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(54) PHUONG PHAP NHAN RONG TE BAO T y8 CU TRU O MO KHONG TAO
MAU

(57) Sang ché dé cap tdi viée nhan rong cac té bao T 5 cu tra & md khong tao méu in vitro
bang cach nudi cdy cac lympho bao da thu duoc tir moé khong tao mau cua nguoi hodc
dong vat khong phai la nguoi khi c6 mat interleukin-2 (IL-2) va/hodc interleukin-15 (IL-
15) va khong c6 cac tin hiéu kich hoat TCR hodc dong kich thich TCR, ma khong c6 tiép
xuc tryc tiép bat ky voi cac té bao mo dém hoidc biéu mo. Sang ché dé xuat cac phuong
phap nhan rong té bao T y8 cu tri & md khong tao mau, ciing nhu cac quan thé cia cac té
bao T yd cu trd & mo khong tao mau va ing dung ctia ching.
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Linh vue k¥ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap t6i phuong phép nhan rong céc t& bao T yd cu trii & md khong tao
mau ex vivo. Thuét ngit “céc t€ bao T y8 cu tra & mod khong tao méu” chi phan nhom céc
té bao lympho T cu tri & cac mod khong tao mau, ma khong phai & trong cic co quan
lympho va mau. Céc té bao bao gém céc té bao khong phai 1a V82, vi du céc té bao V51,
V33 va V5. Séng ché cling dé cap t6i viée sir dung céc té bao nay trong liéu phap t& bao
T nhan nudi va trong liu phép thu thé khang nguyén kham, cling nhu viéc st dung ching
trong phwong phép sang loc cc chit didu bién diém kidm soét. Sang ché ciing d& cép t6i
céc té bao dugc san xuét bing cach nhan rong ex vivo céc t& bao T vd cu tri & md khong

tao mau.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

M&i quan tdm ngdy cang ting dbi véi lidu phap mién dich té bao T cho bénh ung
thu da tap trung vao kha nang rd rang cla cdc phan nhém cic té bao T CD8+ (1-4) va
CD4+ af (5, 6) dé nhan biét cac té bao ung thu va diéu tiét kha ning hoat dong bao vé vt
chii, cu thé 1a khi dugc khi-kim ham bang cach dbi khang céc con duong tc ché qua
trung gian 14m sang do hoat dong ctia PD1(7, 8), CTLA4 (9, 10) va céc thu thé khéc (11).
Tuy nhién, nhiéu vén d& vin con chua duoc 18. Vi du, duong nhu ¢ nhiéu bénh canh 1am
sang nghiém trong, trong d6 hiéu lyc ctia c4c liéu phap didu tri nay 1 kém (1 1); thudng
c6 cic tac dung bat loi nghiém trong (AEs) (12); kha ning du doan hiéu lyc hay AEs la
cuc ky han ché (13); va rét it giai thich vé céac trong tdc ma cho phép vat chu cam nhéan
céc té bao khdi u (con goi 14 “tinh sinh mién dich”) ma nhat thiét phai c6 truée khi kich
hoat cac d4p tng té bao T CD8+ va CD4+ af thong thuong.

V& céc khia canh nay, nhidu nha khoa hoc va céc nha l1am sang déu dang danh gia
lai tiém niing cta céc té bao Ty, dong tht ba cac lympho bao véi cac thu thé dugc tao ra
bang cach xdma ma tién hod duoc bao toan manh nhu cac té bao T o va cic té bao B. V&

co ban c6 hai phan nhém té bao T 8 cla ngudi: mot phan nhém chiém chu yéu trong
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mau ngoai vi clia nguoi, da s6 biéu hién thu thé té bao T (TCR) V62; va mdt phan nhom
chiém chii yéu trong cic mo khong tao mau, da sé bidu hién TCR V351, véi quan thé it
hon biéu hién cac TCR ma c6 chta chudi V83 hodc V85 hoic chudi khac khong phai la
Va2 (14).

O phan 16n ngudi trudng thanh, cac té bao V82 & trang thai n dinh chi bao gdm
mdt phan nhé va bién thién nhiéu trong sb cac té bao T trong méu (0,01-5%), nhung céc
té bao nay nhan rdng nhanh chdéng, tam thoi dat dén ~25% céc té bao CD3+, sau khi thir
thach bang mét phé rong cac tac nhan, bao gdm nhiéu loai vi khuan va ky sinh trung (14).
Can nguyén chinh cho dép ung nay 1a nhén biét qua trung gian-TCR V32 “cac nhom
phospho” phan tit lwgng thip, bao gdbm hydroxyl-metyl but-2-enyl pyrophosphat
(HMBPP) (15), mdt chét trung gian trong con dudng quan trong dé sinh tbng hop
cholesterol va céc lipit khac cia vi khudn ma duogc sir dung dé cai bién céc protein, vi du
bang cach geranyl hoé hodc farnesyl hoa. O céc dong vat linh truéng, qué trinh téng hop
nay dién ra théng qua con dudng mevalonat, mot chét trung gian ctia con dudng ndy -
isopentenyl pyrophosphat (IPP) — duoc biéu hién & cac muc rat cao & cic té bao dugc
bién nap va nhiém virut, va ciing 1a mot dich ciia qua trinh nhén biét qua trung gian TCR

V82 (16).

Ngoai ra, da s6 cac té bao T V82 biéu hién c4c mirc cao thu thé NKG2D ma c6 thé
kich hoat hogc ddng kich thich (cing véi TCR) cac tiém ning ly giai té bao cua cac té bao
nay khi ¢6 su tham gia ctia cac phdi tir NKG2D, vi du MICA, MICB, va ULBP. C4c phéi
tir d6 1a cac protein chii ma dugc didu tiét tang khi cac té bao nay bi phoi nhiém cac tac
nhan nhu stress oxy hod hodc thdm thiu hoic 4nh sang tir ngoai. Céc tdc nhan nay thuc
ddy phét tin hiéu siéu hoat déng cua con dudong thy thé yéu t§ ting trudng biu mod

(EGFR), con duong nay thudng bi rdi loan diéu tiét & cac khdi u rén cua ngudi (17).

Kha ning ciia cac té bao T V82 phat hién cac té bao dwoc bién nap bing cach sir
dung cac TCR ctia chiing va/hodc NKG2D (18-20), ciing véi cac kha ning ly giai té bao
manh m& cia ching, va mdt tiém ning hién nhién trinh dién cic khang nguyén dén céac té
bao T CD8+ (21), gbp lai din dén quan diém cho 13 cac té bao T V82 c6 thé duoc khai

théc trén 14m sang dé chuyén van liéu phap mién dich ung thu. Cach nay c6 thé dat dugc
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bang cach chuyén nhan nudi cic t& bao nay, vé khia canh nay, viéc khong bi han ché bsi
MHC ctia cac té bao T ¥ han ché mot cach dang ké va co6 loi kha nang dbi v6i bénh chy
ghép chéng lai vét chii (GVHD) (22). Pé dat duoc didu nay, cac t& bao T y8 Vy9Vs2 cu
tr trong mau c6 thé duge nhan rong ex vivo bang cach bd sung thém cic xytokin nhu
Interleukin (IL)-2, cung v&i cac tdc nhén kich hoat TCR ngoai sinh nhu cac nhém
phospho (vi du BrHPP), hoic ciing v&i cAc bisphosphonat da dugc cép phép trén 14m sang
(vi du axit zoledronic) uc ché farnesyl pyrophosphat synthaza trong con duong
mevalonat, do do gdy cdm ung tich lu§ nhom kich hoat TCR, IPP. Tuy nhién, kich hoat
man tinh céc té bao Vy9Vs2 thong qua céc tac nhan nhu BrHPP ¢6 thé dan din din dén
suy kiét té bao va tiém ning gy doc té bao giam.

Theo cach khac, cac té bao T y3 clia chinh céc bénh nhan c6 thé dugce kich hoat in
Situ b%mg cach st dung céc dang dugc bién dbi vé mit duoc ly cia HMBPP, hoac cac
aminobisphosphonat d& dugc cp phép trén 1am sang. Bing cac cach nay, trén 250 bénh
nhan ung thu di dugc didu tri, duong nhur an toan, nhung cé ty 1é rat it thuyén giam hoan
toan. M6t ban tAm chi yéu lién quan dén hiéu lyc 14m sang han ché cua cac té bao nay 1a
xu huéng tré nén bi suy kiét khong phuc hdi ctia chiing do phoi nhiém khang nguyén man
tinh. B4n tAm chu yéu tht hai 1a chung c¢6 vé bét luc trong vi€c cu tru & cac khéi u rén va

cac mo neo gilt cac khoi u do (23).

Liéu phép té bao T thu thé khang nguyén kham (CAR-T) dang cho thiy c6 hira hen
& cac thé u 4ac tinh t& bao B trén 1am sang. Tuy nhién, lién quan dén viéc diéu tri cac khdi
u rin, biéu hién cua cac t& bao CAR-T cho dén nay la thép hon mong doi thé hién hiéu
qué kém trong viéc gdy cam tmg céc d4p Gmg khdi u hoan toan va ty 1& cao gy doc tinh té
bao ngoai khéi u (24). Pbi vai cac té bao T yd mau ngoai vi, can trd chinh ddi véi thanh
cbng clia cic phuwong phap CAR-T cho céc khéi u ran 1a tinh khong c6 hidu qua c6 thé c6
cla cac té bao CAR-T hé théng di chuyén dén vi tri 4c tinh va cu tra & d6 & trang théi cé
hiéu qua hoat dong (25). Ngoai ra, dua vao cac té bao T ap thong thudng, cac té bao
CAR-T phai khéc phuc dugc céac tin hiéu tc ché mién dich trong moi trudng vi lugng cia

khéi u, vi du céc tin hiéu dwoc truyén théng qua thy thé PD1.
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C6 thé c6 céc loi ich lién quan dén viée st dung cac t& bao T vd cho céc phuong
phéap CAR-T, vi ching c6 thé duoc tai nap voi cac TCR déc hi€u khang nguyén kham
phan tmg khéi u, ddng thoi van giit dugc cac kha ning bAm sinh ctia chiing nhan biét cac
té bao dugc bién nap bang cach sir dung céc thu thé nhu NKG2D. Do do, ching c6 thé
ddng thoi mang lai cac tic dung qua trung gian (NKG2D) bam sinh va thich ung (TCR)
1én céc khdi u. Tuy nhién, van c6 van dé 1a tinh ¢6 vé khdng c6 hi€u qua cua cac té bao T
8 clia mau nguoi dén cu tri & cac khdi u mo rén va duy tri & d6 & dang hoat tinh. Didu
nay din dén viéc xem xét chi tiét hon céc té bao T y& ma thudng xuyén cu tri cac mod

khong tao méau.

Céc té bao T di chuyén dén cac md khong tao mau nhu 12 mot phén ciia qua trinh
phat trién ctia ching va nhu vay chiing phén biét v6i cac t& bao T khéc, vi du céc té bao T
ghi nhé TCRaf+ cu tri & md (goi 13 cac té bao TRM) tham nhap vao md sau khi gdy min
cam so bd hé thdng. Cac té bao T yd cu trii & md chu yéu duoc nghién ctru k§ & chudt, &
chudt ching da thé hién 1a ¢6 phé bién & da, rudt va cidc md sinh séan, ngoai céc vi tri
khac. Nhiéu té bao nay da chung t6 13 c6 tiém ning hoat dong twong tu bAm sinh, nhd d6
ching c6 thé dap ting vé6i cac kich thich mién dich théng qua kich hoat thy thé NKG2D.
Céc tac gia sang ché gin day da thu dugc céc dir liéu chung t6 14 da va rudt cua nguoi
tuong tu ciing c6 khoang 16n céc t& bao T 5 cu trd & mod khong tao méu c6 céc hoat tinh
trong tw bdm sinh. Va bit ngd 12 nghién ctru cac thé 4c tinh, viém nhiém, tang di ung, di
mg va cac bénh ly khac hinh thanh & cic mo khéng tao méau phan 16n da khong xem xét
tac dong tiém nang cia c4c té bao T ciia ngudi twong ty bim sinh cu tru & cac mod nay, &

d6 xuét hién tén thuong bénh hoc.

Céc té bao T yd clia ngudi cu tri & cac md khong tao mau chua duge nghién ciu
k¥ boi vi vi tri khu tra cta chung lam cho khé 14y mau cac té bao nay, va boi vi chua c6
cach thirc thiét 1ap nudi cdy chung. Trong sb thong tin trong déi hiém hoi hién co, phéan
nhém nay bao gém nhiéu loai t& bao c¢6 tiém ning huy té bao khong bi han ché béi MHC,
do chiing khong biéu hién cac TCR cé chira Vy2, céc té bao nay hoan toan khong phan
g v6i cac nhém phospho phan tir lwgng thdp. Mic dit mét vai tinh dic hiéu TCR chinh

x4c 12 da biét doi véi cac té bao nay, dit li¢u hién c6 goi y 14 cac té bao nay phan tng véi
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céc ty khang nguyén, nhu thy thé protein C bidu m6 (EPCR), ma duoc biéu hién qua muc
boi céc té bao bi nhiém virut cu biao (cytomegalovirus - CMV) va bdi nhiéu khdi u rin
(32). Céc té bao T & lién quan dén mé6 khong tao méu ciing thuong biéu hién NKG2D
(14). Véi cac tinh chat nay, va viéc cu tri vé mat sinh 1y cia cc té bao nay & cic md
khong tao mau nhu da va rudt, viéc chuyén nhan nudi c4c té bao nay cho bénh nhéan ung
thu ¢6 thé coi 1 ¢6 hiéu qua hon mdt cach dang ké nhim dich cac khdi u rin va tidm nang
& cac bénh 1y mién dich khac.

Pé khai thac cac té bao khong phai 1a V52 cho liéu phép mién dich dodi héi mot
cach thirc nhan rong cac té bao nay in situ hoic thu gom va nhén réng ching ex vivo
trude khi tiém truyén lai. Cach thtr hai da dugc Gng dung béi vi khong cé céc tac nhan
kich hoat TCR d4 biét ma c6 kha ning da dugc chimg minh 1a nhan rong s lvong 16n cac
té bao khong phai 12 V82 in situ. Pé khic phuc thach thirc dit ra 13 tinh kha dung bi han
ché cta cac mod khong tao mau, mot s6 nha nghién ctru d3 nd lyc nhan rong cac sd lugng
rét nhé céc té bao khong phai 12 V82 tir mau, trong d6 cic té bao bidu hién V82 1a phan
nhém chu yéu, gia thuyét 1a cac té bao nay 1a twong dwong vé6i céc té bao khong phai 1a
V82 cu trii & mo. Céc sb lugng nhé cac té bao T v khong phai 1a V82 dugc tim thiy
trong mau nhan réng mot cach dang ké trong khi bi nhiém CMV thé hoat dong, thé hién
tinh phan tmg wu viét d6i véi CMV so véi céc té bao T V52, va dudng nhu ¢6 kha ning
béo vé thai nhi clia ngudi trong cic truong hgp bi nhiém CMV trong tir cung. Ngoai ra,
cac t& bao T y& khong phai 1a V82 phan tmg CMV ¢6 vé bao vé cac bénh nhén ciy ghép
khong bi tai kich hoat CMV trong khi bi rc ché mién dich, va thong qua tinh phan Gng
chéo véi cac té bao dugc bién nap, 1am giam nguy co cic thé 4c tinh thir cdp (26). Tuong
tu, ¢6 dit li€u goi y 1a cac té bao T Y0 ¢0 céc vai tro hitu ich trong kiém soat nhiém HIV,
trong trudng hop nay céac té bao T yd khong phai 12 V52 duge nhan rong trong méu so vdi
cac té bao T V32 (24).

Céc té bao khong phai 1a V82 cu tra trong méu di dugc nhan rdng ex vivo bing
cach bd sung thém cac tdc nhan ngoai sinh ma tryc tiép kich hoat phét tin hi¢u TCR, vi du
bang cach st dung tic nhan nhu khang thé khang CD3, khang thé dic hiéu pan y8-TCR
hoic phytohemagglutinin (PHA), hodc bang cach ddng nudi cdy cac té bao T khong phai
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1a V82 dugc kich thich véi cac té bao trinh dién khang nguyén nhan tao (aAPC), trong do
su tiép xuc truc tiép giita cac t& bao T yd va aAPC 1a can thiét dé nhan rong t€ bao T
khong phai 1a V82 ex vivo (41-44). Theo cach khac, cac té bao nay da dugc nhan rong
bang cach ting cudng phat tin hiéu thu thé NKG2D nho sit dung MICA tai td hop duoc
c¢b dinh (phdi tt NKG2D), vi du nhu da duge sir dung dé duy tri sy ting sinh dich nudi
cdy té bao T v3 ex vivo tir cac lympho bao thim nhidm ung thu biéu mé (TILs) (28). Tom
lai, cic phuong phép hién c6 dé nhan rong ex vivo cac t& bao T & trong méu biéu hién
V&2 hoic céc té bao T yd trong mau khong phai 1a V82 doi hoi phai bd sung thém cac tac
nhan, ludn ludn ting cudng kich hoat cac thu thé TCR va/hoic NKG2D cing véi cac
xytokin bd sung, nhu interleukin-2 (IL-2) (41-44). Cach két hop c4c tin hiéu kich hoat thu
thé va cac xytokin phan anh phwong phép tiéu chudn dé nuéi ciy va nhan rong cac té bao
T, dugc ung dung rong rdi trong cong dong nghién ctu. Cho dén nay, chua c6 phuong
phép nao di mo t dé nhan rong dang ké céc té bao T y& cu tri & md khong tao mau.

Phuong phap nhu vay dugc mo ta trong ban mo ta nay.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Nhu 12 mét phan ciia xac dinh dic tinh kiéu hinh va chirc ning cua cac té bao T &
da ctia ngudi, cac tac gia sang ché da phan 1ap mot quan thé 16n va phén biét cac té bao T
8 thuong cu tri & cdc md khong tao mau va c6 cac tinh chét riéng biét so vdi céc té bao
T op va cac té bao T yd cu trli & mau. Céc tac gia da phat hién ra 1 cac té bao nay thé hién
céc dap Gmg manh, khong phu thudc TCR, twong tu bdm sinh vé6i cac phdi tit NKG2D va
Vv6i céc xytokin. Trong khi cac nd lwc nham nhén rong cac té bao T ap so cip thudng sir
dung cach ddng nudi cdy véi cac té bao hd trg khac 1am ngudn cac yéu t6 ting trudong co
loi (29), cac tac gia sang ché bit ngdr d4 chimg to ring céc té bao T yd cu tri & da va cac
md khéng tao mau khac bi (rc ché manh va dic hiéu bang cach dong nudi ciy cac té bao
nay tiép xic véi cac nguyén bao soi da tu than va tiém nang cac thanh phan co chét khac,
nhu céc té bao keratin va céc té bao biéu md. Giam bét cac tuong tac ndy cho phép cac té
bao nay nhan rong nhanh chéng véi sé lugng 16n dé cho cac tng dung tiém ning trén 1am

sang.
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Ngoai ra, trai v6i cac nd luc cho dén nay nham nhén rong cac té bao T 8 thu dugc
tir mau va tir khéi u, céc tac gia sang ché da chung to rang cac té bao T v8 cu tri & mod
khéng tao mau c6 thé duge nhan rong ma khong can chi dong bd sung thém cac tic nhan
ngoai sinh bt ky ma kich hoat cic con dwdng phét tin hiéu TCR hoic NKG2D cua
ching.

Sang ché d& xuét cach thic méi dé phan 14p mot cach hidu qua va c6 thé sinh san
va nhan rong cac té bao T vy5 tir md khong tao mau cua ngudi hodc cua dong vat khong
phai 13 ngudi, nhu da va rudt. Viéc nhan rong nay dugc ting cudng bang cach lam gian
doan su tiép xtc giita cac té bao T khong phai 12 V82 thu duoc tir md khong tao mau véi
c4c nguyén bao soi tu than va c6 thé 13 cac thanh phan co chit khac, va dugc duy tri bang

cach nudi cdy trong interleukin-2 (IL-2) va/hoic interleukin-15 (IL-15).

Quy trinh nhan réng c6 tinh chon loc cao do quy trinh nhan réng céc té bao T ap
hodc cac té bao T biéu hién V82 hodc cac té bao NK khong dugc cam Ung bdi sy gian
doan tiép xtic ciia chung véi cac nguyén bao s¢i tu than (Fig.3A, Fig.3C, va Fig.3D). Viéc
nhan rong cac t& bao T 5 cu trt & md khong tao mau bang cach giai phéng tir qué trinh
didu bién diém kiém so4t qua trung gian nguyén bao s¢i cling din dén kich hoat “tw phat”
céc tiém nang hiéu tng cia cic té bao nay (Fig.5A va Fig.5B), cac tiém ning nay 1a rét
duoc mong mudn trong truong hop hoat tinh khang khdi u. Cac phat trién nay cho phép
cac té bao T vd cu tri & md khong tao mau duge nhan rong khi nuoi céy va duogc kich
hoat dé str dung tidm nang 1am c4c dang tiém truyén té bao “cé sin” cho bénh nhan. Pdng
thoi, viéc phét trién khang thé hodc dang chét trc ché khic cla qua trinh diéu bién diém
kiém soat cac té bao T y8 cu tri & mo boi cac nguyén bao soi (hoic cac té bao md dém
hodc biéu mé khac) cho phép céac té bao T ¥ cu trd & md khong tao mau duge kich hoat

in situ, vi du & bénh nhén ung thu, théng qua phong bé diém kiém soét.

