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1.1.2. Nguyên nhân và cơ chế bệnh sinh của bệnh bạch cầu ..................... 4 

1.1.3. Phân loại ........................................................................................... 7 

1.1.4. Các phương pháp điều trị ................................................................. 9 

1.2. LIỆU PHÁP TẾ BÀO CAR-T .............................................................. 11 
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3.1.2. Tính an toàn của khối tế bào CAR-T và CAR-T phối hợp với kháng 

thể kháng PD-1 trên thực nghiệm ............................................................ 63 

3.2. TÁC DỤNG KHÁNG TẾ BÀO DÒNG UNG THƯ BẠCH CẦU CỦA 

KHỐI TẾ BÀO CAR-T PHỐI HỢP VỚI KHÁNG THỂ KHÁNG PD-1 .. 73 

3.2.1. Kết quả đánh giá tác dụng ly giải tế bào in vitro ........................... 73 



3.2.2. Thay đổi nồng độ cytokin được giải phóng ở môi trường nuôi cấy tế 

bào ............................................................................................................ 86 

Chương 4. BÀN LUẬN ............................................................................... 102 

4.1. CHẤT LƯỢNG KHỐI TẾ BÀO CAR-T VÀ TÍNH AN TOÀN CỦA 

KHỐI TẾ BÀO CAR-T PHỐI HỢP VỚI KHÁNG THỂ KHÁNG PD-1 102 

4.1.1. Chất lượng của tế bào CAR-T và CAR-T phối hợp với kháng thể 

kháng PD-1 ............................................................................................. 102 

4.1.2. Tính an toàn của khối tế bào CAR-T và CAR-T phối hợp với kháng 

thể kháng PD-1 trên thực nghiệm .......................................................... 104 

4.2. TÁC DỤNG KHÁNG TẾ BÀO DÒNG UNG THƯ BẠCH CẦU CỦA 

KHỐI TẾ BÀO CAR-T PHỐI HỢP VỚI KHÁNG THỂ KHÁNG PD-1 111 

4.2.1. Đánh giá tác dụng ly giải tế bào in vitro ...................................... 111 

4.2.2. Thay đổi nồng độ cytokin được giải phóng ở môi trường nuôi cấy tế 

bào .......................................................................................................... 121 

4.3. HẠN CHẾ CỦA ĐỀ TÀI ................................................................... 130 

KẾT LUẬN .................................................................................................. 132 

KIẾN NGHỊ ................................................................................................. 133 

DANH MỤC CÁC CÔNG TRÌNH NGHIÊN CỨU ĐÃ CÔNG BỐ  

LIÊN QUAN ĐẾN LUẬN ÁN 

TÀI LIỆU THAM KHẢO 

 

 

  



DANH MỤC CHỮ VIẾT TẮT 

 

TT 
Phần viết 

tắt 

Phần viết đầy đủ 

(tiếng anh) 

Phần viết đầy đủ 

(tiếng việt) 

1 

 

2 

3 

aAPC 

 

ADN 

AML 

Artificial antigen-presenting cell  

 

Acid Deoxyribonucleic 

Acute myeloid leukemia  
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ung thư bạch cầu sau 24 và 48 giờ ..................................................... 100 
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DANH MỤC BẢNG 

 

Bảng Tên bảng Trang 
 

3.1.     Kết quả đánh giá tính tiệt trùng của khối tế bào CAR-T ..................... 61 

3.2.     Kết quả định lượng Endotoxin môi trường tế bào CAR-T .................. 63 

3.3.     So sánh trọng lượng trung bình của chuột trước thí nghiệm ............... 63 

3.4.     So sánh tương đối hoạt độ AST và ALT với giá trị tham chiếu ở chuột . 66 

3.5.     Tỷ lệ thoái hóa hạt giữa bốn nhóm ...................................................... 68 

3.6.     So sánh tương đối nồng độ Creatinin và Urê với giá trị tham chiếu ở 

chuột ........................................................................................... 69 

3.7.     Nồng độ cytokin IL-6 của các nhóm nghiên cứu ................................. 71 

3.8.     Nồng độ cytokin IL-2 của các nhóm nghiên cứu ................................. 71 

3.9.     Nồng độ cytokin TNF-α của các nhóm nghiên cứu ............................. 72 

3.10.   Nồng độ IL-6 trong dịch nuôi cấy tế bào của 4 nhóm nghiên cứu đồng 
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với tế bào K562 .................................................................................... 94 

3.16.   Nồng độ TNF-α trong dịch nuôi cấy tế bào của 4 nhóm NC đồng nuôi 
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ĐẶT VẤN ĐỀ 

 

 Bệnh bạch cầu chiếm khoảng 2,4% tổng số ca mắc ung thư mới và 3,1% 

tỷ lệ tử vong liên quan đến ung thư trên thế giới [1]. Đây là một bệnh máu ác 

tính đặc trưng bởi các tế bào tiền thân tạo máu biến đổi và thâm nhiễm lan tỏa 

vào tủy xương. Hiện nay hóa trị liệu là phương pháp điều trị bệnh bạch cầu phổ 

biến nhất. Hiệu quả điều trị của liệu pháp này còn hạn chế, các bệnh nhân sau 

khi điều trị không thể lui bệnh hoàn toàn và tỷ lệ tái phát cao. Khi đó, ghép tế 

bào gốc tạo máu là lựa chọn duy nhất, nhưng phương pháp này gặp nhiều khó 

khăn như tìm kiếm mẫu tế bào gốc hòa hợp HLA - Human Leukocyte Antigen 

(Kháng nguyên bạch cầu người). Tỷ lệ mắc và tử vong của bệnh bạch cầu đã 

giảm trong thập kỷ qua. Gần đây, chiến lược điều trị mới như điều trị nhắm 

đích trong đó có liệu pháp tế bào CAR-T được phát triển và ghi nhận các kết 

quả khả quan.  

 Liệu pháp tế bào CAR-T hướng đích thụ thể CD19 điều trị bệnh bạch 

cầu cấp dòng lympho có nhiều kết quả đáng khích lệ. Hiện nay, Cục Quản lý 

thực phẩm và Dược phẩm Hoa Kỳ đã cấp phép điều trị cho sáu sản phẩm tế bào 

CAR-T, bốn trong số sáu sản phẩm là CAR-T CD19 [2]. Đây chính là niềm hy 

vọng cho những bệnh nhân mắc bệnh bạch cầu nhưng chưa tìm được mẫu tế 

bào gốc phù hợp. Mặc dù, hiệu quả điều trị của liệu pháp CAR-T đã được báo 

cáo và sử dụng trên thế giới. Tuy nhiên, theo nhiều nghiên cứu lâm sàng một 

số bệnh nhân vẫn không đáp ứng với liệu pháp CAR-T và gặp phải các tác dụng 

phụ nghiêm trọng như hội chứng giải phóng cytokin và nhiễm độc thần kinh 

[3]. Vì vậy, việc cải thiện hiệu quả của tế bào CAR-T, giảm sự xuất hiện của 

tác dụng phụ và cải thiện tỷ lệ điều trị bệnh lâu dài hiện là những vấn đề đáng 

quan tâm nhất đối với liệu pháp CAR-T hiện nay. 

 PD-1 là một protein được biểu hiện trên bề mặt của tế bào T. Khi PD-L1 

gắn với thụ thể PD-1 gây ra hiện tượng bất hoạt động của tế bào T và hoạt động 

https://en.wikipedia.org/wiki/Human_leukocyte_antigen
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miễn dịch của tế bào T bị ức chế [4]. Sự hiện diện của PD-1 trên bề mặt tế bào 

CAR-T được cho là góp phần làm giảm chức năng của liệu pháp CAR-T. Do 

vậy phong tỏa PD-1 trên tế bào CAR-T bằng chất ức chế hoặc kháng thể loại 

trừ PD-1 được cho là tăng cường hiệu quả tiêu diệt khối u của tế bào CAR-T 

[5]. Kháng thể kháng PD-1 sẽ kích hoạt tế bào CAR-T giúp tăng cường hiệu 

quả, nâng cao chức năng của tế bào CAR-T từ đó sẽ cải thiện được tiên lượng, 

giảm sự xuất hiện tác dụng phụ và tăng hiệu quả điều trị. Trên thế giới, tế bào 

CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 đã được sử dụng trong một số nghiên 

cứu tiền lâm sàng và thử nghiệm lâm sàng nhằm mục đích để nâng cao hiệu 

quả của liệu pháp điều trị ung thư. Phong tỏa PD-1 đang được coi là một hướng 

mới đầy hứa hẹn giúp cải thiện chức năng của tế bào CAR-T mang lại hiệu quả 

điều trị tốt [3]. Tuy nhiên, ở Việt Nam chưa có nghiên cứu nào đánh giá hiệu 

quả kết hợp tế bào CAR-T và kháng thể kháng PD-1 trên bệnh bạch cầu. 

 Từ những cơ sở lý luận và thực tiễn trên, chúng tôi tiến hành đề tài:  

“Nghiên cứu tính an toàn và tác dụng kháng một số dòng tế bào ung thư 

bạch cầu của khối tế bào CAR-T phối hợp với kháng thể kháng PD-1 trên 

thực nghiệm” với hai mục tiêu: 

1. Đánh giá tính an toàn của khối tế bào CAR-T phối hợp với kháng thể 

kháng PD-1 trên thực nghiệm. 

2. Đánh giá tác dụng kháng một số dòng tế bào ung thư bạch cầu của khối 

tế bào CAR-T phối hợp với kháng thể kháng PD-1 trên thực nghiệm. 
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Chương 1 

TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 

1.1. ĐẠI CƯƠNG BỆNH BẠCH CẦU 

1.1.1. Dịch tễ học  

1.1.1.1. Tình hình bệnh bạch cầu trên thế giới 

Theo thống kê GLOBOCAN năm 2022, bệnh bạch cầu là ung thư được 

chẩn đoán phổ biến thứ 13 và là nguyên nhân thứ 10 gây tử vong do ung thư 

trên toàn thế giới, với 486.777 trường hợp mắc mới và 305.033 ca tử vong do 

bệnh bạch cầu. Trên toàn cầu, gánh nặng bệnh bạch cầu cao hơn ở những người 

nam so với nữ, tỷ lệ mắc bệnh chuẩn hóa theo độ tuổi ở nam giới là 6,2% so 

với nữ là 4,4. Tỷ lệ tử vong ở nam giới 3,7% cũng cao hơn nữ giới là 2,5% [1]. 

Tỷ lệ mắc bệnh bạch cầu theo tuổi nói chung ở Hoa Kỳ có xu hướng cao 

nhất ở người da trắng (15 trên 100.000), tiếp theo là người da đen (11 trên 

100.000) và người gốc Tây Ban Nha (10,6 trên 100.000). Tỷ lệ mắc ở người 

Châu Á/Đảo Thái Bình Dương (7,8 trên 100.000) và người Mỹ gốc Ấn 

Độ/Alaska (8,3 trên 100.000) thấp hơn khi so sánh. Các mô hình chủng tộc và 

dân tộc tương tự áp dụng cho tỷ lệ tử vong điều chỉnh theo tuổi, cũng là cao 

hơn đối với người da trắng (7 trên 100.000), người da đen (5,6 trên 100.000) 

và người gốc Tây Ban Nha (4,8 trên 100.000) hơn người Châu Á/Đảo Thái 

Bình Dương (3,8 trên 100.000) và người Mỹ gốc Ấn Độ/Alaska (3,3 trên 

100.000). Mặc dù tỷ lệ mắc bệnh và tỷ lệ tử vong cao nhất ở người da trắng 

nhưng tỷ lệ sống sót thấp nhất đối với bệnh nhân da đen ở mọi lứa tuổi. Tỷ lệ 

sống thêm 5 năm ở bệnh nhân dưới 65 tuổi là 73% với chủng tộc da trắng và 

63% với chủng tộc người da đen. Đối với độ tuổi từ 65 trở lên, tỷ lệ sống thêm 

5 năm là 50% đối với chủng tộc người da trắng và 43% đối với chủng tộc người 

da đen [6]. 
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1.1.1.2. Tình hình bệnh bạch cầu ở Việt Nam 

Ở Việt Nam bệnh bạch cầu cấp chiếm tỷ lệ hàng đầu trong các bệnh về 

máu, thường gặp ở người trẻ (< 40 tuổi). Trẻ em gặp 80% là bệnh bạch cầu cấp 

dòng lympho, người lớn 80% là bạch cầu cấp dòng tủy. Bệnh bạch cầu mạn 

dòng tủy chiếm 18% trong các bệnh bạch cầu, tỷ lệ nam/nữ là 2/1 [7], [8]. Theo 

thống kê GLOBOCAN năm 2022, Việt Nam có 5789 ca mắc mới đứng thứ 8 

và có 4330 ca tử vong đứng thứ 6 do bệnh bạch cầu [9].  

1.1.2. Nguyên nhân và cơ chế bệnh sinh của bệnh bạch cầu 

1.1.2.1. Nguyên nhân 

Cho đến nay chưa xác định được các nguyên nhân gây bệnh bạch cầu, 

tuy nhiên nhiều yếu tố nguy cơ làm tăng tỷ lệ mắc bệnh như: 

- Tiền sử tiếp xúc với bức xạ ion hoá (ví dụ, bom nguyên tử ở Nagasaki 

và Hiroshima) hoặc với các hóa chất (ví dụ benzene) [10]. 

- Điều trị trước đó với một số loại thuốc chống ung thư, bao gồm các chất 

alkyl hóa, các chất ức chế topoisomerase II, hydroxyurea và duy trì lenalidomide 

sau ghép tế bào gốc tự thân với các thuốc điều trị đa u tủy xương; có thể dẫn đến 

một loại bệnh bạch cầu cấp dòng tủy được gọi là t-AML hoặc AML liên quan 

đến điều trị [11]. 

- Nhiễm trùng với một virus (ví dụ: virus lympho T ở người HTLV-1 và 

HTLV-2, virus Epstein Barr) hiếm khi gây ra một số dạng của ALL; điều này 

được thấy chủ yếu ở các khu vực phổ biến như Châu Á và Châu Phi [11]. 

- Tiền sử rối loạn huyết học trước đây, bao gồm hội chứng rối loạn sinh 

tủy và bệnh lý tủy, có thể dẫn đến AML. 

- Các điều kiện di truyền trước đây (ví dụ: Thiếu máu Fanconi, Hội chứng 

Bloom thất điều, Hội chứng Down, sắc tố xeroderma, hội chứng Li-Fraumeni) 

dẫn đến bệnh bạch cầu cấp dòng tủy và bệnh bạch cầu lympho cấp tính [12], [13]. 
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1.1.2.2. Cơ chế bệnh sinh 

Bệnh bạch cầu là một bệnh máu ác tính liên quan đến việc sản sinh quá 

nhiều bạch cầu chưa trưởng thành hoặc bất thường, cuối cùng sẽ ngăn chặn 

việc sản sinh ra các tế bào máu bình thường và gây ra các triệu chứng liên quan 

đến giảm sinh tế bào máu. Bệnh xảy ra khi một số tế bào máu bị đột biến ADN 

và một số bất thường nhất định làm cho tế bào phát triển và phân chia nhanh 

hơn và tiếp tục sống trong khi các tế bào bình thường sẽ chết. Theo thời gian, 

các tế bào bất thường này có thể lấn át các tế bào máu bình thường trong tủy 

xương, dẫn đến giảm các tế bào bạch cầu, tế bào hồng cầu và tiểu cầu bình 

thường, gây ra ảnh hưởng đến chức năng các cơ quan và sức khỏe bệnh nhân. 

Sự biến đổi ác tính thường xảy ra ở tế bào gốc vạn năng, mặc dù đôi khi 

nó liên quan đến tế bào gốc biệt hóa với khả năng tự tái tạo hạn chế. Tăng sinh 

bất thường, nhân dòng vô tính, biệt hóa không bình thường và giảm quá trình 

apoptosis (chết tế bào theo chương trình) dẫn đến việc thay thế các tế bào máu 

bình thường bằng các tế bào ác tính.  

Các lỗi bất thường về di truyền như chuyển đoạn nhiễm sắc thể đối ứng, 

xóa nhiễm sắc thể, đột biến điểm và thay đổi ngoại di truyền có thể ngăn chặn 

sự trưởng thành của tế bào gốc qua các giai đoạn tạo máu khác nhau, dẫn đến sự 

tăng sinh không kiểm soát của các tế bào bạch cầu chưa trưởng thành [6].  

*  Quá trình tạo tế bào máu bình thường và bệnh máu ác tính 

Các tế bào máu gồm hồng cầu, bạch cầu và tiểu cầu được cơ quan tạo 

máu sinh ra hàng ngày để thực hiện chức năng nuôi dưỡng, bảo vệ cơ thể. Cơ 

quan tạo máu ở người trưởng thành chủ yếu là tủy xương; ngoài ra hệ thống 

hạch bạch huyết, tuyến ức cùng tham gia vào quá trình tạo máu. Cấu tạo của cơ 

quan tạo máu là tổ chức tạo máu còn gọi là vi môi trường tạo máu và tế bào 

gốc tạo máu. Tạo máu là quá trình nhân lên của tế bào gốc kèm theo hiện tượng 

biệt hóa và trưởng thành để hình thành nên các tế bào chức năng. Quá trình này 

được kiểm soát chặt chẽ, thông qua cơ chế điều hòa tạo máu. Cơ chế điều hòa 
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tạo máu hết sức phức tạp nhằm đảm bảo sinh vừa đủ số lượng tế bào theo yêu 

cầu của cơ thể [14]. 

Một sự bất thường trong tạo máu do các nguồn gốc khác nhau làm cho 

tế bào nhân lên quá mức mất sự kiểm soát bình thường của cơ thể hay nhân lên 

mà không biệt hóa, trưởng thành được đó là hiện tượng ác tính và hậu quả là 

bệnh máu ác tính [15], [16]. Sự tăng sinh mất kiểm soát kèm theo có hay không 

ức chế biệt hóa, trưởng thành có thể xảy ra ở các tế bào dòng tủy hay dòng 

lympho vì vậy người ta chia bệnh máu ác tính thành các bệnh ác tính dòng tủy 

và bệnh ác tính dòng lympho. 

Bệnh máu ác tính là do tăng sinh các tế bào máu không kiểm soát được 

có thể kèm theo ức chế biệt hóa, trưởng thành. Như vậy, ở đây có hiện tượng 

mất kiểm soát sự nhân lên của tế bào và có thể kèm theo rối loạn biệt hóa của 

quá trình tạo máu. Những tế bào này ở trong tủy, máu hay tổ chức lympho. Khi 

phân tích vật chất di truyền (ADN và nhiễm sắc thể) các tế bào tạo máu ở những 

bệnh nhân này người ta phát hiện các bất thường và những bất thường đó có 

liên quan tới bệnh và thể bệnh. Tất cả các hiện tượng này là do hoạt động của 

gen chi phối [17]. 

* Hoạt hóa gen ung thư ở bệnh máu ác tính 

- Chuyển đoạn và cấu trúc lại nhiễm sắc thể (NST): 

Chuyển một đoạn của NST này tới NST khác tạo nên sự sắp xếp mới, 

chuyển phần khởi động của gen này nối với phần gen khác làm gen mới này 

được phiên mã, hay chuyển phần cấu trúc gen này đến với phần cấu trúc của 

gen khác tạo ra gen lai mới, mã hóa một protein mới có hoạt tính tăng sinh tế 

bào. Bệnh bạch cầu kinh dòng bạch cầu do cơ chế này mà gây ra. 

Nhiễm sắc thể Philadelphia (NST Ph) là một NST đột biến gặp ở trên 

90% bệnh nhân bệnh bạch cầu mạn dòng tủy. Đây là một NST thuộc nhóm G 

được tạo ra do sự chuyển đoạn giữa nhánh dài của NST số 9 và NST số 22. 

Như vậy NST Ph1 là kết quả chuyển đoạn t (9;22) (q34; q11). Gen hỗn hợp 
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bcr-abl được tạo thành do kết quả chuyển đoạn t (9; 22) (q34; q11) tạo nên 

NST Ph1. Gen hỗn hợp bcr-abl được tìm thấy trên tất cả bệnh nhân bệnh bạch 

cầu mạn dòng tủy có NST Ph1 dương tính và cả trên các bệnh nhân bệnh bạch 

cầu mạn dòng tủy có NST Ph1 âm tính. Do đó người ta đưa ra giả thiết rằng sự 

hình thành gen này đóng vai trò quan trọng nhất trong cơ chế bệnh sinh của 

bệnh bạch cầu mạn dòng tủy [16], [18]. Đột biến tạo ra gen tổ hợp bcr-abl và 

sản phẩm của gen này là protein p190 được coi là một trong những cơ chế gây 

bệnh bạch cầu cấp dòng lympho, trong khi đột biến tương tự với sản phẩm là 

protein p210 là nguyên nhân gây bệnh bạch cầu mạn dòng bạch cầu hạt [15]. 

- Đột biến điểm: 

Khi có sự thay đổi thành phần hoặc số lượng các nucleotid trên ADN sẽ 

gây nên đột biến điểm. Đó là các dạng thêm bớt, thay thế hay đảo vị trí của một 

vài cặp nucleotid trên gen. Ví dụ: protein sản phẩm của gen RAS có chức năng 

truyền tin trong tế bào bằng cách phân giải GTP thành GDP. Theo Hoffbrand 

thì oncogen RAS khi bị đột biến ở các bộ ba mã hóa 12, 13 hoặc 61 sẽ tạo ra 

protein mới. Protein này có khả năng phân giải cao làm tế bào phản ứng quá 

mạnh với chất kích thích và là nguyên nhân của nhiều bệnh ác tính [19]. 

- Nhân gen: Có nhiều nghiên cứu cho thấy thừa NST 8 sẽ thừa gen MYC và 

gây bệnh bạch cầu [20]. 

1.1.3. Phân loại 

Cách tiếp cận hiện tại để phân loại bệnh bạch cầu dựa trên hệ thống của 

Tổ chức Y tế Thế giới (WHO) năm 2016 (Phân loại Bệnh bạch cầu). Phân loại 

của WHO dựa trên sự kết hợp của các đặc điểm lâm sàng, hình thái học, miễn 

dịch và di truyền [21].  

Bệnh bạch cầu thường được phân loại dựa theo: Cấp tính hoặc mạn tính 

dựa trên tỷ lệ phần trăm của các tế bào non hoặc bạch cầu trong tủy xương hoặc 

máu. Dòng tủy hoặc lympho dựa trên dòng tế bào ác tính. 
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- Bệnh bạch cầu cấp là một nhóm bệnh đặc trưng bởi sự tăng sinh và 

tích lũy trong tủy xương và ở máu ngoại vi của những tế bào tạo máu chưa 

trưởng thành, ác tính (Blast). Những tế bào này sẽ dần dần thay thế và ức chế 

quá trình trưởng thành và phát triển của các dòng tế bào bình thường trong 

tủy xương. Chúng được chia hai nhóm chính: Bệnh bạch cầu cấp dòng tủy 

(Acute myeloid Leukemia - AML) và Bệnh bạch cầu cấp dòng lympho (Acute 

lymphoid Leukemia - ALL) [22]. 

+ Bệnh bạch cầu cấp dòng tủy: có một số thể phụ và u tiền thân được 

phân biệt với nhau bởi hình thái học, miễn dịch học, hóa mô học và bất thường 

di truyền của WHO năm 2016 tất cả đều có ý nghĩa quan trọng đối với tiên 

lượng và điều trị. Bảy lớp được mô tả trong phân loại của WHO năm 2016, bao 

gồm [23]:  

 AML có kèm theo bất thường vật chất di truyền tái diễn. 

 AML có liên quan với hội chứng rối loạn sinh tủy xương 

(AML-MRC). 

 AML có liên quan đến trị liệu (t-AML). 

 AML không xếp loại được theo các cách khác (NOS). 

 Sarcoma tủy. 

 Tăng sinh dòng tủy có liên quan đến hội chứng Down. 

 Tân sản tế bào tua non dạng tương bào. 

Tiêu chuẩn hình thái học từ hệ thống phân loại Pháp-Mỹ-Anh (FAB) trước 

đây được sử dụng cho các phân nhóm không được quy định khác (NOS). 

+ Bệnh bạch cầu cấp dòng lympho [23]: 

 Bệnh bạch cầu cấp dòng tế bào lympho B. 

 Bệnh bạch cầu cấp dòng tế bào lympho T. 

 Thể đề xuất bổ sung: bệnh bạch cầu cấp dòng tế bào lympho NK. 
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- Bệnh bạch cầu mạn là sự tăng sinh của các tế bào trưởng thành hơn 

hoặc đã biệt hóa. Chia thành hai nhóm chính: Bệnh bạch cầu mạn dòng tủy 

(CML) và Bệnh bạch cầu mạn dòng lympho (CLL). 

Vào năm 2023, Hiệp hội Ung thư Hoa Kỳ ước tính sự phân bố các trường 

hợp mới ở Hoa Kỳ theo loại bệnh bạch cầu như sau [22]: 

+ Bệnh bạch cầu cấp dòng tủy: 34%. 

+ Bệnh bạch cầu cấp dòng lympho: 11%. 

+ Bệnh bạch cầu mạn dòng tủy: 15%. 

+ Bệnh bạch cầu mạn dòng lympho: 31%. 

+ Các bệnh bạch cầu khác: 9%. 

1.1.4. Các phương pháp điều trị 

Điều trị bệnh bạch cầu phụ thuộc vào dạng ung thư, giai đoạn của ung 

thư. Một số dạng bệnh bạch cầu phát triển chậm và chưa cần điều trị ngay lập 

tức. Mục đích tiêu diệt tối đa các tế bào ác tính để đạt lui bệnh hoàn toàn và 

tránh tái phát [24]. 

- Hóa trị: sử dụng thuốc để tiêu diệt tối đa và ngăn chặn sự phát triển của 

các tế bào ung thư trong cơ thể, đồng thời bảo tồn và hỗ trợ mô tạo máu phục 

hồi. Có thể dùng một loại thuốc duy nhất hoặc kết hợp các loại thuốc khác nhau. 

Cơ chế tác động của thuốc sẽ ngăn cản quá trình nhân lên của tế bào ở những 

giai đoạn khác nhau của quá trình phân bào. 

- Xạ trị: sử dụng bức xạ năng lượng cao để tiêu diệt tế bào ung thư và ức 

chế sự phát triển của chúng. Bức xạ có thể được áp dụng cho một vùng hoặc 

toàn bộ cơ thể. 

- Ghép tế bào gốc thay thế tủy xương bị bệnh bằng tủy xương khỏe mạnh 

tự thân hoặc đồng loài. Các tế bào gốc có thể được thu thập từ tủy xương, máu 

ngoại vi hoặc máu cuống rốn [25].  
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- Liệu pháp miễn dịch: là sử dụng hệ thống miễn dịch để chống lại ung 

thư. Liệu pháp miễn dịch có thể giúp cơ thể tạo ra nhiều tế bào miễn dịch hơn 

hoặc giúp các tế bào miễn dịch hiện có tìm và tiêu diệt tế bào ung thư [26].  

- Liệu pháp nhắm mục tiêu: phương pháp điều trị ung thư này nhắm vào 

những thay đổi hoặc đột biến di truyền biến các tế bào khỏe mạnh thành các tế 

bào bất thường. 

- Một hướng tiếp cận mới là liệu pháp sử dụng tế bào T mang thụ thể 

kháng nguyên khảm CAR. Liệu pháp CAR-T thành công nhất hiện nay là các 

cấu trúc CAR nhận biết thụ thể CD19. Khi tổng hợp các kết quả của 11 thử 

nghiệm lâm sàng sử dụng liệu pháp CAR-T kháng CD19, Lorentzen và đồng 

tác giả đã thấy có đến 60/72 (83%) bệnh nhân ALL đã thuyên giảm hoàn toàn 

bệnh [27]. So với thuốc sinh học đặc trị như kháng thể đơn dòng, liệu pháp 

CAR-T cũng có khả năng trị liệu trúng đích, nhưng vượt trội về tính hiệu quả. 

Đối với ALL, liệu pháp CAR-T hiệu quả ngay cả trong các ca đã kháng hóa trị, 

xạ trị hay đã di căn. Đặc biệt, tế bào CAR-T có thể tự tăng sinh và tồn tại lâu 

dài trong cơ thể để diệt các tế bào ung thư tái phát (nguyên nhân chính khiến 

trị liệu ung thư hiện nay thất bại) [28]. Năm 2015 nghiên cứu của Porter D. L 

và cộng sự báo cáo kết quả thử nghiệm ban đầu bằng cách sử dụng tế bào CAR-

T để điều trị cho 14 bệnh nhân mắc bệnh bạch cầu lympho mạn tính tái phát và 

khó chữa cho thấy sự tăng sinh in vivo của các tế bào CAR T tương quan với 

các phản ứng lâm sàng và các tế bào CAR-T vẫn tồn tại và duy trì chức năng 

sau 4 năm ở hai bệnh nhân đầu tiên đạt được lui bệnh hoàn toàn [29]. Nghiên 

cứu của Magnani C. F và cộng sự 2020 cho thấy sự tăng sinh tế bào CAR-T đã 

đạt được ở phần lớn bệnh nhân. Tế bào CAR-T có thể đo được bằng PCR sao 

chép gen chuyển lên đến 10 tháng [30].  

 



11 

1.2. LIỆU PHÁP TẾ BÀO CAR-T  

1.2.1 Tổng quan về liệu pháp tế bào CAR-T 

1.2.1.1. Lịch sử hình thành và phát triển của liệu pháp tế bào CAR-T 

Năm 1989 Eshhar Z. và cộng sự lần đầu tiên tạo ra gen thụ thể khảm của 

tế bào T (chimeric TCR gene). Gen này có thể được biểu hiện ở tế bào T người 

và cho phép tế bào này nhận diện và phản ứng với các kháng nguyên đích với 

độ đặc hiệu cao, tương tự như phản ứng kháng nguyên - kháng thể. Năm 1993, 

nhằm kết hợp lợi ích từ tính đặc hiệu của kháng thể và hoạt động gây độc tế 

bào của tế bào T CD8+, Eshhar đã nối vùng biến thiên đơn chuỗi (single chain 

variable region, scFv) của một phân tử kháng thể với vùng hằng định của thụ 

thể tế bào T (thường là chuỗi zeta của phức hợp TCR/CD3). Nhờ đó, Eshhar 

đã xây dựng được gen thụ thể dạng khảm (chimeric receptor gene) trên tế bào 

T và kích thích chúng biểu hiện thành “scFvRζ T cells” (được cho là tế bào 

CAR-T thế hệ đầu tiên). Tuy nhiên, công nghệ này chỉ đạt được những lợi ích 

hạn chế trong thử nghiệm lâm sàng do không thể gia tăng lượng tế bào khi tiếp 

xúc lặp lại nhiều lần với kháng nguyên. Vì thế, tế bào CAR-T thế hệ thứ hai đã 

được phát triển bằng cách gắn thêm một phân tử đồng kích thích CD28 hoặc 4-

1BB vào giữa scFv và chuỗi CD3ζ. Việc gắn thêm này đã giúp kích hoạt tế bào 

T một cách bền vững, từ đó tăng tiết cytokin và khuếch đại sự tăng sinh tế bào 

khi tiếp xúc lặp lại với kháng nguyên [31].  

Năm 2003 đánh dấu sự khởi đầu của tế bào CAR-T nhắm đến thụ thể 

CD19 trên tế bào lympho B. Sadelain M. và cộng sự lần đầu tiên chỉ ra rằng tế 

bào CAR-T nhắm đích kháng nguyên CD19 có khả năng diệt trừ tế bào B ác 

tính trên mô hình chuột mang đột biến SCID/Beige. Ngoài ra, đồng cảm ứng 

bằng kháng nguyên CD80 và phân tử IL-15 cũng tăng sự phát triển của tế bào 

CAR-T và khả năng diệt tế bào ác tính [32]. Vào năm 2009, quy trình công 

nghệ sản xuất tế bào CAR-T nhắm đích kháng nguyên CD19 lần đầu tiên được 

công bố; dựa vào đó, thử nghiệm lâm sàng giai đoạn 1 đã được tiến hành trên 
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các bệnh nhân mắc bệnh bạch cầu mạn dòng lympho (CLL) và bệnh bạch cầu 

cấp dòng lympho (ALL). Kết quả của cuộc thử nghiệm lâm sàng này lần đầu 

được công bố vào năm 2013, chỉ ra sự thuyên giảm bệnh đáng kể của những 

bệnh nhân tham gia, đặc biệt là trên những bệnh nhân trưởng thành mắc bệnh 

ALL [33]. Dựa vào những kết quả nghiên cứu trên, liệu pháp sử dụng tế bào 

CAR-T nhắm đích CD19 được Cục Quản lý Dược và Thực phẩm Mỹ (FDA) 

công nhận là một bước đột phá, mở đường cho nhiều nghiên cứu và tiến bộ 

trong lĩnh vực này. Đến năm 2017, FDA đã cho phép dùng liệu pháp tế bào 

CAR-T trong chữa trị bệnh ALL ở người lớn và trẻ em [34], [35]. 

Từ khía cạnh miễn dịch học, các tế bào ung thư xuất phát từ các tế bào 

tự thân bị biến đổi mà thoát khỏi các cơ chế điều hoà phát triển bình thường 

của cơ thể. Việc nhận dạng và tấn công các tế bào ung thư của hệ thống miễn 

dịch cũng như sự trốn thoát của tế bào ung thư xảy ra theo ba giai đoạn [36]: 

- Giai đoạn một là các tế bào ung thư được nhận dạng bởi hệ thống miễn 

dịch thông qua các kháng nguyên khối u và bị tiêu diệt. 

- Giai đoạn hai là các tế bào ung thư tìm cách cân bằng nhờ việc duy trì sự 

tăng sinh và nhân rộng được kiểm soát bởi đáp ứng miễn dịch thích nghi. 

- Giai đoạn ba là sự trốn thoát của các tế bào ung thư khỏi sự kiểm soát 

của hệ thống miễn dịch nhờ tích luỹ thêm các đột biến làm cho các tế bào ung 

thư trở nên bất tử và di căn. 

Các tế bào lympho T sở hữu thụ thể tế bào T đặc hiệu, nhạy cảm và liên 

tục tìm kiếm các tín hiệu ung thư, qua đó kích thích đáp ứng miễn dịch liên tiếp 

khi xác định được các kháng nguyên ung thư. Tuy nhiên, tế bào T thông thường 

chỉ có thể tấn công yếu ớt hoặc không thể chống lại tế bào ung thư đã bị biến 

đổi do: tính sinh miễn dịch yếu, không biểu hiện kiểu hình rõ ràng và khả năng 

tương tác và ức chế đáp ứng miễn dịch cao của các tế bào biến đổi. Do vậy thụ 

thể kháng nguyên dạng khảm (Chimeric Antigen Receptors - CARs) đã được 

phát triển để kích thích và hoạt hoá đáp ứng của tế bào T chống lại tế bào ung 
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thư [37]. Tế bào CAR-T có tiềm năng chống lại các bệnh ung thư máu. Hàng 

loạt các thử nghiệm lâm sàng sử dụng CAR-T CD19 cho thấy tỷ lệ đáp ứng từ 

50-90% đối với ung thư tế bào lympho B không kiểm soát được bằng các liệu 

pháp thông thường [38], [39], [40].  

Kể từ tháng 10 năm 2021, có bốn sản phẩm CAR-T hiện đã được phê 

duyệt dành cho bệnh u lympho không Hodgkin (NHL), hai sản phẩm dành cho 

bệnh bạch cầu nguyên bào lympho cấp tính tế bào B (B-ALL) và một sản phẩm 

dành cho bệnh đa u tủy (MM) [41]. 

Hiện nay, tế bào CAR-T được sử dụng rộng rãi trong liệu pháp miễn dịch 

tế bào cho các khối u khác nhau. Theo thống kê, hơn 300 thử nghiệm lâm sàng 

về liệu pháp tế bào CAR-T đã được nhiều cơ quan quản lý dược phẩm quốc gia 

phê duyệt, bao gồm cả FDA của Hoa Kỳ. Trong việc phát triển liệu pháp tế bào 

CAR-T, Trung Quốc và Hoa Kỳ là những nước tiên phong. Trên toàn cầu, số 

lượng nghiên cứu lâm sàng về điều trị bằng tế bào CAR-T đang tăng lên đáng 

kể trong hai thập kỷ qua. Cho đến năm 2022, có 377 thử nghiệm lâm sàng ở 

Hoa Kỳ  và 636 thử nghiệm ở Trung Quốc trong khi Châu Âu chỉ có 58 thử 

nghiệm vẫn kém xa hai quốc gia dẫn đầu này [42].  Các thử nghiệm lâm sàng 

nhắm vào CD19 chiếm hơn 40% số thử nghiệm tế bào CAR-T ở Hoa Kỳ [43].  

