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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the anti-cancer effect of natural killer cells in an immunodeficient mouse
model bearing human lung cancer tumor (H460 lineage).

Objects and methods: Natural killer (NK) cells were activated, differentiated, and proliferated in the
laboratory until a concentration of at least 107 cells/ml was reached. Immune-deficient mice (nude
mice) 6 - 8 weeks old, number of 24 animals, were injected with 10® H460 lineage human lung cancer
cells under the skin of the thigh to create human lung cancer in nude mice. When the tumor size was
about 50 - 70mm? (after 10 days of transplantation), mice were divided into 4 groups (6 animals/
group), the treatment groups were injected with NK cells through the tail vein with a dose of 10°
cells per 10g, 5x10° cells per 10g and 107 cells per 10g, respectively, once a week, for 3 consecutive
weeks, the control group was injected with 0,9% NaCl containing 5% human albumin.

Results: The group of mice with H460 human lung cancer treated with NK cells had a smaller tumor
volume, a longer survival time and a lower death rate than the control group with p>0,05 due to small
sample size.

Conclusion: The study suggests that natural killer cells were effective against human lung cancer in
an immune-deficient mouse model of xenograft cancer.
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TOM TAT

Muc tiéu: Nghién ctru ndy nham danh gia hiéu qua khang ung thu cta té bao diét ty nhién (NK) trén
chudt thiéu hut mién dich mang khéi ung thu phdi ngudi (dong H460).

Poi twong va phwong phap nghién ciru: Té bao NK dugc hoat hoa, biét hoa va ting sinh trong
phong thi nghiém dén khi dat ndng do it nhat 107 té bao/ml. Chudt thiéu hut mién dich (nude mouse)
6 - 8 tuan tudi, s6 luong 24 con, duoc tiém ghép 106 té bao ung thu phdi ngudi dong H460 vao dudi
da dui dé tao khdi ung thu phoi ngudi trén chudt nude. Khi khdi u ¢ kich thude khoang 50 - 70mm?
(sau 10 ngay ghép), chudt duoc chia thanh 4 nhém (6 con/nhém), nhoém diéu tri dugc tiém té bao NK
qua duong tinh mach dudi voi lidu 1an luot 13 10° té bao/10g thé trong, 5x10° té bao/10g thé trong va
107 t& bao/10g thé trong, 1 1an/tudn, trong 3 tuan lién tiép, nhom chimg tiém dung dich NaCl 0,9%
chura 5% albumin nguoi.

Két qua: Nhom chudt mang khéi ung thu phdi ngudi H460 duoc diéu tri bang té& bao NK c¢6 thé tich
khdi u nho hon, thoi gian séng dai hon va ti 1& chudt chét it hon so voi nhom ching véi p>0,05 do
¢& mau nho.

Két luan: Nghién ciru goi y cho thay té bao diét tyr nhién ¢ hiéu qua khang ung thu phdi nguoi trén
mo hinh chudt thiéu hut mién dich mang khéi ung thu ghép di loai.

Tir khod: Té bao diét tw nhién, ung thu phdi, chudt thiéu hut mién dich.
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1. PAT VAN PE

