TAP CHi NGHIEN CPU Y HOC

NUOI CAY HOAT HOA, TANG SINH TE BAO TCD8 O
BENH NHAN UNG THU DA DAY
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Trwong Pai hoc Y Ha Noi

Liéu phép mién dich trong ung thw nhiing ndm gén ddy da dat duoc nhitng budc tién dang ghi nhan,
va nhan duoc sw quan tdm cla nhiéu nha khoa hoc trén thé gi6i. Trong dé, liéu phéap té bao mién dich st
dung té bao lympho tw than la mét trong nhiing phuong phép diéu tri khé an toan va hiéu qud cho nhiéu
loai ung thw trong d6 ¢6é ung thw da day. Liéu phap nay gilp nang cao chét lwong cudc séng va kéo dai
thoi gian séng thém cho bénh nhéan. Nghién ciru nay duoc tién hanh nhdm hoan thién quy trinh tach chiét
nuéi cdy va danh gia chat luong cla quén thé té bao thu duoc sau nubi cdy. 8 bénh nhéan ung thw da day
duoc lwa chon vao nghién ctru, méi bénh nhén duoc ldy 15ml méu ngoai vi, tién hanh tach chiét nuéi cay
hoat héa tang sinh va danh gia chét lwong sau nuéi cdy. Két qué nghién ctru cho thdy sé luong bach céu
don nhan thu duoc tir 15ml méau cta bénh nhén la 6,51 + 2,35 x 10° té bao. Panh gia chat lvong méu sau
14 ngay nuéi cdy cho théy: S6 luong té bao thu duoc sau nubi cdy la 6,90 + 2,58 x 10° té bao sé luwong
té bao téng sb sau khi da nhan véi thé tich nuéi cay, s6 lan nhén Ién cua té bao trung binh la 1076,8 +
251,55, véi ty 16 séng trung binh dat 92,79 + 3,04%, trong dé ty 1é quén thé té bao lympho chiém 92,88 +
7,02%, TCD8 chiém 67,75 + 11,83%, khdng phéat hién thdy sw c6 mét cta vi khuén, mycoplasma va endotoxin.

T khéa: Liéu phap té bao mién dich, TCD8, ung thw da day.
I. DAT VAN PE

Ung thw da day (UTDD) Ia mét trong nhirng
loai ung thw phd bién trén thé gi¢i. Theo thdng
ké clia Co quan Nghién ctru Ung thw quéc té
IARC (GLOBOCAN 2018 UTDD dirng thir 5 vé
ty 16 mac mai va ding hang thir 3 vé ty & to
vong [1]. Mac du da c6 nhiéu tién bd trong chan
doan va diéu tri tuy nhién UTDD van la mét
trong nhirng ung thw cé tién lwong xau véi ty 1&
sbéng thém sau 5 nam khoang 10 - 30% [2]. Do
do viéc phat trién cac phuong phap diéu tri moi
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két hop voi cac phuwong phéap diéu tri truyén
thdng nhdm nang cao chat lwong cudc sbéng va
kéo dai thoi gian sbng thém cho bénh nhan la
hét strc can thiét.

