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LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan ludn an: "Nghién clru nhian nu6i va hoat hoa té bao diét tu
nhién (Natural Killer cell — NK) tir mau day rbn trong hd tro didu tri ung thu" 12 cong
trinh nghién ctru ctia chinh minh dudi sy huéng dan khoa hoc cuia tap thé huéng dan.
Luén 4n sir dung théng tin trich din tir nhiéu ngudn tham khao khac nhau va cac thong
tin trich dan duoc ghi r6 ngudn gde. Cac két qua nghién ciru ctia toi dugce cong bd chung
v6i céc tac gia khac da duoc su nhét tri cia ddng tac gia khi dua vao ludn an. Cac sb
liéu, két qua dugc trinh bay trong ludn 4n 14 hoan toan trung thyuc va chua timg duge
cong bd trong bat ky mot cong trinh nio khac ngoai cac cong trinh cong bd ciia tac gia.
Luén an dugc hoan thanh trong thoi gian t6i 1am nghién clru sinh tai Hoc vién Khoa hoc
va Cong nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

Ha Néi, ngay R4 thing AJ nam 20485
Tac gia luan an

Chu Thi Thao



LOI CAM ON
Trong subt qué trinh thuc hién va nghién clru dé tai “Nghién ctru nhan nudi va hoat hoa
té bao diét tu nhién (Natural Killer cell — NK) tir mau day ron trong hé trg diéu tri ung
thu”, t6i da nhén dugc rat nhidu sur gitip d& cling nhu tao diéu kién cua tap thé Ban lanh
dao va cdc nha khoa hoc, can bg, chuyén vién y té cia Vién nghién ciru Té bao géc va
cong nghé gen Vinmec, cling nhu Trung tdm Céng nghé cao Vinmec. Tdi xin bay to
1ong cam on chan thanh va sau sic vé sy gitp d do.
Dic biét, t6i xin bay to long biét on sau sic t6i GS. TS. Nguyén Thanh Liém, ngudi da
hét sirc tao diéu kién cho t6i dé c6 thé thuc hién va hoan thanh luan an nay.
Tbi xin bay to long biét on t6i PGS. TS Hoang Thi My Nhung va TS. Ly Thi Bich Thuy-
nhimg giang vién truc tiép hudng dan va chi bao giap do t6i trong qua trinh hoc tap va
hoan thién luin an nay.
T61 xin chén thanh cam on Ban Lanh dao, phong Dao tao, cic phong chire ning cua
Hoc vi¢n Khoa hoc va Cong nghé da hd trg tdi dé luan 4n duoc hoan thanh.
Cubi clng, t6i xin cam on ban be, dong nghiép cua t6i dang cong tac tai Vién nghién
ctru Té bao gbe va cong ngh¢ gen Vinmec, ciing nhu Trung tdm Cong nghé cao Vinmec
va gia dinh da dong vién, khich 1§, tao diéu kién gilip d& t6i trong subt qud trinh thue
hién va hoan thanh luén 4n nay.

Ha Néi, ngay IZ‘I thing A4 nam 20,2_(
Tac gia luiin 4n

Chu Thj Thao
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DANH MUC CAC TU VIET TAT

Ab Antibody Khang thé
ACT Adoptive cell therapy Liéu phép té bao
Antibody-dependent cytotoxic cell  Gay doc té bao phu thudc vao
ADCC , 2
khang thé
Ag Antigen_Khang nguyén
AML Acute myeloid leukemia_ Bénh bach cau dong tiiy cap tinh
APC Antigen presenting cell T¢ bao trinh dién khdng nguyén
Artificial antigen presenting cell Té bao trinh dién khang nguyén
aAPC . -
nhan tao
BM Bone marrow_Tuy xuong
CAR Chimeric antigen receptor  Thé khang nguyén kham
CAR-T Chimeric antigen receptor T cell Thé khang nguyén kham té bao T
CB Cord blood Mau day ron
CD Cluster of differentiation_Cum phan tur biét hoa
Current good manufacturing practice_ Thuc hanh san xuat tot hién
cGMP \
hanh
CMV Cytomegalovirus
CTL Cytotoxic T-lymphocyte Té bao T doc
CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
CSC Cancer stem cells_ Té bao gdc ung thu
DCs Dendritic cells Té bao tua gai
DMSO Dimethyl sulfoxide
EPC Endothelial progenitor cell Té bao gc ndi mod
FBS Fetal Bovine Serum Huyét thanh thai bo
G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor Yéu t6 kich thich bach cau hat
GvHD Graft-versus-host disease_Bénh thai ghep
hESC Human embryonic stem cells_ Té bao gdc phoi ngudi
HIV Human immunodeficiency virus_ Vi rit gay suy giam hé mién dich

nguoi




Vi

HLA Human leukocyte antigen_ Khang nguyén bach cau ngudi
HSC Hematopoietic stem cell_ Té bao gbc tao mau
IPSC Induced pluripotent stem cells_ Té bao gdc van ning cam Gng
IFN-y Interferon gamma
IL Interleukin
Killer cell immunoglobulin-like receptor  Thu thé gidng nhu globulin
KIR X g A LA A 1in
mién dich cua t€ bao ti€u diét
mADb Monoclonal antibody Khéang thé don dong
Max Gia tri 16n nhat
Mean Gia tri trung binh
Median Trung vi
MHC Major histocompatibility complex_ Phirc hop tuwong thich mé chinh
Major histocompatibility complex class |_ Phirc hop tuwong thich mo
MHC | P
chinh 16p 1
Min Gia tri nho nhat
MNC Mononuclear cells Té bao don nhan
N (n) Number S6 miu
NK Natural killer Té bao tiéu diét ty nhién
Natural killer T cell Té bao lympho mang dic diém cua ca té bao T
NKT \
va NK
NCR Natural cytotoxicity receptors_ Thu thé gay doc té bao tu nhién
PBMC Peripheral blood mononuclear cells_ Té bao don nhan mau ngoai Vi
PBS Phosphate-Buffered Saline_ Dung dich dém phosphat
PD-1 Programmed death-1_Protein gy chét té bao theo chuong trinh 1
SD Standard Deviation D¢ I¢ch chuan
SDF-1 Stromal cell-derived factor 1_ Yéu t6 c6 nguon géc té bao mo dém 1
TAA Tumor-associated antigen Khang nguyén khdi u
TCR T cell receptors_ Thu thé té bao T

TGF-B

Transforming growth factor beta_Yéu t6 ting truong chuyén doi beta




vii

TME Tumor microenvironment_ Vi mai truong khéi u

TIL Tumor-infiltrating lymphocyte_ Lympho bao xam nhép khdi u

Th T helper cell  Té bao T bb tro

TNC Total nucleated cell Tong s t& bao c6 nhan

TNF-a Tumor Necrosis Factor Alpha_ Yéu t6 hoai tir khéi u alpha

Treg Regulatory T cells_ Té bao T diéu hoa

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor Yéu t6 ting trudng ndi mach
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor_Thu thé yéu td ting

VEGFR X n-
trudng nd1 mach

WBC White blood cell  Té bao bach ciu

Cs Cong su

MDR Mau day rén
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MO PAU

1. Tinh cép thiét caa nghién cieu

Ung thu 1a mot thach thic y té toan cau va doi hoi nhimg phuong phap diéu tri
ung thu méi hiéu qua hon so véi c&c hinh thire diéu tri truyén thong tir trude dén nay
nhu phau thuat, xa tri hay hoa tri. Trong nhitng nim gan day, liéu phap mién dich
(immunotherapy) trong diéu tri ung thu thu hat sy quan tdm caa nhiéu nhém nghién
ctu trén thé gigi bai tiém nang tri liéu 16n, linh hoat va kha ning khic phuc céc ton
tai, han ché cia phwong phap diéu trj truyén thong. Trong d6 dang chu y 1a liéu phap
té bao mién dich. Nguyén ly cua liéu phap nay 1a tach céc té bao mién dich tir co thé
ngudi cho, sau d6 nudi cdy chon loc va ting sinh ca té bao min dich dé truyén lai
chinh co thé ngudi bénh (ghép mién dich tu than — autologous immune cells therapy)
hodc ngudi nhan phi hop (ghép mién dich dong loai - allogeneic immune cells
therapy), hoic céc té bao nay dugc cai bién gen, 1am tang s6 lugng roi truyén tro lai
vao co thé cua bénh nhan (liéu phap cai bién gen —immune cells gene therapy). Liéu
phap nay co thé s dung nhiéu loai té bao mién dich khac nhau nhu té bao giét tu
nhién NK (Natural Killer cells), té bao T gay doc CTL (Cytotoxic T cells), té bao CIK
(Cytokine-induced killer cells), té bao tua DC (Dendritic Cells), té bao T chira khang
nguyén thé kham CAR-T (Chimeric Antigen Receptor T), té bao NK chira khang
nguyén thé kham CAR-NK (Chimeric Antigen Receptor NK) ...[1-3]. Trong sé do,
té bao NK 1a mét trong nhitng loai t& bao mién dich c6 kha nang nhan dién va tiéu
diét t& bao ung thu tryuc tiép va gian tiép thong qua nhiéu con duong khac nhau. Cac
nghién ctiru 1am sang va thyc nghiém da chi ra vai trd quan trong cua cac té bao NK
trong su phét trién ciia ung thu, dac biét khi hoat tinh cua céc té bao NK trong mau
ngoai Vi bi suy giam ciing dong nghia voéi nguy co mic ung thu ting 1én & nguoi
truong thanh [1, 4].
Mot diém dang luu ¥ 13, trong ghép tu than, cac té bao NK tach tir chinh bénh nhan
ung thu c6 thé bi vo hiéu hda chirc ning hodc khong nhan dién dugc té bao dich khi
dua tro lai co thé. Diéu nay l1a do néu té bao ung thu ctia ngudi bénh van biéu hién
cac phan tir Phirc hop tuong thich mé chinh 16p 1 (MHC-1_ Major histocompatibility
complex class 1) nhu cac té bao thudng, cac phan tir nay sé& két hop vai cac thu thé e
ché cua té bao NK va 1am giam hoac tham chi wc ché sy hoat hda cac té bao diét ty
nhién. Bé khic phuc nhuoc diém nay, trong nhitng nim gan day liéu phap ghép té
bao NK ddng loai duoc tap trung nghién ctu va thir nghiém 1am sang véi nhiéu wu
diém nhu it gy bénh thai ghép (GVHD_Graft-versus-host disease), c4c té bao NK tir
ngudi cho khoe manh hozc tir mau day rén khong bi tac dong giam hoat tinh mién
dich bai su c6 mat cua té bao ung thu cua ngudi nhan, dic biét khi khéng cé sy phu



hop (mismatch) gitta phéi tir gidng nhu globulin mién dich cta té bao tiéu diét KIR-
L (Killer cell immunoglobulin-like ligand) va thu thé KIR (Killer cell
immunoglobulin-like receptor) & ngudi cho va ngudi nhan sé ting hiéu qua diéu tri
ung thu 1én 6 rét, dac biét ¢ cac bénh ung thu mau.

Mot trong nhitng van dé dit ra caa liéu phap ghép té bao NK dong loai d6 1a tim kiém
ngudi cho phi hop va mot phuong phap nhan nudi té bao NK bén ngoai co thé (ex
vivo) hiéu qua dé cung cip mot luong té bao du Ion phuc vu cho diéu tri. Do do, té
bao mau day rén chinh 1a mot nguon thay thé day tiém ning dé cung cap cac té bao
mién dich cho liéu phép té bao NK dong loai. Uu diém chinh cua st dung ngudn cung
cap nay do la:

e Dé dang thu thap va bao quan lanh;

e Thoi gian tim kiém ngudi cho phi hop nhanh chéng hon so véi nguon mau tir
ngudi cho truong thanh khi di c6 sin co so dit liéu khang nguyén bach cau
nguoi HLA (Human leukocyte antigen) trude khi luu trir va bao quan;

e GVHD ciing rat thap khi sir dung céc té bao NK nhan nudi tir mau day rén;

e Kha ning ton tai cia NK trong mau ngudi nhan cao hon;

e Trong méau day rén chira quan thé té bao NK dau dong ma binh thuong khdng
xuat hién (hoic co rat it) trong mau ngoai vi;

e Su biéu hién manh thu thé CXCR4, mot thy thé hudng dich dén tay xuong, s&
gilp té bao NK tir mau day rén c¢d kha nang tap trung vé tiy xwong nhiéu hon
S0 véi té bao NK tir mau ngoai vi. Bac diém nay rat c¢é ¥ nghia trong viéc sir
dung té bao NK mau day rdn dé diéu tri cac dang ung thu mau dong tuy [5, 6].

Dé giai quyét nhitng van dé thuc tién trén, dé tai nghién ciru duoc thuc hién: Nghién
cieu Nhan nubi va hogat hoa té bao diét tw nhién (natural Killer cell — NK) t&r mau
day rén trong hé tre' diéu tri ung thu.

Nghién ctru dugc thyc hién tai bénh vién da khoa quéc té Vinmec Times City tir thang
7/2017 @én 7/2021 dwa trén ngudn tai tro cua tap doan Vingroup va chap thuan cua
hoi dong y dic trong nghién ciru y sinh hoc Cong ty cd phan bénh vién da khoa qudc
té Vinmec s6 1507/2017/CN/HDDD VMEC, ngay 15/06/2017.

2.'Y nghia khoa hoc va thuc tién

* Y nghia khoa hoc

Nghién ctru cung cap cac dic diém cua quan thé té bao mau cudng rén, bao gom cac
dic diém vé s6 luong té bao, ti 16 té bao goc tao mau (HSC_ Hematopoietic stem cell)
va cac loai té bao mién dich trong méau cubng rén va cac mbi twong quan giira chling.
Nghién ctru cung cip cac dic diém va sy thay ddi cua cac thong sé sé luong té bao,
ti 16 cac quan thé té bao mién dich va dic biét 1a té bao NK trong qué trinh nudi ciy



tang sinh.

Nghién cru cung cap céc dic diém cua té bao NK sau nudi cy, hoat hda, bao gom
sur biéu hién diu 4n hoat ho4, tc ché va kha ning tiéu diét té bao ung thu.

* Y nghia thuc tién

Nghién ctzu cung cap giai phap nudi ciy ting sinh t& bao NK tir mau day rén an toan,
on dinh, c6 hoat tinh va kha ning tiéu diét t& bao ung thu cao, huéng téi viéc tng
dung trong diéu tri ung thu trén 1am sang.

Nghién ctru cung cip cac thdng tin vé su phong phi cua céc loai té bao gdc, té bao
mién dich trong mau cudng rén va phan tich mot sé yéu té twong quan gitra chdng.
Pay 1a tién dé caa nghién cau hd so mién dich so sinh trong du doan va chan doan
bénh. Pdng thoi ciing 13 co s cho viéc trién khai cac nghién ciru vé liéu phap té bao
mién dich khac trong mau cubng rén trong tuong lai.

3. Muc tiéu cia nghién ciu

Dua trén nhing thuc tién trén, nghién cau duoc trién khai nham:

e Phan tich cac dic diém va ti 1& cac quan thé té bao mién dich, té bao gbc tao
mau cd trong mau cuéng rén tré so sinh Viét Nam, nham lam rd hon vé vai tro
ciia méau cudng rén thuc su 12 ngudn té bao géc va té bao mién dich tiém ning
cho tri liéu.

e Nghién ctu xay dung quy trinh nhan nudi va hoat hoa té bao NK tir mau day
rén ¢ hoat tinh cao, dép tng céc tiéu chi vé chat lugng dé co thé ap dung tai
cac co so' Y té trong tri liéu té bao.

4. Nhirng dong gop méi caa luan an

e Nghién ctru nay 12 mot trong sé it cac nghién cau phan tich cac dic diém cac
quan thé té bao mién dich quan trong trong mau day rén, dong thoi chi ra duoc
su khac biét vé ti 16 cac quan thé té bao mién dich ¢ tré so sinh Viét Nam so
Vi cac cong bé trén quan thé nguoi ciia mot s6 qudc gia khac.

e Nghién ctru 1a nghién ctru dau tién dua ra duoc quy trinh nudi cay, hoat hoa
va tang sinh té bao NK tir méau day ron tai Viét Nam hiéu qua, c6 hoat tinh
cao, ¢6 kha ning tiéu diét té bao ung thu. Chat lwong san pham cua khéi té bao
sau nudi ciy dap tmg duoc mot sé tiéu chi quan trong ctia co quan quan ly
Thuc pham va Duoc pham Hoa Ky - FDA ddi véi viéc xac dinh dic tinh cua
san pham sinh hoc ngay tir giai doan thir nghiém ban dau nhu tiéu chi vé dinh
danh (21 CFR 610.14), tinh vo khuan (21 CFR 610.12), tinh tinh khiét (21
CFR 610.13), tinh an toan va tiém ning.



CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CcUU

1.1.  Tinh hinh ung thw hién nay
1.1.1. Tinh hinh ung thu trén thé gigi

Ung thu 1a nguyén nhan gay tir vong ding hang thi hai trén toan cau, wéc tinh
khoang hon 9,6 triéu ca tir vong trong téng s6 hon 18 triéu ca mic phai vao nim 2022.
Ung thu phoi, tuyén tién liét, dai truc trang, da day va gan la nhitng loai ung thu phd
bién nhat & nam gidi, trong khi ung thu v, ung thu dai truc trang, phoi, ¢ tir cung
va tuyén giap 1a nhitng bénh phé bién nhit & phu nit. Ganh ning ung thu tiép tuc gia
tang trén todn cau, giy cing thang vé thé chat, tinh cam va tai chinh di véi céc ca
nhan, gia dinh, cong déng va hé thong y té. Nhiéu hé thdng y té & cac nudc ¢ thu
nhap thap va trung binh it dwgc chuan bi dé quan ly ganh nang nay, va mét sb luong
I6n bénh nhan ung thu trén toan cau khong duoc tiép can véi chan doan va diéu tri
chat luong kip thoi. O nhitng québc gia ¢ hé thong y té manh, ty 18 séng sét ¢ nhiéu
loai ung thu dang duoc cai thién nhd kha nang phat hién sém, nguoi bénh cé thé tiép
can vai chat luong diéu tri va cham soc phuc hoi nang cao.

V& s ca ung thu mac mai, trong nam 2022, trén thé gidi c6 tong gan 19 triéu
ca mic ung thu méi, trong d6 ung thu phdi chiém ti 1& cao nhat 13,2% véi gan 2,5
triéu ca, ding thtr hai 1a ung thu va véi 12,3%, twong dwong hon 2,3 triéu ca va tiép
d6 13 ung thu tuyén tién liét (7,8%), ung thu dai truc trang (6,1%), ung thu da day
(5,2%) va ung thu gan (4,6%) (Hinh 1.1).
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Hinh 1.1.86 lwong wéc tinh ca ung thw trén thé gidi nam 2022
(Nguén: https://www.iarc.who.int/)
Trong khi d6, s lugng ca ung thu tir vong hang nam trén thé gidi chiém hon
50% so v&i s6 lugng ca mac méi. Theo thong ké nam 2022, ¢6 hon 9,6 triéu ca tu
vong do ung thu trén toan thé gidi. Trong d6 nguyén nhan hang dau 1 ung thu phdi



(18,8%), tiép dén 1a ung thu gan (7,8%), ung thu vii (6,9%), ung thu da day (6,8%),
ung thu tryc trang (5,6%) va ung thu tuyén tuy (4,8%) (Hinh 1.2).
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Hinh 1.2. Sé ca ti vong do ung thie nam 2022 trén toan thé gidi
(Nguon: https://www.iarc.who.int/)
Ciing theo théng ké cua Trung tam nghién ciu qudc té vé Ung thu (International
Agency for Research on Cancer — IARC), s6 ca ung thu mic méi, ciing nhu tir vong
ngdy cang tang theo cac nam. Dy béo, dén nam 2050, toan thé gidi s& c6 khoang trén
35 triéu ngudi mac mai, va trén 18,5 triéu nguoi tir vong mdi nam do ung thu, trong
d6 s6 lwong cac ca mac méi va ta vong caa nam gidi cao hon nir gisi (Hinh 1.3).
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Hinh 1.3. Uéc tinh s6 ca ung thw mdc méi va tir vong dén nam 2050
(Nguén: https://www.iarc.who.int/)



1.1.2. Tinh hinh ung thw thuw tai Viét Nam

Theo théng ké cua té chic Y Té Thé gigi WHO va sb liéu cua Trung tam
nghién ciu qudc té vé Ung thu (International Agency for Research on Cancer —
IARC), ty 1& ung thu tai Viét Nam dang khong ngirng ting 1én. Cu thé, vao nam 2000,
Viét Nam c6 68.000 ca mac méi, dén niam 2010, sb ca mic da 1én dén 126.000 ca.
Dic biét trong nim 2022 s ca mic méi ting 1én hon 180.000 ca trén tong s6 99.46
triéu dan va c6 khoang hon 120.000 ca tir vong. DBdng thoi, ciing theo to chac nay,
trong nam 2022, c6 5 loai bénh ung thu c6 ti 16 mac hang nim cao nhat 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 thu da day (9%) va cac loai ung thu khac. Trong d6, nam gidi la
nhitng d6i twong 6 ty I mic ung thu cao hon nit gidi va thuong gap nhirng loai ung
thu nhu: ung thu gan, ung thu phdi do théi quen hit thudce, ubng nhiéu ruou bia. Nir
gidi ciing ¢6 ty 1é mic ung thu phdi cao do hit thude 14 bi dong va mot sé bénh ung
thu phé bién khac 13 ung thu va, ung thu ¢6 tir cung. .. (Hinh 1.4).
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Hinh 1.4. T/ 1é mac cac logi ung thi tai Viét Nam nam 2022
(Nguon: https://www.iarc.who.int/)

Nhu vay, & Viét Nam, tinh trang bénh nhan tir vong do bénh ung thu rét cao,
khoang trén 60% va con sd nay cao hon nhiéu so véi mat bang chung caa thé gidi,
khoang trén 50%. Dong thoi, ciing theo théng ké cua Trung tam nghién ctu quoc té
vé Ung thu trong nam 2022 & Viét Nam, ti 1& nguoi chét vi ung thu gan chiém ti 18
cao nhat véi 19,4%, tiép theo 14 ung thu da day (18,8%), sau d6 lan luot 14 ung thu
v (11%), ung thu truc trang (8,3%), va ung thu mau leukemia (3,6%) (Hinh 1.5).
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Hinh 1.5. T/ 1¢ tiz vong ¢ mét s6 l0ai ung thu tai Viét Nam ndam 2022
(Nguén: https://www.iarc.who.int/)

Ung thu da tro thanh van nan cua Quéc gia, va khong chi duoc cac nha hoach
dinh chinh sach, ma con céc nha nghién cau, ang dung, diéu tri bénh va bénh nhan
dic biét quan tAm. Trudc day, bénh ung thu & nudc ta dugc nghién cau chi yéu dua
trén cac danh gia hinh thai hoc vé kich thudc, tinh trang di can hach, loai moé hoc, d¢
mé hoc, ... Trong nhitng nim gan day, bén canh nhiing tién luong kinh dién nhu trén,
chung ta d3 c6 nhitng budc tién bo vuot bac trong dio tao, nghién ciu khoa hoc va
diéu tri. Nhiéu két qua dé tai nghién ctu khoa hoc ap dung cac tién bo ki thuat mai
hién dai, nham nang cao ning lyc chan doan, diéu tri dwoc trién khai 4p dung mang
lai hiéu qua cao trong cdng tac kham chira bénh, dién hinh nhu phuong phap héa mo
mién dich, k¥ thuat lai huynh quang tai chd FISH, xét nghiém du an bé mat bang
flow cytometry, cac xét nghiém dot bién gen, giai trinh tu gen...

1.2. Tong quan veé li¢u phap mién dich trong diéu tri ung thw
1.2.1. Lich si¢ ciia ligu phdp mién dich ung thuw

Edward Jenner, ngudi da phat trién thanh cng vac-xin dau mua dau tién vao
nam 1796, dugc coi 1a ngudi da dat nén tang caa mién dich hoc cho su phat trién khoa
hoc nay. Nam 1891, Tién si William Coley, duoc coi 1a “Cha dé cia Liéu phap Mién
dich” da phat hién ra mot sb trudng hop bénh nhan duoc chan doan mac bénh sarcoma
phét trién thanh viém quang do Streptococcus pyrogenes gy ra, ma sau d6 sarcoma
c6 thé tu thuyén giam trong thoi gian dai hoic ty bién mat. Sau d6 dng bat dau tiém
vao khdi u ciia bénh nhan “doc té hdn hop cia Coley”, mot hdn hop cua Streptococcus
pyogenes va Serratia marcescens séng bat hoat. Ong da dat duoc cac két qua bao
gom su ty thuyén giam bénh trong thoi gian dai va bién mat hoan toan & nhitng bénh
nhan mac cac khéi u ac tinh khac nhau bao gom sarcoma, ung thu hach va ung thu



tinh hoan. Do nhitng dap Gmg nay chua duoc hiéu rd vé co ché tac dong va lo ngai vé
viéc lay nhiém vi khuan gay bénh cho bénh nhan, nén cac phuong thire diéu tri khéac
nhu phau thuat, xa tri va hoa tri van tré thanh phuwong phap diéu tri ung thu co ban
cho dén nhiéu thap ky sau do6 [7-9].

Ké tir 46 dén nay da c6 hang ngan cac nghién ctu vé méi lién quan gitra mién
dich va ung thu duoc trién khai va da c6 rat nhiéu cdng nghé méi dugc tng dung
trong liéu phap mién dich trén 1am sang. Mac di van chua duoc coi 1a mot phuong
phap tiéu chuan, tuy nhién cong dong y té va khoa hoc da bt dau nhin nhan liéu phép
mién dich c6 thé 1a mot niém hy vong méi cho bénh nhan ung thu, dac biét 1a cac
bénh nhdn di c6 di can va khong c6 dap ung tét voi cac phuong phap diéu tri truyén
théng [10, 11].

1.2.2. Pdc diém ciia mién dich ung thw

C6 khoang 20.000 sy kién gay ton hai DNA xay ra voi mdi té bao mdi ngay,
chung thudng xuyén duoc sira chira bang cac con duong sta chira DNA. Trong
trudng hop céc té bao khdng can thiét va /hoic tré thanh méi de doa, qué trinh chét
cua té bao theo chuwong trinh hay con goi 1a apoptosis s& xay ra dé ngan chin sy ting
sinh ctia cac té bao nay. Dau hiéu nhan biét cua té bao ung thu 14 su tang sinh khong
kiém soat dugc cua cac té bao dot bién hoic bat thuong, 13y lan trong co thé va xam
ldn cac mo, co quan khoe manh. Su phét trién va tién trién cua ung thu xay ra thong
qua tdm qua trinh, bao gom sinh s6i bén viing, trén tranh céc chat tc ché phat trién,
chéng lai qua trinh chét té bao, su nhan ban bat tir, hinh thanh mach, di cin, sy trao
d6i chat duoc 1ap trinh lai, va cudi cung 1a tranh duoc sy pha huy caa hé mién dich.
Sy tron tranh khoi sy phéa hay mién dich da dugc nghién ciu trong nhiéu thap ky [7].

Niam 1909, Paul Erlich di phat trién mot gia thuyét rang cac khéi u co thé duoc
kiém soét bai hé thong mién dich. Nam 1957, Thomas va Burnet 1an dau tién dé xuat
ly thuyét giam sat mién dich ung thu, cho rang céc té bao lympho hoat dong nhu
nhitng nguoi bao vé chiu trach nhiém xac dinh va loai bo céc té bao da trai qua dot
bién va khac véi cac té baokhoe manh. Cac bang chiing hd tro va cong nghé dé thyc
hién nghién ctru vao giai doan d6 con thiéu, va do d6, mot 1an nira da c6 sy cham tré
trong viéc kiém tra méi lién hé giira c4c té bao ung thu va hé thng mién dich. Céac
nghién ctiru danh gia ty 1é mac bénh ung thu & nhitng bénh nhan bi tc ché mién dich
lién quan dén bénh, chang han nhu HIV va AIDS, hoic nhitng bénh nhan sau ghép
bang lidu phap ¢ ché mién dich méan tinh di cung cap bang ching hd tro su ton tai
va tim quan trong cua viéc giam sat mién dich. Tir gitra nhitng ndm 1970 dén nhitng
nam 1980, lai c6 mot phong trao nghién ctu vé giam sat mién dich ung thu. Té bao
tiéu diét tu nhién (NK) dugc phat hién vao thoi diém dé da tao ra su chd y cho céc



nha khoa hoc, va lac d6 ho chua c6 mot dinh nghia chinh xac va hiéu rd vé té bao
NK. Ngay nay, ngudi ta biét ring cac té bao ung thu cé thé duoc hé théng mién dich
nhan biét vi sy khéc biét sinh héa trong té bao ung thu vai té bao tu binh thuong.
Trong giai doan ban dau, cac té bao mién dich tiéu diét cac té bao khdi u va sau d6 1a
thoi ky khi céac té bao ung thu thong qua cac co ché khac nhau c6 thé trén tranh su
dao thai, tiéu diét, nhan dién cua hé théng mién dich. Gidm sat mién dich
(immunosurveillance) 1a thuat ngir dung dé mé ta qua trinh cac té bao cua hé thong
mién dich tim kiém va nhan dién cac tac nhan gay bénh la, chiang han nhu vi khuan,
Vi rlt, hodc c4c té bao tién ung thu va ung thu trong co thé [7, 8].

Trong liéu phap mién dich ung thu, muc tiéu khéng chi 12 truc tiép tiéu diét
C4C té bao ung thu ma con 1a tac dong dén cac té bao mién dich caa co thé, lam ting
cudng kha ning tin cdng cua cc té bao nay trong tran danh tiéu diét té bao &c tinh
[11-13]. Hé mién dich dong mat vai trd quan trong trong cac co ché bao vé cia co
thé, khdng chi chdng lai su xam nhiém cac vi sinh vat, hé mién dich con tham gia vao
su diéu hoa va kiém soét sy hinh thanh céac khéi u [14]. Cac té bao mién dich giéng
nhu nhitng ngudi linh ra soét, kiém tra tat ca cac mé dé phat hién va loai bo cac té
bao 4c tinh khi ching mai hinh thanh, trade ca khi chiing tao thanh céac khéi u nho.
Hé mién dich bao gdm céc té bao mién dich dap wng va bam sinh dong vai trd quan
trong trong viéc thdm nhap vao vi méi trwong khdéi u (TME - Tumor
microenviroment) va diéu tiét su phét trién cua khdi u [15]. Cac phan ang mién dich
hiéu qua c6 thé loai trir duoc tan gdc té bao ung thu 4c tinh hoic 1am thay d6i tinh
trang va chirc ning cua ching. Tuy nhién, mot khia canh khéc, cac té bao ung thu co
thé 1an tranh hé mién dich bang nhiéu con duong khéac nhau, vi du nhu lam giam qua
trinh trinh dién khang nguyén, gia ting cac co ché diéu hoa tc ché hoic 1am giam
hoat dong mién dich [14, 15]. Khi hé mién dich cua co thé khdng hoat dong tét, hoa
tri va xa tri khong thé tiéu diét té bao ung thu mot cach hiéu qua, liéu phap mién dich
duoc tng dung dé day manh co ché bao vé tu nhién cia co thé dé chong lai céc té
bao ung thu.
1.2.3. Phén logi ligu phdp mién dich trong diéu tri ung thuw
1.2.3.1. Phan logi theo chirc nang mién dich

Liéu phap mién dich dugc dinh nghia 1a viéc sir dung cac vat liéu giup ting
cudng hoac thiét 1ap lai kha nang phong ngira va chdng lai bénh tat cua hé théng mién
dich. Muc tiéu cua liéu phap mién dich 1a can bang hé théng mién dich dé loai bo té
bao ung thu trong khi khong tao ra cac phan ung viém ty mién khong duoc kiém soat
dan dén han ché trong diéu tri caa liéu phap mién dich [11-13]. Hé mién dich bam
sinh bi gigi han trong viéc giai phong céc cytokine c6 chirc nang kich thich cac té bao
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mién dich khac bét d¢au phan tng mién dich khong dic hiéu. Do d6 hé théng mién
dich thich ing déng mot vai trd dic biét quan trong trong phan tng mién dich di voi
té bao ung thu vi kha ning nhim dich dic hiéu vao cac khang nguyén la (non-self)
7, 8].

Dua trén nhitng dic diém co ban ndy, di c6 nhiéu phuong phap tri liéu mién dich
khac nhau duoc phat trién, nhu vaccine, khang thé don dong va chat tc ché diém
kiém soét (checkpoint inhibitor)...nhdm mang lai hiéu qua diéu tri cao hon, mdi
phuong phap lai ¢6 cho ché va dich tac dong khac nhau. Va dé phan loai, théng
thuong, ching dugc chia thanh hai nhém chinh: liéu phap mién dich chia dong va liéu
phap mién dich thu dong.

e Liéu phap mién dich chu dong la sy kich thich hé théng mién dich cua nguoi
bénh nhan biét va truc tiép tan cdng cac té bao la, dong thoi tao tri nhg mién
dich va dap ang mién dich 1au dai, vi du nhu tiém vic xin ung thu (oncolytic
vaccine) hoac tiép xuc véi khang nguyén khéi u.

e Liéu phap mién dich thu dong, 1a viéc bo sung cac khang thé hoic céc té bao
mién dich vao co thé ngudi bénh, tao ra cac dap tng mién dich cu thé, nhanh
chéng, tuy nhién hiéu luc ngan va khdng tao tri nhé mién dich, do d6 can phai
sir dung thuong xuyén, vi du nhu céc khang thé don dong, truyén huyét thanh, ..

1.2.3.2. Phén logi theo co ché hoat dong
Theo co ché hoat dong ciing nhu an chat cia cac tac nhan, cé thé phan loai liéu phap
mién dich thanh cac phan nhom sau:

e Liéu phap té bao (Adoptive cell therapy): liéu phap nay dé cap dén viéc s
dung chinh cac té bao caa hé mién dich trong co thé dé tiéu diét ung thu, nhom
licu phap nay bao gom:

% Liéu phap té bao Lympho x&m nhap khéi u (Tumor-Infiltrating
Lymphocyte-TIL)

% Cai bién thu thé té bao T (Engineered T Cell Receptor -TCR)

% Té bao mang thu thé khang nguyén kham: CAR- T, CAR-NK

% Liéu phap té bao NK, té bao T,...

e Vic xin ung thw (Cancer vaccine): 1a mot dang liéu phap dwa khang nguyén
vao co thé ¢ thé huan luyén hé mién dich nhan dién va tiéu diét dac hiéu cac
té bao ung thu. Cac khang nguyén nay cd thé 1a peptide/protein, DNA/RNA, té
bao ung thu bat hoat, hoic té bao tua gai (DC).

e Piéu hoa mién dich (Immunomodulator): Liéu phap sir dung cac chat diéu
hoa mién dich 1a cac phan tir nam trén cac con dudng diéu chinh hoat dong
cua hé théng mién dich nham ting cuong, tc ché hoic diéu chinh can bang
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phan tng mién dich trong co thé. Cac phan tir nay bao gdm cac chat wc ché
diém kiém soét, cytokine, chat chii van va chat b tro.

Liéu phap virut tiéu diét ung thw (Oncolytic virus therapy): 1a mot dang liéu
phap mién dich sir dung vi rit bién doi gen dé lay nhiém va tiéu diét té bao
ung thu. Vi rit 1a cac phan ti chi lay nhiém hoic xam nhap vao té bao ung
thu, sau d6 st dung bo may di truyén cua té bao dé tao ra cac ban sao cua chinh
chung va sau d6 lay lan sang cac té bao ung thu khac. Qua trinh nay dong thoi
tiéu diét cac té bao ung thu, dong thoi giai phong cac khang nguyén khéi u, tir
d6 kich thich hé mién dich nhan dién va tiéu diét cac té bao ung thu khac. T-
VEC (Imlygic) 1a vi rat gay ung thu dau tién dugc FDA phé duyét nam 2015
va hién nay, nhiéu loai virut gdy ung thu khac ciing da duoc ra doi dé diéu tri
mét s6 loai ung thu nhu gan, phoi, u nio, dai truc trang. ..

Khang thé don dong (Mono-antibodies) loai khang thé duoc thiét ké dac bist
trong phong thi nghiém dé nhan dién va gin chinh xac vao mot muc tiéu cu
thé (thuong 1a khang nguyén trén té bao ung thu hoic tdc nhan gay bénh) nham
diéu tri bénh mot cach chon loc. Phuong phap nay bao gom khang thé don
dong, khang thé mang thubc, khang thé dac hiéu kép.
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1.3. Tinh hinh nghién ctru liéu phap té bao mién dich hién nay
1.3.1. Tinh hinh nghién ciru ligu phap té bao mién dich trén thé gidgi

Véi nhitng tién bo trong sy hiéu biét vé té bao ung thu va co ché phan ti ciing
nhu chu trinh hoat dong té bao mién dich diéu chinh cac dap tng mién dich, liéu phap
mién dich di duoc phat trién dé diéu tri cac dang ung thu huyét hoc ciing nhu cac
khdi u ran. Trong cac phuong phép tiép can thu dong/thich (ng, cac té bao T va NK
bién d6i gen hoic khong bién ddi gen duoc sir dung, con trong cac liéu phap mién
dich cha dong lai str dung té bao B, té bao tua gai (Dendritic cell-DC) va dai thuc bao
(Marcrophage) dé tao ra phan tng mién dich chdng lai cac khéi u [17]. Cac chat tc
ché diém kiém tra (checkpoint inhibiter) va khang thé don dong (mAbs) la nhitng
cdng cu manh mé trong diéu tri ung thu, dic biét 1a & giai doan tién trién va di cin
cling duoc sir dung két hop. Nguyén Iy cua liéu phap té bao mién dich 1a kich thich,
huan luyén céc té bao caa hé thong mién dich dé loai bo cac té bao ung thu. Mac du
d3 co rat nhiéu tién bo gay cha ¥, nhung viéc ap dung liéu phap mién dich trong diéu
tri ung thu van 1a mot thach thire do ¢6 su ton tai cua cac té bao gbc ung thu (cancer
stem cell — CSC). Céc té bao CSC nay cd kha ning thoat khoi su kiém soat cua hé
théng mién dich bang céc co ché khac nhau. Mot trong cac co ché d6 1a 1am suy yéu
va diéu hoa qua trinh trinh dién khang nguyén, diéu hoa hoat dong cua té bao mién
dich, giai phong va biéu hién cua cac yéu té va thu thé ic ché mién dich,...[18, 19].
1.3.1.1. Liéu phap té bao DC vaccine

Té bao DC la té bao trinh dién khang nguyén, ching trinh dién théng qua phan
tr Phire hop tuong thich mo chinh 16p 2 (MHC-I1_ Major histocompatibility complex
class 11). Két qua cua qua trinh nay la cac phan tng mién dich bam sinh va thich tng
thdng qua cac té bao TCD4 va TCD8. Viéc cé4c té bao DC mang khang nguyén khéi
u (TAA_ Tumor-associated antigen) s& dan dén viéc kich hoat té bao T, hinh thanh
kha nang mién dich chéng lai khang nguyén khéi u va loai bo té bao ung thu ¢ nguoi
bénh [20, 21]. Trong cac md hinh dong vat mac ung thu hac t6 D5 va ung thu té bao
vay SCC7, Hu va cong su da cong bd két qua nghién ctu va chi ra rang viéc tiém
vac-xin té bao DC duoc cam tng Vai té bao goc ung thu biéu hién ALDH® sau phau
thuat cat bo u, két hop véi liéu phap khang thé don dong PD-L1 di cho thay c6 hiéu
qua trong viéc giam tai phat khéi u, giam di can dén phdi va ting kha ning séng sot
cua vat cha [22]. Pang cht ¥, su két hop gitra vac-xin DC dugc cam tng té bao gbc
ung thu véi PD1 va CTLA-4 trong cac md hinh khéi u &c tinh & chudt, Zheng va cong
su d4 ching minh rang liéu phap phdi hop trén khong chi thic day cac phan ang cia
té bao T chdng lai té bao CSC va e ché giai phong yéu to ting truong chuyén doi
beta (TGF-B_ Transforming growth factor beta) ma con tiéu diét té bao gdc ung thu
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t6t hon [23]. Trong mét thi nghiém gan day hon vé bénh ung thu va, DC duoc cam
ing véi RNA tong sb cia CSC c6 kha ning Kich hoat céc té bao T dan dén qua trinh
chét theo chu trinh cua céc té bao ung thu vii mot cach hiéu qua. Tuy nhién, nghién
ctru ciing chi ra rang, véi cac té bao CSC biéu hién nhiéu khang nguyén PD-L1 trén
bé mat c¢d kha ning 1an tron khoi su tidu diét nay. Nghién ctu cho thay tiém ning sir
dung RNA cua céc té bao gbc ung thu dé cam ng DC, tir d6 kich hoat cac phan ¢ng
mién dich chéng ung thu chéng lai ung thu va mét cach hiéu qua hon [24].