Kha ning thu duoc va phat trién cac té bao T y5 tir cAc md khong tao mau (vi du
da) dad nhan dién céc khac biét rd rang so voi céac té bao T V&1 thu dugc tir mau. Vi du,
céc té bao T V31 thu dugc tir da thé hién cac chit danh ddu cua qua trinh kich hoat té bao
T truéc d6 nhu bidu hién CD69, duong tinh ICOS va TIM3 ciing nhu rat it hoic khéng
biéu hién phén tir ddng kich thich ¢b dién, CD28 (Fig.10A). Ngoai ra, chiing thé hién biéu
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hién NKG2D mirc cao. Trai lai, cac té bao T V81 thu duoc tir mau clia ngudi khong biéu
hién CD69 hodc TIM3, chi biéu hién cac muc thép cua ICOS, va cling duong tinh dén
mitc d6 nhét dinh @ biéu hién CD28. Ngoai ra, mirc biéu hién NKG2D cua céc té bao T
V31 thu duge tir mau & muc thip hon nhidu so véi biéu hién ctia né béi cac té bao T V5l
thu dugc tir da, va trong khi cac té bao T V51 thu dugc tir da thé hién tinh phan tmg twong
tur bim sinh v6i cac phdi tir NKG2D nhu MICA tai t6 hop khi khéng c6 kich thich cua thu
thé t€ bao T, céc té bao T V&1 thu dugc tir mau khong thé hién tinh phan ung nay
(Fig.10B). Céc té bao T 8 tlr cac md khong tao mau nhur dugc mo ta trong ban mé ta nay
ciing c6 thé thé hién biéu ting cia CCR3, CD39, CD11b, IL-13 va/hoic CD9 so véi cac
té bao T V&1 thu dugc tir mau va cic quan thé lympho bao khac.

Theo khia canh thé nhét, sang ché dé xut phwong phap nhan rong cac t& bao T yd
cu trd & md khong tao mau in vitro, phwong phap nay bao gdm budc nudi cdy cac lympho
bao di thu dugce tir md khong tao méau cia ngudi hodec dong vat khdng phai 1a nguoi khi
¢6 mat IL-2 va/hodc interleukin-15 (IL-15), trong d6 cac lympho bao nay khong tiép xtc

tryc tiép véi cac t& bao md dém hoic biéu md trong khi nudi céy.

Tot hon 14, cac lympho bao khong ti€p xuc tryc ti€p vdi cdc nguyén bao sgi trong
khi nudi cay

Céac t€ bao T yd thuong cu trit & mo khong tao méu in vivo.

Tt hon 13, phuwong phap niy bao gdm budc nudi cdy cic lympho bao duge thu
dugc tir md khong tao méau cia ngudi hodc ciia dong vat khong phai 1a ngudi khi cé mat

IL-2 valL-15.

Theo mot vai phuong an, cadc lympho bao dugc thu dugc tr mé khong tao mau cia
ngudi hodc cia dong vat khong phai 1a nguoi c6 thé dugc nudi cdy khi khong c6 cac chét
kich hoat TCR hodc cac cht dong kich thich ma gy cam tmg kich hoat té bao T. Vi du,
cac lympho bao ¢6 thé dugc nubi cdy khi khong c6 mit cac chét chi van con duong TCR,
vi du céc chét kich hoat CD3, nhu cac khang thé khang CD3, khi c¢6 mit hoic khong c6
mat cac chét kich hoat CD28.
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B4 sung thém cac chét kich hoat ngoai sinh ndy ctia qua trinh phat tin hiéu TCR 1a
khong can thiét d& nhan rong cac t& bao T 3 cu tri & md khong tao mau bang cach sir
dung cac phwong phép ctia sang ché. Do d6, mot mdi trudng nhan rong yd thich hop dé st
dung trong cac phuong phap cia sang ché c6 thé khong c6 hoat tinh kich hoat té bao T, vi
du hoat tinh kich hoat t& bao T ap hoic hoat tinh kich hoat té bao T yd trong mau, va c6
thé khong kich hoat hoic ddng kich thich cac TCR.

Vi du, mdi trudng nhan rong v8 c6 thé khong chira hodc vé co ban khong chira céc
tac nhan hodc yéu té ma kich hoat phat tin hiéu té bao T, nhu cac chit kich hoat TCR
hodc cac chit ddng kich thich TCR, bao gdm cac chat chi van con dudng TCR duge bd
sung thém theo cach ngoai sinh. M6i trudng nhén rong yd co6 thé bao gdm IL-2 va/hodc
IL-15. Theo mdt vai phwong 4n, mdi trudng nhén réng v8 c¢6 thé bao gdm mét hodc nhidu
yéu tb ting trudng bd sung, nhu céc xytokin, ngoai IL-2 va/hodc IL-15. Céc yéu td ting
trudng thich hop khong thé hién hoat tinh kich hoat té bao T. Theo céc phuong an khéc,
mdi trudng nhan rong v8 ¢6 thé khong c6 cac yéu td ting trudng khac ngoai IL-2 va/hoic
IL-15; vi du méi trudng nhan rong y8 c6 thé gdm c6 madi truong co ban cb bd sung IL-2

va/hoic IL-15.

Theo mdt phuong an, cac lympho bao thu dugce tir mé khong tao mdu cua ngudoi
hodc ctia dong vat khong phai 14 ngudi c6 thé dugc nudi cdy khi khong c6 cac té bao mod
dém hoac biéu mo. Vi du, cac té bao mod dém hoic biéu mo nay co thé dugc loai bé trude
khi nudi céy. Tét hon 13, cac lympho bao thu dugc tr m6 khong tao mau cua ngudi hoac
ctia dong vat khong phai 1a ngudi c6 thé dwoc nudi ciy khi khong c6 cdc nguyén bao soi.

Vi duy, cac nguyén bao sg¢i ¢6 theé dugce loai bo trude khi nudi cay.

Céc lympho bao c6 thé thu dugc tir md khong tao méu clia ngudi hodc ciia dong
vat khong phai 1a ngudi thich hop bét k¥, nhu da, duong tidu hod (vi du rudt két hoic hdi
trang), mo tuyén v, phdi, gan, tuy, md m& hoic tién liét tuyén.

Céc té bao T yd cu tra & md khong tao méau tdt hon 1a cac té bao khong phai 1a

V52, da s6 thuong biéu hién cac TCR c6 chira cac chudi V31, tirc 1 cac té bao V81. Cac
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té bao T y8 cu trii & md khong tao mau cling c6 thé bao gdm céc té bao T y8 goi 1a 4m tinh

kép (DN), duoc xé4c dinh 12 biéu hién cac TCR y8 khong chira chudi V&1 hay V2.

Phuong phép ndy tuy y bao gdm buée thu dugc cac lympho bao tir mé khong tao
mau cia ngudi hodc ciia dong vat khong phai 13 ngudi. Vi dy, cac lympho bao cé thé thu
dugc tir mAu md khong tao miu clia ngudi hodc dong vat khong phai 13 ngudi. Phuong
phap c6 thé bao gdm cung cdp miu md khdng tao méu cia ngudi hodc dong vat khong
phai 12 ngudi va phan tach cac lympho bao tir cac té bao khong tao mau ciia mau nay dé

tao ra mot quan thé cac lympho bao ma vé co ban khong chira céc té bao md dém.

Theo khia canh th hai, séng ché d& xuit phuong phép nhén rong céc té bao T 8,
phwong phap niy bao gdm buée (i) cung cip quan thé cac t& bao T y8 da thu duge tir md
khong tao mau; va (i) nudi ¢y cac té bao T y5 vé co ban khong c6 tiép xuc té bao mod

dém dé tao ra quan thé duoc nhan rong cia cac té bao T yd.

Quan thé cac t& bao T y& da thu duoc tir md khong tao méau c6 thé 1a quan thé vé

co ban tinh khiét ctia cac té bao T v3.

Quén thé cac té bao T y8 da thu duoc tir mé khong tao mau t6t hon 13 cac té bao
khong phai 1 V82, da s6 thuong biéu hién cac TCR c¢6 chira cac chudi V51, tirc 14 té bao
V81. Quén thé cac té bao T y8 ciing c6 thé bao gdm cac té bao T y5 DN.

Qu?m thé cac té bao T v6 da thu dugc tir mé khong tao méu cé thé biéu hién mot
hodic nhidu chit danh diu té bao T yd cu trd & mé bd sung, nhu CLA, IL13, CCLI,
CD103 va CCRS. Theo mét vai phuong 4n, quan thé cac té bao T y& da thu dugc tir mod
khong tao méu c¢6 thé bao gdm cac té bao T y5 V81* CCRS".

Céc té bao T v5 ¢6 thé duoc nudi cdy khi khong c6 tiép xtc véi cac té bao md dém
8 tao ra quéan thé dugc nhén rong cua cac té bao T yd (tirc 1a khong cé tiép xtic giita cac
té bao T v va cac té bao mod dém trong dich nudi cdy té bao).

Cactébao T Yo co thé dugc nubi céy khi khong c6 mat cac tin hi¢u kich hoat TCR
hodc céc tin hi¢u déng kich thich TCR. Theo mdt vai phuong &n, c6 thé thuc hién budce
nudi céy trong moi trudong co t€ bao mo6 dém, hodc khi c6 mat IL-2, IL-15, hoic td hop

cta ching. Vi du, cc té bao T v3 c6 thé dugc nudi cdy trong mdi trudng nhéan réng vd
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bao gdm IL-2 vi/hogic IL-15. Méi trudng nhan rong y& thich hop c6 thé khong kich hoat
hoic ddng kich thich cac TCR. Vi du, méi trudng nhén rong y8 c6 thé khong chtra hoidc
vé co ban khong chira c4c tic nhan hoic yéu t6 ma kich hoat phat tin hiéu té bao T, nhu
céc chat kich hoat TCR hodc cic chit ddng kich thich TCR, bao gdm cac chét chu van
con duong TCR. Mbi trudng nhan rong v c6 thé bao gdbm IL-2 va/hodic IL-15. Theo mot
vai phuong 4n, moi truong nhan rong y8 c6 thé bao gdm mét hodc nhiéu yéu tb tdng
truong bd sung, nhu cac xytokin, ngoai IL-2 va/hodic IL-15. Céc yéu td ting truéng thich
hop khong thé hién hoat tinh kich hoat t& bao T. Theo céc phuong &n khac, moi truong
nhan rong yd c6 thé khong c6 céc yéu té ting trudng khac ngoai IL-2 va/hodc IL-15; vi du
mbi trudng nhéan rong y8 c¢6 thé gdm c6 méi trudng co ban ¢b bd sung IL-2 va/hodc IL-
15.

Theo khia canh th{r ba, sang ché d& xudt phuong phap nhan rong cac t& bao T )
bao gbm : (i) cung cip mo khong tao mau, mod niy bao gdm céc té bao khong tao mau va
cac té bao T v§; (ii) phan tach cac t& bao T 8 tir cac té bao khong tao mau dé san xuét
mdt quan thé bao gdm céc té bao T yd ma vé co ban khong chira cc t& bao md dém; va
(iii) budc nubdi cdy quan thé & bude (ii) khi khong c6 céc tin hiéu kich hoat TCR hoic cac
tin hiéu ddng kich thich TCR dé san xuét mot quan thé dugc nhan rong cua cic té bao T
9.

Céc té bao T y8 vi du, ¢6 thé dugc phén tach tir cac té bao T af.

Quén thé & bude (ii) c6 thé 1a quan thé vé co ban tinh khiét ctia cac té bao T y8.

Céc té bao T y3 trong quan thé & budc (ii) c6 thé bao gdm cac t& bao T yd khong
phai 1a V52, da s6 thuong biéu hién cac TCR c6 chira cac chudi V51, tirc 12 cac té bao T
v8 V31. Céc té bao T v8 trong quan thé & budc (ii) cling c6 thé bao gdm céc té bao T v8
DN.

Céc té bao T v5 trong quan thé & budc (ii) cling c¢6 thé bao gdm cac té bao T y5 ma
biéu hién mét hodc nhidu chit danh ddu té bao T y& cu trd & md bd sung, nhu CLA,
CD103 va CCR8. Theo mdt vai phuong 4n, céc té bao T ¥ trong quan thé & bude (ii) co
thé bao gém céc té bao T vd V51+CCR8+.
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Viéc nubi cdy cua bude (iii) c6 thé vé co ban khong c6 tiép xuc té bao md dém voi
quan thé & bude (i) va/hodc khi khong ¢6 céc tin hiéu kich hoat TCR hogc céc tin hiéu
ddng kich thich TCR. Vi du, ¢6 thé thyc hién nudi cy ma khéng c6 tiép xtic gifta cac té
bao T & va cac té bao mb dém. Theo mdt vai phuong 4n, viéc nubi cdy ciia budc (iii) 1a

trong moi trudng ¢ té bao md dém hoic khi c6 mit IL-2, IL-15, hoic td hop cua chung.

Theo mot vai phuong 4n, cac té bao T y8 c6 thé dwoc nudi ciy trong moi trudng
nhén rong yd bao gdm IL-2 vi/hogc IL-15. Méi truong nhén rong ¥ thich hop c6 thé
khong kich hoat hoic ddng kich thich cac TCR. Vi du, mdi treong nhan rong y8 c6 thé
khong chira hogic v& co ban khong chira céc tac nhan hodc yéu t§ ma kich hoat phat tin
hiéu té bao T, vi du céc chét kich hoat TCR hodc cac chét déng kich thich TCR, nhu cac
chit chi van con dudng TCR. Theo mét vai phwong 4n, mdi trudng nhan rong y8 c6 thé
bao gdm mot hogic nhidu yéu td tang truéng bd sung, nhu cc xytokin, ngoai IL-2 va/hodc
IL-15. Céc yéu tb tang trudng thich hop khéng thé hién hoat tinh kich hoat té bao T. Theo
cac phuong 4n khéc, moi trudng nhan rong y8 c6 thé gdm c6 méi trudng co ban cb bd

sung IL-2 va/hodc IL-15.

Quﬁn thé dugc nhan rdng cua cac té bao T vd theo khia canh thir hai hoac thit ba ¢6
thé bao gdm cac t€ bao T y8 nhidu hon it nhat 5 14n, it nhit 10 14n, it nhét 15 14n, it nhét
20 1an, it nhat 30 14n, it nhat 40 1an, it nhit 50 14n, it nhit 100 14n, it nhit 500 14n, it nhit
1000 14n hodc it nhit 10000 14n so v&i cac t& bao T v8 thu dwoc tir md khong tao mau
hodc duge phan tach tir cac té bao khong tao mau. Quin thé dugce nhan rong nay co6 thé
phét sinh trong vong 3 ngay, 5 ngay, 7 ngay, 10 ngady, 14 ngay, 21 ngdy hoac 28 ngay
nudi cay.

Céc té bao T y5 trong quan thé dugc nhén rong nay tét hon 1a cac té bao T V82~
Quén thé dugc nhan réng cua cac té bao T y8 c¢6 thé bao gdm it nhit 50%, it nhit 60%, it
nhét 70%, it nhit 80%, it nhit 90%, hoic it nhit 95% cac t& bao V&1*. Quan thé duoc
nhan rong clia cac té bao T y8 c6 thé duong tinh & murc it nhét 14 5%, it nhat 10%, it nhit
15%, it nhat 20%, it nhat 25%, it nhat 30%, it nhit 40%, it nhit 50%, it nhit 60%, it nhét
70%, it nhit 80% hodc it nhit 90% dbi v6i mot, hai hodc ca ba chit trong sé CCR4,
CCRS8 va CD103. Vi du, quan thé duoc nhén réng nay c6 thé duong tinh it nhét 1a 10%
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d6i v6i CD103, dwong tinh it nhit 13 30% d6i véi CCR4 va duong tinh it nhét 13 60% dbi
v6i CCRS.

Theo khia canh thr tu, sang ché d& xuét té bao T y& cu trd & moé khéng tao mau
hodc quan thé ctia n6 thu dugc biang phuong phap ciia khia canh thir nhat, thir hai hodc

tht ba cla sang che.

Theo khia canh thir ndm, sang ché dé xuét phuong phép sang loc chit diéu bién
diém kidm soat cta céc té bao T y8 cu tri & mb khong tao mau, phuong phap nay bao

gom céc budc:

(i) nudi cdy cac té bao T yd cu trd & md khong tao mau in vitro tiép xuc truc
tiép vé6i cac té bao md dém hodc biéu mod (vi du cac nguyén bao sg¢1i) khi c6 mét va
khong c¢6 mat hop chat thir nghiém hodc nudi cdy cac té bao T yd cu trd & md
khong tao mau in vitro tiép xuc truc tiép voi cac té bao md dém hodc biéu md (vi
du cac nguyén bao soi) trong d6 biéu hién cia gen thir nghiém trong cac té bao T
v& va/hoic trong cac té bao mo dém hodc biéu mé (vi du céc nguyén bao soi) duge
bién d6i; va

(ii) xac dinh mic d0 tang sinh hodc kich hoat céac té bao T Y cu trd & md
khéng tao mau khi c6 mat va khdng c6 mét hop chét thir nghiém nay hosc khi c6
va khong c6 bién d6i biéu hién cta gen thir nghiém & cac té bao mo6 dém hoic biéu
mo nay (vi du cac nguyén bao sg¢i) va/hodc céc té bao T v9, hodc xac dinh ty 1€ ti€u
diét cac té bao mod dém hodc biéu mé (vi du cac nguyén bao sg¢i) khi c6 mat va
khong c6 mit hop chit thir nghiém hodc khi c6 va khong c6 bién dbi biéu hién cua
gen thtr nghiém nay & céac té bao mo6 dém hoic biéu mo (vi du cac nguyén bao sg1)

va/hodc cac té bao T Y0,

trong do néu mutrc do ting sinh hoic kich hoat céc té bao T cao hon khi ¢6
mit hop chét thir nghiém so véi khi khéng c¢6 mit hop chat thir nghiém hogc cao
hon khi c6 bién ddi bidu hién cua gen thir nghiém nay & cac té bao mo dém hoic
bidu md (vi du cdc nguyén bao soi) va/hoic cac té bao T y& so véi khi khong c6

bién d6i gen thir nghiém nay & cac té bao mo dém hodc bi€u mo (vi du cac nguyén
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bao soi) va/hoidc cac té bao T y& va/hodc néu ty 16 tidu diét cua cac té bao mod dém

hozic biéu md (vi du cac nguyén bao sgi) cao hon khi c6 mit hop chét thir nghiém

so v6i khi khong c6 mit hop chét thir nghiém hodc cao hon khi c6 bién d6i biéu
hién ctia gen thir nghiém nay & cac té bao md dém hoic biéu mé (vi du cic nguyén
bao soi) va/hoic cac té bao T 8 so voi khi khong ¢ bién dbi gen thir nghiém nay

& cac nguyén bao soi va/hodc cac té bao T 8, thi hop chét thir nghiém c6 thé 1a

chét diéu bién diém kiém soat hoiic gen thir nghiém c6 thé 1a gen diém kiém soat

g vién hodc chét diéu hoa ctia no.

Biéu hién ctia gen thir nghiém trong cac té bao T y8 va/hodc & céac té bao md dém
hodc biéu mé (vi du cac nguyén bao sgi) ¢b thé, vi du, dugce bién ddi nho chit nhdm dich
ARN, nhu ARN can thiép nho (siRNA) hoic ARN cip toc nho (shRNA) hoidc bang cach
chinh stra gen, vi du béng cach sir dung hé CRISPR/Cas.

Theo khia canh tht sau, sang ché d& xuét phuong phép diéu trji cho dbi twong bang
liéu phap té bao T nhan nudi, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc cho dbi twong can
diéu tri dung céc t& bao T & cu tri & mod khong tao mau thu duoc bang phwong phép cua

khia canh tht nhat, thir hai hodc thir ba cta sang ché. i twong nay t6t hon 1a nguoi.

Déi tuong nay tot hon 14 bénh nhan ung thu 13 ngudi hodc bénh nhan nhiém virut,
vi du bénh nhan nhiém CMV hojc bénh nhan nhiém HIV.

