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M6 hinh ung thw thuc nghiém khong thé thiéu trong nghién ctru ung thw tién 1am sang in vivo dé thi
nghiém céc thuéc chéng ung thw. Nghién ctru nay tao ra khéi ung thw phéi khong té bao nhé ngudi trén
co thé chudt thiéu hut mién dich (chuét Nude) bang dong té bao ung thw phdi ngudi H460. Ghép té bao
ung thu phéi ngudi, lidu 0.1ml x 107 té bao/ H460 dudi da dui chudt Nude. Xac dinh ty 16 moc u, thé
tich khéi u, ty Ié thodi u, ty 16 séng - chét, hinh dnh gidi phdu bénh ly cua khéi u. Ty Ié moc u dat 100%,
khéng c6 chudt nao chét do 16i ky thuat. Hinh dnh gidi phdu bénh tuong déng nhw khéi u trén nguoi. Tao
dwoc mé hinh chuét thiéu hut mién dich mang khéi ung thw phdi khéng té bao nhdé ngudi dong H460.

T khoéa: H460, ung thw phéi khéng té bao nhé, chudt nude.

I. DAT VAN DE

Ung thw phdi 1a mét trong nhirng loai ung
thw dirng dau vé ty I& méc va t& vong trén thé
gigi, cling nhw & Viét Nam. Theo théng ké
cta Globocan 2020, trén thé gi¢i cé khoang
19.292.789 ca mac ung thw, trong d6 ung thw
phdi la 2.206.771 ca chiém 11,4% téng cac
loai ung thw. Ty lé t& vong do ung thw phéi
(18%) dirng dAu trong tat ca cac loai ung thu.’
Céac phuwong phap diéu tri hién nay: Phau
thuat, xa tri, héa chét; cac phac dé don hay
da tri liéu da khai thac tbi da tiém nang nhung
ty & t& vong do ung thw phdi van cao nhét
trong tat ca cac loai ung thu; ty 1& sbng trén 5
nam thap (< 15%). D& nghién ctu cac thubdc
m&i diéu tri UTPKTBN, rat can c6 cac mé
hinh ung thw phéi trén dong vat thwc nghiém
dé danh gia hiéu qua khang ung thw cia cac

Téc gid lién hé: Nguyén Linh Toan
Hoc vién Quén 'Y

Email: toannl@vmmu.edu.vn

Ngay nhén: 06/12/2021

Ngay duwoc chdp nhén: 20/12/2021

thuéc chéng ung thw va va cac thubc téng
cuong hé tro mién dich cho bénh nhan ung
thw. Cac md hinh ung thw phdi tao b&i héa
chét hay ghép t& bao ung thw déng loai trén
chudt khéng mang tinh twong déng vé mat
sinh hoc nhw khéi u trén ngwdi.2 Trong nghién
clru nay, chung toi tién hanh nudi cay va tang
sinh t& bao ung thw phdi ngwdi H460 va tao
khdi ung thu phdi dong H460 cta ngudi trén
chu6t thiéu hut mién dich.

Il. DOl TUONG VA PHUONG PHAP
1. Péi twong

- Té bao ung thw phdi khong té bao nhéd
ngwoi dong H460 (ATCC, USA).

- Chuét thiéu hut mién dich (nude mouse),

6-8 tuan tudi: 10 con chuét, trong lwong trung
binh 25-30g/con.

Viét liéu va phwong tién nghién ciru

- Méi trudng nudi cay té bao RPMI 1640;
B6 sung Penicillin/Streptomycin 1%, Trypsin
EDTA, FBS 10% (ATCC, Hoa Ky).
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- T4 &m CO,, kinh hién vi soi nguoc, phong
nudi té bao, phong nudi chudt ding tiéu chuan
ki thuat. Cac dung cu va véat tv tiéu hao bdo
dam tang sinh té bao, ghép té bao lén chuét,
cham soéc va theo doi chubt.

2. Phwong phap

Ky thudt nuéi cdy té bao ung thw phéi
nguwoi dong H460

Céc té bao ung thu phdi ngudi dong H460
dwoc nudi cay trén dia nudi cdy té bao duwong
kinh 10cm bang méi trwéng nudi ciy twong
&ng la RPMI 1460 c6 bd sung 10% FBS va 1%
Penicillin va Streptomycin. Té bao duwgc nudi
cdy tang sinh va thay méi trwong 3 14n mai
tuadn & diéu kién nhiét do 37°C, CO2 5%. Khi
té bao phat trién dat 80% dién tich thi tién hanh
céy chuyén sang chai méi. Trwéc ghép, té bao
dwoc rira hai 1an bang dung dich PBS 1X, sau
dé dwoc tach ra bang dung dich Trypsin-EDTA
1X. Dung dich té bao ung thw da chuén bj dwoc
hat vao bom tiém 1ml véi sé lwong 107/ml. S6
lwong té bao dwoc xac dinh bang cach st dung
budng dém Neubauer.