Ung thu phoi chiém hon 13% tong sb ca ung thu méi
mic va 1a nguyén nhan hang dau giy tir vong do ung
thu & Hoa Ky [1]. Trong do, Viét Nam thudc khu vuc
¢6 ty 1& méc ung thu phdi cao nhat thé gisi véi ty 18
22,8/100.000 dan. Nhiing ghi nhan vé tinh hinh ung thu
tai Viét Nam cho thdy ung thu phéi ding hang thir hai
trong s6 cac loai ung thu thuong gap. Udc tinh nim
2020 nude ta c6 khoang 26.000 ca mic ung thu phdi
méi, v6i con sb tir vong 1én dén 23.797 [2]. Bénh
thuong duge chin doan & giai doan mudn va co tinh
khong dong nhat & mé bénh hoc, do d6 hau hét bénh
nhan phai ddi mat véi céc lidu phap diéu tri ¢6 doc tinh
cao va ty 18 séng trén 5 nam dudi 20% [3, 4]. Liéu phap
té bao mién dich tu than 1a mot liéu phap méi trong diéu
tri ung thu va c6 xu huéng phét trién manh mé trong
nhitng nim gin ddy. Theo d6, cac t& bao mién dich
duoc 14y ra khoi co thé tir nhiéu ngudn khac nhau nhu
t6 chte ung thu, hach lympho va mau ngoai vi, sau d6
duoc phan tach thanh cac dong té bao mién dich, nudi
ciy hoat ho4, biét hoa va tang sinh véi s6 lugng 16n rdi
cudi cung truyén tré lai co thé bénh nhan dé diéu tri.
Nghién ctru tng dung cua li€u phdp nay da c6 nhiing
tién bo vuot bac va dang tré thanh hudng tiép can chinh
cho liéu phap sir dung té bao mién dich tu than trong
diéu tri ung thu hién nay. Noi 1én trong sb do6 1a té bao
diét ty nhién (NK) nhu mét cach tiép can dﬁy htra hen
trong diéu tri ung thu. Té bao NK di thu hit duoc su
chu y do dgc tinh ty nhién chéng lai té bao ung thu, té
bao nhiém vi rat hay té bao cing thing [5], thong qua
céc tin hiéu hoat hoa va tc ché nham diéu chinh hoat
dong gay doc té bao voi té bao ung thu va ngin chin
doc té bao voi cac té bao khoe manh [6]. Do do, té bao
NK da dugc st dung trong cac thir nghiém lam sang
dé diéu tri cac bénh ung thu khac nhau, ching han nhu
ung thu biéu mo tuyén, ung thu vu, ung thu rudt két, va
ung thu phoi khong phai té bao nho [7]. Tai Viét Nam,
chung ta dang trong giai doan dau tiép can voi cac liéu
phap mién dich, c6 rat it cac nghién ctru duoc tién hanh
dé danh gi4 tinh an toan va hiéu qua cua liéu phap st
dung té bao NK trong diéu tri ung thu néi chung va ung
thu phoi noi riéng. Vi véy, chung toi tién hanh nghién
ctru dénh gia tac dung khang té bao ung thu phéi nguoi
cua té bao mién dich NK ¢ chudt thiéu hut mién dich
mang khéi u phoi nguoi, dé tir d6 13 co so thuc hién cac
thir nghiém 1am sang trén ngudi nham chtng minh tinh
an toan va hiéu qua ctia liéu phap mién dich tu than cua
té bao NK trong diéu tri ung thu phoi.
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2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN
cUu

2.1. P6i twong va vit lidu nghién ciru
Té bao ung thuw phéi ngueoi dong H460

Té bao ung thu sau khi ri dong dugc nudi ciy trong
chai 75cm? chira méi truong nudi cay co bod sung thém
10% FBS va 1% Penicillin/Streptomycin, nudi té& bao
duy tri nhiét ¢ & 37°C va nong do CO,1a 5%. Khi té
bao bam day chai nuoi, thay moi truong moi. Kiém tra
té bao va thay méi truong 2-3 1an/ tudn. Khi té bao phat
trién dat mat do khoang 80% dién tich day chai nudi thi
tién hanh tach té bao dé cdy chuyén sang chai nudi moi.
Sau thoi gian nudi ciy, lugng té bao ting sinh du 16n,
tién hanh thu hoach té bao. Rira té bao 2 lan bang PBS
1X va tach té bao ra khoi day chai bang Trypsin-EDTA.
Sau d6 trung hoa Trypsin-EDTA bang méi truong nudi
cdy, ly tam dé loai bo méi trudng nudi cdy va thu té bao,
thém dém PBS dé c6 ndng do té bao 1a 107/ml.

Té bao diét tw nhién (NK)

Té bao mién dich NK dwgc phéan lap tir 20 ml mau
ngoai vi ciia bénh nhan ung thu phéi, sau d6 dugc hoat
hoa trong mdi truong AIM-V c6 bd sung IL-2, IL-
15, IL-18 theo ty 1¢ thich hop va tang sinh trong moi
truong KBM. Té bao thu duoc dat ndng do it nhat 107
té bao/ml.

Chugt thiéu hut mién dich NOD/SCID: 24 chudt nude
6-8 tudn tuéi, trong luong 20 + 2 gam, khoé¢ manh, khong
phan biét giéng, dam bao cac chi tiéu sinh 1y binh thuong
dugc nudi trong phong sach, dam bao vo khuan, nhiét
do, anh sang, nhip ngay dém theo tiéu chuan.

2.2. Phuwong phap nghién ciru
Tao khéi ung thwphcfl' trén chudt thiéu hut mién dich

Chudt NOD/SCID dugc ¢d dinh va tiém 100ul dich
chtra 10° té bao ung thu/chudt vao vi tri dudi da dui
phai. Qua trinh thao tac dugc thyc hién trong diéu kién
vo tring. Nudi chudt trong 16ng ¢6 16 cap va thoat khi
qua mang loc HEPA, nhiét d6 26 + 2°C, d¢ am trung
binh 60+£5%. Sau khi khdi u bt dau phat trién, theo doi
trong lugng co thé hang tuan va kich thudc u 2 ngay/lan
bang thude NSK. Khoang 10 ngay sau tiém, kich thudc
khdi u phat trién dat 50-70 mm?, 24 chudt mang khéi u
chia ngau nhién thanh 4 nhém (6 con/nhom).