1.2.1.2. Các thế hệ tế bào CAR-T 

Các thế hệ tế bào CAR-T được phát triển gồm có:  

- Tế bào CAR-T thế hệ thứ nhất 

Tế bào CAR-T thế hệ thứ nhất được phát triển đầu tiên năm 1993, có đặc 

điểm nổi bật là sử dụng chuỗi CD3ζ làm tín hiệu nội bào. Tuy nhiên, thiết kế 

này khiến tế bào CAR-T thiếu các phân tử có giá trị nên không thể sản xuất đủ 

IL-2 cần thiết để duy trì hoạt động diệt tế bào ung thư. Vì vậy, việc sử dụng thế 

hệ này trong điều trị thường yêu cầu bổ sung IL-2 ngoại sinh. Hầu hết các 

nghiên cứu sử dụng CAR-T thế hệ đầu đều không đạt được kết quả như mong 

đợi [44], [45].  
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-Tế bào CAR-T thế hệ thứ hai 

Đặc trưng của thế hệ thứ hai là sử dụng tín hiệu kép cho việc hoạt hóa tế 

bào. Ngoài các miền CD3ζ nội bào, tế bào CAR-T thế hệ thứ hai còn mang các 

phân tử đồng kích thích như CD28, CD134 (OX-40) hoặc CD137 (4-1BB) giúp 

tăng cường kích hoạt tế bào T, tăng sinh, sống sót và sản xuất cytokin. Các sản 

phẩm được FDA phê chuẩn hiện có trên thị trường đều là tế bào CAR-T thế hệ 

thứ 2. Các liệu pháp tế bào CAR-T thế hệ thứ 2 nhắm vào CD19 hiện đang 

được đưa vào thực hành lâm sàng và được phát hiện là có hiệu quả cao chống 

lại các khối u ác tính của tế bào B [44].  

 

Hình 1. 1. Các thế hệ của công nghệ tế bào CAR-T  

* Nguồn: theo Chen L. và cộng sự (2022) [45] 

- Tế bào CAR-T thế hệ thứ ba 

Tế bào CAR-T thế hệ thứ ba được tạo ra bằng cách sử dụng đồng thời 

nhiều vùng đồng kích thích. Trong số các cấu trúc khác nhau của các sản phẩm 

tế bào CAR-T thế hệ thứ 3, tế bào CAR-T dựa trên CD3ζ-CD28-4-1BB hiện là 

cấu trúc được sử dụng phổ biến nhất, với mục đích tăng cường hơn nữa khả 

năng bài tiết cytokin và khả năng diệt tế bào ung thư. Tuy nhiên, do kích hoạt 

quá mức nhiều tín hiệu qua trung gian là các phân tử đồng kích thích nên tế bào 
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CAR-T thế hệ thứ 3 có tỷ lệ tác dụng phụ nghiêm trọng cao hơn và sự cạn kiệt 

tế bào CAR-T nhanh hơn so với tế bào CAR-T thế hệ thứ 2 [45]. 

- Tế bào CAR-T thế hệ thứ tư 

 CAR thế hệ thứ tư, còn gọi là tế bào T được chuyển hướng để tiêu diệt 

phổ biến qua trung gian cytokin, bổ sung các gen mã hóa cytokin để tăng cường 

tác dụng diệt tế bào ung thư bằng cách tiết ra các cytokin gây viêm. Ngoài sự 

thay đổi về miền tín hiệu nội bào thì về cơ bản CAR-T thế hệ thứ tư giống với 

cấu trúc của tế bào CAR-T thế hệ thứ 2. Kết hợp thêm yếu tố hạt nhân của tế 

bào T được kích hoạt (NFAT- nuclear factor of activated T cells) có các chất 

biến đổi miễn dịch chuyển gen như cytokin (IL-2, IL-5, IL-12, IFN-γ). NFAT 

được xây dựng thành các yếu tố phiên mã để điều chỉnh sự biểu hiện cảm ứng 

hoặc cấu thành của protein chuyển gen và việc đưa chúng đến vị trí khối u mục 

tiêu khi kích hoạt tế bào CAR-T, do đó tạo ra vi môi trường khối u thuận lợi 

hơn cho các phản ứng miễn dịch [44].  

- Tế bào CAR-T thế hệ thứ 5 

 Cấu trúc tế bào CAR-T liên tục được cải tiến, tế bào CAR-T thế hệ thứ 

năm, hay 'thế hệ tiếp theo', cũng dựa trên thế hệ CAR-T thứ hai, với việc bổ 

sung các miền nội bào của các thụ thể cytokin (ví dụ: đoạn chuỗi IL-2Rβ). Thế 

hệ này bao gồm các tế bào CAR-T thông thường được cải tiến đáng kể, là các 

CAR-T đơn trị nhắm mục tiêu riêng vào một kháng nguyên cụ thể, cũng như 

các CAR-T tiên tiến vượt xa các CAR thông thường bằng cách kết hợp các cấu 

trúc bổ sung vào CAR truyền thống để nhận biết nhiều hơn một kháng nguyên 

hoặc các mục tiêu mật độ kháng nguyên thấp [44], [45]. 

1.2.2. Độc tính của liệu pháp tế bào CAR-T với cơ thể 

1.2.2.1. Hội chứng giải phóng cytokin và nhiễm độc thần kinh  

Độc tính phổ biến nhất của liệu pháp tế bào CAR-T là hội chứng giải 

phóng cytokin (CRS - Cytokine release syndrome), là một phản ứng viêm 

toàn thân qua trung gian là sự hoạt động quá mức của các tế bào tác động và 
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một lượng lớn cytokin. CRS với tỷ lệ mắc là 42 - 100% và 0 - 46% bệnh 

nhân bị CRS nặng sau khi truyền tế bào CAR-T. Các tế bào CAR-T cũng có 

thể kích hoạt tế bào miễn dịch bên ngoài như đại thực bào, từ đó giải phóng 

các cytokin gây viêm và góp phần vào sinh lý bệnh của CRS. CRS thường 

biểu hiện với các triệu chứng sốt, đau cơ, căng cứng, mệt mỏi và chán ăn 

nhưng có thể dẫn đến đa cơ rối loạn chức năng trong những trường hợp 

nghiêm trọng hơn [46], [47].  

Hội chứng nhiễm độc thần kinh liên quan đến tế bào hiệu ứng miễn dịch 

(ICANS - Immune Effector Cell-Associated Neurotoxicity Syndrome) là độc 

tính cấp tính phổ biến thứ hai được quan sát thấy với liệu pháp tế bào CAR-T, 

với tỷ lệ mắc từ 2% đến 64% đối với ICANS mọi cấp độ và 0 - 50% đối với 

ICANS nặng. Sinh lý bệnh của ICANS ít được hiểu rõ hơn CRS. ICANS có 

liên quan chặt chẽ với CRS, luôn xảy ra và đạt cực đại vài ngày sau CRS 

mặc dù một số trường hợp hiếm khi xảy ra độc lập. Như CRS, cytokin, 

chemokin, và mức độ tăng sinh của tế bào CAR-T có liên quan đến mức độ 

nghiêm trọng của nhiễm độc thần kinh. Ở trạng thái viêm, tính toàn vẹn của hàng 

rào máu não bị phá vỡ, gây ra một loạt phản ứng sinh lý bệnh trong não. Có vẻ 

như sự kích hoạt nội mô mạch máu não và sự phá vỡ hàng rào máu não xảy ra 

khi bắt đầu ICANS. Nếu không có chức năng rào cản của hàng rào máu não, một 

lượng lớn tế bào miễn dịch và cytokin sẽ xâm nhập vào hệ thần kinh trung 

ương. Cùng với các tế bào tiền viêm thường trú được kích hoạt, các tế bào miễn 

dịch đã xâm nhập làm trầm trọng thêm dòng viêm trong hệ thần kinh trung ương, 

gây ra phù não, huyết khối, tan máu và các triệu chứng tâm thần kinh khác được 

quan sát thấy trong ICANS. ICANS chủ yếu được quản lý bằng cách chăm sóc 

hỗ trợ cho bệnh nhân độc tính nhẹ và corticosteroid thường được sử dụng cho 

các trường hợp nặng hơn [46]. 
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Liệu pháp tế bào CAR-T cũng đi kèm với một số tác dụng phụ nguy hiểm 

khác [47], [48]: 

- Hội chứng ly giải khối u: số lượng tế bào ung thư chết hàng loạt làm 

rối loạn các chuyển hoá trong cơ thể.  

- Tác dụng lên tế bào chủ và lạc đích: trong một số trường hợp, loại 

kháng nguyên được sử dụng làm mục tiêu tấn công của tế bào CAR-T cũng có 

biểu hiện trong một vài loại tế bào bình thường. Vì vậy chúng trở thành đối 

tượng bị tiêu diệt. 

1.2.2.2. Nguy cơ cơ thể sinh miễn dịch với chính liệu pháp tế bào CAR-T 

 Một số yếu tố nguy cơ sinh miễn dịch đã được xác định [47], [49]:   

- Các cấu trúc có bản chất không phải của con người hoặc một phần con 

người của miền ngoại bào của cấu trúc CAR.  

- Bản chất kết hợp của cấu trúc CAR khi scFv là một vùng của một protein 

lớn hơn bao gồm xuyên màng và một hoặc nhiều lĩnh vực tín hiệu nội bào. 

- Sự hiện diện của trình tự cấu trúc chưa trưởng thành không phải của 

con người trong trình liên kết với các miền khác nhau của cấu trúc CAR. 

- Sự hiện diện của trình tự mầm không phải của con người trong các miền 

được giới thiệu trên cấu trúc CAR-T, bao gồm miền tự sát. 

- Sự hiện diện tiềm tàng của các protein virus và các yếu tố không phải 

của con người còn sót lại. 

- Các yếu tố liên quan đến việc xóa, chỉnh sửa gen và lỗi trong biểu hiện gen. 

* Đáp ứng miễn dịch dịch thể với liệu pháp tế bào CAR-T 

Đáp ứng với việc sử dụng CAR-Ts mang vùng CAR ngoại bào không có 

nguồn gốc con người, chẳng hạn như scFv có nguồn gốc từ protein kháng thể 

đơn dòng của chuột. Các đáp ứng miễn dịch đối với scFv cũng có thể được tạo 

ra, tương tự như các đáp ứng kháng thể kháng thuốc trung hòa [49]. 

Đáp ứng kháng thể kháng CAR-T đã được báo cáo trong một nghiên cứu 

với các tế bào T được thiết kế để biểu hiện vùng CAR đặc hiệu của thụ thể 
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folate (FR: Folate receptor) dựa trên kháng thể kháng FR của chuột. Các tế bào 

CAR-T đặc hiệu FR được phát triển để điều trị ung thư buồng trứng di căn [50]. 

* Đáp ứng miễn dịch tế bào chống lại liệu pháp CAR-T 

Ngoài miễn dịch dịch thể, có một số bằng chứng mạnh mẽ được đưa ra 

về việc kích thích phản ứng miễn dịch tế bào chống lại tế bào CAR-T. Các liệu 

pháp CAR-T tự thân đặc hiệu với CD20 và CD19 đã được phát triển để điều trị 

u lympho thể nang tái phát hoặc kháng trị [49].  

Bằng cách áp dụng phương pháp qPCR, người ta xác định được rằng 

tế bào CAR-T lưu hành đã giảm đáng kể sau một thời gian ngắn, thường là 

từ 24 giờ đến 7 ngày sau khi truyền. Để điều tra lý do khiến tế bào CAR-T 

giảm nhanh chóng, tế bào đơn nhân máu ngoại vi của bệnh nhân được đánh 

giá về sự hiện diện của đáp ứng miễn dịch tế bào trước và sau khi điều trị. 

Hoạt tính chống CAR-T đặc hiệu gây độc tế bào được đánh giá bằng cách sử 

dụng xét nghiệm giải phóng Chromium 51 (51Cr), cho thấy sự hiện diện của 

các tế bào cảm ứng chức năng trong máu được thu thập từ bệnh nhân đã được 

điều trị [50]. 

1.2.2.3. Ảnh hưởng của miễn dịch dịch thể và tế bào 

Sự thành công của điều trị CAR-T phụ thuộc rất nhiều vào sự tồn tại của 

các tế bào CAR-T trong hệ thống tuần hoàn. Thường thì sự thanh lọc nhanh 

chóng của các tế bào CAR-T khỏi tuần hoàn có liên quan đến sự phát triển của 

miễn dịch dịch thể hoặc tế bào đặc hiệu chống lại CAR-T. Một phản ứng miễn 

dịch mạnh mẽ sẽ làm giảm các tế bào CAR-T xuống dưới mức phát hiện trong 

vòng 18-34 ngày sau khi truyền lặp lại [50]. 

1.2.3. Ứng dụng liệu pháp tế bào CAR-T trong điều trị bệnh bạch cầu  

1.2.3.1. Quy trình sản xuất tế bào CAR-T  

- Thu nhận tế bào đơn nhân từ máu ngoại vi: 

Bước đầu tiên trong quy trình sản xuất tế bào CAR-T tự thân là thu nhận 

tế bào máu đơn nhân từ máu ngoại vi của bệnh nhân, thường sử dụng 
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leukapheresis. Máu ngoại vi được lấy ra khỏi người bệnh để thu nhận tế bào 

miễn dịch chứa tế bào T, các thành phần còn lại được đưa trở lại hệ thống lưu 

thông máu của bệnh nhân [51]. 

- Hoạt hóa tế bào T: 

Có thể sử dụng các tế bào trình diện kháng nguyên dòng tuỷ như tế bào 

tua để hoạt hoá tế bào T hoặc sử dụng tế bào trình diện kháng nguyên nhân tạo 

như dòng tế bào bệnh bạch cầu dòng tuỷ K562 làm tế bào nuôi giúp hoạt hoá 

tế bào T. 

Phương pháp đơn giản và phổ biến để hoạt hoá tế bào T là sử dụng kháng 

thể đơn dòng kháng CD3 và CD28. Những kháng thể này được phủ lên đĩa nuôi 

cấy hoặc được gắn với hạt từ hoặc tồn tại dưới dạng chất nền cấu trúc nano [51]. 

- Chuyển nạp gen và tăng sinh tế bào T: 

Tế bào T sau đó được chuyển nạp gen mã hoá cho CAR và nhân lên 

trong một vài ngày cho đến hàng tuần. Mục đích của bước này là tạo ra lượng 

lớn tế bào CAR-T (1011 tế bào) để khi tiêm trở lại bệnh nhân. Mặc dù các hệ 

thống nuôi cấy tĩnh (đĩa và các chai nuôi cấy) được sử dụng rất phổ biến trong 

các phòng thí nghiệm, nhưng chúng thường đắt và khó đạt được lượng lớn tế 

bào, do đó cần các lò phản ứng sinh học với khả năng nuôi cấy quy mô lớn và 

ưu việt hơn. 

Các hệ thống nuôi cấy đa nhiệm, bao gồm hoạt hoá, chuyển nạp, nuôi 

dưỡng, tăng sinh, rửa và thu hoạch tế bào trong một quy trình khép kín và tự 

động hoá sẽ làm giảm được các rủi ro về nhiễm trùng và giảm tổng chi phí vận 

hành trong phòng thí nghiệm và nguyên vật liệu. Hãng Miltenyi Biotec đã phát 

triển một hệ thống nuôi cấy khép kín và tự động bởi gọi là CliniMACS 

ProdigyTM chỉ cần 7 đến 14 ngày để tăng sinh đủ số lượng tế bào CAR-T cần 

tiêm cho bệnh nhân. 

Mặc dù tế bào T nhân lên tốt in vitro, nhưng cần cân bằng giữa số lượng 

tế bào tối đa khi tăng sinh với khả năng biệt hoá bởi vì điều này làm tế bào T 
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già đi và có tuổi thọ ngắn trong cơ thể sau khi truyền. Các cơ sở lâm sàng khác 

nhau sử dụng các cytokin khác nhau như IL-2, IL-7 và IL-15 [52]. Tuy nhiên, 

vai trò kép của IL-2 là tăng sinh cả tế bào T thường và tế bào T điều hoà thì có 

thể không tốt cho mục đích sử dụng CAR-T trong điều trị ung thư. 

 

Hình 1. 2. Quy trình sản xuất CAR-T trong lâm sàng  

* Nguồn: theo Tallantyre E. và cộng sự (2021) [53] 

- Truyền tế bào CAR-T trở lại bệnh nhân: 

Các tế bào CAR-T sau khi vượt qua được các đánh giá và kiểm tra chất 

lượng sẽ được truyền cho bệnh nhân. Liều lượng của tế bào CAR-T, bao gồm 

liều tế bào tối ưu, số liều truyền và thời gian truyền biến đổi tuỳ quy trình được 

thiết lập ở các trung tâm lâm sàng. Số lượng tế bào CAR-T đạt đỉnh trong 

khoảng 1 đến 2 tuần sau khi truyền. Mức độ tăng sinh và tồn tại của tế bào 

CAR-T là một trong những yếu tố quan trọng để đánh giá hiểu quả của liệu 

pháp CAR-T. 
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1.2.3.2. Các nghiên cứu ứng dụng liệu pháp tế bào CAR-T  

Các thử nghiệm lâm sàng tế bào CAR-T điều trị bệnh bạch cầu đều tập 

trung nhắm đích là thụ thể CD19. CD19 là kháng nguyên lý tưởng do nó được 

biểu hiện mạnh trên bề mặt tất cả các tế bào B nhưng lại không biểu hiện trong 

tế bào gốc tạo máu [54]. Hàng loạt các thử nghiệm lâm sàng sử dụng CAR-T 

CD19 cho thấy tỷ lệ đáp ứng từ 50 - 90% đối với ung thư tế bào lympho B 

không kiểm soát được bằng các liệu pháp thông thường [38], [39], [40]. 

Hai liệu pháp CAR-T CD19 điều trị ALL đã được FDA thông qua là 

Kymriah và Yescarta. Kymriah được chỉ định cho bệnh nhi và thanh niên mắc 

bệnh bạch cầu lympho B cấp tính. Yescarta được chỉ định cho bệnh nhân trưởng 

thành mắc ung thư lymphoma tế bào B lớn. Tỷ lệ đáp ứng của bệnh nhân với 

hai liệu pháp điều trị trên ở mức cao: 83% bệnh nhân có dấu hiệu thuyên giảm 

chỉ với một lần tiêm Kymriah trong khi, tỷ lệ đáp ứng với liệu pháp Yescarta 

là 72% [55]. 

Năm 2020 nghiên cứu của Wang M. và cộng sự về liệu pháp sử dụng 

tế bào CAR-T KTE-X19 cho 68 bệnh nhân u lympho tế bào vỏ tái phát hoặc 

khó điều trị thì thấy 57% bệnh nhân phân tích hiệu quả ban đầu đã thuyên 

giảm lâu dài. Sau 12 tháng, ước tính tỷ lệ sống không tiến triển bệnh 61%. 

Tuy nhiên, hội chứng giải phóng cytokin độ 3 trở lên và các biến chứng thần 

kinh xảy ra lần lượt ở 15% và 31% bệnh nhân; không có trường hợp nào tử 

vong [56]. Ramos C. A. và cộng sự đã nghiên cứu điều trị liệu pháp tế bào 

CAR-T CD30 trên 41 bệnh nhân u lympho Hodgkin. Kết quả cho thấy hội 

chứng giải phóng cytokin được quan sát thấy ở 10 bệnh nhân và tất cả đều là 

độ 1. Không quan sát thấy độc tính thần kinh. Với thời gian theo dõi trung 

bình là 533 ngày, tỷ lệ sống không bệnh tiến triển trong 1 năm và tỷ lệ sống 

toàn bộ cho tất cả các bệnh nhân được đánh giá lần lượt là 36% và 94% [57].  

Năm 2021, nghiên cứu của Mei H. và cộng sự đã xây dựng một liệu 

pháp CAR-T BM38 đặc hiệu kép được nhân bản hóa nhắm mục tiêu BCMA 
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và CD38 ở 23 bệnh nhân bị đa u tủy xương tái phát và kháng trị được truyền 

CAR-T BM38 trong thử nghiệm giai đoạn I. Kết quả cho thấy CAR-T BM38 

đặc hiệu kép là khả thi, an toàn và hiệu quả ở bệnh nhân đa u tủy xương tái 

phát và kháng trị. Trong thử nghiệm pha I, hội chứng giải phóng cytokin xảy 

ra ở 20 bệnh nhân (87%) và chủ yếu là độ 1-2 (65%). Độc tính huyết học là 

phổ biến, bao gồm giảm bạch cầu trung tính ở 96% bệnh nhân, giảm bạch cầu 

ở 87%, thiếu máu ở 43% và giảm tiểu cầu ở 61% bệnh nhân. Thời gian sống 

không bệnh tiến triển trung bình là 17,2 tháng. Đáng chú ý, các tế bào BM38 

CAR-Ts có thể được phát hiện ở 77,8% bệnh nhân được đánh giá sau 9 tháng 

và 62,2% sau 12 tháng [58].  

Năm 2022, một nghiên cứu về liệu pháp tế bào CAR-T kháng CD19 

có tiềm năng cho các ứng dụng lâm sàng rộng rãi. Nghiên cứu này cho thấy 

hiệu quả và độ an toàn của nó trong điều trị bệnh bạch cầu cấp dòng lympho 

tái phát hoặc kháng trị và u lympho không Hodgkin (NHL). Tỷ lệ lui bệnh 

hoàn toàn là 80% và tỷ lệ sống sót sau 1 năm là 51%. Tỷ lệ hội chứng giải 

phóng cytokin là 69% và hội chứng nhiễm độc thần kinh liên quan đến tế 

bào tác nhân miễn dịch là 8%. Đối với liệu pháp tế bào CAR-T có sẵn, tỷ lệ 

lui bệnh hoàn toàn đối với ALL là 70% và đối với u lympho không Hodgkin 

là 52% [59].  

Năm 2023, một nghiên cứu tổng hợp của Yu M. và cộng sự về hiệu quả 

của liệu pháp CAR-T kháng CD19 ở những bệnh nhân mắc bệnh u lympho 

không Hodgkin tế bào B (B-NHL) và bệnh bạch cầu cấp tế bào B (B-ALL). 

Trong số 260 bệnh nhân mắc B-NHL, tỷ lệ đáp ứng và lui bệnh hoàn toàn tốt 

nhất gộp chung lần lượt là 77% và 52%. Trong 159 bệnh nhân mắc B-ALL, tỷ  

lệ lui bệnh hoàn toàn là 92% và tỷ lệ sống sót sau 12 tháng và tỷ lệ sống sót 

không tiến triển gộp chung là 65,0% và 73,0% tương ứng. Nghiên cứu này 

chứng minh tính an toàn và hiệu quả lâm sàng của các liệu pháp tế bào CAR-T 

nhắm mục tiêu kép trong các khối u ác tính của tế bào B. Hơn nữa, cần có các 
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thử nghiệm ngẫu nhiên có đối chứng được thiết kế tốt để thiết lập vai trò của 

liệu pháp tế bào CAR-T nhắm mục tiêu kép ở những bệnh nhân có khối u ác 

tính tế bào B [60]. 

* Các nghiên cứu thử nghiệm tiền lâm sàng của liệu pháp tế bào CAR-T  

- Tạo mô hình ung thư máu trên chuột thiếu hụt miễn dịch: 

Một loạt các khối u tế bào máu ác tính có thể phát triển được ở chuột 

thiếu hụt miễn dịch. Khả năng sử dụng ghép dị loài ung thư ác tính từ tế bào 

máu người, để đánh giá hiệu quả điều trị của thuốc tiền lâm sàng [61].  

- Sử dụng Luciferase trên chuột gây bệnh bạch cầu nguyên bào lympho cấp: 

Luciferase đã được sử dụng như một chất chỉ thị hữu ích cho nghiên cứu 

hình ảnh phát quang sinh học cả trên in vitro và in vivo để đánh giá các sự kiện 

sinh học ở các sinh vật khác nhau. Các loại gen luciferase khác nhau đã được 

phát hiện hoặc phát triển, bao gồm đom đóm, Renilla và Vargula luciferase 

[62]. Khả năng theo dõi sự tiến triển của bệnh bạch cầu với các dòng tế bào 

bạch cầu chuyển nạp luciferase được sử dụng để đánh giá hoạt động in vivo của 

các tế bào CAR-T. 

Các loài linh trưởng không phải con người để đánh giá an toàn thì chúng 

có mức độ tương đồng cao hơn với con người so với loài gặm nhấm và tiến 

triển bệnh tương tự trong hệ thống miễn dịch nguyên vẹn. Do đó, các mô hình 

bệnh ở loài linh trưởng khả thi hơn trong việc đánh giá sinh học hạn chế loài 

và phù hợp hơn về mặt lâm sàng để đánh giá độc tính liên quan đến miễn dịch 

và độc tính lâm sàng có khả năng gây tử vong, chẳng hạn như bão cytokin. Ung 

thư ở chó và ung thư ở người có vị trí khối u, kiểu di căn và phản ứng với điều 

trị tương tự nhau, tuy nhiên, các phương pháp điều trị miễn dịch hiệu quả ở chó 

đang tụt hậu so với phương pháp điều trị ở người do thiếu hiểu biết về miễn 

dịch học ở chó. Tương tự như con người, cả tế bào B ác tính và bình thường 

của chó đều biểu hiện CD20 cho phép các tế bào CAR-T nhắm mục tiêu theo 

dòng dõi cụ thể. Tuy nhiên, rituximab không liên kết với CD20 ở chó và do đó 
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không có liệu pháp nhắm mục tiêu CD20 cho chó [63]. Các mô hình này có thể 

được sử dụng để đánh giá hiệu quả điều trị và điều trị thất bại trên các dòng tế 

bào ALL. 

1.2.4. Các phương pháp tăng tính an toàn của liệu pháp tế bào CAR-T trên 

lâm sàng 

1.2.4.1. Các phương pháp làm giảm tác dụng phụ của liệu pháp tế bào CAR-T  

- Chuyển đồng thời 2 cấu trúc CAR vào tế bào T, nhằm nhận biết 2 kháng 

nguyên khác nhau trên tế bào ung thư: một phân tử CAR cung cấp tín hiệu hoạt 

hóa (giống như thế hệ thứ nhất) và phân tử CAR còn lại sẽ cung cấp tín hiệu 

đồng kích thích. Tuy nhiên, hạn chế của phương pháp này là có thể giảm hiệu 

quả điều trị [64]. 

- Cảm ứng biểu hiện CAR thông qua thụ thể NOTCH nhân tạo. Nguyên 

tắc là thụ thể NOTCH nhân tạo trên tế bào CAR-T khi tương tác với 1 kháng 

nguyên đặc hiệu trên tế bào ung thư sẽ cảm ứng sự biểu hiện của cấu trúc CAR. 

Sau đó, phân tử CAR mới sinh sẽ tương tác với kháng nguyên đích và ly giải 

tế bào ung thư [50]. 

- Sử dụng chiến lược gen tự sát trong thiết kế tế bào CAR-T nhằm kiểm 

soát sự tăng sinh của tế bào CAR-T trong cơ thể người bệnh, hạn chế hiện tượng 

“on-target, off-tumor” hay phát sinh các tế bào T ung thư. Gen sự sát được dùng 

phổ biến nhất là HSV-TK (herpes simplex virus thymidine kinase). Khi bổ sung 

ganciclovir (GCV), HSV-TK cùng với các kinase của người sẽ thực hiện quá 

trình phosphoryl hóa GCV tạo GCV-triphosphate, vốn có khả năng kết thúc 

sớm quá trình kéo dài mạch DNA và gây chết tế bào theo chương trình. Gần 

đây, hệ thống iCasp9 đã được chứng minh tính hiệu quả trong thử nghiệm lâm 

sàng cấy ghép tế bào gốc tạo máu.  

1.2.4.2. Các phương pháp làm giảm nguy cơ miễn dịch của liệu pháp CAR-T 

Các chiến lược khác nhau nhằm giảm nguy cơ sinh miễn dịch của điều 

trị CAR-T bao gồm: giảm hàm lượng protein của virus, nhân tính hóa cấu trúc 
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CAR và điều trị hóa trị liệu giảm bạch huyết. Nhân hóa cấu trúc CAR là một 

giải pháp rõ ràng được áp dụng rộng rãi cho phần lớn các phương pháp điều trị 

dựa trên protein đương thời. Việc sử dụng phương pháp điều trị hóa trị liệu 

giảm bạch huyết với Fudarabine và Cyclophosphamide đã được báo cáo rộng 

rãi, đặc biệt đối với thế hệ thứ hai và thứ ba của liệu pháp CAR-T [49]. 

Các tế bào CAR-T có khả năng tạo ra các phản ứng miễn dịch kháng 

CAR cả ở thể dịch và tế bào đối với các thành phần không tự thân của cấu trúc 

CAR hoặc đối với các protein còn sót lại có nguồn gốc từ các vectơ chuyển 

gen, vốn có khả năng gây miễn dịch. Ngược lại, phản ứng này có thể góp phần 

hạn chế hiệu quả và do đó ức chế sự thành công của tế bào CAR T được sử 

dụng sau đó. Hơn nữa, scFv của nhiều CAR hiện đang được phát triển có nguồn 

gốc từ chuột hoặc các kháng thể đơn dòng không phải của con người. Để tránh 

tình trạng tế bào CAR-T bị bất hoạt sớm do phản ứng miễn dịch với scFv có 

nguồn gốc từ chuột, có thể xem xét các sản phẩm tế bào CAR-T thay thế sử 

dụng scFv được nhân bản hóa. Các nghiên cứu ban đầu liên quan đến cấu trúc 

tế bào CAR-T nhắm mục tiêu CD19 được nhân bản hóa đã báo cáo tỷ lệ đáp 

ứng lâm sàng khác nhau, bao gồm cả ở những bệnh nhân tiến triển hoặc tái phát 

sau lần truyền tế bào CAR-T chứa scFv chuột trước đó [65].  

1.2.5. Cytokin và liệu pháp tế bào CAR-T 

Liệu pháp tế bào CAR-T sẽ tạo ra rất nhiều các tác nhân gây độc tế bào 

nhắm vào khối u. Các tế bào CAR-T không hoạt động độc lập trong cơ thể sống 

mà tạo ra sự tương tác qua trung gian cytokin với vi môi trường khối u để có 

hoạt động tối ưu. Để tiêu diệt tế bào ung thư, tế bào CAR-T hoạt động theo cơ 

chế tiêu diệt trực tiếp phụ thuộc vào tiếp xúc hoặc cơ chế gây độc gián tiếp, 

thông qua giải phóng các cytokin tiền viêm hoặc bằng cách tác động lên các tế 

bào khác [66]. Sau khi tương tác gắn kết với kháng nguyên đích trên bề mặt 

khối u, tế bào CAR-T kích hoạt tiết ra các cytokin gây viêm, bao gồm IFN-γ và 
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TNF-α. Bên cạnh đó, các cytokin do tế bào CAR-T sản xuất như TNF-α, IL-2, 

GM-CSF và IFN-γ kích hoạt đại thực bào tiết các cytokin tiền viêm [46].  

Hội chứng giải phòng cytokin (CRS) là kết quả trực tiếp của quá trình 

kích hoạt đồng bộ các tế bào CAR-T gặp các tế bào bạch cầu lympho B biểu 

hiện CD19, và dòng thác tín hiệu cytokin được kích hoạt đầu ra bởi các tế bào 

phản ứng của hệ thống miễn dịch bẩm sinh [67]. Các cytokin liên quan đến 

CRS có thể được sản xuất trực tiếp bởi các tế bào CAR-T được truyền vào hoặc 

các tế bào miễn dịch khác như đại thực bào có thể tạo ra các cytokin để đáp 

ứng với các cytokin được tạo ra bởi các tế bào CAR-T được truyền vào. Nhiều 

loại cytokin bao gồm IL-6, interferon-γ, TNF-α, IL-2, IL-2-thụ thể-α, IL-8 và 

IL-10 đều tăng cao trong huyết thanh của bệnh nhân bị sốt, nhịp tim nhanh, hạ 

huyết áp và các độc tính khác sau khi truyền tế bào CAR-T.  Cytokin điều khiển 

CRS là IL-6, một chất trung gian chính gây viêm. Khi CRS xảy ra, nồng độ IL-

2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α và IFN-γ trong máu tăng lên đáng kể; đặc biệt, IL-

6 song song với mức độ nghiêm trọng của CRS. 

- TNF-α được sản xuất bởi nhiều loại tế bào khác nhau bao gồm đại thực 

bào, bạch cầu đơn nhân, bạch cầu trung tính, tế bào T và tế bào NK [68]. Bên 

cạnh đó sự hoạt hóa tế bào T dẫn đến việc giải phóng TNF-α chịu trách nhiệm 

kích hoạt hệ thống bạch cầu đơn nhân / đại thực bào và liên quan đến sự gia 

tăng đáng kể hội chứng giải phóng cytokin cấp. Đây là một cytokin tiền viêm 

được sản xuất và tiết ra bởi các tế bào lympho gây độc tế bào khi nhận ra mục 

tiêu của khối u, đóng vai trò quan trọng trong liệu pháp miễn dịch điều trị ung 

thư. Khi nhận ra các kháng nguyên khối u, tế bào CAR-T tiết ra các cytokin 

gây viêm, bao gồm IFN-γ và TNF-α, để gây ra hiện tượng chết của tế bào khối 

u, kích thích đại thực bào sản xuất cytokin. Ngoài ra, các đại thực bào có thể 

được kích hoạt bởi các cytokin do tế bào CAR-T sản xuất, chẳng hạn như TNF-

α, IL-2, GM-CSF và IFN-γ [46].  
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Trong khi tế bào CAR-T ly giải khối u thông qua tương tác trực tiếp giữa 

tế bào T và tế bào khối u, thì việc tế bào CAR-T kích hoạt sản xuất cytokin có 

thể tăng cường hơn nữa khả năng chống khối u của chúng [69]. TNF-α là yếu 

tố hoại tử khối u và là một trong những cytokin dồi dào nhất được tiết ra bởi 

các tế bào CAR-T khi xâm nhập khối u. TNF-α là chất trung gian chính của 

quá trình kích hoạt nội mô do tế bào CAR-T gây ra. Mức độ TNF-α tăng cao 

đã được báo cáo ở những bệnh nhân điều trị bằng liệu pháp tế bào CAR-T, điều 

này có liên quan đến độc tính của tế bào CAR-T như hội chứng giải phóng 

cytokin CRS, hội chứng nhiễm độc thần kinh liên quan đến tế bào tác động 

miễn dịch ICANS [70]. 

- IL-6 là một cytokin đa chức năng, được sản xuất bởi nhiều loại tế bào, 

trong đó có nguồn gốc chủ yếu là tế bào bạch cầu đơn nhân, lympho B và đại 

thực bào [71]. Tăng IL-6 gặp sau điều trị bởi liệu pháp CAR-T và liên quan chặt 

chẽ đến đáp ứng viêm hệ thống, một hội chứng không mong muốn hay gặp sau 

điều trị bởi liệu pháp CAR-T [72]. IL-6 là nhân tố trung tâm trong đáp ứng miễn 

dịch bảo vệ. Tuy nhiên, sự bài tiết kéo dài, tăng và quá mức IL-6 liên quan đến 

bệnh sinh nhiều bệnh lý, trong đó có ung thư, đặc biệt là ung thư bạch cầu [73]. 

Vai trò quan trọng trong sự sống của tế bào ung thư bạch cầu của IL-6 và hiệu 

quả kháng ung thư khi ức chế tín hiệu IL-6 đã được báo cáo, đặc biệt là trên 

ung thư bạch cầu [73].  

- IL-2 có thể kích thích sự tăng trưởng các tế bào miễn dịch như lympho 

T, tăng khả năng tiêu diệt các tế bào ung thư. IL-2 là dưỡng chất quan trọng 

trong nuôi dưỡng tế bào miễn dịch như tế bào lympho xâm nhập khối u, tế bào 

CAR-T, và NK. IL-2 thúc đẩy sự tăng sinh và chức năng của tế bào T [74]. Tuy 

nhiên, IL-2 như con dao 2 lưỡi. Bên cạnh vai trò như là nhân tố trung tâm trong 

sự sống và tăng sinh của tế bào lympho T, độc tính của IL-2 cũng là mối quan 

ngại lớn và là rào cản trong việc ứng dụng tế bào CAR-T. Chuyển gen biểu 

hiện các cytokin và/hoặc các thụ thể cytokin vào trong tế bào CAR-T hứa hẹn 
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nhiều lợi ích dựa trên khả năng thúc đẩy sự phát triển/sự tồn tại của tế bào 

CAR-T và khả năng hoạt động của các cytokin trong sự ức chế miễn dịch của 

vi môi trường khối u [75].  

