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PAT VAN PE
Bénh bach cau chiém khoang 2,4% tong sé ca mac ung thu
mai va 3,1% ty Ié tr vong lién quan dén ung thu trén thé gisi. Hién
nay hoa tri liéu 1a phuong phap diéu tri bénh bach cau pho bién nhat.
Hiéu qua diéu tri cia liéu phap nay con han ché, cac bénh nhan sau
khi diéu tri khong thé lui bénh hoan toan va ty 1¢ tai phat cao. Gan
day, chién lugc diéu tri méi nhu didu tri nhim dich trong d6 c6 liéu
phap té bao CAR-T duoc phat trién va ghi nhan két qua kha quan.
PD-1 Ia mét protein duoc biéu hién trén bé mit cua té bao T. Khi PD-
L1 gén vé6i thu thé PD-1 gay ra hién tugong bét hoat dong cua té bao T
va hoat dong mién dich cua té bao T b trc ché. Sy hién dién cua PD-
1 trén bé mit té bao CAR-T duoc cho 1a gop phan lam giam chirc
nang cua liéu phap CAR-T. Do véy phong toa PD-1 trén té bao CAR-
T bang chit e ché hodc khang thé loai trir PD-1 duoc cho 1a ting
cuong hiéu qua tiéu diét khdi u cua té bao CAR-T. Khang thé khang
PD-1 (PD-1 Ab) s& kich hoat t& bao CAR-T giup ting cudng hiéu
qua, ning cao chiic nang cta té bao CAR-T tir d6 s& cai thién duoc
tién lugng, giam su xuét hién tac dung phu va tang hiéu qua diéu tri.
Phong téa PD-1 dang duogc coi la mot huéng méi day haa hen gidp
cai thién chie ning cua té bao CAR-T mang lai hiéu qua diéu trj tot.
Tuy nhién, & Viét Nam chua c6 nghién ctru nao danh gia hiéu qua két
hop té bao CAR-T va khang thé khang PD-1 trén bénh bach cau.
Vi vay, dé tai dugc thuc hién véi hai muc tiéu:
1. Ddnh gid tinh an toan ciia khoi té bao CAR-T phéi hop véi
khdng thé khang PD-1 trén thuc nghiém.
2. Ddnh gid tic dung khang mét s dong té bao ung thu bach
cau cua khoi té bao CAR-T phdi hep véi khang thé khang
PD-1 trén thuc nghiém.
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Nhirng déng gop mai cia luan an:

Pay 1a nghién ctru dau tién tai Viét Nam danh gia vé tinh an
toan va tac dung khang mot s6 dong té bao ung thu bach cau cua khoi
té bao CAR-T phéi hop véi khang thé khang PD-1 trén thuc nghiém.

Két qua nghién ctiu chi ra rang té bao CAR-T va CAR-T két
hop véi khang thé khang PD-1 khéng anh huang 1én su séng sot, can
nang, chirc nang tao mau, chirc nang gan, chirc nang than va mé bénh
hoc gan, than cta chudt thi nghiém sau 4 tuan theo déi.

Té bao CAR-T va CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1
c6 kha nang ly giai cac dong té bao ung thu c6 CD19+ (Daudi, Raji)
cao hon so véi t& bao PBMC nhom ching. Liéu phap CAR-T két hop
khang thé khang PD-1 1am tang 1,82 1an hiéu qua ly giai trén té bao
Raji & ty 18 Raji/CAR-T = 1:10.

Céu tric luan an

- Téng cong 133 trang gdm: Phan dit vin dé; 4 chuong
(Chuong 1: Téng quan tai liéu; Chuong 2: Pi twong va phuong
phép nghién ctru; Chuong 3: Két qua nghién ctu; Chuong 4: Ban
luan); Phan két luan va Kién nghi. Luan an c6: 18 bang, 35 hinh, 158
tai liéu tham khao.

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 cau trén thé gidgi

Theo théng k& GLOBOCAN niam 2022, bénh bach cau la ung
thu dugc chin doan phd bién thir 13 va 12 nguyén nhan thir 10 gay tir
vong do ung thu trén toan thé gidi, voi 486.777 trudng hop méic méi
va 305.033 ca tir vong do bénh bach cau.
1.1.1.2. Tinh hinh bgnh bach cdu ¢ Vigt Nam

Theo GLOBOCAN nim 2022, Viét Nam c6 5789 ca mac méi
dung tha 8 va c6 4330 ca tir vong dirng thir 6 do bénh bach cau.
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1.1.2. Nguyén nhén va co ché bénh sinh ciia bénh bach cdu
1.1.2.1. Nguyén nhan

Cho dén nay chua xac dinh dugc cic nguyén nhan gay bénh
bach cau, tuy nhién nhiéu yéu t6 nguy co lam ting ty l¢ mac bénh
nhu: Tién sir tiép x(c véi buc xa ion hod hoac hoa chat, diéu tri mot
s6 loai thudc chdng ung thu, nhidém tring véi mot s6 virus (HTLV-1
va HTLV-2, Epstein Barr), tién str rbi loan huyét hoc, cac diéu kién di
truyén (Thiéu méau Fanconi, Hoi chiing Bloom that diéu, Hoi ching
Down, sic té xeroderma, hoi chiing Li-Fraumeni).
1.1.2.2. Co ché bénh sinh

Bénh bach cau 1a mdt bénh mau 4c tinh lién quan dén viéc san
sinh qua nhiéu bach cau chua truong thanh hodc bit thuong. Bénh
xay ra khi mot s6 té bio méau bi dot bién ADN va mot sd bat thuong
nhat dinh 1am cho té bao phat trién va phan chia nhanh hon va tiép
tuc song trong khi cac té bao binh thudng s& chét. Theo thoi gian, cac
té bao bat thudng nay c6 thé 14n 4t cac t& bao mau binh thuong trong
tay xuong, dan dén giam cac té bao bach ciu, té bao hdng ciu va tiéu
cau binh thuong, gdy anh huong dén chirc ning cac co quan va sirc
khoe bénh nhan.
1.1.4. Cdc phwong phdp diéu tri