Phuong phdp diéu tri ung thw phoi nguoi trén chugt
thiéu hut mién dich
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- Nhoém ching: chudgt NOD/SCID duge giy u, tiém
dung dich NaCl 0,9% chira 5% albumin ngudi voi thé
tich 0,25 ml/10g thé trong, duong tinh mach dudi

- Nhom NK-1: chuoét NOD/SCID dugc gay u, ti€ém té
bao NK trong dung dich NaCl 0,9% chtra 5% albumin
v6i thé tich 0,25 ml chtra 10° t& bao/10g thé trong 1 1an/
tudn x 3 tuln, duong tinh mach duéi.

- Nhoém NK-2: chuot NOD/SCID dugc gay u, tiém té
bao NK trong dung dich NaCl 0,9% chtra 5% albumin
v6i thé tich 0,25 ml chira 5x10° té bao/10g thé trong, 1
lan/tudn x 3 tuan, duong tinh mach duoéi.

- Nhom NK-3: chudt NOD/SCID dugc gy u, tiém té
bao NK trong dung dich NaCl 0,9% chtra 5% albumin
v6i thé tich 0,25 ml chira 107 té bao/10g thé trong, 1 lan/
tuan x 3 tuan, duong tinh mach duoi.

Phirong phép ddnh gid thé tich khéi u: Ding thude kep
NSK do kich thude khdi u 2 1an/tuan

Cong thuc tinh thé tich khéi u:
V=D x R*x 0,5

Trong do:

V: thé tich khdi u (mm?)

D: chiéu dai khdi u (mm)

R: chiéu rong khdi u (mm)
2.3. Phan tich va xir 1y s6 liéu

Cac sb lidu duoc thu thap va xu 1i trén Excel va phén
mém thong ké GraphPad Prism. Sy khac biét c6 y nghia
thong ké khi p<0,05

3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Trong lugng co thé chudt khi diéu tri bang té
bao NK

Hinh 1: Thay doi trong lwong co thé chuét khi diéu tri biang té bao NK
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Trong 3 tuan diéu tri khéi u béng té bao NK, 24 con
chuot trong 4 nhoém duoc can 1 lan/tuan. So sanh trong
luong chudt giita cac nhoém trong qua trinh diéu tri
khong thiy sy khéc biét giita nhom chimg va cac nhom
diéu tri bang té bao NK (n=6 mdi nhém, p>0,05), ngoai

trir nhom NK1 ¢6 trong lwong trung binh thap hon céac
nhom khac nhung trong luong ciing khong thay do6i
trong qua trinh diéu tri.

3.2. Kich thudc khi u chudt khi diéu tri bing té bao NK
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Hinh 2: Kich thwéc khoi u chuét trong qud trinh diéu bang té bao NK
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Trong subt qué trinh diéu tri 21 ngay, kich thudc khbi
u dugc do bang thude kep NSK 2 lan/tuan. Biéu db cho
thdy, kich thudc khéi u chudt gitra cac nhom trong qué

trinh diéu tri c6 xu huéng giam kich thudc khéi u & cac
nhom diéu tri so v6i nhom chimg. Tuy nhién su khéac
biét chua c6 y nghia thong ké, n=6 mdi nhom, p>0,05.

Hinh 3: Hinh dnh do kich thwéc khéi u trén chudt nude khi diéu tri bang té bao NK bang thuéc kep NSK

s '1" i :
Nhém chimg

Sau khoang 10 ngay tiém ghép té bao ung thu phodi
H460 vao chu6t thiéu hut mién dich, 100% con chudt
c6 khéi u phat trién rd rét. Tién hanh do kich thuéc
khéi u (Hinh 3) va khao sat cac chi tiéu theo ddi chudt.
Ngay thir 10 sau ghép té bao tao khdi ung thu phdi, thé

20

tich khéi u dat 50-70 mm?. Chudt duoc chia ngﬁu nhién
thanh 4 nhom (6 con/nhdém), trong d6 c6 1 nhém ching
va 3 nhom dugce diéu trj béng té bao NK theo n(“)ng do
khac nhau trong thoi gian 1a 3 tuan.
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Hinh 4: Thoi gian song ciia chudt khi diéu tri bang té bao NK
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Thoi gian séng cua ba nhom diéu tri bang té bao NK
déu dai hon so voi nhém chiing, ngoai trir nhém diéu
tri NK1. Tai thoi diém két thuc thi nghiém, tat ca chudt
trong nhom NK2, NK3 déu con song, trong khi cac nhoém
khéc da chét 33%-66% (n=6 mdi nhom, p=0,0412).