Niam 2022, Ian va cong sy da cong bd két qua nghién cau pha 1 thir nghiém
liéu phap vaccine DC tu than két hop véi thudc temozolomide trén 21 bénh nhan u
nguyén bao than kinh dém sau hoa tri va xa tri. Cac bénh nhan trai qua ti da 12 chu
ky diéu tri vai DC, mdi chu ky kéo dai 28 ngay. DC vaccine ty than dugc tiém dudi
da voi lidu 2 x 107+ 0,5 x 107 té bao mdi chu ky. Két qua cho thay khong gap phai
doc tinh gigi han lidu vaccin. Thoi gian séng s6t khong tién trién trung binh 12 9,7
thang. Thai gian sdng st chung trung binh 1a 19 thang. Ty 1é séng st chung 1a 25%
sau 2 nam va 10% sau 4 nim, mot bénh nhan van khong tién trién bénh sau 5 nim.
Céc phan g dac hiéu cua té bao T CD8 dbi véi khang nguyén gp100 lién quan dén
khdi u da dugc quan séat thay sau khi tiém DC. Két qua nghién cizu cho thay liéu phap
vic xin DC 13 an toan va c6 tinh kha thi cao khi két hop véi liéu phap diéu trj tiéu
chuan cho nhirng bénh nhan méi duoc chan doan [25].

Hién trén thé gisi cac nghién ctru 1am sang vé liéu phap té bao DC dang duoc
tién hanh chi yéu ¢ hai giai doan du (pha 1 va pha I1), cha yéu danh gia tinh an toan,
xac dinh lidu vac xin va tac dong cua Vac xin trong viéc kich thich phan tmg mién
dich té bao va thé dich. Do d6, can c6 nhiéu nghién ctiru 1am sang chat lugng cao hon
trude khi dua ra két luan chung vé hiéu qua 1am sang cua liéu phap DC trong diéu tri
ung thu.
1.3.1.2. Liéu phdp té bao mién dich bién doi gen

Cong nghé bién doi gene trén té bao T dé bién ching thanh té bao CAR-T
duoc phét trién dau tién vao nam 1987 tai Vién khoa hoc Weizmann & Rehovot, Israel.
Mot trong nhitng budc quan trong nhat trong su phat trién cia né 1a khi cac nhém
nghién ctru di bat dau s dung ciac CAR duoc thiét ké dé nhan dién khang nguyén
CD19 trén bé mat caa té bao B, mot dic diém phd bién trong nhiéu loai ung thu mau.
Ngay nay, liéu phap té bao CAR chitng to tiém ning vuot troi trong sé tat ca cac chién
lugce tri liéu mién dich chéng ung thu. Céng nghé tao CAR ciing ¢6 nhitng tién bo
vuot bac, tir thé hé CAR thir nhat trude day dén thé hé thu 4 hién tai gilp phan tir
CAR bén hon, hoat dong hiéu qua hon, ting kha ning nhan rong cua té bao; tir phan
tir CAR nham dich CD19, dén nay, dich dén la rat nhiéu phan tir khac nhu CD20,
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CD5, CD7, CD22, CD133, CD70,... dwgc (ng dung trong diéu tri nhiéu loai ung thu;
tir phan tr CAR nhan dién 1 khang nguyén, d¢én nay, CAR c6 thé nhan dién 2 khang
nguyén giup ting cudng hiéu suat va do chinh xac trong diéu tri; cac té bao mién dich
lya chon dé cai bién c6 thé 1a té bao T, té bao NK, té bao dai thuc bao [26].

Gan day cac thir nghiém vé dich CD133+ va mot sb yéu td khac dugc nghién
ctru ciing cho két qua day trién vong. Dit liéu tir cong bd méi day vé két qua nghién
ctu tién 1am sang (pha 1 va I1) liéu phdp CART-T nhiam muc tiéu CD133+ vao ung
thu gan da cho két qua rat kha quan. O pha I, nghién ctru danh gia tinh an toan cia
licu phép. Trong pha 1, nghién ctru duoc thuc hién tir thang 6 nam 2015 dén thang 9
nam 2017 danh gia thoi gian séng khong tién trién bénh (PFS) va thoi gian song sot
(0S). Téng c6 21 bénh nhan tham gia nghién cau, thoi gian séng con trung binh 1a
12 thang (9,3-15,3 thang, d6 tin cay 95%), thoi gian séng khong tién trién bénh trung
binh Ia 6.8 thang (4,3-8.,4 thang, do tin cay 95%). Trong d6, 1 bénh nhan c6 dap ung
mét phan, 14 bénh nhan c6 bénh 6n dinh tir 2 dén 16,3 thang va 6 bénh nhan tién trién
sau khi truyén té bao T. Tac dung phu cap d6 cao phd bién nhit 14 ting bilirubin mau.
Két qua twong quan véi mic d6 cua yéu té tang truéng néi moé mach mau VEGF
(Vascular endothelial growth factor) , thu thé VEGF hoa tan 2 (VEGFR2), yéu tb c6
ngudn gbc tir té bao md dém SDF-1 (Stromal cell-derived factor 1) va sé lugng té bao
g6c noi md (EPC_Endothelial progenitor cell). Nhitng thay ddi vé s luong EPC,
VEGF, SDF-1, sVEGFR?2 va IFN-y (Interferon gamma) sau khi truyén té bao cd lién
quan dén kha ning séng st caa bénh nhan [27]. Khdng chi vy, cac nghién ctu trude
d6 ciing chi ra rang liéu phap CAR-T CD133+ ciing rat trién vong trong viéc diéu tri
c4c loai ung thu dang rin khac nhu u nguyén bao than kinh dém, ung thu budng trang,
ung thu da day, ung thu v, ndo, gan, dai tryc trang va ung thu tuyén tuy [28-31].

Khéac voi CAR-T, liéu phdp CAR-NK c6 nhimg wu diém nhu chi phi thap hon,
bénh GVHD thap hon, tranh duogc cac con bdo cytokine, té bao CAR-NK c6 tudi tho
ngin hon té bao T, dan dén giam doc tinh ngoai muc tiéu. Trong cac nghién cau,
ngudn dé tao CAR-NK c6 thé 12 mau day rén hoic mau ngoai vi. Gan day, liéu phap
té bao CD33-CAR-NK-92 di duoc sir dung trong thir nghiém 1am sang dbi véi bénh
ung thu mau dong tay cidp — AML (Acute myeloid leukemia) tai phat/khang tri
(NCT02944162). Két qua cho thay liéu phap an toan va cac té bao CAR-NK c6 kha
nang dap tng dic hiéu voi AML [32]. Mot sé nghién ciru khac duoc trién khai trén
nhoém bénh nhan ung thu budng trimg, dai truc trang véi dong CAR — NK nham
CD24, EpCAM cho két qua ciing tuong d6i kha quan [33, 34]. Mic du nhiing thu
nghiém 1am sang véi CAR-NK chua c6 nhiéu so véi CAR-T, nhung liéu phép ciing
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mang lai rat nhiéu trién vong trong diéu tri ung thu, dic biét khi duoc két hop véi cac
liéu phap khac.

Gan day, liéu phap CAR ciing dugc tng dung trén té bao dai thuc bao (CAR-
M), bai chiing 1a nhan té chinh dong vai trd mién dich bam sinh va la thanh phan
tham gia chinh trong vi méi treong khdi u (TME) boi kha ning thAm nhép cua ching
Vvao céc ton thuong khdi u. Cac dai thuc bao khdi u c6 kha niang 1am giam kha ning
trc ché hé mién dich cta vi méi truong khdi u va ting hiéu qua cuaa liéu phap mién
dich. Di liéu tir nhiéu nghién ctu tién 1am sang da xac nhan hiéu qua cua liéu phéap
mién dich dya trén dai thuc bao trong viéc ac ché mién dich khéi u, tuy nhién, van
can thuc hién nhiéu nd luc dé téi wu hoa hiéu qua va do an toan caa CAR-M trong
diéu tri 1am sang [35, 36]. Klichinsky va cong su di sir dung cac dai thuc bao nguyén
phat & ngudi va tao ra CAR-M nhiam dich phan tr HER2. Céc dai thuc bao CAR
(CAR-Ms) da chitng minh kha nang thuc bao dac hiéu caa khang nguyén va lam sach
khdi u trong phong thi nghiém. Trong ca md hinh chudt xenograft khéi u ran, va
truyén CAR-M & nguoi di cho thay hiéu qua giam kich thudc, khdi luegng cua khéi u
va kéo dai thoi gian song cua vat chi. Trén md hinh thir nghiém tién 1am sang, CAR-
M cho thay CAR-M biéu hién céc cytokine va chemokine gay viém, chuyén doi céc
dai thuc bao M2 cua nguoi thanh M1, gilp bd may trinh dién khang nguyén dugc
diéu hoa, thu hat va trinh dién khang nguyén cho cac té bao T va chdng lai tac dung
ctia cac cytokine rc ché mién dich. Chién lugc tri liéu mién dich CAR-M trong viéc
diéu tri ung thu dang ran 1a mot huéng day hta hen cho nghién ctru trong twong lai
[37].
1.3.1.3. Liéu phdp té bao NK

Kha nang gay doc cua té bao tu nhién ddi véi khdi u va cac té bao bi ton thuong
d3 duoc dé cap dén bai cac tac gia Herberman va Kiessling R. tir nhitng nam 1975.
Téc dung gay doc té bao cua té bao NK dong loai da duoc danh gia trong cac bénh
ung thu huyét hoc, trong khi ca té bao NK d6ng loai va tu than déu ¢ hiéu qua chong
lai céc khéi u ran. Céc thi nghiém trén mo hinh ung thu va, dai trang, ung thu hac t6
Vva u nguyén bao than kinh dém cho thay cac té bao NK dugc kich hoat Interleukin 2
(IL-2) va/hoic Interleukin 15 (IL-15) c6 thé xac dinh céc té bao gdc ung thu khéi u
ran bang cach lién quan dén co ché phu thudc vao thu thé, cudi ciing dan dén loai bo
té bao goc ung thu trong cac khdi u nay [38-42].

Liéu phap ghép té bao NK tu than diéu tri ung thu duoc 4p dung va dem lai
mot s két qua kha quan nhung ciing ton tai mot sé han ché. Cac té bao NK tach tir
bénh nhan ung thu c6 thé bi vo hiéu hoa chirc niang hoac khdng nhan dién dugc té
bao dich khi dua tré lai co thé. Diéu nay 1a do cac té bao NK tu than c6 thé bi uc ché
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hoat tinh bai chinh su biéu hién cua phan tir HLA ty than trén céc té bao ung thu. Néu
té bao ung thu ctia ngudi bénh van biéu hién cac phan tir MHC Iép I nhu cac té bao
thudng, cac phan tir nay s& két hop vai cac thu thé e ché cua té bao NK va lam giam
hozc tham chi &c ché su hoat héa cac té bao giét ty nhién. Bé khic phuc nhuge diém
nay, trong nhitng nim gan day liéu phap ghép té bao NK ddng loai dugc tap trung
nghién ctu va thir nghiém 1am sang. Trong viéc ghép ddng loai, tiéu chi lva chon
ngudi hién dic biét quan trong vi n6 anh hudéng dén toan bo két qua cua liéu phép.
Thong thudng, ngoai yéu té phu hop HLA con phai xac dinh phan tir KIR va phdi tir
ctia n6 vi tinh da hinh cua chiing anh hudng dén chire ning té bao NK va két qua 1am
sang [43].

Miller va cs. di cong bd két qua danh gia tinh an toan va hiéu qua diéu tri khi
str dung ghép té bao NK dong loai ban tuong dong (HLA-haploidentical) cho 19 bénh
nhan mic AML tién lwong kém (poor — diagnosis). Két qua cho thay 30 % bénh nhan
d3 thuyén giam hoan toan, ddng thoi té bao NK caa ngudi cho ton tai trong mau ¢
nhitng bénh nhan nay véi mot ty 1é cao hon dang ké so véi cac bénh nhan con lai
[44]. Ruggeri va cong sy tién hanh ghép té bao NK ban twong dong trén 51 bénh nhan
ung thu mau va ghép té bao NK tuwong dong trén 61 bénh nhan ung thu mau cing
loai. Két qua cho thay ty I¢ tai phat giam hon han & nhém ghép ban tuong ddng (3%)
S0 Véi ghép tuong ddng (47%) dong thoi ty 1& sdng ciing ting cao hon & nhdm bén
tuong dong nay [45]. Trong mot nghién ciru khéc cua Jeffrey E. va cong su trén 10
bénh nhi mac AML vira két thic mot dot hoa tri, dang trong giai doan thuyén giam
bénh, dugc diéu tri bang ghép NK dong loai ban twong ddng khong phii hop KIR-
HLA. Sau 14 ngay theo ddi khdng c6 biéu hién cua bénh manh ghép chdng chu
(GvGH - Graft versus host disease), khéng c6 tac dung phu nao dugc ghi nhan, ty 1€
té bao NK cua ngudi cho trong méau bénh nhi cao déang ké & ngay thir 14 sau ghép.
Pong thoi trong 964 ngay theo dbi tat ca bénh nhi déu duy tri tinh trang bénh & trang
thai thuyén giam. T4t ca bénh nhi déu cé thoi gian song khoi bénh trén 2 nam [46].
Céc két qua thar nghiém 1am sang cho thay phan (ng ghép ciia cac té bao NK dong
loai ddi vai bénh nhan nhi bi ALL t6t hon so v&i nguoi truong thanh bi ALL. Kha
nang tai phat ALL & bénh nhéan nhi ciing thap hon [47].

Véi lieu phap té bao NK c6 ngudn géc mau day rén va khong trai qua cai bién
di truyén, sé lugng cong bd cling nhu thir nghiém 1am sang trén thé gisi ciing chua
c6 nhiéu, tuy nhién véi nhiing két qua nghién ciru ban dau, hira hen liéu phap nay rat
tiém nang. Moi day nhét, b4o cdo cua Yongxu va cong su vé mot truong hop bénh
nhan nit 52 tudi duoc chan doan mac bénh ung thu ndi mac tir cung giai doan IVB
(T3N2M1). Bénh nhan da dugc diéu tri hai dot bang liéu phap mién dich té bao NK
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ngudn gc mau day ron (CB-NK_Cord blood NK) tir thang 3 dén thang 9 nam 2022.
Hai don vi mau day rén cé ty 16 HLA 8/10 khong khép KIR da duoc chon nudi cy
tang sinh té bao NK v&i hiéu suit cao (>1,0x10%° té bao NK), d6 tinh khiét (>90%)
va hoat tinh (>80% ). Két qua cho thay khdng c6 tac dung phu hoic khong quan sat
thdy GVHD sau khi truyén té bao CB-NK. Sau khi truyén, nguoi bénh duoc cai thién
chat luong cudc sdng va giam kich thuéc cua cac khdi & bung va xuong chau cing
vé6i su bién mat cua nhiéu hach bach huyét di can [48].

Bang 1.1. CAc thi nghiém 1am sang vdi té bao NK khéng cdi bién gen c6 nguon gac

mau day ron [49]
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1.3.1.4. Liéu phdp té bao TIL

Liéu phap té bao TIL (Tumor-infiltrating lymphocyte) hay con goi la liéu phap té bao
T xam nhap khdi u trong nhitng nim gan day da duoc st dung dé diéu tri mot s loai
ung thu nhu ung thu biéu md té bao vay & dau va cd, u hic tb, ung thu phdi, ung thu
tiét niéu sinh duc,.... Nguyén ly thyc hién liéu phap nay, 1a sir dung céc té bao lympho
phan lap bén trong khdi u, nudi ciy tang sinh ex vivo rdi truyén tro lai bénh nhan ung
thu [50].

Uu diém cua lidu phap nay thé hién o tinh da dong, TIL 14 quan thé chta nhiéu dong
té bao lympho dic hiéu cho nhiéu loai khang nguyén khéac nhau trong khdi u, do vay
né giam kha nang tron thoat mién dich cua c4c té bao ung thu va lam ting hiéu qua
diéu tri trong thoi gian dai. Tuy nhién, viéc phan lap duoc TIL tuwong ddi khé khin
cling nhu chi phi thyc hién twong dbi cao, doi hoi ky thuat phic tap, nén liéu phéap
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chua thuc sy duoc ap dung rong rai. Tuy nhién, mot diéu dang cha ¥ 13 trong nim
2024, FDA di tién phong chap thuan AMTAGVI (Lifileucel) 1a liéu phap TIL dau
tién dé diéu tri u hic td tién trién, danh ddu mot budce dot pha 16n trong lieu phép té
bao va di truyén va béo hiéu mot ky nguyén hy vong mai trong liéu phap mién dich
khéi u [51].

1.3.2. Tinh hinh nghién ciru, teng dung liéu phdp té bao mién dich tai Viét Nam

Hién nay viéc diéu tri cac bénh ung thu néi chung chu yéu dwa vao liéu phap
phiu thuat va hoa, xa tri. Liéu phap mién dich trong diéu tri ung thu & nudc ta chi yéu
la st dung mot s6 khang thé thuong don dong thwong mai da dugc FDA cdng nhan
dé diéu tri mot sb loai ung thu nhu: ung thu v, ung thu da day (Trastuzumab), u
lympho éc tinh khong Hogkin (Rituximab), ung thu dai tryc trang di can (Avastin)...
Bén canh d6, ciing c6 mot s6 nghién cau st dung cac cytokine dé hd trg diéu tri ung
thu nhu san xuat IL2 tai t6 hop ciia PGS. TS. Truong Nam Hai hay “Nghién ctiu tng
dung gene ma hoa IL-12 trong diéu trj ung thu t& bao gan” cua PGS. Nguyén Linh
Toan; Nghién ciu cua Ho Anh Son va Nguyén Linh Toan cho thay su két hop cua vic
Xin vi rt si va quai bi ting cuong kha nang tiéu diét té bao ung thu dang ran [52] va
bach cau dong tay cap [53]. Khéng chi vay, nhém nghién ciru ciing cho thay su két
hop cua vic xin soi va Nimotuzumab mang lai tiém ning diéu tri 16n ddi véi ung thu
thanh quan [54].

Riéng linh vuc tng dung liéu phéap té bao mién dich trong diéu tri ung thu, cac
nghién ctu, tng dung mic du duoc bat dau nghién ctu tir 2011, tuy nhién van dang ¢
giai doan ban dau véi cac cong bd chi yéu lién quan dén cac phuong phap hoat hda,
danh gi4 hiéu qua tiéu diét t& bao ung thu ctia cac loai té bao mién dich trong phong
thi nghiém, trén mé hinh chudt va mot s it thir nghiém 1am sang danh gia tinh an toan
va hiéu qua cua liéu phap. Cac nhom nghién ciru manh bao gom nhém nghién cau cua
PGS.TS. Pham Vin Phuc tai Dai hoc khoa hoc tu nhién, Pai hoc Quéc gia Thanh phé
Ho Chi Minh; nhém nghién ciru cia PGS.TS. Hoang Thi My Nhung tai Pai hoc khoa
hoc tu nhién, Pai hoc Quédc gia Ha Noi; nhém nghién ctu cua GS.TS.BS. Nguyén
Thanh Liém tai Bénh vién da khoa quéc té Vinmec va nhém cia PGS.TS.BS. Tran
Huy Thinh tai Pai hoc Y Ha Noi.
1.3.2.1. Liéu phdp té bao DC

Tur nhirng nam 2011, nhdém nghién ctru ctaa Phan Kim Ngoc va Pham Vin Phuc
tai Pai hoc khoa hoc tu nhién thanh phd H6 Chi Minh, ¢ nhitng nghién ctru dit nén
mong ban dau vé liéu phap té bao DC tiém ning trong diéu tri ung thu va [55, 56].
Pén nam 2016, nhom nghién ctiru cua Pham Vian Phuc va cong su da cong bd céc két
qua nghién ctru dénh gia hiéu qua diéu tri cia té bao DC nguon goc tay xuong chudt
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va mau day rén caa nguoi trén mé hinh chudt suy giam mién dich mang khéi u ung
thu va. Cac két qua nghién ctru chi ra té bao DC duoc cam tng véi té bao goc ung thu
vl ¢6 kha ning lam giam téc d6 ting kich thudc khéi u va kéo dai thai gian séng cua
chudt hon so v6i nhém chimg. Nguoc lai, DC duoc cam tng bai té bao MSC tuy
xuong chudt lai kich thich ting nhanh khéi u hon so voi nhém ching. Két qua nay goi
y rang liéu phap DC dya trén khang nguyén c6 ngudn gbc té bao ung thu va la liéu
phap htra hen trong diéu tri ung thu [57-59].

Nam 2020, Bui Viét Anh, Than Thj Trang Uyén va cac cong su da cong b két
qua cua 2 nghién ctru lién quan dén biét hoa, truong thanh té bao tua gai (DC) tir té
bao don nhan mau day ron vai su hién dién caa GM-CSF, IFN-a, va TNF-a (Tumor
necrosis factor alpha). Céc té bao DC nay duoc cam ¢ng véi protein tong sé cua té
bao A549 va kich thich cac té bao lympho dong loai ting sinh, dic biét 12 té bao Vy9yd
T. Ngoai ra, cac nhém té bao DC cam tmg nay ciing tiét ra exosome cd kha ning kich
thich té bao lympho dong loai tang sinh. Két qua nghién ctru cho thay, ca DC dugc
cam tng va exosome cua chiing déu co thé gay ra sy tang sinh té bao T dong loai. Va
c4c té bao lympho T ddng loai nay c6 doc tinh tiéu diét té bao ung thu cao hon so véi
nhom chung. Két qua nghién cau nay bd sung thém bang chirng vé cho viéc ting dung
c4c té bao tua gai duoc kich thich bang interferon-a, c6 ngudn gdc tir mau day ron va
cac san pham ngoai bao caa ching trong liéu phap chong ung thu [60, 61].
1.3.2.2. Liéu phdp té bao CIK

Nhitng nghién ctu vé tiém ning diéu trj ung thu cua té bao tiéu diét cam tng
cytokine (cytokine-induced killer — CIK) cting duwgc nhom nghién ctru cua Pham Vin
Phuc va Vii Thanh Binh khéi xuéng tir nhimg nam 2015 trén ngudn té bao mau day
rén [62]. Khac véi té bao NK, cac té bao CIK nay duoc dic trung bai su biéu hién cua
ca cum phan ta biét héa CD (Cluster of differentiation) nhu CD3 va CD56
(CD3+/CD56+). Nhém nghién ciru da dua ra duge phuong phap nudi cay ting sinh
CIK véi ti Ié té bao thu dugc chiém khoang 26% trong tong so té bao sau nudi cay.
Pong thoi, cac té bao CIK nay biéu hién manh mé Granzyme B (80,87%), yéu t6 lién
quan dén kha nang gay doc qua trung gian té bao. Céc té bao CIK nay ciing phién ma
biéu hién qua muc cac gen san xuat IFN-y, TNF-a va IL-2, day 1a cac yéu t chinh
huy dong té bao mién dich chdng lai cac khdi u [62, 63]. Khi dong nubi cidy DC va
CIK, cé4c té bao CIK nay tro nén ting sinh manh hon (133,7%), kich thich su san xuat
FN-y va biéu hién Granzyme manh mé& hon va c6 tac dung tiéu diét té bao ung thu rd
rét nhat sau 72 gio [64].
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1.3.2.3. Liéu phdp té bao CTL va té bao NK

Nguyén Thanh Liém va Hoang Thi M§ Nhung cung cong sy 1a nhém nghién
cttu mé dau cho chudi cac nghién ciu tng dung liéu phap ting cudong mién dich ty
than trén 1am sang tai Viét Nam. Nam 2018, nhém da cong bd két qua nudi ciy ting
sinh té bao NK va CTL trong méau ngoai vi ciia 7 bénh nhan trong d6 tudi tir 30 d&én
84 bi ung thu phéi di can, st dung bd san pham nudi ciy ting sinh ctia hdng BINKIT
(Vién tri liéu sinh hoc Nhat Ban). Sau 21 ngay nudi cdy, sé lugng CTL trung binh
(CD3+CD8+) tang gap 742,3 lan, chiém 72,2% va s luong té bao NK trung binh
(CD3-CD56+) tang gap 637,5 lan, chiém 84,3% quan thé té bao sau nudi cay. Ty 1&
té bao NK hoat dong (CD3-CD56+"19") 1a 82,1%, tang 408,9 1an [65]. Pén 2019,
nhom tac gia da cong bd két qua nghién ctu pha 1, duoc tién hanh tir thang 3 nam
2016 dén thang 12 nam 2017 danh gia hiéu qua nudi cdy ting sinh té bao CTL, NK
va tinh an toan cua liéu phap té bao mién dich ty than trong diéu tri ung thu phoi, gan
va ruot két, ba loai ung thu pho bién ¢ Viét Nam. Két qua cho thay hau hét cac bénh
nhan déu cho thay chat luong cudc séng duoc cai thién, giam cac triéu chizng mét moi
va tang thoi gian sdng thém trung binh 1 18,7 thang khi két thic nghién ciru. Nghién
ctru bude dau nay dap ng yéu cau tng dung 1am sang trong diéu tri ung thu va ching
minh tinh an toan cua liéu phap nay d6i véi bénh nhan ung thu & Viét Nam [66].
Nguyén Hoang Phuong va cong su cong bd két qua nghién cu nhan ma, nhom don
duogc thuc hién tir thang 1 nim 2016 dén thang 12 ndm 2021 tai Bénh vién da khoa
qudc té Vinmec, bao gém 12 bénh nhan duoc chan doan méc ung thu dai truc trang
giai doan I1I va IV, duoc truyén tir mot dén bay 1an truyén té bao NK va Té bao lympho
T gay doc té bao (CTL). Sau 20—21 ngay nudi cay bang bo san pham nudi cdy ting
sinh cua hdng BINKIT (Vién tri liéu sinh hoc Nhat Ban), té bao NK ting gip 3.535
lan, chiém 85% quan thé té bao nudi ciy va CTL chiém 62,4% quan thé té bao nudi
cdy, ting gap 1220 lan so lugng ban dau. Két qua cho thay, chat luong cudc séng dugc
cai thién, mic do nghiém trong cua triéu ching giam. Cudi ciing, ngudi ta quan sat
thay thoi gian song sét trung binh ting 14,3 + 14,1 thang khi hoan thanh nghién cuu.
Liéu phap ting cuong mién dich ty than (AIET) da chizng minh tinh an toan va cai
thién thoi gian séng sot cling nhu chat luong cudc séng cho bénh nhan ung thu dai
truc trang tai Viét Nam [67].
1.3.2.4. Liéu phap té bao gamma delta T

Nhom nghién ctu cia PGS.TS. Tran Huy Thinh tai dai hoc y Ha Noi cong bd
két qua nghién ctiru ndam 2019 vé hiéu qua nudi cay hoat hoa té bao gamma delta T
(ydT) trén bénh nhan ung thu phoi véi s6 lugng té bao ydT ting gap trén 12.000 lan
S0 V6i ban dau. Khoi té bao sau hoat hda ty 1 séng trung binh dat 90%, trong do, té
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bao y8T chiém 83.2% quan thé. Cac té bao nay thé hién cac hoat tinh mién dich nhu
kha ning gay doc cho té bao ung thu va ting tiét cac cytokine nhu IFNy [68]. Nam
2023, nhdm cong b két qua danh gia hiéu qua khang ung thu cua té bao gamma delta
T (y8T) trén chudt thiéu hut mién dich mang khéi ung thu phdi nguoi. Két qua cho
thiy, chuét GDT3 mang khéi ung thu phéi ngudi H460 duoc diéu tri bang té bao y3T
véi ndng @6 cao, 107 té bao/10g thé trong, cé thé tich khbi u nho hon, thoi gian sdng
dai hon va ti 1& chudt chét it hon so véi nhém chiing [69]. Nam 2024, nhém nghién
ctru ndy cling da cong bd budc dau hiéu qua diéu tri caa lieu phap té gamma delta T
(ydT) trén 5 bénh nhan ung thu phoi khong té bao nho. Két qua cho thay lidu phép st
dung 1a an toan chi xuat hién mot sé bién ching nhé nhu dau co, dau khép, khé the
ban dau, va 20% bénh nhan (1 bénh nhan) c6 bénh dap tng mot phan va 80% bénh
nhan (4 bénh nhan) c6 bénh 6n dinh khi két thuc diéu tri. Chat lugng cudc séng cua
bénh nhan duoc cai thién sau khi diéu tri & hau hét cac bién phép chirc ning (hoat
dong, nhan thac va xa hoi), nhung diém sé vé thé chat va cam xuc giam nhe [70].
Pong thoi, nhém nghién ctu ciing cong bd 1 trudng hop bénh nhan ung thu phoi
khong té bao nho dap ng véi phap d6 diéu tri két hop giita liéu phap té bao NK tu
than va khang thé don dong bevacizumab trong nim 2023 [71].
1.3.2.5. Liéu phap CAR-T

Trong khoang 1-2 nam trg lai ddy, liéu phap té bao T mang khang nguyén thé
kham CAR-T diéu di bt dau dugc cac nhom nghién ctu trién khai, day 1a liéu phap
té bao mién dich tién tién nhat hién nay va tén kém chi phi. Nam 2023, nhom nghién
ctru cua Nguyén Hién Hanh va Can Vin Mio cong b két qua thir nghiém liéu phap
CAR-T két hop véi khang thé don dong protein gay chét té bao theo chuong trinh 1
(PD-1_Programmed death-1) trén md hinh chudt suy giam mién dich va cho két qua
liéu phap nay an toan trén chudt [72]. Ngoai ra, nhom nghién ciru cia Nguyén Thanh
Liém tai bénh vién da khoa qudc té Vinmec ciing bét dau trién khai thir nghiém 1am
sang tng dung liéu phap CAR-T nay trén cac bénh nhan ung thu mau lymphoma dong
té bao B mang CD19. Viéc trién khai liéu phap nay 14 minh chang thé hién ning lyc
nghién ctru va ang dung cua nén khoa hoc Viét Nam c6 thé nam bat kip thoi véi dugc
vé6i nhitng tién bo y hoc tién tién nhat cua thé gioi.
1.4. Tong quan vé té bao tiéu diét tw nhién (NK)
1.4.1. Chikc nang ciia té bao NK

Té bao diét tu nhién (NK) 1a mot loai té bao thuoc hé mién dich bam sinh

(ILC), déng vai tro quan trong trong cac phan ang mién dich bam sinh trong co thé.
Puoc x4c dinh lan dau tién vao nim 1973, thuat ngir “Natural Killer” dugc dit ra dé
chi rang chlng san sang tiéu diét cac té bao bi nhiém bénh ma khéng can thém cac
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co ché mdi hay nhan dién. Cac chirc ning chinh cua té bao NK 1a diéu hoa mién dich
va gy doc té bao. Té bao NK san xuat IFN-y, ddy 1a cytokin quan trong trong viéc
kich hoat dai thuc bao dé tiéu diét cac vi khuan bj thyc bao cling nhu cac cytokine
diéu hoa mién dich khac. Hoat dong gy doc té bao cua té bao NK ¢ co ché giéng
nhu céc té bao lympho gay doc té bao khac nhu té bao TCD8. Tuc 13, sau khi duoc
kich hoat, t& bao NK giai phong cac hat Perforin va Granzyme, bt dau qué trinh
apoptosis & cac té bao dich [73].

Té bao NK ciing dong mdt vai trd quan trong trong viéc loai bo cac bénh nhiém
tring do vi rat va cac khéi u ac tinh. N6i chung, té bao NK theo di su thay doi trong
can bang noi moi cua té bao dich thong qua biéu hién cua cac phdi tir bé mit té bao.
Diéu nay bao gém su biéu hién cua cac phan tir ac ché cu thé va mac do biéu hién
ctia cac phdi tir phd bién nhw MHC-I [74]. C6 rat nhiéu céc phan tir ¢ ché nhu B7-
H6 1a phdi tir cho thu thé NKp30 hoic MIC-A 1a phdi tr cho thu thé NKG2D va
MHC-I dugc biét dén nhu mot phdi tir cho thy thé KIR [73, 74].

1.4.2. Péc diém ciia té bao tiéu di¢t tw nhién (NK)
1.4.2.1. Péc diém chung

Té bao giét ty nhién (Natural killer - NK) c6 vai trd quan trong trong dap tng
mién dich bam sinh chéng lai cac tac nhan ndi bao nhu vi rat hay cac vi khuén khac.
Té bao NK lan dau tién dugc biét dén vao nim 1975 khi hai nhom nghién ctru cua
Herberman RB va Kiessling R cting phat hién mot nhom té bao lympho c¢6 kich thude
16n hon té bao lympho T va B, chtra nhitng thanh phan khéc biét trong té bao chit c6
kha ning gy doc voi té bao ung thu [75]. Té bao NK chiém khoang tir 10 dén 15%
s6 luong té bao lympho. Té bao NK 12 mét trong nhiing té bao quan trong ctia hé
théng mién dich bam sinh chéng lai cAc tic nhan ndi bao nhu vi rdt, mot sd vi khuan
hoic & bao ung thu.

Niam 1982, Steven A Rosenberg tir Vién ung thu quéc gia Hoa Ki phat trién
phuong phap nudi cay, hoat hda té bao NK c6 kha ning tiéu diét tryc tiép té bao ung
thu [76]. Tuy nhién, do méi trudong nudi cay han ché, thoi gian nubi cay ngan 5-7
ngay, ty 18 nhan nudi té bao thap (khoang 12 lan), thiéu nhitng chat hoat héa hiéu qua
cho nén hiéu qua 1am sang chua cao. Gidng nhu céc té bao lympho khéc, té bao NK
bat nguon tir cac té bao dau dong lympho & tuy xuong, sau dé chung dugc biét hoa
va phan bb & nhiéu loai md va co quan trong co thé nhu tay xuong, hach lympho,
lach, mau ngoai vi, phoi va gan [77]. Cac té bao NK la nhitng té bao lympho biéu
hién CD56 va khong biéu hién CD3 [77]. Mitc d6 biéu hién CD56 cua c4c té bao NK
cling khac nhau. Khoang 90% cac té bao Té bao NK & mau ngoai vi va lach c6 muc
biéu hién thap véi CD56 va manh voi CD16 (CD569™CD16%) [77]. Cac té bao nay
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c6 hoat tinh doc té bao manh khi twong tac véi cac té bao dich (vi du nhu té bao ung
thu). Nguoc lai, hau hét cac té bao NK trong hach lympho lai biéu hién manh CD56
va khéng biéu hién CD16 (CD56™9"CD16-), ching chu yéu dong vai trd diéu hoa
mién dich thng qua viéc tiét cac cytokine nhu interferon — y dap tng lai sy kich thich
bang IL-12, IL-15 va IL-18 [77]. Ngoai ra, chling con biéu hién cac yéu té phién ma
Eomesodermin (EOMES) va protein perforin phan giai té bao [78, 79].

