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MO PAU
1. Tinh cap thiét caa luan an

Ung thu 12 mot thach thirc y té toan cau va doi hoi ngay cang
nhiéu sy quan tdm nghién ciu nham tim ra chién luoc téi wu dé giai
quyét. Trong nhitng nim gan day, liéu phap té bao mién dich (Immune
cell therapy) trong diéu tri ung thu thu hat sy quan tm caa nhiéu nhém
nghién ciru. Liéu phap nay c6 thé sir dung nhiéu loai té bao mién dich
khac nhau nhu té bao diét tu nhién (NK), té bao T gay doc (CTL), té
bao CIK (cytokine-induced killer cells), Té bao tua (DC), ...[1-3].
Trong sb do, té bao NK 1a mot trong nhitng loai t& bao mién dich c6 kha
ning nhan dién va tiéu diét t& bao ung thu hiéu qua théng qua nhiéu con
duong.

Trong ghép tu than, cac té bao NK tach tir chinh bénh nhan ung
thu ¢6 thé bi vo hiéu hda chirc nang hoic khong nhan dién duoc té bao
dich khi dua tro lai co thé. Trong khi ghép té bao NK ddng loai véi
nhiéu wu diém ndi bat nhu: it gay hiéu tng manh ghép chéng chi
(GVHD), céc té bao NK tir ngudn khoe manh c6 hoat tinh tét, su khdng
phu hop vé HLA-KIR giita nguoi cho va nguoi nhan gitp ting hiéu qua
diéu tri,...

Trong cac ngudn té bao mién dich thi méu day rén 1a mét ngudn cung
cap cac té bao mién dich trong lidu phap ghép té bao NK dong loai diéu
tri ung thu voi nhiéu vu diém nhu dé dang thu thap, phan lap,... Va hién
& Viét Nam, chwa c6 don vi ndo tién hanh céc trién khai cac nghién cau
trén d6i tugng NK mau day rdn, trong khi day thuc sy 1a liéu phép tiém
nang trong hd trg diéu tri ung thur.

Dua trén nhitng van dé thuc tién trén, chdng toi tién hanh thyc hién dé
tai: Nghién czzu nhan nudi va hogt hoa té bao digt t nhién (natural
killer cell — NK) t&r mau day rén trong hé tro: diéu tri ung thu.
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2. Y nghia khoa hoc va thuc tién

* Y nghia khoa hoc

- Nghién ctru cung cép cac dic diém cua quan thé té bao méu day rén,
bao gom cac dic diém vé sb luong té bao, ti & té bao gdc tao mau (HSC)
va cac loai té bao mién dich trong mau day ron va cac méi tuong quan
gitra chang.

- Nghién ctru cung cép cac dic diém va su thay ddi cua quan thé té bao
NK trong qué trinh nudi cay ting sinh va cac dic diém cua khoi té bao
NK sau nudi ciy, hoat hoa.

* Y nghia thuc tién

- Nghién ctru cung cap giai phap nudi ciy tang sinh té bao NK tir mau
day ron an toan, 6n dinh, cd hoat tinh va kha ning tiéu diét té bao ung
thu cao, huéng toi viéc tng dung trong diéu trj ung thu trén 1am sang.
- Nghién ctru cung cap cac thong tin vé ti 1& cac loai té bao gbc, té bao
mién dich trong mau day rén va phan tich mot sé yéu té twong quan
giita chiing. Pay 1a tién d& ciia nghién ciu hd so mién dich so sinh trong
dir doan va chan doan bénh. Pdng thoi ciing 12 co s cho viéc trién khai
cac nghién ciru vé liéu phap té bao mién dich khéc trong mau day rén
trong tuong lai.

3. Muc tiéu nghién ciru caa luan an

Dua trén nhing thyc tién trén, nghién ciu duoc trién khai nham:

« Phan tich cac dic diém va ti 1é cac quan thé té bao mién dich, té bao
g6c tao mau cé trong méau day rén tré so sinh Viét Nam, nham 1am rd
hon v& vai trd ciia méu day rén thuc su 1a ngudn té bao gc va té bao
mién dich tiém nang cho tri liéu.

« Nghién ciru xay dung quy trinh nhan nudi va hoat héa té bao NK tir
mau day rén co hoat tinh cao, dap ung cac tiéu chi vé chat lugng dé c6
thé &p dung tai cac co sy té trong tri ligu té bao.
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4. Nhirng dong gop méi caa luan an

« Nghién cttu ndy da phan tich cac dic diém cac quan thé té bao mién
dich quan trong trong mau day rén, déng thoi chi ra duoc su khéc biét
vé ti 1& cac quan thé té bao mién dich ¢ tré so sinh Viét Nam so véi cac
cdng b trén quan thé nguoi cia mot sé qudc gia khac.