Tao khéi ung thw phéi ngwoi trén chuét
thiéu hut mién djch

Chuét thiéu hut mién dich (nude mice,
Foxn1nu): dwoc nudi trong diéu kién phong
sach, khéng khi dwgc loc va cé ap lyvc dwong
tinh (25 + 0,5°C, d6 &m 52 + 5%), anh sang
duoc tw dong diéu khién bat luc 7h00, tat luc
19h00. Thirc an va nudc uéng duoc tiét trung
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trwéc khi st dung. Chuét dwoc chia thanh
nhém 5 con méi 16ng.

Chudt thiéu hut mién dich dwoc nui 6n dinh
it nhat 3 ngay trwdc lac tién hanh thi nghiém.
C6 dinh va tiém 0,1 ml vao dwéi da dui phai (10°
té bao/chudt). Qua trinh thao tac duwoc thuc
hién trong diéu kién vé trung tuyét doi.

Chuét dwoc &n udng theo ché do an binh
thudng; theo dbi tai ché tiém va toan than chuot
hang ngay; do u va can trong lwong 2 lan/1
tuan x 4 tuan.

Kich thwéc khdi u: Khéi u dwoc danh gia
theo d&i sy phat trién tai vi tri tiém (dui phai) 2
l&n méi tuan, kich thwéc u dwoc tinh theo cong
thirc: V=D x R? x 0,5 (V: thé tich khéi u, D: chiéu
dai khéi u, R: chidu réng khéi u). Trong lvong
chudt: can hang tuan bang can dién t& cé do
chinh xac 103,

Phéan tich mé bénh hoc khéi u hinh thanh
trén chuét

Khdi u sau khi béc tach dwoc bdo quan
trong dung dich Formalin 10% trong vong 24-
48 gio. Tiép theo, khédi u dwoc duc khéi paraffin,
cét 14t day 5um, nhuém HE va doc phan tich
két qua md ung thw hinh thanh dwéi kinh hién
vi quang hoc. Phan tich nhitng dac diém vé
hinh thai hoc té bao, cAu tric mé hinh thanh,
mach mau, xam lan... Ky thuat dwoc tién hanh
tai khoa Giai phau bénh ly, Bénh vién 103, Hoc
vién Quan Y. Sé liéu dwoc xi ly trén phan mém
Excel va SPSS 20.
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. KET QUA
1. Két qua nudi ciy té bao H460

H460-10X

H460-40X

Hinh 1. Hinh anh té bao ung thw phéi dong H460 bam dinh day dia nudi sau 24h hoat héa

Sau 24 gi®, té bao da bam déu trén bé mat
day chai nudi. Thay méi trwdng nudi cay 2 lan/
tuan. Téc do tang sinh g&p ddi ctia dong té bao
H460 khoang 22 - 24h. Theo d&i té bao phat
trién khi dat khoang 80% dién tich day dia sé
duoc chuyén sang dia nudi cdy mai voi ti lé
1:3. Té bao ung thw dwoc thu hoach bang cach
dung Trypsin-EDTA 1X. Cho 2-3ml méi trudng
nudi cay, lay 10ul nhudm trypan blu va cho vao

budng dém té bao xac dinh ty 1& té bao séng.
S6 lwong té bao sbéng Ién hon hodc béng 98%
tdng sé t& bao trong huyén pht méi st dung
cho thi nghiém. Diéu chinh méi trwong dé dat
107 t& bao/ml.
2. Két qua tao khéi ung thw phdi khong té
bao nhé ngwe&i trén chuét nude

Tinh trang toan than chuét trong qua
trinh thi nghiém

Bang 1. Trong lwong co thé chudt nghién ctru (g)

Nga < Ngay 1 Ngay 8 Ngay 15 Ngay 22 Ngay 29
’gy Théng sé gay gay gay gay gay
Nhom (1) (3) (4) (5)
n 10 10 10 10
Trong lvgng
X+ SD 26,37 £ 5,87 27,51+6,15 28,0+5,61 28,87 +5,26 30,57 £ 6,56
p P,5<0,05

Ghi cha: Trong lwong chudt ngay 1 la trong lrong chudt dwgc can ngay trwdce luc tiém TB H460.