Té bao NK c6 hoat tinh gdy doc cytoxic twong ty nhu té bao T doc CD8+,
d6ng thoi chdng san xuat cytokin thiic day qué trinh hoat dong cua té bao T bo tro
nhu Th1,2,17. Té bao tién than cua té bao NK la céc té bao gdc tao méau tiy xwong
CD34+ CD45RA+, sau d6 di chuyén dén cac vi tri khac nhau cua co thé noi ¢ cac
tin hiéu IL-15 kich thich truéng thanh té bao NK (CD3-CD56+) [80]. Hai quan thé té
bao NK chinh 1a CD569" +CD16- va CD56%M +CD16+. Trong mau ngoai vi, quan
thé CD56™19" chi chiém khoang 10% tong sé té bao NK, trong khi 90% con lai 1a
CD56%M. Con ddi véi cac khu viec mo khac nhu hach bach huyét, amidan, da day,
rudt, gan, tir cung, tuyén thuong than va mé md noi tang co su hién dién cua té bao
NK chu yéu 1 té bao CD569". Twong tw, d6i Vi cac co quan c6 do tudi mau cao
khac nhu phdi, than, tay xwong, lach, quan thé té bao NK CD569" ¢ciing chiém wu
thé [79]. CD16 c6 kha nang diéu khién qué trinh gay doc phu thudc khang thé trong
khi quan thé té bao CD569" dwroc biét dén vai kha nang san sinh cytokin manh mg,
con quan thé CD569™ cd kha nang gay doc té bao noi troi hon ca. Cac nghién ctu da
cho thay, hai dic tinh caa hai dong té bao CD56 nay c6 thé dugc thay doi trén moi
loai té bao dé thuc hién chirc ning mién dich. Cu thé, sau khi nhan dién duoc té bao
dich, t& bao NK CD56%™ s& cd kha ning gay doc cao, nhung ciing c6 kha ning tiét
cytokin. Nguoc lai, t& bao NK CD56™19" doi hoi su kich hoat béi cac cytokin nhur
IL2/IL12/IL15/IL18 dé c6 hoat tinh gay doc va san sinh cytokin [79].
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Hinh 1.7. Phan bé cua té bao NK trong méau va mé [79]

1.4.2.2. Quan thé té bao NK CD56™ M thirong trii trong mé

C6 rat nhiéu dic diém va co ché dé céc té bao nay ton tai duoc trong md. Mot
trong cac co ché d6 dugc cho 1a sy hién dién cia CD69 trén céc té bao NK nay va
khong biéu hién trén té bao NK méu ngoai vi [81]. Ban dau CD69 duoc nhan dién 1a
marker hoat hoa sém, tuy nhién, ngay nay, CD69 dugc biét 13 c6 lién quan dén su cu
trd trong mé cua té bao mién dich bang cach tc ché S1PR1 (sphingosine-1-phospate
receptor 1) biéu hién trén bé mat té bao thuong trd tai mé d6. Piéu nay dan dén giam
kha ning t& bao roi khoi md, gilp té bao mién dich 6n dinh va duy tri trong mo dé
thue hién céc chirc nang mién dich can thiét [79, 82]. Mot co ché tiém ning khac 1a
su tham gia cua cac chemokin, trong 6 CXCR6 va CCR5 déu duoc biéu hién cao
trén té bao NK CD569" ¢ m6 trong mo gan va mé lympho, nhung lai biéu hién thap
trén té bao NK CD5619" ¢6 trong mau ngoai vi, va thay vao d6 1a CCR7 biéu hién
cao trong quan thé CD569" ¢4 trong mau ngoai vi [79, 81]. Co ché tht 3 thuc day
su ton tai cua quan thé té bao NK CD56P9" trong md 1a sy biéu hién hoic ving mat
ctia cac phan tir két dinh nhu CD49a biéu hién manh mé trén té bao CD56"9" trong
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tr cung, nhung lai khdng biéu hién trén té bao NK luu hanh trong mau ngoai vi. Hon
nita, khac vai cac quan thé té bao NK CD56™9" trong mau ngoai vi, cac té bao nay
trong md thiéu su biéu hién cia CCR7 va CD62L (L-selectin), day la cac phan tir c6
vai trd trong viéc thuc day céc té bao NK trong mau ngoai vi tgi cac md lympho thong
qua céc tiéu tinh mach giau té bao noi méd (HEV) [79, 83]. Trong khi su biéu hién cua
CD62L, CXCR3 va CCR7 s& huéng céc té baoNK CD5619" dén cac co quan lympho
th cap, sy biéu hién ciia Chemerin R, CXCR1, CXCR2 va CX3CR1 ¢6 vai trd huéng
c4c té bao NK CD56%™ dén cac co quan ngoai vi giy viém dé phan tng véi cac phoi
tir chemokine twong rng cua chung [84].
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Hinh 1.8. Bdc diém cua quan thé CD56 bright trong cac mé khac nhau
Céc té bao CD56 P9 trong mau ngogi vi biéu hién cac ddu an homing tgi md lympho la
CD62L (L-selectin) va CCR7. Té bao NK thwong tri ¢ md bach huyét biéu hién CD69 va
CXCR®. Té bao NK thwong tri ¢ amidan (NKp44+ CD103 +) biéu hién thém ITGp7,
CD49a va mét phan CD9. Trdi nguwoc Véi cac té bao NK CD56°9" mau ngoai vi, chi mét
phan nhé cac té bao NK mé lympho, amidan va té bao NK ¢ gan biéu hién DNAM1. Pa sé
té bao NK cur trii ¢ gan (CD69+ CXCR6+) biéu hign CCR5. CD49a + (ngi mac tir cung va
decidua) biéu hién CD69, ITGB7, CD103 va NKp44 [79].
NK trong hach lympho
Hach lympho chia khoang 40% s té bao lympho trong toan bo co thé, trong
d6 chira 2-5% la té bao NK. Trén 75% té bao NK trong hach lympho I biéu hién
CD56"19M, C4c té bao nay it c6 kha nang san xuat IFN-y so v&i quan thé té bao NK
D56°79" trong mau ngoai vi va c6 kha ning ky giai té bao K562 twong duong vdi NK
CD56%M [79, 81].
Lach va tiy xwong: Lach va tity xuong chta tuong tng khoang 14 va 10% tong s6
té bao lympho, trong do, té bao NK tai lach chiém 5-20% va NK ¢ tiy xwong chi
chiém khoang 4% tong sb té bao lympho. Ti Ié quan thé té bao NK CD569™ va
CD569" chiém ti 1é twong duong nhau tai lach [79, 81].
NK tgi Amidan
Chi khoang 0.4% té bao lympho tai amidan 1a té bao NK, trong d6 tiéu quan
thé CD56°9" |3 chiém uu thé. Chi c6 khoang 7% céc té bao NK tai ddy mang ca 2
diu 4n CD69 va CXCRS, trong khi hau hét cac té bao NK tai day déu biéu hién cac
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diu 4n NKp44, CD103, CD49a, Integrinf7 va mot phan CD9, diéu nay hoan toan
khac biét véi cac quan thé té bao NK trong tiy xwong, hach lympho va lach. Cac té
bao NK CD569" taj amidan c6 kha ning san xuat IFN-y cao va c6 kha ning ly giai
té bao khi dugc kich thich bang IL-2 hoic IL-12 twong tu nhu quan thé té bao NK
trong mau ngoai vi [79].

NK tgi gan

Tai gan, NK chiém khoang 40% tong s té bao lympho c6 trong gan, trong d6
khoang 45% sé té bao NK & biéu hién EOMES+CD569", Té bao NK CD56°r 9 i
trd ¢ gan duoc dic trung boi sy biéu hién ddng thoi cia CD69 va CXCR6. Ching ¢6
biéu hién CCR5 va NKp46 cao, va biéu hien DNAM1 thap. Ngoai ra, c4c té bao nay
cling c6 kha ning san xuat IFN-y va biéu hién perforin and granzyme B & muc do
thap.

NK tai ti cung

Niém mac tir cung chtra cac té bao NK biéu hien EOMES+CD5619" v
CD49a, trong khi khdng biéu hién CCRS5. Trai nguoc véi mau ngoai Vi, tai day hau
nhu khong ¢6 bat ky té bao NK CD56%™ nao trong ca diéu kién c6 mang thai va khong
mang thai. Binh thudng, NK chiém 30% té bao lympho noi mac tir cung, tuy nhién
trong giai doan mang thai, trén 70% céc té bao lympho caa mang rung (I6p ndi mac
tr cung bién doi khi mang thai) 1a NK CD569", Céc té bao nay ¢ kha ning sang
xuat IFN-y va c6 doc tinh thap, tuy nhién ching lai dic trung bai su biéu hién cac thu
thé kich thich NKG2C and NKG2E ¢ mic do RNA [79].

Trén m6 hinh dong vat thuc nghiém, té bao NK trong 16p mang rung duoc cho
la cé chuc nang kich thich sy Xam cua nguyén bao nudi dudng trophoblast va tai tao
do6ng mach tay sdng thai nhi thdng qua viéc san xuat cac chemokin khac nhau va yéu
t6 tao mach nhu angiopoietins va GM-CSF. Chudt thiéu té bao NK trong Iép mang
rung cé biéu hién bat thuong trong thai ki, bao gom ca viéc tai tao mach bat thuong
cta dong mach mang rung. Mac du qua trinh hinh thanh nhau thai ¢ nguoi la khac,
tuy nhién su két hop dic hiéu giira allen HLA-C cua thai nhi dugc trinh dién boi
nguyén bao nudi dudng va su biéu hién KIR cua me da duoc chang minh 1a c6 lién
quan dén su hinh thanh nhau thai thanh céng [79].
1.4.2.3. Quan thé té bao NK mau day ron

Trong mau day ron, NK chiém dén khoang 30% tong sb té bao lympho, cao
hon han so véi ti 1é cua NK trong mau ngoai vi 12 10% [6, 85]. Cac té bao NK trong
mau day ron ciing cé kiéu hinh CD3-/CD56+ va ciing duoc phan thanh 2 quan thé
con CD56%M va CD569M, C4c té bao NK CD56 M |3 nhitng té bao it biét hoa hon
va CD56%M 13 nhitng té bao NK truéng thanh hon. Hon nita, ti 1& cua ching trong
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méu day rén khac so véi mau ngoai vi, cu thé 13, trong méau day rén, ti 16 CD16-
CD5619" cao hon so voi mau ngoai vi [6, 85]. Mau day rén 1a ngudn té bao cé dic
diém la d& dang thu thap, xir Iy va déng lanh. Nhitng nghién ctru 14m sang ciing chi
ra rang, quan thé té bao NK 1a nhitng té bao mién dich hdi phuc dau tién trén co thé
ngudi bénh sau khi dugc ghép té bao géc tao mau, diéu nay cho thiy né déng vai tro
quan trong trong viéc tai cau trdc hé mién dich cua co thé sau cay ghép [86]. Céc té
bao NK mau day rdn 1a nhitng té bao tré hon va c6 kha ning ting sinh manh hon so
Vi té bao NK méu ngoai vi. Ngoai ra, so véi té bao NK mau ngoai vi, mic d6 biéu
hién caa CXCRA4 (thy thé lién quan dén viéc 1am to trong tay xwong) trén té bao NK
mau day rén cao hon so v6i NK trong mau ngoai vi, diéu ndy goi ¥ rang cac té bao
NK tir mau day ron sé c6 kha nang 1am t6 (homing) trong tay xuong tot hon.

Tuy nhién, vi lwong mau day ron thu duoc 12 hiru han, do d6 sd lwgng céc té
bao NK mau day rén khi khong duogc ting sinh van con rat khiém ton va chung chua
truong thanh vé chie nang. Mot s6 nghién ciru chi ra rang kha niang gay doc tiéu diét
té bao ung thu K562 ciia NK mau day rén thap hon so véi NK mau ngoai vi, mac di
muac do biéu hién perforin, IFN-gamma, TNF-alpha noi bao cia ching 13 twong
duong nhau [6, 87]. Mot diém dang luu y nita 12 su biéu hién cac phan ti hoat hoa
mac du khong c6 su khéc biét nhiéu giira hai nguén NK, nhung NK c6 ngudn gbc
méu day ron c6 biéu hién thip hon cac phan tir nhu CD16, KIRs, DNAM-1, NKG2C,
IL-2R, granzyme B va biéu hién thu thé ¢c ché NKG2A cao hon so v6i NK mau
ngoai vi. Pidu ndy phan nao giai thich cho kha ning tiéu diét cac té bao khdi u cua
chang [87]. Tuy nhién, day la cau chuyén cia NK mau day rén khi chua duoc kich
thich boi cytokin. Khi duoc kich thich bang cytokin, kha niang gay doc cua NK tir 2
ngudn té bao nay la twong dwong nhau [88, 89].

1.4.3. Cdc thu thé bé mdt ciia té bao NK
1.4.3.1. Vai tro cua cdc thu thé

Chtrc ning cua té bao NK duogc diéu chinh bai sy can bang giira tin hiéu thu
thé kich hoat va thy thé tic ché. Céc thu thé hoat hoa kich thich protein tyrosine kinase
(PTK), chat nay s& phosphoryl hda céc tin hiéu chat nén dé kich thich NK hoat dong
tiéu diét té bao va két qua 1a qua trinh apoptosis cua cac té bao bi bi tc ché hoic bi
nhiém bénh. Trong khi dé, cac thu thé wc ché thuc day protein tyrosine phosphatase
(PTP) wc ché qué trinh phosphoryl héa do cac thu thé kich hoat gay ra. Do dé, té bao
NK bi trc ché va cac té bao khoe manh khong bi pha hay [73].

Trong qué trinh twong tac cua té bao NK véi céac té bao khac, két qua cua hoat
dong duoc xac dinh bang su tich hop cac tin hiéu bat nguon tir cac thy thé wc ché va
kich hoat trén t& bao NK va sy lién két caa ching véi cac phdi tir trén té bao dich
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[90]. Su biéu hién cua céc thyu thé hoat hda va tc ché rat da dang ¢ bat ky cé thé nao
va tham chi & cac té bao NK khac nhau trong cling mét co thé. Do d6, mirc do phan
g cua té bao NK véi cac loai té bao dich khac nhau ciing khac nhau [73]. Nguoi ta
wdc tinh rang c6 khoang 6.000-30.000 quan thé té bao NK khac nhau trong mdi ca
thé. Ngoai ra, u6c tinh c6 hon 100.000 kiéu hinh cua té bao NK duoc tim thiy trong
quan thé ngudi [91].
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Hinh 1.9. Chite nang hoat hda hodc ¢ ché NK cia cac thu thé

(A) CAc thy thé irc ché lién két véi cac phan tiz MHC 16p | va kich hoat cac men
protein tyrosine (PTP), do dé i ché qua trinh phosphoryl hda do cac thy thé hoat hda

gay ra va té bao NK khdng giét chét cac té bao khée manh biéu hién MHC lop |.

(B) Té bao bj xam nhiém hodc té bao ung thw giam biéu hién MHC 16p | va gay ra
biéu hién cua céc phai tir hoat hda bé sung. Két qua la khong co sw tiwong tic giiva cac
thy thé stc ché va MHC-1, va thiic ddy chike ndng hoat hda céac thy thé dé kich hoat cac
phan #ng cua té bao NK bao gom tiéu diét té bdao dich va tiét cytokine.

C6 rat nhiéu thy thé trén té bao NK, trong d6 c6 thé phan loai thanh 2 nhém chinh
dwa vao cau trdc phan tir caa ching: (1) Cac thu thé gidng lectin loai C bao gém
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NKG2, CD94 va (2) Cac thu thé gidng globulin mi&n dich bao gom thu thé gay doc
tu nhién (NCR_ Natural cytotoxicity receptors), CD16, ILT-2 va KIR (Hinh 1.10)
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Hinh 1.10.Cdu tric va phéi tir ciia cac thu thé cua té bao NK

1.4.3.2. Thy thé giong immunoglobulin trén té bao NK (KIR)

Thu thé gidng immunoglobulin cua té bao NK (KIRs) thugc vé ho glycoprotein
xuyén mang loai I duoc biéu hién trén bé mat té bao NK va mot s6 it té bao T [92,
93]. Chtic ning quan trong cia KIRs 1a diéu chinh hoat dong tiéu diét té bao NK bang
cach lién két véi cac phan t: MHC-1. Céc thu thé KIR c6 thé nhan ra céc té bao bi
xam nhidm hoic té bao ung thu bang viéc phan biét céc bién thé cua MHC-I [94].
CAu tric chung cua KIR bao gom hai hozic ba mién globulin mién dich loai C2, mét
viing xuyén mang va mot dudi té bao chat ngan hoac dai (Hinh 1.11). Theo dé, hau
hét tat ca cac phan tar KIR hai ving (KIR2D) ¢6 cau hinh D1- D2, trong khi phan tu
KIR ba viing (KIR3D) ¢6 ciu hinh D0-D1-D2. Pang chu ¥, hai ving cia KIR2DLA
va KIR2DLS5 I3 DO va D2 [95].
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Hinh 1.11. Cdu trdc phan ti KIR

Cac KIR hoat hoa c6 dudi té bao chit ngan va khéng phét tin hiéu trec tiép ma
thay vao do, cac tin hiéu thong qua lién két xuyén mang véi bo chuyén dbi tin hiéu
DAP12 cd chira cac thu thé kich hoat c6 ban chét tyrosine (ITAM). KIR hoat héa bao
gém KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5 va KIR3DS1. Céac thu
thé KIR uc ché phat tin hiéu truc tiép qua cac dudi té bao chat dai chta cac thy thé
mién dich c6 ban chat tyrosine (ITIM). Cac thu thé &c ché bao géom KIR2DL1,
KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL5 KIR3DL1, KIR3DL2 va KIR3DL3. Riéng
KIR2DLA4 c6 ca hai kiéu wc ché (ITIM) & dudi té bao chit va ciing co thé bét cap véi
phan tir hoat hoa tiép hop FCeRI-y [95].
1.4.4. Mé hinh hudn luyén va nhdn dién té bao ung thw ciia té bao NK
1.4.4.1. Mé hinh hudn luyén NK

Khoang 50% té bao NK biéu hién KIR, din dén su ton tai cia ca quan thé té
bao NK “duoc huan luyén” va KIR “khong duoc huan luyén” [91, 96]. Té bao NK
“duoc huan luyén” KIR theo truyén thong 1a nhitng té bao biéu hién thy thé KIR tc
ché véi phdi tir HLA. Do d6, cac té bao NK “khong duoc huan luyén” cé kha ning
chéng lai ca té bao dich khong biéu hién HLA va biéu hién HLA. Trong khi do, cac
té bao NK “dugc huan luyén” c6 phan tng chong lai cac té bao dich khong biéu hién
HLA nhung lai khéng phan &ng véi céc té bao dich biéu hien HLA [96]. Do do, té
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bao NK “dugc huan luyén” duoc cho 1a nhitng cam bién hiéu qua vé cac muc tiéu
khong biéu hién HLA [97].
1.4.4.2. Tuong tdc té bao NK va té bao ung thuw

Cac té bao NK c6 thé nhan dién té bao ung thu dya vao su phan tich biéu hién
cua cac yéu td khong phai ban than (non-self), yéu tb thiéu hut (missing — self) hay
yéu té bat thuong (stress-induced self) [98]. Cac dic diém nay déu cd & té bao ung
thu. Vi vy cac té bao NK duoc huan luyén dong vai trd quan trong trong viéc wc ché
tryc tiép hoac gian tiép su ting truong cua khdi u va ngan chan su di can cua té bao
ung thu. Sy c6 mat cua cac té bao NK & khdi u da duoc ching minh [99]. Ty 18 céc
té bao NK nay trong khéi u ty 18 thuan véi thoi gian séng kéo dai thém ¢ bénh nhan
méc ung thu da day, ung thu truc trang, ung thu phéi....[100, 101] Ty 1¢é té bao NK
thap & nhitng bénh nhan ung thu gan c6 di cin 1a mot bang chang cho thay NK lién
quan dén kha ning di can cua té bao [101].

CAc té bao ung thu 13 cac té bao di bj chuyén dang tir cc té bao binh thuong
ctia co thé, vi thé cac phan tir MHC 16p | cua té bao ung thu thuong bi giam biéu hién
hoac khéng biéu hién dé trén tranh sy nhan dién cua céc té bao mién dich. Bang thoi,
cac bién d6i cia DNA ciing nhu mét s6 qua trinh sinh ly cua té bao da dan dén sy
biéu hién cua cac phdi tir la trén bé mat té bao ung thu, ddy chinh 1a cac phdi tir s&
tuong tac voi cac thu thé hoat hoa cua té bao NK. Céc té bao ung thu bi giam biéu
hién MHC 16p | hay mang nhiing protein “la” trén bé mit déu 1a nhimg dich tan cong
Iy twong cua cac té bao NK. Kha ning nhan dién té bao ung thu cua té bao NK dugc
chang minh béi nhiéu nghién ctu khi quan sat thiy rang céc té bao ung thu bi thiéu
hut MHC 16p I déu bi loai bo bai céc té bao NK. Thém vao do, cac thu thé irc ché cua
NK c6 kha ning phat hién duoc nhitng su thiéu hut ndy. Céc té bao NK con c6 thé
tiéu diét té bao ung thu thong qua co ché sir dung céc thu thé hoat hoa dé phat hién
cac phdi tir chi biéu hién & cac té bao da bi bién d6i nhu té bao ung thu. Vi du nhu
thu thé NKGD2 cua NK c6 thé phat hién va lién két vai MICA va MICB 14 hai loai
protein dugc tong hop va tiét bai nhiéu loai té bao ung thu biéu mo, ung thu mau va
ung thu sac t6 [99-105].

Cac té bao NK co thé tiéu diét truc tiép té bao ung thu bang nhiéu cach: (i)
Tiét ra cac hat ngi bao chtra cAc chat perforin va granzyme dé kich thich qua trinh
apoptosis & cac té bao ung thu. Khi té bao NK tuong tac véi té bao ung thu, cac hat
noi bao trén s& duoc tap trung vé phia mang té bao noi tiép xuc véi té bao ung thu va
dugc giai phong vao khoang gian bao theo cach van chuyén phu thudc canxi. Tiép do
c4c granzyme s& dugc dua vao té bao ung thu nhd cac perforin tao cac 15 trén mang
sinh chat. Cac granzym sau khi vao té bao s& kich thich sy hoat hda caspase va gay
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hién tugng chét theo chuong trinh; (ii) Kich thich qua trinh apoptosis bang con duong
thong qua thu thé gay chét. Mot sé té bao NK biéu hién mét sé protein thuéc nhom
yéu té hoai tir khdi u nhu TNF-a, FasL hoic TRAIL. Céc yéu té nay khi twong tac
Vvé6i cac thu thé cua ching nhu FasR va TRAILR trén té bao ung thu s& kich hoat
apoptosis; (iii) Tiét ra cac yéu to nhu IFN-y c¢6 kha ning anh huong tiéu cuc dén qué
trinh tang sinh mach méau khéi u va thuc dy cac dap tng mién dich dic hiéu [98,
101, 102, 106, 107]. Bong thoi cac cytokine khi tic dong dén cac té bao ung thu luén
kém theo cac phan ng san sinh oxit nitric (NO), do d6 kich thich céc té bao NK tiéu
diét té bao ung thu theo con duong tin hiéu NO; (iv) tiéu diét té bao ung thu bang con
duong gay doc té bao phu thuoc khang thé (ADCC - antibody-dependent cellular
cytotoxicity) nho su biéu hién CD16 trén cac té bao NK [98].

Tac dong gian tiép cua cac té bao giét tu nhién duoc thé hién thdng qua su
tuong tac cua cac té bao nay véi cac té bao mién dich khac nhu té bao tua (DC), dai
thue bao, té bao T va cac té bao noi mo dé tiét cac loai cytokine nhu chemokin va céc
yéu t tang truong [98, 106, 108]. Bang cach san xuat IFN-y, cac té bao NK kich thich
c4c té bao TCD8 trg thanh té bao T gay doc (CTL), hd trg biét hoa té bao TCD4 theo
huéng dap tmg Th1 dé thuc day su biét hoa té bao T thanh cac té bao T gay doc (CTL)
[98]. Bong thoi cac cytokine tiét boi té bao NK c6 thé kich thich té bao lympho B san
Xuit cac khang thé don dong chong ung thu. Thém vao do, cac té bao ung thu bi giét
boi cac té bao NK s& cung cip cac khang nguyén ung thu cho cac té bao tua (DC),
thiic day cac té bao nay truong thanh va trinh dién khang nguyén. Dén luot minh, cac
té bao tua c6 thé dé& dang kich thich su dap ung cua cac té bao T gay doc thong qua
su trinh dién cac khang nguyén dac hiéu ung thur.

1.4.5. Cdc nguon thu nhén va cdc phwong phdp hoat héa té bao NK

Tay thudc vao liéu phap sir dung té bao mién dich tu than hay dong loai ma té
bao NK c6 thé thu nhan tir cac nguon khac nhau.

So vai nguon thu nhan té bao T, cac nguon cd thé thu thap té bao NK tuong
d6i da dang, bao gom té bao don nhan trong mau ngoai vi (PBMCs_Peripheral
mononucle cells ), mau day réon (UCB_Umblical cord blood), tay xuong (BM_Bone
marrow), té bao géc nhu té bao gdc phdi (hESCs_Human embryonic stem cells) hoic
té bao gdc van nang cam tng (iPSCs_induced pluripotent stem cells) hay cac dong té
bao NK thuong mai nhu NK-92 hay NK-92MI. Mdi ngudn ké trén déu c6 nhiing uu,
nhuge diém nhat dinh trong qua trinh phan lap, hoat hoa, ting sinh tao san pham té
bao dap &ng céc tiéu chuan 1am sang [109].
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1.4.5.1. Té bao don nhdn mdu ngoai vi

Té bao don nhan mau ngoai vi (PBMCs_ Peripheral blood mononuclear cells)
dugc danh gia 1a ngudn an toan, thuan tién va céc té bao mién dich c6 tiém ning tham
gia vao cac dap tng mién dich chéng khéi u. Tir mau mau ngoai vi, PBMCs duoc
phan tach bang phwong phap gan tach apheresis hozc ly tam phan 16p theo ty trong
sir dung Ficoll trong cac phong thi nghiém dat tiéu chuan cGMP (Curent good
manufacturing practice). PBMCs chira tir 5-20% té bao NK CD3-CD56+ nhung kho
¢6 phuong phap phan tach toan bd quan thé nay dé dat hiéu suat va do tinh sach cao,
dap ung du lidu theo tiéu chuan 1am sang. Vi vay, can phat trién thém cac phuong
phap ting sinh NK tir PBMCs ngoai co thé dé dap &ng nhu cau sir dung.

Viéc tang sinh NK véi PBMC tu than nhu mét 16p té bao nudi (feeder) da duoc
chang minh 12 tao ra céc té bao NK hoat dong, cd chic ning cho diéu tri. Viéc st
dung cé4c thanh phan dat tiéu chuan GMP va 16p té bao nudi tu than 1 cac té bao don
nhan ciia mau ngoai Vi, cac quan thé té bao NK thuan khiét da duoc ting sinh hiéu
qua, gap 2500 lan so voi ban dau vao ngay nudi cay thir 17 [110]. Twong tu, mot béo
c4o khac ciing cho thay hiéu qua khi ting sinh NK v§i PBMC ty than vai su hién dién
ctia OKT3 va IL-2 ¢ ngay nudi cay thtr 14 [111]. C4c té bao nudi khac nhu Jurkat T-
lymphoblast ciing dd dugc sir dung dé tang sinh cua té bao NK kém theo su ¢c ché
phét trién cua té bao T [112]. M6t nghién ctru khac ciing cho thay quan thé té bao NK
tang sinh gip 277 1an sau 3 tuan (21 ngay) khi sir dung 16p té bao nudi 1 té bao K562
duoc bién d6i gen va biéu hién phan tur IL-15 va 4-1BB (CD137L) trén mang [113].
Nghién ctru caa Denman va cong su ndm 2012 ciing cho thay hiéu qua ting sinh NK
khi str dung té bao dém 1a K562 d3 duoc bién doi dé biéu hién dong phan tir IL-21 va
CD137L lién két mang [114]. Ngoai viéc ting sinh tong s6 té bao NK, cac chién luoc
dé tang sinh c6 chon loc c4c quan thé té bao NK d3 duogc phat trién. Céc chién lugc
nay dya trén quan sat rang, mac du sé luong gen KIR di truyén la ¢ dinh, nhung mdi
té bao NK riéng I¢é lai biéu hién mot sb bién thé KIR khéac nhau trén bé mat té bao
[115].
1.4.5.2. Té bao goc NK phan Idp tir té bao goc phéi hodc té bao iPSC

Té bao gdc da tiém nang nhu té bao goc phdi (hESC_ Human embryonic stem
cells) hay té bao goc van nang cam ung (iPSC) c6 thé biét hda thanh té bao gdc tao
mau hHSC, vi vay, day ciing c6 thé la ngudn dé ting sinh té bao NK. Dé cai thién kha
nang tan cong khdi u cua té bao NK, cac nha khoa hoc di tién hanh so sanh gita
PBMC-NK va iPCS-NK dugc ting sinh cing té bao trinh dién khang nguyén APC
(Antigen presenting cell) véi té bao PBMC-NK duoc hoat hoa qua dém. Két qua cho
thay PBMC-NK va iPCS-NK dugc ting sinh cling té bao APC nhan tao c6 kha ning
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tao dap tng mién dich khéi u tét trong mé hinh in vivo. Tuy nhién, hESC hay iPSC
doi hoi cac yéu cau ky thuat phic tap dé duy tri tinh gdc, biét hda thanh hHSC va van
con nhiéu lo ngai vé kha ning sinh ung thu (tumorigenicity) caa ching.

Trai nguoc vai cac nghién ctu va thir nghiém 1am sang té bao NK tir PBMC va
CD34 + méu day rén, viéc tao ra té bao NK tir té bao gbc phdi hESC hoic iPSC la
mét linh vuc vai cach tiép can phic tap. Hién nay, viéc thiét ké thi nghiém nham tap
trung vao tbi wu hoa cac diéu kién nudi ciy dé tao ra céc té bao nay. NK tao ra tur
hESC va quan thé té bao gdc tao méau la nhiing té bao c6 chiic ning va cé kha ning
ly giai té bao. Ngoai ra, nhiing té bao nay c6 thé tiéu diét té bao ung thu bang cach
gy doc té bao tryc tiép qua trung gian té bao va ADCC. Kaufmann va cong sy da
cong bd viéc tao té bao NK & quy mo 1am sang. Phuong phap nay cho phép san xuat
cac té bao NK truong thanh va co chirc nang tir hESC va iPSC sau khi nudi cay it
nhit 2 thang bang cach s dung IL-21 biéu hién trén cac té bao trinh dién khang
nguyén. Sé luong té bao NK duoc thu hoach du dé diéu tri bénh nhan [115].
1.4.5.3. NK phan Idp tir CD34+ tity xwong va mdu ddy ron

Ciing nhu cac loai t& bao mién dich khac, NK c6 ngudn gc tir té bao gdc tao
méu (Hematopoietic stem cells HSCs) ¢6 trong tiy xwong. Vi vay, c4c ngudn mau
chira HSCs ciing duoc xem 1a ngudn tiém ning dé thu nhan té bao NK. Tuy xuong
va mau day rén 1a hai nguon HSCs dbi dao va c6 nhiéu tiém nang ¢ng dung trong
lam sang. Mot s6 nghién cau gan day cho thay, ¢ thé tang sinh t& bao NK khong chi
tr mau UCB tuoi (fresh UCB) ma ca cac mau UCB da duoc luu trit dong lanh véi
kha ning tang sinh t6t ma van duy tri duoc tinh an toan va chic nang mién dich.

Dic biét, mau day rén duoc coi la ngudn réac thai sinh hoc sau khi em bé dugc
sinh ra néu cha me khdng cé nhu cau luu trit té bao gbc cho chinh dira con cua minh.
Cac nghién ciru trude day cho thay rang, NK chi chiém mat ti 1é twong ddi nho trong
maéu day rén, va tay xuong. Do d6 da co rat nhiéu cac quy trinh khac nhau dugc phéat
trién dé tang sinh té bao NK tir té bao CD34+ tay xwong (BM_ Bone marrow) va sau
d6 tir mau day rén (CB) bang cach ddng nudi cay vai cac loai té bao nudi va su két
hop cua cac cytokine thiic day sy phat trién cua té bao NK. Nhiéu hé thong nudi cay
st dung méi truong nudi cay khdng co huyét thanh dong vat, khong cé té bao nudi
va hdn hop heparin va cytokine dé thay thé cho vi méi truong ngoai bao caa BM
trong tdi nudi cay té bao hoac may nudi cay tu dong. Viéc nay gitp ting sd lugng NK
Ién m& rong 1én dén 10 té bao NK tir CD34+ ban dau. Té bao NK nay cd biéu hién
muc cao cac thu thé hoat hda va c6 kha niang ngan chin hiéu qua bénh bach cau dong
tay va cac dong té bao hic té, cling nhu cac dot blng phat bénh bach cau nguyén phat
[116, 117].
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1.4.5.4. Cdc dong té bao NK thirong mai

So véi cac ngudn di néu trén, dong té bao NK thuwong mai nhu NK-92 c6
ngudn gdc tir té bao CD3-CD56+ cua bénh nhan non-Hodgkin lymphoma. Dong té
bao NK-92 ¢ uu diém 1a ngudn khdng xam l4n, d& dang ting sinh, biéu hién yéu
hozc thiéu hau hét cac thu thé e ché so véi té bao NK tu nhién trong méau bénh nhan.
Vi vay, san pham té bao NK tri liéu c6 ngudn gdc tir dong NK-92 da dugc sir dung
trong thtr nghiém diéu trj ung thu phdi va melanoma va duoc FDA cho phép st dung
trong thtr nghiém 1am sang [109]. Tuy nhién, van dé vé tinh sinh ung thu ctia cac san
pham té bao dang nay ciing 1a mot thach thic cho cac nha nghién cuu.
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Hinh 1.12. Mét sé nguon phan ldp, ting sinh té bao NK [109].

1.4.6. Ghép dong logi té bao di¢t tw nhién (NK) trong tri liéu ung thuw
Hiéu qua va tinh an toan

Trong ghép ty than, cac té bao NK tach tir chinh bénh nhan ung thu ¢ thé bj vo
hiéu hda chtrc nang hoic khéng nhan dién duoc té bao dich khi dua trd lai co thé.
Diéu nay la do néu té bao ung thu ctiia ngudi bénh van biéu hién cac phan toe MHC
I6p I nhu cac té bao thuong, cac phan tir nay s& két hop vai céc thy thé ac ché cua té
bao NK va lam giam hoic tham chi &c ché su hoat hoa cac té bao diét tu nhién. Dé
khac phuc nhuoc diém nay, trong nhimg nim gan déy liéu phap ghép té bao NK dong
loai dugc tap trung nghién ctru va thir nghiém Iam sang.
Uu diém cia ligu phdp nay dé la:
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e Ghép té bao NK dong loai it gdy GVHD do dé nhitng tc dung phu gay ra bai
ghép NK ddng loai s& rat it ;

e Céc té bao NK tir ngudi cho khoe manh khong bi tac dong giam hoat tinh mién
dich boi sy ¢6 mat caa té bao ung thu ciia ngudi nhan, do d6 ¢6 tiém ning 16n
trong viéc uc ché khdi u.

« Ngoai ra, khi khdng c6 su phi hgp (mismatch) gitta phéi tir (KIR ligand) va thu
thé KIR & ngudi cho va nguoi nhan s& 1am ting hiéu qua diéu tri ung thu 1én
rd rét, dic biét ¢ cac bénh ung thu mau nhu bénh bach cau nguyén bao tay cap
tinh (AML - acute myeloid leukemia) .

Mot trong nhiing van dé dat ra cua liéu phap ghép NK dong loai d6 1a tim kiém
ngudi cho phll hop va mot phuong phap nhan nudi té bao NK ex vivo hidu qua dé
cung cap mét lwgng 16n té bao phuc vu cho diéu tri. Thuc té chi cd khoang 30% bénh
nhan c6 thé tim duoc té bao cho trong ddng tir nhitng ngudi ciing huyét thdng (cha
me hozc anh, chi em rudt), 70% con lai phai tim kiém ngudi cho trong dong tir nhiing
ngudi khdng c6 quan hé gan giii. Nhu vay mac du lidu phap ghép té bao NK ban
tuong dong d3 lam ting co hoi tim kiém ngudi cho phi hop cho cac bénh nhan ung
thu, nhung viéc tim ra cc ngudn cung cap méi van that su can thiét.

Té bao mau day rén chinh 1a mot ngudn thay thé day tiém ning dé cung cap cac
té bao mién dich trong liéu phap ghép té bao NK dong loai diéu tri ung thu. Uu diém
chinh cua sir dung ngudn cung cip nay do la:

(1) D& dang thu thap va bao quan lanh;

(2) Thoi gian tim kiém ngudi cho ciling nhu quy trinh cay ghép nhanh chéng hon

S0 Vi Ngudn mau tir nguoi cho truong thanh, didu nay dic biét quan trong doi
vai nhitng bénh nhan ung thu mau ac tinh ma kha nang tai phat 1on va nhanh
chéng va qué trinh ghép can duoc tién hanh trong giai doan bénh thuyén giam;

(3) Dé dang tim thay ty & KIR - HLA khdng phi hgp (mismatch) & mau day ron

véi nguol nhan;

(4) GVHD ciing rét thap khi sir dung céc té bao NK nhan nudi tir mau day rén do

ty I¢ té bao T trong méau day rén thap hon nhiéu so véi cac nguon mau khac;
(5) Kha ning ton tai cia NK trong mau ngudi nhan cao hon;
(6) Trong méu day rén chira quan thé té bao NK dau dong ma binh thuong khdng
xuat hién (hoac c6 rat it) trong méau ngoai vi;

(7) Mot sb nghién ctru con chi ra rang khi bi kich thich boi 1L-12 va IL-18 céc té
bao NK & mau day rén cé kha nang tiét IFN-y 16n hon va dong thoi tang biéu
hién thu thé hoat hda CD69 so véi cac té bao NK tir méu ngoai vi;
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(8) Su biéu hién manh thy thé CXCR4, mét thy thé hudng dich dén tay xuong, s&
gilp té bao NK tir mau day rén cd kha ning tap trung vé tay xwong nhiéu hon
so véi té bao NK tir mau ngoai vi. Bic diém nay rét c6 ¥ nghia trong viéc sir
dung té bao NK mau day rén dé diéu tri cac dang ung thu mau dong tay.

Cho dén nay di c6 nhiéu thir nghiém 1am sang pha I va II dang duoc tién hanh dé
danh gia mirc d6 an toan cling nhu hiéu qua cua viéc sir dung NK tir méau day rén két
hop véi héa tri hodc khang thé don dong dé diéu tri ung thu. Mic du vay, van dé 16n
nhét trong phuong phap nay d6 1a su gidi han vé luong mau day rén thu thap dan dén
su gidi han vé sé lugng té bao NK c6 thé sir dung dé ghép cho ngudi bénh. Do d6
phuong phép dé hoat hoa cac té bao NK tach tir mau day rén va lam ting hiéu qua
gy doc té bao ung thuc su can dugc nghién cuu.
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Pia diém, thoi gian va déi twong nghién ciru
- Nghién ciru duogc thyc hién tai bénh vién da khoa qudc té Vinmec Times City
dwa trén ngudn tai trg cua tap doan Vingroup va chap thuan cua hoi dong y duc
trong nghién ctu y sinh hoc Cong ty c6 phan bénh vién da khoa qubc té Vinmec s6
1507/2017/CN/HbDD VMEC, ngay 15/06/2017.
- 59 miu mau day rén dugc thu thap tir em bé caa cac san phu khoe manh, mang
thai tir tuan 37 tré di, khong mac céc loai virut viém gan B, C, HIV, CMV
(Cytomegalovirus) va Giang mai. Céac san phu ky cam két tinh nguyén hién mau
méu day rén. Mau mau day rén duoc thu thap tai Bénh vién da khoa qudc té Vinmec
tir thang 7/2017 dén 5/2018.
- Phan tich hoi ctru ddc diém quan thé té bao NK trudc va sau nudi cay cua chin
bénh nhéan (8 bénh nhan nam, 1 bénh nhan nit) mic ung thu da day, gan va phoi
thue hién liéu phap té bao NK tu than tir thang 12 nam 2015 dén thang 6 nim 2017
tai bénh vién da khoa qudc té Vinmec.
- Nghién ctru nudi cay tang sinh té bao NK méu day ron va phan tich cac dic
diém cua té bao NK trong qué tinh nudi cay tir 7/2017 dén 7/2021.