« Nghién cau 1a nghién ctru dau tién dua ra duoc quy trinh nudi céy,
hoat hoa va tang sinh té bao NK tir mau day ron tai Viét Nam hiéu qua,
c6 hoat tinh cao, c6 kha nang tiéu diét t& bao ung thu. Chét luong san
pham cua khoi té bao sau nudi cay dap tmg dugc mot sé tiéu chi quan
trong cua co quan quan ly Thuc phiam va Dugc pham Hoa Ky - FDA
trong viéc xac dinh dic tinh caa san pham sinh hoc ngay tir giai doan
thir nghiém ban dau nhu tiéu chi vé dinh danh, tinh vé khuan, tinh tinh
khiét, tinh an toan va tiém ning

CHUONG 1. TONG QUAN

1.1.  Tinh hinh ung thw hién nay
1.1.1. Tinh hinh ung thw trén thé gidi

Ung thu 1a nguyén nhan gy tir vong ding hang thir hai trén
toan cau, uéc tinh khoang hon 9,6 triéu ca tir vong trong tong s6 hon 18
triéu ca mac phai vao nam 2022. Theo thong ké, trong nam 2022, trén
thé giGi co tong gan 19 triéu ca mic ung thu mdi. Trong khi do, sé luong
ca ung thu tir vong hang ndm trén thé gii chiém hon 50% so voi s6
lwong ca mic méi. Dy bao, dén nam 2050, toan thé gigi s& c¢6 khoang
trén 35 triéu ngudi mac méi, va trén 18.5 triéu ngudi tir vong mdi nim
do ung thu
1.1.2. Tinh hinh ung thw tgi Viét Nam

Theo sb liéu cia Trung thm nghién ciu quéc té vé Ung thu

trong nam 2022, c6 5 loai bénh ung thu ¢6 ti 1 mic hang nim cao nhat
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tai Viét Nam gom: ung thu va (13.6%) ung thu gan (13.6%), ung thu
phoi (13.5%), ung thu dai trang (9.3%), ung thur da day (9%) va céc loai
ung thu khac. O Viét Nam, tinh trang bénh nhan tir vong do bénh ung
thu khoang trén 60% cao hon nhiéu so véi mat bang chung cua thé gidi,
khoang trén 50%.
1.2. Tong quan vé ligu phap mién dich trong diéu tri ung thw

Edward Jenner, ngudi da phat trién thanh cng vac-xin dau mia
dau tién vao nam 1796, dugc coi 1a ngudi da dat nén tang cua mién dich
hoc cho sy phat trién khoa hoc nay. Cong dong y té va khoa hoc di bat
dau nhin nhan liéu phap mién dich c6 thé 1a mét niém hy vong méi cho
bénh nhéan ung thu, dac biét Ia cac bénh nhan da c6 di can va khong co
dap ing tét voi cac phuong phap diéu tri truyén thdng [4, 5].
1.3. Tinh hinh nghién ciru ligu phap té bao mién dich hién nay
1.3.1. Tinh hinh nghién czzu liéu phéap té bao mién dich trén thé gigi

Trén thé gioi, liéu phap mién dich hién da tré thanh mdi quan
tAm dac biét cua cac nha tri liéu, khéng chi béi hiéu qua cua né ma con
bai téc do phét trién cong nghé trong linh vuc nay. D c6 rat nhidu cong
bé trén thé giéi bao qua hiéu qua va tinh an toan cua cac liéu phap DC,
liéu phdp CAR-T, CAR-NK, li¢u phap NK,...trén 1am sang. Bénh nhéan
sau khi duoc diéu tri liéu phép té bao mién dich riéng ¢ hoidc duogc két
hop V&i cac phuong phap khac cho thay kich thuéc khdi u giam, chat
lwong sbng cai thién, kéo dai thoi gian song,...
1.3.2. Tinh hinh nghién cizu, #ng dung ligu phap té bao mién dich tai
Viét Nam
Vi linh vuc tng dung liéu phép té bao mién dich trong diéu tri

ung thu tai Viét Nam, cac nghién ctu, tng dung mic di duoc bit dau
nghién ctru tir 2011, tuy nhién van dang ¢ giai doan ban dau véi cac cong
bé chi yéu lién quan dén cac phuong phap hoat hoa, danh gia hidu qua
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tiéu diét té bao ung thu cua cac loai té bao mién dich nhu DC, CIK,
gamma delta T,... trong phong thi nghi¢m, trén md hinh chudt va mot
s6 it thir nghiém 1am sang dénh gia tinh an toan va hiéu qua nhu liéu
phap NK, CTL, yoT ty than tir mau ngoai vi nguoi truedng thanh.

1.4. Tong quan vé té bao tiéu diét tw nhién (NK)

1.4.1. Chikc ning ciia té bao NK

Té bao diét ty nhién (NK) 1a mot loai té bao thudc hé mién dich
bam sinh (ILC), d6ng vai trd quan trong trong cac phan tng mién dich
bam sinh trong co thé. Puoc xac dinh lan dau tién vao nam 1973, thuat
ngit “Natural Killer” duoc dit ra dé chi rang ching san sang tiéu diét
cac té bao bi nhidm bénh ma khong can thém cac co ché méi hay nhan
dién. Céc chirc nang chinh cua té bao NK 1a diéu hoa mién dich va gay
doc té bao.

1.4.2. Pic diém ciia té bao tiéu diét tw nhién (NK)

Trong mau day rén, NK chiém khoang 30% tong s6 té bao
lympho, cao hon han so véi ti 1é ciia NK trong mau ngoai vi 1 10% [6,
80]. Cac té bao NK trong mau day ron ciing co kiéu hinh CD3-/CD56+
va ciing duoc phan thanh 2 quan thé con CD56%™ va CD56 " nhung
ti 16 CD16-CD56"9" cao hon so véi mau ngoai vi [6, 80]. Cac té bao
NK mau day rén 1a nhitng té bao tré hon va c6 kha ning ting sinh manh
hon so véi té bao NK mau ngoai vi. Khi duogc kich thich bang cytokin,
kha nang gay doc cua NK tir 2 nguon té bao nay 1a tuong duong nhau
[83, 84].