1.3. KHÁNG THỂ KHÁNG PD-1  

1.3.1. Con đường tín hiệu PD-1 

1.3.1.1. Các đường hướng tín hiệu đích của PD-1 

Rất nhiều nghiên cứu đã tìm hiểu về tác động của PD-1 lên các đường 

hướng tín hiệu quan trọng được kích hoạt bởi thụ thể tế bào T (TCR) các thụ 

thể đồng kích hoạt, nhằm xác định bằng cách nào sự gắn PD-1 ức chế sự tăng 

trưởng và sự biệt hóa cảm ứng của các tế bào T đã được kích hoạt, đồng thời 

làm giảm sự sản sinh các cytokin. Đã có nhiều tranh cãi về việc đâu là đường 

hướng tín hiệu đầu tiên mà PD-1 nhắm đến. Hầu hết các nghiên cứu ủng hộ mô 

hình mà mục tiêu đầu tiên PD-1 nhắm đến là TCR và các tín hiệu theo sau TCR. 

Tuy nhiên, cũng có giả thuyết rằng thụ thể CD28 được ưu tiên là mục tiêu đầu 

tiên của PD-1 hơn là TCR, trong khi đó có nghiên cứu khác lại chỉ ra rằng cả 

TCR và CD28 đều được nhắm đích như nhau bởi PD-1 [76].  

SHP-1 và SHP-2 phosphatase không chỉ tham gia vào đường hướng tín 

hiệu PD-1 mà còn có vai trò quan trọng và có chức năng trái ngược trong việc 

kích hoạt thông qua TCR. Mặc dù SHP-1 truyền tín hiệu ức chế [77], SHP-2 

được coi là một nhân tố điều hòa dương trong quá trình kích hoạt tế bào T [78] 

và có thể thực hiện thông qua cơ chế dephosphoryl vùng ức chế của các nhân 

tố điều hòa dương. Cả hai phosphatase đều tham gia vào sự hình thành bộ tín 

hiệu TCR [79], [80], [81]. Vì biểu hiện PD-1 chỉ được tạo ra sau khi kích hoạt 

và tham gia vào các vi cụm tín hiệu TCR khi liên kết với PD-L1, nên có thể 

cho rằng các phân tử PD-1 được nhóm lại và ổn định bởi các tương tác PD-L1 

xung quanh các phân tử TCR. Một vài protein gần đây đã được xác định là các 

phân tử thành phần của bộ tín hiệu PD-1 ví dụ như Grb2, Lck, and ZAP-70, 

cũng như là thành phần của bộ tín hiệu TCR [82]. Các nghiên cứu sau đó cần 
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phải làm sáng tỏ tương tác phức tạp giữa tín hiệu TCR và PD-1, cũng như xác 

định các phân tử thành phần chung giữa tín hiệu TCR và PD-1, đồng thời xác 

định cơ chế tín hiệu bao gồm SHP-1 và/hoặc SHP-2, và tìm ra các cơ chất trực 

tiếp của chúng. 

Mặc dù tín hiệu thông qua PD-1 và các tác động chức năng chủ yếu 

hướng đến các tế bào T, có hai nghiên cứu đặt ra câu hỏi liệu đường hướng tín 

hiệu PD-1: PD-L1 có mặt trong tế bào ung thư hay không. Đã có nghiên cứu 

cho thấy quần thể con của các dòng tế bào u ác tính chuột và người, và các quần 

thể nhỏ của các tế bào ác tính từ mô sinh thiết bệnh nhân biểu hiện PD-1. Không 

giống như tế bào T mà ở đó sự liên kết của PD-1 dẫn đến sự ức chế các con 

đường tín hiệu PI3K/Akt, MAPK, và mTOR, sự gắn PD-1 ở các tế bào khối u 

ác tính được phát hiện là đã kích thích các đường hướng tín hiệu này và làm 

tăng trưởng khối u. Điều này có thể gợi ý rằng, các tế bào ung thư sử dụng con 

đường tín hiệu PD-1: PD-L1 để hỗ trợ sự phát triển của nó, bằng cách kích 

thích đường hướng tín hiệu mTOR ở các tế bào lân cận [83].  

1.3.1.2. Cơ chế và kết quả của đường tín hiệu PD-1  

Biểu hiện của PD-L1 trong tế bào ung thư ban đầu được coi là cơ chế 

chính của sự ức chế miễn dịch và suy giảm tế bào T gây ra bởi ung thư [84]. Tín 

hiệu PD-L1 trong các tế bào trình diện kháng nguyên (APC) được xác định sẽ 

điều hòa và ức chế sự kích hoạt tế bào T. Trong quá trình đáp ứng miễn dịch 

chống khối u, APC hấp thu các kháng nguyên khối u từ các mô khối u, di chuyển 

đến hạch bạch huyết và trình diện kháng nguyên cho tế bào T, dẫn đến kích hoạt 

tế bào T. Sau đó, các tế bào T được kích hoạt sẽ di chuyển đến các mô khối u để 

tiêu diệt. Tín hiệu PD-L1 đóng vai trò quan trọng trong việc ức chế chức năng tế 

bào T. Đáp ứng ức chế cũng có thể tạo ra như một hệ quả của việc ức chế đáp 

ứng miễn dịch tế bào T thông qua các tế bào APC có biểu hiện PD-L1 trong vùng 

không chứa tế bào ung thư [85]. Đáp ứng kháng ung thư của tế bào T được kích 
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thích trong các hạch bạch huyết tiêu khối u bằng cách ức chế tác động ức chế 

thông qua PD-L1 của các tế bào APC nằm ở vùng ngoài khối u.  

Tín hiệu thông qua PD-L1 được nghiên cứu đầu tiên trên các tế bào ung 

thư. PD-L1 được coi là một lá chắn miễn dịch sẽ truyền các tín hiệu chống lại sự 

chết ở tế bào ung thư, sau khi gắn bởi PD-1 được biểu hiện trên tế bào T, do đó, 

kích thích sự kháng lại sự tiêu diệt của tế bào T và bảo vệ tế bào ung thư [86]. 

Các nghiên cứu sau đó đề xuất rằng PD-L1 có thể kích hoạt các tín hiệu nội bào 

ở tế bào ung thư theo hướng không phụ thuộc PD-1 và làm gia tăng sự tăng sinh 

cũng như khả năng sống sót của tế bào ung thư thông qua sự ức chế thực bào và 

kích hoạt mTOR [87].  

PD-L1 được biểu hiện trong tế bào T sau quá trình kích hoạt, tuy nhiên 

thì khả năng truyền tín hiệu của nó đến tế bào T vẫn còn gây nhiều tranh cãi. 

Trong nghiên cứu của Manish và cộng sự đã xác định một tương tác cụ thể, 

không bị nghi ngờ trước đây giữa hai thành viên họ B7, B7-1 và PD-L1, đồng 

thời chứng minh rằng tương tác này có ý nghĩa quan trọng về mặt chức 

năng. Các tín hiệu qua B7-1 hoặc PD-L1 có tính chất ức chế, dẫn đến giảm biểu 

hiện của các dấu hiệu kích hoạt bề mặt tế bào, giảm sự tăng sinh tế bào T và 

giảm sản xuất cytokin. Sự tương tác trực tiếp giữa hai phân tử này bổ sung thêm 

một chiều hướng mới cho các tương tác điều hòa miễn dịch trong họ phân tử 

kích thích giá trị B7:CD28 và buộc phải xem xét lại quan điểm về tương tác 

giữa các phân tử trong họ B7:CD28 trong việc điều chỉnh hoạt hóa và dung nạp 

tế bào T. Nghiên cứu này cũng làm tăng tầm quan trọng của B7-1 và PD-L1 

trên tế bào T [88].  

1.3.2. Kháng thể kháng PD-1 

  Năm 1992, Tasuku H. đã khám phá ra PD-1, một protein được biểu hiện 

trên bề mặt của tế bào T. Qua nhiều năm nghiên cứu tại phòng thí nghiệm ở 

trường Đại học Kyoto, ông đã làm sáng tỏ được chức năng của PD-1. Kết quả 

nghiên cứu chỉ ra rằng, kháng PD-1 có vai trò làm tăng cường sự hoạt hóa của 
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tế bào T để chống lại khối u. Ở những thí nghiệm trên chuột, việc khóa lại PD-1 

cũng cho thấy sự đột phá đầy hứa hẹn trong việc chống lại khối u. Với những 

nghiên cứu trên lâm sàng sau đó, năm 2012, một nghiên cứu quan trọng đã chứng 

minh những hiệu quả rõ ràng trong việc điều trị bệnh nhân với nhiều loại hình 

ung thư khác nhau. Kết quả thu được rất ấn tượng, một số bệnh nhân di căn đã 

được chữa khỏi, điều mà trước đây được xem như không thể điều trị được  [89]. 

PD-1 là một thụ thể ức chế biểu hiện trên bề mặt của các tế bào T được 

hoạt hóa bởi kháng nguyên để chống lại khối u [4]. Thụ thể này nhận biết và 

bám vào PD-L1 và PD-L2. Trong khi, PD-L1 biểu hiện ở tế bào trình diện 

kháng nguyên và nhiều loại tế bào khác, thì PD-L2 chủ yếu biểu hiện trên tế 

bào trình diện kháng nguyên [90]. PD-1 không bị tác động bởi các chất kích 

thích miễn dịch mà thông qua việc phát ra các tín hiệu để ngăn cản sự 

phosphoryl hóa các con đường tín hiệu trung gian quan trọng của tế bào T và 

qua đó dập tắt hoạt động của tế bào này [91]. Chất ức chế con đường PD-1/PD-

L1 có khả năng loại bỏ khối u thông qua việc tái hoạt hoá tế bào T độc, qua đó 

làm tăng hoạt động cũng như tỷ lệ tế bào T độc. Ức chế thụ thể PD-1 giúp giải 

phóng quá trình ức chế miễn dịch mà gây bất hoạt tế bào T, do đó cho phép tế 

bào T “bất hoạt” được tái hoạt hóa và tăng hiệu quả của hệ miễn dịch bất chấp 

sự hiện diện của PD-L trong khối u. Bằng chứng nghiên cứu lâm sàng cho thấy 

chất ức chế PD-1/PD-L hoạt động hiệu quả nhất với những khối u đã có tế bào 

T độc hoạt hóa, nhưng bị ức chế bởi con đường PD-1/PD-L1. Tuy nhiên đáp 

ứng miễn dịch cũng được ghi nhận ở một số khối u không có sự biểu hiện của 

phối tử của PD-1 là PD-L1 hay PD-L2.  

PD-L1 là một protein xuyên màng, có mặt tại màng tế bào ung thư, trong 

khi đó thụ cảm thể PD-1 có mặt trên bề mặt của các tế bào miễn dịch như: tế 

bào T, tế bào B, tế bào giết tự nhiên, đại thực bào. Khi PD-L1 gắn với thụ thể 

PD-1 gây ra hiện tượng bất hoạt động của tế bào T và hoạt động miễn dịch của 

tế bào T bị ức chế. Vì thế khi dùng kháng thể ức chế PD-1 hoặc PD-L1 sẽ gây 
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ra hiện tượng ức chế trục liên kết PD-1/PD-L1, từ đó hệ miễn dịch của tế bào 

T được kích hoạt và tấn công tế bào ung thư [4]. 

 

Hình1.3. Kiểm soát miễn dịch qua thụ thể PD-1 

* Nguồn: theo Bartolović N. và cộng sự (2023) [92] 

1.3.3. Ứng dụng kháng thể kháng PD-1 trong điều trị 

Một số chiến lược đã được thử nghiệm để kiểm tra tác động của việc can 

thiệp PD-1 trong mô hình tiền lâm sàng, bao gồm các tế bào tua được thiết kế ex 

vivo để biểu hiện cả PD-L1 và các phức hợp peptide-MHC hoặc các chất chủ 

vận PD-1 bám màng. Các chất chủ vận bám màng đặc biệt hiệu quả để kích thích 

dung nạp sau ghép tạng vì các tế bào của người cho được truyền trước khi ghép. 

Sẽ cần thiết để đảm bảo rằng các chất chủ vận PD-1 khôi phục dung nạp miễn 

dịch nhưng không cho phép miễn dịch bảo vệ [93], [94].  

Ức chế kháng thể nhắm đích PD-1 hoặc PD-L1 đã cho thấy thành công 

đáng kể trong thử nghiệm lâm sàng. Một số thử nghiệm lâm sàng sử dụng kháng 

thể nhắm vào sự tương tác giữa PD-1 và PD-L1 để điều trị ung thư đã cho thấy 

khả năng đầy hứa hẹn trong việc kéo dài thời gian sống sót, nhưng không phải 

tất cả bệnh nhân đều đáp ứng với thuốc ức chế PD-1/PD-L1 [95], [96]. Tuy 

nhiên, hầu hết các bệnh nhân không cho thấy sự thuyên giảm ổn định sau điều 

trị liệu pháp PD-1. Hệ miễn dịch có khả năng chiến đấu với các tế bào ung thư, 
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nhưng một số tế bào của hệ miễn dịch lại kích thích sự chuyển hóa và tăng 

trưởng của khối u [97]. Vì cả khối u và xâm nhập miễn dịch đều ảnh hưởng đến 

các đáp ứng trong điều trị, nên cần phải cân nhắc cả hai yếu tố này khi phát 

triển các liệu pháp điều trị kết hợp.  

* Tương quan với kết quả lâm sàng  

Những nỗ lực đáng kể đang được tiến hành để xác định các dấu ấn sinh 

học để dự đoán bệnh nhân nào sẽ được chỉ định ức chế con đường PD-1 khi sử 

dụng nó như một liệu pháp điều trị đơn lẻ và phát triển các liệu pháp kết hợp 

hiệu quả. Khi điều trị chỉ nhắm vào việc ức chế PD-1, sự có mặt của các tế bào 

T CD8+ ở viền xung quanh khối u xâm lấn và biểu hiện của PD-L1 trong khối 

u ở mức độ cao có liên quan đến đáp ứng điều trị với tỷ lệ tốt hơn [98], [99]. 

Tuy nhiên, biểu hiện của PD-L1 không phải lúc nào cũng có liên quan đến kết 

quả điều trị: một số khối u dương tính với PD-L1 đáp ứng kém với ức chế PD-

1, trong khi đó một số khối u âm tính với PD-L1 lại cho thấy đáp ứng điều trị 

tốt [100]. Ở một vài khối u, các đột biến có thể gây ra sự biểu hiện liên tục 

không kiểm soát của PD-L1, mặc dù không có đáp ứng viêm. Do đó, các dấu 

ấn sinh học thường có hiệu quả đáp ứng dự đoán với điều trị PD-1 hơn là chỉ 

mức độ biểu hiện PD-L1 [101]. Một số nghiên cứu cho thấy sự gia tăng khả 

năng nhân thành dòng TCR trong khối u có liên quan đến đáp ứng tốt hơn với 

điều trị bằng chất ức chế PD-1 [102], cho thấy sự ít đa dạng TCR hoặc nhiều 

quần thể tế bào T tương đồng có thể có liên quan đến miễn dịch kháng ung thư 

tốt hơn. Đột biến tế bào soma trong khối u đại diện cho một cơ hội để hệ thống 

miễn dịch đáp ứng với các epitopes (phần của kháng nguyên mà kháng thể bám 

vào) khác với kháng nguyên từ chính nó, mà có khả năng tăng tính sinh miễn 

dịch của khối u. Các nghiên cứu tiền lâm sàng ủng hộ giả thuyết là kháng 

nguyên mới làm tăng tính sinh miễn dịch của khối u. Các báo cáo lâm sàng cho 

thấy có nhiều mức độ khác nhau xét về sự liên hệ giữa sự trầm trọng của đột 

biến và kết quả lâm sàng sau khi sử dụng ức chế checkpoint (PD-1 hoặc CTLA4) 
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[103], [104]. Ung thư sắc tố da và ung thư phổi không phải tế bào nhỏ có mức 

độ đột biến cao do tiếp xúc lâu dài với tác nhân gây đột biến và có một số tỷ lệ 

đáp ứng cao nhất với ức chế PD-1. Ở bệnh nhân mắc ung thư sắc tố ác tính, 

giải trình tự toàn bộ exome của mẫu khối u trước trị liệu với Nivolumab hoặc 

Pembrolizumab cho thấy nhìn chung sự trầm trọng của các đột biến soma 

không ảnh hưởng đáng kể đến tính đáp ứng với điều trị bằng kháng thể kháng 

PD-1 (nhóm đáp ứng được xác định khi bệnh nhân không tiến triển hoàn toàn, 

một phần, hoặc ổn định khối u, nhóm không đáp ứng là nhóm có khối u vẫn phát 

triển). Tuy nhiên, tải lượng đột biến cao hơn có liên quan đến tăng khả năng sống 

sót của tế bào ung thư sau khi điều trị với kháng thể kháng PD-1. Một nhóm 

bệnh nhân với mức độ đột biến thấp cũng đáp ứng với điều trị kháng thể kháng 

PD-1. Các đáp ứng tế bào T với kháng nguyên mới cho phép khả năng để thúc 

đẩy miễn dịch kháng khối u tiềm năng trong khi đó tránh được các vấn đề như 

tự miễn. Do đó, chiến lược để tăng đáp ứng với kháng nguyên mới qua việc tiêm 

vaccine, chiếu xạ hoặc trị liệu đích (ví dụ: các thuốc nhắm đến kinase hoặc thụ 

thể của nhân tố sinh trưởng) có khả năng cao để làm tăng tỷ lệ đáp ứng với ức 

chế chốt kiểm soát [105]. Tuy nhiên, nhiều kháng nguyên của khối u có thể có 

độ tương đồng cao với kháng nguyên của người bệnh. Cân nhắc vai trò quan 

trọng của tín hiệu PD-1 trong việc duy trì dung nạp tự thân, các chất ức chế PD-

1 có thể hoạt động một phần bằng cách thúc đẩy các thế bào T tự hoạt hóa đặc 

hiệu cho các kháng nguyên tự thân trong khối u, điều này có thể giải thích cho 

tính đáp ứng với điều trị PD-1 cả trong khối u có mức độ đột biến thấp. 

* Điều trị phối hợp 

Điều trị phối hợp đại diện cho thế hệ liệu pháp điều trị lâm sàng tiếp theo 

của ung thư. Chiến lược điều trị phối hợp sử dụng chất ức chế PD-1 bao gồm 

ức chế các thụ thể ức chế khác (ví dụ như LAG3, TIM3 hoặc TIGIT; ức chế 

các cytokin điều hòa miễn dịch (ví dụ như sản xuất IL-10 và interferon mãn 

tính loại 1), vận chuyển chất chủ vận cho các phân tử đồng kích thích (ví dụ 
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như CD40 hoặc ICOS); kiểm soát cytokin nội môi (ví dụ IL-2, IL-7, hoặc IL-

15); liệu pháp miễn dịch (tế bào CAR-T và Vắc-xin ung thư) tiêm Vắc-xin để 

kích thích đáp ứng của tế bào T và vận chuyển các tế bào T [105], [106]. Ngoài 

việc điều trị phối hợp nhắm đến các đường hướng tín hiệu miễn dịch một cách 

trực tiếp, có nhiều nghiên cứu đang hướng đến điều hòa trao đổi chất và di 

truyền ngoài gen, do tầm quan trọng của chúng trong việc xác định trạng thái 

và chức năng của tế bào. Các tác nhân dược học nhắm đến trao đổi chất (ví dụ 

như methotrexate, dichloroacetate và chất ức chế isocitrate dehydrogenase) và 

epigenome (bao gồm tất cả các hợp chất hóa học được thêm vào bộ gen của một 

người) (ví dụ như chất ức chế histone deacetylase, bao gồm vorinostat và 

romidepsin, và chất ức chế DNA methyltransferase, ví dụ 5-azacitidine và 

decitabine) được sử dụng trong thử nghiệm lâm sàng để điều trị ung thư, mặc 

dù tác dụng của chúng đến hệ miễn dịch chỉ mới được tìm hiểu. Có vẻ sẽ có 

tiềm năng khi sử dụng phối hợp chất ức chế PD-1 và các chất trung gian trong 

tín hiệu trao đổi chất [107]. Liệu pháp điều trị phối hợp sử dụng chất ức chế 

PD-1 và các chất thay đổi di truyền ngoài nhân sẽ làm tăng hiệu quả lâm sàng 

liệu có hiệu quả hay không cần được xác định. Kháng thể kháng PD-L1 là 

phương pháp điều trị đơn lẻ không thể thay đổi toàn bộ di truyền ngoài gen của 

các tế bào T bất hoạt trong bệnh ung thư, nhưng điều trị phối hợp với các tác 

nhân thay đổi di truyền ngoài nhân có thể cho phép tái lập trình các tế bào này. 

Một trong những rào cản quan trọng nhất đối với đáp ứng miễn dịch de novo 

của kháng nguyên ung thư là sự trình diện của kháng nguyên trong trạng thái 

viêm tương ứng. Rất nhiều dạng điều trị đích (ví dụ cetuximab, dabrafenib và 

trametinib), hóa trị (ví dụ 5- fluorouracil, doxorubicin và oxaliplatin), và xạ trị 

có thể kích thích miễn dịch bằng cách tăng miễn dịch với ung thư, từ đó có thể 

vượt qua được rào cản này. Liều lượng hóa trị và/hoặc xạ trị cao có thể có tác 

động bất lợi đến các tế bào miễn dịch. Các nghiên cứu bổ sung cần xác định 
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việc phối hợp phương pháp điều trị nào hay chất đối kháng miễn dịch nào và 

làm sao để tối ưu liều lượng và trình tự để cải thiện kết quả điều trị.  

1.4. TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU LIỆU PHÁP CAR-T PHỐI HỢP VỚI 

KHÁNG THỂ KHÁNG PD-1 

Liệu pháp tế bào CAR-T và điều trị ức chế chốt kiểm soát miễn dịch PD-

1, tương ứng là liệu pháp dựa trên tế bào và kháng thể, cho thấy tiềm năng hứa 

hẹn và đã được Cục Quản lý Thực phẩm và Dược phẩm Hoa Kỳ phê duyệt để 

điều trị các khối u ác tính về huyết học. Tuy nhiên, các tác dụng phụ nghiêm 

trọng và thuyên giảm lâm sàng trong thời gian ngắn, sự kết hợp giữa liệu pháp 

tế bào CAR-T và kháng thể kháng PD-1 đã được áp dụng để nâng cao hiệu quả 

điều trị trên tiền lâm sàng và một số thử nghiệm lâm sàng [108]. Nhắm mục 

tiêu nhiều con đường ức chế có thể nâng cao hiệu quả của tế bào CAR-T. Bên 

cạnh đó, hơn một nửa số bệnh nhân được điều trị bằng liệu pháp tế bào CAR-

T nhắm mục tiêu CD19 đối với bệnh ung thư hạch tế bào B lớn không đạt được 

sự thuyên giảm lâu dài, có thể một phần là do PD-1/PD-L1 gây rối loạn chức 

năng tế bào CAR-T [109]. PD-1 là một thụ thể bề mặt tế bào có tác dụng ức 

chế hoạt động viêm của tế bào T bằng cách liên kết với các phối tử. Sự điều 

hòa giảm chức năng tế bào T do khối u gây ra có thể được đảo ngược bằng các 

chất ức chế điểm kiểm soát miễn dịch. Đã có báo cáo rằng phong tỏa PD-1 có 

thể tăng cường hoạt động chống ung thư của tế bào CAR-T và cũng có thể giúp 

tế bào CAR-T khỏi cạn kiệt và thoái hóa. Khả năng sống sót của bệnh nhân có 

tế bào CAR-T được kéo dài. Kháng thể kháng PD-1 và tế bào CAR-T có tiềm 

năng cải thiện chức năng và tăng cường hiệu quả, giảm tác dụng phụ.  

Năm 2017, một nghiên cứu của Li S. và cộng sự đã thiết kế các tế bào 

CAR-T tiết ra các kháng thể kháng PD-1 (CAR.αPD-1-T) và đánh giá hiệu 

quả của chúng trong mô hình chuột xenograft ung thư biểu mô phổi thì thấy 

hiệu quả hơn so với TB CAR-T đơn thuần [110]. Năm 2019, cũng đã có một 

trường hợp được báo cáo sử dụng CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 
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liều thấp trên bệnh nhân ung thư hạch không Hodgkin tế bào B giúp thuyên 

giảm hơn 10 tháng và giảm tác dụng phụ [111]. Phân tích tổng hợp của Hou 

B. và cộng sự năm 2019 chỉ ra rằng tỷ lệ đáp ứng của liệu pháp tế bào CAR-

T trong khối u rắn đạt 9%. Do vậy bằng cách kết hợp tế bào CAR-T với các 

liệu pháp liệu pháp miễn dịch khác như kháng thể kháng PD-1 có thể sẽ mang 

lại hiệu quả lâm sàng tốt hơn trong điều trị các khối u ác tính thể rắn [112]. 

Đã có thử nghiệm giai đoạn I của liệu pháp tế bào CAR-T ở bệnh nhân mắc 

bệnh màng phổi ác tính kết hợp với Pembrolizumab, kháng thể kháng PD-1. 

Kết quả cho thấy tỷ lệ sống trung bình là 23,9 tháng, bệnh ổn định được duy 

trì trong 6 tháng ở 8/18 bệnh nhân [113]. Một nghiên cứu của Zhou Y. và 

cộng sự năm 2023 khi phân tích trên 57 bệnh nhân ung thư hạch từ 5 thử 

nghiệm lâm sàng cho thấy liệu pháp tế bào CAR-T kết hợp với liệu pháp miễn 

dịch kháng PD-1 trong điều trị bệnh nhân ung thư hạch có hiệu quả. Tỷ lệ 

bệnh nhân đáp ứng một phần, hoàn hoàn toàn và tổng thể là 21%, 27% và 

65%. Tỷ lệ mắc chung của hội chứng giải phóng cytokin, giảm bạch cầu, sốt 

và mệt mỏi được ước tính là 57% , 47% , 59% và 50% [3]. Tuy nhiên, ở Việt 

Nam hiện nay chưa có nghiên cứu nào đánh giá hiệu quả khi kết hợp hai liệu 

pháp trên đặc biệt trên bệnh bạch cầu. 

 Từ những cơ sở lý luận và thực tiễn trên, chúng tôi tiến hành nghiên cứu 

này nhằm đánh giá ảnh hưởng và tác dụng của liệu pháp tế bào CAR-T phối 

hợp với kháng thể kháng PD-1 trên thực nghiệm để có cơ sở cho việc phát triển 

kỹ thuật này và ứng dụng trong điều trị bệnh bạch cầu trên người. 
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Chương 2 

ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. THỜI GIAN, ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Thời gian nghiên cứu 

 Nghiên cứu được thực hiện từ tháng 12/2020 đến 12/2023. 

2.1.2. Địa điểm nghiên cứu 

Bộ môn Sinh lý bệnh - Học viện Quân Y 

Trung tâm Nghiên cứu động vật thực nghiệm - Học viện Quân Y 

Khoa Huyết học - Truyền máu, Sinh hóa, Giải phẫu bệnh - Bệnh viện 

Quân Y 103 

Bộ môn Miễn dịch - Học viện Quân Y 

Khoa Vi sinh vật - Bệnh viện TWQĐ 108 

2.2. ĐỐI TƯỢNG VÀ VẬT LIỆU NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Tế bào CAR-T 

 Các khối tế bào CAR-T CD19 được chuyển nạp bằng vector Sleeping 

beauty CD19R/pSB mã hóa phân tử CAR thế hệ thứ hai kháng CD19 từ tế bào 

đơn nhân máu ngoại vi của người khỏe mạnh, tự nguyện tham gia hiến máu và 

tiểu cầu tại Bộ môn trung tâm Huyết học - Truyền máu, Bệnh viện Quân Y 103, 

Học viện Quân Y. Các tế bào CAR - T này là sản phẩm của đề tài nghiên cứu 

ứng dụng và phát triển công nghệ cấp quốc gia mã số KC10.39/16-20, được 

bảo quản và duy trì tại phòng tế bào của Bộ môn Sinh lý bệnh - Học viện Quân 

Y. Khối tế bào CAR-T đạt các tiêu chuẩn cơ sở: có biểu hiện cấu trúc CAR 

CD19, có khả năng ly giải tế bào ung thư CD19+; không nhiễm vi khuẩn, nấm. 

2.2.2. Kháng thể kháng PD-1 

 Kháng thể kháng PD-1 (PD-1 Ab) Mã ATC: L01XC18, Mỹ hàm lượng 

25mg/mL. 
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2.2.3.  Các dòng tế bào ung thư bạch cầu 

- Tế bào Daudi (ATCC CCL-231) dòng tế bào ung thư hạch lympho 

CD19+ Burkitt (ATCC, Hoa Kỳ). Dòng tế bào Daudi bao gồm các tế bào lympho 

B được phân lập từ máu ngoại vi của một nam thanh niên da đen 16 tuổi mắc 

bệnh u lympho Burkitt vào tháng 5 năm 1967. Các tế bào lympho B này đã được 

sử dụng rộng rãi trong nghiên cứu về quá trình sinh bệnh bạch cầu. 

- Tế bào Raji (ATCC CCL-86) là dòng tế bào ung thư bạch cầu lympho B 

CD19+ (ATCC, Hoa Kỳ). Dòng tế bào lympho Raji được phân lập vào năm 1963 

từ khối u lympho Burkitt ở xương hàm trên bên trái của một bé trai da đen 11 

tuổi. Dòng tế bào này có thể được sử dụng trong nghiên cứu miễn dịch học. 

- Tế bào K562 (ATCC CCL-243) dòng tế bào ung thư bạch cầu mạn tính 

dòng tủy CD19- (ATCC, Hoa Kỳ).  Tế bào K562 được phân lập từ tủy xương 

của một bệnh nhân mắc bệnh bạch cầu tủy mãn tính 53 tuổi. Dòng tế bào K562 

được sử dụng rộng rãi trong nghiên cứu rối loạn hệ thống miễn dịch và miễn 

dịch học. 

Các tế bào được bảo quản tại Bộ môn Sinh lý bệnh, Học viện Quân Y.  

Quá trình nghiên cứu, các dòng tế bào được nuôi cấy, tăng sinh theo đúng 

quy trình, được bảo quản và duy trì tại phòng tế bào của Bộ môn Sinh lý bệnh, 

Học viện Quân Y. 

2.2.4. Động vật 

 Chuột nhắt trắng, cân nặng 30g ± 5g, được cung cấp bởi Trung tâm 

nghiên cứu động vật thực nghiệm, Học viện Quân Y đủ tiêu chuẩn thí nghiệm, 

số lượng 60 con. 

2.2.5. Trang thiết bị sử dụng cho nghiên cứu 

- Hệ thống phòng thí nghiệm phục vụ nuôi cấy tế bào: Phòng sạch, tủ ấm 

CO2, kính hiển vi soi ngược, máy ly tâm, tủ mát 40C, tủ âm - 200C, - 800C, bình 

chứa Nitơ lỏng. 

- Hệ thống phòng nuôi chuột đảm bảo các tiêu chuẩn: không khí, ánh 

sáng, nhiệt độ, độ ẩm, thức ăn, nước uống sạch… 
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- Cân điện tử để theo dõi trọng lượng của chuột. 

- Máy đếm tế bào dòng chảy BD FACSLyris, Mỹ. 

- Máy realtime PCR: 7500 Fast - Applied Biosystems, Mỹ 

- Máy phân tích huyết học XN1000, hãng Sysmex, Nhật Bản. 

- Máy xét nghiệm sinh hóa AU580, hãng Beckman Coulter, Mỹ. 

2.2.6. Hóa chất và vật tư tiêu hao 

* Hóa chất: 

- Môi trường nuôi cấy tế bào Tcell, Texmacs, RPMI bổ sung thêm 10% huyết 

thanh bê FBS (Fetal Bovine Serum) và 1% kháng sinh (penicillin và streptomycin). 

- Dung dịch đệm PBS, cồn 700 và 900. 

- Bộ kít tách RNA từ tế bào nuôi cấy (Thermo ScientificTM, Mỹ). 

- Bộ kít chuyển cDNA: RevertAid RT Reverse Transcription Kit của 

hãng Thermo ScientificTM, Mỹ. 

- Primer làm kỹ thuật realtime PCR của Công ty Phù Sa, Việt Nam. 

- Bộ kít làm ELISA định lượng nồng độ IL-2, IL-6, TNF-α:  

 + Mouse IL-2 ELISA kit mã MBS2701039, Mouse IL-6 ELISA kit mã 

MBS2508516, Mouse TNF-α ELISA kit - MBS2500421 của hãng MyBiosource. 

  + Human IL-2 Uncoated ELISA Kit mã 2237558-007, Human IL-

6 Uncoated ELISA Kit mã 298722-008, Human TNF-α Uncoated ELISA Kit 

mã 279143-009 của hãng Thermo Fisher Scientific. 

- Hóa chất làm xét nghiệm tổng phân tích tế bào máu. 

- Hóa chất làm xét nghiệm các chỉ số sinh hóa máu: AST, ALT, Urê, Creatinin. 

- Hóa chất nhuộm tế bào (bộ kít nhuộm CFSE, 7-AAD), hóa chất chạy 

Realtime PCR.  

* Vật tư tiêu hao: 

- Đĩa và chai nuôi cấy tế bào các kích thước (Chai T75, T25; Đĩa 10cm, 

6cm, 6 giếng, 12 giếng, 24 giếng). 
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- Ống falcon các kích cỡ khác nhau (50ml, 15ml). 

- Đầu côn, eppendorf, lọc vi khuẩn (Invitrogen, Hoa Kỳ) và một số dụng 

cụ tiêu hao khác. 

2.3. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.3.1. Thiết kế nghiên cứu 

Nghiên cứu thực nghiệm trên tế bào và động vật (chuột nhắt trắng). 

Nghiên cứu tiến cứu can thiệp có so sánh nhóm chứng. 

2.3.2. Nội dung nghiên cứu 

2.3.2.1. Đánh giá tính an toàn của khối tế bào CAR-T phối hợp với kháng 

thể kháng PD-1 trên thực nghiệm  

* Đánh giá chất lượng của tế bào CAR-T phối hợp với kháng thể kháng PD-1 

 - Đánh giá tính tiệt trùng (cấy khuẩn). 

 - Đánh giá tỷ lệ biểu hiện CAR sau nuôi cấy tăng sinh. 

 - Đánh giá hàm lượng Endotoxin. 

* Đánh giá tính an toàn của khối tế bào CAR-T phối hợp với kháng thể kháng 

PD-1 trên động vật thực nghiệm:  

- Đánh giá tình trạng toàn thân, trọng lượng, vị trí tiêm trên chuột.  

 - Đánh giá nồng độ cytokin được giải phóng trên động vật sau khi tiêm 

tế bào CAR-T phối hợp với kháng thể kháng PD-1. 

 - Đánh giá chức năng các cơ quan: chức năng của gan thận được đánh 

giá qua các chỉ số sinh hóa máu, kết quả giải phẫu bệnh quan sát biến đổi hình 

thái gan thận. Chức năng của cơ quan tạo máu được đánh giá thông qua các chỉ 

số huyết học. 

2.3.2.2. Đánh giá tác dụng kháng một số dòng tế bào ung thư bạch cầu của 

khối tế bào CAR-T phối hợp với kháng thể kháng PD-1  

* Đánh giá tác dụng của khối tế bào CAR-T phối hợp với kháng thể kháng PD-

1 trên các dòng tế bào ung thư bạch cầu (Daudi, Raji, K562):  

- Qua tỷ lệ ly giải tế bào bằng kỹ thuật Flow Cytometry.  
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- Thiết kế nghiên cứu đánh giá ly giải trên 4 nhóm: PBMC, PD-1 Ab, 

CAR-T, CAR-T phối hợp với PD-1 Ab. 

 - Đánh giá khả năng bài tiết cytokin của tế bào CAR-T phối hợp với 

kháng thể kháng PD-1 trên in vitro: nồng độ cytokin được giải phóng ra môi 

trường nuôi cấy tế bào ở các nhóm tế bào ung thư đồng nuôi cấy với 4 nhóm 

PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell - tế bào đơn nhân máu ngoại vi), 

PD-1 Ab, CAR-T và CAR-T phối hợp với PD-1 Ab. 

2.3.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.3.1. Kỹ thuật nuôi cấy tế bào 

a. Kỹ thuật nuôi cấy tế bào PBMC và CAR-T 

- Lấy tube tế bào (PBMC và CAR-T) đã được bảo quản trong nitơ lỏng 

-1960C. Chuyển tế bào vào bể ổn nhiệt 370C trong 1 phút để rã đông. Nhanh 

chóng chuyển tế bào vào 10 mL TexMacs đã làm ấm và ly tâm 400 xg, 5 phút 

để lắng tế bào xuống và loại bỏ dịch nổi, thêm vào 5 ml môi trường nuôi cấy tế 

bào T đã được làm ấm trước để tạo dịch huyền phù. 

