ndy vao may doc dia xCelligence cua cong ty ACEA. Té bao T
hoat dong da tiép xuc voi khang nguyén trén té bao muc tiéu va té bao ung thu va/hoac
té bao gbc ung thu thong qua té bao tua dugc néu tai Budc 7. Khi do, té bao T trd
thanh té bao c6 chirc nang tiéu diét té bao ung thu va/hoac té bao gdc ung thu ngay khi
tiép xtc.

Budc 10 - theo ddi va doc két qua.
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Theo dai tir 24 gid dén 7 ngay va doc két qua ting trudng cua té bao ung thu
hodc té bao gbc ung thu so véi déi ching. Mau ddi chimg la cac giéng chi c6 moi
truong nudi, hodc chi co té bao tua duoc 0, hodc chi ¢6 té bao T hodc ¢6 ca té bao tua
va té bao T ma déu khong bd sung té bao ung thu hoic té bao gdc ung thu. Ngudi co
kién thtrc trung binh trong linh vuc cong nghé sinh hoc s& biét cach tao cac giéng chira
mau ddi chimg trén dia 96 giéng duoc sir dung trong quy trinh nay.

Dua vao su ting trudng clia té bao ung thu hodc té bao gdc ung thu trong giéng
c6 té bao tua va lympho T so véi giéng chi ¢ té bao ung thu hodc té bao gde ung thu,
tinh dugc phan tram (%) tiéu diét té bao ung thu hodc té bao gbc ung thu clia té bao
tua theo cong thirc ctia hé théng may xCelligence.

Hé thdng xCelligence 1a hé thong cho phép xac dinh chi s t& bao dua vao hinh
dang, sb luong va sy bam dinh cta té bao trén bé mat dia nudi mot cach chinh xac.
Céc té bao duoc nudi trong mot loai dia dic biét (E — plate). Nho bé mat dia nudi duoc
trai cac soi vi dién cuc, khi cac té bao tang sinh va bam 1én céac dién cuc lam gia tang
tr& khang. Pién tré khang duoc ghi nhén 1a chi s6 & bao (Cell index — CI) phan 4nh
trang thai sinh hoc ctia té bao dugc theo ddi, bao gom sd luong, hinh théi, su séng sot
va muc do bam dinh. Cach doc chinh cho hé thdng xCELLigence la str dung chi s6 CI,
trong do:

- Khi khéng ¢6 mit té bao hoic té bao khong bam vao dién cuc, CI = 0;

- Duéi diéu kién sinh 1y phit hop, cang nhiéu té bao bam vao dién cuc, gia tri CI
cang 1on.

- Ngoai ra, su thay déi tinh trang té bao nhu thay déi hinh dang, su bam dinh hay
su sbéng cua té bao, s& dan dén thay doi trong gia tri CI.

Nhu véy, hé théng xCelligence ghi nhan dugc timg giai doan tiém ting, ting
truéng, On dinh va suy tan cia té bio mot cach chinh xé4c trong thoi gian xéc dinh.
Quy trinh danh gid chtrc ning té bao tua dugc xac dinh gian tiép thong qua su ting
sinh cta té bao ung thu hoic té bao gbe ung thu. Néu té bao ung thu hoic té bao gdc

ung thu tiang sinh manh, tic 1a chirc nang té bao tua khong co tac dung, thi gia tri CI

-10-




1777

16n. Nguoc lai, néu té bao ung thu hoic té bao gde ung thu ting sinh yéu, tic 14 té bao
tua c6 tac dong manh 1én kha nang séng sot cta té bao ung thu hodc té bao gc ung
thu, thi gid tri CI nho.

Vi du thuc hién gidi phap hiru ich

Thue hién quy trinh danh gi4 chtic niang té bao tua trong dng nghiém theo giai
phép hitu ich, trong do, té bao tua thu dugc tir méu cubng rén ngudi va duge danh gid
chuc ning trong viée tiéu diét té bao gde ung thu va ngudi.

Budc 1 - tao té bao tua tir té bao c6 nhan sir dung cytokin.

- Buée 1.1: Pha lodng 20 ml mau cudng rén ngudi véi 20 ml dung dich dém
phoqﬂuﬂ(phoqﬂuﬁebuﬂ%rsahne-IﬂSS)Uongéng1ytén150rnL

- Bude 1.2: Nhe nhang cho 10 ml dung dich ficoll Hypage 1.077 vao 6ng ly tam
50 ml.

