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TOM TAT

Trén chudt thiéu hut mién dich (chuét nude), chung t6i da ghép thanh cong té bao ung thw

(TBUT) vl ngudi dong BT 474 va tao khédi ung thw phat trién béng ky thuat ghép di loai (xenograft).
Sau 10 ngay ghép, chudt hinh thanh khdi u 10° TBUT BT 474. Kich thuwéc khdi u dat binh 300 mm?
sau 4 tuan ghép té bao. Phan tich giai phdu bénh ly chirng minh khéi u méi tao thanh trén chuét cé
cac té bao da dién, tang san, nhan quai, nhan chia, hinh anh ctia ung thw biéu mé.

* Tlr khéa: Ung thw vi; Ghép dj loai; Chudt thiéu hut mién dich.

ESTABLISHMENT OF HUMAN BREAST CANCER
IN NUDE MICE
SUMMARY

On nude mice, we have implanted human breast cancer cells into subcutanous thigh by xenograft
method. After implanted, mice developed tumor after 10 days of injection BT 474 cell line with 10°
cells/mouse. The mean size of tumors were 300 mm? after transplated 4 weeks. The tumor histologic
analysis indicated that the tumors contained the hyperchromasia, nuclear enlargement with atypia,

the epithelial carcinoma.

* Key words: Breast cancer; Xenograft; Nude mice.

DAT VAN BE

S& dung chudt thiéu hut mién dich la
moét bwdc dét pha trong nghién clru ung
thw, cho phép nghién clru ung thw ngudi
trén co thé dong vat. Bat diu duwoc
Flanagan tao ra tir nam 1966, chuét BALB/c
nude cé biéu hién bén ngoai khac biét:
khéng cé léng, suy gidm hodc mét chirc
nang tuyén c. Chudt nude cé6 mot gen bi
dot bién déng hop t& (homozygous), gen
nay quy dinh sw phat trién cha léng va
tuyén (rc. Do dd, v&i gen bi dot bién, chudt
nude bj suy gidm chirc nang tuyén ¢ hodc

* Hoc vién Quén y

tham chi khéng cé tuyén e, khéng cé 16ng
va hé théng dap tng mién dich té bao bi
han ché do suy gidm manh sb lwong té bao
lympho T.

Dé c6 thé wng dung cac ky thuat, vat liéu
mai trong diéu tri ung thw, can phai cé md
hinh bénh ly 4p dung cho thtr nghiém tién
[dam sang. Cac mé hinh ung thw trvdc day
duwoc tao ra trén déng vat cé ngudn gbc
ddng loai. Han ché ctia md hinh la khdi u
khéng mang d&c tinh sinh hoc giébng nhw
khéi u trén ngudi, cd han ché Ién trong nghién
clru co ché bénh ly va ap dung thir nghiém
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diéu tri cho cac loai ung thw nguoi. Do vay,
khéi ung thw duwoc tao ra trén chudt nude
mang d&c tinh sinh hoc twong tw nhw khoi
ung thw ngwdi 1a mét budce tién quan trong
phuc vu nghién ctru tién lam sang. Vi vay,
chung téi da tién hanh nghién ctu nay nham
muc tiéu: Tao dwoc khéi ung thw nguoi trén
chudt nude.

DOI TUQNG, VAT LIEU VA
PHUONG PHAP NGHIEN CUU

1. Péi twong va vat liéu nghién ciru.

* Chuot thiéu hut mién dich va diéu kién
nuoi:

10 chudt nhat BALB/c thiéu hut mién
dich, khoéng cé t& bao lympho T (nude mice,
Foxnl™) nhap khdu tlr Céng ty Charlie-
River (Hoa Ky). Nuéi chudt trong diéu kién
phong sach, khong khi dwgc loc va cé ap
lwe dwong tinh, duy tri nhiét d6 phong & 25
+ 0,5°C, do6 &m 55 + 5%, anh sang tw dong
didu khién bat luc 7 gid, tét luc 19 gi®, thire
an (Zeigler, Hoa Ky) va tiét trung nwéc
ubng trwéc khi st dung. Mbi l1dng chuot
dwoc dé trén hé thdng gia co thong khi doc
lap va loc qua mang bdo dadm kha nang
cach ly tot véi mam bénh.

* TBUT:

Dong TBUT vu ngu¢i BT 474 do cbng ty
ATCC (American Type Culture Collection,
P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108, Hoa Ky)
cung cap.