- Cho môi trường nuôi cấy tế bào tương ứng với từng kích thước đĩa nuôi 

cấy và mật độ là 106 tế bào/ml. Duy trì trong tủ nuôi 370C, 5% CO2, độ ẩm > 

90%. Môi trường nuôi cấy được thay 2 ngày/ lần nhằm duy trì mật độ tế bào ở 

106/mL. IL-2 (100U/mL) được bổ sung hai ngày một lần. Sau tăng sinh, tế bào 

PBMC và CAR-T được bảo quản ở nitơ lỏng -1960C trong dung dịch FBS + 

10% DMSO đến khi sử dụng (mật độ 2x106/mL). 

b. Kỹ thuật nuôi cấy các dòng tế bào ung thư 

Tế bào Daudi, Raji và K562 được nuôi cấy trong môi trường nuôi cấy tế 

bào RPMI bổ sung thêm 10% huyết thanh bê FBS và 1% kháng sinh. Tế bào 

được nuôi cấy trên đĩa hoặc chai nuôi cấy tế bào. 

- Quy trình nuôi cấy tế bào: 

+ Lấy tube tế bào đã được bảo quản trong nitơ lỏng -1960C. Chuyển tế 

bào vào bể ổn nhiệt 370C trong 1 phút để rã đông. 
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+ Cho môi trường nuôi cấy tế bào tương ứng với từng kích thước đĩa 

hoặc chai nuôi cấy. 

+ Dùng pipet trộn đều sau đó hút dịch tế bào ở tube lưu tế bào cho vào 

đĩa môi trường nuôi cấy.  

Kiểm tra tế bào trên kính hiển vi soi ngược để đánh giá đặc điểm hình 

thái tế bào và mật độ tế bào. 

+ Cho đĩa nuôi vào tủ nuôi cấy tế bào có 5% CO2, nhiệt độ 370C. 

+ Kiểm tra tế bào tăng sinh sau 48 giờ nuôi cấy trên kính hiển vi soi 

ngược, đánh giá mật độ tế bào, tỷ lệ sống chết. 

+ Kiểm tra và thay môi trường 2 - 3 lần/tuần. 

- Quá trình tăng sinh tế bào: khi tế bào phát triển đạt mật độ cao thì tiến 

hành tách tế bào để cấy chuyển sang đĩa nuôi mới với quy trình sau: 

+ Hút toàn bộ môi trường trong đĩa nuôi cấy vào ống falcon. Ly tâm loại 

bỏ môi trường nuôi cấy cũ.  

+ Sau khi ly tâm xong loại bỏ toàn bộ môi trường nuôi cấy cũ bằng pipet. 

Cho dung dịch PBS 1X vào ly tâm và rửa tế bào 1-2 lần. 

+ Cho tế bào đã rửa vào đĩa môi trường nuôi cấy mới. 

+ Kiểm tra đĩa nuôi dưới kính hiển vi, xem các mật độ tế bào và sự phân 

bố tế bào đã đều trên đĩa chưa. 

- Thu hoạch và bảo quản tế bào: sau 2 tuần nuôi cấy lượng tế bào tăng 

sinh đủ lớn có thể tiến hành thu hoạch và cất giữ tế bào. Tiến hành thu tế bào 

(các bước tiến hành như quá trình tăng sinh tế bào). Mật độ tế bào trong môi 

trường được xác định bằng cách sử dụng kính hiển vi quang học hoặc máy đếm 

tế bào sống chết. Chuẩn nồng độ tế bào về 107 tế bào/ml dung dịch bảo quản tế 

bào (FBS + 10% DMSO). 

2.3.3.2. Đánh giá chất lượng khối tế bào CAR-T 

a. Kỹ thuật cấy khuẩn  

Tính vô trùng của các khối tế bào PBMC, CAR-T, CAR-T kết hợp kháng 

thể kháng PD-1 và môi trường có cho kháng thể kháng PD-1 được kiểm tra 
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bằng phương pháp cấy khuẩn. Tiêu chuẩn chấp nhận là không có sự phát triển 

của vi khuẩn.  

* Các bước tiến hành cấy khuẩn trên hệ thống máy cấy máu tự động:  

- 10ml dịch nuôi cấy tế bào PBMC, CAR-T, CAR-T kết hợp kháng thể 

kháng PD-1 và môi trường có cho kháng thể kháng PD-1 bơm vào 02 chai cấy 

máu (1 chai hiếu khí và 1 chai kị khí) và nuôi cấy, phân lập và định danh các 

vi khuẩn gây bệnh thường gặp trong bệnh phẩm máu bằng máy cấy máu tự 

động FX TOP - STACK. 

- Chai cấy máu được theo dõi hàng ngày nhờ hệ thống máy cấy máu tự 

động ủ và lắc liên tục. Máy cấy máu sử dụng đèn huỳnh quang trong máy quét 

10 phút/lần vào lớp màng ở đáy chai để phát hiện nồng độ CO2 hoặc sử dụng 

bộ phận cảm ứng đo màu và ánh sáng phản chiếu để phát hiện nồng độ CO2 

hòa tan trong môi trường nuôi cấy. Khi vi sinh vật phát triển trong chai cấy 

máu, CO2 sẽ được sản sinh. Bộ phận cảm nhận ở đáy chai cấy máu có khả năng 

hấp thụ khí CO2, sẽ chuyển từ màu xanh sẫm sang màu vàng. Máy cấy máu sẽ 

cảm nhận được thay đổi của phản chiếu qua sự đổi màu từ sẫm sang nhạt. Máy 

cấy máu sẽ quét và ghi lại sự thay đổi này 10 phút/lần.  

- Chai cấy máu dương tính được cấy trên các môi trường thạch đĩa giàu 

chất dinh dưỡng để nuôi cấy và phân lập vi khuẩn gây bệnh. Các vi khuẩn và 

nấm được định danh dựa trên hệ thống định danh bằng khối phổ Vitek MS. 

b. Kiểm tra nội độc tố bằng chế phẩm LAL 

Kiểm tra sản phẩm mẫu dịch tế bào có đạt tiêu chuẩn về giới hạn nội độc 

tố (endotoxin) dưới giới hạn cho phép. Nội độc tố được phát hiện bằng cách 

đặt mẫu phản ứng với chất thử LAL, thông qua phản ứng để tìm ra mẫu dương 

tính với nội độc tố. Lấy 25µl mẫu môi trường nuôi cấy tế bào hoặc các mẫu cần 

đánh giá cho vào thẻ PTS (Charles River, Mỹ) và đọc kết quả kiểm tra nội độc 

tố mẫu bằng máy Endosafe® nexgen-PTS™ instrument (Charles River, Mỹ). 
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c. Đánh giá tỷ lệ biểu hiện CAR bằng kỹ thuật Flow cytometry 

 - 106 tế bào CAR-T sau khi nuôi cấy được thụ và nhuộm với CD19 tái tổ 

hợp có gắn FITC (rCD19-FITC, abcam, mã ab246020).  

 - Sau khi nhuộm, tế bào được rửa bằng PBS 1X và hòa tan trong PBS 

1X bổ sung 1% FBS trước khi phân tích với hệ thống máy Flow cytometry BD 

FACSLyric để đánh giá tỷ lệ biểu hiện CAR là tỷ lệ dương tính FITC. 

d. Đánh giá biểu hiện của tế bào CAR-T bằng kỹ thuật Realtime PCR  

Kỹ thuật realtime PCR là kỹ thuật mà kết quả khuếch đại ADN đích được 

hiển thị sau mỗi chu trình nhiệt của phản ứng PCR. Kết quả khuếch đại được 

quan sát thông qua các tín hiệu huỳnh quang được giải phóng trong quá trình 

phản ứng PCR xảy ra. Các tín hiệu này được phát hiện và ghi lại dưới dạng 

biểu đồ, từ đó có thể đưa ra đánh giá về số lượng sản phẩm khuếch đại ADN 

đích có mặt ở mỗi chu kỳ.   

 Kỹ thuật Realtime PCR được tiến hành với cả 4 cặp mồi (34, 39, 42 và 

GAPDH) cho 3 mẫu CAR-T, PBMC, nước. 

* Quy trình tách chiết RNA từ tế bào PBMC, CAR-T theo hướng dẫn của kit 

GeneJET RNA Purification Kit của hãng Thermo Scientific, Hoa Kỳ 

- Chuẩn bị dung dịch β-mercaptoethanol or DTT bằng cách cho 20 μL 

của 14.3 M β-mercaptoethanol or 2 M DTT vào mỗi 1 mL dung dịch Lysis 

Buffer đã có trong bộ kít.  

Bước 1: Chuẩn bị tế bào 

+ Thu tế bào và chuẩn nồng độ tế bào về 107 tế bào/mL 

+ Tạo khối tế bào bằng cách ly tâm ống nghiệm chứa tế bào trong 5 phút 

ở tốc độ 250 RCF/phút. Loại bỏ tất cả dịch nổi bằng pipet, rửa lại 1 lần với PBS 

1X để loại bỏ hết dung dịch môi trường nuôi cấy. 

Bước 2: Phá vỡ tế bào bằng cách cho 600 l dung dịch Lysis Buffer có 

β-mercaptoethanol or DTT đã được chuẩn bị ở trên, dùng pipet trộn đều nhẹ 

nhàng trong 10 giây.  
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Bước 3: Thêm 360 l cồn 96 - 100% vào dịch ly giải, trộn đều bằng pipet. 

Bước 4: Chuyển 700 l dịch ly giải bao gồm cả những chất kết tủa ở đáy 

vào cột GeneJET RNA Purification để trong ống nghiệm 2 ml. Đậy nắp nhẹ 

nhàng, ly tâm 1 phút ở tốc độ  12000 vòng/phút. Loại bỏ dịch bên dưới ở ống 

nghiệm 2 ml. Lặp lại cho đến khi hết dịch ly giải tế bào ở bước số 3. Kết thúc 

chuyển cột GeneJET RNA Purification vào ống nghiệm 2 ml mới.  

Bước 5: Thêm 700 l Wash Buffer 1 vào cột GeneJET RNA Purification. 

Đậy nắp, ly tâm tốc độ  12000 vòng/phút trong 1 phút. Loại bỏ dịch bên dưới 

ở ống nghiệm 2 ml.  

Bước 6: Thêm 600 l Wash Buffer 2 vào cột GeneJET RNA Purification. 

Đậy nắp, ly tâm tốc độ  12000 vòng/phút trong 1 phút. Loại bỏ dịch bên dưới 

ở ống nghiệm 2 ml.  

Bước 7: Thêm 250 l Wash Buffer 2 vào cột GeneJET RNA Purification. 

Đậy nắp, ly tâm tốc độ  12000 vòng/phút trong 2 phút. Loại bỏ dịch bên dưới 

ở ống nghiệm 2 ml. Để cột GeneJET RNA Purification vào một ống nghiệm 

1,5 ml mới.  

Bước 8: Thêm 100 l nước RNase-free trực tiếp vào màng cột spin. Đóng 

nắp nhẹ nhàng và ly tâm tốc độ  12000 vòng/phút trong 1 phút. Bỏ cột 

GeneJET RNA Purification đi, thu được RNA, bảo quản ở nhiệt độ -20 đến -

700C cho tới khi sử dụng.  

* Quy trình tổng hợp cDNA theo hướng dẫn của kít của hãng Thermo Fisher 

Scientific, Hoa Kỳ)  

- Bước 1. Tổng hợp chuỗi cDNA thứ nhất 

Rã đông, trộn đều và ly tâm nhanh hỗn hợp kit để ở đá lạnh. 

Thêm các hóa chất vào ống nghiệm vô trùng không có nuclease tự do 

theo chỉ dẫn dưới đây: 
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Thành phần Nội dung Thể tích 

Mẫu RNA RNA toàn bộ hay poly 10 l 

primer Olig (dt)18 primer 1 l 

 Random Hexamer primer 1 l 

Tổng thể tích  12 l 
 

- Bước 2. Ly tâm nhanh và ủ ấm ở 650C trong 5 phút. 

- Bước 3. Thêm hỗn hợp dưới đây theo hướng dẫn 

+ 5X reaction Buffer    4 l 

+ Ribo lock Nnease Inhibiter (20u/l)  1 l 

+ 10mM dNTP Mix    2 l 

+ Revert Aid M-Mul VRT (200 u/l)  1 l 

+ Sản phẩm của bước 1    12 l 

+ Tổng      20 l 

- Bước 4. Trộn nhẹ nhàng và ly tâm nhanh 

- Bước 5. Ủ trong 5 phút ở 250C sau đó là ở 420C trong 60 phút. 

- Bước 6. Hoàn thành phản ứng này ở nhiệt độ 700C trong 5 phút. Sản 

phẩm phản ứng phiên mã ngược có thể được sử dụng trực tiếp trong các phản 

ứng PCR hoặc bảo quản ở -700C. 

Biểu hiện mRNA của tế bào CAR-T được phân tích bằng cách sử dụng 

Realtime PCR với các primer được thiết kế trên NCBI Primer-Blast và nhập từ 

Công ty Phù Sa:  

STT Tên mồi Trình tự (5’ - 3’) Chiều dài  

1 
34 - F TAGCGCCACGAACTTCTCTCT 

185 bp 
34 - R GCTTGCCGTAGGTGGCAT 

2 
39 - F CACCTACGACGCCCTTCACA 

179 bp 
39 - R TGTGGCCGTTTACGTCGC 

3 
42 - F TGCAGAAAGATAAGATGGCGGA 

179 bp 
42 - R TAACAGAGAGAAGTTCGTGGC 
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Hỗn hợp phản ứng Realtime PCR chứa 10 μl Master Mix có Syber Green 

2X (Hãng Invitrogen, Thermo Fisher, Hoa Kỳ); 3,0 μl mẫu cDNA; 1,0 μl  primer 

forward; 1,0 μl primer reverse và 7,0 μl  H20, cho thể tích cuối cùng là 20 μL.  

Chu trình nhiệt gồm: hoạt hóa ở 95°C trong 2 phút, 45 vòng gồm 95°C 

trong 15 giây (biến tính), 60°C trong 20 giây (gắn mồi), 72°C trong 30 giây 

(kéo dài). Kết thúc phản ứng ở 72°C trong 2 phút. 

Mẫu chứng âm và chứng dương lên đúng một sản phẩm theo dự kiến là 

một đường cong nóng chảy. Mẫu không có tín hiệu ở cả 3 cặp mồi thì không 

có biểu hiện gen CAR và mẫu có tín hiệu là có biểu hiện gen CAR.   

2.3.3.3. Đánh giá tính an toàn của khối tế bào CAR-T phối hợp với kháng 

thể kháng PD-1  

Chuột nhắt trắng, số lượng 60 con được chia làm 4 nhóm, mỗi nhóm 15 con 

(8 chuột cái và 7 chuột đực). Mỗi nhóm được nuôi vào 2 lồng chuột cái và chuột đực 

riêng biệt: 

- Nhóm 1 (chứng): Tiêm 0,1 ml PBS/chuột đường phúc mạc + Tiêm 0,1 

ml PBS/chuột đường tĩnh mạch đuôi. 

- Nhóm 2 (CAR-T): Tiêm 106 tế bào CAR-T/0,1ml/chuột đường phúc 

mạc + Tiêm 0,1 ml PBS/chuột đường tĩnh mạch đuôi. 

- Nhóm 3 (PD-1 Ab): Tiêm 0,1 ml PBS/chuột đường phúc mạc + Tiêm 

kháng thể kháng PD-1 (250μg)/0,1ml/chuột đường tĩnh mạch đuôi.  

- Nhóm 4 (CAR-T + PD-1 Ab): Tiêm 106 tế bào CAR-T/0,1ml/chuột 

đường phúc mạc + Tiêm kháng thể kháng PD-1 (250μg)/0,1ml/chuột đường 

tĩnh mạch đuôi. 

*Các chỉ tiêu theo dõi trước và trong quá trình nghiên cứu: 

Tình trạng chung được theo dõi hàng ngày, thể trọng của chuột được theo 

dõi hàng tuần trong quá trình nghiên cứu. Kết thúc thí nghiệm sau bốn tuần 

theo dõi, tiến hành lấy máu chuột, quan sát hình ảnh đại thể các cơ quan của 
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chuột, lấy mẫu mô gan và thận của 100% số chuột thí nghiệm ở 4 nhóm để tiến 

hành làm các xét nghiệm và phân tích kết quả:  

a. Đánh giá ảnh hưởng đến chức năng tạo máu 

Thông qua số lượng hồng cầu (HC), nồng độ huyết sắc tố, số lượng bạch 

cầu (BC), công thức bạch cầu, số lượng tiểu cầu (TC) ở xét nghiệm tổng phân 

tích tế bào máu thực hiện trên máy XN1000 (Sysmex - Nhật Bản). 

Nguyên lý máy xét nghiệm tổng phân tích tế bào máu:  

- Xét nghiệm đếm số lượng bạch cầu sử dụng phương pháp đếm tế bào 

dòng chảy sử dụng Laser bán dẫn và phân loại tế bào bằng cách chiếu chùm 

Laser có bước sóng 633nm và phân tích cường độ ánh sáng tán xạ thẳng (FSC), 

ánh sáng tán xạ bên (SSC), và ánh sáng huỳnh quang bên (SFL). Cường độ của 

hai loại ánh sáng tán xạ (FSC và SSC) phản ánh được cấu trúc bề mặt của tế bào, 

hình dạng hạt, cấu trúc nhân tế bào, chỉ số khúc xạ, và độ phản xạ của tế bào. 

Nhìn chung, tín hiệu FSC sẽ mạnh hơn với các tế bào có kích thước lớn, và tín 

hiệu SSC trở nên mạnh hơn với tế bào có cấu trúc nhân bên trong phức tạp hơn. 

Cường độ ánh sáng huỳnh quang chủ yếu phản ánh loại và số lượng axit nucleic 

và các bào quan của tế bào; ba loại tín hiệu này được dùng để đếm và phân loại 

các tế bào bạch cầu, hồng cầu có nhân, hồng cầu lưới và tiểu cầu.  

- Kênh đo RBC/PLT đếm các tế bào hồng cầu và tiểu cầu bằng phương 

pháp trở kháng sử dụng dòng chảy động học. Mẫu pha loãng được đưa qua khe 

đếm và các tế bào máu sẽ được tạo áp lực đi vào khe đếm nhờ dòng chảy tập 

trung. Khi tế bào đi qua chính giữa khe đếm, các thông tin thể tích của tế bào 

phản ánh qua xung điện sẽ được ghi nhận chính xác. 

- Xét nghiệm định lượng Hemoglobin dựa trên nguyên lý tế bào hồng 

cầu bị phá vỡ bởi hóa chất ly giải, giải phóng ra Hemoglobin tự do, kết hợp với 

thuốc thử thích hợp tạo thành phức hợp ổn định. Máy phân tích sẽ chiếu ánh 

sáng Laser qua dung dịch chứa phức hợp này và đo độ hấp thụ ánh sáng để tính 

toán ra nồng độ Hemoglobin trong máu ngoại vi. 
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b. Đánh giá ảnh hưởng đến chức năng gan, thận 

- Mức độ hủy hoại tế bào gan thông qua định lượng hoạt độ enzym trong 

máu: AST (Aspartate transaminase), ALT (Alanine transaminase). 

- Đánh giá chức năng thận thông qua định lượng nồng độ Urê, 

Creatinin huyết tương. 

Máu tĩnh mạch ngoại vi của chuột được được ly tâm 5 phút, tốc độ 5000 

vòng/phút, sau đó tách huyết tương và thực hiện các xét nghiệm Urê, Creatinin, 

GOT/AST và GPT/ALT. Các xét nghiệm được thực hiện trên hệ thống xét 

nghiệm sinh hóa AU580 (Beckman Coulter - Hoa Kỳ). Xét nghiệm đạt tiêu 

chuẩn ISO 15189-2012, nội kiểm xét nghiệm tối thiểu 2 lần/1 ngày. 

c. Mô bệnh học 

Kết thúc thí nghiệm tiến hành mổ và quan sát đại thể toàn bộ các cơ quan 

của chuột bằng kỹ thuật nhuộm tiêu bản HE và soi trên kính hiển vi quang học 

để đánh giá cấu trúc vi thể gan, thận của 100% số chuột ở mỗi lô. Các mẫu bệnh 

phẩm gan, thận sau khi lấy ra khỏi cơ thể chuột được cố định ngay trong formol 

trung tính 10% với thể tích dung dịch cố định gấp 20 - 30 lần thể tích bệnh 

phẩm. Sau đó bệnh phẩm được gửi ngay tới khoa Giải phẫu bệnh, Bệnh viện 

Quân y 103. 

- Nguyên lý cắt nhuộm Hematoxylin - Eosin: 

Bệnh phẩm sau khi chuyển đúc xong được cắt mỏng thành lát (có độ dày 

từ 1µm đến vài chục µm) bằng những máy cắt mỏng (microtome) khác nhau 

để ánh sáng có thể đi qua được, kết hợp nhuộm màu nên quan sát được hình 

dạng cấu trúc của tế bào hoặc mô dưới kính hiển vi. 

- Tiến hành kỹ thuật: 

+ Bệnh phẩm đúc trong khối paraffin được cắt thành các lát mỏng từ 3-

5µm, sau đó được cố định trên lam kính. 

+ Lam kính được đưa qua các bể nhuộm chứa các hóa chất khác nhau 

để nhuộm màu nhân và bào tương của tế bào cùng các thành phần khác ngoài 

tế bào. 
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+ Nhuộm nhân với Hematoxylin và nhuộm bào tương với Eosin.  

+ Sau khi nhuộm xong soi trên kính hiển vi quang học nhân tế bào bắt 

màu xanh, bào tương bắt màu hồng đỏ là đạt yêu cầu. 

- Đọc kết quả trên kính hiển vi quang học. 

d. Đánh giá khả năng bài tiết cytokin bằng xét nghiệm ELISA định lượng nồng 

độ IL-2, IL-6, TNF-α  

- Kít IL - 2 (Mybiosourse) : Để bộ kit và mẫu ở nhiệt độ phòng (18-25 độ) trước 

khi sử dụng. 

Quy trình thực hiện: 

Bước 1: Chuẩn bị hóa chất 

+ Đối với mẫu tiêu chuẩn: Thêm 1ml Standard diluent vào Standard tube, 

giữ 10 phút ở nhiệt độ phòng, lắc đều cho dung dịch tan hoàn toàn (không tạo 

bọt). Nồng độ ống vừa pha là 8000pg/ml. Chuẩn bị 7 ống, mỗi ống chứa 0,5ml 

dung dịch Standard diluent rồi tiến hành pha loãng các ống với nồng độ tương 

ứng 1000pg/ml, 500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml, 31,2pg/ml, 

15,6pg/ml. Chuẩn bị 1 ống cuối cùng chỉ chứa dung dịch Standard diluent (ống 

blank với nồng độ 0pg/ml). 

+ Đối với mẫu thử: Cần pha loãng mẫu nếu nồng độ mẫu vượt quá đường 

chuẩn. Sử dụng PBS để pha loãng mẫu. 

+ Dung dịch rửa: Pha 20ml dung dịch rửa gốc 30X vào 580 ml nước cất 

được 600ml dung dịch rửa tiêu chuẩn nồng độ 1X. 

+ Chuẩn bị dung dịch Detection reagent A và Detection reagent B: Pha 

loãng 100 lần bằng cách cho 120µl dung dịch Detection reagent A và Detection 

reagent B với 12ml dung dịch Assay diluent A và Assay diluent B tương ứng. 

Bước 2:  Đánh dấu các giếng với tên tương ứng: 7 giếng cho mẫu tiêu chuẩn 

(standard), 1 giếng trắng (blank) và mẫu thử vào giếng. Dán tấm màng che khay 

đĩa và ủ ở 37oC trong 1 giờ (100µl/giếng). 
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Bước 3: Bóc tấm màng che khay đĩa, loại bỏ dung dịch trong đĩa. Thêm 100µl 

dung dịch Detection reagent A vào các giếng, dán tấm màng che khay đĩa và ủ 

ở 37oC trong 1 giờ. 

Bước 4: Loại bỏ dung dịch, rửa các giếng 3 lần với dung dịch rửa 1X trong 1-

2 phút/lần (350µl/giếng).  

Bước 5: Thêm 100µl dung dịch Detection reagent B vào các giếng, dán tấm 

màng che khay đĩa và ủ ở 37oC trong 1 giờ. 

Bước 6: Loại bỏ dung dịch, rửa các giếng 5 lần với dung dịch rửa 1X trong 1-

2 phút/lần (350µl/giếng).  

Bước 7: Thêm 90µl dung dịch Substrate solution vào các giếng. Ủ tối 37oC 

trong 10-20 phút (không quá 30p, các giếng chuyển sang màu xanh). 

Bước 8: Thêm 50µl dung dịch dừng phản ứng vào các giếng, dung dịch chuyển 

sang màu vàng.   

Bước 9: Đọc kết quả ngay ở bước sóng 450nm. 

- Kít TNF-α và IL-6 (Mybiosourse): Để bộ kit và mẫu ở nhiệt độ phòng (18-25 

độ) trước khi sử dụng. 

Quy trình thực hiện: 

Bước 1: Chuẩn bị hoá chất 

+ Đối với mẫu tiêu chuẩn và mẫu thử: chuẩn bị tương tự quy trình IL-2. 

+ Dung dịch rửa: Pha 30ml dung dịch rửa gốc vào 720 ml nước cất được 

750ml dung dịch rửa tiêu chuẩn (Làm ấm dung dịch rửa gốc ở 40oC và lắc đều 

đến khi dung dịch tan hoàn toàn) 

+ Chuẩn bị dung dịch kháng thể kháng biotyl - Biotinylated detection Ab 

working solution: Pha loãng bằng cách cho 120µl dung dịch Concentrated 

biotinylated detection Ab với 14ml dung dịch Biotinylated detection Ab diluent. 

+ Chuẩn bị dung dịch HRP Conjugate working solution: Pha loãng bằng 

cách cho 120µl concentrated HRP conjugate với 14ml dung dịch HRP 

conjugate diluent. 
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Bước 2: Đánh dấu các giếng với tên tương ứng: 7 giếng cho mẫu tiêu chuẩn 

(standard tương ứng nống độ: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25), 1 giếng trắng 

(blank) và mẫu thử vào giếng. Dán tấm màng che khay đĩa và ủ ở 37oC trong 

1,5 giờ (100µl/giếng). 

Bước 3: Loại bỏ dung dịch trong đĩa, thêm 100µl Biotinylated detection Ab 

working solution, dán tấm màng che khay đĩa ủ 37oC trong 1 giờ. 

Bước 4: Loại bỏ dung dịch trong đĩa, thêm 350µl Wash buffer/giếng, giữ 1-2 

phút, rửa 3 lần. 

Bước 5: Thêm 100µl HRP Conjugate working solution vào các giếng. Dán đĩa 

và ủ ở 37oC trong 30 phút. 

Bước 6: Loại bỏ dung dịch trong đĩa, thêm 350µl Wash buffer/giếng, giữ 1-2 

phút, rửa 5 lần. 

Bước 7: Thêm 90µl Substrate reagent vào các giếng. Dán tấm màng che khay 

đĩa và ủ tối ở 37oC trong 15 phút. 

Bước 8: Thêm 50µl Stop solution vào các giếng. 

Bước 9: Đọc đĩa ở bước sóng 450nm. 

2.3.3.4. Đánh giá khả năng ly giải tế bào CD19+ của CAR-T kết hợp với 

kháng thể kháng PD-1 in vitro bằng kỹ thuật Flow Cytometry 

* Nguyên lý: 

Sử dụng chất nhuộm tế bào huỳnh quang Carboxyfluorescein succinimidyl 

ester (CFSE) để đánh dấu tế bào ung thư bạch cầu. Đây là một chất nhuộm có 

liên kết ổn định khi tích hợp vào trong tế bào và giữ lại ở tế bào trong thời gian 

dài, thuốc nhuộm sẽ không được chuyển sang các tế bào lân cận. 

Sử dụng chất nhuộm nhân tế bào phát huỳnh quang là 7-Amino 

Actinomycin D (7-AAD) để kiểm tra tỷ lệ tế bào ung thư bị ly giải trên quần 

thể tế bào ung thư bạch cầu dương tính với CFSE. 

7-AAD là loại thuốc nhuộm nhân phát huỳnh quang, chúng có khả năng 

liên kết rất mạnh với ADN của nhân tế bào. Khi tế bào ở trạng thái bình thường, 
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chất này không thể xâm nhập vào bên trong để gắn với ADN của nhân tế bào 

sống. Chỉ khi màng tế bào bị tổn thương 7-AAD mới có thể đi vào trong tế bào 

và liên kết với ADN nhân tế bào. Do đó, sử dụng chất nhuộm nhân 7-AAD dễ 

dàng phát hiện màng tế bào bị tổn thương, tế bào chết. 

 

Hình 2. 1. Máy đếm tế bào dòng chảy BD FACSLyric 

* Nguồn: Chụp tại Bộ môn Sinh lý bệnh - Học viện Quân Y 

* Quy trình thực hiện: 

- Bước 1: chuẩn bị tế bào  

 + Các dòng tế bào ung thư được rửa hai lần với PBS 1X (ly tâm 300g, 

10 phút).  

 + Nhuộm CFSE đánh dấu các dòng tế bào ung thư: cho dung dịch nhuộm 

CFSE vào hòa tan tế bào đã chuẩn bị ở mật độ 107 tế bào/ mL. Ủ 15 phút trong 

tối ở 370C. 

 + Rửa tế bào với 10mL RPMI + 1%FBS (ly tâm 400g, 5 phút). 

 + Tế bào sau đó được hòa tan bằng RPMI, 10% FBS về mật độ 105/mL, 

đếm tế bào và chuyển 105 tế bào/ giếng vào các đĩa nuôi cấy 24-giếng và được 

nuôi ít nhất 30 phút trước khi bổ sung tế bào PBMC,  tế bào CAR-T và PD-1 Ab.  

 + Tế bào PBMC, CAR-T được rửa hai lần với PBS 1X (ly tâm 400g, 5 

phút) sau đó hòa tan vào môi trường nuôi cấy TB mới và đếm số lượng tế bào. 
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- Bước 2: đồng nuôi cấy tế bào 

 + Giếng có các tế bào ung thư Daudi/ Raji/ K562 (Target) được bổ sung 

các tế bào PBMC, CAR-T (Effector) theo tỷ lệ target:effector (T:E) 1:2, 1:5, 1:10. 

Kháng thể kháng PD-1 bổ sung vào giếng với nồng độ 20µg/mL và giếng điều trị 

kết với với CAR-T theo các tỷ lệ target:effector (T:E) 1:2, 1:5, 1:10. Với cỡ mẫu 

mỗi tỷ lệ n=3, lặp lại ở 3 giếng độc lập. Hỗn hợp tế bào được nuôi 6 giờ trong tủ 

ấm 37oC, 5% CO2, độ ẩm >90% trước khi được phân tích bằng flow cytometry.  

- Bước 3: chuẩn bị mẫu tế bào và chạy flow cytometry 

 + Sau 6 giờ đồng nuôi cấy, toàn bộ tế bào được thu và rửa 2 lần bằng 

PBS 1X. 

 + Nhuộm với 1µL 7-AAD 1X trong 500 µL PBS 1X ủ trong 5 phút ở 

nhiệt độ phòng trong buồng tối.  

 + Sau đó ly tâm ở 300 vòng/phút trong 10 phút, loại bỏ phần dịch nổi 

phía trên. Hòa tan lại với 500 μL PBS có bổ sung 0,1% BSA.  

+ Chạy flow cytometry trong 1 giờ đánh giá tỷ lệ tế bào bắt màu CFSE chết. 

+ Bước 4: đọc kết quả 

 Đánh giá tỷ lệ tế bào chết trên hệ thống FACSlyric (BD) gồm: xác định 

quần thể tế bào cần đánh giá là quần thể tế bào ung thư dương tính với CFSE.  

Quần thể 7-AAD dương tính trong quần thể dương tính với CFSE được chọn 

cho đếm tỷ lệ tế bào sống chết. 

2.3.3.5. Đánh giá khả năng bài tiết cytokin của khối tế bào CAR-T phối hợp 

với kháng thể kháng PD-1 trên in vitro  

Khả năng bài tiết cytokin của các tế bào CAR-T phối hợp với kháng thể 

kháng PD-1 khi đồng nuôi cấy với tế bào CD19+ sẽ được tiến hành trên hai 

dòng tế bào ung thư CD19+ là Daudi và Raji tại 2 thời điểm 24 giờ và 48 giờ. 

Tế bào CD19- được sử dụng đối chứng là K562 và nhóm chứng sử dụng tế 

bào PBMC.  
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- Nghiên cứu được thiết kế trên 4 nhóm: 

 + Nhóm PBMC (chứng) (n = 3): 106/mL tế bào PBMC được nuôi đồng 

thời cùng 106/mL tế bào ung thư (Daudi/Raji/K562). 

 + Nhóm PD-1 Ab (n = 3): 106/mL tế bào ung thư (Daudi/Raji/K562) 

được bổ sung 20μg/mL PD-1 Ab. 

 + Nhóm CAR-T (n = 3): 106/mL tế bào CAR-T được nuôi đồng thời cùng 

106/mL tế bào ung thư (Daudi/Raji/K562). 

  + Nhóm CAR-T+PD-1 Ab (n = 3): 106/mL tế bào CAR-T + 20μg/mL 

PD-1 Ab được nuôi đồng thời cùng 106/mL tế bào ung thư (Daudi/Raji/K562). 

 - Sau 24 giờ và 48 giờ hỗn hợp tế bào được thu và tách dịch nuôi cấy tế 

bào để định lượng nồng độ IL-2, IL-6 và TNF-α bằng các bộ sinh phẩm IL-2 

Human ELISA Kit, TNF-α Human ELISA Kit, IL-6 Human ELISA Kit của 

hãng Thermo Fisher Scientific.  

* Quy trình thực hiện:  

Bước 1: Chuẩn bị hoá chất 

- Dung dịch gắn Coating buffer (1X): Pha loãng 10 lần bằng cách cho 

2,5ml dung dịch gốc (coating buffer 10X) với 25ml nước khử ion. 

- Kháng thể gắn Capture antibody: Pha loãng 250 lần bằng cách cho 

100µl capture antibody với 25ml coating buffer 1X. 

- 5X ELISA/ELISPOT diluent: Pha loãng 5 lần bằng cách cho 30ml dung 

dịch gốc với 150ml nước khử ion. 

- Chuẩn bị các nồng độ standard. 

- Kháng thể phát hiện Detection antibody: Pha loãng 250 lần bằng cách 

cho 100µl Detection antibody với 25ml dung dịch 1X ELISA/ELISPOT diluent 

- Enzym: Pha loãng 100 lần bằng cách cho 250µl pre-titrated 

Streptavidin-HRP concentrate (Kít IL-2 sử dụng Avidin-HRP) concentrate với 

25ml dung dịch 1X ELISA/ELISPOT diluent. 
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Bước 2: Tra 100µl Coating buffer đã pha loãng vào các giếng. Dán tấm màng 

che và ủ qua đêm ở 4oC. 

Bước 3: Loại bỏ dung dịch trong đĩa và rửa 3 lần với Wash buffer.  

Bước 4: Cố định các giếng với 200µl dung dịch ELISA/ELISPOT Diluent 1X. 

Để ở nhiệt độ phòng trong 1 giờ. 

Bước 5: Chuẩn bị mẫu tiêu chuẩn 

- Loại bỏ dung dịch và rửa tối thiểu 1 lần với Wash buffer. 

- Tra mẫu tiêu chuẩn, mẫu trắng (blank) và mẫu thử vào giếng 

(100µl/giếng, mẫu tiêu chuẩn lặp lại 2 lần ở 8 nồng độ khác nhau). 

- Dán tấm màng che khay đĩa, ủ ở nhiệt độ phòng trong 2 giờ. 

Bước 6: Loại bỏ dung dịch trong đĩa và rửa 3 lần với Wash buffer. 

Bước 7: Thêm 100µl dung dịch Detection antibody đã pha loãng vào các giếng. 

Dán tấm màng che khay đĩa và ủ ở nhiệt độ phòng trong 1 giờ. 

Bước 8: Loại bỏ dung dịch trong đĩa và rửa 5 lần với Wash buffer. 

Bước 9: Thêm 100µl dung dịch Streptavidin-HRP đã pha vào các giếng. Dán 

tấm màng che khay đĩa và ủ ở nhiệt độ phòng trong 30 phút. 

