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(57) Sang ché d¢ cap dén té bao c6 kha niang mién dich ma biéu hién cac yéu t6 diéu hoa
ctia chirc nang mién dich té bao c6 kha nang mién dich va co tat ca kha nang ting sinh, kha
ning sdng duogc, va kha ning tich tu té bao T, va vecto biéu hién cta cac yéu td diéu hoa
ctia chirc nang mién dich dé tao ra té bao c6 kha ning mién dich. Té bao c¢6 kha nang mién
dich biéu hién phan tir bé mit té bao nhan dién dic hiéu khang nguyén ung thu, interleukin
7 (IL-7), va CCL19 duoc tao ra. Tot hon 13, phan tir bé mit t& bao nhan dién dic hi¢u
khang nguyén ung thu 13 thu thé t& bao T nhan dién dic hiéu khang nguyén ung thu, va té
bao c6 kha ning mién dich 1a té bao T.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché @& cap dén té bao c6 kha niang mién dich biéu hién phan tir b& mat té
bao nhén dién dic hiéu khang nguyén ung thu, interleukin 7 (IL-7), va CCL19, chét
chéng ung thu chtra t€ bao c6 kha ning mién dich, va vecto biéu hién dé tao ra té bao

c6 kha nang mién dich.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Bénh ung thu 12 bénh anh huéng dén nhidu ngudi trén thé gisi. N6i chung, liéu
phép hda tri, xa tri, hodc diéu tri bi‘mg phiu thuit duoc ap dung rong rdi. Tuy nhién,
viéc ap dung cac liéu phap didu tri ndy xay ra mot s6 phan tmg bat loi; mit di mot sb

chirc nang; va kho diéu tri su di can.

Do d6, liéu phap mién dich dang dugc phat trién trong nhiing nam gin day dé
git cho bénh nhén c6 cudc séng t&t hon. Theo liéu phap mién dich ndy, liéu phap mién
dich té bao 1a lidu phap bao gdm viéc thu gom céc té bao c6 kha vnéng mién dich cia
bénh nhén, diéu tri va khuéch dai cac té bao c6 kha nang mién dich dé ting cuong chuc
ning mién dich cia chung, va chuyén cic t& bao c6 kha ning mién dich trs lai bénh
nhan. Diac biét, liéu phap nay duoc biét dén 12 bao gdm viéc thu gom té bao T ciia bénh
nhan, dua gen ma hoéa CAR vao té bao T, khuéch dai té bao T, va chuyén té bao T tr&
lai bénh nhan (xem tai lidu khong phai sang ché 1). Liéu phap nay hién dang dwoc thi
nghiém lam sang trén khép thé gidi va dat duogc két qua c6 hiéu qua dbi veéi, vi du, khéi

u 4c tinh & co quan tao mau, nhu bénh bach cAu hodcu lympho.

ft nhat vai tram dang yéu t6 khac nhau nhw xytokin, chemokin, va cac protein
didu tiét tin hiéu dugc biét dén 12 cac yéu t6 diéu tiét cua chuc nang mién dich cia cac
té bao c6 kha ning mién dich nhu cac té bao T. Trong do, interleukin 7 (IL-7) la
xytokin can thiét cho sy séng s6t cua té bao T va duoc biét 1a duoc tao ra tir cac té bao

khong tao mau nhu céc té bao co chat cla tly xwong, tuyén ¢, va cac co quan bach
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huyét hoic md. Té bao T biéu hién thu thé xytokin kham bao gdm IL-7 va IL-7R alpha
duogc dung hop véi nhau (xem tai li€éu sang ché 1) duoc boc 16 dudi dang té bao T st
dung chitc ning cta IL-7. Tuy nhién, thu thé xytokin kham trong té bao T duoc bidu
hién duéi dang mot protein dung hop theo cach gidi han & bé mit mang cua té bao T
duoc dua vao, va chi chuyén d6i tin hiéu ctia xytokin nhu IL-7R theo cach dbc 1ap phéi
ttr ddi voi duy nhét té bao cing ngudn. Do d6, thu thé xytokin kham khong thé ting

cudng chirc ning cua té bao T khong dugc dua thy thé nay vao.

ba boc 16 réng: su biéu hién giam cia CCL19, CCL21, va IL-7 1a nguyén nhan
gay ra su thiéu hut trong viéc duy tri ving té bao T & lach cta chudt nhit dot bién SIRP
alpha (xem tai liéu khong phai sang ché 2); va CCL19, CCL21, va IL-7 thyc hién viéc
duy tri ndi cin bang cua té bao T & cac mod lympho thir cAp (md lach hodc hach bach
huyét) (xem tai liéu khong phai séng ché 3). Tuy nhién, céc tai liéu khong phai sang
ché 2 va 3 dd mo ta & trén thé hién hiéu qué trén cac té bao T bét hoat ludn co mat
trong ving t& bao T cia cac md lympho thir cip va khong thé hién méi quan hé truc
tiép v6i dap ung midn dich khang khdi u. Hon nita, céc té bao biéu hién CCL19,
CCL21, hodc IL-7 dugc md ta trong cac tai liéu khong phai sang ché 2 va 3 khong phai

1a cac té bao T nhung la cac t€ bao ludi ndi md cd mit trong cdc mod lympho thur cap.

Trong ltc d6, thy thé té bao T (dudi ddy, con duge goi 1a "TCR") 1a phan tir thu
thé khang nguyén biéu hién trén mang té bao ctia té bao T. TCR c6 mit duéi dang
heterodime bao gbm chudi alpha va chudi beta, hodc chudi gama va chudi delta va
duoc biét dé hoat hoa té bao T bang cach nhan dién phan tir khang nguyén lién két voi

phén tir phtrc twong hop md chinh (major histocompatibility complex - MHC).

Liéu phap mién dich bao gbm viéc dua gen TCR c6 kha ning nhan dién khéng
nguyén khéi u biéu hién trén té bao ung thu vao té bao T 1dy tlr bénh nhan bj ung thu,
khuéch dai té bao T, va sau d6 chuyén té bao T trd lai bénh nhan dang trong giai doan
phat trién bang cach ap dung chiic ning cia TCR. Dic biét, duge pham dé diéu tri u
mang ndo chira t& bao biéu hién TCR nhan dién dic hiéu té bao biéu hién WT1 (xem

tai liéu sang ché 2) dugc boc 19.
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Mic dit mét s k§ thuat dd mo ta & trén boc 16 tic dung khang khéi u trén khéi u
4c tinh & co quan tao méau, nhung khong cé tredng hop nio boc 16 tac dung 15 rét ddi
v6i bénh ung thu dang ran. Didu nay duoc coi la do cac van dé v& hiéu qua séng sét
thép cta té bao c6 kha niang mién dich dugc chuyén vao in vivo hodc hoat tinh khong
du cia t& bao c6 kha nang mién dich ndi sinh gy ra béi cac té bao c6 kha ning mién
dich dugc chuyén vao hodc su tich tu cuc b¢ clia né khong da dbi v6i khéi u. Do do,

mong mudn phat trién ky thuat dé giai quyét cac van dé nay.
Tai lidu k¥ thuat
Tai liéu séng ché
Tai lidu sang ché 1: WO 2013/123061
Tai liéu sang ché 2: Cong bd don yéu ciu cap patent Nhat Ban s6 2013-116891
Tai liéu khong phai sang ché

Tai lidu khong phai sang ché 1: Yozo Nakazawa, The Shinshu Medical Journal,
61 (4): 197-203 (2013)

Tai liéu khong phai sang ché 2: SATO-HASHIMOTO M. et al., J. Immunol.,
2011, vol. 187, no. 1, 291-7

Tai liéu khong phai sang ché 3: SIEGERT S. et al., Front. Immunol., 2012, vol.
3, article 285

Ban chét ky thuit ciia sing ché
Vén d& cn duoc sang ché giai quyét

Céc té bao c6 kha nang mién dich dé str dung trong liéu phap mién dich thong
thudong khong du kha nang tic dung gdy mién dich ciia té bdo c6 kha ning mién dich
ndi sinh hodc kha ning ting sinh, kha ning sdng sét, hodc kha ning ctia té bao c6 kha
ning mién dich dé tich tu té bao T. Do d6, muc dich cta sang ché 1a dé xuét té bao co

kha nang mién dich bicu hién cac yéu to di€u hoa cta chitc nang mién dich t€ bao ¢6
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kha ndng mién dich va c6 tat cd kha ndng tdng sinh, kha ndng song sot, va kha ning
tich tu t€ bao T, va vecto bicu hién ctia c4c yéu t6 diéu hoa cia chirc ning mién dich dé

tao ra té bao c6 kha nang mién dich.
Bién phap giai quyét van dé

Céc tac gia sang ché da nd luc dé cai thién céc t& bao biéu hién céac yéu t6 diéu
hoa cua chic nang mién dich nham muc dich dat dugc tac dung giy mién dich hoic
hoat tinh khang khéi u t6t hon nhiéu trong liéu phap mién dich ung thu sit dung té bao
c6 kha nang mién dich. Trong qué trinh nady, cic tac gia sang ché da tip trung vao
xytokin, chemokin, va protein diéu hoa tin hiéu 1a cac yéu t6 diéu hoa chuc ning mién
dich ctia té bao c¢6 kha ning mién dich, va cAu thanh vecto d6i vdi sy biéu hién cua cac
yéu t6 diéu hoa chirc ning mién dich cta té bao c6 kha ning mién dich. Két qua cua
viéc dua vecto biéu hién nay vao té bao c6 kha nang mién dich 14 céc tac gia sang ché
da phat hién ra réng c6 thé tao ra té bao c6 kha ning mién dich cé tac dung gdy mién
dich, kha ning tang sinh, kha ning séng s6t va kha nang tich tu t& bao T tbt hon so véi

t€ bao c6 kha ning mién dich thong thuong, va nhd d6 hoan thanh sang ché.
Dic biét, sang ché duge boc 16 trong cac muc tur (1) dén (9) sau:

(1) Té bao c6 kha ning mién dich biéu hién phan tir bé mit t& bao nhan dién dic hidu

khéng nguyén ung thu, interleukin 7 (IL-7), va CCL19.

(2) Té bao c6 kha ning mién dich theo muc (1), trong d6 phan tir bé mit t& bao nhén
dién didc hi€u khang nguyén ung thu la thu thé té bao T nhan dién dic hiéu khang

nguyén ung thu.

(3) Té bao ¢6 kha niang mién dich theo muc (1) hodc (2), trong d6 té bao ¢ kha ning

mién dich nay 14 té bao T,

(4) Té bao c6 kha nang mién dich theo muc bét ky trong s cac muc tir (1) dén (3),
trong d6 khang nguyén ung thu la WT1, MART-1, NY-ESO-1, MAGE-A1, MAGE-
A3, MAGE-A4, Glypican-3, KIF20A, Survivin, AFP-1, gp100, MUC1, PAP-10, PAP-
5, TRP2-1, SART-1, VEGFR1, VEGFR2, NEIL3, MPHOSPH1, DEPDC1, FOXMI,
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CDH3, TTK, TOMM34, URLC10, KOC1, UBE2T, TOPK, ECT2, MESOTHELIN,
NKG2D, P1A, GD2, hogc GM2.

(5) Vecto biéu hién dé tao ra té bao c6 kha ning mién dich theo muc bét ky trong sd
cac muc tir (1) dén (4), vecto biéu hién 12 vecto bét ky trong s cac vecto biéu hién tir

(a) dén (e) sau:

(a) vecto bi€u hién chira axit nucleic ma hda phan tir b€ mat t€ bao nhan dién dac
hiéu khang nguyén ung thu, axit nucleic ma hda IL-7, va axit nucleic ma hoa

CCL19;
(b) hai vecto biéu hién (b-1) va (b-2) sau:

(b-1) vecto biéu hién chira axit nucleic ma hoa phan tir b& mit té bao nhan

dién dac hiéu khang nguyén ung thu; va

(b-2) vecto bi€u hién chira axit nucleic m& hoa IL-7 va axit nucleic ma héa

CCL19;
(¢) hai vecto biéu hién (c-1) va (c-2) sau:

(c-1) vecto biéu hién chira axit nucleic ma héa phan ti bé mit t& bao nhén

dién dic hiéu khang nguyén ung thu, va axit nucleic ma hoa IL-7; va
(c-2) vecto biéu hién chira axit nucleic ma héa CCL19;

(d) hai vecto biéu hién (d-1) va (d-2) sau:
(d-1) vecto biéu hién chira axit nucleic ma hoéa IL-7; va

(d-2) vecto bidu hién chtra axit nucleic ma héa phan tir bé mit t& bao nhan

dién dic hiéu khang nguyén ung thu, va axit nucleic ma héa CCL19; va
(e) ba vecto biéu hién (e-1), (e-2) va (e-3) sau:

(e-1) vecto biéu hién chira axit nucleic ma hoa phén tir bé mat t€ bao nhan

dién dic hiéu khang nguyén ung thu;
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(e-2) vecto biéu hién chira axit nucleic ma héa IL-7; va
(e-3) vecto biéu hién chira axit nucleic ma hoa CCL109.

(6) Vecto biéu hién theo muc (5), trong d6 phén ti bé mat té bao nhan dién dic hiéu

khang nguyén ung thu 1a thu thé t& bao T nhan dién dic hiéu khang nguyén ung thu.
(7) Vecto biéu hién theo muc (5) hoic (6), trong d6:

axit nucleic ma héa phén tir bé mit t& bao nhan dién dic hiéu khang nguyén ung thu,

axit nucleic ma héa IL-7, va axit nucleic ma hoa CCL19 trong vecto biéu hién (a)
axit nucleic ma héa IL-7 v axit nucleic ma hoa CCL19 trong vecto biéu hién (b-2)

axit nucleic ma héa phéan tu bé mit té bao nhan dién dic hiéu khang nguyén ung thu,

va axit nucleic ma hoa IL-7 trong vecto biéu hién (c-1), hodc

axit nucleic ma héa phéan tir bé mit té bao nhin dién dic hiéu khang nguyén ung thu,

va axit nucleic ma héa CCL19 trong vecto biéu hién (d-2)
duoc lién két qua trinh tw ma héa peptit ty phin cét.