Céc phuong phap diéu tri: hoa tri, xa tri, ghép té bao goc tu
than hodc dong loai, liéu phap mién dich, liéu phap nhim muc tiéu,
liéu phdp CAR-T.
1.2. LIEU PHAP TE BAO CAR-T
1.2.1 Tong quan vé liéu phdp té bao CAR-T
1.2.1.1. Lich sit hinh thanh va phit trién ciia ligu phdp TB CAR-T

Nam 1989 Eshhar Z. va cong sy lan dau tién tao ra gen thy thé
kham cua té bao T (chimeric TCR gene). Pén nim 2017, FDA da cho
phép dung liéu phap té bao CAR-T trong chita trj bénh ALL & ngudi
16n va tré em. Cho dén nam 2022, c6 377 thir nghiém 1dm sang & Hoa
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Ky va 636 thir nghiém ¢ Trung Qudc trong khi Chau Au chi c6 58
thir nghiém van kém xa hai quéc gia dan dau nay. Cac thir nghiém
1am sang nham vao CD19 chiém hon 40% s6 thir nghiém té bao CAR-
T & Hoa Ky. Hién nay, Cuc Quan ly thuc phém va Duoc phém Hoa Ky
da cap phép diéu tri cho sau san pham té bao CAR-T, bén trong sd séu
san pham 1a CAR-T CD19.
1.2.1.2. Cdc thé hé té bao CAR-T

Dia ¢6 nam thé hé té bao CAR-T duoc phat trién.
1.2.2. Péc tinh ciia liéu phdp té bao CAR-T véi co thé
1.2.2.1. Hi chirng gidi phong cytokin va nhiém dic than kinh

Poc tinh phd bién nhat cia liéu phap té bao CAR-T 1a hoi
chung giai phong cytokin (CRS - Cytokine release syndrome), la
mot phan ng viém toan th&n qua trung gian la sy hoat dong qua
murc clia cac té bao tac dong va mot lugng 16n cytokin.

Hoi chimg nhidm doc than kinh lién quan dén té bao tac dong
mién dich (ICANS - Immune Effector Cell-Associated Neurotoxicity
Syndrome) 1a doc tinh cAp tinh phd bién thir hai dugc quan sat thiy véi
liéu phap té bao CAR-T, vai ty 1& mac tir 2% dén 64% doi voi ICANS
moi cap do va 0-50% ddi véi ICANS nang.

1.2.3. Ung dung li¢u phdp TB CAR-T trong diéu tri bénh bach cau
1.2.3.1. Quy trinh sdn xudt té bao CAR-T trén |am sang

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

- Hoat hoa té bao T.

- Chuyén nap gen mé hoa cho CAR va ting sinh té bao.

- Truyén té bao CAR-T trd lai bénh nhén.

1.3. KHANG THE KHANG PD-1
1.3.2. Khdng thé khding PD-1

PD-L1 1a mdt protein xuyén mang, c6 mit tai mang té bao ung
thu, trong khi d6 thy cam thé PD-1 c6 mit trén bé mit cua cac té bao
mién dich nhu: té bao T, té bao B, té bao giét ty nhién, dai thuc bio.
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Khi PD-L1 gan voi thu thé PD-1 gay ra hién tugng bat hoat dong ciia
té bao T va hoat dong mién dich cua té bao T bi tic ché. Vi thé khi
dung khang thé rc ché PD-1 hodc PD-L1 sé& giy ra hién tuong trc ché
truc lién két PD-1/PD-L1, tir &6 hé mién dich ciia té bao T dugc kich
hoat va tin cong té bao ung thur.

CHUONG 2: POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. THOI GIAN, PIA PIEM NGHIEN CUU
2.2. POI TUQNG VA VAT LIEU NGHIEN CUU
2.2.1. Té bao CAR-T

Céac khéi té bao CAR-T CDI9R/pSB thé hé thu 2 da duoc
chuyén nap va tang sinh tir té bao don nhan mau ngoai vi (Peripheral
Blood Mononuclear Cell - PBMC) cua nguoi khée manh, tu nguyén.
Pay nay la san pham caa dé tai nghién ciu wng dung va phat trién
cdng nghé cip quéc gia ma s6 KC10.39/16-20, B6 mén Sinh Iy bénh
- Hoc vién Quan Y. Khéi té bao CAR-T dat cac tiéu chuan co so: co
biéu hién ciu trdc CAR CD19, c6 kha ning ly giai té bao ung thu
CD19+; khdng nhiém vi khuan, nim.
2.2.2. Khang thé khang PD-1

Khéng thé khang PD-1 (ATC: L01XC18) ham lugng 25mg/mL.
2.2.3. Céc dong té bao ung thw bach cau

Té bao Daudi (ATCC CCL-231) dong té bao ung thu hach
lympho CD19+ Burkitt (ATCC, Hoa Ky), té bao Raji (ATCC CCL-
86) la dong té bao ung thu bach cau lympho B CD19+ (ATCC, Hoa
Ky), t& bao K562 (ATCC CCL-243) dong té bao ung thu bach cau
man tinh dong tay CD19- (ATCC, Hoa Ky).
2.2.4. Dong vat

Chudt nhit trang, can nang 30g + 5g, dugc cung cap béi Trung
tam nghién ciru dong vat thuc nghiém, Hoc vién Quéan Y du tiéu
chuan thi nghiém, sb luong 60 con.
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2.3. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.3.1. Thiét ké nghién cru

Nghién ciru thuc nghiém trén té bao va dong vat (chudt nhit

trang). Nghién ctu tién ciru can thiép c¢d so sanh nhom ching.

