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PAT VAN PE

Bénh bach cau chiém khoang 2,4% tong sé ca mic ung thu méi va 3,1%
ty 18 tir vong lién quan dén ung thu trén thé giéi [1]. Pay 1a mot bénh mau ac
tinh ddc trung boi cac té bao tién than tao mau bién do6i va tham nhiém lan toa
vao tay xwong. Hién nay hoa tri liéu 1a phuong phap diéu tri bénh bach cau phd
bién nhat. Hiéu qua diéu tri cta liéu phap nay con han ché, cac bénh nhan sau
khi diéu tri khéng thé lui bénh hoan toan va ty 1¢ tai phat cao. Khi d6, ghép té
bao gbc tao mau 1a Iya chon duy nhét, nhung phuong phép nay gip nhiéu kho
khan nhu tim kiém mau té bao goc hoa hop HLA - Human Leukocyte Antigen
(Khang nguyén bach cau nguoi). Ty 1& mac va tir vong cua bénh bach cau da
giam trong thip ky qua. Gan ddy, chién lugc diéu tri méi nhu diéu tri nhim
dich trong d6 c6 liéu phap té bao CAR-T duoc phat trién va ghi nhan cac két
qua kha quan.

Liéu phap té bao CAR-T hudng dich thy thé CD19 diéu tri bénh bach
cau cip dong lympho c¢6 nhiéu két qua dang khich Ié. Hién nay, Cuc Quan 1y
thie pham va Dugc pham Hoa Ky dé cip phép diéu tri cho sau san pham té bao
CAR-T, bon trong so sau san pham 1a CAR-T CD19 [2]. Pay chinh la niém hy
vong cho nhiing bénh nhan méc bénh bach cau nhung chua tim dugc mau té
bao gbc phu hop. Mic du, hiéu qua diéu tri cta lidu phap CAR-T da dugc bao
40 va sir dung trén thé giéi. Tuy nhién, theo nhiéu nghién cau 1am sang mot
s6 bénh nhan van khong dap tng véi liéu phap CAR-T va gap phai cac tac dung
phu nghiém trong nhu hoi chiing giai phong cytokin va nhiém doc than kinh
[3]. Vi vay, viéc cai thién hiéu qua cua té bao CAR-T, giam su xuat hién cua
tac dung phu va cai thién ty Ié diéu tri bénh 1au dai hién 1a nhitng van dé dang
quan tdm nhat ddi véi liéu phap CAR-T hién nay.

PD-1 1a mét protein dugc biéu hién trén bé mat cua té bao T. Khi PD-L1

gin véi thy thé PD-1 gay ra hién tuong bat hoat dong cua té bao T va hoat dong


https://en.wikipedia.org/wiki/Human_leukocyte_antigen

mién dich cua té bao T bi tc ché [4]. Su hién dién ctiia PD-1 trén bé mat té bao
CAR-T duoc cho 13 gop phan lam giam chirc nang cta liéu phap CAR-T. Do
vy phong toa PD-1 trén té bao CAR-T bang chat tc ché hodc khang thé loai
trir PD-1 duoc cho 13 ting cudng hiéu qua tiéu diét khoi u cua té bao CAR-T
[5]. Khang thé khang PD-1 s& kich hoat té bao CAR-T gitip ting cudng hiéu
qua, nang cao chirc ning cua té bao CAR-T tir d6 s& cai thién duoc tién luong,
giam sy xuat hién tac dung phu va tang hiéu qua diéu tri. Trén thé gidi, té bao
CAR-T két hop vai khang thé khang PD-1 da duoc str dung trong mot s6 nghién
ctru tién 1am sang va thir nghiém 1am sang nham muc dich dé nang cao hiéu
qua cua liéu phap diéu tri ung thu. Phong téa PD-1 dang dugc coi 13 mot hudng
mai day haa hen gidp cai thién chirc nang cia té bao CAR-T mang lai hiéu qua
diéu tri tot [3]. Tuy nhién, & Viét Nam chua c6 nghién ctru ndo danh gia hiéu
qua két hop té bao CAR-T va khang thé khang PD-1 trén bénh bach cau.

Tt nhitng co so 1y luan va thuc tién trén, chling t6i tién hanh dé tai:
“Nghién ciru tinh an toan va tac dung khang mét sé dong té bao ung thuw
bach cdu cia khéi té bao CAR-T phéi hep véi khang thé khang PD-1 trén
thac nghiém” voi hai muc tiéu:

1. Pdnh gid tinh an toan cia khoi té bao CAR-T phdi hop véi khdng thé
khang PD-1 trén thuc nghiém.

2. Ddnh gid tdc dung khdng mét sé dong té bao ung thur bach cau cuia khdi
té bao CAR-T phai hop véi khang thé khang PD-1 trén thyc nghiém.



Chuong 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. PAI CUONG BENH BACH CAU
1.1.1. Dich té& hoc
1.1.1.1. Tinh hinh bénh bach cdu trén thé gidgi

Theo théng ké GLOBOCAN nim 2022, bénh bach cau 13 ung thu dugc
chan doan phd bién thir 13 va 1a nguyén nhén thir 10 gay tir vong do ung thu
trén toan thé gidi, voi 486.777 trudng hop mac méi va 305.033 ca tir vong do
bénh bach cau. Trén toan cau, ganh ning bénh bach cau cao hon ¢ nhitng ngudi
nam so voi1 nt, ty 1¢ méc bénh chuén héa theo do tudi & nam gio1 1a 6,2% so
véintt 1a 4,4. Ty 1€ tir vong & nam gidi 3,7% cling cao hon nir gidi 1a 2,5% [1].

Ty 1¢ mic bénh bach cau theo tudi ndi chung 6 Hoa Ky ¢6 xu huéng cao
nhat ¢ ngudi da trang (15 trén 100.000), tiép theo 13 nguoi da den (11 trén
100.000) va nguoi géc TAy Ban Nha (10,6 trén 100.000). Ty 1¢ mic & ngudi
Chau A/Pao Thai Binh Duong (7,8 trén 100.000) va ngudi My géc An
Po/Alaska (8,3 trén 100.000) thap hon khi so sanh. Cac mé hinh ching toc va
dan tdc twong tu ap dung cho ty 1¢ tir vong diéu chinh theo tudi, ciing 13 cao
hon d6i v6i nguoi da trang (7 trén 100.000), nguoi da den (5,6 trén 100.000)
va nguoi gbc TAy Ban Nha (4,8 trén 100.000) hon ngudi Chau A/Pao Thai
Binh Duong (3,8 trén 100.000) va ngudi My gbc An Do/Alaska (3,3 trén
100.000). Mac du ty 1¢ mic bénh va ty 1€ tr vong cao nhét & nguoi da tréng
nhung ty 1é séng sot thap nhat dbi voi bénh nhan da den ¢ moi ltra tudi. Ty 16
séng thém 5 nim & bénh nhan dudi 65 tudi 1a 73% véi ching toc da tring va
63% voi chung toc nguoi da den. Dbi v6i do tudi tir 65 trd 18n, ty 18 sdng thém
5 nam 13 50% d6i v6i chung toc ngudi da tring va 43% d6i v6i chung toc ngudi

da den [6].



1.1.1.2. Tinh hinh bénh bach cau ¢ Viét Nam

O Viét Nam bénh bach cau cap chiém ty I& hang dau trong cac bénh vé
mau, thuong gap ¢ ngudi tré (< 40 tudi). Tré em gap 80% la bénh bach cau cap
dong lympho, ngudi 16n 80% la bach cau cap dong tay. Bénh bach cau man
dong tay chiém 18% trong cac bénh bach cau, ty 1é nam/nix 1 2/1 [7], [8]. Theo
théng ké GLOBOCAN nam 2022, Viét Nam ¢ 5789 ca mic méi ding thir 8
va c6 4330 ca tir vong ding tht 6 do bénh bach cau [9].

1.1.2. Nguyén nhén va co ché bénh sinh ciia bénh bach cau
1.1.2.1. Nguyén nhan

Cho dén nay chua xac dinh duoc cac nguyén nhan gay bénh bach cau,
tuy nhién nhiéu yéu t6 nguy co lam ting ty 1& mac bénh nhu:

- Tién sir tiép xuc véi buc xa ion hoé (vi du, bom nguyén tir & Nagasaki
va Hiroshima) hoac véi cac hda chat (vi du benzene) [10].

- Biéu trj trude d6 véi mot sb loai thude chong ung thu, bao gom cac chat
alkyl hoa, cac chét tc ché topoisomerase 11, hydroxyurea va duy tri lenalidomide
sau ghép té bao géc tu than véi cac thude diéu tri da u tiy xwong; c6 thé dan dén
mét loai bénh bach cau cap dong tay duoc goi 1a t-AML hoiac AML lién quan
dén diéu tri [11].

- Nhiém trung véi mot virus (vi du: virus lympho T & nguodi HTLV-1 va
HTLV-2, virus Epstein Barr) hiém khi gay ra mot s6 dang cua ALL; diéu nay
duogc thay cha yéu ¢ cac khu vuc phé bién nhu Chau A va Chau Phi [11].

- Tién sir roi loan huyét hoc trudce day, bao gdm hoi ching ri loan sinh
tay va bénh ly tay, c6 thé dan dén AML.

- C4c diéu kién di truyén trude day (vi du: Thiéu mau Fanconi, Hoi ching
Bloom that diéu, Hoi chiing Down, sic té xeroderma, hoi chiing Li-Fraumeni)

dan dén bénh bach cau cap dong tiy va bénh bach cau lympho cap tinh [12], [13].



1.1.2.2. Co ché bénh sinh

Bénh bach cau 1a mot bénh mau ac tinh lién quan dén viéc san sinh qué
nhiéu bach cau chua trudong thanh hodc bat thuong, cudi cing s& ngin chin
viéc san sinh ra cic té bao mau binh thuong va gy ra cac triéu chimg lién quan
dén giam sinh té bao mau. Bénh xay ra khi mot s6 té bao mau bi dot bién ADN
va mot sd bat thuong nhit dinh 1am cho té bao phat trién va phan chia nhanh
hon va tiép tuc sdng trong khi céc té bao binh thudng s& chét. Theo thoi gian,
cac té bao bat thuong nay c6 thé 14n at cac té bao mau binh thudng trong tuy
xuong, dan dén giam cac t& bao bach ciu, té bao hong cau va tiéu cau binh
thuong, gdy ra anh huong dén chirc ning cac co quan va strc khoe bénh nhan.

Sy bién d6i 4c tinh thuong xay ra ¢ té bao géc van ning, mac du doi khi
n6 lién quan dén té bao gdc biét hda voi kha nang ty tai tao han ché. Tang sinh
bat thuong, nhan dong vo tinh, biét hoa khong binh thudng va giam qué trinh
apoptosis (chét té bao theo chuong trinh) dan dén viéc thay thé cac té bao mau
binh thudng bang céc té bao &c tinh.

Céc 16i bat thuong vé di truyén nhu chuyén doan nhiém sic thé doi tng,
x6a nhiém sic thé, dot bién diém va thay ddi ngoai di truyén 6 thé ngan chan
su truong thanh cua té bao géc qua cac giai doan tao mau khac nhau, dan dén sy
tang sinh khong kiém soat ciia cac té bao bach cau chua trudng thanh [6].

* Qua trinh tgo té bao mdu binh thwong va bénh mau &c tinh

Cac té bao mau géom hong cau, bach cau va tiéu cau dugc co quan tao
mau sinh ra hang ngay dé thuc hién chtic nang nudi dudng, bao vé co thé. Co
quan tao mau ¢ ngudi truong thanh chi yéu 13 tiy xwong; ngoai ra hé thong
hach bach huyét, tuyén @c cling tham gia vao qué trinh tao mau. Cau tao cta co
quan tao mau la to chic tao mau con goi 14 vi mdi truong tao mau va té bao
g6c tao mau. Tao mau 1a qua trinh nhan 1én caa té bao goc kém theo hién tugng
biét hoa va truong thanh dé hinh thanh nén céc té bao chirc nang. Qua trinh nay

duoc Kiém soét chit ché, thong qua co ché diéu hoa tao méu. Co ché diéu hoa



tao mau hét sic phtc tap nham dam bao sinh vira da s6 lugng té bao theo yéu
cau cua co thé [14].

M6t su bat thuong trong tao mau do cac ngudn goc khéac nhau 1am cho
té bao nhan 18n qua mac mat su kiém soat binh thuong cia co thé hay nhan 1én
ma khong biét hoa, trudng thanh dugc d6 1a hién tuong ac tinh va hau qua la
bénh mau éc tinh [15], [16]. Su ting sinh mat kiém soat kém theo c6 hay khéng
trc ché biét hoa, truong thanh cé thé xay ra ¢ cac té bao dong tay hay dong
lympho vi vay ngudoi ta chia bénh mau ac tinh thanh cac bénh ac tinh dong tay
va bénh &c tinh dong lympho.

Bénh mau 4c tinh 13 do tang sinh cac té bao mau khong kiém soat dugc
c6 thé kém theo wc ché biét hoa, trudng thanh. Nhu vay, ¢ day cé hién tugng
mat kiém soat sy nhan 1én cua té bao va co thé kém theo rdi loan biét héa cua
qué trinh tao mau. Nhiing té bao nay & trong tay, mau hay té chic lympho. Khi
phan tich vat chat di truyén (ADN va nhiém sac thé) cac té bao tao mau ¢ nhiing
bénh nhan nay nguoi ta phat hién cac bat thuong va nhitng bat thuong do6 co
lien quan ti bénh va thé bénh. Tat ca cac hién tuong nay 1a do hoat dong cua
gen chi phéi [17].

* Hogt hda gen ung thuw ¢ bénh méau &c tinh
- Chuyén doan va cau truc lai nhiém sic thé (NST):

Chuyén mot doan cua NST nay téi NST khac tao nén su sap xép mai,
chuyén phan khai dong caa gen nay ndi voi phan gen khac lam gen méi nay
duoc phién ma, hay chuyén phan cau triic gen nay dén vai phan cau tric caa
gen khac tao ra gen lai mai, md hda mot protein mgi c6 hoat tinh tang sinh té
bao. Bénh bach cau kinh dong bach cau do co ché nay ma gay ra.

Nhiém sic thé Philadelphia (NST Ph) 1a mot NST dot bién gap o trén
90% bénh nhan bénh bach cau man dong tiy. Pay 1a mot NST thudc nhom G
duoc tao ra do sy chuyén doan giira nhanh dai caa NST s6 9 va NST sb 22.
Nhu vay NST Ph1 1a két qua chuyén doan t (9;22) (g34; q11). Gen hén hop



ber-abl duoc tao thanh do két qua chuyén doan t (9; 22) (g34; ql11) tao nén
NST Ph1. Gen han hop ber-abl duge tim thy trén tit ca bénh nhan bénh bach
cau man dong tay ¢6 NST Phl duong tinh va cé trén cac bénh nhan bénh bach
cau man dong tiy c6 NST Ph1 4m tinh. Do d6 ngudi ta dua ra gia thiét rang su
hinh thanh gen nay dong vai trd quan trong nhit trong co ché bénh sinh cua
bénh bach cau man dong tay [16], [18]. Dot bién tao ra gen té hop ber-abl va
san pham cua gen nay 1a protein p190 dwoc coi 1a mét trong nhitng co ché gay
bénh bach cau cap dong lympho, trong khi dot bién twong tu voi san pham la
protein p210 Ia nguyén nhan gay bénh bach cau man dong bach cau hat [15].

- Dot bién diem:

Khi c6 su thay d6i thanh phan hoac s6 luong cac nucleotid trén ADN s&
gay nén dot bién diém. D6 1a cac dang thém bét, thay thé hay dao vi tri cia mot
vai cap nucleotid trén gen. Vi du: protein san pham cta gen RAS ¢6 chirc nang
truyén tin trong té bao bang cach phan giai GTP thanh GDP. Theo Hoffbrand
thi oncogen RAS khi bi dot bién ¢ cac bo ba ma hoa 12, 13 hoic 61 sé tao ra
protein méi. Protein nay ¢ kha niang phan giai cao lam té bao phan tng qua
manh véi chat kich thich va la nguy@n nhan caa nhiéu bénh &c tinh [19].

- Nhan gen: C6 nhiéu nghién ciu cho thay thira NST 8 sé& thira gen MYC va
gay bénh bach cau [20].
1.1.3. Phan loai

Cach tiép can hién tai dé phan loai bénh bach cau dya trén hé thong cua
T6 chuc Y té Thé giéi (WHO) nam 2016 (Phan loai Bénh bach cau). Phan loai
cuia WHO dua trén sy két hop cua cac dic diém 1am sang, hinh thai hoc, mién
dich va di truyén [21].

Bénh bach cau thuong duoc phan loai dwa theo: Cap tinh hodc man tinh
dwa trén ty & phan tram cta cac té bao non hoic bach cau trong tuy xwong hoic

méu. Dong tay hodc lympho dua trén dong té bao &c tinh.



- Bénh bach cau cap 1a mot nhdm bénh dic trung boi sy ting sinh va
tich Iiiy trong tiy xwong va & mau ngoai vi cua nhiing té bao tao mau chua
trudng thanh, &c tinh (Blast). Nhitng té bao nay s& dan dan thay thé va &c ché
qua trinh treong thanh va phat trién caa cac dong té bao binh thuong trong
tay xuong. Chung duoc chia hai nhém chinh: Bénh bach cau cip dong tay
(Acute myeloid Leukemia - AML) va Bénh bach cau cip dong lympho (Acute
lymphoid Leukemia - ALL) [22].

+ Bénh bach cau cap dong tay: ¢ mot s6 thé phu va u tién than duoc
phan biét v&i nhau bai hinh thai hoc, mién dich hoc, hda mé hoc va bat thuong
di truyén cia WHO nim 2016 tat ca déu co y nghia quan trong d6i voi tién
luong va diéu tri. Bay 16p dugc md ta trong phan loai cia WHO niam 2016, bao
gom [23]:

e AML c6 kém theo bat thuong vat chat di truyén tai dién.

e AML c6 lién quan véi hoi ching rdi loan sinh tay xuong
(AML-MRC).

e AML c6 lién quan dén tri liéu (t-AML).

e AML khdng xép loai duoc theo cac cach khac (NOS).

e Sarcoma tay.

e Ting sinh dong tay c6 lién quan dén hoi ching Down.

e Tan san té bao tua non dang tuong bao.

Tiéu chuan hinh thai hoc tir hé thdng phan loai Phap-My-Anh (FAB) trudc
day duoc stir dung cho cac phan nhom khong duoc quy dinh khac (NOS).

+ Bénh bach cau cap dong lympho [23]:

e Bénh bach cau cip dong té bao lympho B.
e Bénh bach cau cip dong té bao lympho T.
e Thé dé xuat bo sung: bénh bach cau cip dong té bao lympho NK.



- Bénh bach ciu man 14 sy ting sinh ctia c4c té bao truéng thanh hon
hoic da biét héa. Chia thanh hai nhém chinh: Bénh bach cau man dong tay
(CML) va Bénh bach cau man dong lympho (CLL).

Vao nam 2023, Hiép hoi Ung thu Hoa Ky udc tinh su phan b céac trudng
hop méi & Hoa Ky theo loai bénh bach cau nhu sau [22]:

+ Bénh bach cau cap dong tay: 34%.

+ Bénh bach cau cap dong lympho: 11%.

+ Bénh bach cau man dong tay: 15%.

+ Bénh bach cau man dong lympho: 31%.

+ C4c bénh bach cau khéc: 9%.

1.1.4. Céac phwong phap diéu tri

Piéu tri bénh bach cau phu thudc vao dang ung thu, giai doan cia ung
thu. Mot s6 dang bénh bach cau phét trién cham va chua can diéu tri ngay lap
tac. Muc dich tiéu diét toi da cac té bao ac tinh dé dat lui bénh hoan toan va
tranh tai phét [24].

- Hoéa tri: str dung thudc dé tiéu diét téi da va ngin chin sy phét trién caa
cac té bao ung thu trong co thé, déng thoi bao ton va hd tro md tao méau phuc
hoi. Cé thé ding mot loai thude duy nhat hoac két hop cac loai thuce khéac nhau.
Co ché tac dong caa thudc sé ngan can qua trinh nhan I1én cua té bao o nhiing
giai doan khéc nhau cua qué trinh phan bao.

- Xa tri: str dung birc xa ning luong cao dé tiéu diét té bao ung thu va Gc
ché sy phét trién cua chling. Buc xa c6 thé duoc ap dung cho mét viing hoac
toan b co thé.

- Ghép té bao géc thay thé tay xuong bi bénh bang tay xuong khoe manh
tu than hodc dong loai. Céc té bao gdc c6 thé duoc thu thap tir tiy xuong, mau

ngoai vi hoic mau cuéng rén [25].
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- Liéu phap mién dich: 12 st dung hé théng mién dich dé chéng lai ung
thu. Liéu phap mién dich c6 thé gitp co thé tao ra nhiéu té bao mién dich hon
hoac gilp cé4c té bao mién dich hién c6 tim va tiéu diét té bao ung thu [26].

- Liéu phap nham muc tiéu: phuong phap diéu tri ung thu nay nhim vao
nhiing thay doi hozc dot bién di truyén bién cac té bao khoe manh thanh céc té
bao bat thudng.

- M6t hudng tiép can méi 1a liéu phap st dung té bao T mang thu thé
khang nguyén kham CAR. Liéu phap CAR-T thanh cdng nhat hién nay la cac
cau trac CAR nhan biét thy thé CD19. Khi tong hop cac két qua cua 11 thir
nghiém 1am sang sur dung liéu phap CAR-T khang CD19, Lorentzen va dong
tac gia da thay c6 dén 60/72 (83%) bénh nhan ALL da thuyén giam hoan toan
bénh [27]. So voéi thude sinh hoc dic tri nhu khang thé don dong, liéu phap
CAR-T ciing c6 kha nang tri liéu tring dich, nhung vuot troi vé tinh hiéu qua.
Péi voi ALL, lieu phap CAR-T hiéu qua ngay ca trong cac ca da khang hoa tri,
Xa tri hay da di can. Dac biét, té bao CAR-T c6 thé tu ting sinh va ton tai lau
dai trong co thé dé diét cac té bao ung thu tai phat (nguyén nhan chinh khién
tri liéu ung thu hién nay that bai) [28]. Nam 2015 nghién ctu ctia Porter D. L
va cong su bao céo két qua thir nghiém ban dau bang céach st dung té bao CAR-
T dé diéu tri cho 14 bénh nhan mac bénh bach cau lympho man tinh tai phat va
kho chira cho thay su tang sinh in vivo ciia cac té bao CAR T tuong quan Véi
cac phan ung 1am sang va cac té bao CAR-T van ton tai va duy tri chic ning
sau 4 nim & hai bénh nhan dau tién dat duoc lui bénh hoan toan [29]. Nghién
ctru cua Magnani C. F va cong sy 2020 cho thay su ting sinh té bao CAR-T da
dat duoc & phan 16n bénh nhan. Té bao CAR-T ¢ thé do dugc bing PCR sao
chép gen chuyén 1én dén 10 thang [30].
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1.2. LIEU PHAP TE BAO CAR-T
1.2.1 Tong quan vé li¢u phap té bao CAR-T
1.2.1.1. Lich sir hinh thanh va phdt trién ciia liéu phdp té bao CAR-T

Nam 1989 Eshhar Z. va cong su 1an dau tién tao ra gen thy thé kham cua
té bao T (chimeric TCR gene). Gen ndy c6 thé dugc biéu hién & té bao T nguoi
va cho phép té bao ndy nhan dién va phan tng vé6i cac khang nguyén dich véi
d6 dic hiéu cao, twong tu nhu phan tng khang nguyén - khang thé. Nam 1993,
nham két hop loi ich tir tinh dac hi¢u cuia khang thé va hoat dong gay doc té
bao cuia té bao T CD8+, Eshhar da ndi ving bién thién don chudi (single chain
variable region, scFv) cia mot phan tir khang thé véi ving hang dinh cta thu
thé té bao T (thuong 14 chudi zeta ctia phirc hgp TCR/CD3). Nho d6, Eshhar
d3 xay dung duoc gen thu thé dang kham (chimeric receptor gene) trén té bao
T va kich thich chiing biéu hién thanh “scFvR{ T cells” (dugc cho 1a té bao
CAR-T thé hé dau tién). Tuy nhién, cong nghé nay chi dat duoc nhimng loi ich
han ché trong thtr nghiém 1am sang do khong thé gia tang lwong té bao khi tiép
xuc 13p lai nhiéu lan véi khang nguyén. Vi thé, té bao CAR-T thé hé thir hai da
duogc phat trién bang cach gan thém mot phan tir dong kich thich CD28 hoic 4-
1BB vio giita scFv va chudi CD3(. Viéc gan thém nay da giap kich hoat té bao
T mot cach bén viing, tir d6 ting tiét cytokin va khuéch dai su tang sinh té bao
khi tiép xuc 13p lai v6i khang nguyén [31].

Nam 2003 dénh dau sy khoi dau cia té bao CAR-T nham dén thy thé
CD19 trén té bao lympho B. Sadelain M. va cong su 1an dau tién chi ra rang té
bao CAR-T nham dich khang nguyén CD19 c6 kha ning diét trir té bao B ac
tinh trén md hinh chudt mang dot bién SCID/Beige. Ngoai ra, dong cam ung
bang khang nguyén CD80 va phan tir [L-15 ciing ting su phat trién cua té bao
CAR-T va kha nang diét té bao ac tinh [32]. Vao nam 2009, quy trinh cong
nghé san xuat té bao CAR-T nham dich khang nguyén CD19 lan dau tién dugc

cong bd; dya vao do, thir nghi¢m lam sang giai doan 1 da duoc tién hanh trén
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cac bénh nhan méc bénh bach ciu man dong lympho (CLL) va bénh bach cau
cap dong lympho (ALL). Két qua cua cudc thir nghiém 1am sang nay 1an dau
dugc cong bd vao nim 2013, chi ra su thuyén giam bénh dang ké cua nhimg
bénh nhan tham gia, dac bi¢t 1a trén nhitng bénh nhan truéng thanh méc bénh
ALL [33]. Dya vao nhimg két qua nghién ctru trén, liéu phap sir dung té bao
CAR-T nham dich CD19 duoc Cuc Quan 1y Dugc va Thuc pham My (FDA)
cong nhan 1a mot budc dot pha, mo duong cho nhiéu nghién ctu va tién bod
trong linh vuc nay. Pén nam 2017, FDA da cho phép dung liéu phap té bao
CAR-T trong chira tri bénh ALL & nguoi 16n va tré em [34], [35].

Ttr khia canh mién dich hoc, cac té bao ung thu xuat phat tir cac té bao
ty than bi bién do6i ma thoat khoi cac co ché diéu hoa phat trién binh thudng
ctia co thé. Viéc nhan dang va tin cong cac té bao ung thu cta hé théng mién
dich ciing nhu su tron thoat cua té bao ung thu xay ra theo ba giai doan [36]:

- Giai doan mot 1a céc té bao ung thu dugc nhan dang bdi hé théng mién
dich thong qua cac khang nguyén khdi u va bi tiéu diét.

- Giai doan hai 13 cac té bao ung thu tim cach cin bang nho viée duy tri su
tang sinh va nhan rong duogc kiém soat boi dap img mién dich thich nghi.

- Giai doan ba 1a sy trdn thoat cua cac té bao ung thu khoi sy kiém soat
ctia hé théng mién dich nho tich luy thém cac dot bién lam cho céc té bao ung
thu tré nén bat tir va di can.

Céc té bao lympho T s& hitu thy thé té bao T dic hiéu, nhay cam va lién
tuc tim kiém céc tin hiéu ung thu, qua d6 kich thich dap tng mién dich lién tiép
khi xac dinh duoc cac khang nguyén ung thu. Tuy nhién, té bao T thong thudng
chi c¢6 thé tan cong yéu ot hodc khong thé chong lai té bao ung thu da bi bién
d6i do: tinh sinh mién dich yéu, khong biéu hién kiéu hinh o rang va kha ning
tuong tac va trc ché dap tmg mién dich cao cua cac té bao bién doi. Do vay thy
thé khang nguyén dang kham (Chimeric Antigen Receptors - CARs) da dugc

phat trién dé kich thich va hoat hoa dap tmg cua té bao T chdng lai t& bao ung
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thu [37]. Té bao CAR-T ¢6 tiém ning chdng lai cac bénh ung thu mau. Hang
loat cac thir nghiém 1am sang sir dung CAR-T CD19 cho thay ty 1é dap tng tir
50-90% dbi vi ung thu té bao lympho B khong kiém soat duoc bang céac lidu
phép thong thuong [38], [39], [40].

Ké tir thang 10 ndm 2021, c6 bdn san pham CAR-T hién di dugc phé
duyét danh cho bénh u lympho khong Hodgkin (NHL), hai san pham danh cho
bénh bach cau nguyén bao lympho cép tinh té bao B (B-ALL) va mdt san pham
danh cho bénh da u tay (MM) [41].

Hién nay, té bao CAR-T duoc sir dung rong rai trong liéu phap mién dich
té bao cho cac khéi u khac nhau. Theo thdng ké, hon 300 thir nghiém 1am sang
vé liéu phép té bao CAR-T di dugc nhiéu co quan quan 1y duge pham qubc gia
phé duyét, bao gdbm ca FDA ctia Hoa Ky. Trong viéc phat trién liéu phap té bao
CAR-T, Trung Qudc va Hoa Ky 1a nhitng nudc tién phong. Trén toan cau, sb
luong nghién ciru 1am sang vé diéu tri bang té bao CAR-T dang ting 1én dang
ké trong hai thap ky qua. Cho dén nam 2022, c6 377 thir nghiém 1am sang &
Hoa Ky va 636 thir nghiém ¢ Trung Qudc trong khi Chau Au chi ¢6 58 thir
nghiém van kém xa hai qudc gia dan dau nay [42]. Cac thir nghiém 1am sang
nham vao CD19 chiém hon 40% s thir nghiém té bao CAR-T & Hoa Ky [43].
1.2.1.2. Cdc thé hé té bao CAR-T

Céc thé hé té bao CAR-T dugc phat trién gdm co:

- Té bao CAR-T thé hé thir nhat

Té bao CAR-T thé hé thir nhat duoc phat trién dau tién ndm 1993, c6 dic
diém nbi bat 1a st dung chudi CD3¢ 1am tin hiéu ndi bao. Tuy nhién, thiét ké
nay khién té bao CAR-T thiéu cac phan tir c6 gia tri nén khong thé san xuat du
IL-2 can thiét dé duy tri hoat dong diét té bao ung thu. Vi vay, viéc str dung thé
hé nay trong diéu tri thudng yéu cau bd sung IL-2 ngoai sinh. Hau hét cac
nghién ctru st dung CAR-T thé hé dau déu khong dat duoc két quéa nhu mong
doi [44], [45].
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-Té bao CAR-T thé h¢ thir hai

bac trung cua thé hé thi hai 1a st dung tin hi¢u kép cho viéc hoat hoa té
bao. Ngoai cac mién CD3( noi bao, té bao CAR-T thé hé thir hai con mang céac
phan tir ddng kich thich nhu CD28, CD134 (OX-40) hoic CD137 (4-1BB) gilip
tang cudng kich hoat té bao T, ting sinh, song s6t va san xuat cytokin. Cac san
pham duoc FDA phé chuan hién c6 trén thi truong déu 12 té bao CAR-T thé hé
thir 2. Cac liéu phap té bao CAR-T thé hé tha 2 nhim vao CD19 hién dang
dugc dua vao thuc hanh 1am sang va dugc phat hién I1a c6 hiéu qua cao chong
lai cac khoi u &c tinh cua té bao B [44].

Thit nhat Thi hai Thit ba Thit tw Thit nam

{ f l'
i U i ’ i sers
| | ,
2222 e:eee.eeevee.zeeae.{eeee'eeeee.eee.eeeeeen'aeeeeve‘eeeeeee'ee_e

CD28/4-1BB CD28/4-1BB
1COS - CD28/1COS 1COS CD28/4-1BB/ICOS

CD3¢ éj (
4-1BB/OX40 T
\ " Icp21 p =AM
8 NFAT Phién ma mRNA
: JAK STAT3/A

AMyrr T

Phién ma mRNA
Cic cytokine viéem
(IL-12, T1-15,11.-21, TL-18)

Hinh 1. 1. C4c thé hé cta cong nghé té bao CAR-T
* Nguon: theo Chen L. va céng sw (2022) [45]

- Té bao CAR-T thé hé thit ba

Té bao CAR-T thé hé thir ba dugc tao ra bang cach sir dung dong thoi
nhiéu viing déng kich thich. Trong sé cac cau tric khac nhau cua cac san pham
té bao CAR-T thé hé thu 3, té bao CAR-T dya trén CD3(-CD28-4-1BB hién la
cau trac duoc sir dung phd bién nhit, vi muc dich ting cudng hon nita kha
nang bai tiét cytokin va kha nang diét té bao ung thu. Tuy nhién, do kich hoat

qua muc nhiéu tin hiéu qua trung gian 1a cac phan tir dong kich thich nén té bao
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CAR-T thé hé thtr 3 ¢4 ty 1é tac dung phu nghiém trong cao hon va sy can kiét
té bao CAR-T nhanh hon so véi té bao CAR-T thé hé th 2 [45].
- Té bao CAR-T thé hé thi tw

CAR thé hé thtr tu, con goi 1a té bao T dugc chuyén hudng dé tiéu diét
pho bién qua trung gian cytokin, bd sung cac gen ma hoa cytokin dé ting cudong
tac dung diét té bao ung thu bang cach tiét ra cac cytokin gay viém. Ngoai su
thay d6i vé mién tin hiéu noi bao thi vé co ban CAR-T thé hé thu tu giéng voi
cau tric cia té bao CAR-T thé hé thir 2. Két hop thém yéu t6 hat nhan cua té
bao T duoc kich hoat (NFAT- nuclear factor of activated T cells) co cac chat
bién d6i mién dich chuyén gen nhu cytokin (IL-2, IL-5, IL-12, IFN-y). NFAT
duoc x4y dung thanh cc yéu t6 phién ma dé diéu chinh su biéu hién cam tmg
hodc cau thanh cua protein chuyén gen va viéc dua chung dén vi tri khéi u muc
tiéu khi kich hoat té bio CAR-T, do d6 tao ra vi mdi trudng khéi u thuan lgi
hon cho céac phan tng mién dich [44].
- Té bao CAR-T thé hé thit 5

Cau trlic t& bao CAR-T lién tuc duoc cai tién, té bao CAR-T thé hé thu
nam, hay 'thé hé tiép theo', cling dya trén thé hé CAR-T thi hai, v&i viéc bd
sung cac mién ndi bao cua cac thy thé cytokin (vi du: doan chudi IL-2Rp). Thé
hé nay bao gom cac té bao CAR-T thdng thuong duogc cai tién dang ké, 1a cac
CAR-T don tri nhdm muc tiéu riéng vao mot khang nguyén cu thé, ciing nhu
cac CAR-T tién tién vuot xa cac CAR thong thudng bang cach két hop cac cdu
triic bo sung vao CAR truyén thong dé nhan biét nhiéu hon mot khang nguyén
hodic cac muc tiéu mat do khang nguyén thap [44], [45].
1.2.2. Pdc tinh ciia liéu phap té bao CAR-T véi co thé
1.2.2.1. Hpi chirng gidi phéng cytokin va nhiém déc than kinh

Doc tinh phd bién nhét cua liéu phap té bao CAR-T 1a hoi chimg giai
phdong cytokin (CRS - Cytokine release syndrome), la mot phan ung viém

toan than qua trung gian 1a su hoat ddng qua murc cua cac té bao tac dong va
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mot lugng 16n cytokin. CRS véi ty 18 méc 1a 42 - 100% va 0 - 46% bénh
nhan bi CRS ning sau khi truyén té bao CAR-T. Cac té bao CAR-T ciing ¢6
thé kich hoat té bao mién dich bén ngoai nhu dai thuc bao, tir d6 giai phong
cac cytokin gdy viém va gop phan vao sinh 1y bénh cia CRS. CRS thudng
biéu hién véi céc triéu ching sbt, dau co, cang cung, m¢t modi va chan an
nhung c6 thé dan dén da co réi loan chirc ning trong nhiing trudng hop
nghiém trong hon [46], [47].