2. Phwong phap nghién ciru.

- Nuéi cdy va ghép TBUT vao chubt:

Nudi cdy TBUT vi ngudi trong mdi truong
Hybri-Care Medium (ma No. 46-X), bd sung
fetal bovine serum 10%, 1% penicillin va

streptomycin (Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
CHLB buc), 1,5 mcg insulin/ml mdi trwdng.
M&i chai nudi cay dién tich 75 cm? duoc
céy chira 10° t& bao. Té bao dwoc nudi cay
tang sinh va thay méi trwéng 3 lan/tuan &
diéu kién nhiét do 37°C, CO, 5%. Khi té bao
phat trién dat 80% dién tich, tién hanh cay
chuyén sang chai méi. Trwdc ghép, riva té
bao 2 1an bang dung dich PBS 1X, sau dé
tach ra bang dung dich Trypsin-EDTA 1X.
Hut dung dich TBUT da chuén bj vao bom
tiem 1 ml v&i sé lwong 10/ml. C6 dinh
chuét nude va tiém 0,1 ml vao duwdi da dui
phai (10° t& bao/chudt). Qua trinh thao tac
thwe hién trong diéu kién vé trung tuyét dbi.

- Theo doi va xac dinh sw hinh thanh
khéi ung thw trén chudt:

Danh gia theo d&i sy phat trién khdi u tai
vi tri tiém 2 1an/tudn. Bang quan sat, s& nan
va do kich thwéc khdi u bang thwéc chinh
xac NSK. Sau 4 tuan, giét chuét, boc 16 khéi
u, béc tach va do kich thwdc tryc tiép khéi u
hinh thanh va phat trién sau ghép.

- Phan tich mé bénh hoc khéi ung thw
hinh thanh trén chubt:

Sau khi béc tach, bdo quan khdi u trong
dung dich formalin 10% trong 24 - 48 gio.
Tiép theo, duc khéi paraffin vao khéi u, cét
lat day 5 pym, nhudém HE va doc phan tich
két qua mé ung thu hinh thanh duéi kinh
hién vi quang hoc. Phan tich nhitng dac
diém vé hinh thai hoc té bao, ciu tric mo
hinh thanh, mach mau, xam lan... Ky thuat
tién hanh tai Khoa Giai phau Bénh ly, Bénh
vién 103 (Hoc vién Quan y).
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KET QUA NGHIEN cUU

1. Nudi cdy, tang sinh TBUT vi ngwoi
dong BT 474.

Hinh 2: TBUT vu phat trién tbt trong moi
trwdng nuoi.

Nudi tang sinh TBUT vu ngw¢i dong BT
474 trong chai 75 cm?, sb lwong 10° té bao.
Theo dbi té bao phat trién khi dat khoang
80% dién tich day chai s& dwoc chuyén
sang chai nuéi cdy mai voi ty 1é 1:3. Sau 2
l&n cAy chuyén trén nhiéu chai nuéi cay dat
108 t& bao. Thu hoach TBUT bang cach ding
Trypsin-EDTA 1X. Cho 2 - 3 ml méi trwdng
nudi, lay 10 pl, dém sb lwong té bao/ml, sau
dé dwa vé néng dd 10 té bao/ml.

2. Kich thwéc khéi ung thw va trén
chuét nude.

Tiém 0,1 ml dung dich TBUT 10"/ml vao
dwdi da dui sau bén phai méi chudt. Sau
khi tiém TBUT khoang 10 ngay, khdi u phat
trién ngay tai chd tiém, dwong kinh khéi u
dat khodng 5 mm. Sau 4 tuan, khdi u phat
trién rd dwdi da dui sau phai, 16i 1én, chac
va di chuyén cung khéi co. Khéi u to lam
thay ddi hinh dang dui va anh huwéng toi
qua trinh van déng ctia chudt.

Béng 1: Kich thwéc khdi ung thw va trén
dui chudt.

NGAY KICH THUOC KHOI U

SAU GHEP (mm?®, n = 10) SE
t-11 67,4 15,9
t-14 1134 17,6
t-18 177,4 27,7
t-21 282,4 38,1
t-25 466,1 72,7
t-28 617,2 87,8

Két qua: sau 10 ngay sau ghép té bao,
10/10 (100%) chudt hinh thanh khéi u, kich
thuwdrc khéi u dat 67,4 £ 5,9 mm?>. Sau 4 tuan,
cac khéi u phat trién dat kich thwédc trung
binh 617,2 + 87,8 mm”.

Kich thwoc khéi u

800
600 /}/{
400

200 l/l/r/{/

Hinh 3: Téc do phat trién khéi ung thw vi
theo thoi gian.
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Sau khi khéi ung thw xuét hién vao thoi
diém 10 ngay sau ghép, khéi nay phat trién
lién tuc theo thoi gian dén khi két thuc thi
nghiém. Téc d6 phat trién déu dan t luc
phat hién dén khi két thac.