1.4.3. C4c thu thé bé mat ciia té bao NK

1.4.3.1. Vai tro cua cdc thu thé

Trong qué trinh twong tac cta té bao NK véi cac té bao khac, két qua
cuia hoat dong duge xac dinh bang su tich hop céc tin hiéu bat nguon tir
4c thy thé e ché va kich hoat trén té bao NK va sy lién két caa ching
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VGi cac phdi tir trén té bao dich [68]. C6 rat nhiéu thy thé trén té bao
NK, trong d6 c6 thé phan loai thanh 2 nhoém chinh dya vao ciu trdc
phan tir cua ching: (1) Cac thu thé giéng lectin loai C bao gom NKG2,
CD94 va (2) Céac thu thé giéng globulin mién dich bao gdm NCR,
CD16, ILT-2 va KIR.

Thy thé Immunoglobulin (KIRs) ¢6 chirc ning diéu chinh hoat
dong tiéu diét t& bao NK bang cach lién két véi cac phan tor MHC-I
[89]. Trong d6 céc KIR hoat hoa co dudi té bao chat ngan va khéng
phat tin hiéu truc tiép. Cac thu thé KIR tc ché phat tin hiéu truc tiép
qua cac dudi té bao chat dai chira cac thu thé mién dich c6 ban chat
tyrosine (ITIM) [90].

1.4.5. Cac nguén thu nhdn va cdc phwong phdp hoat hoa té bao NK
NK c6 thé dugc thu nhan tir mau ngoai vi (PBMNC), mau day rén
(UCB), tay xuong (BM), té bao gdc nhu té bao gbc phdi (hESCs) hoic
té bao gc van ning cam tng (iPSCs) hay cac dong té bao NK thuong
mai nhu NK-92 hay NK-92MI. Mdi ngudn ké trén déu c6 nhimg uu,
nhuoc diém nhit dinh trong qua trinh phan Iap, hoat hoa, ting sinh tao
san pham té bao dap ng céc tiéu chuan 1am sang [104].

1.4.6. Ghép d@ong logi té bao diét tw nhién (NK) trong tri liéu ung thu
Cho dén nay da c6 nhiéu thir nghiém 1am sang pha I va II dang dugc
tién hanh dé danh gia mic d6 an toan ciing nhu hiéu qua cua viéc sir
dung NK tir mau day rén két hop voi héa tri hodc khang thé don dong
dé diéu trj ung thu. Mic du vay, vin dé 16n nhat trong phwong phap nay
d6 1a su gigi han vé luong méu day rén thu thap dan dén sy gidi han vé
s6 lwong té bao NK c6 thé s dung dé ghép cho ngudi bénh. Do do
phuong phap dé hoat hda céac té bao NK tach tir mau day rén va lam
tang hiéu qua gay doc té bao ung thuc sy can duoc nghién ciu.



CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN
cuu

2.1.  Dia diém, thoi gian va ddi tweng nghién ciru

- Nghién ciru duoc tién hanh tir 7/2017 dén 7/2021 tai bénh vién da khoa

qudc té Vinmec Times City, dua trén ngudn tai tro cua tap doan

Vingroup va chap thuan cua hoi dong y duc trong nghién ciu y sinh

hoc Cong ty co phan bénh vién da khoa quic té& Vinmec sb

1507/2017/CN/HPDDb VMEC, ngay 15/06/2017.

- 59 mau méu day rén va 9 mau mau ngoai vi dugc lya chon tham gia

nghién curu.

2.2.  Phwong phap nghién ciu

2.2.1. Thuthgp mdu

2.2.2.  Phwong phdp phén IGp té bao don nhin mdu day ron sir dung
hé thang AXP

2.2.3.  Phwong phdp phén IGp té bao don nhin mdu day ron sir dung
ficoll

2.2.4.  Phwong phdp phén tich dic diém quan thé té bao mién dich
s dung flow cytometry

2.2.5.  Phwong phdp nhan nudi té bao NK

2.2.6. Phwong phdp nhan nudi va bdo quan dong té bao K562

2.2.7. Phwong phdp nhan nudi dong té bao KHYG

2.2.8.  Phwong phdp ddnh gia hogt tinh té bao NK

2.2.9.  Phwong phdp phdén tich nhiém sdic thé dé (karyotyping)

2.2.10. Phwong phdp xic dinh néng dé endotoxin bang may
Endosafe-PTS

2.2.11. Phwong phdp xdc dinh mycoplasma bang kit Mycoalert



2.2.12. Phwong phdp xdc dinh ti 1¢ séng bang chat nhugm xanh
trypan

2.2.13. Phwong phdp dém so lwong té bao c6 nhin bang thuéc
nhuom Turk’s

2.2.14. Phwong phdp triv dong lgnh té bao

2.2.15. Xdc dinh higu sudt thu héi té bao don nhin

2.2.16. Phan tich théng ké sé ligu

Cac dir liéu vé dic diém san phu, thai nhi va mau méau day rén duoc

thuc hién bang phuong phap thong ké mo ta. Sy khéc biét gia tri trung

binh cua céc chi sé duoc kiém dinh bang T-test / Man-Whitney test voi

su khac biét dugc coi 1a ¢6 ¥ nghia thong ké néu gia tri p<0,05. Sir dung

phan tich hdi quy tuyén tinh Pearson dé phan tich mdi twong quan giira

cac yéu t6 sinh hoc. Hinh, biéu d6 duoc vé bang phan mém GraphPad

Prism.