2.3.2. Ngi dung nghién cizu

2.3.2.1. Ddnh gid tinh an toan ciia khéi té bao CAR-T phéi hep vdi
khang thé khang PD-1 trén thgc nghigm

- Panh gia chét luong cua té bao CAR-T phdi hop véi khang thé
khang PD-1: tinh tiét tring (c4y khuén), ty 1& biéu hién CAR sau nudi
cdy tang sinh, ham lugng Endotoxin.

- Panh gia tinh an toan cta khéi té bao CAR-T phdi hop véi khang
thé khang PD-1 trén dong vat thuc nghiém: Chudt nhit tring, sé luong
60 con dugc chia 1am 4 nhém, mdi nhém 15 con

+ Nhom 1 (ching): Tiém 0,1 ml PBS/chuét duong phic mac +
Tiém 0,1 ml PBS/chudt dudng tinh mach dudi.

+ Nhém 2 (CAR-T): Tiém 10° té bao CAR-T/0,1ml/chuot
duong phdc mac + Tiém 0,1 ml PBS/chudt duong tinh mach dudi.

+ Nhom 3 (PD-1 Ab): Tiém 0,1 ml PBS/chuét dwong phuc
mac + Tiém PD-1 Ab (250ug)/0,1ml/chudt duong tinh mach dudi.

+ Nhom 4 (CAR-T + PD-1 Ab): Tiém 10° t¢ bao CAR-
T/0,1ml/chudt duong phuc mac va Tiém PD-1 Ab (250ug)/0,1ml/chudt
duong tinh mach duéi.

Theo ddi chuét trong 4 tuin danh gia tinh trang toan than,
trong luong, vi tri tiém trén chudt. Két thuc 4 tuan tién hanh 1dy mau
va md gan than chudt lam cac xét nghiém danh gia:

+ Nong do cytokin IL-2, IL-6, TNF-a bang xét nghiém ELISA.
(Mouse IL-2 ELISA kit MBS2701039, Mouse IL-6 ELISA kit
MBS2508516, Mouse TNF-o. ELISA kit MBS2500421 cua héng
MyBiosource).

+ Churc nang gan (AST, ALT), than (Ure, Creatinin), mé bénh
hoc gan than, co quan tao méau (chi sb huyét hoc).



7

2.3.2.2. Ddnh gid tic dung khdng mét sé dong té bao ung thw bach
cau ciia khoi té bao CAR-T phéi hop véi khdng thé khing PD-1

- Panh gia tac dung cia khdi té bao CAR-T phdi hop véi PD-1 Ab
trén cac dong té bao ung thur bach cau (Daudi, Raji, K562) :

+ Thiét ké nghién ctru danh gia ly giai trén 4 nhém: PBMC,
PD-1 Ab, CAR-T, CAR-T phéi hop PD-1 Ab. Vi ty 18 bao ung thu
Daudi/ Raji/ K562 (Target) dugc bd sung cac té bao PBMC, CAR-T
(Effector) theo ty Ié target:effector (T:E) 1:2, 1:5, 1:10. Khang thé khang
PD-1 b6 sung vao giéng véi ndng do 20ug/mL.

+ Sau 6 gio dong nudi cay danh gia ty 1¢ té bao bi ly giai bang ky
thuat Flow Cytometry: str dung chat nhuém té bao huynh quang CFSE
dé danh dau té bao ung thu bach cau. Sau do sir dung chat nhuém
nhan té bao phat huynh quang la 7-Amino Actinomycin D (7-AAD)
dé kiém tra ty 18 t& bao ung thu bi ly giai trén quan thé té bao ung thu
bach cau dwong tinh v&i CFSE.

- Panh gia kha nang bai tiét cytokin trén in vitro: nong do
cytokin duoc giai phong ra mdi trudng nudi cdy té bao khi dong nudi
cay té bao ung thu v6i 4 nhom PBMC, PD-1 Ab, CAR-T va CAR-T
két hop PD-1 Ab hai thoi diém 24 gio va 48 gio (n = 3) (Human IL-2
Uncoated ELISA Kit 2237558-007, Human IL-6 Uncoated ELISA
Kit 298722-008, Human TNF-o Uncoated ELISA Kit 279143-009
cua hang Thermo Fisher Scientific).

2.4. PHUONG PHAP PHAN TiCH KET QUA, XU LY SO LIEU

Céc sb liéu nghién cau dugc phan tich bang phan mém IBM
SPSS 22.0 va GraphPad Prism 8.0. So sanh trung vi cua 2 nhom doc
lap bang phép kiém Mann-Whitney U test. So sénh trung binh cua
nhiéu hon 2 nhém doc lap bang phép kiém ANOVA mét chiéu, phan
tich poshoc cua phép kiém ANOVA bang phép kiém Turkey. p <
0,05 dugc coi la c6 y nghia théng ké. ns: p> 0,05; *: p < 0,05; **:
p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001.



2.5.PAO PUC NGHIEN CUU

Pong vat dugc nudi trong diéu Kién dam bao nhiét do, anh
sang, thirc dn va nudc ubng day du. Céac quy trinh thi nghiém trén
dong vat duoc thyc hién theo dung tiéu chuan, quy dinh cua Trung
tam nghién ctru dong vat thuc nghiém - Hoc vién Quan Y.