Theo khia canh thir bay, sang ché dé& xuét cac té bao T v5 cu tri & md khong tao
mau thu duoc bing phwong phéap cia khia canh thir nhét, thir hai hodc thir ba clia sang ché
@& st dung trong phuong phép didu tri cho nguoi hodc dong vat khong phai ngudi bing
liéu phap té bao T nhan nudi. Té bao T y8 cu trii & md khong tao mau c6 thé c6 mot hoic
nhiéu tinh chit trong s6 céc tinh chat sau:

(i) thé hién kiéu hinh CD69°®, ICOS®*, TIM3%® v§ CD28thap/khong c6

(ii) diéu tiét ting mot hodc nhidu chét trong sé CCR3, CD11b, CD9 va CD39,

(iii) san sinh IFN-y dép tmg véi phdi tr NKG2D khi khéng c6 mit cac chét
chua van TCR,
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(iv) san sinh IL-13 khi khong c6 mit cac chit cha van TCR,

(v) san sinh mdt hodc nhiéu chét trong s6 IFN-y, TNF-a va GM-CSF dap Umg
véi kich hoat TCR,

(vi) khong san sinh hodc vé co ban khéng san sinh IL-17 déap ung vai kich
hoat TCR,

(vii) sinh trwdng trong mdi trudng nudi cdy c6 chia IL-2 ma khong ¢ yéu td

tang trudng bd sung,

(viii) thé hién dap g té bao T ddc tinh té bao khi khong c6 mit cac cht chu

van TCR, va/hodc

(ix) th€ hién doc tinh té bao chon loc do6i vdi cac t€ bao khoi u so vdi céc té

bao binh thuong.

Theo mot phuong an dugc uu ti€n, ngudi 1a bénh nhan ung thu hodc bénh nhan
nhiém virut, vi dy bénh nhan nhiém CMYV hoic bénh nhan nhiém HIV, trong d6 nhiém
CMYV hoic HIV 12 c6 lién quan dén MICA.

Theo khia canh thir tim, séng ché dé xuit phuong phap diéu tri cho dbi twong bing
liéu phap thu thé khang nguyén kham, phuong phap nay bao gdm buéc cho déi twong cin
diéu tri dung céac t& bao T y3 cu tri & md khong tao méau thu dwgc bang phuong phéap cia
khia canh tht nhét, thir hai hogc thi ba cta sang ché. D6i tuong nay tbt hon 13 ngudi.

Theo mdt phuong an duge wu tién, dbi tuong nay 1a bénh nhan ung thu 12 ngudi.

Theo khia canh tht chin, sang ché @& xut cac té bao T y8 cu tra & md khong tao
méu thu dugc biang phuong phép ctia khia canh th nhét, thir hai hoic thtr ba ciia sang ché
dé sir dung trong phuong phap diéu trj cho ngudi hodc dong vét khong phai 1a ngudi bang
lidu phap thy thé khang nguyén kham.

Theo m{t phuong 4n dugc uu ti€n, nguoi la bénh nhan ung thu.

M&i phuong 4n trong s6 cac phuong 4n néu trén c6 thé duge két hop v6i mot hoic

nhiéu phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n con lai.
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Céc khia canh nay va céc khia canh khac cta sang ché dugc md ta chi tiét hon duéi

day.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1A- Fig.1D thé hién da ctia ngudi bao gdm quan thé dang ké cia cac té bao T
8 cu tri. Fig.1A: C4c lympho bao cu tri & da duge phan 1ap bang cach st dung quy trinh
nudi cdy té bao kiéu co quan duge Clark va cic ddng tic gia cong bd (29), “the Clark
protocol”. Trong cac té bao CD45+, khang thé khang CD3 duoc sit dung dé nhudém mau
cho cac té bao T va khang thé khang CD56 twong tmg dé nhan dién cac té bao tiéu diét tu
nhién (NK), CD3- CD56+. Trong céc té bao CD3+, cac khang thé khang thy thé té bao T
vd pan dugc sit dung dé nhan dién céc t& bao T v8 cu tru & da, va khang thé khang
CD8alpha @& nhén dién ty 18 ctia céc té bao T af duong tinh CD4 va CD8 thong thudng
trong cong- pan y& TCR, CD3+. Fig.1B thé hién tom tit cac thir nghiém nay déi véi 7-10
ngudi cho bang cach st dung quy trinh Clark. Bang cach st dung quy trinh nay, cac
lympho bao trong da clia ngudi van tiép xtc véi cac nguyén bio soi clia da, va hoan toan
khong bd sung cc xytokin hodc c6 bd sung interleukin-2 (IL-2), interleukin-15 (IL-15)
hodc IL-2 va IL-15 cho thdy viéc st dung céc xytokin khong 1am thay ddi thanh phan
lympho bao cu trd & da ngoai trir quan thé té bao T y& 16n hon mot chit khi bd sung méi
truong nudi cdy bang IL-15 hodc IL-2 va IL-15, céng nhan quy trinh cta Clark va cac
dong tac gia. Cac thanh phan lympho bao sau 3 tudn nudi cdy da kiéu co quan dugc thé
hién bang cach st dung cac xytokin duge chi dinh dudi dang tém tit cho 4 ngudi cho.
Fig.1C: Céc té bao yd cu tri & da bao gém chu yéu cac t& bao T y& biéu hién V5l
(76,24%+17,3), mdt quan thé nhé cua cac té bao T biéu hién V82 (3,06%+6,1) va mot
quén thé céc té bao duong tinh pan-yd TCR ma nhudm mau am tinh dbi v6i V51 hodc
V82, con duge @& cap dén trong ban md ta nay 1a cac té bao T y8 4m tinh kép (DN)
(20,7%+13,97). Nhuém mau d6i chimg méu cta ngudi tinh nguyén khoé manh cho thy
su phan ving manh mé& cta céc té bao T y§ clia ngudi, vi trong mau, quan thé chiém wu
thé ctia céc té bao T ¥ ¢ biéu hién chudi TCR V2. Fig.1D: Cac té bao T vd cu trii & da
thé hién cc chat danh ddu trudc d6 c6 lién quan dén cac t& bao T ma da dugc kich hoat

man tinh, mdc du c4c chat danh dau nay la cac chat chi thi dau hi€u cho viéc cu trt & mo
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chtr khong nhét thiét phéan 4anh sy kich hoat man tinh. Cac biéu dd thé hién nhuém mau
cac chat danh ddu dugc chi ra trén cic té bao T y& (biéu db to6 dam) so véi dbi chung

isotyp thich hop ddi véi mdi khang thé (biéu dd khong t6 dam).

Fig.2A - Fig.2D thé hién cac té bao T yd cu tri & da thu duge truc tiép tir da cua
ngudi bang quy trinh Clark thé hién dap ung dugc goi 1a thién huéng THI khi kich hoat
bang cic cach thong thudng dé kich hoat cac té bao T va tuong tu thé hién dap ung thién
huéng TH1 khi kich hoat bang cac phdi tir NKG2D don doc. Fig.2A: Cac té bao T yd cu
trd & da thé hién biéu hién manh cla thy thé kich hoat va lién két t& bao NK NKG2D
(biéu d6 to dam, trai véi isotyp dugc biéu thi bing biéu db khong t6 ddm). Khi kich hoat
bang cach st dung MICA tai td hop gén két dia, mot trong sé cac phdi tir da biét cho cac
thu thé NKG2D, céc té bao T v5 clia da dap tng ma khong c6 kich thich nao khac bét ky
va khong phu thudc vao qua trinh ndi TCR do dép tng nay mét di khi c6 mit céc khang
thé NKG2D phong bé. Céc té bao nay duoc kich thich trong 6 gidr khi ¢6 mit brefeldin A
va 100 don vi IL-2/ml va sau d6 dugce phan tich dé khir hat béng cach nhuém mau ddi véi
CD107a. San sinh TNFa va INF-y duoc phan tich bang cach tao tinh thdm sau khi nhudém
mau bé mat va nhudm mau sau d6 cac xytokin ndi bao. Phorbol 12-myristat 13-axetat (P)
két hop véi ionomyxin (I) dwoc st dung lam dbi chimg duong dé kich hoat cac té bao T.
Fig.2B: Céc té bao T 3 cu tri & da thé hién dap ting thién huéng TH1. Cac t& bao T v5
duoc thu hdi theo quy trinh Clark va dwoc kich thich bing PMA va ionomyxin trong 6 gio
khi c6 mit brefeldin A va dugc nhudém mau dbi véi cac xytokin ndi bao. Cac té bao T 5
méi duge phén 1ap tir da cua ngudi san sinh TNFa va IFN-y khi kich thich, nhung chi
luong rat nhé hodc khong thé phét hién cta cac xytokin, vi du IL-4, IL-17A, IL-13, IL-22,
ma lién két véi cac t& bao TH2 hodc TH-17, trong khi d6 cac té bao T aff CD4+ thong
thuong thé hién su san sinh nhiéu loai xytokin hon. Fig.2C: Trong sb cac lympho bao thu
duoc truc tiép tir da ciia ngudi, cac mirc do bién thién cua thu thé NKG2D duogc bidu hién
boi cac té bao T y8, cac té bao T af CD8a+ théng thudng va cac té bao NK. Trong s cac
té bao nay, cac t& bao NK dap tng khi phoi nhiém céc phdi tir NKG2D don ddc, nhung
trong s& céc té bao T, chi quan thé t& bao T yd thé hién dap ung xytokin khi kich thich
bing cac phdi tir NKG2D khi khong c6 kich thich TCR bt ky (xem db thi hang trén cua
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cac d6 thi dém té bao dong chay). Péap tmg nay c6 thé bi phong bé bang cach sir dung cac
khang thé khang NKG2D phong bé c6 thé hoa tan chi ra ring dép tng nay dugc didu tiét
riéng biét théng qua thu thé NKG2D. Fig.2D: Trong sb céac té bao T y8 cu tra & da, chi
céc t& bao T V51 va cac té bao T yd DN thé hién tim ning twong ty bim sinh 1a b kich
hoat boi MICA t4i t& hop don doc (dugc bidu thi bang ddu *). Cac té bao T bibu hién V52
duoc tim thdy véi luong nho trong da khéng thé hién dap Gmg nay.

Fig.3A- Fig.3D thé hién cac té bao T v3 cu tru & da chi dép Gng khi phan tach tir t&
bao m6 dém da bang kich hoat va ting sinh manh. Fig.3A: Céc lympho bao cu tru & da
duge phan 18p bang cich st dung quy trinh Clark. Sau 3 tudn nudi ciy kiéu co quan, cac
lympho bao da duge thu gom va dugc phan tach tir cAc té bao da con lai bat ky bao gém
céc nguyén bao sgi va cho vao cac giéng nudi cdy mod & mat do 1 triéu lympho bao/ml va
¢6 b6 sung 100 U/ml IL-2. Sau 3 tudn nita, cac t& bao T 5 cu trd d3 nhan rong manh mé
va dugc lam gidu trong dich nudi ciy lympho bao da. Hién tuong ting sinh manh mé nay
1a chi & cac té bao T yd cur trti & da, dugc bidu thi bai da sb cac té bao T V81+ ma da ting
sinh trung binh gdp 127,18 14n trong 3 tuan, trong khi d6 céc té bao T af thong thuong
chi ting sinh trung binh gdp 5,21 1an; nghia 1a kém hon trén 20 1an. Fig.3B: C4c té bao T
V&1 cu tra & da dép tng v6i viec mat md bang cach diéu tiét ting manh chit danh d4u Ki-
67 (chi thi cho chu trinh té bao) trong 14 ngay (ddi chtng isotyp dugc biéu thi boi biu dd
khong t6 ddm dugc vién bang dudng nét dat; biéu hién Ki-67 & ngay 0 dugc biu thi boi
biéu d6 khong t6 dam; biéu hién Ki-67 & ngay 7 duoc biéu thi boi biéu dd mau ghi nhat;
biéu hién Ki-67 & ngy 14 nhudm mau duge biéu thi bai bidu dd mau ghi sAm). Ngoai ra,
cac té bao T V81 cu trd & da, ma da s6 12 4m tinh d6i v6i thu thé IL-2 alpha (CD25) khi
tiép xtic véi mod dém cia da, didu tiét ting CD25 sau khi phan tach tir md nay (ddi chung
isotyp: biéu dd vién duong nét dut, ngdy 0 nhuém mau: biéu dd mau ghi nhat, ngay 7
nhuém mau: biéu dd mau ghi sdm).

Fig.3C: Téc d9 chu trinh té bao cao nhu chi ra béi cudng d6 huynh quang trung vi
(MFI) ctia Ki-67 chi nhén thdy & cac té bao T y8 cu tra & da, duoc biéu thi bdi céc t bao
T V31+, va khong dwoc nhan thdy & ca cac té bao T af thong thudong hay & cac té bao
NK, trong d¢6 MFI thyc té giam di trong 14 ngay. Fig.3D: Céc lympho bao da duoc phén
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tach tir cac t& bao m6 dém thé hién quén thé té bao T y8 cu trii dwoc 1am gidu nhiéu sau 3
tudn nudi cdy. Quan thé t& bao T y5 nay c6 chira da sb cac té bao dwong tinh V31
(77,49%+17,04) va cac té bao T DN duong tinh pan y& TCR (21,46%+16,92). Quén thé té
bao T V52 nhé ban dau dugc nhén thdy & cac lympho bao da méi duge thu gom bing
cach st dung quy trinh Clark, giam dén va gin nhu mét di (0,6%+1,204) sau 3 tuan nhan

rong cac t& bao T y5 mo.

Fig.4A va Fig.4B thé hién cac té bao T y3 cu tra & da dép tmg véi viéc mat md va
duoc kiém soat théng qua co ché phu thude tiép xiic clia cac té bio md dém da, cu thé 1a
céc nguyén bao soi. Fig.4A: cac lympho bao da hdn hop duge thu gom sau khi nudi cdy
kiéu co quan nhu trong quy trinh Clark sau 3 tudn. Céc lympho bio d3 tron sau dé duoc
nhan gidng 1én trén 16p hop dong clia cic nguyén bao soi da ty than va trong dia
Transwell dé kiém soat su c6 mit ctia cac chat (rc ché hoa tan do cac nguyén bao s¢i san
sinh ra. Sau 14 ngay, xac dinh sy nhan rong theo s6 1an dugc tinh béng s6 luong té bao
tuyét dbi c6 mit clia cac t& bao T ¥ va céc té bao T off thong thudng. Cac té bao T 8 cu
tra & da thé hién dap Gmg ting sinh manh khi dugc phan tich khoi md va khi c6 mit cac
nguyén bao sgi, nhung chi khi khong tiép xtc té bao truc tiép v6i cac nguyén bao soi tu
than. Cac té bao T ap thong thudong khong thé hién dap mg nay trong diéu kién bat ky
duoc thir nghiém. Fig.4B: c4c lympho bao hdn hop da thu dugc tir nudi cdy kiéu co quan
duoc nhan gidng 1én trén 16p don cac nguyén bao soi tur than (biéu d6 mau ghi nhat) hoic
duoc nhan gidéng vao cac giéng rdng (biéu d6 mau ghi sim) c6 bd sung IL-2 va dugc nudi
cdy trong 7 ngay. Céc té bao T V31 cu trii & da (panen bén trai) ciing nhu céc té bao T,
DN, pan v TCR+, (panen bén phai) vAn khong hoat dong khi c6 miit tryc tiép cac nguyén
bao soi nhung thé hién kich hoat manh khi dugc phan tach tir dich nudi ciy kiéu co quan
& da va khong c6 mit cac nguyén bao soi nhu dwogc chi ra béi mic biéu hién duge diéu
tiét ting (MFI) ciia CD25, yéu td phién mi két hop TH T-bet, va chét danh d4u chu trinh
té bao Ki-67 (biéu dd khong t6 dam, gach nét dit biéu thi ddi chimg isotyp tuong tng).

Fig.5A va Fig.5B cho thiy c4c té bao T 5 clia da nhan rong thé hién céc d4u higu
khit kim hdm va c6 dugc tiém ning doc tinh thé bao manh. Fig.5A: Céc té bao T 8 cu tra

& da dugc d& nhén rong trong 14 ngdy sau khi tach khoi dich nuéi cdy té bao kiéu co
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quan. Céc té bao T yd tiép d6 dugc phan loai dém té bao dong chay 4m tinh bing cich
loai trir tAt ca c4c té bao T thong thuong duwoc nhudém mau bang khang thé don dong pan
ap TCR. Sau d6 150.000 té bao T yd da dugc phan loai dugc gieo vao dia nudi cdy 96
giéng phéng, 13p lai hai 14n va dé nuoi cdy khong c6 bd sung xytokin cling nhu khong bd
sung phéi tir kich hoat bat ky trong 24 gid. Cac dich ndi dugc thu gom va dugc phan tich
xytokin d3 san sinh bing cich st dung bang xytokin dya trén LUMINEX® cla
Affymetrix. Fig.5B: cac t& bao T y8 da dugc phan loai 4m tinh ciing dugc nhan gidng 1én
cac dong té bao ung thu dwoc nhan giéng 1 ngay trude d6 & ndng do 10.000 té bao/giéng.
Céc té bao T of cta da thong thudng di duoc phan loai 4m tinh dwgc st dung lam déi
chimg. Céc té bao T dugc nhan gidng theo ty 1& chat hidu ting: ty 1 dich dugc chi ra khi
c6 mat va khong c6 mit khang thé NKG2D phong bé khi ¢6 mat IL-2 & 100U/ml. Cac té
bao T 5 cu tru & da thé hién kha nang tiéu diét tét, nhu dugc thé hién boi su giai phong
xytokeratin 18 (CK18) ddc hiéu biéu mo bi phan cit béi caspaza duge xic dinh bing
ELISA, cia c4c dong té bao 4c tinh so vdi cac té bao T af thong thuong. Pdc tinh té bao
duoc didu tiét it nhdt mot phan qua thu thé NKG2D, nhu ching t6 béi hién tuong giam
doc tinh nay trong cac dich nudi cdy c6 chira khang thé phong bé thu thé NKG2D.

Fig.6A-Fig.6D thé hién phén tich ciia cac té bao T y& cu trii & mo trong rudt ciia
ngudi. Fig.6A: Sy dap ung quy trinh Clark cho phép phén 1dp cic lympho bao cu tru &
rudt. Cac lympho bao cia rudt hdn hop c6 chira quan thé 16n cac té bao T 8 cu trGi & md
thuong bao gdm chi yéu cac té bao V51, nhung ciing c6 chira V52 va cic té bao T y5 4m
tinh kép. Fig.6B: cac té bao T v dugc phan 1ap tir dich nudi cdy kiéu co quan rudt thé
hién céc dap ng twong tu véi cac té bao T 5 thu duge tir da & chd ching diéu tiét tang
Ki-67 theo thoi gian khi ching dugc phéan tach tir m6 dém cua rudt. Fig.6C: Céc té bao T
vd thu dugc tir rudt dép tng véi cac tdc nhan kich thich twong tu bam sinh nhu MICA tai
t6 hop bang cach san sinh IFN-y va bang cach khir hat, nhu duoc xac dinh theo mtrc didu
tiét ting CD107a. Fig.6D: cac té bao T yd dwogc phan lap tir dich nudi cdy sinh truong tao
co quan rudt thé hién céc dap tmg twong tw véi cac té bao T yd thu duoc tir da va nhén
rdng theo thoi gian trong nudi cdy t& bao nhu dugc nhén thdy bang cch 1am giau tong thé

trong cac dich nu6i cay lympho bao ma khong c6 tiép xtic véi md dém cua rudt.
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Fig.7A va Fig.7B thé hién kiéu hinh md ciia cac té bao T v8 thu dugc tir da da nhan
rong. Fig.7A: Cac té bao T y& thu dugc tir da nhuém mau dwong tinh d6i véi khang
nguyén lympho bao ctia da (CLA), cac thu thé chemokin cu trd & da CCR4 va CCRS.
Fig.7B: Cac muc biéu hién 14 khac nhau trén cac té bao T y8 dd nhan rong lan luot thu

duoc tir da hoac mau.

Fig.8 thir hién khtr kim ham céc té bao T v8 thu dugc tir da, ma khong c6 bt ky
kich thich nao cua TCR, din dén san sinh xytokin TH-1 tirc thoi va thi vi 1a va trai ngugc
voi cac té bao T y8 dugc kich hoat TCR, mdi, trong san xut xytokin di ung IL-13. Phu
hop véi cac té bao T y8 méi thu dugc, cac té bao T y& dwoc khir kim ham va nhan rong
san xut luong khong déng ké cac xytokin lién quan dén-TH-2, vi du IL-4 va IL-5. Cac té
bao T yd thu duoc tir da duge dé nhan rong trong 14 ngay va duge phéan loai 4m tinh bing
cach loai trir cac té bao T of thong thudong. 150.000 té bao T y8 hdn hop dugc nudi ciy &
mat d6 1 tridu té bao/ml trong dia phing 96 giéng, l3p lai hai 1dn, cho 4 ngudi cho ma
khéng c6 kich thich hoic bd sung xytokin bt ky. Cac dich nbi dwoc thu gom sau 24 gid
va dugc phan tich bang cach st dung bang xytokin dura trén LUMINEX® cua Affymetrix.

Fig.9A - Fig.9C thé hién céac té bao T yd da nhéan réng va duoc phéan loai 4m tinh
thu duge tir da thé hién doc tinh t& bao manh khéng lai nhiéu loai dong té bao khéi u cua
ngudi ma duge dong nudi cdy (Fig.9A: HCT1954, Fig.9B: HCT116, Fig.9C: MD231)
nhu dugc do bang mirc giai phong xytokeratin 18 dwoc phan cét bdi caspaza boi cac té

bao dich, bang cach st dung ELISA.