- Bude 1.3: B sung 30 ml mau da pha lodng thu duoc & bude 1.1 vao dng ly
tam chia dung dich ficoll thu dugc & bude 1.2.

- Bude 1.4: Ly tam 6ng ly tam & bude 1.3 véi tée dd 3.000 vong/phut trong 45
phut.

- Bude 1.5: Thu nhén 16p té bao mau tring nam gitta 16p ficoll va huyét tuong,
chuyén cac té bao thu duoc sang dng ly tAm moi.

- Budce 1.6: B6 sung dung dich véao dng ly tAm chira té bao thu dugc & bude 1.5,
ly tim 6ng ly tdm nay véi tée do 3000 vong/phit trong 10 phut dé ria té bao thu nhan
duoc, thu can 1a huyén phu té bao. Lap lai budce nay thém 1 lan, thu cin huyén phu té
bao va chuyén vao binh nuéi 75 cm?.

- Bué6e 1.7: B6 sung 10 ml moi truong RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institue 1640) vao binh nuéi, nudi té bao trong huyén phu té bao nay & diéu kién 37°C
va CO, 5% trong 24 gio.

- Bude 1.8: Thu nhan dich ndi chira cac t& bao ndi cho vao éng ly tim 15 ml
méi va bao quan éng ly tim nay dé st dung trong Budc 2 cta quy trinh, con ong ly

tam chua cin té bao con lai 1a t& bao don nhan duoc dung trong Budc 1.9 tiép theo.
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- Budc 1.9: Nudi té bao don nhén trong dng ly tdm sau budc 1.8 trong 10 ml
moi truong RPMI 1640 c¢6 bd sung 15 ng/ml GM-CSF (granulocyte macrophage
colony stimulating factor — yéu t6 kich thich quan lac dai thuc bao va té bao hat) va 15
ng/ml IL-4 (interleukin — 4), nudi t& bao & diéu kién 37°C va CO, 5% trong 4 ngay,
thu duoc t€ bao tua tién truong thanh.

- Bu6c 1.10: Thay mdi trudng nudi té bao & bude 1.9 bang 10 ml mdi truong
RPMI 1640 ¢6 bd sung 15 ng/ml GM-CSF, 15 ng/ml IL-4 va 15 ng/ml TNF-o, (tumor
necrosis factor alpha - yéu t hoai tir u alpha) trong 7 ngay, thu duoc té bao tua trudng
thanh

Két qua ctia qua trinh biét hoa té bao don nhan thu nhan dugc tir méau cudng rdn
thanh té bao tua truong thanh duoc thé hién trén cac Hinh 1 va 2. Trong do, co thé dé
dang quan sat thay qué trinh biét hoa thanh té bao tua cta té bao don nhan thu nhan tur
mau cudng rén, nhu duoc thé hién trén Hinh 1. Té bao don nhéan thu nhén tir mau
cudng rén (A) duoc biét hoa thanh té bao tua chua truéng thanh (B) va sau d6 1a té bao
tua trudng thanh (C). Trong mdi trudong nudi cdy bd sung cac cytokin GM-CSF va IL-
4, hu hét cac té bao don nhan thay dbi hinh thai sau khi nu6i cay 7-14 ngay. Quan sat
duéi kinh hién vi, cac t& bao nay di md rong té biao chit va di hinh thanh dudi gai.
Khi chiing tiép tuc duoc nudi trong méi trudong bd sung cac yéu tb cam tng dé truong
thanh nhu TNF-a, ching biéu hién 16 hinh thai dic trung cho té bao tua véi su khong
dong nhat v& nhén, xuat hién nhiéu ty thé va khong bao.

Két qua phén tich ddu 4n (marker) té bao don nhan va t bao tua duoc thé hién
trén Hinh 2. Két qua cho thdy, céc té bao don nhan (mau d6i chimg) biéu hién kiéu
hinh CD14+CD40’CD80'CD86' trude khi dugc biét héa va cam tng (A-D). Sau khi
cam ung, té bao tua chua truéng thanh dugc cam ung (induced dendritic cell - iDC)
dic trung boi kiéu hinh CD86'CD40°CD14'CD80° (E-H) va té bao tua truong thanh
(mDC) biéu hién kiéu hinh CD40"CD80°CD86°CD14" (I-L).