Hoi ching nhiém doc than kinh lién quan dén té bao hiéu tng mién dich
(ICANS - Immune Effector Cell-Associated Neurotoxicity Syndrome) la doc
tinh cap tinh pho bién thtr hai dugc quan sat thay véi liéu phap té bao CAR-T,
Vi ty 1é mac tir 2% dén 64% doi voi ICANS moi cap do va 0 - 50% doi voi
ICANS nang. Sinh 1y bénh ctia ICANS it dugc hiéu rd hon CRS. ICANS c6
lién quan chat ché véi CRS, lubn xay ra va dat cuc dai vai ngay sau CRS
mac di mot sb truong hop hiém khi xay ra doc 1ap. Nhu CRS, cytokin,
chemokin, va mirc do tang sinh cta té bao CAR-T c6 lién quan dén mac do
nghiém trong ctia nhiém doc than kinh. O trang thai viém, tinh toan ven cia hang
rao mau néo bi pha va, gay ra mat loat phan tng sinh ly bénh trong ndo. Co vé
nhu sy Kich hoat ngi mé mach mau ndo va sy pha vo hang rao mau néo xay ra
khi bat dau ICANS. Néu khong c6 chie nang rao can caa hang rao mau no, mot
luong 16N té bao mién dich va cytokin s& xam nhap vao hé than kinh trung
wong. CUNgG Vi c4c té bao tién viém thuong tra dugc Kich hoat, cac té bao mién
dich da xAm nhap lam tram trong thém dong viém trong hé than kinh trung uong,
gay ra phii ndo, huyét khéi, tan mau va céc triéu ching tam than kinh khac duoc
quan sat thay trong ICANS. ICANS chii yéu dugc quan 1y bang cach cham soc
hd trg cho bénh nhan ddc tinh nhe va corticosteroid thudng duoc sir dung cho

cac truong hop nang hon [46].
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Liéu phép té bao CAR-T ciing di kém voi mot sé tac dung phu nguy hiém
khac [47], [48]:

- Hoi chimg ly giai khdi u: s6 luong té bao ung thu chét hang loat 1am
rdi loan cac chuyén ho4 trong co thé.

- Tac dung 1én té bao chu va lac dich: trong mot s6 truong hop, loai
khang nguyén duoc st dung 1am muc tiéu tdn cong cua té bao CAR-T ciing c6
biéu hién trong mot vai loai té bao binh thuong. Vi vay chung tr¢ thanh doi
tuong bi tiéu diét.
1.2.2.2. Nguy co co thé sinh mién dich véi chinh liéu phdp té bao CAR-T

Mot sb yéu t6 nguy co sinh mién dich da duogc xac dinh [47], [49]:

- Céc cau tric c6 ban chat khong phai cia con nguoi hodc mot phan con
ngudi ciia mién ngoai bao ciia ciu tric CAR.

- Ban chat két hop cua cau tric CAR khi scFv 1a mot viing ctia mot protein
16n hon bao gdbm xuyén mang va mot hoic nhiéu linh vuc tin hiéu ndi bao.

- Su hién dién cua trinh tu ciu trac chua trudng thanh khong phai cua
con ngudi trong trinh lién két v4i cac mién khac nhau ciia ciu tric CAR.

- Sy hién dién cua trinh ty mam khong phai cua con nguoi trong cac mién
dugc gioi thigu trén cAu tric CAR-T, bao gém mién ty sat.

- Sy hién dién tiém tang cla cac protein virus va cac yéu té khong phai
clia con ngudi con sot lai.

- Céc yéu t6 lién quan dén viéc x6a, chinh stra gen va 16i trong biéu hién gen.
* Pdp teng mién dich dich thé véi ligu phdp té bao CAR-T

Dap tng véi viée sit dung CAR-Ts mang vung CAR ngoai bao khong cé
ngudn gdc con ngudi, chang han nhu scFv c6 ngudn gbc tir protein khang thé
don dong cua chudt. Cac dap tmg mién dich d6i véi scFv ciing c6 thé dugc tao
ra, tuong tu nhu cac dap ung khang thé khang thudc trung hoa [49].

Pap ung khang thé khang CAR-T di duogc bao cdo trong mot nghién ciru

v6i cac té bao T duoc thiét ké dé biéu hién ving CAR dic hiéu cua thy thé



18

folate (FR: Folate receptor) dwa trén khang thé khang FR ctia chudt. C4c té bao
CAR-T dic hiéu FR duoc phat trién dé diéu tri ung thu budng trimg di cin [50].
* Pdp teng mién dich té bao chong lai ligu phdp CAR-T

Ngoai mién dich dich thé, c6 mot sd bﬁng ching manh mé dugc dua ra
vé viéc kich thich phan tng mién dich té bao chéng lai té bao CAR-T. Céc liéu
phap CAR-T tu than dic hiéu voi CD20 va CD19 d3 dugc phat trién dé diéu tri
u lympho thé nang tai phat hoic khang trj [49].

Bang cach ap dung phuong phap qPCR, ngudi ta xac dinh duoc rang
té bao CAR-T luu hanh da giam dang ké sau mot thoi gian ngan, thuong 1a
tlr 24 gid dén 7 ngay sau khi truyén. Dé diéu tra 1y do khién té bao CAR-T
giam nhanh chéng, té bao don nhan mau ngoai Vi ciia bénh nhan duoc danh
gia vé sy hién dién cua dap tng mién dich té bao trudc va sau khi diéu tri.
Hoat tinh chdng CAR-T dic hiéu gy doc té bao dugc danh gia bang cach st
dung xét nghiém giai phong Chromium 51 (51Cr), cho thay su hién dién cua
cac té bao cam tng chirc ning trong mau dugc thu thap tir bénh nhan da duoc
diéu tri [50].
1.2.2.3. Anh huéng ciia mién dich dich thé va té bao

Su thanh cong cua diéu tri CAR-T phu thudc rat nhiéu vao sy ton tai cia
cac té bao CAR-T trong hé théng tuan hoan. Thuong thi su thanh loc nhanh
chong cua cac té bao CAR-T khoi tuan hoan c6 lién quan dén sy phat trién cta
mién dich dich thé hodc té bao dic hiéu chong lai CAR-T. Mot phan tmg mién
dich manh mé s& lam giam cac té bao CAR-T xudng dudi mirc phét hién trong
vong 18-34 ngay sau khi truyén lap lai [50].

1.2.3. Ung dung liéu phap té bao CAR-T trong diéu tri bénh bach cau
1.2.3.1. Quy trinh sin xudt té bao CAR-T

- Thu nhan té bao don nhan tir mau ngoai vi:

Budc dau tién trong quy trinh san xuat té bao CAR-T tu than 13 thu nhan

t¢ bao mau don nhan tor mau ngoai vi cia bénh nhan, thuong st dung
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leukapheresis. Mau ngoai vi dugc 13y ra khoi nguoi bénh dé thu nhan té bao
mién djch chira t& bao T, cac thanh phﬁn con lai duoc dua trd lai hé théng luu
thong mau cua bénh nhan [51].

- Hoat hoéa té bao T:

C6 thé sir dung cac té bao trinh dién khang nguyén dong tuy nhu té bao
tua dé hoat hod té bao T hodc st dung té bao trinh dién khang nguyén nhan tao
nhu dong té bao bénh bach ciu dong tuy K562 1am té bao nudi gitip hoat hoa
té bao T.

Phuong phéap don gian va pho bién dé hoat hod té bao T 1a sir dung khéng
thé don dong khang CD3 va CD28. Nhiing khang thé nay dugc phii 1én dia nudi
cay hodc dugc gan véi hat tir hodc ton tai dudi dang chat nén cau tric nano [51].

- Chuyén nap gen va tang sinh té bao T:

Té bao T sau d6 dugc chuyén nap gen mi hoa cho CAR va nhan lén
trong mdt vai ngdy cho dén hang tuan. Muc dich ctia budc nay 1a tao ra lugng
16n té bao CAR-T (10 té bao) dé khi tiém trd lai bénh nhan. Mic du cac hé
théng nudi cdy tinh (dia va cac chai nudi cay) duoc str dung rat pho bién trong
cac phong thi nghiém, nhung ching thuong dit va kho dat duoc luong 16n té
bao, do d6 can céc 10 phan tng sinh hoc v6i kha nang nudi cdy quy mo 16n va
uu viét hon.

Cac hé théng nuoi céy da nhiém, bao gém hoat hoa, chuyén nap, nuodi
dudng, ting sinh, rira va thu hoach té bao trong mot quy trinh khép kin va tu
dong hod s& 1am giam dugc cac rai ro vé nhiém tring va giam tong chi phi van
hanh trong phong thi nghiém va nguyén vat liéu. Hang Miltenyi Biotec da phat
trien mot hé thong nudi cay khép kin va ty dong boi goi 1a CliniMACS
ProdigyTM chi can 7 dén 14 ngay dé ting sinh du sb luong té bao CAR-T can
tiém cho bénh nhan.

Mic du té bao T nhan Ién tdt in vitro, nhung can can bang gitta s6 luong

té bao ti da khi ting sinh voi kha ning biét hod boi vi diéu nay 1am té bao T
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gia di va co tudi tho ngan trong co thé sau khi truyén. Cac co s¢ 1am sang khac

nhau str dung cac cytokin khac nhau nhu IL-2, IL-7 va IL-15 [52]. Tuy nhién,

vai tro kép cua IL-2 13 ting sinh cé té bao T thuong va té bao T diéu hoa thi co

thé khong tot cho muc dich str dung CAR-T trong diéu trj ung thu.

Liéu phap t& bao CAR-T

Tao t€ bao CAR-T trong

TébaoT phong thi nghiém
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* Nguon: theo Tallantyre E. va céng sw (2021) [53]

- Truyén té bao CAR-T tr¢ lai bénh nhén:

Céc té bao CAR-T sau khi vuot qua duoc cac danh gia va kiém tra chat

luong s& duoc truyén cho bénh nhan. Liéu luong cia té bao CAR-T, bao gom

liéu t€ bao to1 uu, s6 liéu truyén va thoi gian truyén bién doi tuy quy trinh dugc

thiét 1ap o cac trung tim lam sang. S6 luong té bao CAR-T dat dinh trong

khoang 1 dén 2 tuan sau khi truyén. Muc do ting sinh va ton tai cta té bao

CAR-T 1a mdt trong nhitng yéu té quan trong dé danh gia hiéu qua cua liéu

phép CAR-T.
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1.2.3.2. Cdc nghién civu teng dung liéu phdp té bao CAR-T

Céc tht nghiém lam sang té bao CAR-T diéu tri bénh bach ciu déu tap
trung nham dich 1a thu thé CD19. CD19 Ia khang nguyén Iy tuong do nd dugce
biéu hién manh trén bé mit tit ca cac té bao B nhung lai khdng biéu hién trong
té bao goc tao mau [54]. Hang loat cac thir nghiém 1am sang str dung CAR-T
CD19 cho thay ty 18 dap tmg tir 50 - 90% ddi voi ung thu té bao lympho B
khong kiém soat dugc bang cac lidu phap thong thuong [38], [39], [40].

Hai liéu phap CAR-T CD19 diéu tri ALL di dugc FDA thong qua la
Kymriah va Yescarta. Kymriah dugc chi dinh cho bénh nhi va thanh nién mac
bénh bach cau lympho B cép tinh. Yescarta dugc chi dinh cho bénh nhan truéng
thanh mac ung thu lymphoma té bao B 16n. Ty 1é dép tng cua bénh nhan véi
hai liéu phép diéu tri trén & mirc cao: 83% bénh nhan c6 dau hiéu thuyén giam
chi véi mot 1an tiém Kymriah trong khi, ty 1¢ dap tmg véi liéu phap Yescarta
la 72% [55].

Niam 2020 nghién ctru cia Wang M. va cong su vé lidu phap sir dung
té bao CAR-T KTE-X19 cho 68 bénh nhan u lympho té bao vo tai phat hoic
kho diéu tri thi thdy 57% bénh nhan phan tich hiéu qua ban dau di thuyén
giam 1au dai. Sau 12 thang, wdc tinh ty 1& séng khong tién trién bénh 61%.
Tuy nhién, hoi ching giai phong cytokin do 3 trd 1én va cac bién chung than
kinh xay ra 1an lugt & 15% va 31% bénh nhan; khéng c6 trudng hop nao ti
vong [56]. Ramos C. A. va cong su di nghién ctu diéu tri lidu phéap té bao
CAR-T CD30 trén 41 bénh nhan u lympho Hodgkin. Két qua cho thay hoi
chtng giai phong cytokin dugc quan sat thiy ¢ 10 bénh nhan va tat ca déu 1a
d6 1. Khong quan sat thiy doc tinh than kinh. Vi thoi gian theo dbi trung
binh 1a 533 ngay, ty 1¢ song khong bénh tién trién trong 1 nim va ty 1& séng
toan bo cho tat ca cac bénh nhan dugce danh gia lan luot 12 36% va 94% [57].

Nam 2021, nghién ctru ctia Mei H. va cong sy da xay dung mot li¢u

phap CAR-T BM38 dic hiéu kép duoc nhan ban hoa nhim muc tiéu BCMA
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va CD38 ¢ 23 bénh nhan bj da u tiy xuong tai phat va khang tri dugc truyén
CAR-T BM38 trong thir nghiém giai doan 1. Két qua cho thiy CAR-T BM38
dac hiéu kép la kha thi, an toan va hi€u qua & bénh nhan da u tiy xuong tai
phat va khang tri. Trong thr nghi€ém pha I, héi chung gidi phong cytokin xay
ra & 20 bénh nhan (87%) va chu yéu 1a d6 1-2 (65%). Poc tinh huyét hoc 1a
phd bién, bao gdm giam bach cau trung tinh & 96% bénh nhan, giam bach cau
& 87%, thiéu mau & 43% va giam tiéu ciu & 61% bénh nhan. Thoi gian sdng
khoéng bénh tién trién trung binh 1a 17,2 thang. Pang chu ¥, cac té bao BM38
CAR-Ts c6 thé duoc phat hién & 77,8% bénh nhan dugc danh gia sau 9 thang
va 62,2% sau 12 thang [58].

Nam 2022, mot nghién ctru vé lidu phap té bao CAR-T khang CD19
c6 tiém ning cho cac tmg dung 1am sang rong rii. Nghién ctru ndy cho thay
hiéu qua va d6 an toan ctia né trong diéu tri bénh bach cau cap dong lympho
tai phat hodc khang tri va u lympho khong Hodgkin (NHL). Ty 1€ lui bénh
hoan toan 14 80% va ty 1& song sot sau 1 nam 1a 51%. Ty 18 hoi chung giai
phong cytokin 13 69% va hoi chimg nhiém doc than kinh lién quan dén té
bao tac nhan mién dich 1a 8%. Ddi vai liéu phap té bao CAR-T co san, ty 1é
lui bénh hoan toan ddi vi ALL 1a 70% va ddi véi u lympho khong Hodgkin
la 52% [59].

Nam 2023, mot nghién ciru tong hop ctia Yu M. va cong su vé hiéu qua
cta liéu phap CAR-T khang CD19 & nhiing bénh nhan mac bénh u lympho
khong Hodgkin té bao B (B-NHL) va bénh bach cau cép té bao B (B-ALL).
Trong s6 260 bénh nhan mac B-NHL, ty 1& dap tmg va lui bénh hoan toan tdt
nhat gop chung lan luot 1a 77% va 52%. Trong 159 bénh nhan mac B-ALL, ty
1¢ lui bénh hoan toan 1a 92% va ty 1& séng sot sau 12 thang va ty 1& séng sot
khéng tién trién gdp chung 1a 65,0% va 73,0% twong ung. Nghién clru nay
chtng minh tinh an toan va hiéu qua 1am sang cta céac liéu phap té bao CAR-T

nhdm muc ti€u kép trong cac khoi u ac tinh cua té bao B. Hon nira, can c6 cac
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thir nghiém ngau nhién c6 ddi chung duoc thiét ké tt dé thiét 1ap vai tro cia
liéu phap té bao CAR-T nham muc tiéu kép & nhitng bénh nhéan c6 khdi u ac
tinh té bao B [60].

* Cdc nghién citu thiv nghiém tién lim sang ciia ligu phdp té bao CAR-T

- Tao mo hinh ung thu mau trén chudt thiéu hut mién dich;

Mot loat cac khdi u té bao mau 4c tinh c6 thé phat trién duogc & chudt
thiéu hut mién dich. Kha ning str dung ghép di loai ung thu 4c tinh tir té bao
mau ngudi, dé danh gia hiéu qua diéu tri cua thude tién 14m sang [61].

- Str dung Luciferase trén chudt gay bénh bach cau nguyén bao lympho cap:

Luciferase da dugc sir dung nhu mdt chét chi thi hitu ich cho nghién cuu
hinh anh phat quang sinh hoc ca trén in vitro va in vivo dé danh gia cac sy kién
sinh hoc ¢ cac sinh vat khac nhau. Céc loai gen luciferase khac nhau da duogc
phat hién hodc phat trién, bao gdbm dom dém, Renilla va Vargula luciferase
[62]. Kha ning theo ddi sy tién trién cta bénh bach cau véi cac dong té bao
bach cau chuyén nap luciferase dugc str dung dé danh gia hoat dong in vivo cua
céc té bao CAR-T.

Céc loai linh truong khong phai con nguoi dé danh gia an toan thi chung
c6 mirc 46 twong ddng cao hon voi con ngudi so voi lodi gam nham va tién
trién bénh tuwong ty trong hé thong mién dich nguyén ven. Do d6, cac md hinh
bénh ¢ loai linh truédng kha thi hon trong viéc danh gia sinh hoc han ché loai
va phit hop hon vé mit 1am sang dé danh gia doc tinh lién quan dén mién dich
va doc tinh 1am sang c6 kha ning gay tir vong, chang han nhu bao cytokin. Ung
thu & chd va ung thu & nguoi ¢ vi tri khdi u, kiéu di can va phan tmg voi diéu
tri tuong tu nhau, tuy nhién, cdc phuong phap diéu tri mién dich hiéu qua o ché
dang tut hau so v6i phuwong phap diéu tri & ngudi do thiéu hiéu biét vé mién
dich hoc ¢ chd. Tuong ty nhu con ngudi, ca té bao B ac tinh va binh thudng
ctia ché déu biéu hién CD20 cho phép céac té bao CAR-T nhim muc tiéu theo

dong dbi cu thé. Tuy nhién, rituximab khong lién két véi CD20 & ché va do do
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khong c6 lidéu phap nhdm muyc tiéu CD20 cho ché [63]. Cac mo hinh nay cé thé
duogc sir dung dé danh gia hiéu qua diéu tri va diéu tri that bai trén cac dong té
bao ALL.
1.2.4. Cac phwong phap ting tinh an toan ciia li¢u phap té bao CAR-T trén
lam sang
1.2.4.1. Cic phwong phdp lam giim tic dung phu ciia liéu phdp té bao CAR-T

- Chuyén dong thoi 2 cau trac CAR vao té bao T, nham nhan biét 2 khang
nguyén khac nhau trén té bao ung thu: mot phan tir CAR cung cap tin hiéu hoat
hoa (gidng nhu thé hé thir nhat) va phan tir CAR con lai s& cung cap tin hiéu
d6ng kich thich. Tuy nhién, han ché ctia phuong phap nay 1a ¢ thé giam hiéu
qua diéu trj [64].

- Cam tng biéu hién CAR thong qua thy thé NOTCH nhan tao. Nguyén
tac 1a thu thé NOTCH nhén tao trén té bao CAR-T khi tuong tac v6i 1 khang
nguyén dic hiéu trén té bao ung thu s& cam ung sy biéu hién cta ciu tric CAR.
Sau do, phan tir CAR mdi sinh s€ tuong tac véi khang nguyén dich va ly giai
té bao ung thu [50].

- Str dung chién luoc gen tu sat trong thiét ké té bao CAR-T nham kiém
soat sy tang sinh ctuia té bao CAR-T trong co thé nguoi bénh, han ché hién tuong
“on-target, off-tumor” hay phat sinh cac té bao T ung thu. Gen su sat dugc dung
phé bién nhat 1a HSV-TK (herpes simplex virus thymidine kinase). Khi bd sung
ganciclovir (GCV), HSV-TK cung vdi cac kinase ciia nguoi sé thuc hién qua
trinh phosphoryl hda GCV tao GCV-triphosphate, vén c6 kha ning két thuc
sém qua trinh kéo dai mach DNA va gy chét té bao theo chuong trinh. Gan
day, hé thong iCasp9 da dugc chimg minh tinh hiéu qua trong thir nghiém lam
sang cdy ghép té bao gbc tao mau.
1.2.4.2. Cdc phwong phdp lam giam nguy co mién dich ciia ligu phdp CAR-T

Céc chién luoc khac nhau nham giam nguy co sinh mién dich cta diéu

tri CAR-T bao gém: giam ham luong protein ctia virus, nhan tinh hoa céu trac
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CAR va diéu tri hoa trj liéu giam bach huyét. Nhan hoa ciu tric CAR 1a mot
giai phap rd rang duoc ap dung rong rai cho phan 16n cac phwong phép diéu tri
dwa trén protein duong thoi. Viéc st dung phuong phéap diéu tri hoa tri liéu
giam bach huyét voi Fudarabine va Cyclophosphamide di duoc béo céo rong
rdi, ddc biét d6i véi thé hé thi hai va thi ba cua liéu phap CAR-T [49].

Cac té bao CAR-T c6 kha ning tao ra cac phan tng mién dich khang
CAR ca ¢ thé dich va té bao ddi véi cac thanh phan khéng tu than caa ciu tric
CAR hoac di véi cac protein con sot lai c6 ngudn goc tir cac vecto chuyén
gen, von c6 kha nang gay mién dich. Nguoc lai, phan ¢ng nay cé thé gép phan
han ché hiéu qua va do d6 @c ché su thanh cong cua té bao CAR T dugc sir
dung sau d6. Hon nita, ScFv ctia nhiéu CAR hién dang duoc phét trién c6 ngudn
gdc tir chudt hoic cac khang thé don dong khong phai caa con ngudi. Dé tranh
tinh trang té bao CAR-T bi bat hoat sém do phan &ng mién dich véi scFv c6
ngudn goc tir chudt, co thé xem xét cac san pham té bao CAR-T thay thé st
dung scFv duoc nhan ban héa. Cac nghién ctiu ban dau lién quan dén cau tric
té bao CAR-T nham muc tiéu CD19 dugc nhan ban hoéa da bao cao ty 1& dap
tring 1am sang khac nhau, bao gdém ca & nhitng bénh nhan tién trién hoic tai phét
sau lan truyén té bao CAR-T chtra scFv chudt trude do [65].
1.2.5. Cytokin va liéu phap té bao CAR-T

Liéu phap té bao CAR-T s& tao ra rat nhiéu cac tac nhan gay doc té bao
nham vao khoi u. Cac té bao CAR-T khdng hoat dong doc 1ap trong co thé song
ma tao ra su twong tac qua trung gian cytokin véi vi méi truong khéi u dé co
hoat dong ti uu. Dé tiéu diét té bao ung thu, té bao CAR-T hoat dong theo co
ché tiéu diét truc tiép phu thuoc vao tiép xdc hodc co ché giy doc gian tiép,
théng qua giai phdng céac cytokin tién viém hoic bang cach tac dong Ién céac té
bao khéc [66]. Sau khi twong tac gan két véi khang nguyén dich trén bé mat
khdi u, té bao CAR-T kich hoat tiét ra cac cytokin gay viém, bao gom IFN-y va
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TNF-a. Bén canh dé, cac cytokin do té bao CAR-T san xuat nhu TNF-a, IL-2,
GM-CSF va IFN-y kich hoat dai thuc bao tiét cac cytokin tién viém [46].

Hoi chitng giai phong cytokin (CRS) 1a két qua truc tiép caa qué trinh
kich hoat d6ng bo cac té bao CAR-T gap céc té bao bach cau lympho B biéu
hién CD19, va dong théc tin hiéu cytokin dugc kich hoat dau ra bai cac té bao
phan &ng caa hé thdng mién dich bam sinh [67]. Cac cytokin lién quan dén
CRS c6 thé dugc san xut truc tiép boi cac té bao CAR-T dugc truyén vao hoic
cac té bao mién dich khac nhu dai thuc bao cd thé tao ra cic cytokin dé dap
g Vai cac cytokin dugc tao ra boi cac té bao CAR-T duoc truyén vao. Nhiéu
loai cytokin bao gom IL-6, interferon-y, TNF-a, IL-2, IL-2-thy thé-o, IL-8 va
IL-10 déu tang cao trong huyét thanh ciia bénh nhan bi sét, nhip tim nhanh, ha
huyét ap va cac doc tinh khéc sau khi truyén té bao CAR-T. Cytokin diéu khién
CRS la IL-6, mot chat trung gian chinh gay viém. Khi CRS xay ra, nong do IL-
2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a va IFN-y trong mau tang 1én dang ké; dic biét, IL-
6 song song vai muc do nghiém trong cua CRS.

- TNF-o duoc san xuat boi nhiéu loai té bao khéac nhau bao gom dai thuc
bao, bach cau don nhan, bach cau trung tinh, té bao T va té bao NK [68]. Bén
canh d6 su hoat hoa té bao T dan dén viéc giai phong TNF-o chiu trach nhiém
kich hoat hé théng bach ciau don nhan / dai thyc bao va lién quan dén sy gia
tang dang ké hoi chung giai phong cytokin cap. Pay la mot cytokin tién viém
duoc san xuat va tiét ra boi cac té bao lympho gay doc té bao khi nhan ra muc
tiéu cia khdi u, dong vai tro quan trong trong liéu phap mién dich diéu tri ung
thu. Khi nhan ra cac khang nguyén khéi u, té bao CAR-T tiét ra cac cytokin
gay viém, bao gdm IFN-y va TNF-a, dé gay ra hién tuong chét caa té bao khoi
u, kich thich dai thuc bao san xuat cytokin. Ngoai ra, cac dai thuc bao co thé
dugc kich hoat boi cac cytokin do té bao CAR-T san xuat, chang han nhu TNF-
o, IL-2, GM-CSF va IFN-y [46].
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Trong khi té bao CAR-T ly giai khdi u thong qua twong tac truc tiép gitra
té bao T va té bao khdi u, thi viéc té bao CAR-T kich hoat san xuat cytokin c6
thé ting cuong hon nita kha ning chdng khéi u caa ching [69]. TNF-a 1a yéu
t6 hoai tir khéi u va 1a mot trong nhitng cytokin doi dao nhat duoc tiét ra boi
cac té bao CAR-T khi xam nhap khéi u. TNF-a 1a chat trung gian chinh cua
qua trinh kich hoat n6i md do té bao CAR-T gay ra. Mtrc 6 TNF-a ting cao
d3 duoc béo cdo & nhitng bénh nhan diéu tri bang liéu phéap té bao CAR-T, diéu
nay co lién quan dén doc tinh cua té bao CAR-T nhu hoi ching giai phong
cytokin CRS, hoi chimg nhiém ddc than kinh lién quan dén té bao tac dong
mi&n dich ICANS [70].

- IL-6 14 mot cytokin da chirc ning, dugc san xuat boi nhiéu loai té bao,
trong d6 c6 ngudn goc cha yéu la té bao bach cau don nhan, lympho B va dai
thuc bao [71]. Tang IL-6 gap sau diéu tri bai liéu phap CAR-T va lién quan chat
ché dén dap ung viém hé théng, mot hoi chizng khdng mong muébn hay gap sau
diéu trj boi liu phap CAR-T [72]. IL-6 1a nhan t6 trung tam trong dap tng mién
dich bao vé. Tuy nhién, sy bai tiét kéo dai, ting va qua muc IL-6 lién quan dén
bénh sinh nhiéu bénh 1y, trong d6 c6 ung thu, dic biét 1a ung thu bach cau [73].
Vai trd quan trong trong su sdng cua té bao ung thu bach cau caa IL-6 va hiéu
qua khang ung thu khi e ché tin hiéu IL-6 d3 duoc bao céo, dic biét Ia trén
ung thu bach cau [73].

- IL-2 ¢4 thé kich thich sy tang truong céc té bao mién dich nhu lympho
T, tang kha ning tiéu diét cic té bao ung thu. IL-2 1a dudng chat quan trong
trong nudi dudng té bao mién dich nhu té bao lympho xam nhap khéi u, té bao
CAR-T, va NK. IL-2 thiic day Sy tang sinh va chirc ning cua té bao T [74]. Tuy
nhién, IL-2 nhu con dao 2 ludi. Bén canh vai tro nhu 13 nhan té trung tam trong
su sdng va tang sinh cua té bao lympho T, doc tinh cta IL-2 ciing 1a mdi quan
ngai 16n va 1a rao can trong viéc tng dung té bao CAR-T. Chuyén gen biéu

hién céc cytokin va/hoic cac thu thé cytokin vao trong té bao CAR-T hira hen
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nhiéu loi ich dya trén kha niang thuc day su phat trién/sy ton tai cua té bao
CAR-T va kha ning hoat dong cua cac cytokin trong su ¢c ché mién dich cua
vi moi trudong khdi u [75].

1.3. KHANG THE KHANG PD-1

1.3.1. Con duwong tin hi¢u PD-1

1.3.1.1. Cac dwong hwong tin hiéu dich ciia PD-1

Rét nhiéu nghién ctru da tim hiéu vé tac dong cua PD-1 1én cac dudng
hudng tin hi¢u quan trong duoc kich hoat bo1 thu thé té bao T (TCR) cac thu
thé dong kich hoat, nham xac dinh bang cach nao su gan PD-1 tc ché su ting
trudng va su bi¢t hda cam ng cua cac té bao T d3 duoc kich hoat, dé)ng thot
lam giam sy san sinh cic cytokin. DA c6 nhiéu tranh cii vé viéc dau 1a dudng
huéng tin hiéu dau tién ma PD-1 nham dén. Hau hét cac nghién ctru ting ho mo
hinh ma muyc tiéu dau tién PD-1 nhim dén la TCR va céc tin hi¢u theo sau TCR.
Tuy nhién, cling c6 gia thuyét rang thy thé CD28 dugc wu tién 1a muc tiéu dau
tién ctia PD-1 hon 1a TCR, trong khi d6 c6 nghién ctru khac lai chi ra rang ca
TCR va CD28 déu dugc nham dich nhu nhau boi PD-1 [76].

SHP-1 va SHP-2 phosphatase khong chi tham gia vao duong hudng tin
hi¢u PD-1 ma con c6 vai tro quan trong va c¢6 chirc nang trai ngugc trong viéc
kich hoat thong qua TCR. Mic du SHP-1 truyén tin hiéu tc ché [77], SHP-2
dugc coi 1a mot nhan té diéu hoa duong trong qua trinh kich hoat té bao T [78]
va c6 thé thyc hién thong qua co ché dephosphoryl ving @c ché cia cic nhan
t6 diéu hoa duong. Ca hai phosphatase déu tham gia vao su hinh thanh bo tin
hiéu TCR [79], [80], [81]. Vi biéu hién PD-1 chi dugc tao ra sau khi kich hoat
va tham gia vao cac vi cum tin hiéu TCR khi lién két v6i PD-L1, nén c6 thé
cho rang cac phan tir PD-1 dwgc nhém lai va on dinh boi cac twong tac PD-L1
xung quanh cac phan tir TCR. Mot vai protein gan dy da duoc xac dinh 1a cac
phan tir thanh phﬁn cua bd tin hiéu PD-1 vi du nhu Grb2, Lck, and ZAP-70,

cling nhu 13 thanh phan cua bd tin hiéu TCR [82]. Cac nghién ciru sau d6 can
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phai lam sang to twong tac phirc tap gitra tin hiéu TCR va PD-1, ciing nhu xac
dinh cac phan tir thanh phan chung giita tin hiéu TCR va PD-1, dong thoi xac
dinh co ché tin hiéu bao gém SHP-1 va/hodc SHP-2, va tim ra cac co chit truc
tiép ctia chung.