4. BAN LUAN

Trong nghién ciru ctia chiing t6i, ty 1¢ tao khdi u trén
chudt thiéu hut mién dich dat 100% sau 10 ngay tiém,
khéng c6 chudt nao chét do 151 k§ thuat. Xu hudng sir
dung liéu phap té bao mién dich tu than trong diéu tri
ung thu ngay dugce quan tim nhiéu hon. Trong do, té
bao diét ty nhién 12 mot trong nhimg té bao lympho c6
ddc tinh diét té bao ung thu mdt cach ty nhién, chiung
c¢6 kha nang nhan biét va phan giai cac té bao ac tinh
va té bao nhidm virus ma khoéng cin man cam trude do
[5]. Trong buc tranh vé su twong tac gitra hé mién dich
va khéi u, NK dong vai tro quan trong do NK tham gia
loai trir khéi u trong su twong tac v6i cac t& bao min
dich khac nhu té bao lympho T-CD8, T-CD4, lympho
B, té bao tua, dai thuc bao va cc chat trong vi moi
truong khdi u do t& bao mién dich va té bao khdi u tiét
ra. Su hiéu biét vé té bao NK, dic biét cac thu thé trén
bé mat NK cho ta su giai thich vé cach NK nhan dién,
hoat hod va khang té bao ung thu [8, 9]. O té bao khoe
manh, thy thé e ché ciia NK duoc gén voi MHC lop I,
trc ché con duong hoat héa trong té bao NK, do d6 tic
ché chire nang diét ciia NK. O té bao khéi u, té bao khoi
u giam biéu 16 MHC-I (missing self), hodc biéu hién
nhiéu protein tu than (induced self-ligands), hay epitop
khang nguyén u dugc gin khang thé, t& bao NK c6
thu thé dé nhan dién hoat hoa tuong ing. Vi té bao u

20 30
Ngay

giam biéu hién MHC-I, thu thé @rc ché khong duoc ga"m,
khong trc ché con dudng hoat hoa nén té bao NK thuc
hién chtrc nang diét. Trong truong hop té bao u ting
biéu hién protein ty than, gén vao cac thu thé hoat hoa
nhu NKG2D, té bao NK nhén dién hoat hoa thuc hién
chirc ning ciia minh, ké ca khi té bao u van biéu hién
MHC-I dé gan véi thy thé e ché NK. Con néu té bao
u c6 biéu hién khang nguyén dugc gin vao cac khang
thé don dong, va chiing gén v6i thu thé FeyRIII ciia NK
thi NK hoat hoa nhan dién, kich hoat chirc nang gay
ddc phu thude vao té bao. Sau khi dugc hoat hoa nhan
dién khang nguyén, té bao NK trg thanh té bao co tham
quyén mién dich, c6 kha ning khang ung thu theo nhiéu
co ché khac nhau. Co ché khang ung thu cia té bao NK
bao gdm: i) giai phong céc hat chira cac protein gdy doc
té bao perorin va granzyme; ii) ting cuong biéu hién
céc phdi tir bé mat Fas-L va phdi tir thudc ho cac yéu
t6 hoai tir khdi u (TNFo-L) va TRAIL-L; iii) tiét cac
cytokine IFN-y, TNF-a va cac chemokine MIP-1a/j3,
RANTES; iv) gia ting biéu hién thy thé CD16 giy doc
té bao phu thudc khang thé (ADCC) [10]. Trong nghién
ciru nay, dé danh gia hiéu qua cia té bao diét tu nhién
dbi véi ung thu phdi ngudi in vivo, ching t6i di tao
khéi ung thu bang ghép té bao H460 dudi da dui chudt
nude, phu hgp cho danh gia hi¢u qua khang ung thu cua
lidu phap truyén té bao mién dich NK bang cach tiém
vao tinh mach dudi chudt, ciing nhu truyén khdi té bao
mién dich tu than NK bang duong truyén tinh mach
trén nguoi. Két qua cho thiy, viéc truyén té bao diét
tu nhién 1am khdi u cham phat trién tir ngay thtr 5 sau
tiém, voi nhom ching khdi u van tiép tuc ting, trong
khi khéi u & cac nhom NK 1, NK2, NK3 c6 xu thé phat
trién cham lai (Hinh 2). Khi theo ddi thoi gian song
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cho dén khi két thac thi nghiém, tat ca sb chudt nude
& nhom NK2 va NK3 déu sdng sau 3 tuan tiém té bao
mién dich NK, ngoai trir nhom ching va nhém NK1
déu co sb chudt nude chét tir 33%-66% va su khac biét
¢6 ¥ nghia thong ké.

