DANH GIA TAC DUNG UC CHE TAO MACH CUA
LIEU PHAP QUANG DONG TREN SARCOM 180

Nguyén Van Ba*; Tran Ngoc Anh*

TOM TAT

Liéu phap quang déng (PDT), hoat dong dwa trén phan (rng quang hoa gitra chat nhay quang tai
md u v&i anh sang cé bwdc séng thich hop, da dwoc (ing dung diéu tri hiéu qua trén mot sé u rén.
Bén canh tac dung tiéu diét t& bao u, PDT con con lam tdc mach dan dén (rc ché mach méau tan tao
trong moé u. Nghién cru nay tién hanh nhdm muc tiéu danh gia tac dung hiéu qua trc ché tao mach
cta PDT. S dung PDT véi thubc nhay quang radachlorin va ngudn sang laser diode 662 nm dé
danh gia hiéu qua wc ché tao mach trén mé hinh ung thw thwc nghiém sarcom 180 trén chudt
BALB/c. Mat d mach méau tan tao dwoc danh gia trén tiéu ban héa mé mién dich vé&i cac khang thé
thtr nhat 1a CD31 va CD34. Két qua nghién clru cho thay PDT c6 tac dung (¢ ché tao mach khéi u.
PDT giai doan sé&m c6 tac dung ¢ ché tao mach nhiéu va én dinh, PDT giai doan mudn (¢ ché tao
mach khong nhiéu va khéng én dinh.

* Tlr khéa: Liéu phap quang déng; Mach mau tan tao; Ung thw; Sarcoma 180; Héa mé mién dich.

ASSESSMEMT OF ANTI-ANGIOGENESIS EFFECT OF
PHOTODYNAMIC THERAPY ON SARCOM 180 TUMOR BEARING MICE

SUMMARY

Photodynamic therapy (PDT), the activation of a photosensitive drug in tumor tissue with light of
specific wavelength, has been used effectively to treat certain solid tumors. Though therapeutic
responses are encouraging, PDT-mediated oxidative stress can act as an angiogenic switch that
ultimately leads to neovascularization. The aim of this study is to investigate the effect of PDT on the
tumor angiogenesis. The effect of PDT with a photosensitizer radachlorin on tumor angiogenesis was
studied on the model sarcom 180 in BALB/c mice. Neovascularization within the tumors were
determined by immunohistochemistry method, using monoclonal antibodies specific to CD31 and
CD34 as primary antibodies. The results showed that: PDT using photosensitive drugs Radachlorin
and 662 nm diode laser light source can inhibit angiogenesis in tumor. To perform PDT at an early
stage of tumor can be inhibit tumor angiogenesis stability. To perform PDT at the late stage inhibits
angiogenesis unstable.

* Key words: Photodynamic therapy; Tumor angiogenesis; Cancer; Sarcoma 180; Photodynamic
therapy immunohistochemistry.
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Tan tao mach c6 vai trd quan trong trong
qua trinh chuyén dang, tién trién va di can
ung thw. Bicknell R va Giampietro Gasparini
(1997) da tbng két 18 cdng trinh nghién ctru
dinh lwong mach u dbi chiéu 1am sang tién
hanh trén 2.700 bénh nhan (BN) ung thw
dac & v, bubng trieng, dau cb, melanoma...
cho thdy méi lien quan chat ché gitra hoat
tinh tao mach u tién phat v&i phat trién u tai
chd va di cin xa [2]. Chinh qu& trinh tao
mach da cung cap chét dinh dwdng va oxy
cho céc té bao u. Mat dd mach mau trong u
c6 lién quan chat ché véi tién trién cta ung
thw, dén ty 1& dap &ng va thdi gian séng
thém sau diéu tri.