CHUONG 3. KET QUA NGHIEN CcUU
3.1. Thu thip méu diy rén
Nghién ciru ¢6 59 san phy da diéu kién va tinh nguyén hién mau méu
day rén. Trong d6, 48 mau MDR duogc phan tach té bao MNC, 12 mau
duoc str dung dé nghién ciru nudi cdy ting sinh NK.
3.1.2. Pic diém ciia cdc don vi mau day rén thu thap
Thé tich mau méau day rén trung binh 1a 94,49 +30,35 ml khong bao
gom chét chng dong.
Bdng 3. 7.Tang sé té bao c6 nhan (TNC) mau day ron

Téng sb té bao c6 nhan-TNC (x 108 té bao) (N=48)
Mean (SD) 11,49 (3,97)
Median [Min; Max] 10,69 [5,10; 19,82]

Bang 3.8. Téng sé té bao don nhdn (MNC) méu ddy ron
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Téng té bao don nhan — MNC (x 10° té bao)

(N=48)

Mean (SD)

4,34 (1,66)

Median [Min; Max]

4,44 11,64; 8,42]

3.1.3. S6 lwong té bao géc tao mdu trong mdu diy rén (HSC)
Bang 3.10. Tong sé HSC trong cdc don vi mau day rén thu thap

(N=48) Tong s6 té géc tao mau HSC (x10°)
Mean (SD) 3,64 (2,00)
Median [Min; Max] 3,5[0,81; 9,79]

Bang 3.11. Sé wong trung binh HSC theo gidi tinh

Gioi tinh Nir Nam

p value

HSC (x10° £ bao) | 2,97 (1,51) | 4,12 (2,23) | 0,03

Bang 3.12. S6 liwgng trung binh HSC theo thé tich mau thu thép

Thé tich MDR <100ml | >100ml

p value

HSC (x10° #6 bao) | 2,83 (1,65) | 5,26 (1,74) | 1,12 x 10

Nghién ctru cta ching tdi khong tim thiy su khac biét vé s lwong HSC
giita nhém c6 tuan thai dudi 38 va trén 38 tuan, trong khi HSC & tré

nam thap hon tré nix (p=0,03<0,05).

3.1.4. Két qud phan tach té bao don nhin mdu day rén
Bang 3.16. Két qua phan tach MNC

Ficoll AXP
N (mAu) 10 38
Thé tich mau (ml)
Mean (SD) 60,27 (5,39) | 103,49 (27,44)

Median [Min; Max] | 58,3 [52; 68] | 94,75 [68,3; 176]

MNC Pre (x10°)

Mean (SD) 3,21 (1,59)

3,6 (1,52)




Median [Min; Max]

2,39 [1,64; 7,21]

4,64 [1,65; 8,42]

MNC pos (x108)

Mean (SD)

2,33 (1,21)

3,44 (1,43)

Median [Min; Max]

1,78 [1,34; 5,34]

4,27 [1,55; 7,78]

Higu suat thu héi MNC

(%)

Mean (SD) 75 (5) 96 (5)
Median [Min; Max] 75 [65; 82] 98 [79; 100]
P value p<0,05

3.2. Miu mau ngoai Vi

3.2.1. Pdc diém cia bénh nhan

09 bénh nhan tham gia nghién ctru, trong d6 c6 3 bénh nhan ung thu da

day, 3 bénh nhan ung thu gan va 3 bénh nhan ung thu phoi. P9 tudi
trung binh 12 66 + 8,8 tudi, trong d6 bénh nhan tré nhat 1a 53 tudi, va
bénh nhat I6n tudi nhat 1a 79 tudi

3.2.2. Mdu méu ngoai vi thu thgp

Bang 3.19. Méi tirong quan giira sé heong té bao nudi cdy ban dau

theo tudi va logi ung thu (*p<0,05)

. .| Tong s6 hrong Té bao NK
Té€ bao nudi cay
Do (x10°) % NK (x10°)
(Mean+ SD) | (Meanx SD) | (Meanz SD)
Trung binh 38,5+20,2 16,7+£8,4 4,534
D) tudi p=0,9888 p=0,0205* p=0,2251
<65 44,7+£18,3 7,1+4,1 2,310,5
> 65 37,0+21,1 19,1+7,5 5,1£3,6
Loai ung thw p= 0,588 p=0,089 p=0,002*
Da day 34,0+16,0 9,3+3,3 2,3+0,6
Gan 39,7+26,1 22,045,0 5,4+2,8
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Phoi 45,2+19,3 21,0+11,5 7,3+5,7

3.3. Pic diém quan thé té bao mau day rén
3.3.1. Ti lé cac logi té bao mién dich (T-B-NK) trong mau day rén
Bang 3. 20. T/ 1¢ té bao B theo can ngng va tudi thai

(N=59) CD3-/CD19+ (%)

Mean (SD) 9,52 (3,28)