Déanh gia kha nang thuc bao cua té bao tua. Kha ning thuc bao la mdt chuc

nang quan trong cua té bao tua, dic biét 1a iDC. Thue bao giup cho iDC hép thu
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protein la va xu ly cac protein nay dé trinh dién cho céc té bao mién dich khac. Két
qua trinh bay trong Hinh 3 cho théy, & diéu kién 37°C, 92,28%+9,25% iDCs ¢6 thé
hép thu FITC—dextran, trong khi chi cé 78,54%+8,15% mDC hép thu FITC—dextran.
Céc té bao nay c6 thé khong hap thu FITC—dextran khi ching duoc nuéi o 4°C.

Budc 2 - tao té bao lympho T.

Buéctaotébéolynuﬁmffnayduqcthuckﬁ@ncuthénhusau:

- Budc 2.1. Pha loang té bao lympho chtra trong dich ndi dugc thu nhan duoc
trong budc 1.8 trong dung dich PBS theo ty 1& 1:1 (thé tich:thé tich) va tron déu.

- Bugc 2.2: Cho 10 ml ficoll vao éng ly tam 50 ml.

- Budc 2.3: B sung dung dich té bao da pha lodng ¢ budc 2.1 vao dng ly tim
chtra dung dich ficoll & Budc 2.

- Budc 2.4: Ly tam 6ng ly tam & budce 2.3 véi tbe do 3000 vong/phut trong 45
phut, thu nhan 16p té bao mau tring nam gitta 16p ficoll va huyét twong, chuyén sang
bng ly tim mai.

Rura té bao thu dugc bang cach bd sung dung dich PBS vao dng ly tim nay va
ly tam voi tbe do 3000 vong/pht trong 10 phut dé rira té bao thu nhan duge, thu cin 1a
huyén phi t& bao. Lap lai qué trinh rira t& bao nay thém 1 lan.

- Bude 2.5: B sung 10 ml mdi trudng RPMI 1640 vao can huyén phu té bao
thu duge & budce 2.4, tao thanh huyén phu té bao va nudi té bao trong huyén phu té bao
nay & didu kién 37°C va CO, 5% trong 4 ngay, thu dich ndi chira t& bao lympho T.

Két qua phén tich quan thé té bao thu dugc bang k¥ thuat phan tich té bao &
dang dong chay (flow cytometer) dugc thé hién trén Hinh 4. Két qua cho thay té bao
lympho T chiém ty 1& 49,81% trong quan thé té bao c6 nhan tr mau cubng ron, trong
do, ty 16 t& bao Teps chiém 19,79% va té bao Teps chiém 33,29%.

Budc 3 - cho té bao tua trudng thanh vao dia 96 giéng.

Xac dinh thoi diém 0 gio, cho 5000 té bao tua truéng thanh thu dugc sau Budge
1 vao cac giéng cuia dia 96 giéng c6 day gan dién cuc vang thudc hé théng xCelligence

cung véi 200 pl moi truong RPMI 1640.
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Budc 4 - u.

- Buée 4.1: Khang nguyén té bao gbc ung thu vii duoc tao ra bang cach sir dung
10° t& bao gbe ung thu vi ngudi duoc huyén phu trong 1 mL dung dich dém sinh li
0,9% natri clorua dugc dong lanh — gidi dong theo quy trinh dong lanh trong nito long
trong 3 phut, 1am 4m & 37°C trong 3 pht, lap lai lién tuc 5 lan.

- Budc 4.2: U dia 96 giéng thu dugc sau Budc 3 trong 24 giod, & 37°C trong diéu
kién 5% CO, cuing véi khang nguyén té bao ung thu v.

Budce 5 - ly tm loai bé dich ndi.

Ly tdm dia thu duoc & Budc 4 véi toe do 1000 vong/phit trong 5 phut, loai bo
dich ndi, thu can t& bao. Sau dé, tai huyén phi cin té bao trong 200 pl méi truong
RPMI 1640.

Budc 6 - bo sung té bao lympho T.

Cho 100.000 té bao lympho T thu duoc & Bude 2 vao dia thu duoc & Bude S.

Budc 7 - i dia d& bd sung té bao lympho T.

U dia thu duoc sau Bude 6 trong 36 gio, & 37°C trong kiéu kién 5% CO.,.