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 THU'C NGHIEM
3.1.1. Chat lwong caa khéi té bao CAR-T
- Tinh tiét trung: xét nghiém vi khuan nudi cdy va dinh danh trén hé
thong tu dong hiéu khi va ki khi ciia mdi truong nudi cdy chimg,
PBMC, CAR-T, PD-1, CAR-T + PD-1 Ab déu c6 két qua am tinh.
-Ty I¢ biéu hién cua CAR trén bé mat té bao T duge phan tich bﬁng
phuong phap té bao dong chay 1a 26,13% té bao T c¢6 biéu hién CAR
trén bé mat cua chiing.
- Té bao CAR-T c6 biéu hién gen CAR khi danh gi4 bang ky thuat
Realtime PCR.
- Ham luong Endotoxin mdu dich mdi truong té bdo CAR-T va
CAR-T két hop PD-1 Ab déu < 0,1 EU/ml trong gidi han cho phép.
3.1.2. Tinh an toan ciia khéi té bao CAR-T va CAR-T phéi hop
v6i khang thé khang PD-1 trén thye nghiém
3.1.2.1. Tinh trgng toan than cia chugt trong qua trinh thi nghiém
- Tinh trang chung: trong qué trinh theo ddi 4 tuan chuét an udng,
van dong binh thuong, nhanh nhen, 16ng muot, mit trong, hau mén
kho, khong di 1ong. Ty 1& chudt séng & 4 nhdm 1a 100% cho dén ngay
cudi cling cua thi nghigm.
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Hinh 3. 1. Anh huong cua té bao CAR-T két hop véi PD-1 Ab dén
trong luong chuot

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 khdng c6
su khéc biét c6 y nghia thong ké so véi nhém chang (p > 0,05).
3.1.2.2. Anh hwéng d@én chirc ndng tao mau cia chugt

Cac chi s6 dong hong cau, bach cau va tiéu cau ¢ ca 3 nhém
CAR-T, PD-1 Ab va CAR-T két hop PD-1 Ab khéng c6 su khéc biét
c¢6 ¥ nghia thng ké so véi nhém chirng (p > 0,05).
3.1.2.3. Anh huéng dén céc chi sé AST, ALT va mo bénh hec gan

1)

.‘\

r

AST (UL)
ALT .uu

Hinh 3. 2. Pic diém chi s6 AST, ALT giita cac nhém
Chi s6 AST va ALT & ca 3 nhém CAR-T, PD-1 Ab va
CAR-T két hop PD-1 déu khdng c6 su khac biét c6 y nghia so voi
nhém chang (p > 0,05).
* M& bénh hoc: hinh thai vi thé gan ¢ cac nhém khong cd su khac
biét, nhu mo6 gan binh thuong.
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3.1.2.4. Anh huéng dén chi sé Creatinin, ure va md bénh hgc than
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Hinh 3. 3. Két qua chi s6 Ure, Creatinin giita c4c nhom
(p(1)(4) < 0,05; p(3)(4) < 0,001)
Nong d6 Ure & ca 3 nhom CAR-T, PD-1 Ab va CAR-T két
hop PD-1 Ab déu khdng cé su khac biét co ¥ nghia so véi nhém
chang (p > 0,05). C6 sy khéc biét vé nong d6 Creatinin cia nhom
CAR-T két hop PD-1 Ab so véi nhém ching va nhém PD-1 Ab (p <
0,05). Tuy nhién chi sb creatinin cua c&c nhom van nam trong mic
gi6i han binh thuong.
- M6 bénh hoc: hinh théi vi thé than & cac nhém khéng cé su khac
biét, nhu mé than binh thuong.
3.1.2.5. Anh hwéng dén nong dé céc cytokin
Bing 3. 1. Nong do cytokin IL-6 cua cac nhém nghién ctu

Chi s6 0 IL-6 (pg/mL) .
Nhom Trung vi (Tw phén vi) P
Nhom 1 15 129,01
hi 93,52 - 158,32
(ehing) ( L pw@>00
Nhom 2 15 97,32 1(3) < 0.001
(CAR-T) (86,03 - 141,41) P (1)) <0,
- p (1)(4) < 0,005
Nhom 3 15 86,03 0 (2)(4) > 0,05
(PD-,l Ab) (82,34 - 93,52) 0 (3)(4) > 0,05
Nhom 4 15 89,75
(CAR-T+PD-1 Ab) (86,03 - 97,32)

# Mann-Whitney U test
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Nong do IL-6 & nhém CAR-T khong c6 su khac biét so Véi
nhém ching. Nong do 1L-6 caa nhém PD-1 Ab va CAR-T két hop véi
PD-1 Ab thap hon c6 y nghia thong ké so véi nhém chimng (p < 0,05).
Bang 3.8. Nong d6 cytokin 1L-2 cua cac nhom nghién ciru

Chi sb . IL-2 (pg/mL) o
Nhom Trung vi (Tt phan vi)
Nhom 1 15 39,84
(chirng) (35,70 - 52,96)
Nhém 2 38,79 p (1)(2) > 0,05
(CAR-T) L (35,70 - 43,02) P (1)(3)> 0,05
Nhém 3 44,10 p (1)(4) <0,01
15 ’ p (2)(4) <0,01
(Frjxltr)w_élmAf ) (35'73?3_6572'39) p (3)(4) < 0,01
(CAR-T+PD-1Ab) | 2° (31,68 - 38,27)

# Mann-Whitney U test

Nong d¢ IL-2 cua nhém CAR-T va PD-1 Ab khong c6 su khéac
biét c6 y nghia thong ké so véi nhém ching (p > 0,05). Nhom két
hop CAR-T va PD-1 Ab ¢ ndng d6 IL-2 thap hon ¢ y nghia thdng
ké so vai cac nhom chang, CAR-T va PD-1 Ab (p < 0,01).

Bang 3.9. Nong do cytokin TNF-a cta cac nhém nghién cau

Chi s6 . TNF-a (pg/mL) )
Nhém Trung vi (Tw phén vi)
Nhém 1 15 127,29

chin (110,26 - 185,68)
(Nhémgg 183,58 p(1)(2)>0,05
(CAR-T) 15 | (11776-25548) | P(D®)>005
Nhém 3 83,22 p (1)(4) <0,001
(PD-1 Ab) > (7462 -20650) | P (2)(4)<0.001
Nhém 4 383,76 p (3)(4) < 0,001

(CAR-T+PD-LAD) | (278,30-418,89)

* Mann-Whitney U test
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Nhom CAR-T va PD-1 Ab ¢6 nong d6 TNF-o khong c6 su
khéc biét c6 y nghia théng ké so véi nhém chang (p > 0,05). Tuy
nhién, nhém két hop té bao CAR-T va PD-1 Ab c¢6 néng do TNF-a
cao hon c6 ¥ nghia théng ké so voi nhém chang, nhém CAR-T va
nhém PD-1 Ab (p < 0,001).