3. Hinh anh dai thé va vi thé khéi u.

Sau ghép, kiém tra vi tri tiém TBUT 2
lan/tudn, lién tuc cho t&i khi khdi u phat
trién, két thuc kidm tra, 1am giai phau bénh
ly sau khi ghép té bao khoang 4 tuan.

Hinh 4: Khéi ung thw va trén dui chudt
sau ghép 28 ngay.

Khdi ung thw va trén dui chuot cé thé dat
dwdng kinh 12 mm, twong rng véi khoang
600 mm® thé tich.

U

-
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Hinh 5: Hinh anh mo bénh hoc khéi
ung thw vu ngudi trén dui chudt (10X).

Hinh 6: Hinh anh mé bénh hoc khéi
ung thw vu nguwoi trén dui chudt (40X).

Hinh &nh mé bénh hoc cho thdy c4u trac
u nam trong mé co van. U cé cAu tric cla
cac dai té bao biéu md ndm trén md dém
xo. Cac té bao u l&n, ranh gidi té bao
khéng rd, nhan t& bao I&n nhd, nhiém sac
thé thd dam, cé hinh nhan chia. C6 noi té
bao u xdm nhap Iong mach.

BAN LUAN

Thuc té, phat trién cac mé hinh ung thw
phuc vu nghién clru va thlr nghiém diéu tri
tai Viet Nam con nhiéu han ché. Co6 thé
thay, viéc xay dwng mé hinh ma&i chi dirng
& mic do t& bao hoac ung thw dong vat
(nhw sarcoma 180) cia Nguyén Dinh Téo
(1994) [2], Nguyén Thi Quy (2004) [1]. Do vay,
viéc danh gia va lwgng hoéa hiéu qua cla
cac phwong phap phat hién va diéu tri ung
thw cho nguwdi con nhiéu han ché. Truwéc
yéu cau thuc té can danh gia hiéu luc diéu
tri cla cac san phdm co6 kha nang (¢ ché
phat trién cta khéi u, can thiét phai c6 mo
hinh tao khéi ung thw ngwdi mang déc tinh
sinh hoc, ban chéat 1a TBUT clGa ngudi
dwoc ghép va phat trién trén co thé dong
vat sbéng.
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Pé tai da lwa chon TBUT va chudt nude
lam mé hinh tao khéi ung thw va. Dong TBUT
vu nguwoi BT 474 (ma dang ky: HBT-20)
do céng ty ATCC (American Type Culture
Collection, P.O. Box 1549, Manassas, VA
20108 USA) cung cép. Té bao nay c6 ngudn
gbc té bao biéu mod tuyén khdi ung thw vi
cta mét phu nir 60 tudi, da trdng do E.
Lasfargues va W.G. Coutinho phan lap.
Dong té bao nay dwoc nudi cdy, tang sinh
va phat trién tét trong méi trwdng nudi cay
tai Viét Nam, phuc vu cho thi* nghiém in
vitro cing nhw in vivo nham tao khédi ung
thw vu nguwdi trén chudt nude. Chudt nude
dwoc nhap khau va cham nuéi trong diéu
kién méi trwong ddm bdo phat trién binh
thwong, déng thdi, khdong gay bénh cho
chudt, do da kiém soat toan bod cac yéu té
dwa vao méi tredng nudi nhw dé &m, khong
khi, vd khuan, nwdc va thire an...

Dé tai da tao thanh cong khdi ung thw vi
nguwoi trén chudt nude. 100% chudt sau
ghép té bao da hinh thanh khéi ung thw tai
vi tri ghép. Cac hinh danh mo bénh hoc cho
thdy hinh anh dién hinh cia ung thw biéu
mo, két qua nay phu hop véi nghién ciu
cla cac tac gid khac trén thé gisi véi ty 1é
thanh cbng cao (91 - 100%) khi ghép TBUT
ngudi vao co thé chudt nude [5, 6, 8].

KET LUAN

T két qua nghién ciu ghép tao khdi
ung thw trén 10 chudt nude, chdng t6i rut ra
két luan: D4 tao thanh cong khdi ung thw
bing ghép TBUT vu ngudi dong BT 474
trén chudt nude bang ky thuat ghép di loai
xenograft.

Ty & tao thanh cdng khéi ung thu trén
chudt 100%. Kich thuwéc khdi ung thw dién
hinh phat trién dat 600 mm® sau 4 tuan
ghép té bao v&i hinh anh mé bénh hoc. Két
qua nghién clru nay da xay dwng thanh
céng md hinh ung thw vu ngwdi trén dong
vat thiéu hut mién dich, dap &ng tbt trong
diéu kién thuc té nghién clru vé ung thuw tai
Viét Nam.
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