Mién dich tri liéu trong ung thw da dwoc
nghién ctru trong nhirng ndm dau thé ki 19 [3].
Dén nay da cé nhiéu cong trinh nghién ctru vé
méi lién quan gitra mién dich va ung thw, mot
sb liéu phap da bat dau dwoc siv dung va cho
nhirng két qua kha quan. Du chwa dwoc xem la
mot phwong phap diéu tri tiéu chuan tuy nhién
mién dich trj liéu dwoc nhin nhan la mot niém
hy vong méi cho bénh nhan ung thw, dac biét
la & cac bénh nhan ung thw di can va khéng
dap wng tbt v&i cac phwong phap diéu tri truyén
thong.
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Liéu phap t& bao mién dich tw than da dwoc
nghién clru phat trién va ap dung trong diéu tri
trén nhiéu loai ung thw trong d6 c6 ung thw da
day véi nhivng két qua ban dau dang khich lé
[4; 5]. Trong liéu phap nay, cac té bao mién dich
dwoc tach tr mau ngoai vi clia bénh nhan, nubi
cly hoat hoéa téng sinh trong méi trwéng déc
biét va truyén tré lai cho bénh nhan. Cé nhiéu
dong t& bao dwoc sk dung trong liéu phap
nay nhu té bao lympho T (T hé tro - TCD4, T
gay doc - TCD8), té bao diét tw nhién (Natural
killer cell — NK), t& bao tua (Dendritic Cell). Cac
té bao TCD8 dwoc cho & déng vai trd trung
tam trong dap tng mién dich chéng ung thw
bén canh cac té bao khac. Té bao TCD8 hoat
héa cé kha nang tiét cac hat gay doc c6 chira
perforin, granzym, cytokine dworc tiét ra bdi cac
té& bao TCD8 hoat hoa nhw IFNy, TNFa, IL2...
¢ vai trd trung gian trong nhiéu dap trng mién
dich chéng ung thw nhw e ché ting sinh mach,
tang tinh thdm té chirc khdi u, hd tro' t& bao B
trong hoat déng tiét khang thé tang cuwdng nhan
dién khang nguyén ung thw, thic day qua trinh
chét theo chwong trinh cla cac té bao 4c tinh.

D& c6é nhidu nghién ctu dwoc tién hanh
nham xay dwng quy trinh nudi cay, danh gia
hiéu qua diéu tri, tinh an toan cuda liéu phap.
Tai Viét Nam chung ta dang & nhirng giai doan
dau tién tiép can vai liéu phap, xay dwng thanh
cbng quy trinh nudi cay, buéc dau thir nghiém
ldm sang. Nghién cu nay duwoc thwyc hién
nham danh gia sé lwong va chét lwong quan
thé té bao trwdc va sau nudi cay.

Il. DOI TWUONG VA PHUONG PHAP

1. Déi twong.

8 bénh nhan ung thw da day, giai doan Il
(1 bénh nhan), giai doan Ill (6 bénh nhan),
giai doan IV (1 bénh nhan) dwgc lywa chon vao
nghién clru.

Tiéu chuén lwra chon bénh nhén:

- B&nh nhan = 18 tudi.

- Toan trang ECOG < 3.

- C6 chirc nang cac co quan con phu hop,
v&i thoi gian ky vong séng thém = 6 thang.

Tiéu chuan loai trwv:

- Bénh nhan méac bénh ly ac tinh dong
lympho .

- Cac bénh nhan mac bénh tw mién.

- Bénh nhan dang dung thudc &c ché mién
dich.

- Bénh nhan khéng déng y tham gia nghién
clru.
2. Phwong phap

Phuong phép thu thdp méu bénh nhén

Céc bénh nhan dwoc ldy mau tai Bénh vién
Pai hoc Y Ha Ndi. Cac mau mau dwoc tién hanh
phan tach va noi cdy tai Trung tdm Nghién ctu
Gen — Protein trwdng Pai Hoc Y Ha Noi.

15 ml mau tinh mach cta bénh nhan duoc
l4y vao éng chéng déng heparin bdo quan &
nhiét do6 phong va dwoc tién hanh phan tach
trong vong 6 gi&. Méi bénh nhan dwoc ldy mau
tach té bao 3 1an, cach nhau 2 tuan gitra cac lan
dé danh gia.

Céac ky thuat duoc str dung trong nghién ctru

- K§ thuat phan tach té bao lympho tir mau
ngoai vi.

Céc té bao don nhan dwoc phan tach tw
mAau mau ngoai vi bang phwong phap ly tam
thay déi ty trong st dung dung dich Ficoll 1077
[6].

- K§ thuat nudi cdy hoat hoa té bao lympho.