Mic du tin hiéu théng qua PD-1 va céac tac dong chirc niang cha yéu
huéng dén cac té bao T, c¢6 hai nghién ctru dit ra cau hoi lidu dudng hudng tin
hiéu PD-1: PD-L1 ¢6 mit trong té bao ung thu hay khéng. Pa c6 nghién ciru
cho thiy quan thé con cua cac dong té bao u 4c tinh chudt va ngudi, va cac quan
thé nho ctia cac té bao 4c tinh tir mo sinh thiét bénh nhan biéu hién PD-1. Khong
gidng nhu té biao T ma & d6 su lién két ciia PD-1 dén dén sy tic ché cac con
duong tin hi¢u PI3K/Akt, MAPK, va mTOR, su gén PD-1 & cac té bao khéi u
ac tinh dugc phat hién 1a da kich thich cac duong hudng tin hi¢u nay va lam
tang truong khoi u. Didu nay c6 thé goi ¥ rang, cac té bao ung thu sir dung con
duong tin hiéu PD-1: PD-L1 dé hd tro su phat trién cta no, béng cach kich
thich dudng hudng tin hiéu mTOR & céc té bao 1an can [83].
1.3.1.2. Co ché va két qua ciia dwong tin hiéu PD-1

Biéu hién cta PD-L1 trong té bao ung thu ban dau duoc coi 1a co ché
chinh cta sy ¢ ché mién dich va suy giam té bao T gay ra boi ung thu [84]. Tin
hiéu PD-L1 trong céc té bao trinh dién khang nguyén (APC) dugc xac dinh s&
diéu hoa va tic ché sy kich hoat té bao T. Trong qué trinh dap ung mién dich
chéng khdi u, APC hap thu cac khang nguyén khéi u tir cac mo khéi u, di chuyén
dén hach bach huyét va trinh dién khang nguyén cho té bao T, dan dén kich hoat
té& bao T. Sau do, cac té bao T duogc kich hoat s& di chuyén dén cac mo khdi u dé
tiéu diét. Tin hiéu PD-L1 dong vai trd quan trong trong viéc trc ché chirc nang té
bao T. Pap tng trc ché ciing co thé tao ra nhu mot hé qua cua viée te ché dap
mg mién dich té bao T théng qua céc té bao APC ¢6 biéu hién PD-L1 trong viing

khong chira té bao ung thu [85]. Pap tmg khang ung thu cta té bao T duoc kich
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thich trong cac hach bach huyét tiéu khdi u bang cach tc ché tac dong e ché
thong qua PD-L1 cuia cac té bao APC nam & ving ngoai khdi u.

Tin hiéu thong qua PD-L1 dugc nghién ctru dau tién trén cac té bao ung
thu. PD-L1 duoc coi 1a mot 14 chian mién dich s& truyén cac tin hiéu chéng lai su
chét & té bao ung thu, sau khi gén boi PD-1 duoc biéu hién trén té bao T, do do,
kich thich su khang lai su tiéu diét ciia té bao T va bao vé té bao ung thu [86].
Céc nghién ctru sau do dé xuit rﬁng PD-L1 c6 thé kich hoat cac tin hiéu ndi bao
& té bao ung thu theo hudng khong phu thudc PD-1 va lam gia ting sy ting sinh
cling nhu kha ning séng sot ciia té bao ung thu thong qua su tre ché thuc bao va
kich hoat mTOR [87].

PD-L1 duoc biéu hién trong té bao T sau qua trinh kich hoat, tuy nhién
thi kha niang truyén tin hiéu cua né dén té bao T van con giy nhiéu tranh cai.
Trong nghién ctru ciia Manish va cong su da xac dinh mét tuong tac cu thé,
khong bi nghi ngd trude day giita hai thanh vién ho B7, B7-1 va PD-L1, dong
thoi ching minh rang twong tac ndy c6 y nghia quan trong vé mit chirc
nang. Cac tin hiéu qua B7-1 hodc PD-L1 ¢6 tinh chat &rc ché, dan dén giam biéu
hién ctia cac dau hiéu kich hoat bé mat té bao, gidm su tang sinh té bao T va
giam san xuat cytokin. Sy tuong tac truc tiép gitta hai phan tir nay bo sung thém
mot chiéu hudng méi cho cac tuwong tac diéu hoa mién dich trong ho phan tir
Kich thich gia tri B7:CD28 va budc phai xem xét lai quan diém vé tuong tac
giita cac phan tir trong ho B7:CD28 trong viéc diéu chinh hoat héa va dung nap
té bao T. Nghién clru nay cling lam ting tAm quan trong ctia B7-1 va PD-L1
trén té bao T [88].

1.3.2. Khang thé khang PD-1

Nam 1992, Tasuku H. da kham pha ra PD-1, mot protein duoc biéu hién
trén bé mat cta té bao T. Qua nhiéu nim nghién ciru tai phong thi nghiém &
truong Pai hoc Kyoto, 6ng da lam sang to dugc chirc niang cua PD-1. Két qua

nghién ctru chi ra rang, khang PD-1 c¢6 vai tro lam ting cudng sy hoat hoa ctia
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té bao T dé chéng lai khéi u. O nhirng thi nghiém trén chudt, viéc khoa lai PD-1
cling cho thay su dot pha day htra hen trong viéc chong lai khéi u. Vi nhiing
nghién ctru trén 1am sang sau d6, ndm 2012, mdt nghién ctru quan trong da chimg
minh nhitng hiéu qué rd rang trong viéc diéu tri bénh nhan vai nhiéu loai hinh
ung thu khac nhau. Két qua thu duoc rt 4n tuong, mot s6 bénh nhén di can da
duoc chita khoi, diéu ma trude day dugc xem nhu khong thé diéu tri duge [89].

PD-1 1a mét thy thé tc ché biéu hién trén bé mit cua cac té bao T duoc
hoat hoa boi khang nguyén dé chdng lai khdi u [4]. Thy thé nay nhan biét va
bam vao PD-L1 va PD-L2. Trong khi, PD-L1 bi¢u hién & t€ bao trinh dién
khang nguyén va nhiéu loai té bao khac, thi PD-L2 cha yéu biéu hién trén té
bao trinh dién khang nguyén [90]. PD-1 khong bi tac dong bai cac chat kich
thich mién dich ma thong qua viéc phat ra cac tin hi¢u dé ngan can su
phosphoryl héa cac con duong tin hiu trung gian quan trong cta té bao T va
qua d6 dap tat hoat dong cua té bao nay [91]. Chat e ché con dudng PD-1/PD-
L1 c6 kha ning loai bo khéi u thong qua viéc tai hoat hoa té bao T doc, qua d6
lam ting hoat dong ciing nhu ty 1é té bao T doc. Uc ché thu thé PD-1 gilp giai
phong qua trinh e ché mién dich ma gy bt hoat té bao T, do d6 cho phép té
bao T “bat hoat” duge tai hoat hoa va tdng hi€u qua cua h¢ mién dich bt chép
su hién dién ctia PD-L trong khoi u. Bang ching nghién ctru 1am sang cho thay
chat trc ché PD-1/PD-L hoat dong hiéu qua nhét véi nhimg khdi u di c6 té bao
T doc hoat hoa, nhung bi @rc ché bdi con duong PD-1/PD-L1. Tuy nhién dap
mg mién dich cling duoc ghi nhan & mot s6 khdi u khong cé su biéu hién cia
phéi tir cia PD-1 la PD-L1 hay PD-L2.

PD-L1 1a mét protein xuyén mang, c6 mit tai mang té bao ung thu, trong
khi d6 thu cam thé PD-1 c¢6 mdt trén bé mit cia cac té bao mién dich nhu: té
bao T, té bao B, té bao giét ty nhién, dai thuc bao. Khi PD-L1 gin véi thu thé
PD-1 giy ra hién tuong bat hoat dong cua té bao T va hoat dong mién dich cua

té bao T bi trc ché. Vi thé khi dung khang thé tc ché PD-1 hodc PD-L1 s& gay
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ra hién tuong wc ché truc lién két PD-1/PD-L1, tir @6 hé mién dich cua té bao

T duoc kich hoat va tan cong té bao ung thu [4].

Thu thé Thu thé
tebao T khang nguyéen te bao Thang nguyén
i o=
Tébao T Té bao khéi u Tébao T Té bao khéi u
Anti-PD-1
PD-1 PD-1
Lo PD-L1
Anti-PDL1
‘ Tin hiéu rc ché Hoat héa v‘
(Fc ché dap irng mién dich, Dap trng mién dich chéng u
lam phat trién khéi u dwoc kich hoat

Hinh1.3. Kiém soat mién dich qua thy thé PD-1
* Nguon: theo Bartolovi¢ N. va céng si (2023) [92]
1.3.3. Ung dung khang thé khang PD-1 trong diéu tri

Mot sb chién lugc da duoc thur nghiém dé kiém tra tac dong cua viéc can
thiép PD-1 trong mé hinh tién 14m sang, bao gdm cac té bao tua dugc thiét ké ex
Vivo dé biéu hién ca PD-L1 va cac phuc hop peptide-MHC hodc cac chat chi
van PD-1 bam mang. Cac cht chi vin bam mang dac bi¢t hi¢u qua dé kich thich
dung nap sau ghép tang vi cac té bao ctia nguoi cho dugce truyén trude khi ghép.
S& can thiét dé dam bao rang cac chat chii van PD-1 khoi phuc dung nap mién
dich nhung khong cho phép mién dich bao vé [93], [94].

Uc ché khang thé nham dich PD-1 hodc PD-L1 di cho thay thanh cong
dang ké trong thir nghiém 1am sang. Mot s6 thir nghiém 1am sang st dung khang
thé nham vao su tuong tac giita PD-1 va PD-L1 dé diéu tri ung thu d cho thay
kha nang day hira hen trong viéc kéo dai thoi gian sdng sot, nhung khong phai
tat ca bénh nhan déu dap tGng vai thude tc ché PD-1/PD-L1 [95], [96]. Tuy
nhién, hau hét cac bénh nhan khong cho thiy su thuyén giam 6n dinh sau diéu

tri liéu phap PD-1. Hé mién dich c6 kha nang chién dau véi cac té bao ung thu,
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nhung mot s6 t& bao ctia hé mién dich lai kich thich sy chuyén hoa va tang
truong ctia khdi u [97]. Vi ca khédi u va xdm nhap mién dich déu anh hudng dén
cac dap ung trong diéu tri, nén can phai cAn nhéc ca hai yéu té nay khi phat
trién cac liéu phap diéu tri két hop.
* Twong quan véi két qud laim sang

Nhitng nd luc dang ké dang dugc tién hanh dé xac dinh cac dau 4n sinh
hoc dé du doan bénh nhan nao s& duoc chi dinh tc ché con duong PD-1 khi su
dung n6 nhu mét liéu phap diéu tri don 1é va phat trién cac liéu phap két hop
hiéu qua. Khi diéu tri chi nham vao viéc trc ché PD-1, su c6 mit cila cac té bao
T CD8+ ¢ vién xung quanh khdi u xam 14n va biéu hién ctia PD-L1 trong khdi
u & muc do cao c6 lién quan dén dap tmg diéu tri voi ty 18 t6t hon [98], [99].
Tuy nhién, biéu hién ctia PD-L1 khong phai ltic nao cling c6 lién quan dén két
qua diéu tri: mot s6 khbi u dwong tinh véi PD-L1 dap tmg kém voi e ché PD-
1, trong khi d6 mot s6 khéi u am tinh v6i PD-L1 lai cho thy dap tng diéu tri
t6t [100]. O mot vai khéi u, cac dot bién c6 thé gay ra sy biéu hién lién tuc
khéng kiém soét ciia PD-L1, mic du khong c6 dap tmg viém. Do d6, cac dau
an sinh hoc thudng c6 hiéu qua dap tng du doan voi diéu trji PD-1 hon 1a chi
mirc d6 biéu hién PD-L1 [101]. M6t s nghién ciru cho thay sy gia ting kha
nang nhan thanh dong TCR trong khdi u ¢6 lién quan dén dap tng tét hon véi
diéu tri bang chét uc ché PD-1 [102], cho thiy su it da dang TCR hoic nhiéu
quan thé té bao T twong dong co6 thé c6 lién quan dén mién dich khang ung thu
t6t hon. Dot bién té bao soma trong khdi u dai dién cho mét co hdi dé hé théng
mién dich dap g vdi cac epitopes (phan cta khang nguyén ma khang thé bam
vao) khac véi khang nguyén tir chinh né, ma c6 kha ning ting tinh sinh mién
dich cta khéi u. Cac nghién ctru tién 1am sang tng ho gia thuyét 1a khang
nguyén méi 1am tang tinh sinh mién dich ctia khéi u. Cac bao céo 1am sang cho
théy c6 nhiéu mirc d6 khac nhau xét vé su lién hé gifra su tram trong cua dot

bién va két qua 1am sang sau khi sir dung trc ché checkpoint (PD-1 hodc CTLA4)
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[103], [104]. Ung thu séc t6 da va ung thu phoi khong phai té bao nho c6 mirc
dd dot bién cao do tiép xuc lau dai voi tac nhan gay dot bién va c6 mot sd ty 1€
dap ung cao nhat véi e ché PD-1. O bénh nhan mic ung thu sic td 4c tinh,
giai trinh tu todn bd exome ciia mau khdi u trude tri liéu véi Nivolumab hodc
Pembrolizumab cho théy nhin chung su trAm trong cua cac dot bién soma
khong anh huong dang ké dén tinh dap tng véi diéu tri bang khang thé khang
PD-1 (nhém dap tng duoc xac dinh khi bénh nhan khong tién trién hoan toan,
mdt phan, hodc 6n dinh khéi u, nhom khong dap Gmg 1a nhém c6 khédi u van phat
trién). Tuy nhién, tai luong dot bién cao hon c6 lién quan dén ting kha ning séng
sOt ctia té bao ung thu sau khi diéu tri voi khang thé khang PD-1. Mot nhom
bénh nhan véi muc d6 dot bién thap cling dap ung voi diéu tri khang thé khang
PD-1. Cac dap tng té bao T v6i khang nguyén méi cho phép kha ning dé thic
day mién dich khang khdi u tiém ning trong khi d6 tranh duoc cac van dé nhu
tu mién. Do d6, chién lugc dé tang dap tmg vdi khang nguyén mdi qua viée tiém
vaccine, chiéu xa hodc trj liéu dich (vi du: cac thude nhdm dén kinase hoic thu
thé cta nhan t6 sinh trudng) c6 kha ning cao dé 1am ting ty 1& dap tng voi tc
ché chét kiém soat [105]. Tuy nhién, nhiéu khang nguyén cta khdi u c6 thé co
d6 twong dong cao véi khang nguyén ctia ngudi bénh. Can nhic vai trd quan
trong ctia tin hiéu PD-1 trong viéc duy tri dung nap tu than, cac chat tc ché PD-
1 ¢6 thé hoat dong mot phén b'fmg cach thuc déy cac thé bao T tu hoat hoa dic
hiéu cho cac khang nguyén tu than trong khdi u, diéu nay c6 thé giai thich cho
tinh dap Gmg véi diéu tri PD-1 ca trong khéi u 6 muc do dot bién thap.
* Diéu tri phoi hop

Diéu tri phdi hop dai dién cho thé hé liéu phap diéu tri 1am sang tiép theo
ctia ung thu. Chién lugc diéu tri phdi hop sir dung chét e ché PD-1 bao gdm
{rc ché céc thu thé tc ché khac (vi du nhu LAG3, TIM3 hoac TIGIT; trc ché
cac cytokin diéu hoa mién dich (vi du nhu san xuat IL-10 va interferon man

tinh loai 1), van chuyén chit chu van cho cac phan tir dong kich thich (vi du
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nhu CD40 hoic ICOS); kiém soat cytokin ndi méi (vi du IL-2, IL-7, hodc IL-
15); liéu phap mién dich (té bao CAR-T va Vic-xin ung thu) tiém Viac-xin dé
kich thich dap Gmg ctia té bao T va van chuyén cac té bao T [105], [106]. Ngoai
viéc diéu tri phbi hop nham dén cac duong hudng tin hiéu mién dich mot cach
truc tiép, c6 nhiéu nghién ctru dang huéng dén diéu hoa trao doi chat va di
truyén ngoai gen, do tAm quan trong ctia ching trong viéc xac dinh trang thai
va chlrc nang cua té bao. Cac tac nhan duoc hoc nhiam dén trao doi chét (vidu
nhu methotrexate, dichloroacetate va chat trc ché isocitrate dehydrogenase) va
epigenome (bao gdm tit ca cac hop chat hoa hoc duge thém vao bo gen clia mot
ngudi) (vi du nhu chat Gc ché histone deacetylase, bao gdm vorinostat va
romidepsin, va chat ic ché DNA methyltransferase, vi du 5-azacitidine va
decitabine) duogc st dung trong thir nghiém 1am sang dé diéu tri ung thu, mic
du tdc dung cua chung dén hé mién dich chi mé&i dugc tim hiéu. C6 vé s& ¢
tiém nang khi str dung phbi hop chét (rc ché PD-1 va cac chat trung gian trong
tin hiéu trao doi chat [107]. Liéu phap diéu tri phéi hop sir dung chat tc ché
PD-1 va céc chét thay doi di truyén ngoai nhan s& 1am ting hiéu qua 1am sang
liéu c6 hiéu qua hay khong can dugc xac dinh. Khang thé khang PD-L1 a
phuong phap diéu tri don 1¢ khong thé thay doi toan bo di truyén ngoai gen ciia
cac té bao T bat hoat trong bénh ung thu, nhung diéu tri phéi hop véi céc tac
nhan thay d6i di truyén ngoai nhan co6 thé cho phép tai 1ap trinh cac té bao nay.
Mot trong nhiing rdo can quan trong nhat d6i v6i dap tng mién dich de novo
ctua khang nguyén ung thu 1a sy trinh dién ctia khang nguyén trong trang thai
viém tuong ung. R4t nhiéu dang diéu tri dich (vi du cetuximab, dabrafenib va
trametinib), héa tri (vi du 5- fluorouracil, doxorubicin va oxaliplatin), va xa tri
c6 thé kich thich mién dich bang cach ting mién dich v6i ung thu, tir d6 c6 thé
vuot qua dugce rao can nay. Liéu luong hoéa tri va’/hodc xa tri cao co thé co tac

dong bat 191 dén céc t€ bao mién dich. Cac nghién ctru bd sung can xac dinh
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viéc phdi hop phuong phap diéu tri ndo hay chat dbi khang mién dich nao va
lam sao dé tbi uu liéu luong va trinh tu dé cai thién két qua diéu tri.

1.4. TINH HINH NGHIEN CUU LIEU PHAP CAR-T PHOI HOQP VOI
KHANG THE KHANG PD-1

Liéu phap té bao CAR-T va diéu tri tc ché chét kiém soat mién dich PD-
1, tuong tng 1 liéu phap dua trén té bao va khang thé, cho thay tiém ning hua
hen va da duoc Cuc Quan ly Thuc pham va Dugc pham Hoa Ky phé duyét dé
diéu tri cac khéi u &c tinh vé huyét hoc. Tuy nhién, cac tac dung phu nghiém
trong va thuy@n giam 1am sang trong thoi gian ngan, su két hop giira liéu phap
té bao CAR-T va khang thé khang PD-1 da duoc 4p dung dé nang cao hiéu qua
diéu tri trén tién 1am sang va mot sé tha nghiém 1am sang [108]. Nhim muc
tiéu nhiéu con duong @ ché cd thé nang cao hiéu qua cua té bao CAR-T. Bén
canh d6, hon mot nira s6 bénh nhan duoc diéu tri bang liéu phap té bao CAR-
T nham muc tiéu CD19 d6i véi bénh ung thu hach té bao B 16n khong dat duoc
su thuyén giam lau dai, c6 thé mot phan 1a do PD-1/PD-L1 gay réi loan chirc
nang té bao CAR-T [109]. PD-1 la mot thu thé bé mat té bao co tac dung tc
ché hoat dong viém cua té bao T bang céach lién két véi cac phdi ta. Sy diéu
hoa giam chirc nang té bao T do khdi u gy ra co thé dugc dao nguoc bang cac
chét wc ché diém kiém soat mién dich. Da c6 bao céo rang phong téa PD-1 ¢d
thé tang cuong hoat dong chéng ung thu cua té bao CAR-T va ciing c6 thé gilp
té bao CAR-T khoi can kiét va thoai hoa. Kha ning song sot caa bénh nhan c6
té bao CAR-T duoc kéo dai. Khang thé khang PD-1 va té bao CAR-T ¢ tiém
nang cai thi¢n churc nang va tang cuong hi¢u qua, giam tac dung phu.

Nam 2017, mot nghién ciu cua Li S. va cong su da thiét ké cac té bao
CAR-T tiét ra cac khang thé khang PD-1 (CAR.aPD-1-T) va danh gia hiéu
qua cua ching trong md hinh chudt xenograft ung thu biéu mé phaoi thi thay
hiéu qua hon so véi TB CAR-T don thuan [110]. Nam 2019, ciing d c6 mot
trudng hop duoc bao cdo st dung CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1
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lidu thap trén bénh nhan ung thu hach khdng Hodgkin té bao B gitp thuyén
giam hon 10 thang va giam tac dung phu [111]. Phan tich téng hop cua Hou
B. va cong su nam 2019 chi ra rang ty 1 dap tng cua liéu phéap té bao CAR-
T trong khdi u ran dat 9%. Do vay bang cach két hop té bao CAR-T véi cac
licu phép liéu phap mién dich khac nhu khang thé khang PD-1 c¢6 thé s& mang
lai hiéu qua 1am sang tét hon trong diéu tri cac khdi u &c tinh thé ran [112].
Pi co thir nghiém giai doan | caa liéu phap té bao CAR-T ¢ bénh nhan mac
bénh mang phdi &c tinh két hop véi Pembrolizumab, khang thé khang PD-1.
Két qua cho thay ty 1é séng trung binh 1a 23,9 thang, bénh 6n dinh duoc duy
tri trong 6 thang ¢ 8/18 bénh nhan [113]. Mot nghién ctiru cua Zhou Y. va
cong su nam 2023 khi phan tich trén 57 bénh nhan ung thu hach tur 5 thu
nghiém 1am sang cho thay liéu phap té bao CAR-T két hop vai liéu phap mién
dich khang PD-1 trong diéu tri bénh nhan ung thu hach c6 hiéu qua. Ty 1é
bénh nhan dap ung mot phan, hoan hoan toan va tong thé 1a 21%, 27% va
65%. Ty 1é mic chung caa hdi ching giai phong cytokin, giam bach cau, sbt
va mét moi duge udc tinh 13 57% , 47% , 59% va 50% [3]. Tuy nhién, & Vit
Nam hién nay chua c¢6 nghién ctru nao danh gia hiéu qua khi két hop hai liéu
phap trén dac biét trén bénh bach cau.

Tir nhitng co s& Iy luan va thyc tién trén, chdng toi tién hanh nghién ctu
nay nham danh gia anh huéng va tac dung cua liéu phéap té bao CAR-T phéi
hop véi khang thé khang PD-1 trén thuc nghiém dé c6 co sé cho viéc phat trién

ky thuat nay va ang dung trong diéu tri bénh bach cau trén nguoi.
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Chuwong 2
POI TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. THOI GIAN, PIA PIEM NGHIEN CUU
2.1.1. Thoi gian nghién ciu

Nghién ctru dugc thuc hién tir thang 12/2020 dén 12/2023.
2.1.2. Pia diém nghién ceu

Bo mén Sinh ly bénh - Hoc vién Quan Y

Trung tdm Nghién ctru dong vat thuc nghiém - Hoc vién Quéan Y

Khoa Huyét hoc - Truyén méu, Sinh héa, Giai phau bénh - Bénh vién
Quan Y 103

Bo mén Mién dich - Hoc vién Quan Y

Khoa Vi sinh vat - Bénh vién TWQD 108
2.2.POI TUQNG VA VAT LIEU NGHIEN CUU
2.2.1. Té bao CAR-T

Cac khdi té bao CAR-T CD19 duoc chuyén nap bang vector Sleeping
beauty CD19R/pSB ma hda phan tir CAR thé hé thi hai khang CD19 tir té bao
don nhan mau ngoai vi ctia ngudi khoe manh, tu nguyén tham gia hién méau va
tiéu cau tai Bo mon trung tam Huyét hoc - Truyén mau, Bénh vién Quan Y 103,
Hoc vién Quan Y. Céc té bao CAR - T nay la san pham cua dé tai nghién ctu
ng dung va phét trién cong nghé cap qubc gia ma sé KC10.39/16-20, dugc
bao quan va duy tri tai phong té bao caa Bo mén Sinh Iy bénh - Hoc vién Quan
Y. Khdi té bao CAR-T dat céc tiéu chuan co s&: ¢d biéu hién cau tric CAR
CD19, c6 kha nang ly giai té bao ung thu CD19+; khong nhidm vi khuan, nam.
2.2.2. Khang thé khang PD-1

Khang thé khang PD-1 (PD-1 Ab) M3 ATC: L01XC18, My ham lugng
25mg/mL.
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2.2.3. Céac dong té bao ung thw bach ciu

- Té bao Daudi (ATCC CCL-231) dong té bao ung thu hach lympho
CD19+ Burkitt (ATCC, Hoa Ky). Dong té bao Daudi bao gom cac té bao lympho
B duoc phan lap tir mau ngoai vi cia mot nam thanh nién da den 16 tudi mac
bénh u lympho Burkitt vao thang 5 ndm 1967. C4c té bao lympho B nay di duoc
str dung rong rai trong nghién ciru vé qué trinh sinh bénh bach cau.

- Té bao Raji (ATCC CCL-86) la dong té bao ung thu bach cau lympho B
CD19+ (ATCC, Hoa Ky). Dong té bao lympho Raji duoc phan 1ap vao nim 1963
tir khoi u lympho Burkitt & xuong ham trén bén trai cia mot bé trai da den 11
tudi. DONg té bao nay cé thé dugc sir dung trong nghién ciu mién dich hoc.

- Té bao K562 (ATCC CCL-243) dong té bao ung thu bach cau man tinh
dong tiy CD19- (ATCC, Hoa Ky). Té bao K562 dugc phan lap tir tay xuong
ctia mot bénh nhan mac bénh bach cau tay man tinh 53 tudi. Dong té bao K562
duoc sir dung rong rai trong nghién ctu rdi loan hé théng mién dich va mién
dich hoc.

Cac té bao duoc bao quan tai Bo mon Sinh Iy bénh, Hoc vién Quan Y.

Qua trinh nghién ctu, cac dong té bao duoc nudi cay, ting sinh theo diing
quy trinh, duoc bao quan va duy tri tai phong té bao caa Bo mén Sinh Iy bénh,
Hoc vién Quan Y.

2.2.4. bong vat

Chudt nhat trang, can niang 30g + S5g, dugc cung cap boi Trung tam
nghién ciru dong vat thuc nghiém, Hoc vién Quan Y du tiéu chuan thi nghiém,
sb luong 60 con.

2.2.5. Trang thiét bj sit dung cho nghién céu

- Hé thdng phong thi nghiém phuc vy nubi cay té bao: Phong sach, ta 4m
CO,, kinh hién vi soi nguoc, may ly tam, ta mat 4°C, ta &m - 20°C, - 80°C, binh
chia Nito long.

- Hé théng phong nudi chudt dam bao cac tiéu chuan: khéng khi, &nh

sang, nhiét 4o, do am, thirc an, nudc udng sach...
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- Can dién tir dé theo ddi trong luong cua chudt.

- May dém té bao dong chay BD FACSLyris, My.

- May realtime PCR: 7500 Fast - Applied Biosystems, My

- May phan tich huyét hoc XN1000, hang Sysmex, Nhat Ban.

- May xét nghiém sinh hoa AU580, hdng Beckman Coulter, My.
2.2.6. Hoa chat va vat tu tiéu hao
* Hoa chat:

- M6i truong nudi ciy té bao Teell, Texmacs, RPMI b sung thém 10% huyét
thanh bé FBS (Fetal Bovine Serum) va 1% khang sinh (penicillin va streptomycin).

- Dung dich dém PBS, con 70° va 90°.

- Bo kit taich RNA tur té bao nudi cay (Thermo Scientific™, M).

- Bo kit chuyén cDNA: RevertAid RT Reverse Transcription Kit cua
hang Thermo Scientific™, My.

- Primer lam k¥ thuat realtime PCR ctua Cong ty Phu Sa, Viét Nam.

- B kit lam ELISA dinh lugng nong do 1L-2, IL-6, TNF-a:

+ Mouse IL-2 ELISA kit ma MBS2701039, Mouse IL-6 ELISA kit ma
MBS2508516, Mouse TNF-a ELISA kit - MBS2500421 cia hang MyBiosource.
+ Human IL-2 Uncoated ELISA Kit ma 2237558-007, Human IL-

6 Uncoated ELISA Kit md 298722-008, Human TNF-a Uncoated ELISA Kit
ma 279143-009 caa hang Thermo Fisher Scientific.

- Hoa chat 1am xét nghiém tong phan tich té bao mau.

- Héa chét 1am xét nghiém cac chi sé sinh hda mau: AST, ALT, Uré, Creatinin.

- Hoa chat nhuom té bao (bo kit nhuém CFSE, 7-AAD), hda chét chay
Realtime PCR.
*Vat tu ti€u hao:

- Pia va chai nuo1 céy té bao cac kich thudc (Chai T75, T25; Bia 10cm,

6cm, 6 giéng, 12 giéng, 24 giéng).
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- Ong falcon céc kich c& khac nhau (50ml, 15ml).

- Pau ¢on, eppendorf, loc vi khuan (Invitrogen, Hoa Ky) va mot s6 dung
cu tiéu hao khac.

2.3. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.3.1. Thiét ké nghién ciu
Nghién ctu thuc nghiém trén té bao va dong vat (chudt nhat trang).
Nghién ctru tién cau can thiép c6 so sanh nhém ching.
2.3.2. Ngi dung nghién cau
2.3.2.1. Ddnh gid tinh an toan ciia khoi té bao CAR-T phéi hep véi khang
thé khang PD-1 trén thac nghigm
* Panh gia chat luong cua té bao CAR-T phéi hop vai khang thé khang PD-1

- Panh gi4 tinh tiét trung (cay khuan).

- Panh gia ty 1 biéu hién CAR sau nudi cay ting sinh.

- Banh gid ham luong Endotoxin.

* Panh gia tinh an toan cia khoi té bao CAR-T phdi hop véi khang thé khang
PD-1 trén dong vat thuc nghiém:

- Banh gi4 tinh trang toan than, trong luong, vi tri tiém trén chudt.

- Panh gia ndng do cytokin dugc giai phong trén dong vat sau khi tiém
té bao CAR-T phodi hop véi khang thé khang PD-1.

- Banh gia chlic ndng cac co quan: chirc nang cua gan than dugc danh
gia qua cac chi s6 sinh hda mau, két qua giai phau bénh quan sat bién doi hinh
thai gan than. Chic nang cta co quan tao mau dugc danh gia thong qua cac chi
s6 huyét hoc.
2.3.2.2. Pdnh gid tdc dung khdng mét sé dong té bao ung thuw bach cdu cia
khoi té bao CAR-T phéi hep véi khang thé khang PD-1
* Panh gia tac dung ctia khoi té bao CAR-T phdi hop véi khang thé khang PD-
1 trén cac dong té bao ung thu bach cau (Daudi, Raji, K562):

- Qua ty 1é ly giai té bao bang k¥ thuat Flow Cytometry.
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- Thiét ké nghién ctru danh gia ly giai trén 4 nhom: PBMC, PD-1 Ab,
CAR-T, CAR-T phdi hop véi PD-1 Ab.

- Panh gia kha nang bai tiét cytokin cua té bao CAR-T phdi hop véi
khang thé khang PD-1 trén in vitro: nong d6 cytokin duoc giai phong ra moi
truong nudi cdy té bao & cac nhom té bao ung thu déng nudi cay voi 4 nhém
PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell - t& bao don nhan méau ngoai vi),
PD-1 Ab, CAR-T va CAR-T phdi hop véi PD-1 Ab.

2.3.3. Phwong phap nghién ctru
2.3.3.1. Ky thugt nudi cdy té bao
a. Ky thudt nudi cdy té bao PBMC va CAR-T

- Lay tube té bao (PBMC va CAR-T) da duogc bao quan trong nito 1ong
-196°C. Chuyén té bao vao bé on nhiét 37°C trong 1 phat dé ra dong. Nhanh
chong chuyén té bao vao 10 mL TexMacs di lam 4m va ly tim 400 xg, 5 phuat
dé lang té bao xudng va loai boé dich noi, thém vao 5 ml méi trudng nudi ciy té
bao T di duoc 1am 4m trude dé tao dich huyén phu.

- Cho moi truong nudi cdy té bao tuong tmg véi timg kich thude dia nudi
cdy va mat d6 1a 10°té bao/ml. Duy tri trong ti nudi 37°C, 5% CO,, do am >
90%. M6i trudng nudi cdy duoc thay 2 ngay/ 1an nham duy tri mat do té bao o
10%/mL. I1L-2 (100U/mL) duoc b6 sung hai ngay mét lan. Sau tang sinh, té bao
PBMC va CAR-T duoc bao quan & nito 16ng -196°C trong dung dich FBS +
10% DMSO dén khi sir dung (mat 6 2x10%/mL).

b. Ky thudt nuédi cdy cdc dong té bao ung thu

Té bao Daudi, Raji va K562 dugc nudi cdy trong moi truong nudi cy té
bao RPMI bo sung thém 10% huyét thanh bé FBS va 1% khang sinh. Té bao
duoc nudi céy trén dia hoac chai nudi céy té bao.

- Quy trinh nudi cdy té bao:

+ Lay tube té bao di duoc bao quan trong nito 1ong -196°C. Chuyén té

bao vao bé 6n nhiét 37°C trong 1 phut dé ra dong.
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+ Cho mdi truong nudi cdy té bao tuong tng véi timg kich thude dia
hodc chai nuéi cdy.

+ Dung pipet tron déu sau d6 hut dich t& bao ¢ tube luu té bao cho vao
dia moi truong nudi cay.

Kiém tra té bao trén kinh hién vi soi nguoc dé danh gia dic diém hinh
thai t€ bao va mat d¢ té bao.