2.2. Phwong phap nghién ciru

2.2.1. Thu thdp miu
Phuong phap nay duoc tién hanh theo quy trinh k¥ thuat Thu thap mau day ron

duoc ban hanh tai Bénh vién da khoa qubc té Vinmec.
Chuén bi
- Vit tu: Tai thu thap mau cudng tén hoic ong ldy mau cd chat chéng dong
ACD hoic Heparin; bom tiém; gac; ging tay vo khuan;
- Thubc, héa chat: Betadin hozic con 70 do
Tién hanh
- Sau khi d& em bé ra khoi budng tir cung, bac sy/nit ho sinh ding 02 panh vo
khuan kep phan day rén & phia gan em bé; tiép theo Bac sy cét roi phan day rén
gitra 2 panh dé tach em bé khoi me va chuan bi thu thap mau day rén.
- Sét khuan day rén bang con 70 do hoic dung dich betadin. Choc kim vao tinh
mach day rén va dé cho mau day ron tu chay vao tdi thu thap hozc dung xylanh hat
mau tir tinh mach day ron sau d6 chuyén sang céc ong lay méau. Mau sau thu thap
dugc bao quan trong diéu kién 15-25°C va s& duoc tién hanh xu ly trong vong 24
gIo.
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2.2.2. Phwong phdp phin lgp té bao don nhin bang hé thong AXP
Phuong phap nay duoc tién hanh theo quy trinh ki thuat Xir Iy méau day rén duoc
ban hanh tai Bénh vién da khoa qudc té Vinmec.
Vit tu tiéu hao:
- B0 tai xir Iy mau day rén kin AXP, Thermogenesis;
Thiét bi:
- May ly tdm tai mau lanh Thermofisher, My
- Hé théng xtr Iy méu day rén tu dong, AXP-Thermogenesis, My
Héa chat:
- Dung dich bao quan DMSO (Dimethyl sulfoxide) (Protide, Pharmaceutical),
bao gan 15-30°C.
- Dung dich DEXTRAND T40 (Protide, Pharmaceutical), bao quan ¢ 2-8°C.
Tién hanh:
- Chuyén toan bo mau mau day rén tir tai thu thap sang bo kit xir Iy xchuyeen
dung. Tién hanh Idp bo kit vao device theo hitng dan st dung.
- Ly tam tdi mau lan 1 dé tao cac phan Iop vai toe do 1400 g, 10 phut, 10 d6C
- Ly tA4m tGi mau lan 2 dé hé théng tu dong thu 16p buffycoat (bao gom té bao
don nhan (MNC_Mononuclear cells), tiéu cau va hdng cau) chuyén sang tui chuyén
dung.
- MAu té bao buffycoat sau xir Iy duoc tron déu va lay mau dé d¢ém sé luong té
bao biang hé théng dém cong thirc mau.
- MAu té bao duoc tron voi dung dich bao quan chia DMSO va Dextrand (2-
8°C) sao cho ndng d6 cudi dung la 10% DMSO va 1% Dextrand, tiép d6 duoc ha
lanh va bao quan lau dai ¢ diéu kién nhiét do <-150°C

2.2.3. Phwong phdp phén \gp MNC bang ly tdm sir dung ficoll
Phuong phap nay duoc tién hanh theo hudng dan caa nha san xuat hoa chat, duoc
cong b tai trang https://www.stemcell.com/
Hoéa chat:
- Dung dich déém phosphat PBS 1X (Phosphate-Buffered Saline), Gibco
- Dung dich Ficoll (GE Healthcare hoac Stemcell)
- Thudc nhuém nhan té bao Turk’s, Sigma , Aldrich
Vit tu tieu hao
- Ong ly tam; Pipet nhua; Buong dém té bao; dau tip vo khuan, ...
Thiét bi
- T an toan sinh hoc cép I, Thermofisher, My
- Kinh hién vi soi nguoc, Olympus, Nhat



41

- Tunudi ciy té bao, Thermofisher, My
- May ly tdm Eppendorf, Buc
- Tulanh bao quan héa chat; may a nhiét kho, ...
Tién hanh
- MAu mau sau khi thu huyét trong duoc pha lodng véi dung dich PBS va
chuyén nhe nhang vao éng ly tim 50mL di chtra sin ficoll theo ty 18 thé tich (2:1).
- Ly tam éng mau véi toc d6 840 g trong thoi gian 20 phit & nhiét do 20°C, thu
16p té bao don nhan & giira va chuyén sang 6ng ly tam 50mL.
- B6 sung dung dich PBS 1X, tron déu va ly tm véi toc do 640 g trong thoi
gian 10 phdt & nhiét d6 20°C. Loai bo dich néi sau ly tdm va bé sung thém dung
dich PBS 1X, tron déu roi Iy 0,5 mL dé dém tong sé luong té bao bang may dém
cdng thirc mau.
- Tiép tuc ly thm mau véi tde d6 270 g trong 8 phit & nhiét do 20°C dé thu té
bao don nhan chuén bi cho budc nudi cay va luu trir.
- Té bao sau phan lap s& duoc luu trit trong dung dich bao quan chta 10%
DMSO va huyét trong ty than, véi ndng do 20-30 x 10° t& bao/ml hozc dung dich
bao quan pha san CryoStor® CS10 Cell Freezing, StemCell chira 10% DMSO.
2.2.4. Phan tich cdc ddu dn bé mdt biang phwong phdp dong chdy té bao
Phuong phap nay duoc thuc hién theo huéng dan cua nha san xuat khang thé duoc
cdng bé tai trang mang https://www.mybeckman.
Chuén bi
- Chuan bj c4c khang thé:
o CD34,CD3,CD4,CD8, CD16,CD19, CD56, CD45 hdng Beckman
Coulter va BD gan mau huynh quang pht hop dé phan tich ti Ié cac
quan thé té bao mién dich va té bao gbc tao méau co trong mau cuéng
rén
o CD94, NKG2D, CD158a, CD158b, NKp44, CD158e, NKG2C,
NKp30 va NKp46 hang Beckman Coulter gan huynh quang phtl hop
dé phan tich ti I& cac dau an hoat hoa va wc ché trén té bao NK.
- Dung dich ly giai hong cau VersaLyse Lysing Solution (Beckman Coulter)
- Thiét bj phan tich té bao dong chay Navios, Beckman Coulter.
Loai miu
- 1ml mau méu cudng ron toan phan sau thu thap dé phan tich dic diém céac
quan thé té bao mién dich trong mau cudng rén
- 1ml dich té bao NK nudi cdy dé phan tich cac dac diém cua té bao NK trong,
sau nudi cay
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Tién hanh
- Bb sung 10ul khang thé (theo khuyén céo cua nha san xuit) vao 100 pl mau
(khoang 10°- 108 té bao), tron déu va 1 tai 4 do C trong khoang 20-30 phit.
- Sau d6 bd sung 1ml dung dich ly giai hong cau d6i véi cac mau nhiéu hong
cau (méu cudng rén toan phan) hoic 1ml dung dich dém PBS 1x di véi mau té bao
nudi ciy khdng c6 hong cau.
- Chuyén mau Ién may Navios, Beckman Coulter va phan tich bang phan mém
Navios
2.2.5. Phwong phdp nhén nuéi té bao NK
Phuong phap nay duoc tién hanh dya trén hudng din cua nha san xuat hoa chat
Biotherapy Institute of Japan, Nhat Ban va da dugc mé ta ngan gon trong cng bd
trude d6 ciia nhom nghién citu Nguyén Thanh Liém va Hoang Thi My Nhung
(Nhung, 2018 #68).
Hoéa chat
- Bo Kit nudi cdy té bao NK dic hiéu: BINKIT, Nhat Ban:
o NK Cell Initial Flask: Chai nuéi ciy so cap di duoc xir Ii bé mat
day chai gan cac khang thé don dong.
o NK Cell Initial Medium: Mai tredng nudi cay so cap cho té bao NK
o NK Cell Initial Cocktail: Cocktail cho nuéi ciy so cap di duoc bod
sung cac yéu té tang truong chon loc chuyén biét cho té bao NK.
o NK Cell Subculture Medium: Mbi trudng nudi ciy tha cap cho té
bao NK.
- Dung dich PBS 1x, Ficoll (GE Healthcare)
- Thubc nhuém nhan té bao Turk’s
Vit tu tieu hao:
- Chai nudi cay (hdng Corning_Falcon) T25, T75, T225
- Tuinubi cay (hang Nipro, Nhat) sir dung véi mau cd thé tich Ién ma chai nubi
cay khong thé dap tng
- Ong ly tam, pipet nhua, dau tip vé khuan dung 1 lan (hdng Corning_Falcon)
- Budng dém té bao dung 1 lan (C-Chip, Han Quéc)
Thiét bi:
- T an toan sinh hoc cép I, Thermofisher, My
- Kinh hién vi soi nguoc, Olympus, Nhat
- Tunudi ciy té bao, Thermofisher, My
- May ly tdm Eppendorf, Btic
- Tu lanh bao quan hda chat; may u nhiét khe, ...
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Cac bwoc thuc hién
Buwéc 1: Thu nhan huyét tuong mau day rén:
- Ly thm mau véi toc d6 1710 g trong 10 phit & nhiét do 20°C dé thu huyét
tuong.
- Huyét twong duoc bat hoat & 58°C trong thai gian 60 phuit.
- Ly tamtai 1710 g trong 5 phit ¢ nhiét &6 20°C dé loai bo protein tua.
Buwéc 2: Phan lap té bao don nhan theo muyc 2.2.3
Buwéc 3: Nudi cay ting sinh té bao NK
Giai doan nudi cdy so cdp té bao NK
- Chuan bi chai nudi cay so cap: Chai nudi cay so cap danh cho té bao NK duoc
rira 2 1an vai dung dich PBS 1X.
- Mat d6 té bao nudi cay: 1x108 t& bao/ml, huyét twong tu than duoc b sung
theo ty Ié thé tich 1a 5% so véi moi trudong nudi ciy so cap.
- Bb sung Initial Cocktail cho té bao NK theo ti ¢ thé tich 13 40uL/ImL méi
truong so cap.
- Té bao don nhan duoc hoa déu trong méi truong nudi ciy so cip, sau do
chuyén toan bo dung dich chira té bao NK vao chai nudi cay té bao.
- Nudi ciy té bao bang vao tu nudi cay & diéu kién 37°C véi 5% CO2 trong 72
gio (3 ngay).
Giai doan nudi cay thiz cap té bao NK
- Thay mdi truong nudi cdy so cap: Thu dich huyén phu té bao nudi cay va tién
hanh ly tam véi toc d6 270 g trong 8 phdt, nhiét do phong. Loai b phan dich ndi
sau ly tam.
- Mai trudng nudi ciy thir cap chtra 5% huyét tuong tu than duoc sir dung dé
nudi cdy té bao trong giai doan tht cip véi mat do 1x108 té bao/ml, nudi ciy & diéu
kién 37C vai 5% CO2 trong ti nudi cay chuyén dung.
Kiém tra va bo sung méi truong nudi cay thir cap 2-3 ngay/lan, khdng loai méi truong
cill, va viéc nay phu thudc vao toc do tang sinh cua té bao, sao cho té bao dugc nudi
cay & mat d6 0,6 x 10°%— 3,0 x 10° té bao/ml. Thé tich huyét twong ty than b sung tir
ngay thir 5 tro di véi ndng do dudi 5-10% cho dén khi hét. Khi té bao dat s6 luong
khoang trén 100 x108, c6 thé chuyén té bao tir chai nudi ciy sang tli nudi cay.
2.2.6. Phwong phdp nuéi cdy va bdo qudn dong té bao K562
Loai miu
- Té bao thuong mai K562 la dong té bao ung thu bach cau dong tuy man tinh,
hinh thai dang tron va song trdi ndi trong méi trudng nudi cdy. Dong té bao nay
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duoc cung cap bai ngan hang té bao ngudn sinh hoc nghién ciru Nhat Ban (Japanese
Collection of Research Bioresources Cell bank-JCRB)

Thiét bi:
- Tuan toan sinh hoc cp 2; tu nudi cay té bao; kinh hién vi soi nguoc; may ly
tam lanh; bé 6n nhiét; ta bao quan héa chét. ..

Vit tu tiéu hao:
- Chai nu6i cay (hang Corning_Falcon) T25, T75, T225
- Tai nudi cdy (hang Nipro, Nhat) st dung véi mau cé thé tich 16n ma chai nudi
cay khong thé dap ting
- Ong ly tam, pipet nhwa, dau tip vé khuan dung 1 1an (hdng Corning_Falcon)
- Budng dém té bao dung 1 lan (C-Chip, Han Quéc)

Hoda chat:
- MBoi trudng nudi cdy RPMI 1640 (Gibco)
- Huyét thanh bo (Fetal bovine serum — FBS, Gibco)
- Dung dich PBS 1X (Gibco);
- Thudc nhuém Trypan Blue (Thermo Fisher Scientific);
- Dung dich DMSO (Stemsol, Protide Pharmaceutical);
- Penicillin/Streptomycin (Gibco).

Cac budéc tién hanh
- Sau khi xac dinh s6 luong va ty Ié séng/chét cua té bao bang thuéc nhuom
Trypan blue, tién hanh nudi té bao trong moi trudng nudi cay RPMI cé bd sung
10% FBS sao cho mat do té bao dat 0,2x10° té bao/ml. Kiém tra té bao dudi kinh
hién vi va b6 sung méi trudng nudi cay sau mdi 2-3 ngay.
- Té bao dong thuong mai K562 duoc nudi ciy trong méi trudng RPMI ¢6 bd
sung 10% FBS (Fetal bovine serum) va khang sinh Penicillin/Streptomycin ndng
d6 50 TU/ml trong diéu kién 37°C, 5% CO2.
- Tébao K562 duoc luu trir trong trong mdi truong RPMI ¢6 bo sung 20% FBS
va 10% DMSO (Dimethyl sulfoxide) trong diéu kién bao quan dudi -150 do C.
- Tébao K562 duoc rid dong trong méi trudng nudi cdy RPMI ¢6 bo sung 20%
FBS va Penicillin/Streptomycin néng do6 50 1U/ml trong diéu kién 37°C véi 5%
CO2 trong lan cay chuyén dau tién.

2.2.7. Phwong phdp nhan nudi té bao KHYG-1
Phuong phap nay duogc tién hanh dya trén huéng dan sir dung cia nha cung cap
dong té bao KHYG-1, Ngan hang JCRB tai website https://cellbank.nibn.go.jp.
Loai té bao
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- Tébao KHYG la dong té bao ung thu NK (Natural Killer Cell) KHYG-1 duoc
phan lap nam 1997 tir mau ngoai vi caa mot phu nix 45 tudi mac bénh ung thu mau
dong NK. Té bao c6 kha ning gay doc tinh manh véi té bao ung thu dong K562.
Tébao KHYG duoc cung cap bai ngan hang té bao ngudn sinh hoc nghién ctru Nhat
Ban (Japanese Collection of Research Bioresources Cell bank - JCRB)

Thiét bi:
- Tuan toan sinh hoc cp 2; tu nudi cay té bao; kinh hién vi soi nguoc; may ly
tam lanh; bé 6n nhiét; ta bao quan hoéa chat...

Vit tu tiéu hao:
- Chai nu6i cay (hang Corning_Falcon) T25, T75, T225
- Tai nudi cdy (hang Nipro, Nhat) st dung véi mau cé thé tich 16n ma chai nudi
cay khong thé dap tng
- Ong ly tam, pipet nhwa, dau tip vé khuan dung 1 1an (hdng Corning_Falcon)
- Budng dém té bao dung 1 lan (C-Chip, Han Quéc)

Hoda chat:
- MBoi trudng nudi cdy RPMI 1640 (Gibco)
- Huyét thanh bo (Fetal bovine serum — FBS, Gibco)
- Dung dich PBS 1X (Gibco);
- Thudc nhuém Trypan Blue (Thermo Fisher Scientific);
- Dung dich DMSO (Stemsol, Protide Pharmaceutical);
- Penicillin/Streptomycin (Gibco).

Cic buéc tién hanh
- Sau khi xac dinh s6 luong va ty I& séng/chét cua té bao bang thuéc nhuom
Trypan blue, tién hanh nudi té bao trong diéu kién 37 d6 C, 5% CO2 v&i moi truong
nudi cdy RPMI c6 bd sung 10% FBS, 200 IU/ml IL-2 va khang sinh
Penicillin/Streptomycin nong d6 50 1U/ml; sao cho mat do té bao dat 0,4x10° té
bao/ml duogc duy tri. Kiém tra té bao dudi kinh hién vi, dém sb luong té bao va b
sung moi trudng nudi cdy mai sau mdi 2-3 ngay.
- Té bao KHYG duoc luu trir trong trong méi truong RPMI ¢6 bo sung 20%
FBS va 10% DMSO trong diéu kién bao quan dudi -150 d6 C.
- Tébao KHYG duoc ra dong trong mdi trudng nudi cdy RPMI ¢6 bd sung 20%
FBS va Penicillin/Streptomycin néng d6 50 1U/ml trong diéu kién 37°C véi 5%
CO2 ¢ lan cay chuyén dau tién.

2.2.8. Phwong phdp dinh gid hoat tinh té bao NK

Phuong phéap nay duoc xay dung dya trén mo ta dau tién cia nhom tac gia Dewan va

cong su [118].
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Nguyén ly:

Sau khi cac té bao NK (Effector cell) duoc u véi cac té bao dich 1a cac té bao
ung thu K562 (Target cell) & cac nong d6 khac nhau, cac té bao mién dich s& thé hién
kha ning tiéu dich té bao ung thu ciia chiing bang con dudng giy doc khdng qua trung
gian t& bao. Dya trén su suy giam tin hiéu huynh quang cua chat nhuém Calcein-
Acetyoxymethyl (Calcein-AM) trén té bao dung thu K562 da duoc nhuém, dé danh
gid kha nang tiéu diét té bao ung thu K562 cua cac té bao mién dich sau mét khoang
thoi gian 3 gio.

Trang thiét bi
- Hé théng may danh gia hoat tinh Terascan (Nhat Ban)
- May ly tam lanh, ta an toan sinh hoc cip 2, tu nudi cay té bao, kinh hién vi soi
nguoc. ..
Vit tu tiéu hao
- Ong ly tam, pipet v6 khuan dung 1 lan (Corning_Falcon)
- Pianudi cdy 96 giéng loai half area d4y phing (Corning)
- Budng dém té bao dung 1 lan C-Chip (Han Quéc)
Hoéa chat
- MBoi trudng nudi cdy RPMI 1640 (Gibco)
- PBS 1x (Gibco)
- FBS (Gibco)
- Thudc nhudém Calcein AM (Invitrogen)
- Thudc nhudm trypan blue (Gibco)
- DCN 90
Tién hanh
- Pém sb luong va chuan bj té bao gy doc (Effector cell-E) 1a té bao NK sau
nudi ciy, hoat hda & 4 nong do nhu sau:
o NK 1: 4x10° té bao/ml (Tuong ang véi ty 18 E/T = 40)
o NK 2: 2x10° té bao/ml (Tuong ang véi ty 1& E/T = 20)
o NK 3: 1x10° té bao/ml (Tuong ang véi ty 18 E/T = 10)
o NK 4: 0,5x10° té bao/ml (Tuong tng véi ty 1¢ E/T = 5)
- Nhuom té bao dich K562 (Target cell - T) véi Calcein-AM.
- Chuan bj 2,5x10° té bao K562 trong 2,5ml méi truong nudi, bo sung Calcein-
AM véi mat do 10pg/ml vao 6ng té bao va i tai 370C vai 5% CO2 trong 30 phiit.
- Bosung PBS 1X t¢i 15ml vao ong ly tam, tron déu va ly tam véi tée do 270 g
trong 8 phdt ¢ nhiét do 200C. Thuyc hién 2 lan.
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- Hoa tan khdi té bao thu duoc trong méi trusng RPMI 10% FBS sao cho mat

d6 dat 0,2x10° té bao/ml.
- Chuén bj té bao ddi ching: té bao KHYG

Hoa tan khéi té bao thu duoc trong méi trudng nudi cdy voi mat do 4x10° té bao/ml.

Chuan bi té bao KHYG trong mdi truong nudi cay theo 4 ndng d6 khac nhau:

o KHYG 1: 4x10° té bao/ml (Tuong &ng véi ty 1& E/T = 40)
o KHYG 2: 2x10° té bao/ml (Tuong &ng véi ty 1& E/T = 20)
o KHYG 3: 1x10° té bao/ml (Twong wng Véi ty & E/T = 10)
o KHYG 4: 0,5x10° té bao/ml (Tuong g vai ty 1¢ E/T = 5)
- Chuyén 50pl té bao K562 (trong dwong véi 10.000 té bao) vao cac ghiéng va
1 VGi 100pl céac ong té bao NK, KHYG trén dia 96 ghiéng theo cac ti 1¢ va bd tri

nhu sau:

Bang 2. 1. So dé bé tri thi nghiém danh gid hoat tinh

11 2] 3 4 5 6 7 8 9 10| 1112
A
P
B C
P KHYG Sample 1
C C 100l KHYG + 50ul K562 100l NK + 50ul K562
P E/T= | E/T= | E/T=| E/T | E/T= | E/T=| E/T=| E/T
D C 40 20 10 =5 40 20 10 =5
E
N |N Sample 2 Sample 3
F CcC |C 100pul NK + 50ul K562 100l NK + 50ul K562
N |[N | E/T= | E/T= | E/T=| E/T | E/T=|E/T=|E/T=| EIT
G C |C | 40 20 10 =5 40 20 10 =5
H
Trong do:

PC = mau dbi ching duong: té bao K562 + moi trudng RPMI + DCN

90

C = mau ddi chung: chi c6 méi trudng RPMI
NC = miu ddi chirng &m: té bao K562 + méi truong RPMI
KHYG = té bao KHYG + té bao K562

Sample= té bao NK + té bao K562
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- Bb sung 150u1 méi trudng RPMI vao cac giéng C, 100pl vao céc giéng NC va
PC.
- Tron déu tit ca céc giéng chira té bao.
Po miu thoi diém 0 gid, 3 gio: Do cudng do tin hiéu huynh quang dia thi nghiém
biang hé thdng danh gia hoat tinh té bao Terascan, ghi nhan thoi diém 3 gio.
Phan tich két qua
- Két qua duoc may phan tich bang phan mém chuyén dung va thé hién dang
biéu dd 12 ty 18 phan tram (%) hoat tinh tiéu diét té bao ung thu & cac nong do khac
nhau, trong d6 phan trim hoat tinh duoc danh gia dva trén cuong do tin hiéu huynh
quang do duoc & céc ghiéng.
2.2.9. Phuwong phdp phén tich nhiém sic thé do (karyotyping)
Phuong phap nay dugc tién hanh theo quy trinh k¥ thuat dugc ban hanh tai bénh vién
da khoa qudc té Vinmec.
Nguyén ly
Str dung chat kich thich té bao phan chia, sau d6 dung colcemid dé té bao ding
phan chia & ky giita (metaphases) hoac ky giira sém (prometaphases). Céc té bao sau
d6 dugc pha vd mang bang viéc cho séc nhuoc truong. Bo nhiém sic thé cua té bao
duogc ¢b dinh trén tiéu ban va nhuém bang, sau 6 dugc phan tich kiéu nhiém sac thé
theo tiéu chuan ISCN (International System for Human Cytogenomic Nomenclature
2016).
Loai mau
- Té bao NK dang trong pha ting trudng (tir ngay nudi ciy thir 18 tré di) duoc
nuéi & mat do 1 x 10° té bao/ml
Chuén bi
- Trang thiét bi: Tu an toan sinh hoc cap Il (Thermo Fisher, M¥), T 4m nuéi
cay c6 CO2 (Thermo Fisher, M¥), Tu hit héa chat (Thermo Fisher, M¥), Kinh hién
vi quang hoc (Leica, buc), May ly tam (Eppendorf, Buc), Pipet aid (Eppendorf,
Puc), Ban say mau.
Vit tw
- Chai nudi cay (Corning_Falcon)
- Ong ly tam, pipet, ging tay, gidy tham
Hoa chat
- Moi truong RPMI 1640 (Gibco);
- Huyét thanh bao thai bé (FBS) (Gibco);
- Phytohemaglutinin (PHA) (Gibco);
- Dung dich Karyomax Colcemide nong 6 10pg/ml (Gibco);
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Dung dich nhugc treong KC1 0,56%; Methanol, Acid acetic (Sigma-Aldrich)
Dung dich sodium hypochlorite 10% hoic bot giat; Cén 70° (Viét Nam).

Tién hanh
Chudn bi trwéc thu hogch té bao:

O

O

O

Lam am KCI 0.56% & 37 d6 C trong 1 gio trude thu hoach

Pha dung dich Carnoy theo ty I¢ 3 Methanol/1 Acid acetic

Phién kinh dugc ngadm vai dung dich sodium hypochlorite 10% qua
dém va ngam nudc cat trudc khi sir dung.

Thu hogch té bao:

O

O

B4 sung PHA vao mdi chai nudi ciy té bao sao cho thé tich PHA
dat 2,5%, tron déu. Nubi cay té bao trong 48 gio.

B6 sung dung dich colcemide vao mdi chai nudi cdy sao cho nong
d6 dat 10pl/ml, ¢ & ta nudi cay trong 22 phut.

Chuyén toan bo dung dich & chai nudi ciy vao ng ly tam, ly tam
1800 vong/phut trong 5 phit, loai dich néi. Tiép theo bo sung 9ml
KCl1 0,56% da dé 4m 37°C trudc, tron nhe, u trong 18 phat ¢ nhiét
do6 phong.

Tiép tuc bd sung 0.5-1 ml dung dich Carnoy, tron nhe ly tam 1800
vong/phut trong 5 phut, loai dich ndi.

B sung 6ml Carnoy, u trong 15 phit tron nhe ly tam 1800
vong/phut trong 5 phut, loai dich ndi. Lap lai budc nay 2-3 lan.
Giir lai 1-2ml can té bao sau khi riza Carnoy

Lén tiéu ban

O

O

Tron déu can té bao, phun khoang 100ul can té bao 18n mai tiéu ban,
lam kho trén ban say 60°C. 2-3 tiéu ban/1 chai nudi cay.

Kiém tra chat luong tiéu ban bang kinh hién vi soi ngugc danh gia
sb luong va chat lwong cum nhiém sac thé.

Giit tiéu ban trén ban sy 60°C hoic ta 4m 60°C qua dém.

Nhuém béng va Igp cong thirc nhiém sdc thé
Chuan bi héa chét:

O

o O O O O

Cdoc 1: Pha 0,059 trypsin bot vao 50ml nuge mudi 0,9%o;
Coc 2: Pha 100ml FBS 2%;

Cbc 3: Nudc mudi 9%o;

Cdc 4: Nudc mudi 9%o;

Cbc 5: Pha Giémsa 10% trong dém pH 6,8;

Cdc 6: Pém pH 6,8.
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- Nhing tiéu ban trong céc 1 tir 1 - 2 phdt;
- Chuyén sang cbc 2/30 giay;
- Chuyén sang cbc 3/15 giay;
- Chuyén sang cbc 4/15 giay;
- Chuyén sang cbc 5 /10 phdt;
- Chuyén sang cbc 6 /15 giay;
- Rura dudi voi nudc chay
Phan tich két qua: Tiéu ban sau khi nhuém biang G duoc phan tich bat thuong vé
s6 lwong, cau tric trén kinh hién vi & do phong dai 1.000 lan va dugc phan tich bang
phan mém chuyén dung.

2.2.10. Phuwong phdp xdc dinh néi djc té endotoxin
- Endotoxin 1a mot dang cua chat gay sdt, c6 ban chat lipopolysaccharide. Thanh
phan chinh cua thanh té bao vi khuan gram am, c6 dac tinh rat bén vai nhiét, 1a mot
trong nhitng nguon gay nhiém hé thong nudi cy va xi Iy té bao. Endotoxin ciling
duoc tim thy trong nudc, huyét thanh va cac san pham bé sung cho nudi cay, dic
biét 1a nhitng san pham Ién men hozc dugc san xuat bang hé thng vi khuan.
- Nong d6 endotoxin trong cac mau xét nghiém c6 thé dugc dinh luong bang
phép thtr ndi doc t6 vi khuan. Phuong phap sir dung thude thir Limulus Amebocyte
Lysate la dich ly giai c6 trong mau mét loai sam bién, Limulus polyphemus hoic
Tachypleus tridentatus. Nguyén 1y ctia xét nghiém dwa vao viéc do do duc chat mau
duoc giai phong ra tir phan ung giira thude ther LAL (Limulus Amebocyte Lysate)
v6i noi doc té cua vi khuan dé xac dinh ndng d6 noi doc td - endotoxin c6 trong
khdi té bao str dung dé truyén cho ngudi bénh.
- Phuong phap nay duoc tién hanh theo huéng dan cua nha san xuat thiét b,
duoc cong bd tai trang mang www.criver.com.

Thiét bi
- May Endosafe — PTS, Charles River, M¥;
- May vortex; Pipet...

Vat te
- Pau Tip; Gang v6 khuan;
- Ong thuy tinh Charles River T-300 khong chira endotoxin
Hoéa chat
- Thé PTS—100 d6 nhay tir 0,005 EU — 0,5 EU (Charlie River);
- Dung dich LAL Reagent (Charlie River).
Loai miu
- Mai truong nudi cay té bao NK tai ngay nudi cay thir 18 tro di.
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Tién hanh:
- Budc 1: Khoi dong thiét bi Endosafe — PTS, doi cho may gia nhiét 1én 370C.
- Budc 2: Pha lodng mau
- Budc 3: Cai dat thiét bi Endosafe — PTS
- Buéc 4: Tramau
o Hut 25ul miu di chuan bi vao du 4 giéng cua thé PTS, nhan Enter
o Thoi gian hit mau va phan tich két qua cua may trong vong khoang
15 phat

- Budc 5: Phan tich va ghi nhan két qua
- Két thic thoi gian chay mau, két qua sé ty dong duoc in tir may in

2.2.11. Phwong phép xét nghiém mycoplasma
- Mycoplasma la sinh vat nhan so (prokaryote) kich thudc nho va cau tric don
gian. Chiing séng phu thugc vao vat cha dé Iy dinh dudng trong subt qua trinh sinh
téng hop. Viéc kiém tra su ¢ mat caa Mycoplasma gidp han ché ton that 16n khi
nudi cay té bao dai ngay, dong thoi kiém soét san pham té bao truéc khi tiém truyén
vao co thé nguoi.
- Phuong phap st dung kit MycoAlert® Mycoplasma plus cho phép xac dinh
su c6 mat cua 44 loai Mycoplasma phé bién mot cach nhanh va chinh xac nhét.
Nguyén ly cua phuong phap nay dua trén Mycoplasma bi dung giai s€ giai phong
ra moi tredng enzym xc tac cho phan eng chuyén héa ADP thanh ATP va s& nhanh
chong 1am gia ting ndng d6 ATP trong co chit. Bang viéc do do phat quang sinh
hoc cua phan tng dudi day trude va sau khi bo sung co chat, s& cho biét sy c6 mat
hay khong cua Mycoplasma:

Luciferase
ATP+ Luciferin + 02 ——— Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Anh séng
Mg2+

- Phuong phap nay duoc tién hanh dia trén hudng din caa nha san xuat thiét bi
va héa chit, duoc cong bé tai website https://bioscience.lonza.com/.
Trang thiét bi
- Pipet, may vortex;
- Thiét bj do d6 phat quang Lucetta Luminometer, Lonza, Thuy S¥;
Vat tw
- Gang tay vo khuan, dau tip,
- Ong dyng mau thay tinh vo khuan (Charlie River)
Hoéa chat
- Kit MycoAlert™ Plus Mycoplasma Detection — Lonza;
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- Kit MycoAlert™ Assay Control Lonza,
Loai miu
- Mai truong nudi cdy té bao NK tir ngay nudi cay the 18 trg di
Thuc hién ky thuat:
- Chuéan bi miu va do két qua
o Kiém tra mau, néu mau c6 té bao hoic cin té bao, tién hanh Iy tam
300g x 5 phut dé loai bo can té bao
o Chuan bi 03 éng xét nghiém da duoc gin nhén:
o Ong chimg Duong: 80ul miu ddi chimg duong - Kit MycoAlert™
Assay Control
o Ong ching am: 80pl ddi chang &m - MycoAlert™ PLUS Assay
Buffer
o Ong mau: 80ul mdi truong nudi cy té bao NK
- Bbsung 80pl dung dich MycoArlert Reagent vao mdi éng xét nghiém, lic déu
cac 6ng, u 5 phat & nhiét 6 phong.
- Lan luot dat cac 6ng xét nghiém chira mau vao may do, ghi nhan két qua do
A cta mdi loai mau.
- Tiép tuc bd sung 80ul co chat MycoAlert Substrate vao mdi éng nghiém, lac
déu céac 6ng, u mau trong 10 phut, nhiét d6 phong.
- Lan luot dit cac ng nghiém chira mau vao may do, ghi nhan két qua do B cua
mdi loai mau.
- Thiét bi hién thi két qua ty I¢ X = B/A cho tirng mau, trong dé:
o X <1Amtinh
o 1<X<1.2Nghingo
o X > 1.2 Duong tinh
2.2.12. Phwong phdp xdc dinh ti Ié séng té bao bang trypan blue
Xanh trypan 1a: mét loai thudc nhuom dung dé phan biét giita té bao séng va
té bao chét. Pay 1a mot thuéc nhuom khong dugc hap thu quan thanh cua cac té bao
séng khoe manh, ma chi dugc hap thy qua thanh cua céc té bao chét.
Phuong phéap nay duoc tién hanh dya trén huéng dan cua nha san xuat hoa
chat dugc cbng bd tai trang mang https://www.thermofisher.com/
Tién hanh
- Tron déu té bao bang pipet, lay 10-20ul hdn hop té bao va éng Eppendorf
- Tron déu té bao vai chat nhuom xanh trypan theo ti 18 1:1 va chuyén 10ul hdn
hop sang budng ¢ém hong cau chuyén dung.
- Pém sb luong té bao, trong do:
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- Té bao sbng Ia té bao khdng bat mau thubc nhuém bén trong té bao chit

- Té bao chét Ia té bao bat mau thudc nhuom.

Céach dém: dém té bao bén trong 4 6 vudng 16n va cac té bao niam trén 02 canh bt
ky cua 4 6 vudng 16n d6 thudc budng dém (nhw hinh 13)

I
1 | 2

mm2. 1. Quy tdc dém té wau'trén buong dém

- S6 luong té bao sdng duoc tinh theo cong thic:
X 2 x 10* x thé tich (ml) (té bao)

S6 lwgng té bao sdng dém dwoc
2
- Tilé té bao song duoc xac dinh bang céng thirc

x 100%

Tong s té bao séng =

S6 té bao séng

Ti 1€ % té bao song =————— ———
: Té bao séng+TE bao chét

2.2.13. Phwong phdp dém soé lwong té bao cé nhin bang thuéc nhuém Turk’s
Thudc nhudm Turck’s 1a: 1a mot chat nhuém huyét hoc (c6 mau tim pha 18
hodc xanh methylene trong dung dich nudc) duoc pha ché trong axit axetic 99%.
Dung dich nay s& pha hity cac té bao hong cau va tiéu cau trong mau mau (axit axetic
la tc nhan ly giai chinh) va nhuom mau nhan cua céc té bao bach cau, gidp ching dé
nhin va dém hon.
Phuong phap nay duoc tién hanh dua trén huéng dan cua nha san xuat hoa
chat dugc céng bd tai trang mang https://www.sigmaaldrich.com/
Tién hanh:
- Tron déu dung dich té bao bang pipet, ldy 10-20ul hén hop té bao va éng
eppendorf
- Tron déu té bao voi chat nhuom theo ti 16 1:1 va chuyén 10ul hdn hop sang
budng dém hong cau chuyén dung.
- Pém sé luong té bao, trong d6: Té bao c6 nhan té bao bat mau thudc nhudm.,
- Céch dém: @ém té bao bén trong 4 6 vudng 16n va cac té bao nam trén 02 canh
bat ky cua 4 6 vudng 16n d6 thudc budng dém (twong tu nhu dém té bao st dung
chat nhuém xanh trypan)
- S luong té bao c6 nhan dugc tinh theo cong thic:
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S6 lwong té baodém dwgc
2

2.2.14. Phwong phdp lwu trit dong lanh té bao

Téng s6 té bao ¢ nhan = X 2 x 10* x thé tich (ml) (t& bao)
Phuong phéap nay dugc thyc hién dya trén huéng dan cua nha san xuat hoa chat duoc
cong bd tai trang web https://www.stemcell.com/products/cryostor-cs10.html

- Bwéc 1: Chuan bi méi truong luu trit bao gom:

o V&i méi truong luu trir t& bao don nhan hodc NK: Huyét twong bét
hoat nhiét tu than hoac huyét thanh nhom méu AB thuong mai va
chat bao quan DMSO 10% hoac dung dich bao quan CryoStor (hang
StemCell Technology) duoc bao quan ¢ 4 d6 C trudc khi sir dung.

o V6imdi truong luu trit cac loai té bao thuong mai (K562, KHYG):
Moi treong RPMI véi 20% FBS va 10% DMSO

-  Budc 2:
Chuyén té bao vao cac 6ng ly thm chuyén dung. Ly tam voéi téc do 400g, 10
phut, loai bo dich noi bén trén. Dung tay tap nhe vao thanh ong ly tam dé 16p
té bao bong khoi day 6ng ly tm va tach riéng ré. Nhe nhang b sung dung
dich bao quan sao cho ndng do cua cac té bao luu trir dat:

o Vi té bao MNC: nong d6 10-20 x10° té bao/ml

o Vi té bao K562: nong do 5 x10° té bao/ml

o Tébao KHYG: nong do 5 x10° té bao/ml

o Tébao NK: nong d6 10-30 x10° té bao/ml

Budc 3: Ha nhiét té bao theo chuong trinh 1°C /phiit dén khi dat -80°C, sau d6 chuyén
sang luu trit & diéu kién am sau <-80°C.
2.2.15. Xdc dinh hig¢u sudt thu hoi té bao don nhén

Hiéu sut thu hoi té bao MNC sé& duoc tinh dua trén mat do té bao Lympho va
Mono dém duoc bang may dém cong thirc mau va thé tich mau:
(Mat do té bao Lympho+Mono sau xtt Iy )x Thé tich miu sau xt ly
(Mat do6 té bao Lympho+Mono thu thap )x Thé tich miu thu thap

Hwine = x 100%

Hiéu suét thu hoi té bao c6 nhan (TNC) s€ duoc tinh dua trén mat do té bao
bach cau (WBC_White blood cell) trudc (WBC pre) va sau xu 1y (WBC pos) dém
dugc bang may dém cong thirc mau:

WBC pos x Thé tich mau sau xt ly
Hne = — - — x 100%
WBC pre x Thé tich mau thu thap
2.2.16. Phén tich thong ké sé liéu

Cac dir lidu vé dic diém san phuy, thai nhi va mau méu day rén duoc thuc hién

bang phuwong phap théng ké md ta. Sy khac biét gia tri trung binh cta cac chi s6 dugc
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kiém dinh bang T-test / Man-Whitney test véi su khac biét duoc coi 1a c6 y nghia
thong ké néu gia tri p<0,05. Sir dung phan tich hoi quy tuyén tinh Pearson dé phan
tich mdi twong quan giira cac yéu tb sinh hoc. Hinh, biéu dé dwoc v& bang phan mém
GraphPad Prism.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Thu thip mau diy ron

Téng nghién ctu c6 59 mau méau day rén (MDR) duoc thu thap tir cac em bé khoe
manh, sinh ra bai cac san phu da diéu kién tinh nguyén hién mau. Céc san phu c6 thai
ky binh thuong, am tinh véi cac tac nhan 1ay nhiém nhu virut HIV, viém gan B, viém
gan C, CMV (cytomegalovirus) va giang mai.