Liéu phap quang dong (Photodynamic
therapy - PDT) la phuwong phap méi trong
tri liéu ung thw. Dougherty T.J va CS &ng
dung diéu tri ung thw 1am sang tai Hoa Ky
lan dau tién ndm 1978, cho dén nay, tri liéu
nay da trai qua nhiéu giai doan thi» nghiém
lam sang va dwoc Cuc Quan ly Thue phdm
va Duwoc pham Hoa Ky (FDA) cho phép diéu
tri nhidu loai ung thw trén ngwdi nhw: ung
thw cd t& cung, carcinoma dwéng mat, ung
thw da Kaposi, ung thw tién liét tuyén... vé&i
két qua kha quan [5, 7, 8, 9].

O Viét Nam, van dé nghién ctru tac dung
&rc ché tao mach tai u cta liéu phap quang
dong chwa dwoc nghién clru nhiéu va hé
théng. D& bd sung thém co s& khoa hoc
cho viéc trién khai va danh gia kha nang
&ng dung cha PDT trong diéu tri BN ung
thw & Viét Nam, chang toi thwc hién dé tai
nham muc tiéu: Pénh gig hidu qua e ché
tao mach cda liéu phap quang déng trong
diéu trj ung thw thuc nghiém.

DOI TUONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN cUru

1. Péi twong va vat liéu nghién cieu.

- 160 chuét nhat dong BALB/c 6 - 8 tuan
tudi, trong lwong 20 - 25g, chia thanh céac
nhém nghién ctu. Dong té bao ung thw
sarcom 180 nhan tir Vién Nghién cru Ung
thw Thwc nghiém, Trwong Pai hoc Y khoa
Semmel-Weis, Hungary.

- Thiét bj laser diode MILON- 662 (Nga)
phat lién tuc, buwdc song 662 nm, cong suat
0,38 W. Thubc radarchlorin (Nga) c6 95%
Chlorin eg, thudc nhém chlorin-thubc nhay
quang thé hé 2, twong tw m-THPC (meso-
tetrahydroxyphenyl chlorin) da dwgc phép
st dung trong |am sang & chau Au va My.

2. Phwong phap nghién ctru.

Gay u thyc nghiém theo phuwong phap
cta Lapis K, Tran V&n Hanh (1979) [3] va
Nguyén Dinh Tao (1994) [1] bang cach tiém
vao diém gitra mé&t ngoai khéi co dui mdi chudt
nhét thuan chiing 5 x 10°té bao sarcoma 180.
Diéu tri PDT in vivo dung radarchlorin 20 mg/kg
tiém tinh mach, sau 6 gid chiéu laser 662
nm véi mat dd néng lwong 150 - 400 J/cm?,
mat dd coéng suat 0,20 - 0,35 W/cm?, thoi
gian chiéu 15 - 40 phat

Danh gia hiéu qua &c ché tao mach cla
liéu phap quang dong trén tiéu ban u dui
chudt nhudém mién dich men gian tiép phrc
hop avidin-biotin-peroxidase (ABC) v&i khang
thé thr nhat 1a khang thé don dong CD31 va
CD34 (Hang BP Pharmigen, Hoa Ky).

Phuong phap dinh lwgng mach mau tan
tao tai khéi u: ap dung phwong phap cua
Weidner va CS. Soi tiéu ban nhuém héa moé
mién dich dau tién & do phong dai thap
(x40) dé xac dinh diém noéng tao sau duwa
lén d6 phong dai cao hon (x400) d& dém
mach trong cac diém néng tao mach nay.
X&c dinh mach mau trén tiéu ban gbém: té
bao ndi md riéng biét, cum té bao ndi md
li&n k&, cum t& bao ndi moé c6 chra t& bao



ung thw & trong. Pinh lwvgng mat & mao  dém sé lwong mach mau tai ba diém néng
mach trung binh (MVD: meal microvessel trén lat cat cha tiéu ban va lay gia tri trung
profile density) trén tiéu ban nhuém héa mdé  binh.

mién dich trong khéi u va viing co' lanh X@ Iy s6 liéu nghién ctu bang phan mém
canh u trén 1 don vi 0,74 mm’ béng cach gpss 15.0.