Median [Min; Max] 9,2 [3,5; 18,6]
Can ngng tre <=3kg >3kg P value
N (%) 17 (28,8%) | 42 (71,2%)
Mean (SD) 8,83(2,82) | 9,80 (3,48) | >0,05
Tuéi thai <=38 tudn | >38 tudn | P value
N (%) 18 (30,5%) | 41 (69,5%)

Mean (SD) 8,34 (2,36) | 10,04 (3,55) | <0,05
Bang 3.21. T/ I¢ CD3+/CD19+ theo can ngng va tudi thai
(N=59) CD3+/CD19+ (%)

Mean (SD) 8,59 (5,77)

Median [Min; Max] 8,30[0,1; 20,4]
Cén ngng tré <=3kg >3kg P value
N (%) 17 (28,8%) | 42 (71,2%)

Mean (SD) 5,65 (4,24) | 9,78 (5,99) | <0.05
Tusi thai <=38 tudn | >38tuan | P value
N (%) 18 (30,5%) | 41 (69,5%)
Mean (SD) 8,13 (5,74) | 8,80 (5,92) | >0.05

Bdng 3.22. Ti I¢ TCD4 theo can ngng, gidi tinh va tudi thai

(N=59)

TCD4 (CD3+/CD4+) (%)

Mean (SD) 46,71 (8,99)

Median [Min; Max] 46,16 [24,36; 71,30]
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(N=59) TCD4 (CD3+/CD4+) (%)
Can ngng tre <=3kg >3kg P value
N (%) 17 (28,8%) | 42 (71,2%)
Mean (SD) 48,83 (8,64) | 4585 (9,19) | >0,05
Gigi tinh Nz Nam P value
Mean (SD) 48,01 (6,57) | 45,64 (10,61) | P>0,05
Tudi thai <=38 tudn >38tuan | P value
N (%) 18 (30,5%) | 41 (69,5%)
Mean (SD) 46,82 (10,88) | 46,66 (8,30) | >0,05
Bang 3.23. T/ 1¢ TCD8 theo can ndng, tugi thai, gisi tinh
(N=59) TCD8 (CD3+/CD8+) (%)
Mean (SD) 22,58 (6,73)
Median [Min; Max] 22,43 [8,6; 48,96]
Céan ngng tre <=3kg >3Kkg P value
N (%) 17 (28,8%) | 42 (71,2%)
Mean (SD) 20,83 (4,77) | 23,29 (7,39) | >0,05
Tudi thai <=38tuan | >38tuan | P value
N (%) 18 (30,5%) | 41 (69,5%)
Mean (SD) 24,41 (8,34) | 21,78 (5,93) | >0,05
Gigi tinh N Nam P value
Mean (SD) 21,13 (5,92) | 23,73 (7,29) | >0,05
Bang 3.26. T/ I¢ trung binh céc quan thé NK
N=59 NK CD3-/CD56+| NK CD56™ [NK CD56°r9nt
(%0) (%) (%)
Mean (SD) 6.4 (4,9) 59(48) | 05(04)
Median [Min; Max]| 5,0 [2,1;24,3] [4,5[1,8; 23,4]/0,4 [0,01; 1,8]
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TCD4 (CO3+HCD4+)
1CD8 (CD3+/CDa+)
B (CD3-/CD19+)

B (CD3+/CD19+)
NK (CD3-/CD56+)
T CD4+/CD8+

NET (CO3+CDHG+)

EESENEEA

% Lympho

Hinh 3.9. T7 1¢ qudn thé céc té bao mién dich trong mau day ron
3.3.2. Moi quan hé giiva cdc quin thé té bao mién dich va té bao géc

Bang 3.30. Méi tirong quan gitra sé lwong HSC va cac yéu t khac

] S6 lwgng HSCs
Pic diém .
Hé so twong quan (r) P

Tudi thai (tuan) -0,08 0,59
Can nang (kg) 0,14 0,34
Thé tich mdu (ml) 0,67 0,00
TNCs (10°) 0,60 0,00
MNCs (10°) 0,57 0,00
CD19+/CD3+ B cells -0,16 0,28
B cell (CD19-/CD3+) -0,30 0,03
TCD4 cells 0,35 0,01
TCDS8 cells -0,11 0,44
NK cells -0,23 0,11
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Bang 3.31. Twong quan cua Cac yéu té véi ti 16 NK

Ti 18 NK (n=59)

Pic diém .

H¢ so twong quan (r) P
Tudi thai (tuan) 0,10 0,46
Can nang (kg) -0,03 0,83
Thé tich mau (ml) -0,23 0,12
TNCs (10°) -0,01 0,99
MNCs (10°) -0,11 0,46
CD19+/CD3+ -0,26 0,05
Lympho B (CD19- 0,09 0,50
TCD4 (CD3+/CD4+) -0,42 0,01
T CD8 (CD3+/CD8+) -0,27 0,03