Bước 10: Loại bỏ dung dịch trong đĩa và rửa 7 lần với Wash buffer. 

Bước 11: Thêm 100µl dung dịch 1X TMB Solution vào các giếng. Dán tấm 

màng che khay đĩa và ủ ở nhiệt độ phòng trong 15 phút. 

Bước 12: Thêm 100µl dung dịch dừng phản ứng (Stop solution) vào mỗi giếng (Kít 

IL-2 thêm 50 µl dung dịch Stop solution). Đo mật độ quang (OD) ngay ở bước sóng 

450 nm bằng máy đọc ELISA DAR800 của hãng Diaglostic Automation, Inc (Mỹ).  

 Xây dựng đường chuẩn cho từng đĩa Elisa và tính toán nồng độ cho 

từng mẫu cần đo. 
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Hình 2.2. Hình ảnh đường chuẩn trong Kit ELISA IL-6 

Quá trình thí nghiệm được tiến hành tại Labo Sinh học phân tử - Bộ môn 

Sinh lý bệnh - Học viện Quân y. 

2.4. PHƯƠNG PHÁP PHÂN TÍCH KẾT QUẢ, XỬ LÝ SỐ LIỆU 

 Các số liệu nghiên cứu được xử lý theo các thuật toán thống kê áp dụng 

trong y sinh học. Sử dụng phần mềm IBM SPSS 22.0 và GraphPad Prism 8.0. 

- Phân tích số liệu: 

+ So sánh tỷ lệ phần trăm bằng phép kiểm Chi square hoặc Fisher-Exact.  

+ So sánh trung bình của 2 nhóm độc lập bằng phép kiểm student (t) đối 

với biến số tuân theo phân phối chuẩn hoặc phép kiểm Mann-Whitney U test 

đối với biến số không tuân theo phân phối chuẩn.  

+ So sánh trung bình của nhiều hơn 2 nhóm độc lập bằng phép kiểm 

ANOVA một chiều đối với biến số tuân theo phân phối chuẩn hoặc phép kiểm 

Kruskal-Wallis test đối với biến số không tuân theo phân phối chuẩn. Phân tích 

poshoc của phép kiểm ANOVA bằng phép kiểm Turkey hoặc Games-Howell. 

+ So sánh ghép cặp sử dụng paired-sample T test với biến số tuân theo 

phân phối chuẩn hoặc phép kiểm Wilcoxon đối với biến số không tuân theo 

phân phối chuẩn. 
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+ Hệ số tương quan Spearman được tính toán nếu ít nhất có một đại 

lượng là biến liên tục có phân bố không chuẩn. Tính chặt chẽ của quan hệ được 

xác định theo các giá trị: 

o  r  < 0,3: ít tương quan 

o 0,3 ≤  r  < 0,5: tương quan mức độ vừa 

o 0,5 ≤  r  <0,7: tương quan khá chặt chẽ 

o  r  ≥ 0,7: tương quan rất chặt chẽ 

o r (+): tương quan thuận 

o r (-): tương quan nghịch 

- Giá trị p < 0,05 được xem là có ý nghĩa thống kê: 

  * : p < 0,05  

  ** :  p < 0,01  

  *** : p < 0,001  

  **** : p < 0,0001 

2.5. ĐẠO ĐỨC NGHIÊN CỨU TRÊN ĐỘNG VẬT 

 Động vật thí nghiệm được nuôi trong điều kiện thí nghiệm đảm bảo nhiệt 

độ, ánh sáng, thức ăn và nước uống đầy đủ. Các thao tác, quy trình thí nghiệm 

trên động vật được thực hiện theo đúng tiêu chuẩn, quy định của phòng thí 

nghiệm động vật tại Trung tâm nghiên cứu động vật thực nghiệm - Học viện 

Quân Y. 
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2.6. SƠ ĐỒ NGHIÊN CỨU 
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Chương 3 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

 
 

3.1. CHẤT LƯỢNG KHỐI TẾ BÀO CAR-T VÀ TÍNH AN TOÀN CỦA 

KHỐI TẾ BÀO CAR-T PHỐI HỢP VỚI KHÁNG THỂ KHÁNG PD-1 

TRÊN THỰC NGHIỆM  

3.1.1. Chất lượng của khối tế bào CAR-T  

- Tính tiệt trùng: 

Bảng 3. 1. Kết quả đánh giá tính tiệt trùng của khối tế bào CAR-T 

Mẫu Xét nghiệm Kết quả 

Chứng 
Vi khuẩn hiếu khí Âm tính 

Vi khuẩn kị khí Âm tính 

PBMC 
Vi khuẩn hiếu khí Âm tính 

Vi khuẩn kị khí Âm tính 

CAR-T 
Vi khuẩn hiếu khí Âm tính 

Vi khuẩn kị khí Âm tính 

PD-1 Ab 
Vi khuẩn hiếu khí Âm tính 

Vi khuẩn kị khí Âm tính 

CAR-T + PD-1 Ab 
Vi khuẩn hiếu khí Âm tính 

Vi khuẩn kị khí Âm tính 
  

Sau khi làm xét nghiệm vi khuẩn nuôi cấy và định danh trên hệ thống tự 

động hiếu khí và kị khí của môi trường nuôi cấy chứng, PBMC, CAR-T, PD-

1, CAR-T + PD-1 Ab đều cho kết quả âm tính. 
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- Tỷ lệ biểu hiện CAR: 

 

Hình 3. 1. Tỷ lệ biểu hiện tế bào CAR-T 

 Tỷ lệ biểu hiện của CAR trên bề mặt tế bào T sau quá trình chuyển nạp 

được phân tích bằng phương pháp tế bào dòng chảy. Kết quả cho thấy khoảng 

26,13% tế bào T có biểu hiện CAR trên bề mặt của chúng (là tỷ lệ dương tính 

FITC). Tế bào T không được chuyển nạp không có biểu hiện CAR trên bề mặt 

của chúng. Tế bào CAR-T được tăng sinh cho những thí nghiệm tiếp theo. 

- Biểu hiện của tế bào CAR-T bằng kỹ thuật Realtime PCR: 

 
A 

 
B 

Hình 3. 2. Biểu hiện CAR bằng Real-time PCR 

A. CAR-Primer:  1, 2, 3: TB CAR-T 4, 5, 6: TB PBMC 7, 8, 9: Chứng âm 

B. GAPDH-Primer: 10: TB CAR-T  11: TB PBMC  12: Chứng âm 

 Nhằm đánh giá biểu hiện của tế bào CAR-T sau khi phân tích realtime PCR 

với ba cặp mồi đặc hiệu cho vùng gen biểu hiện phân tử CAR của tế bào CAR-T, tế 

bào chứng PBMC, nước. Kết quả cho thấy từ chu kỳ thứ 20 ở cả ba cặp mồi, mẫu 

CAR-T có tín hiệu, chứng tỏ có biểu hiện gen CAR. Trong khi đó mẫu PBMC và 

chứng âm (nước) không có tín hiệu ở cả ba cặp mồi, chứng tỏ không có biểu hiện 

gen CAR. 

CAR+ CAR- CAR+ CAR- 

Tế bào T không chuyển nạp Tế bào T chuyển nạp 
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- Hàm lượng Endotoxin: 

Bảng 3. 2. Kết quả định lượng Endotoxin môi trường tế bào CAR-T 

Mẫu môi trường Kết quả 

Chứng < 0,1 EU/ml 

Tế bào CAR-T < 0,1 EU/ml 

Tế bào CAR-T + PD-1 Ab < 0,1 EU/ml 
   

Giới hạn nội độc tố cho phép là từ 0,005 - 0,5 EU/ml. Kết quả cho thấy 

mẫu dịch môi trường tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab đều trong 

giới hạn cho phép. 

3.1.2. Tính an toàn của khối tế bào CAR-T và CAR-T phối hợp với kháng 

thể kháng PD-1 trên thực nghiệm  

3.1.2.1. Tình trạng toàn thân của chuột trong quá trình thí nghiệm 

- Tình trạng chung: 

 Sau khi tiêm tế bào CAR-T và PD-1 Ab trong quá trình theo dõi chuột 

vẫn ăn uống, vận động bình thường, nhanh nhẹn, lông mượt, mắt trong, hậu 

môn khô, không thấy biểu hiện đi lỏng. Tại vị trí tiêm da chuột bình thường, 

không chảy máu, không nhiễm trùng. Tỷ lệ chuột sống ở 4 nhóm là 100% cho 

đến ngày cuối cùng của thí nghiệm. 

- Sự thay đổi trọng lượng chuột trong quá trình thí nghiệm 

Bảng 3. 3. So sánh trọng lượng trung bình của chuột trước thí nghiệm 

        Thông số 

Nhóm 
n 𝑿 ± SD p# 

Nhóm 1 (chứng) 15 29,98 ± 2,33 

> 0,05 
Nhóm 2 (CAR-T) 15 29,88 ± 0,96 

Nhóm 3 (PD-1 Ab) 15 31,28 ± 2,09 

Nhóm 4 (CAR-T+PD-1 Ab) 15 30,78 ± 1,77 

# ANOVA test  

 Trước thí nghiệm, khối lượng trung bình cả 4 nhóm chuột thí nghiệm 

tương đương nhau, không thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p > 0,05. 

Chuột thí nghiệm được cân 2 lần mỗi tuần để đánh giá sự thay đổi trọng lượng 

của từng nhóm chuột. 



64 

0 1 2 3 4 5

25

30

35

40

45

50

Thời gian (Tuần)

T
rọ

n
g

 l
ư

ợ
n

g
 c

h
u

ộ
t

(g
)

Chứng

CAR-T

PD-1 Ab

CAR-T + PD-1 Ab

 

Hình 3. 3. Ảnh hưởng của tế bào CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 

đến trọng lượng chuột 

 Theo dõi trong quá trình thí nghiệm thấy trọng lượng chuột ở các nhóm 

đều tăng so với trước thí nghiệm. Trọng lượng chuột tại các thời điểm ngày 0, 

ngày 7, ngày 14, ngày 21 và ngày 28 ở các nhóm CAR-T, PD-1 Ab và CAR-T 

kết hợp PD-1 Ab tương tự như ở nhóm chứng, không thấy sự khác biệt có ý 

nghĩa thống kê với p > 0,05 (Hình 3.3). 

- Quan sát đại thể cơ quan của các nhóm chuột sau khi kết thúc thí nghiệm: 

  

   

Hình 3. 4. Hình ảnh đại thể các cơ quan ở các nhóm chuột 

* Nguồn: hình ảnh chụp chuột 1.1; 2.1; 3.9 và 4.9 khi kết thúc thí nghiệm 
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 Trên cả 4 nhóm không quan sát thấy có thay đổi bệnh lý nào về mặt đại 

thể của các cơ quan tim, phổi, gan, lách, tuỵ, thận và hệ thống tiêu hoá của chuột. 

3.1.2.2. Ảnh hưởng đến chức năng tạo máu của chuột 

 

Hình 3. 5. Ảnh hưởng đối với hệ thống tạo máu ở chuột 

(N.S: p > 0,05) 

 

A : So sánh số lượng bạch cầu, hồng cầu, tiểu cầu, HGB và HCT 4 nhóm 

B : So sánh số lượng các thành phần bạch cầu 4 nhóm 

C : So sánh tỷ lệ phần trăm các thành phần bạch cầu 4 nhóm 

Hình 3.5 A, B, C cho thấy sau 4 tuần tiêm tế bào CAR-T và PD-1 Ab, 

các xét nghiệm chỉ số dòng hồng cầu (số lượng HC, nồng độ hemoglobin - 

HGB, HCT, số lượng bạch cầu, số lượng và tỷ lệ phần trăm các thành phần 

bạch cầu, số lượng tiểu cầu) ở cả 3 nhóm CAR-T, PD-1 Ab và CAR-T + PD-1 

Ab không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng (p > 0,05). 

Các nhóm tiêm CAR-T, PD-1 Ab cũng không có sự khác biệt về các chỉ số trên 

so với nhóm tiêm kết hợp CAR-T và PD-1 Ab.  
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3.1.2.3. Ảnh hưởng đến các chỉ số AST, ALT và mô bệnh học gan của chuột 

 

Hình 3. 6.  Đặc điểm chỉ số AST, ALT giữa các nhóm 

(ns: p > 0,05) 

Kết quả hình 3.6 cho thấy sau 4 tuần thì các xét nghiệm đánh giá mức 

độ hủy hoại tế bào gan qua chỉ số AST và ALT ở cả 3 nhóm CAR-T, PD-1 

Ab và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab đều không có sự khác biệt có ý nghĩa so 

với nhóm chứng (p > 0,05).  

Bảng 3. 4. So sánh tương đối hoạt độ AST và ALT với giá trị tham chiếu  

ở chuột 

Chỉ số 

Nhóm 1 

(chứng,  

n = 15) 

Nhóm 2 

(CAR-T,  

n = 15) 

Nhóm 3 

(PD-1 Ab, 

n = 15) 

Nhóm 4 

(CAR-T+PD-

1 Ab, n = 15) 
p# 

n % n % n % n % 

AST 

(U/L) 

Giảm 2 13,3 1 6,7 1 6,7 3 20 

> 

0,05 
Bình thường 13 86,7 14 93,3 14 93,3 11 73,3 

Tăng 0 0 0 0 0 0 1 6,7 

ALT 

(U/L) 

Giảm 0 0 0 0 0 0 0 0 

 Bình thường 15 100 15 100 15 100 15 100 

Tăng 0 0 0 0 0 0 0 0 

# Fisher's exact test  
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 Kết quả cho thấy so với khoảng tham chiếu của Silva-Santana G. và cộng 

sự đã báo cáo, không có con chuột nào có hoạt độ AST và ALT huyết thanh 

tăng được báo cáo trong 3 nhóm PBMC, CAR-T và PD-1 Ab [114]. Nhóm PD-

1 Ab chỉ có 1/15 chuột có tăng hoạt độ AST tuy nhiên không có sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê so với các nhóm còn lại. 

* Vi thể:  

Nhóm chứng Nhóm CAR-T 

 

Nhóm PD-1 Ab 

 

Nhóm CAR-T + PD-1 Ab 

Hình 3. 7. Hình thái vi thể gan chuột ở các nhóm (HE vật kính 20X) 

* Nguồn: hình ảnh mô bệnh học gan chuột số 1.1; 2.9; 3.4; 4.2 

Hình thái vi thể gan ở các nhóm không có sự khác biệt, nhu mô gan bình 

thường: Các tế bào gan sắp xếp thành dải, thành bè, giữa các dải, các bè gan có 

xoang mạch. Các tế bào gan không bị thoái hóa. Các tĩnh mạch khoảng cửa bị 

sung huyết nhẹ. 
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Bảng 3. 5. Tỷ lệ thoái hóa hạt giữa bốn nhóm 

Nhóm 

(n = 15) 

Thoái hóa hạt 

Tổn 

thương 

khác 

Chuột cái  

(n = 8) 

Chuột đực  

(n = 7) 

n % n % 

Nhóm chứng 0 0 0 0 0 

Nhóm 2 (CAR-T) 5 62,5 0 0 0 

Nhóm 3 (PD-1 Ab) 3 37,5 3 42,9 0 

Nhóm 4 (CAR-T+PD-1 Ab) 3 37,5 0 0 0 
 

Chuột cái có tỷ lệ thoái hóa hạt cao hơn 34,4% so với 10,7% của chuột 

đực. Thoái hóa hạt được phát hiện ở 62,5% chuột cái được tiêm tế bào CAR-T 

so với 0% chuột đực được tiêm tế bào CAR-T; 37,5% chuột cái sử dụng kháng 

thể kháng PD-1 so với 42,9% chuột đực sử dụng kháng thể  kháng PD-1; 37,5% 

chuột cái nhóm kết hợp so với chuột đực nhóm kết hợp là 0%. Không có tổn 

thương khác nào được phát hiện.  

3.1.2.4. Ảnh hưởng đến chỉ số Creatinin, Urê và mô bệnh học thận của chuột 

 

Hình 3. 8. Kết quả chỉ số Urê, Creatinin giữa các nhóm 

(p(1)(4) < 0,05; p(3)(4) < 0,001) (ns: p > 0,05; **:  p < 0,01) 
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 Nồng độ Urê ở cả 3 nhóm CAR-T, PD-1 Ab và CAR-T kết hợp với PD-

1 Ab đều không có sự khác biệt có ý nghĩa so với nhóm chứng (p > 0,05). Có 

sự khác biệt về nồng độ Creatinin của nhóm CAR-T kết hợp với PD-1 Ab so 

với nhóm chứng và nhóm PD-1 Ab với p < 0,05. Tuy nhiên chỉ số Creatinin 

của các nhóm vẫn nằm trong mức giới hạn bình thường. 

Bảng 3. 6. So sánh tương đối nồng độ Creatinin và Urê với giá trị tham chiếu 

ở chuột 

Chỉ số 

Nhóm 1 

(chứng,  

n = 15) 

Nhóm 2 

(CAR-T, 

n = 15) 

Nhóm 3 

(PD-1 Ab, 

n = 15) 

Nhóm 4 

(CAR-T + 

PD-1 Ab,  

n = 15) 

n % n % n % n % 

Urê 
Không tăng 15 100 15 100 15 100 15 100 

Tăng 0 0 0 0 0 0 0 0 

Creatinin 
Không tăng 15 100 15 100 15 100 15 100 

Tăng 0 0 0 0 0 0 0 0 

  

Nồng độ Creatinin huyết thanh của tất cả chuột trong các nhóm nghiên 

cứu đều nằm trong khoảng giới hạn của chuột chuột (35,37 ± 8,84 µmol/L) theo 

nghiên cứu của Stephen và cộng sự năm 2004  [115].  
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- Vi thể:  

Nhóm chứng Nhóm CAR-T 

 

 

Nhóm PD-1 Ab 

 

Nhóm CAR-T + PD-1 Ab 

 Hình 3. 9. Hình thái vi thể thận chuột ở các nhóm (HE vật kính 20X) 

* Nguồn: hình ảnh mô bệnh học thận chuột số 1.1; 2.9; 3.4; 4.2 

Hình thái vi thể thận ở các nhóm không có sự khác biệt, nhu mô thận 

bình thường: Vỏ thận có các cầu thận, các ống thận và các mạch máu giữa các 

ống thận. Các tế bào biểu mô ống thận không bị thoái hóa. Các mạch máu cầu 

thận sung huyết nhẹ. 
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3.1.2.5. Ảnh hưởng đến nồng độ các cytokin 

Bảng 3. 7. Nồng độ cytokin IL-6 của các nhóm nghiên cứu 

                     Chỉ số 

        Nhóm 
n 

IL-6 (pg/mL) 
p# 

Trung vị (Tứ phân vị) 

Nhóm 1  

(chứng) 
15 

129,01 

(93,52 - 158,32) 
p (1)(2) > 0,05 

p (1)(3) < 0,001 

p (1)(4) < 0,005 

p (2)(4) > 0,05 

p (3)(4) > 0,05 

Nhóm 2  

(CAR-T) 
15 

97,32 

(86,03 - 141,41) 

Nhóm 3  

(PD-1 Ab) 
15 

86,03 

(82,34 - 93,52) 

Nhóm 4  

(CAR-T+PD-1 Ab) 
15 

89,75 

(86,03 - 97,32) 

# Mann-Whitney U test 

Kết quả ở bảng 3.7 cho thấy sau 4 tuần nồng độ IL-6 trong máu chuột ở 

nhóm CAR-T không có sự khác biệt so với nhóm chứng. Nồng độ IL-6 của 

nhóm PD-1 và nhóm CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 thấp hơn có ý 

nghĩa thống kê so với nhóm chứng (p < 0,05).  

Bảng 3.8. Nồng độ cytokin IL-2 của các nhóm nghiên cứu 

                   Chỉ số 

      Nhóm 
n 

IL-2 (pg/mL) 
p# 

Trung vị (Tứ phân vị) 

Nhóm 1 

(chứng) 
15 

39,84 

(35,70 - 52,96) 
p (1)(2) > 0,05 

p (1)(3) > 0,05 

p (1)(4) < 0,01 

p (2)(4) < 0,01 

p (3)(4) < 0,01 

Nhóm 2 

(CAR-T) 
15 

38,79 

(35,70 - 43,02) 

Nhóm 3 

(PD-1 Ab) 
15 

44,10 

(35,70 - 52,39) 

Nhóm 4 

(CAR-T+PD-1 Ab) 
15 

33,67 

(31,68 - 38,27) 

# Mann-Whitney U test 
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Nồng độ IL-2 của nhóm CAR-T và kháng thể kháng PD-1 không có sự 

khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng (p > 0,05). Tuy nhiên, nhóm 

kết hợp CAR-T và kháng thể kháng PD-1 có nồng độ IL-2 thấp hơn có ý nghĩa 

thống kê so với các nhóm chứng, CAR-T và kháng thể kháng PD-1 (p < 0,01).  

Bảng 3.9. Nồng độ cytokin TNF-α của các nhóm nghiên cứu 

           Chỉ số 

      Nhóm 
n 

TNF-α (pg/mL) 
p# 

Trung vị (Tứ phân vị) 

Nhóm 1 

(chứng) 
15 

127,29 

(110,26 - 185,68) 
p (1)(2) > 0,05 

p (1)(3) > 0,05 

p (1)(4) < 0,001 

p (2)(4) < 0,001 

p (3)(4) < 0,001 

Nhóm 2 

(CAR-T) 
15 

183,58 

(117,76 - 255,48) 

Nhóm 3 

(PD-1 Ab) 
15 

83,22 

(74,62 - 226,50) 

Nhóm 4 

(CAR-T+PD-1 Ab) 
15 

383,76 

(278,30-418,89) 

# Mann-Whitney U test 

Nhóm CAR-T và kháng thể kháng PD-1 có nồng độ cytokin TNF-α 

không có sự khác biết có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng (p > 0,05). Tuy 

nhiên, nhóm kết hợp tế bào CAR-T và kháng thể kháng PD-1 có nồng độ TNF-

α cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng, nhóm CAR-T và nhóm PD-

1 Ab (p < 0,001).  
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3.2. TÁC DỤNG KHÁNG TẾ BÀO DÒNG UNG THƯ BẠCH CẦU CỦA 

KHỐI TẾ BÀO CAR-T PHỐI HỢP VỚI KHÁNG THỂ KHÁNG PD-1  

3.2.1. Kết quả đánh giá tác dụng ly giải tế bào in vitro 

3.2.1.1. Tác dụng ly giải tế bào Daudi (CD19+) 

  

  

 

 

 

 

Hình 3. 10. Ly giải tế bào Daudi ở 4 nhóm với T:E = 1:2 

A: Hình ảnh tế bào ở 4 nhóm nghiên cứu (vật kính 20): (1) nhóm PBMC, (2) nhóm PD-1 

Ab, (3) nhóm CAR-T, (4) nhóm CAR-T + PD-1 Ab. 

B: Tỷ lệ tế bào Daudi bị ly giải (ns: p > 0,05; ***: p < 0,001). 

C: Hình ảnh kết quả ly giải TB Daudi của TB CAR-T và CAR-T + PD-1 Ab phân tích trên 

Flow cytometry.  
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 Ở tỷ lệ T:E = 1:2 kết quả cho thấy tỷ lệ tế bào Daudi bị ly giải khi đồng 

nuôi cấy với của tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 lần 

lượt là 36,19% và 34,73%. Tỷ lệ này cao hơn so với nhóm đồng nuôi cấy với tế 

bào PBMC và kháng thể kháng PD-1 có ý nghĩa thống kê với (p < 0,001). Không 

thấy có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về tỷ lệ ly giải giữa nhóm đồng nuôi cấy 

với tế bào CAR-T và nhóm kết hợp CAR-T với kháng thể kháng PD-1, nhóm 

đồng nuôi cấy với tế bào PBMC và nhóm kháng thể kháng PD-1 (p > 0,05).  

  

  

 

 

 

Hình 3. 11. Ly giải tế bào Daudi ở 4 nhóm với T:E = 1:5 

A: Hình ảnh tế bào ở 4 nhóm nghiên cứu (vật kính 20): (1) nhóm PBMC, (2) nhóm PD-1 

Ab, (3) nhóm CAR-T, (4) nhóm CAR-T + PD-1 Ab. 

B: Tỷ lệ tế bào Daudi bị ly giải (ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001). 

C: Hình ảnh kết quả ly giải TB Daudi của TB CAR-T và CAR-T + PD-1 Ab phân tích trên 

Flow cytometry.  
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 Tỷ lệ ly giải tế bào Daudi của nhóm CAR-T và CAR-T kết hợp kháng 

thể kháng PD-1 cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm PBMC và nhóm 

kháng thể kháng PD-1 ở tỷ lệ T:E = 1:5 (p < 0,001). 

Không thấy có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về tỷ lệ ly giải giữa nhóm 

đồng nuôi cấy với tế bào CAR-T và nhóm kết hợp CAR-T với kháng thể kháng 

PD-1; nhóm đồng nuôi cấy với tế bào PBMC và nhóm kháng thể kháng PD-1 

ở tỷ lệ T:E = 1:5 (p > 0,05).   

  

  
 

 

 

 

Hình 3. 12. Ly giải tế bào Daudi ở 4 nhóm với T:E = 1:10 

A: Hình ảnh tế bào ở 4 nhóm nghiên cứu (vật kính 20): (1) nhóm PBMC, (2) nhóm PD-1 

Ab, (3) nhóm CAR-T, (4) nhóm CAR-T + PD-1 Ab. 

B: Tỷ lệ tế bào Daudi bị ly giải (ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001). 

C: Hình ảnh kết quả ly giải TB Daudi của TB CAR-T và CAR-T + PD-1 Ab phân tích trên 

Flow cytometry.  
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Ở tỷ lệ T:E = 1:10 tỷ lệ tế bào Daudi ly giải ở khi đồng nuôi cấy với tế 

bào CAR-T là 74,21%, tế bào CAR-T với kháng thể kháng PD-1 đạt tỷ lệ ly 

giải 74,28%, tỷ lệ này cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng PBMC 

(p < 0,001). Không thấy có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về tỷ lệ ly giải 

giữa nhóm đồng nuôi cấy với tế bào CAR-T và nhóm kết hợp CAR-T với kháng 

thể kháng PD-1, nhóm PD-1 so với nhóm chứng PBMC (p > 0,05).  

 Quan sát dưới kính hiển vi tại thời điểm 6 giờ có thể thấy giếng tế bào 

nhóm CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab có tỷ lệ tế bào Daudi sống thấp 

hơn nhóm chứng PBMC và nhóm PD-1 Ab, màng tế bào Daudi bị vỡ ra, mất 

tính tiên tục, xuất hiện nhiều mảnh tế bào chết (Hình 3.10 A, 3.11 A, 3.12 A). 
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3.2.1.2. Tác dụng ly giải tế bào Raji (CD19+) 

  

  
 

 

 

 

Hình 3. 13. Ly giải tế bào Raji ở 4 nhóm với T:E = 1:2 

A: Hình ảnh tế bào ở 4 nhóm nghiên cứu (vật kính 20): (1) nhóm PBMC, (2) nhóm PD-1 

Ab, (3) nhóm CAR-T, (4) nhóm CAR-T + PD-1 Ab. 

B: Tỷ lệ tế bào Raji bị ly giải (ns: p > 0,05; **:  p < 0,01; ***: p < 0,001). 

C: Hình ảnh kết quả ly giải TB Raji của TB CAR-T và CAR-T +  PD-1 Ab phân tích trên 

Flow cytometry.  

Ở tỷ lệ T:E = 1:2 nhóm CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab có tỷ  lệ 

ly giải tế bào Raji cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng PBMC (p < 

0,001). Tỷ lệ tế bào Raji bị ly giải ở nhóm CAR-T là 13,89% và nhóm kết hợp 

PBM
C

PD-1
 A

b

CAR-T

CAR-T
 +

 P
D-1

 A
b

0

5

10

15

20

T:E 1:2

T
ỷ 

lệ
 l

y 
g

iả
i 

R
aj

i 
 (

%
)

✱✱

ns

✱✱✱

✱✱✱

1 2 

3 4 

A 

B C 



78 

CAR-T với kháng thể kháng PD-1 đạt tỷ lệ 13,04%, không thấy có sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê ở 2 nhóm này (p > 0,05). Tỷ lệ ly giải của nhóm PD-1 Ab 

thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng PBMC (p < 0,05).  

  

  
 

 

 

 

Hình 3. 14. Ly giải tế bào Raji ở 4 nhóm với T:E = 1:5 

A: Hình ảnh tế bào ở 4 nhóm nghiên cứu (vật kính 20): (1) nhóm PBMC, (2) nhóm PD-1 

Ab, (3) nhóm CAR-T, (4) nhóm CAR-T + PD-1 Ab. 

B: Tỷ lệ tế bào Raji bị ly giải (ns: p > 0,05; **:  p < 0,01; ****: p < 0,0001). 

C: Hình ảnh kết quả ly giải TB Raji của TB CAR-T và CAR-T +  PD-1 Ab phân tích trên 

Flow cytometry.  
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 Ở tỷ lệ T:E = 1:5 cũng có thể thấy tỷ lệ ly giải tế bào Raji của CAR-T và 

CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 tương đối tốt. Tỷ lệ này cao khác 

biệt có ý nghĩa thống kê so với nhóm PBMC (p < 0,001). Tỷ lệ ly giải của nhóm 

PD-1 Ab thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng  (p < 0,05). Không 

thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về tỷ lệ ly giải tế bào Raji giữa nhóm 

CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab (p > 0,05). 

  

  
 

 

 

 
Hình 3. 15. Ly giải tế bào Raji ở 4 nhóm với T:E = 1:10 

A: Hình ảnh tế bào ở 4 nhóm nghiên cứu (vật kính 20): (1) nhóm PBMC, (2) nhóm PD-1 

Ab, (3) nhóm CAR-T, (4) nhóm CAR-T + PD-1 Ab. 

B: Tỷ lệ tế bào Raji bị ly giải (**:  p < 0,01; ****: p < 0,0001). 

C: Hình ảnh kết quả ly giải TB Raji của TB CAR-T và CAR-T +  PD-1 Ab phân tích trên 

Flow cytometry.  
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 Hình 3.15 cho thấy ở tỷ lệ T:E = 1:10 tế bào CAR-T cũng thể hiện khả 

năng ly giải tốt đối với tế bào Raji. Tỷ lệ tế bào ly giải ở nhóm CAR-T là 24,2% 

và nhóm kết hợp CAR-T với kháng thể kháng PD-1 đạt tỷ lệ 44,11%, tương 

đương tăng hiệu quả 1,82 lần. Tỷ lệ ly giải của nhóm CAR-T và nhóm kết hợp 

CAR-T với kháng thể kháng PD-1 cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm 

chứng PBMC (p < 0,001). Tỷ lệ ly giải của nhóm PD-1 Ab thấp hơn có ý nghĩa 

thống kê so với nhóm chứng PBMC (p < 0,05).  

Ở các hình 3.13 A, 3.14 A, 3.15 A có thể thấy khi quan sát dưới vật kính 

20 tỷ lệ tế bào Raji bị ly giải ở nhóm PD-1 rất thấp, các tế bào Daudi vẫn tròn 

đều và sáng. Tỷ lệ tế bào Raji bị ly giải ở nhóm CAR-T và nhóm kết hợp cao 

hơn; màng các tế bào Raji bị vỡ ra, mất tính tiên tục, xuất hiện nhiều mảnh tế 

bào chết. 
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3.2.1.3. Tác dụng ly giải tế bào K562 (CD19-) 

  

  
 

 

 

 
Hình 3. 16. Ly giải tế bào K562 ở 4 nhóm với T:E = 1:2 

A: Hình ảnh tế bào ở 4 nhóm nghiên cứu (vật kính 20): (1) nhóm PBMC, (2) nhóm PD-1 

Ab, (3) nhóm CAR-T, (4) nhóm CAR-T + PD-1 Ab. 

B: Tỷ lệ tế bào K562 bị ly giải (ns: p > 0,05; * p < 0,05; **:  p < 0,01; ***: p < 0,001). 

C: Hình ảnh kết quả ly giải TB K562 của TB CAR-T và CAR-T +  PD-1 Ab phân tích trên 

Flow cytometry.  

 Ở tỷ lệ T:E = 1:2 có thể thấy tỷ lệ ly giải tế bào K562 (CD19-) của nhóm 

CAR-T và CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 đều cao hơn có ý nghĩa 

thống kê so với nhóm chứng PBMC (p < 0,01), tuy nhiên tỷ lệ này rất thấp chỉ 

đạt 12,98% ở nhóm CAR-T và 13,66% ở nhóm kết hợp. Nhóm PD-1 Ab tỷ lệ 

ly giải thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng PBMC (p < 0,05). 
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Không thấy có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa nhóm đơn trị liệu tế bào 

CAR-T và kết hợp tế bào CAR-T với kháng thể kháng PD-1 (p > 0,05). 

  

  
 

 

 

 

Hình 3. 17. Ly giải tế bào K562 ở 4 nhóm với T:E = 1:5 

A: Hình ảnh tế bào ở 4 nhóm nghiên cứu (vật kính 20): (1) nhóm PBMC, (2) nhóm PD-1 

Ab, (3) nhóm CAR-T, (4) nhóm CAR-T + PD-1 Ab. 

B: Tỷ lệ tế bào K562 bị ly giải (ns: p > 0,05; **:  p < 0,01; ***: p < 0,001). 

C: Hình ảnh kết quả ly giải TB K562 của TB CAR-T và CAR-T +  PD-1 Ab phân tích trên 

Flow cytometry.  

 Hình 3.17 cho thấy ở tỷ lệ T:E 1:5 thì tỷ lệ ly giải tế bào K562 của nhóm 

CAR-T và CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 đều cao hơn có ý nghĩa 

thống kê so với nhóm chứng PBMC (p < 0,01), tuy nhiên tỷ lệ này chỉ đạt 
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20,7% ở nhóm CAR-T và 24,71% ở nhóm kết hợp trong khi nhóm chứng 

PBMC đạt 12,77%. Nhóm PD-1 Ab tỷ lệ ly giải thấp hơn có ý nghĩa thống kê 

so với nhóm chứng (p < 0,01). Không thấy có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 

giữa nhóm đồng nuôi cấy với tế bào CAR-T và đồng nuôi cấy kết hợp tế bào 

CAR-T với kháng thể kháng PD-1 (p > 0,05). 

  

  
 

 

 

 

Hình 3. 18. Ly giải tế bào K562 ở 4 nhóm với T:E = 1:10 

A: Hình ảnh tế bào ở 4 nhóm nghiên cứu (vật kính 20): (1) nhóm PBMC, (2) nhóm PD-1 

Ab, (3) nhóm CAR-T, (4) nhóm CAR-T + PD-1 Ab. 

B: Tỷ lệ tế bào K562 bị ly giải (ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001). 

C: Hình ảnh kết quả ly giải TB K562 của TB CAR-T và CAR-T +  PD-1 Ab phân tích trên 

Flow cytometry.  
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 Với tỷ lệ K562/CAR-T = 1:10, kết quả cho thấy tỷ lệ tế bào K562 (CD19-

) bị ly giải khi đồng nuôi cấy với PBMC 27,52%, CAR-T 27,67% và CAR-T 

kết hợp với kháng thể kháng PD-1 28,59% là tương đồng nhau, sự khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Nhóm PD-1 có tỷ lệ ly giải thấp hơn có 

ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng PBMC (p < 0,001). 

 Quan sát hình 3.16 A, 3.17 A, 3.18 có thể thấy dưới kính hiển vi tỷ lệ tế 

bào K562 bị ly giải ở nhóm PD-1 rất thấp, các tế bào K526 vẫn tròn đều và 

sáng. Tỷ lệ tế bào K562 bị ly giải ở nhóm CAR-T và nhóm kết hợp cao hơn so 

với nhóm chứng PBMC, tuy nhiên có thể thấy tỷ lệ tê bào K562 sống qua hình 

ảnh trên kính hiển vi ở các giếng đồng nuôi cấy với tế bào CAR-T và CAR-T 

kết hợp với PD-1 Ab vẫn cao. 