59 mau MDR, trong d6 bao gom 11 mau hién 1 phan (1-3ml) va 48 mau hién
toan bo, tat ca duoc tién hanh khao sat cac quan thé té bao mién dich c6 trong
méu day ron tré son sinh, bao gdm té bao lympho B, lympho T va té bao giét
tu nhién (NK — Natural Killer cells) bang phuong phap phan tich té bao dong
chay — flow cytometry.

48 mau MDR duogc phan tach té bao MNC, trong d6 38 mau duoc phan tach
MNC bing hé thbng AXP, hiang Thermogenesis va 10 mau dugc tach bing
phuong phép ly tim phan 16p ti trong st dung ficoll. CAc mau nay duoc khao
sat khao sét sb luong té bao bach cau don nhéan sau thu thap bang xét nghiém
t6ng phan tich té bao mau trén may Nihon Kohden 22 thng sd.

Tong s6 ¢6 12 mau MDR duoc tién hanh thyc hién nudi ciy ting sinh té bao
NK, trong d6 05 mau dau tién thuc hién tdi uu quy trinh va k¥ thuat nuéi cay,
07 mau dugc tién hanh nudi cy ting sinh té bao NK thanh cong véi s6 luong
té bao nudi ciy dén ngay 21 dat trén 1x10° té bao.

5 mau NK sau nudi ciy duoc danh gia kha ning tiéu diét té bao ung thu K562

3.1.1. Két qud thu thip mdu ddy rén

Tong s6 48 mau méu day ron hién tang toan phan va 11 mau mau day ron hién

tang 1 phan duoc dua vao nghién ctiiu nay.

Thong tin san phu
Do tudi trung binh cua cac san phu 1a 29,67 + 3,60 (n=48), dao dong trong khoang tur
d6 tudi 20 dén do tudi 38, chi tiét trong Bang 3.1.

Bang 3. 1.Tudi san phu

Tuoi me (tuoi) (N=59)

Trung binh (D¢ léch chuan)
Mean (SD)
Trung vi [Nho nhat; Lén nhat]
Median [Min; Max]

29,54 (3,88)

28,92 [20,44; 38,22]

Yéu té gigi tinh
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Trong tong sé 59 mau, ¢ 28 mau duoc thu thap tir bé gai, chiém 47,6% va 31 tir bé
trai, chiém 52,5%, chi tiét trong Bang 3.2

Bang 3. 2. Ti I¢ gidi tinh cua tré

Giédi tinh (N=59)
N (N, %) 28 (47,6%)
Nam (N, %) 31 (52,5%)

Yéu té nhém méau
Céc don vi MDR nay duogc tién hanh dinh nhom mau, trong d6 nhom mau O, Rh+
chiém ti & cao nhat 12 47,5% tuong duong véi 28 mau, tiép theo 1a nhém mau B, Rh+
va A, Rh+ véi lan luot 1a 17 mau (28,8%) va 11 mau (18,6%), Nném méau AB chiém
ti 1& thap nhat 1a 5,1% vé&i 3 mau, chi tiét trong Bang 3.3.

Bdng 3. 3. Nhdm mau cua tre

Nhém méau (n=59) (N,%)
A, Rh+ 11 (18,6%)
AB, Rh+ 3 (5,1%)
B, Rh+ 17 (28,8%)
O, Rh+ 28 (47,5%)

Yéu té can nang

Can nang cua tré trong khoang [2,6 — 4,2] kg, trung binh 1a 3,28 + 0,33 kg. Trong d6
s6 tré c6 can nang <=3 kg chiém 28,8% vai 17 tré, va nhdm cé can nang tir 3kg tro
I&n chiém 71,2% v&i 42 tré.

Tré nam cd cén nang trung binh 3,3 + 0,4 kg (n=31) trong khi tré nir cd can nang
trung binh 3,2 + 0,3 kg (n=28), chi tiét trong Bang 3.4.



Bdng 3. 4. Can nang cua tre

Céan nang (kg) (N=59)
Mean (SD) 3,28 (0,33)
Median [Min; Max] 3,26 [2,66; 4,20]
<= 3kg 17 (28,8 %)
> 3kg 42 (71,2%)
Nam (N=31)
Mean (SD) 3,26 (0,36) kg
\I7 (N=28)
Mean (SD) 3,2 (0,3) kg

Yéu té tuéi thai
Céc bé duoc sinh ra cha yéu ¢ tuan thai tha 39 va phan b trong khoang tir tuan thai
37 dén 40, Trong d6 cac bé sinh ra & tuan thai 37 va 38 chiém 30,5% vai 18 bé va 41
bé duoc sinh ra ¢ tuan thai tha 39 va 40, chiém 69,5%, chi tiét trong Bang 3.5.

Bang 3. 5. Yéu to tudi thai

Tudi thai (N=59)

Mean (SD) 38,79 (0,88)

Median [Min; Max] 39,0 [37,0; 40,0]

<38 tuan N=18 (30,5%)

> 38 tuan N=41 (69,5%)

3.1.2. Pic diém ciia cdc don vi mdu ddy rén thu thip

Thé tich mdu thu thap

Trong tong s6 48 mau MDR duoc thu thap toan b, thé tich mau mau day rén trung
binh 1a 94,49 +30,35 ml khdng bao gom chat chéng dong, mau thap nhét c6 thé tich
la 52ml va mau c6 thé tich 16n nhat 12 176 ml, Trong d6 thé tich trung binh cua cac
don vi MDR thu thap tir bé trai 12 95,32 + 31,11 ml (N=28) va bé nit 1a 89,94 +
26,46ml (N=20), p>0,05, chi tiét Bang 3.6 va Hinh 3.1
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Bang 3. 6.Thé tich mau day ran thu thdp

Thé tich (ml) (N=48)

Mean (SD) 94,49 (30,35)
Median [Min; Max] 89,35 [52; 176]

Tré Nam (N=28)

Mean (SD) 95,32 (31,11)
Median [Min; Max] 84,9 [52,0; 176,0]

Tré Ni (N=20)

Mean (SD) 89,94 (26,46)
Median [Min; Max] 86,9 [55,9; 140,0]
9 Nam
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Hinh 3. 1. Thé tich mau day rén thu thdp ¢ tré nam va ni
Sé lwong té bao c6 nhan
Tong sb té bao bach cau c6 nhan (TNC_Total nucleared cell) cta cac don vi mau day
rén thu duoc trung binh 1a (11,48 + 3,93) x 108 té bao (N=48), trong d¢6 mau c6 TNC
thap nhat 1a 5,1 x 108 té bao, va mau c6 sé lugng TNC cao nhat 12 55,7 x 108 té bao,
cao gap gan 11 lan so véi mau thap nhat, chi tiét trong Bang 3.7.
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Bang 3. 7.Tang so té bao ¢6 nhan méu day ron

Tong so té bao E:c’) ‘nhén-TNC (x (N=4)
108 té bao)
Mean (SD) 11,49 (3,97)
Median [Min; Max] 10,69 [5,10; 19,82]
Nam N= 28
Mean (SD) 11,20 (3,85)
Median [Min; Max] 10,8 [5,10; 19,82]
N N=20
Mean (SD) 11,89 (4,10)
Median [Min; Max] 10,68 [5,18; 19,82]

Téng sé té bao don nhén
Tong s té bao don nhan (MNC) trong c&c mau mau day ron sau thu thap trung binh
1a 4,34 +1,66 x 108 té bao, dao dong trong khoang tir 1,64 x 108 té bao dén 8,42 x 108
té bao, Trong d6, MNC & cac don vi méau day ron cua tré nam trung binh 1a (4,48
+1,71) x 108 té bao (N=28) va & tré nit 1a (4,15 +1,56) x 108 té bao (p>0,05), chi tiét
trong Bang 3.8 va Hinh 3.2.

Bang 3. 8. Tong sé té bao don nhdan (MNC) mdu ddy rén

Tong té bao (‘Io’nA nl\lﬁn — MNC (x (N=48)
108 té bao)
Mean (SD) 4,34 (1,66)
Median [Min; Max] 4,44 [1,64; 8,42]
Nam N=28
Mean (SD) 4,48 (1,71)
Median [Min; Max] 4,34 [1,65; 8,42]
N N= 20
Mean (SD) 4,15 (1,56)
Median [Min; Max] 4,44 [1,64; 7,21]
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Hinh 3. 2. S¢ lirong MNC trong mau day ron ¢ tré nam va ni

Khi phan tich sé luong MNC trong cac don vi mau day rén thu thap tir cac tré
c6 tudi thai khac nhau, két qua cho thay: C6 14 tré sinh ra c6 tudi thai <= 38 tuan véi
MNC trung binh 1a 3,83 x 108 té bao, d6 léch chuan 1a 1,429 x 108 va 34 tré sinh ra
c6 tudi thai trén 38 tuan, MNC trung binh 1a 4,56 x 108 té bao, d6 léch chuan 1a 1,736
x 108, trung binh MNC trong hai nhdm nay khong c6 su khac biét co ¥ nghia théng

ké (p>0,05), chi tiét trong Bang 3.9.

Bang 3. 9.Tang so té bao don nhdn (MNC) mdu ddy ron theo nhom tudi thai

Tudi thai Trung
N N . SD P value
theo tuan binh
MNC | <=38 tuan 14 3,83 1,429
(X10° té ‘ p>0.05
. >38 Tuan 34 4,56 1,736
bao)

Nhu vay, thé tich mau méau day rdn thu thap trong nghién ctu nay la 94,49 + 30,35
ml (N=48) tuong duong vaéi nghién ctiru cua Tinh va cs nam 2019 1a 87,46 + 25,96
ml (N=403) [119] va ctia Page va cs nam 2013 1a 97,5 + 28,6 ml (N=5267) [120].
S6 lugng TNC c6 trong cac don vi mau day ron trung binh 1a 11,9 x 108 + 3,97 x 108
té bao/don vi (N=48) twong duong véi cong bb ctia Tinh va cs 12 11,58 x 108 + 4,4 x
108 té bao/don vi (N=403), nhung cao hon so v4i cong bd cia Lee va cs trén quan thé
ngudi Han Quéc 12 8,8 x 108 + 3 x 108 té bao/don vi. Trong khi nghién ciru nay khong
thay su khac nhau vé trung binh thé tich mau day rén thu thap va TNC ¢ tré nam va
nit thi trong nghién ctru cia Lee va cong sy, thé tich thu thap ¢ tré nam 16n hon tré
nit, nhung TNC 6 tré nit lai l6m hon tré nam [121].
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S6 luong té bao don nhan (MNC) trong cac don vi mau day rén cua nghién ciu nay
la 4,34 x 108 +1,66 x 108 té bao/don vi trong duwong vai cdng bd cua Tinh va cs 1a
4,45 x 108 + 1,84 x 108 té bao /don vi [119].
3.1.3. 86 lwong té bao géc tao mdu trong mdu day ron
Té bao gc tao mau (HSC) 1a mot trong céc thanh phan té bao quan trong trong méu
day rén, né quyét dinh kha niang thanh cong ciing nhu thai gian moc manh ghép. Cac
té bao mau day rén co thé biét hoa thanh céc té bao gdc tao mau méi, cac té bao gdc
mau dau dong khac dé san sinh ra cac loai té bao mau, té bao mién dich cho co thé.
Cac té bao gbc tao mau - HSC duoc chi thi bang su biéu hién marker CD45 va CD34
trén bé mat.
Két qua khao sat trén 48 mau mau day ron cho thay sb luong té bao HSC trung binh
trong mdi don vi 1a 3.64 x10° té bao, d6 leéch chuan la 2 x108 (Bang 3.10).

Bang 3. 10. Téng s6 HSC trung binh trong cdc don vi mau day ron thu thdp
(N=48) Tong s6 HSC (x10° té bao)

Mean (SD) 3,64 (2,00)

Median [Min; Max] 3,5[0,81; 9,79]

Trong d6 s6 luong té bao HSC trong mau day rén cua tré nam 1a 4,12 x10° + 2,23
x108 té bao (n=28), cao hon so véi s6 luong HSC trong mau day rén cua tré nix 2,97
x108 + 1,51 x10° té bao (n=20) (p=0,03) (Bang 3.11).

Bang 3. 11. S6 lirong trung binh HSC theo gidi tinh

Gioi tinh N Nam value
' Mean (SD) Mean (SD) P
HSC
o 2,97 (1,51) 4,12 (2,23) 0,03
(x10° t¢ bao)

S6 lugng té bao HSC trong cac don vi mau day ron co thé tich trén 100ml (khong bao

gom chat chéng dong) 1a 5,26 + 1,74 cao hon so véi s6 lugng HSC trong cac don vi

méu day rén co thé tich duai 100 ml 14 2,83 + 1,65 (p=1,12 x10°<0,05) (Bang 3.12).
Bang 3. 12. Sé lirong trung binh HSC theo thé tich mau day rén thu thap

Thé tich MDR < 100 ml > 100 ml value
cue Mean (SD) Mean (SD) P
HSC (x10° té bao) 2,83 (1,65) 5,26 (1,74) 1,12 x 10°®
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Ngoai ra, khi so sanh sb lugng té bao HSC trong cac don vi mau day rén thuoc nhom
méu O, Rh+ so véi cadc nhdm mau khac cho thay khong co su khac biét cé ¥ nghia
thdng ké (p>0,05) (Bang 3.13).

Bang 3. 13. S¢ lirong trung binh HSC theo nhém mau

) ) O, Rh+ Nhém mau khéac
Nhém mau p value
Mean (SD) Mean (SD)
HSC (x10° té
. 3,61 (2,15) 3,67 (1,95) 0,46
bao)

Tuong ty, khdng cd su khac biét vé sb lwong té bao goc tao mau HSC biéu hién CD34
& cac don vi mau day ron thu duoc tir cAc em bé ¢ can ning trén 3kg va dudi 3kg
(Bang 3.14)

Bang 3. 14. S6 lwong trung binh HSC theo can nang tré

< 3kg > 3kg
Can nang tré p value
Mean (SD) Mean (SD)
HSC (CD34+
( L ) 3,82 (3,26) 3,6 (1,74) 0,57
(x108 té bao)

Khong thay c6 suu khéc biét co y nghia thong ké ¢ chi s6 trung binh s6 lwong HSC
trong don vi mau day rén thu duoc tir tré sinh ra ¢ tuan thai <=38 tuan la 3,83 x10°
(SD=2,79 x10°) va ¢ tuan thai >38 tuan la 3,47 x10° (SD=1,65 x10°) (p>0,05)
(Bang 3.15).

Bang 3. 15. S6 lirong trung binh HSC theo tudi thai

Tudi thai <= 38 tuan > 38 tuin
a
or Mean (SD) Mean (SD) p value
3,83 x10° 3,47 x10°
HSC (CD34+)
(SD=2,79 x109) (SD=1,65 x108) p>0,05

S6 lugng té bao géc HSC biéu hién CD34 trong cac don vi mau day rén trong nghién
ctru nay trung binh 1a 3,64 x 108 + 2 x 10° té bao/don vi, twvong duong véi nghién ctu
ctia Tinh va cs 12 3,66 x 10° + 2,37 x 10° té bao/don vi va cua Page va cs 1a 3,66 x 10°
+2,05 x 10%, va cao hon so véi nghién cau cua Lee 12 1,19 x 108+ 1,16 x 106 té
bao/don vi. Trong khi nghién ctru ciia Page va cs chi ra rang 1a sé lugng CD34 thu
duoc & cac don vi mau day tron cua tré c6 tuan thai 34-37 thap hon so véi & tuan thai
38-40, con tai nghién ciu nay, khong tim thay sy khac biét giira nhém c6 tuan thai
dudi 38 va trén 38 tuan. Trong khi nghién ctru cua Lee cho rang sé luong trung binh
HSC (CD34+) la twong dwong gitra nhom tré nam va nir va HSC & tré c6 nhdm méu
O cao hon ¢ tré c6 nhém mau khac. Diéu nay hoan toan trai nguoc véi két qua trong




64

nghién ciru nay 1a HSC & tré nam thap hon tré nir (p=0,03<0,05) va trung binh HSC
0 cadc nhom mau khac nhau la twong duong nhau (p=0,46).

C6 thé thay c6 su twong dong giira két qua nghién ciru vé thé tich mau méu day rén,
s6 lwong té bao TNC, MNC va HSC cua nghién ciru nay va nghién ctiu caa Tinh, c6
thé do déu thuc hién nghién ciru trén ciing nhom ddi teong quan thé nguoi Viét Nam.
Con sy khac biét véi cac nghién ctiu khac 1a do su khac biét vé quan thé déi tuong
nghién ctu, cu thé, nghién ciru cua Lee 1 trén quan thé ngudi Han Quéc, nghién ciu
cua Page la trén quan thé nguoi My trong khi nghién ctu nay thuc hién trén quan thé
tré so sinh tai Viét Nam, hon nita ¢& mau trong nghién ctu nay nho hon so véi cong
bé cua céc tac gia trén.

3.1.4. Két qud phan tdach té bao don nhan mdu day ron

Téng s6 10 mau mau day rén dugc phan tach té bao don nhan bang phwong phap ly
tam sir dyng ficoll va 38 mau mau day ron duoc tach té bao don nhan bang hé thong
AXP.

Sy gidng nhau caa 2 phuong phap nay déu 1a st dung may ly tam dé céc té bao dugc
phan 16p theo ti trong khac nhau. Tuy nhién, diém khac biét chinh cua hai phuong
phép nay la:

e Khi sir dung ficoll c6 ti trong 1a 1,078 g/mL s& phan tach rd cac thanh phan
khac nhau ctia mau toan phan, bao gdm: huyét twong nghéo tiéu cau bén trén,
tiép d6 1a huyét twong giau tiéu cAu nam sat canh I6p buffycoat hay chinh 1a
16p té bao don nhan (MNC) nam trén phan Iép ficoll, va cudi cung la Iép bach
cau da nhan va hong cau ¢ phia duai cing (Hinh 3.3). Do phan tach rd rét véi
c4c phan 16p khac, dic biét 1a hdng cau nén san pham MNC sau khi xir Iy bang
phuong phap nay hau nhu khong chira hong cau, hozc chi ¢d 1 ti ¢ rat it.

~ ”“W/ |

Huyét twrong |

= u B |

' MNC
Ficoll ' %
Bach ciu hat

Hong cau

Hinh 3. 3. Phan tach té bao bang ly tam t7 trong si dung ficoll
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Khi xir ly bang hé théng AXP (Hinh 3.4), sau khi ly tam téc d6 cao, cac thanh
phan cua mau day ron sé& tao 1&n cac phan 16p: huyét tuong nghéo tiéu cau bén trén,
tiép d6 1a huyét tuong giau tiéu cau nam sat canh I6p buffycoat chira té bao don nhan
(MNC), va ngay sat d6 1a 16p bach cau da nhan va hong cau ¢ phia dudi cung. Thiét
bi s& tu dong hut phan buffycoat (chira MNC) sang 1 tdi mau riéng biét dwa vao do
duc caa san pham. Do cé&c phan 16p cua mau day ron toan phan nam sat nhau va khong
tach biét rd rang, nén san pham cudi ciing sau xir Iy van bao gém ca tiéu cau, MNC,
bach cau hat va hdng cau.

MAU MAU SAU XU LY
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Hinh 3. 4. Phan tach té bao bang hé thong AXP
Két qua phan tich MNC duoc thé hién trong Bang 3.16, Hinh 3.5 va 3.6 duéi day.

e V6i 10 mau duoc xtr Iy bang phuong phap ly tim st dung ficoll, thé tich trung
binh ctia cac mau 1a 60,27ml + 5,39 ml (khéng bao gdm chat chéng dong), s6
lrong MNC ban dau trude xu Iy 1a 3,21 x 108 té bao (SD=1,59 x 108), va sb
leong MNC trung binh sau xir ly 1a 2,33 x 108 té bao (SD=1,21 x 108), Nhu
vay hiéu suat thu hoi MNC trung binh 1a 75 +5 % (Hinh 3.5)

e V/6i 38 miu mau day ron duogc xir ly biang hé thong AXP, thé tich méau day rén
trung binh 1a 103,49 +27,44 ml (khdng bao gdom chat chong dong), S6 luong
MNC ban dau trude xu ly 12 (3,6 + 1,52) x108 té bao, va sé luong MNC trung
binh 1a 3,44 x108 té bao (SD=1,43 x108). Hiéu suat thu hdi MNC khi xu ly
bang hé théng AXP trung binh 12 96% + 5%, cao hon hiéu suat thu hoi MNC
khi st dung ficoll (p<0,05) (Hinh 3.6).
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Hinh 3. 6. Hiéu sudt thu héi MNC ¢ hai phwong phdp
Bang 3. 16. Két qua phan tach MNC bang hai phiong phdp

Ficoll AXP
N (miu) 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 (x108)
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]

Hiéu suat thu héi MNC (%)

Mean (SD)

75 (5)

96 (5)

Median [Min; Max]

75 [65; 82]

98 [79; 100]

P value

p<0,05
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Hiéu suat thu hdi MNC trong phuong phap sir dung hé théng AXP 13 96 + 5%
tuong duong véi hiéu suat thu hdi trong nghién ctiru cua Harris va cong su (cs) cong
bd ndm 2007 khi sir dung cting hé théng phan tach 1a AXP 14 98,65 + 9,16% [122] va
cao hon so v6i phuong phap str dung hé théng tu dong Sepax theo nghién ctu cua
Carmen nam 2007 1a 59% [123].

Vi phuong phap tach MNC st dung ficoll, hiéu suat thu héi MNC 1a 75 + 5%, thap
hon so véi phuong phéap xtr ly bang hé théng AXP (P<0,05), va ¢6 vé trong dong Véi
két qua nghién ciu cia Carmen khi hiéu suét thu hdi MNC 1a 73% [123].
Véi 2 phuong phap phan tach té bao don nhan ndy, mdi phuong phap lai c6 nhitng
dic diém riéng va dap tng nhirng nhu cau khac nhau dé nha tri liéu hoic cac co so'y
té c6 thé lwa chon cho cac muyc dich &ng dung khac nhau (Bang 3.17).

Bang 3.17. So sanh ddc diém ciia hai phwong phdp phdn tach MNC

Dic diém AXP Ficoll
o Cao hon (trung binh khoang 5 Thap hon (trung binh khoang
Chi phi N A X
tri¢u/mau) 1-1,5 tri¢u/mau)
Hé théng kin, tu g(f)ng hanché | Hé théng md, bao g@)r{l nhiéu
kha nang 1ay nhiém trong qua budc, nguy co lay nhiém trong
An toan trinh xr 1y qua trinh xr Iy cao hon

Khong phu thude nhiéu vao ky | Phu thudc nhiéu vao k¥ thuat
thudt nguoi xu 1y nguoi xu ly

Ti 1€ hong cau cao hon sau xtr

Iy Ti 1& hong cau thap sau xtr Iy

Hiéu suat - - -
Hiéu suat thu h6i MNC thap

Hiéu sut thu hdi MNC cao hon
hon

Thoi gian xw

Iy 30-45 phuat 45-60 phut

3.2. Miu m4u ngoai vi
3.2.1. Piic diém ciia bénh nhén

09 bénh nhan tham gia nghién cuu, trong d6 c6 3 bénh nhan ung thu da
day, 3 bénh nhan ung thu gan va 3 bénh nhan ung thu phéi. D6 tudi trung binh
la 66 + 8,8 tudi, trong d6 bénh nhan tré nhat 1a 53 tudi, va bénh nhat 16n tudi
nhat 1a 79 tudi, chi tiét tai Bang 3.18.
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Bang 3.18. Pdc diém cua bénh nhan ung thur

Bénh nhan ;-ll;:: f;lélzh:r’ll Gioi Loai ung thw
PT1 53 Nam Ung thu da day
PT2 55 Nam Ung thu da day
PT3 67 Nam Ung thu da day
PT4 69 Nam Ung thu gan
PT5 79 Nam Ung thu gan
PT6 68 Nir Ung thu gan
PT7 77 Nam Ung thu phoi
PT8 61 Nam Ung thu phoi
PT9 65 Nam Ung thu phoi

3.2.2. Méu mdu ngoqi vi thu thap

TAt ca bénh nhan duoc thu thap 25-50ml mau ngoai vi dé chuén bi cho nuoi
ciy. Sau khi thu thap, tat ca cac mau duoc phan lap té bao don nhan bing phuong
phap ly tam ¢ ti trong c6 st dung ficoll, té bao don nhan thu duoc s& duoc xac dinh
ti 1& thanh phan té bao NK bang phuong phap dong chay té bao, dong thoi tién hanh
nudi cay tang sinh t& bao NK. S6 luong té bio don nhan trung binh tai thoi diém bat
dau nudi cay 1a (38,5+20,2) x10° té bao. Trong d6 té bao NK chiém 16,7+8,4%, tuong
duong voi (4,5+43.,4) x 10° té bao. Ngoai ra, ty 1¢ té bao NK & nhom tudi dudi 65 thap
hon nhém trén 65 tudi (7,1 % so véi 19,1%, p=0,0205). Hon nita, s6 lugng té bao NK
& ngdy bat dau nudi cdy cao nhat & bénh nhan ung thu phdi (7,3 x10° té bao) so voi
ung thu gan (5,4 x108 té bao) va ung thu da day (2,3 x10° té bao), véi p=0,002 (Bang

3.19).
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Bang 3.19. Méi fuwong quan giira sé lwong té bao nudi cdy ban dau theo gidi tinh,
tusi va logi ung thu (¥p<0,05)

Tong so %Su’g'ng % NK So luwgng teé bao
Ay s ne K (x10°) NK
Té bao nuoi cay D0 (Meanz
(Meanz SD) - (Meanz SD)
SD)
Trung binh 38,5+20,2 16,7+8,4 4,5+3,4
D) tudi p=0,9888 p=0,0205* p=0,2251
<65 44,7+18,3 7,1+41 2,3%£0,5
> 65 37,0211 19,1475 5,1+3,6
Loai ung thw p= 0,588 p=0,089 p=0,002*
Da day 34,0+16,0 9,313,3 2,3+0,6
Gan 39,7+26,1 22,015,0 5,4+2,8
Phéi 45,2+19,3 21,0115 7,357

C6 thé thay, ti 1& té bao NK trong mau ngoai vi clia cac bénh nhan ung thu cao
hon so véi ti 18 té bao NK trong mau cudng rén trong nghién ciru nay. Diéu nay trai
nguoc hoan toan véi cac két luan trude day khi cho rang té bao NK ton tai trong mau
cudng rén nhiéu hon so véi mau ngoai vi [6].

3.3. Pic diém quén thé té bao mau day ron
3.3.1. Ti Ié cdc logi té bao mién dich (T-B-NK) trong mau dady rén

Trong céc loai té bao mién dich dwoc tim thiy trong mau, ba quan thé té bao mién
dich chinh Ia té bao lympho T, té bao lympho B, va té bao NK. Mi mot loai té bao
c6 chirc ning ciing nhu duoc nhan dang boi nhitng dic diém khéac nhau, cu thé:

e Té bao lympho T: nam trong quan thé lympho va duoc biéu hién boi dau an

CD3 (CD3+)

o Lympho T CD4 hay con goi la t& bao T bd tro: nam trong quan thé
lympho va mang cac ddu 4n CD3 va CD4 (CD3+CD4+)

o Lympho T CD8 hay con goi la cac té bao lympho T giy doc (T
cytotoxic): Nam trong quan thé lympho va mang cac diu an CD3 va
CD8 (CD3+CD8+)
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e Té bao lympho B: nam trong quan thé lympho va mang céc dau 4n CD19
nhung khong mang cac dau 4n CD3 (CD3-CD19+)

e Tébao NK: Nam trong quan thé lympho va dic trung boi sy khdng biéu hién
CD3 va biéu hién CD56 trén bé mat (CD3-CD56+). Trong quan thé té bao nay
c6 2 nhém quan thé nho, trong d6 1 nhém biéu hién cudng do thip CD56 duoc
goi 1a NK CD56%M va 1 nhém biéu hién CD56 cuong d6 manh duoc goi 1a té
bao NK CD56d", Céc té bao nay ciing mang nhirng chic nang khac nhau:

o Tébao NK CD56%M: c6 kha ning tiéu diét té bao ung thu truc tiép bang
céch tiét cac chat gay doc té bao nhur granzyme va perforin'

o Tébao NK CD56"9M: dic trung boi kha ning san xuat IFN-gamma va
TNF-alpha, tir d6 kich hoat céc té bao mién dich khac dé tham gia qué
trinh tiéu diét té bao ung thu.

Tong s6 c6 59 mau mau day ron dugc khao sat cac quan thé té bao mién dich
trong nghién ctiru ndy. Cac quan thé té bao duogc xac dinh bang ky thuat dong chay té
bao (flow cytometry) dua trén sy biéu hién caa céc dau an dic trung trén bé mat té
bao, chi tiét thé hién tai Hinh 3.7.
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Quadn thé lympho B (CD3-/CD19+)

Két qua khao sat trén 59 mau mau day rén cho thay, ti 16 Té bao lympho B
truong thanh (CD3-/CD19+) chiém 9,52% =+ 3,28% trong quan thé lympho. Ti 18 nay
khong khac biét gitra nhom tré cé can nang <=3kg la 8,83% + 2,82% va ¢ nhom tré
c6 can nang >3kg la 9,80% = 3,48% (p=0,31>0,05). Trong khi d6, & nhom tré duoc
sinh ra vao tuan thai thtr 37 va 38 ti 1¢ nay trung binh 1a 8,34% =+ 2,36% thap hon so
v6i & nhém tré duoc sinh ra & tuan thai 39 va 40 1 10,04% + 3,55% (p=0,035<0,05),
chi tiét trong Bang 3.20.

Bang 3. 20.T: I¢ 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 tuin >38 tuin P value
N (%) 18 (30,5%) 41 (69,5%)
Mean (SD) 8,34 (2,36) 10,04 (3,55) <0,05

Té bao lympho B (B cell) 12 mét loai té bao mién dich chuyén trach san xuat
khang thé (antibody) dé phan wng véi cac tc nhan la nhu vi khuan, vi rt va cac chat
doc td. Mic du hé mién dich cua tré so sinh, dic biét tré mai sinh chua duoc hoan
thién, nhung n6 lai ¢ kha ning nhanh chéong dap tng lai véi kich thich thé dich hon
la t& bao lympho B cua nguoi truong thanh [124].

Ti 18 trung binh cua quan thé té bao B trong lympho ¢ nghién ciu nay 1a 9,52% +
3,28%, trong d6 ti 18 ndy & mau day rén tré sinh & tuan thai thir 37 va 38 thap hon so
v6i nhom tré sinh ¢ tuan thai 39 va 40. Ti 18 nay cao hon mét chit so véi cong bd cua
Moroishi va cs ndm 2023 trén d6i tuong la tré em My 12 6,76% + 2,57% (N=73) [125]
nhung thap hon so véi cong bd ciia Mendoza va cs nam 2020 trén quan thé tré Mexico
la 13% (N=50) [126].

Quan thé CD3+/CD19+ trong lympho

Mot diéu dang cha y, nghién ciru ndy phat hién ra sy ton tai quan thé té bao
lai giita lympho B va lympho T, d6ng biéu hién ca CD3 va CD19 trong méau day rén
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ma trude day y van it dé cap dén. Két qua khao sat trong nghién ciru nay cho thay: ti
1& quan thé CD3+/CD19+ chiém trung binh 8,59% + 5,77% trong quan thé lympho,
trong do ti I¢ trung binh & tré cd can nang >3kg la 9,78% +5,99% cao hon so vai tré
c6 can nang <=3kg Véi ti 1& nay trung binh 1a 5,65% * 4,24% (p<0,05). Bong thai,
khi khao sat ti 1& quan thé nay giita cac nhom tré sinh ra & nhitng tuan thai khac nhau,
mac du trong nhém <= 38 tuan c6 ti 16 CD3+/CD19+ trung binh 1a 8,13% + 5,74%
va & nhdm >38 tuan 1a 8,8% =+ 5,92%, nhung ti 1& nay giita 2 nhém khong co y nghia
théng ké (p>0,05), chi tiét Bang 3.21.
Bang 3. 21. T/ 1¢ 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]
Can 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
Tuéi thai <= 38 tuin >38 tuin P value
N (%) 18 (30,5%) 41 (69,5%)
Mean (SD) 8,13 (5,74) 8,80 (5,92) >0.05

Quan thé té bao lai giira té bao lympho B va lympho T, dong biéu hién ca CD3
va CD19 trong mau day ron 1a quan thé rat it duoc nhic dén trong y van tir trude dén
nay, ngoai trir cong bd nam 2014 caa Angela Nagel va cong su [127], hay nam 2019
cua Liora Schultz va cong su vé viéc phat hién quan thé té bao B CD3+CD19+ ¢ khoi
san pham bach cau gan tach tir bénh nhan da duoc ghép té bao gbc tao méau nira hoa
hop [128] va mot cong bd khéc ciia Qian Li va cs nam 2021 trén bénh nhan nhiém
HIV va Mycobacterium [129]. T4t ca cac cong bd déu tap trung vao phat hién quan
thé CD3+/CD19+ trong mau ngoai vi ngudi truéng thanh va chwa c6 cong bd nao
trén quan thé lympho mau day ron.

Quadn thé té bao TCD4 trong lympho

Ti lé té bao lympho TCD4 (CD3+/CD4+) trong méau day ron trung binh 1a
46,71% =* 8,99%. Trong do ti 1€ nay & nhdm tré co6 can nang <=3Kkg, la 48,83% =
8,64%, khong cd khac biét co ¥ nghia thong ké so voi & nhém tré ¢ can nang >3kg,
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la 45,85% + 9,19% (p>0,05). Ti I& té bao TCD4 trung binh trong nhém tré nit 1a

48,01% £6,57% va & nhdm tré nam la 45,64% + 10,61% (p>0,05).

Déi véi nhom tré duoc sinh ra ¢ tuan thai <=38, ti 16 nay 1a 46,82% (SD=10,88, N=18)

va & nhdm sinh ra ¢ tuan thai >38 13 46,66% (SD=8,30, N=41), khong thiy su khéc

biét co y nghia thdng ké vé ti 16 t& bao TCD4 & hai nhém (p>0,05) (Bang 3.22).
Bang 3.22. T/ 1¢ té bao TCD4 theo can ngng, gisi tinh va tugi thai

(N=59) T CD4 (CD3+/CD4+) (%)

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

Median [Min; Max] 46,16 [24,36; 71,30]
Can ngng tré <=3kg >3kg P value
N (%) 17 (28,8%) 42 (71,2%)
Mean (SD) 48,83 (8,64) 45,85 (9,19) >0,05
Gigi tinh Nz Nam P value
Mean (SD) 48,01 (6,57) 45,64 (10,61) P>0,05
Tuéi thai <=38 tuan >38 tudn P value
N (%) 18 (30,5%) 41 (69,5%)
Mean (SD) 46,82 (10,88) 46,66 (8,30) >0,05

Quan thé té bao T CD4 nay con duoc goi 1a té bao T tro gitp hay T bé tro (Th)
cd vai trd quan trong trong viéc gidp cac té bao B va té bao T CD8 phat trién va hoat
dong. T CD4 c6 kha nang nhan dang cac peptide tir cac yéu té la nhu vi khuan va vi
rdt, va phan @ng bang céch san xuat cac cytokine va thuc hién cac phan tng khac dé
gilp kich hoat cac té bao khéc trong hé thong mién dich. TCD4 ciing c6 vai tro quan
trong trong viéc duy tri sy can bang cua hé thong mién dich, gitip ngin ngira cac ton
thuong tw mién va dong vai trd quan trong trong viéc phan ang voi ung thu.

Trong nghién ciru ndy, quan thé T CD4 chiém ti & I6n nhat trong lympho véi 46,71%
+ 8,99% Ti 18 nay khong khac biét so vai cong b cua Eisner va cs nim 2022 trén
quan thé ngudi Uc 12 42,57% + 9,07% (N=742) (23), thap hon so véi céng bd cua
Mendoza 12 65% [126], nhung cao hon so véi cdng bd cia Moroishi va cs nim 2023
la 13,86 + 5,05% (n=73) [125].

Quadn thé lympho TCD8 (CD3+/CD8+)

Ti 1& té bao lympho TCD8 (CD3+/CD8+) trung binh la 22,58% =+ 6,73%,
Khong tim thy su khac biét co y nghia théng ké khi so sanh ti 16 nayé gigi tinh nam



74

Va nit, cling nhu trong cac nhom tré <=3kg vai >3kg hay tré sinh & tuan thai <=38 véi
nhom >38 tuan (p>0,05). Cu thé v&i nhom tré c6 can niang <=3kag, ti 18 nay 1a 20,83%
(SD=4,77%; N=17) va & nhém tré c6 can nang >3kg la 23,29% (SD= 7,39%, N=42).
Ti 1& nay trong nhém tré sinh & tuan thai <=38 tuan 1a 24,41% (SD=8,34%, N=18),
va nhom tré sinh & tuan thai >38 1a 21,78% (SD=5,92%, N=41). Véi tré ni, ti 1& nay
trong quan thé mau day rdn 1a 21,13 + 5,92% trong khi & tré nam 1a 23,73 + 7,29%,
chi tiét Bang 3.23.