Trong nhimg niam 1980, mét s nghién ctru cho thiy
ty 16 mac bénh ung thu cao hon & nhitng ngudi bi réi
loan chirc ning té bao NK. Ké tir d6, cac nghién ciru
ngay cang khang dinh rang tic dung khang ung thu ciia
té bao NK co thé chdng lai nhiéu loai khdi u, bao gdm
dau va co, hau hong, ung thu dai tryc trang va phéi
[11]. Bang chung tryuc tiép cho thay, cac té bao NK hoat
dong chdng lai ung thu phoi duge thuc hién boi Kras 1a
ung thu phdi ty phat va thi nghiém cdy ghép té bao ung
thu phdi trén chudt, ca hai thi nghiém déu chi ra rang
nhirng con chudt thiéu té bao NK c6 trong lugng khoi
u phdi 16n hon [12]. Tuy nhién, tac dung chdng khéi u
moi chi gidi han & giai doan dau cua ung thu phdi dugc
Kras thuc hién trén chuét do rdi loan chuc nang té bao
NK. Trong vai nim qua, mot sd nghién ciru da chi ra
rang, t& bao NK c6 thé xAm nhép vao ung thu phdi va
luogng té bao NK tham nhiém khdi u c6 lién quan déng
ké dén kha ning sdng sot ciia bénh nhan sau phau thuat,
didu nay cho thay rang sy xdm nhap té bao NK vao khdi
u ¢6 thé ¢6 loi cho tién lugng ctia bénh nhan [13]. Két
qué ctia chung t6i pht hop véi cac két qua cua nghién
ctru khac nhu nghién ctru ciia Fangming Wang va cong
su (2022) cho thay hiéu qua cia té bao NK trong diéu
tri ung thur tién liét tuyén trén mo hinh tién 1am sang &
chu6t [14]; In hye Jun va cong su (2018) cho thdy kha
ning gay doc cua té bao NK chdng lai ung thu duong
mat trén mo6 hinh chudt nude [15]. Trong nghién ctru
cua chung t6i, tiém 0,25 ml dung dich chira 107 té bao
NK/10 g thé trong chudt nude cho thdy khang khéi u
dat hiéu qua nhat. Tém lai, t& bao NK c6 thé xam nhap
va loai bo té bao khéi u; do do, st dung té bao NK
thong qua liéu phap mién dich 1a mét chién luoc chong
ung thu thu hat nhiéu sy quan tdm cua cac nha nghién
clru va cac bac sT1am sang. Kham pha vai tro té bao NK
trong moi truong sinh 1y va moi truong khéi u phdi co
thé cho phép phat trién cac phuong phap dé cai thién
kha ning té bao NK di chuyén va x4m nhap vao cic md
khéi u, do d6 nang cao hiéu qua kha ning mién dich
chbng ung thu n6i chung va ung thu phdi néi riéng.

5. KET LUAN

Két qua nghién ciru cho thdy, lidu phap truyén té bao
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mién dich NK diéu tri ung thu phdi dong H460 trén
chuot thiéu hut mién dich c6 tac dung giam kich thudc
khdi u va kéo dai thoi gian song ctia dong vat thi nghiém
& nhom liéu NK2 va NK3. Phuong phap nay khong anh
hudng dén trong lugng co thé chudt. Hiéu qua cua lidu
phap té bao NK can dugc danh gia thém trong cac thur
nghiém 1am sang. Chirng minh hi¢u qua ctua phuong
phap nay s& gop phan quan trong trong diéu trj ung thu
phéi noi riéng va ung thu khac noéi chung dic biét 1a dbi
v6i bénh nhan giai doan mudn va khang tri.

LOI CAM ON

Két qua nghién ctru nay thudc dé tai cip nha nudc
“Nghién ctru sir dung té bao mién dich ty than gamma
delta T (y3T) va diét tu nhién (NK) trong diéu tri ung
thu phéi” do truong Pai hoc Y Ha Noi chu tri, PGS.TS
Tran Huy Thinh 1am cha nhiém dé tai. Ching t6i xin
tran trong cdm on.

Téac gia Nguyén Thi Thuy Mau duoc tai tro bdi Tap
doan Vingroup - Cong ty CP va hd tro boi Chuong trinh
hoc bong thac si, tién si trong nudc ciia Quy Doi moi
sang tao Vingroup (VINIF), Vién Nghién ctru Dir li¢u
16n, ma s6 VINIF.2021.TS.070
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