(8) Vecto biéu hién theo muc bét ky trong sd cac muc tir (5) dén (7), trong d6 vecto

biéu hién chira axit nucleic ma hoa gen tu sat.

(9) chit chéng ung thu chira té bao c6 kha niang mién dich theo muc bét ky trong s6 céc

muc tir (1) dén (4) va chét phu gia duoc dung.
Hi¢u qua cua sang ché

Té bao c¢6 kha ning midn dich biéu hién phan tr bé mat t€ bao nhan dién ddc
hiéu khang nguyén ung thu, IL-7, va CCL19 (duéi day, con dugc goi la "€ bao c6 kha
ning mién dich biéu hién IL-7 x CCL19") theo sang ché ¢6 hoat tinh khang khéi u, va
viéc st dung té€ bao c6 kha ning mién dich ndy cho phép ngin chin sy gidm veé ty 18
sdng s6t gay ra béi khédi u dugc tao thanh tir t& bao ung thu c6 khang nguyén dic hiéu

dugc nhan dién bsi phan tir bé mat t€ bao. Hon nita, viéc sit dung vecto bi€u hién theo
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sang ché cho phép tao thanh té bao ¢6 kha nang mién dich c6 tt ca kha nang tang sinh,

kha ning séng sét va kha nang tich tu té bao T.
MG ta vén tit cic hinh vé
Fig. 1 la so dd thé hién ban dd cua vecto bibu hién IL-7 x CCL19.

Fig. 2A 1a so d6 thé hién két qua cuia viéc nghién ciru s6 luong t€ bao cua té bao T biéu

hién IL-7/CCL19.

Fig. 2B 1a so dd thé hién két qua ciia viéc nghién ctru ty 1& sdng s6t cua té bao T biéu

hién IL-7/CCL19.

Fig. 3 12 so dd thé hién két qua ctia thir nghiém di tra t& bao T st dung té bao T biéu

hién IL-7/CCL19.

Fig. 4 14 so dd thé hién ban dd cta vecto biéu hién IL-7 x CCL19 x HSV-TK.
Fig. 5 14 so0 do thé hién ban db ciia vecto biéu hién TCR x IL-7 x CCL19.
Fig. 6 13 so d0 thé hién ban dd ciia vecto biéu hién IL-7 x CCL19 x ¢GFP.

Fig. 7 1 so @ thé hién ty 1& sdng sot cta chudt nhit khong duoc didu tri, chudt nhit
cho té bao T biéu hién TCR/eGFP dic hiéu P1A, va chudt nhét cho t& bao T bidu hién
TCR/IL-7/CCL19/eGFP dac hiéu P1A.

Fig. 8 1a so @6 thé hién két qua cua viéc nghién ctiru thé tich khéi u ctia chudt nhat
khong duoc diéu tri, chudt nhit cho t& bao T biéu hién TCR/eGFP dic hiéu P1A, va
chuét nhit cho té bao T biéu hién TCR/IL-7/CCL19/eGFP dic hiéu P1A.

M5 ta chi tiét sang ché

Té bao c6 kha ning mién dich biéu hién IL-7 x CCL19 theo sang ché khong bi
gidi han cu thé mién 1a t€ bao c6 kha nang mién dich nay biéu hién phan tir bé mit té
bao nhan dién dic hiéu khang nguyén ung thu, interleukin 7 (IL-7), va CCL19. Té bao

¢6 kha ning mién dich biéu hién IL-7 x CCL19 theo sang ché c6 thé con bidu hién céac
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yéu t6 didu hoa khéc ctia chirc nang mién dich, nhu IL-15, CCL21, IL-2, TL-4, IL-12,
IL-13, IL-17, IL-18, IP-10, CCL4, FIt3L, interferon-gama, MIP-1 alpha, GM-CSF, M-
CSF, TGF-beta, va TNF-alpha.

Khang nguyén ung thu nghia la chét, nhu protein hogc glycolipit, dugc biéu
hién trong té bao ung thu cao hon so véi trong t€ bao binh thudng hoic biéu hién dic
hiéu trong té bao ung thu. Vi du vé khang nguyén ung thu nay c6 thé bao gém khéang
nguyén lién quan khéi u, khang nguyén ung thu tinh hoan, khang nguyén lién quan tao
mach, va epitop peptit cia khang nguyén ung thu tan sinh c6 thé quy cho dot bién gen
va cu thé c6 thé bao gdm, nhung khong giéi han &, protein nhw WT1, MART-1, NY-
ESO-1, MAGE-A1, MAGE-A3, MAGE-A4, Glypican-3, KIF20A, Survivin, AFP-1,
gpl00, MUCI1, PAP-10, PAP-5, TRP2-1, SART-1, VEGFRI1, VEGFR2, NEIL3,
MPHOSPHI, DEPDC1, FOXM1, CDH3, TTK, TOMM34, URLC10, KOC1, UBE2T,
TOPK, ECT2, MESOTHELIN, NKG2D, va P1A, va glycolipit nhu GD2 va GM2.

Vi du v& phén tir bé mit té bio nhan dién dic hiéu khdng nguyén ung thu c6 thé
bao gdm thu thé b mit t& bao, thu thé nhén tao, va yéu t6 dinh két nhan dién dic hicu
khang nguyén ung thu va t6t hon 13 ¢6 thé bao gbm phén tir tao ra kha ning déanh diu
dac hiéu ung thu thong qua biéu hién cta no trén bé& mit t& bao, nhu thu thé té bao T
nhan dién dic hiéu khang nguyén ung thu va thu thé androstan co dinh (constitutive
androstane receptor - CAR) nhén dién dac hi¢u khang nguyén ung thu, tdt hon nita 1a
TCR. TCR c6 thé 13 heterodime bao gdm chudi alpha va chudi beta (TCR alpha-beta)
hoic ¢6 thé 12 heterodime bao gdm chudi gama va chudi delta (TCR gama-delta) mién
]2 TCR nhén dién dic hiéu khang nguyén ung thu. Phan tir bé mit té bao nhan dién dic
hiéu khang nguyén ung thu cé thé gian tiép nhan dién khang nguyén ung thu mién la
s nhan dién 1a dic hiéu. Vi duy, phan t& (vi dy, khang thé) nhan dién dic hiéu khang
nguyén ung thu dugc dung cho dbi twong theo cach ddng thoi hodc lién tiép véi té bao
c¢6 kha nang mién dich cua sang ché, va té bao c6 kha niang mién dich ctia sing ché c6
kha ning nhin dién dac hiéu gidn tiép khang nguyén ung thu, bang cach nhan dién

phan tt (vi dy, khéng thé) hoic nhan dién thé dén nhan phan tir (vi dy, khéng thé).
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Trong trudng hop nhan dién khang thé, vi du vé phéan tir bé mat € bao bao gém CD16.

Vi du vé thé dan nhan phan tir (vi du, khang thé) bao gém FITC.

Loai t& bao c6 kha ning mién dich dbi v6i té bao c6 kha ning mién dich bidu
hién IL-7 x CCL19 theo sang ché c6 thé 14 té bao bit ky dugc bao gdm trong dap ung
mién dich. Vi du vé loai té bao nay c6 thé bao gdm: t& bao lympho nhu té bao T, té bao
diét tw nhién (natural killer cell: NK cell), va té bao B; té bao trinh dién khang nguyén
nhu bach ciu don nhan, dai thuc bao, va té bao tua; va bach cAu hat nhu bach ciu trung
tinh, bach cdu ua eosin, bach cau wa bazo, va dudng bao va tot hon 13 c6 thé bao gdm
t& bao T ¢6 ngudn gdc tir ddng vat c6 vi (vi dy, ngudi, chd, méo, lon, hodc chudt nhit),
t6t hon nira 1a té bao T ¢6 ngudn gdc tir ngudi. Theo cach khac, t& bao T ¢ thé thu
dugc bang cach phéan l4p va tinh sach tir dich co thé nhuw mau hoic dich tiy xuong, mo
ctia lach, tuyén (e, hach bach huyét, hodc twong tu, hodc té bao mién dich thAm nhiém
md ung thu cta khdi u nguyén phat, khdi u di can, cb truéng dang ung thu, hodc twong
tw. Té bao T tao ra tir té bao ES hoic té bao iPS c6 thé dugce sir dung. Viduvé té bao T
nay co thé bao gém té bao T alpha-beta, té bao T gama-delta, té bao T CD8* T, té bao
T CD4", té bao T tham nhiém khdi u, té bao T nhé, té bao T chua qua xtt Iy, va té bao

NKT.

Vi dy vé& phuong phép dé tao ra t& bao c6 kha nang mién dich biéu hién IL-7 x
CCL19 theo sang ché c6 thé bao gdm phuwong phép tao ra bao gdbm budec dua vecto
biéu hién theo sang ché néu duéi ddy vao té bao c6 kha nang mién dich. Cac vi du khac
vé phuong phap nay cé thé bao gbm phuong phép tao ra bao gdm bude dua vecto biéu
hién cua phan t bé mit té bao nhéan dién dic hiéu khang nguyén ung thu, interleukin 7
(IL-7), va/hodc CCL19 vao trung da thu tinh, té bao ES, hoic té bao iPS, va sau do gay
ra su bidu hién, va phuong phap tao ra bao gdm budc dua tiép, néu can, vecto bidu hién
cuia phan tu bé mit t& bao nhan dién dic hiéu khang ngliyén ung thu, interleukin 7 (IL-
7), va/hodc CCL19, vao té bao co kha ning mién dich thu duge béng cach tach khéi
dong vat co vl chuyén gen biéu hién phén tr bé mit té bao nhan dién dic hiéu khéang

nguyén ung thu bang cach chuyén nhiém gen.
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Vi du vé phuong phép tao ra bao gdbm buéc dua vecto biéu hién theo sang ché
néu dudi day vao té bao co kha nang mién dich c6 thé bao gbm, nhung khong bi gidi
han cu thé &, phuong phap dua vao biang phuong phap di biét trong linh vuc k¥ thuét
nay, nhu phuong phép lay nhiém virut, phwong phép canxi phosphat, chuyén nhiém
liposom (lipofection), vi tiém, va phuong phép xung dién (electroporation) va tt hon

12 c6 thé bao gdm phuong phap dua vao bing phuong phéap lay nhiém virut.

Vi du v& phuong phéap 1ay nhiém virut c¢6 thé bao gdm phuong phap bao gdm
bude chuyén nhim t& bao dong goi nhu té bao GP2-293 (do Takara Bio Inc. san xuét),
té bao Plat-GP (do Cosmo Bio Co., Ltd. san xuét), té bao PG13 (ATCC CRL-10686),
hodc té bao PA317 (ATCC CRL-9078) véi vecto biéu hién theo sang ché va plasmit
déng goi dé tao ra virut tai td hop va lay nhiém té bao c6 kha nang mién dich véi virut
tai td hop. Phuong phap lay nhiém virut c6 thé dugc thuc hién bang cach sir dung bo
kit c6 ban ngoai thi truong nhu Kit Eco dong géi Retrovirut (do Takara Bio Inc. san

xuét).

Té bao c6 kha ning mién dich theo sang ché c6 thé dugc tao ra béng cach tich
hop polynucleotit chira trinh tu nucleotit ma héa phén tu bé mit té bao nhan dién dic
hiéu khang nguyén ung thu, IL-7, va CCL19 vao hé gen cua té bao bang cach st dung
k¥ thuat chinh stra gen da biét trong linh vuc k¥ thuét ndy sao cho trinh tw khéi dau c6
thé dugc biéu hién trong su kidm soat cia trinh tu khoi dau thich hop. Vi du vé k¥
thuat chinh stra gen d3 biét trong linh vuc k§ thuat nay bao gém k¥ thuat sir dung
endonucleaza nhu nucleaza ngon tay kém, TALEN (nucleaza tac dong gidng chit hoat
héa su phién ma: transcription activator-like effector nuclease), hé théng Cas CRISPR
(nhém cac doan ngan dbi xing 1ap lai thuong xuyén: clustered regularly interspaced
short palindromic repeat). Trong truong hgp cho phép té bao c6 kha niang mién dich
theo sang ché biu hién protein ngoai lai bd sung, polynucleotit chira trinh tw nucleotit
ma hoa protein ngoai lai bd sung c6 thé dugc tich hop theo cach twong twr vao hé gen
cta té bao béng cach str dung ky thudt chinh stra gen sao cho trinh tu khéi dau c6 thé
duoc biéu hién trong su kiém soat cia trinh tr khoi du thich hop. Vi du vé phuong

phap tich hop polynucleotit vao hé gen cia té bao sao cho trinh tw khéi dau co thé
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duoc bidu hién trong su kidm soat cta trinh tw khéi du thich hop bao gém: phwong
phép ma bao gdm budc tich hgp polynucleotit trong do trinh tw nucleotit ma hoa phan
ttr bé mit t& bao nhan dién dic hidu khang nguyén ung thu, IL-7, va CCL19 (hoic
protein bd sung) dugc lién két v& mat chirc nang xudi theo trinh tw khéi dau thich hop
(nghia 13, polynucleotit trong d6 trinh tu mi héa dugc lién két sao cho céc yéu t6 (hodc
protein b sung) c6 thé duoc bidu hién trong su kiém soét cua trinh ty khéi ddu) vao
viung khong ma hoa hodc tuong tu cua hé gen té bao; va phuong phap bao gdbm budc
tich hgp polynucleotit chira trinh tw nucleotit md hoéa phén tir bé mit té bao nhan dién
dic hiéu khang nguyén ung thu, IL-7, va CCL19 (hodc protein bd sung) xudi theo trinh
tw khéi ddu ndi sinh cta hé gen t& bao. Vi du vé trinh tu khéi ddu nodi sinh bao gém cac

trinh tw khai ddu TCRo va TCRB.