Buée § - ly tAm dia dd bd sung té bao lympho T.

Ly tam dia thu dugc & Buée 7 ¢ tbc do 1000 vong/phut trong 5 phut, loai bo
dich ndi, thu cin té€ bao. Tai huyén phu cin té bao trong 200 pl méi trudng RPMI 1640.

Budc 9 - cho té bao ung thu hoic té bao gbe ung thu vao dia sau ly tam.

Cho 5.000 té bao gbc ung thu vu (breast cancer stem cell - BCSC) vao dia thu
duoc sau Budce 8, dat dia nay vao may doc dia xCelligence cua cong ty ACEA.

Budc 10 - theo ddi va doc két qua.

Theo doi tir 0 gidr dén 98 gidr va doc két qua ting trudng ctia té bao ung thu hoic
té bao gbe ung thu so véi dbi ching. Mau déi ching 1a céc giéng (GO) chi c6 moi
truong nuoi, (G1) chi cd té bao tua duoc U, (G2) chi c6 t& bao T va (G3) co ca té bao
tua va té bao T ma déu khong bé sung té bao gbc ung thu.

Trong khoang thoi gian tir mbe 0 gidr dén 24 gior (trude thoi diém thay moi

trudng va bo sung cac t€ bao T va té bao tua vao), & cac nhoém c6 kha néng tang sinh
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ctia té bao gdc ung thu vu (breast cancer stem cell - BCSC) la tuong tu nhau & céc 16
¢ bo sung té bao gbe ung thu, trong khi d6 & 16 khéng c6 té bao gdc ung thu, khong
¢6 tin hiéu tang sinh t€ bao vi cac t& bao tua va té bao T khong bam va tang sinh. Tuy
nhién, sau gid' thir 24 trd di, 1a thoi diém b6 sung té bao lympho T dugc cam ung bdi
té bao tua trudng thanh, téc do ting sinh cua té bao gbc ung thu giam manh (G4, G5
va G6). Trong khi d6, & nhém dbi ching (khong bd sung té bao lympho T cam tng
boi té bao tua truong thanh, nhom G1), té bao gbc ung thu van tiép tuc ting trudng
manh. Dua vao su khac biét nay, co thé danh gia vai tro va tac dong cua té bao tua
thong qua té bao lympho T trong viéc tiéu diét té bao gbc ung thu (Hinh 5).
Hicu qua dat dwoe cta giai phap hitu ich

Quy trinh theo giai phap hitu ich hoat dong dua vao nguyén ly chung la té bao tua
¢6 thé trinh dién khang nguyén cho té bao lympho T; sau do té bao lympho T c6 thé tiéu
diét té bao ung thu dang phat trién biang nhidu con duong dic biét. Do do, dé danh gia
chire ning trong dng nghiém cua té bao tua tiéu diét té bao ung thu, ching ta tién hanh
danh gida kha nang su chét/bi tic ché tang sinh ctia té bao ung thu hoic té bao goc ung thu
khi tron chung véi té bao tua va té bao lympho T. Viéc danh gid khd ning tdng trudng clia
té bao ung thu hoic t& bao gbc ung thu dua vao tinh bam dinh cta no trén dia co day gin
dién cuc vang va do bing mdy xCelligence clia cong ty ACEA; trong khi do céc té bao
tua, t& bao lympho T khéng bam dugc 1én dién cuc nén khong anh huéng dén két qua.

Quy trinh theo giai phap hitu ich mang lai nhiéu loi ich cho xa hoi nhu gitip giam
gia thanh, tang do chinh xac cua viéc danh gia vai tro chirc nang té bao tua trude khi ting
dung diéu tri cho bénh nhan; sy chinh xdc ctia viéc ddnh gid nay s& néng cao hiéu qua
diéu tri uﬁg thu bang liéu phap nay va giup gidm chi phi diéu tri cho bénh nhan. Quy trinh
nay c6 thé xem nhu 1a k¥ thuat chan doan hay xét nghiém truédc diéu tri nén co gia tri kinh

té cao.