3.4. Nubi cdy chon lgc va ting sinh NK mau ngoai vi
Bang 3.32 Khoi té bao NK mau ngogi vi sau nudi cay

Tilé S6 t€ bao Tong so té
Tébaosau | ¢ % NK NK X
nusi cdy song (%) (x106) bao (x106)
21 ngay (Meanz (Meant (Meanx (Meant
SD) SD) SD) SD)
Trung 2.659,3+ 3.280,8+
pinh | 9023 | 883+78 | 5908 | 24440
Potudi | p=0,2962 | p=0,4275 | p=0,0734 | p=0,0759
4.212,0+ 5.507,8+
<65 93,7£0,9 | 85,0+10,7 2.533,2 3.865,2
2.271,1+ 2.724,0
> 65 95,3x2,5 | 89,1+7,3 1.284.5 1.787.4
L"‘t‘;l:”g p=0083 | p=0,019 | p=0,256 | p=0,131
\ 3.255,6+ 3.970,8+
Da day 95,2+1,1 | 91,1+95 1.044.3 2.978.4
Gan 96,5+0,8 | 88,2+2,2 1.858,9t 2.199,8+
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934.2 1.130,8
Phdi | 91,4427 | 83,1+11,2 32'926677'?21 43'926523;%
Bang 3.33. S6 lan thay déi cua quan thé té bao
ot o8 | 56 tan tang NK | izt ‘el
(Mean+ SD) | (Mean+ SD) (Nglerf;‘\”i
Trungbinh | 8894386 | 1.132,3:+9403 | 7,8467
D§ tudi p=0,1962 p=0,0138* | p=0,0071*
<65 115,3+38,0 | 2.295,2+2.099,3 | 16,5+11,6
> 65 82,3+37,4 | 601624525 | 57+28
Loaiung thw | p=0,598 p=0,000* p=0,014*
Da day 110,4+34,8 | 1.644,9+1510,7 | 12,3%8,5
Gan 69,6229,0 358,3+94,7 4,3+1,7
Phoi 84,5+52,7 807,3+695,0 5,8+5,2

3.5. Nudi cay chon lgc va ting sinh NK méau day ron

3.5.1. Lwa chon méi trwong nudi cay

M®i truong nudi cdy ting sinh té bao NK cua hang BINKIT do vién tri
liéu sinh hoc Nhat Ban (BIJ) sang ché, dong thoi cac san pham NK nay
cling da duge danh gia vé do an toan ciing nhu hiéu qua diéu tri trén
1am sang, trén cac ddi twong 1 ngudi tinh nguyén tai Nhat Ban va Viét
Nam [64, 65, 136-138]. K¢ thira cac két qua nghién ciru trén ddi tuong
té bao NK mau ngoai vi, chlng t6i tiép tuc lra chon méi trudng nudi
ciy nay dé tang sinh té bao NK méu day rén trong budc nghién ciu tiép
theo.

3.5.2. Lwa chon théi gian nudi cady
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S6 luong té bao bat dau giam ké tir ngay nudi cay th 21 trg di, do vay,
trong tat ca cac khao st sau nay, chiing toi dit ngudng nudi cay 21 ngay
la téi da.

3.5.3. Hinh thai té bao trong qua trinh nudi cdy

s P X :’.S. h

.-‘..‘. ‘
—

Dy 14-Day 23 Duy 14-Day 21
Hinh 3.15. Si thay doi hinh thai té bao trong qué trinh nudi cdy
Tir ngay tha 5 tré di, s6 lwong té bao hdng cau trong mau nudi cy giam.
Tur ngay the 6,7 quan sat thay hinh thanh mot s6 cum té bao (Hinh 3.13-
C), hinh théi té bao trong quan thé thay ddi va khong ddng nhat. Tur
ngay thar 14 tré di, sd lwong cum té bao ciing nhu kich thudc cum té
bao tang 1én 15 rét. Tir ngdy thir 21 trg di, té bao c6 xu hudng nho dan

vé kich thuéc, song song véi su suy giam sb luong té bao
3.5.4. Quan thé té bao NK (CD3-/CD56+) nudi cdy chen loc
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3.5.4.1. Su thay doi kiéu hinh mién dich cia quan thé NK trong qua
trinh nudi cay

Ngdy nudi chy
Hinh 3.16. T/ Ié % NK (CD3-/CD56+) trong qua trinh nudi cay
M s oo m:m.. m Coesecmae |
-

«m

) Dy 14 by 11

Hinh 3.17. Kiéu mién dich quan thé té bao NK mau day ran trong qué
trinh nudi cay
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3.5.4.2. Hi¢u qua nudi ccfy chon loc NK

Hinh 3.18. T/ 1é quan thé NK trwéc va sau nudi cay
mm Day0
= Day 21
100+

%

50+

0 Y
e & @ F & & &
FFFEF e
3.5.5. Kiéu hinh mién dich ciia cdc quan thé té bao khdc trong qud
trinh nuéi cdy
3.5.5.1. Kiéu hinh quan thé HSC

0.8+
0.6
b
& 04+
o
e
00— 2 9 o oo ——
0 5 10 15 20 25
Ngay nudi cay

Hinh 3.19. T/ 1é % HSC thay déi trong qué trinh nudi cdy.
3.5.5.2. Tinh chon loc ciia méi truong nudi cay NK
Bang 3.37. T/ Ié cac quan thé mién dich trweéc va sau nudi cay 21 ngay

Truéc nudi cay | Sau nudi cdy | N | Danh gia

(CD3-/CD56+) | 6,38(4,87) |77,39(19,11) | 7 | Ting
(CD3+/CD56+) | 0,09 (0,03) 621 (744) | 7| Ting
(CD3+/CD4+) | 3951(11,3) | 531(503) | 7| Giim
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(CD3+/CD8+) | 20,84 (4,07) | 3,47 (3,19) ‘7‘ Giam