Té bao c6 kha ning mién dich biéu hién IL-7 x CCL19 theo sang ché con c6 thé
dugc cho phép dé biéu hién thymidin kinaza cta virut herpes simplex (HSV-TK) hodc

caspaza cam ung 9 néu dudi day.

Té bao c¢6 kha niang mién dich biéu hién IL-7 x CCL19 theo sang ché biéu hién
phan ttr b& mat té bao nhan dién dic hiéu khang nguyén ung thu, IL-7, va CCL19. Do
d6, t& bao c6 kha ning mién dich biéu hién IL-7 x CCL19 theo sang ché c6 kha ning
tang sinh, kha nang séng sot, va kha ning tich tu té bao T bén trong cao va co thé ap
dung cho liéu phap mién dich thich tmg st dung céc té bao c6 kha nang mién dich khac
nhau. Vi du vé liéu phap mién dich thich Gng bao gbm, nhung khéng gi6i han &, lidu
phap té bao tua, liéu phap té bao NK, liéu phap té bao T gama-delta, liéu phap té bao T
alpha-beta, liéu phap CTL, va li¢u phap TIL. Phuong phap lam vi du ¢6 thé bao gbm
bude dua vecto biéu hién theo sang ché néu dudi day vao t€ bao c6 kha nang mién dich
thu duoc tir bénh nhan, khuéch dai té bao c6 kha ning mién dich, va ding té bao c6 kha
ning mién dich cho bénh nhén. Céc vi du cu thé néu dudi day khong 1am gi6i han séng
ché. Liéu phap té bao tua bao gdm budc cho mo ung thu da 14y ra bang cach phiu thuat
hodc san phém phan gidi cia n6 vao té bao tua dugc biét hoa tir bach cAu don nhan thu
dugc tir bénh nhan, va dua t& bao tua vao co thé bénh nhan va c6 thé bao gdm budce

dua vecto biéu hién theo sang ché vao té bao tua. Trong ngit canh nay, epitop peptit

-12-



26228

clia phan tir khang nguyén ung thu ciing c6 thé dugc téng hop nhan tao va dugc sir
dung thay cho md ung thu hodc san phdm phan gidi. Liéu phap té bao NK bao gdm
bude didu tri té bao lympho thu dugc tir bénh nhin bing nhiéu chét kich thich nhu IL-2
dé hoat héa va khuéch dai t& bao NK, ma sau d6 dugc dung cho bénh nhan va c6 thé
bao gdm budc dua vecto theo sang ché vao té bao NK. Viéc sir dung két hop thubce
khang thé chéng ung thu c6 té bao NK hoat héa c6 thé dugc mong doi dé tao ra tac
dung hiéu qua tin cong té bao ung thu. Liéu phéap té bao T gama-delta bao gdm budc
nudi cdy va kich thich té bao lympho thu dugc tir bénh nhan st dung IL-2 hodc axit
zoledronic dé khuéch dai té bao T gama-delta, sau d6 dugc ding cho bénh nhan va c6
thé bao gdm buéc dua vecto biéu hién theo sang ché vao t& bao T gama-delta. Lidu
- phép té bao T alpha-beta bao gdm budc nudi cdy té bao lympho thu duoc tir bénh nhan
v6i khang thé khang-CD3 hoidc IL-2 va dung té bao T alpha-beta hoat hoa cho bénh
nhén va c6 thé bao gdm budc dua vecto bidu hién theo sang ché vao t& bao T alpha-
beta. Liéu phap CTL bao gdm buéc kich thich t& bao lympho thu dugc tir bénh nhan
bang té bao ung thu thu dugc tir bénh nhan, nudi cdy té bao lympho bang cach bd sung
khang thé khang-CD3 hodc IL-2 dé khuéch dai CTL dic higu dbi véi té bao ung thu,
sau d6 dugc dung cho bénh nhin va c6 thé bao gdm budc dua vecto biéu hién theo
sang ché vao CTL. Té bao trinh dién khang nguyén thé hién epitop peptit khang
nguyén ung thu ciing c6 thé dugc st dung thay cho té bao ung thu. Liéu phap TIL bao
gdm budc thu té bao lympho tir md ung thu thu duoc tir bénh nhén, kich thich va nudi
chy té bao lympho bang IL-2 hogc twong tw, va ding té bao lympho cho bénh nhan va

c6 thé bao gdm budc dua vecto biéu hién theo sang ché vao té bao lympho.

Vecto biéu hién theo sang ché 13 vecto bat ky trong s6 céc vecto bidu hién tir (a)
dén (e) sau dé tao ra té bao c6 kha nang mién dich bidu hién IL-7 x CCL19 theo séng

cheé:

(a) vecto bicu hién chira axit nucleic ma hoa phéan tir bé mét t€ bao nhan dién dic hi€u

khang nguyén ung thu, axit nucleic ma héa IL-7, va axit nucleic ma héa CCL19;

(b) hai vecto biéu hién (b-1) va (b-2) sau:
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(b-1) vecto biéu hién chira axit nucleic ma héa phan tr bé mit t& bao nhéan dién
dédc hiéu khang nguyén ung thu; va

(b-2) vecto biéu hién chira axit nucleic ma hoéa IL-7 va axit nucleic ma héa

CCL19;
(¢) hai vecto biéu hién (c-1) va (c-2) sau:

(c-1) vecto bi€u hién chira axit nucleic ma héa phan tir bé mit t€ bao nhén dién

ddc hiéu khang nguyén ung thu, va axit nucleic ma hoéa IL-7; va
(c-2) vecto biéu hién chua axit nucleic ma héa CCL19;
(d) hai vecto biéu hién (d-1) va (d-2) sau:
(d-1) vecto biéu hién chira axit nucleic ma héa IL-7; va

(d-2) vecto biéu hién chira axit nucleic ma hoa phan ttr bé mit t& bao nhan dién

dédc hi€u khang nguyén ung thu, va axit nucleic ma hoéa CCL19; va
() ba vecto biéu hién (e-1), (e-2) va (e-3) sau:

(e-1) vecto bi€u hién chira axit nucleic ma héa phéan tir bé mat t€ bao nhin dién

ddc hi€u khang nguyén ung thu;
(e-2) vecto biéu hién chira axit nucleic ma héa IL-7; va
(e-3) vecto biéu hién chira axit nucleic ma héa CCL19.

Vecto biéu hién theo sang ché c6 thé con chira cc axit nucleic ma hoa cac yéu
t6 diéu hoa khéc ciia chirc ning mién dich nhu IL-15, CCL21, IL-2, IL-4, I1.-12, IL-13,
IL-17, IL-18, 1P-10, CCLA4, FIt3L, interferon-gama, MIP-1 alpha, GM-CSF, M-CSF,
TGF-beta, TNF-alpha.

Vi du vé axit nucleic ma hoa phén tir bé mat t& bao nhan dién dic hi¢u khang
nguyén ung thu, axit nucleic ma hoa interleukin 7 (IL-7), va axit nucleic ma hoéa

CCL19 c6 thé bao gdm céc axit nucleic c6 ngudn goc tir ddng vat c6 vi tuong Gng va
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tbt hon 13 ¢6 thé bao gdm cac axit nucleic c¢6 ngudn gbc tir ngudi. Céc axit nucleic
tuong Uing c6 thé dugc lya chon mot cach thich hop theo loai t€ bao ma vecto biéu hién
theo sang ché duoc dwa vao. Thong tin trinh tu vé cac axit nucleic tvong tng nay co
thé thu dugc mot cach thich hop bang cach tra ctru cac tai lidu da biét trong linh vyuc k§

thuét nay hodc co s& dit liéu nhu NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/).

Vi du vé axit nucleic ma hoa phan t& b& mat t& bao nhén dién ddc hiéu khéang
nguyén ung thu t6t hon 13 c6 thé bao gbm axit nucleic c6 ngudn gde tir ngudi. Vi du vé
axit nucleic ma héa phén tir bé mit t€ bao nhan dién dic hiéu khang nguyén ung thu c6
thé bao gbém axit nucleic ma héa thy thé té bao T (TCR) hoic axit nucleic ma hoa thu
thé androstan co ban (CAR). Axit nucleic nay c6 thé 13 axit nucleic ¢6 ngudn g tu
nhién hodc c6 thé 1a axit nucleic dugc téng hop nhén tao va co thé duoc lua chon mot
céach thich hgp theo loai té bao ma vecto biéu hién theo sang ché dua vao. Thong tin
trinh tu v& noé c6 thé thu duge mot cach thich hop bing cach tra ctu tai lidu da biét
trong linh vuc k¥ thudt nady hodc co s& dif licu nhu NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/).

Axit nucleic mi héa phan tir bé mit t& bao nhan dién dic hiéu khang nguyén
ung thu, axit nucleic ma hoéa IL-7 va axit nucleic ma héa CCL19 cé thé dugc tao ra
bang k¥ thuat da biét trong linh vuc k§ thuat ndy, nhu phuong phap téng hop héa hoc
hodc phuong phap khuéch dai PCR, dwa vao thong tin vé trinh tu nucleotit ctia mdi axit
nucleic ma hoa. Cac codon chon loc dé ma hoa cac axit amin c6 thé dugc bién dbi dé

t0i vu hoa su bi€u hién cia axit nucleic trén t€ bao chu dich.

TCR dbi véi axit nucleic ma hoa TCR c6 thé 13 heterodime bao gdm chudi alpha
va chudi beta (TCR alpha-beta) hodc c6 thé 13 heterodime bao gbm chudi gama va
chudi delta (TCR gama-delta). Axit nucleic ma héa TCR alpha-beta bao gém ca axit
nucleic ma hoa chudi alpha ciia TCR va axit nucleic ma héa chudi beta ctia TCR. Axit
nucleic ma héa TCR gama-delta bao gdm c4 axit nucleic ma héa chudi gama ctia TCR

va axit nucleic ma hoa chuoi delta cua TCR.

-15-



26228

Thoéng tin trinh tu vé axit nucleic ma hoéa TCR c¢6 thé dugc nhan biét tir axit
nucleic ctia chudi alpha va chudi beta & dang duéi don vi TCR cta CTL dugc kich
thich st dung peptit khang nguyén cu thé bang cach st dung phwong phéap da bibt trong
linh vuc k¥ thuét nay (WO 2007/032255; va tai liéu Morgan et al., J Immunol, 171,
3288 (2003)). Vi dy, PCR duoc uu tién dé phan tich TCR. Céc doan mdi PCR dé phan
tich TCR c6 thé 13, vi du, doan mdi 5'-R (5'-gtctaccaggceattegetteat-3": SEQ ID NO: 3)
1am doan mbi 5' va doan mdi 3-TRa-C (5'-tcagctggaccacagecgeagegt-3": SEQ ID NO:
4) dic hiéu dbi voi ving C chudi alpha cia TCR, doan mdi 3-TRb-C1 (5'-
tcagaaatcctttctcttgac-3': SEQ ID NO: 5) dic hidu ddi véi ving C1 chudi beta ciia TCR,
doan mdi 3-TRbeta-C2 (5'-ctagcctctggaatectttetett-3': SEQ ID NO: 6) dic hiéu dbi véi
ving C2 chudi beta ciia TCR lam doan mdi 3', tuy nhién céc doan mdi nay khong bi
gidi han & do. DAan xuit TCR c¢6 thé gén két, co hoat tinh gé.n két cao, véi té bao dich
trinh dién peptit khang nguyén va c6 thé gian tiép tuy y gdy diét hidu qua té bao dich

trinh dién peptit khang nguyén in vivo va in vitro.

Axit nucleic ma héa TCR 1a, vi duy, axit nucleic ma héa TCR nhu TCR dic hiéu
MART1 (Cancer Res. 54, 5265-5268 (1994)), TCR ddc hiéu MAGE-A3 (Anticancer
Res., 20, 1793-1799- (2000)), TCR ddc hiéu gpl100 (J. Immunol. 170, 2186-2194
(2003)), TCR dédc hiéu NY-ESO-1 (J. Immunol., 174, 4415-4423 (2005)), TCR dic
hiéu WT1 (Blood, 106, 470-476 (2005)), TCR dac hicu MAGE-A1 (Int. Immunol., 8,
1463-1466 (1996)), hoac TCR dac hiéu P1A (Sarma, S., Y. Guo, Y. Guilloux, C. Lee,
X.-F. Bai, Y. Liu. 1999. Céc té bao lympho T gy doc t& bao dbi véi khang nguyén
khang khdi u khong bi dot bién P1A: sy phat trién binh thuong nhung can tr& chic
ning cta chit tac dong. J. Exp. Med. 189: 811) va c6 thé 1 trinh tu nucleotit c6 do
déng nhét bﬁng 80% hodc cao hon, t5t hon 14 85% hodic cao hon, tot hon nita 12 90%
hozf;c cao hon, con tbt hon nita 13 95% hodc cao hon, tot nhét 12 98% hodc cao hon so
v6i trinh tuy nucleotit md hoéa TCR bat ky trong sb cac TCR duge md ta trong cac tai
liéu ndy mién 1a2 TCR c6 thé nhan dién phan tr khang nguyén gin két voi phén tir
MHC va c6 thé hoat hoa té bao T. Trong trinh tw nucleotit ma héa TCR bt ky trong sb

cac TCR dugc mo ta trong cac tai li€u nay, trinh ty ma hoéa CDR dugc nhan biét, va
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trinh tu nucleotit duy tri trinh ty ma héa CDR va c6 trinh tw, khong phai trinh tuy ma
hoéa CDR, c6 d6 déng nhét béng 60% hoac cao hon, tbt hon 1a 70% hodc cao hon, tot
hon nita 13 80% hodc cao hon, con tét hon nita 1a 90% hoic cao hon, t6t nhét 13 95%
hodic cao hon so véi trinh tu nucleotit ma héa TCR bat ky trong s6 cac TCR duge mé ta

trong cac tai li€u nay c6 theé dugc str dung.