KET QUA NGHIEN cUU

1. Két qua tao mé hinh u dui sarcom 180 trén chuét.

Két qua tao md hinh thwc nghiém cho thdy, toan bd chudt nhéat trdng BALB/c sau khi
dwoc tiém 5 x 10°té bao sarcom 180 vao co dui déu thay xuét hién nhirng khdi ung thw
phét trién trong co dui.
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Hinh 1: Bui chuét binh thwdng.
Nhuém HEx200. Nhuém HEx200.

2. Hiéu qua tpc ché tao mach tai khéi u caa PDT.

Bang 1: Mat dé mach mau u dui 14 ngay sau gay u.

NHOM NGHIEN CUU MVD TREN TIEU BAN NHUOM CD31 MVD TREN TIEU BAN NHUOM CD34
(=20 Trong u Canhu Trong u Canhu
Gay u khong diéu trj 34,5+13,2 54,2 +23,1 30,7+ 14,2 52,4 + 25,5
PDT 7 ngay 22,1+6,8 37,5+ 13,7 23,6+ 8,4 39,1 +14,3

Vao ngay 14 sau gay u, mat dé mach mau trén mét don vi dién tich trén tiéu ban nhuém
héa mé mién dich v&i khang thé CD31 va CD34, & tiéu ban gidm r6 rét gitva nhém PDT 7
ngay so v&i nhoém chirng khoéng diéu tri (p < 0,01). Sw khac biét nay thay ca & vang u va
mo lanh canh u.

Bang 2: Mat dé mach mau u dui 21 ngay sau gay u.

NHOM NGHIEN CUU MVD TREN TIEU BAN NHUOM CD31 MVD TREN TIEU BAN NHUOM CD34




(n=20) Trong u Canhu Trong u Canhu
Gay u khong diéu tri 58,2+31,1 89,4 +£423 53,9+32,5 85,6 +37,5
PDT 7 ngay 24,9+8,2 373+11,1 23,7+9,3 36,2 +£13,3
PDT 14 ngay 325+16,4 52,6 £23,9 30,3+15,4 51,7+31,2

Vao ngay 21 sau gay u, mat d6 mach mau trén mét don vi dién tich & tiéu ban nhuém hoéa
mo mién dich v&i khang thé CD31 va CD34 gidm rd rét gitba nhom PDT 7 ngay so véi nhom
ching khong diéu tri (p < 0,01). Tuy nhién, PDT ngay 14 sau gay u, dinh lwong tan mach lai
tang 1&n so v&i nhdm PDT 7 ngay. Sw khéac biét nhan thdy ca & vang u va mé lanh canh u.
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Hinh 3: U dui 14 ngay sau gay u nhém PDT Hinh 4: U dui 21 ngay sau gay u nhém PDT
7 ngay. Nhuém hoa mé mién dich D31 x 200. 14 ngay. Nhuém héa md mién dich CD34 x 200.

Bang 3: Mat dé mach mau u dui 28 ngay sau gay u.

NHOM NGHIEN cUU MVD TREN TIEU BAN NHUOM CD31 MVD TREN TIEU BAN NHUOM CD34
(n=20)
Trong u Canhu Trong u Canh u
Gay u khong diéu tri 49,6 £ 27,6 72,5+49,3 46,4 + 28,5 73,3+47,8
PDT 7 ngay 23,6+11,3 35,7+19,5 21,9+ 10,6 36,5+ 18,4
PDT 14 ngay 47,9 £ 23,7 83,4 +374 46,2 + 28,8 84,6 + 39,1

Vao ngay 28 sau gay u, mat d6 mach mau trén moét don vi dién tich trén tiéu ban nhuém
héa md mién dich v&i khang thé CD31 va CD34, & tiéu ban gidm rd rét gi!a nhom PDT
7 ngay, sau gay u so vé&i nhém chirng khong diéu tri (p < 0,01). Twong tw, PDT 14 ngay,
dinh lwong tan mach lai ting 18n so vé&i nhém PDT 7 ngay. Sw khac biét nay thay ca & ving
u va md lanh canh u. Tuy nhién, dinh lwgng tan mach gidm nhét vao giai doan PDT 7 ngay.