Sau khi dwoc phan lap, cac té bao dwoc
nudi cay trong méi truéngRPMI 1640 chira 10%
huyét thanh nguoi , c6 bd sung thém IL - 2 (10
U/L).Khi cac té bao dat dwoc mat d6 can thiét
(70 — 80%) s& dwoc chuyén sang méi trudng
nudi cdy hoat hoa va biét hda cé bé sung mot
s6 yéu t6 hoat hoa nhw anti - CD3/CD28. . Téng
thoi gian nudi cay cho 1 chu trinh 12 14 ngay.
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- Ky thuat danh gia ty lé t& bao séng

S& dung phuong phap nhudém té bao bang
dung dich Trypan Blue, dém trén may dém té
bao tw déng Countess® Il FL dé danh gia ty &
té bao sdng chét.

- Ky thuat danh gia ty 18 % cac quan thé té
bao trong mau nudi cay.

Dwa trén sy biéu hién ctia cac cum biét héa
(Cluster of Differentiation - CD) trén bé mét cac
té bao lympho. Bang cach nhuém véi khang thé
khang déc hiéu cac ddu 4n CD (CD3, CD4, CDS,
CD19, CD56) dac hiéu cho tirng giai doan biét
héa té& bao c6 danh d4u huynh quang. St dung
may dém té bao dong chay Flow - Cytometry
BD FACS Canto Il

- Ky thuat danh gia kha nang nhiém vi
khuan vi nAm.

+ Kiém tra do vo6 khuan ctia méi trudong
nudi cdy bang méi trwng nudi cay ting sinh vi
khuan Thioglycollate medium

ll. KET QUA

1. Pac diém chung cta déi twong nghién ciru.

TAP CHi NGHIEN CPU Y HOC

+ Kiém tra doc t6 Endotocxin trong moi
trwdng nudi cdy bang bo KIT E - TOXATE

+ Kiém tra mycoplasma trong méi trwdng
nudi cay bang bd KIT Mycosensor.

- Ky thuat xac dinh ty 1& sbng chét trong
quan thé té bao nudi céy.

S& dung phuong phap nhudém té bao béng
dung dich Trypan Blue, st dung may dém
Countess® Il FL dé danh gia ty 1& t& bao séng
chét.

3. Pao dirc nghién ctru

Nghién ctvu nay thudc dé tai cip Bo “Tiép
nhan va nghién ciru phat trién cong nghé nén
t& bao mién dich trong diéu tri ung thw tir Nhat
Ban vé Viét Nam” da dwoc dong y théong qua
giai doan th&r nghiém trén nguwdi khée manh
va bénh nhan ung thw b&i Hoi ddng dao dirc
cta Trweong Dai Hoc Y Ha Noi (Sé 128/HBBDb
- DHYHN ngay 20/9/2017).

Bang 1. Pic diém d6i twong nghién ciru.

Théng s6 S6 lwong
Nam 3
Gioi
N 5
| 0
Il 1
Giai doan
1 6
v 1

Nghién ctru gdbm 8 bénh nhan gém 3 nam, 5 nir.

clru déu phat hién bénh & giai doan mudn.

Trong d6 da sb bénh nhan tham gia vao nghién
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Bang 2. Sw thay d6i quan thé té bao trwéc vao sau nudi cay

Gia tri
Théi gian nudi cay (ngay) 14 ngay
Sé lwong té bao trwdc nudi cy (x10° té bao) 6,51 +2,35
S6 lwong té bao sau nudi cay (x10° t& bao) 6,90 + 2,58
S6 1an nhan 1én 1076,8 + 251,55
Ty |& séng cla té bao (%) 92,79 + 3,04

Sé lwgng té bao thu dwoc sau khi phan tach tir mau ngoai vi ciia bénh nhan ung thw da day trung
binh 1a 6,51 + 2,35 x 10°. Sau nudi cay 14 ngay sé lwong té bao thu dwoc trung binh 14 6,90 + 2,58 x
10° vé&i ty 16 sbng dat 92,79 = 3,04 %. So sanh sb lwong véi trwéc khi nudi cay sb lwong té bao tang
trung binh 1076,8 + 251,55 Ian.