Vi du v& axit nucleic ma héa IL-7 ¢6 thé bao gdém trinh tu nucleotit ma héa trinh
tu axit amin dugc thé hién béi SEQ ID NO: 1. Axit nucleic ma héa IL-7 ¢6 thé 1a trinh
tu nucleotit c6 do dong nhit bang 80% hoic cao hon, t6t hon 13 85% hodc cao hon, t6t
hon nita 1a 90% hoac cao hon, con t6t hon nita 13 95% hodc cao hon, tot nhit 1a 98%
ho#c cao hon so véi trinh tu nucleotit ma hoa trinh tu axit amin dugc thé hién boi SEQ
ID NO: 1 mién 1a IL-7 ¢6 tac dung nang cao ty 1& ting sinh t& bao hoc ty 1¢ séng sot té
bao. Vi du vé axit nucleic md hoa CCL19 c6 thé bao gdm trinh tuw nucleotit ma hoa
trinh tu axit amin dugc thé hién boi SEQ ID NO: 2. Trinh tu nucleotit ¢6 d6 ddng nhét
bang 80% hoic cao hon, t8t hon 12 85% hodc cao hon, t6t hon nita 13 90% hoic cao
hon, con tot hon nita 14 95% hoic cao hon, t5t nhét 13 98% hodc cao hon so véi trinh tu
nucleotit ma héa trinh tu axit amin duogc thé hién bdi SEQ ID NO: 2 cb thé dugc st

dung mién 12 CCL19 c¢6 tac dung hép din ho hoc trén té bao.

Vecto biéu hién theo sang ché ciing ¢6 thé chira axit nucleic ma héa gen tu sét.
Gen tu sat nghia 12 gen ¢6 chirc nang truc tiép hodc thir yéu sinh ra chét gy doc té bao
va diét té bao biéu hién gen tu sat ndy. Vecto biéu hién theo sang ché chua axit nucleic
ma héa gen tu sat c6 thé diéu hoa té bao c6 kha nang mién dich in vivo bang cach ding
thudc hoat hoa chirc ning ciia gen tu sat theo tién trinh diéu tri bénh ung thu, vi dy, khi
khéi u da bién mat. IL-7 hodc CCL19, khong gidng cac xytokin khéc, it c6 kha ning
gdy ra hoi chung gidi phong xytokin hodc sy bién d6i hinh thanh u cta té bao chuyén
gen dong vai tro phan ung bét loi. Tuy nhién, nho ting cudng chirc ning cia té bao c6
kha ning mién dich dugc dua vao bang vecto biéu hién theo sang ché, xytokin hoic
dang tuong tu da giai phong khi tdc dong vao mo ung thu dich co6 thé bt ngd anh

huéng dén cac md xung quanh né. Trong trudng hop ndy, vecto biéu hién theo sang
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ché chira axit nucleic ma héa gen tu sat c6 kha ndng chiac chan lam giam nguy co gay

ra hoi chiing giai phong xytokin.

Vi du vé gen tu sat c6 thé bao gdm cac gen mi hoa thymidin kinaza cua virut
herpes simplex (HSV-TK) va caspase 9 cam tng dugce md ta trong cdc tai liéu néu dudi
day. Vi du vé céc thudc hoat hod chitc ning cia cic gen nay cé thé bao gdm
ganciclovir d6i véi trudc ddy va hop chét CID (dime héa bang hoéa chit - chemical
induction of dimerization) AP1903 ddi vé6i sau nay (Cooper LJ., et al., Cytotherapy.
2006; 8 (2): 105-17; Jensen M. C. et al., Biol Blood Marrow Transplant. 2010 Sep; 16
(9): 1245-56; Jones BS. Front Pharmacol. 2014 Nov 27; 5: 254; Minagawa K.,
Pharmaceuticals (Basel). 2015 May 8; 8 (2): 230-49; va Bole-Richard E., Front
Pharmacol. 2015 Aug 25; 6: 174).

Trong vecto biéu hién (a) chira axit nucleic mi héa phan tir b& mat té bao nhén
dién dic hiéu khang nguyén ung thu, axit nucleic ma hoa IL-7, va axit nucleic ma hoa
CCL19 lam vecto cia sang ché, axit nucleic bt ky c6 thé dugc sip xép theo hudng
nguoc hoic xudi theo axit nucleic bat ky. Dic biét, trudng hop chira axit nucleic ma
hoéa TCR lam axit nucleic ma héa phan tr bé mit té bao nhan dién dic hidu khang
nguyén ung thu s& dugc Iy 1am vi du. Vecto biéu hién c¢6 thé ¢ axit nucleic mi hoéa
TCR, axit nucleic mi héa IL-7 va axit nucleic ma héa CCL19, co thé c6 axit nucleic
ma hoa TCR, axit nucleic ma3 héa CCL19 va axit nucleic ma hoa IL-7, c6 thé c6 axit
nucleic ma hoa IL-7, axit nucleic mad héa CCL19 va axit nucleic ma héa TCR, c6 thé
c6 axit nucleic ma hoa IL-7, axit nucleic ma héa TCR va axit nucleic ma héa CCL19,
¢6 thé ¢6 axit nucleic ma héa CCL19, axit nucleic ma héa TCR va axit nucleic ma héa
IL-7, hodc c6 thé c6 axit nucleic md héa CCL19, axit nucleic mi héa IL-7 va axit

nucleic ma hoa TCR, theo tht tu nguoc.

Trong vecto biéu hién (b-2) chira axit nucleic ma héa IL-7 va axit nucleic ma
héa CCL19 lam vecto theo sang ché, su sip xép axit nucleic md hoa IL-7 va axit
nucleic ma hoéa CCL19 khong bi gidi han cu thé, va axit nucleic ma héa CCL19 c6 thé

duoc sip xép theo huéng nguoc hodc xudi theo axit nucleic ma hoa IL-7.
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Trong vecto bidu hién (c-1) chira axit nucleic mad hoa phan tir bé mit t€ bao
nhan dién dic hi€u khang nguyén ung thu, va axit nucleic ma hoéa [L-7 lam vecto theo
sang ché, su sép xép axit nucleic ma hoa phan t& bé mat té bao nhan dién dic hiéu
khang nguyén ung thu va axit nucleic ma hoa IL-7 khéng bi giéi han cu thé, va axit
nucleic ma héa IL-7 ¢6 thé duoc sip xép theo hudng nguoce hodc xudi theo axit nucleic

ma héa phan t&r bé mit t& bio nhan dién dic hiéu khang nguyén ung thur.

Trong vecto biéu hién (d-2) chtra axit nucleic ma héa phan tir bé mat té bao
nhin dién dic hiéu khang nguyén ung thu, va axit nucleic mad héa CCL19 lam vecto
theo séang ché, su sép xép axit nucleic ma hoa phan ti bé mit té€ bao nhan dién dic hiéu
khang nguyén ung thu va axit nucleic ma héa CCL19 khong bi gii han cu thé, va axit
nucleic md hoéa CCL19 c6 thé duge sip xép theo hudng ngugc hodc xudi theo axit

nucleic ma hoa phan tir bé mit té bao nhan dién dic hiéu khang nguyén ung thu.

Axit nucleic ma hoéa phén tir bé mit té bao nhan dién dic hidu khang nguyén
ung thu, axit nucleic ma héa IL-7 va axit nucleic mi héa CCL19 co thé 1an luot dugc
phién ma bang céc trinh ty khéi d4u khac nhau hodc c6 thé dugce phién ma bing mot
trinh ty khoi ddu sir dung vi tri nhap ribozym ndi (internal ribozyme entry site - IRES)

hodc peptit 2A ty phan cét.

Vecto biéu hién theo sang ché co thé bao gbém axit nucleic tuy y giita axit
nucleic ma hoa IL-7 va axit nucleic ma héa CCL19 trong truong hop phién ma céc axit
nucleic nay bing mot trinh tu khéi dau sir dung vi tri nhap ribozym noéi (IRES) hoic
peptit 2A tu phan cit, giita axit nucleic ma hoa phan tir b& mit té bao nhan dién dic
hiéu khang nguyén ung thu va axit nucleic ma hoa IL-7 va axit nucleic md héa CCL19
trong truong hop chtta axit nucleic mi hoéa phan tu bé mit té bao nhan dién dic hiéu
khang nguyén ung thu, gifta axit nucleic mé hoa chudi alpha v axit nucleic ma héa
chudi beta trong truong hop chira axit nucleic m3 héa TCR alpha-beta, hodc giira axit
nucleic ma hoéa chudi gama va axit nucleic mi héa chudi delta trong trudng hop chira
axit nucleic ma hoéa TCR gama-delta, mién 13 mdi axit nucleic c6 thé duoc biéu hién.

Céc axit nucleic nay t6t hon 13 duge lién két qua trinh tw ma héa peptit tw phan cat
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(peptit 2A) hojc IRES, tét hon 12 trinh tw ma héa peptit 2A. Thanh phin lién két sir

dung trinh tu ndy cho phép biéu hién hiéu qua mdi axit nucleic.

Trong trudng hop chtra axit nucleic ma hoa gen tu sat, vi tri cia gen tu sét
khong bi gidi han cu thé, va gen ty sat co thé duge dinh vi, vi du, qua trinh ty ma héa
peptit 2A hozic IRES, xudi theo trinh tir khoi ddu dbi v6i sy bidu hién cia axit nucleic
ma hoa phan ti b& mat t& bao nhan dién dic hiéu khang nguyén ung thu, axit nucleic
ma héa IL-7, hodc axit nucleic md héa CCL19 va nguogc hodc xudi theo mdi trong s6

cac axit nucleic nay, hodc c6 thé dugc dinh vi xudi theo trinh tu khdi dau khéc.

Peptit 2A 12 peptit tu phan cét ¢ ngudn gde tir virut va dic trung & chd G-P (vi
tri cda géc 1 tir ddu tan cung C) trong trinh tu axit amin duogc thé hién bai SEQ ID NO:
7 duge phan cit trong ludi ndi bao (Szymezak et al., Expert Opin. Biol. Ther. 5 (5):
627-638 (2005)). Do d6, cac axit nucleic da két hop thing vao peptit 2A dugc biéu

hién doc 1ap vGi nhau vé mat ndi bao.

Peptit 2A t6t hon 14 peptit 2A ¢6 ngudn gbc tir picornavirut, rotavirut, virut con
tring, Aphthovirut, hoic Trypanosoma virut, tot hon nita 13 peptit 2A c6 ngudn gbc tir

picornavirut (F2A) dugc thé hién trong SEQ ID NO: 8.

Vecto ddi véi vecto bidu hién theo sang ché c6 thé 1a tuyén tinh hodc vong va co
thé 13 vecto khong phai virut nhu plasmit, vecto virut, hodic vecto dua trén gen nhay.
Vecto nay c6 thé chira cac trinh tu dbi chting nhu trinh tu khai dau va trinh tu két thuc,
va trinh tu danh diu chon loc nhu gen khang thudc hoac gen thong bao. Axit nucleic
m3 hoéa IL-7 va axit nucleic ma héa CCL19 dugce dinh vi v& mit hoat dong xudi theo

trinh tu khéi dau sao cho moi axit nucleic ¢ theé dugce phién ma hiéu qua.

Vi du vé trinh tw khéi dAu c6 thé bao gdm: trinh tu khoi du c6 ngudn gde virut
nhu trinh ty khoi ddu LTR retrovirut, trinh tw khéi dau sém SV40, trinh tw khoi diu
cytomegalovirut, trinh ty khéi diu thymidin kinaza cta virut herpes simplex; va trinh
tu khoi dau c6 ngudn gbc dong vat c6 vii nhu trinh ty khéi ddu phosphoglyxerat kinaza
(PGK), trinh ty khéi dau Xist, trinh tuw khoi ddu B-actin, va trinh ty khoi ddu ARN

polymeraza II. Theo cach khac, trinh tu khéi dau dap ung tetraxyclin do tetraxyclin gy
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ra, trinh tu khoi ddu Mx1 do interferon gdy ra, hodc gen tuong tu co thé dugc st dung.
Viéc st dung trinh ty khoi dau do chit cu thé gdy ra trong vecto biéu hién theo séng
ché cho phép diu hoa cam tng cia sy biéu hién IL-7 va CCL19 dap Gng tién trinh

diéu tri bénh ung thu.

Vi du v& vecto virut c¢6 thé bao gém vecto retrovirut, vecto lentivirut, vecto
adenovirut, va vecto virut két hop véi adeno va tét hon 1a ¢6 thé bao gdm vecto
retrovirut, tot hon nita 13 vecto pMSGV (Tamada k et al., Clin Cancer Res 18: 6436-
6445 (2002)) va vecto pMSCV (do Takara Bio Inc. san xuét). Bang cach st dung vecto
retrovirut, su chuyén gen duogc tich hgp vao hé gen cia t€ bao chu va do d6 co6 thé dugc

biéu hién dn dinh trong thoi gian dai.

Pé x4c nhan viée ¢ vecto biéu hién theo sang ché trong té bao c6 kha ning
mién dich, vi du, su biéu hién cia TCR ¢6 thé dugc kiém tra béng cach phan tich té bao
theo dong chay, phuong phap thim tach Northern, phwong phép thdm tich Southern,
PCR nhu RT-PCR, ELISA, hoic phuong phap thdm tich Western khi vecto biéu hién
chtra axit nucleic ma héa TCR, va su biéu hién cia gen danh ddu dugc cheén trong
vecto bidu hién theo sang ché ¢6 thé dugc kiém tra khi vecto biéu hién chira gen danh

dau.