+ Cho dia nudi vao ti nudi cdy té bao c6 5% CO,, nhiét ¢ 37°C.

+ Kiém tra té bao tang sinh sau 48 gid nudi cdy trén kinh hién vi soi
nguoc, danh gid mat do té bao, ty 1€ séng chét.

+ Kiém tra va thay méi truong 2 - 3 1an/tuan.

- Qua trinh ting sinh té bao: Khi té bao phat trién dat mat do cao thi tién
hanh tach té bao dé cdy chuyén sang dia nudi méi véi quy trinh sau:

+ Hut toan bd mdi truong trong dia nudi cdy vao éng falcon. Ly tim loai
b6 moi trudng nudi ciy cil.

+ Sau khi ly tim xong loai bo toan bd méi trudng nudi cdy cii bang pipet.
Cho dung dich PBS 1X vao ly tdm va rira t& bao 1-2 lan.

+ Cho té bao d rira vao dia méi truong nudi cdy moi.

+ Kiém tra dia nudi dudi kinh hién vi, xem cic mat do té bao va su phan
bb té bao da déu trén dia chua.

- Thu hoach va bao quan té bao: sau 2 tuan nudi cdy luong té bao ting
sinh dt 16n c6 thé tién hanh thu hoach va cét giit té bao. Tién hanh thu té bao
(cac budc tién hanh nhu qua trinh ting sinh té bao). Mat do té bao trong mdi
truong duoc xac dinh bang cach sir dung kinh hién vi quang hoc hoic may dém
té bao séng chét. Chuan nong do té bao vé 107 té bao/ml dung dich bao quan té
bao (FBS + 10% DMSO).
2.3.3.2. Pdnh gid chit lwong khéi té bao CAR-T
a. Ky thudt cdy khuan

Tinh v6 tring cta cac khdi té bao PBMC, CAR-T, CAR-T két hop khang
thé khang PD-1 va méi truong c6 cho khang thé khang PD-1 duoc kiém tra
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bang phuong phap cdy khuan. Tiéu chuan chap nhén 1a khong co su phat trién
ctia vi khuan.
* Cac budc tién hanh cay khuan trén hé thong may cay mau tu dong:

- 10ml dich nuéi ciy té bao PBMC, CAR-T, CAR-T két hop khang thé
khang PD-1 va méi trudng c6 cho khang thé khang PD-1 bom vao 02 chai ciy
mau (1 chai hiéu khi va 1 chai ki khi) va nudi cdy, phan 1ap va dinh danh cac
vi khuan gy bénh thudng gip trong bénh phim méau bang may cdy mau tu
dong FX TOP - STACK.

- Chai cdy mau duoc theo ddi hang ngay nhd hé théng may cay mau tu
dong u va lac lién tuc. May cdy mau str dung dén huynh quang trong may quét
10 phat/lan vao 16p mang & day chai dé phat hién ndng do CO, hoic sir dung
bd phan cam tmg do mau va anh sang phan chiéu dé phat hién néng do CO
hoa tan trong méi trudng nudi cdy. Khi vi sinh vat phat trién trong chai ciy
mau, CO; s€ dugc san sinh. B6 phan cam nhan ¢ day chai céy mau c6 kha nang
hép thu khi CO,, s& chuyén tir mau xanh sAm sang mau vang. May cidy mau s&
cam nhan dugc thay doi ctia phan chiéu qua sy d6i mau tir sim sang nhat. May
cdy mau s& quét va ghi lai su thay d6i nay 10 phat/lan.

- Chai cdy mau duong tinh dugc cay trén cac moi trudng thach dia giau
chat dinh dudng dé nudi cdy va phan lap vi khuan gay bénh. Cac vi khuan va
nam duoc dinh danh dya trén hé théng dinh danh bang khéi pho Vitek MS.

b. Kiém tra ngi déc t6 bang ché pham LAL

Kiém tra san phém mau dich té bao co dat tiéu chuan vé 2161 han ndi doc
t6 (endotoxin) dudi gidi han cho phép. Noi doc to duge phat hién bang cach
dit mau phan ung véi chat thir LAL, thong qua phan tng dé tim ra mau duong
tinh v&i ndi doc t6. Lay 25ul miu moi truong nudi cay té bao hodc cac miu can
danh gia cho vao thé PTS (Charles River, My) va doc két qua kiém tra ndi doc

t6 mau bang may Endosafe® nexgen-PTS™ instrument (Charles River, M¥).
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c. Ddnh gid ty 1é biéu hién CAR bang ky thudt Flow cytometry

- 10%té bao CAR-T sau khi nudi cay dugc thu va nhuém véi CD19 tai t6
hop ¢6 gan FITC (rCD19-FITC, abcam, ma ab246020).

- Sau khi nhuém, té bao duoc rara bang PBS 1X va hoa tan trong PBS
1X bo sung 1% FBS truéc khi phan tich véi hé thdng may Flow cytometry BD
FACSLyric dé danh gia ty 1¢ biéu hién CAR la ty 1é dwong tinh FITC.

d. Pdanh gia biéu hién cia té bao CAR-T bang kj thudt Realtime PCR

K¥ thuat realtime PCR 1a k¥ thuat ma két qua khuéch dai ADN dich duoc
hién thi sau mdi chu trinh nhiét cta phan tmg PCR. Két qua khuéch dai duoc
quan sat thong qua cac tin hi¢u huynh quang dugc giai phong trong qua trinh
phan img PCR xday ra. Cac tin hiéu nay dugc phat hién va ghi lai dudi dang
biéu do, tir 46 co thé dua ra danh gia vé so luong san pham khuéch dai ADN
dich c6 mit & mdi chu ky.

K¥ thuat Realtime PCR dugc tién hanh véi ca 4 cap moi (34, 39, 42 va
GAPDH) cho 3 mau CAR-T, PBMC, nudc.

* Quy trinh tach chiét RNA tir t& bao PBMC, CAR-T theo hudng dan cua kit
GeneJET RNA Purification Kit ciia hang Thermo Scientific, Hoa Ky

- Chuan bi dung dich B-mercaptoethanol or DTT béng cach cho 20 pL
ciia 14.3 M B-mercaptoethanol or 2 M DTT vao mdi 1 mL dung dich Lysis
Buffer da cé trong bo kit.

Buée 1: Chuan bi t€ bao

+ Thu té bao va chuin ndéng do té bao vé 107 té bao/mL

+ Tao khdi té bao bang cach ly tim éng nghiém chira té bao trong 5 phit
& toc d6 250 RCF/phut. Loai bo tat ca dich ndi bang pipet, rira lai 1 1an véi PBS
1X dé loai bé hét dung dich mdi truong nudi cay.

Bu6c 2: Pha v té bao bang cach cho 600 pl dung dich Lysis Buffer co
B-mercaptoethanol or DTT d3 duoc chuan bi & trén, ding pipet tron déu nhe

nhang trong 10 gidy.
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Buée 3: Thém 360 pl cdn 96 - 100% vao dich ly giai, tron déu bang pipet.

Burée 4: Chuyén 700 pl dich ly giai bao gdm ca nhiing chat két tua ¢ day
vao cot GeneJET RNA Purification dé trong dng nghiém 2 ml. Pay nip nhe
nhang, ly tam 1 phat & toc d6 > 12000 vong/phut. Loai bo dich bén dudi ¢ dng
nghiém 2 ml. Lap lai cho dén khi hét dich ly giai té bao & budc s6 3. Két thuc
chuyén cot GeneJET RNA Purification vao dng nghiém 2 ml méi.

Buoce 5. Thém 700 ul Wash Buffer 1 vao c6t GeneJET RNA Purification.
Pay nap, ly tam tdc do > 12000 vong/phut trong 1 phit. Loai bo dich bén dudi
& 6ng nghiém 2 ml.

Buoc 6: Thém 600 pl Wash Buffer 2 vao cot GeneJET RNA Purification.
Pay nép, ly tam tdc do > 12000 vong/phit trong 1 phit. Loai bo dich bén dudi
& dng nghiém 2 ml.

Buéce 7: Thém 250 ul Wash Buffer 2 vao cot GeneJET RNA Purification.
Pay nap, ly tam tdc do > 12000 vong/phut trong 2 phit. Loai bo dich bén dudi
& 6ng nghiém 2 ml. Bé cot GeneJET RNA Purification vao mot dng nghiém
1,5 ml moi.

Buée 8: Thém 100 pl nude RNase-free truc tiép vao mang cot spin. Pong
nip nhe nhang va ly tam téc do > 12000 vong/phit trong 1 phat. Bo cot
GeneJET RNA Purification di, thu dugc RNA, bdo quan & nhiét 4o -20 dén -
70°C cho t6i khi str dung.

* Quy trinh tong hop cDNA theo hudng dan cua kit ctia hing Thermo Fisher
Scientific, Hoa Ky)

- Bude 1. Tong hop chudi cDNA thir nhdt

Ra dong, tron déu va ly tim nhanh hdn hop kit dé ¢ da lanh.

Thém cac héa chit vao dng nghiém vo tring khong cé nuclease tu do

theo chi dan duédi day:
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Thanh phan Noi dung Thé tich
Mau RNA RNA toan bo hay poly 10 pl
primer Olig (dt)1g primer 1l
Random Hexamer primer 1l
Téng thé tich 12 ul

- Bude 2. Ly tam nhanh va i am & 65°C trong 5 phit.
- Buéc 3. Thém hén hop duéi ddy theo hwéng dan

+ 5X reaction Buffer 4 ul
+ Ribo lock Nnease Inhibiter (20u/ul) 1l
+10mM dNTP Mix 2 ul
+ Revert Aid M-Mul VRT (200 u/ul) 1l
+ San pham cia budc 1 12 wl
+ Tong 20 ul

- Bucdc 4. Tron nhe nhang va Iy tdm nhanh

- Buée 5. U trong 5 phiit ¢ 25°C sau dé la & 42°C trong 60 phut.

- Buéc 6. Hoan thanh phan g nay ¢ nhiét do 70°C trong 5 phut. San
phdam phdn ieng phién md nguoc cé thé dwoc sir dung truc tiép trong cdc phdn
vng PCR hodc bao quan ¢ -70°C.

Biéu hién mRNA ciia té bao CAR-T duoc phan tich bang cach sir dung
Realtime PCR véi cac primer dugc thiét ké trén NCBI Primer-Blast va nhap tir

Cong ty Phu Sa:
STT| Tén moi Trinh ty (5’ - 3%) Chiéu dai

. 34-F TAGCGCCACGAACTTCTCTCT 185 bp
34-R GCTTGCCGTAGGTGGCAT

, 39-F CACCTACGACGCCCTTCACA 179 bp
39-R TGTGGCCGTTTACGTCGC
42 -F TGCAGAAAGATAAGATGGCGGA

3 42 -R TAACAGAGAGAAGTTCGTGGC 179 bp
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Hon hop phan tmg Realtime PCR chira 10 pl Master Mix cé Syber Green
2X (Hang Invitrogen, Thermo Fisher, Hoa Ky); 3,0 ul mau cDNA; 1,0 pl primer
forward; 1,0 pl primer reverse va 7,0 pl H:0, cho thé tich cudi cing 14 20 uL.

Chu trinh nhiét gdm: hoat héa & 95°C trong 2 phut, 45 vong gém 95°C
trong 15 gidy (bién tinh), 60°C trong 20 gidy (gin mdi), 72°C trong 30 gidy
(kéo dai). Két thuc phan tmg & 72°C trong 2 phit.

Mau chimg am va chimg duong 1én dung mot san pham theo duy kién 1a
mot duong cong noéng chay. Miu khéng c6 tin hiéu ¢ ca 3 cip mdi thi khong
c6 bicu hién gen CAR va miu c¢6 tin hiéu 1 ¢6 biéu hién gen CAR.
2.3.3.3. Ddnh gid tinh an toan ciia khoi té bao CAR-T phoi hop véi khing
thé khdng PD-1

Chudt nhat trang, s6 luong 60 con duoc chia lam 4 nhom, mdi nhém 15 con
(8 chudt cai va 7 chudt duc). Mbi nhom duoc nudi vao 2 16ng chudt céi va chudt duc
riéng biét:

- Nhém 1 (chang): Tiém 0,1 ml PBS/chudt duong phuc mac + Tiém 0,1
ml PBS/chudt duong tinh mach dudi.

- Nhém 2 (CAR-T): Tiém 108 t& bao CAR-T/0,1ml/chudt dudng phuc
mac + Tiém 0,1 ml PBS/chudt duong tinh mach duoi.

- Nhém 3 (PD-1 Ab): Tiém 0,1 ml PBS/chudt duong phdc mac + Tiém
khang thé khang PD-1 (250ug)/0,1ml/chudt dudong tinh mach dudi.

- Nhom 4 (CAR-T + PD-1 Ab): Tiém 10° té bao CAR-T/0,1ml/chuot
duong phic mac + Tiém khang thé khang PD-1 (250ug)/0,1ml/chudt duong
tinh mach duoi.

*C4c chi ti€u theo doi trude va trong qua trinh nghién ctlru:

Tinh trang chung dugc theo ddi hang ngay, thé trong ctia chudt duoc theo

déi hang tuan trong qué trinh nghién ciu. Két thac thi nghiém sau bdn tuan

theo ddi, tién hanh lay mau chuét, quan sat hinh anh dai thé cac co quan cua
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chuét, 1ay mau mé gan va than cua 100% sb chudt thi nghiém ¢ 4 nhom dé tién
hanh 1am céc xét nghiém va phan tich két qua:
a. Ddnh gid anh huéng dén chirc nang tao mau

Thong qua sb lugng hong cau (HC), ndng do huyét sac td, sé luong bach
cau (BC), cong thirc bach cau, sb luong tiéu cau (TC) & xét nghiém tdng phan
tich té bao méu thyc hién trén may XN1000 (Sysmex - Nhat Ban).

Nguyén ly may xét nghiém tong phan tich té bao mau:

- Xét nghiém dém sé luong bach cau st dung phuong phap dém té bao
dong chay sir dung Laser ban din va phan loai té bao bang cach chiéu chum
Laser c6 budc song 633nm va phan tich cudng do anh sang tan xa thang (FSC),
anh sang tan xa bén (SSC), va anh sang huynh quang bén (SFL). Cuong do cua
hai loai 4nh sang tan xa (FSC va SSC) phan anh dugc cau tric bé mat cua té bao,
hinh dang hat, cdu trGic nhan té bao, chi sé khc xa, va do phan xa cua té bao.
Nhin chung, tin hiéu FSC s& manh hon véi cac té bao c6 kich thudc 16n, va tin
hiéu SSC tré nén manh hon voi té bao ¢ cau tric nhan bén trong phic tap hon.
Cuong d6 anh sang huynh quang chi yéu phan anh loai va sé luong axit nucleic
va c4c bao quan cua té bao; ba loai tin hiéu nay dugc dung dé dém va phan loai
c4c té bao bach cau, hong cau c6 nhan, hong cau ludi va tiéu cau.

- Kénh do RBC/PLT dém céc té bao hdng cau va tiéu cau bang phuong
phap tré khang st dung dong chay dong hoc. Mau pha loang duoc dua qua khe
dém va cac té bao mau sé duogc tao ap luc di vao khe dém nho dong chay tap
trung. Khi té bao di qua chinh gitta khe dém, cac thdng tin thé tich caa té bao
phan anh qua xung dién sé dugc ghi nhan chinh xac.

- Xét nghiém dinh luong Hemoglobin dya trén nguyén Iy té bao hong
cau bi pha v bai hoa chat ly giai, giai phong ra Hemoglobin ty do, két hop véi
thudc thtr thich hop tao thanh phtic hop 6n dinh. May phan tich s& chiéu anh
sang Laser qua dung dich chira phitc hop nay va do d6 hap thu anh sang dé tinh

toan ra nong do Hemoglobin trong méau ngoai vi.
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b. Bdnh gid dnh hwdng dén chire ndng gan, than

- Muc d6 hiy hoai té bao gan thong qua dinh lugng hoat do enzym trong
mau: AST (Aspartate transaminase), ALT (Alanine transaminase).

- Panh gia chuc ning than thong qua dinh luong ndéng do Ure,
Creatinin huyét tuong.

Mau tinh mach ngoai vi cua chudt dugc dugc ly tdm 5 phat, tbe do 5000
vong/phut, sau d6 tach huyét twong va thuc hién cac xét nghiém Uré, Creatinin,
GOT/AST va GPT/ALT. Cac xét nghiém dugc thuc hién trén hé théng xét
nghiém sinh hdéa AU580 (Beckman Coulter - Hoa Ky). Xét nghiém dat tiéu
chuan 1SO 15189-2012, noi kiém xét nghiém toi thiéu 2 1an/1 ngay.

c. Mo bénh hoc

Két thuc thi nghiém tién hanh mo va quan sat dai thé toan bo cac co quan
cua chudt bang ky thuat nhuom tiéu ban HE va soi trén kinh hién vi quang hoc
dé danh gia cau trlic vi thé gan, than ctia 100% sé chudt & mdi 16. Cac mau bénh
pham gan, than sau khi 13y ra khoi co thé chudt dugc cd dinh ngay trong formol
trung tinh 10% vai thé tich dung dich ¢é dinh gap 20 - 30 lan thé tich bénh
pham. Sau d6 bénh pham dugc gui ngay téi khoa Giai phau bénh, Bénh vién
Quany 103.

- Nguyén ly cat nhuém Hematoxylin - Eosin:

Bénh pham sau khi chuyén dtic xong dugc cat mong thanh lat (c6 do day
tr 1pm dén vai chuc um) bang nhitng may cat mong (microtome) khéac nhau
dé anh sang co thé di qua duoc, két hop nhuém mau nén quan sat duoc hinh
dang c4u trdc cua té bao hoac mé dudi kinh hién vi.

- Tién hanh k§ thuat:

+ Bénh pham duc trong khdi paraffin duoc cit thanh céc 1at mong tir 3-
5um, sau d6 duogc ¢ dinh trén lam kinh.

+ Lam kinh dugc dua qua cac bé nhuom chira cac hda chat khac nhau
dé nhuom mau nhan va bao tuong cua té bao cling cac thanh phan khéac ngoai
té bao.
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+ Nhuém nhan véi Hematoxylin va nhuém bao twong véi Eosin.

+ Sau khi nhuém xong soi trén kinh hién vi quang hoc nhan té bao bét
mau xanh, bao twong bat mau hong do 1a dat yéu cau.

- Boc két qua trén kinh hién vi quang hoc.

d. Pdnh gid khd néing bai tiét cytokin bang xét nghiém ELISA dinh lwong néng
do IL-2, IL-6, TNF-«a

- Kit IL - 2 (Mybiosourse) : Dé bo kit va mau ¢ nhiét dé phong (18-25 dd) trudc

khi st dung.

Quy trinh thyuc hién:

Buwdc 1: Chuan bi hoa chat

+Doi véi mau tiéu chuan: Thém 1ml Standard diluent vao Standard tube,
giir 10 phut & nhiét &6 phong, lac déu cho dung dich tan hoan toan (khéng tao
bot). Nong do dng vira pha 12 8000pg/ml. Chuan bi 7 6ng, mdi 6ng chira 0,5m
dung dich Standard diluent roi tién hanh pha lodng cac ong véi nong do tuong
ung 1000pg/ml, 500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml, 31,2pg/ml,
15,6pg/ml. Chuan bi 1 6ng cudi ciing chi chtra dung dich Standard diluent (6ng
blank véi nong d6 Opg/ml).

+Do6i voi mau thi: Can pha loding mau néu nong d6 mau vuot quéa duong
chuan. St dung PBS dé pha lodng mau.

+ Dung dich rira: Pha 20ml dung dich rira goc 30X vao 580 ml nuéc cat
dugc 600ml dung dich rira tiéu chuan nong do 1X.

+ Chuan bij dung dich Detection reagent A va Detection reagent B: Pha
lo&ng 100 1an biang cach cho 120pl dung dich Detection reagent A va Detection
reagent B vai 12ml dung dich Assay diluent A va Assay diluent B twong ung.
Buéc 2: Panh dau céc giéng voi tén twong ung: 7 giéng cho mau tiéu chuan
(standard), 1 giéng trang (blank) va mau thir vao giéng. Dan tAm mang che khay

dia va i ¢ 37°C trong 1 gio (100pl/giéng).
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Buéc 3: Boc tim mang che khay dia, loai bo dung dich trong dia. Thém 100pl
dung dich Detection reagent A vao c4c giéng, dan tam mang che khay dia va u
& 37°C trong 1 gio.

Buréc 4: Loai bo dung dich, rira cac giéng 3 1an véi dung dich ria 1X trong 1-
2 phat/1an (350pl/giéng).

Buéc 5: Thém 100ul dung dich Detection reagent B vao céc giéng, dan tim
mang che khay dia va u & 37°C trong 1 gio.

Buéc 6: Loai bo dung dich, rira cac giéng 5 1an véi dung dich rira 1X trong 1-
2 phut/lan (350pl/giéng).

Buwéc 7: Thém 90ul dung dich Substrate solution vao cac giéng. U tdi 37°C
trong 10-20 phut (khong quéa 30p, cac giéng chuyén sang mau xanh).

Buéc 8: Thém 50ul dung dich ding phan tng vao céc giéng, dung dich chuyén
sang mau vang.

Buéc 9: Poc két qua ngay & budc song 450nm.

- Kit TNF-a va IL-6 (Mybiosourse): Bé b kit va mau ¢ nhiét do phong (18-25
do) trudc khi st dung.

Quy trinh thyuc hién:

Buéc 1: Chuan bi hoda chat

+ P6i voi mau tiéu chuan va mau thir: chuan bi twong tu quy trinh IL-2.

+ Dung dich rira: Pha 30ml dung dich ria gc vao 720 ml nuée cat duoc
750ml dung dich rira tiéu chuan (Lam 4m dung dich rira goc ¢ 40°C va lac déu
dén khi dung dich tan hoan toan)

+ Chuan bi dung dich khang thé khang biotyl - Biotinylated detection Ab
working solution: Pha lodng bang cach cho 120ul dung dich Concentrated
biotinylated detection Ab vai 14ml dung dich Biotinylated detection Ab diluent.

+ Chuan bj dung dich HRP Conjugate working solution: Pha lodng bang
cach cho 120ul concentrated HRP conjugate véi 14ml dung dich HRP

conjugate diluent.
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Buéc 2: Panh diu céc giéng véi tén tuong ung: 7 giéng cho mau tiéu chuan
(standard twong ung néng do: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25), 1 giéng tring
(blank) va mau thir vao giéng. Dan tam mang che khay dia va u & 37°C trong
1,5 gio (100pl/giéng).

Buoc 3: Loai bé dung dich trong dia, thém 100ul Biotinylated detection Ab
working solution, dan tim mang che khay dia @ 37°C trong 1 gio.

Buéc 4: Loai bo dung dich trong dia, thém 350u1 Wash buffer/giéng, gitr 1-2
phut, rira 3 1an.

Buéc 5: Thém 100pl HRP Conjugate working solution vao céc giéng. Dan dia
vau ¢ 37°C trong 30 phdt.

Buéc 6: Loai bo dung dich trong dia, thém 350u1 Wash buffer/giéng, gitr 1-2
phut, rira 5 lan.

Buwéc 7: Thém 90pl Substrate reagent vao cac giéng. Dan tim mang che khay
dia va u toi ¢ 37°C trong 15 phit.

Buréc 8: Thém 50ul Stop solution vao cac giéng.

Buéc 9: Boc dia ¢ budc song 450nm.

2.3.3.4. Panh gid khd ning ly gidi té bao CD19+ ciia CAR-T két hep Véi
khang thé khang PD-1 in vitro bang ky thudt Flow Cytometry

* Nguyén ly:

Str dung chat nhudm té bao huynh quang Carboxyfluorescein succinimidyl
ester (CFSE) dé danh dau té bao ung thu bach cau. Pay 1a mot chat nhudém co
lién két on dinh khi tich hop vao trong té bao va giit lai & té bao trong thoi gian
dai, thuéc nhudm s& khong dugc chuyén sang cac té bao lan cén.

St dyng chit nhuém nhan té bao phat huynh quang 1a 7-Amino
Actinomycin D (7-AAD) dé kiém tra ty 1é té bao ung thu bi ly giai trén quan
thé té bao ung thu bach cau duong tinh v6i CFSE.

7-AAD la loai thudc nhudém nhén phat huynh quang, chung c6 kha ning

lién két rat manh véi ADN cuia nhan té bao. Khi té bao & trang thai binh thudng,
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chat nay khong thé xaAm nhap vao bén trong dé gin v6i ADN cua nhén té bao
séng. Chi khi mang té bao bj ton thuong 7-AAD méi c6 thé di vao trong té bao
va lién két véi ADN nhan té bao. Do d0, sit dung chit nhudm nhan 7-AAD d&

dang phat hién mang té bao bi ton thuong, té bao chét.

QB0 FMSLyrk

Hinh 2. 1. May dém té bao dong chay BD FACSLyric
* Nguon: Chup tai B6 mon Sinh Iy bénh - Hoc vién Quan Y
* Quy trinh thyc hién:

- Budc 1: chuan bi té bao

+ Cac dong té bao ung thu duoc rira hai lan véi PBS 1X (ly tam 300g,
10 phit).

+ Nhuém CFSE danh dau cc dong té bao ung thu: cho dung dich nhuém
CFSE vao hoa tan té bao da chuan bi & mat ¢ 107 t& bao/ mL. U 15 phdt trong
t6i & 37°C.

+ Rua té bao voi 10mL RPMI + 1%FBS (ly tam 400g, 5 phat).

+ Té bao sau d6 duoc hoa tan bang RPMI, 10% FBS vé mat d6 10%/mL,
dém té bao va chuyén 10° té bao/ giéng vao cac dia nudi cdy 24-giéng va duogc
nudi it nhat 30 phut trude khi bo sung té bao PBMC, té bao CAR-T va PD-1 Ab.

+ Té bao PBMC, CAR-T duoc rua hai lan véi PBS 1X (ly tam 400g, 5

phut) sau d6 hoa tan vao méi treong nudi cdy TB méi va dém sd luong té bao.
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- Budc 2: déng nudi cay té bao

+ Giéng c6 cac té bao ung thu Daudi/ Raji/ K562 (Target) duoc bd sung
céc té bao PBMC, CAR-T (Effector) theo ty Ié target:effector (T:E) 1:2, 1:5, 1:10.
Khéng thé khang PD-1 bd sung vao giéng véi nong do 20pg/mL va giéng diéu tri
két v6i voi CAR-T theo cac ty 18 target:effector (T:E) 1:2, 1:5, 1:10. Vi ¢& mau
mdi ty 1é n=3, lap lai & 3 giéng doc 1ap. Hon hop té bao duoc nudi 6 gio trong ta
am 37°C, 5% CO,, 6 4m >90% trudc khi dwoc phan tich bang flow cytometry.
- Bué6c 3: chuan bi miu té bao va chay flow cytometry

+ Sau 6 gid dong nudi cay, toan bo té bao dugc thu va rira 2 1an bang
PBS 1X.

+ Nhudém vai 1uL 7-AAD 1X trong 500 uL PBS 1X u trong 5 phut &
nhiét d6 phong trong budng téi.

+ Sau d6 ly tam & 300 vong/phut trong 10 phdt, loai bo phan dich noi
phia trén. Hoa tan lai v&i 500 pL PBS ¢6 bo sung 0,1% BSA.

+ Chay flow cytometry trong 1 gior danh gia ty 16 té bao bat mau CFSE chét.
+ Budc 4: doc két qua

Panh gia ty 1é té bao chét trén hé théng FACSIyric (BD) gém: xéac dinh
quan thé té bao can danh gia 1a quan thé té bao ung thu dwong tinh véi CFSE.
Quan thé 7-AAD duong tinh trong quan thé duong tinh véi CFSE dugc chon
cho dém ty I¢ té bao song chét.
2.3.3.5. Pdnh gid khd néng bai tiét cytokin ciia khéi té bao CAR-T phéi hgp
véi khang thé khang PD-1 trén in vitro

Kha ning bai tiét cytokin cua cac té bao CAR-T phdi hop voi khang thé
khang PD-1 khi dong nuéi cay voéi té bao CD19+ s& dugc tién hanh trén hai
dong té bao ung thu CD19+ 1a Daudi va Raji tai 2 thoi diém 24 gid va 48 gio.
Té bao CD19- dugc sir dung dbi chung 1a K562 va nhém chang sir dung té
bao PBMC.
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- Nghién ctru dugc thiét ké trén 4 nhom:

+ Nhém PBMC (chtng) (n = 3): 10/mL té bao PBMC dugc nudi dong
thoi cing 108/mL té bao ung thu (Daudi/Raji/K562).

+ Nhém PD-1 Ab (n = 3): 10¢/mL té bao ung thu (Daudi/Raji/K562)
dugc bo sung 20pg/mL PD-1 Ab.

+ Nhém CAR-T (n = 3): 108/mL té bao CAR-T duoc nudi déng thoi cung
10%/mL té bao ung thu (Daudi/Raji/K562).

+ Nhém CAR-T+PD-1 Ab (n = 3): 108/mL té bao CAR-T + 20pg/mL
PD-1 Ab dugc nudi dong thoi cing 10%/mL té bao ung thu (Daudi/Raji/K562).

- Sau 24 gio va 48 gid hdn hop té bao dugc thu va tach dich nudi cay té
bao dé dinh luong nong d6 IL-2, IL-6 va TNF-a bang cac bd sinh pham 1L-2
Human ELISA Kit, TNF-a Human ELISA Kit, IL-6 Human ELISA Kit cua
héng Thermo Fisher Scientific.
* Quy trinh thyc hién:
Burée 1: Chuan bi hoa chat

- Dung dich gan Coating buffer (1X): Pha lodng 10 lan bang cach cho
2,5ml dung dich goc (coating buffer 10X) voi 25ml nude khtr ion.

- Khang thé gan Capture antibody: Pha loang 250 lan bang cach cho
100ul capture antibody vo1 25ml coating buffer 1X.

- 5X ELISA/ELISPOT diluent: Pha lodng 5 1an bang cach cho 30ml dung
dich gbc voi 150ml nuée khir ion.

- Chuan bi cac nong d¢ standard.

- Khang thé phat hién Detection antibody: Pha lodng 250 1an bang cach
cho 100ul Detection antibody vdi 25ml dung dich 1X ELISA/ELISPOT diluent

- Enzym: Pha lodng 100 lian bing cach cho 250ul pre-titrated
Streptavidin-HRP concentrate (Kit IL-2 str dung Avidin-HRP) concentrate voi
25ml dung dich 1X ELISA/ELISPOT diluent.
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Burée 2: Tra 100ul Coating buffer da pha lodng vao cac giéng. Dan tim mang
che va i qua dém ¢ 4°C.
Burée 3: Loai bo dung dich trong dia va rira 3 1an véi Wash buffer.
Burée 4: Ch dinh cac giéng véi 200u] dung dich ELISA/ELISPOT Diluent 1X.
Pé & nhiét d6 phong trong 1 gid.
Bude 5: Chuén bi mau tiéu chuan
- Loai bo dung dich va rira tdi thiéu 1 1an voi Wash buffer.
- Tra mau tiéu chuin, miu trang (blank) va miu thir vao giéng
(100p1/giéng, mau tiéu chuan lap lai 2 1an & 8 nong d6 khac nhau).
- Dan tim mang che khay dia, i & nhiét 46 phong trong 2 gid.
Burée 6: Loai bo dung dich trong dia va rira 3 lan voi Wash buffer.
Buée 7: Thém 100ul dung dich Detection antibody d3 pha lodng vao cac giéng.
Dan tim mang che khay dia va u ¢ nhiét d6 phong trong 1 gio.
Burée 8: Loai bo dung dich trong dia va rira 5 1an voi Wash buffer.
Buée 9: Thém 100pl dung dich Streptavidin-HRP da pha vao cac giéng. Dan
tam mang che khay dia va @ & nhiét d6 phong trong 30 phut.
Buéc 10: Loai bé dung dich trong dia va rira 7 1an véi Wash buffer.
Buée 11: Thém 100ul dung dich 1X TMB Solution vao cac giéng. Dan tdm
mang che khay dia va u ¢ nhié¢t d0 phong trong 15 phut.
Bude 12: Thém 100ul dung dich dimg phan tGng (Stop solution) vao mdi giéng (Kit
IL-2 thém 50 pl dung dich Stop solution). Do mat d¢ quang (OD) ngay ¢ budc song
450 nm bang may doc ELISA DARS00 ctia hing Diaglostic Automation, Inc (M¥).
X4y dung duong chuan cho ting dia Elisa va tinh toan ndng do cho

trng mau can do.
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Log(Y) = -0,04 x Log(X)*+ 1,07 x Log(X) - 1,96
3

Mat do quang (OD)

) 01+ - — — . ———————7
10 100 16 +0¢

Néng dé (pg/ml)
Hinh 2.2. Hinh anh duong chuan trong Kit ELISA 1L-6

Qua trinh thi nghiém duoc tién hanh tai Labo Sinh hoc phan ti - BO mon
Sinh ly bénh - Hoc vién Quan vy.
2.4. PHUONG PHAP PHAN TiCH KET QUA, XU LY SO LIEU

Cac sb liéu nghién ctru duoc xt ly theo céc thuat toan théng ké ap dung
trong y sinh hoc. Sir dung phan mém IBM SPSS 22.0 va GraphPad Prism 8.0.
- Phan tich sb liéu:

+ So sanh ty 1¢ phan trim bang phép kiém Chi square hodc Fisher-Exact.

+ So sanh trung binh cta 2 nhom ddc 1ap bang phép kiém student (t) d6i
v6i bién s6 tuan theo phan phdi chuan hodc phép kiém Mann-Whitney U test
d6i voi bién s6 khong tuan theo phan phdi chuan.

+ So sanh trung binh ctia nhiéu hon 2 nhém doc 1ap bang phép kiém
ANOVA mot chiéu ddi v6i bién s6 tudn theo phan phdi chuan hodc phép kiém
Kruskal-Wallis test d6i v6i bién s6 khong tuan theo phan phdi chuan. Phan tich
poshoc ctia phép kiém ANOVA bang phép kiém Turkey hodc Games-Howell.