Hinh 5: U dui 28 ngay sau gay u nhém PDT Hinh 6: U dui 28 ngay sau gay u nhéom
7 ngay. Nhuém héa moé mién dich PDT 14 ngay. Nhuém héa mé mién dich
CD34 x 200. CD31 x 200.



BAN LUAN

Sau 7 va 14 ngay PDT mét 1an duy nhét trén cac nhém déng vat mang u, tién hanh dinh lvong
mach mau tan tao tai khéi u. K&t qua cho thay: u dui cac nhém dwoc PDT déu gidm manh sé lwong
mach mau. Dac biét, nhém chuét PDT sau gay u 7 ngay dat hiéu qua trc ché tao mach trong u manh
va 6n dinh trong céc giai doan sau gay u 14 ngay (22,1 + 6,8 trén CD31 va 23,6 + 8,4 trén CD34),
sau gay u 21 ngay (24,9 + 8,2 trén CD31 va 23,7 + 9,3 trén CD34) va sau gay u 28 ngay (23,6 +
11,3 trén CD31 va 21,9 + 10,6 trén CD34). Tuy nhién, két gua dinh lwgng tan tao mach vé&i nhém
PDT 14 ngay cho két qua rc ché tao mach khéng 6n dinh, giai doan 21 ngay sau gay u, mat do
mach méau tan tao gidm so vé&i nhom ching khong diéu tri (32,5 + 16,4 trén CD31 va 30,3 + 15,4 trén
CD34), nhwng lai c6 xu hwéng tang Ién giai doan mudn 28 ngay sau gay u (47,9 + 23,7 trén CD31
va 46,2 + 28,8 trén CD34). Két qua nay chirng td PDT giai doan sém (7 ngay sau gay u) co hiéu qua
&rc ché tao mach tai u manh va én dinh hon so véi giai doan muén hon (14 ngay sau gay u). Theo
chung t6i, khdi u vao giai doan muén thwéng Ién, nam & sau, xam lan xung quanh réng, ving trung
tam hoai t&r nhuyé&n hoéa rat khé cho thudc nhay quang ngdm vao, dbng thdi PDT c6 hiéu qua chd
yéu trén khdi u ndng, chi cé hiéu qua tdt trc ché tao mach & giai doan sém. Nhw vay, PDT giai doan
sé&m c6 hiéu qua e ché tao mach rd rét.

Két qua nghién ctru thwe nghiém cho thay: t& bao u bi huy hoai radt manh, tuy thudc vao do xuyén
sau clia anh sang diéu tri, nhung tdn thwong mach mau trong u chi ré & khéi u giau mach mau tan
sinh va it thdy & ving u bi hoai t&r do tw ban than t& bao ung thw phat trién qua mdc. Tén thuong
mach mau trong u sau PDT con phu thuéc vao dd thanh thai va vj tri phan bd cua ting loai thubc
nhay cdm quang, liéu dung va théi gian sau dung thudc dén khi chiéu laser diéu tri.