Bang 3. 23. T/ 1é TCD8 theo can ndng, tugi thai, gidi tinh
(N=59) TCD8 (CD3+/CD8+) (%)
22,58 (6,73)

22,43 [8,6; 48,96]

Mean (SD)

Median [Min; Max]

Can ngng tre <=3kg >3kg P value
N (%) 17 (28,8%) 42 (71,2%)

Mean (SD) 20,83 (4,77) 23,29 (7,39) >0,05
Tuéi thai <=38 tuan >38 tudn P value
N (%) 18 (30,5%) 41 (69,5%)

Mean (SD) 24,41 (8,34) 21,78 (5,93) >0,05
Gigi tinh Nz Nam P value
Mean (SD) 21,13 (5,92) 23,73 (7,29) >0,05

Quan thé té bao nay con goi 1a té bao T gay doc (T cytotoxic) chiing s& phat

hién va nhan dién cac khang nguyén la thdng qua viéc gan két vai cac phan tir HLA
(Human Leukocyte Antigen) trén bé mat té bao trinh dién khang nguyén va sir dung
cac doc chat (nhu perforin va granzyme) dé tiéu diét té bao bat thuong. Ngoai ra,
TCD8 con c6 vai trd trong viéc duy tri sy can bang caa hé mién dich bing cach kiém
soat viéc phéat trién va hoat dong cua céc té bao khac trong hé mién dich, nhu té bao
TCD4, té bao B va té bao NK.
Trong nghién ctru ndy, quan thé nay chiém ti I¢ 12 22,58% =+ 6,73% cua lympho, Ti
1& nay thap hon so vai nghién ctru cia Mendoza 1a 32% [126] va cao hon so véi cong
bd ciia Moroishi va cua Eisner lan luot 12 4,06% + 2,36% va 16,2% + 1,33% (N=742)
[125, 130].
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Qudn thé CD3+/CD4+/CD8+

Ti & quan thé CD3+/CD4+/CD8+ trung binh 12 0,63% + 0,41%, trong d6 ti I&
nay ¢ nhom tré co can nang <3kg 1a 0,64% +0,47%, & nhdm tré can nang >3kg la
0,62% +0,40% (p>0,05). O nhém tré sinh & tuan thai 37 va 38, ti 16 quan thé nay trung
binh 1a 0,58% + 0,41%, cOn & nhom tré sinh & tuan thai 39,40 13 0,65% + 0,42%
(p>0,05). Ti Ié quan thé nay & tré nam 12 0,6% + 0,41% va tré nit 14 0,67% + 0,43%,
khong thay su khac biét c6 ¥ nghia thong ké vé ti 1¢ gitra hai nhdm nay, chi tiét Bang
3.24.

Bang 3. 24. Ti 1¢ CD3+/CD4+/CD8+ theo can ngng, tudi thai va gidi tinh

(N=59) CD3+/CD8+/CD4+ (%)

Mean (SD) 0,63 (0,41)

Median [Min; Max] 0,51[0,11; 1,80]
Can ngng tre <=3kg >3kg P value
N (%) 17 (28,8%) 42 (71,2%)
Mean (SD) 0,64 (0,47) 0,62 (0,40) >0,05
Tuéi thai <=38 tuan >38 tudn P value
N (%) 18 (30,5%) 41 (69,5%)
Mean (SD) 0,58 (0,41) 0,65 (0,42) >0,05
Gigi tinh Nz Nam P value
Mean (SD) 0,67 (0,43) 0,60 (0,41) >0,05

Pay 1a quan thé té bao mang dic tinh cua ca té bao T CD4 va T CD8, ching
vira kha nang wc ché mién dich, vira ¢6 kha ning tin cong tiéu diét ca tac nhan la.
Nhiing nghién ciru vé quan thé té bao nay hién khéng cé nhiéu, c6 thé mot phan do
chang chi chiém 1 ti I& khong dang ké trong lympho va vai trd cia né con chua 1d
rang so véi TCD4 va TCD8. Trong nghién citu ndy, quan thé nay chi chiém 0.63% +
0.41%, nod twong duong voi cdng bd cua Beck va cs nim 1998 1a 0,7% + 0,4%
(N=5267) [131].

Til¢ TCD4/TCDS8

Ngoai ra, khi phan tich ti 1& gira TCD4 va TCD8 trong quan thé lympho, ti Ié
TCD4/TCD8 trung binh la 2,3 + 0,92, ti 1¢ nay khéng khéac biét gitra tré trai va gai
(p>0,05), giita nhém tré <=38 tuan va >38 tuan, ciing nhu nhom tré sinh ra & cac ba
me & cac nhém tudi khac nhau (p>0,05), chi tiét duoc thé hién ¢ Bang 3.25.
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Bang 3.25. T/ 1¢ TCD4/TCD8 theo gidi tinh, tugi thai va tudi san phy

N=59 Ti 1é CD4/CD8
Mean (SD) 2,3(0,92)
Median [Min; Max] 1,99 [0,5; 5,24]
Gioi tinh Nir Nam P value
Mean (SD) % 2,47 (0,82) 2,16 (0,99) >0,05
Tuéi thai <38 tuin > 38 tudn P value
Mean (SD) % 2,09 (0,33) 2,34 (0,84) >0,05
) <30 tusi 30-40 tuéi >34 tudi
Tuoi me P value
Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)
Ti 1¢ TCD4/TCD8 | 2,31 (0,79) 2,17 (1,12) 2,5 (1,02) 0,689

Til¢ TCD4/TCD8 tir 1au duogc coi la chi bao trong viéc danh gia tinh trang mot
s6 bénh ly mién dich cua co thé. Ti 16 nay thap hon binh thuong (< 1) ¢d thé cho thay
rang hé thong mién dich dang phai d6i mat vai mot sb van dé suc khoe, bao gom ca
cac bénh nhiém tring, bénh ly tu mién, hoic cac bénh ung thu, & ngudi khoe manh,
ti 1 nay thudng nam trong khoang tir 1-4. Trong nghién ctu nay, ti 16 TCD4/TCDS8
méu day rén 1a 2,3 + 0,92, twong dwong vai quan séat trong nghién ciu cia D'Arena
vacslal7+05[132].

Quadn thé té bao NK (CD3-/CD56+)

Té bao NK trong méu day ron trong nghién ciru nay ciing gém 2 nhoém quan
thé nho, quan thé té bao NK CD56%™ biéu hién thap CD56 va NK CD56"19" biéu hién
manh CD56 trén bé mat (Hinh 3.8). Trong khi NK CD56%™ ¢4 kha ning tiét cac chat
nhu Granzyme, Perofin manh hon nén n6 c6 kha nang tiéu di¢t té bao dich nhanh hon
s0 voi NK CD56 Pt Ngwgc lai, NK CD5619" tap trung vao viéc tiét ra cytokine va
chemokine nhu IFN-y, TNF-o, IL-10, IL-13 va IL-15,...d¢ kich thich va diéu hoa cac
phan &ng mién dich trong co thé.
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Hinh 3. 8. Qudn thé té bao NK CD56%™ va CD56°19M
Trong méu day rén, quan thé té bao NK CD56%™ chiém ti 1é cao hon NK
CD56"M9" ¢6 & lympho véi ti 1é trung binh 5,93% =+ 4,81%, dao dong trong khoang
[1,8% - 23,4%], trong khi NK CD569" chiém 0,51% + 0,39%, dao dong trong
khoang [0,01% — 1,8%], chi tiét Bang 3.26.
Bang 3. 26.T: 1é trung binh c&c qudn thé té bao NK

- NK CD3-/CD56+ NK CD56%m NK CD56Pright
) (%) (%) (%)
Mean (SD) 6,4 (4,9) 5,9 (4,8) 0,5(0,4)
Median [Min; Max] 5,0[2,1; 24,3] 4,5[1,8; 23,4] 0,4 [0,01; 1,8]

Bang 3.27 thé hién ti 1¢é cac quan thé té bao NK (CD3-/CD56+) va c4c quan

thé phu caa né trong cac nhém gidi tinh, tudi thai va can nang cua tré. Phan tich cac
gia trj trung binh cta quan thé té bao NK va cac quan thé phu cua no trong cac cap
nhom trén cho thiy khong c6 su khac biét co y nghia théng ké.
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Bang 3. 27.T7 1¢ c&c quan thé té bao NK theo gidi tinh, tudi thai, can ngng tré

CD3-/CD56+ CD3-/CD56dim CD3-/CD56Pright
(%) (%) (%)
Gigi tinh N Nam N Nam N Nam
6,24% 6,61% 5,73% 6.09% 0.51% 0.52%
Mean (SD)
(4,28%) | (5,46%) | (4,26%) | (5.34%) | (0.45%) | (0.35%)
P value >0,05 >0,05 >0,05
. ) <38 >38 <38 >38 <38 >38
Tuai thai 5 5 5 5 3 5
tuan tuan tuan tuan tuan tuan
5,49% 6,86% 4.87% 6.4% 0.62% 0.47%
Mean (SD)
(5,08%) | (4,88%) | (4,77%) | (4.88%) | (0.52%) | (0.32%)
P value >0,05 >0,05 >0,05

Canngngtré | <3kg >3kg <3kg >3kg <3kg >3kg

595% | 6,65% | 536% | 6.16% | 0.58% | 0.49%
(5,22%) | (4,87%) | (4,96%) | (4,85%) | (0,52%) | (0,33%)

P value >0,05 >0,05 >0,05

Mean (SD)

Quan thé té bao NK (CD3-/CD56+) trong nghién ciru nay chiém ti Ié trung
binh 13 6,44% * 4,9% quan thé lympho, va bao gém 2 quan thé nho la NK CD56%™
chiém 5,93% + 4,81% va NK CD5619 chidm ti 16 nho hon 14 0,51% + 0,39%. Ti 16
quan thé té bao NK CD3-/CD56+ nay twong duong véi cong bd cua Moroishi va cs
la 6,4% =+ 3,2% [125], tuy nhién lai thip hon so v&i cac cong bd khac nhu Mendoza
Va cs trén quan thé tré Mexico 1a 23% (N=73) [126], ciia D'Arena va cs nim 1998 1a
23,8% + 10,1% (N=40) [132], Rabian-Herzog va cs nam 1993 1a 25% + 11% [133]
va nghién ctu cua Beck va cs trén quan thé ngudi da qudc gia 1a 20,4% + 7,7%
(N=5.267) [131].

Quadn thé té bao NKT (CD3+/CD56+)

Té bao NKT (Natural killer T cells) duoc dic trung boi ca CD3 va CD56, day
la mot loai té bao mién dich dic biét c6 kha nang két hop giira tinh chét cua ca té bao
T va té bao NK. Té bao NKT c6 kha ning phat hién va phan ng voi mot loat cac tac
nhan gay bénh, bao gom ca vi rit, vi khuan va té bao ung thu.

Phan tich 59 mau méu day ron, NKT chi chiém ti 1¢ khiém tén 12 0,3% =+ 0,53% thap
hon nhiéu so vai quan thé té bao NK. Trong do, ti 1é quan thé nay ¢ tré nit 1212 0,17%



79

+0,1%, tré nam 1a 0,41% =+ 0,7%; o tré cO can nang < 3kg 1a 0,22% =+ 0,15%, tré co
can ning >3kg 1a 0,33% =+ 0,53%:; va & nhém tré sinh <38 tuan 12 0,23% + 0,19%,
nhom tré sinh >38 tuan 1a 0,33% =+ 0,64%, tuy nhién su khéc biét vé ti 16 NKT & cac
nhom nay khéng khac nhau cé y nghia thdng ké, chi tiét Bang 3.28.

Té bao NKT c6 vai trd quan trong trong viéc diéu tiét mién dich va gidp kich
hoat céc té bao T va té bao NK trong hé théng mién dich. Hon nira, té bao NKT con
duoc biét dén 1a nhitng té bao chuyén trach trong viéc diéu tiét cac phan (ng mién
dich khong dng nhat, bao gdm ca phan tng di tng va viém. Trong nghién ciu nay,
ti 1é quan thé té bao nay kha khiém ton, chi chiém 0,3% * 0,53% cua lympho (Bang
3.28). Va sd liéu nay twong déng véi cac cong bd cia Beck va cs naim 2009 13 0,15%
+0,14% (n=5.267) [131] va cong b cua D'Arena va cs 12 0,3% + 0,3% (N=40) [132].

Bang 3. 28. T/ 1é NKT theo gidi tinh, tusi thai va can ndng

(N=59) NKT (CD3+CD56+) (%)

Mean (SD) 0,3 (0,53)

Median [Min; Max] 0,2 [0,02; 4,10]

Gigi tinh Nz Nam P value
Mean (SD)% 0,17 (0,10) | 0,41(0,70) | >0,05
Tuéi thai < 38 tuan >38 tuan P value
Mean (SD)% 0,23(0,19) | 0,33(0,64) | >0,05
Can ngng tré <3kg >3kg P value
Mean (SD)% 0,22 (0,15) | 0,33(0,63) | >0,05

Nhu vay, két qua khao sat 59 mau mau day rén cho thay quan thé TCD4
(CD3+/CD4+) chiém ti 1 cao nhét 1a 46,71% (SD=8,99%) trong lympho, tiép theo
la quan thé TCD8 (CD3+/CD8+) chiém 22,58% (SD=6,73%). Quan thé té bao B
truong thanh (CD3-/CD19+) chiém 9,52% (SD=3,28) va CD3+/CD19+ chiém trung
binh 8,59% (SD=5,77%) trong quan thé lympho. Quan thé té bao NK (CD3-/CD56+)
chiém 6,44% (SD= 4,90), lympho T mang ci 2 marker CD4 va CDS8
(CD3+/CD4+/CD8+) chiém 0,63% (SD= 0,41%) va quan thé té bao NKT
(CD3+/CD56+) chi chiém 0,3% (SD=0,53%) (Hinh 3.9).
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Hinh 3. 9. T/ 1é quan thé cac té bao mién djich trong mau day rén
Nhin chung, mau day rén 1a nguon té bao mién dich phong pha va da dang.
Mot s6 nghién ctru di cho thay rang cac yéu tb moi truong, di truyén, va dic biét la
cac yéu to tién san nhu ché do hat thudc, stress cua me, hinh thac sinh... c6 anh
huong dén ti 1& thanh phan céc loai té bao mién dich trong méau day rén [134] va gop
phan gay ra su sai khac trong cac cong bd . Diéu ndy goi Y rang can thuc hién cac
nghién ctru sdu hon cac yéu té tic dong dén ti I cac loai té bao mién dich trong mau
day ron cua tré so sinh tai Viét Nam trong tuong lai.
3.2.2. Méi twong quan giiva cdc quan thé té bao mién dich va té bao géc tao mdu
Khi danh gia ti & cac loai té bao mién dich c6 trong quan thé lympho & cac don vi
méu day rén c6 tong sé lugng HSC khac nhau, két qua thé hién chi tiét trong Bang
3.29. Trong do:
e Tilé té bao lympho B & cac don vi mau day rén cé tong sb luong HSC dudi
3,5 x10° té bao 1a 10,8% (SD=3,65%), trong khi & cac don vi mau day rén cé
s6 lugng HSC trong khoang 3,5 x10% — 7 x10° té bao 1a 8,94% (SD= 2,95%)
va céc don vi c6 trén 7 x10° té bao HSC 14 8,8 % (SD=4,18%) (p=0,168>0,05).
e Tilé té bao lympho TCD4 & cac don vi mau day ron cé tong sé lwong HSC
dudi 3,5 x10° té bao 12 45,01% (SD=6,91%), trong khi & cac don vi mau day
rén c6 sb luong HSC trong khoang [3,5 x108 — 7 x109] té bao 1a 49,12%
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(SD=10,11%) vi cic don vi c6 trén 7 x10° t& bao HSC Ia 48,99%
(SD=14,15%) (p>0,05).
e Tilé té bao lympho T CD8 & cac don vi mau day rén c6 téng sé lugng HSC
dui 3,5 x10° té bao 1a 23,28% (SD=5,17%), trong khi & céc don vi mau day
rén cd sé lwgng HSC trong khoang [3,5 x108 —7 x109] té bao 1a 22,22%
(SD=8,65%) v céc don vi ¢6 trén 7 x10° t& bao HSC 14 20,87% (SD=5,38%)

(p>0,05).

e Tilété bao NK & cac don vi mau day ron cé téng sb lwong HSC dudi 3,5 x10°

té bao 1a 7,39% (SD=5,49%), trong khi & cac don vi mau day ron c6 sé luong
HSC trong khoang [3,5 x10® — 7 x10°] té bao 1a 6,57% (SD=5,32%) va céc
don vi c6 trén 7 x10° té bao HSC 14 4,7% (SD=3,06%) (p>0,05).
Bang 3. 29. Ti I céc loai té bao mién dich theo cac nhdm sé lugng HSC khac

nhau.
<35x10° | [3,5x10%-7 | >7x10°
té bao x10° ] té bao té bao 5
HSC (CD34+
(CD34) (n=24) (n=21) (=3) | value
Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)
Lympho B (x10° té bao) | 10,8(3,65) | 8,94(2,95) | 8,8(4,18) |>0,05
Lympho T CD4 (x10° té 49,12 48,99
45,01 (6,91) >0,05
bao) (10,11) (14,15)
Lympho T CD8 (x10° té
: 23,28 (5,17) | 22,22 (8,65) | 20,87 (5,88) | >0,05
bao)
Té bao NK (x10° té bao) | 7,39 (549) | 6,57(532) | 4,7(3,06) | >0,05

Ngoai ra, khi phan tich moi lién hé giita cac quan thé té bao trong mau cuong
rén & nghién ciru nay, nhan thay rang sé luong té bao gbc tao mau HSC ¢cé c6 méi
tuong quan thuan twong dbi chat vai thé tich mau day rén thu duoc, sé lugng TNC
va MNC, véi hé sé twong quan (r) lan luot 12 0,67; 0,60 va 0,57 (p<0,01). Bong thoi
s6 lwong HSC twong quan thuan muc trung binh véi ti 16 té bao TCD4 véi r=0,35
(p=0,01). Nguoc lai, s lwgng HSC c¢6 méi twong quan nghich & muc trung binh véi
ti 1& té bao lympho B, véi r= (-0,35) (p=0,03). Chi tiét duoc thé hién & Bang 3.30.
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Bang 3.30. Méi fuwong quan giira sé lwong HSC va céc yéu té khac

S6 lwong HSCs
Dic diém Hé s twong 5
guan (r)

Tudi thai -0,08 0,59
Can nang (kg) 0,14 0,34
Thé tich mdu (ml) 0,67 0,00
TNCs (108) 0,60 0,00
MNCs (108) 0,57 0,00
CD19+/CD3+ B cells - 0,16 0,28
B cell (CD19-/CD3+) - 0,30 0,03
TCDA4 cells (CD3+/CD4+) 0,35 0,01
TCD8 cells (CD3+/CD8+) -0,11 0,44
NK cells -0,23 0,11

Két qua vé maoi tuong quan gitta T CD4 va HSC nay ciing twong dong voi

nghién cttu ctia Putrawan nam 2022 véi hé s6 twong quan r=0,64 (p<0,001) tuy nhién
tac gia ndy mai chi tién hanh nghién ctu trén doi twong la chudt Wistar chir chua
thuc hién quan sat trén nguoi [135]. Vé Iy thuyét mién dich hoc, méi quan hé gitra
HSC va T CD4 tir 1au da duoc nghién ctru, trong d6 su tuong tac gitra cac té bao
TCD4 va HSC 1a mét qua trinh phirc tap bao gom céc co ché diéu hoa tao mau, mién
dich va duy tri HSC. Trong ghép HSC dong loai, c4c té bao TCD4 nay hay con goi
la Th hoac T diéu hoa (Treg_Regulatory T cell) ¢6 vai trd wc ché cac phan (ng mién
dich thai ghép. Méi quan hé ciia cac té bao nay dac biét quan trong va gép phan vao
su thanh cong cua céac ca ghép té bao goc tao mau, ciing nhu can thiét cho hoat dong
binh thudng cua hé théng mién dich [136, 137].
Ngoai ra, két qua nghién ciru con cho thay ty 1é té bao T CD4 va TCD8 ¢6 twong quan
nghich & mirc d6 trung binh véi ty 18 té bao NK véi hé sé twong quan 1an luot lar =
-0,42 (p=0,01), va r = -0,27 (p=0,03). Trong khi dé, cac yéu t6 nhu tudi thai, can ning
khi sinh, thé tich mau, sé lugng TNC, MNC, té bao B (CD3+/CD19+) va té bao B
(CD3-/CD19+) khong c6 mbi twong quan tuyén tinh véi ty 18 NK (Bang 3. 31).
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Bang 3.31. Twong quan cua Cac yéu té véi ti 16 NK

Ti 1é té bao NK (n=59)
Dic diém Hé s6 twong quan .
(r)

Tuoi thai 0,10 0,46
Can nang (kg) -0,03 0,83
Thé tich mdu (ml) -0,23 0,12
TNCs (108) -0,01 0,99
MNCs (108) -0,11 0,46
CD19+/CD3+ - 0,26 0,05
Lympho B (CD19-/CD3+) 0,09 0,50
TCD4 (CD3+/CD4+) - 0,42 0,01
T CD8 (CD3+/CD8+) - 0,27 0,03

Trén thuc té, nhitng cong bo vé dic diém cac quan thé té bao mién dich trong méu tré
so sinh tai Viét Nam hién chua c6 nhiéu, do vay, nhing két qua trong nghién ctu nay
sé& la tién dé cho cac nghién ciru vé ho so mién dich tir thoi Ky so sinh va mé hinh dy
doan bénh ly trong tuong lai.
3.4. Nubi cdy chon loc va ting sinh NK mau ngoai vi

Quy trinh k¥ thuat nudi cdy ting sinh té bao NK mau ngoai vi dugc chuyén
giao tir Nhat Ban véi bo kit moi truong nudi cay hoat hoa va ting sinh té bao NK
chuyén biét, hang BINKIT, dugc stir dung trong nghién ctru nay.
Sau 3 ngay nudi cay hoat hda dau tién, sé lwong té bao giam 41,7% so véi ngay bat
dau nudi cay (D0). Sau do, té bao dugc chuyén sang nudi cay bang moi truong nudi
cdy tang sinh, va bo sung madi trudng méi sau c mdi 2-3 ngay. Cac ngay sau do té
bao phat trién dat dén pha logarit tir ngay thir 11 cua qué trinh nudi cay va cé sy thay
d6i ro rét vé ti 16 dau an [46] biéu hién trén té bao sau nudi ciy, chi tiét thé hién tai
Hinh 3. 10, Hinh 3.11 va Bang 3. 32, Bang 3.33.
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Hinh 3. 11. Téc dé tang sinh ciia NK mau ngogi vi trong qué trinh nudi cay

Bang 3.32 Khoi té bao NK méu ngogi vi sau nudi cay

£ Tilg song | S6 té bao NK | Tong so té bao
Te bao o (%) 76 NK (x10°) (x10°)
nuor cay (Meanzx (Meanzx
ngay sD) sD) (Meanz SD) (Meanz SD)
Trung binh 95,0+2,3 88,3+7,8 | 2659,3+1690,8 | 3.280,8+2.444
D) tuodi p=0,2962 | p=0,4275 p=0,0734 p=0,0759
<65 93,7+0,9 | 85,0+£10,7 | 4212,0+2533,2 | 5.507,8+3.865,2
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:lfoll’i‘;;?; Ti 1(?) /(s;;‘mg oo Nk | SO tfxl;-z‘(l)g) NK Téng( ;fo% bao
ngay
> 65 95,3+2,5 | 89,1%7,3 2'271’1;—'1'284’ 2.724,0+1.787,4
Loai ung thw | p=0,083 p=0,019 p=0,256 p=0,131
Da day 952+¢1,1 | 91,1495 | 3.255,6+1944,3 | 3.970,8+2.978,4
Gan 96,5+0,8 | 88,242,2 | 1.858,9+934,2 | 2.199,8+1.130,8
Phéi 91,4+2,7 | 83,1%£11,2 | 3.067,6+2267,2 | 4.062,6+3.253,6
Bang 3.33. Sé ldan thay déi cia quan thé té bao
S6 lan ttﬁ)gg tong té S6 Ian ting NK S6 lan Ntz?(ng ti 18
(Meanz SD) (Meanz SD) (Meanz SD)
Trung binh 88,9+38,6 1.132,3+940,3 7,8+6,7
Do 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+37,4 601,6+452,5 5,7+2,8
Loai ung 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
Phéi 84,5+52,7 807,3+695,0 5,845,2

O ngay nuoi Cay thar 20 — 21, 30 luong va thanh phan té bao & mdi diéu kién
nuoi Cay cé su ‘thay doi rd rét. Tong so té bao sau nudi cay dat 3.280, 8+2.444,0 x106
Vi s6 lugng té bao NK 1 2.659,3,1+1.690,8%10° chiém 88,3+7,8% quan thé té bao.
Sy phét trién cua té bao NK cao in tuong, ting gap 1132,3+940,3 1an so vai sb luong
té bao NK khi nudi cdy ban dau. Trong khi do, s6 lugng té bao NK ¢ d tudi dudi 65
co khd nang téng sinh t6t hon véi s6 lan tang 1a 2295,2+2099,3 lan, tang gap 3,7 lan
S0 Véi do tudi trén 65 (601,6+452,5 lan) (p=0,0138). Bic biét, su phat trién cua té bao
NK cao nhat ¢ ung thu da day, ting 1644,9+1510,7 1an so véi ban dau, tiép dén Ia
ung thu phdi véi s6 1an NK ting trung binh 13 807,3+695,0 1an va ung thu gan ting

358,3+94,7 lan so voi ban dau (p<0,05).
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3.5. Nudi ciy chon loc va ting sinh NK mau day ron
3.5.1. Lwa chon méi truwong nuéi ciy

Muc tiéu cua nghién cau 1a xay dung dugc quy trinh nudi ciy tang sinh té bao
NK hiéu qua, huéng dén sir dung cho 1am sang. Do vay, cac san phim moéi truong
nudi ciy thuong mai dd duoc danh gi an toan trong 1am sang 13 lia chon dat 18n hang
dau.

Tai thoi diém trién khai nghién ciu, trén thi truong Viét Nam chi c6 duy nhat
2 loai moi trudng nudi cay ting sinh NK 1a BINKIT va bo kit hoat hoa va ting sinh
té bao NK cua hang Corning (ma 88-570), sau day duoc goi 1a “méi truong A”. Ca
hai loai méi trudng nay duoc cdng bd cd cac thanh phan twong ty nhau. Vi moi
truong A, cac cong bd vé hiéu qua nudi cay té bao NK khdng ndi bat, ciing nhu chat
lwgng caa NK sau nudi cdy méi chi dugc tién hanh thir nghiém trén mé hinh dong
vat, chura dugc danh gia trén 1am sang. Trong khi d6i vai san pham mai truong nubi
cay tang sinh té bao NK cua hang BINKIT do vién tri liéu sinh hoc Nhat Ban (BIJ)
sang ché, cac cong bd da cho thay két qua ting sinh NK tir ngudn mau ngoai vi rat
ndi bat, ddng thoi cac san pham NK nay ciing da dugc danh gia vé do an toan ciing
nhu hiéu qua diéu tri trén 1am sang, trén cac ddi twong 1a ngudi tinh nguyén tai Nhat
Ban va Viét Nam [65, 66, 138-140]. Ké thtra cac két qua nghién ctru trén ddi tugng
té bao NK méu ngoai vi, nghién ctiru nay tiép tuc lra chon méi trudng nudi ciy nay
dé tang sinh t& bao NK mau day rdn trong budc nghién ciu tiép theo.

Tuy nhién, dé c6 thém co s, thir nghiém nhoé nham so sanh hiéu qua ting sinh té
bao NK méu cudng rdn tir hai loai méi treong khac nhau duoc tién hanh. Mau mau
day rén cua cing em bé duoc phan tach MNC bang ly tam ti trong st dung ficoll va
tién hanh nudi cay trong 3 diéu kién khac nhau véi ciing sb lugng té bao ban dau, cu
thé:

o Méi trwong A: Hoat héa va tang sinh NK bang bo kit moi truong A

e A+ BINKIT: Hoat h6a NK 3 ngay dau bang BINKIT, nhiing ngay tiép theo

nudi cay bang moi truong A
e BINKIT: Hoat hda va nudi cay ting sinh bang BINKIT
Két qua duoc thé hién trén Hinh 3.12. va 3.13
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Hinh 3.12. So sanh sé lirong NK nudi cdy trong cdc diéu kién méi truong khac nhau

1001

Moi truong nuoi cay

Hinh 3.13. T7 I¢ NK sau 7 ngay nudi cdy trong cdc diéu kién méi triong khac nhau

S6 luong tong té bao nudi cay bang BINKIT va két hop gitta BINKIT va moi
truong A cho két qua twong duong nhau, véi tong sb té bao ting sau 21 ngay nudi
cay la tir 31,6 dén 51,6 lan, trong khi méi trudng nudi cay A co s luong tong té bao
chi tang 1én 3,1 1an. Khdng chi vay, tai ngay nudi ciy tht 7, ti 1é quan thé té bao NK
o moi truong A 1a 13,1%, trong khi moi treong BINKIT la 78,2%, va 16 két hop la
80,2%.

Mic di thir nghiém khong duoc lap lai nhiéu lan, tuy nhién, véi két qua thi
nghiém ban dau nhu trén, va cac bang ching khoa hoc vé danh gia tinh an toan, hiéu
qua ciia mdi truong BINKIT d3 cong bd (ddy 1a tiéu chi quan trong dit 1én hang dau
cua nghién cau), da cang ¢b cho su lya chon méi trudng BINKIT 13 moi trudong dé
nudi ciy ting sinh NK trong toan b nghién ctu nay.
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3.5.2. Lwa chon thoi gian nuéi ciy

Vi chi phi thue hién cho méi 1an nuéi cy twong ddi 16n, do vay chi ¢6 02 mau
méu day rén duoc tién hanh khao séat qua trinh nudi ciy té bao NK trong 23-25 ngay.
Két qua cho thay, sé luong té bao bat dau giam ké tir ngay nudi cay tha 21 tré di
(Hinh 3.14), diéu nay hoan toan phu hop véi khuyén céo caa nha san xuét kit ciing
nhu nhitng két qua nghién ctru trén déi twong 1a té bao mau ngoai vi. Do vay, trong
tat ca cac khao sét sau nay trén ddi twong méau day ron caa nghién ciu nay, ngudng
nudi cdy va theo doi 1a 21 ngay la téi da.

1035

Hinh 3. 14. Khdo sat s¢ lirong té bao trong 23-25 ngay nudi cdy (n=2)
3.5.3. Hinh thdi té bao trong qud trinh nuéi cdy

Qua trinh nudi cay té bao dién ra trong vong 21-25 ngay, trong diéu kién 37°C,
5% CO2. Tai thoi diém ngay nubi ciy dau tién, MNC mau day ron dugc phan tach
sir dung ficoll (d6i voi ca nhitng mau trude d6 duoc phan tach bang hé théng AXP).
Khoi MNC nudi cay thuc té van con céac té bao hong cau lan cing vai té bao bach
cau. Céc té bao bach cau tron, sang, nhan bit mau thuéc nhuém Turk’s mau tim va
dé dang quan sét trén kinh hién vi, mot s té bao hong cau chua duoc ly giai ¢6 hinh
tron, sang va khong bat mau thuéc nhuém (Hinh 3.15-A, B)
Té bao dugc nudi cay 3 ngay dau tién voi mat do tir 1-1,5 x 108 té bao/ml trong moi
truong nudi cay chon loc ban dau. Bén ngay thir 3, méi trudng nudi cay kich thich
ban dau duoc ly tam loai bo, thay vao d6 1a méi truong nudi cay té bao NK co ban va
huyét thanh véi nong do 5-10%.
Tir ngay tha 5 trg di, s6 luong té bao hong cau trong mau nudi cay giam rd rét, lic
nay c6 thé kiém tra sé lugng té bao va xac dinh ti Ié té bao song bang thuéc nhuom
xanh trypan.
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Tir ngay thir 6,7 hinh thanh mot sé cum té bao (Hinh 3.15-C), hinh thai té bao trong
quan thé thay doi va khong dong nhat, phi hop véi cac mé ta té bao NK trong céc
cong bd trude day. C6 2 kiéu hinh thai t& bao c6 nhan quan sat dwoc trong chai nudi
cay:

e Kiéu té bao tron, c6 mot nhan & chinh giira (mii tén trong hinh 3.15-D)

e Kiéu té bao khong dong déu, thanh té bao 15i 16m tao thanh mot sb eo that.

Day 14-Day 21 Day 14-Day 21
Hinh 3. 15. Sir thay déi hinh thai té bao trong qua trinh nudi cdy
A, B) Té bao tgi ngay bdr dau nudi cdy, té bao bach cdu bat mau thusc nhugm mau
tim, hong cau tron, sdng, kich thuéc nhd, khdng bat mau thusc nhugm (miii tén do);
C) Té bao ngay nubi cdy thiz 7, miii tén- cum té bao; D) Té bao ngdy 7, miii tén — té
bao tron, hinh sao — té bao khéng dong déu; E) Té bao ngay 14, mili tén — cum té
bao lén, hinh sao — té bao khdng dong déu.
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Tir ngay the 14 tré di, sé lwong cum té bao ciing nhu kich thuéc cum té bao
tang 16n rd rét (Mi tén, hinh 3.15-E), ti 18 cac té bao c6 hinh thai khéng ddng nhit
tang 1én so v6i cac ngay nudi cay trude do (hinh sao, hinh 3.15-F) va ti 1 nay khéc
nhau tdy vao tirng mau.

Tir ngay thir 21 trd di, té bao c6 xu huéng nho dan vé kich thuéc, song song véi sy
suy giam s luong té bao.

3.5.4. Qudn thé té bao NK (CD3-/CD56+) nuéi ciy chon loc

3.5.4.1. Sy thay doi kiéu hinh mién dich ciia quan thé té bao NK mdu ddy ron trong
qud trinh nudi cdy

Khao sat kiéu hinh mién dich quan thé té bao NK & 4 mau cho thay su thay
d6i ngoan muc Vvé ti 1é té bao NK trong qué trinh nudi cay.

Quan thé té bao ban dau véi ti 18 NK (CD3-/CD56+) trung binh 1a 4,88 % +1,51%,
dén ngay nudi ciy tha 3, ti 16 NK CD3-/CD56+ tang 1én 13 11,58% + 8,97%, ngay
thir 6 12 37,35% + 10,83%, ngay thir 8 13 67,85% + 12,7% va ngay tht 10 14 75,68%
+ 8,78%. Giai doan tir ngay thir 3 dén ngay nudi ciy thir 10 nay 1a giai doan gia ting
ti 16 NK 16n nhat trong sudt qua trinh nudi cay (Hinh 3.16).

150

100

%

50

01 T T T T 1
5 10 15 20 25

Ngay nubi cay
Hinh 3. 16. T/ 1é % NK (CD3-/CD56+) trong qué trinh nudi cdy (n=4)
Tir ngay nudi cdy tha 10 tro di, toc do gia tang ti 16 NK trong quan thé cham lai, cu
thé, dén ngay thir 13, ti 16 NK 12 79,17% + 10,74%, ngay tht 15 dat 80,67% + 11,02%,
ngay thir 17 12 82,96% =+ 8,8%, ngay thir 19 14 85,06% + 9% va ngay thir 21 13 87,35%
+9,22%, chi tiét Bang 3.34.
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Bang 3. 34. Ti 1é % NK thay déi trong qua trinh nudi cdy

Ngay nuol | = 1 an (o) SD (%) N
cay
Day 0 4,88 151 4
Day 3 11,58 8,97 4
Day 6 37,35 10,83 4
Day 8 67,85 12,70 4
Day 10 75,68 878 4
Day 13 79,17 10,74 4
Day 15 80,67 11,02 4
Day 17 82,96 8,80 4
Day 19 85,06 9,00 4
Day 21 87,35 9.22 4

Mot diéu dang chu y 14, tir quan thé té bao NK ban dau bao gom 2 quan thé
phu 1a CD3-/CD56+ 4™ biéu hién thap CD56 chiém wu thé so véi quan thé thir 2 13
CD3-/CD56+"rt higu hien manh CD56, sau 21 ngay nudi cay, ti 18 quan thé té bao
CD3-/CD56+"9" ¢4 chiém gan nhu toan bo quan thé té bao NK hoat hoa. Chi tiét
duoc thé hién tai hinh 3.17.
Sy chuyén doi ti 1& hai quan thé té bao NK CD56%™ va CD5619" dugc bat dau thé
hién sau 5-6 ngay nudi ciy dau tién va gia ting manh trong cac ngdy sau do, dic biét
la giai doan tir ngay nudi cay thir 14-15 va dat cuc dai vao ngay nudi cay tha 21. Két
qua nay phan anh hiéu qua ciing nhu vai trd cua cac yéu td hoat hoa trong méi trudng
nudi cay, bao gom céac yéu té nhu CD16, OKT432, IL2,... Qua trinh chuyén doi cac
quan thé té bao trong qua trinh nudi ciy c6 thé giai thich nhu sau:

e Céc té bao NK, dic biet NK CD56%™ biéu hién manh yéu t6 hoat hda CD186,
tuong tac va duoc hoat hoa boi khang thé khang CD16 gan trén bé mat chai
nudi cay. Qué trinh ndy dan dén viéc hoat hoa NK dé c6 thé san xuat nhiéu
cytokine va chemokin nhu IFN-y, TNF-a,...Dong thoi té bao NK sau khi duoc
hoat hda bai khang thé khang CD16 s& mat dan sy biéu hién cia CD16 trén bé
mat cua chidng, song song véi biéu hién manh CD56 [141, 142].

e Té bao HSC biét hoa thanh té bao NK CD569", sau d6 cic té bao CD56°9M
nay c6 thé tao ra cac té bao CD56 9™ mang kha ning gay doc truc tiép cao



92

hon. Ngoai ra, c4c té bao NK CD569" nay tir 1au da dwoc biét dén 1a co dic
trung boi dau telomere dai hon va biéu hién CD94 manh hon so v6i NK
CD56%M [143, 144]. Biéu nay cho thiy rang chiing cé kha ning ton tai va phan
chia 1au dai hon CD56%™,

e Céc yéu té nhu OK432 va IL2 ¢6 trong moi truong nudi ciy so cap hoic duoc
kich thich tiét ra tir cac té bao don nhan lam gia ting kha ning tang sinh, biét
hoa cua NK dau dong, ting kha ning tiéu diét va san xuat cytokine cua NK
[145, 146].

e O giai doan nudi ciy thtr cap, dudi tac dung cua I1L-2, va cac yéu té kich thich
tang trudng co trong tiéu cau duoc giai phong, NK tiép tuc dugc kich thich
tang sinh va gia tang hoat tinh cua né [145].
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Hinh 3. 17. Kiéu mién dich quan thé té bao NK mau day ron trong qué trinh nuéi
A) Ngay nudi cdy dau tién (Day 0), t7 16 NK CD56%™ 14 7,9%, trong khi CD56" 9"t
14 0,2%; B) Ngay nudi cay thiz 6 (Day 6); C) Ngay nudi cdy thiz 15 (Day 15);
D) Ngay nudi cdy thir 21 (Day 21) t/ 16 NK CD56™ 1a 2,2%, trong khi
CD56"19" |3 94,4%
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Nhu vay, tir ly thuyét dén thyc tién, san pham té bao NK sau hoat hoa va ting
sinh trong nghién ctru ndy c6 do déng nhat twong dbi cao, trong dé cac té bao NK
CD56 chiém ti 16 chu yéu. Cac té bao nay, tir 1au di duoc biét dén véi su biéu
hién thap (hoic khong biéu hién) CD16 va kha ning tiét cytokine, chemokine cao
hon quan thé té bao NK CD564™,
3.5.4.2. Hiéu qua nuoi cd'y chon loc NK

Két qua nudi ciy ting sinh NK trén 7 mau mau day rén cho thay quan thé té
bao NK (CD3-/CD56+) c6 bién dong ting tir 6,38% + 4,87% ban dau lén 77,39%
+19,11% (tuwong duong véi Viéc tang ti 1& trung binh 11,6 1an), chi tiét duoc thé hién
& Bang 3.35 va Hinh 3.18.

