< CHUQT XENOGRAFT

Trude ddy, mot phuong phap phd bién trong cac thir nghiém khoa hoc vé thuéc chéng ung thu
c6 st dung chuot 1a Xenogcraft. Xenogcraft (xenos - tir tiéng Hy Lap c6 nghia 1a nuéc ngoai), 1a mot
manh ghép thu duoc tir mot thanh vién cua mot loai va duoc cay ghép cho mét thanh vién caa mot
loai, chi hoic ho khéac; hay c6 thé hiéu don gian, xenograft 1a ghép ngoai lai/ ghép di lai voi khéi u
xenograft 12 khéi u duoc tao ra tir nhitng dong té bao ung thu cua con ngudi cay ghép vao co thé
chuot. Viéc cdy ghép c6 thé bao gém cac té bao séng, md hoic co quan tir Iodi ndy sang loai khac.
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M® hinh khéi u xenograft ung thu ¢ nguoi déng mét vai trd quan trong trong sang loc va danh
gia cac loai thudc chéng ung thu médi. Xenogcraft duoc str dung dé tra loi cac cau hoi chinh trong
linh vuc nghién ctru ung thu khi can dya vao viéc sir dung cac hé thong mé hinh dong vat gan giéng
Véi tién trién khéi u & bénh nhan ngudi. Xenograft nguoi phat trién & chudt suy giam mién dich la
mot md hinh dugc thiét 1ap tot va hiru ich dé nghién ciu sinh hoc khdi u & ngudi trong mot hé théng
m6 phong tét hon khdi u nguyén phét so vai cac té bao phat trién trong éng nghiém. Thong thuong,
cac nghién cau xenograft s dung cac dong té bao duoc thu dong cao da duoc bién d6i gen va nudi
cdy nhan tao, dan dén lya chon vo tinh c6 thé khong duoc quan sat & bénh nhan. Hon nira, cac dong
té bao nay khong duoc nudi hoic nhan gidng nhu nudi cay té bao. Thiét Iap md hinh khdi u xenograft
tir mé khéi u c6 ngudn géc bénh nhan dugc cho 1a bao ton cac dic diém khdi u ban dau nhu mé hoc
khong ddng nhat, chit ky sinh hoc 1am sang, kiéu hinh 4c tinh va kiéu gen, cau triic khéi u va mach
mau khéi u. Dua trén gia thuyét pho bién nay, xenograft khdi u nguyén phat duoc cho 1a cung cap
nhitng hiéu biét tién doan c6 lién quan vé két qua 1am sang khi danh gia hiéu qua cua céc liéu phéap
diéu tri ung thu mai.

Déi voi duoc pham, viéc phét trién thube thuong theo mot trinh tu duoc xac dinh. Cac lidu
phap diéu tri ung thu tiém ning dugc phét hién théng qua man hinh in vitro hoic gan day hon 1 do
thiét ké thudc nham muc tiéu. Cac hop chat nhu vay sau d6 dugc kiém tra tac dung trong 6ng nghiém
bang cach str dung nhiéu dong té bao ung thu va néu du hira hen, sau d6 thtr nghiém in vivo. Thir
nghiém in vivo thuong bao gom mot s6 phan bao gom phan tich dugc 1y, duoc luc hoc va doc tinh.

Trong md hinh xenograft, cac dong té bao ung thu duoc phat trién, thudng 1a dudi da & chuot
suy giam mién dich (vi du SCID ). Khoang 10° cac té bao 4c tinh duoc tiém dudi da vao sudn cua
chudt. Sau mét thoi gian ngan chd doi, thude chong ung thu tiém ning dugc bat dau sir dung cho
chudt & dau hiéu dau tién cua su phat trién khdi u, hodc tham chi truéc khi mot khdi u xuat hién. Mot



chat dugc xem 12 tiém ning trong cac thr nghiém nay néu né 1am cham sy phat trién caa khéi u (tac
1a 1am giam su tién trién).
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Céac md hinh Xenograft cung cap mot sb loi thé, bao gdm dé& sir dung, san c6 va yéu cau co
s& vat chat twong dbi khiém tén. Chac chan, nhiéu nghién ciru quan trong dan dén sy thay doi trong
diéu tri 1am sang ciing nhu hau hét moi chat chong ung thu duoc FDA phé chuan da duoc thyuc hién
bang céch str dung cac mau ung thu dai dién ¢ nguoi duoc phat trién dudi dang xenograft.