-15-



1777

YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh danh gia chirc ning té bao tua trong dng nghiém bao gdm cac budc:

(i) buge 1 - tao té bao tua tir t& bao ¢ nhan sir dung cytokin:

bude 1.1: pha lodng 1 — 25 ml mau véi 1 — 25 ml dung dich dém phosphat
(phosphate buffer saline - PBS) hodc nudc mudi sinh 1y natri clorua (NaCl) 0,9% trong
dng ly tam, trong d6 méau duogc chon tir nhém bao gdm mau ngoai vi, mau tiy xuong
hodc mau cudng rén;

bude 1.2: nhe nhang cho 1 — 25 ml dung dich ficoll Hypaqe 1.077 vao éng ly
tam;

bude 1.3: bd sung vao dng ly tdm chira dung dich ficoll thu duoc & budce 1.2
maéu da pha loang thu dugc & budc 1.1 véi lwong gp 1 — 3 lan lugng dung dich ficoll
trong Ong ly tAm nay;

bude 1.4: ly tAm 6ng ly tAm & bude 1.3 véi tée d6 800 — 3500 vong/phtit trong
10-60 phut, thu dugc dung dich phén 16p;

budc 1.5: thu nhén 16p té bao mau tring ndm gitta 16p ficoll va huyét tuong,
chuyén céc té bao thu dugc sang dng ly tim mai;

budce 1.6: bd sung dung dich PBS hodc NaCl 0,9% vao éng ly tdm chira té bao
thu duge & bude 1.5, ly tdm dng ly tim nay véi toe dd 800 — 3500 vong/phut trong 5 —
30 phut, thu can la huyén phu té bao; tuy v, lap lai budc nay thém 1 lan; chuyén cin
huyén phu t& bao thu duoc vao binh nudi té bao;

budc 1.7: bd sung 2 — 15 ml méi truong RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institue 1640) hodc IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s medium) vao can té bao thu
duoc & budc 1.6 va tao huyén phu, thu duoc huyén phu té bao; nudi té bao trong
huyén phu té bao nay & diéu kién 37°C va CO, 5% trong khoang 10 — 36 gio;

budc 1.8: thu nhan dich ndi chira cac té bao ndi cho vao 6ng ly tim mai va bao
quan 6ng ly tAm nay dé st dung trong bude 2 clia quy trinh, con 6ng ly tdm chira cin

té bao con lai la té bao don nhan dugc dung trong budce 1.9;
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bude 1.9: nudi té bao don nhan trong 6ng ly tim thu duoc sau bude 1.8 trong 2
— 15 ml mdi truong RPMI 1640 hodc IMDM co bd sung 5 — 30 ng/ml GM-CSF
(granulocyte macrophage colony stimulating factor — yéu tb kich thich quan lac dai
thuc bao va t& bao hat), 10-50 ng/ml IL-4 (interleukin — 4), nudi té bao & diéu kién
37°C va CO, 5% trong 3 — 7 ngay, thu duoc té bao tua tién trudng thanh; va

budc 1.10: thay moi truong nudi té bao & bude 1.9 bang moi truong RPMI 1640
hodac IMDM c¢o6 bd sung 5 — 30 ng/ml GM-CSF, 10 — 50 ng/ml IL-4 va 5 — 30 ng/ml
TNF-d (tumor necrosis factor alpha - yéu t6 hoai tir u alpha) trong 3 — 7 ngay, thu
duoc té bao tua trudng thanh;

(ii) budc 2 - tao té bao lympho T:

bude 2.1: pha loang té bao lympho chua trong dich ndi duogc thu nhan dugc
trong budc 1.8 trong dung dich PBS hodc NaCl 0,9% theo ty 1€ 1:1 (thé tich:thé tich)
va tron déu;

bude 2.2: cho 1 —25 ml ficoll vao dng ly thm;

budc 2.3: bd sung dung dich té bao da pha loAng & bude 2.1 vao bng ly tam
chira dung dich ficoll ¢ budc 2.2 v6i luong gap 1 -3 lan luong ficoll chira trong ong
ly tam nay;

budc 2.4: ly tim 6ng ly tdm & budc 2.3 voi tdc do 800 — 3500 vong/phut trong
10 — 60 phut, thu nhan 16p té bao mau trdng nam gifta 1op ficoll va huyét tuong,
chuyén sang 6ng ly tdm moi; bd sung dung dich PBS hogdc NaCl 0,9% vao éng ly tam
nay va ly thm véi tbe do 800 — 3500 vong/phut trong 5 — 30 phut dé rra 1€ bao thu
nhan duoc, thu can la huyén phu té bao, tuy y, 1ap lai qua trinh rra té bao nay thém 1
lén;Chuyéncénhuyénphﬁtébéothuduqcvéolﬁnhlnkﬁtébéo;vé