Két qua nghién ctru nay phu hop véi nhiéu tac gid khac khi xac dinh hiéu qué ¢ ché tao mach
cta PDT, mat dd mach mau trong khdi u cé lién quan chat ché véi ty [& dap tng va thdi gian dong
vat mang u séng thém sau diéu tri. Do vay, dinh lwgng mach mau trong khéi u dwoc dung dé danh
gi& hiéu qua ctia PDT. Tuy nhién, da phan nghién ctru tn thwong thanh mach méi chi theo déi trong thoi
gian ngan, khoang 1 - 3 ngay sau PDT. Chaudhuri K.(1987) nhan thdy c6 hién twong gia ting thwong
t6n thanh mach méau sau PDT, chi yéu la nhan t& bao ndi mé cla doan tiéu déng mach va mao mach,
d&c biét cac vi to' collagen (microfibrin) trong 1&p dém dwdi ndi mé thanh mach khéi u bi pha huy, dan
dén xuét huyét rai rac trong u sau PDT tr 4 - 8 gi®. Dén gi¢ thir 15 sau PDT, 1&p té bao ndi md bi
bién ddi rd rét, trong bao twong xuét hién rat nhiéu khéng bao I&n va mang té bao cé thé bi dit vé&
[4]. Bicknell R (1997) thdy sau PDT 24 gi® véi thuéc nhay quang sulphonat phthalocyanin nhém
(AIS,Pc) trén chudt mang ung thw sarcom 180 d& cé tén thwong té bao ndi md, chi yéu la ty thé bi
trwong phéng va giam sé lwong. Nhwng chi sau PDT 3 - 7 ngay da thdy c6 mach mau tan tao trong
khu vie lién ké véi viing u hoai tr do diéu tri [2].

Co ché tbn thwong mach mau sau PDT ciing da dwoc Robertson C.A (2009) va Osaki T (2009)
chng minh Ia do thudc nhay quang phan bé chon loc vao hé mach méi tan tao, tir d6 thubc nay di
chuyén dé dang sang cac té bao u bén canh, diéu nay chi ré vai trd cta hé mach mau trong tién
trinh PDT Ia dwa thudc nhay quang vao té bao u dé truc tiép pha huy ching khi chiéu sang va tén
thwong té bao ndi md, gay tdc mach sau diéu tri [10]. Mot sé nghién ciru khac st dung phuwong
phap chup mach mién dich tim khang nguyén dac hiéu v&i té bao ndi md trong khéi u sau PDT da
x4c nhan tinh dung dén cta quan diém nay.

Nhiéu nghién ciru gan day cho thay co ché tac dung ctia PDT khéng chi lam tén thwong hé mach,
ma con tac dong dén dworng dan truyén tin hiéu cla yéu té kich thich tao mach nhw VEGF, MMP va
cytokinase khac, do d6 cé tac dung lam can bang tao mach nghiéng vé phia trc ché tao mach. Nghién
ctru clia Ferrario A (2000), PDT st dung thubc nhay quang photofrin c¢6 tac dung lam gidm yéu té gay
thiéu oxy tb chirc -1 alpha (HIF-1 alpha), do d6 lam tang ndng dd gen HIF-1 trong bao twong, day la
yéu tb tac dong dén VEGF, vi vay, gian tiép lam gidm mach trong khdi u carcinoma trén chuét.
Ferrario A va CS (2004) ciing nhan thdy PDT st dung thudc nhay quang photoftin va hypercin c6 tac



dung &c ché MMP, vi vay, sé& ngan chan t& bao u hoac t& bao ndi md di cw va xam lan, két qua la &
ché qua trinh tao mach trong u [6].

KET LUAN

Liéu phap quang dong str dung thubc nhay quang radachlorin va nguén sang laser diode 662 nm c6
tac dung wrc ché tan tao mach tai u.

Thuc hién PDT & giai doan sém cla khdi u (sau gay u 7 ngay) c6 tac dung (rc ché tao mach
trong u manh va én dinh, ti thdi diém sau gay u 14 ngay (mat d6 mach méau tan tao [ 22,1 + 6,8 trén
CD31 va 23,6 + 8,4 trén CD34), cho dén sau gay u 28 ngay (23,6 + 11,3 trén CD31 va 21,9 + 10,6
trén CD34).

Thuc hién PDT & giai doan mudn (sau gay u 14 ngay) trc ché tao mach khdng nhiéu va khéng én
dinh. Thoi diém 21 ngay sau gay u, mat d& mach mau tan tao cé gidm so véi nhém chirng khdng
diéu tri (32,5 + 16,4 trén CD31 va 30,3 + 15,4 trén CD34), nhung lai c6 xu huwéng ting 1én vao thoi
diém 28 ngay sau gay u (47,9 + 23,7 trén CD31 va 46,2 + 28,8 trén CD34).
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