< CHUQT BIEN POl GEN

Cong nghé tao ra dong vat bién ddi gen da pha v& nén tang mai trong cong dong khoa hoc va
cho phép cac nha khoa hoc tim kiém nhiing cach méi dé diéu tri bénh va phat trién céc loai thudc
méi. Kha ning dwa thong tin di truyén mai vao dong mam cua céc sinh vat phuc tap da thay doi hoan
toan va ting cudng nghién ciu tat ca cac khia canh cua cac qua trinh sinh hoc. Cac mé hinh CBPG
trong doc hoc chu yéu dugc sir dung dé sang loc cac loai thudc gay ung thu va dé hiéu cac co ché
ctia doc tinh. Nhitng mé hinh chuét nay cé thé du doan mot cach dang tin cay kha nang gay ung thu
cua cac hop chat va giam dang ké nguy co sir dung cé4c loai thudc nay trong cac phong kham dé diéu
tri bénh ¢ nguoi. Str dung cac thi nghiém ngan han trén CBDG két hop véi cac nghién ciu man tinh
2 nam trén chudt c¢d thé lam ting d6 chinh xac téng thé caa viec phét hién cac chat gay ung thu va
khong gay ung thu.

Mét con chudt bién d6i gen (CBPG) 1a mot con chudt da duoc thay d6i bo gen théng qua viéc
st dung cac ky thuat di truyén. Con CBDG dau tién duoc tao ra vao nam 1974 tai Vién Cong nghé
Massachusetts. N6 dugc tao ra thdng qua mot 6ng nghiém duoc tiém vi-rat Simian 40 vao phéi nang
chudt va nhiém phdi thai sém véi retrovirus. Cac gen sau d6 di duoc tim thay trong moi té bao co
thé caa nd. Tuy nhién, con chudt nay khong truyén gen cho thé hé con, do d6 tac dong va kha ning
g dung caa thi nghiém bi han ché. Nam 1981, cac phong thi nghiém cua Frank Ruddle tir Pai hoc
Yale da tiém DNA tinh khiét vao phéi chuot don bao sir dung céc k¥ thuat duoc phat trién boi
Brinster trong nhitng nam 1960 va 1970, 1an dau tién cho thay viéc truyén vat liéu di truyén sang cac
thé hé tiép theo dat hiéu qua. Trong nhitng nam dau thap nién tim muoi, Palmiter va Brinster da phat
trién va tién phong trong linh vuc bién doi gen, tinh chinh cac phuong phap stra d6i dong mam va sir
dung céc ky thuat nay dé 1am sang to hoat dong va chirc nang cua gen theo cach chua bao gio duoc
tiép can trudc do.

C6 3 phuong phap k¥ thuat co ban dé san xuat CBDG 1a vi tiém DNA, chuyén gen qua trung
gian té bao phdi va chuyén gen qua trung gian retrovirus. Pau tién lién quan dén tiém tryc tiép cua
mot ciu triic gen da chon (1 gen don hodc mot té hop gen) vao nhan cia mot noan dugc thy tinh, noi
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no sé tich hop ngau nhién vao bo gen cua chudt. Phuong phap nay tao ra mot con CBPG biéu hién
qué muc hodc dudi mac caa mot sé gen nhat dinh hozc biéu hién gen hoan toan méi. Tuy nhién, viéc
chén DNA la mét qua trinh ngau nhién va c6 kha ning cao 1a gen duoc chon s& khong tu chén vao
mot vi tri trén DNA cha. Trang thu tinh dugc chuyén vao dng dan tring cia chudt me nudi dé 1am
nguoi nhan.

Céch tiép can thir hai, dugc tién phong bai Oliver Smithies va Mario Capecchi la chuyén gen
qua trung gian té bao phdi. Phuong phap nay bao gdm viéc chén trudge chudi DNA mong mudn bang
cach tai to hop dong hop vao nudi cay in vitro cua té bao phdi gbc - 1a cac té bao khdng biét 1ap cé
kha ning biét hda thanh bat ky loai té bao nao (té bao soma va mam) va do do tao ra mot sinh vat
hoan chinh. Nhiing té bao nay sau d6 dugc két hop vao phdi & giai doan phat trién phoi nang. Két
qua 1a mot con chudt chimera. Chuyén gen qua trung gian té bao phdi goc duoc sir dung dé diéu
khién mot gen duy nhat, trong hau hét cac truong hop “knockout” (bat hoat) gen muc tiéu véi thao
tac di truyén ngay cang tinh té va phuc tap hon (vi du nhu nhan hoéa 1 loai protein cu thé hoic chi
thay d6i 1 nucleotide).

...........................................................................................................................

Mot con chuot trong phong thi nghiém trong d6 mét gen
anh hudng dén su phat trién cua 16ng da bi loai bo (trai),
duoc dat bén canh mot con chudt thi nghiém binh thuong.