3.2.1.4. So sánh khả năng ly giải ba dòng tế bào ung thư bạch cầu của khối 

tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 

- Khả năng ly giải tế bào ung thư bạch cầu của khối tế bào CAR-T: 
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Hình 3.19. So sánh tỷ lệ ly giải 3 dòng tế bào ung thư bạch cầu của khối tế 

bào CAR-T 

(ns: p > 0,05; **:  p < 0,01; ****: p < 0,0001) 

 Kết quả hình 3.19 cho thấy ở cả 3 tỷ lệ T:E = 1:2, 1:5, 1:10 tỷ lệ ly giải 

tế bào Daudi đều cao hơn có ý nghĩa thống kê so với tỷ lệ ly giải tế bào Raji và 

K562. Không thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa tỷ lệ ly giải tế bào Raji 

và K562 (p > 0,05). 
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- Khả năng ly giải tế bào ung thư bạch cầu của khối tế bào CAR-T kết hợp 

với PD-1 Ab: 
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Hình 3.20. So sánh tỷ lệ ly giải 3 dòng tế bào ung thư bạch cầu của khối tế 

bào CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 

(ns: p > 0,05; **:  p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001) 

 Hình 3.20 cho thấy ở cả 3 tỷ lệ T:E = 1:2, 1:5, 1:10 tỷ lệ ly giải tế bào 

Daudi đều cao hơn có ý nghĩa thống kê so với tỷ lệ ly giải tế bào Raji và K562. 

Không thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa tỷ lệ ly giải tế bào Raji và 

K562 ở tỷ lệ T:E 1:2 và 1:5(p > 0,05). Tỷ lệ T:E 1:10 thì tỷ lệ ly giải tế bào Raji 

của liệu pháp kết hợp cao hơn có ý nghĩa thống kê so với tỷ lệ ly giải tế bào 

K562 (CD19-) (p < 0,01). 
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3.2.2. Thay đổi nồng độ cytokin được giải phóng ở môi trường nuôi cấy 

tế bào  

* Nồng độ IL-6: 

Bảng 3. 10. Nồng độ IL-6 trong dịch nuôi cấy tế bào của 4 nhóm nghiên cứu 

đồng nuôi cấy với tế bào Daudi 

Nhóm 
Nồng độ   IL-6 (pg/mL) 

p# 

24 giờ 48 giờ 

PBMC 1,37 ± 0,04 2,59 ± 0,28 0,019 

PD-1 Ab 1,2 ± 0,06 1,15 ± 0,02 0,272 

CAR-T 1,77 ± 0,09 1,57 ± 0,02 0,082 

CAR-T + PD-1 Ab 1,64 ± 0,04 1,6 ± 0,27 0,861 

p& < 0,001 < 0,001  

# paired-sample T test; &ANOVA test 

PBM
C

PD-1
  A

b

C
A
R
-T

C
AR-T

 +
 P

D-1
 A

b

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Đồng nuôi cấy với TB Daudi 24 giờ

N
ồ

n
g

đ
ộ

 I
L

-6
 (

p
g

/m
L

)

✱

✱✱✱

✱✱

ns

P
B
M

C

P
D
-1

 A
b

C
A
R
-T

C
A
R
-T

 +
 P

D
-1

 A
b

0

1

2

3

4

Đồng nuôi cấy với TB Daudi 48 giờ

N
ồ

n
g

đ
ộ

 I
L

-6
 (

p
g

/m
L

)

✱✱✱✱

ns

✱✱✱

✱✱

 

Hình 3. 21. So sánh khả năng bài tiết cytokin IL-6 khi đồng nuôi cấy với TB 

Daudi ở 4 nhóm sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; * p < 0,05; **:  p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001) 

Bảng 3.10 cho thấy nồng độ IL-6 không có sự khác biệt giữa 2 thời điểm 

24 giờ và 48 giờ ở các nhóm đồng nuôi cấy với tế bào CAR-T, PD-1 Ab và 

CAR-T kết hợp với PD-1 Ab (p > 0,05). Nhóm PBMC có nồng độ IL-6 sau 48 

giờ tăng có ý nghĩa thống kê so với thời điểm 24 giờ (p = 0,019). 
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So sánh nồng độ IL-6 của 4 nhóm kết quả hình 3.21 cho thấy tại thời 

điểm 24 giờ nồng độ IL-6 trong dịch nuôi cấy của tế bào Daudi đồng nuôi cấy 

với tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab đều cao hơn có ý nghĩa 

thống kê (p < 0,01) so với nhóm PBMC (nhóm chứng) và nhóm PD-1 Ab. 

Nhóm PD-1 Ab có nồng độ IL-6 thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm 

PBMC (p < 0,001). 

Sau 48 giờ nồng độ IL-6 trong dịch khi đồng nuôi cấy với tế bào ung 

thư Daudi có CD19+ với tế bào CAR-T, PD-1 Ab và CAR-T kết hợp với PD-

1 Ab đều thấp hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,001) so với nhóm tế bào PBMC 

(nhóm chứng). 

Cả 2 thời điểm đều không thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê nồng độ 

IL-6 giữa nhóm CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab (p > 0,05). 

Bảng 3. 11. Nồng độ IL-6 trong dịch nuôi cấy tế bào của 4 nhóm nghiên cứu 

đồng nuôi cấy với tế bào Raji 

Nhóm 
Nồng độ   IL-6 (pg/mL) 

p# 

24 giờ 48 giờ 

PBMC 1,31 ± 0,1 1,52 ± 0,09 0,208 

PD-1 Ab 1,19 ± 0,02 1,2 ± 0,03 0,423 

CAR-T 1,42 ± 0,03 1,44 ± 0,09 0,738 

CAR-T + PD-1 Ab 1,35 ± 0,001 1,41 ± 0,05 0,199 

p& 0,005 0,005  

# paired-sample T test; &ANOVA test 
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Hình 3.22. So sánh khả năng bài tiết cytokin IL-6 khi đồng nuôi cấy với TB 

Raji ở 4 nhóm sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; **:  p < 0,01) 

Khi đồng nuôi cấy TB Raji với 4 nhóm TB PBMC, PD-1 Ab, CAR-T và 

tế bào CAR-T kết hợp với PD-1 Ab thì nồng độ IL-6 không có sự khác biệt 

giữa 2 thời điểm 24 giờ và 48 giờ (Bảng 3.11). 

Kết quả hình 3.22 cho thấy tại thời điểm 24 giờ nồng độ IL-6 trong dịch 

nuôi cấy của tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab khi đồng nuôi cấy 

với tế bào Raji đều cao hơn nhưng sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 

0,05) so với nồng độ IL-6 trong dịch nuôi cấy của nhóm tế bào PBMC. Nồng 

độ IL-6 nhóm PD-1 Ab giảm so với nhóm PBMC nhưng sự khác biệt không có 

ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 

Tại thời điểm 48 giờ nồng độ IL-6 trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-

T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab khi đồng nuôi cấy với tế bào Raji không có 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05) so với nồng độ IL-6 trong dịch nuôi 

cấy của nhóm tế bào PBMC. 

Cả hai thời điểm đều không thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê nồng 

độ IL-6 giữa nhóm CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab (p > 0,05). 
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Bảng 3. 12. Nồng độ IL-6 trong dịch nuôi cấy tế bào của 4 nhóm nghiên cứu 

đồng nuôi cấy với tế bào K562 

Nhóm 
Nồng độ   IL-6 (pg/mL) 

p# 

24 giờ 48 giờ 

PBMC 8,61 ± 0,36 24,39 ± 0,5 < 0,001 

PD-1 Ab 12,73 ± 0,2 36,12 ± 1,54 0,002 

CAR-T 12,76 ± 0,66 25,43 ± 2,28 0,006 

CAR-T + PD-1 Ab 11,81 ± 0,46 23,76 ± 0,76 0,003 

p& < 0,001 < 0,001  

# paired-sample T test; &ANOVA test 
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Hình 3.23. So sánh khả năng bài tiết cytokin IL-6 khi đồng nuôi cấy với TB 

K562 ở 4 nhóm sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001) 

Bảng 3.12 cho thấy khi đồng nuôi cấy TB K562 với 4 nhóm thì nồng 

độ IL-6 ở thời điểm 48 giờ tăng có ý nghĩa thống kê so với thời điểm 24 giờ 

(p < 0,01). 

Hình 3.23 cho thấy tại thời điểm 24 giờ nồng độ IL-6 trong dịch nuôi cấy 

của tế bào CAR-T, PD-1 Ab và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab khi đồng nuôi cấy 

với tế bào K562 đều cao hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,001) so với nồng độ 
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IL-6 trong dịch nuôi cấy của nhóm PBMC. Và tại thời điểm 48 giờ nồng độ IL-

6 trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab khi 

đồng nuôi cấy với tế bào K562 không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 

0,05) so với nồng độ IL-6 trong dịch nuôi cấy của nhóm chứng tế bào PBMC. 

Cả hai thời điểm 24 và 48 giờ thì nồng độ IL-6 của nhóm CAR-T và 

CAR-T kết hợp với PD-1 Ab khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
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Hình 3. 24. So sánh khả năng bài tiết IL-6 của TB CAR-T đồng nuôi cấy với 

TB ung thư bạch cầu sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001) 

Nồng độ IL-6 trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T khi nuôi cấy với 

các tế bào ung thư có CD19+ (Raji và Daudi) ở cả thời điểm 24 và 48 giờ đều 

thấp hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,001) so với nồng độ IL-6 trong dịch nuôi 

cấy của tế bào CAR-T khi nuôi cấy với tế bào CD19- (K562).  
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Hình 3. 25. So sánh khả năng bài tiết IL-6 của TB CAR-T kết hợp với  

PD-1 Ab đồng nuôi cấy với TB ung thư bạch cầu sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001) 

Nồng độ IL-6 trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T kết hợp với kháng 

thể kháng PD-1 khi nuôi cấy với các tế bào ung thư có CD19+ (Raji và Daudi) 

ở cả thời điểm 24 và 48 giờ đều thấp hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,001) so 

với nồng độ IL-6 trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T khi nuôi cấy với tế bào 

CD19- (K562).  

* Nồng độ IL-2: 

Bảng 3. 13. Nồng độ IL-2 trong dịch nuôi cấy tế bào của 4 nhóm NC đồng 

nuôi cấy với tế bào Daudi 

Nhóm 
Nồng độ   IL-2 (pg/mL) 

p# 

24 giờ 48 giờ 

PBMC 37,74 ± 46,55 23,56 ± 0,86 0,645 

PD-1 Ab 1,73 ± 0,11 1,68 ± 0,07 0,685 

CAR-T 304,53 ± 6,69 287,17 ± 8,7 0,06 

CAR-T + PD-1 Ab 307,51 ± 5,42 301,01 ± 16,51 0,658 

p& < 0,001 < 0,001  

# paired-sample T test; &ANOVA test 
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Hình 3.26. So sánh khả năng bài tiết cytokin IL-2 khi đồng nuôi cấy với TB 

Daudi ở 4 nhóm sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001) 

 

Khi đồng nuôi cấy TB Daudi với 4 nhóm thì nồng độ IL-2 không có sự 

khác biệt giữa 2 thời điểm 24 giờ và 48 giờ (Bảng 3.13). 

Hình 3.26 cho thấy tại 2 thời điểm 24 và 48 giờ nồng độ IL-2 trong dịch 

nuôi cấy của tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab khi đồng nuôi cấy 

với tế bào Daudi đều cao hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,001) so với nồng độ 

IL-2 trong dịch nuôi cấy của nhóm tế bào PBMC. 

Nồng độ IL-2 của nhóm PBMC cao hơn nhóm PD-1 Ab nhưng sự khác 

biệt không có ý nghĩa thống kê ở cả 2 thời điểm (p > 0,05). Và cả 2 thời điểm 

24 và 48 giờ thì nồng độ IL-2 của nhóm CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 

Ab cũng khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
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Bảng 3.14. Nồng độ IL-2 trong dịch nuôi cấy tế bào của 4 nhóm  nghiên cứu 

đồng nuôi cấy với tế bào Raji 

Nhóm 
Nồng độ   IL-2 (pg/mL) 

p# 
24 giờ 48 giờ 

PBMC 108,72 ± 2,19 119,07 ± 6,97 0,126 

PD-1 Ab 1,91 ± 0,02 1,71 ± 0,04 0,023 

CAR-T 301,2 ± 8,86 294,84 ± 5,82 0,397 

CAR-T + PD-1 Ab 308,47 ± 6,76 294,18 ± 11,35 0,299 

p& < 0,001 < 0,001  

# paired-sample T test; &ANOVA test 
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Hình 3.27. So sánh khả năng bài tiết cytokin IL-2 khi đồng nuôi cấy với TB 

Raji ở 4 nhóm sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001) 

 Bảng 3.14 cho kết quả khi đồng nuôi cấy TB Raji với 3 nhóm PBMC, 

CAR-T và CAR-T kết  hợp với PD-1 Ab thì nồng độ IL-2 không có sự khác 

biệt giữa hai thời điểm 24 giờ và 48 giờ. Nhóm bổ sung kháng thể kháng PD-1 

thời điểm 48 giờ giảm có ý nghĩa thống kê so với thời điểm 24 giờ (p = 0,023).  

Hình 3.27 cho thấy tại thời điểm 24 và 48 giờ nồng độ IL-2 trong dịch 

nuôi cấy của tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab khi đồng nuôi cấy 

với tế bào Raji đều cao hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,001) so với nồng độ IL-

2 trong dịch nuôi cấy của nhóm tế bào PBMC. 
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Có sự khác biệt giữa nồng độ IL-2 của nhóm PBMC so với nhóm PD-1 

Ab (p < 0,0001). Và cả hai thời điểm 24 và 48 giờ thì nồng độ IL-2 của nhóm 

CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab cũng khác biệt không có ý nghĩa thống 

kê (p > 0,05). 

Bảng 3. 15. Nồng độ IL-2 trong dịch nuôi cấy tế bào của 4 nhóm NC đồng 

nuôi cấy với tế bào K562 

Nhóm 
Nồng độ   IL-2 (pg/mL) 

p# 

24 giờ 48 giờ 

PBMC 179,0 ± 2,26 153,82 ± 4,90 0,007 

PD-1 Ab 1,95 ± 0,11 2,05 ± 0,03 0,251 

CAR-T 191,76 ± 7,56 124,38 ± 3,95 0,001 

CAR-T + PD-1 Ab 191,83 ± 2,16 123,06 ± 4,25 0,002 

p& < 0,001 < 0,001  

# paired-sample T test; &ANOVA test 
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Hình 3.28. So sánh khả năng bài tiết cytokin IL-2 khi đồng nuôi cấy với TB 

K562 ở 4 nhóm sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; * p < 0,05; ****: p < 0,0001) 
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Khi đồng nuôi cấy TB K562 với 3 nhóm PBMC, CAR-T và CAR-T kết  

hợp với PD-1 Ab thì nồng độ IL-2 thời điểm 48 giờ giảm so với thời điểm 24 

giờ, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,01). Nhóm bổ sung kháng thể kháng 

PD-1 thì nồng độ IL-2 không có sự khác biệt giữa hai thời điểm 24 giờ và 48 

giờ (p = 0,251) (Bảng 3.15). 

Thời điểm 24 giờ nồng độ IL-2 trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T và 

CAR-T kết hợp với PD-1 Ab khi đồng nuôi cấy với tế bào K562 đều cao hơn có 

ý nghĩa thống kê (p < 0,05) so với nồng độ IL-2 trong dịch nuôi cấy của nhóm 

tế bào PBMC. Ngược lại tại thời điểm 48 giờ thì nồng độ IL-2 trong dịch nuôi 

cấy của tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab khi đồng nuôi cấy với tế 

bào K562 giảm thấp hơn rõ rệt so với nồng độ IL-2 trong dịch đồng nuôi cấy với 

tế bào PBMC (p < 0,0001). 

Nồng độ IL-2 của nhóm PBMC cao hơn nhóm PD-1 Ab có ý nghĩa thống 

kê ở cả hai thời điểm (p < 0,0001). Và cả hai thời điểm 24 và 48 giờ thì nồng 

độ IL-2 của nhóm CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab cũng khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
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Hình 3. 29. So sánh khả năng bài tiết IL-2 của TB CAR-T đồng nuôi cấy với 

TB ung thư bạch cầu sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001) 

Nồng độ IL-2 trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T khi nuôi cấy với 

các tế bào ung thư có CD19+ (Raji và Daudi) ở cả thời điểm 24 và 48 giờ đều 
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cao hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,001) so với nồng độ IL-2 trong dịch nuôi 

cấy của tế bào CAR-T khi nuôi cấy với tế bào CD19- (K562).  
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   Hình 3.30. So sánh khả năng bài tiết IL-2 của TB CAR-T kết hợp với PD-1 

Ab đồng nuôi cấy với TB ung thư bạch cầu sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001) 

Nồng độ IL-2 trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T kết hợp với kháng 

thể kháng PD-1 khi nuôi cấy với các tế bào ung thư có CD19+ (Raji và Daudi) 

ở cả thời điểm 24 và 48 giờ đều cao hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) so với 

nồng độ IL-2 trong dịch đồng nuôi cấy tế bào CAR-T với tế bào CD19- (K562).  

* Nồng độ TNF-α: 

Bảng 3. 16. Nồng độ TNF-α trong dịch nuôi cấy tế bào của 4 nhóm NC đồng 

nuôi cấy với tế bào Daudi 

Nhóm 
Nồng độ   TNF-α (pg/mL) 

p# 

24 giờ 48 giờ 

PBMC 101,11 ± 48,11 97,19 ± 1,35 0,902 

PD-1 Ab 20,82 ± 1,24 12,29 ± 2,49 0,192 

CAR-T 2218,56 ± 84,72 2145,43 ± 69,09 0,349 

CAR-T + PD-1 Ab 2147,0 ± 7,95 2178,56 ± 9,84 0,085 

p& < 0,001 < 0,001  

# paired-sample T test; &ANOVA test 
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Hình 3.31. So sánh khả năng bài tiết cytokin TNF-α khi đồng nuôi cấy với TB 

Daudi ở 4 nhóm sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001) 

Kết quả bảng 3.16 cho thấy khi đồng nuôi cấy TB Daudi với 4 nhóm thì 

nồng độ TNF-α không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa 2 thời điểm 24 

giờ và 48 giờ (p > 0,05). 

Sau cả hai thời điểm 24 và 48 giờ kết quả cho thấy nồng độ TNF-α trong 

dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab khi đồng nuôi 

cấy với tế bào Daudi đều cao hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) so với nồng 

độ TNF-α trong dịch nuôi cấy của nhóm chứng tế bào PBMC. 

Nồng độ TNF-α của nhóm PBMC cao hơn nhóm PD-1 Ab tuy nhiên sự 

khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở cả hai thời điểm. Và cả hai thời điểm 24 

và 48 giờ thì nồng độ IL-2 của nhóm CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab 

cũng không khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
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Bảng 3. 17. Nồng độ TNF-α trong dịch nuôi cấy tế bào của 4 nhóm nghiên 

cứu đồng nuôi cấy với tế bào Raji 

Nhóm 
Nồng độ   TNF-α (pg/mL) 

p# 

24 giờ 48 giờ 

PBMC 77,78 ± 2,37 90,13 ± 2,44 0,04 

PD-1 Ab 5,23 ± 1,17 3,27 ± 0,67 0,199 

CAR-T 2184,64 ± 6,78 2142,09 ± 53,88 0,31 

CAR-T + PD-1 Ab 2232,88 ± 33,33 2179,74 ± 45,29 0,317 

p& < 0,001 < 0,001  

# paired-sample T test; &ANOVA test 
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Hình 3.32. So sánh khả năng bài tiết cytokin TNF-α khi đồng nuôi cấy với TB 

Raji ở 4 nhóm sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; **:  p < 0,01; ****: p < 0,0001) 

Khi đồng nuôi cấy TB Raji với 3 nhóm TB CAR-T, kháng thể kháng 

PD-1 và tế bào CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 thì nồng độ TNF-α 

không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa hai thời điểm 24 giờ và 48 giờ 

(p > 0,05). Nhóm PBMC có nồng độ TNF-α thời điểm 48 giờ tăng có ý nghĩa 

thống kê so với thời điểm 24 giờ (p = 0,04) (Bảng 3.17). 

Kết quả cho thấy tại thời điểm 24 và 48 giờ nồng độ TNF-α trong dịch 

nuôi cấy của tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab khi đồng nuôi cấy 
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với tế bào Raji đều cao hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) so với nồng độ TNF-

α trong dịch đồng nuôi cấy với tế bào PBMC.  

Cả hai thời điểm 24 và 48 giờ thì nồng độ IL-6 của nhóm CAR-T và 

CAR-T kết hợp với PD-1 Ab khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 

Bảng 3. 18. Nồng độ TNF-α trong dịch nuôi cấy tế bào của 4 nhóm nghiên 

cứu đồng nuôi cấy với tế bào K562 

Nhóm 
Nồng độ   TNF-α (pg/mL) 

p# 

24 giờ 48 giờ 

PBMC 1,70 ± 1,17 0 0,129 

PD-1 Ab 0,17 ± 0,3 1,13 ± 1,14 0,361 

CAR-T 44,05 ± 2,56 25,62 ± 2,65 0,014 

CAR-T + PD-1 Ab 47,0 ± 2,12 27,39 ± 3,59 0,002 

p& < 0,001 < 0,001  

# paired-sample T test; &ANOVA test 
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Hình 3. 33. So sánh khả năng bài tiết cytokin TNF-α khi đồng nuôi cấy với 

TB K562 ở 4 nhóm sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001) 

Bảng 3.18 cho thấy khi đồng nuôi cấy TB K562 với TB PBMC và 

kháng thể kháng PD-1 thì nồng độ TNF-α không có sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê giữa hai thời điểm 24 giờ và 48 giờ (p > 0,05). Tuy nhiên nồng độ 

TNF-α có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa hai thời điểm ở hai nhóm 
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đồng nuôi cấy với tế bào CAR-T và tế bào CAR-T kết hợp với kháng thể 

kháng PD-1 (p < 0,05).  

Nồng độ TNF-α trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T và CAR-T kết 

hợp với PD-1 Ab khi đồng nuôi cấy với tế bào K562 tại cả hai thời điểm đều 

cao hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) so với nồng độ TNF-α trong dịch nuôi 

cấy của nhóm chứng PBMC. Không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa 

nồng độ TNF-α của nhóm PBMC và nhóm PD-1 Ab (p > 0,05). 

- Kết quả so sánh khả năng bài tiết TNF-α của tế bào CAR-T và CAR-T kết 

hợp với kháng thể kháng PD-1 với ba nhóm tế bào ung thư bạch cầu ở thời 

điểm 24 và 48 giờ: 
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Hình 3. 34. So sánh khả năng bài tiết TNF-α của TB CAR-T 

đồng nuôi cấy với TB ung thư bạch cầu sau 24 và 48 giờ 

(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001) 

Nồng độ TNF-α trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T khi nuôi cấy 

với các tế bào ung thư có CD19+ (Raji và Daudi) ở cả thời điểm 24 và 48 

giờ đều cao hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,001) so với nồng độ TNF-α trong 

dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T khi nuôi cấy với tế bào CD19- (K562). Nồng 

độ TNF-α trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T khi nuôi cấy với các tế bào 

ung thư có CD19+ là Raji và Daudi không có sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê (p > 0,05). 
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Hình 3. 35. So sánh khả năng bài tiết TNF-α của TB CAR-T kết hợp với PD-1 

Ab đồng nuôi cấy với TB ung thư bạch cầu sau 24 và 48 giờ  

(ns: p > 0,05; ***: p < 0,001) 

Nồng độ TNF-α trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T kết hợp với kháng 

thể kháng PD-1 khi nuôi cấy với các tế bào ung thư có CD19+ (Raji và Daudi) 

ở cả thời điểm 24 và 48 giờ đều cao hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) so với 

nồng độ TNF-α khi đồng nuôi cấy tế bào CAR-T với tế bào CD19- (K562).  
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Chương 4 

BÀN LUẬN 

 

4.1. CHẤT LƯỢNG KHỐI TẾ BÀO CAR-T VÀ TÍNH AN TOÀN CỦA 

KHỐI TẾ BÀO CAR-T PHỐI HỢP VỚI KHÁNG THỂ KHÁNG PD-1  

4.1.1. Chất lượng của tế bào CAR-T và CAR-T phối hợp với kháng thể 

kháng PD-1 

Quy trình sản xuất trực tiếp tác động đến không chỉ tác dụng/chất lượng 

mà còn sự an toàn/độc tính của tất cả liệu pháp/liệu trình/dược chất, trong đó 

bao gồm liệu pháp tế bào CAR-T. Tế bào CAR-T phải đạt các tiêu chuẩn GMP 

(Good Manufacturing Practices) là tiêu chuẩn thực hành sản xuất tốt, với quy 

trình sản xuất, chế tạo có kiểm soát để có khả năng ứng dụng được trong điều 

trị lâm sàng. Do có sự khác biệt trong thiết kế CAR, chuyển gen, nuôi cấy tế 

bào và công nghệ tinh chế tế bào từ mỗi nhà sản xuất, nên việc kiểm soát chất 

lượng tế bào CAR-T phải tính đến quy trình sản xuất cụ thể và đặc tính sản 

phẩm. Là một “loại thuốc” sống, tế bào CAR-T có quy trình chuẩn bị phức tạp 

và yêu cầu kiểm soát chất lượng trong toàn bộ quy trình [116]. FDA hiện đang 

yêu cầu phải kiểm soát chất lượng của tế bào CAR-T tại các chỉ tiêu sau: độc 

tính, tính tiệt trùng, độ tinh sạch. Các tiêu chí về tính tiệt trùng và độ tinh sạch 

có thể được đánh giá dựa trên các phương pháp tiêu chuẩn đã được công bố 

[117]. Riêng liệu pháp tế bào CAR-T là sản phẩm được tạo mới trước khi sử 

dụng, vì vậy, chất lượng sản phẩm phụ thuộc trực tiếp vào quy trình sản xuất 

và chế tạo. Tuy nhiên, trong giới hạn nghiên cứu này của chúng tôi, các đặc 

điểm/chất lượng của khối tế bào được đánh giá giới ở mức độ thực nghiệm 

bước đầu. 

Trong liệu pháp tế bào CAR-T, tế bào T được tách ra từ máu ngoại vi 

sau đó được chuyển các cấu trúc gen để tạo thành tế bào CAR-T, tế bào sau đó 

được tăng sinh và truyền ngược trở lại vào trong máu của bệnh nhân để tiêu 
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diệt các tế bào ung thư. Quá trình tách tế bào, chuyển gen và tăng sinh chúng 

luôn đòi hỏi phải bảo đảm độ tinh sạch, không nhiễm khuẩn, tạp chất để có thể 

an toàn khi truyền trở lại cơ thể bệnh nhân [118]. Ngoài ra trong quá trình 

chuyển nạp gen để biến tế bào T thành tế bào CAR-T có sử dụng các sản phẩm 

của công nghệ sinh học phân tử như các plasmid, minicircle, mRNA và quá 

trình sản xuất các nguyên liệu này cần phải thực hiện trên vi khuẩn E.Coli. Do 

đó sản phẩm cuối là các tế bào CAR-T luôn phải đảm bào là không có các độc 

tố và không có bị nhiễm khuẩn, mRNA của E.Coli [119]. 

Kết quả nghiên cứu thực nghiệm của chúng tôi về môi trường tế bào 

CAR-T và CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 đều có nồng độ nội độc 

tố < 0,1 EU/ml. Kết quả cấy môi trường nuôi cấy chứng, nuôi cấy tế bào 

PBMC, tế bào CAR-T và tế bào CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 

không có nhiễm vi khuẩn kị khí, hiếu khí. Điều này cho thấy quy trình nuôi 

cấy và thí nghiệm trong phòng thí nghiệm của chúng tôi đảm bảo tiêu chuẩn 

và thực hiện đúng kỹ thuật. Kết quả này là thỏa mãn được yêu cầu về chất 

lượng cho các sản phẩm thuộc dạng tiêm truyền cũng như phù hợp với các 

nghiên cứu trước đây về chất lượng của tế bào CAR-T [47]. Đây cũng là một 

bước quan trọng trước khi tiến hành thử nghiệm trên lâm sàng để đảm bảo an 

toàn trong quá trình điều trị. 

Ngoài ra, sau quá trình chuyển nạp và nuôi cấy chúng tôi tiến hành đánh 

giá tỷ lệ biển hiện của tế bào CAR- T bằng kỹ thuật Flow cytometry và biểu lộ 

của CAR trong tế bào T bằng kỹ thuật realtime PCR. Kết quả Flow cho thấy 

khoảng 26,13% tế bào T có biểu hiện CAR trên bề mặt của chúng, kết quả 

realtime PCR mẫu PBMC và nước không có biểu hiện nhưng mẫu tế bào CAR-

T thì biểu hiện ở tất cả các cặp mồi. Tế bào CAR-T được tăng sinh và lưu trữ 

cho những thí nghiệm tiếp theo.  
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4.1.2. Tính an toàn của khối tế bào CAR-T và CAR-T phối hợp với kháng 

thể kháng PD-1 trên thực nghiệm  

An toàn là điều quan trọng hàng đầu đối với mỗi phương pháp điều trị 

được áp dụng trên lâm sàng đặc biệt là đối với các bệnh nhân ung thư thì hầu 

hết đều có thể trạng rất yếu. Liệu pháp tế bào T thụ thể kháng nguyên chimeric 

(CAR) gần đây đã nổi lên như một tiêu chuẩn điều trị chăm sóc cho những bệnh 

nhân mắc bệnh bạch cầu lympho cấp tính tái phát hoặc khó chữa (ALL) và một 

số phân nhóm của bệnh ung thư hạch không Hodgkin tế bào B (NHL). Tuy 

nhiên, việc sử dụng nó vẫn còn hạn chế ở các trung tâm chuyên môn cao, do sự 

phức tạp trong quản lý và các độc tính liên quan. Năm 2022 một nghiên cứu 

của Singh. H và cộng sự cho thấy không có tác dụng phụ nghiêm trọng nào 

được quy trực tiếp cho việc điều trị trong nghiên cứu. Ba bệnh nhân phát triển 

hội chứng giải phóng cytokin độ 1-2 và không có bệnh nhân nào trong nghiên 

cứu bị nhiễm độc thần kinh. Tất cả các mức liều đều được dung nạp tốt và 

không có độc tính giới hạn liều nào được báo cáo [120].  

Trong nghiên cứu này chúng tôi tiến hành theo dõi đánh giá tính an toàn 

trên 4 nhóm chuột được tiêm một liều duy nhất PBS ở nhóm chứng, tế bào 

CAR-T với nồng độ 106 TB/chuột, kháng thể kháng PD-1 liều 250μg/chuột và 

106 tế bào CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 liều 250µg/chuột. Cả 4 

nhóm chuột trên đều được theo dõi, chăm sóc, vệ sinh và cho ăn uống với cùng 

một điều kiện như nhau. Sau tiêm, tiến hành theo dõi chuột hàng ngày thấy 

100% số chuột ở các nhóm đều ăn uống, vận động bình thường, nhanh nhẹn, 

lông mượt, mắt trong, hậu môn khô, không thấy biểu hiện đi lỏng. Tại vị trí 

tiêm da chuột bình thường, không chảy máu, không nhiễm trùng. Tỷ lệ chuột 

sống ở 4 nhóm là 100% cho đến ngày cuối cùng của thí nghiệm. 

Trước thí nghiệm, khối lượng trung bình cả 4 nhóm chuột thí nghiệm 

tương đương nhau. Sau đó chuột được cân 2 lần mỗi tuần để đánh giá sự thay 

đổi trọng lượng của từng nhóm. Theo dõi sau 4 tuần chúng tôi thấy trọng 
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lượng chuột ở các nhóm đều tăng so với trước thí nghiệm. Điều này cho thấy 

không thấy tác hại tổng thể của tế bào CAR-T và liệu pháp CAR-T kết hợp 

với kháng thể kháng PD-1 trong thí nghiệm của chúng tôi. Trọng lượng chuột 

tại các thời điểm ngày 0, ngày 7, ngày 14, ngày 21 và ngày 28 ở các nhóm sử 

dụng tế bào CAR-T, kháng thể kháng PD-1 và CAR-T kết hợp với kháng thể 

kháng PD-1 tương tự như ở nhóm chứng.  

 Kết thúc thí nghiệm chúng tôi đã tiến hành mổ 100% chuột các nhóm và 

quan sát đại thể cơ quan không thấy có thay đổi bệnh lý nào về mặt đại thể của 

các cơ quan tim, phổi, gan, lách, tuỵ, thận và hệ thống tiêu hoá của chuột. 

 Như vậy, có thể nói sau 4 tuần nghiên cứu chúng tôi thấy liệu pháp tế bào 

CAR-T và CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 của chúng tôi không gây 

ảnh hưởng đến toàn trạng chung cũng như trọng lượng của các nhóm chuột nghiên 

cứu, chuột vẫn khỏe mạnh đến thời điểm kết thúc thí nghiệm. 

Mặc dù liệu pháp tế bào CAR-T đã chứng minh được tính khả thi trong 

lâm sàng nhưng đôi khi liệu pháp này cũng gây nhiều độc tính có thể đe doạ tính 

mạng, như hội chứng giải phóng cytokin, gây độc thần kinh, tấn công nhầm đích 

và hội chứng suy hô hấp cấp. Và độc tính về huyết học vẫn là một vấn đề khó 

khăn trong điều trị. Liệu pháp CAR-T có thể gây giảm bạch cầu, giảm tiểu cầu 

và thiếu máu [121], [122]. Thường có khó khăn trong việc xác định nguyên nhân 

gây giảm tế bào máu xảy ra sau khi truyền tế bào CAR-T, vì hóa trị liệu gây giảm 

tế bào máu thường được thực hiện trước khi truyền tế bào CAR-T. Những bệnh 

nhân không được hóa trị liệu điều hòa cũng bị giảm tế bào máu sau khi truyền tế 

bào CAR-T, chứng tỏ rằng tế bào CAR-T gây ức chế tủy bằng cơ chế qua trung 

gian cytokin hoặc một số cơ chế khác [123]. Tần suất giảm bạch cầu trung tính, 

giảm tiểu cầu và thiếu máu sau khi truyền tế bào CAR-T lần lượt là 94%, 80% 

và 51%. Độc tính huyết học kéo dài, bao gồm giảm bạch cầu trung tính hoặc 

giảm tiểu cầu xảy ra không thể đoán trước ở 58% bệnh nhân sau ≥ 30 ngày được 

tiêm liệu pháp tế bào CAR-T [121]. Liệu pháp tế bào CAR-T gây ra 80%, 61% 
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và 68% giảm bạch cầu trung tính, giảm tiểu cầu và thiếu máu tương ứng [124]. 

Ngoài ra, thiếu máu, giảm tiểu cầu, giảm bạch cầu và giảm bạch cầu lympho 

cũng thường xuyên được báo cáo trong các nghiên cứu [123].  

Một nghiên cứu của Li H. và cộng sự năm 2022 về độc tính huyết học 

kéo dài ở những bệnh nhân được điều trị bằng tế bào CAR-T BCMA/CD19 cho 

bệnh đa u tủy tái phát hoặc khó chữa (R/R MM - Relapsed or Refractory 

Multiple Myeloma) trên 54 bệnh nhân mắc bệnh R/R MM sau khi truyền kết 

hợp tế bào CAR-T kháng CD19 và tế bào CAR-T kháng BCMA. Kết quả cho 

thấy tỷ lệ giảm tế bào máu nặng rất cao, bao gồm giảm bạch cầu trung tính nặng 

(28/54, 52%), thiếu máu nặng (15/54, 28%) và giảm tiểu cầu nặng (18/54, 

33%). Hơn nữa, tỷ lệ mắc độc tính huyết học kéo dài vào ngày thứ 28 sau truyền 

là 52% (28/54), bao gồm 46% đối với giảm bạch cầu trung tính nghiêm trọng, 

30% đối với thiếu máu nặng và 31% đối với giảm tiểu cầu nặng. Bệnh nhân 

mắc độc tính huyết học kéo dài có tỷ lệ sống sót không tiến triển trung bình 

(PFS) và tỷ lệ sống sót chung (OS) kém hơn so với bệnh nhân không mắc độc 

tính huyết học kéo dài ( p = 0,011; p = 0,007) [125]. Do vậy, độc tính huyết 

học kéo dài có liên quan đến kết quả kém sau điều trị tế bào CAR-T ở bệnh 

nhân đa u tủy. Việc phát hiện và quản lý sớm độc tính huyết học kéo dài sẽ có 

lợi cho việc ngăn ngừa các biến chứng đe dọa tính mạng và cải thiện khả năng 

sống sót của bệnh nhân sau khi điều trị bằng liệu pháp tế bào CAR-T cũng như 

liệu pháp tế bào CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1. 