Sau khi tién hanh ghép té bao ung thuw H460,
chuét an udng, hoat déng binh thwdng, nhanh
nhen, da binh thwdng, mét trong, hau mén kho,
khong thay biéu hién diléng. Sau ghép TB H460

chudt van tang can so véi trwde thi nghiém (p <
0,05). Toan bd sb chuét van sbng dén thdi diém
két thac thi nghiém.
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Tinh trang tai ché tiém té bao H460

Ngay thir 5-7 xuét hién khéi u, ngay the 10
(100%) chuét ¢ u. Da trén bé mat khong khac
biét so v&i vung da lan can. Tai thoi diém ngay
26 c6 vét loét trén bé mat khéi u ctia 01 chudt,
sau do6 khéi u bi v&, chat hoai tl trao ra ngoai
khéi u.

Hinh 2. Khéi ung thw phéi ngwei trén chudt
Nude ngay thir 10

Bang 2. Ty 1& chuét thoai u

Ngay N10 N15 N20 N25 N29
Chuét (nl %) (nl %) (nl %) (nl %) (nl %)
Ty I8 thoai u 0% 0% 0% 0% 0%

Tai thoi diém ngay 26-29, c6 mot chudt bi hoai tir khéi u, v& va lam thé tich u gidm. Khéng cé
chuét ndo mét u tw nhién, khéng c6 chudt chét trong qua trinh thi nghiém.

Bang 3. Thé tich trung binh khéi u (mm?3)

Ngay Thongsbé N1 N10 N15 N20 N25 N29
n 0 10 10 10 10 10
Chuot 143,75 £ 835,89 1508,12 + 3427,63 +

X +SD 7 *
SD 0 7055200 5 60 50835 142294 335048

Thé tich trung binh khéi u chuét ting dan déu theo thai gian. Khi & thoi diém ngay thir 29, cé mot
khéi u v&. Qua trinh theo déi kich thwéc khéi u dirng, tién hanh thu thap mau dé danh gia hinh anh
giai phau bénh.

3. Hinh anh dai thé va vi thé khéi ung thw phéi khong té bao nhé ngwei H460 trén chudt nude

Hinh anh dai thé

Hinh 3. Hinh anh dai thé khéi ung thw phéi
khéng té bao nhé ngwei H460 trén chuot
nude

TCNCYH 150 (2) - 2022 185



Tai thi diém 10 ngay sau tiém TB H460, khdi
u dwéi da cé kich thwéce trung binh khodng 70
mm3. Khéi u c6 bd ré, ciring chéc, di dong trong
nhi*ng ngay dau. Giai doan cubi khéi u dinh vao
khdi co dui, chudt van déng han ché. Da phia
trén khdi u khong cé sy thay ddi mau sac.

Hinh anh vi thé

U gdm cac dam té bao biéu méd cé nhan
khong déu, tang sac, chat nhan thd, hat nhan
rd, c6 nhidu nhan chia b4t thwong. U cé cac &
hoai t& nhé ndm gira cac dam té bao u va 6
hoai t& I&n & trung tam. U xam 1an mé co’ van.

C. H.E 20X

D. H.E 40X

Hinh 4. Hinh anh vi thé khéi ung thw phéi khéng té bao nhé ngwoi H460 trén chudt nude

Phan 16n u bi hoai t&r trung tam (mdi tén
den), dang hoai t&r déng do téc d6 té bao u
phat trién qua manh, nén vung trung tam thiéu
nudi dwdng (hinh 4A). Céac té bao u phat trién
manh xam l4n vao mo co van (mi tén den),
béc tach cac bé co ra va cac té bao u ndm gitra
cac bo co do (hinh 4B). B6 phdng dai cao hon
thay ré vung hoai t& v&i manh vu té bao va cac

nhan déng (mdi tén den)(hinh 4C). Cac té bao u
sap xép sat nhau, bao twong hep, nhan té bao
khong déu, tdng s&c manh, cé hinh nhan chia
bat thuwdng (mdi tén vang) hinh 4C. Nhin r tinh
chét cGia nhan. Cac té bao u sap xép sat nhau,
bao twong hep, nhan té bao khong déu, tang
sac manh, c6 hinh nhan chia b4t thweng (mii
tén vang) (hinh 4D).
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Hinh &nh vi thé khédi u dui chuét cho thay
hinh anh cac té bao ac tinh vé&i nhan quai, nhan
chia, cé sw phat trién cac mach mau, nhiéu
khong bao trong té bao ung thu va mét sb hinh
anh té bao sép xép kiéu tru tang gia.