Bang 3.35. T7 1é quan thé té bao NK (CD3-/CD56+) truedc va sau nudi cay

Méu Day 0 (%) Day 21 (%)
NK 01 6,1 72
NK 02 3,1 36,7
NK 03 17,53 88,1
NK 04 1,7 72,8
NK 05 52 79,1
NK 06 1,2 96,84
NK 07 3,8 96,24

Min 1,7 36,7

Max 17,53 96,84
Mean 6,38 77,40

SD 4,87 19,11
N 7,00 7,00
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Hinh 3. 18. T/ 1¢é quan thé té bao NK #ruréc va sau nudi cdy
Mau NK 01 ¢6 ti Ié quan thé té bao NK (CD3-/CD56+) tang tir 6,1% lén &,2%, mau NK
02 ting tir 3,1% 18n 36,1%, NK 03 ting tir 17,52% |én 88,1%, mdu NK 04 ting tir 1,7% lén
72,8%, mau NK 05 tang tir 5,2% 1én 79,1%, mau NK 06 tang tir 7,2% 1én 96,84% va mau
NK 07 ting tir 3,8% 1&n 96,24% sau 21 ngay nudi cdy.

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

Khao sat quan thé HSC (CD34+) & 03 mau té bao nudi cay trong 21 ngay cho thay ti
1 té bao HSC giam dan theo thoi gian va dén khoang ngay nudi cay thir 10-15, HSC
khong con ton tai trong quan thé té bao nudi cdy (Hinh 3.19).

0.8

0.2+

0.0 .
0 5 10 15 20 25

Ngay nudi cay
Hinh 3. 19. T/ 1é HSC thay déi trong qué trinh nudi cdy (n=3)
O ngay nudi ciy dau tién, ti 16 HSC trung binh 1a 0,47% + 0,21%, & ngay nudi ciy
thir 3 (tirc sau giai doan nudi ciy so cap), ti 1é nay giam manh xuéng con 0,29% =+
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0,06%. Tiép do, & cac ngay nudi ciy thir 6 12 0,16% + 0,06%:; ngay thir 8 112 0,1 +
0,04% va dén ngay 15 ti 16 HSC & ca 3 mau déu la 0%, chi tiét Bang 3.36.
Bang 3. 36. Ti ¢ HSC thay déi trong qua trinh nudi cdy (n=3)

Ngay nudi cay Mau 01 Miu 02 Miu 03
DO 0,2 0,7 0,5
D3 0,32 0,21 0,35
D6 0,07 0,2 0,21
D8 0,05 0,09 0,15
D10 0,02 0 0,05
D13 0,05 - 0
D15 0 - -
D17 - - -
D19 - - -
D21 - - -

Rat nhiéu nghién ciru da chi ra vai tro cia HSC trong viéc thuc day biét hoa
thanh dong té bao NK. Trong mot s6 nghién ciru, dé gia ting hiéu qua cia qua trinh
nudi cay ting sinh té bao NK, budc kich thich ting sinh HSC duoc tién hanh trudc
tién véi su hién dién cua cac chét kich thich ting tredng da duoc dé cap o trén trong
thoi gian tir 1-4 tuan, sau d6 méi dén cac budc hoat hoa ting sinh té bao NK. Tuy
nhién trong nghién ciu nay, do ti 16 HSC ban dau trong khéi té bao thap (<1%)
3.5.5.2. Tinh chon loc ciia méi truong nudi cdy té bao NK

Nghién ciru tién hanh danh gia sy thay ddi vé ti & cac loai té bao mién dich

nhu NK (CD3-/CD56+), NKT (CD3+/CD56+), T CD4 (CD3+/CD4+), T CD8
(CD3+/CD8+) trong khdi té bao trudc va sau nudi cdy 21 ngay trén 7 mau.
Két qua cho thay rd su thay ddi rat 16n vé ti 1é cac té bao mién dich trong quan thé té
bao trudc va sau nudi cdy. Cu thé, ngoai quan thé té bao NK (CD3-/CD56+) c6 bién
dong ting tir 6,38% + 4,87% ban dau 1én 77,39% +19,11% (twong duong véi Vviéc
tang ti 16 11,6 1an), Khong chi vay, quan thé té bao NKT (CD3+/CD56+) ciing c6
bién d6i theo chiéu hudng ting, tir 0,09% + 0,03% lén 6,21% +7,44%.

Hai quan thé té bao c6 xu hudéng giam ti 1é trong qué trinh nudi cay 1a T CD4
(CD3+/CD4+) va TCD8 (CD3+/CD8+) véi ti |& ban dau lan luot 12 39,51% + 11,3%
VA 20,84% + 4,07%, sau khi nudi ciy 21 ngay 1a 5,31% + 5,03% va 3,47% + 3,19%,
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tuong duong vdai ti 16 giam 7,44 va 6 1an (chi tiét thé hién trong Bang 3.37 va Hinh
3.20).
Bang 3. 37.T7 I¢ c&c quan thé mién dich trréc va sau nudi cdy 21 ngay

o aa Trwéc nudi cay | Sau nudi cay Panh
Quan the te bao N L
Mean (SD)% Mean (SD)% gia

NK (CD3-/CD56+) 6,38 (4,87) 77,39 (19,11) 7 Tang

NKT (CD3+/CD56+) 0,09 (0,03) 6,21 (7,44) 7 | Ting

T CD4 (CD3+/CD4+) 39,51 (11,3) 5,31 (5,03) 7 Giam

T CD8 (CD3+/CD8+) 20,84 (4,07) 3,47 (3,19) 7 Giam
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Hinh 3. 20. T/ 1é cac quan thé mién dich truéc va sau nudi cdy 21 ngay
3.5.6. Sw thay déi vé sé lwong té bao nuéi cdy

Trong 7 mau té bao nudi cay, tong sb luong té bao ban dau la 45,02 x10° +
15,75 x108, trong d6 2,8 x10° + 1,9 x10° 14 té bao NK (CD3-/CD56+), sau 21 ngay
nudi cay, tong sé luong té bao 1a 2.115,4 x108+ 1.040,1 x108, trong d6 c6 1.762,7
x108 + 1.141,1 x10° 12 té bao NK, twong duong véi viéc sé lugng tong té bao ting 1én
46,06 + 14,21 lan va s6 luong té bao NK ting Ién 840,7 + 550,4 lan, chi tiét thé hien
trong Bang 3.38.

Bang 3. 38.Téng sé lwong té bao va té bao NK sau 21 ngay nudi cay
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Té bao tong sé NK (CD3-/CD56+)
(x10°) (x10°) N
(MeanzSD) (MeanzSD)
S6 lwong DO 45,02 + 15,75 28+1,9 7
S6lweng D21 | 2.1154+1.040,1 | 1.762,7 +1.141,1 7
S6 lan ting 46,06 + 14,21 840,7 + 550,4 7

C6 thé thdy rang, mac du sd té bao NK ting thay ddi rat nhiéu ¢ nhitng mau
khac nhau, nhung dic diém chung cua ching 1a méi truong nudi ciy ¢ tinh chon loc
dong té bao NK cao. Khdi té bao NK sau nudi cay co6 d6 dong nhat (NK purity) cao,
va tang sinh rat nhiéu 1an so véi khéi té bao ban dau (Hinh 3.21).
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Hinh 3. 21. S6 lirong té bao NK va téng sé hwong té bao trong quéa trinh nudi cay
A) Sé lan ting sé hwong té bao sau 21 ngay nudi cay (N=7)
B) Sé lan ting sé hwong té bao trong 21 ngay nudi cay
Sau giai doan nudi ciy so cdp 3 ngay dau, hau hét cac mau c6 sé lugng té bao
giam so vai té bao nudi ciy ban dau, cu thé 5/7 mau c6 sé luong té bao Day 3 giam
so véi Day 0; trong 7 mau khao sét, 1 mau c6 s luong té bao khong doi va 1 mau co
s6 luong té bao tang 1én. Nguyén nhéan cua viéc giam nay | do tac dung cua cac chat
hoat héa, cu thé khang thé khang CD3 lién két véi thu thé CD3 trén bé mat té bao
lympho ban dau dan dén kich hoat té bao lympho T giai phong cac cytokine, nhung
sau d6 gdy ra qué trinh chét theo churong trinh (apoptosis) ctia cac té bao T [147]. Tur
ngay nudi cdy thir 8 dén ngay nudi cay 21 1a giai doan sinh truéng manh nhat cia té
bao. Sau ngay 21, té bao c6 xu hudng 140 hoa, giam vé sé lwong. Hinh 3.22 va hinh
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3.23 thé hién chi tiét sb 1an tang tong s luong té bao va sé luong té bao NK theo thoi
gian nudi cay.
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Hinh 3. 22. S¢ ldn ting tong sé heong té bao trong 21 ngay nudi cdy (N=7)
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Hinh 3. 23. S6 liong té bao NK (CD3-/CD56+) trong qua trinh nudi cay (N=4)

Nhu vay, ti 16 té bao NK (CD3-/CD56+) va HSC (CD34+) trong quan thé té
bao don nhan mau day ron ban dau truéc nudi cy chi chiém ti I¢ 1an luot 12 6,38% +
4,87% va dudi 1%. Tuy nhién sau 21 ngay nudi cay, ti 1& quan thé té bao NK nay da
Ién t&i 77,4% + 19,1% véi trung binh 1,762.7 x10° + 1,141.1 x 10° (trong khoang tur
372 — 3681 x 10°) té bao va 840 + 550 lan ting sd luong té bao NK (trong khoang
141 — 1934 1an), trong khi sé luong cua té bao HSC (CD34+) giam dan va khdng con
sau 10-15 ngay nudi cy. Biéu ndy cho thay, mac du HSC 1a loai té bao biét hoa rat
nhanh, nhung hdn hop céc yéu té kich thich sinh trudng cé trong méi trudng nudi cay
té bao NK, bao gom cac chat kich thich ting truéng trong huyét thanh bat hoat nhiét
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khong chi kich thich ting sinh té bao NK ma con duy tri tinh gbc cua HSC va kich
thich biét hoa thanh té bao NK.

Phan tich vé ti 16 HSC thay ddi trong qué trinh nudi cay, két qua caa nghién
ctru nay twong dong vai cong bd cua Maria Jodo Pinho va cong sy nam 2011 khi nudi
cdy tang sinh té bao NK tir HSC (CD34+). Sau 7-28 ngay, HSC khdng con trong moi
truong nudi cdy, thay vao do 1a ti 1¢ té bao NK ting 1én cao [148]. Nhung két qua
nghién ctru nay khéc biét so véi két qua cua Kao va cong su nam 2007 khi nuéi cay
tang sinh HSC trong 1 tuan sau d6 1a nudi cay biét hoa té bao HSC thanh té bao NK
trong vong 6 tuan tiép theo bang moi truong chtra cac chat kich thich tang truéng cho
ca NK va HSC nhu TPO, SCF, FL, 1L-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-12, IL-18, IL-15,
GMCSF, GCSF...mic du ti 1é HSC giam, nhung sau 6 tuan nudi cy, ti 1¢ té bao HSC
van dat dudi 3%, ti 1é té bao NK dat 54.2% [149]. Nguyén nhan cua su khac biét nay
c6 thé do ngudn té bao ban dau dé nudi ciy biét hda té bao NK Ia té bao HSC trong
nghién ctu cia Kao di qua qué trinh chon loc dic hiéu (sorting) va c6 do tinh khiét
1a 99% thay vi hdn hop MNC chi chira té bao HSC duédi 1% nhu ¢ nghién ciu nay.
Hon nita, mdi truong nudi cdy caa Kao khdng chi bao gdm cac chat kich thich ting
sinh hoat hda té bao NK ma con chira cac chat kich thich ting sinh té bao HSC dugc
duy tri va bd sung lién tuc trong thoi gian dai nudi cay. Con trong nghién ciru nay,
mét s6 thanh phan kich thich HSC (néu c6) chi ton tai trong huyét thanh bat hoat nhiét
duoc bd sung vao méi trudng Vai ti 16 5-10%. Nong do cac chat chwa duoc xac dinh
va chi dugc duy tri nudi cay trong thoi gian ngan.

Khi so sanh véi cac két qua cua cac nghién cau khac, quan sat thiy co su khéc
nhau vé hiéu qua ting sinh NK bao gdm ting sinh vé s6 luong ciing nhu tinh dong
nhat cua quan thé té bao NK sau nudi ciy.

Niam 2011, Jan Sphanholtz va nhom nghién ciru cta dng ciing di bao céo két qua cua

ho vé su khac biét cua té bao NK véi cac té bao CD34+ mau day rén. Céc té bao goc

tao mau HSC méu day rén duoc nudi cay trong 2 tuan. Tur ngay thir 14, cac té bao
dugc nudi ciy theo 2 phuong phép:

e O phuong phép thtr nhat, Jan Sphanholtz st dung tdi nudi cay dé tang sinh té

bao HSC va két hop véi méi trudong chira SCF, IL-7, 1L-15 va IL-2 trong vong

6 tuan. Két qua 13, tong so té bao trung binh tang 1300 1an, san pham té bao

NK c6 s6 luong 900-1.900 x 108 va ti 1¢ CD3-/CD56+ la 71% + 9% (n=3)

[150]. O phuong phap nay ty 1¢ té bao NK va s6 luong té bao NK khong co su

khac biét nhiéu so véi két qua cua nghién ctu ndy. Mac du s6 lan tang sinh té

bao NK trong nghién ctru ctia Jan Sphanholtz cao hon, nhung vi quy trinh nu6i

cay cuia ho kéo dai 6 tuan, trong khi quy trinh caa nghién ctiru nay 1a 3 tuan (21
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ngay), do vay c6 thé ndi sé lan ting sinh t& bao NK khong thuc sy noi bat hon
S0 vai nghién cau nay.

e Trong phuong phap thir hai, Jan Sphanholtz st dung hé théng bioreactor dé
nudi ciy té bao va thu dugc két qua tot hon so voi phuong phap dau tién va
cling t6t hon so vai két qua trong nghién ciru nay: Sé lan ting 1én cua té bao
la 2.100 lan, san pham té bao NK c6 d tinh khiét cao véi 92% + 2% va téng
s6 té bao NK 1a 1.600 — 3.700 x 108 té bao (n=3) [150].

Niam 2014, nhom nghién ctru ciia Hiroshi Terunuma ciing tién hanh thi nghiém
nudi cdy ting sinh té bao NK tir mau ngoai vi ciing bang bd hoa chat BINKIT, két
qua cho thay sé lan ting sinh téi da cta cac té bao NK 1a 161 lan va ti 16 CD3-/CD56+
sau nudi cay toi da 1a 78% [151]. Két qua tang sinh s6 luong té bao NK nay thap hon
so vai két qua tang sinh té bao NK tir mau ngoai vi trén bénh nhan ung thu (1.132,3
+ 940,3 1an) va trén ca té bao NK tir mau day rén (840,7 + 550,4 lan) & nghién ctu
nay. Vi méau day ron khong chi 1a nguon chira té bao NK chwa truang thanh ma con
chua ca té bao gdc HSC c6 kha ning biét hoa thanh té bao NK dau dong, ca hai loai
té bao nay déu c6 kha ning phat trién thanh té bao NK hoat héa trudng thanh, do d6
hiéu qua tang sinh NK méu day rén van con cd kha ning cao hon rat nhiéu khi tién
hanh trién khai thém giai doan tang sinh HSC truéc khi ting sinh va biét hoa té bao
NK.

Niam 2013, trong bao cio ciia Nina Shah va cac ddng nghiép duoc cong bé ty 18
té bao NK (CD56+CD3-) ¢6 ngudn géc tir mau day rén tuoi ting sinh 12 > 95% va sb
luong té bao NK trung binh gap 1.848 lan so véi ban dau, trong khi NK tir mau day
rén dong lanh tang sinh trung binh gap 2.389 lan sau 14 ngay nudi cdy. Két qua trén
cao hon nhiéu so véi két qua cua nghién ctu ndy. Nguyén nhan chinh cé thé 1a do sy
khac biét trong phuong phap ting sinh té bao NK mau day rén. Nina Shah di st dung
té bao trinh dién khang nguyén nhan tao (aAPC _ artificial antigen presenting cell) va
c4c cytokine bao gom IL-2, IL-15 va FLT-3. aAPC di dan dén viéc tao ra céc té bao
NK méu day rén nudi cdy biéu hién gia ting cta cac thy thé kich hoat té bao NK, va
biéu hién perforin va granzyme ting 1én.[152]. Két qua trén thuc sy an tuong bai tuy
thoi gian nudi cdy ngan hon nhung s6 lugng té bao NK va ty 1¢ té bao NK déu cao
hon nhiéu so véi két qua cua nghién ciru ndy. Diéu nay chiing té rang mic di c6 mot
s6 chat b sung ting truong tuong tw, nhung cac diéu kién nudi ciy trong quy trinh
cua Nina Shah hiéu qua hon dbi véi viéc ting sinh NK. Tuy nhién, trong phuong phap
cua Nina Shah c6 mot giai doan té bao NK phai twong tac véi té bao ngoai lai, do do,
rat kho kiém soat anh hudng cua cac té bao nay dén cac té bao NK ciing nhu trong
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san pham té bao NK cudi cling. Pay ciing 1a mét nhuoc diém khi so sanh véi phuong
phap trong nghién cuu nay.

Nam 2019, Mu va cong su dd cong bd nghién ciu cua minh phuong phap nubdi
cdy tang sinh té bao NK tir MNC mau day rdn ciing sir dung céc chat kich thich ting
sinh va hoat hoa twong tu la IL-2, khang nguyén Streptococcus nhém A va
zoledronate. Trong nghién cttu caa Mu, tir quan thé MNC ban dau véi 5,02% té bao
NK (CD56+ CD3-), san pham c6 ti 18 té bao NK dat >90%, sau 21 ngay nudi ciy s6
lwgng té bao dat trung binh 1,59 x 10%° té bao, cao gap 101 lan tong sé lwgng té bao
ban dau va gap 1.561 lan so véi sb lugng NK ban dau (n=5) [153], va cao hon S0 V4i
két qua nghién ciru ndy. Mét trong cac nguyén nhan 1a nong do I1L-2 sir dung trong
nghién cau cua Mu 12 2.000 1U/ml gip doi so véi nong d6 tdi da str dung trong nghién
ctru nay la 1.000 1U/ml. Ngoai ra, Mu con cho thay, viéc bd sung khang nguyén vi
khuan Streptococcus nhém A & nong d6 0,01KE/mL nhu mot tac nhan gay viém
nhidm dé kich thich té bao NK hoat héa lam ti 1é té bao NK thu dwoc cao hon hin céac
cong bé trude d6 khi st dung phuong phap nudi cay khong sir dung 16p té bao nudi
hodc phuong phap c6 sir dung 16p té bao nudi. Tuy nhién viéc danh gia hiéu qua cua
khdi té bao NK nay trén 1am sang chua duoc l1am rd. Vi cac khang nguyén vi khuan
nay khi dwa vao co thé n6 khdng chi kich thich té bao NK ma né cé thé kich thich cac
phan &tng mién dich khéc chwa duoc kiém soat cua co thé. Hon nira, cac khang nguyén
vi khuan hién dién trong khdi té bao, cé thé anh huong dén chi sé ndng do noi doc td
vi khuan, va do vay c6 thé dan dén viéc khéi té bao khong dat tiéu chi nay khi sir
dung trén 1am sang. Pay 1a mot diém can thyc su luu §.

Trén thuc té, cac nghién ctru ciing chi ra riang khi dugc kich thich bang cac
cytokine nhu IL-2 hoic 1L-12, hoat tinh giy doc té bao cua tat ca cac tap hop con té
bao NK ting 1én dang ké. Hon nita, su két hop giira 1L-12 va 1L-18 la cach tbt nhat
dé tao ra su san xuat manh mé IFN-y, cao gap 20-30 lan trong té bao NK CD5619
so véi trong té bao CD56%™ [154]. Trong khi d6, & nghién ctiu nay, diéu kién nudi
cay la sy két hop giita 1L-2, khang thé khang CD3, CD16 va OK-423, axit zoledronic
va huyét twong ty than gidp kich hoat héa va tang sinh té bao NK. Vao ngay dau tién,
ty 1¢ té bao NK CD56%™ chiém wu thé trong quan thé. Tir ngay tha 5 dén ngay 21, ty
& té bao NK CD56%™ giam va ty I¢ CD56"9" tang dang ké 1én > 90% trong quan thé
té bao NK. Diéu niy c6 nghia la quan thé té bao NK da thay d6i rat nhiéu vé ti 1é va
s6 lugng so voi quan thé té bao ¢ giai doan ban du va ciing chirng minh rang cac
chat bo sung ting trudng trong diéu kieén nudi cay co hiéu qua trong viéc hoat hoa va
dinh huéng phét trién cac té bao NK CD56°r9nt,
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Nhu d3 thao luan trude ddy, CD569M ¢4 ti 1& cao hon trong mau day rén so Véi
méu ngoai vi trong khi CD56%™ ¢6 xu hudng nguoc lai. Hoat tinh gay doc té bao cua
cac té bao NK CD56%™ cao hon dang ké so véi cac té bao CD56"19" va chiing chira
nhiéu perforin, granzyme va hat phan giai t& bao ung thu hon. Mttc d6 biéu hién cao
cua CD16 lam cho ching tré thanh chat trung gian hiéu qua caa qua trinh gay doc té
bao phu thudc vao khang thé, trong khi céc té bao NK CD5619" chi thyc hién qué
trinh gay doc té bao phu thudc vao khang thé mot cach yéu 6t. Tuy nhién, cac té bao
NK CD56"19" [a nhitng té bao san xuét cytokine hiéu qua nhat. Cac cytokine chinh
duogc giai phong 1a interferon-y (IFN-y), yéu té hoai tir khdi u-a (TNF- ), yéu té kich
thich khuan lac dai thuc bao bach cau hat (GM-CSF)....Hon nira, dan chimg y vin
cho thay té, bao NK CD569M |3 tién than cua té bao NK CD56%™, ching c6 thé
chuyén dang dudi sy xuat hién cia mot sb yéu té nhu yéu té ting trudng nguyén bao
soi 1 (FGF-1), do vay, gia thuyét dua ra rang sau khi NK CD56"19" vao co thé, cac
té bao nay co thé dugc kich hoat dé chuyén sang CD56%™ vai kha nang tiéu diét té
bao ung thu manh hon va tiét cytokine, chemokine dé kich hoat cac phan ang mién
dich chéng ung thu khac trong co thé [155, 156].

Trong nghién cau nay, khéi té bao NK sau ting sinh, hoat héa c6 quan thé
CD5619M chiém wu thé, tuy nhién nghién ctru chua thé danh gia dugc kha nang tiét
cytokine cua té bao NK dé 1am rd hon vai tro cta cac té bao nay. Pay s& 1a mot trong
nhitng diém can trién khai nghién ctu thém trong tuong lai.

25004
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Hinh 3. 24. S¢ lan tang NK sau nudi cay trén hai nguon té bao khac nhau
CB NK: NK mau day ron (n=7)
PB NK: NK mau ngogi vi (n=9)
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Nhu vay, xét vé mit s6 luong ciing nhu hiéu qua ting sinh té bao NK, cing
v6i méi truong nudi cdy va phuong phap nudi cdy, trong nghién ciu ndy, qué trinh
tang sinh t& bao NK méu cudng rén khong c6 giai doan kich thich ting sinh té bao
g4c tao méau (HSC) cho hiéu qua ting sinh thap hon so v&i ngudn mau ngoai vi, voi
s6 lan tang sinh 1a 840+550.4 1an & mau cubng rén so véi 1.132,3 £940,3 1an ¢ méu
ngoai vi (Hinh 3.24). Nguy&n nhan mot phan c6 thé do chua téi uu dwoc hiéu suét
tang sinh HSC, din dén chua t6i wu duoc hiéu suat biét hoa va ting sinh ctia NK trong
méu day rén.

3.5.7. Thoi gian nhén déi ciia té bao

Vi tdc do sinh truong cua té bao anh huong dén tinh 6n dinh ciing nhu si déng
nhat cua quan thé té bao hay san pham té bao phuc vu tri liéu, do d6 nghién cau tién
hanh danh gia thoi gian nhan doi cta quan thé té bao nudi cay néi chung va quan thé
té bao NK noi riéng.

Két qua cho thay thoi gian nhan dbi trung binh cua riéng té bao NK trong subt
21 ngay nudi cay la 2,28 ngay (SD=0,31 ngay; N=7), twong duong 54,82 gio dé hoan
tat 1 1an phan chia (Bang 3.39). Piéu niy c6 nghia 13, trong sudt qué trinh nudi cay la
21 ngay, té bao NK mau day rén da phan chia dugc 9-11 lan.

Bang 3. 39.Thoi gian nhdn déi trung binh cua té bao NK trong cac mau (n=7)

My Thoi gian nhan @61 | Thoi gian nhan doéi
(ngay) (g10)

S7 2,05 49,15
S6 2,20 52,68
S5 2,34 56,14
S4 1,92 46,18
S3 2,39 57,29
S2 2,15 51,67
S1 2,94 70,61
Min 1,92 46,18
Max 2,94 70,61

Mean 2,28 54,82
SD 0,31 7,35
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Tuy nhién, khi phan tich vao ting giai doan sinh truong cua té bao, nhan thiy,
trong mdi giai doan khac nhau cua qué trinh nudi ciy, thoi gian nhan déi cua té bao
NK s& khéac nhau. Vi trong giai doan 3 ngay nudi ciy so cip dau tién, hau hét cac
mau ¢6 hién tuong giam sé luong té bao so véi ban dau do anh huéng cua qué trinh
hoat hoa, trong khi tir ngay thir 3 dén ngay tha 21 hién twong nay khong con xay ra.
Do vay, can cir trén két qua khao sét tbc do ting sinh va bién doi vé ti 1& quan thé té
bao NK, thoi gian nhin déi cua té bao dugc phan tich trong 3 giai doan: Giai doan
tang truong manh nhat vao ngay tha 3- ngay thir 10; giai doan tim diém can bang tir
ngay thi 10 dén ngay 15 va giai doan bdo hoa tir ngay 15 dén ngay 21. Tién hanh
khao sét trén 04 mau té bao dugc theo ddi s6 luong té bao NK lién tuc, két qua duoc
thé hién ¢ Bang 3.40.

Bang 3. 40. Thoi gian nhdn déi té bao NK trong cac giai doan khéac nhau

Thoi gian nhan déi cia NK

2 Trun
Théi gian khéo sat (ngay) 9 s | N

- - ~ - binh
Maul | Mau2 |Mau3 | Mau4

Ngay 3- Ngay 10 162| 1,11| 114| o088| 1,19| 031| 4

Ngay 10-Ngay 15 449| 222 267| 387| 331| 105 4

Ngay 15- Ngay 21 3,53 561| 3,56 360 4,08| 1,03 4

Giai doan tir ngay thtr 3 dén ngay 10 14 giai doan té bao ting sinh nhanh nhat
Vi trung binh 14 1,1940,31 ngay, twong dwong 28,46 + 7,4 gid. Piéu nay dong nghia
la trong giai doan 7 ngay nay, cac té bao da thyc hién phan chia trung binh 6,2 + 1,3
lan. Tuong ty, trong giai doan tir ngay thir 10 dén ngay 15, té bao giam tdc d6 nhan
Ién, véi trung binh 3,31 + 1,05 ngay cho 1 lan phan chia, tvong duong 79,48 + 25,2
gio, twong trNg V4i Viéc cac té bao da thuc hién 1,6 £ 0,5 lan phan chia trong giai doan
nay. Cudi cling, trong giai doan tir ngay 15 dén ngay 21 thoi gian nhan do6i trung binh
la 4,08 + 1,03 ngay, twong duwong véi 97,81 + 24,6 gio, va trong qua trinh nay, céc té
bao da thuc hién phan chia 1,5 + 0,3 lan.

Nhu vay, trong nghién ciiu ndy, thoi gian nhan d6i trung binh ciia té bao NK
trong toan bo 21 ngay nudi cay 1a 54,84 + 7,35 gio, trong duong véi 2,29+ 0,31 ngay,
cao hon dang ké so vai té bao NK ¢6 ngudn goc tir mau ngoai vi nguoi truang thanh
trong nghién cuu cua Yin Liu va cong sy nam 2014 1a 1,24 — 1,25 ngay [157]. Tuong
tu, két qua nay cao hon so vé&i két qua 24-36 gio cua té bao thuong mai NK-92 theo
s6 lidu cong bd cua Tam va cong su ndm 2003 [158], ciing nhu s6 lidu 30-40 gid cua
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dong té bao thuong mai KHYG dugc nha cung cip dong té bao cdng bb. Tuy nhién,
s6 liu trén lai thap hon rat nhiéu so vai dng bd cia Lutz va cs ndm 2011 trén dbi
tuong té bao NK ngon géc méau ngoai vi ngudi truéng thanh 1 13,5 ngay [159]. Vi
thoi gian nhan d6i cua té bao ti 16 nghich véi céc bién d6i cé thé xay ra trong bo ma
di truyén do sai st trong qua trinh nhan déi va phan chia. Do d6, dé 1am rd hon tinh
6n dinh cta bo nhidm sic thé té bao sau nudi cay, xét nghiém nhiém sic thé 46 cua
té bao NK sau 21 ngay nudi cdy da dugc thuc hién. Két qua nay s& duoc trinh bay &
phan sau caa nghién ctu.

3.6. Hoat tinh ciia té bao NK mau day ron sau nudi ciy

3.6.1. Sw biéu hién cdc diu én hoat héa trén té bio NK

Céac marker hoat hoa va trc ché trén bé mat cua té bao NK dong vai trd quan
trong trong qué trinh nhan dién va tiéu diét té bao bat thuong, bao gom ca té bao ung
thu va té bao nhidm vi rat . Su can bang giira cac marker hoat hoa va tc ché nay rat
guan trong trong viéc dam bao rang té bao NK chi tin cdng cac té bao bat thuong ma
khéng tan cong cac té bao binh thuong trong co thé. Ngoai ra, su biéu hién cua cac
marker hoat héa va c ché nay khéng chi phu thudc vao cac yéu té bén ngoai moi
truong bén ngoai nhu cac chat kich thich, &c ché, tin hiéu caa cac té bao mién dich
lan can khac ma con phu thudc vao tin hiéu bén trong chinh noi tai té bao, bao gdm
kiéu gen.

Trong nghién ctu ndy, mot s6 marker hoat héa va ac ché tiéu biéu nhu
CD94/NKG2, NKG2C (CD159¢), NKG2D (CD159d), KIR 2DL2/L3 (CD158b) ...
trén mot sé6 mau té bao NK sau nudi cdy dugc khao sat. Két qua cho thay, su biéu
hién cua cac dau an hoat hda va tc ché NK biéu hién rat khac nhau, cac marker hoat
hda nhu CD94, NKG2D biéu hién manh véi ti 1& trung binh lan luot 12 96,6 + 3,3 %
va 83,2 + 2,4 %. Cac marker ic ché CD158a, CD158b va marker hoat hoa NKp44
biéu hién vai ti 18 trung binh thap, lan luot 14 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).
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Hinh 3.25. Biéu hién cac marker hogt hda va i ché trén té bao NK sau nudi cay
(n=3)

CD94 thudng biéu hién song song véi mot hodc mot vai phan ta thuoc nhém
NKG?2 tao thanh mét cap di phan ta biéu hién trén bé mat té bao NK. Tuy thudc vao
phan tir NKG2 sé& quyét dinh ching la phan tir hoat hda hay &c ché [160]. Ddng thoi,
mtc d6 biéu hién CD94 tir 1au duoc cho 1a c6 méi twong quan dbi nghich véi su chét
theo chwong trinh (apoptosis) cta té bao NK trong diéu kién nubi ciy ngoai co thé.
Diéu nay c6 nghia 14 té bao NK sau nudi ciy c6 kha ning ton tai 1au hon dé thyc hién
chtrc nang cua minh [161].

Cung muc d6 biéu hién manh véi CD94, cap NKG2D/ CD94 tao thanh cip di
phan tir hoat hda cua té bao NK. NKG2D khong chi biéu hién trén té bao NK ma con
biéu hién trén té nao NKT, té bao T CD8 va ydT hoat héa. NKG2D c6 thé nhan dién
rat nhiéu ho phéi tir, cac phéi tir ciia chiing thudng biéu hién thap ¢ cac té bao khoe
manh thong thuong, nhung ting biéu hién ¢ cac té bao bi chuyén dang (té bao ung
thu), t& bao nhiém virut [162]. Céc tin hiéu kich hoat thdng qua NKG2D va cac phdi
tir NKG2DL cua n6 ¢ thé 1an at cac tin hiéu tc ché do cac thu thé tc ché khac tao
ra, kich thich té bao NK giai phong cytokine va san xuat granzyme va perforin tiéu
diét t& bao ung thu [163-165].

Mic di NKp30, NKp46 va NKP44 14 hai dau 4n hoat hoa cua té bao NK, tuy
nhién n6 lai c6 su biéu hién thap trén té bao NK truéng thanh sau nudi ciy trong
nghién cau nay. Bong thoi, cac thu thé wc ché CD158a, CD158b, CD158e biéu hién
& muc trung binh thap dén rat thap.

Nhu vay, bén canh su biéu hién & mic do thap cac thu thé tc ché trén céc té bao NK
sau nudi cay, cap thu thé hoat hda quan trong 1a CD94 va NKG2D biéu hién manh
dong vai trd quan trong va quyét dinh hoat tinh cua té bao NK.
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Sy thay d6i, khac biét trong viéc biéu hién cac diu 4n hoat héa, wrc ché té bao
NK sau nudi cdy con phu thudc vao kiéu gen cua tirng mau. Do cac mau cé kiéu gen
quy dinh céc protein hoat héa, tirc ché khac nhau s& dugc biéu hién khac nhau trong
qua trinh nudi cay va lién quan truc tiép dén hoat tinh ciing nhu kha ning hoat dong
cua té bao NK. Do vay, viéc khao sat kiéu gen quy dinh céc protein hoat hda, wrc ché
nady va mirc do biéu hién cua né ciing nhu ciing nhu kiéu hinh céac phéi tir cua né &
ngudi bénh 13 thuc sy can thiét dé c6 thé danh gia duoc hiéu qua diéu tri caa liéu
phap. Pay co thé 1a ¥ tuong nghién ciu mai trong tuong lai.
3.6.2. Hoat tinh tiéu digt dong té bao ung thw K562 cud té bao NK sau nudi cdy

Két qua danh gia hoat tinh 05 mau té bao NK sau nudi cay (ngay nudi ciy thi
18 dén 21) cho thay kha ning tiéu diét té bao ung thu K562 cua té bao NK sau nubi
cdy tuong ddi cao, tham chi cao hon so véi dong té bao NK thuong mai KHYG. Chi
tiét duoc thé hién ¢ Bang 3.41. va Hinh 3.26

Bang 3. 41. Hogt tinh cua té bao NK va KHYG tiéu diét té bao ung thu K562

L(t))z;ioté' Tile E/T 5:1 (%) 10:1 (%) 20:1 (%) 40:1 (%)
Mean 21,7 47,4 60,0 64,1
KHYG SD 6,2 10,0 10,8 151
N 3 3 3 3
Mean 54,4 62,2 68,6 74,6
NK SD 26,9 23,2 18,7 15,7
N ) ) 5 S)

Cu thé, & ti I& E/T=5/1, tac 1a cir 05 té bao NK s& dugc i véi 1 té bao K562,
sau 3 gio, luong té bao K562 bi tiéu diét 1a dat 54,4% (SD=26,9%; N=5), twong (g
véi hoat tinh dat 54,4%. Trong khi o K562 vai té bao KHYG ¢ cung ti 1¢, K562 bi
tiéu diét 1a 27,7% (SD=6,2; N=3), twong tng Vi hoat tinh KHYG la 27,7%.
Tuong tu, & ti 18 E/T=10/1, hoat tinh cta té bao NK nudi cay dat 62,2% (SD=23,2%,
N=5) trong khi hoat tinh cua KHYG 1a 47,7% (SD=10; N=3). O ti I¢ E/T=20/1 va
40/1, hoat tinh caa té bao NK nudi cay lan lugt 14 68,6 % (SD=18,7%; N=5) va 74,6%
(SD=15,7%; N=5) trong khi caa KHYG lan ot 12 60% (SD=10,8; N=3) va 64,1%
(N=3).
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Hinh 3. 27. Khd ndng tiéu diét té bao ung thuw K562 sau 3 gic
Kha néng tiéu diét té bao ung thu K562 ciia NK nudi cdy va KHYG sau 3 gio
A,B —Té bao K562 va méi truong RPMI tgi Oh va 3h
C,D — Té bao K562 va té bao NK nudi cdy tai Oh va 3h
E,F - Té bao K562 va té bao KHYG tgi Oh va 3h
Nim 2010, Yang va cs da tién hanh thir nghiém nudi ciy tang sinh té bao CIK
(CD3+/CD56+) va NK méu day rén, va ho chia thanh 3 nhém nghién ciru, trong do
v6i nhém A nudi cdy bang méi truong chira SCF (40 ng/ml), 1L-2 (80 ng/ml), IL-7
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(40 ng/ml) va 1L-15 (40 ng/ml); nhém B, nudi cay bing méi trudng SCF (40 ng/ml),
IL-2 (80 ng/ml), IL-7 (40 ng/ml), I1L-15 (40 ng/ml) c6 b6 sung thém FLT3 ligand (40
ng/m); va nhém C nudi ciy bang méi truong IL-2, IL-7 va IL-15. Déanh gia kha ning
tidu diét té bao K562 bang phwong phéap twong tu voi nghién ctu ndy, tuy nhién thoi
gian u té bao CIK/NK véi té bao ung thu 1au hon, 12 4 gio. Két qua cho thay, ¢ ti 16
E/T=10:1 cia t¢ bao NK thusc nhém AB,C lan lugt 1a 55,33%z+5,20%,
41,94%+4,18% va 45,68%+5,66%; & ti 16 E/T=20:1, ti I¢ tiéu K562 lan luot 14
64,55%25,74%, 52,25%25,10% va 54,57%24,51% [166] va tuong duong véi két qua
trong nghién ctru nay.

Hoat tinh tiéu diét té bao ung thu cua té bao NK sau hoat hda va nudi cay trong
nghién ciru cia Mu va ¢s thuc hién nim 2019 da dé cap trude do, véi hiéu suat ting
sinh vuot troi so véi nghién ciru nay dugc dua ra so sanh. Trong nghién ctru ctia Mu,
c4c té bao NK mau day ron nudi duoc hoat hoa bang IL-2 nong d6 cao (2.000 1U/ml),
c6 bd sung zoledronate va khang nguyén Streptococcus nhém A cho thay, & ti 1é E/T
= 1/1 ti 1¢ té bao K562 bi tiu diét 12 52,63%; ¢ E/T=10/1 c0 ti I¢ tiéu diét 1a 82,18%
(N=5) [153]. Két qua trén cao hon so véi két qua quan sat dugc trong nghién ciu nay,
cu thé véi ti I¢ E/T=10/1, ti I¢ K562 bi tiéu diét 1a 62,2 % (n=>5). Piéu nay ciing cho
thay rang viéc bd sung khang nguyén Streptococcus nhém A cd vé giup gia tang hoat
tinh cua té bao NK, tuy nhién viéc st dung céc san pham té bao NK nay trén ngudi
can dugc nghién cau thém.