.
Hinh 1. Hinh anh té bao lympho téng sinh va tao cum dw&i kinh hién vi soi ngwoc.
A: Ngay 1 (D6 phong dai x10) B: Ngay 3 (B6 phéng dai x10)

C: Ngay 6 (b6 phong dai x10) D: Ngay 14 (B6 phong dai x40)
Bang 3. Phan tram té bao lympho trwéc va sau nuéi cay.

Ty lé cac quan thé té bao (%)

Kiéu hinh

Trwéc nudi cay Sau nuéi cay P
CD3" 68,87 + 9,38 94,64 + 4,16 < 0,001
CD3*CD8* 23,90 £ 5,27 72,21 + 8,08 < 0,001

4 TCNCYH 123 (7) - 2019



Ty lé cac quan thé té bao (%)

Kiéu hinh Trwéc nudi cay Sau nudi cay P
CD3*CD4~ 39,74 + 9,61 13,37 + 8,03 < 0,001
CD3*CD4* CD8* 0,45+ 0,23 0,69 + 0,50 0,082
CD16*CD56* 18,55+ 7,05 4,08+4,08 < 0,001
CD19* 11,99 £ 3,51 0,11 £0,13 < 0,001
Ty |é CD8*/ CD4* 0,66 + 0,27 8,31 +6,48 < 0,001

Sau nuéi cdy tang sinh quan thé té bao lympho (CD3+) va TCD8 (CD3+CD8+) tang dang ké véi
ty 1& phan trdm trong quan thé té bao sau nudi cay 1an lwot |a 94,64 + 4,16 % va 72,21 + 8,08 %.
Déc biét cé sw thay dbéi dang ké ty 1& quan thé TCD8/TCD4 tir 0,66 = 0,27 1&n 8,31 + 6,48 khac biét
c6 y nghia thdng ké.

CD4+CD&- CD4+CD8+ CD168356-CD19+ | CD16836+C
A 77,2% = D19+
| 0,32% 17,06% .
= 39,55% R . T
™~ 2 e
< 9 ¥ | =
% co3- co3+ & g <
=
[=1
é "',' o s -‘ )
» ' 5,3%
‘. ﬁ 31,63% CD16856- CD16856+CD1
T e CDe-CD& _ . _CD4-CD8+ CD18- s -
CD3 FITC-A CD8 APC-Cy7-A CD15-55 P=-A
B CO4+C08- COL+CO8+ COME856-CO19+ CD168%6+
rvon 1 23 °A CO1%+
99,23% 17.92% A ’1 0.3%
3 <
g e =)
co- CO3e | < A
g - g v
- i 0.38%
70,44% -
CO16858+C
CO¢-COs- CO4-COs+ CO%856-CO15- D1s-
[wins L ouia ) CO8 APC-Cy7-A o5~ 5

Hinh 2. Két qua minh hoa phan tich ty Ié té bao mién dich thu dwoc cia KDD04L1 bang
phwong phap dém té bao dong chay trén may FACS Canto Il
A: Két qua phan tich mau bénh nhan sau tach chiét.
B: Két qua phan tich mau bénh nhan sau nudi cay.
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2. Panh gia tinh trang nhiém vi khuan vi nam.

B
§ 1

-|  Mau bénh nhan

)

500

a0

20 it e
20 1
) ===

Ching am

- Mau bénh nhan ‘

== =X SE
B e st

— ‘__;:_,_A,' V,,, - 2

100
012345878 81011

213 14 16,08 1T 1B 19NN BN HBXI BBV RBHEENBDA 10
. Cyce 2

Chtrng dwong

Chirng am

o o = ~ D

Hinh 3. Két qua kiém tra Mycoplasma trong méi trwong nuéi cady & mau bénh nhan KDD
bang ki thuat Real time — PCR.

Trong tbng s6 24 m&u nudi cay cla 8 bénh nhan UTDD duoc lwa chon vao nghién ciru qua phan
tich danh gia khoéng phat hién tinh trang nhiém vi khuan, mycoplasma, doc tb endotoxin.