Fig.10A va Fig.10B thé hién cac té bao T V&1 thu duge tir da khong dugc nhan
rong, m&i thé hién céc cht danh ddu cho qua trinh kich hoat té bao T trudc d6. Fig.10A:
Cac té bao T V31 thu dugc tir da biéu hién CD69, ICOS va TIM3 & muc cao va CD28 &
mirc thép. Ngoai ra, ching thé hién murc biéu hién cao chit danh diu kich hoat NKG2D.
Kiéu hinh nay duoc duy tri béi cac té bao T V51 thu dugc tir da trong qua trinh nhan rong
in vitro. Trai lai, cac té bao T V81 thu dugc tir méau cla nguoi khong cé cac déu hiéu kich
hoat nay, khong biéu hién CD69 hodc TIM3, va chi biéu hién cac mirc nhé ciia ICOS. So
v6i cac té bao T V31 thu duge tir da, mirc biéu hién NKG2D trén céc té bao T V81 thu

duoc tir mau thép hon nhiéu, trong khi d6 céc té bao T V&1 thu dugc tir mau biéu hién
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phan tir ddng kich thich CD28. Fig.10B: Chi c4c té bao T V51 thu dugc tir da phan tng
v6i cac phdi tt NKG2D nhu MICA tai t& hop khi khong ¢6 mit cdc tic nhan kich thich
khéc, nhu phéi tir cho thu thé té bao T. Cac té bao T V81 hodic V82 thu duoc tir mau
khong thé hién d¢ dép tmg véi cac tac nhan kich thich tvong tu bAm sinh. Cac té bao nay
dwoc nhan gibng vao cic dia 96 giéng voi MICA tai té hop hodc cac khang thé khang
CD3 hoic ca hai nhu dwoc chi ra. Cac té bao nay dwoc nudi cdy trong 6 gid trong IL-2
100U/ml va BFA trong 4 gid cudi cing, tiép d6 nhuém mau khang nguyén bé mit, tao

tinh thAm va nhudm mau ndi bao cho IFN-y.

Fig.11 thé hién ré’mg cac té bao T V81 thu duge tir da biéu hién cac mac CD16
thép, nhung thé hién c6 biéu hién déng ké thu thé IgG &i lyc cao CD64. Do do, ngoai hoat
tinh ddc tinh té bao truc tiép, céc té bao T V81 thu duge tir md cling co thé dugc st dung
dé 1am gia tang hiéu luc cua céc liéu phap khang thé don dong nhu cac liéu phap CD20
hoac Her2 do c4c liéu phép nay s& dugc dn hudng bai khang thé dén céc vi tri 4c tinh va
di can, nhan biét cac t& bao khdi u dwgc opsonin hoa va tiéu diét chiing thong qua ddc tinh
té bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC). Céc két qua dugc thé hién 1a tir

mdt ngudi cho dai dién (trong sd 4 ngudi).

FIG.12 thé hién sy nhén rong cta cac té bao T V31 trong IL-2 (panen bén trai), IL-
15 (panen ¢ gitta) va IL-2 + IL-5 (panen bén phai). Cac lympho bao thu dugc tr da méi
duoc phéan 1ap dugc nudi cy trong cac dia day bang 96 giéng trong méi trudng RPMI ¢6
chira 10% FCS va 1% Pen/Strep va 14n luot duge bd sung IL-2, hodc IL-15 hodc IL-2+IL-
15 trong 7 ngay. Ca IL-2 va IL-15 ciing nhu két hop ca hai xytokin gdy cam tng ting sinh
cac té bao T V31 nhu duoc chi ra boi su dich chuyén nhudém mau KI-67 so v4i nhudém
mau isotyp (Am tinh thyc su) khi khéng c6 mit cac té bao md dém bat ky. Ki-67 chi
nhudm mau céc té bio ma dd qua giai doan GO ctia chu trinh té bio va thuong lién quan

dén sy ting sinh.

Fig.13 thé hién céc két qua dém té bao dong chay ma cho thdy c6 biéu hién CD9,
CCR3 va CD39 trén bé mit céc té bao T yd V81 da nhan rong vao ngay 21. Céac té bao T

V61 thu dugc tir da dd nhan rdng duy tri cdc mic cao cla cac chit danh ddu bé mit té
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bao, CCR3, CD39 va CD9 nhu dugc chi ra bang (biéu dd sdm mau) so v6i nhudm mau

isotyp twong duong (Am tinh thuc sy, biéu dd khong duge td mau).

Fig.14 thé hién c6 bidu hién mARN ciia CCR3 va CD9 & cac té bao T V31 thu
duoc tir da (c4c thanh s3m) va cac té bao T V81 thu duge tir mau (c4c thanh nhat). Cac té
bao T V481 thu dugc tir da duge nhan rdng nhu duge dé cap trong bdn mo ta nay, va céc té
bao T V51 thu duge tir mau duge nhan rong bang cach sir dung cac khang thé gin két dia
cho thu thé té bao T V& (20pg/ml). Sau khi nhan réng, cic té bao T V&1 dugc phan lap
bing cach st dung cach phan loai té bao dugc kich hoat huynh quang (FACS) va ARN
dugc phan 14p tir 3 nguoi cho cho cd hai nhém (mau=mau ghi so v6i da=mau den).
mARN toan phén dugc gidi trinh ty va mac do biéu hién ctia cac mARN duoc chi ra dugc
chuén hod va bién ddi log 2. T4t ca cac muc biu hién dugc thé hién theo cach so sanh
truc tiép, va theo ty 1¢ véi GAPDH, mdt gen quéan gia hay gip dugc biéu hién & cac mirc

cao ¢ da sO céc té bao cua nguoi.

Fig.15 thé hién biéu hién mARN ciia IL-13 & cac té bao T V&1 thu duoc tir da (céc
thanh sdm) va céc té bao T V81 thu dwoc tir mau (céc thanh nhat). Cac té bao T V81 thu
duoc tir da duge nhan rong nhu duoc dé cap trong ban md ta ndy, va cac té bao T V81 thu
duoc tir mau duoc nhan rong bang cach sit dung cdc khéng thé liéu cao gén két dia cho
thu thé té bao T V& (20pg/ml). Sau khi nhan rong, cac té bao T V81 duoc phan lap bang
cach sir dung FACS va ARN dugc phan 14p tir 3 ngudi cho cho ¢ hai nhdm (mau=mau
ghi so vdi da=mau den). mARN toan phéan duoc gii trinh tur va cdc muc biéu hién cta
ARNt cho IL-13 dugc chuén hoa va bién dbi log 2. T4t ca cac muc biéu hién duge thé

hién theo cach so sanh truc tiép, va theo ty 1 véi GAPDH.

Fig.16A va Fig.16B thé hién sy san sinh cac xytokin & céc té bao T V31 thu duge
tir da sau khi kich thich TCR bing PMA/Ionomyxin (Fig.16A) hoic khéng CD3
(Fig.16B). Sau khi phéan 14p va nhan rong, céc té bao T V31 thu duge tir da dugc tinh ché
bang cach sit dung phuong phép sip xép té bao dugc kich hoat huynh quang (FACS).
150000 t& bao T V81 dugc nhan gidng vao dia day bang 96 giéng, lap lai hai 14n cho 3
ngudi cho va dugc kich thich bing khang CD3 gin két dia (Sug/ml) hoic
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PMA/Ionomyxin trong 24 gid. Cac dich ndi dugc phan tich cac lugng tuyét ddi cia cac

xytokin dwgc chi ra bang cach sit dung hé thdng LUMINEX®.
MO ta chi tiét sang ché
Céc té bao T delta gamma (céc té bao T y8) 1a phan nhém nhé céc té bao T ma biéu

hién trén bé mit cta chung, thu thé té bao T (TCR) x4c dinh, phan biét. TCR nay gdm c6

mot chudi gamma (y) va mot chudi delta (3).

C6 hai phan nhém té bao T y5 chinh ctia ngudi: mot loai chi yéu trong mau ngoai

vi va mdt loai chi yéu & cac md khong tao mau.

Viéc khu tri & md khong tao mau ciia phan nhom té bao T v3 thir hai cta ngudi
1am cho khé 14y mAu hon va chua c¢6 cach thire dugc thiét 1ap dé nuoi ciy céc té bao nay.
Dé dap tmg nhu ciu nay, sang ché d& cap t6i phwong phap nhan rong céc té bao T 3 cu
tra & mo khong tao mau, theo cach khac dugce goi trong ban mo ta nay 1a cac té bao T y8
nguyén thuy & md khong tao méau. Cac té bao T yd nay thuong cu trii & cac md khong tao
mau. Cac té bao T y8 cu tri & md khong tao mau dé st dung nhu dwgc md ta trong ban
md ta nay c6 ngudn gdc tir hodc thu duge tir mod khong tao mau. Cac md khong tao mau

c6 thé cb chira cac t€ bao khong tao mau va céc te€ bao T y9.

Phuong phap dugc md ta trong ban mo ta nay dé xuét cach thirc nhan rong cac té
bao T vd tir m6 khong tao mau cua nguoi hodc dong vat khong phai 1a nguoi bét ky ma c6
thé 14y tir mot bénh nhén, bao gdm da, dudng tiéu hoa (vi du rudt két), mo tuyén v, phdi,
tién liét tuyén, gan, lach va tuy. Céc té bao T y3 ciing ¢6 thé cu tri & cic mo ung thu clia
ngudi, vi du céc khéi u va va tién liét tuyén. Theo mot vai phuong 4n, céc té bao T 8 ¢6
thé 13 tir c4c mb ung thu ctia ngudi. Theo cac phuong an khéc, cac t€ bao T yd c6 thé 1a tir

mo khong tao mau ngoai trir mo ung thu clia nguoi.

Céc t& bao T yd ma chi yéu 6 mau co ban 1a céc céc té bao T V&2, trong khi céc té
bao T v8 cht yéu & cdc md khong tao méu co ban 1a céc té bao T V31, sao cho céc té bao
T V51 bao gbm khoang 70-80% quan thé té bao T y& cu tri & mo khong tao mau. Tuy
nhién, mot s6 t& bao T V52 cling tim théy & cic mb khong tao méu, vi du & rugt, & day

chiing c6 thé bao gdbm khoang 10-20% té bao T y8 (Fig.6). Mot sb cac té bao T yd ma cu
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tra & cac md khong tao mau khong biéu hién TCR V81 hay V82 va céc tac gia da dat tén
chiing 12 cac té bao T yd am tinh kép (DN). Céc té bao T yd DN nay c6 thé da sé biéu hién
V83 v6i lugng nhé céc té bao biéu hién V5.

Do d6, cac t€ bao T y5 ma thdng thudng cu tra & cdc md khong tao méu va duoc
nhan rong bang phuong phap clia sang ché t6t hon 1a 12 cac té bao T khong phai 1a V82, vi
du cac té bao T V81, véi bao gém lugng nhod hon céc té bao T v6 DN.

Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, cic té bao T yd “am tinh kép” (céc té bao
T v DN) chi c4c té bao T y5 ma biéu hién cac thu thé y8 (c6 nghia 13, nhudém mau duong
tinh ddi v6i pan-TCR) nhung 4m tinh d6i v6i cac thu thé V81 va V2. Cac té bao T v8
DN bao gbm céc té bao biéu hién cac thu thé V8 ngoai trlr V31 va V82 (vi dy, V33, V4,
V355, hodc V58). Té bao c6 thé duoc x4c dinh dic tinh 1a dwong tinh ddi véichat danh diu
(vi du, V81*) néu biéu hién chat danh du nay ctia né 1a cao hon té bao dbi ching 4m tinh

nhu dugc xac dinh bing cac phuong phéap cdng FACS tiéu chuin.

Phuong phép dugc mo td trong ban mod t4 nay co thé bao gdm budc nudi cdy cac
lympho bao dugc thu duge tir mo khong tao mau cia nguoi hodc cia dong vat khong phai
1a ngudi in vitro.

Céac lympho bao c6 thé thu duge tir mo khong tao mau ctiia ngudi hodc ciia dong
vat khong phai 14 nguoi thich hop bét ky. Mo khong tao mau 1 md ngoai trr mau, tuy
xuong, hodc mo tuyén trc. Theo mot vai phuong an, cac té bao T vd khong thu duogc tur
cac loai mau dich sinh phém cu thé, nhu méau hoidc hoat dich. Cac vi du vé cac mo khong
tao mau cua ngudi hodc dong vat khdng phai 1a nguoi bao gbm da hoic mot phan cia n6
(vi du, ha bi, biéu bi), duong tiéu hoé (vi du biéu mé da day-rudt, rudt két, rudt non, da
day, rudt thira, manh trang, hodc truc trang), md tuyén va, phéi (tét hon 1a trong d6 md
ndy khong thu dwoc bing cach rira phé quan-phé nang), tién liét tuyén, gan, lach va tuy.
Céc té bao T yd ciing c6 thé cu trii & cdc md ung thu clia ngudi, vi dy va va tién liét tuyén.
Theo mot vai phuong 4n, céc té bao T yd khong thu duge tr md ung thu cua ngudi. Cac
mau md khdng tao mau c6 thé thu duoc b%mg cac k¥ thuat tiéu chuén vi du, b?mg cach céy

md bén ngoai (vi du, sinh thiét).
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Céc lympho bao c6 thé thu dwoc bang phwong phép thich hop bat ky cho phép
phén 1dp cac lympho bao tir mo6 khong tao mau cta nguoi hodc ciia dong vat khong phai
12 ngudi. Mot phuong phép nhu vdy duge dua ra trong tai liéu ctia Clark va cac dong tac
gia (29), md ta quy trinh cAy md bén ngoai da ba chidu dé phén l4p cac lympho bao tir da
clia ngudi. Mo cdy bén ngoai c6 thé duge bam dinh vao khung ludi tdng hop dé tao thuan
lgi cho lympho bao thoét ra khoi mé cdy bén ngoai 1én trén khung ludi. Khung luéi tong
hop chi c4u triac ba chidu khong phai nguyén thuy thich hop dé hd tro ting trudng té bao.
Céc khung luéi tng hop 6 thé duge xay dung tir cac nguyén liéu nhu cac polyme (vi du,
céc polyme tw nhién hogc tdng hop, vi du, cac poly vinyl pyrolidon, polymetylmetacrylat,
metyl xenluloza, polystyren, polypropylen, polyuretan), gbm (vi du, tricanxi phosphat,
canxi aluminat, canxi hydroxyapatit), hodc cac kim loai (tantali, titan, platin va cac kim
loai trong cling nhém nguyén t nhu platin, niobi, hafni, vonfram, va t6 hop céc hop kim
cta chung). Céc yéu té sinh hoc (vi du, collagen (vi du, collagen I hoic collagen II),
fibronectin, laminin, integrin, yéu t6 sinh mach, yéu té chng viém, glycosaminoglycan,
vitrogen, khang thé va c4c manh cua chung, céc xytokin (vi du, interleukin-2 (IL-2) hoac
interleukin-15 (IL-15), va td hop cta chung) c¢6 thé dwoc phi 1én bé mat khung ludi nay
hodc dugc dong nang bén trong vat li€éu khung ludi dé tdng cuong su bam dinh, di
chuyén, séng sét hoic tang sinh ciia té bao, theo cac phwong phap da biét trong linh vuc
ndy. Phuong phép nay va cic phuong phép khic c6 thé duogc sir dung dé phéan lap cac
lympho bao tir mot s6 loai mo khong tao mau khac, vi du rudt, tién liét tuyén va va. Cac
vi du khac vé cac phwong phap thich hop bao gdm thuy phan bing enzym mé nay va
phuong phép “bd ra” dugc Carrasco va cac ddng tac gia (30) mé ta, trong d6 md dugc cét

nho va IL-2 dugc thém vao sao cac lympho bao “bo ra”.

Nhu dé cap & trén, mo khong tao mau thich hop bét ky c6 thé dugc st dung, nhu
da, duong tiéu hod (vi du rudt két), md tuyén vu, phéi, tién liét tuyén, gan, lach va tuy.

Céc té bao T v8 cu tri & md khong tao méu tét hon 1a thu duoc tir md ciia ngudi.
Tuy nhién, c4c t& bao nay c6 thé thu dugc tir md khong tao méau tir dong vét khong phai 1a

ngudi thich hop bat ky, nhu chudt nhét, chudt céng, chd, ngua, va lon.
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Budc quan trong 13 budce tach chi dong, vi du sau mdt vai ngay ngay hodc tudn
nudi cdy, cac té bao T cu tr & md khong tao méu (vi du trong quan thé lympho bao hdn
hop, ma vi du c6 thé bao gdm céc té bao T of, y52 va khong phai 12 y82) cach xa cac té
bao khong tao mau, (vi du cac té bao mo dém, cu thé 1a cac nguyén bao sgi) cia mo ma tir
d6 thu duge cac té bao T, va qué trinh nudi ciy tiép theo clia cac té bao ndy dudi dang céc
lympho bao trong céc xytokin nhu dugc md ta dudi day. Qué trinh nay cho phép nhan
rong chon loc va dugc danh diu céc té bao T v DN va y61 thu dugc tir mo trong céc

ngay va tuan sau do.

Nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay, “quy trinh phan tach”, “dugc phan tach”
hodc “phan tach” chi hanh dong pha v& hodc ngin can su tiép xuc vat Iy gitta cac quéan thé
té bao phéan biét. Phan tach c6 thé dugc thuc hién, vi dy, bing cich dung luc hut bing
pipet quan thé hdn hop cac té bao nay dé pha v lién két gitra c4c mang, hodic bing cach
gdy cam tmg “bo ra” ciia quin thé cac t& bao nay tir, vi du, chit nén md, bang cach nudi
cly v6i, vi du, cac chemokin hodc cac xytokin, nhu Carrasco va cac dong tac gia (30) mod
ta. Quy trinh phan tach c6 thé dwogc duy tri trong khi nudi ciy bang cach sir dung hé nudi
ciy Transwell hoic bing cic phuong phap nudi cdy twong ty ma ngin ngira su tiép xuc

vat Iy giita cac quan thé té bao phan biét.

Nhu duge st dung trong ban mé ta ndy, “vé co ban tinh khiét” chi do tinh khiét 16n
90% theo sb lugng, khéi lugng hodc thé tich. “Vé co ban khong chtra” chi ¢6 it hon 5%
theo sb lugng, khéi lwong hodc thé tich ciia mot thanh phan da cho. Céc lympho bao thu
dugc tir md khong tao mau cua ngudi hodc cia dong vat khong phai 13 ngudi c6 thé duoc
nudi cly trong it nhét 3 ngay, it nht 4 ngay, it nhit 5 ngay, it nhat 6 ngay, it nhit 7 ngay,
it nhét 8 ngay, it nhét 9 ngay, it nhét 10 ngay, it nhét 2 tudn, it nhit 3 tuln, hoic it nhat 4
tuan.

Phuong phap nay bao gdm budc nudi cdy céc lympho bao duogc thu dugc tir md
khong tao méu cia ngudi hodc cia dong vat khong phai 12 ngudi khi c6 mat IL-2. Nong
d6 cua IL-2 t6t hon 1a it nhét 13 10 don vi qudc t&/ml (IU/ml, hodc U/ml), it nhat 20 U/ml,
it nhat 30 U/ml, it nhat 40 U/ml, it nhat 50 U/ml, it nhat 60 U/ml, it nhit 70 U/ml, it nhét
80 U/ml, it nhat 90 U/ml hodc it nhat 100 U/ml.

-28-



39288

St dung IL-2 dé thiic déy nhan rong céc té bao T y5 thu dugc tir da khdng phai
hién nhién do cac té bao nay biéu hién cac mic rat thap cia thy thé-IL-2 4i luc cao, con
goi 1a CD25 (Fig.1D). Tuy nhién, thu thé nay duogc diéu tiét ting trén cac phan nhém don
1é ctia cac té bao T vd do phéan ly khoi céc loai té bao khac, nhu cac t& bao md dém hoic
bidu mé (vi du cac nguyén bao soi) (xem Fig.3B va Fig.4B) 1am cho céc té bao nay dic

biét nhay cam véi IL-2.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, “IL-2” chi IL-2 kiéu hoang (vi du, nguyén
thuy hoac tai tb hop) hodc tdc nhdn ma hoat dong nhu chit chu van cho mét hoic nhiéu
chu triic siéu phan tir cta thy thé IL-2 (IL-2R) (vi dy, IL-2 mutein, c4c chét turong tir IL-2
tac dung kéo dai, don vi con cua chiing, phtrc hop thu thé ciia chung). Céc tac nhan nay co
thé hd tro ting sinh dong t& bao phu thudc IL-2, CTLL-2 (33; American Type Culture
Collection (ATCC®) TIB 214). IL-2 cua ngudi trudng thanh 1a trinh ty 133 axit amin (it
peptit tin hiéu, gbm c6 20 axit amin dau tan cing N), nhu Fujita, va c4c ddng tac gia (34)
mo ta. IL-2 mutein 1a mot polypeptit trong d6 da hinh thanh céac thay thé cu thé dbi voi
protein interleukin-2 trong khi van gitt dugc kha nang gin két IL-2Rp, nhu dugc md ta
trong US 2014/0046026. Cac IL-2 mutein c6 thé dugc xac dinh dic tinh bﬁng cac cai xen,
khuyét doan, thay thé va cai bién axit amin & mdt hogc nhiéu vi tri trong hodc & cac gdc
con lai ctia chudi polypeptit IL-2 nguyén thuy. Theo ban mo ta nay, cai xen, khuyét doan,
thay thé va cai bién axit amin nay cho IL-2 mutein ma giit dugc hoat tinh gan két IL-2Rp.
Céc mutein tiéu biéu c6 thé bao gbm cac thay thé cia 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 hodc

nhiéu hon 10 axit amin.