3.2. TAC DUNG KHANG TE BAO DONG UNG THU BACH
CAU CUA KHOI TE BAO CAR-T PHOI HQP VOI PD-1 Ab
3.2.1. Két qua danh gia tac dung ly giai té bao in vitro

3.2.1.1. Téac dung ly gidi té bao Daudi (CD19+)
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Hinh 3. 10. Ly giai TB Daudi  Hinh 3. 11. Ly giai TB Daudi ~ Hinh 3. 12. Ly giai TB Daudi
& 4 nhém véi T:E = 1:2 &4 nhémvéi T.E=1:5 & 4 nhdm véi T:E = 1:10

Té bao CAR-T va CAR-T két v6i PD-1 Ab thé hién kha ning

ly giai tot dbi véi té bao Daudi (CD19+). Ty Ié té bao ly giai ting khi

ty 1 dong nudi cay CAR-T/Daudi ting, dat tir 36,19% - 74,21%); két

hop té bao CAR-T véi PD-1 Ab dat ty Ié ly giai tir 34,73 - 74,28% .

Khong thay c6 sy khac biét c6 y nghia thong ké vé ty 18 ly giai giira

nhom CAR-T va nhom két hop CAR-T vai PD-1 Ab.
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3.2.1.2. Tac dung ly gidgi té bao Raji (CD19+)
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Hinh 3. 13. Ly giai TB Raji ~ Hinh 3. 14. Ly giai TB Raji ~ Hinh 3. 15. Ly giai TB Raji ¢
64 nhémvai T.E=1:2 &4 nhémvai T.E=15 4 nhém voi T:E = 1:10
Té bao CAR-T ciing ly giai t& bao Raji (CD19+) tét hon so véi
PBMC. Ty I& té bao Raji ly giai ting khi ty 1¢ dong nudi ciy CAR-
T/Raji tang, ty ¢ dat tir 13,89% - 24,2%. Hiéu qua ly giai cha CAR-T
trén Raji thip hon nhiéu so véi Daudi (36,19% - 74,21%). Tuy nhién,
& nhom két hgp CAR-T+PD-1 Ab, ¢ xu hudng tang hiéu qua ly giai
khi tang ty 16 CAR-T/Raji. Piac biét, véi ty 1é Raji/CAR-T = 1:10,
hiéu qua ly giai tang tir 24,2% 1én 44,11%, twong duong tang hiéu
qua 1,82 lan.
3.2.1.3. Téc dung ly gidi té bao K562 (CD19-)
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Hinh 3. 16. Ly giai TB K562 4  Hinh 3.17. Ly giai TB K562  Hinh 3. 18. Ly giai TB K562
nhém vési T:E =1:2 &4 nhémvoi T.E=1:5 & 4 nhéom voi T:E=1:10
Pdi véi ty 16 K562/CAR-T 1:2 va 1:5, CAR-T va CAR-T +
PD-1 c6 tac dung ly giai té bao t6t hon PBMC nhung déu & muc
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thap. Véi ty Ié K562/CAR-T = 1:10, két qua cho thay ty Ié té bao
K562 bi ly giai khi déng nudi ciy véi PBMC 27,52%, CAR-T
27,67% va CAR-T két hop véi PD-1 Ab 28,59% la twong dong nhau,
su khac biét khong c6 ¥ nghia thong ké (p > 0,05).

3.2.1.4. So sanh kha ning ly giai ba dong té bao ung thw bach cau
ciia khdi té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab
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Hinh 3.20. So sanh ty I¢ ly giai 3 dong té bao ung thu bach cau

cua khoi té bao CAR-T két hop véi khang thé khang PD-1
Hinh 3.20 cho thay ¢ ca 3 ty 1¢ thi ty I¢é ly giai t& bao Daudi
déu cao hon c6 y nghia thong ké so vai ty Ié ly giai té bao Raji va
K562. Khong thay su khac biét co y nghia théng ké giira ty 1 ly giai
té bao Raji va K562 ¢ ty 18 T:E 1:2 va 1:5(p > 0,05). Ty Ié T:E 1:10
thi ty & ly giai té bao Raji cua liéu phap két hop cao hon ¢ y nghia

thdng ké so véi ty 1é ly giai t& bao K562 (p < 0,01).
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3.2.2. Thay doi néng dj cytokin dwoc gidi phong & méi truwong nudi
cdy té bao

Néng do IL-6 (pg/mL)

Nong do IL-6 (pg/mL)

K
(@)
Pdng nusi ciy véi TB Daudi 24 gi& DPdng nudi ciy véi TB Daudi 48 gio»

Hinh 3. 21. So sénh kha ning bai tiét cytokin IL-6 khi dong
nudi cdy véi TB Daudi & 4 nhom sau 24 va 48 gio
Két qua cho thiy thoi diém 24 gio nong do IL-6 trong dich
nudi ciy cua té bao Daudi ddng nudi cdy véi té bao CAR-T va CAR-
T két hop PD-1 Ab déu cao hon c6 y nghia théng ké (p < 0,01) so voi
nhom chiing PBMC. Dén 48 gid nong do IL-6 ¢ hai nhém nay lai
thap hon c6 y nghia thong ké so véi nhém ching PBMC (p < 0,001).
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Hinh 3.23. So sanh kha ning bai tiét cytokin IL-6 khi dong nudi cay
vGi TB K562 & 4 nhém sau 24 va 48 gio