IV. BAN LUAN

Ung thw da day thwdng dwoc chan doan
& giai doan kha muén. Phiu thuat Ia phwong
phap diéu tri chinh cho ung thw da day co thé
phau thuat va hoa tri bé tro gép phan cai thién
két qua diéu tri cho bénh nhan. Tuy nhién v&i ty
Ié tai phat cao 40 - 80% trong cac trudng hop
tién trién [7]. Cac dac tinh cua té bao lympho T
d&c biét la vai trd trung tm cla té bao TCDS8
trong mién dich ung thw dang mé ra nhirng co
hdéi m&i cho bénh nhan. Nhiéu nghién ctru cho
thdy mirc dd tap trung cao cla quan thé cac
té bao TCD8*, TCD3"* trong mdi trwdng vi mod
khéi u cho thdy mirc d6 &nh hwéng dang ké
dén viéc cai thién chat lwong cudc sbng va thoi
gian séng thém cho bénh nhan (p < 0,05) [8; 9.
Céc liéu phap t& bao nuéi dwéng coé thé khai
thac tiém nang nay theo nhiéu phwong thirc
khac nhau. Chién lwoc phan 1ap, nudi cdy mé
réng va hoat héa quan thé cac té bao lympho T
ttr bénh nhan ung thw dang dwoc cac nha khoa

hoc tap trung nghién clru trong nhiéu ndm qua.
Cac té bao lympho T c6 thé dwoc phan lap ti
mau ngoai vi, t& chirc khdi u... Trong dd, liéu
phap st dung té bao lympho T tach chiét tw
mau ngoai vi cta bénh nhan cé nhiéu wu diém
nhw it xam 14n, dé& dang thwc hién va it anh
hwdng dén sinh hoat va céng viéc cla bénh
nhan. Trong phwong phap nay 15 ml mau tinh
mach cla bénh nhan dwoc thu thap vao éng
chbng déng heparin, cac té bao don nhan dwoc
phan tach dwa trén nguyén ly ly tam thay déi ty
trong s dung Ficoll thu hoach I&p té bao don
nhan gira I&p Ficoll va huyét twong sau ly tam
giau céac té bao Lympho.

Trong quéan thé té bao sau thu hoach, quan
thé t& bao lympho chiém ty 1& 1&n véi hon 65%.
S6 lwong té bao ctia mau sau phan tach 14 6,51
+ 2,35 x 10° t& bao.

Da sb cac té bao lympho T duoc tach tir mau
ngoai vi clia bénh nhan khéng tiép xuc tryc tiép
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v&i cac té bao ung thw do d6 chuing cé thé chwa
dwoc hoat héa va it cé kha nang nhan dién va
tiéu diét cac té bao ac tinh cling nhw khéng du
sb lwong cho viéc tri liéu [10]. Vi vay, cac té bao
lympho sau khi dwoc phan tach phai dwoc nudi
cdy tang sinh va hoat héa vé mat chirc ndng
dé dat dwoc sé lwong va chat lwong can thiét
cho viéc diéu tri. Trong nghién cru nay, ching
t6i st dung mai trwdng nudi cdy coé cac khang
thé da dong gan dac hiéu véi thu thé CD3 va
CD28 dé hoat hoa cac té bao lympho T. Viéc
gén két clia khang thé véi thy thé trén bé mat té
bao kich thich hoat hoa té bao khéng phu thudc
khang nguyén vé&i sw trung gian cda phirc hop
ddng kich thich/ thu thé t& bao T théng qua con
duwdng NF - kB. Qua trinh nay tao ra cac tin
hiéu manh mé cho sy biét hda, tang sinh va
phat trién té bao gilp ching biét héa thanh cac
té bao c6 thdm quyén mién dich. Su két hop
clia khang thé khang CD28 cung véi khang
thé khang CD3 cung cép tin hiéu can thiét dé
céac té bao hoat héa va phat trién dén giai doan
trwdng thanh va tranh dwoc hién twong chét
theo chwong trinh néu chi cung cép tin hiéu
théng qua thu thé CD3 [11; 12]. Bén canh do,
dé dat dwoc sb lwong té bao lympho T du 1&n
cho diéu tri thi méi trwdng nudi cay can bd sung
cac cytokin nhw IL - 2, IL - 15, IL - 18, IL - 21.
Trong nghién ctru nay IL - 2 dwoc bd sung vao
moi trwong nudi cay, vdi vai trd trong viéc kich
thich phan bao va tang cwédng séng sét déng
thoi duy tri tac dung cla céac té bao lympho T
tai t chirc ung thw thong qua sy twong tac voi
cac thu thé a, B, y trén bé mat té bao [13; 14].
Sau 14 ngay nudi cay tang sinh hoat hda,
sb lwong té bao thu dwoc sau nudi cay la 6,90
+ 2,58 x 10° t& bao/tdng sb hay trong mét don
vi thé tich, ty I& séng trén 90% v&i sb 1an nhan
lén trung binh la 1076,8 + 251,55 1an. Két qua
nay twong dwong v&i nghién cru cda Zhang va
coéng sw ndm 2015 [4]. Panh gia vé& quén thé té