Axit nucleic ma hod IL-2 cia ngudi c6 thé thu dugc bing cic quy trinh thong
thuong nhu phan tng chudi polymeraza (PCR). Trinh ty axit amin cua IL-2 ctia nguoi
(Gene ID 3558) dugc tim thiy trong Genbank theo s6 luu gitt NP_000577,2 GI:
28178861. Trinh tu axit amin cta IL-2 ciia chudt nhat (Mus musculus) (Gene ID 16183)
duge tim thiy trong Genbank theo s6 luu gitt NP_032392.1 GI: 7110653.

Céc lympho bao tét hon 13 dugc nudi cay khi c6 miat IL-2 va IL-15, do bd sung

thém IL-15 két hop v6i IL-2 din dén nhan réng ting cudng céc t€ bao T yd cu trd & mo
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khong tao mau c6 tinh tdng sinh so v6i chi bd sung IL-2. Nong do ctia IL-15 tdt hon it
nhét 12 10 ng/ml.

IL-15, twong tu IL-2, 1a mot yéu td tdng trudng té bao T da biét co thé hd trg tang
sinh dong té bao phu thugc IL-2, CTLL-2. IL-15 14n d4u tién dugc Grabstein va cac déng
tac gia (35) bao céo la protein trudéng thanh c6 114 axit amin. Thudt ngi, "IL-15" nhu
dugc st dung trong ban mo ta nay, 14 IL-15 nguyén thuy hogc tai td hop va cac mutein,
chit trong ddng, don vi con clia chiing, hodc phitc hop clia chung (vi dy, céc phuc hop
thu thé, vi du, cac peptit sushi, nhu dugc md ta trong W02007/046006), va mdi chét nay
s& kich thich tang sinh cac té bao CTLL-2. Trong c4c thit nghiém ting sinh CTLL-2, cac
dich nbi cta cac té bao nay dugc chuyén nhiém véi tién chit dugc biéu hién tai td hop va
c4c thé dung hop trong khung ciia c4c dang truéng thanh cua IL-15 ¢ thé gy cam tng
tang sinh té bao CTLL-2.

Thuét ngft, IL-15, nhu duge st dung trong ban mod ta nay, nghia la IL-15 nhu thu
duoc tur nhiéu loai dong vat c6 v, bao gém, vi du, nguoi, khi, bo, lon, ngua va dong vat
gdm nhdm. "Mutein" hodc "bién thé" IL-15, nhu duogc dé cap trong ban mo ta nay, la
polypeptit v& co ban tuong dong véi trinh tw ctia IL-15 clia dong vat c6 vii nguyén thuy
nhung c¢6 trinh ty axit amin khac véi polypeptit IL-15 ctia dong vat c6 vi nguyén thuy do
khuyét doan, cai xen hodc thay thé axit amin. Céc bién thé c6 thé bao gém cac trinh tu
dugc thay thé bao toan, nghia 13 gbc axit amin da cho dugc thay thé bang mot gbc cb cac
dic tinh ly hod tuong tu. Cac vi du v& cac thay thé bao toan bao gdm thay thé gdc béo cho
mot géc khéac, nhu Ile, Val, Leu, hoac Ala cho mot géc khéc, hodc thay thé mot géc phéan
cuc cho mdt géc khéc, nhu thay thé gitta Lys va Arg; Glu va Asp; hodc Gln va Asn. Cac
thay thé bao toan teong tu khac, vi dy, cac thay thé toan bd cac vung c6 céc dic tinh ky
nuée trong tw 1a da biét. Cac bién thé IL-15 c6 trong ty nhién ciing dugc bao gém trong
sang ché. Vi du vé cac bién thé nay 1a céac protein thu dugc tlr cac sy kién cat ndi intron
xen k& ctia mARN hoic tir phan giai thuy phéan protein IL-15, trong d6 van gift tinh chét
gén két IL-15. Sy kién cit ndi intron xen k& cia mARN c6 thé tao ra protein IL-15 dugc
lam cun, nhung c6 hoat tinh sinh hoc. Cac bién d6i do thuy phéan protein, vi dy, bao gb6m

cac khac biét & dau tdn cung N hodc dau tdn cing C khi biéu hién & céc loai t€ bao chu
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khac nhau, do loai bd béng cach thuy phan mot hodc nhiéu axit amin dau tan cung tur

protein IL-15 (thuong tir 1 dén 10 axit amin).

IL-15 cua ngudi c6 thé thu duge theo cac quy trinh dugc Grabstein va cac ddng tac
gia (35) mo ta hodc bing céc quy trinh thong thudng nhu phan tng chudi polymeraza
(PCR). Nop luu cADN IL-15 cta nguoi cho ATCC® ngay 19/12/1993 va duoc cip sb
ndp luu 69245.

Trinh ty axit amin cta IL-15 cia ngudi (Gen ID 3600) dugc tim thiy trong
Genbank theo sb luu gitt NP000576.1 GI: 10835153 (isoform 1) va NP_751915.1 GI:
26787986 (isoform 2). Trinh ty axit amin ctia IL-15 (Gen ID 16168) ctia chudt nhat (Mus
musculus) dugc tim thiy trong Genbank theo s luu gitt NP 001241676.1 GI:
363000984.

Céc lympho bao cé thé dugc nubi céy khi khong ¢6 IL-6, IL.-23 va IL-1B, hodc khi
c6 mit cac xytokin véi ndng d6 thip (vi du nhé hon 20 ng/ml), do bd sung thém két hop
ndy cua cac xytokin dudng nhu 1am giam tang sinh cac té bao T yd cu trd & md khong tao

méu. Didu ndy 12 phat hién bét ngd, do cac xytokin nay duge cho 1a thic ddy ting sinh.

Céc lympho bao di thu dugc tir mo khong tao méu cé thé dugc nudi ciy khi khong
c6 céc tac nhan kich hoat phat tin hiéu té bao T (vi du céc chit cha van con duong thu thé
té bao T (TCR)). Vi du, c4c lympho bao da thu dugc tir md khong tao méu cé thé duoc
nudi cdy trong mdt moi trudng khong hd tro hodic gy cam tng ting sinh hodc kich hoat
céc t& bao T ap va cac té bao T y8 cu tri & mau. Moi truong thich hop c6 thé khong chira
hodc vé co ban khong chira céc chét chii van TCR hodc cac tac nhan khac ma kich hoat
phét tin hiéu té bao T. Tréi lai, nudi cdy cac t& bao T 5 tir cdc mo tao méu doi hoi phai co
mat tdc nhan kich hoat phét tin higu té bao T, nhu zoledronat (41, 42) hoic khang thé
khang CD3, nhu OKT3 (43).

Céc tac nhan kich hoat phat tin hiéu t& bao T chi céc hop chit gdy cam ung ting
sinh hoic kich hoat céc té bao T, nhu céc té bao T af va/hodc cac té bao T 8 cu tri &
méu, thong qua phat tin hiéu hodc ddng kich thich TCR. Céc chit diéu bién phat tin higu

té bao T hoat dong béng cach kich hoat 1an luot protein tyrosin kinaza lién quan dén Src
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(PTK), LcK va Fyn, va protein kinaza két hop chudi zeta (TCR) c6 70kDA (ZAP70). Cac
PTK nay din dén phosphoryl hoa cic polypeptit bao gdbm chét kich hoat lién két dbi voi
céc té bao T (LAT), ma dan dén kich thich xudi dong thong qua kinaza dugc didu tiét boi
tin hiéu ngoai bao (ERK), c-Jun kinaza dau tdn cing N (JNK), va yéu t6 nhan cta té bao
T duoc kich hoat (NFAT). Quy trinh ddng kich thich, vi du thong qua CD28 va CD45, ¢
thé tang cudng quy trinh phosphoryl hoé va ting cudng cic con dudng phat tin hiéu TCR.
Do d6, tac nhan bt ky nhim dich mot phan ciia TCR hoic con dudng ddng kich thich
TCR c6 thé kich hoat phét tin hiéu té bao T. Cac tac nhén kich hoat phat tin hiéu té bao T
¢6 thé 13 hoa tan hoic ge‘in Kkét mang va, vi dy, ¢ thé duoc trinh dién trén cac t& bao, nhu
céc t& bao trinh dién khang nguyén nhén tao (aAPCs). aAPCs thich hgp dé kich hoat phat
tin hiéu té bao T 1a d3 biét trong linh vuc nay (44).

Theo mdt vai phwong an, cac lympho bao c6 thé duge nudi cAy khi khong c6 céc
chét chu van con duong thu thé t& bao T dugc bd sung thém theo cach ngoai sinh, nhu
chét kich hoat CD3 va/hoic CD28 (vi du cac khang thé don dong khang CD3 va/hodc
khang CD28); phytohemagglutinin (PHA); concanavalin A, cdc phosphoantigen tdng hop,
nhu  BrHPP  (bromohydrin  pyrophosphat), 2M3B1PP  (2-metyl-3-butenyl-1-
pyrophosphat), HMBPP ((E)-4-hydroxy-3-metyl-but-2-enyl pyrophosphat), hodc IPP
(isopentenyl pyrophosphat); cac N-bisphosphonat, nhu zoledronat; CD70 tai t6 hop; cac
khang thé don dong khang CD2; c4c khang thé don dong khdng CD27; céc khang thé
khéng pan-yd TCR; céc khang thé don dong khang CD277; hodc c4c té bao trinh dién
khang nguyén nhan tao (aAPC). Céac tic nhan kich hoat phat tin hiéu té bao T ciing bao
gdm c4c phan tir gan két bé mit té bao, nhu cac phirc hop MHC hoic HLA két hop véi
cac té bao trinh dién khang nguyén (APC) hodc APC nhan tao. Cac phuong phép thich
hop dé kich hoat cac té bao T bang cach bd sung thém theo cach ngoai sinh cac chat chii
vén con dudng TCR 13 d4 biét trong linh vic nay va dugc tém tat trén Fig.1 clia Deniger

va cac ddng tac gia (44).

Vi dy, cac lympho bao c6 thé duge nudi cdy trong moi truong khong ¢6 hoic vé co
ban khong c6 chét chil van con dudng thu thé té bao T dugc bd sung thém theo cach ngoai

sinh. Viéc bd sung thém céc tic nhan kich hoat tin hiéu thu thé té bao T 1a khong can thiét
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@8 nhan rong céc té bao T yd cu tril & md khong tao mau bing cach sit dung phuong phap
clia sang ché. Tr4i lai, viéc nhan rdng cac té bao T vd thu dugc tr mo tao méau doi héi phai
cd mit ca IL-2 va tic nhéin kich hoat phat tin hi¢u thu thé t& bao T, nhu zoledronat (41,
42).

Theo mot vai phuwong an, cac lympho bao c6 thé dugc nudi cady trong moi trudng
dugc diéu hoa tir cac dich nudi cay t€ bao mo dém dé cung cap cac chat bd sung cho ting

trudng té bao T yd.

Theo mdt vai phuong 4n, cac té bao T 3 c6 thé dugc nudi cdy trong méi truong
nhan rong yd bao gém IL-2 va/hodc IL-15. Moi trudng nhan rong 3 thich hop 1a khong
¢6 hoat tinh kich hoat té bao T, vi du té bao T af} hodc hoat tinh kich hoat té bao T Y0
trong mau, va c¢6 thé, vi du, khong c6 hogc v& co ban khong c6 cac chit chii van TCR
hodc céc tac nhan ddng kich thich TCR. Theo mdt vai phuong 4n, moi trudng nhén rong
v8 ¢6 thé bao gdm mot hoic nhidu yéu t6 tang truong bd sung, nhu cic xytokin, ngoai IL-
2 va/hogc IL-15. Cac yéu td ting truéng thich hop khong thé hién hoat tinh kich hoat té
bao T. Theo cac phuong an khéac, moi trudong nhan rong yd co thé khong c6 cac yéu tb
tang trudng ngoai trir IL-2 va/hodce IL-15; vi du mdi truong nhan rdng 6 ¢ thé gdm co

mdi trudng co ban c6 bd sung IL-2 va/hoic IL-15.

Nhiéu loai méi trudng nudi cdy co ban thich hop dé sir dung trong ting sinh cac té
bao T & 1 sén co, cu thé 14 cac moi trudng toan ven, nhu AIM-V, méi trudng Iscoves va
RPMI-1640 (Life Technologies). Mdi trudng c6 thé dugc bd sung cac yéu t6 méi truong
khac, nhu huyét thanh, protein huyét thanh va chét chon loc, nhu khéng sinh. Vi du, theo
mot vai phuong an, méi truong RPMI-1640 c6 chira 2 mM glutamin, 10% FBS, 10 mM
HEPES, pH 7,2, 1% penixilin-streptomyxin, natri pyruvat (1 mM; Life Technologies), cac
axit amin khong thiét yéu (vi du 100uM Gly, Ala, Asn, Asp, Glu, Pro va Ser; 1X MEM
céc axit amin khong thiét yéu ctia Life Technologies), va 10 ul/L B-mercaptoetanol. Moi
trudng co ban c¢6 thé dugc bd sung IL-2 va/hodc IL-15 & céac ndng d6 chudn ma chuyén

gia trong linh vuc nay c6 thé d& dang xéc dinh dugc bang cach thit nghiém thudng quy.
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Thuén tién 13, céc té bao nay dugce nudi cdy & 37°C trong mdi trudng khi 4m cé

chtta 5% CO» trong méi trudng nudi cdy thich hop.

Céc té bao T v5 c¢6 thé duge nudi cdy nhur dwge md ta trong ban md ta ndy trong hé
théng thich hop bit ky, bao gdm cac thiung 1én men kém khudy, thiét bi 1én men van
chuyén bing khong khi, cac chai truc lin, cac ti hodc dia nudi cdy, va cac thiét bj phan
tmg sinh hoc khéc, cu thé 1a cac thiét bj phan tng sinh hoc s¢i rdng. St dung cac hé thong

ndy 12 da biét trong linh vuc nay.

Cac phuong phép va k¥ thuét dé nudi cdy cac lympho bao 1a da biét trong linh vuc
nay (36-39).

Trong khi nudi cdy, cac lympho bao khodng ti€p xuc truc ti€p voi cac t€ bao mo
dém hodc biéu md. Ly do 1a ti€p xtic tryc ti€p cua cac lympho bao véi céc t€ bao md dém

hodc bi€éu md nay dudng nhu trc ché nhan rdng céc t& bao T yd cu tra & mo.

Céc t& bao md dém la cac té bao md lién két khong tao mau ciia co quan bt ky va
hd tro chirc ning cia céc té bao nhu mé cua co quan. Cac vi du vé cac té bao mb dém bao
gém cac nguyén bao soi, té bao ngoai mach, té bao trung mo, té bao keratin, t& bao biéu
md va té bao khéi u khong tao mau. Tt hon 13, cac lympho bao khdng tiép xuc truc tiép

véi cac nguyén bao soi trong khi nudi cay.

Céc té bao biéu md 1a céac té bao khong tao mau ma 16t cac khoang va bé mit cia
cac mach mau va cac co quan trong toan b co thé. Cac té bao nay thuong c6 hinh dang
Véy, cdt hoac lap thé va c6 thé dugc sép xép dudi dang don 16p céac té bao hodc duéi dang
céc 16p cua hai hodc nhiéu té bao.

Céac nguyén bao soi va/hodc té bao mo6 dém hodc biu md khac t6t hon 13 c6 mit
trong khi nudi ciy céc lympho bao, do cac yéu t6 dwoc bai tiét bsi cac té bao nay co thé
thiic ddy nhan rong cac té bao T ¥ cu trii & mo6 khong tao méu, nhung khong tiép xtic truc
tiép v6i cac lympho bao, do tiép xuc truc tiép wc ché sy nhan rong cac té bao T 3 cu tril &
mo khong tao mau. Vi du, cac lympho bao cé thé dugc nudi cdy trong Transwell, nhu thé
cho phép phan tach vé mit vét Iy cac lympho bao va nguyén bao s¢i. Cac vi du vé cac

dong té bao nguyén bao sgi ma c6 thé dugc sir dung bao gdm cac nguyén bio s¢i bao quy
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dau ctia ngudi (vi du BJ (ATCC® CRL-2522™)), cac nguyén bao soi cla da binh thuong
(vi du CCD-1059Sk (ATCC® CRL-2072™)) va cic nguyén bao soi phéi (vi du HEL 299
(ATCC® CRL-137™)),

Bing céach st dung quy trinh Clark, lympho bao cu tri & md khong tao méu c6 thé
duoc thu gom va dugc phéan tach khoi té bao md dém, nhu nguyén bao soi cua da, vi du
béng cach hiit manh bang pipet. Lympho bao thu gom c6 thé dugc rira tiép qua rdy bang
nylon ¢& 40pum dé git lai cac thé két tu nguyén bao soi ma c6 thé trd nén 1éng 1éo trong
qué trinh nay. Céac lympho bao cling co6 thé dugc phan 1ap bang cach st dung cach thic
phan loai té bao két hop huynh quang hoic tir tinh bang cach st dung, vi du, c4c khang
thd CD45. Dé giam t6i thiéu kich hoat céc t& bao T, cac lympho bao nay cling c6 thé dugc
phén loai chi dwa vao c4c tiéu chi vé tinh chit phan tn tién va bén canh cia ching.
Lympho bao tiép d6 c6 thé dé sinh truéng biét 1ap v6i té bao md dém (vi du nguyén bao
soi) hodc khi c6 mit cac t& bao ndy nhung khong tiép xuc truc tiép. Vi du, cac lympho
bao ¢6 thé dwoc sinh trudng trong rd Transwell véi don 16p hop dong cac nguyén bao sgi
trong giéng nudi cdy té bao & bén duéi d& cho phép trao dbi cac yéu té ting truong hoa
tan dwoc san sinh boi nguyén bao soi, ma khong dé co tiép xtic truc tiép bat ky. Theo cach
khac, nguyén bao soi c6 thé duge nudi cdy trong 16 Transwell v6i lympho bao sinh truéng
trong giéng nudi ciy té bao bén dusi. Ciing c6 thé st dung mdi truong duge diéu hoa boi

céc t& bao khong tao mau (vi du, nguyén bao sgi) dé bd sung nhan rong lympho bao.

Céc moéi truong duge didu hoa c6 chira cac yéu tb hoa tan duge bai tiét béi cac té
bao khong tao mau (vi duy, cac té bao md dém, nhu céc nguyén bao soi). Cac modi trudng
duoc didu hoa c6 thé ¢6 chira hodic ¢6 thé khong chira té bao bai tiét cac yéu t6 nay. Vi du,
céc té bao T v5 c¢6 thé duge nudi cdy véi sy c6 mit cia cic té bao bai tiét cac yéu t6 didu
hoa trong khi nudi cdy té bao T 8. Theo cach khéc, té bao khong tao mau c6 thé dugc
loai bé khoi méi trudng trude khi nudi cdy té bao T yd, dé lai cac yéu t6 da bai tiét cua
ching trong mdi truong ndy. Moi trudng dugc diéu hoa cling bao gdbm mdi truong da cé
bd sung yéu t té bao khong tao méu ma dugc diéu ché tir trude (vi dy, dudi dang c6 dac
hodc bot dong kho).
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Mic di cac té bio md dém hodc biéu mé tét hon 14 c6 mit trong khi nudi céy
lympho bao (nhung khong tiép xuc truc tiép v6i lympho bao), ching c6 thé duge loai bo
sao cho lympho bao dugc nudi cdy khi khong c6 té bao md dém hodc biéu md, vi du khi

khong c6 mat nguyén bao soi.

Theo mot sé phuong 4n, sau khi nhan rong céc té bao T 5 cu tri & md khong tao
méu khi khong c6 tac nhan kich hoat phat tin hiéu té bao T, nhur chit chi van con dudng
thu thé té bao T dugc bd sung thém theo cach ngoai sinh, nhu mo t& & trén, cac té bao T
v8 da nhan rong c6 thé con dwoc nudi cly khi c6 mit mot hodc nhiéu tic nhan kich hoat
phat tin hi¢u té bao T, nhu céc chit chi van con duong thu thé té bao T dugc bd sung
thém theo cach ngoai sinh, va/hodc mdt hodc nhiéu yéu td tang trudng, nhu xytokin. Sau
khi nhan rong nhu dugc mo ta trong ban md ta nay va nudi cy tiép tuy v, cac té bao T yd
cu trd & md khdng tao mau co thé duoc phén 1ap hodc duge tinh ché tiép, dugc bao quan,

phdi trén vai cac chat khac, nhu céc td duge duge dung va/hodce duge st dung, khi can.