+ So sanh ghép cap sir dung paired-sample T test v&i bién s6 tuan theo
phan phéi chuan hodc phép kiém Wilcoxon d6i véi bién sé khong tuan theo

phan phdi chuan.
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+ Hé sd twong quan Spearman dugc tinh toan néu it nhat c6 mot dai
luong 14 bién lién tuc c6 phan bd khong chudn. Tinh chit ché caa quan hé dugc
xac dinh theo cac gia tri:

o |r|[<0,3: it tvong quan

o 0,3<|r|<0,5: twong quan muc do vira
o 0,5<|r|<0,7: tuong quan kha chat ché
o |r|>0,7: tuong quan rat chit ché

o 1 (+): tuong quan thuan

o r(-): tuong quan nghich

- Gié tri p < 0,05 dugc xem 13 co ¥ nghia thong ké:

* ' p<0,05
** 1 p<0,01
*** 1p<0,001

Fxx% 1 p <0,0001
2.5.PAO PUC NGHIEN CUU TREN PONG VAT
Pong vat thi nghiém dugc nudi trong diéu kién thi nghiém dam bao nhiét
d6, anh sang, thie an va nudc udng day du. Cac thao tac, quy trinh thi nghiém
trén dong vat duoc thuc hién theo dung tiéu chuan, quy dinh cua phong thi
nghiém dong vat tai Trung tdm nghién ctru dong vat thuc nghiém - Hoc vién
Quan .
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2.6. SO DO NGHIEN CcUU

Nudi ciy € bio PBMC. CAR-T

Nuédi cdy 1 bao ung thur
Daudi, Raji. K562

l In vivo
In vitro
r
\ . . Mhids
Mhém Mhiim Whém Nhm Mhiom MNham Mhom . um__
. - CAR-T + . CAR-T
chimg CAR-T PD-1 Ab PD-1 Ab chimg PD-1 Ab | CAR-T PD-1 Ab
n=15) {n=15) n=15 (n=15) {n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

pJ

k4

.. l

XN vi khuin,
Flow cytometry,
Realtime PCR,

- Theo ddi tinh trang toan thin,
trong lwgng chudit 4 tuan.
= XM tong phin tich TB miu,

Dinh giaty 1¢ TB XN ELISA dinh
Iy gian bang Flow luong nong do 11.-
cytometry sau 6 2, IL-6, TNF-u

Dinh gid tinh an toin ciia khoi 1é bao
CAR-T phoi hop voi khdng thé khidng
PD-1 trén thue nghiém.

Endotoxin. AST. ALT. Ure, Creatinin, giai giv  dong nudi (24 gidr va 48 gidr)
phiu bénh mé gan, thin: nong do cay.
IL-2, 1L-6, TNF -
L A L J
Muc tiéu 1: Muec tiéu 2:

Dnh gid tdc dung khdng mot .1-:6 dong té
bao wng m{r bach cdu ciia khoi 1é bao
CAR-T phoi hop wi khdng thé khang

PD-1 trén the nghiém.

Két ludin
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Chuong 3
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. CHAT LUQNG KHOI TE BAO CAR-T VA TiNH AN TOAN CUA
KHOI TE BAO CAR-T PHOI HQP VOI KHANG THE KHANG PD-1
TREN THUC NGHIEM
3.1.1. Chét lwgng cia khéi té bao CAR-T
- Tinh ti¢t trung:

Bang 3. 1. Két qua danh gia tinh tiét tring cua khoi té bao CAR-T

Mau Xét nghiém Két qua
Vi khuén hiéu khi Am tinh

Chung : -
Vi khuén ki khi Am tinh
Vi khuén hiéu khi Am tinh

PBMC q -
Vi khuén ki khi Am tinh
Vi khuén hiéu khi Am tinh

CAR-T - -
Vi khuan ki khi Am tinh
Vi khuén hiéu khi Am tinh

PD-1 Ab q -
Vi khuén ki khi Am tinh
Vi khuén hiéu khi Am tinh

CAR-T + PD-1 Ab 7 -
Vi khuan ki khi Am tinh

Sau khi 1am xét nghiém vi khuan nuéi cay va dinh danh trén hé thong tu
dong hiéu khi va ki khi cia méi trudng nudi cdy chiung, PBMC, CAR-T, PD-
1, CAR-T + PD-1 Ab déu cho két qua am tinh.
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- Ty 1€ biéu hién CAR:
Té bao T khdng chuyén nap Té bao T chuyén nap
CAR- CAR+

22 Nag

=

Hinh 3. 1. Ty I¢& biéu hién té bao CAR-T
Ty 1& biéu hién ctia CAR trén bé mat té bao T sau qué trinh chuyén nap
duoc phan tich bang phuong phép té bao dong chay. Két qua cho thdy khoang
26,13% té bao T c¢6 biéu hién CAR trén bé mit ciia chiing (14 ty 1¢ dwong tinh
FITC). Té bao T khong duoc chuyén nap khéng c6 biéu hién CAR trén bé mit
ctia chung. Té bao CAR-T dugc ting sinh cho nhitng thi nghiém tiép theo.
- Biéu hién ctia té bao CAR-T bang k¥ thuat Realtime PCR:

Lot oo

0
1"

A B
Hinh 3. 2. Biéu hién CAR bing Real-time PCR
A. CAR-Primer: 1,2,3: TB CAR-T 4,5,6: TB PBMC 7,8, 9: Ching am
B. GAPDH-Primer: 10: TB CAR-T 11: TB PBMC 12: Ching &m

Nham danh gid biéu hién cta té bao CAR-T sau khi phan tich realtime PCR
Vi ba cap moi dic hiéu cho ving gen biéu hién phan tir CAR cua té bao CAR-T, té
bao chimg PBMC, nudc. Két qua cho thay tir chu ky thtr 20 & ca ba cap moi, mau
CAR-T ¢0 tin hiéu, chimg t6 c6 biéu hién gen CAR. Trong khi d6 miu PBMC va
chimg 4m (nudc) khong c6 tin hiéu ¢ ca ba cip mdi, chimg to khong c6 biéu hién
gen CAR.
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- Ham lugng Endotoxin:

Bang 3. 2. Két qua dinh luong Endotoxin méi truong té bao CAR-T

MAau méi truong Két qua
Chang <0,1 EU/mI
Té bao CAR-T <0,1 EU/mI
Té bao CAR-T + PD-1 Ab <0,1 EU/mI

Gidi han ndi doc t6 cho phép 1a tir 0,005 - 0,5 EU/ml. Két qua cho thay
mau dich moi truong té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab déu trong
giai han cho phép.

3.1.2. Tinh an toan ciia khdi té bao CAR-T va CAR-T phoi hop véi khang
thé khang PD-1 trén thue nghiém

3.1.2.1. Tinh trang toan than cia chugt trong qua trinh thi nghiém

- Tinh trang chung:

Sau khi tiém té bao CAR-T va PD-1 Ab trong qua trinh theo d&i chuot
van in udng, van déng binh thuong, nhanh nhen, 16ng muot, mat trong, hau
mon khd, khdng thay biéu hién di 1ong. Tai vi tri tiém da chuét binh thuong,
khong chay méu, khong nhiém tring. Ty 1é chudt song ¢ 4 nhém 1a 100% cho
dén ngay cudi cung cuaa thi nghiém.

- Su thay ddi trong lwong chudt trong qué trinh thi nghiém
Bang 3. 3. So sanh trong Iwgng trung binh caa chudt trudce thi nghiém

o Thong so N X +SD o
Nhom 1 (chang) 15 29,98 £ 2,33

Nhom 2 (CAR-T) 15 29,88 £ 0,96 > 0.05
Nhom 3 (PD-1 Ab) 15 31,28 + 2,09 ’
Nhom 4 (CAR-T+PD-1 Ab) 15 30,78 £ 1,77

# ANOVA test

Truéc thi nghiém, khéi lugng trung binh ca 4 nhém chudt thi nghiém
tuong duong nhau, khéng thay sy khac biét co y nghia thong ké vai p > 0,05.
Chuot thi nghiém duoc can 2 1an mdi tuan dé danh gia su thay doi trong luong
cua tirng nhom chuét.




Trong lwong chudt
9)

25
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LS I

Chirng

CAR-T

PD-1 Ab

CAR-T + PD-1 Ab

T
2

T
3

The&i gian (Tuén)

Hinh 3. 3. Anh huéng cua té bao CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1
dén trong luong chuot

Theo ddi trong qué trinh thi nghiém thay trong lwong chudt & cac nhém
déu tang so voi trude thi nghiém. Trong luong chudt tai cac thoi diém ngay 0,
ngay 7, ngay 14, ngay 21 va ngay 28 & cac nhom CAR-T, PD-1 Ab va CAR-T
két hop PD-1 Ab tuong ty nhu & nhdm chiing, khdng thay su khac biét co y
nghia thong ké vai p > 0,05 (Hinh 3.3).

- Quan sat dai thé co quan ctia cac nhoém chudt sau khi két thic thi nghiém:

Hinh 3. 4. Hinh anh dai thé cac co quan & cac nhdm chuét
* Nguon: hinh anh chup chugt 1.1; 2.1; 3.9 va 4.9 khi két thic thi nghiém
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Trén ca 4 nhém khéng quan sat thiy c6 thay doi bénh Iy ndo vé mit dai
thé cta cac co quan tim, phdi, gan, lach, tuy, than va hé thng tiéu hoa caa chudt.

3.1.2.2. Anh hwéng dén chike ning tao mau cia chudt
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Hinh 3. 5. Anh huéng doi véi hé théng tao mau ¢ chuot
(N.S: p>0,05)

A : So sanh sé lugng bach cau, hong cau, tiéu cau, HGB va HCT 4 nhom
B : So sanh s6 lugng cé4c thanh phan bach cau 4 nhém
C : So sanh ty & phan tram cac thanh phan bach cau 4 nhém

Hinh 3.5 A, B, C cho thay sau 4 tuan tiém té bao CAR-T va PD-1 Ab,
cac xét nghiém chi s6 dong hdng cau (sé lwong HC, ndng d6 hemoglobin -
HGB, HCT, s6 lugng bach ciu, s6 lwong va ty 18 phan trim cac thanh phan
bach cau, sb luong tiéu cau) & ca 3 nhém CAR-T, PD-1 Ab va CAR-T + PD-1
Ab khong c6 su khac biét c6 ¥ nghia thdng ké so véi nhém ching (p > 0,05).
Céac nhom tiém CAR-T, PD-1 Ab ciing khong c6 su khac biét vé cac chi sb trén
s0 vai nhom tiém két hop CAR-T va PD-1 Ab.
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3.1.2.3. Anh huwéng dén cac chi sé AST, ALT va md bénh hec gan cia chudt

200- 80—
N.S

150

NS
-
2
100 404
-l
=T
20-
D—
0- T T T T
& ® W

AST (UIL)

[24]
Q
1

o o A A
SEEECY XQO T
A Yl
Q s

d?“l
Hinh 3. 6. Dac diém chi s6 AST, ALT gitra cac nhém
(ns: p > 0,05)

Két qua hinh 3.6 cho thay sau 4 tuan thi cac xét nghiém danh gia mac
d6 huy hoai té bao gan qua chi s6 AST va ALT & ca 3 nhdm CAR-T, PD-1
Ab va CAR-T két hop véi PD-1 Ab déu khdng c6 su khéc biét c6 ¥ nghia so
véi nhom ching (p > 0,05).

Bang 3. 4. So sanh twong d6i hoat do AST va ALT véi gia tri tham chiéu

& chuot
Nhém 1 Nhém 2 Nhém 3 Nhom 4
) (ching, (CAR-T, | (PD-1Ab, | (CAR-T+PD-
Chi s6 ~ _ _ _ p*
n = 15) n = 15) n=15) | 1 Ab, n=15)
n % n % n % n %
Giam 2 | 133 | 1 6,7 1 |67 3 20
AST >
Binh thuong | 13 | 86,7 | 14 | 93,3 | 14 [93,3| 11 73.3
(U/L) 0,05
Tang 0 0 0 0 0 0 1 6,7
Giam 0 0 0 0 0 0 0 0
ALT
Binh thuong | 15 | 100 | 15 | 100 | 15 | 100 | 15 100
(U/L)
Tang 0 0 0 0 0 0 0 0

# Fisher's exact test
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Két qua cho thay so vai khoang tham chiéu cua Silva-Santana G. va cong
su d3 bao cao, khdng c6 con chudt ndo co hoat 6 AST va ALT huyét thanh
tang dugc bao cao trong 3 nhdm PBMC, CAR-T va PD-1 Ab [114]. Nhom PD-
1 Ab chi c0 1/15 chudt c6 tang hoat @6 AST tuy nhién khdng co su khac biét
¢ y nghia théng ké so véi cac nhém con lai.

* Vi thé:

Nhém PD-1 Ab Nhom CAR-T + PD-1 Ab
Hinh 3. 7. Hinh thai vi thé gan chuét & cac nhém (HE vat kinh 20X)
* Nguon: hinh anh mé bénh hoc gan chugt so 1.1; 2.9; 3.4; 4.2
Hinh théi vi thé gan ¢ cac nhom khdng c6 su khac biét, nhu mé gan binh
thuong: Céc té bao gan sap xép thanh dai, thanh bé, giira cac dai, cac bé gan cd
xoang mach. Cac té bao gan khdng bi thoai hoa. Céac tinh mach khoang cira bi

sung huyét nhe.
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Bang 3. 5. Ty 1é thoai hoa hat giira bdn nhom

Thodi hda hat
. . " Ton
Nhom Chuét cai Chuét duc
15 o . thuong
(n=15) (n=8) (n=7) Khéc
n % n %
Nhom chirng 0 0 0 0 0
Nhom 2 (CAR-T) 5 62,5 0 0 0
Nhém 3 (PD-1 Ab) 3 37,5 3 42,9 0
Nhém 4 (CAR-T+PD-1 Ab) | 3 37,5 0 0 0

Chuot céi co ty 1€ thoai hoa hat cao hon 34,4% so vai 10,7% cua chudt
duc. Thodi hoa hat dugc phat hién ¢ 62,5% chudt cai dugc tiém té bao CAR-T
S0 V&i 0% chudt duc dugc tiém té bao CAR-T; 37,5% chudt cai str dung khéng
thé khang PD-1 so v&i 42,9% chuot duc st dung khang thé khang PD-1; 37,5%
chudt cai nhém két hop so vai chudt duc nhom két hop 12 0%. Khéng co ton
thuong khac nao dugc phat hién.

3.1.2.4. Anh huéng dén chi s6 Creatinin, Uré va mé bénh hoc than ciia chudt
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Hinh 3. 8. Két qua chi s6 Uré, Creatinin giira cac nhom
(p(1)(@) < 0,05; p(3)(4) < 0,001) (ns: p > 0,05; **: p < 0,01)
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Nong d6 Uré & ca 3 nhém CAR-T, PD-1 Ab va CAR-T két hop véi PD-
1 Ab déu khdng c6 su khac biét co ¥ nghia so véi nhém chang (p > 0,05). C6

su khac biét vé nong @6 Creatinin cua nhom CAR-T két hop véi PD-1 Ab so

véi nhém ching va nhdm PD-1 Ab véi p < 0,05. Tuy nhién chi sé Creatinin

ctia cac nhdm van nam trong mac gisi han binh thuong.

Bang 3. 6. So sanh twong ddi ndng d6 Creatinin va Uré véi gia tri tham chiéu

o chuot
Nnom1 | Nhom2 | Nhom3 | g'zzmi
] (chéng, (CAR-T, | (PD-1Ab, PD-1 Ab
Chi so = - - - ,
n=15) n=15) n=15) n = 15)
n % n % n % n %
Khong tang | 15 100 15 100 15 100 15 100
Uré
Tang 0 0 0 0 0 0 0 0
Khong tang | 15 100 15 100 15 100 15 100
Creatinin
Tang 0 0 0 0 0 0 0 0

Nong do Creatinin huyét thanh cua tat ca chudt trong cac nhom nghién

ctru déu nam trong khoang gisi han caa chuét chuét (35,37 + 8,84 pmol/L) theo

nghién ctu cua Stephen va cong sy nam 2004 [115].
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Nhom CAR-T + PD-1 Ab
Hinh 3. 9. Hinh thai vi thé than chudt & cac nhém (HE vt kinh 20X)
* Nguon: hinh anh mé bénh hoc thén chugt sé 1.1; 2.9; 3.4; 4.2
Hinh thai vi thé than & cac nhoém khéng cd su khéc biét, nhu mé than
binh thuong: V6 than c6 cac cau than, cac dng than va cac mach mau giira cac
dng than. Céc té bao biéu mo dng than khong bi thoai hda. Cac mach méu cau

than sung huyét nhe.
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3.1.2.5. Anh hwéng dén nong d¢ cac cytokin

Bang 3. 7. Nong do cytokin IL-6 cua cac nhém nghién cau

Chi sb IL-6 (pg/mL) ,
n
Nhom Trung vi (T phan vi) P
Nhom 1 15 129,01
(chang) (93,52 - 158,32)
p (1)(2) > 0,05
Nhom 2 97,32
15 p (1)(3) < 0,001
(CAR-T) (86,03 - 141,41)
p (1)(4) < 0,005
Nhom 3 86,03
15 p (2)(4) > 0,05
(PD-1 Ab) (82,34 - 93,52)
p (3)(4) > 0,05
Nhom 4 " 89,75

(CAR-T+PD-1 Ab)

(86,03 - 97,32)

# Mann-Whitney U test

Két qua ¢ bang 3.7 cho thay sau 4 tuan nong do IL-6 trong mau chuot &

nhém CAR-T khdng cé sy khéac biét so vai nhém chang. Nong do 1L-6 cua
nhém PD-1 va nhém CAR-T két hop vai khang thé khang PD-1 thap hon c6 y
nghia thong ké so voi nhdm ching (p < 0,05).

Bang 3.8. Ndng d6 cytokin IL-2 caa cac nhdm nghién ciu

Chi so IL-2 (pg/mL) \
n
Nhom Trung vi (T phan vi) P
Nhom 1 15 39,84
chin (35,70 - 52,96)
( 9 p (1)(2) > 0,05
Nhom 2 38,79
15 p (1)(3) > 0,05
(CAR-T) (35,70 - 43,02)
p (1)(4) <0,01
Nhom 3 44,10
15 p (2)(4) <0,01
(PD-1 Ab) (35,70 - 52,39)
p (3)(4) <0,01
Nhom 4 r 33,67

(CAR-T+PD-1 Ab)

(31,68 - 38,27)

# Mann-Whitney U test
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Nong do 1L-2 cua nhém CAR-T va khang thé khang PD-1 khéng c6 su
khé&c biét c6 ¥ nghia théng ké so vai nhém ching (p > 0,05). Tuy nhién, nhém
két hop CAR-T va khang thé khang PD-1 c6 ndng d¢ IL-2 thap hon c6 ¥ nghia
théng ké so vai cac nhom ching, CAR-T va khang thé khang PD-1 (p < 0,01).

Bang 3.9. Nong d6 cytokin TNF-a cta cac nhdm nghién cau

Chi sb TNF-a (pg/mL)
, n P
Nhom Trung vi (T phan vi)
Nhom 1 15 127,29
(ching) (110,26 - 185,68)
p (1)(2) > 0,05
Nhom 2 183,58
15 0 (1)(3) > 0,05
(CAR-T) (117,76 - 255,48)
0 (1)(4) < 0,001
Nhom 3 83,22
15 0 (2)(4) < 0,001
(PD-1 Ab) (74,62 - 226,50)
p (3)(4) < 0,001
Nhom 4 15 383,76
(CAR-T+PD-1 Ab) (278,30-418,89)

# Mann-Whitney U test

Nhém CAR-T va khang thé khang PD-1 c6 néng do cytokin TNF-a
khong c6 su khac biét co y nghia thong ké so véi nhém ching (p > 0,05). Tuy
nhién, nhom két hop té bao CAR-T va khéang thé khang PD-1 ¢ nong do TNF-
o cao hon ¢ ¥ nghia théng ké so véi nhém chiing, nhém CAR-T va nhém PD-
1 Ab (p <0,001).
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3.2. TAC DUNG KHANG TE BAO DONG UNG THU BACH CAU CUA
KHOI TE BAO CAR-T PHOI HQP VOI KHANG THE KHANG PD-1
3.2.1. Két qua danh gia tac dung ly giai té bao in vitro

3.2.1.1. Tac dung ly gidi té bao Daudi (CD19+)
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Hinh 3. 10. Ly giai té bao Daudi & 4 nhém véi T:E = 1:2
A: Hinh anh té bao ¢ 4 nhém nghién ctu (vat kinh 20): (1) nhém PBMC, (2) nhém PD-1
Ab, (3) nhém CAR-T, (4) nhém CAR-T + PD-1 Ab.
B: Ty Ié t& bao Daudi bi ly giai (ns: p > 0,05; ***: p < 0,001).
C: Hinh anh két qua ly giai TB Daudi caa TB CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab phan tich trén

Flow cytometry.
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O ty & T:E = 1:2 két qua cho thay ty Ié té bao Daudi bi ly giai khi dong
nudi cdy véi cua té bao CAR-T va CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1 lan
luot 12 36,19% va 34,73%. Ty I& niy cao hon so v6i nhdm ddng nudi cay véi té
bao PBMC va khéng thé khang PD-1 c6 y nghia thong ké vai (p < 0,001). Khdng
thay c6 su khéc biét c6 ¥ nghia thong ké vé ty 18 ly giai gitra nhdm dong nudi cay
Véi té bao CAR-T va nhom két hop CAR-T véi khang thé khang PD-1, nhom
dong nudi cay vai té bao PBMC va nhém khéang thé khang PD-1 (p > 0,05).
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Hinh 3. 11. Ly giai té bao Daudi & 4 nhém véi T:E = 1:5
A: Hinh anh té bao & 4 nhém nghién ctu (vat kinh 20): (1) nhém PBMC, (2) nhém PD-1
Ab, (3) nhdm CAR-T, (4) nhém CAR-T + PD-1 Ab.
B: Ty Ié t& bao Daudi bi ly giai (ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001).
C: Hinh anh két qua ly giai TB Daudi cia TB CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab phan tich trén
Flow cytometry.
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Ty 18 ly giai té bao Daudi cua nhém CAR-T va CAR-T két hop khéang
thé khang PD-1 cao hon ¢ ¥ nghia thong ké so véi nhdm PBMC va nhém
khang thé khang PD-1 ¢ ty 18 T:E = 1:5 (p < 0,001).

Khéng thiy c6 su khac biét co y nghia thong ké vé ty 18 ly giai gitra nhom
ddng nudi cay véi té bao CAR-T va nhom két hop CAR-T véi khang thé khang
PD-1; nhém dong nudi cay voi té bao PBMC va nhom khang thé khang PD-1
gty 16 T:E = 1:5 (p > 0,05).
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Hinh 3. 12. Ly giai té bao Daudi & 4 nhém véi T:E = 1:10
A: Hinh anh té bao & 4 nhém nghién cau (vat kinh 20): (1) nhém PBMC, (2) nhém PD-1
Ab, (3) nhdm CAR-T, (4) nhém CAR-T + PD-1 Ab.
B: Ty lé té bao Daudi bj ly giai (ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001).
C: Hinh anh két qua ly giai TB Daudi cia TB CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab phan tich trén
Flow cytometry.
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O ty 16 T:E = 1:10 ty 1¢ té bao Daudi ly giai ¢ khi dong nudi cy véi té
bao CAR-T la 74,21%, té bao CAR-T voi khang thé khang PD-1 dat ty I¢ ly
giai 74,28%, ty 1& nay cao hon c6 y nghia thong ké so véi nhdm chang PBMC
(p < 0,001). Khong thay c6 sy khac biét co ¥ nghia thong ké vé ty 18 ly giai
gitra nhom dong nudi cay voi té bao CAR-T va nhom két hop CAR-T vai khang
thé khéang PD-1, nhém PD-1 so v&i nhém chitng PBMC (p > 0,05).

Quan sat dudi kinh hién vi tai thoi diém 6 gio ¢ thé thiy giéng té bao
nhém CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab c6 ty 18 té bao Daudi séng thap
hon nhém chitng PBMC va nhém PD-1 Ab, mang té bao Daudi bj v& ra, mat
tinh tién tuc, xuat hién nhiéu manh té bao chét (Hinh 3.10 A, 3.11 A, 3.12 A).
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3.2.1.2. Tac dung ly giai té bao Raji (CD19+)
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Hinh 3. 13. Ly giai té bao Raji ¢ 4 nhém véi T:E = 1:2

A: Hinh anh té bao & 4 nhém nghién ciu (vat kinh 20): (1) nhém PBMC, (2) nhém PD-1
Ab, (3) nhém CAR-T, (4) nhom CAR-T + PD-1 Ab.
B: Ty Ié t& bao Raji bi ly giai (ns: p > 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001).
C: Hinh anh két qua ly giai TB Raji cia TB CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab phan tich trén
Flow cytometry.

Oty 18 T:E = 1:2 nhém CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab co ty 1é
ly giai t& bao Raji cao hon c6 ¥ nghia théng ké so véi nhdm chitng PBMC (p <
0,001). Ty Ié té bao Raji bi ly giai & nhom CAR-T 1a 13,89% va nhom két hop
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CAR-T véi khang thé khang PD-1 dat ty ¢ 13,04%, khong thay c6 su khéc biét
c¢6 ¥ nghia thong ké & 2 nhoém nay (p > 0,05). Ty ¢ ly giai ciia nhém PD-1 Ab
thap hon c6 ¥ nghia théng ké so véi nhém ching PBMC (p < 0,05).
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Hinh 3. 14. Ly giai té bao Raji & 4 nhom véi T:E = 1:5
A: Hinh anh té bao & 4 nhém nghién ctu (vat kinh 20): (1) nhém PBMC, (2) nhém PD-1

Ab, (3) nhém CAR-T, (4) nhom CAR-T + PD-1 Ab.
B: Ty lé té bao Raji bi ly giai (ns: p > 0,05; **: p < 0,01; ****: p < 0,0001).
C: Hinh anh két qua ly giai TB Raji cia TB CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab phan tich trén

Flow cytometry.
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Oty I& T:E = 1:5 ciing c6 thé thay ty 18 ly giai té bao Raji cia CAR-T va
CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1 twong ddi tét. Ty 18 nay cao khac
biét c6 y nghia théng ké so vi nhdm PBMC (p < 0,001). Ty I8 ly giai cua nhém
PD-1 Ab thap hon c6 ¥ nghia thng ké so véi nhém chimng (p < 0,05). Khéng
thay sy khéc biét co v nghia théng ké vé ty 18 ly giai té bao Raji gitra nhém
CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab (p > 0,05).
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Hinh 3. 15. Ly giai té bao Raji & 4 nhom véi T:E = 1:10
A: Hinh anh té bao ¢ 4 nhém nghién ctu (vat kinh 20): (1) nhém PBMC, (2) nhém PD-1
Ab, (3) nhém CAR-T, (4) nhom CAR-T + PD-1 Ab.
B: Ty Ié té bao Raji bi ly giai (**: p < 0,01; ****: p < 0,0001).
C: Hinh anh két qua ly giai TB Raji cia TB CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab phan tich trén
Flow cytometry.
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Hinh 3.15 cho thay & ty 18 T:E = 1:10 té bao CAR-T ciing thé hién kha
nang ly giai tot d6i v6i té bao Raji. Ty 1é té bao ly giai @ nhom CAR-T 12 24,2%
va nhém két hop CAR-T voi khang thé khang PD-1 dat ty 1& 44,11%, tuong
duong tang hiéu qua 1,82 1an. Ty 1é ly giai cia nhom CAR-T va nhom két hop
CAR-T v6i khang thé khang PD-1 cao hon c6 y nghia thong ké so véi nhém
chting PBMC (p < 0,001). Ty 18 ly giai cia nhom PD-1 Ab thap hon c¢6 ¥ nghia
thong ké so voi nhém chitng PBMC (p < 0,05).

O cac hinh 3.13 A, 3.14 A, 3.15 A c¢6 thé thay khi quan sat dudi vat kinh
20 ty l¢ té bao Raji bi ly giai & nhdm PD-1 rat thap, cac té bao Daudi van tron
déu va sang. Ty 1¢é té bao Raji bi ly giai & nhdm CAR-T va nhém két hop cao
hon; mang cac té bao Raji bi v& ra, mat tinh tién tuc, xuat hién nhiéu manh té

bao chét.
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Hinh 3. 16. Ly giai té bao K562 & 4 nhém véi T:E = 1:2
A: Hinh anh té bao & 4 nhém nghién ciu (vat kinh 20): (1) nhém PBMC, (2) nhém PD-1
Ab, (3) nhém CAR-T, (4) nhém CAR-T + PD-1 Ab.
B: Ty lé té bao K562 bj ly giai (ns: p > 0,05; * p < 0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001).
C: Hinh anh két qua ly giai TB K562 cua TB CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab phan tich trén
Flow cytometry.

Oty I& T:E = 1:2 ¢6 thé thay ty I¢ ly giai té bao K562 (CD19-) cua nhém
CAR-T va CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1 déu cao hon c6 ¥ nghia
théng ké so v&i nhoém ching PBMC (p < 0,01), tuy nhién ty 18 nay rat thap chi
dat 12,98% & nhdm CAR-T va 13,66% ¢ nhom két hop. Nhém PD-1 Ab ty 1¢
ly giai thap hon c6 y nghia thong ké so véi nhém ching PBMC (p < 0,05).
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Khéng thay c6 su khéc biét co ¥ nghia théng ké giita nhom don tri liéu té bao
CAR-T va két hop té bao CAR-T véi khéang thé khang PD-1 (p > 0,05).
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Hinh 3. 17. Ly giai té bao K562 ¢ 4 nhém véi T:E = 1:5
A: Hinh anh té bao & 4 nhém nghién ciu (vat kinh 20): (1) nhém PBMC, (2) nhém PD-1
Ab, (3) nhdm CAR-T, (4) nhom CAR-T + PD-1 Ab.
B: Ty Ié t& bao K562 bi ly giai (ns: p > 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001).
C: Hinh anh két qua ly giai TB K562 cua TB CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab phan tich trén
Flow cytometry.
Hinh 3.17 cho thay & ty Ié T:E 1:5 thi ty I¢ ly giai té bao K562 ctia nhoém

CAR-T va CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1 déu cao hon c6 ¥ nghia
théng ké so vai nhom chitng PBMC (p < 0,01), tuy nhién ty 1& nay chi dat
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20,7% & nhom CAR-T va 24,71% & nhom két hop trong khi nhdm ching
PBMC dat 12,77%. Nhém PD-1 Ab ty 1& ly giai thdp hon c6 ¥ nghia théng ké
s0 vai nhém ching (p < 0,01). Khong thay c6 su khac biét co y nghia thong ké
gitta nhdm ddng nudi ciy vai té bao CAR-T va ddng nudi cay két hop té bao
CAR-T véi khang thé khang PD-1 (p > 0,05).
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Hinh 3. 18. Ly giai té bao K562 ¢ 4 nhém véi T:E = 1:10

A: Hinh anh té bao & 4 nhém nghién cau (vat kinh 20): (1) nhém PBMC, (2) nhém PD-1
Ab, (3) nhdm CAR-T, (4) nhém CAR-T + PD-1 Ab.

B: Ty Ié t& bao K562 bj ly giai (ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001).

C: Hinh anh két qua ly giai TB K562 cua TB CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab phan tich trén
Flow cytometry.
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Véi ty 16 K562/CAR-T = 1:10, két qua cho thay ty 1¢ té bao K562 (CD19-
) bi ly giai khi ddng nudi ciy véi PBMC 27,52%, CAR-T 27,67% va CAR-T
két hop véi khang thé khang PD-1 28,59% 1a twong dong nhau, su khac biét
khong c6 ¥ nghia théng ké (p > 0,05). Nhém PD-1 ¢4 ty 18 ly giai thap hon c6
¥ nghia théng ké so voi nhém chiang PBMC (p < 0,001).