3.5.6. Sw thay déi vé sé lwong té bao nudi cay
Bang 3.36. Téng sé té bao va té bao NK sau 21 ngay nudi cdy

Tébaotongsé | NK (CD3-/CD56+) | N
S6 lwong DO 45,02 + 15,75 28+19 7
S6 lwong D21 | 2.115,4 +1.040,1 1.762,7+1.141,1 7
S6 lan tiang 46,06 + 14,21 840,7 + 550,4 7
‘000-
9, 3000 4
o
3

ARSI NG

S
SRS
P R R e A . . P}
Q" O © Oo'.‘ P s s

Hinh 3.23. Sé lirong té bao NK trong qué trinh nudi cay (N=4)
3.5.7. Thoi gian nhin déi ciia té bao
Bang 3.38. Thoi gian nhdn déi cua té bao trong cac khoang thoi gian
kh&c nhau

. Thoi gian nhan doéi ciia NK
Thoi gian Trung

khidosat |Maul | Mau2 | Mau3 | Mau 4 binh

Ngay 10- 15 449 | 222| 267 3,87]331£1,05

N I NG I N =

Ngay 15- 21 3,33 5,61 3,56 3,60 | 4,08 £1,03
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Thoi gian nhan d6i trung binh cua té bao NK trong toan bo 21
ngay nudi cay la 2,28 ngay (N=7), twong duong 54,82 gid, cao hon so
vé6i nghién ctu té bao NK ¢6 nguon goc tir mau ngoai vi ngudi truéng
thanh trong nghién ctru cua Yin Liu nam 2014 1a 1,24 — 1,25 ngay [21],
cao hon két qua 24-36 gio cua té bao thwong mai NK-92 [22], ciing nhur
s6 lieu 30-40 gio cua dong té bao thuong mai KHYG dugc nha cung
cip dong té bao cong bd. Tuy nhién, sé liéu trén lai thip hon rat nhiéu
S0 v6i 6ng bd cia Lutz va cs nam 2011 trén d6i twong NK ngdn gdc
mau ngoai vi nguoi truong thanh 14 13,5 ngay [23].

3.6. Hoat tinh ciia NK mau day rén sau nudi cay
3.6.1. Sw biéu hign cac ddu dn hogt hoa trén té bao NK

Cac marker hoat hoa nhu CD94, NKG2D biéu hién manh véi
ti 16 trung binh lan luot 12 96,6 + 3,3 % va 83,2 + 2,4 %. Cac marker
CD158a, CD158b va NKp44 biéu hién vai ti 16 trung binh thap, 1an luot
la 14 + 7,1%; 8,2+9,7% va 8,5+5,9%. Trong khi CD158e, NKG2C,
NKp30 va NKp46 biéu hién & muc rat thap, dudi 3% (Hinh 3.25).

100~ ¢

80+

60+

% NK

40-

B ]

yllll g
-

> O o
O A P
SRR

Hinh 3.25. Biéu hi¢n cac marker hogt héa va uic ché trén té bao NK
sau nudi cdy (n=3)
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3.6.2. Hogt tinh tiéu digt dong té bao ung thw K562 cud NK sau nudi
cay

1004
= KHYG

80 E3 CBNK

60+

%

404

20+

SRR R
BESRRTTERRRRRRY

04

Hinh 3.26. Hoat tinh ciza NK nudi cdy va KHYG véi dong té bao K562
Véi phuong phap nudi cdy hién tai cua ching toi, khdng sir dung dong
té bao nudi ngoai lai, té bao NK sau hoat hoa va ting sinh c6 kha ning
tiéu diét té bao tuong ddi cao, dat 74,6% (SD=15,7%; N=5) & ti I¢
E/T=40/1, tuong dong véi két qua cuia mot s6 nghién cau khac va hoat
tinh NK sau nudi cdy cao hon so véi dong té bao thuong mai KHYG.
3.7. Panh gia ti 1¢ song NK sau ri dong
Bang 3.42. Thong tin mau heu trit va rd déng danh gid ti 1é séng

o Ti 1¢ té bao song | Til¢ té bao sdng
Tén mau
trwoce luu triv sau luu triv
Mau 01 >90% 87,1%
Mau 02 >90% 46,3%
Mau 03 >90% 81,0%
Trung binh >90% 71,5% + 22%

3.8. Chét lwgng khdi té bao NK sau ting sinh, hoat hoa
Bdng 3.43. Pdnh gid cdc tiéu chi chat lwong san pham NK theo tiéu
chuan cua FDA [169]
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Tiéu chi

chat N¢i dung Danh gia
lugng
- San pham dugc | - San pham dugc dinh danh thanh
Dinh dinh danh thanh | phan cac loai té bao mién dich
danh phan cac loai té bao | trong khdi san pham bang phuong
trong khdi san pham | phap mién dich dong chay té bao
- Am tinh v6i vi khuan
- Am tinh véi vi
khuén, vi ndm - Am tinh v6i mycoplasma
- Am tinh voi
mycoplasma - Ham luong ndi doc t6 endotoxin
Do tinh | - Ham luong ndi | <0,1 EU/mI
khiétva | doc td endotoxin 5
dj vo EU/kg can ning/gio | - San pham sau nudi cdy co ti 18
khudn truyén song >90%
- Ti 1 t bao séng - 100% ngudi hién duogc thuc hién
>70% sang loc voi vi rut viém gan B,
- Thuc hién sang loc | viém gan C, HIV, CMV va giang
vi rat gy bénh mai.
Té bao nudi ciy dugc danh gia
tinh 6n dinh cta bd nhidm sic thé.
- Mbi truong khong chira huyét
- San pham dugc thanp N ?9“g‘ A.V?t
D¢ an danh gia tinh an | _ Thagh phan mot trqo’ng hupoteay
. X xac dinh, khong c6 nguon goc
toan toan d6 A
ong vat
- M6i truong nudi cdy duoc danh
gia tinh an toan va hi¢u qué (pha
1&2) trén nguoi
- Té bao sau nudi ciy dugc danh
. - San phém & bio gi’é S}I biél} hién cac marker hoat
Tiém duoc danh gid tiém héa/ic ché nhu CD94, NKG2D,
ndang ; CD158a, CD158b, NKp44,