Céc té bao T 8 cu tra & md khong tao mau duge san xuét bang phuong phép cia
sang ché co thé phan biét v6i cac té bao T yd thu dugc tir mau khac & chd chiing dap ting
v6i phéi tt NKG2D (MICA), phdi ti ndy c6 lién quan nhiéu dén tinh 4c tinh, khi khong
c6 phdi tir kich thich thy thé té bao T bét ky, vi du do gia ting san sinh TNFo, I[FNy, va
CDI107a (Fig.2A - Fig.2D, Fig.10A va Fig.10B). Chung cling thyc hién dap ung té bao T
doc tinh té bao ma khong trai qua kich hoat v& mit duoc 1y kiéu ngoai sinh hodc qua trung
gian phéi tir ciia thy thé t& bao T va do d6 cé doc tinh t& bao khi khong ¢ kich thich
(Fig.3 va Fig.5). Nghia 1a so véi céc té bao T y5 khac, voi té bao T ap hodc véi té bao
NK, cac té bao T 8 cu tri & md khong tao méau duge san xuét bang phuong phap cia
sang ché 12 duy nhét v& kha ning dap ung va ting sinh khi khong bd sung thém cic téc
nhén ngoai sinh bat ky kich hoat phat tin hiéu thu thé t& bao T (Fig.3). C4c té bao T v cu
tra & mo6 khong tao mau duoc san xuit bang phuong phép ciia sang ché cling nhuém mau
duong tinh déi véi CD69 va PD-1, khong biéu hién CD28, va thé hign CD25 chi & muc
rét thip (xem Fig.1D). T hop nay ctia cac chit danh ddu khong dugc biéu hién béi cac té
bao T yd thu dugc tir méu. Ngoai ra, ching thé hién muc biéu hién cao hon cua cac thu

thé cu trd & md nhu CCR4 va CCR8 so véi céc té bao T yd Vd2 dugc nhan rdng thu duge
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tir mau (Fig.7B). Cac t€ bao T y8 cu tri & md khéng tao mau dugc san xuit bing cac
phuong phép ciia sang ché c6 thé nudi cdy duge khi c6 mat IL2 va/hodc IL15 ma khéng
¢6 cac chit chi van TCR hodc cac yéu t6 ting trudng khac. Vi dy, t& bao T yd cu trii & md
khong tao mau c6 thé sinh trudng trong méi trudng gdm c6 mdi trudng RPMI 1640 c6 bd

sung IL.-2.

Do d6, té bao T 8 cu tra & md khong tao méu duge san xuét bang phuong phap

cua sang ché c6 thé c6 mot hodc nhiéu tinh chét trong sb cac tinh chét sau:

(i) thé hién kidu hinh CD69°%°, ICOS®, TIM3°% v CD28hép/khong c6

(ii) didu tiét ting mot hodc nhiéu chét trong s6 CCR3, CD39, CD11b, va CD9

(iii) san sinh IFN-y dép tng v6i phdi tir NKG2D khi khong c¢6 chat chi van TCR,

(iv) san sinh IL-13 khi khong c¢6 chét chii van TCR,

(v) sén sinh mét hodc nhiéu chét trong s6 IFN-y, TNF-o. vi GM-CSF d4p tng véi
kich hoat TCR,

(vi) khong san sinh hodc vé co ban khong san sinh IL-17 dép tmg véi kich hoat
TCR,

(vii) sinh truéng trong méi trudng nudi cdy ¢ chira IL-2 ma khong cé yéu tb ting
truong bd sung,

(viii) thé hién dép ung té bao T doc tinh t& bao khi khéng c¢6 chit chu van TCR
va/hoiac

(ix) thé hién doc tinh té bao chon loc dbi voi cac té bao khéi u so véi cac té€ bao
binh thuong.

Tt hon 12 t& bao T v cu tri & md khong tao méu dwgc san xudt bing phuong
phép cua sang ché san sinh IL-13 khi khéng c6 chét chti van TCR va/hogc san sinh IFN-y
d4p ung voi phdi tir NKG2D khi khong c6 chit chii van TCR.

Céc t& bao T 8 duogc thu duge bing phuong phéap cua sang ché co thé dugc sir

dung trong phwong phép sang loc chat diéu bién diém kiém soat ctia cac té bao T 8 cu tra
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& md khong tao mau. Viéc nhén dién cac chat dicu bien diem ki€ém soét nay co thé 1a hitu
ich de€ phat trién liéu phap mién dich cho bénh ung thu, do chat diéu bién diém kiém soat

1 dich tiém ning dé tri liéu ung thu.

Pé x4c dinh xem liéu hop chét thir nghiém c6 phai 1a chét diéu bién diém kiém
soat hay khong, cac té bao T 8 cu trd & md khong tao mau co thé dugc nudi ciy in vitro
tiép xuc truc tiép véi cac té bao md dém hodc bidu mé (vi du nguyén bao soi) khi c6 mit
hodc khong cé mét hop chét thu nghiém. Tbc do tdng sinh hodc mirc dd kich hoat céc té
bao T yd cu trt & mo6 khdng tao mau duge x4c dinh khi c6 mat va khong cd mét hgp chét
thtr nghiém. Néu tdc d6 tang sinh hodc muc dd kich hoat cao hon khi c6 mét hop chét tht
nghiém so v&i khi khong c6 mit hop chat thir nghiém, thi hop chét thir nghiém c6 thé 1a
chit diéu bién diém kiém soét tmg vién. Ly do 12 hop chét thir nghiém c6 kha ning giam
nhe trc ché tiép xtc cla cac té bao mod dém hodc bidu mé (vi du nguyén bao soi).

Hop chét thir nghiém dugc chon dya trén tiém ning didu bién diém kiém soét cho
cac té bao T cu tri & mo.

Su gia ting rd rét trong qua trinh tang sinh té bao T ¥ cu tri & md khong tao mau
ciing c6 thé 1a do trc ché chét té bao va c6 thé dugc do theo murc gia ting s6 lugng té bao
T hoédc cac chit dénh dAu ctia né va theo mirc biéu hién gidm cua cac chit danh diu chét
té bao theo chuong trinh. C6 thé danh gia su kich hoat gia ting bang cach do murc giai
phéng cac xytokin nhu IFN-y ma dugc bai tiét boi cac té bao T 8 cu tri & mo duge kich

hoat.

Theo cach khéc, cac t& bao T 8 cu trd & mo khong tao mau c6 thé dugc nudi cdy
in vitro tiép xtc tryc tiép véi cac té bao mo dém hoic biéu méd (vi du nguyén bao soi),
trong d6 biéu hién cua gen thir nghiém trong céc té bao T yd va/hodc cac té bao md dém
hodc biéu mé (vi du nguyén bao sg¢i) hodc ca hai loai té bao nay dugc thay dbi. Biéu hién
cta gen thir nghiém trong cac té bao T y8 va/hoic trong cac té bao mb dém hodc biéu mo
(vi du nguyén bao soi), vi du, c6 thé dugc thay doi nho chit nhdm dich ARN, nhu ARN
can thiép nho (siRNA) hodac ARN cép téc nhd (shRNA) hodc béng cach chinh stra gen, vi
du béng cach st dung hé CRISPR/Cas. Tbc @6 tang sinh hodc muc d kich hoat cua té
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bao T yd cu tru & mo6 khong tao mau duoc xéc dinh khi c6 méit va khong ¢6 mat sy thay
dbi biu hién cua gen thir nghiém nay trong céc t& bao md dém hozic biéu mé (vi du
nguyén bao sg¢i) va’hodc cac té bao T v8. Néu téc d6 tang sinh hoic kich hoat cao hon khi
c6 mat su thay dbi bidu hién cta gen thir nghiém ndy trong céc té bao mb dém hoic biéu
md (vi du nguyén bao sgi) va/hodc cic té bao T yd so véi khi khong c¢6 mit su thay dbi
gen thir nghiém nay & céc té bao mo dém hodc biéu mé (vi du nguyén bao s¢i) va/hoic

cac té bao T v, thi gen thir nghiém c6 thé 1a gen diém kiém soat tng vién.

Theo cach khac, néu ty 18 tiéu diét ciia cac t& bao mo dém hodc biéu mé (vi du
nguyén bao sgi) cao hon khi c6 mgt hop chét thir nghiém so v&i khi khong ¢6 mit hop
chét thi nghiém hodc cao hon khi ¢6 su thay dbi biéu hién cua gen thtr nghi€ém nay trong
céc té bao md dém hodc bidu mo (vi du nguyén bao soi) va/hodc céac té bao T vd so véi
khoéng c6 mit bién d6i gen thir nghiém ndy & céc té bao m6 dém hoidc bidu mé (vi du
nguyén bao soi) va/hodc cac té bao T y5, thi hop chét thir nghiém c6 thé 12 mot chat diéu
bién diém kiém soat hodic gen thir nghiém c6 thé 1a gen diém kiém soét ung vién. Ty 1&
tiéu diét, vi du, co thé dugc do béng cach dinh luong cac phan tir do céc té bao s& chét
giai phong ra. Ty 1 tiéu diét té bao cao hon khi c6 mit hop chét thtr nghiém hodc khi c6
mat su thay d6i biéu hién cua gen thr nghiém trong céc té bao md dém hodc biéu mo (vi
du nguyén bao soi) va/hoic cac té bao T vd chi ra 14 diém kiém soat ma kim ham tiéu diét
t& bao da duge giai phong va do d6 c6 thé két lusn 12 hop chat thir nghiém c6 thé 1a chat

diéu bién diém kiém soat hodc gen thir nghiém c6 theé 1a gen diém kiém soét ing vién.

Vi du vé dong té bao nguyén bio sgi ma c6 thé duogc st dung trong mdi phuong 4n
bao gdm nguyén bio so¢i bao quy dau cia ngudi (vi du BJ (ATCC® CRL-2522™)),
nguyén bao sgi cua da binh thuong (vi du CCD-1059S8k (ATCC® CRL-2072™)) va
nguyén bao soi phdi (vi du HEL 299 (ATCC® CRL-137™)).

P& nhan dién hop chat thir nghiém nhu chit didu bién diém kiém soat Gng vién
hodic dé nhan dién gen thir nghiém nhu gen diém kiém soét ing vién, ty 1¢ ting sinh va
hoac kich hoat cac té bao T v6 khi c6 mat hop chét thu nghiém hoac khi c6 mat sy thay
dbi gen thir nghiém nay c6 thé cao hon it nht 13 1,5 14n, it nhét 2 1an, it nhéat 3 14n, it nhét
4 14n hodc it nhét 5 14n so v&i khi khong c¢6 hop chét thir nghiém hodc khi khong ¢6 sy
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thay d6i gen thir nghiém nay. C6 thé do chu trinh té bao bang mot s§ cach thirc, nhu sd
lugng té bao tuyét dbi vao ngay 0 va ngay 7, cdc mic biéu hién cta Ki-67 va CD25 (day
14 cac chit danh déu chu trinh té bao) va bing cach st dung céc chit nhuém mau nudi cay
té bao, nhu CFSE hoic tim CELLTRACE™. C6 thé do kich hoat t& bao bing mirc san
sinh céc protein hiéu tng nhu IFN-y. Gia tang rd rét su ting sinh cac té bao T yd cu tri &
mo khong tao mau ciing c6 thé 13 do su wc ché qua trinh chét té bao va c6 thé duoc do
bing murc gia ting sb luong té bao T hodc céc chit danh déu ctia né va theo mirc biéu

hién giam ctia cac chéat danh d4u quay trinh chét té bao theo chuong trinh.

Céc t& bao T v& duoc thu duge bing phuong phap cla sing ché c6 thé duge sir
dung lam thube, vi du cho liéu phéap té bao T nhan nudi. Viéc st dung ndy bao gém
chuyén cac té bao T & thu dugc bing phuong phap clia sdng ché cho bénh nhan. Lidu
phép nay co thé 12 ty than, tic 13, cac t& bao T 8 ¢6 thé dwoc chuyén ngugc trd lai cho
chinh bénh nhin ma thu dugc cac té bao nay, hodc li€u phap nay cé thé 1a di sinh, c6
nghia 12 cac té bao T yd tir mot ngudi cb thé dugc chuyén cho bénh nhan khac. Phuong

phap diéu tri c6 thé bao gdm budc:

cung cép mAau md khong tao mau da thu duge tir cd thé cho,

nudi ciy cac té bao T yd tir cic mAiu néu trén dé tao ra quan thé duoc nhan rong,
va,

cho c4 thé tiép nhan ding quén th8 dwoc nhan rong nay cta céc té bao T yd.

C4 thé cho va ca thé tiép nhén c6 thé 1 gidng nhau hogc khac nhau.

Céc té bao T v5 c6 thé duge ding cho bénh nhan hogc d6i twong can didu trj bang
phuong phép thich hop bt ky. Vi du, céc t& bao T y8 ¢6 thé dugc dung cho bénh nhén
hodc dbi tuong can didu tri qua duong tinh mach hodéc trong khéi u.

Bénh nhan hodc dbi tugng s& diéu tri tbt hon 12 bénh nhan ung thu hoc bénh nhan
nhidm virut, vi du, bénh nhan nhiém CMV hogc bénh nhan nhiém HIV.

Do cac té bao T v6 khong bi han ché béi MHC, nén chiing khong nhén biét vat chu

ma ching dugc chuyén vio nhu 1a ngoai lai, nghia 1a ching it ¢6 kha nang gdy bénh manh
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ghép chéng lai vét chi. Nghia 1a chiing ¢6 thé duge str dung “sén ¢6” va dugc chuyén cho

dbi trong nhan bat ky, vi du, cho liéu phap té bao T nhan nudi khéc loai.

Do cac té bao nay thudng cu tri & cac mo khong tao méu, cac té bao T yd DN va
V31 cu tra & md ciing ¢6 kha ning dén cu tra va dugc gitt lai trong céc khéi u hon 12 so
vé6i cac t& bao dbi tmg cu tri trong mau tudn hoan va viéc chuyén nh4n nubi céc té bao
nay c6 thé s& hiéu qua hon dé nhim dich cac khéi u rdn va tiém ning & cac bénh Iy mién
dich c6 lién quan dén md khong tao mau khac.

Theo mdt vai phuong 4n, phwong phap didu tri ca thé c6 khéi u & mé khong tao

méau c6 thé bao g@)m budc;
cung cép mau mo6 khdng tao méu thu dugc tir ca thé cho,
nudi cdy céc té bao T 5 tir mau néu trén dé tao ra quan thé dugc nhan rong, va;
cho cé thé c6 khéi u nay dung quan thé dugc nhan rong clia cc té bao T y8.

Céc té bao T y3 cu tri & md khong tao mau dugc thu dugc bang cac phuong phap
clia sang ché bidu hién NKG2D va dap Gng v6i phbi tt NKG2D (vi du MICA), phdi tir
ndy c6 lién quan chit ché dén thé ac tinh. Cac té bao ciing biéu hién profin doc tinh té bao
khi khong c6 kich hoat bat ky va do d6 ¢6 kha nang hitu hiéu tiéu diét cac té bao khéi u.
Vi duy, cac té bao T vd cu tri & mo6 khong tao mau thu duge nhu dugec mo ta trong ban md
t4 nay ¢6 thé biéu hién mot hogic nhidu, tét hon 1a tit ca cac chét IFN-y, TNF-a, GM-CSF,
CCLA4, IL-13, Granulysin, Granzyme A va B, va Perforin khi khong c6 kich hoat bét ky.
IL-17A c6 thé khong duge biéu hién.

Do do, cac phat hién néu trong ban mo ta nay cung cép bang ching thuyét phuc
cho tinh thyec tién va thich hop cta Gng dung trén 14m sang cla cac té bao T 3 cu tra &
mo khong tao mau dugce thu dugc bang phwong phép cia séng ché dudi dang chét tri liéu
mién dich “c6 s&n”. Céc té bao nay c6 kha ning tidu diét twong tu bam sinh, khong c¢6 han
ché MHC va thé hién kha ning cu tra dén va/hodc giit lai dugc cai thién & trong cac khdi

u so véi cac té bao T khac.
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Céc té bao T 8 cu tri & md khong tao mau thu duge bang phuong phép cla sing
ché ciing c6 thé duge st dung cho liéu phéap CAR-T. Viéc sit dung nay bao gdm tao ra cac
thy thé t& bao T (TCR) dugc thao tac di truyén dé 1ap trinh lai t& bao T nay v6i tinh dic
hiéu mdi, vi du tinh dac hiéu cia khang thé don dong. TCR dugc thao tac di truyén 6 thé
lam cho cac té bao T dic hiéu véi cac té bao 4c tinh va do d6 hitu ich cho liéu phap mién
dich ung thu. Vi du, céc t& bao T c6 thé nhan biét cac t& bao ung thu biu hién khang
nguyén khdi u, nhu khang nguyén lién quan dén khdi u (TAA) ma khéng dugc biéu hién
bdi té bao xdma binh thudng tir mé cia dbi tuong. Do d6, cac t& bao T dugc cai bién
CAR c6 thé dugce st dung cho liéu phép té bao T nhan nudi, vi dy, cho bénh nhan ung
thur.

Viéc str dung cac té bao T vd cu tri & mau cho CAR da duge md ta. Tuy nhién, cac
té bao T yd cu tri & md khdng tao méau thu dugc bang phuong phap clia sdng ché co thé 1a
cac chét din dic biét tot cho huong phap CAR-T, do chung c6 thé dugce tai nap véi TCR
dac hiéu-khang nguyén kham dong thoi van gitt dugce kha ning tuong tu b4m sinh 14 nhan
biét céc té bao duoc bién nap, va c6 kha ning xam nhap khéi u tét hon va céc kha ning
gitt lai t6t hon & khdi u so véi cac té bao T y8 cu tri & mau hodc thong thudng, cac té bao
T off toan than. Ngoai ra, chiing khong cé kha ndng trinh dién khang nguyén phu thudc
MHC s& lam giam kh4 ning mic bénh manh ghép chéng lai vat cha va cho phép chiing
nhim dich khéi u biéu hién cac mirc thip ctia MHC. Tuong tu, chiing khong dya vao qua
trinh ddng kich thich thong thuong, vi du théng qua sy két ndi véi CD28 ting cudng

nhim dich c4c khéi u bidu hién cac mirc thip ctia phdi tir ddi v6i thu thé dong kich thich.

Bénh ung thu c6 thé dugc dic trung boi ting sinh bét thudng céc t& bao ung thu ac
tinh va c6 thé bao gdm bénh bach ciu, nhu bénh bach ciu dong tity cdp tinh (AML), bénh
bach cAu dong tuy man tinh (CML), bénh bach ciu nguyén bao lympho cép tinh (ALL) va
bénh bach cdu lympho bao man tinh (CLL), u lympho, nhu u lympho Hodgkin, u lympho
khong phai Hodgkin va da u tuy, va cac thé ung thu rin nhu cac sacom, ung thu da, u
melanin, ung thu bang quang, ung thu ndo, ung thu v, ung thu tir cung, ung thu budng
trimg, ung thu tién liét tuyén, ung thu phdi, ung thu dai tryc trang, ung thu c¢b tir cung,

ung thu gan, ung thu dau va ¢d, ung thu thuc quan, ung thu tuy, ung thu thén, ung thu
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tuyén thuong than, ung thu da day, ung thu tinh hoan, ung thu tGi mat va ung thu éng

mét, ung thu tuyén giap, ung thu tuyén tre, ung thu xwong, va ung thu ndo.

Céc té bao ung thu & bénh nhén ung thu co6 thé 1a khac biét v& mit mién dich so
v6i cac té bao xoma binh thuong & cé thé (tc 1a khéi u ung thu c6 thé c6 tinh gdy mién
dich). Vi du, céc té bao ung thu ¢ thé c6 kha ning gy dap tng mién dich toan than &
bénh nhan ung thu khang lai mdt hodc nhiéu khang nguyén do cac t& bao ung thu biéu
hién. Cac khang nguyén gy dap tmg mién dich nay c6 thé 14 cac khang nguyén khdi u
hoic c6 thé dugc céc té bao binh thudng chia sé. Bénh nhan méc ung thu ¢6 thé thé hién it
nhit mot déu hiéu, triéu tring hodc két qua xét nghiém cé thé nhan dién ma du dé chin
doén bénh ung thu theo céc tiéu chuin 1am sang da biét trong linh vure. Céc vi du vé cac
tiéu chudn 1am sang nay c6 duoc tim thiy trong cac séch gido khoa y khoa nhu Harrison’s
Principles of Internal Medicine (40). Trong mot vai trudng hop, chén doan bénh ung thu
& c4 thé co thé bao gdm nhén dién loai té bao cu thé (vi du té bao ung thu) trong mau dich

co thé hodc mo thu duge tir c4 thé nay.