...........................................................................................................................

Phuong phap thir ba la chuyén gen qua trung gian Retrovirus. Dé ting xac suét biéu hién,
chuyén gen duoc trung gian bang phuong tién cua vat mang hoic vec to, noi chung 13 virus hoac
plasmid. D4i véi phuong phap nay, Retrovirus thuong duoc str dung 1am vecto dé chuyén vat ligu
di truyén vao té bao, tan dung kha nang lay nhidm té bao chu theo céch nay. Thé hé con ¢ ngudn
géc tir phuong phap nay la Chlmera tre 1a khong phai tat ca cac té bao deu mang retrovirus. Viéc
truyén gen chi cd thé xay ra néu retrovirus tich hop vao mot s té bao mam.
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. Céc chién lugc khac nhau dé tao ra chudt bién déi gen bao gdm phuong phép retrovirus (A), khong
duogc sir dung thuong xuyén; (B) phuong phép chuyén gen chuén, trong d6 DNA duoc dua vao bo |

gen theo cach khong dac hiéu; va (C) phwong phap chuyén gen nham muc tiéu gen, la cach tiép
can thuong duoc stir dung dé tao ra CBPG “knockout” thong thuong.
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Doi voi bat ky ky thuat nao, ty 1€ thanh cc“)ng‘vé mit sinh ton cua chudt c6 chira gen chuyén
la cuc ky thap. Vi dieu kién la céc thao tac di truyen khong dan dén pha thai, két qua la thé hé dau
tiéqn (F1) cua chudt biéu hién cua genqchuyén. Tuy thudc vao,ky thu@t duoc st dung, thé hé F1 co
thé tao ra cac chimera. Khi gen chuyén da’tich hqp Vao cac t,é bao mam, céi goi la cac dong vi 7
trung mam sau d6 duoc lai tao trong 10 dén 20 thé hé cho dén khi thu dugc cac con chudt chuyeén
gen ddng hop tar va gen chuyén cé mit trong moi te bao. O giai doan nay phdi mang gen chuyén co
thé duoc dong lanh va duoc luu trit cho lan cay tiép theo.

Vi du cho trudng hop “knockout” (bat hoat) 1 gen hién cd bang cach thay thé hoic pha v nd
véi 1 manh DNA nhan tao. Con chuét “knockout” dau tién dugc ghi nhan duoc tao ra bai Mario R.
Capecchi, Martin Evans va Oliver Smithies vao nam 1989 va ho di duoc trao giai thuong Nobel vé
Sinh Iy hoc - Y hoc nam 2007. Trinh ty quy trinh dé tao ra 1 con chudt “knockout” bao gom:

1. Céc gen bi loai ra dugc phéan lap tor mot thu vién
gen chudt. Sau d6, mot chudi DNA mai duoc thiét ké
ngay lap tuc rat gidng voi gen ban dau va trinh tu 1an
can ngay cua no, ngoai trir viéc dugc thay doi du dé
lam cho gen khéng thé hoat dong. Thong thuong,
trinh tw méi cling duoc thém vao mot gen danh dau,
mot gen ma nhiing con chudt binh thuong khong co

va c0 kha nang khang mdt tac nhan (EI(}C hai 1}2‘10 do (vi . CBDG biéu hién protein huynh

du neomycin) hoac tao ra sy thay doi cd thé quan sat : quang, phat sing mau xanh 14 cay
duoc (vi du nhu mau sic hoic huynh quang). Ngoai ra, | dudi anh sang xanh.

mot gen thi hai, ching han nhu Herpes TK (+) cling | ChUOttrung tam I2 loai hoang da. |
duoc dwa vao cau tric dé thuc hién lya chon hoan chinh.

2. Té bao gbc phdi duoc phan 1ap tir phdi nang chudt (mot phdi non) va dugc nudi cay trong dng
nghiém. Trong vi du nay 14 t& bao géc tir mot con chudt bach.

3. Trinh tu méi tir bude 1 duoc dua vao cac té bao gdc tir bude 2 bang phuong phap dién di. Theo
qua trinh tai to hop tu nhién, mot sb té bao gdc duoc dién hoa s& két hop trinh tw méi véi gen
bi loai ra khoi nhiém sic thé caa ching thay cho gen ban dau. Kha nang tai to hop thanh cong
1a tuong d6i thap, do d6 phan 16n cac té bao bi thay do6i sé o trinh tu méi chi trong maot trong
hai nhidm sic thé co lién quan - duogc cho 1a di hop tir. Cac té bao dugc bién dbi véi mot véc-
to chtra gen khang neomycin va gen Herpes TK (+) duoc nudi cdy trong dung dich chta
neomycin va Ganciclovir dé chon cac bién doi xay ra théng qua tai hop twong dong. Bat ky su
chén DNA nao xay ra thdng qua viéc chén ngau nhién s& ti vi ching cho két qua duong tinh
véi ca gen khang neomycin va gen Herpes TK (+), ¢ san pham gen phan tng véi Ganciclovir
dé tao ra doc t6 chét ngudi. Hon nira, cac té bao khong tich hop bat ky thir nghiém vat liéu di
truyén nao &m tinh cho ca hai gen va do d6 chét do ngo doc vai neomyecin.
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i _ 5. Céac té bao phoi bi loai ra tir bude 4 duoc dua