Khi vecto biéu hién dugc chira trong t& bao c6 kha nang mién dich biéu hién IL-
7 x CCL19 theo sang ché chura axit nucleic ma héa TCR, ving bién d6i cia TCR dugc
biéu hién duoc b tri ngoai té bao. Té bao c6 kha ning mién dich biéu hién TCR c6
ving bién ddi ciia TCR c6 kha ning nhan dién phan t& khang nguyén gin két v6i phan

te MHC.

Chéat chdng ung thu theo sang ché khong bi gi6i han cu thé mién 1a chét chéng
ung thu nay chira t& bao c6 kha ning mién dich bidu hién IL-7 x CCL19 theo sang ché
va chét phu gia dugc dung. Vi du vé chét phu gia c6 thé bao gém nuée mudi, nude
mudi dém, moi trudng nudi céy té bao, dextroza, nudc tiém dugc, glyxerol, etanol, va
su két hop cac chit phu gia nay, chit 8n dinh, chét hoa tan va chit hoat dong bé mat,

chét dém va chit khir trung, chét bd, chit don, va chit bdi tron.
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Chét chéng ung thu theo sang ché co thé duoc dung cho dbi tuong thir nghiém
can didu tri bénh ung thu bing cach sir dung phuong phép da biét dbi voi ngudi ¢6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay. Vi du v& phuong phap ding c6 thé bao gdm
tiém trong tinh mach, trong u, trong da, duéi da, trong co, trong mang bung, trong
dong mach, trong tuy sbng, trong tim, trong khép, trong hoat dich, trong so, trong nio

tuy, va dudi mang nhén (dich xuong sdng).

Luong t& bao ¢6 kha ning mién dich biéu hién IL-7 x CCL19 theo sng ché c6
trong chét chéng ung thu duge dung co6 thé duoc diéu chinh thich hop theo loai, vi tri,
va mirc d6 nghiém trong cia bénh ung thu, tudi, trong luong co thé, va tinh trang cua
dbi tugng thr nghiém nhén sy diéu tri, v.v.. Céc vi du vé lugng t€ bao tot hon 14 c6 thé
bao gdm tir 1 x 10* dén 1 x 101 té bao, tét hon [a tir 1 x 10° dén 1 x 10° t& bao, tét hon

nita 12 tir 5 x 106 dn 5 x 108 t& bao, trong mdt liéu don.

Theo phuong phéap lam vi duy, chét chéng ung thu duoc ding c6 thé duge ding
doc lap 4 14n, 3 14n, hai 14n, hoic mét 1an mdi ngay, trong thoi gian 1 ngay, 2 ngay, 3
ngay, 4 ngay, hodc 5 ngay, mot 14n mdi tuén, trong thdi gian 7 ngay, 8 ngay, hodc 9

ngay, hai 1An mdi tudn, mot 1dn mot thang, hodc hai 1an mot thang.

Bénh ung thu di véi chét chdng ung thu theo sang ché hoic phuong phap dé
diéu tri bénh ung thu néu duéi day cé thé 12 bénh ung thu rén hoic bénh ung thu mau.
Céc vi du v& ching c6 thé bao gdm: bénh ung thu nhu ung thu biéu mo tuyén, bénh
ung thu t€ bao vay, bénh ung thu tuyén vay, bénh ung thu khong biét hod, bénh ung thu
té bao 16n, bénh ung thu té bao nho, bénh ung thu da, bénh ung thu v, bénh ung thu
tuyén tién liét, bénh ung thu bang quang, bénh ung thu 4m dao, bénh ung thu cd, bénh
ung thu tir cung, bénh ung thu gan, bénh ung thu than, bénh ung thu tuyén tuy, bénh
ung thu lach, bénh ung thu phdi, bénh ung thu khi quan, bénh ung thu phé quén, bénh
ung thu rudt két, bénh ung thu rudt non, bénh ung thu da day, bénh ung thu thyc quan,
bénh ung thu tGi méat, bénh ung thu tinh hoan, va bénh ung thu budng trimg; bénh ung
thu md xuwong, md sun, md md, mo co, md mach, va mo chét tao mau; sarcom nhu

sarcom sun, sarcom Ewing, u ndi mé mach méu ac tinh, u bao s¢i than kinh éc tinh,
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sarcom xuong, va sarcom m6 mém; bénh u phoi bao nhu u nguyén bao gan, u nguyén
bao tuy, u nguyén bao than, u nguyén bao than kinh, u nguyén bao tuy, u nguyén bao
mang phoi, va u nguyén bao vong mac; khdi u t€ bao phdi; u lympho; va bénh bach

cau.

Chét chéng ung thu theo sang ché c¢6 thé duoc st dung két hop v6i chét chéng
ung thu bd sung. Vi du vé chit chdng ung thu bd sung c6 thé bao gdm: chét alkyl hoa
nhu xyclophosphamit, bendamustin, ifosfamit, va dacarbazin; cht chéng chuyén héa
nhu pentostatin, fludarabin, cladribin, methotrexat, 5-flouraxil, 6-mercaptopurin, va
enocitabin; thudc huéng dich phan tir nhu rituximab, cetuximab, va trastuzumab; chét
ttc ché kinaza nhu imatinib, gefitinib, erlotinib, afatinib, dasatinib, sunitinib, va
trametinib; chit @c ché proteasom nhu bortezomib; chit tc ché calcineurin nhu
xyclosporin va tacrolimus; khang sinh chdng ung thu nhu idarubixin, doxorubixin, va
mitomyxin C; alkaloit thuc vat nhu irinotecan va etoposide; thubc chira platin nhu
cisplatin, oxaliplatin, va carboplatin; tri liéu hormon nhu tamoxifen va bicalutamit; va
thudc diéu hoa mién dich nhu interferon, nivolumab, va pembrolizumab va t6t hon 1a

c6 thé bao gém chit alkyl hoa va chét chéng chuyén hoa.

Vi du vé phuong phap dé "sir dung chit chdng ung thu theo sang ché két hop
v6i chit chéng ung thu bd sung" ¢6 thé bao gdbm phuong phap sir dung chit chéng ung
thu bd sung trong viée didu tri nay, tiép d6 stir dung chat chdng ung thu theo sang ché,
phuong phap sir dung ddng thoi chit chéng ung thu theo sang ché va chit chng ung
thu bd sung, va phuong phép st dung chit chng ung thr theo sang ché trong viée didu
tri ndy, tiép d6 s dung chét chdng ung thu bd sung va tét hon 13 c6 thé bao gdm
phuong phap sir dung chit chéng ung thur bb sung trong viéc didu tri nay, tiép do sir
dung chét chéng ung thu theo sang ché. Viéc sir dung két hop chat chéng ung thu theo
sang ché va chit chdng ung thu bd sung con cai thién hiéu qua diéu tri d6i v6i bénh
ung thu va c6 thé con 1am giam phan tng bt loi ciia mdi chat chéng ung thu bang cach
giam tin sudt ding hoic liéu lwong chét chéng ung thu. Ngoai ra, chit chéng ung thu

b sung cd thé duoc bao gdm trong chit chéng ung thu theo sang ché.
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Vi du vé& khia canh thay thé 1 cia sang ché c6 thé bao gbm 1) phuong phap dé
diéu tri bénh ung thu, bao gdm bude ding té bao c6 kha ning mién dich bidu hién phéan
tlr b& mat té bao nhan dién ddc hiéu khang nguyén ung thu, interleukin 7 (IL-7), va
CCL19 cho bénh nhan can diéu tri bénh ung thu, 2) té bao c6 kha niang mién dich biéu
hién phan tr b& mit té bao nhin dién ddc hiéu khang nguyén ung thu, interleukin 7 (IL-
7), va CCL19, dé str dung 1am chét chéng ung thu, va 3) st dung té bao c6 kha nang
mién dich biéu hién phan t&r bé mit té bao nhan dién ddc hiéu khang nguyén ung thu,

interleukin 7 (IL-7), va CCL19, dé bao ché chit chéng ung thu.

Vi du v& khia canh thay thé 2 ctia sang ché c6 thé bao gdm bo kit dé tao ra té
bao c6 kha ning mién dich biéu hién phan tir bé mit t& bao nhéan dién dic hiéu khang
nguyén ung thu, interleukin 7 (IL-7), va CCL19, chtra vecto biéu hién theo sing ché.
B9 kit khong bi giéi han cu thé mién 13 bo kit chira vecto biéu hién theo sang ché. Bo
kit c6 thé bao gdbm sach hudng din dé tao ra t& bao c6 kha ning mién dich biu hién
IL-7 x CCL19 theo sang ché, va chit phan tmg dé sir dung trong viéc dua vecto bidu

hién theo séang ché vao té bao c6 kha nang mién dich.
Vi du thuwe hién sang ché

Vidul

Lua chon céc yéu té diéu hoa cta chtre nang mién dich

ft nhét vai trim loai phén tir khac nhau cé thé diéu hoa chirc ning cia té bao T
c¢6 mat in vivo. DAu tién, cac tac gia sang ché da lya chon IL-7 va CCL19 trong sb
lugng 16n su két hgp dua vao két qua hodc thir nghiém truée do6, lam phén t diéu hoa
dé nang cao hon hiéu qua didu hoa chirc ning mién dich ctia t& bao c6 kha ning midn
dich, va con lua chon su két hop cda hai phan tir nay, nghia i3, su két hop ctia IL-7 va
CCL19, khéng tach riéng. Céc tac gia sang ché di tao ra vecto dé biéu hién cac yéu tb

diéu hoa nay cua chitc ning mién dich t€ bao cé kha nang mien dich.

Tao ra vecto biéu hién dé biéu hién IL-7 va CCL19 - 1
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Manh ADN ctia CAR khéng FITC (SEQ ID NO: 9) mad hoa CAR khang FITC
bao gdm scFv khang FITC, ving xuyén mang CD8 ctia chudt nhat, va métip tin hiéu
1ndi bao CD28-4-1BB-CD3( cuia chudt nhit, manh ADN F2A-MCS (SEQ ID NO: 10)
m3 héa peptit 2A (F2A) duogc thé hién trong SEQ ID NO: 8 va vi tri tao dong (MCS)
theo sau peptit, va manh ADN IL-7-F2A-CCL19 (SEQ ID NO: 11) m& hoa IL-7 cia
chudt nhit (khéng c6 codon két thiic) va F2A va CCL19 cuia chudt nhét tiép sau IL-7
ctia chudt nhit dugc tong hop nhén tao (Life Technologies Corp.).

Dé tao ra vecto dé biu hién IL-7 va CCL19, manh ADN ctia CAR khang FITC
va manh ADN F2A-MCS duoc lién két dé tao ra cdu tric CAR-F2A-MCS khéang
FITC. Sau d6, cdu truc tao thanh duoc tach dong thanh vecto biéu hién pMSGV
retrovirut (Tamada k et al., Clin Cancer Res 18: 6436-6445 (2002)) dé tao ra vecto
pMSGV chita CAR-F2A-MCS khéng FITC. Manh ADN IL-7-F2A-CCL19 dugc chén
vao MCS ctia vecto pMSGV bang cach xtt Iy va gan enzym gii han (Nsil va Sall) thu
dugc vecto pMSGV chita CAR-F2A-IL-7-F2A-CCL19 khang FITC (vecto biéu hién
IL-7 x CCL19 (1)). Ban dd cta vecto thu dugc dugce thé hién trén Fig. 1. Ngoai ra,
manh ADN ciia CAR khang FITC duoc tach dong thanh vecto biéu hién pMSGV
retrovirut dé tao ra vecto pMSGV IL-7 va CCL19 lam dbi chimg (vecto déi chimg

(1)).
Tao ra retrovirut dugce dua vao vecto biéu hién IL-7 x CCL19

Dé tai nap té bao T clia chudt nhit, retrovirut duoc tao ra. Dong té bao déng gbi
GP2-293 (do Takara Bio Inc. san xuét) dugc chuyén nhiém vecto biéu hién IL-7 x
CCL19 (1) néu trén hodc vecto dbi chung (1) va plasmit pCL-Eco (do Imgenex Corp.
san xuét) str dung Lipofectamin 2000 hodc 3000 (do Life Technologies Corp. san xuét)
dé tao ra retrovirut dugc dua vao vecto biéu hién IL-7 x CCL19 (1) hoidc vecto dbi

ching (1).

DMEM dugc bd sung 10% FCS, 100 U/ml penixilin, va 100 mg/ml
streptomyxin dugc st dung lam moi trudng nudi cdy ddi voi cac té bao GP2-293.