Bénh nhan, dbi tuong, hodc ca thé thich hop dé diéu tri nhu mo ta & trén cb thé 1a
dong vat c6 va, nhu dong vat gam nhim (vi du chudt lang, chudt déng, chuot céng, chudt
nht), cac loai chudt (vi du chudt nhét), gidng ché (vi du chd), gidng méo (vi du méo),
gidng ngwa (vi du ngua), dong vat linh truéng, gidng khi (vi du khi hodc khi khong dudi),
gibng khi (vi du khi dudi s6¢ hodc khi du ché), gidng khi khong dudi (vi du khi dot, con

tinh tinh, dwdi woi hodc vurgn), hodc nguoi.

Theo mdt vai phuong an dugce vu tién, bénh nhan, dbi tuong, hodc ca thé 1a nguoi.
Theo c4c phuong 4n dugc wu tién khac, cac dong vét cé va khong phdi la nguoi, dac bigt
1 cac dong vat ¢6 vii ma dugc st dung mdt cach thuan tién 1am md hinh dé chimg t6 hi¢u
luc tri liéu & nguoi (vi du chudt, dong vat linh trudng, 1gn, cho, hodc thd) cd thé dugc st

dung.

Theo mot vai phuong an, bénh nhén, dbi tugng, hodc c4 thé c6 thé c6 bénh ton luu

t6i thidu (MRD) sau khi diéu trj ung thu budc dau.
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Viéc diéu tri c6 thé 1a phwong phap didu tri va liéu phéap bét ky, di cho nguoi hay
dong vat (vi du trong cac ng dung cho thu y), trong d6 dat duoc tdc dung tri li€u mong
mudn nhét dinh, vi du, &c ché hodc 1am chim tién trién cta tinh trang bénh, va bao gém
giam toc do tién trién, dimg téc d6 tién trién, cai thién tinh trang bénh, chita khoi hodc
thuyén giam (mdt phan hodc hoan toan) tinh trang bénh, ngan ngira, 1am cham, gidm bét
hodc ngung mdt hodc nhiéu triéu chimg va/hoic ddu hiéu cua tinh trang bénh nay hodc
kéo dai thoi gian sng s6t cta dbi twong hodc bénh nhan qué thoi gian ky vong khi khong
c6 diéu tri.

Viéc diéu tri nhu mot bién phap du phong (c6 nghia 1a phong bénh) ciing dugc bao
g(“)m. Vi du, bénh nhan, dbi tuong, hodc cé thé nhay cadm vai hodc cé nguy co méc hoic
tai phat bénh ung thu c6 thé duoc diéu tri nhu duge md ta trong ban mo ta nay. Viéc diéu
tri ndy cé thé ngén ngua hodc lam cham sy xudt hién hoic tai phéat bénh ung thu & bénh

nhan, doi tugng, hodc cé thé nay.

Cu thé 13, viéc diéu tri c6 thé bao gdm e ché ting trudng ung thu, bao gdm thuyén
giam ung thu hoan toan, va/hodc trc ché di can ung thu. Tang truéng ung thu néi chung
chi mot chi s6 bat ky trong s6 cac chi sé cho thdy c6 su thay ddi & bénh ung thu nay sang
thé phat trién hon. Do d6, cac chi sb dé do luong mirc e ché ting truéng ung thu bao
gdm murc giam sdng sét té bao ung thu, giam thé tich khdi u hodc hinh thai khéi u (vi du,
nhu dugc xac dinh bang cach st dung chup cat 16p vi tinh (CT), siéu am, hodc phuong
phap chiéu chup khac), ting trudng khdi u chdm, ph4 huy mang lu6i mach khéi u, biéu
hién cai thién trong xét nghiém da qua man cham, ting hoat tinh cdc lympho bao T ly giai
té bao, va giam ndng d6 cac khang nguyén dic hiéu khdi u. Giam tc ché mién dich trong
céc khdi u ung thu & c4 thé c6 thé cai thién kha ning cla c4 thé nay chdng lai qua trinh
tdng trudng ung thu, cu thé 1a ting trudng ca bénh ung thu da c6 & dbi tuong niy

va/hodc giam xu hudng ting trudéng ung thu & ca thé nay.

Céc khia canh va phuong an khac clia sang ché dé xuat cac khia canh va phuong
4n dugc mo ta & trén vGi thult ngit “bao gom” duge thay bang thuat ngit “vé co ban bao
gdm” va céc khia canh va phuong an dugc mo ta & trén véi thuat ngt “bao gdm” dugce

thay bang thuat ngit “chi yéu bao gbm”.
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Neén hidu 14 don séng ché nay boc 16 tat ca cac td hop cia bét ky khia canh va
phuong 4n nao trong sd cac khia canh va phuong 4n néu trén véi nhau, trir khi ngit canh
c6 yéu cdu khac. Tuong tu, don sang ché nay bdc 10 tat ca cac t6 hop cia cac déu hiéu
duoc wu tién va/hodic tuy ¥ & dang don doc hodc cung véi khia canh bét ky trong s cac

khia canh khéc, trir khi nglt canh c6 yéu cau khéc.

Céc cai bién cac phuong an néu trén, cdc phuong an khac nita va céc cai bién cla
ching s€ 1a hi€n nhién doi v6i chuyén gia khi doc ban mo ta nay, va do do 1a thudc pham

vi clia sdng ché.

Tat ca céc tai liéu vién dan co s& dit li¢u trinh ty dé cdp trong ban md ta nay dugce

hop nhét & ddy dé tham khao.

Nhu dugc str dung trong ban mo ta nay, “va/hodc” dugc coi la dé cap cu thé dén
tung dAu hiéu hoic thanh phén trong s6 hai d4u hiéu hodc thanh phﬁn duogc xac dinh cu
thé véi nhau hoic khéng cung v6i nhau. Vi du “A va/hodc B” dugc coi la deé cép cu thé
dén (i) A, (ii) B va (iii) A va B, nhu 12 mdi ddu hi¢u dugc néu riéng r& trong ban mo ta
nay.

Mot s6 khia canh va phwong 4n cla sang ché s& duge minh hoa bang cac vi du va

dan chiéu dén cac hinh v& néu trén.
Vi du thue hién sang ché
Phén 14p céac lympho bao tir da ciia nguodi bang cach nuodi cay md bén ngoai ba chicu

Quy trinh ciy mé6 da bén ngoai ba chiéu da dugc thiét 1ap, nhu dugc mo ta trong tai
liéu (29). Céc tAm chét nén Cellfoam (Cytomatrix Pty Ltd, Victoria, Australia) kich c& 9
mm x 9 mm x 1,5 mm dugc hép ti€t trung, tiép do6 dugc 1 trong dung dich c6 chura 100
mg/ml collagen I ciia dudi chugt cdng (BD Biosciences) trong PBS trong 30 phit & nhiét
d6 trong phong, tiép d6 rira mot lan trong PBS. Cac mau da cla ngudi truéng thanh thu
dugc trong vong 3-6 gidr phau thuat da. Loai béd m& dudi da va cit nho mo da con lai
thanh cdc manh kich ¢& khoang 1 mm x 1 mm. Khoang 5 manh da/cdy md bén ngoai
duge dit 1én va ép vao bé mat cia mdi tAm. Mbi tim dugc cho vao giéng riéng biét cua

dia 24 giéng (Corning) c6 chtra 2 ml méi trudong ‘Da-T’ (méi trudng Dulbecco duge cai
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bién Iscove (IMDM; Life Technologies) véi 10% huyét thanh bao thai bo duge bat hoat
bing nhiét (Life Technologies), L-glutamin (292 pg/ml; Life Technologies), penixilin
(100 don vi/ml; Life Technologies), streptomyxin (100 pg/ml; Life Technologies), axit N-
2-hydroxyetylpiperazin-N-2-etan sulfonic (HEPES; 0,01 M; Life Technologies), natri
pyruvat (1mM; Life Technologies), moi trudng thiét yéu tdi thiéu (MEM) céc axit amin
khong thiét yéu (1X; Life Technologies) va 3,5 pl/L 2-mercaptoetanol (Life
Technologies). Trong 7 ngay nudi cdy dau tién, thém Amphoterixin (2,5 pg/ml; Life
Technologies) vao moi trudng nay. Moi truong dugc thay mdi 3 lan/tudn. Dé tiép liéu,
hat 1 ml mdi trudng phia trén tir mdi giéng va thay thé bang mbi trudng méi. Thém IL-2
va IL-15 vao tir ltic bét diu nudi cdy va mbi 14n thay méi trudng méi cho dén khi phéan 1ap
céc lympho bao & 21 ngay. IL-2 t4i t& hop ctia ngudi (Proleukin; Novartis Pharmaceutical
UK Ltd) duoc thém vao & ndng d6 100 IU/ml. IL-15 tai t6 hop cta ngudi (Biolegend)
duoc thém vao & ndng d6 20 ng/ml. Téi da 96 giéng (bbn dia 24 giéng) dugc dung nubi

cdy cho moi ngudi cho.

Dé phan lap cac lympho bao, cic tAm chat nén dugc chuyén vao dng ly tdm 50ml
(Corning) c6 chira 10 ml dung dich mubi cin bang Hanks (HBSS; Life Technologies)
kém theo 0,01 mM HEPES (t8i da 12 tAm chit nén/6ng). Cac tim chat nén dugc ria bang
huyén ph té bao st dung pipet 10 ml, va huyén pht té bao duge cho qua mang loc 70 pm
(BD Biosciences) vao éng nghiém ly tim 50ml méi (Corning). Buéc ‘rira’ cac tdm chét
nén duoc 13p lai 2 14n nita. Mdi truong tir giéng nuodi cdy ciling duge hut ra va duoc cho
qua mang loc 70 pm (BD Biosciences) vao 6ng ly tam 50ml (Corning) méi. Rira céc
giéng thém 2 14n nita bang 1ml HEPES/HBSS 0,01 mM va dugc cho qua mang loc 70 um
(BD Biosciences). Céc té bao ndy sau d6 dwgc phan lap bing cach ly tam (1600
vong/phut trong 15 phut). Pellet dugc tai tao huyén phu lai trong moi trudng ‘Da-T°.
Pellet té bao cudi cing dugc tai tao huyén phu lai trong moi trudng ‘Da-T’ dé phan tich
dém té bao dong chay sau nay hoic nghién ctru chirc ning. Khi can dém s luong té bao,
dém sb luong bach cau & giai doan nay bang cach; (1) nhudm mau xanh da trdi trypan
(0,4 %) (Life Technologies) va bd dém hdng ciu, hoic (2) thiét bi dém va phan tich té bao
CASY® Model TT (Roche).
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Dé phén 14p cac lympho bao, cic tim chit nén dugc chuyén vao éng ly tAm 50ml
(Corning) ¢6 chira 10 ml dung dich mubi can bang Hanks (HBSS; Life Technologies)
kém theo 0,01 mM HEPES (t6i da 12 tim chét nén/dng). Céc tAm chét nén dugc rira bing
huyén phi té bao str dung pipet 10 ml, va huyén phu té bao duoc cho qua mang loc 70 pm
(BD Biosciences) vao dng nghiém ly tdim 50ml méi (Corning). Budc ‘rira’ cdc tAm chét
nén dugce 1ap lai 2 14n nita. M6i trudng tir giéng nudi cdy cling dugc hit ra va duge cho
qua mang loc 70 um (BD Biosciences) vao 6ng ly tAm 50ml (Corning) méi. Rira c4c
giéng thém 2 14n nita bang 1ml HEPES/HBSS 0,01 mM va dugc cho qua mang loc 70 pm
(BD Biosciences). Céc té bao ndy sau d6 dwoc phan lap bang cach ly tdm (1600
vong/phut trong 15 phut). Pellet dwgc tai tao huyén phu lai trong méi trudng ‘Da-T’.
Pellet té bao cudi cing duoc tai tao huyén phu lai trong méi truong ‘Da-T” dé phan tich
dém té bao dong chay sau nay hodc nghién ciru chirc ning. Khi cin dém sd lugng té bao,
dém s lugng bach cdu & giai doan nay béng cach; (1) nhudm mau xanh da troi trypan
(0,4 %) (Life Technologies) va bd dém hong ciu, hodc (2) thiét bi dém va phan tich té bao
CASY® Model TT (Roche).

Do céc mau rudt so cip c6 dé bi nhidm ban hon, nén cic mau sinh thiét thu dugc
trude tién duge rira trong IMDM c¢6 chtta 10% FCS, penixilin 500 U/mL, streptomyxin
500 pg/mL, gentamixin 100 pg/mL, Amphoterixin B 12,5 pg/mL va Metronidazol 5
png/mL hai 14n trudce khi cit nho va dat 1én cac khung ludi. Nudi cdy rudt trén khung ludi
dugc dé sinh trudng trong méi truong Rudt-T (IMDM, 10% FCS, penixilin 100 U/mL,
streptomyxin 100 pg/mL, gentamixin 20 ug/mL, Metronidazol 1 pg/mL. Trong tudn dau
tién sinh trudng, cac tic gia cling st dung Amphoterixin B 2,5 pg/mL, twong tu nhu da.
Mbi trudmg ¢6 chira IL-2 (100 IU/ml) va IL-15 (20ng/ml) va dugc thay 3 1an/tudn. Do cdu
trac cda rudt 16ng 1o hon so v6i da, nén cac lympho bao céd thé dwoc thu gom sau mét

tuan.
Nhan rong céc t€ bao T yd clia mo

Dé nhan rong céac té bao T & thu duoc tir da cia ngudi, cic lympho bao hén hop
duogc thu gom sau tir 3 dén 4 tudn nudi ciy trén khung luéi, dugce rira trong PBS, quay ly

tAm va tai tao huyén phu trong méi trudng cia Roswell Park Memorial Institute 1640
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(RPMI-1640; Life Technologies) v6i 10% huyét thanh bao thai bo dugc bt hoat bang
nhiét (Life Technologies), L-glutamin (292 pg/ml; Life Technologies), penixilin (100 don
vi/ml; Life Technologies), streptomyxin (100 pg/ml; Life Technologies), axit N-2-
hydroxyetylpiperazin-N-2-etan sulfonic (HEPES; 0,01 M; Life Technologies), natri
pyruvat (1 mM; Life Technologies), mdi truong thiét yéu t6i thiéu (MEM) céc axit amin
khong thiét yéu (1X; Life Technologies) va 10 pl/L 2-mercaptoetanol (Life
Technologies)] & mat do 1 x 10%/ml va c6 b sung IL-2 (100IU/ml) don doc hodc IL-2 +
IL-15 (20ng/ml). Céc té bao nay dugc nhén gibng & mat do 2 x 10%/giéng vao cac dia day
bing 96 giéng (Corning) hodc & mat d 2 x 10%/ giéng vao cac dia 12 giéng (Corning) dé
nhan rong. Céc té bao nay dugc theo ddi hang ngay bang kinh hién vi, dugc nap liéu méi
trudng moi va xytokin duge thém vao 3 1an/tudn. Khi hop dong hoan toan va céac thé két
tu té bao c6 thé nhin théy duoc, cac té bao nay duogc chia theo ty 1€ 1:1 twong tng vao cac
giéng va dia bd sung. Cac té bao nay duge thu gom va phan tich bang cach st dung dém
té bao dong chay hodc duge st dung cho cac thit nghiém chirc ning sau 7, 14 hodc 21
ngay tuy thudc vao thtr nghiém nay. Néu cn dén cac té bao T y5 tinh khiét, cac t& bao nay
dugc t4i tao huyén phu trong 1ml dich dém FACS (PBS c6 chita 2% huyét thanh bao thai
bod duoc bét hoat béng-nhiét va 0,01M EDTA) va nhudm mau cho thu thé t€ bao T af
(Biolegend, clon IP26, 1:50) trong 30 phut trong bong td1 trén d4 va tit ca cac té bao am
tinh dugc phén loai bing cich st dung thiét bi phan loai Aria chay DIVA (BD

Biosciences).
Dong nudi cady vdi cac nguyén bao soi

Cho mdi 14n chuln bi nudi cdy trén khung luéi, cac tic gia da chudn bi 2 dia petri
(100x25mm, Corning) ma dwgc lam xuéc & mot vai chd bang cach ding dao md. Céc
manh da da cét nhé duoc dit 1én cac vét xude. Sau tir 5 dén 10 phat 1am kho trong khong
khi, cdc manh da nay thuong dinh vao dia va 10 ml mdi truong Da-T dugce thém vao. Moi
tredong dugc thay méi 1 14n/tudn va cdc nguyén bao s¢i so cip dugc thu gom sau khi xir 1y
bang ACCUTASE® (Life Technologies) sau 3 tudn sinh trudng. Cac nguyén bao s¢i
duoc nhan gidng trong dia 48 giéng & 1x10* hoic vao budng day bang cua cac dia 24

giéng & 2x10* trong céc thit nghiém Transwell. Sau tir 2 dén 3 ngay, cac nguyén bao soi
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dat dén trang thai hop dong va bét dau cac thir nghiém ddng nudi ciy biang cach st dung
RPMI va céc xytokin dwogc chi ra, thém vao 2x10° lympho bao cla da hdn hgp trong
truong hop cac dia 48 giéng, hodc 3x10° cac lympho bao trong truong hop cac dia 24

giéng, cac giéng day bang ciing nhu Transwell.
Pém té bao dong chay

Thuyc hién dém té bao dong chay bang cach sir dung cac khang thé sau day, dugc
ghép v6i cac chit tao mau huynh quang dugc chi ra: Ki-67-BV421, CD3-BV510, V31-
PeVio770, TIM-3-PE, CD9-PE, CCR3-BV421, CD39-BV421. T4t ca c4c mau cling luén
duoc nhudm mau dbi véi kha ning sdng, bang cach sit dung eFluor770NIR. Cac khang
thé ¢6 ban sin dugc mua tir Biolegend hodc Miltenyi. Chat nhudm mau kha ning song
(gan hdng ngoai (IR)) 14 ctia eBioscience. Thuc hién nhuém mau Ki-67 trén céac té bao
duge ¢b dinh va tao tinh thidm béng cach st dung bd dém nhu¢m mau Foxp3
(eBioscience). Khi mdi thir nghiém két thic, rira quan thé té bao trong PBS va chia lam
d6i. Cac té bao nay duge nhudm mau bang eFluor770 NIR d6i v6i kha nang sdng va dugc
rira, tiép d6 bang TrueStain (Biolegend) dé tranh gin két khong dic hiéu cta cac khang
thé nhuém mau. Mot nira mau ndy duge nhudém mau cho céc chit danh d4u bé mat da chi
ra, trong khi ntra con lai chi dugc nhudm mau cac chét danh d4u dong giéng (CD3, V1)
va v6i dbi ching isotyp twong duong cho céc chit danh ddu bé mat dugc st dung. Nghia
1a khéang thé isotyp cia chudt phit hgp duge tiép hop véi ciing chét tao mau huynh quang
nay dugc sir dung & cung ndng d6. Pdi ching isotyp khong gan két v6i khang nguyén ciia
ngudi da biét va do d6 chi thi sy gén két khong dic hidu hodc cac duong tinh gia. Day con
dugc goi 1a Am tinh thyc sw. Mbi biéu dd (sdm mau) dugc thé hién so véi ddi ching
isotyp cta né (khong t6 mau, dudng nét dirt). Cac tom tat dit liéu cho thiy ty 1€ % céc té
bao ma nhudém mau duong tinh d6i véi chit danh déu dugc chi ra va do d6 & mirc cao hon

s0 v6i isotyp. Thuc hién phan tich dém té bao dong chay trén FlowJo (Phién ban 10.1).
Giai trinh ty ARN

Céc t& bao T V31 tir da cia ngudi va cac té bao T V31 trong mau cla ngudi (sau

khi nhéan rong dugce khéi dau bang thu thé té bao T) duge phan loai (FACS), ly tdm va
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pellet té bao duogc tai tao huyén phu trong dich dém RLT. ARN duoc diéu ché béng cach
str dung bd kit RNA-Micro-plus (QIAGEN). Céac thu vién ARN duogc tao ra bang cach sir
dung bo kit KAPA Stranded RNA-seq v6i RiboErase (HMR) (KAPA BIOSYSTEMS).
Buéc giai trinh tu ddu dwoc ghép cip trén HiSeq 2500 (illumina) st dung hoé hoc chay
nhanh (dd dai doc: 100 cdp bazo (bp)). Cac két qua doc dau dugc ghép cap 101 cip bazo
duoc sép thing va dinh lugng bang cach st dung RSEM (v1,2.11) v6i Bowtie2. Cac két
qua doc dugc sip thing theo hé phién ma clia ngudi, cac gia tri doc duge bién dbi log2 va

duoc chudn hoa diém phén vi.
Dbinh lugng xytokin

Céc té bao T V51 tir da ctia ngudi dugce kich thich bing PMA va Ionomyxin hozc
mAb khang CD3 gin két dia (OKT3, Sug/ml) trong 24 gid. Sau do, thu 14y cac dich nbi
va phan tich bang cich st dung xytokin clia ngudi ProcartaPlex & panen chemokin 1A
(34 plex) cua eBioscience. Phan tich cac thtr nghiém bang cach sit dung Luminex
FlexMap3D (Luminex Corp). Phén tich dit liéu trong Microsoft Excel, gid tri trung binh
ctia 3 ngudi cho (tién hanh 13p lai hai 14n) dwgc thé hign. Céc thanh sai sb chi do léch

chuén.
Nhén rong cac té bao T 8 thu duge tir mau

Céc té bao T 8 thu dugc tir mau trong PBMC chi ¢6 thé dwgc nhéan rong néu duogc
kich thich bing céc phdi tr TCR (trong trudng hop V82, vi du IPP, HMBPP,
bisphosphonat) (41, 42) hodc bd sung khang thé dé lién két ngang thu thé TCR (mAb)
hoic kinaza két hgp TCR CD3 (43). Ciing c6 thé dat duoc hiéu qua lién két ngang TCR
trong ty bang cach sir dung lectin, nhu PHA. Khi khong bb sung thém cac tic nhan kich
thich TCR nay, cac té bao T y& trong PBMC sbng sot trong vai ngay, nhung khong nhan
rong dugc va van gilt dugc thanh phén ban d4u cta cic phan nhém té bao T cua chung

v6i cac thay dbi khong déng ké.