nang

CD158¢, NKG2C, NKp30 va
NKp46
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- Té bao sau nudi cdy duoc danh
gid hi¢u qua tiéu diét dong té bao
ung thu thuong mai K562

KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

1. Nghién ctru da phan tich dic diém va ti & cac quan thé té bao mién
dich quan trong trong 59 mau mau day rén cua tré so sinh ¢ Viét Nam,
Vv6i té bao lympho B truong thanh (CD3-/CD19+) chiém 9,52% +
3,28% trong lympho, va té bao nay ¢ nhdm tré dugc sinh ra truéc 39
tuan thai trung binh 12 8,34% + 2,36% thap hon so v&i & nhém tré duoc
sinh ra ¢ sau tuan thai 39 1a 10,04% =+ 3,55% (p=0,035<0,05). Trong
khi té bao lympho TCD4 trung binh 13 46,71% + 8,99%, lympho TCD8
trung binh 1a 22,58% + 6,73% va té bao lympho T CD4+/CD8+ trung
binh 12 0,63% * 0,41%, thi quan thé té bao NK (trong nghién ciru nay
chiém ti Ié trung binh 1a 6,44% * 4,9%, va bao gom 2 quan thé nho la
NK CD56%™ chiém 5,93% + 4,81% va NK CD569" chiém ti & nho la
0,51% £ 0,39%.

2. Nghién ciru da dua ra quy trinh nudi cay, hoat hoa va tiang sinh té bao
NK tir méu day rén hiéu qua, vai quan thé té bao c6 ti 16 NK ban dau
chiém 6,38 + 4,87% da tang 1én 77,39 £19,11%, twong &ng Vi s6 lugng
té bao NK 1a 1.762,7 x106 + 1.141,1 x106 sau 21 ngay nudi ciy, va
tuong duong vai s6 luong té bao NK ting 1én 840,7 + 550.4 1an so véi
ban dau. Khong chi vay, khéi té bao NK sau nui cdy c6 kha ning tiéu
diét té bao ung thu dong K562 sau 3 gio tuong tac 1a 54,4% + 26,9% &
ti 16 E/T=5/1; 62,2 £ 23,2% & ti 1€ E/T= 10/1; 68,6 + 18,7% o ti I¢
E/T=20/1 va 74,6 + 15,7% & ti 16 E/T=40/1. Ngoai ra, cac diu 4n hoat
héa nhu CD94, NKG2D biéu hién manh trén té bao NK sau nudi cay
V6i ti 1& trung binh lan luot 1a 96,6 + 3,3 % va 83,2 + 2,4 %; dau 4n

23



CD158a, CD158b va NKp44 biéu hién vai ti 1 trung binh thap, lin luot
la 14 + 7,1%; 8,2 = 9,7% va 8,5 * 5,9%; trong khi thu thé &c ché
CD158e, thu thé hoat héa NKG2C, NKp30 va NKp46 lai c6 biéu hién
& muc rat thap 1a dudi 3%. Khéi té bao NK sau nudi ciy 21 ngay khong
mang tac nhan gay bénh nhu vi khuén, mycoplasma; ham lugng noi doc
t6 vi khuan endotoxin thap <0,1 EU/mI va khong phét hién bét thuong
c4u tric nhidm sic thé. Cac tidu chi nay budc dau dap tng mot sé tiéu
chuan chat luong cia FDA quy dinh san pham té bao soma nghién cau
ng dung cho 1am sang, 1a tién dé cho cac nghién cau wng dung trén
nguoi ¢ cac giai doan sau nay tai Viét Nam.

KIEN NGHI

Véi céc két qua da dat duoc trén, trong qua trinh tién hanh nghién cuu,
nghién ciru sinh ciing nhan thdy mot s6 van dé con ton tai va la co s
dé tién hanh cac nghién ctu trong twong lai nhur:

1. Nén tién hanh thém giai doan tang sinh va biét héa HSC ngay trudc
khi tang sinh va huan luyén té bao NK c6 thé gitp lam ting sb lwong té
bao NK thu dugc sau nubi cy.

2. Viéc nghién cuu chon loc mot phuong phap bao quan c6 su dung
dung dich Iuu trix phi hop, khdng chira DMSO va chira c4c thanh phan
an toan cho co thé ¢6 thé giup ngudi bénh sir dung truc tiép khdi té bao
ddng lanh ma khong can phai tién hanh budc rira 1a rit co y nghia.

3. Can thyc hién thém céc nghién ctru danh gia vé tinh an toan, hiéu qua
cua liéu phép trén md hinh dong vat trude khi tién hanh trén nguoi.
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