Hinh 3.23 cho thdy tai thoi diém 24 gid nong do IL-6 trong

dich nuéi cay cua té bao CAR-T, PD-1 Ab va CAR-T két hop PD-1

Ab khi ddng nudi ciy véi té bao K562 déu cao hon c¢é ¥ nghia théng

ké (p < 0,001) so véi nhém PBMC. Va tai thoi diém 48 gio nong do
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IL-6 cua hai nhém nay khong c6 su khéc biét co y nghia thong ké (p
> 0,05) so voi chitng té bao PBMC.
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Hinh 3. 25. So sanh kha ning bai tiét IL-6 cia TB CAR-T két hop
PD-1 Ab ddng nudi cdy véi TB ung thu bach ciu sau 24 va 48 gio
Két qua hinh 3.25 cho thiy & ca hai thoi diém 24 gio va 48 gid
nong do6 IL-6 trong dich nuéi ciy t& bao CAR-T két hop PD-1 Ab khi
ddng nudi ciy voi cac té bao Raji va Daudi déu thap hon c6 y nghia
thdng ké so v6i khi ddng nudi ciy cing té bao K562 (p < 0,001).
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Hinh 3.26. So sanh kha ning bai tiét cytokin IL-2 khi dong nudi cay
véi TB Daudi & 4 nhdm sau 24 va 48 gio
Hinh 3.26 cho thay tai ca 2 thoi diém ndng d6 IL-2 trong dich
nubi cdy cua té bao CAR-T va CAR-T két hop PD-1 Ab khi dong
nubi cay véi té bao Daudi déu cao hon c6 y nghia thong ké (p <
0,001) so véi nong do IL-2 trong dich nudi cdy cia nhém té bao
PBMC.
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Hinh 3.28. So sanh kha ning bai tiét cytokin IL-2 khi dong nudi cay
véi TB K562 ¢ 4 nhém sau 24 va 48 gio

Thoi diém 24 gio néng do 1L-2 trong dich nudi cy cua té bao
CAR-T va CAR-T két hgp PD-1 Ab khi déng nudi cdy vai té bao
K562 déu cao hon c6 ¥ nghia thdng ké so véi nhom té bao PBMC (p <
0,05). Nguoc lai tai thoi diém 48 gio thi ndng d6 IL-2 caa hai nhom
nay giam thap hon rd rét so vai ndng do 1L-2 trong dich ddng nudi cay
véi té bao PBMC (p < 0,0001).
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Hinh 3.30. So sanh kha nang bai tiét IL-2 ciia TB CAR-T két hop
PD-1 Ab dong nuéi ciy voi TB ung thu bach cu sau 24 va 48 gio
Hinh 3.30 cho thiy nong do IL-2 trong dich nuéi cdy té bao
CAR-T két hop PD-1 Ab khi dong nudi cdy voi cac té bao Raji va
Daudi & ca thoi diém 24 va 48 gid déu cao hon c6 ¥ nghia thong ké
s0 v6i khi dong nudi cdy vai té bao CD19- (K562) (p < 0,0001).
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Hinh 3.31. So sanh kha ning bai tiét cytokin TNF-o khi dong nudi
ciy v6i TB Daudi ¢ 4 nhém sau 24 va 48 gid
Sau ca hai thoi diém 24 va 48 gio két qua cho thiy ndng do
TNF-a trong dich nudi cay cua té bao CAR-T va CAR-T két hop PD-
1 Ab khi dng nudi cdy véi té bao Daudi déu cao hon co y nghia
thdng ké (p < 0,05) so véi ndng d6 TNF-a trong dich nudi ciy cua
nhém ching té bao PBMC.
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Hinh 3. 33. So sénh kha ning bai tiét cytokin TNF-a khi ddng nudi
cay véi TB K562 & 4 nhom sau 24 va 48 gio
Nong d6 TNF-a trong dich nudi cdy cua té bao CAR-T va
CAR-T két hop véi PD-1 Ab khi dong nudi cay véi té bao K562 tai
ca hai thoi diém déu cao hon co ¥ nghia thdng ké (p < 0,05) s0 V6i
nong d6 TNF-o trong dich nudi ciy caa nhém chitng PBMC.
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* Ca hai thoi diém 24 va 48 gio nong do cac cytokin IL-2, IL-
6, TNF-a cia nhém CAR-T va CAR-T két hop PD-1 Ab khi ddong
nudi cay vai ca ba dong té bao ung thu bach cau déu khéng co su
khéc biét c6 ¥ nghia thong ké (p > 0,05).
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Hinh 3. 35. So sanh kha ning bai tiét TNF-a caa TB CAR-T két hop
PD-1 Ab dong nudi cdy véi TB ung thu bach ciu sau 24 va 48 gio
Nong d6 TNF-o. & nhom té bao CAR-T va CAR-T két hop PD-
1 Ab khi dong nudi ciy voi té bao ung thu CD19+ (Raji va Daudi) ¢
ca thoi diém 24 va 48 gio déu cao hon c6 ¥ nghia thong ké (p <
0,0001) so voi khi dong nudi cdy voi té bao CD19- (K562).

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 PD-1 AB
4.1.1. Chat lwong cia té bao CAR-T va CAR-T phéi hop véi
khang thé khang PD-1

Két qua nghién ctru cia ching ti vé méi truong té bao CAR-T
va CAR-T két hgp PD-1 Ab déu c6 ndng do noi doc to < 0,1 EU/m,
khong nhidm vi khuan ki khi, hiéu khi. Diéu ndy cho thiy quy trinh
nudi cay va thi nghiém trong phong thi nghiém cua ching toi dam
bao tiéu chuan va thuc hién ding ky thuat.
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Panh gia ty 1& bién hién cua té bao CAR- T bang ky thuat
Flow cytometry thiy khoang 26,13% té bao T c6 biéu hién CAR
trén bé mit cua ching va biéu hién cua cic cip mdi trong thiét ké
plasmid chuyén nap vao té bao T bang ky thuat Raeltime PCR cho
thiy miu t& bao CAR-T biéu hién gen CAR & tit ca cac cip moi.
4.1.2. Tinh an toan ciaa khdi té bao CAR-T va CAR-T phéi hop
v6i khang thé khang PD-1 trén thye nghiém

Sau tiém, tién hanh theo d&i chudt hang ngay trong 4 tuan thay
100% sb chudt & cac nhom déu an udng, van dong binh thuong,
nhanh nhen, 16ng muot, mét trong, hau mén kho, khong biéu hién di
long. Ty & chuot song & 4 nhém 1a 100% cho dén ngay cudi cling
cua thi nghiém. Trong luong chudt tai cac thoi diém ngay 0, ngay 7,
ngay 14, ngay 21 va ngay 28 & cac nhom diéu tri CAR-T, PD-1 Ab
va CAR-T két hop PD-1 Ab twong ty nhu & nhém ching.