Trong nghiên cứu này chúng tôi đã tiến hành xét nghiệm tổng phân tích 

tế bào máu của chuột một lần tại thời điểm sau 4 tuần khi kết thúc thí nghiệm 

để đánh giá ảnh hưởng của các liệu pháp đến hệ thống tạo máu của chuột qua 

các chỉ số của dòng hồng cầu, dòng bạch cầu và dòng tiểu cầu. Tuy nhiên, sau 

quá trình xét nghiệm và tổng hợp kết quả để đánh giá chúng tôi không quan sát 

thấy bất thường nào về các chỉ số huyết học sau 4 tuần sử dụng liệu pháp tế bào 

CAR-T và liệu pháp kết hợp tế bào CAR-T với kháng thể kháng PD-1. Các kết 
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quả trên cho thấy sự an toàn của tế bào CAR-T trong thiết kế của chúng tôi và 

liệu pháp kết hợp tế bào CAR-T với kháng thể kháng PD-1 trên hệ thống tạo 

máu ở chuột.  

 Mức độ tăng cao của hoạt tính AST, ALT và nồng độ Bilirubin đã được 

báo cáo sau khi truyền tế bào CAR-T, đặc biệt là ở những bệnh nhân mắc CRS. 

Tuy nhiên, những bất thường này nhanh chóng trở lại mức bình thường sau khi 

được can thiệp y tế [123]. Sự gia tăng của AST và ALT cũng được báo cáo sau 

khi điều trị bằng kháng thể kháng  PD-1, nhưng với tỷ lệ thấp và mức độ nghiêm 

trọng hạn chế [126]. Hoạt tính của AST và ALT có thể so sánh được giữa nhóm 

đối chứng và nhóm điều trị, để đánh giá có tổn thương tế bào gan hay không 

được quan sát thấy sau điều trị. Để đánh giá độc tính của phương pháp điều trị 

trên gan chuột, chúng tôi đã tiến hành kiểm tra hoạt tính AST và ALT trong 

huyết thanh chuột khi kết thúc thí nghiệm và xử lý phân tích mẫu mô bệnh học 

gan bằng phương pháp nhuộm H.E. Chúng tôi so sánh kết quả của mình so với 

khoảng tham chiếu của Silva-Santana G. và cộng sự đã báo cáo thì không thấy 

có sự thay đổi có ý nghĩa thống kê về tỷ lệ tăng, giảm hoạt tính AST và ALT 

huyết thanh của các nhóm điều trị so với nhóm chứng [114]. Như vậy có thể 

thấy rằng tế bào CAR-T và kháng thể kháng PD-1 không gây tổn thương tế bào 

gan. Tuy nhiên, chúng tôi thấy tỷ lệ thoái hóa hạt trên một số con chuột được 

điều trị và chủ yếu là chuột cái. Cụ thể, chuột cái có tỷ lệ thoái hóa hạt cao hơn 

34,4% so với 10,7% của chuột đực. Ngoài ra, thoái hóa hạt được phát hiện ở 

62,5% chuột cái được dùng liệu pháp tế bào CAR-T so với 0% chuột đực được 

dùng liệu pháp tế bào CAR-T, 37,5% chuột cái được sử dụng kháng thể kháng 

PD-1 so với 42,9% chuột đực được sử dụng kháng thể kháng PD-1, 37,5% 

chuột cái nhóm kết hợp so với chuột đực nhóm kết hợp là 0%. Không có tổn 

thương khác nào được phát hiện trên hình ảnh vi thể của gan chuột trong thí 

nghiệm của chúng tôi.  
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 Như vậy, kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy sử dụng liệu pháp 

tế bào CAR-T và kháng thể kháng PD-1 không làm thay đổi hoạt tính AST và 

ALT huyết thanh nhưng gây thoái hóa hạt ở gan chuột với ưu thế là ở chuột 

cái. Tuy nhiên, với thiết kế nghiên cứu này chúng tôi chưa kiểm tra được quá 

trình phục hồi sau đó. Do đó, việc theo dõi lâu dài hơn có thể sẽ rất hữu ích để 

làm rõ tiến trình của thoái hóa hạt ở gan chuột và có phương pháp loại bỏ độc 

tính trên gan chuột trong quá trình điều trị. Như vậy, trong nghiên cứu của 

chúng tôi chưa thấy tế bào CAR-T mang thụ thể khảm kháng CD19 cũng như 

liệu pháp tế bào CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 gây độc cho gan 

của các nhóm chuột nghiên cứu. 

 Tổn thương thận cấp tính sau khi truyền tế bào CAR-T là do nhiều yếu 

tố và hầu như luôn hồi phục. Giảm tưới máu thận thường là nguyên nhân quan 

trọng nhất gây tổn thương thận. Giảm tưới máu thận có thể do giãn mạch qua 

trung gian cytokin, giảm cung lượng tim hoặc mất nước trong lòng mạch do sốt 

cao [123]. Kháng thể kháng PD-1 thúc đẩy độc tính trên thận và độc tính trên 

thận của nó càng trầm trọng hơn trong hóa trị liệu kết hợp. Viêm thận kẽ đã 

được báo cáo với cả liệu pháp kháng PD-1 đơn độc và kết hợp với Ipilimumab. 

Ba trường hợp suy thận cấp độ 3 đã được báo cáo trong nghiên cứu pha I về 

Nivolumab kết hợp với hóa trị liệu song song trong ung thư phổi không phải tế 

bào nhỏ giai đoạn tiến triển. Diễn biến lâm sàng thường không có triệu chứng, 

nồng độ Creatinin máu tăng dần và hầu hết bệnh nhân đều cải thiện khi sử dụng 

Corticosteroid [126]. Một nghiên cứu theo dõi 8 tháng sau khi điều trị bằng tế 

bào CAR-T cho thấy 30% người nhận đang phát triển bất thường ở thận cấp 

tính, trong đó, 74% là độ I và tất cả đều hồi phục hoàn toàn trong vòng 30 ngày 

[127]. Như vậy, có thể thấy tổn thương thận cấp sau truyền tế bào CAR-T xảy 

ra với tỷ lệ mắc cao nhưng ở mức độ nhẹ và có khả năng hồi phục tốt.  

Để kiểm tra độc tính của phương pháp điều trị trên thận chuột, chúng tôi 

đã tiến hành kiểm tra nồng độ Urê và Creatinin trong huyết thanh chuột khi kết 
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thúc thí nghiệm và xử lý phân tích mẫu mô bệnh học thận bằng phương pháp 

nhuộm H.E sau đó tiến hành đọc, phân tích hình thái mô bệnh học thận chuột. 

Kết quả của chúng tôi cho thấy không có bất thường về nồng độ Urê và 

Creatinin sau khi điều trị cũng như hình ảnh mô bệnh học thận của 100% số 

chuột của các nhóm nghiên cứu đều bình thường. Mặc dù giá trị trung bình của 

nồng độ Creatinin tăng ở nhóm CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 và 

có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng nhưng các chỉ số này 

vẫn trong giới hạn bình thường. Nồng độ Creatinin huyết thanh của tất cả chuột 

trong các nhóm nghiên cứu đều nằm trong khoảng giới hạn của chuột (35,37 ± 

8,84 µmol/L) theo nghiên cứu của Stephen và cộng sự năm 2004  [115]. Kết 

quả mô bệnh học các nhóm chuột trong thí nghiệm của chúng tôi cũng cho thấy 

hình thái vi thể thận ở các nhóm điều trị không có sự khác biệt so với nhóm 

chứng, nhu mô thận bình thường, các tế bào biểu mô ống thận không bị thoái 

hóa. Như vậy cũng có thể thấy liệu pháp tế bào CAR-T và tế bào CAR-T kết 

hợp với kháng thể kháng PD-1 trong nghiên cứu của chúng tôi không gây độc 

tính và tổn thương thận cấp trên các nhóm chuột nghiên cứu. 

Các tế bào lympho T sở hữu thụ thể tế bào T đặc hiệu, nhạy cảm và liên 

tục tìm kiếm các tín hiệu ung thư, qua đó kích thích đáp ứng miễn dịch liên 

tiếp khi xác định được các kháng nguyên ung thư. Tuy nhiên, tế bào T thông 

thường chỉ có thể tấn công yếu ớt hoặc không thể chống lại tế bào ung thư đã 

bị biến đổi do: tính sinh kháng nguyên nghèo nàn, không biểu hiện kiểu hình 

rõ ràng và khả năng tương tác và ức chế đáp ứng miễn dịch cao của các tế bào 

biến đổi [37]. Do vậy thụ thể kháng nguyên dạng khảm (Chimeric Antigen 

Receptors, CARs) đã được phát triển để kích thích và hoạt hoá đáp ứng của tế 

bào T chống lại tế bào ung thư [37], [128]. Tế bào T biểu hiện CARs (CAR-T 

cells) có tiềm năng chống lại các bệnh ung thư máu. Hàng loạt các thử nghiệm 

lâm sàng sử dụng CAR-T CD19 cho thấy tỷ lệ đáp ứng từ 50 - 90% đối với ung 

thư tế bào lympho B không kiểm soát được bằng các liệu pháp thông thường 
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[38], [39], [40], [129]. Cơ chế tác động chính của tế bào CAR-T là do CAR 

chuyển các tín hiệu nhận dạng kháng nguyên thành một thác truyền tín hiệu tác 

động lên các chức năng đáp ứng của tế bào T như: tiết các nhân tố gây độc, các 

cytokin tiền viêm.  

Viêm hệ thống là tác dụng không mong muốn phổ biến, thường gặp của 

liệu pháp tế bào CAR-T. Hội chứng đáp ứng viêm hệ thống là các dấu hiệu lâm 

sàng tạo ra do kích hoạt toàn bộ hệ thống miễn dịch của cơ thể. Nói cách khác, 

nó là một phản ứng viêm thông thường, là một đáp ứng của cơ thể đối với các 

tổn thương không đặc hiệu như kích thích hoá học, chấn thương hoặc là nhiễm 

trùng. Tiến trình viêm là một tiến trình phức tạp liên quan đến các đáp ứng thể 

dịch và tế bào, bổ thể, sản xuất các cytokin. Phản ứng viêm trong cơ thể được 

khởi phát, điều hòa bởi cytokin tiền viêm như IL-6 và TNF-α [130]. IL-6 là một 

cytokin đa chức năng, đóng cả vai trò gây viêm và chống viêm ở người [131]. 

IL-6 được sản xuất trong nhiều loại mô, bao gồm bạch cầu hoạt hóa, các tế bào 

nội mô và tế bào mỡ, nó giúp điều chỉnh các phản ứng miễn dịch. Tiến hành 

xét nghiệm đo nồng độ IL-6 trong máu rất hữu ích cho việc chẩn đoán một dấu 

hiệu kích hoạt hệ thống miễn dịch.  

Kết quả trong nghiên cứu này của chúng tôi, sau 4 tuần tiêm tế bào CAR-

T, kháng thể kháng PD-1 thì xét nghiệm nồng độ IL-2 và IL-6 trong máu chuột 

ở nhóm CAR-T không có sự khác biệt so với nhóm chứng. Nhóm CAR-T kết 

hợp với kháng thể kháng PD-1 nồng độ IL-2 và IL-6 giảm có ý nghĩa thống kê 

so với nhóm chứng. Nghiên cứu của chúng tôi không ghi nhận sự khác biệt 

nồng độ TNF-α huyết tương ở nhóm chuột điều trị đơn liệu pháp bằng CAR-T 

hoặc kháng thể kháng PD-1, gợi ý sự an toàn của tế bào CAR-T được phát triển 

trong labo nghiên cứu của chúng tôi. Tuy nhiên, điều trị phối hợp CAR-T và 

kháng thể kháng PD-1 gây tăng cao nồng độ TNF-α so với các nhóm chứng và 

điều trị đơn liệu pháp tế bào CAR-T, kháng thể kháng PD-1. Kết quả gợi ý về 

nguy cơ xảy ra hội chứng giải phóng cytokin quá mức khi ứng dụng liệu pháp 
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miễn dịch kết hợp kích hoạt các tế bào T và kháng thể kháng PD-1. Những liệu 

pháp này kích hoạt một phản ứng viêm miễn dịch quá mức do sự giải phóng 

các cytokin. TNF-α được sản xuất bởi nhiều loại tế bào khác nhau bao gồm đại 

thực bào, bạch cầu đơn nhân, bạch cầu trung tính, tế bào T và tế bào NK [68]. 

Bên cạnh đó sự hoạt hóa tế bào T dẫn đến việc giải phóng TNF-α chịu trách 

nhiệm kích hoạt hệ thống bạch cầu đơn nhân / đại thực bào và liên quan đến sự 

gia tăng đáng kể hội chứng giải phóng cytokin cấp. Tuy nhiên, kết quả của 

chúng tôi thấy sau quá trình điều trị theo dõi chuột 4 tuần thì toàn bộ chuột vẫn 

ăn uống, hoạt động bình thường, khỏe mạnh đến thời điểm kết thúc thí nghiệm.  

Do vậy, trong nghiên cứu của chúng tôi cho thấy tế bào CAR-T với nồng 

độ 106 TB/chuột và tế bào CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 liều 

250µg/chuột không gây tác dụng phụ trên động vật thực nghiệm sau 4 tuần theo 

dõi. Tuy nhiên, có thể cần phải theo dõi lâu hơn để đánh giá tác dụng của chúng 

đối với gan để đưa ra hướng điều trị phù hợp đối với tác dụng phụ của liệu pháp 

điều trị này. 

4.2. TÁC DỤNG KHÁNG TẾ BÀO DÒNG UNG THƯ BẠCH CẦU CỦA 

KHỐI TẾ BÀO CAR-T PHỐI HỢP VỚI KHÁNG THỂ KHÁNG PD-1  

4.2.1. Đánh giá tác dụng ly giải tế bào in vitro 

 Bệnh bạch cầu cấp dòng lympho là bệnh ung thư nhi khoa phổ biến nhất 

với khoảng 6.000 trường hợp được chẩn đoán hàng năm ở Hoa Kỳ, chiếm gần 

25% số ca chẩn đoán ung thư ở trẻ em. Dựa trên đặc điểm kiểu hình miễn dịch, 

bệnh bạch cầu cấp dòng lympho được phân loại thành là bệnh bạch cầu cấp 

dòng lympho B hoặc lympho T, trong đó bệnh bạch cầu cấp dòng lympho 

chiếm khoảng 85% trường hợp. Trong nửa thế kỷ qua, tỷ lệ sống sót toàn bộ 

(OS) 5 năm đã được cải thiện đáng kể lên trên 90% ở các nước có thu nhập cao 

nhờ việc triển khai các phương pháp theo dõi bệnh và chẩn đoán cải tiến, tối 

ưu hóa các phác đồ hóa trị liệu phân tầng nguy cơ đa tác nhân và chăm sóc hỗ 

trợ tốt hơn. Tuy nhiên, khoảng 10 - 15% bệnh nhân vẫn tái phát và 2% không 
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đáp ứng với liệu pháp tấn công. Mục tiêu trong thập kỷ tới là cải thiện khả năng 

sống sót hơn nữa lên 100% và giảm thiểu tác dụng phụ liên quan đến điều trị 

[132], [133]. Do đó, các phương pháp điều trị mới là cần thiết để cải thiện khả 

năng sống sót ở những bệnh nhân mắc bệnh tái phát hoặc khó chữa. Điều trị 

bằng liệu pháp tế bào CAR-T CD19 có tỷ lệ thuyên giảm cao, ngay cả ở những 

bệnh nhân đã thất bại trong việc ghép tế bào gốc và đã quan sát thấy tình trạng 

thuyên giảm kéo dài lên đến 24 tháng [129]. CD19 là một glycoprotein xuyên 

màng cần thiết cho sự phát triển tế bào lympho B bình thường ở người và được 

biểu hiện trên bề mặt tế bào trong tất cả các giai đoạn biệt hóa tế bào lympho 

B. CD19 là mục tiêu điều trị hấp dẫn vì nó được biểu hiện ở trên 95% khối u 

ác tính của tế bào lympho B bao gồm bệnh bạch cầu cấp dòng lympho B, bệnh 

bạch cầu mạn tính dòng lympho và u lympho không Hodgkin tế bào B. Trong 

những năm qua, đã có rất nhiều bằng chứng tiền lâm sàng thuyết phục chỉ ra 

rằng biểu hiện của thụ thể kháng nguyên khảm (CAR) nhắm mục tiêu CD19 

trong tế bào lympho T máu ngoại vi phát huy hiệu quả điều trị trong các mô 

hình ác tính tế bào lympho B khác nhau. Do vậy hiện nay các nghiên cứu lâm 

sàng đang được tiến hành ở một số trung tâm trong đó các tế bào CAR-T đặc 

hiệu CD19 tự thân đang được đánh giá ở những bệnh nhân mắc bạch cầu cấp 

và mạn tính dòng lympho và ung thư hạch khó chữa [54]. Vì vậy cho đến nay 

hầu hết các thử nghiệm lâm sàng liệu pháp tế bào CAR-T điều trị bệnh bạch 

cầu cấp dòng lympho đều tập trung nhắm đích là thụ thể CD19. 

Vào năm 2009, quy trình công nghệ sản xuất tế bào CAR-T nhắm đích 

kháng nguyên CD19 lần đầu tiên được công bố; dựa vào đó, thử nghiệm lâm 

sàng giai đoạn 1 đã được tiến hành trên các bệnh nhân mắc bệnh bạch cầu mạn 

dòng lympho và bệnh bạch cầu cấp dòng lympho. Kết quả của cuộc thử nghiệm 

lâm sàng này lần đầu được công bố vào năm 2013, chỉ ra sự thuyên giảm bệnh 

đáng kể của những bệnh nhân tham gia, đặc biệt là trên những bệnh nhân trưởng 

thành mắc bệnh bạch cầu cấp dòng lympho  [33]. Nguyên tắc của liệu pháp tế 
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bào CAR-T trong điều trị ung thư là nhằm tạo ra các tế bào T mang các thụ thể 

khảm nhân tạo có khả năng nhận biết các kháng nguyên đặc hiệu trên bề mặt 

tế bào ung thư từ đó kích hoạt khả năng phân giải tế bào ung thư của tế bào T 

[134]. Đặc biệt, tế bào CAR-T có thể tự tăng sinh và tồn tại lâu dài trong cơ thể 

để diệt các tế bào ung thư tái phát - một trong những nguyên nhân chính khiến 

điều trị thất bại. Dựa vào những kết quả nghiên cứu trên, liệu pháp sử dụng tế 

bào CAR-T nhắm đích CD19 được Cục Quản lý Dược phẩm và Thực phẩm 

Mỹ FDA công nhận là một bước đột phá, mở đường cho nhiều nghiên cứu và 

tiến bộ trong lĩnh vực này. Đến năm 2017, FDA đã cho phép dùng liệu pháp tế 

bào CAR-T trong chữa trị bệnh bạch cầu cấp dòng lympho  ở người lớn và trẻ 

em [135]. Sau đó, FDA tiếp tục cấp phép cho liệu pháp tế bào CAR-T là 

Kymrial của hãng Novatis cho điều trị u lympho không Hodgkin ở người lớn 

vào tháng 5/2018 [136]. Kể từ tháng 10 năm 2021, có bốn sản phẩm CAR-T 

hiện đã được phê duyệt dành cho bệnh u lympho không Hodgkin , hai sản phẩm 

dành cho bệnh bạch cầu nguyên bào lympho cấp tính tế bào B và một sản phẩm 

dành cho bệnh đa u tủy. Nhiều loại khác hiện đang trong quá trình phát triển 

lâm sàng cho những bệnh này và các khối u ác tính khác [41]. Với hiệu quả 

kháng ung thư ấn tượng, liệu pháp CAR-T cần được nghiên cứu, phát triển tại 

từng cơ sở y tế để ứng dụng rộng rãi và đưa lại lợi ích cho bệnh nhân. 

Năm 2020 nghiên cứu của Wang M. và cộng sự về liệu pháp sử dụng tế 

bào CAR-T KTE-X19 cho 68 bệnh nhân u lympho tế bào vỏ tái phát hoặc khó 

điều trị thì thấy 57% bệnh nhân phân tích hiệu quả ban đầu đã thuyên giảm lâu 

dài. Sau 12 tháng, ước tính tỷ lệ sống không tiến triển bệnh 61%. Tuy nhiên, 

hội chứng giải phóng cytokin độ 3 trở lên và các biến chứng thần kinh xảy ra 

lần lượt ở 15% và 31% bệnh nhân; không có trường hợp nào tử vong [56]. 

Ramos C.A. và cộng sự đã nghiên cứu điều trị liệu pháp tế bào CAR-T CD30 

trên 41 bệnh nhân u lympho Hodgkin với thời gian theo dõi trung bình là 533 

ngày, tỷ lệ sống không bệnh tiến triển trong 1 năm và tỷ lệ sống toàn bộ cho tất 

cả các bệnh nhân được đánh giá lần lượt là 36% và 94% [57].  
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Năm 2021, nghiên cứu của Mei H. và cộng sự đã xây dựng một liệu pháp 

CAR-T BM38 đặc hiệu kép được nhân bản hóa nhắm mục tiêu BCMA và CD38 

ở 23 bệnh nhân bị đa u tủy xương tái phát và kháng trị được truyền CAR-T 

BM38 trong thử nghiệm giai đoạn I. Kết quả cho thấy CAR-T BM38 đặc hiệu 

kép là khả thi, an toàn và hiệu quả ở bệnh nhân đa u tủy xương tái phát và kháng 

trị. Thời gian sống không bệnh tiến triển trung bình là 17,2 tháng. Đáng chú ý, 

các tế bào CAR-T BM38 có thể được phát hiện ở 77,8% bệnh nhân được đánh 

giá sau 9 tháng và 62,2% sau 12 tháng [58].  

Năm 2022, một nghiên cứu về liệu pháp tế bào CAR-T kháng CD19 có 

tiềm năng cho các ứng dụng lâm sàng rộng rãi. Nghiên cứu này cho thấy hiệu 

quả và độ an toàn của nó trong điều trị bệnh bạch cầu cấp dòng lympho tái 

phát hoặc kháng trị và u lympho không Hodgkin. Tỷ lệ lui bệnh hoàn toàn là 

80% và tỷ lệ sống sót sau 1 năm là 51%. Đối với liệu pháp tế bào CAR-T có 

sẵn, tỷ lệ lui bệnh hoàn toàn đối với bệnh bạch cầu cấp dòng lympho là 70% 

và đối với u lympho không Hodgkin là 52% [59].  

Năm 2023, một nghiên cứu tổng hợp của Yu M. và cộng sự về hiệu quả 

của liệu pháp CAR-T kháng CD19 ở những bệnh nhân mắc bệnh u lympho 

không Hodgkin tế bào B (B-NHL) và bệnh bạch cầu cấp tế bào B (B-ALL). 

Trong số 260 bệnh nhân mắc B-NHL, tỷ lệ đáp ứng và lui bệnh hoàn toàn tốt 

nhất gộp chung lần lượt là 77% và 52%. Trong 159 bệnh nhân mắc B-ALL, tỷ  

lệ lui bệnh hoàn toàn là 92% và tỷ lệ sống sót sau 12 tháng và tỷ lệ sống sót 

không tiến triển gộp chung là 65,0% và 73,0% tương ứng. Nghiên cứu này 

chứng minh tính an toàn và hiệu quả lâm sàng của các liệu pháp tế bào CAR-T 

nhắm mục tiêu kép trong các khối u ác tính của tế bào B. Hơn nữa, cần có các 

thử nghiệm ngẫu nhiên có đối chứng được thiết kế tốt để thiết lập vai trò của 

liệu pháp tế bào CAR-T nhắm mục tiêu kép ở những bệnh nhân có khối u ác 

tính tế bào B [60]. 
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Liệu pháp CAR-T thường bao gồm nhiều bước như: tách tế bào lympho 

T từ máu ngoại vi, biến đổi gen tế bào T để biểu hiện các thụ thể nhân tạo có 

khả năng nhận biết các kháng nguyên đặc trưng của tế bào ung thư; nuôi cấy 

tăng sinh tế bào CAR-T; đưa các tế bào CAR-T ngược trở lại người bệnh. Trong 

quá trình thực hiện liệu pháp có nhiều yếu tố làm thay đổi biểu hiện CAR và 

sự tăng sinh của tế bào CAR-T từ đó ảnh hưởng đến chức năng của tế bào CAR-

T. Quá trình đánh giá khả năng ly giải trên in vitro cũng cho thấy được tính đặc 

hiệu của khối tế bào CAR-T khi hướng tới, có ái lực cao với các dòng tế bào 

ung thư khác nhau theo như thiết kế ban đầu của cấu trúc CAR-T [137], [138]. 

Trước khi áp dụng trong điều trị lâm sàng thì vấn đề cần đánh giá là khả 

năng ly giải các tế bào ung thư của khối tế bào CAR-T, CAR-T kết hợp với 

kháng thể kháng PD-1 như thế nào. Điều này có thể khẳng định được trong 

nghiên cứu in vitro và làm nền tảng cho các nghiên cứu tiếp theo cũng như khả 

năng ứng dụng lâm sàng của khối tế bào CAR-T được tạo ra cũng như liệu pháp 

kết hợp tế bào CAR-T với kháng thể kháng PD-1 [138]. Chúng tôi sử dụng kỹ 

thuật Flow Cytometry để đánh giá tỷ lệ chết của tế bào (tỷ lệ ly giải tế bào ung 

thư) bằng cách dùng chất nhuộm nhân tế bào phát huỳnh quang là 7-Amino 

Actinomycin D (7-AAD) để kiểm tra tỷ lệ tế bào ung thư bị ly giải trên quần 

thể tế bào ung thư bạch cầu dương tính với Carboxyfluorescein succinimidyl 

ester (CFSE). Sử dụng chất nhuộm tế bào huỳnh quang CFSE để đánh dấu tế 

bào ung thư bạch cầu, đây là một chất nhuộm có liên kết ổn định khi tích hợp 

vào trong tế bào và giữ lại ở tế bào trong thời gian dài, thuốc nhuộm sẽ không 

được chuyển sang các tế bào lân cận. 7-AAD là loại thuốc nhuộm nhân phát 

huỳnh quang, chúng có khả năng liên kết rất mạnh với ADN của nhân tế bào. 

Khi tế bào ở trạng thái bình thường, chất này không thể xâm nhập vào bên trong 

để gắn với ADN của nhân tế bào sống. Chỉ khi màng tế bào bị tổn thương 7-

AAD mới có thể đi vào trong tế bào và liên kết với ADN nhân tế bào. Do đó, 

sử dụng chất nhuộm nhân 7-AAD dễ dàng phát hiện màng tế bào bị tổn thương 

từ đó đánh giá tỷ lệ tế bào bị ly giải. 
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 Trong nghiên cứu này chúng tôi tiến hành trên in vitro đánh giá tác 

dụng ly giải 2 dòng tế bào ung thư CD19+ là Daudi và Raji, 1 dòng tế bào ung 

thư CD19- là K562 với 3 tỷ lệ target : effector T:E = 1:2, 1:5, 1:10 (Effector 

:  PBMC, CAR-T và  Target : Daudi, Raji, K562). Kháng thể kháng PD-1 bổ 

sung vào giếng với nồng độ 20µg/mL và giếng điều trị kết hợp với với CAR-

T theo các tỷ lệ target : effector (T:E) 1:2, 1:5, 1:10 (Effector : PBMC, CAR-

T và  Target : Daudi, Raji, K562). Kết quả cho thấy tế bào CAR-T và CAR- 

T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 thể hiện khả năng ly giải tốt đối với tế 

bào Daudi CD19+, tỷ lệ ly giải của 2 nhóm này cao hơn so với nhóm tế bào 

PBMC. Tế bào CAR-T trong nghiên cứu của chúng tôi có khả năng nhắm đích 

kháng nguyên CD19, liên kết với tế bào thông qua thụ thể này và gây ly giải 

rõ các tế bào ung thư có biểu hiện CD19+ là tế bào Daudi. Khả năng ly giải 

của liệu pháp tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 

cũng tăng theo sự tăng của tỷ lệ CAR-T khi được đồng nuôi cấy với tế bào 

ung thư. Điều này cho thấy tế bào CAR-T được tạo ra trong nghiên cứu này 

có tác dụng ly giải tế bào ung thư và đặc biệt là có tính chọn lọc với tế bào 

ung thư CD19+ đúng như cơ chế tác dụng của nó. Kết quả này là phù hợp với 

thiết kế của thí nghiệm và cũng tương tự như các nghiên cứu khác khi tạo ra 

tế bào CAR-T để tiêu diệt tế bào ung thư CD19+ [139]. Đây cũng là bước đầu 

cho những nghiên cứu tiếp theo về tác dụng ly giải và gây chết tế bào ung thư 

của liệu pháp tế bào CAR-T.  

Đối với tế bào Daudi có CD19+, tế bào CAR-T và CAR-T kết với với 

kháng thể kháng PD-1 thể hiện khả năng ly giải tốt. Tỷ lệ tế bào ly giải tăng 

khi tỷ lệ đồng nuôi cấy tăng, tỷ lệ đạt từ 36,19% - 74,21%; tế bào CAR-T kết 

hợp với kháng thể kháng PD-1 đạt từ 34,73 - 74,28%. Trong khi đó, PBMC 

kích hoạt thể hiện hoạt tính ly giải tế bào không đáng kể (< 12%). Tuy nhiên, 

chúng tôi chưa thấy khả năng ly giải tế bào Daudi có sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê ở các tỷ lệ giữa nhóm điều trị CAR-T và nhóm kết hợp CAR-T với 

kháng thể kháng PD-1.  
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Điều trị bằng kháng thể kháng PD-1 đã cho thấy thành công đáng kể 

trong thử nghiệm lâm sàng [95], [140]. Tuy nhiên, hầu hết các bệnh nhân không 

cho thấy sự thuyên giảm ổn định sau điều trị liệu pháp kháng PD-1. Hệ miễn 

dịch có khả năng chiến đấu với các tế bào ung thư, nhưng một số tế bào của hệ 

miễn dịch lại kích thích sự chuyển hóa và tăng trưởng của khối u [141]. Vì cả 

khối u và xâm nhập miễn dịch đều ảnh hưởng đến các đáp ứng trong điều trị, 

nên cần phải cân nhắc cả hai yếu tố này khi phát triển các liệu pháp điều trị kết 

hợp. Những nỗ lực đáng kể đang được tiến hành để xác định các dấu ấn sinh 

học để dự đoán bệnh nhân nào sẽ được chỉ định ức chế con đường PD-1 khi sử 

dụng nó như một liệu pháp điều trị đơn lẻ và phát triển các liệu pháp kết hợp 

hiệu quả. Khi điều trị chỉ nhắm vào việc ức chế PD-1, sự có mặt của các tế bào 

T CD8+ ở viền xung quanh khối u xâm lấn và biểu hiện của PD-L1 trong khối 

u ở mức độ cao có liên quan đến đáp ứng điều trị với tỷ lệ tốt hơn [98], [99]. 

Tuy nhiên, biểu hiện của PD-L1 không phải lúc nào cũng có liên quan đến kết 

quả điều trị: một số khối u dương tính với PD-L1 đáp ứng kém với ức chế PD-

1, trong khi đó một số khối u âm tính với PD-L1 lại cho thấy đáp ứng điều trị 

tốt [142], [143].  

 Chúng tôi tiến hành đánh giá tác dụng ly giải tế bào Raji CD19+ tương 

tự tế bào Daudi. Kết quả cũng cho thấy tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với 

kháng thể kháng PD-1 thể hiện khả năng ly giải tương đối tốt đối với tế bào 

Raji CD19+, tỷ lệ ly giải của 2 nhóm này cao hơn so có ý nghĩa thống kê so với 

nhóm tế bào PBMC. Tế bào CAR-T trong nghiên cứu của chúng tôi có khả 

năng nhắm đích kháng nguyên CD19, liên kết với tế bào thông qua thụ thể này 

và gây ly giải rõ các tế bào ung thư có biểu hiện CD19+ là tế bào Raji. Khả 

năng ly giải của liệu pháp tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với kháng thể 

kháng PD-1 cũng tăng theo sự tăng của tỷ lệ CAR-T khi được đồng nuôi cấy 

với tế bào ung thư. Mặc dù tỷ lệ ly giải thấp hơn so với tế bào Daudi, tuy nhiên 

ở nhóm kết hợp CAR-T với kháng thể kháng PD-1, có xu hướng tăng hiệu quả 
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ly giải rõ rệt khi tăng tỷ lệ CAR-T/Raji. Đặc biệt, với tỷ lệ Raji/CAR-T = 1:10, 

hiệu quả ly giải tăng từ 24,2% lên 44,11%, tương đương tăng hiệu quả 1,82 lần. 

Trong khi đó, PBMC kích hoạt thể hiện hoạt tính ly giải tế bào Raji khoảng < 

9%. Như vậy, kết hợp kháng thể đơn dòng kháng PD-1 với CAR-T làm tăng 

hiệu quả ly giải tế bào Raji.  

 CD19 là thụ thể hướng đích phổ biến nhất trong phát triển CAR-T. CD19 

biểu hiện với mức độ và tỷ lệ cao ở các tế bào tạo máu ác tính. CAR-T thế hệ 

thứ hai cho thấy hiệu quả điều trị bệnh bạch cầu tốt nhất. Tuy nhiên, hiệu quả 

của liệu pháp tế bào CAR-T phụ thuộc lớn tỷ lệ tế bào CAR-T trong chế phẩm. 

Vì vậy, tối ưu quy trình để đạt được tỷ lệ tế bào CAR-T cao trong chế phẩm 

được chuẩn bị mới quyết định hiệu quả của liệu pháp điều trị này. Bên cạnh đó 

PD-1, một protein trên bề mặt của tế bào T, có vai trò hoạt hóa tế bào T để 

chống lại khối u. PD-1 thúc đẩy quá trình chết theo chương trình của các tế bào 

T đặc hiệu với kháng nguyên và làm giảm quá trình chết theo chương trình của 

các tế bào T điều hòa [4]. Ức chế PD-1 là một liệu pháp miễn dịch khác có hiệu 

quả trong điều trị ung thư và đã phát triển nhanh chóng. Sự hiện diện của PD-

1 trên bề mặt tế bào CAR-T được cho là góp phần làm giảm chức năng của liệu 

pháp CAR-T, đặc biệt là trong khối u rắn. Sự phong tỏa PD-1 trên tế bào CAR-

T bằng chất ức chế hoặc kháng thể loại trừ PD-1 giúp tăng cường hiệu quả tiêu 

diệt khối u của tế bào CAR-T [5]. Kháng thể kháng PD-1 sẽ kích hoạt tế bào 

CAR-T từ đó giúp tăng cường hiệu quả, nâng cao chức năng của tế bào CAR-

T và ở một mức độ nào đó sẽ cải thiện tiên lượng cũng như hiệu quả điều trị. 

Do đó, sự kết hợp giữa phong tỏa PD-1 và tế bào CAR-T sẽ là một liệu pháp 

đầy hứa hẹn, có tiềm năng đưa lại hiệu quả điều trị tốt. Trên thế giới đã có một 

số nghiên cứu kết hợp hai liệu pháp trên và có hiệu quả tốt hơn so với điều trị 

đơn lẻ. Năm 2017, một nghiên cứu của Li S. và cộng sự đã thiết kế các tế bào 

CAR-T tiết ra các kháng thể kháng PD-1 (CAR.αPD-1-T) và đánh giá hiệu quả 

của chúng trong mô hình chuột xenograft ung thư biểu mô phổi thì thấy hiệu 
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quả hơn so với TB CAR-T đơn thuần [110]. Năm 2019, cũng đã có một trường 

hợp được báo cáo sử dụng CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 liều thấp 

trên bệnh nhân ung thư hạch không Hodgkin tế bào B giúp thuyên giảm hơn 10 

tháng và giảm tác dụng phụ [111]. Đã có thử nghiệm giai đoạn I của liệu pháp 

tế bào CAR-T ở bệnh nhân mắc bệnh màng phổi ác tính (MPM) kết hợp với 

Pembrolizumab, kháng thể kháng PD-1 vào năm 2021 của Adusumilli P. S và 

cộng sự. Tế bào CAR-T được phát hiện trong máu ngoại vi trong > 100 ngày 

ở 39% bệnh nhân. Sau khi chứng minh rằng phong tỏa PD-1 giúp tăng cường 

chức năng tế bào CAR-T ở chuột thì 18 bệnh nhân mắc MPM cũng đã nhận 

được pembrolizumab một cách an toàn. Kết quả cho thấy tỷ lệ sống trung bình 

là 23,9 tháng, bệnh ổn định được duy trì trong 6 tháng ở 8/18 bệnh nhân [113]. 

Liệu pháp miễn dịch kết hợp với tế bào CAR-T và thuốc phong tỏa PD-1 nên 

được đánh giá thêm ở những bệnh nhân có khối u rắn. Tuy nhiên ở Việt Nam 

chưa có công bố nào về nghiên cứu đánh giá hiệu quả khi kết hợp hai liệu 

pháp trên.  