RPMI-1640 duge bd sung 10% FCS, 100 U/ml penixilin, 100 mg/ml streptomyxin, 50
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mM 2-mercaptoetanol, va 2 mM L-glutamin dugc s dung 1am mdi truong nudi cy

ddi voi cdc t€ bao T dugc stir dung trong cac vi du néu dudi day.
Tai nap t€ bao T cuia chudt nhit

Dé tai nap té bao T clia chudt nhét, 3 x 106 té bao T tinh sach ctia chudt nhét c6
ngudn gbc tir lach va hach bach huyét dugc hoat hoa trong 48 gid bing mAb khang
CD3 (3 pg/ml) va IL-2 (100 TU/ml) c6 dinh. Sau d6, dich ndi chira retrovirut d3 tao ra
dugc dua vao vecto biéu hién IL-7 x CCL19 (1) hodc vecto dbi ching (1) dugc tron
v6i té bao T da hoat hoa ciia chudt nhit néu trén (1 x 106 té bao/ml) trong dia phu 25
ng/ml RetroNectin (R) (do Takara Bio Inc. san xuét). Sau khi ly tdm & 1500 vong/phit
trong 2 gid, cac té bao dugc nudi ciy trong 6 gid véi sy c6 mit cta IL-2 (100 TU/ml).
Dé loai bo retrovirut ra khoi moi truong nudi cdy, t& bao T cua chudt nhit duoc thu hdi,
chuyén dén mai truong nudi cdy phat trién sach (fresh growth culture medium - RPMI)
chira IL-2 (100 IU/ml), va dugc nudi cy tiép trong 42 gid thu dugc t& bao T cla chudt
nhit dugc dua vao vecto biéu hién IL-7 x CCL19 (1) (& bao T biéu hién IL-7/CCL19
(1)) hodic t& bao T clia chudt nhit duge dua vao vecto dbi ching (1) (t& bao T dbi

chung (1)).
Tao ra vecto biéu hién dé biéu hién cia IL-7 va CCL19 - 2

Vecto pMSGV chia CAR-F2A-IL-7-F2A-CCL19 khang CD20 cua ngudi
(vecto biéu hién IL-7 x CCL19 (2)) dugc tao ra theo cung cach nhu trong phan "Tao ra
vecto biéu hién dé biéu hién IL-7 va CCL19 - 1" néu trén ngoai trir tao ra vecto biéu
hién IL-7 x CCL19 (1) da m6 ta & trén, trinh ty cia vung scFv khang FITC c¢6 trong
trinh tw dugc thé hién boi SEQ ID NO: 9 duge thay thé bang trinh tu cta scFv khéng
CD20 cuia ngudi (SEQ ID NO: 12) duge tdng hop béi Life Technologies Corp. dua vao
trinh ty rituximab. Ciing vdy, vecto pMSGV khong c6 IL-7 va CCL19 (vecto dbi
chirng (2)) dugc tao ra theo ciing cach nhu trong phan "Tao ra vecto biéu hién dé biu
hién IL-7 va CCL19 - 1" néu trén ngoai trlr tao ra vecto ddi chimg (1) dd md ta & trén,
trinh tu cia viing scFv khang FITC c6 trong trinh tu duoc thé hién béi SEQ ID NO: 9
duoc thay thé bang trinh tu cta scFv khang CD20 cta ngudi (SEQ ID NO: 12). Vecto

-26-



26228

biéu hién IL-7 x CCL19 (2) hodc vecto dbi chimg (2) duoc chuyén dén té bao T cia
chudt nhét st dung retrovirut theo ciing cach nhu néu trén dé tao ra té bao T biéu hién

IL-7/CCL19 (2) hoic té bao T dbi ching (2).
Vidu?2
Sé lugng té bao va kha ning séng dugc cia té bao T biéu hién IL-7/CCL19

Nghién ctru dugc tién hanh dé xem IL-7 hogc CCL19 dugc tao ra boi té bao T
biéu hién IL-7/CCL19 c6 thé hién chic ning sinh hoc va boc 16 tic dung gdy mién dich
hay khong. MAu chtra té bao T biéu hién IL-7/CCL19 d tao ra (2) (4 x 10° té bao)
hoic té bao T ddi chimg (2) dugc nudi ciy trong 5 ngay. Tién hanh nudi ciy ma khong
kich thich khang nguyén bang CD20 d& loai trir anh hudéng ciia CAR CD20 clia ngudi
dén su biéu hién cua IL-7 va CCL19. Sau d6, xem xét ) lugng té bao va kha nang
séng dugc bang cach sir dung chét chi thi mau xanh duong trypan. Cac két qua duoc
thé hién trén cac Fig. 2A va Fig. 2B. Fig. 2A thé hién s luong té bao, va Fig. 2B thé
hién kha ning sdng dugc. Cot dic thd hién cac két qua vé& té bao T biéu hién IL-

7/CCL19, va cot tréng thé hién cac két qua vé té bao T ddi ching.
Két qua

Nhu duge thé hién trén cac Fig. 2A va Fig. 2B, s lugng t& bao va kha ning
séng dugc cta té bao T biéu hién IL-7/CCL19 (2) l1an lugt 14 xAp xi 5 14n va xép xi 2
14n, cao hon so véi sb luong té bao va kha nang séng dugc cua té bao T ddi ching (2).
Cac két qua ndy da ching minh rang bing cach st dung té bao T biéu hién IL-
7/CCL19 dugc tao ra béng cach dua vecto biéu hién theo séng ché vao té bao T, IL-7

hodc CCL19 tac dong dén chire nang sinh hoc va bgc 10 tac dung giy mién dich.
Vidu3
Thir nghiém di trt té bao T

Thit nghiém di trii té bao T sir dung té bao T biéu hién IL-7/CCL19
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Téc dung hap dan hoa hoc cia CCL19 duge nghién ctru bang thir nghiém di tra
t€ bao sir dung Transwell. Cac dic diém di tra cua té bao T dap Gng dugc xac dinh
bang cach di tri thong qua bd loc polycarbonat c6 kich thudc 16 rong 12 5 pm st dung
khoang Transwell (R) 96 16 (Costar, do Corning, Inc. san xu?'it). Dic biét, té bao T bidu
hién IL-7/CCL19 (1) hoic té bao T dbi chimg (1) dugc nudi cdy & khoang duéi. Tién
hanh nubi cdy ma khéng kich thich khang nguyén bing FITC dé loai trir anh huéng cua
FITC CAR dén sy biéu hién ctia IL-7 va CCL19. Té bao T dép tng duoc ldy tir lach
hoic hach bach huyét bang cach lya chon am tinh sit dung MACS (do Miltenyi Biotec
GmbH san xuét). Té bao T dap tng duoc danh déu bang CytoTell mau xanh duong (do
AAT Bioquest, Inc. san xuit) va duge nudi cly trong 3 gio ¢ khoang trén. Su di trd tir
khoang trén xudng khoang dudi duoc xem xét bing phan tich té bao theo dong chay
(EC800; do Sony Corp. san xuat), va phin mém FlowJo (do Tree Star, Inc. san Xuét)
duogc str dung trong viéc phan tich dit liéu. Cac két qua duoc thé hién trén Fig. 3. Trén
Fig. 3, cot dic thé hién cac két qua vé té bao T biéu hién IL-7/CCL19 (1), cot tréng thé
hién céc két qua vé té bao T dbi chimg (1), va truc tung thé hién sb luong té bao T dép
ting tuyét dbi dugc di tri dén khoang dudi. Su khac biét dang k& v& miit thdng ké duoc

nghién ciru bang thir nghiém t cta Student.
Két qua

Nhu dugc thé hién trén Fig. 3, t& bao T biu hién IL-7/CCL19 (1) cho phép céc
té bao T di tri dén khoang dué6i bing x4p xi 1,8 14n so véi té bao T ddi chiing (1).
Trong liéu phap chuyén té bao lympho (vi du, té bao T), didu bét loi ddi véi cac té bao
ung thu bang cich ding té bao T ciing quan trong nhu van d& tién trinh, va ngoai ra,
quan trong 13 hoat hoa cac té bao T ndi sinh (= té bao mién dich cta chu thé) ban dau
c6 mit & bénh nhéan ung thu va do d6 tuyén chon cic té bao nay lam céc té bao thn
cong té bao ung thu. Nhim muc dich nay, khong chi wu tién chuyén céc té bao lympho
c6 hoat tinh khang khdi u tir bén ngoai ma con gay ra su twong tac hoat tinh gitta cac té
bao T di chuyén va céc té bao T ndi sinh bang mot s phuong phap sao cho cac té bao
T ndi sinh duogc tich tu cuc bd dbi véi bénh ung thu, xét tir viéc nang cao hiéu qua diéu

tri mién dich. Nhu d4 thdy tir cac két qua trén Fig. 3, té bao T biéu hién IL-7/CCL19
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(1) c6 kha nang tich tu cac té bao T bén trong, chting t6 rang c6 thé gdy ra su tuong tac

hoat tinh gifra céc t€ bao T di chuyén va cac t€ bao T noi sinh.

Cac két qua trén cac Fig. 2A, Fig. 2B, va Fig. 3 da chimg t6 ring té bao T bidu
hién IL-7 va CCL19 ¢6 céc tac dung quan trong, khong thé thiéu dbi véi viée tao ra
tinh mién dich, tdng sinh hiéu qua béng IL-7, c6 khé néng séng dugc cao, va tich tu cac
t€ bao T qua CCL19, va c6 tac dung gdy mién dich rt tdt. N6i t6m lai, su biéu hién cuia
hai phan ti diéu hoa, nghia 13, "IL-7" va "CCL19", trong cac té bao c6 kha ning mién
dich thé hién sy cai thién vé kha ning ting sinh, kha ning séng duoc, va tic dung gay
mién dich cta té bao c6 kha ning mién dich. Hon nita, nhu d3 néu & trén, t& bao T biéu
hién IL-7 va CCL19 c6 tit ca kha ning ting sinh, kha nang séng sot, va kha nang tich
tu té bao T, g0i ¥ kha ning cac t& bao T c6 tac dung x4m nhap vao cdc md ung thu trén

té bao T hoic té bao tua va tac dung e ché phat trién khéi u.
Viduy 4
Tao ra vecto biéu hién IL-7 x CCL19 x HSV-TK

Trinh ty nucleotit trong d6 trinh ty nucleotit ma héa gen IL-7, gen CCL19 va
gen ty sat HSV-TK duoc sép xép ndi dudi nhau dé ndm bén suon trinh tu nucleotit ma
hoéa peptit tw phan cit peptit 2A c6 thé dugc tach dong thanh vi tri tao dong cua vecto
pMSGV1 dé tao ra vecto dé biéu hién IL-7, CCL19, va HSV-TK. Ban dd cia vecto

nay dugc thé hién trén Fig. 4.

Té bao co6 kha ning mién dich dugc dua vao vecto biéu hién IL-7 x CCL19 x
HSV-TK dugc tao ra ¢6 kha niang didu hoa t& bao c6 kha ning mién dich trong ddi
tuong thir nghiém bang cach ding ganciclovir cho dbi twong thir nghiém tao ra té bao

c6 kha ning mién dich.
Vidu5s

Tao ra vecto biéu hién TCR x IL-7 x CCL19
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Trinh tu nucleotit trong d6 trinh ty nucleotit mad hoa gen TCR, gen IL-7 va gen
CCL19 dugc sap xép ndi dudi nhau dé nim bén suon trinh tu nucleotit ma hoa peptit tu
phén cét peptit 2A ¢6 thé duoc tach dong thanh vi tri tao dong cua vecto pMSGV1 dé
tao ra vecto dé biéu hién TCR, IL-7 va CCL19. Ban dd cia vecto nay duoc thé hién

trén Fig. 5.

Té bao c6 kha ning mién dich dugc dua vao vecto biéu hién TCR x IL-7 x
CCL19 duoc tao ra c6 kha ning gin két dic hiéu khong chi véi khang nguyén ung thu
c6 mat trén bé mat t& bao ung thu ma con ca phitc hop ciia peptit c6 ngudn gbc khéng
nguyén ung thu duge thé hién béi MHC trong céc té bao ung thu va c6 kha nang kich

thich cac té bao T dic hidu ddi voi khoang rong cac phén tir dich lién quan khéi u.
Vidu6
Tao ra vecto biéu hién dé biéu hién IL-7, CCL19 va eGFP

Manh ADN IL-7-F2A-CCL19 ma héa IL-7 ctia chudt nhét (khéng c6 codon két
thiic) va F2A va CCL19 clia chudt nhit tiép sau IL-7 ciia chudt nhét duge téng hop
nhan tao (Life Technologies Corp.).

D¢ tao ra vecto dé biéu hién IL-7, CCL19 va eGFP, manh ADN IL-7-F2A-
CCL19 d3 téng hop dugc chén vao MCS cia vecto biéu hién pMSGYV retrovirut ¢
trinh ty F2A-eGFP (Tamada k et al., Clin Cancer Res 18: 6436-6445 (2002)) bang cach
Xt 1y va gin enzym giéi han (Ncol va EcoRI) thu duge vecto pMSGV chlra manh
ADN IL-7-F2A-CCL19-F2A-eGFP (SEQ ID NO: 13) (vecto biéu hién IL-7 x CCL19
(3)). Ban db ctia vecto thu duoc dwoc thé hién trén Fig. 6. Ngoai ra, vecto pMSGV
chita eGFP va khong chta IL-7 ma ciing khong chita CCL19 (vecto déi chimg (3))
duogc tao ra lam déi chitng. Trong SEQ ID NO: 13, cac vi tri nucleotit tir 1 dén 462 1a
axit nucleic ma hoa IL-7 (cac vi tri nucleotit tir 1 dén 75 14 trinh tu tin hiéu cua IL-7),
cac vi tri nucleotit tir 463 dén 537 1a axit nucleic ma héa F2A, cac vi tri nucleotit tir
538 dén 861 1a axit nucleic ma hoa CCL19 (c4c vi tri nucleotit tir 538 dén 612 13 trinh
tu tin hidu cia CCL19), cac vi tri nucleotit tir 868 dén 942 14 axit nucleic ma hoa F2A,

céc vi tri nucleotit tir 946 dén 1662 13 axit nucleic ma hoa eGFP, va cac vi tri nucleotit
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tir 1663 dén 1665 14 codon két thic. Trinh ty axit amin trong Ung vaéi trinh tw nucleotit
dugc thé hién bdi SEQ ID NO: 13 dugce thé hién trong SEQ ID NO: 14. Pé st dung
enzym gioi han Ncol, thymin (t) & vi tri nucleotit 4 trong SEQ ID NO: 13 duoc thay
thé bang guanin (g) (phenylalanin (F) & vi tri axit amin 2 trong SEQ ID NO: 14 duogc
thay thé bang valin (V)).