Niam 2022, Seung va cs da tién hanh nudi cy ting sinh t& bao NK dudi sy
kich thich cua té bao nudi K562-0X40L-mblL-18/21 duoc chiéu xa va méi truong
nudi cdy chira IL-2 va IL-15 c6 bo sung huyét thanh ty than. O ti 1é E/T=2:1, sau 4
gio, ti 16 K562 tiéu diét 1a khoang 80%, cao hon so vai két qua trong nghién cau nay
14 54,4% & I1¢ E/T=5/1 sau 3 gio tuwong tac. Tuy nhién, & phuong phap cta Seung, co
sir dung dong té bao ngoai lai 1a K562 da dugc cai bién gen va duoc chiéu xa lam yéu
t6 kich thich hoat héa va ting sinh té bao NK, viéc nay c6 thé 1a yéu té khdng an toan
khi st dung cho tri liéu 1dam sang [167].

Tuy nhién, két qua trong nghién czu ndy cao hon so véi két qua caa Luevano va cong
su nam 2012 khi tién hanh trén té bao NK méu day ron chi dugc hoat hoa boi IL-2 ¢
nong do 1.000 1U/ml trong 7 ngay, két qua cho thay ti I¢ té bao K562 bi tiéu diét 1a
khoang 20% ¢ E/T=1:1 va khoang 45% & E/T=10/1 [6].

Nhu vay, c6 thé thdy, voi phuong phap nudi ciy trong nghién cau nay, khong
sir dung dong té bao nudi ngoai lai, té bao NK méau day rén sau hoat hoa va tang sinh
c6 kha ning tiéu diét té bao ung thu dong K562 twong dong, tham chi vuot troi so véi
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két qua cua mot sé nghién ctu khac va kha nang tiéu diét té bao K562 cua NK sau
nudi ciy cao hon so véi dong té bao thuong mai KHYG-1.
3.7. Panh gia ti 1¢ song té bao NK sau ra dong

Do viéc str dung liéu phap té bao mién dich théng thuong c6 thé kéo dai nhiéu
chu ky. Trong khi & mét sé truong hop, ngudi bénh can phai tién hanh trong thai gian
ngin hoic viéc ghép dién ra tai noi cach xa trung tim san xuat té bao ma qua trinh
van chuyén c6 thé kéo dai nhiéu ngay. Do vay, mot phuong phap bao quan lanh té
bao NK sau hoat hoa sao cho van dap tmg dugc cac tiéu chi diéu tri 1a thuc su can
thiét. Trong nghién cttu ndy, phuong phap luu trir té bao NK sau hoat hda bude dau
duogc trién khai thir nghiém dénh gia. 03 mau té bao NK sau nudi cdy tbi thiéu 14
ngay duoc luu trir véi ndng do 10 triéu té bao/ml véi dung dich bao quan Cryostor
chtra 10% DMSO, sau d6 dng luu trit duoc ha lanh 1°C/phit dén -80°C. Sau 30 ngay,
té bao duogc ra dong va kiém tra ti 18 séng bang phuong phap nhuém 7AAD va phan
tich trén hé thdng té bao dong chay. Két qua cho thay ti 1¢ té bao séng trung binh 1a
71,47% + 17,97% (N=3), trong d6 mau ¢4 ti 1& t& bao séng cao nhat 12 87,1% va mau
c6 ti 1& sdng thap nhat 13 46,3%. Dic biét, vai mau c6 ti 1é séng thap nay, thoi diém
tién hanh luu trir 12 tai ngay nudi cay thir 14, sém hon so v&i 2 mau con lai 1a ngay
16 va ngay 21. Chi tiét duoc thé hién trong Bang 3.42 va Hinh 3.28.

Bang 3. 42. Thong tin mdu heu trit va rd déng danh gid ti 1é song

Tilétébao | .,
R x P i Tilé té bao song
Tén mau song trwoc .
. sau luu trir
luu trir
Mau 01 >90% 87,1%
Mau 02 >90% 46,3%
Mau 03 >90% 81,0%
Trung binh >90% 71,5% + 22%

ALY

Mau 02
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Hinh 3. 28. T/ 1¢ té bao song cua té bao NK nudi cdy rd dong sau luu triv
Trong s6 03 mau khao sét ti 1¢ té bao sbng sau luu trit v6i cing diéu kién luu
trir (nhiét d6, mat do té bao, dung dich bao quan), ¢6 1 mau c6 ti 1& séng thap nhat Ia
46,3% (<50%) té va 02 mau c6 ti 1& séng >70%. Nguyén nhan gay ra su chénh léch
I6n vé ti 1& séng cua té bao hién chua rd. Pay co6 thé 1a mot trong cac van dé can duoc
1am rd hon trong cac nghién ctru sau ndy, cling nhu viée xac dinh mat do té bao, thoi
diém luu trir t& bao ti vu hoidc thanh phan dung dich bao quan tbi uu 1a hét sic can
thiét.
3.8. Chit lwong khéi té bao NK sau ting sinh, hoat hoa
3.8.1. M4t sé tiéu chudn danh cho khéi té bao NK nudi cdy si dung cho 1am sang
Theo thdng keé trén trang Clinicaltrial.gov, hau hét cac thur nghiém 1am sang
véi liu phap té bao NK tap trung cha yéu vao cac giai doan danh gia tinh an toan va
tinh kha thi ciia phuong phap, twong ang véi pha I/11. Bén nay, chua co mot mot san
pham liéu phap té bao NK nao dugc FDA cap phép sir dung trén 1am sang. Tuy nhién
cling d4 c6 1 s6 san pham té bao NK dugc FDA chap thuan cho tién hanh thir nghiém
1am sang nhu NK010, san pham NK ngudn gc mau ngoai vi khdng bién doi gen cua
NK CellTech dugc chip thuan thir nghiém trén ung thu budng tring; NK510, san
pham NK duogc bién ddi gen cua Base Therapeutics duoc chap thuan cho nghién ci
diéu tri u dang ran tién trién; hay NKGen Biotech ciing c6 mét sb lidu phap té bao
NK dugc chip thuan tién hanh thir nghiém 1am sang nhu SNKO1 cho bénh Parkinson
va SNK02-202 cho céc khéi u ran; va IGNKO001 caa Gengleucel cho thi nghiém diéu
tri bénh bach cau tay cap tinh (AML).
Hon nita, do dic tinh caa liéu phap bao gom viéc tién hanh nuéi ciy tang sinh ngoai
co thé trong thoi gian dai, do vay van dé an toan khi sir dung liéu phap duoc dit 1én
hang dau. Ngoai ra, khi xem xét lua chon mot phuong phap phu hop, cac nha trj liéu
s& can danh gia trén nhiéu yéu t6 nhu:
e Kha ning tang sinh 6n dinh véi s6 lwong dap ung véi nhu cau caa 1am sang;
e Pic diém cua té bao NK bao gom kha ning gay doc tinh, dau an hoat hoa, wc
ché, kha ning trao doi chat, ting sinh
e Tinh trang cai bién gen
e Tinh an toan: Quy trinh dap wng tiéu chuan GMP, giam téi da kha ning giy
cac bién chang bt loi, su dong nhat, tinh khiét cua san pham
e Tinh don gian: Quy trinh don gian, dé dang ma rong mo hinh; hé théng nudi
cay khép kin giam thiéu rai ro; ngudén mau dau vao dé thu thap
e Chi phi: hi¢u qua va co kha nang duy tri
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e Luu trit: ¢6 thé quan lanh dé hudng téi san pham dung san, ngay lap tac (off-
the-shelf)
e Nhanh chéng: san pham duoc cung cap nhanh chéng dén nguoi bénh
e Tinh chap nhan: Nguyén vt liéu dau vao dam bao y dtc; Su chap nhan cac
phuong phap k¥ thuat di truyén sir dung; Ho so cac phan tng 1am sang [168].
Khong chi vay, theo quy dinh cia co quan quan 1y Thuc pham va Dugc pham Hoa
Ky - FDA, cé4c yéu cau ddi véi viéc xac dinh dic tinh ciia san pham sinh hoc ngay tir
giai doan thir nghiém ban dau, bao gém cac thir nghiém thich hop vé Pinh danh -
Identity, D6 tinh khiét - Purity, Do an toan - Safety va Tiém ning - Potency. Trong
d6, véi tiéu chi Dinh danh — Identity (21 CFR 610.14), c4c san pham phai dugc Xxac
dinh duoc cac thanh phan ban chat trong nd. Theo tiéu chi nay, cac khéi té bao phai
duoc xac dinh ti 1& cac quan thé té bao bang céc dau 4n nhan dang chuyén biét, cu thé
la ti 1¢ t& bao NK va cac té bao mién dich khac c6 trong khéi san pham. Véi tiéu chi
danh gia tinh v6 khuan (Sterility, 21 CFR 610.12), can danh gia sy c6 mat cta Cac Vi
sinh vat gay hai trong khéi san phan pham sir dung, bao gom cac xét nghiém kiém tra
vi khuan, vi nAm va mycoplasma. Ngoai ra, can phai danh gia kha nang mang cac tac
nhan gy bénh khac nhu vi rat HIV, viém gan B, viém gan C, CMV, ... & mic do
chinh xéc cao ngay tir giai doan sang loc nguoi hién. O tiéu chi dinh gia do tinh khiét
— Purity (21 CFR 610.13), san pham phai duoc danh gia noi doc t6
(pyrogenicity/endotoxin). Trong d6, ham luong noi doc té chap nhan 1a duéi 5 EU/Kg
can nang/gid truyén ddi véi thudc tiém, truyén tinh mach hoic dudi 0.2 EU/Kg/liéu
d6i véi san pham qua duong tiry séng. Bong thoi, trong tidu chi nay cling yéu cau Xac
dinh céc thanh phan tap chat, hay cac manh vé té bao, trong d6 ti 18 té bao séng toi
thiéu 1a 70% dbi vai cac san pham truyén qua duong tinh mach. Dé danh gia tinh an
toan (Safety), cac thanh phan cac chat trong khdi san pham cubi cing dem sir dung
cling can duoc xac dinh. Bic biét, trong nghién ctu nay c6 thuc hién tiéu chi danh
gia sy 6n dinh bo nhidm sic thé caa té bao sau nudi cay. Viéc nay ngoai danh gia tinh
6n dinh ctia phuong phap, con gitp phat hién phan nao su ton tai cia cac dong té bao
bat thuong trong khéi té bao cudi cung. Vai tiéu chi danh gié tiém nang (Potency),
c4c san pham phai dugc danh gia bang cac phuong phap phu hop, ¢ thé duoc do
bang cé4c xét nghiém in vitro hoic in vivo hodc ca hai dé xac dinh hoat tinh cua khoi
té bao. Trong trudng hop ndy, tidu chi danh gia khéi té bao NK Ia thir nghiém danh
gid kha nang tiéu diét té bao ung thu. Ngoai ra, FDA con yéu cau thuc hién mot sé
c4c xét nghiém nhu xac dinh s6 lugng té bao, liéu lugng té bao trong san pham cudi
cung, danh gia tinh 6n dinh cua san pham [169].
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Ban luan vé khia canh sb luong té bao cho 1am sang, trén thuc té, cac thu
nghiém dang trong giai doan téi vu lidu truyén, tuy nhién liéu té bao sir dung cho mdi
lan truyén s& khac nhau trong tng véi mdi loai té bao, ciing nhur mdi loai bénh, giai
doan bénh khac nhau. Mot s thir nghiém 1am sang str phwong phap dung ghép dong
loai té bao NK mau diy rén trong diéu tri ung thu dang ran da sir dung liéu truyén 5
x 107 té bao/kg va 1 x108 té bao/kg va chu yéu gip céc tac dung phu 1a d6 1 va 2 (mét
moi, chong mit, budn nén va ndn), cac tac dung phu cip do 3 va 4 duoc quan sat
thudng xuyén nhét 1 giam bach cau va hodc giam tiéu cau. Khong quan sat thiy hoi
chtng giai phong cytokine hodc nhiém doc than kinh [170].

Vi phuong phéap hién tai, tir s lwong té bao don nhan ban dau trung binh 14 45,02
x108 té bao, sau 21 ngay nudi cdy, khéi té bao NK thu duoc cé tong sb té bao trung
binh 12 2,1 x 10°, trong d6 s6 té bao NK chiém 1,76 x 10° té bao. Piéu niy c6 nghia
la, voi 1 don vi mau cuéng ron thu thap co sb luong MNC trung binh trong nghién
ctru nay 1a 4,34 x108 té bao, néu ting sinh toan bd véi phuong phéap hién tai c6 thé
cung cap s lugng té bao NK trung binh 1a 1,7 x 10*2 té bao, twong duong véi viéc ¢6
thé cung cip cho khoang 7 1an truyén voi liéu 5 x 107 t& bao/kg & bénh nhan 50keg.
3.8.2. Pdnh gid nhiém sdc thé do té bao NK sau nudi cay

Dé danh gia tinh 6n dinh bo nhiém sic thé cua caa té bao NK sau nudi cay, bo nhiém
sic thé d6 cua cua 03 mau té bao NK nudi cdy ngay tha 21 dud phan tich. Két qua
cho thiy khong phat hién thay d6i bat thuong 16n trong bo nhidm sic thé cua té bao
NK sau nudi ciy, chi tiét dugc thé hién trong Hinh 3.29; 3.30 va 3.31. Pay la mét
trong céc tiéu chi quan trong dé danh gia mirc d6 an toan caa khdi té bao st dung cho
muc dich trj liéu, va n6 thé hién tinh 6n dinh cua té bao NK mau day rén trong qua
trinh nudi cdy, ciing nhu tinh an toan caa phuong phap.
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03)
3.8.2. Ham lwong néi djc t6 (endotoxin)

Endotoxin 1a mot loai doc té ton tai trong thanh té bao cua vi khuan Gram am, va c6
thé gy ra cac phan ng di tng nghiém trong néu dugc truyén vao co thé. Do do, cac
san pham tri liéu té bao phai duoc kiém tra do tinh khiét cua chiing va ¢am bao khong
chta bat ky ham luong noi doc té endotoxin ndo hoic dudi ngudng cho phép, trude

khi dugc st dung cho nguoi.

Phuong phap LAL va b kit Endosafe®, PTS, hang Charlie River tir 1au da duoc biét
dén véi cac dic diém nhu d6 nhay, d6 chinh xac cao, thoi gian cho két qua nhanh. Do

d6 no6 duoc sir dung dé danh gia ham lugng endotoxin trong 03 mau NK sau nudi cay

21 ngay, két qua nhu sau:
e Mau 01: ndng d6 endotoxin <0,1 EU/ml
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e Mau 02: ndng d6 endotoxin <0,1 EU/ml

e Mau 03: ndng d6 endotoxin <0,1 EU/ml
Ca 3 miu déu c6 ham lugng endotoxin <0,1 EU/ml, dap tmg duoc tiéu chi gisi han
<5 EU/Kg can nang ngudi bénh cua FDA dbi véi san pham té bao tri liéu truyén qua
duong tinh mach.
3.8.3. Mycoplasma
Mycoplasma Ia mot loai vi khuan nho khéng cé thanh té bao, thuong xuyén xuat hién
trong méi trudng nudi cay té bao, dic biét la trong cac phong thi nghiém va co sé san
Xuat té bao. Néu céc san pham té bao sau khi nudi cay tang sinh bi nhiém mycoplasma,
diéu nay co thé gay ra anh hudng tiéu cuc dén két qua thi nghiém va st dung san
pham trong nghién ciu hodc diéu tri. Mycoplasma c6 thé gay ra nhiéu van dé nhu:

e Gay giam d6 song va ty 18 sinh san cua té bao

e Gay bién ddi gene va thay doi tinh chat sinh ly cua té bao

e Gay sy thay doi trong kha nang phan (ng cua té bao véi cac loai dugc pham

va thude diéu tri

e Gay ra nhiém trung cho nguoi sir dung san pham té bao
Do d6, xét nghiém mycoplasma dong vai tro rat quan trong dé dam bao san pham té
bao sau khi nudi cay ting sinh khong bi nhiém mycoplasma, va dap ung duoc yéu
cau chat lwong trong cac nghién cau hoic wng dung diéu tri.
Dich nudi ciy té bao NK ¢ ngay thir 21 cia 03 mau duoc lay dé kiém tra mycoplasma
bang phuong phéap dinh tinh, sir dung bo kit MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit,
hang Lonza. Két qua nhu sau:

e Mau 01: Am tinh

e Mau 02: Am tinh

e Mau 03: Am tinh
Cac mau NK khdng bi nhiém mycoplasma, két qua nay dap ung dugc tiéu chi khong
mang ngudn bénh Mycoplasma trong khéi té bao sau nudi cay.
3.8.4. Kiém tra vi khudn

Xét nghiém vi khuan 1a mot phan quan trong trong kiém tra chat luong va an toan
cuia san pham trj liéu té bao. Vi khuan cé thé gay nhiém tring va gay hai cho suc khoe
con nguoi, Vi vay, viéc kiém tra vi khuan 1 can thiét dé dam bao rang san pham tri
licu té bao la an toan va hiéu qua. Tién hanh kiém tra vi khuan bang phuong phap
nudi cay ddi vai moi truong nudi cdy va té bao NK & ngay thir 21 cua 03 mau, két
qua cho thay ca 3 mau dau am tinh véi vi khuan.

e Mau 01: Am tinh

e Mau 02: Am tinh
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e Mau 03: Am tinh
Nhu vay, véi cac phuong phap hién tai trong nghién ciu nay, ngudn té bao dau
vao la mau cubng rén dé thu thap, an toan va khong vi pham y duc, dong té bao NK
sau hoat hoa tang sinh c6 ti 1é té bao NK twong dbi 6n dinh, budc dau cé thé dap tng
vé s6 luong ciing nhu lidu ding cho 1am sang. Cac té bao NK c6 kha ning tiéu diét
té bao ung thu hiéu qua, dugc san xuat trong diéu kién phong sach va c6 st dung hé
thdng tdi kin nham han ché kha nang lay nhiém tir bén ngoai. Ngoai ra, cac té bao
nay thudc loai khong cai bién gen, ¢ bo nhiém sac thé 6n dinh sau thoi gian nudi cay
dai ngay. San pham té bao sau nudi ciy dap ng céc tiéu chi vo khuan, khéng mang
vi khuan, mycoplasma, ham luwong noi doc té endotoxin thap <0,1 EU/mI. Céc té bao
nay c6 thé bao quan & diéu kién &m su, tuy nhién chic ning cia té bao sau luu trix
can danh gia thém ciing nhu can nghién ctu thém vé phuong phap bao quan téi uvu
cho té bao. Bang 3.43 trinh bay céc tiéu chuan chat lwgng cua khéi té bao NK sau
nudi cay theo cac tiéu chi danh gia cua FDA [169].
Bang 3.43. Pdnh gid cdc tiéu chi chat heong san pham NK theo tiéu chudn cia FDA
Tiéu chi chat
lwgng

Noi dung Panh gia

- San pham duogc dinh danh thanh
phan cic loai t& bao mién dich
trong khdi san pham bang phuong
phap mién dich dong chay té bao

- Am tinh véi vi khuan

- San phﬁ‘m duoc dinh ’danh
Dinh danh thanh phan cac loai t€ bao
trong khoi san pham

- Am tinh véi vi khun, vi |~ ~m tinh - véi - mycoplasma
nam

- Am tinh véi mycoplasma
- Ham luong ndi doc td
endotoxin 5 EU/kg cén
ning/gio truyén

- Ti 18 té bao sbng >70%

- Thuc hién sang loc vi rut
gay bénh

- Ham luong ndi doc t6 endotoxin
<0,1 EU/mlI

Dé tinh khiét
va dé vé khudn - San pham sau nudi ciy co ti 1
séng >90%

- 100% nguoi hién dugc thyc hién
sang loc v41 vi rut viém gan B,
viém gan C, HIV, CMV va giang
mai.

Té bao nudi cay duoc danh gia tinh
6n dinh ctia bd nhiém sic thé.

- San pham duoc danh gia | - Moi truong khong chira huyét
Dé an toan tinh an toan | thanh dong vat
- Thanh phan méi trudng nudi cay
xac dinh, khong co6 ngudn gbc
dong vat
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- Mbi trudng nudi cidy duoc danh
gia tinh an toan va hiéu qua (pha
1&2) trén nguoi

- Té bao sau nudi cay duoc danh
gia sy biéu hién cac marker hoat
héa/trc ché nhu CD94, NKG2D,
CD158a, CD158b, NKp44,
CD158e, NKG2C, NKp30 va
NKp46

- Té bao sau nudi cay duoc danh
gia hiéu qua tiéu diét dong té bao
ung thu thuong mai K562

- San pham té bao duoc

Tiém niin . r Ao
g danh gia tiém nang

KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

1. Nghién ctru da phan tich dic diém va ti I¢ cac quan thé té bao mién dich quan trong
trong 59 mau méu day rén cua tré so sinh ¢ Viét Nam, véi té bao lympho B truong
thanh (CD3-/CD19+) chiém 9,52% =+ 3,28% trong lympho, va té bao nay ¢ nhom tré
duoc sinh ra truge 39 tuan thai trung binh 1a 8,34% + 2,36% thap hon so véi & 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 (CD3+/CD4+) trung binh la 46,71% + 8,99%, lympho TCD8
(CD3+/CD8+) trung binh la 22,58% + 6,73% va té bao lympho T CD3+/CD4+/CD8+
trung binh 12 0,63% + 0,41%, thi quan thé té bao NK (CD3-/CD56+) trong nghién
ctru nay chiém ti lé trung binh 12 6,44% + 4,9%, va bao géom 2 quan thé nho la NK
CD56%™ chiém 5,93% =+ 4,81% va NK CD56°9" chiém ti I¢ nho hon 1a 0,51% +
0,39%.

2. Nghién ctru da dua ra quy trinh nudi cay, hoat hoa va ting sinh té bao NK tir méau
day rén hiéu qua, véi quan thé té bao c6 ti 1é NK ban dau chiém 6,38 + 4,87% da ting
lén 77,39 +£19,11%, twong wng véi s6 lwong té bao NK 13 1.762,7 x10° + 1.141,1 x10°
sau 21 ngay nudi cay, va twong duong vai s6 luong té bao NK ting 1én 840,7 + 550,4
lan so véi ban dau. Khong chi vay, khi té bao NK sau nudi cay c6 kha ning tiéu diét
t& bao ung thu dong K562 sau 3 gior tuong tac 13 54,4% + 26,9% o ti 16 E/T=5/1; 62,2
+ 23,2% o ti Ié E/T=10/1; 68,6 + 18,7% ¢ ti 1€ E/T=20/1 va 74,6 + 15,7% & ti 1€
E/T=40/1. Ngoai ra, cac d4u 4n hoat hoa nhu CD94, NKG2D biéu hién manh trén té
bao NK sau nudi cay véi ti 1& trung binh lan luot 12 96,6 + 3,3 % va 83,2 + 2,4 %; dau
an CD158a, CD158b va NKp44 biéu hién vai ti I trung binh thap, lan luot 1a 14 +
7,1%: 8,2 + 9,7% va 8,5 + 5,9%; trong khi thu thé (rc ché CD158e, thu thé hoat hoa



118

NKG2C, NKp30 va NKp46 lai c6 biéu hién & muc rat thap 1a dudi 3%. Khdi té bao
NK sau nuéi cdy 21 ngay khéng mang tac nhan gay bénh nhu vi khuin, mycoplasma;
ham lwong noéi doc td vi khuan endotoxin thap <0,1 EU/mI va khdng phat hién bat
thudng cau tric nhidm sic thé. Cac tiéu chi nay budc dau dap (tng mot sé tiéu chuan
chat luong cua FDA quy dinh san pham té bao soma nghién ctu tng dung cho 1am
sang, 1a tién dé cho cac nghién ciru (ng dung trén ngudi ¢ cac giai doan sau nay tai
Viét Nam.

KIEN NGHI

Hién nay, viéc sir dung liéu phap té bao mién dich trong ung thu da nhan duoc
su quan tdm cua cac nha khoa hoc ciing nhu cac bac sy 1am sang trén toan thé gidi.
Tai Viét Nam, mot s bénh vién da dugc bo y té cap phép cho viéc sir dung liéu phap
té bao mién dich trong viéc hd trg diéu tri ung thu, va c6 nhiéu nghién ctu, tha nghiém
1am sang st dung liéu phép té bao mién dich da duoc tién hanh, tuy nhién cac nghién
ctru, tng dung chu yéu tap trung vao céc loai té bao nhu NK, CTL, DC, CAR-T ¢6
ngudn goc tir mau ngoai vi nguoi truong thanh. Nghién ciu nay 1a mot trong cac
nghién ciru té bao NK dau tién tai Viét Nam trién khai trén ddi tugng 12 mau day rén,
huéng t6i viéc st dung trong ghép dong 1oai hd tro diéu tri ung thu trén 1am sang.
Véi cac két qua da dat duoc trén, trong qué trinh tién hanh nghién ctu, nghién ciu
sinh cling nhan thay mot s van dé con ton tai va 1a co sé dé tién hanh cac nghién ctu
trong twong lai nhu:
1. Nén tién hanh thém giai doan ting sinh va biét héa HSC ngay trudc khi ting sinh
va huén luyén té bao NK c6 thé gitip 1am ting s6 lwong té bao NK thu dugc sau nubi
cay.
2. Viéc nghién ctru chon loc mot phuong phap bao quan ¢ su dung dung dich luu trir
phu hop, khong chira DMSO va chira cac thanh phan an toan cho co thé c6 thé gilp
ngudi bénh sir dung tryc tiép khoi té bao dong lanh ma khdng can phai tién hanh buéc
ria 1 rat co y nghia.
3. Can thuc hién thém cac nghién ctru danh gia vé tinh an toan, hiéu qua cua liéu phéap
trén mo hinh dong vat truéc khi tién hanh trén nguoi.
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Phu luc 01: So db thi nghiém
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CMV, Giang mai
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Két qua phan tich chi s6 Ngi déc té6 endotoxin
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Két qua phan tich chi s6 Mycoplasma

PHIEU THU'C HIEN XET NGHIEM PHAT HIEN MYCOPLASMA
1. HOA CHAT/SINH PHAM

MycoAlert Reagent: Lot: ...L1.2F.-.284....
MycoAlert Substrate: Lot: LTZ}R,?K*
MycoAlert Control:  Lot:....LT.2%..-235....

Han sir dyng: .27/ 0812021
Hen sit dyng: ... 2.2/ 0¥/ 2024
Hon sirdyng: .41 4M.].. 2024

2. THIET B]
Tén thiét b Mi thiét bj Ghi chi
Miy kiém tra Mycoplasma- Lucetta | &/ TBGMY.001 0 TBG.MY.002
Méy lic tron TBG.MT.001
Micropipet TBG.PP........ 7 R
3. CACBUGC THUC HIEN
_ Hotén K4 | Hotén NLO3 | Hotén
Céc bt thye hign ‘::‘:: L [PDNLDL |PD NKD3 |PD
SID SID SID
Logi miu MIVEMOE- | MTNE MO
Cho 100! miu vio :
R | g = 0
Cho 1001 MycoAlert
osauSphitdchéds | 2 =g re g B
doc 1s (két qua A)
Cho 100pu] MycoAlert
Substrate vio dng.
Do sau 10 phiit & ché o w @ 4 -
d doc 1s (két qua B)
Doc két qui:
X-BiA | (0229 GMPE b, 450 | 054y
Kietubn | Dicc | Pa AR
154
e P P A T
X<1.0: Am tinh
1.0<X<1.2: Border line
X>1.2: Duomg tinh

Nedy o28...thang . A2, nam 2020

Ngudi thye hign

%

Mo Th Haw




v

PHIEU THU'C HIEN XET NGHIEM PHAT HIEN MYCOPLASMA

1. HOA CHAT/SINH PHAM

MycoAlert Reagent: Lot: . L1274, -2¥%......
MycoAlert Substrate: Lot: ...LT21. =284 .
MycoAlert Control:  Lot:... LT.2%.7. 235 ...

--------------------

Hon sit dyng: ......2.3/40. /2021
Han st dyng: ... 47.). 44/ 2024

2. THIET B|
Tén thiét bj Mi thiét bj Ghi chit
May kiém tra Mycoplasma- Lucetta | ¥ TBGMY.001 o TBG.MY.002
My ldc tron TBG.MT.001
Micropipet TBG.PP .......... DB ciiiivsiaiaie
3. CAC BUGC THYC HIEN
| Hotén k02 | Hotn Ho tén
itive
Ciéc buée thye hign of e PID A\gp2 |PID PID
SID SID SID
Logi mlu MK MO
Cho 100pl miu vio - o & g -
dng
Cho 100p! MycoAlert
Reagent vio dng.
Do sau 5 phit & ché 4§ of & of 0 0
doc 1s (két qua A)
Cho 100u1 MycoAlert
Substrate vio dng.
Do sau 10 phit & ché o & -4 = B
d9 doc 15 (két qui B)
Doc két qui:
X=B/A | 6291 0432 | 0,234
Kétludn | Dics | puco P Mol
GHI CHU
X<1.0: Am tinh
1.0<X<1.2: Border line
| >1.2: Duomg tinh

Nedy .. A0, thing 04, nam 2024
Nguwivi thye hign

—Hy_—

Neug&;) ’"\f‘ %aﬂ‘v



\%

Phu luc 04
Cé&c thanh phan méi trudong nudi cay BINKIT

Qua trinh nudi ciy trong nghién ciru duogc chia thanh 2 giai doan, va moi trudng sir
dung bao gom goém:
- M@i trudng nudi ciy hoat héa trong 3 ngay dau chira:
o Dia nubi cdy co phu khang thé don dong lién két CD3 (ndng do
5ng/5ml), va lién két CD16 (ndng d6 5pg/sml)
o Hon hop OK-432 (ndng d6 0,01 KE/mI) va Axit zoledronic (néng do 5
uM/mL)
o Hon hop moéi truong nudi cdy co ban OpTmizer, Gibco chta IL-2 nong
d6 nong d6 1.000 U/ml
o Huyét thanh tu than bat hoat nhiét
- MBbi truong nudi ciy ting sinh (sau 3 ngy)
o Mai truong nudi ciy co ban OpTmizer, Gibco chaa IL-2 nong do 700
U/ml kich thich tang sinh NK
o Huyét thanh tu than bat hoat nhiét
Trong giai doan nudi cdy 3 ngay dau tién 13 giai doan nudi ciy so cap hay giai
doan hoat hda. Thanh phan nhu khang thé don dong khang CD3 (anti-CD3 mAbs) va
CD 16 (anti-CD16 mAbs), OK432, Zoledronic acid, IL-2 duoc tdi uu ndng do va
huyét thanh bat hoat nhiét tuw nhan c6 cai tro hoat hoa va kich thich té bao NK ting
sinh. Sau do, cac thanh phan trén duoc ly tdm loai bo, té bao budc sang giai doan
nudi ciy thir cap, hay nudi cay tiang sinh chon loc véi thanh phan chin 1a méi truong
nudi cay co ban c6 bo sung I1L-2 véi ndng do 1a 700 U/ml gitp gia ting sb lugng va
hoat tinh cua NK.
Céc thanh phan trong méi truong nudi ciy nay tir lau da duoc nghién ctu, trong do,
mdi thanh phan lai cé vai trd riéng trong viéc kich thich va tao diéu kién nhan rong
NK. Bang 3.44 tom tat vai trd cua cac thanh phan trong hdn hop moi truong nudi cay
nay.
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Bang 3. 44. Thanh phan va vai tro c&c chdt trong méi trieong nudi cdy té bao NK

BINKIT

Thanh phan

Chirc nang

Khang thé
khang CD3

Khéang thé khang CD3 duoc c6 dinh trén bé mit chai nudi cay,
lien két vai thu thé CD3 trén bé mit cua cac té bao biéu hién
CD3+ nhu lympho T va NKT, ban dau dan dén kich hoat té bao
lympho T giai phong cac cytokine nhu yéu té hoai tar khéi u
TNF va IFN-y, nhung sau d6 giy ra apoptosis cua cac té bao T
[147, 171].

Khang thé
khang CD16

Khéang thé khang CD16 dugc co dinh trén bé mat chai nudi cay,
day 1a mot trong nhitng yéu t6 hoat héa manh cua NK, ching
lien két vai thu thé CD16 trén bé mat té bao NK dé kich thich
qua tinh hoat hoa cua NK [142, 147, 172, 173]. Viéc ¢ dinh
khang thé khang CD16 nay s& lam tang hiéu qua tiép xUc Vi
NK hon so véi CD16 hoa tan trong mdi trudng.

IL-2

IL-2 tac dong thong qua twong tac vdi cac thy thé IL-2R trén bé
mat té bao va kich hoat con duong Janus kinase (JAK)/STAT
trong té bao, va két qua 1a kich thich NK ting sinh, d6ng thoi
lam gia tang hoat tinh cta ching [145, 174].

OK-432

OK432 dong vai trdo nhu mot chat bo tro mién dich c6 kha ning
kich hoat bach ciu don nhan san xuit mot sé cytokine nhu IL-
12, 1L-18, IL-2....tiép d6 cac cytokin hoat hda cac phan tng
mién dich tiép theo, trong d6 bao gdm viéc lam gia ting hoat
tinh cua té bao NK [146, 175].

Zoledronic acid

C6 vai trd trong viéc ting cuong chirc nang gay doc cua té bao
NK [176, 177].

Huyét twong bat
hoat nhiét

Qua trinh bat hoat huyét trong bang nhiét do cao khién tiéu cau
bi pha v& ciu tric, giai phong ra luong 16n cytokine can thiét
cho su phat trién ciia NK [178].
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Phu luc 05
Luu dd quy trinh nudi cay ting sinh té bao NK

« Bém cac thanh phan té bao mau ban dau
« Phan tich thanh phan té bao mién dich

Thu thap mau cudng ban da
A au

ron

« Ly tdm 1710 g, 10 phut

A , « Bét hoat nhiét huyét twong & 58 d6 C, 60
Ly tam thu huyet tuong  [TTT];

« Ly tdm 1an 1 toc d6 840 g, 20 phat

Phan 1ap MNC bing  [§ Ly tfilm rira lan 2: 640 g, 10 pf)ut
ficoll * Ly tdm rira lan 3: 270 g, 8 phat

« Bém s6 luong té bao

« MOi trudng nubi ciy so cap
Nudi ciy so cap (DO- | Huy€t twong bat hoat 5%
DX)

* Ly tdm loai méi truong 270 g, 8 phat
(EVARE e e e NUdi cay bang mOi trudng thir cap
WS e B B sung huyét thanh bt hoat nhiét
DL « B6 sung méi trudng sau mdi 2-3 ngay,
khong loai mOi truong ci

* Bém s0 lugng té bao va ti 1€ t€ bao mién
dich

Thu hoach té bao (D18- s .
D21) » Kiém tra vi sinh

* Kiém tra endotoxin, mycoplasma
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Phu luc 06

Giay chitng nhan chap thuan caa hdi dong y dirc trong nghién ciu y sinh hoc

CO PHAN BENH VIEN  CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
AQUOC TE VINMEC Déc lip - Tu do - Hanh phiic

W cdc vin dé dao diec NCYSH Ha Ngi, ngay|Cthing 6 nam 2017

GIAY CHUNG NHAN
CHAP THUAN CUA HOI DONG PAO DUC TRONG NGHIEN CUU Y SINH HOC
CONG TY CP BENH VIEN PA KHOA QUOC TE VINMEC

Ciin cir Quyét dinh s6 24/2016/QD-VINMEC ngay 28/12/2016 ciia Chi tich Hoi ddng quin tri
Cang ty Cd phiin Bénh vién da khoa quéc té Vinmec vé vigc thanh lip Hi ddng dao dirc trong Nghién
ciru y sinh hoc xét duyét céc vin dé dao dirc trong nghién ciru y sinh hoc ciia cdc dé tai/dy én;

Ciin cir Quyét dinh s6 23/2016/QD-VINMEC ngay 28/12/2016 ciia Cha tich Hoi ddng quén tri
Céng ty C phéin Bénh vign da khoa Quéc té Vinmec vé viéc ban hanh Didu 1¢ T6 chire va hoat dong
ciia Hi dong dao dirc Cong ty Cd phin Bénh vién da khoa quéc té Vinmec;

Cin cir Bién ban xét duyét nghién ciru ngy £5.7.4../2017 ctia Hji ddng dao dire trong nghién
ciru Y, sinh hoc cp cong ty cia Cong ty Co phin Bénh vién Da khoa Qudc té Vinmec

1. Tén nghién ciru: Nghién ciru nhin nudi hoat héa té bao diét ty Nhién (Natural killer cell —
NK) tir mau diy ron trong hd try diéu trj ung the

2. Nghién ciru vién chinh: ThS. Chu Thj Théo, Vién Nghién ciru Té bao gbe va Cong nghé Gen
Vinmec

3. Dbi twgng nghién ciru: Miu mau ddy rén dugc thu thip tir em bé cila cic san phy khoe manh,
mang thai tir tulin 37 tr& di, khdng mic céc loai virut viém gan B, C, HIV, CMV va Giang mai.
Céc sin phy k¥ cam két tinh nguyén hién miu mau diy rén. Miu méu day rén duge thu thip
tai Bénh vién da khoa quéc té Vinmec Times City.

4. C& miu: 50-70

5. Dia diém: Bénh vién Da khoa quéc té Vinmec Times City, Ha Ngi

6. Thai gian trién khai nghién ciru: thang 07/2017 dén thang 07/2021
Ngiy chiip thudn: /¢ / 4 /2017

Nhimg thay 86i trong khi sir dung céc tai liéu néu trén s& phai dugc Hoi ddng Dao dire trong
nghién ciru y, sinh hoc cip cng ty ciia Céng ty C6 phin Bénh vién da khoa qudc 1é Vinmec xem xét

%



va chiip thuin trir tnedmg hop phai thay ddi ngay dé dim bao an todn cao nhét cho d6i twgng. Déng
théi phai bdo cdo cho Hji déng Dao dirc vé nhimg thay dbi nay.

Nghién ciu vién chinh cé trich nhiém thye hién diing nguyén tic vé dao dirc 43 duge ghi trong
dé cuong nghién ciru; cic yéu cdu bdo céo vé an todn cia Hoi ddng Dgo dirc vi cic quy dinh hién hinh
vé nghién ciru lim sing di dugc ban hinh cia B3 Y té; tudn thi tuyén ngon Helsinki v hudng din
thue hanh lim sang t6t cia Hi nghj Hop nhét Quéc té (ICH GCP).

Nt nhin: CHU TICH HOTBONG
- Nghién ciiu vién chink;
- Nha tdi tro;
- Lww VT, P. QLNCKH;
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