budc 2.5: bd sung 2 — 15ml mdi trudng RPMI 1640 hoac IMDM vao cin huyén
phi té bao thu duge & budce 2.4, tao thanh huyén phti t& bao va nudi té bao trong huyén
phu t& bao nay didu kién 37°C va CO, 5% trong 3 — 7 ngay, thu dich ndi chira té bao

lympho T;
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(iii) budc 3 - cho té bao tua truong thanh vao dia 96 giéng:

xé4c dinh thoi diém 0 gid, cho 1.000 dén 100.000 té bao tua trudng thanh thu
duge sau bude 1 vao cac giéng cia dia 96 giéng c6 ddy gin dién cuc vang thudc hé
théng xCelligence cung voi 200 1l moi truong RPMI 1640 hodc IMDM;

(iv) budc 4 - u:

budc 4.1: tao huyén phu 10* té bao hoic té bao gdc ung thu trong 1 — 100 mL
dung dich dém sinh ly 0,9% natri clorua dugc dong lanh — gidi dong theo quy trinh
déng lanh trong nito 1ong trén 1 phut, lam 4m & 37°C trong 3 phut, lap lai lién tuc 5 lan
dé thu khang nguyén té bao hoic té bao gbc ung thu can diéu tri tuong Gmg; va

budc 4.2: 0 dia 96 giéng thu dugc sau bude 3 trong 10 — 48 giv, ¢ 37°C trong
diéu kién 5% CO, ciing v6i khang nguyén té bao ung thu; thoi gian tiép xuc cia té bao
tua trudng thanh va khang nguyén tir 10 dén 48 gio;

(v) budce 5 - ly tdm loai bo dich ndi:

ly tam dia thu dugc & budc 4 véi toe do 800 — 3500 vong/phut trong 5 — 20 phit,
loai bé dich ndi, thu can té bao; tai huyén phu can t& bao trong 200 ul méi trudng
RPMI 1640 hodac IMDM;

(vi) bude 6 - bd sung té bao lympho T:

cho 1.000 dén 100.000 té bao lympho T thu dugc & bude 2 vao dia thu dugc &
buéc5,déhoathéatébéoanonJIéthénhtébéo17hoatd©ng;

(vii) budc 7 - 1 dia da bd sung té bao lympho T:

u dia thu duoc sau budc 6 trong 10 — 48 gio, & 37°C trong kiéu kién 5% CO,
thoi gian tiép xuc ciia té bao tua véi té bao lympho T tir 10 dén 48 gio;

(viii) budc 8 - ly tim dia d& bd sung té bao lympho T:

ly tam dia thu duoc ¢ budc 7 & toe do 800 — 3500 vong/phit trong 5 — 20 phit,
loai bo dich ndi, thu can té bao;

tai huyén phu can té bao trong 200 pl méi trudng RPMI 1640 hoic IMDM;

(ix) budc 9 - cho té bao ung thu hodc té bao gdc ung thu vao dia sau ly tam:
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cho 1.000 — 100.000 t& bao ung thu hoic té bao gbc ung thu vao dia thu duoc
sau budc 8, dat dia nay vao may doc dia xCelligence cua cong ty ACEA; va

(x) budc 10 - theo dai va doc két qua:

theo ddi tir 24 gio dén 7 ngay va doc két qua ting truong cua té bao ung thu
hoac té bao gbe ung thu so vi ddi chimg; trong d6, mau ddi chimg la cac giéng chi ¢6
moi trudng nudi, hodc chi ¢d té bao tua duge u, hodc chi co té bao T hodc c6 ca té bao
tua va té bao T ma déu khéng bd sung té bao ung thu hodc té bao gdc ung thu;

dua vao su tang trudng cua té bao ung thu hozc té bao gbc ung thu trong giéng
c6 té bao tua va lympho T so vé6i giéng chi ¢ t& bao ung thu hosc té bao gde ung thu,
tinh duoc phén tram (%) tiéu diét té bao ung thu hodc t& bao gbc ung thu cia té bao

tua theo cong thiic ctia hé théng may xCelligence.
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