Tao ra cac t& bao T biéu hién TCR, IL-7, CCL19, va eGFP dic hiéu dbi vé6i khang
nguyén khéi u P815 P1A

Céac té bao lach thu dugc tir chudt nhit chuyén gen bidu hién TCR gi6i han H-
2L¢ d3c hidu d6i vé6i khang nguyén khdi u P815 P1A (Sarma, S., Y. Guo, Y. Guilloux,
C. Lee, X.-F. Bai, Y. Liu. 1999. J. Exp. Med. 189: 811) thu dugc tir Y. Liu. Thu dugc
t€ bao T clia chudt nhét biéu hién TCR dic hiéu dbi v6i khang nguyén khéi u P815
P1A c6 ngudn gdc tir cac té bao lach (t& bao TCR-T dic hiéu P1A). Sau d6, retrovirut
duge dua vao vecto biéu hién IL-7 x CCL19 (3) hodc vecto dbi ching (3) dugc tao ra
theo cling cach nhu trong Vi du 1. Té bao duoc hoat héa bing peptit P1A trong 48 gio
duogc tai nap vé6i cac té bao lach (3 x 10° té bao/Id) bao gdm té bao TCR-T dic hiéu
P1A thu dugc té bao T biéu hién TCR/IL-7/CCL19/eGFP dic hiéu P1A hodc té bao T
biéu hién TCR/eGFP dic hiéu P1A. Sy tai nap véi mdi vecto biéu hién dugc xac nhin
bang cach phan tich t€ bao theo dong chay d& do eGFP lam chét dénh d4u thay thé. Cac
mirc biéu hién eGFP twong mg cua cac té bao T thu duoc 1a tr 70% dén 80% trong tat

cé céac thir nghiém.

Vao ngay 0, lugng 5 x 10° t& bao cia u té bao bén P815 dugc tao huyén phu
trong 0,1 ml HBSS duoc céy duéi da vao hong cia mdi con chudt nhat duc DBA/2
khoang 6 dén 10 tuan tudi (n = 30). Vao ngay 6, chudt nhit dugc chibu xa & lidu dusi
mirc gy chét (3 d@én 5 Gy) ddi véi didu kién quy dinh trude. Vao ngady 7, chudt nhét
dugc chia thanh 3 nhém (n = 10). Té bao T biéu hién TCR/IL-7/CCL19/eGFP dic hidu
P1A hoic té bao T biéu hién TCR/eGFP dic hiéu P1A (c4 hai té bao 1a 70% dén 80%
duong tinh eGFP) duoc dung trong tinh mach & 1 x 10° t& bao d6i v6i mdi con chuot

nhit. Sau d6, ty 1& sdng sét ctia mbi con chudt nhét duge phan tich trong khi do thé tich
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khéi u ctia chudt nhit di chét. Cac két qua phan tich ty 18 séng s6t ctia mdi con chudt
nhit duoc thé hién trén Fig. 7, va cac két qua do thé tich khdi u cta chudt nhit da chét

duoc thé hién trén Fig. 8.

Trén Fig. 7, A 14 cac két qua vé chudt nhit khong dugc didu tri, m 12 cac két qua
vé chudt nhit sinh ra té bao T biéu hién TCR/eGFP dic hiéu P1A, e 1a cac két qua vé
chudt nhit sinh ra té bao T biéu hién TCR/IL-7/CCL19/eGFP dic hi¢u P1A, truc hoanh
1a s6 ngay (ngdy) sau khi cdy u té bao bén P815 duéi da, va truc tung 14 ty 18 séng s6t
(%). 80% chudt nhit sinh ra t& bao T biéu hién TCR/IL-7/CCL19/eGFP dic hiéu P1A
con sbng sét vao ngdy 60, va 50% trong sb d6 con séng sét sau 100 ngay. Do do, viéc
stt dung té bao c6 kha ning mién dich biéu hién TCR, IL-7 va CCL19 dic hiéu P1A da
cho thdy tac dung khang khdi u va ngin ngira viéc giam vé ty 18 séng s6t do khébi u gay

ra.

Trén Fig. 8, truc hoanh 1a sé ngay (ngay) sau khi cdy u t& bao bén P815 dudi da,
va truc tung 13 thé tich khéi u (mm?). Nhu da thiy r5 tir Fig. 8, viée tang thé tich khdi u
bi ngan chin 16 rét & chudt nhit sinh ra t& bao T biéu hién TCR/IL-7/CCL19/eGFP dic
hiéu P1A, chiing t6 ring té bao T biéu hién TCR/IL-7/CCL19/eGFP dic hiéu P1A c6

hoat tinh khang khéi u rit tdt va co tac dung diéu tri cho bénh ung thu dang rin.
Kha néng Uing dung trong cong nghiép

Té bao c6 kha nang mién dich biéu hién IL-7 x CCL19 theo sang ché c6 tht ca
kha nang tang sinh, kha niang séng sot va kha ning tich tu té bao lympho va do dé ap

dung duogc trong linh vuc li€u phap mién dich.
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YEU CAU BAO HO

1. T€ bao c6 kha ndng mien dich bi€u hién phén tir bé mat t€ bao nhin dién dic hiéu

khéng nguyén ung thu, interleukin 7 (IL-7), va CCL19.

2. T€ bao c6 kha ndng mién dich theo diém 1, trong d6 t€ bao c6 kha ning mién dich
bao gébm axit nucleic mé hoa IL-7 dugc dua tir bén ngoai t€ bao vao va axit nucleic ma

héa CCL19 dugc dua tir bén ngoai té bao vao.

3. Té bao c6 kha ning mién dich theo diém 1 hodc 2, trong d6 phan tir bé mit té bao
nhan dién ddc hi¢u khang nguyén ung thu la thu thé té bao T nhan dién ddc hiéu khang

nguyén ung thu.

4. Té bao c6 kha ning mién dich theo diém bat ky trong s céc diém tir 1 dén 3, trong

dé té bao c6 kha ndng mién dich nay 1a té bao T.

5. Té bao c6 kha ning mién dich theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 4, trong
dé khéng nguyén ung thu 1la WT1, MART-1, NY-ESO-1, MAGE-A1, MAGE-A3,
MAGE-A4, Glypican-3, KIF20A, Survivin, AFP-1, gp100, MUC1, PAP-10, PAP-5,
TRP2-1, SART-1, VEGFR1, VEGFR2, NEIL3, MPHOSPH1, DEPDCI1, FOXMI,
CDH3, TTK, TOMM34, URLC10, KOC1, UBE2T, TOPK, ECT2, MESOTHELIN,
NKG2D, P1A, GD2, hodc GM2.

6. Vecto biéu hién dé tao ra té bao c6 kha nang mién dich theo diém bt ky trong s cac

diém tir 1 dén 5, 12 vecto bt ky trong sb cac vecto tir (a) dén (e) sau:

(a) vecto bi€u hién chtra axit nucleic ma hoa phén tir bé mit t€ bao nhan dién dic hiéu

khéng nguyén ung thu, axit nucleic ma héa IL-7, va axit nucleic ma héa CCL19;
(b) hai vecto biéu hién (b-1) va (b-2) sau:

(b-1) vecto biéu hién chira axit nucleic ma héa phén tir b& mit t& bao nhan dién

dac hiéu khang nguyén ung thu; va
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(b-2) vecto biéu hién chita axit nucleic m& héa IL-7 va axit nucleic ma hoa
CCL19;
(c) hai vecto biéu hién (c-1) va (c-2) sau:

(c-1) vecto bicu hién chira axit nucleic ma hoa phan tr bé mit t€ bao nhén dién

déc hiéu khang nguyén ung thu, va axit nucleic ma hoa IL-7; va
(c-2) vecto biéu hién chira axit nucleic ma hoa CCL19;
(d) hai vecto biéu hién (d-1) va (d-2) sau:
(d-1) vecto biéu hién chtra axit nucleic ma héa IL-7; va

(d-2) vecto biéu hién chtra axit nucleic ma héa phan tir bé mit té bao nhan dién

ddc hiéu khang nguyén ung thu, va axit nucleic ma héa CCL19; va
(e) ba vecto biéu hién (e-1), (e-2) va (e-3) sau:

(e-1) vecto bicu hién chira axit nucleic ma hoa phan tir bé mit t€ bao nhan dién

ddc hiéu khang nguyén ung thu;
(e-2) vecto bidu hién chira axit nucleic ma hoa IL-7; va
(e-3) vecto bidu hién chira axit nucleic ma hoa CCL19.

7. Vecto biéu hién theo diém 6, trong d6 phan tir b& mit té bao nhan dién dic hiéu

khang nguyén ung thu 13 thu thé t€ bao T nhén dién dic hiéu khang nguyén ung thu.
8. Vecto biéu hién theo diém 6 hodc diém 7, trong do:

axit nucleic ma héa phan ttr bé mit t& bao nhén dién dic hieu khang nguyén ung thu,

axit nucleic ma hoa IL-7, va axit nucleic m& héa CCL19 trong vecto biéu hién (a); hodc

axit nucleic ma hoa IL-7 va axit nucleic ma héa CCL19 trong vecto biéu hién (b-2);

hoac
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axit nucleic ma héa phan ttr b& mit t& bao nhan dién dic hidu khéng nguyén ung thu,

va axit nucleic ma hoa IL-7 trong vecto bidu hién (c-1); hodic

axit nucleic ma héa phan tir bé mat té bao nhén dién ddc hiéu khing nguyén ung thu,

va axit nucleic ma hoa CCL19 trong vecto biéu hién (d-2)
duoc lién két qua trinh tu ma hoa peptit tu phan cét.

9. Vecto biéu hién theo diém bét ky trong sd cac diém tir 6 dén 8, trong d6 vecto biéu

hién chtra axit nucleic ma hoa gen tu sat.

10. Chét chéng ung thu chira té bao c6 kha nang mién dich theo diém bt ky trong sb

céc diém tir 1 dén 5 va chét phu gia dugc dung.
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Fig. 1

Gen khoi dau

Vecto biéu hién IL-7 x CCL19

Fig. 2A
p=2,40201E-05
g .,  ——
°
®
o
, @ 49
so té bao @
)
= 2
x .
Saees’
a

hing s6 7x19

-36-

[ ] Té bao T dbi ching
B Vecto T biéu hién
IL-7/CCL19



26228

Fig. 2B
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Fig. 4
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Fig. 6
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Fig. 8
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<223> CCL19 & nguoi
<400> 2
Met Ala Leu Leu Leu
1 5
Ala Pro Thr Leu Ser
20
val Thr GIn Lys Pro
35
Leu Leu ITe Lys Asp
50 :
Leu Arg Gly Arg Gln
65
Arg Ile Ile Gln Arg
85
Ser Ser
<210> 3
<211> 22
<212> ADN
<213> nhéantao
<220> .
<223> doan moi 5'-R
<400> 3

Ala

Gly

Ile

Gly

Leu

70

Leu

Leu

Thr

Pro

cys

55

cys

Gln

gtctaccagg cattcgcttc at

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

4
24
ADN

nhan tao

doan mdi 3-TRa-C

Ser

Asn

Gly

40

Arg

Ala

Arg

26228

Leu

Asp

25

TYyr

val

Pro

Thr

170

Leu val
10

Ala Glu

Ile val

Pro Ala

Pro Asp

75

Ser Ala
90

-42-

Leu

Asp

Arg

val

60

Gln

Lys

Trp

Cys

Asn

45

val

Pro

Met

Thr

Cys

30

Phe

Phe

Trp

Lys

Ser

15

Leu

His

Thr

val

Arg
95

Te Leu Met Gly Thr Lys Glu
175

Pro

Ser

Tyr

Thr

Glu

80

Arg

22



<400>

4

tcagctggac cacagccgca gcgt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5
21

ADN
nhan tae

doan mdi 3-TRb-C1
5

tcagaaatcc tttctcttga ¢

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6

24

ADN
nhan tao

doan mdi 3-TRbeta-C2
6

ctagcctctg gaatcctttc tctt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Asp Xaa Glu Xaa Asn Pro Gly Pro
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

g1y Ser Gly val Eys GIn Thr Leu Asn Phe Asp Leu Leu Lys Leu Ala
10 1

7

8

PRT
nhan tao

vling phan cat peptit 2A

MISC_FEATURE
(2)..(2)

Val hoac lle

MISC_FEATURE
@..D

axit amin bat ky

7

8

25

PRT
nhan tao

2Apeptit(F2A)
8

26228

-43-

24

21

24



Gly Asp val Glu Ser Asn Pro Gly Pro
20 25

<210> 9

<211> 1674
<212> ADN
<213> nhan

<220>
<223>

<400> 9
atggagttgc

gtcgtgatga
tcttgcagat
ctgcagaagc
ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggtg
gctgctaaga
gatgagactg
tctggattca
ctggagtggg
tctgtgaaag
atgaacaact
atggactact
cttcagaaag
cctaccggga
gggaccggat
gtggcccctc
agaaggaaca
actcgaaagc
tggatcagga
gctcaagagg
ggctatgagc
cccaaccagc
aagaagcggg
gaaggcgtat
acaaaaggcg

gccaccaagg

tao

khang-FITC CAR

ctgttaggtt
cccaaactcc
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct
gaggcaccaa
aggatgatgc
gaggaggctt
cttttagtga
tagcacaaat
gcagattcac
taagagttga
ggggtcaagg
tgaactctac
catctcagcec
tggacttcgc
tgctgtectt
gactccttca
cttaccagcc
aaaaattccc
aagatgcttg
tgagagcaaa
tctacaatga
ctcgggatcc
acaatgcact
agaggcggag

acacctatga

gttggtgcty
actctccctg
ccttgtacac
tccaaaggtc
tggcagtgga
gggagtttat
gctggaaatc
taagaaggat
ggtgcaacct
ctactggatg
tagaaacaaa
catctcaaga
agacatgggt
aacctcagtc
tactaccaag
ccagagacca
ctgtgatatt
gatcatcact
aagtgactac
ctacgcccect
ccacatattc
tagctgccga
attcagcagg
gctcaatcta
agagatggga
gcagaaagac
aggcaagggg
tgccctgeat