Quan sét hinh 3.16 A, 3.17 A, 3.18 c¢6 thé thay dudi kinh hién vi ty 16 té
bao K562 bi ly giai & nhdm PD-1 rat thap, cac té bao K526 van tron déu va
sang. Ty 1é té bao K562 bi ly giai & nhdm CAR-T va nhém két hop cao hon so
véi nhom chitng PBMC, tuy nhién c6 thé thay ty Ié té bao K562 séng qua hinh
anh trén kinh hién vi ¢ céc giéng dong nudi cay voéi té bao CAR-T va CAR-T
két hop vai PD-1 Ab vin cao.
3.2.1.4. So sanh kha ning ly giai ba dong té bao ung thw bach cau caa khéi
té bao CAR-T va CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1
- Kha ning ly giai té bao ung thw bach cau caa khéi té bao CAR-T:

* k Sk ok 3k 3k %k 3k 3k k
50 * * 80 sw¥E¥E 1001  *k***
2 = ©°7 =2
‘g 307 5 5 60
[=2] o 40— [=2]
= 20 ns = ns =2 404 ns
| —] |
— —— — 204 —— (= e
10— 20—
o- I Ok — T 0- T
Daudi Raji K562 Daudi Raji K562 Daudi Raji K562
T:E 1:2 T:E 1:5 T:E 1:10

Hinh 3.19. So séanh ty I¢ ly giai 3 dong té bao ung thu bach cau cua khoi té
bao CAR-T
(ns: p>0,05; **: p<0,01; ****: p <0,0001)

Két qua hinh 3.19 cho thay ¢ ca 3ty I¢ T:E = 1:2, 1:5, 1:10 ty 1¢ ly giai
té bao Daudi déu cao hon c6 ¥ nghia thong ké so véi ty Ié ly giai té bao Raji va
K562. Khong thay su khac biét co y nghia thong ké giita ty 18 ly giai té bao Raji
va K562 (p > 0,05).
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- Kha niing ly giai té bao ung thw bach ciu cia khéi té bao CAR-T két hep
véi PD-1 Ab:

* % % %k 100- % % % %
8071 k*k*k*
sk 3k sk _ %k %k %k
5071  ¥=*=* _ 80
= 5 5 %07 **
= 30 o 40
= 20— ns - = =
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Daudi Raji K562 Daudi Raji K562 Daudi Raji K562
T:E1:2 T:E 15 T:E 1:10

Hinh 3.20. So sénh ty ¢ ly giai 3 dong té bao ung thu bach cau cua khéi té
bao CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1
(ns: p>0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001)

Hinh 3.20 cho thay ¢ ca 3ty 18 T:E = 1:2, 1:5, 1:10 ty I¢ ly giai té bao
Daudi déu cao hon ¢ ¥ nghia théng ké so véi ty I¢ ly giai té bao Raji va K562.
Khong thay su khac biét c6 y nghia théng ké giira ty 1¢ ly giai té bao Raji va
K562 ¢ty lé T:E 1:2 va 1:5(p > 0,05). Ty I T:E 1:10 thi ty 1€ ly giai t& bao Raji
cua liéu phap két hop cao hon cé ¥ nghia théng ké so véi ty 18 ly giai té bao
K562 (CD19-) (p < 0,01).
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3.2.2. Thay d6i nong d9 cytokin dwoc giai phéng & mdi trwdng nudi ciy
té bao

* Nong d¢ IL-6:

Bang 3. 10. Nong d6 1L-6 trong dich nudi cay té bao cua 4 nhdm nghién cau

ddng nudi cay véi té bao Daudi

Nong dé 1L-6 (pg/mL)

Nhém P
24 gio 48 gio
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
***** e - a **:*
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Pdng nudi cdy véi TB Daudi 24 gi®» DPéng nudi ciy véi TB Daudi 48 gid

Hinh 3. 21. So sanh kha ning bai tiét cytokin IL-6 khi ddng nudi ciy voi TB
Daudi ¢ 4 nhém sau 24 va 48 gio
(ns: p>0,05; *p <0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p <0,0001)
Bang 3.10 cho thay ndng d6 1L-6 khdng c6 su khéc biét giira 2 thoi diém
24 gio va 48 gio & cac nhom ddng nudi cay véi té bao CAR-T, PD-1 Ab va
CAR-T két hop véi PD-1 Ab (p > 0,05). Nhém PBMC c6 ndng do IL-6 sau 48
gio tang c6 ¥ nghia théng ké so vai thoi diém 24 gid (p = 0,019).
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So sénh néng do IL-6 cua 4 nhém két qua hinh 3.21 cho thay tai thoi

diém 24 gio nong do IL-6 trong dich nudi cay cua té bao Daudi dong nudi cay
véi té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab déu cao hon ¢ y nghia
théng ké& (p < 0,01) so véi nhém PBMC (nhém ching) va nhém PD-1 Ab.
Nhém PD-1 Ab cd noéng do I1L-6 thap hon c6 ¥ nghia théng ké so véi nhom

PBMC (p < 0,001).

Sau 48 gid nong do 1L-6 trong dich khi dong nudi cdy vai té bao ung
thu Daudi c6 CD19+ véi té bao CAR-T, PD-1 Ab va CAR-T két hop véi PD-
1 Ab déu thap hon c6 ¥ nghia thng ké (p < 0,001) so véi nhdm té bao PBMC

(nhom chang).

Ca 2 thoi diém déu khdng thay su khac biét c6 ¥ nghia théng ké nong do

IL-6 gitta nhom CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab (p > 0,05).

Bang 3. 11. Nong d6 1L-6 trong dich nudi cay té bao cua 4 nhém nghién cau

dong nudi cay vai té bao Raji

Nong do IL-6 (pg/mL)
Nhém p*
24 gior 48 gior
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; &ZANOVA test
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Hinh 3.22. So sanh kha ning bai tiét cytokin IL-6 khi dong nudi cay véi TB
Raji & 4 nhdm sau 24 va 48 gio
(ns: p>0,05; **: p<0,01)

Khi dong nudi cay TB Raji voi 4 nhdm TB PBMC, PD-1 Ab, CAR-T va
té bao CAR-T két hop vaoi PD-1 Ab thi nong d6 1L-6 khong c6 su khéc biét
giira 2 thoi diém 24 gio va 48 gio (Bang 3.11).

Két qua hinh 3.22 cho thay tai thoi diém 24 gio nong d6 1L-6 trong dich
nudi cay cua té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab khi dong nudi cay
Vi té bao Raji déu cao hon nhung sy Khac biét chua c6 y nghia thong ké (p >
0,05) so v&i nong do IL-6 trong dich nudi cay cua nhom té bao PBMC. Nong
d6 IL-6 nhom PD-1 Ab giam so voi nhom PBMC nhung su khac biét khong co
¥ nghia théng ké (p > 0,05).

Tai thoi diém 48 gio ndng do IL-6 trong dich nubi ciy cua té bao CAR-
T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab khi ddng nudi cay véi té bao Raji khong co
su khéc biét c6 ¥ nghia thdng ké (p > 0,05) so vai ndng do IL-6 trong dich nudi
cay cua nhom té bao PBMC.

Ca hai thoi diém déu khong thay su khéc biét c6 ¥ nghia thong ké nong
d6 1L-6 giita nhom CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab (p > 0,05).
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Bang 3. 12. Nong d6 1L-6 trong dich nudi cay té bao cua 4 nhdm nghién cau
ddng nudi cay vai té bao K562

Nong dé 1L-6 (pg/mL)
Nhém p*
24 gio 48 gior
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; &ZANOVA test
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Péng nudi cay véi TB K562 24 gio Péng nubdi cay véi TB K562 48 gior

Hinh 3.23. So sanh kha ning bai tiét cytokin IL-6 khi dong nudi cay véi TB
K562 ¢ 4 nhom sau 24 va 48 gio
(ns: p>0,05; ***: p <0,001; ****: p <0,0001)

Bang 3.12 cho thiy khi ddng nudi cdy TB K562 véi 4 nhém thi ndng
d6 IL-6 & thoi diém 48 giod tang c6 ¥ nghia thong ké so vai thoi diém 24 gio
(p <0,01).

Hinh 3.23 cho thay tai thoi diém 24 gio ndng do IL-6 trong dich nudi cy
cua té bao CAR-T, PD-1 Ab va CAR-T két hop véi PD-1 Ab khi dong nudi cay
Vi té bao K562 déu cao hon c6 ¥ nghia thong ké (p < 0,001) so véi ndng do
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IL-6 trong dich nudi cay ciia nhdm PBMC. Va tai thoi diém 48 gid nong do IL-
6 trong dich nudi cdy cua té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab khi
ddng nudi cay vai té bao K562 khdng co su khac biét c6 ¥ nghia théng ké (p >
0,05) so véi ndng do 1L-6 trong dich nudi ciy cua nhém chang té bao PBMC.
Ca hai thoi diém 24 va 48 giod thi ndng d6 IL-6 ciia nhom CAR-T va
CAR-T két hop véi PD-1 Ab khac biét khong c6 ¥ nghia thdng ké (p > 0,05).
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Hinh 3. 24. So sanh kha ning bai tiét IL-6 ctia TB CAR-T dong nudi cay véi
TB ung thu bach cau sau 24 va 48 gio
(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001)

Nong d6 IL-6 trong dich nudi cdy cua té bao CAR-T khi nudi cdy voi
cac té bao ung thu c6 CD19+ (Raji va Daudi) & ca thoi diém 24 va 48 gio déu
thap hon c6 ¥ nghia théng ké (p < 0,001) so v&i ndng d6 IL-6 trong dich nudi
cdy cua té bao CAR-T khi nudi cdy véi té bao CD19- (K562).
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Hinh 3. 25. So sanh kha ning bai tiét IL-6 cia TB CAR-T két hop véi

PD-1 Ab dong nuéi cdy v6i TB ung thu bach cau sau 24 va 48 gid

(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001)

Nong d6 IL-6 trong dich nudi cy cia té bao CAR-T két hop véi khang
thé khang PD-1 khi nudi cdy véi cac té bao ung thu c6 CD19+ (Raji va Daudi)
& ca thoi diém 24 va 48 gid déu thap hon ¢ ¥ nghia thong ké (p < 0,001) so
v6i ndng d6 IL-6 trong dich nudi cdy cua té bao CAR-T khi nudi cdy véi té bao
CD19- (K562).

* Nong do 1L-2:
Bang 3. 13. Nong d6 1L-2 trong dich nudi cay té bao cua 4 nhém NC dong

nudi cay vai té bao Daudi

Nong dd IL-2 (pg/mL)
Nhom : : p*
24 gior 48 gioy
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; &ZANOVA test
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Hinh 3.26. So sanh kha ning bai tiét cytokin IL-2 khi dong nudi cay véi TB
Daudi ¢ 4 nhém sau 24 va 48 gio
(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001)

Khi ddng nudi cay TB Daudi vai 4 nhém thi nong do IL-2 khong c6 sy
khac biét giira 2 thoi diém 24 gio va 48 gio (Bang 3.13).

Hinh 3.26 cho thay tai 2 thoi diém 24 va 48 gio ndng d6 I1L-2 trong dich
nudi cdy cua té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab khi déng nudi ciy
véi té bao Daudi déu cao hon ¢ ¥ nghia thong ké (p < 0,001) so véi ndng do
IL-2 trong dich nudi cay ciaa nhom té bao PBMC.

Nong d6 IL-2 ciia nhém PBMC cao hon nhém PD-1 Ab nhung su khac
biét khong co ¥ nghia théng ké ¢ ca 2 thoi diém (p > 0,05). Va ca 2 thoi diém
24 va 48 gio thi nong do IL-2 caa nhém CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1
Ab ciing khac biét khong c6 y nghia théng ké (p > 0,05).
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Bang 3.14. Nong do IL-2 trong dich nudi ciy té bao cia 4 nhém nghién ciu
ddng nudi cay vai té bao Raji

Nong do IL-2 (pg/mL
Nhom 8 (pg/mL) o
24 givy 48 gioy
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; &ZANOVA test
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Hinh 3.27. So sanh kha ning bai tiét cytokin IL-2 khi dong nudi cay véi TB
Raji & 4 nhdm sau 24 va 48 gio
(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001)

Bang 3.14 cho két qua khi déng nudi cay TB Raji voi 3 nhdm PBMC,
CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab thi nong d6 1L-2 khong c6 sy khac
biét gitra hai thoi diém 24 gio va 48 gio. Nhém bé sung khang thé khang PD-1
thoi diém 48 gid giam co ¥ nghia thong ké so véi thoi diém 24 gio (p = 0,023).

Hinh 3.27 cho thay tai thoi diém 24 va 48 gio ndng do IL-2 trong dich
nudi cdy cua té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab khi déng nudi ciy
Vi té bao Raji déu cao hon ¢ y nghia théng ké (p < 0,001) so vai nong do 1L-

2 trong dich nudi ciy cua nhom té bao PBMC.
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C6 su khac biét giita ndng do 1L-2 cua nhém PBMC so véi nhdém PD-1
Ab (p < 0,0001). Va ca hai thoi diém 24 va 48 gio thi ndng do 1L-2 cia nhém
CAR-T va CAR-T két hop vai PD-1 Ab ciing khac biét khong cé ¥ nghia thong

ké (p > 0,05).

Bang 3. 15. Nong d6 1L-2 trong dich nudi cay té bao cua 4 nhém NC dong

nudi cy véi té bao K562

] Nong dé IL-2 (pg/mL)
Nhom _ _ p*
24 gl 48 gity
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; &ZANOVA test
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Poéng nudi cay véi TB K562 48 gior

Hinh 3.28. So sanh kha ning bai tiét cytokin IL-2 khi dong nudi cay véi TB
K562 ¢ 4 nhom sau 24 va 48 gio
(ns: p>0,05; * p <0,05; ****: p <0,0001)
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Khi d¢6ng nudi cidy TB K562 véi 3 nhdm PBMC, CAR-T va CAR-T két
hop v6i PD-1 Ab thi ndng do IL-2 thoi diém 48 gid giam so véi thoi diém 24
gio, su khac biét c6 y nghia thdng ké (p < 0,01). Nhém bé sung khéang thé khang
PD-1 thi nong do IL-2 khéng c6 su khac biét gitra hai thoi diém 24 gio va 48
gio (p = 0,251) (Bang 3.15).

Thoi diém 24 gio ndng do IL-2 trong dich nudi cdy cua té bao CAR-T va
CAR-T két hop véi PD-1 Ab khi dong nudi ciy vai té bao K562 déu cao hon c6
¥ nghia théng ké (p < 0,05) so véi nong do IL-2 trong dich nudi ciy caa nhém
té bao PBMC. Nguoc lai tai thoi diém 48 gio thi nong do IL-2 trong dich nudi
cay cua té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab khi dong nudi cay véi té
bao K562 giam thap hon rd rét so vai nong do 1L-2 trong dich déng nudi cay véi
té bao PBMC (p < 0,0001).

Nong do 1L-2 ciia nhém PBMC cao hon nhém PD-1 Ab c6 y nghia thong
ké & ca hai thoi diém (p < 0,0001). Va ca hai thoi diém 24 va 48 gio thi nong
d6 IL-2 cua nhdom CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab ciing khac biét
khong c6 y nghia thong ké (p > 0,05).
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Hinh 3. 29. So sanh kha ning bai tiét IL-2 cia TB CAR-T dong nudi cay véi
TB ung thu bach ciu sau 24 va 48 gid
(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001)
Nong d6 IL-2 trong dich nudi cy cua té bao CAR-T khi nudi cdy voi
cac té bao ung thu c6 CD19+ (Raji va Daudi) & ca thoi diém 24 va 48 gio déu
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cao hon c6 ¥ nghia thong ké (p < 0,001) so voi nong d6 IL-2 trong dich nudi
cdy cua té bao CAR-T khi nudi cdy véi té bao CD19- (K562).
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Hinh 3.30. So sanh kha ning bai tiét IL-2 cia TB CAR-T két hop véi PD-1
Ab dong nudi cdy v6i TB ung thu bach ciu sau 24 va 48 gid
(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001)

Nong d6 IL-2 trong dich nudi cy cia té bao CAR-T két hop véi khang
thé khang PD-1 khi nudi cdy véi cac té bao ung thu c6 CD19+ (Raji va Daudi)
& ca thoi diém 24 va 48 gio déu cao hon c6 ¥ nghia thong ké (p < 0,05) so véi
ndng do IL-2 trong dich dong nudi cdy té bao CAR-T voi té bao CD19- (K562).
* Nong d§ TNF-a:

Bang 3. 16. Nong d6 TNF-a trong dich nudi cay té bao cia 4 nhom NC dong

nudi cay véi té bao Daudi

Nong @0 TNF-a (pg/mL)
Nhém p*

24 gior 48 gio
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; &ZANOVA test
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Hinh 3.31. So sénh kha ning bai tiét cytokin TNF-a khi dong nuéi cay véi TB
Daudi ¢ 4 nhdm sau 24 va 48 gio
(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001)

Két qua bang 3.16 cho thay khi dong nudi ciy TB Daudi véi 4 nhém thi
nong d6 TNF-a khong co sy khac biét c6 ¥ nghia thdng ké gitra 2 thoi diém 24
gio va 48 gio (p > 0,05).

Sau ca hai thoi diém 24 va 48 gio két qua cho thay ndng do TNF-a trong
dich nudi cay cua té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab khi ddng nudi
cdy V&i té bao Daudi déu cao hon c6 ¥ nghia thng ké (p < 0,05) so véi nong
d6 TNF-a trong dich nuéi cay cua nhém ching té bao PBMC.

Nong do TNF-o ctia nhém PBMC cao hon nhém PD-1 Ab tuy nhién su
khac biét khong c6 ¥ nghia thong ké & ca hai thoi diém. Va ca hai thoi diém 24
va 48 gio thi nong do IL-2 cia nhom CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab
cling khong khéc biét c6 ¥ nghia thong ké (p > 0,05).
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Bang 3. 17. Nong d6 TNF-a trong dich nudi ciy té bao ciia 4 nhém nghién
ciru d6ng nudi cay voéi té bao Raji

] Nong 46 TNF-a (pg/mL)
Nhom _ _ p*

24 giov 48 gio
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 £4529 | 0,317

p& < 0,001 < 0,001

# paired-sample T test; &ZANOVA test
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Hinh 3.32. So sénh kha ning bai tiét cytokin TNF-a khi dong nudi cay voi TB
Raji & 4 nhom sau 24 va 48 gio
(ns: p>0,05; **: p<0,01; ****: p<0,0001)

Khi dong nudi cay TB Raji vai 3 nhom TB CAR-T, khang thé khang
PD-1 va té bao CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1 thi nong do TNF-a
khong co su khac biét co y nghia thong ké gitta hai thoi diém 24 gio va 48 giod
(p > 0,05). Nhém PBMC c¢6 nong d¢6 TNF-o thoi diém 48 gio ting co ¥ nghia
thdng ké so véi thoi diém 24 gio (p = 0,04) (Bang 3.17).

Két qua cho thay tai thoi diém 24 va 48 gio nong do TNF-a trong dich
nudi cay cua té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab khi dong nudi cay
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Vi té bao Raji déu cao hon c6 ¥ nghia théng ké (p < 0,05) so véi ndng dd TNF-
o trong dich dong nudi cay véi té bao PBMC.
Ca hai thoi diém 24 va 48 giod thi ndng d6 IL-6 ciia nhom CAR-T va
CAR-T két hop véi PD-1 Ab khac biét khong c6 ¥ nghia thdng ké (p > 0,05).
Bang 3. 18. Nong d6 TNF-a trong dich nudi ciy té bao ciia 4 nhém nghién

ctru dong nubi cay véi té bao K562

] Nong 36 TNF-a (pg/mL)
Nhom : : p*
24 gl 48 gior
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 470+ 2,12 27,39 + 3,59 0,002
p& <0,001 < 0,001
# paired-sample T test; &ZANOVA test
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Hinh 3. 33. So sanh kha ning bai tiét cytokin TNF-a khi ddng nudi cay Véi
TB K562 ¢ 4 nhdm sau 24 va 48 gio
(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001)
Bang 3.18 cho thay khi dong nudi cdy TB K562 véi TB PBMC va
khang thé khang PD-1 thi ndng d6 TNF-a khong c6 su khéc biét co ¥ nghia
théng ké gitra hai thoi diém 24 gio va 48 gio (p > 0,05). Tuy nhién nong do

TNF-a c6 su khac biét co ¥ nghia thong ké gitra hai thoi diém & hai nhém
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ddng nudi ciy vai té bao CAR-T va té bao CAR-T két hop véi khang thé
khang PD-1 (p < 0,05).

Nong d¢6 TNF-o trong dich nudi cdy cua té bao CAR-T va CAR-T két
hop véi PD-1 Ab khi d6ng nudi cdy véi té bao K562 tai ca hai thoi diém déu
cao hon c6 ¥ nghia thong ké (p < 0,05) so véi nong do TNF-a trong dich nudi
cay cua nhém chitng PBMC. Khéng c6 su khéac biét co ¥ nghia théng keé gitta
nong d6 TNF-a ctia nhém PBMC va nhém PD-1 Ab (p > 0,05).

- Két qua so sanh kha ning bai tiét TNF-o cua té bao CAR-T va CAR-T két
hop voi khang thé khang PD-1 véi ba nhom té bao ung thu bach cau & thoi
diém 24 va 48 gio:
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Hinh 3. 34. So sanh kha ning bai tiét TNF-a cia TB CAR-T
d6ng nudi cdy voi TB ung thu bach cau sau 24 va 48 gid
(ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001)
Nong do TNF-o trong dich nudi cdy cua té bao CAR-T khi nudi cdy
v6i cac té bao ung thu c6 CD19+ (Raji va Daudi) & ca thoi diém 24 va 48
gid déu cao hon c6 ¥ nghia thong ké (p < 0,001) so véi nong d6 TNF-a trong
dich nuéi cay ciia té bao CAR-T khi nudi ciy vai té bao CD19- (K562). Nong
d6 TNF-a trong dich nudi cdy cua té bao CAR-T khi nudi cdy véi cac té bao
ung thu ¢c6 CD19+ 1a Raji va Daudi khong c6 sy khac biét c6 y nghia thong
ké (p > 0,05).
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Hinh 3. 35. So sanh kha ning bai tiét TNF-a ciia TB CAR-T két hop véi PD-1
Ab ddng nudi cdy v6i TB ung thu bach cau sau 24 va 48 gid
(ns: p>0,05; ***: p <0,001)
Nong do TNF-a trong dich nudi cdy cta té bao CAR-T két hop voi khang
thé khang PD-1 khi nudi cdy véi cac té bao ung thu c6 CD19+ (Raji va Daudi)
& ca thoi diém 24 va 48 gio déu cao hon c6 ¥ nghia thong ké (p < 0,05) so véi

ndéng d6 TNF-a khi ddng nudi ciy té bao CAR-T voi té bao CD19- (K562).
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Chuong 4
BAN LUAN

4.1. CHAT LUQNG KHOI TE BAO CAR-T VA TINH AN TOAN CUA
KHOI TE BAO CAR-T PHOI HQP VOI KHANG THE KHANG PD-1
4.1.1. Chét lwgng cia té bao CAR-T va CAR-T phéi hep véi khang thé
khang PD-1

Quy trinh san xuét truc tiép tac dong dén khong chi tac dung/chat luong
ma cOn sy an toan/doc tinh cua tat ca liéu phap/liéu trinh/dugc chat, trong d6
bao gém liéu phap té bao CAR-T. Té bao CAR-T phai dat cac tiéu chuan GMP
(Good Manufacturing Practices) la tiéu chuan thuc hanh san xuat tbt, vai quy
trinh san xuat, ché tao c6 kiém soat dé c6 kha ning tng dung duoc trong diéu
tri 1am sang. Do c6 su khéac biét trong thiét ké CAR, chuyén gen, nudi cay té
bao va céng nghé tinh ché té bao tir mdi nha san xuat, nén viéc kiém soét chat
luong té bao CAR-T phai tinh dén quy trinh san xuat cu thé va dic tinh san
pham. La mot “loai thudc™ song, té bao CAR-T ¢d quy trinh chuan bi phuc tap
va yéu cau kiém soat chat luogng trong toan bo quy trinh [116]. FDA hién dang
y&u cau phai kiém soat chit luong cua té bao CAR-T tai cac chi tiéu sau: doc
tinh, tinh tiét trang, d6 tinh sach. C4c tiéu chi vé tinh tiét tring va d tinh sach
c6 thé dugc danh gia duwa trén cac phuong phép tiéu chuan di dugc cong bd
[117]. Riéng liéu phap té bao CAR-T la san pham duoc tao méi trude khi st
dung, vi vay, chat luong san pham phu thudc truc tiép vao quy trinh san xuat
va ché tao. Tuy nhién, trong gidi han nghién cau nay caa ching toi, cac dac
diém/chat luong cia khoi té bao duge danh gia gidi & muc do thuc nghieém
budc dau.

Trong liéu phap té bao CAR-T, té bao T dugc tach ra tir mau ngoai vi
sau d6 dugc chuyén céc cau tric gen dé tao thanh té bao CAR-T, té bao sau do

duoc ting sinh va truyén nguoc trd lai vao trong mau cua bénh nhan dé tiéu
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diét cac té bao ung thu. Qua4 trinh tach té bao, chuyén gen va ting sinh chlng
ludn doi hoi phai bao dam d¢ tinh sach, khéng nhiém khuan, tap chit dé c6 thé
an toan khi truyén tré lai co thé bénh nhan [118]. Ngoai ra trong quéa trinh
chuyén nap gen dé bién té bao T thanh té bao CAR-T c6 sir dung cac san pham
cua céng nghé sinh hoc phan tir nhu cac plasmid, minicircle, mRNA va qua
trinh san xuat cac nguyén liéu nay can phai thuc hién trén vi khuan E.Coli. Do
d6 san pham cudi 1 cac té bao CAR-T ludn phai dam bao 1a khong co cac doc
t6 va khong cé bi nhiém khuan, mRNA cua E.Coli [119].

Két qua nghién cau thuc nghiém cua ching toi vé méi truong té bao
CAR-T va CAR-T két hop vai khang thé khang PD-1 déu c6 nong do noi doc
t6 < 0,1 EU/ml. Két qua cdy moi truong nudi cay chung, nudi cay té bao
PBMC, té bao CAR-T va té bao CAR-T két hop voi khang thé khang PD-1
khong cé nhiém vi khuan ki khi, hiéu khi. Biéu nay cho thay quy trinh nudi
cay va thi nghiém trong phong thi nghiém ciia chiing toi dam bao tiéu chuan
va thyc hién dung k¥ thuat. Két qua nay 1a théa man duoc yéu cau vé chat
lugng cho cac san pham thuoc dang tiém truyén ciing nhu phu hop voi céc
nghién ctru trude day vé chat luong cua té bao CAR-T [47]. Pay ciing 1a mot
budc quan trong trude khi tién hanh thir nghiém trén 1am sang dé dam bao an
toan trong qua trinh diéu tri.

Ngoai ra, sau qua trinh chuyén nap va nuéi cdy chung toi tién hanh danh
gia ty 1& bién hién cua té bao CAR- T bang k¥ thuat Flow cytometry va biéu 16
ctia CAR trong té bao T bang k¥ thuat realtime PCR. Két qua Flow cho thay
khoang 26,13% té bao T c6 biéu hién CAR trén bé mit cua ching, két qua
realtime PCR mau PBMC va nuéc khong c6 biéu hién nhung mau té bao CAR-
T thi biéu hién & tat ca cac cap mdi. Té bao CAR-T duoc ting sinh va luu trit

cho nhing thi nghiém tiép theo.
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4.1.2. Tinh an toan ciia khéi té bao CAR-T va CAR-T phéi hop véi khang
thé khang PD-1 trén thuc nghiém

An toan 13 diéu quan trong hang dau dbi véi mdi phuong phap diéu tri
duoc 4p dung trén 1am sang dac biét 1a ddi véi cac bénh nhan ung thu thi hau
hét déu co thé trang rat yéu. Liéu phap té bao T thu thé khang nguyén chimeric
(CAR) gan day di noi 1én nhu mot tiéu chuan diéu tri cham soc cho nhitng bénh
nhan mac bénh bach cau lympho cap tinh tai phat hoic kho chira (ALL) va mét
s6 phan nhom cua bénh ung thu hach khéng Hodgkin té bao B (NHL). Tuy
nhién, viéc sir dung nd van con han ché & cac trung tam chuyén mén cao, do sy
phtrc tap trong quan 1y va cac doc tinh lién quan. Nam 2022 mdt nghién cau
cua Singh. H va cong su cho thay khong cé tac dung phu nghiém trong nao
duoc quy truc tiép cho viéc diéu trj trong nghién ciu. Ba bénh nhan phat trién
hoi ching giai phong cytokin d6 1-2 va khéng ¢6 bénh nhan nao trong nghién
ctru bi nhiém doc than kinh. Tat ca cac muc lidu déu dugc dung nap tét va
khéng co doc tinh gidi han liéu nao duoc béo céo [120].

Trong nghién ciu nay ching toi tién hanh theo ddi danh gia tinh an toan
trén 4 nhém chudt duge tiem mot liu duy nhat PBS & nhdm chuang, té bao
CAR-T véi nong do 10° TB/chudt, khang thé khang PD-1 liéu 250pug/chudt va
10° té bao CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1 liéu 250ug/chudt. Ca 4
nhom chudt trén déu dugc theo ddi, chiam soc, vé sinh va cho dn udng véi cuing
mot diéu Kién nhu nhau. Sau tiém, tién hanh theo ddi chudt hang ngay thay
100% sb chudt ¢ cac nhom déu an udng, van dong binh thuong, nhanh nhen,
16ng muot, mat trong, hau mon khd, khong thay biéu hién di long. Tai vi tri
tiém da chuot binh thuong, khdng chay méu, khdng nhiém triing. Ty 1é chuot
séng & 4 nhém 1a 100% cho dén ngay cudi cung cua thi nghiém.

Truéc thi nghiém, khéi luong trung binh ca 4 nhdm chudt thi nghiém
twong dwong nhau. Sau d6 chudt dugc can 2 1an mdi tuan dé danh gia su thay

d6i trong luong cua tirng nhém. Theo ddi sau 4 tuan ching toi thay trong
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lwgng chudt & cac nhoém déu tang so véi trudce thi nghiém. Diéu nay cho thay
khdng thay tac hai téng thé cua té bao CAR-T va liéu phap CAR-T két hop
véi khang thé khang PD-1 trong thi nghiém cuaa ching t6i. Trong luong chudt
tai cac thoi diém ngay 0, ngay 7, ngay 14, ngay 21 va ngay 28 & cac nhdm su
dung té bao CAR-T, khang thé khang PD-1 va CAR-T két hop véi khang thé
khang PD-1 twong tu nhu & nhom chang.

Két thic thi nghiém chiing toi da tién hanh mé 100% chudt cac nhom va
quan sét dai thé co quan khdng thay c6 thay d6i bénh Iy nao vé mat dai thé cua
cac co quan tim, phoi, gan, lach, tuy, than va hé théng tiéu hoa cua chuot.

Nhu vay, ¢6 thé ndi sau 4 tuan nghién ctiu ching toi thay liéu phap té bao
CAR-T va CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1 cua ching t6i khdng gay
anh hudng dén toan trang chung ciing nhu trong luong cua cac nhdm chudt nghién
ctu, chudt van khoe manh dén thoi diém két thac thi nghiém.

Mic du liéu phap té bao CAR-T da ching minh duoc tinh kha thi trong
lam sang nhung d6i khi liéu phap nay cling gay nhiéu doc tinh cé thé de doa tinh
mang, nhu hoi chung giai phong cytokin, gay doc than kinh, tan cong nham dich
va hoi ching suy hd hap cap. Va doc tinh vé huyét hoc van 1a mot van dé kho
khin trong diéu tri. Liéu phdp CAR-T c6 thé gay giam bach cau, giam tiéu cau
va thiéu mau [121], [122]. Thuong c6 khé khin trong viée xac dinh nguyén nhan
gay giam té bao mau xay ra sau khi truyén té bao CAR-T, vi héa tri liéu gay giam
té bao mau thuong duoc thuc hién trudc khi truyén té bao CAR-T. Nhitng bénh
nhan khong duoc hoa tri liéu diéu hoa ciing bi giam té bao méu sau khi truyén té
bao CAR-T, ching to rang té bao CAR-T gay tc ché tay bang co ché qua trung
gian cytokin hoic mot s6 co ché khac [123]. Tan suat giam bach cau trung tinh,
giam tiéu cau va thiéu méau sau khi truyén té bao CAR-T lan luot 1 94%, 80%
va 51%. Doc tinh huyét hoc kéo dai, bao gdm giam bach cau trung tinh hozc
giam tiéu cau xay ra khong thé doan trudc & 58% bénh nhan sau > 30 ngay duoc
tiém liéu phap té bao CAR-T [121]. Liéu phap té bao CAR-T gay ra 80%, 61%
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va 68% giam bach cau trung tinh, giam tiéu cau va thiéu mau twong tng [124].
Ngoai ra, thiéu méu, giam tiéu cau, giam bach cau va giam bach cau lympho
cling thuong xuyén duoc bao céo trong cac nghién cau [123].

Mét nghién ctiru cua Li H. va cong su nam 2022 vé doc tinh huyét hoc
kéo dai & nhitng bénh nhan dugce diéu tri bang té bao CAR-T BCMA/CD19 cho
bénh da u tuy tai phat hoac khd chira (R/R MM - Relapsed or Refractory
Multiple Myeloma) trén 54 bénh nhan mic bénh R/R MM sau khi truyén két
hop té bao CAR-T khang CD19 va té bao CAR-T khang BCMA. Két qua cho
thay ty Ié giam té bao mau ning rat cao, bao gom giam bach cau trung tinh niang
(28/54, 52%), thiéu mau niang (15/54, 28%) va giam tiéu cau ning (18/54,
33%). Hon nita, ty 1& mac doc tinh huyét hoc kéo dai vao ngay thir 28 sau truyén
1a 52% (28/54), bao gom 46% d6i Vi giam bach cau trung tinh nghiém trong,
30% dbi véi thiéu méau nang va 31% doi voi giam tiéu cau nang. Bénh nhan
mac doc tinh huyét hoc kéo dai cé ty 18 song s6t khdng tién trién trung binh
(PFS) va ty 1¢ sdng sot chung (OS) kém hon so véi bénh nhan khéng mac doc
tinh huyét hoc kéo dai ( p = 0,011; p = 0,007) [125]. Do vay, doc tinh huyét
hoc kéo dai co lién quan dén két qua kém sau diéu tri té bao CAR-T & bénh
nhan da u tay. Viéc phat hién va quan ly sém doc tinh huyét hoc kéo dai sé co
loi cho viéc ngan ngira cac bién ching de doa tinh mang va cai thién kha ning
sbéng sot cuia bénh nhan sau khi diéu tri bang liéu phap té bao CAR-T ciing nhu
licu phap té bao CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1.

Trong nghién cau nay chung toi da tién hanh xét nghiém téng phan tich
té bao mau cua chudt mot 1an tai thoi diém sau 4 tuan khi két thic thi nghiém
dé danh gia anh huong cua cac lieu phap dén hé thong tao mau caa chudt qua
cac chi sb cuia dong hong cau, dong bach cau va dong tiéu cau. Tuy nhién, sau
qua trinh xét nghiém va tong hop két qua dé danh gia ching tdi khdng quan sat
thay bat thuong nao vé céac chi sé huyét hoc sau 4 tuan st dung liéu phap té bao
CAR-T va liéu phap két hop té bao CAR-T véi khang thé khang PD-1. Cac két
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qua trén cho thay su an toan cua té bao CAR-T trong thiét ké caia chiing toi va
liu phap két hop té bao CAR-T voi khang thé khang PD-1 trén hé thdng tao
mau & chuot.