IV. BAN LUAN

M6 hinh ung thw trén ddng vat cé vai tro
quan trong trong nghién clru ung thu & tién
lam sang. D& chirng minh dwoc cac hoa chét,
sinh pham, vat liéu méi cé tiém nang trong diéu
tri ung thw, can phai c6 cac md hinh bénh ly
ung thuw trén thwc nghiém dac biét Ia trén déng
vat.2345 Cac md hinh ung thw déng vat & nwéc
ta trwéc day cha yéu duoc tao ra trén dong vat
c6 nguén gdc ddng loai, chdng han dung té bao
ung thw cta chudt ghép cho chuét.2 Tuy nhién,
han ché cla md hinh d6 la cac khéi u khong
mang dac tinh sinh hoc gidng nhw khéi u trén
ngwdi, diéu nay tao nén han ché rat Ién trong
nghién ctu. Bén canh do dap ng mién dich
trén chudt binh thwong rat khée cho nén ty I&
moc u thap va ty 1& u ty thoai trién cao.2 Hodc
moé hinh st dung héa chét gay ung thw thi dong
vat thwdng chét sém.

Trong nghién clru nay chuang té6i da ghép
thanh cong TB H460 trén chudt nude, trong vong
5-7 ngay sau ghép da xuét hién khdi u dwéi da.
Ty & moc u dat 100% va khong cé chudt chét
do 16i k§ thuat so vé&i McLemore TL va cs (ndm
1987) thi ty 1& chudt chét sau ghép la 5%.

Két qua nghién ctru nay phu hop véi nghién
clu cla mot sb tac gid da cong bd: ty lé
thanh cdng trong ky thuat ghép di loai twr 85 -
100%.%456 Bén canh d6, mot wu diém niva cla
ky thuat nay la thoi gian thwe hién nhanh, trong
1-1,5 tudn da c6 thé danh gia hiéu qua tao khéi
ung thw ngwdi trén dong vat.

S dung chudt thiéu hut mién dich 1a mot
buwédc ddt pha trong nghién ctru ung thw, da
cho phép nghién cru ung thw ngudi trén co
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thé dong vat. Chudt nude cé6 mét gen bi dot
bién ddng hop t&r (homozygous), gen nay qui
dinh sw phat trién cla l6ng va tuyén trc. Do
do, chudt khéng con kha nang dao thai manh
ghép. Do vay, st dung chudt nude dé ghép cac
loai ung thw Ia md hinh ly twdng nhét. Trén Thé
Gioi da c6 nhiéu dong té bao ung thw nguoi
duwoc cly ghép lén chuét thiéu hut mién dich
va phat trién tét, van gitr dwoc nhivng déc diém
sinh hoc va hinh thai gibng cac khéi u twong tw
trén ngwoi. 4% O Viét Nam, Nguyén Linh Toan
va cOng s da nghép thanh cdng mé hinh ung
thw gan, ung thw tuy, ung thw budng trirng trén
chuét Nude (ghép di loai).

Ky thuat tiém té bao ung thw phdi nguoi
H460 vao dwéi da dui phai chudt Nude cho
phép tao ra cac khdi u véi kich thudc twong
déi déng déu, cung & mot vi tri ngay dwéi da.
Vi vay, tao thuan lgi cho qua trinh theo doi phat
trién, cia khéi u hang ngay bang céac bién phap
khong can thiép. Diéu nay cé y nghia trong
nghién ctvu; bdi vi dé danh gia khbi u phat trién
trén dong vat rat phirc tap, néu khéi u khong &
céac khu vire ngoai vi s& rat kho khan trong theo
déi.* Ky thuat nay cho phép tao ra khéi u twong
ddng vé mat md bénh hoc, vé cac biéu hién gen
cling nhw gen twong tw nhw khéi u trén bénh
nhan. Vi thé day la mé hinh Iy twéng cho nghién
ctu liéu phap nhdm dich, liéu phap oncolytic
virus va cac phwong phap diéu tri khac.

V. KET LUAN

D3 nubi cdy va tang sinh thanh cong té bao
ung thw phdi khéng nhé ctia ngudi dong H460,
da sb lwong té bao phuc vu ghép tao khdi u
trén chudt. Tao dwoc khéi ung thw phdi khong
té bao nhd ngudi dong H460 dwdi da dui chudt
thiéu hut mién dich.
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Summary

ESTABLISHMENT OF HUMAN NON SMALL CELL LUNG CANCER
ON EXPERIMENTAL MODEL

Human xenograft tumor models established by transplantation of human cancer cell lines into
immunodeficient mice are used for preclinical test of new anticancer agents in vivo. This study aimed
to create human non-small cell lung cancer on immunodeficient nude mice (Nude mice) by the H460
human cancer cell line. H460 cells were injected into the right flanks of nude mice with 0.1ml x 107
cells per mouse. Then, tumor growth rate, tumor volume, tumor regression rate, survival-death rate,
and tumor histology, were collected. Results: 100% nude mouse has tumor growth, no death due to
technical error. The histological image is similar to the patient tumor. In conclusion, we successfully
established human non-small cell lung cancer on the immunodeficient nude mouse.

Keywords: H460, non-small cell lung cancer, nude mice.
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