Céc két qua nghién ctru ciia ching toi khi tién hanh xét nghiém
danh gia cac chi sb huyét hoc, chtc nang gan than, md bénh hoc gan
than, nong do cac cytokin IL-2, IL-6 déu thdy cac nhom sir dung
CAR-T, PD-1 Ab va CAR-T két hop PD-1 Ab déu khdng c6 su khéc
biét c6 y nghia thong ké so vai nhém ching. Str dung phdi hop CAR-
T va PD-1 Ab giy ting cao nong do TNF-a so voi cac nhém ching
va diéu tri don liéu phép té bao CAR-T, PD-1 Ab. Két qua goi y vé
nguy co xay ra hoi chiing giai phong cytokin qua mac khi tng dung
lieu phép két hop CAR-T va PD-1 Ab. Tuy nhién, sau qua trinh theo
ddi chudt 4 tuan thi toan bd chudt van an ubng, hoat dong binh
thuong, khoe manh dén thoi diém két thic thi nghiém.

Do vay, nghién ctu ciia ching t6i cho thay té bao CAR-T voi
nong d6 10° TB/chuot va té bao CAR-T két hop véi khang thé
khang PD-1 liéu 250ug/chudt khdng gay tac dung phu trén dong vat
thuc nghiém sau 4 tuan theo ddi.



21

4.2. TAC DUNG KHANG TE BAO DONG UNG THU BACH
CAU CUA KHOI TE BAO CAR-T PHOI HQP VOI PD-1 AB
4.2.1. Panh gia tac dung ly giai té bao in vitro

Két qua cho thiy té bao CAR-T va CAR-T két hop PD-1 Ab
thé hién kha nang ly giai tot d6i véi té bao Daudi CD19+, ty I& ly
giai cua 2 nhém nay cao hon so véi nhém té bao PBMC. Té bao
CAR-T trong nghién ciu cua chdng t6i ¢6 kha ning nhim dich
khang nguyén CD19, lién két voi té bao thong qua thu thé nay va
gay ly giai rd cac té bao ung thu co biéu hién CD19+ la té bao
Daudi. Kha ning ly giai cua té bao CAR-T va CAR-T két hop voi
PD-1 Ab ciing ting theo sy ting cua ty 1&6 CAR-T khi dugc dong
nudi cdy véi té bao ung thu. Diéu nay cho thay té bao CAR-T duoc
tao ra trong nghién ctu nay co tac dung ly giai té bao ung thu va
dac biét 1a ¢6 tinh chon loc véi té bao ung thu CD19+ diing nhu co
ché tac dung cua n6. Két qua nay 1a phu hop voi thiét ké cua thi
nghiém va ciing twong ty nhu cac nghién ctru khac khi tao ra té bao
CAR-T dé tiéu diét t& bao ung thu CD19+.

Tuong tu v6i té bao Raji CD19+ két qua ciing cho thiy té bao
CAR-T va CAR- T két hop PD-1 Ab thé hién kha ning ly giai twong
dbi tot vai té bao Raji, ty 18 ly giai cia 2 nhdm nay cao hon cé y
nghia thong k& so v&i nhém té bao PBMC. Kha ning ly giai cua té
bao CAR-T va CAR-T két hop PD-1 Ab ciing ting theo su ting ty &
CAR-T khi dong nudi cdy voi té bao ung thu. Mac du ty 1¢ ly giai
thip hon so véi té bao Daudi, tuy nhién nhém két hop CAR-T véi
PD-1 Ab, c6 xu hudng tang hi¢u qua ly giai rd rét khi tang ty 1€
CAR-T/Raji. Vi ty 18 Raji/CAR-T = 1:10, hiéu qua ly giai ting tir
24,2% 1én 44,11%, twong duong ting hiéu qua 1,82 lan. Nhur vay, két
hop PD-1 Ab véi CAR-T lam ting hiéu qua ly giai té bao Raji.
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Pé ching minh hiéu qua tac dung cua té bijo CAR-T CD19
theo dung co ché c6 tinh chon loc vai té bao ung thu CD19+ ching
t6i tién hanh danh gia tac dung ly giai té bao K562 CD19-. Déi vai ty
1é¢ K562/CAR-T 1:2 va 1:5, CAR-T va CAR-T két hgp PD-1 Ab ¢ tac
dung ly giai té bao tét hon PBMC nhung déu ¢ mic thap. Véi ty Ié
K562/CAR-T = 1:10, két qua cho thay ty I¢ té bao K562 CD19- bj ly
giai khi ddng nudi ciy vsi PBMC 27,52%, CAR-T 27,67% va CAR-T
két hop PD-1 Ab 28,59% 1a twong dong nhau. Nhu vay c6 thé thay doi
Vi té bao K562 CD19- té bao CAR-T CD19 trong nghién ctu cua
chung t6i chua thé hién rd kha ning ly giai. Kha nang ly giai twong
duong voi té bao PBMC ¢ ty 1& 1:10. Déi voi ty 1¢ K562/CAR-T =
1:2 va 1:5, CAR-T va CAR-T két hop PD-1 Ab c6 tac dung ly giai té
bao t6t hon PBMC tuy nhién déu & muc thap.

Nhirng két qua trén caa ching tdi cho thay phu hop véi co
ché tac dung cua té bao CAR-T CD19. Budc dau ching toi thay
lieu phap CAR-T két hop PD-1 Ab lam ting 1,82 1an hiéu qua ly
giai trén té bao Raji ¢ ty I¢ T:E = 1:10.