Muc dg tang cao cua hoat tinh AST, ALT va néng do Bilirubin da duoc
bao cao sau khi truyén té bao CAR-T, dic biét 1a & nhirng bénh nhan miac CRS.
Tuy nhién, nhitng bat thudng ndy nhanh chéng trd lai muc binh thudng sau khi
duogc can thiép y té [123]. Su gia tang ciia AST va ALT ciing duoc bao céo sau
khi diéu tri bang khang thé khang PD-1, nhung véi ty 1é thap va mirc d6 nghiém
trong han ché [126]. Hoat tinh ctia AST va ALT ¢6 thé so sanh duoc gitra nhom
d6i chimg va nhom diéu tri, & danh gia c6 ton thuong té bao gan hay khong
dugc quan sat thdy sau diéu tri. Dé danh gia doc tinh cia phuong phap diéu tri
trén gan chudt, chung t6i da tién hanh kiém tra hoat tinh AST va ALT trong
huyét thanh chudt khi két thuc thi nghiém va xur 1y phan tich mau mo bénh hoc
gan bang phuong phap nhudém H.E. Ching tdi so sanh két qua cua minh so véi
khoang tham chiéu cua Silva-Santana G. va cong su di bao cao thi khéng thay
c6 su thay doi co ¥ nghia thong ké vé ty ¢ ting, giam hoat tinh AST va ALT
huyét thanh ciia cac nhom diéu tri so véi nhoém chiing [114]. Nhu vay c6 thé
thay rang té bao CAR-T va khang thé khang PD-1 khong gay ton thuong té bao
gan. Tuy nhién, chiing toi thay ty 1é thoai hoa hat trén mdt s6 con chudt duoc
diéu tri va chu yéu 13 chudt cai. Cu thé, chudt cai c6 ty 1é thoai hoa hat cao hon
34,4% so voi 10,7% cua chudt duc. Ngoai ra, thoai héa hat dugc phat hién &
62,5% chuot cai dugc dung liéu phap té bao CAR-T so v&i 0% chudt duc duge
ding liéu phap té bao CAR-T, 37,5% chudt cai dugc str dung khang thé khang
PD-1 so véi 42,9% chudt duc dugce st dung khang thé khang PD-1, 37,5%
chudt cai nhom két hop so véi chudt duc nhom két hop 13 0%. Khong co ton
thuong khac nao duoc phat hién trén hinh anh vi thé ciia gan chudt trong thi

nghiém cua chiing toi.
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Nhu vay, két qua nghién ctru ctia chung t6i cho thay sir dung liéu phap
té bao CAR-T va khang thé khang PD-1 khong 1am thay d6i hoat tinh AST va
ALT huyét thanh nhung gay thoai hoa hat & gan chudt v6i wu thé 13 ¢ chudt
cai. Tuy nhién, véi thiét ké nghién ctu ndy chung t6i chua kiém tra dugc qua
trinh phuc hoi sau d6. Do d6, viéc theo ddi 1au dai hon c6 thé sé& rat hiru ich dé
1am rd tién trinh cta thoai hoa hat & gan chudt va c6 phuong phép loai bo doc
tinh trén gan chudt trong qué trinh diéu tri. Nhu vay, trong nghién ciru cta
chung t6i chua thiy té bao CAR-T mang thy thé kham khang CD19 ciing nhur
liéu phap té bao CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1 gdy doc cho gan
ctia c&¢ nhom chudt nghién ctru.

Ton thuong than cap tinh sau khi truyén té bao CAR-T la do nhiéu yéu
t6 va hau nhu ludn hdi phuc. Giam tudi mau than thuong 1a nguyén nhan quan
trong nhat gay ton thuong than. Giam tudi méau than cé thé do gidn mach qua
trung gian cytokin, giam cung luong tim hoac mat nudc trong 1ong mach do sét
cao [123]. Khang thé khang PD-1 thuc day doc tinh trén than va doc tinh trén
than cta n6 cang tram trong hon trong hoa tri liéu két hop. Viém than ké da
duoc bao cdo véi ca lieu phap khang PD-1 don doc va két hop véi Ipilimumab.
Ba truong hop suy than cap d6 3 da duoc bao co trong nghién ctu pha | vé
Nivolumab két hop véi hoa tri liéu song song trong ung thu phoi khéng phai té
bao nho giai doan tién trién. Dién bién 1am sang thuong khéng ¢ triéu ching,
nong do Creatinin mau tang dan va hau hét bénh nhan déu cai thién khi st dung
Corticosteroid [126]. M6t nghién ciru theo ddi 8 thang sau khi diéu tri bang té
bao CAR-T cho thiy 30% nguoi nhan dang phat trién bt thuong & than cap
tinh, trong d6, 74% 1a d6 | va tat ca déu hdi phuc hoan toan trong vong 30 ngay
[127]. Nhu vay, c6 thé thy ton thuong than cap sau truyén té bao CAR-T xay
ra vai ty 16 mac cao nhung & mirc dd nhe va c6 kha nang hoi phuc tot.

Pé kiém tra doc tinh cua phuong phap diéu tri trén than chudt, chiing toi

da tién hanh kiém tra nong d6 Uré va Creatinin trong huyét thanh chuot khi két
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thac thi nghiém va xi ly phan tich mau mé bénh hoc than bang phuong phap
nhudém H.E sau d6 tién hanh doc, phan tich hinh thai mé bénh hoc than chuot.
Két qua cua ching tdi cho thdy khéng c6 bat thuong vé ndng do Uré va
Creatinin sau khi diéu trj ciing nhu hinh anh mé bénh hoc than caa 100% sé
chudt cua cac nhdm nghién ctru déu binh thuong. Mac du gia tri trung binh caa
nong do Creatinin ting & nhém CAR-T két hop vai khang thé khang PD-1 va
c6 su khéc biét co ¥ nghia théng ké so véi nhdm ching nhung céac chi s6 nay
van trong gi6i han binh thuong. Nong d6 Creatinin huyét thanh cua tat ca chuot
trong cac nhom nghién ctru déu nam trong khoang gigi han caa chuot (35,37 +
8,84 umol/L) theo nghién ctu caa Stephen va cong sy nim 2004 [115]. Két
qua md bénh hoc cac nhém chudt trong thi nghiém caa chiing t6i ciing cho thay
hinh thai vi thé than ¢ cac nhom diéu tri khéng cé su khac biét so véi nhém
chtng, nhu md than binh thudng, cac té bao biéu mé ong than khong bi thoéai
hoa. Nhu vay ciing c6 thé thay liéu phap té bao CAR-T va té bao CAR-T két
hop véi khang thé khang PD-1 trong nghién ciu ciia ching toi khong gay doc
tinh va ton thuong than cap trén cac nhdm chudt nghién ciu.

Céc té bao lympho T s& hitu thu thé té bao T dic hiéu, nhay cam va lién
tuc tim kiém céc tin hiéu ung thu, qua do kich thich dap tng mién dich lién
tiép khi xac dinh duoc cac khang nguyén ung thu. Tuy nhién, té bao T thong
thuong chi c6 thé tin cong yéu 6t hodc khong thé chdng lai té bao ung thu da
bi bién doi do: tinh sinh khang nguyén nghéo nan, khéng biéu hién kiéu hinh
rd rang va kha niang tuong tac va trc ché dap ing mién dich cao cua cac té bao
bién ddi [37]. Do vay thu thé khang nguyén dang kham (Chimeric Antigen
Receptors, CARs) di dugc phat trién dé kich thich va hoat hoa dap tng cua té
bao T chdng lai té bao ung thu [37], [128]. Té bao T biéu hién CARs (CAR-T
cells) c6 tiém nang chéng lai cac bénh ung thu mau. Hang loat cac thir nghiém
1am sang st dung CAR-T CD19 cho thay ty 18 dap tng tir 50 - 90% dbi véi ung
thu t& bao lympho B khéng kiém soat dugc bang cac lidu phap thong thudng
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[38], [39], [40], [129]. Co ché tac dong chinh cua té bao CAR-T la do CAR
chuyén céc tin hiéu nhan dang khang nguyén thanh mét thac truyén tin hiéu tac
d6ng 1én cac chirc ning dap tng cua té bao T nhu: tiét cac nhan té gay doc, cac
cytokin tién viém.

Viém hé thdng 1a tac dung khdng mong mudn phé bién, thuong gip cua
licu phap té bao CAR-T. Hoi chung dap wng viém hé thdng 1a cac dau hiéu 1am
sang tao ra do kich hoat toan bo hé théng mién dich cua co thé. N6i cach khéc,
nd 12 mot phan tng viém thong thuong, 1a mot dap wng cua co thé déi vai cac
ton thuong khong dic hiéu nhu kich thich hoa hoc, chan thuong hoic 1a nhiém
trung. Tién trinh viém 12 mot tién trinh phuc tap lién quan dén cac dap tng thé
dich va té bao, bo thé, san xuat cac cytokin. Phan tmg viém trong co thé duoc
khoi phat, diéu hoa bai cytokin tién viém nhu 1L-6 va TNF-a [130]. IL-6 1a mot
cytokin da chuc ning, dong ca vai tro gay viém va chong viém & nguoi [131].
IL-6 duoc san xuat trong nhiéu loai md, bao gom bach cau hoat héa, cac té bao
noi md va té bao ma, né gitp diéu chinh cac phan ang mién dich. Tién hanh
xét nghiém do nong do IL-6 trong mau rat hitu ich cho viéc chan doan mét dau
hiéu kich hoat hé théng mién dich.

Két qua trong nghién ctu nay caa chang toi, sau 4 tuan tiém té bao CAR-
T, khang thé khang PD-1 thi xét nghiém nong do IL-2 va IL-6 trong méau chut
& nhom CAR-T khong c6 su khac biét so vai nhém ching. Nhdm CAR-T két
hop vai khang thé khang PD-1 nong do IL-2 va IL-6 giam c6 ¥ nghia thong ké
so voi nhom chang. Nghién ctu caa ching toi khéng ghi nhan sy khac biét
nong dd TNF-a huyét twong & nhém chudt diéu tri don liéu phap bang CAR-T
hoic khang thé khang PD-1, goi ¥ su an toan cua té bao CAR-T duoc phat trién
trong labo nghién ctu cta ching t6i. Tuy nhién, diéu tri phdi hop CAR-T va
khéng thé khang PD-1 gy tang cao ndng do TNF-a so V§i cac nhom chiing va
diéu tri don liéu phép té bao CAR-T, khang thé khang PD-1. Két qua goi y vé

nguy co xay ra hoi chang giai phdng cytokin qua mac khi ing dung liéu phap
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mién dich két hop kich hoat cac té bao T va khang thé khang PD-1. Nhiing liéu
phap nay kich hoat mot phan ung viém mién dich qua muc do sy giai phong
cac cytokin. TNF-a duoc san xuét bai nhiéu loai té bao khéc nhau bao gom dai
thuc bao, bach cau don nhén, bach cau trung tinh, té bao T va té bao NK [68].
Bén canh d6 sy hoat héa té bao T dan dén viéc giai phong TNF-a chiu trach
nhiém kich hoat hé théng bach cau don nhan / dai thuc bao va lién quan dén su
gia ting dang ké hoi chiing giai phong cytokin cap. Tuy nhién, két qua caa
ching tdi thdy sau qua trinh diéu tri theo ddi chudt 4 tuan thi toan bo chuét van
an ubng, hoat dong binh thuong, khoe manh dén thoi diém két thdc thi nghiem.

Do vay, trong nghién czu ctia ching tdi cho thay té bao CAR-T véi ndng
d6 10° TB/chuot va té bao CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1 liéu
250pg/chudt khéng gay tac dung phu trén dong vat thuc nghiém sau 4 tuan theo
ddi. Tuy nhién, cd thé can phai theo ddi 1au hon dé danh gia tac dung cua ching
d6i véi gan dé dua ra hudng diéu tri phi hop doi véi tac dung phu cia liéu phap
diéu tri nay.
4.2. TAC DUNG KHANG TE BAO DONG UNG THU BACH CAU CUA
KHOI TE BAO CAR-T PHOI HQP VOI KHANG THE KHANG PD-1
4.2.1. Panh gia tac dung ly giai té bao in vitro

Bénh bach cau cap dong lympho la bénh ung thu nhi khoa pho bién nhat
véi khoang 6.000 trueong hop duoc chan doan hang nam & Hoa Ky, chiém gan
25% s6 ca chan doan ung thu & tré em. Dua trén dic diém kiéu hinh mién dich,
bénh bach cau cap dong lympho dugc phén loai thanh 12 bénh bach cau cap
dong lympho B hoic lympho T, trong d6 bénh bach cau cap dong lympho
chiém khoang 85% trudng hop. Trong nira thé Ky qua, ty 1& song sot toan bo
(0S) 5 nam di duoc cai thién dang ké 18n trén 90% & cac nudc ¢d thu nhap cao
nho viéc trién khai cac phuong phap theo ddi bénh va chan doan cai tién, ti
wu hoa cac phac d6 hoa tri liéu phan tang nguy co da tac nhan va chim soc hd

trg tot hon. Tuy nhién, khoang 10 - 15% bénh nhéan vén tai phat va 2% khong
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dap tng vai lieu phap tan cong. Muc tiéu trong thap ky t6i 1a cai thién kha ning
séng sot hon nita 1&n 100% va giam thiéu tac dung phu lién quan dén diéu tri
[132], [133]. Do d6, cac phuong phap diéu tri méi 1a can thiét dé cai thién kha
nang séng s6t & nhitng bénh nhan mac bénh tai phat hoac kho chira. Biéu tri
bang liéu phap té bao CAR-T CD19 c6 ty 18 thuyén giam cao, ngay ca & nhing
bénh nhan di that bai trong viéc ghép té bao gdc va dd quan sat thay tinh trang
thuyén giam kéo dai 1én dén 24 thang [129]. CD19 la mot glycoprotein xuyén
mang can thiét cho su phat trién té bao lympho B binh thuong ¢ ngudi va duoc
biéu hién trén bé mat té bao trong tat ca cac giai doan biét hda té bao lympho
B. CD19 1a muc tiéu diéu tri hap dan vi né dugc biéu hién ¢ trén 95% khdi u
4c tinh cua té bao lympho B bao gom bénh bach cau cap dong lympho B, bénh
bach cau man tinh dong lympho va u lympho khéng Hodgkin té bao B. Trong
nhitng nim qua, da co6 rat nhiéu bang ching tién 1am sang thuyét phuc chi ra
rang biéu hién cua thu thé khang nguyén kham (CAR) nham muc tiéu CD19
trong té bao lympho T méau ngoai vi phat huy hiéu qua diéu tri trong cac md
hinh &c tinh té bao lympho B khac nhau. Do vay hién nay cac nghién cau 1am
sang dang duoc tién hanh & mot s trung tim trong do cac té bao CAR-T dic
hiéu CD19 ty than dang dugc danh gia & nhitng bénh nhan mic bach cau cap
va man tinh dong lympho va ung thu hach kho chira [54]. Vi vay cho dén nay
hau hét cac thir nghiém 1am sang liéu phap té bao CAR-T diéu tri bénh bach
cau cap dong lympho déu tap trung nham dich 1a thy thé CD19.

Vao nam 2009, quy trinh cong nghé san xuét té bao CAR-T nham dich
khang nguyén CD19 lan dau tién dugc cong bd; dua vao d6, thir nghiém lam
sang giai doan 1 da duoc tién hanh trén cac bénh nhan mic bénh bach ciu man
dong lympho va bénh bach cau cap dong lympho. Két qua cta cudc thir nghiém
lam sang nay lan dau dugc cong bd vao nam 2013, chi ra sy thuyén giam bénh
dang ké ctia nhitng bénh nhan tham gia, dic biét 14 trén nhiing bénh nhan truéng

thanh mic bénh bach cau cap dong lympho [33]. Nguyén tic cta liéu phap té
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bao CAR-T trong diéu trj ung thu 1a nhdm tao ra cac té bao T mang céac thu thé
kham nhan tao c6 kha nang nhan biét céc khang nguyén dic hi¢u trén bé mat
té bao ung thu tir d6 kich hoat kha ning phan giai té bao ung thu cua té bao T
[134]. Pic biét, té bao CAR-T c6 thé ty ting sinh va ton tai lau dai trong co thé
dé diét cac té bao ung thu tai phat - mot trong nhitng nguyén nhan chinh khién
diéu trj that bai. Dua vao nhiing két qua nghién ctru trén, liéu phap st dung té
bao CAR-T nham dich CD19 dugc Cuc Quéan 1y Dugc pham va Thyuc pham
My FDA cong nhan 1a mot budc dot pha, mé duong cho nhiéu nghién ciru va
tién bd trong linh vuc ndy. Pén nam 2017, FDA da cho phép dung liéu phap té
bao CAR-T trong chita tri bénh bach cau cap dong lympho & nguoi lon va tré
em [135]. Sau d6, FDA tiép tuc cip phép cho liéu phap té bao CAR-T Ia
Kymrial ciia hang Novatis cho diéu tri u lympho khéng Hodgkin & nguoi Ion
vao thang 5/2018 [136]. K¢é tir thang 10 nam 2021, c6 bon san pham CAR-T
hién da dugc phé duyét danh cho bénh u lympho khéng Hodgkin , hai san pham
danh cho bénh bach cau nguyén bao lympho cap tinh té bao B va mot san pham
danh cho bénh da u tiy. Nhiéu loai khac hién dang trong qué trinh phat trién
1am sang cho nhitng bénh nay va cac khoi u ac tinh khéac [41]. Vi hiéu qua
khang ung thu 4n tuong, liéu phap CAR-T can dugc nghién ctru, phat trién tai
ting co sO y té dé ung dung rong rai va dua lai loi ich cho bénh nhan.

Niam 2020 nghién ctru cia Wang M. va cong su vé liéu phép st dung té
bao CAR-T KTE-X19 cho 68 bénh nhan u lympho té bao vo tai phat hodc kho
diéu tri thi thiy 57% bénh nhan phan tich hiéu qua ban dau di thuyén giam lau
dai. Sau 12 thang, wdc tinh ty 1& song khong tién trién bénh 61%. Tuy nhién,
hoi chimg giai phong cytokin d6 3 trd 1én va cac bién chimg than kinh xay ra
lan lugt & 15% va 31% bénh nhan; khong c6 trudng hop nao tir vong [56].
Ramos C.A. va cong su d nghién ctru diéu tri liéu phap té bao CAR-T CD30
trén 41 bénh nhan u lympho Hodgkin véi thot gian theo doi trung binh 1a 533
ngay, ty 1& song khong bénh tién trién trong 1 nam va ty 1¢ séng toan bo cho tat
ca cac bénh nhan dugc danh gia 1an luot 1a 36% va 94% [57].
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Nam 2021, nghién ctru cia Mei H. va cong su da xay dung mot li¢u phap
CAR-T BM38 dic hiéu kép duoc nhan ban hda nham muc tiéu BCMA va CD38
& 23 bénh nhan bi da u tiy xwong tai phat va khang tri duoc truyén CAR-T
BM38 trong thir nghiém giai doan I. Két qua cho thdy CAR-T BM38 dic hi¢u
kép 1a kha thi, an toan va hi¢u qua ¢ bénh nhan da u tily xuong tai phat va khang
tri. Thoi gian séng khong bénh tién trién trung binh 14 17,2 thang. Dang cha ¥,
cac té bao CAR-T BM38 co thé duoc phat hién ¢ 77,8% bénh nhan duoc danh
gia sau 9 thang va 62,2% sau 12 thang [58].

Niam 2022, mdt nghién ctru vé liéu phap té bao CAR-T khang CD19 c6
tiém nang cho cac ung dung 1am sang rong rai. Nghién ciru nay cho thay hiéu
qua va do an toan cia nd trong diéu tri bénh bach cau cap dong lympho tai
phat hoac khang tri va u lympho khong Hodgkin. Ty 1€ lui bénh hoan toan la
80% va ty 1¢ song sot sau 1 nam 1a 51%. Doi voi lidu phap té bao CAR-T ¢
san, ty 1¢ lui bénh hoan toan dbi véi bénh bach cau cap dong lympho 1a 70%
va d6i vi u lympho khong Hodgkin 14 52% [59].

Nam 2023, mot nghién ctru téng hop cua Yu M. va cdng su vé hiéu qua
cta liéu phap CAR-T khang CD19 & nhiing bénh nhan mac bénh u lympho
khong Hodgkin té bao B (B-NHL) va bénh bach cau cép té bao B (B-ALL).
Trong s6 260 bénh nhan mac B-NHL, ty 18 dap tng va lui bénh hoan toan tot
nhat gop chung lan luot 12 77% va 52%. Trong 159 bénh nhan mic B-ALL, ty
1¢ lui bénh hoan toan 14 92% va ty 18 séng sot sau 12 thang va ty 1& song sot
khong tién trién gdp chung 1a 65,0% va 73,0% twong ung. Nghién clru nay
chtng minh tinh an toan va hiéu qua 1am sang cua céc liéu phép té bao CAR-T
nham muc tiéu kép trong cac khbi u 4c tinh cta té bao B. Hon nita, cin c6 cac
thir nghiém ngau nhién c6 dbi ching duoc thiét ké tot dé thiét lap vai tro cia
lidu phap té bao CAR-T nhim muc tiéu kép & nhitng bénh nhéan c6 khdi u ac

tinh té bao B [60].
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Liéu phap CAR-T thuong bao gom nhiéu budc nhu: tach té bao lympho
T tir mau ngoai Vi, bién ddi gen té bao T dé biéu hién cac thy thé nhan tao c6
kha nang nhan biét cac khang nguyén dic trung cta té bao ung thu; nudi cy
tang sinh t& bao CAR-T; dua cac té bao CAR-T nguoc trd lai ngudi bénh. Trong
qua trinh thuc hién liéu phap c6 nhiéu yéu tb lam thay ddi biéu hién CAR va
su tang sinh cua té bao CAR-T tir 6 anh hudng dén chirc ning cua té bao CAR-
T. Qua trinh danh gia kha nang ly giai trén in vitro ciing cho thay dugc tinh dac
hiéu cua khdi té bao CAR-T khi huéng téi, ¢d &i luc cao véi cac dong té bao
ung thu khac nhau theo nhu thiét ké ban dau cua cau tric CAR-T [137], [138].

Truéc khi 4p dung trong diéu tri 1am sang thi van dé can danh gia 1a kha
nang ly giai cac té bao ung thu cta khdi té bao CAR-T, CAR-T két hop voi
khang thé khang PD-1 nhu thé ndo. Piéu ndy c6 thé khang dinh duoc trong
nghién ctu in vitro va 1am nén tang cho céac nghién ctu tiép theo ciing nhu kha
nang tng dung 1am sang caa khdi té bao CAR-T duoc tao ra ciing nhu liéu phéap
két hop té bao CAR-T vai khang thé khang PD-1 [138]. Chlng t6i sir dung k¥
thuat Flow Cytometry dé danh gia ty 1 chét cua té bao (ty ¢ ly giai té bao ung
thu) bang cach ding chat nhuém nhan té bao phat huynh quang 1a 7-Amino
Actinomycin D (7-AAD) dé kiém tra ty 1& té bao ung thu bi ly giai trén quan
thé té bao ung thu bach cau duong tinh véi Carboxyfluorescein succinimidyl
ester (CFSE). Str dung chat nhuoém té bao huynh quang CFSE dé danh dau té
bao ung thu bach cau, day 1a mot chat nhuém co lién két 6n dinh khi tich hop
vao trong té bao va giir lai & té bao trong thai gian dai, thudc nhuom s& khéng
duoc chuyén sang céc té bao lan can. 7-AAD la loai thubc nhuém nhan phét
huynh quang, ching cé kha nang lién két rat manh voi ADN ciia nhan té bao.
Khi té bao ¢ trang thai binh thuong, chat nay khdng thé xam nhap vao bén trong
dé gan voi ADN cua nhan té bao song. Chi khi mang té bao bj ton thuong 7-
AAD moai cd thé di vao trong té bao va lién két voi ADN nhan té bao. Do do,
st dung chat nhudém nhan 7-AAD dé dang phét hién mang té bao bi tén thuong
tir d6 danh gia ty 18 té bao bi ly giai.
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Trong nghién ctru nay chung t6i tién hanh trén in vitro danh gia tac
dung ly giai 2 dong té bao ung thu CD19+ 1a Daudi va Raji, 1 dong té bao ung
thu CD19- la K562 voi 3 ty 1€ target : effector T:E = 1:2, 1:5, 1:10 (Effector
: PBMC, CAR-T va Target : Daudi, Raji, K562). Khang thé khang PD-1 bd
sung vao giéng voi nong do 20pg/mL va giéng diéu tri két hop véi véi CAR-
T theo céc ty Ié target : effector (T:E) 1:2, 1:5, 1:10 (Effector : PBMC, CAR-
T va Target : Daudi, Raji, K562). Két qua cho thay té bao CAR-T va CAR-
T két hop véi khang thé khang PD-1 thé hién kha ning ly giai tot d6i véi té
bao Daudi CD19+, ty 18 ly giai ciia 2 nhdm nay cao hon so vdi nhom té bao
PBMC. Té bao CAR-T trong nghién ctu ciia ching ti ¢d kha nang nham dich
khang nguyén CD19, lién két véi té bao thong qua thu thé nay va gay ly giai
ré cac té bao ung thu c6 biéu hién CD19+ I té bao Daudi. Kha ning ly giai
cua liu phap té bao CAR-T va CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1
cling ting theo sy ting cua ty 16 CAR-T khi dugc ddong nudi ciy vai té bao
ung thu. Piéu nay cho thay té bao CAR-T duoc tao ra trong nghién ctu nay
c6 tac dung ly giai té bao ung thu va dic biét 1a cd tinh chon loc véi té bao
ung thu CD19+ dang nhu co ché tac dung cia n6. Két qua nay 1a phi hop véi
thiét ké cua thi nghiém va ciing twong tu nhu cac nghién ciu khac khi tao ra
té bao CAR-T dé tiéu diét té bao ung thu CD19+ [139]. Pay ciing 1a budc dau
cho nhiing nghién ciu tiép theo vé tac dung ly giai va gay chét té bao ung thu
cua liéu phap té bao CAR-T.

Déi véi té bao Daudi c6 CD19+, té bao CAR-T va CAR-T két véi véi
khang thé khang PD-1 thé hién kha nang ly giai tot. Ty 18 té bao ly giai ting
khi ty 1¢ dong nudi cay tang, ty I dat tir 36,19% - 74,21%; té bao CAR-T két
hop voi khang thé khang PD-1 dat tir 34,73 - 74,28%. Trong khi d6, PBMC
kich hoat thé hién hoat tinh ly giai té bao khong dang ké (< 12%). Tuy nhién,
ching t6i chua thay kha ning ly giai té bao Daudi c6 su khac biét c6 ¥ nghia
thong ké & céac ty I gitta nhom diéu tri CAR-T va nhom két hop CAR-T véi
khang thé khang PD-1.
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Diéu tri bang khang thé khang PD-1 di cho thdy thanh céng dang ké
trong thir nghiém 1am sang [95], [140]. Tuy nhién, hau hét cac bénh nhan khong
cho thay su thuyén giam 6n dinh sau diéu tri liéu phap khang PD-1. Hé mién
dich c6 kha nang chién d4u véi cac té bao ung thu, nhung mat s6 té bao cua hé
mién dich lai kich thich su chuyén hoa va ting truéng ctia khéi u [141]. Vi ca
khéi u va xdm nhap mién dich déu anh huéng dén cac dap ung trong diéu tri,
nén can phai can nhéc ca hai yéu t6 nay khi phat trién cac liéu phap diéu tri két
hop. Nhitng nd luc dang ké dang dugce tién hanh dé xac dinh cac dau 4n sinh
hoc dé dy doan bénh nhan nao s& duoc chi dinh trc ché con duong PD-1 khi st
dung n6 nhu mét liéu phap diéu tri don 1& va phat trién cac liéu phap két hop
hiéu qua. Khi diéu tri chi nhadm vao viéc trc ché PD-1, su c6 mit cila cac té bao
T CD8+ ¢ vién xung quanh khdi u xam 14n va biéu hién ctia PD-L1 trong khdi
u & muc do cao c6 lién quan dén dap tmg diéu tri voi ty 18 tot hon [98], [99].
Tuy nhién, biéu hién ctia PD-L1 khong phai liic nao ciing c6 lién quan dén két
qua diéu tri: mot s6 khbi u dwong tinh véi PD-L1 dap tmg kém vdi trc ché PD-
1, trong khi d6 mot s6 khoi u 4m tinh véi PD-L1 lai cho thay dap tng diéu tri
tbt [142], [143].

Chung t6i tién hanh danh gia tac dung ly giai té bao Raji CD19+ tuong
tu té bao Daudi. Két qua ciing cho thay té bao CAR-T va CAR-T két hop voi
khang thé khang PD-1 thé hién kha ning ly giai twong di tot ddi véi té bao
Raji CD19+, ty I¢ ly giai ciia 2 nhdm nay cao hon so c6 y nghia thong ké so véi
nhom té bao PBMC. Té bao CAR-T trong nghién ctiu caa ching toi c6 kha
nang nham dich khang nguyén CD19, lién két voi té bao thong qua thu thé nay
va gay ly giai rd cac té bao ung thu c6 biéu hién CD19+ Ia té bao Raji. Kha
nang ly giai cua liéu phap té bao CAR-T va CAR-T két hop véi khang thé
khang PD-1 ciing tiang theo su ting cta ty 16 CAR-T khi dugc ddng nudi cay
Vi té bao ung thu. Mic du ty I ly giai thap hon so véi té bao Daudi, tuy nhién
& nhém két hop CAR-T voi khang thé khang PD-1, c¢6 xu huéng ting hiéu qua
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ly giai rd rét khi tang ty I1¢ CAR-T/Raji. Bac biét, voi ty I¢ Raji/CAR-T = 1:10,
hiéu qua ly giai tang tir 24,2% 16n 44,11%, tuong duong tang hiéu qua 1,82 lan.
Trong khi d6, PBMC kich hoat thé hién hoat tinh ly giai té bao Raji khoang <
9%. Nhu vay, két hop khang thé don dong khang PD-1 véi CAR-T lam ting
hiéu qua ly giai té bao Raji.

CD19 1a thy thé hudng dich pho bién nhat trong phat trién CAR-T. CD19
biéu hién véi muc d6 va ty 1& cao & cac té bao tao mau ac tinh. CAR-T thé hé
thar hai cho thé\y hi¢u qua diéu tri bénh bach cau tbt nhit. Tuy nhién, hi€u qua
ctia liéu phap té bao CAR-T phu thudc 16n ty 18 té bao CAR-T trong ché pham.
Vi vy, toi uu quy trinh dé dat duogc ty 18 té bao CAR-T cao trong ché pham
duoc chuan bi méi quyét dinh hiéu qua cta lidu phap diéu tri ndy. Bén canh d6
PD-1, mot protein trén bé mit cua té bao T, c¢b vai trd hoat héa té bao T dé
chéng lai khdi u. PD-1 thiic ddy qua trinh chét theo chuong trinh cta céc té bao
T dic hiéu véi khang nguyén va lam giam qua trinh chét theo chuong trinh ciia
cac té bao T diéu hoa [4]. Uc ché PD-1 1a mét liéu phap mién dich khac c6 hiéu
qua trong diéu tri ung thu va di phat trién nhanh chéng. Sy hién dién cua PD-
1 trén bé mat té bao CAR-T dugc cho 13 gop phan lam giam chirc ning cua licu
phap CAR-T, dac biét 1a trong khdi u rén. Su phong téa PD-1 trén té bao CAR-
T bang chit trc ché hodc khang thé loai trir PD-1 gitip tang cudng hidu qua tiéu
diét khéi u cua té bao CAR-T [5]. Khang thé khang PD-1 sé& kich hoat té bao
CAR-T tir d6 gitp ting cudong hiéu qua, nang cao chirc nang cua té bao CAR-
T va & mdt mirc do nao do sé cai thién tién lugng cling nhu hiéu qua diéu tri.
Do d6, su két hop giita phong téa PD-1 va té bao CAR-T s& 1a mot liéu phap
dﬁy hira hen, c6 tiém nang dua lai hiéu qua diéu tri tot. Trén thé gid1 da co mot
s6 nghién ctru két hop hai liéu phap trén va c6 hiéu qua tot hon so véi diéu tri
don 16. Nam 2017, mét nghién ctu caa Li S. va cong su da thiét ké cac té bao
CAR-T tiét ra cac khang thé khang PD-1 (CAR.aPD-1-T) va d4nh gia hiéu qua

cua chdng trong mé hinh chudt xenograft ung thu biéu mé phoi thi thay hiéu
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qua hon so voi TB CAR-T don thuan [110]. Nam 2019, ciing d3 c6 mét trudng
hop duoc béo céo sir dung CAR-T két hop voi khang thé khang PD-1 liéu thap
trén bénh nhan ung thu hach khéng Hodgkin té bao B gidp thuyén giam hon 10
thang va giam tac dung phu [111]. B2 c6 thir nghiém giai doan | caa liéu phap
té bao CAR-T & bénh nhan mac bénh mang phéi &c tinh (MPM) két hop voi
Pembrolizumab, khang thé khang PD-1 vao nim 2021 cua Adusumilli P. S va
cong su. Té bao CAR-T dugc phét hién trong mau ngoai vi trong > 100 ngay
& 39% bénh nhan. Sau khi chang minh rang phong téa PD-1 giup ting cudng
chirc ning té bao CAR-T & chuét thi 18 bénh nhan miac MPM ciing da nhan
duoc pembrolizumab mét cach an toan. Két qua cho thay ty 18 song trung binh
la 23,9 thang, bénh 6n dinh dugc duy tri trong 6 thang ¢ 8/18 bénh nhan [113].
Liéu phap mién dich két hop véi té bao CAR-T va thudc phong toa PD-1 nén
duoc danh gia thém & nhitng bénh nhan c6 khdi u ran. Tuy nhién ¢ Viét Nam
chua c6 cong bd nao vé nghién ctiru danh gia hiéu qua khi két hop hai lidu
phap trén.