26228

atgttctgga
cctgtcagtce
agtaatggaa
ctgatctaca
tcagggacag
ttctgctcte
aaaagtagtg
gatgctaaga
gggaggccca
aactgggtcc
ccttataatt
gatgattcca
atctattact
accgtctecg
ccagtgctgce
gaagattgtc
tacatctggg
ctcatctgct
atgaacatga
gccagagact
aagcaaccat
tgtccacagg
agtgcagaga
gggcgaagag
ggcaaacagc
aagatggcag
cacgatggcc

atgcagaccc

ttcctgette
ttggagatca
acacctattt
aagtttccaa
atttcacact
aaagtacaca
ctgatgatgc
aggatggtga
tgaaactctc
gccagtctec
atgaaacata
aaagtagtgt
gtacgggttc
cggccgeagt
gaactccctc
ggccecgtgg
cacccttggce
accacaggag
ctccccggag
ttgcagcgta
ttaagaagac
aagaagaagg
ctgctgccaa
aggaatatga
agaggaggag
aagcctacag
tttaccaggg

tggccecteg

cagcagtgat
agcctecatc
acgttggtac
ccgattttct
caagatcagc
tgttccgtgg
taagaaggat
ggtgaagctg
ctgtgttgec
agagaaagga
ttattcagat
ctacctgcaa
ttactatggt
cgtgccagtc
acctgtgeac
ctcagtgaag
cggaatctgc
ccgaaatagt
gcctgggctc
ccgccccaaa
cactggagca
aggaggagga
cctgcaggac
cgtcttggag
gaacccccag
tgagatcggce
tctcagcact

ctaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1674



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10
146
ADN

10

F2A-

nhan tao

MCS

26228

ggaagcggag tgaaacagac tttgaatttt gaccttctca agttggcggg agacgtggag

tccaaccctg gaccatgcat aaaaagctta aaccagttaa ctggaaaacg cgtaaagtcg

acaaaggcca aaaaggccaa cgtacg

<210>
<211>
<212>
<213>

11
864
ADN

<220>
<223>

<400> 11
atgttccatg

cctgtcacat
ctgatgatca
aatgaaccaa
aatcgtgctg
gtccacttac
gaaaaaaacg
gaaataaaaa
actttgaatt
gccceeegtg
ccaactctgg
atccctggga
cctgctgttg
tgggtggatc

accagaagga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12
783
ADN

12

nhan tao

tttcttttag
catctgagtg
gcatcgatga
acttttttag
ctcgcaagtt
taacagtatc
taaaggaaca
cttgttggaa
ttgaccttct
tgaccccact
ggggtgctaa
acatcgtgaa
tgttcaccac
gcatcatccg

gcecctgtgte

nhan tao

atatatcttt
ccacattaaa
attggacaaa
aaaacatgta
gaagcaattt
acaaggcaca
gaaaaagaat
taaaattttg
caagttggcg
cctggecttc
tgatgcggaa
agcctteege
actaaggggc
aagactgaag

ttga

scFV CD20 khang nguoi

IL-7 cQa chudt nhat-F2A-CCL19 clia chudt nhat

ggaattcctc
gacaaagaag
atgacaggaa
tgtgatgata
cttaaaatga
caaacactgg
gacgcatgtt
aagggcagta
ggagacgtgg
agcctgctgg
gactgctgcc
taccttctta
tatcagctct

aagtcttctg

cactgatcct
gtaaagcata
ctgatagtaa
caaaggaagc
atatcagtga
tgaactgcac
tcctaaagag
taggaagcgg
agtccaaccc
ttctctggac
tgtctgtgac
atgaagatgg
gtgcacctcc

ccaagaacaa

tgttctgctg
tgagagtgta
ttgcccgaat
tgcttttcta
agaattcaat
aagtaaggaa
actactgaga
agtgaaacag
tggacctatg
cttcccagec
ccagcegececc
ctgcagggtg
agaccagccc

aggcaacagc

atggactgga cctggcggat cctgttcctg gtggctgctg ctacaggcgc ccacagecag

-45-

60
120
146

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
864

60



atcgtgctgt
acctgcagag
agccccaagce
agcggctctg
gccgcecacct
aagctggaaa
caggtgcagc
agctgcaagg
cctggcagag
aaccagaagt
atgcagctgt
tactacggceg
gct

<210>
<211>

<212>
<213>

13

<220>
<223>

<400> 13
atggtccacg

cctgtcacct
ctgatgatct
aatgagccca
aacagggccg
gtgcacctcc
gagaagaacg
gagatcaaga
accctgaact
gcccccagag
cccaccctgg
atccctggaa
cctgeegtgg
tgggtcgaca
acaaggagaa

cttctcaagt

1665
ADN
nhan tao

ctcagtctec
ccagcagcag
cttggatcta
gctctggeac
actactgtca
tcaagggcgg
tgcagcagcc
ccagcggcta
gcctggaatg
tcaagggcaa
cctccctgac

gcgactggta

tctcctteag
ccagcgaatg
ccattgatga
acttctttag
ccagaaagct
tcaccgtgag
tgaaagagca
cctgttggaa
tcgacctget
tcacccctet
gcggegecaa
acatcgtcaa
tgttcacaac
gaatcatcag
gccctgtgag
tggcgggaga

cgccatcctg
cgtgtcctac
cgccacaagc
cagctacagc
gcagtggacc
aggcggatct
tggcgctgag
caccttcaca
gatcggcgcet
ggccaccctg
cagcgaggac

cttcaacgtg

atacatcttc
tcatatcaag
gctggataag
aaagcacgtg
gaagcagttc
ccagggcacc
gaaaaagaat
taagatcctg
gaaactggcc
gctggecttc
tgatgctgag
agccttcagg
actgagaggc
aaggctgaag
cgaattcgga
cgtggagtcc

26228

tctgctagec
atccactggt
aacctggcct
ctgaccatca
agcaaccccc
ggcggceggag
ctcgtgaaac
agctacaaca
atctaccccg
accgccgaca
agcgccgtgt
tggggcgctg

ggcatccccc
gacaaagagg
atgaccggca
tgtgacgata
ctgaagatga
cagacactgg
gatgcttgtt
aaaggcagca
ggagatgtgg
agcctgeteg
gactgttgcc
tacctgctca
taccagctct
aagtccagceg
agcggagtga

aaccctggac

-46-

ctggcgagaa
tccagcagaa
ctggcgtgec
gcagagtgga
ccacattcgg
gatctggggg
ctggcgectc
tgcactgggt
gcaacggcga
agagcagcag
actactgegc

gcaccaccgt

IL-7 ctia chudt nhé&t-F2A-CCL19 clia chudt nhét-F2A-eGFP

ccctgatcect
gcaaggctta
ccgacagcaa
ccaaggaggc
acatttccga
tcaattgcac
tcctcaagag
tcggcagegg
agagcaatcc
tgctgtggac
tctccgtgac
acgaagacgg
gcgccectec
ccaagaacaa
aacagacttt

catgcatggt

agtgaccatg
gccecggeage
agtgcggttt
agccgaggac
cggaggcacc
aggcggctct
cgtgaagatg
caagcagacc
cacctcctac
cacagcctac
cagatctacc

gaccgtgtct

ggtcctectg
tgagagcgtc
ctgtcccaac
tgccttectg
ggagttcaac
ctccaaggag
gctgctgagg
agtcaagcaa
cggccctatg
cttccecget
ccagaggccc
atgtagggtg
tgatcagccc
aggcaatagc
gaattttgac
gagcaagggc

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
783

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960



gaggagctgt
cacaagttca
aagttcatct
acctacggcg
aagtccgcca
aactacaaga
ctgaagggca
tacaacagcc
ttcaagatcc
aacaccccca
tccgecctga
accgccgecg
14

554

PRT
nhan tao

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400> 14

Met val His val
1

Leu
20

Leu Vval Leu

Glu Gly Lys Ala

Asp Lys Met Thr

50

Phe Phe

65

Arg Lys

Asn Arg Ala Ala

Glu Glu Phe Asn

100

val Asn Cys

115

Leu

tcaccggggt
gcgtgtecgg
gcaccaccgg
tgcagtgctt
tgcccgaagg
cccgegecga
tcgacttcaa
acaacgtcta
gccacaacat
tcggcgacgg
gcaaagaccc

ggatcactct

Ser Phe
5

Pro val

Tyr Glu
Thr

Gly

val
70

His

Arg
85

Lys
His

val

Thr Ser

ggtgcccatc
c€gagggcgag
caagctgecc
cagccgctac
ctacgtccag
ggtgaagttc
ggaggacggc
tatcatggcc
cgaggacggc
ccecegtgetg
caacgagaag

cggcatggac

26228

Arg Tyr Ile

Thr Ser

25

Ser

val
40

Ser Leu

Asp Ser Asnh

55

Cys Asp Asp

Leu Lys Gln

Thr
105

Leu Leu

Glu Glu

120

Lys

Phe Gly Ile
10

Glu

Met

cys

Thr

Phe

90

val

Lys

-47-

ctggtcgagc
ggcgatgcca
gtgccctgge
cccgaccaca
gagcgcacca
gagggcgaca
aacatcctgg
gacaagcaga
agcgtgcagce
ctgcccgaca
cgcgatcaca

gagctgtaca

Cys

Ile

Pro

Lys

75

Leu

Ser

Asn

tggacggcga
cctacggcaa
ccaccctegt
tgaagcagca
tcttcttcaa
ccctggtgaa
ggcacaagct
agaacggcat
tcgccgacca
accactacct
tggtcctgcet

agtaa

Pro Pro

His ITe Lys

30

Ile
45

Ser Asp

Asn Asn Glu

60

Glu Ala Ala

Lys Met Asn

Thr
110

Gln Gly

val Lys Glu

125

cgtaaacggc
gctgaccctg
gaccaccctg
cgacttcttc
ggacgacggc
ccgcatcgag
ggagtacaac
caaggtgaac
ctaccagcag
gagcacccag

ggagttcgtg

Axit amin IL-7 cla chudt nhat-F2A-CCL19 clia chudt nhét-2A-eGFP

Leu Ile

15

Asp Lys

Glu Leu

Pro Asn

Phe Leu

80

Ile
95

Ser
Thr

GlIn

GIn Lys

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1665



Pro

Leu

Ala

Ile

225

Pro

Pro

Ser

Phe

Ala

305

Glu

Asp

Ala

Leu

Gln
385

Asn

130

Trp

Leu

Gly

val

Glu

210

val

Ala

Asp

Ala

Gly

Gly

Glu

val

Thr

Pro

370

Cys

Asp

Asn

Asn

Pro

Leu

195

Asp

Lys

val

Gln

Asp

Leu

Asn

Tyr

355

val

Phe

Ala
Lys
Phe
Met
180
Trp
Cys
Ala
val
Pro
260
Asn
Gly
val
Phe
Gly
Gly

Pro

Ser

cys

Ile

165

Ala

Thr

cys

Phe

Phe

245

Trp

Lys

val

Glu

Thr

325

His

Lys

Trp

Arg

Phe

Leu

150

Leu

Pro

Phe

Leu

Arg

Thr

val

Gly

Lys

Ser

310

Gly

Lys

Leu

Pro

Tyr
390

Leu

135

Lys

Leu

Arg

Pro

Ser

215

Tyr

Thr

Asp

Asn

Gln

295

Asn

val

Phe

Thr

Thr

375

Pro

Lys
Gly
Lys
val
Ala
200
val
Leu
Leu
Arg
Ser
280
Thr
Pro
val
Ser
Leu
360

Leu

Asp

26228

Arg

Ser

Leu

Thr

185

Pro

Thr

Leu

Arg

Ile

265

Thr

Leu

Gly

Pro

val

345

Lys

val

His

Leu

Ile

Ala

170

Pro

Thr

Gln

AsSn

Arg

Asn

Pro

Ile

330

Ser

Phe

Thr

Met

-48-

Leu

Leu

Leu

Arg

Glu

235

Tyr

Arg

Arg

Phe

315

Leu

Gly

Ile

Thr

Lys
395

Arg

140

Ser

Asp

Leu

Gly

Pro

220

Asp

Gln

Arg

Ser

Asp

300

Met

val

Glu

Cys

Leu

380

Gln

Glu

Gly

val

Ala

Gly

Ile

Gly

Leu

Leu

Pro

285

Leu

val

Glu

Gly

Thr

365

Thr

His

Ile

val

Glu

Phe

190

Ala

Pro

Cys

Cys

Leu

Ser

Leu

Glu

350

Thr

Tyr

Asp

Lys

Lys

Ser

175

Ser

AsSn

Gly

Arg

Ala

255

Lys

Ser

Lys

Lys

Asp

335

Gly

Gly

Gly

Phe

Thr

Gln

160

Asn

Leu

Asp

Asn

val

240

Pro

Ser

Glu

Leu

Gly

Gly

Asp

Lys

val

Phe
400



Lys

Lys

Asp

Asp

Asn

465

Phe

His

Asp

Glu

Ile
545

Ser

Asp

Thr

Lys

Tyr

Asn

Lys

530

Thr

Ala

Asp

Leu

435

Asn

Tyr

Ile

Gln

His

515

Arg

Leu

Met
Gly
val
Ile
Ile
Alrg
Gln
500
Tyr

Asp

Gly

Pro

405

Asn

Asn

Leu

Met

His

485

Asn

Leu

His

Met

Glu

Tyr

Arg

Gly

Ala

470

Asn

Thr

Ser

Met

550

Gly

Lys

Ile

His

455

Asp

ITe

Pro

Thr

val

535

Glu

Tyr

Thr

Glu

440

Lys

Lys

Glu

Ile

Gln

520

Leu

Leu

26228

val

Arg

Leu

Leu

Gln

Asp

Gly

505

Ser

Leu

Tyr

Gln
410
Ala
Lys
Glu
Lys
Gly
4

Asp
Ala

Glu

Lys

-49-

Glu

Glu

Gly

Tyr

Asn

475

Ser

Gly

Leu

Phe

Arg

val

Ile

Asn

460

Gly

val

Pro

Ser

val
540

Thr

Lys

445

Tyr

Ile

Gln

val

Ile

Phe

430

Phe

Asn

Lys

Leu

Leu

510

Asp

Ala

Phe

415

Glu

Lys

Ser

val

Ala

495

Leu

Pro

Ala

Phe

Gly

Glu

His

Asn

480

Asp

Pro

Asn

Gly