TAP CHi NGHIEN CPU Y HOC

bao sau nudi cay cho thay cac té bao lypho T
chiém wu thé vé&ity 18 trung binh 94,64 + 4,16%,
trong d6 quan thé cac té bao TCD8 chiém ty &
tir 55,81 - 83,93%.

DPanh gia vé tinh an toan ctia mau sau nudi
cay bang phwong phap kiém tra sy c6 mat cta
vi khuén, Mycoplasma va néi doc t& Endotoxin
trong cac mau moi trudng sau nudi ciy. Két
qua kiém tra cho thay khoéng c6 mau ndo cho
két qua dwong tinh véi cac thanh phan dwoc
kiém tra.

V. KET LUAN

Nghién clru da hoan thién quy trinh tach
chiét, nudi cay hoat héa téng sinh té bao TCD8
trén bénh nhan ung thw da day. Quan thé té bao
sau nudi cdy ddm bao vé sé lwong, chat lvong
( dac diém quan thé, ty I& sbng, tinh an toan).

L&i cam on

Nghién ctu dwoc hé tro tir dé tai cap Bo
“Tiép nhan va nghién clru phat trién cong nghé
nén t& bao mién dich trong diéu tri ung thw ti
Nhat Ban vé Viét Nam”. Nhém nghién clru xin
chan thanh cdm on nhirng bénh nhan da déng
y tham gia vao nghién ctru clia ching toi.
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Summary
EXPANSION AND ACTIVATION OF TCD8 CELLS FROM
GASTRIC CANCER PATIENTS

Immunotherapy in cancer treatment has achieved remarkable progress and receives worldwide
attention of scientists in recent years. Among different immunotherapy methods, autologus T
lymphocyte-based immunotherapy is a safe and effective combination treatments for various
types of cancers including gastric cancer. This method can improve the quality of life and prolongs
overall survival in patients. This reseach was conducted to improve the cell culture protocol and to
evaluate the cell population before and after cell culture. Eight patients with gastric cancer were
selected; 15 ml of peripheral blood from each patient was collected, extracted, expanded and
activated. The total number of mononuclear isolated from the patient was 6,51 + 2,35 x 10°cells.
After 14 - day cultivation, the number of cell averaged 6,90 + 2,58x10° and the proliferation
multiplicity obtained by calculating the difference in cell numbers before and after culture was
1076,8 + 251,55, in which the percentage of TCD8 cells was 67,75 £ 11,83%. The survival rate
of effector cells was 92,88 + 7,02%. Bacteria, mycoplasma and endotoxin were not detected.

Key words: Cellular immunotherapy, autologus T lymphocyte, TCDS8 cells, gastric cancer.
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