Chuot me mang thal vao phdéi nang chuét. Vi du nay str dung phdi nang tir

l mat con chudt xam. Cac phdi nang hién c6 hai loai té

bao gbc: loai ban dau (tir chudt xam) va té bao bi loai

~ ra (tir chudt trang). Nhitng phoi nang nay sau d6 duoc

Cdy vaotk cungcua chudt cai, noi chung phat

Chudt chimera Chudtthwong trién. Do do, nhitng con chudt so sinh s& 1a chimera:

1 mot s6 bo phéan cua co thé ching 1a két qua cua céc té

bao gdc ban dau, cac bo phan khac tir cac té bao gdc

X ~ bi loai ra. B 16ng cua ching s& xuét hién cac mang

mau tring va xam, véi cac mang trang c6 nguon goc

Chudt chimera Chudt thwéng  tir cac té bao goc bi loai ra va cac mang mau xam tur
phoi nang ngudi nhan.

l’ 6. Mot s6 chudt chimera méi sinh s& c6 cac tuyén sinh

duc c6 ngudn gdc tir cac té bao goc bi loai bo, va do
~ ~ d6 s& tao ra trimg hoac tinh tring cd chtra gen bi loai

ra. Khi nhitng con chudt chimera nay duoc lai voi

Chudt di hop tw Chuét thwéng nhitng con khac thudc loai hoang d&, mot sé con cua
gen bat hoat . 4 Ae s , - L
ching s€ c6 mot ban sao cua gen bi loai trong tat ca

l, cac té bao cua chung. Nhirng con chudt nay s& ¢ mau
Sinh ra chuot ﬂéng hﬂ’p tie trang hoan toan va khong phai 1a chimera, tuy nhién

7. Khi nhitng con céi di hop tir nay dugc giao phéi,
mot s6 ching s& dugc thira huong gen loai bo tir ca bd
va me; ching khéng mang ban sao chirc nang cua gen khdng
thay d6i ban dau (tirc 1a dong hop tir vai alen do).
CBDG khac véi xenograft & mot sé khia canh quan trong cé thé rat phi hop dé thir nghiém
hiéu qua caa thudc. Pau tién, khdi u CBDG xay ra ¢ dong vat c6 hé théng mién dich nguyén ven va
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co ché stra chira DNA khéng bi x4o tron. Thir hai, do cac CBPG duya vao su tich liy cac sy kién di
truyén ngau nhién dé tién trién khdi u, cac mé hinh nay theo mat tién trinh timg budc va tai ciu tric
su khong dong nhét cua khéi u rin & nguoi. Thir ba, do ung thu xay ra tu phét trong cac mé hinh
nay, cac CBDG cd kha ning tai cau tric trung thuc hon cac tuong tac stroma khédi u dugc tim thay
trong ung thu & ngudi. Sy khac biét gitra CBPG va xenograft c6 lién quan nhat dé danh gia bat ky
t4c nhan méi cu thé ndo hién chua rd rang, nhung mot s6 quan sat gan day chi rd vai tro quan trong
ctia vi méi truong khdi u trong viéc bat dau, tién trién va duy tri khdi u. Khong khé dé hiéu tai sao
cac md hinh xenograft c6 thé khéng tom tat chinh xéac khia canh nay cua sinh hoc ung thu: cac té bao
bién d6i hoan toan thudng duoc chon cho xu huéng phét trién nhanh nhat c6 thé sau khi cay ghép
duoc tiém dudi dang bolus vao mot stroma bi bién dang va khong c6 to chic bang cach ciy ghép
ngoai tir cung Mot s6 lwong 16N céc té bao la. Nguoc lai, cac té bao tan sinh caa khdi u CBDG hinh
thanh theo cach timg budc twong ty nhu khéi u tai chd trong mot vi méi truong ma khdi u dép ung
thich hop.

Bang 1

So sanh cac md hinh xenograft va mé hinh chudt bién abi gen (CBDG)

Xenograft CBPG
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