 Để chứng minh được hiệu quả tác dụng của tế bào CAR-T CD19 theo 

đúng cơ chế có tính chọn lọc với tế bào ung thư CD19+ chúng tôi tiến hành 

đánh giá tác dụng ly giải tế bào K562 (CD19-). Trên in vitro chúng tôi đánh giá 

tác dụng ly giải dòng tế bào ung thư K562 (CD19-) với 3 tỷ lệ target:effector 

(T:E) 1:2, 1:5, 1:10. Đối với tỷ lệ K562/CAR-T 1:2 và 1:5, CAR-T và CAR-T 

kết hợp với kháng thể kháng PD-1 có tác dụng ly giải tế bào tốt hơn PBMC 

nhưng đều ở mức thấp. Với tỷ lệ K562/CAR-T = 1:10, kết quả cho thấy tỷ lệ tế 

bào K562 (CD19-) bị ly giải khi đồng nuôi cấy với PBMC 27,52%, CAR-T 

27,67% và CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 28,59% là tương đồng 

nhau. Như vậy có thể thấy đối với tế bào K562 CD19- tế bào CAR-T CD19 

trong nghiên cứu của chúng tôi chưa thể hiện rõ khả năng ly giải. Khả năng ly 

giải tương đương với tế bào PBMC chứng ở tỷ lệ 1:10. Đối với tỷ lệ 

K562/CAR-T = 1:2 và 1:5, CAR-T và CAR-T kết hợp với kháng thể kháng 
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PD-1 có tác dụng ly giải tế bào tốt hơn PBMC tuy nhiên đều ở mức thấp. Điều 

này cũng phù hợp với cơ chế tác dụng của tế bào CAR-T CD19+. Nghiên cứu 

của Picanço-Castro V. và cộng sự năm 2020 cho thấy sau 24 giờ đồng nuôi cấy, 

tế bào CAR-T CD19 đã loại bỏ 87% tế bào Sup-B15 CD19+. Trong quá trình 

đồng nuôi cấy tế bào lympho không chuyển gen với tế bào Sup-B15, không 

thấy sự khác biệt. Tương tự như vậy, không có tế bào CD19- nào chết (K562) 

sau khi đồng nuôi cấy với tế bào CD19-CAR-T, chứng tỏ tính đặc hiệu của 

CAR đối với kháng nguyên CD19 [139]. 

Nghiên cứu của chúng tôi được tiến hành trong khuôn khổ đánh giá tác 

dụng trên in vitro đối với tế bào ung thư bạch cầu CD19+, CD19- và 1 liều kháng 

thể kháng PD-1. Các dòng tế bào ung thư bạch cầu gồm Daudi, Raji, K562 được 

nuôi cấy trong môi trường có kháng thể kháng PD-1 với liều 20µg/ml. Kết quả 

cho thấy tỷ lệ ly giải tế bào ung thư có CD19+ và CD19- khi đồng nuôi cấy với 

kháng thể kháng PD-1 đều không có sự khác biệt so với nhóm chứng. Điều này 

cũng hoàn toàn phù hợp với cơ chế cũng như các ứng dụng hiện nay của kháng 

thể kháng PD-1 chủ yếu trên khối u rắn và có biểu hiện PD-L1 dương tính. Đối 

với các bệnh lý ung thư huyết học như u lympho cũng đang được áp dụng điều 

trị bằng kháng thể kháng PD-1 [144]. Do vậy, cần có thêm các nghiên cứu đánh 

giá trên thực nghiệm về nồng độ kháng thế kháng PD-1 trên các bệnh lý ung thư 

huyết học, từ đó tiến tới sử dụng liệu pháp kết hợp với tế bào CAR-T. 

Những kết quả trên của chúng tôi cho thấy phù hợp với cơ chế tác dụng 

của tế bào CAR-T. Bước đầu chúng tôi thấy liệu pháp CAR-T kết hợp kháng 

thể kháng PD-1 làm tăng 1,82 lần hiệu quả ly giải trên tế bào Raji ở tỷ lệ 

T:E = 1:10. 

Các nghiên cứu về liệu pháp kết hợp này trên thế giới đã được báo cáo 

cũng chủ yếu trên các bệnh lý ung thư thể rắn. Do vậy đối với các ung thư máu 

cần thêm có nhiều nghiên cứu để đánh giá hiệu quả của liệu pháp kết hợp này 

từ đó có ứng dụng hiệu quả hơn nữa trên thực tế lâm sàng mang lại lợi ích cho 

bệnh nhân. 
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4.2.2. Thay đổi nồng độ cytokin được giải phóng ở môi trường nuôi cấy 

tế bào  

Tế bào CAR-T ngoài khả năng diệt khối u theo cách tiếp xúc trực tiếp 

còn có khả năng tiêu diệt gián tiếp thông qua giải phóng cytokin hoặc bằng 

cách tác động lên các tế bào khác (tiêu diệt gián tiếp) [66]. Khi nhận ra các 

kháng nguyên khối u, tế bào CAR-T tiết ra các cytokin gây viêm, bao gồm IFN-

γ và TNF-α, để gây ra hiện tượng chết của tế bào khối u, kích thích đại thực 

bào sản xuất cytokin. Ngoài ra, các đại thực bào có thể được kích hoạt bởi các 

cytokin do tế bào CAR-T  sản xuất, chẳng hạn như TNF-α, IL-2, GM-CSF và 

IFN-γ [46]. Một trong những nguồn chính của các cytokin gây viêm là các tế 

bào tủy được kích hoạt trong quá trình trị liệu bằng tế bào CAR-T. Sau khi 

truyền và nhận dạng tế bào đích, các tế bào CAR-T được kích hoạt và tiết ra 

nhiều yếu tố gây viêm khác nhau, chẳng hạn như GM-CSF, có thể kích hoạt 

các tế bào tủy và thúc đẩy sản xuất và bài tiết nhanh chóng các cytokin gây 

viêm như IL-6 và IL-1β góp phần gây độc tính gây viêm [145]. Để điều hòa 

các chức năng tác động tiêu diệt tế bào, tế bào T chủ yếu sử dụng hai con đường 

chính: xuất bào của các hạt gây độc tế bào có chứa perforin và granzyme, và sự 

biểu hiện của các phối tử họ yếu tố hoại tử khối u gắn màng (TNF), gây ra hiện 

tượng apoptosis của tế bào đích khi gắn kết với thụ thể tương ứng của chúng 

[69]. Trong khi thiết kế tế bào CAR-T dựa trên việc đạt được sự ly giải khối u 

thông qua tương tác trực tiếp giữa tế bào T và tế bào khối u, thì việc sản xuất 

cytokin bằng tế bào CAR-T được kích hoạt có thể tăng cường hơn nữa khả năng 

chống khối u của chúng [69]. Trong nghiên cứu này, khả năng bài tiết cytokin 

của khối tế bào CAR-T của chúng tôi được đánh giá bằng xét nghiệm ELISA 

định lượng nồng độ 3 cytokin IL-6, IL-2, TNF-α trong dịch đồng nuôi cấy tế bào 

sau 24 giờ và 48 giờ.  

IL-6 là nhân tố trung tâm trong đáp ứng miễn dịch bảo vệ. Tuy nhiên, sự 

bài tiết kéo dài, tăng và quá mức IL-6 liên quan đến bệnh sinh nhiều bệnh lý, 
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trong đó có ung thư, đặc biệt là ung thư bạch cầu [73]. Vai trò quan trọng trong 

sự sống của tế bào ung thư bạch cầu của IL-6 và hiệu quả kháng ung thư khi ức 

chế tín hiệu IL-6 đã được báo cáo, đặc biệt là trên ung thư bạch cầu [73]. Nồng 

độ của IL-6 trong dịch đồng nuôi cấy PBMC với các tế bào ung thư sau 24 và 

48 giờ cho thấy nồng độ IL-6 khi đồng nuôi cấy với 2 dòng tế bào ung thư bạch 

cầu CD19+ Raji và Daudi là tương đương nhau. Ngược lại, nồng độ IL-6 cao 

hơn đáng kể trong dịch đồng nuôi cấy tế bào PBMC và tế bào ung thư bạch cầu 

K562 có CD19-. Điều này gợi ý về khả năng tiết IL-6 cao hơn ở tế bào K562 

có CD19- so với tế bào Raji và Daudi có CD19+. Có thể vai trò thúc đẩy ung 

thư của IL-6 trên các tế bào ung thư bạch cầu Raji và Daudi  có CD19+ là không 

đáng kể, so với tế bào ung thư bạch cầu K562 có CD19-.  

Tín hiệu PD-1 được hoạt hoá khi protein PD-1 tương tác với phối tử của 

nó PD-1 L1 hoặc PD-1 L2 trên bề mặt tế bào đích. Qua đó, ức chế sự tăng sinh 

và thúc đẩy tế bào lympho T chết theo chương trình, ức chế sản xuất cytokin 

và chức năng tiêu diệt tế bào [146]. Kết quả là, miễn dịch loại bỏ tế bào ung 

thư bị ngăn chặn và hỗ trợ tế bào ung thư trốn thoát miễn dịch. Vì thế, nhiều 

thuốc ức chế tín hiệu PD-1 đã được cấp phép điều trị các bệnh lý ung thư, trong 

đó có ung thư bạch cầu. Ức chế gắn kết PD-1/PD-L1 kích thích đại thực bào 

sản xuất IL-6 và điều trị bằng PD-1 Ab tăng nồng độ IL-6 [147]. Kết hợp kháng 

IL-6 và PD-1 đưa lại hiệu quả điều trị hiệp lực [147], [148]. Kết quả của chúng 

tôi phù hợp trên tế bào K562 có CD19- rằng, đồng nuôi cấy có bổ sung PD-1 

Ab làm tăng nồng độ IL-6.  Ngược lại, giảm nồng độ IL-6 ở tế bào CD19+ 

(Daudi và Raji). Đây là phát hiện mới, gợi ý về sự liên quan chưa được báo cáo 

giữa biểu hiện CD19 và sự tương tác của giữa tín hiệu IL-6 và PD-1. Phát hiện 

này là gợi ý cho các đánh giá phân tích cơ bản tiếp theo về vài trò của các tín 

hiệu này.  

Đến nay, chưa có bằng chứng trực tiếp về việc tế bào T hoặc tế bào CAR-

T là nguồn sản xuất đáng kể IL-6, nhưng tăng nồng độ cytokin IL-6 liên quan 
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chặt chẽ đến hội chứng giải phóng cytokin sau điều trị bằng liệu  pháp CAR-T 

[149]. Nguồn gốc của các cytokin tiền viêm được cho là từ các tế bào tủy được 

kích hoạt trong quá trình trị liệu bằng tế bào CAR-T [145]. Bên cạnh tác động 

thúc đẩy viêm trong đáp ứng viêm hệ thống, tín hiệu IL-6 thúc đẩy tăng trưởng 

và hoạt động chống ung thư của tế bào CAR-T [150].  

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy khi đồng nuôi cấy với tế bào 

CAR-T hoặc CAR-T kết hợp với PD-1 Ab làm tăng nồng độ IL-6 sau 24 giờ 

đồng nuôi cấy so với nhóm chứng PBMC, nhưng tác động này giảm hoặc mất 

đi sau 48 giờ đồng nuôi cấy. Có thể, ngay sau đồng nuôi cấy và tương tác với 

tế bào đích, CAR-T gián tiếp thúc đẩy các tế bào như tế bào tuỷ và tế bào ung 

thư bạch cầu tiết IL-6 như cơ chế đã được chứng minh. IL-6 được tiết ra thúc 

đẩy hoạt hoá ngược lên CAR-T và sau thời gian dài hơn, sự tăng nhanh của IL-

6 có thể gây ra sự kiệt sức của các tế bào tiết ra nó. Tế bào K562 có CD19- tiết 

IL-6 nhiều hơn đáng kể so với tế bào Raji và Daudi có CD19+. Kháng thể 

kháng PD-1 làm tăng nồng độ IL-6 trên tế bào K562 (CD19-) nhưng giảm nồng 

độ IL-6 ở tế bào Daudi và Raji (CD19+), gợi ý về sự liên quan chưa được báo 

cáo giữa biểu hiện CD19 và sự tương tác của giữa tín hiệu IL-6 và PD-1. 

IL-2 được biết đến là một yếu tố có vai trò trong kích thích sự tăng sinh 

các tế bào miễn dịch như lympho T làm tăng khả năng tiêu diệt các tế bào ung 

thư. IL-2 là dưỡng chất quan trọng trong nuôi dưỡng tế bào miễn dịch như tế 

bào Lympho xâm nhập khối u (TIL), tế bào CAR-T, và NK [74]. Chuyển gen 

biểu hiện các cytokin và/hoặc các thụ thể cytokin hứa hẹn thúc đẩy sự phát 

triển/sự tồn tại của tế bào CAR-T và khả năng hoạt động của các cytokin trong 

sự ức chế miễn dịch của vi môi trường khối u [75]. Để tiêu diệt tế bào ung thư, 

tế bào CAR-T hoạt động theo cơ chế tiêu diệt trực tiếp phụ thuộc vào tiếp xúc 

hoặc cơ chế gây độc gián tiếp, thông qua giải phóng các cytokin tiền viêm hoặc 

bằng cách tác động lên các tế bào khác [66].  
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Các nghiên cứu trước đây đã cho thấy, sau khi tương tác gắn kết với 

kháng nguyên đích trên bề mặt khối u, tế bào CAR-T kích hoạt tiết ra các 

cytokin gây viêm, bao gồm IFN-γ và TNF-α. Bên cạnh đó, các cytokin do tế 

bào CAR-T sản xuất như TNF-α, IL-2, GM-CSF và IFN-γ kích hoạt đại thực 

bào tiết các cytokin tiền viêm [46]. Tế bào T tiêu diệt tế bào chủ yếu sử dụng 

hai con đường chính: xuất bào của các hạt gây độc tế bào có chứa perforin và 

granzyme, và sự biểu hiện của yếu tố hoại tử khối u (TNF), thúc đẩy sự chết 

theo chu trình (apoptosis) của tế bào đích [69]. 

Suy giảm và thiếu hụt IL-2 thường gặp trong vi môi trường ung thư rắn 

và việc bổ sung IL-2 có thể dẫn tới làm tăng hiệu quả của các liệu pháp tế bào 

lympho T khác nhau đối với các khối u rắn [75]. Kết quả nghiên cứu này chỉ ra 

nồng độ IL-2 cao hơn khi đồng nuôi cấy PBMC với tế bào K562 và Raji, so 

với tế bào Daudi. Bên cạnh đó, ở tế bào CD19+ là Daudi và Raji, khi đồng nuôi 

cấy với CAR-T và CAR-T kết hợp PD-1 Ab, nồng độ IL-2 tăng lên so với nhóm 

PBMC ở cả thời điểm 24 và 48h. Ngược lại, ở tế bào K562 có CD19-, sự khác 

biệt không rõ giữa nhóm tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp PD-1 Ab so với 

nhóm chứng PBMC. Như vậy, nồng độ IL-2 tăng lên khi có sự tương tác giữa 

CAR-T mang thụ thể CD19 và kháng nguyên CD19 trên bề mặt tế bào ung thư 

bạch cầu đích (tế bào Daudi và Raji). Nguyên nhân có thể cho sự thay đổi không 

rõ nồng độ IL-2 ở tế bào K562, là thiếu sự tương tác đích của thụ thể khảm và 

kháng nguyên đích trên tế bào K562. Điều này được thể hiện, khi đồng nuôi 

cấy tế bào CAR-T và tế bào CAR-T kết hợp PD-1 Ab, tế bào CD19+ có nồng 

độ IL-2 cao hơn có ý nghĩa thống kê so với tế bào CD19-. Ngoài ra, đồng nuôi 

cấy có bổ sung kháng thể kháng PD-1 giảm đáng kể nồng độ IL-2 ở cả 3 dòng 

tế bào ung thư. Tuy nhiên, đồng nuôi cấy kết hợp CAR-T có bổ sung PD-1 Ab 

không làm giảm nồng độ IL-2 so với đồng nuôi cấy đơn lẻ với tế bào CAR-T 

ở cả 3 dòng tế bào ung thư. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy nồng 

độ IL-2 tăng lên đáng kể khi đồng nuôi cấy tế bào ung thư bạch cầu CD19+ với 
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CAR-T mang thụ thể CD19, nghi do có sự tương tác đặc hiệu giữa thụ thể 

CD19 trên CAR-T và kháng nguyên CD19 trên tế bào đích. Tác dụng này thể 

hiện không đáng kể ở tế bào CD19-. 

Bên cạnh tác dụng kháng ung thư tốt, các liệu pháp CAR-T hiện dùng 

cũng gây ra nhiều quan ngại về các tác dụng không mong muốn. Một trong 

những biến chứng đáng ngại chính là đáp ứng viêm hệ thống liên quan đến hội 

chứng giải phóng cytokin [151]. Hội chứng giải phóng cytokin là biến chứng 

nghiêm trọng, xảy ra phổ biến sau khi truyền liệu pháp CAR-T với tỷ lệ được 

báo cáo là từ 37% đến 93% trong các nghiên cứu khác nhau [149]. CRS là yếu 

tố nguy cơ của nhiều biến chứng nghiêm trọng, như hội chứng nhiễm độc thần 

kinh liên quan đến tế bào tác động miễn dịch cũng như nhiều độc tính nghiêm 

trọng lên tim mạch, huyết học, gan, da, phổi và đường tiêu hóa [152]. CRS là kết 

quả trực tiếp của quá trình kích hoạt đồng bộ các tế bào CAR-T gặp các tế bào 

bạch cầu lympho B biểu hiện CD19 và dòng thác tín hiệu cytokin được kích 

hoạt đầu ra bởi các tế bào phản ứng của hệ thống miễn dịch bẩm sinh [67].  Vì 

vậy, việc đánh giá, kiểm soát và xử trí các biến chứng gây ra do giải phóng 

cytokin là không thể thiếu, từ mô hình thực nghiệm đến theo dõi trên lâm sàng. 

Hội chứng giải phóng cytokin khi điều trị bằng liệu pháp CAR-T liên quan chặt 

chẽ đến các cytokin tiền viêm như IL-6, IL-2, TNF-α. 

Mặc dù, chưa có bằng chứng trực tiếp về việc tế bào T hoặc tế bào CAR-

T là nguồn sản xuất đáng kể IL-6, tăng nồng độ cytokin IL-6 được coi là nguyên 

nhân, tác nhân thúc đẩy và là chất chỉ điểm của các hội chứng giải phóng 

cytokin [149]. Nồng IL-6 tăng cao hơn ở những bệnh nhân mắc CRS so với 

những bệnh nhân không mắc, tương quan với sự khởi phát của các triệu chứng 

CRS nghiêm trọng và đóng một vai trò quan trọng trong sinh lý bệnh của CRS 

[149]. Vai trò của IL-6 trong các biến chứng liên quan đến CRS được thể hiện 

thông qua tác dụng điều trị CRS của các dược chất ức chế tín hiệu IL-6. 

Tocilizumab, kháng thể kháng thụ cảm thể IL-6, là liệu pháp ức chế miễn dịch 
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hàng đầu của CRS [149]. Hiệu quả điều trị CRS của Tocilizumab đã được 

chứng minh, đặc biệt là bệnh nhân với CRS nặng và/hoặc đe dọa tính mạng. 

Đáng chú ý, bệnh nhân mắc CRS phản ứng nhanh với Tocilizumab, sốt và hạ 

huyết áp thường hết trong vòng vài giờ [149]. Tocilizumab được cân nhắc sử 

dụng trước liệu pháp CAR-T để dự phòng, bởi vì ngăn chặn IL-6 bằng 

Tocilizumab không làm giảm đáng kể hiệu quả điều trị của tế bào CAR-T, và 

không ảnh hưởng tiêu cực đến tiên lượng của người nhận tế bào CAR-T [149]. 

Siltuximab là kháng thể kháng IL-6, trực tiếp gắn kết với IL-6 và ngăn IL-6 

tương tác với thụ cảm thể của nó, cũng có tác dụng tương tự Tocilizumab. 

Siltuximab có tiềm năng trong điều trị CRS và được cho là có thể ưu thế hơn 

Tocilizumab trong hội chứng nhiễm độc thần kinh liên quan đến tế bào tác động 

miễn dịch [149].  

Như vậy, CRS liên quan trực tiếp và chặt chẽ đến tăng giải phóng IL-6. 

Kết quả của chúng tôi không tương đồng với các báo cáo bệnh sinh đi trước về 

tăng IL-6 của liệu pháp tế bào CAR-T. Cụ thể, tại thời điểm 48 giờ nồng độ IL-

6 trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với kháng thể kháng 

PD-1 khi nuôi cấy với tế bào ung thư bạch cầu Daudi có CD19+ thấp hơn so 

với nhóm PBMC và với tế bào Raji thời điểm 48 giờ cũng thấp hơn so với 

nhóm PBMC. Một nghiên cứu về trường hợp một bệnh nhân có sCRS cho thấy 

tế bào nội mô là một trong những nguồn chính của IL-6, do đó cho thấy có mối 

liên hệ trực tiếp giữa nội mô được kích hoạt với quá trình sản xuất IL-6 tổng 

thể [153]. Đáng chú ý, cho đến nay không có bằng chứng nào cho thấy tế bào 

T hoặc tế bào CAR-T có thể là nguồn cung cấp IL-6 đáng kể [154]. 

Điều này có lẽ chúng tôi cần thêm các nghiên cứu trên mô hình in vivo 

để đánh giá khả năng bài tiết IL-6 của hai liệu pháp này từ đó nghiên cứu sâu 

hơn về cơ chế tác dụng của liệu pháp tế bào CAR-T cũng như tế bào CAR-T 

kết hợp với kháng thể kháng PD-1. Hơn nữa, nồng độ IL-6 không khác biệt ở 

nhóm đồng nuôi cấy với tế bào CAR-T và kết hợp tế bào CAR-T với kháng thể 
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kháng PD-1. Sự tương đồng nồng độ IL-6 giữa đơn liệu và kết hợp không gợi 

ý về tăng nguy cơ mắc CRS sau điều trị kết hợp so với điều trị đơn liệu pháp tế 

bào CAR-T.  

Bên cạnh đó, ngoài CRS có thể thấy nồng độ IL-2 tăng gặp trong hội 

chứng nhiễm độc thần kinh liên quan đến tế bào tác động miễn dịch (ICANS). 

Trở ngại quan trọng nhất trong việc xác định các cytokin đặc hiệu gây độc thần 

kinh và CRS do chúng thường xuất hiện đồng thời. Trong một nghiên cứu nhi 

khoa về tế bào CAR-T CD19, có 28 trong số 43 cytokin có liên quan đến 

ICANS. Tuy nhiên, chỉ IL-2, thụ thể IL-4 hòa tan, yếu tố tăng trưởng tế bào 

gan và IL-15 tăng cao ở những bệnh nhân bị nhiễm độc thần kinh, chứ không 

phải ở những bệnh nhân chỉ mắc CRS [155]. Ibrutinib là chất ức chế tyrosine 

kinase của Bruton được FDA phê chuẩn để điều trị bệnh bạch cầu lympho mạn 

tính. Ibrutinib cũng có thể ức chế con đường tyrosine kinase do IL-2 gây ra, 

điều chỉnh sự giải phóng cytokin của các tế bào miễn dịch khác nhau, chẳng 

hạn như tế bào T, bạch cầu đơn nhân và tế bào khối u. Một số thử nghiệm đã 

chứng minh rằng việc sử dụng đồng thời Ibrutinib và tế bào CAR-T cho bệnh 

bạch cầu lympho mạn tính có thể mang lại hiệu quả chống ung thư tổng hợp và 

cải thiện CRS [46]. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi đồng thuận so với các 

báo cáo về cơ chế bệnh sinh đi trước về tăng của IL-2 của liệu pháp tế bào 

CAR-T. Tại cả hai thời điểm 24 giờ và 48 giờ nồng độ IL-2 trong dịch nuôi cấy 

của tế bào CAR-T và tế bào CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 khi nuôi 

cấy với các tế bào ung thư bạch cầu Daudi và Raji có CD19+ đều cao hơn có ý 

nghĩa thống kê so với nhóm PBMC. Kết quả này là phù hợp với các báo cáo 

trước đây về sự tăng nồng độ IL-2 sau liệu pháp tế bào CAR-T và phù hợp với 

cơ chế tác dụng của liệu pháp tế bào CAR-T. Không có sự khác biệt về nồng 

độ IL-2 giữa nhóm đồng nuôi cấy với tế bào CAR-T và kết hợp tế bào CAR-T 

với kháng thể kháng PD-1 cho thấy không tăng nguy cơ mắc CRS sau điều trị 

liệu pháp kết hợp so với điều trị đơn liệu pháp tế bào CAR-T. 
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TNF-α là yếu tố hoại tử khối u và là một trong những cytokin dồi dào 

nhất được tiết ra bởi các tế bào CAR-T khi xâm nhập khối u. TNF-α là chất 

trung gian chính của quá trình kích hoạt nội mô do tế bào CAR-T gây ra. Mức 

độ TNF-α tăng cao đã được báo cáo ở những bệnh nhân điều trị bằng liệu pháp 

tế bào CAR-T, điều này có liên quan đến độc tính của tế bào CAR-T như hội 

chứng giải phóng cytokin CRS, hội chứng nhiễm độc thần kinh liên quan đến 

tế bào tác động miễn dịch ICANS [70]. Tuy nhiên, nồng độ cytokin không phải 

lúc nào cũng tương quan với mức độ nghiêm trọng của CRS và việc theo dõi 

kịp thời chúng là một thách thức trong điều trị. Kết quả nghiên cứu của chúng 

tôi cho thấy ở cả hai thời điểm 24 giờ và 48 giờ nồng độ TNF-α trong dịch nuôi 

cấy của tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 khi nuôi 

cấy với các tế bào ung thư bạch cầu Daudi và Raji có CD19+ đều cao hơn có ý 

nghĩa thống kê so với tế bào PBMC (nhóm chứng). Kết quả này phù hợp với 

các báo cáo trước đây về sự tăng nồng độ TNF-α sau liệu pháp tế bào CAR-T. 

Dựa vào cơ chế tác dụng của liệu pháp tế bào CAR-T có thể thấy điều này là 

hoàn toàn phù hợp. Tuy nhiên, không thấy có sự khác biệt về nồng độ cytokin 

này ở nhóm đồng nuôi cấy với tế bào CAR-T và kết hợp tế bào CAR-T với 

kháng thể kháng PD-1. Điều này cho thấy khi đồng nuôi cấy kết hợp hai liệu 

pháp khả năng bài tiết cytokin không tăng nên nguy cơ xảy ra tác dụng phụ 

mạnh hơn so với đơn liệu pháp tế bào CAR-T là chưa thấy trong nghiên cứu 

của chúng tôi.  

Nghiên cứu của chúng tôi cũng cho thấy nồng độ TNF-α trong dịch nuôi 

cấy của tế bào CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 khi đồng nuôi cấy 

với các tế bào ung thư có CD19+ (Raji và Daudi) ở cả thời điểm 24 giờ và 48 

giờ đều cao hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) so với nồng độ TNF-α trong 

dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T khi đồng nuôi cấy với tế bào CD19- (K562). 

Kết quả này phù hợp với cơ chế tác dụng của liệu pháp tế bào CAR-T CD19 

đặc hiệu trên tế bào CD19+. Kết quả này gợi ý cho thấy khi điều trị kết hợp 
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trên tế bào CD19+ có sự tương tác kích thích làm tăng khả năng bài tiết TNF-

α của tế bào CAR-T.  

Như vậy có thể thấy kết quả nghiên cứu của chúng tôi tại cả hai thời điểm 

24 giờ và 48 giờ nồng độ các cytokin IL-2, TNF-α trong dịch nuôi cấy của tế 

bào CAR-T và CAR-T kết hợp với kháng thể kháng PD-1 khi nuôi cấy với các 

tế bào ung thư bạch cầu Daudi và Raji có CD19+ đều cao hơn có ý nghĩa thống 

kê so với nồng độ IL-2, TNF-α trong dịch nuôi cấy của tế bào trên với tế bào 

PBMC (nhóm chứng). Tuy nhiên, không thấy có sự khác biệt về các nồng độ 

cytokin này ở nhóm tế bào CAR-T và kết hợp tế bào CAR-T với kháng thể 

kháng PD-1. Điều này cho thấy khi đồng nuôi cấy kết hợp tế bào CAR-T với 

kháng thể kháng PD-1 thì khả năng bài tiết cytokin không tăng hơn so với đồng 

nuôi cấy đơn lẻ với tế bào CAR-T là chưa thấy trong nghiên cứu của chúng tôi.  

So sánh giữa hai thời điểm 24 giờ và 48 giờ đồng nuôi cấy của liệu pháp 

tế bào CAR-T và tế bào CAR-T kết hợp kháng thể kháng PD-1 với 2 tế bào ung 

thư bạch cầu có CD19+ thì kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy nồng độ 

các cytokin IL-6, IL-2, TNF-α đều không khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa 2 

thời điểm này. Tuy nhiên, khi đồng nuôi cấy với tế bào ung thư CD19- kết quả 

của chúng tôi lại cho thấy nồng độ các cytokin IL-6, IL-2, TNF-α lại khác biệt 

có ý nghĩa thống kê giữa thời điểm 24 giờ và 48 giờ. Nồng độ IL-2 và TNF-α 

thì thời điểm 48 giờ giảm có ý nghĩa thống kê so với thời điểm 24 giờ. Điều 

này có thể gợi ý khi đồng nuôi cấy với tế bào CAR-T và đồng nuôi cấy kết hợp 

tế bào CAR-T có bổ sung kháng thể kháng PD-1 trong nghiên cứu của chúng 

tôi với tế bào ung thư bạch cầu CD19- không có khả năng kích thích tăng bài 

tiết thêm IL-2 và TNF-α sau 24 giờ.  

Mặc dù liệu pháp tế bào CAR-T là một liệu pháp tế bào chống ung thư có 

triển vọng lớn, đã chứng minh được tính khả thi trong điều trị các khối u rắn và 

các ung thư ác tính về huyết học tuy nhiên đôi khi liệu pháp này cũng gây nhiều 

độc tính có thể đe doạ tính mạng, như hội chứng giải phóng cytokin hay bão 
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cytokin, gây độc thần kinh, nhiễm độc huyết học, tấn công nhầm đích và hội 

chứng suy hô hấp cấp. Những hiệu ứng bất lợi này dẫn tới nỗ lực phát triển các 

nghiên cứu tối ưu hóa liệu pháp tế bào CAR-T an toàn hơn, dễ kiểm soát hơn 

nhằm mở rộng cơ hội điều trị và cải thiện hiệu quả của liệu pháp miễn dịch ung 

thư mới nổi này [156]. Rất nhiều phương pháp đã được đưa ra và phát triển để 

nâng cao hiệu quả và tính an toàn bằng cách tận dụng những tiến bộ gần đây 

trong sinh học tổng hợp.  

Sự tiến bộ nhanh chóng của sinh học tổng hợp đã tạo điều kiện thuận lợi 

cho sự phát triển của nhiều cảm biến và mạch gen có thể điều khiển được để 

chế tạo và tăng cường chức năng tế bào miễn dịch vượt quá khả năng của hệ 

thống miễn dịch tự nhiên. Trên cơ sở các đặc tính kỹ thuật, mô-đun và hệ thống, 

sinh học tổng hợp chắc chắn có giá trị lớn trong việc nâng cao tính an toàn của 

liệu pháp tế bào CAR-T. Các chiến lược này bao gồm: công tắc kiểm soát, các 

hệ thống CAR cảm ứng có thể dễ dàng bật tắt CAR theo mong muốn và hệ thống 

CAR nhạy cảm môi trường khối u để tăng cường khả năng diệt tế bào ung thư 

và làm giảm tấn công các tế bào khoẻ mạnh [157], [158]. Khi sinh học tổng hợp 

và công nghệ tiếp tục phát triển, chúng tôi dự đoán sẽ có những ứng dụng lâm 

sàng rộng rãi hơn trong những năm tới. 

4.3. HẠN CHẾ CỦA ĐỀ TÀI 

 Trong nghiên cứu này chúng tôi mới chỉ tiến hành thử nghiệm được một 

nồng độ kháng thể kháng PD-1 khi kết hợp với một nồng độ tế bào CAR-T, 

một thời điểm 6 giờ và hai loại tế bào ung thư bạch cầu có CD19+, một loại tế 

bào ung thư bạch cầu có CD19- do vậy đó cũng có thể là nguyên nhân mà kết 

quả nghiên cứu của chúng tôi chưa thấy rõ được hiệu quả khác biệt giữa phương 

pháp điều trị đơn tế bào CAR-T và liệu pháp điều trị kết hợp tế bào CAR-T với 

kháng thể kháng PD-1. Ngoài ra chúng tôi cũng chỉ nghiên cứu tác dụng ly giải 

trên in vitro mà chưa thực hiện được đánh giá tác dụng trên mô hình gây bệnh 

bạch cầu trên chuột. Điều này mở ra hướng nghiên cứu tiếp theo sử dụng thêm 
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các nồng độ kháng thể kháng PD-1, các thời điểm đánh giá tác dụng như 12 

giờ, 24 giờ; trên các dòng tế bào ung thư khác và nghiên cứu sâu hơn về cơ chế 

tác dụng kháng ung thư khi sử dụng phối hợp hai liệu pháp trên đặc biệt với 

các bệnh lý ung thư huyết học. 
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KẾT LUẬN 

 

1. Tính an toàn của khối tế bào CAR-T phối hợp với kháng thể kháng PD-

1 trên thực nghiệm 

* Chất lượng của tế bào CAR-T:  

 - Môi trường nuôi tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab đảm 

bảo tiêu chuẩn về nồng độ nội độc tố, không nhiễm khuẩn.  

- Tỷ lệ biểu hiện của CAR trên bề mặt tế bào T được phân tích bằng 

phương pháp tế bào dòng chảy là 26,13% và kỹ thuật Realtime PCR cho thấy 

CAR biểu hiện trên các tế bào T được chuyển nạp.  

* Tính an toàn của tế bào CAR-T phối hợp với kháng thể kháng PD-1 trên động 

vật thực nghiệm 

         Tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab không ảnh hưởng lên sự 

sống sót, cân nặng, chức năng tạo máu, chức năng gan, chức năng thận và mô 

bệnh học gan, thận của động vật thí nghiệm sau 4 tuần theo dõi. 

2. Tác dụng kháng tế bào dòng ung thư bạch cầu của khối tế bào CAR-T 

phối hợp với kháng thể kháng PD-1 trên thực nghiệm 

- Tế bào CAR-T và CAR-T kết hợp với PD-1 Ab có khả năng ly giải các 

dòng tế bào ung thư có CD19+ (Daudi, Raji) cao hơn so với tế bào PBMC 

nhóm chứng (p < 0,05).  

- Liệu pháp CAR-T kết hợp kháng thể kháng PD-1 làm tăng 1,82 lần 

hiệu quả ly giải trên tế bào Raji ở tỷ lệ T:E = 1:10 (p < 0,001). 

- Không có sự khác biệt tỷ lệ ly giải tế bào ung thư Daudi CD19+ khi 

đồng nuôi cấy với tế bào CAR-T và kết hợp CAR-T với PD-1 Ab (p > 0,05).  

- Nồng độ cytokin IL-2, TNF-α trong dịch nuôi cấy của tế bào CAR-T 

và CAR- T kết hợp với PD-1 Ab khi đồng nuôi cấy với các tế bào ung thư có 

CD19+ đều cao hơn so với khi đồng nuôi cấy với tế bào CD19-. Không thấy 

có sự khác biệt về các nồng độ IL-2 và TNF-α ở nhóm đồng nuôi cấy cùng tế 

bào CAR-T và kết hợp CAR-T với PD-1 Ab với p > 0,05. 
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KIẾN NGHỊ 

 

Dựa trên các kết quả thu được từ nghiên cứu này chúng tôi đưa ra kiến 

nghị sau: 

- Tiến hành các thí nghiệm khảo sát nồng độ PD-1 Ab đánh giá hiệu quả 

đối với các dòng tế bào ung thư trong nghiên cứu. Từ đó tiến hành thêm các 

thử nghiệm kết hợp khối tế bào CAR-T với PD-1 Ab ở các liều PD-1 Ab, tỷ lệ 

tế bào và thời gian khác nhau. 

- Tiến hành thử nghiệm liệu pháp kết hợp tế bào CAR-T kết hợp với PD-

1 Ab trên mô hình chuột gây bệnh bạch cầu. 

- Xem xét tiến hành các thử nghiệm lâm sàng sử dụng kết hợp khối tế 

bào CAR-T và kháng thể kháng PD-1 để điều trị bệnh bạch cầu trên người. 
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