Pé ching minh dugc hiéu qua tac dung cia té bao CAR-T CD19 theo
dung co ché c6 tinh chon loc vai té bao ung thu CD19+ ching tdi tién hanh
danh gia tac dung ly giai té bao K562 (CD19-). Trén in vitro ching toi danh gia
tac dung ly giai dong té bao ung thu K562 (CD19-) véi 3 ty 1é target:effector
(T:E) 1:2, 1:5, 1:10. Péi vai ty lé K562/CAR-T 1:2 va 1:5, CAR-T va CAR-T
két hop voi khang thé khang PD-1 c6 tac dung ly giai té bao tét hon PBMC
nhung déu & mac thap. Véi ty 16 K562/CAR-T = 1:10, két qua cho thay ty 1é té
bao K562 (CD19-) bi ly giai khi dong nudi cay véi PBMC 27,52%, CAR-T
27,67% va CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1 28,59% la tuong dong
nhau. Nhu vay c6 thé thiy déi véi té bao K562 CD19- té bao CAR-T CD19
trong nghién ctiu ciia chung t6i chua thé hién rd kha nang ly giai. Kha nang ly
giai twong dwong véi té bao PBMC chang ¢ ty lé 1:10. Doi voi ty Ié
K562/CAR-T = 1:2 va 1:5, CAR-T va CAR-T két hop véi khang thé khang
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PD-1 ¢ tac dung ly giai té bao tét hon PBMC tuy nhién déu & muc thap. Diéu
nay ciing phu hop véi co ché tac dung cua té bao CAR-T CD19+. Nghién cuau
cua Picango-Castro V. va cong su nam 2020 cho thay sau 24 gid dong nudi cay,
té bao CAR-T CD19 d loai bo 87% té bao Sup-B15 CD19+. Trong qué trinh
ddng nudi cay té bao lympho khdng chuyén gen véi té bao Sup-B15, khdng
thay su khac biét. Twong tu nhu vay, khdng co té bao CD19- nao chét (K562)
sau khi déng nudi cay véi té bao CD19-CAR-T, chang to tinh dac hiéu cua
CAR d6i voi khang nguyén CD19 [139].

Nghién ctru ctia chung t6i dugc tién hanh trong khudn kho danh gia tac
dung trén in vitro d6i v6i té bao ung thu bach cau CD19+, CD19- va 1 liéu khang
thé khang PD-1. Cac dong té bao ung thu bach cau gdm Daudi, Raji, K562 duoc
nudi cdy trong méi trudng ¢ khang thé khang PD-1 véi liéu 20pug/ml. Két qua
cho thay ty 18 ly giai t& bao ung thu c6 CD19+ va CD19- khi dong nudi cay véi
khang thé khang PD-1 déu khéng c6 su khac biét so voi nhom chimg. Piéu nay
cling hoan toan phit hop véi co ché ciing nhu cc tng dung hién nay ciia khéng
thé khang PD-1 chu yéu trén khéi u ran va c6 biéu hién PD-L1 duong tinh. Déi
v6i cac bénh 1y ung thu huyét hoc nhu u lympho ciing dang duoc ap dung diéu
tri bang khang thé khang PD-1 [144]. Do viy, can c6 thém cac nghién ctru danh
gia trén thuc nghiém vé ndng do khang thé khang PD-1 trén cic bénh 1y ung thu
huyét hoc, tir d6 tién t6i sir dung liéu phap két hop véi té bao CAR-T.

Nhitng két qua trén caia ching tdi cho thay phi hop véi co ché tac dung
cua té bao CAR-T. Budc dau ching tdi thay liéu phap CAR-T két hop khéang
thé khang PD-1 1am tang 1,82 1an hiéu qua ly giai trén té bao Raji o ty I¢
T:E =1:10.

Cac nghién ctu vé lieu phap két hop nay trén thé gisi da dugc bao céo
cling cha yéu trén cac bénh 1y ung thu thé ran. Do vay ddi véi cac ung thu mau
can thém c6 nhiéu nghién ctru dé danh gia hiéu qua caa liéu phap két hop nay
tir 6 c¢6 tng dung hiéu qua hon nira trén thuc té 1am sang mang lai loi ich cho
bénh nhan.
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4.2.2. Thay d6i nong d$ cytokin dwec giai phong & méi trudng nudi cay
té bao

Té bao CAR-T ngoai kha ning diét khdi u theo céch tiép xUc tryuc tiép
con ¢ kha nang tiéu diét gian tiép thong qua giai phong cytokin hoic bang
cach tac dong 18n céc té bao khéac (tiéu diét gian tiép) [66]. Khi nhan ra cac
khang nguyén khéi u, té bao CAR-T tiét ra cac cytokin gay viém, bao gom IFN-
y va TNF-0, dé gy ra hién tuong chét cua té bao khéi u, kich thich dai thuc
bao san xuat cytokin. Ngoai ra, cac dai thuc bao co thé dugc kich hoat boi cac
cytokin do té bao CAR-T san xuat, chang han nhu TNF-a, IL-2, GM-CSF va
IFN-y [46]. Mot trong nhitng ngudn chinh cua cac cytokin gay viém la cac té
bao tiy duoc kich hoat trong qué trinh tri liéu bang té bao CAR-T. Sau khi
truyén va nhan dang té bao dich, cac té bao CAR-T duoc kich hoat va tiét ra
nhiéu yéu t6 gay viém khéac nhau, chang han nhu GM-CSF, c6 thé kich hoat
c4c té bao tay va thuc day san xuat va bai tiét nhanh chéng céc cytokin gay
viém nhu IL-6 va IL-1pB gép phan giy doc tinh gay viém [145]. DBé diéu hoa
c4c chire nang tac dong tiéu diét té bao, té bao T chil yéu st dung hai con duong
chinh: xuat bao cua cac hat gay doc té bao co chira perforin va granzyme, va su
biéu hién cua cac phdi tir ho yéu té hoai tir khdi u gan mang (TNF), gay ra hién
tugng apoptosis cua té bao dich khi gan két vgi thy thé twong wng cia ching
[69]. Trong khi thiét ké té bao CAR-T dua trén viéc dat duoc su ly giai khdi u
thong qua tuong tac truc tiép gitra té bao T va té bao khdi u, thi viéc san xuét
cytokin bang té bao CAR-T duoc kich hoat c6 thé ting cudng hon nira kha ning
chdng khéi u cua ching [69]. Trong nghién ctu ndy, kha ning bai tiét cytokin
cua khdi té bao CAR-T cua ching toi dugc danh gia bang xét nghiém ELISA
dinh luong nong do 3 cytokin IL-6, IL-2, TNF-a trong dich dong nudi cay té bao
sau 24 gio va 48 gio.

IL-6 12 nhan t trung tAm trong dap ung mién dich bao vé. Tuy nhién, sy

bai tiét kéo dai, ting va qua mirc IL-6 lién quan dén bénh sinh nhiéu bénh 1y,
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trong d6 c6 ung thu, dic biét 1a ung thu bach cau [73]. Vai tro quan trong trong
su song cia té bao ung thu bach cau ctia IL-6 va hiéu qua khang ung thu khi trc
ché tin hiéu IL-6 da dugc bio cao, dic biét 1 trén ung thu bach cau [73]. Nong
d6 ctia IL-6 trong dich dong nudi cady PBMC vdi céac té bao ung thu sau 24 va
48 gio cho thay ndng do IL-6 khi dong nudi cy véi 2 dong té bao ung thu bach
cau CD19+ Raji va Daudi 1a twong dwong nhau. Nguoc lai, ndng do IL-6 cao
hon dang ké trong dich dong nudi cdy té bao PBMC va té bao ung thu bach cau
K562 c6 CD19-. biéu ndy goi y vé kha ning tiét IL-6 cao hon & té bao K562
c6 CD19- so véi té bao Raji va Daudi c6 CD19+. C6 thé vai tro thiic ddy ung
thu ctia IL-6 trén céac té bao ung thu bach cau Raji va Daudi ¢ CD19+ 1a khong
dang ké, so voi té bao ung thu bach cau K562 ¢6 CD19-.

Tin hi¢u PD-1 dugc hoat hod khi protein PD-1 tuong tac voi phéi tlr cua
n6 PD-1 L1 hodc PD-1 L2 trén bé mit té bao dich. Qua do, trc ché sy tang sinh
va thic ddy té bao lympho T chét theo chuong trinh, @rc ché san xuét cytokin
va chirc ning tiéu diét t& bao [146]. Két qua 13, mién dich loai bo té bao ung
thu bi ngin chin va hd tro té bao ung thu tron thoat mién dich. Vi thé, nhiéu
thudc trc ché tin hiéu PD-1 d& duoc cap phép diu tri cac bénh 1y ung thu, trong
d6 c6 ung thu bach cau. Uc ché gin két PD-1/PD-L1 kich thich dai thuc bao
san xuat IL-6 va diéu tri bang PD-1 Ab ting nong d6 IL-6 [147]. Két hop khang
IL-6 va PD-1 dua lai hiéu qua diéu trj hiép luc [147], [148]. Két qua cta ching
t6i phul hop trén té bao K562 c6 CD19- rang, dong nudi cay c6 bod sung PD-1
Ab 1am ting nong d6 IL-6. Nguoc lai, giam néng d6 IL-6 & té bao CD19+
(Daudi va Raji). Pay la phat hién méi, goi ¥ vé su lién quan chua duge béo cdo
giita biéu hién CD19 va sy tuong tac cla gitta tin hiéu IL-6 va PD-1. Phat hién
nay 1 goi ¥ cho cac danh gia phén tich co ban tiép theo vé vai trd cta céc tin
hiéu nay.

Dén nay, chua c6 bang ching truc tiép vé viéce té bao T hodc té bao CAR-

T 14 ngudn san xuit dang ké IL-6, nhung ting néng d6 cytokin IL-6 lién quan
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chit ch& dén hoi chung giai phong cytokin sau diéu tri bang liéu phap CAR-T
[149]. Ngudn gbc ctia cac cytokin tién viém duge cho 14 tir cac té bao tay duoc
kich hoat trong qua trinh tri liéu bang té bao CAR-T [145]. Bén canh tac dong
thuc day viém trong dap tng viém hé thong, tin hiéu IL-6 thuc day tang truong
va hoat dong chéng ung thu cua té bao CAR-T [150].

Két qua nghién ctru cua chiing t6i cho thy khi ddng nudi cdy véi té bao
CAR-T hoidc CAR-T két hop véi PD-1 Ab lam ting nong do IL-6 sau 24 gid
d6ng nudi cdy so vi nhom chimg PBMC, nhung tac dong ndy giam hodc mat
di sau 48 gio dong nudi cdy. Co thé, ngay sau dong nudi cdy va tuong tac véi
té bao dich, CAR-T gian tiép thuc day cac té bao nhu té bao tuy va té bao ung
thu bach cau tiét IL-6 nhu co ché d3 duoc chimg minh. IL-6 duoc tiét ra thic
day hoat hoa nguoc 1én CAR-T va sau thoi gian dai hon, sy ting nhanh cta IL-
6 co thé gay ra su kiét strc cia cac té bao tiét ra nd. Té bao K562 c6 CD19- tiét
IL-6 nhiéu hon dang ké so véi té bao Raji va Daudi c6 CD19+. Khang thé
khang PD-1 1am ting nong d6 IL-6 trén té bao K562 (CD19-) nhung giam nong
d6 IL-6 & té bao Daudi va Raji (CD19+), goi y vé su lién quan chua dugc bao
c4o gitta biéu hién CD19 va sy twong tac cta giita tin hiéu IL-6 va PD-1.

IL-2 dugc biét dén 1a mot yéu t ¢ vai tro trong kich thich sy ting sinh
cac té bao mién dich nhu lympho T lam ting kha ning tiéu diét cac té bao ung
thu. IL-2 1a dudng chét quan trong trong nudi dudng té bao mién dich nhu té
bao Lympho xam nhap khéi u (TIL), té bao CAR-T, va NK [74]. Chuyén gen
biéu hién cac cytokin va/hodc cac thu thé cytokin htra hen thiic ddy su phat
trién/su ton tai cta té bao CAR-T va kha nang hoat dong cua céc cytokin trong
su rc ché mién dich cta vi moi truong khéi u [75]. Bé tiéu diét té bao ung thu,
té bao CAR-T hoat dong theo co ché tiéu diét truc tiép phu thudc vao tiép xuc
hodc co ché gay doc gian tiép, thdng qua giai phong cac cytokin tién viém hoic

bang cach tac dong I1én cac té bao khac [66].
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Cac nghién ctru trude ddy da cho thdy, sau khi twong tac gan két voi
khang nguyén dich trén bé mat khdi u, té bao CAR-T kich hoat tiét ra cac
cytokin gay viém, bao gém IFN-y va TNF-o. Bén canh d6, cac cytokin do té
bao CAR-T san xuat nhu TNF-o, IL-2, GM-CSF va IFN-y kich hoat dai thuc
bao tiét cac cytokin tién viém [46]. Té bao T tiéu diét té bao chu yéu st dung
hai con duong chinh: xuit bao cua céc hat gay doc té bao c6 chira perforin va
granzyme, va su biéu hién caa yéu té hoai tir khdi u (TNF), thac day su chét
theo chu trinh (apoptosis) cua té bao dich [69].

Suy giam va thiéu hut IL-2 thuong gip trong vi méi trudng ung thu ran
va viéc bd sung IL-2 ¢o thé dan téi lam ting hiéu qua cua cac liéu phap té bao
lympho T khéac nhau ddi v6i cac khdi u rin [75]. Két qua nghién ctru nay chi ra
ndéng do IL-2 cao hon khi déng nudi cdy PBMC véi té bao K562 va Raji, so
v6i té bao Daudi. Bén canh d6, & té bao CD19+ 14 Daudi va Raji, khi d6ng nudi
ciy vdi CAR-T va CAR-T két hop PD-1 Ab, ndng do IL-2 ting 1én so véi nhém
PBMC ¢ ca thoi diém 24 va 48h. Nguoc lai, ¢ té bao K562 ¢c6 CD19-, sy khac
biét khong rd gitra nhoém té bao CAR-T va CAR-T két hop PD-1 Ab so voi
nhom chimg PBMC. Nhu vay, nong do IL-2 tang 1én khi co su tuong tac giira
CAR-T mang thu thé CD19 va khang nguyén CD19 trén bé mat té bao ung thu
bach cau dich (té bao Daudi va Raji). Nguyén nhan c6 thé cho sy thay doi khong
16 ndng d6 1L-2 & té bao K562, 14 thiéu sy twong tac dich cia thy thé kham va
Khang nguyén dich trén té bao K562. Piéu nay duoc thé hién, khi dong nuodi
cdy té bao CAR-T va té bao CAR-T két hgp PD-1 Ab, té bao CD19+ c6 nong
d6 IL-2 cao hon c6 y nghia théng ké so véi té bao CD19-. Ngoai ra, dong nudi
cay co bo sung khang thé khang PD-1 giam d4ng ké nong d6 IL-2 ¢ ca 3 dong
té bao ung thu. Tuy nhién, ddng nudi ciy két hop CAR-T c6 bd sung PD-1 Ab
khong 1am giam ndng do IL-2 so v6i ddng nudi cay don 1é voi té bao CAR-T
& ca 3 dong té bao ung thu. Két qua nghién ciru ciia chung toi cho thiy nong

d6 IL-2 tang 1én dang ké khi dong nuoi cdy té bao ung thu bach ciu CD19+ véi
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CAR-T mang thu thé CD19, nghi do c6 su tuong tac dac hi¢u gitra thu thé
CD19 trén CAR-T va khang nguyén CD19 trén té bao dich. Tac dung nay thé
hién khong dang ké ¢ té bao CD19-.

Bén canh tac dung khang ung thu tét, cac lieu phap CAR-T hién ding
cling gy ra nhiéu quan ngai vé céc tac dung khéng mong mudn. Mot trong
nhitng bién chimg dang ngai chinh 1 dap tng viém hé théng lién quan dén hoi
chang giai phong cytokin [151]. Hoi chiing giai phong cytokin 1a bién ching
nghiém trong, xay ra phd bién sau khi truyén liéu phap CAR-T vdi ty 18 duoc
bao cao la tir 37% dén 93% trong cac nghién ciu khac nhau [149]. CRS la yéu
t6 nguy co cua nhiéu bién ching nghiém trong, nhu hdi ching nhidm doc than
kinh lién quan dén té bao tac dong mién dich ciing nhu nhiéu doc tinh nghiém
trong l&n tim mach, huyét hoc, gan, da, phéi va duong tiéu hoa [152]. CRS 14 két
qua truc tiép cua qué trinh kich hoat ¢éng bo cac té bao CAR-T gap cac té bao
bach cau lympho B biéu hién CD19 va dong thac tin hiéu cytokin dugc kich
hoat dau ra boi céc té bao phan @ng caa hé thong mién dich bam sinh [67]. Vi
vay, viéc danh gia, kiém soat va xur tri cac bién chung gay ra do giai phong
cytokin 1a khdng thé thiéu, tir mé hinh thyc nghiém dén theo dai trén 1am sang.
Hoi chuing giai phong cytokin khi diéu tri bang liéu phap CAR-T lién quan chat
ché& dén cac cytokin tién viém nhu IL-6, I1L-2, TNF-a.

Mic du, chua c6 bang ching truc tiép vé viéc té bao T hoic té bao CAR-
T 1a ngudn san xuat dang ké IL-6, ting nong do cytokin 1L-6 dugc coi 1a nguyén
nhan, tac nhan thuc day va la chat chi diém cuaa cac hoi ching giai phong
cytokin [149]. Nong IL-6 ting cao hon & nhitng bénh nhan mac CRS so véi
nhitng bénh nhan khéng méc, twong quan véi sy khai phat cua céc triéu chuang
CRS nghiém trong va dong mét vai tro quan trong trong sinh ly bénh cua CRS
[149]. Vai tro cua IL-6 trong cac bién ching lién quan dén CRS dugc thé hién
théng qua tac dung diéu tri CRS cua cac duoc chat uc ché tin hiéu IL-6.

Tocilizumab, khang thé khang thu cam thé 1L-6, Ia liéu phép tc ché mién dich
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hang dau cua CRS [149]. Hiéu qua diéu tri CRS cua Tocilizumab da duoc
chiung minh, dac biét la bénh nhan véi CRS nang va/hoac de doa tinh mang.
Pang cht ¥, bénh nhan mic CRS phan ung nhanh véi Tocilizumab, sét va ha
huyét ap thuong hét trong vong vai gio [149]. Tocilizumab dwoc can nhac sir
dung trugc liéu phap CAR-T dé du phong, boéi vi ngan chan IL-6 bing
Tocilizumab khong 1am giam dang ké hiéu qua diéu tri cua té bao CAR-T, va
khong anh hudng tiéu cuc dén tién luong ciia ngudi nhan té bao CAR-T [149].
Siltuximab 1a khang thé khang IL-6, truc tiép gan két véi IL-6 va ngan IL-6
tuong tac vai thu cam thé cua no, ciing c6 tac dung twong tu Tocilizumab.
Siltuximab c6 tiém ning trong diéu trj CRS va duoc cho 1 ¢6 thé uu thé hon
Tocilizumab trong hoi chang nhiém doc than kinh lién quan dén té bao tac dong
mién dich [149].

Nhu vay, CRS lién quan tryuc tiép va chit ché dén ting giai phong 1L-6.
Két qua cua chiing toi khong twong dong véi cac bao cao bénh sinh di trudc vé
tang IL-6 cua liéu phap té bao CAR-T. Cu thé, tai thoi diém 48 gid nong do 1L-
6 trong dich nudi cay cua té bao CAR-T va CAR-T két hop vai khang thé khang
PD-1 khi nudi cay vai té bao ung thu bach cau Daudi c6 CD19+ thap hon so
v6i nhdm PBMC va vai té bao Raji thoi diém 48 giod ciing thap hon so voi
nhém PBMC. Mot nghién ciru vé truong hop mot bénh nhan ¢ sCRS cho thay
té bao noi mod 1a mot trong nhitng ngudn chinh cua IL-6, do d6 cho thdy cd méi
lien hé tryc tiép giira ndi mod dugc kich hoat vai qua trinh san xuat 1L-6 téng
thé [153]. Pang chu ¥, cho dén nay khong cé bang chiing nao cho thay té bao
T hoic té bao CAR-T c6 thé a ngudn cung cap I1L-6 dang ké [154].

Piéu nay cd I& ching ti can thém cac nghién cau trén md hinh in vivo
dé danh gia kha ning bai tiét 1L-6 cua hai liéu phap nay tir d6 nghién ctru sau
hon vé co ché tac dung cua liéu phap té bao CAR-T ciing nhu té bao CAR-T
két hop véi khang thé khang PD-1. Hon nita, nong d6 1L-6 khdng khéc biét ¢
nhom ddng nubi cay vai té bao CAR-T va két hop té bao CAR-T véi khang thé
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khang PD-1. Sy twong déng nong do 1L-6 gitta don liéu va két hop khéng goi
y Vé ting nguy co mac CRS sau diéu tri két hop so véi diéu tri don liéu phap té
bao CAR-T.

Bén canh d6, ngoai CRS c6 thé thay nong do 1L-2 tang gip trong hoi
chtng nhiém doc than kinh lién quan dén té bao tac dong mién dich (ICANS).
Tré ngai quan trong nhat trong viéc xac dinh cac cytokin dic hiéu gay doc than
kinh va CRS do chiing thudng xuat hién déng thoi. Trong mot nghién ctu nhi
khoa vé té bao CAR-T CD19, c6 28 trong sé 43 cytokin c6 lién quan dén
ICANS. Tuy nhién, chi IL-2, thy thé IL-4 hoa tan, yéu té ting truéng té bao
gan va IL-15 ting cao & nhitng bénh nhan bi nhiém doc than kinh, chir khéng
phai ¢ nhitng bénh nhan chi mac CRS [155]. Ibrutinib & chat ¢c ché tyrosine
kinase cua Bruton dugc FDA phé chuan dé diéu tri bénh bach cau lympho man
tinh. Ibrutinib ciing c6 thé @c ché con dudng tyrosine kinase do 1L-2 gay ra,
diéu chinh su giai phong cytokin cua cac té bao mién dich khac nhau, chang
han nhu té bao T, bach ciu don nhén va té bao khdi u. Mét sé ther nghiém da
ching minh rang viéc st dung dong thoi lbrutinib va té bao CAR-T cho bénh
bach cau lympho man tinh cé thé mang lai hiéu qua chong ung thu téng hop va
cai thién CRS [46]. Két qua nghién ciru caa chung t6i dong thuan so véi cac
b4o c4o vé co ché bénh sinh di truéc vé tang cua IL-2 cua liéu phéap té bao
CAR-T. Tai ca hai thoi diém 24 gio va 48 gio ndng do 1L-2 trong dich nudi cay
cua té bao CAR-T va té bao CAR-T két hop vai khang thé khang PD-1 khi nudi
cay Vi cac té bao ung thu bach cau Daudi va Raji c6 CD19+ déu cao hon co y
nghia théng ké so voi nhém PBMC. Két qua nay 1a phi hop véi cac béo céo
trudc day vé su ting nong do IL-2 sau liéu phap té bao CAR-T va phi hop voi
co ché tac dung cua liéu phéap té bao CAR-T. Khong c6 su khéac biét vé ndng
d6 IL-2 gitta nhdm ddng nudi cay véi té bao CAR-T va két hop té bao CAR-T
véi khang thé khang PD-1 cho thay khong ting nguy co mac CRS sau diéu tri
licu phap két hop so véi diéu tri don liéu phap té bao CAR-T.
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TNF-a 1a yéu t6 hoai tir khdi u va 1a mét trong nhitng cytokin doi dao
nhit dugc tiét ra boi cac té bao CAR-T khi xdm nhap khdi u. TNF-o 1a chét
trung gian chinh caa qué trinh kich hoat néi mé do té bao CAR-T gay ra. Mic
d6 TNF-a ting cao da dugc bao céo ¢ nhitng bénh nhan diéu tri bang liéu phap
té bao CAR-T, diéu nay c6 lién quan dén doc tinh cua té bao CAR-T nhu hoi
chung giai phong cytokin CRS, hoi chimg nhiém doc than kinh lién quan dén
té bao tac dong mién dich ICANS [70]. Tuy nhién, ndng do6 cytokin khéng phai
lac nao cling twong quan véi mic d6 nghiém trong cua CRS va viéc theo doi
kip thoi chling 13 mot thach thire trong diéu tri. Két qua nghién ciu cua ching
t6i cho thay & ca hai thoi diém 24 gio va 48 gio nong d6 TNF-a trong dich nudi
cay cua té bao CAR-T va CAR-T két hop vai khang thé khang PD-1 khi nudi
cay Vi cac té bao ung thu bach cau Daudi va Raji c6 CD19+ déu cao hon co ¥
nghia théng ké so véi té bao PBMC (nhém ching). Két qua nay phu hop voi
cac bao cao trudc day vé su tang ndong 46 TNF-a sau liéu phap té bao CAR-T.
Dua vao co ché tac dung cua liéu phap té bao CAR-T cd thé thiy diéu nay la
hoan toan phu hop. Tuy nhién, khéng thay c6 su khac biét vé nong do cytokin
nay ¢ nhom déng nudi ciy vai té bao CAR-T va két hop té bao CAR-T véi
khang thé khang PD-1. Biéu nay cho thy khi déng nudi cay két hop hai liéu
phap kha ning bai tiét cytokin khong ting nén nguy co xay ra tac dung phu
manh hon so v&i don liéu phap té bao CAR-T 1a chua thay trong nghién ciu
cua ching toi.

Nghién ctru ctia chung toi cling cho thdy nong d6 TNF-a trong dich nudi
cdy cua té bao CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1 khi déng nuéi cdy
v6i cac té bao ung thu c6 CD19+ (Raji va Daudi) & ca thoi diém 24 gid va 48
gid déu cao hon co ¥ nghia théng ké (p < 0,05) so v6i nong d6 TNF-a trong
dich nuéi cay cua té bao CAR-T khi ddng nuéi cay voi té bao CD19- (K562).
Két qua nay phu hop véi co ché tac dung cua liéu phap té bao CAR-T CD19
dic hiéu trén té bao CD19+. Két qua nay goi ¥ cho thiy khi diéu tri két hop
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trén t& bao CD19+ co su twong tac kich thich 1am ting kha ning bai tiét TNF-
o cua té bao CAR-T.

Nhu vay c6 thé thay két qua nghién cau cua ching ti tai ca hai thoi diém
24 gio va 48 gio nong do cac cytokin IL-2, TNF-a trong dich nudi cay cua té
bao CAR-T va CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1 khi nudi cay véi cac
té bao ung thu bach cau Daudi va Raji c6 CD19+ déu cao hon ¢ y nghia thdng
ké so voi nong do IL-2, TNF-a trong dich nudi cay cua té bao trén voi té bao
PBMC (nhém chang). Tuy nhién, khdng thay cé su khéc biét vé cac nong do
cytokin nay ¢ nhom té bao CAR-T va két hop té bao CAR-T véi khang thé
khang PD-1. Diéu nay cho thay khi ddng nudi cay két hop té bao CAR-T Vi
khang thé khang PD-1 thi kha nang bai tiét cytokin khong ting hon so véi dong
nudi ciy don 1é véi té bao CAR-T 1a chua thay trong nghién ciu cua ching toi.

So sanh giita hai thoi diém 24 gio va 48 gio ddng nudi cay cua liéu phap
té bao CAR-T va té bao CAR-T két hop khang thé khang PD-1 véi 2 té bao ung
thu bach cau c6 CD19+ thi két qua nghién ciru cta ching toi cho thiy nong do
cac cytokin IL-6, IL-2, TNF-a déu khdng khac biét co ¥ nghia thong ké gitra 2
thoi diém ndy. Tuy nhién, khi ddng nudi ciy voi té bao ung thu CD19- két qua
cua ching toi lai cho thay ndng d6 cac cytokin IL-6, IL-2, TNF-a lai khac biét
¢ y nghia thong ké giira thoi diém 24 gio va 48 gio. Nong d6 1L-2 va TNF-a
thi thoi diém 48 gio giam co ¥ nghia thong ké so véi thoi diém 24 gio. Piéu
nay cé thé goi y khi dong nudi cay véi té bao CAR-T va dong nudi cay két hop
té bao CAR-T c6 bo sung khang thé khang PD-1 trong nghién ciu caa ching
t6i Vi té bao ung thu bach cau CD19- khong c6 kha ning kich thich tang bai
tiét thém IL-2 va TNF-a sau 24 gio.

Mic du liéu phép té bao CAR-T la mét liéu phap té bao chong ung thu co
trién vong Ién, da chimg minh duoc tinh kha thi trong diéu tri cac khi u ran va
cac ung thu ac tinh vé huyét hoc tuy nhién doi khi liéu phap nay cling gy nhiéu

doc tinh cd thé de doa tinh mang, nhu hoi chung giai phong cytokin hay béo
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cytokin, gy doc than kinh, nhiém doc huyét hoc, tan cong nham dich va hoi
chang suy hd hap cap. Nhiing hiéu ung bat loi ndy dan téi nd luc phét trién cac
nghién ciu t6i vu hoa liéu phap té bao CAR-T an toan hon, d& kiém soat hon
nham mo rong co hoi diéu trj va cai thién hiéu qua cuaa liéu phap mién dich ung
thu méi néi ndy [156]. Rat nhiéu phuong phap di duoc dua ra va phat trién dé
nang cao hiéu qua va tinh an toan bang cach tan dung nhing tién b gan day
trong sinh hoc tong hop.

Su tién bo nhanh chdng cua sinh hoc tong hop da tao diéu kién thuan loi
cho su phét trién caa nhiéu cam bién va mach gen c6 thé diéu khién duoc dé
ché tao va ting cudng chic ning t& bao mién dich vuot qué kha niang cua hé
théng mién dich ty nhién. Trén co s& cac dic tinh ki thuat, md-dun va hé thong,
sinh hoc tong hop chéc chan c6 gia tri Ion trong viéc nang cao tinh an toan caa
liéu phap té bao CAR-T. Cac chién lugc ndy bao gom: cong tic kiém soét, cac
hé théng CAR cam ting c6 thé dé dang bat tat CAR theo mong muén va hé thong
CAR nhay cam méi truong khéi u dé tang cuong kha ning diét té bao ung thu
va lam giam tan cong cac té bao khoé manh [157], [158]. Khi sinh hoc téng hop
va cdng nghé tiép tuc phat trién, ching tdi du doan s& c6 nhiing tng dung 1am
sang rong rai hon trong nhitng nam tai.

4.3. HAN CHE CUA PE TAI

Trong nghién ctiu ndy ching téi méi chi tién hanh thir nghiém duoc mot
nong do khang thé khang PD-1 khi két hop véi mot nong do té bao CAR-T,
mot thoi diém 6 gio va hai loai té bao ung thu bach cau c6 CD19+, mot loai té
bao ung thu bach cau cd CD19- do vy do ciing c6 thé 1a nguyén nhan ma két
qua nghién cau cua ching toi chua thay ré dugc hiéu qua khac biét gitra phuong
phap diéu tri don té bao CAR-T va liéu phép diéu tri két hop té bao CAR-T voi
khéng thé khang PD-1. Ngoai ra chung t6i cling chi nghién ciu tac dung ly giai
trén in vitro ma chua thuc hién dugc danh gia tac dung trén moé hinh gay bénh

bach cau trén chudt. Biéu ndy mo ra huéng nghién cau tiép theo sir dung thém
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cac nong do khang thé khang PD-1, cac thoi diém danh gia tic dung nhu 12
gio, 24 gio; trén cac dong té bao ung thu khéac va nghién ciru sau hon vé co ché
tac dung khang ung thu khi str dung phdi hop hai liéu phap trén dic biét voi
cac bénh 1y ung thu huyét hoc.
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KET LUAN

1. Tinh an toan caa khdi té bao CAR-T phéi hop véi khang thé khang PD-
1 trén thuc nghiém
* Chat luong cua té bao CAR-T:

- Méi trudng nudi té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab dam
bao tiéu chuan vé ndng do noi doc té, khéng nhidm khuan.

- Ty 1€ biéu hién cia CAR trén bé mit té bao T duoc phan tich bﬁng
phuong phap té bao dong chay 12 26,13% va k¥ thuat Realtime PCR cho thay
CAR biéu hién trén cac té bao T dugc chuyén nap.

* Tinh an toan cua té bao CAR-T phdi hop véi khang thé khang PD-1 trén dong
vat thuc nghiém

Té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab khong anh hudng 1én sy
song sot, can nang, chirc ning tao mau, chirc nang gan, chirc nang than va mo
bénh hoc gan, than ctia dong vat thi nghiém sau 4 tuan theo doi.
2. Tac dung khang té bao dong ung thw bach cau cia khéi té bao CAR-T
phdi hop véi khang thé khang PD-1 trén thwc nghiém

- Té bao CAR-T va CAR-T két hop vai PD-1 Ab c6 kha nang ly giai cac
dong té bao ung thu c6 CD19+ (Daudi, Raji) cao hon so véi té bao PBMC
nhém chung (p < 0,05).

- Liéu phap CAR-T két hop khang thé khang PD-1 lam ting 1,82 1an
hiéu qua ly giai trén té bao Raji ¢ ty 1é T:E = 1:10 (p < 0,001).

- Khéng c6 su khéc biét ty 1& ly giai té bao ung thu Daudi CD19+ khi
dong nudi cay vai té bao CAR-T va két hop CAR-T véi PD-1 Ab (p > 0,05).

- Nong d6 cytokin IL-2, TNF-a trong dich nudi cdy cua té bao CAR-T
va CAR- T két hop voi PD-1 Ab khi dong nuéi cdy véi cac té bao ung thu co
CD19+ déu cao hon so voi khi ddng nudi cdy véi té bao CD19-. Khong thiy
c6 su khac biét vé cac néng d6 IL-2 va TNF-o & nhom dong nudi cdy cung té
bao CAR-T va két hop CAR-T vé6i PD-1 Ab véi p > 0,05.
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KIEN NGHI

Dua trén cac két qua thu duoc tir nghién ciu ndy chung toi dwa ra kién
nghi sau:

- Tién hanh cac thi nghiém khao sat nong ¢6 PD-1 Ab danh gia hiéu qua
d6i véi cac dong té bao ung thu trong nghién ctu. Tur d6 tién hanh thém cac
thir nghiém két hop khéi té bao CAR-T véi PD-1 Ab & cac liéu PD-1 Ab, ty 1¢
té bao va thoi gian khac nhau.

- Tién hanh thir nghiém liéu phap két hop té bao CAR-T két hop véi PD-
1 Ab trén md hinh chudt gay bénh bach cau.

- Xem xét tién hanh cac thir nghiém 1am sang sir dung két hop khoi té
bao CAR-T va khang thé khang PD-1 dé diéu tri bénh bach cau trén ngudi.
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