4.2.2. Thay d6i nong dd cytokin dwoc giai phong & méi truong
nudi cay té bao

Nong do cua IL-6 trong dich dong nudi ciy PBMC véi cac té
bao ung thu bach cau CD19+ sau 24 va 48 gid 1a twong dwong nhau.
Nguoc lai, nong do IL-6 cao hon déng ké trong dich dong nudi cy té
bao PBMC va té bao K562 c6 CD19-. Diéu nay goi y vé kha ning
tiét IL-6 cao hon & té bao K562 c6 CDI19- so voi té bao Raji va
Daudi c6 CD19+. Két qua ctia chiing toi phi hop trén té bao K562 ¢o
CD19- rang, dong nudi ciy cé bd sung PD-1 Ab lam ting ndng do
IL-6. Nguoc lai, giam ndng do IL-6 & té bao CD19+ (Daudi va Raji).
Day 1a phat hién méi, goi ¥ vé su lién quan chua dugc béo cao giita
biéu hién CD19 va su twong tac cua giita tin hiéu IL-6 va PD-1.
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Két qua nghién ctru nay chi ra ndng @6 IL-2 cao hon khi dong
nudi cdy PBMC véi té bao K562 va Raji, so véi té bao Daudi. Bén
canh d6, & t& bao CD19+ 1a Daudi va Raji, khi déng nudi céy voi
CAR-T va CAR-T két hop PD-1 Ab, nong d6 IL-2 ting 1én so voi
nhom PBMC & ca thoi diém 24 va 48h. Nguoc lai, & té bao K562 co
CD19-, sy khac biét khong rd gitta nhom CAR-T va CAR-T két hop
PD-1 Ab so v6i nhom chimg PBMC. Nhu viy, ndng do IL-2 ting 1én
khi c6 sy twong tac gitta CAR-T mang thy thé CD19 va khéang
nguyén CD19 trén bé mit t& bao ung thu bach cau dich (té bao Daudi
va Raji). Nguyén nhan co thé cho su thay d6i khong rd nong do IL-2
& té bao K562, 1a thiéu su tuong tac dich cua thu thé kham va khang
nguyén dich trén t& bao K562. Diéu nay duoc thé hién, khi dong nudi
cay té bao CAR-T va té bao CAR-T két hop PD-1 Ab, té bao CD19+
¢6 nong do IL-2 cao hon ¢6 ¥ nghia thdng ké so véi té bao CD19-,
Két qua nghién ciru cua ching t6i cho thay nong do IL-2 ting lén
dang ké khi dong nudi cdy té bao ung thu bach cau CD19+ vdi CAR-
T CD19, nghi do c6 su tuong tac dic hi€u gitra thu thé CD19 trén
CAR-T va khang nguyén CDI19 trén té bao dich. Tac dung nay thé
hién khong dang ké & té bao CD19-.

Nong d6 TNF-a trong dich nudi cdy cua té bao CAR-T va
CAR-T két hop PD-1 Ab khi dong nudi cdy véi cac té bao ung thu
bach cau Daudi va Raji c6 CD19+ déu cao hon ¢ ¥ nghia théng ké
so véi té bao PBMC va dong nudi ciy véi té bao K562 CD19-. Két
qua nay phl hop Véi cac bao cdo trude ddy vé su ting nong d6 TNF-
o sau lidu phap té bao CAR-T va co ché tac dung cua liéu phéap té bao
CAR-T CD19 dic hiéu trén té bao CD19+. Két qua nay goi ¥ cho
thdy khi diéu trj két hop trén té bao CD19+ c6 su twong tac kich thich
lam ting kha nang bai tiét TNF-a cua té bao CAR-T.
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KET LUAN
1. Tinh an toan caa khoi té bao CAR-T phdi hop véi khang thé
khang PD-1 trén thuc nghiém
* Chat luong cua té bao CAR-T:

- Mo6i trudong nudi té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1
Ab dam bao tiéu chuan vé ndng do noi doc t6, khdng nhidm khuan.

- Ty 18 biéu hién cia CAR trén bé mit té bao T dugc phan tich
bang phuong phép té bao dong chay 1a 26,13% va ky thuat Realtime
PCR cho théy CAR biéu hién trén cac té bao T duge chuyén nap.

* Tinh an toan ciia té bao CAR-T phdi hop v6i khang thé khang PD-1
trén dong vat thyc nghiém

Té bao CAR-T va CAR-T két hop v6i PD-1 Ab khong anh
hudng 1én sy séng sot, can nang, chic ndng tao mau, chirc nang gan,
chirc nang than va mé bénh hoc gan, than cua dong vat thi nghiém
sau 4 tuan theo ddi.

2. Tac dung khang té bao dong ung thw bach ciu caa khdi té bao
CAR-T phéi hop véi khang thé khang PD-1 trén thuc nghiém

- Té bao CAR-T va CAR-T két hop véi PD-1 Ab ¢6 kha ning ly
giai cac dong té bao ung thu c6 CD19+ (Daudi, Raji) cao hon so véi
té bao PBMC nhém chiing (p < 0,05).

- Liéu phap CAR-T két hop PD-1 Ab 1am ting 1,82 1an hiéu qua
ly giai trén té bao Raji ¢ ty 16 T:E = 1:10 (p < 0,001).

- Khong c6 su khac biét ty 18 ly giai té bao ung thu Daudi
CD19+ khi ddng nudi ciy véi té bao CAR-T va két hop CAR-T Voi
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 v6i PD-1 Ab khi déng nudi ciy véi cac té
bao ung thu ¢6 CD19+ déu cao hon so voi khi dong nudi ciy vai té
bao CD19-. Khong thiy co su khac biét vé cac nong do IL-6, IL-2 va
TNF-o & nhom ddng nudi cy cung té bao CAR-T va két hop CAR-T
v6i PD-1 Ab véi p > 0,05.
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