Mau tir nguoi tinh nguyén khoé manh dugc st dung dé phan lap cac PBMC bing
cach phét 16p mau toan phan 1én Ficoll, tiép d6 ly tdm & 400g trong 20 phut dé phan tach

céc té bao hdng cau, huyét twong va cic lympho bao bach cdu/céc bach cau don nhan. Cac
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té bao bach cu dugc thu gom cin than bang Stripette va rira bon 1an trong PBS lanh. Céc
té bao nay dugc ti tao huyén phi trong mdi trudng RPMI-1640 (Life Technologies) vi
10% huyét thanh bao thai bd dugc bat hoat bang nhiét (Life Technologies), L-glutamin
(292 pg/ml; Life Technologies), penixilin (100 don vi/ml; Life Technologies),
streptomyxin (100 pg/ml; Life Technologies), axit N-2-hydroxyetylpiperazin-N-2-etan
sulfonic (HEPES; 0,01 M; Life Technologies), natri pyruvat (1 mM; Life Technologies),
mdi truong thiét yéu t6i thiéu (MEM) cac axit amin khong thiét yéu (1X; Life
Technologies) & mat do 1 x 10%/ml va c6 bd sung IL-2 (100IU/ml). Céc té bao nay duoc
chuyén vao dia 24 giéng c6 phii khéng thé don dong pan y8 TCR (20pg/ml, clon B,
Biolegend) 90 phut truéc khi chuyén té bao. Céc té bao nay dugc sinh truéng trong 14
ngady, moi trudng duge thay 2-3 ngay mot 1an va xytokin méi dwgc thém vao. Khi dat dén
hop dong, céc té bao ndy dugc chia 1:1. Trong c4c didu kién nay, sau 14 ngdy, quan thé
thtr yéu ban du cua cac t& bao T y& thuong duge kich hoat manh thong qua TCR cua
ching (nhu duoc chi ra bang qué trinh didu tiét tang néu 1a CD69 va CD25) va dugce lam
giau phan 16n gdm c6 chi yéu cic té bao T V52 nhung cé céc té bao T V51 (t6i da 30%
trong toan bd céc té bao T y3). Cac té bao T V31 c6 thé duoc phan l4p sau d6 bang cach
stt dung FACS dé phan tich chtrc nang, kiéu hinh, hodc di truyén.

Két qua

Céc té bao T 5 clia ngudi c6 nhiéu & da, biéu hién TCR khong phai 1a V82 va tham gia

vao dap ing gidm st cang thing bach huyét & nguoi

Stt dung quy trinh Clark (29), cac tac gia da sir dung cac mau da du thira clia nguoi
¢6 bd sung IL-2 va IL-15 dé tao diéu kién cho ting truéng nhanh céc lympho bao cu tri &
md trong thdi gian 3 tudn thu duge quan thé lympho bao chira trung binh 240.000 té
bao/khung ludi. Phu hgp véi cac béo céo trude day (29), cac tac gid co thé nhén dién cac
phan nhom lympho bao cu tri ¢ da phén biét, voi da 36 céc t& bao biéu hién TCR af
thong thuong, phan 16n thude loai “TRM” cu tri & md. N6i chung, 59,9% (+8,6) té bao
CD45+ 1a CD4+, va 18,3% (£2,8) té bao T ap CD8+ vdi ty 1é nho té bao NK 8,7% (+3,6).
Ngoai ra, cac tdc gia phat hién ra rang quén thé chii yéu ciia cac té bao T 8 (trung binh

8,513% té bao CD45+, £ 6,564%) & ngudi cho (Fig.1A va Fig.3D). Dai dién phan nhém
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c4c lympho bao nay sau khi nudi cdy kiéu co quan c6 tinh sinh san cao & khoang 100
ngudi cho, va twong duong véi cdc mau da mdi thuy phan, chi khac biét & chd quin thé
5 gia tang nhe, nhung xét theo tinh img dung thuc tin, cho cac quan thé lympho bao 16n
hon nhiéu va thudn khiét hon so vé6i cac quy trinh thuy phan mé tiéu chuin. Theo céc tai
liéu tham khéao vé& véin dé phan budng mé cia cic té bao T yd cia ngudi dyua trén chudi
delta TCR ciia chung, da s6 céc t& bao T 5 cuia da nguoi biéu hién chudi TCR V81 ghép
cap voéi nhiéu chudi v dugc nhén dién bf?lng cach dém té bao dong chay. Piéu nay trai véi
da s cac t& bao T y8 clia mau ngoai vi, thé hién heterodime TCR dic hiéu don nhét caa
chudi V82 dugce lién két voi Vy9 va hiu nhu khong c6 trong cac miu da cia ngudi. Tuy
nhién, didu quan trong can luu ¥ 14 phan nhém dang ké khong biéu hién TCR V31 hay
TCR V&2, dan dén tén goi cac té bao T yd “4m tinh kép” (Fig.1C).

Céc té bao T y8 cu tra & da duge dé sinh trudng theo cach nay thé hién kiéu hinh
ghi nhé duoc biét hoa khong theo cach ddu tén cing, khoéng co biéu hién CD45RA va
bidu hién c4c murc thay ddi phéan tir dong kich thich CCR7. Twong tu véi cic té bao T
trong méau tudn hoan thong thudng, c¢6 biéu hién manh protein bé mat CD69 ciing véi biéu
hién thy thé chét theo chwong trinh 1 (PD-1); cac mitc tir thip cho dén khéng c6 thu thé
IL-2 o (CD25); va khong c6 phan tir ddng kich thich CD28 cho thay 1a céc té bao T dugc
kich hoat trudc d6 hodc dugce kich hoat man tinh (Fig.1D). Phu hop véi viéc khu trt & md
clia chung, cac té bao V51 va DN thé hién c¢6 biéu hién cac chét danh dau cu tra & da va
md, nhu CLA, CCR4, CCRS va integrin oE (CD103) (xem Fig.7). B chit danh déu cu
tro & moé nay c6 thé chimg minh 13 ¢6 loi trong bbi canh liéu phap mién dich. Ngoai ra,
cic té bao T Yo cu tra & da thé hién cac mirc biéu hién cao dbi voi thu thé kich hoat
NKG2D (Fig.2A), ngu ¥ vai trd c6 thé c6 ciia cac té bao nay trong dap ng gidm sat cing
thing bach huyét. Cac phdi tt NKG2D, nhu MICA, MICB va ULBPs, twong ting dugc
didu tiét ting boi cac té bao dap ung vdi tdn thuong ADN, kich hoat thu thé EGF va cing
thing oxy hoa va do d6 c6 thé cho phép céc té bao T biéu hién NKG2D dé nhan dién va
tiét trir cac t& bao bi cang thing hodc di bién nap, nho d6 duy tri can bang ndi mo. Phu
hop v&i nguyén tic ndy, cac tic gia da phét hién ra rang céc té bao T v5 cu tru & da dugc

nhan rong bing phwong phap cua sang ché duoc kich hoat khi phoi nhidm véi cac phéi tir
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tai td hop dbi v6i thu thé NKG2D (MICA, ULBP2) chiing té qua trinh khtt hat nhu dugce
do bing muc didu tiét ting protein mang két hop lysosom CD107a (Fig.2A). Dau hiéu
twong ty bdm sinh nay 13 doc nhat véi cac té bao T y8 DN va V51+, do céc té bao T cu tra

& md khéac (Fig.2C) va té bao T v trong mau tudn hoan khong c6 dap ung nay (Fig.10B).

No6i chung, cac té bao T y& DN va V38l+ cu tri & da dugce kich hoat thyc hién
chwong trinh xytokin c¢6 xu huéng THI tién viém (nhudm mau duong tinh d6i v6i IFN-y,
TNF-0. vd GM-CSF) khi duoc kich hoat bang PMA/ionomyxin hogc bang cac phdi tir
NKG2D, vi du protein tai t§ hop MICA (Fig.2A va Fig.2B), nh& d6 khing dinh cac dap
tng trong ty bim sinh clia cac té bao nay. Thuc vy, cac dap ing véi MICA hau nhu
hoan toan bi huy bé nho phong bé thu thé NKG2D bang khéng thé (Fig.2B va Fig.2C).

Céc té bao T 8 da biét 1a bai tiét IL-17 trong céc trudng hop bénh nhat dinh nhu
bénh vAy nén va trong mot s loai khéi u. Cac té bao T v duoc nhan rong bang phuong
phap ciia sang ché san sinh IL-17 & mitc thip hoic khong san sinh IL-17 tham chi ngay ca
khi kich hoat manh (Fig.2B va Fig.8). Tréi lai, c4c té bao T o biéu hién CD4 cu tri & md
san sinh IL-17 khi kich hoat TCR (Fig.2B). N6i chung, c4c té bao T af thé hién danh muc
xytokin da dang hon nhiéu khi dap tng véi PMA/ionomyxin so véi céc té bao T y& V&1+

va DN, ma bi han ché & chuong trinh ¢6 xu huéng TH1 két hop véi bao ve vat chu.
Phéan tach tir md gay kich hoat va tdng sinh b at cac té bao T y5 & mod ciia ngudi

Dé nghién ciru tiép md clia ngudi, cac t€ bao T 5 va sinh hoc cia ching, cic tac
gia da chuyén céc lympho bao da hdn hgp vao cac giéng nudi cdy té bao va bd sung thém
IL-2 dé duy tri kha ning séng theo thdi gian. Thi vi 1, céc téc gid da nhanh chong phat
hién ra rdng nho phan tach khoi cac té bao mo dém va biéu md c6 mit trong quy trinh
nuoi céy kiéu co quan, C4c t& bao T V81 thé hién mot cach doc déo cac d4u hiéu kich hoat
va tang sinh ma khong can bd sung thém kich thich bat ky nao khac. Trong thdi gian it
hon 7 ngay, cac té bao T yd V31+ va DN didu tiét tang duy nhéit va 6 at yéu t6 nhan Ki-67
va gia tang bidu hién bé mit cua thu thé IL-2 o (CD25) (Fig.3B va Fig.4B). Néi bat 13,
trong thoi gian 3 tudn va chi véi su ¢6 mit cua IL-2, cac té bao T y8 V&1+ va DN thu

duoc tir md ting truéng nhanh hon tit ca cac phan nhém té bao T khac, dé biéu thi dén
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65% trong sb toan bod cac lympho bao cla da, gia ting vé s6 lwong trung binh 127,18 14n,
trong khi céc té bao T af chi nhan Ién 5,21 1an (p=0,0124) nhu duoc do bang sd luong té
bao tuyét di (Fig.3A). MFI cua yéu t& nhan két hop chu trinh té bao KI-67 gia ting tlr
2664,5(+1876,1) dén 8457,7(+4574,2) trong 14 ngdy & cic té bao T y3 V31+ va DN,
trong khi d6 & céac té bao T of, MFI giam tir 592,8(£390,5) xubng con 284,7(x140,1)
trong cung khoang thoi gian nay (Fig.3C). Hién tugng téng trudng nhanh cua t€ bao T v5
cu trti & da chon loc nay c6 thé duge chimg minh tiép bang cach str dung IL-15 tai t6 hop

bd sung, chét ny gia ting kha ning séng va tdng sb cac lympho bao.

Céc té bao T v5 ctia da b (rc ché tich cuc boi céc nguyén bao soi theo cach phy thude tiép
xuc

Su nhan rong déng ké céc t& bao T y8 V31+ va DN dd md ta & trén khong bao gid
xdy ra trong cac hé nudi cdy kiéu co quan, trong d6 c6 ting trudng manh mé& nguyén bao
soi. Do d6, céc tac gia da nudi cdy cdc nguyén bao soi ty than dé thr nghiém tryc tiép liéu
qua trinh ddng nudi cdy clia chung véi céc té bao T y5 V81+ va DN ¢6 trc ché sy nhan
rong céc té€ bao T nay hay khong. Sau 3 tudn nudi cdy trén khung luéi, cac tic gia da nhan
gidng cac lympho bao da hdn hgp vao cac giéng khong c6 gi hodc c6 chia don 16p hop
dong d3 thiét 1ap truéc d6 ctia cac nguyén bao sgi, va trong mdi trudng hop c6 bd sung
moi trudng nay véi IL-2 ngoai sinh, dé duy tri ting truéng cla té bao T. Ngoai ra, céc tac
gia da st dung Transwell ma ngan ngtra cac té bao lympho T khong cho tiép tiép xtc truc
tiép cac nguyén bio sgi trong cing giéng, nhung cho phép chiing bi 4nh huéng béi cac
yéu t hoa tan bét ky cia nguyén bao sgi. Trong 14 ngay ddng nudi céy, vai cac té bao T
vd V31+ va DN bét dau tang sinh trong cac giéng trong d6 khong c6 nguyén bao s¢i va
trong cac giéng trong d6 té bao T bi ngan khong cho tiép xuc truc tiép véi nguyén bao soi.
Nhu trude ddy, qua trinh ting sinh té bao T af 1a & muc thip trong tit ca cac diéu kién.
Pang chu y 1a, khi cac té bao T dugc cho phép tiép xtc vdi cac nguyén bao sgi, thi tdc do
ting trudng trong 2 tudn cua cac té bao T y& V81+ va DN bi gidm déng ké, tir 22,6 (SEM
8,07) 14n trong cac giéng khong c6 tiép xic nguyén bao s¢i xudng con 3,3 (SEM 0,17) 1an
(Fig.4A). Su tc ché qua trung gian tiép xtc ndy con dugc khing dinh tiép bang viéc

khong c6 diéu tiét ting CD25, Ki-67 va yéu td phién ma T-bet & V31 trong thoi gian 7
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ngdy so voi cac lympho bao duge sinh trudng don doc (Fig.4B). Dang kiém soat qua
trung gian-md nhét dinh cla hé thdng mién dich dudong nhu c¢6 vai trd co ban dé duy tri
can bang ndi md, do néu khong c6 kidm soat nay, s& c6 nguy co bi viém nhiém dai ding.
Su diéu tiét mang tinh e ché céac té bao T y5 V51+ va DN béi cac nguyén bao sgi md

dém duong nhu 18 mot vi dy ctia kiém soat nay.

Tém lai, kiéu hinh cta cac té bao T y8 V81+ va DN cu tri & da va c4c tiém ning
chitc ning ndi bat ctia ching phan 4nh viéc cac té bao T dugc kich hoat truéc d6 ma
thuong bi kiém so4t boi cac nguyén bao soi clia da bén canh thong qua co ché phu thudc
tiép xtc ma chua dugc xdc dinh dac tinh. Lam bt hoat co ché d6 b%mg cach giai phong
céc t& bao T khong cho tiép xic v6i cc nguyén bao s¢i cho phép chon loc nhén rong
dang ké céac té bao T y8 V&1+ va DN, trong khi d6 cac té bao T khac & da khong bi anh

hudng.

Giai phéng e ché qua trung gian tiép xtc 1am cho céc té bao T V31 cua da dép tmg

xytokin c6 xu huéng TH1 ddc tinh té bao

Céc lympho bao thu dugc tir da hdn hgp duge nhan rong trong 14 ngay, va phan
loai té bao két hop huynh quang dugc st dung d& loai bo céc t& bao T ap tir cac té bao T
v® ma nho d6 c6 thé thu dugce véi do tinh khiét 1én dén 90%. Céc té bao da lam gidu nay
dugc dé lang vao cac giéng nuodi cay té bao & ndng dd 150.000 té bao/giéng trong mai
truong RPMI ¢6 chita 10% FCS, tir 6 céac dich ndi dugce thu gom 24 gid sau d6 va dugc
danh gia dbi véi mot loat cac xytokin hi€u tng bing cach st dung bang dua trén
LUMINEX®. Hoan toan bit ngd, qua trinh nhan rong té bao T vy (chi xay ra khi phan
tach ching khoi nguyén bao soi) tu phéat san xuét lugng 16n cac xytokin c6 lién quan dén
TH1 nhu IFN-y (12,383,46 + 16,618,90 pg/ml), GM-CSF (4,316,73 £ 4,534,96 pg/ml) va
cic chemokin tién viém CCL4 (14,877,34 + 10,935,64 pg/ml) va CCL3 (1,303,07 +
757,23 pg/ml) (Fig.5A).

Ngoai ra, cc té bao ndy san xudt lwong 16n IL-13 tu phat, két hop véi cac dap ting
di ing, trong qué trinh nhan rdng va trai véi cac té bao T y& duoc kich hoat TCR thu dugc

tir da méi duoc phan 1ap; cac xytokin khac duge san xuat & cac mirc thap hon nhi€u hodc
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hoan toan khong duoc san xuét, vi du IL-17A (Fig.8). Céac tiém ning hiéu Gmg cao clia cac
té bao nay c6 thé duoc gia ting hon nita sau khi kich thich bang MICA tai td hop (phdi tir
NKG2D), bang lién két ngang khang CD3, hoic biang PMA/Ionomyxin. Pé danh gia tiém
niang ddc tinh té bao ctia cac té bao T v da nhan rong khéng lai cac té bao dich 4c tinh,
cac tac gia da st dung cac dong té bao dugc bién nap da thiét 14p trong céc thir nghiém
ddng nudi cdy 24 giv. Cac té bao T y5 V51+ va DN thé hién hoat tinh doc tinh té bao rat
cao dbi v6i cac té bao Hela (cd tir cung) va Caco2 (rudt két), theo cach phu thudc liéu
dung, t6t hon nhiéu so véi cac té bao T af ciia md thong thuong (Fig.5B). Ngoai ra, doc
tinh t& bao qua trung gian té bao Y3 c6 thé bi c ché manh bing cach phong bé thu thé nho
str dung céc khang thé don dong hoa tan cho thAy 1a thy thé nay it nhit phan nao tham gia
vao giam sat khdi u cia cac té bao T ¥ thu dwoc tir da clia ngudi da khit kim ham. Cac
tac gia con khang dinh dugc tim ning doc tinh té bao cia cac té bao nay bang cach st
dung cac dich khac: HCT1954, MDAMB231 (ca hai cua caxinom vi) va HCT116 (rudt
két) (Fig.9).

Céc t€ bao T 3 cu tri & mo trong rudt cia nguoi

Céc tac gia cling da nhan dién quan thé cu tra & md khong tao mau clia cac té bao
T v5 biéu hién thu thé t& bao T V51 trong cac nudi cy khung luéi thu dugc tir rudt két
cta ngudi (Fig.6). O 3 ngudi cho, cic téc gia c6 thé nhan rong céc té bao nay bang cich
st dung cac phuong phap gidng nhu céc phuong phap da st dung 15 cho cac té bao da,
trong thoi gian tir 4 dén 5 tuln. Trong qud trinh nhén rong, cac té bao T yd V51+ va DN
thu duoc tir rudt két thé hién kiéu diéu tiét ting Ki-67 tuong ty sau khi phén lap chung tur
quy trinh nudi céy té bao kiéu co quan gidu nguyén bao s¢i. Tuong tu, cac té bao T vd
V51+ va DN cu trd 6-rudt két bi kich thich manh nhd cung cép céc phdi tir cho thy thé
NKG2D. Trudc day da c6 bao cdo la cac té bao T y8 thu duge tir mau dugc trang bi tbt dé
¢6 doc tinh t& bao qua trung gian té bao phu thudc khéng thé thong qua biéu hién CD16,
chimg minh doc tinh té bao ting cudng nhim dich khang lai u lympho dong gidng té bao
B duong tinh CD20 khi két hop v6i rituximab. Tuong tw, bénh bach ciu lympho bao man
tinh (CLL) va cac té bao ung thu vi duong tinh HER2 bi tiéu diét hiéu qua hon khi dugc
nhdm dich bang c4c khang thé don dong (31). Dé danh gia tiém ning cua cac té bao T
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V51 thu dugce tir da nhdm dich cac té bao dich dugc opsonin hoa bang khang thé, céc tac
gia da kiém tra cac mirc biéu hién cta 3 thu thé Fc két hop IgG1 CD16, CD32 va CD64.
Céc té bao T V31 thu duge tir da bidu hién cac mire thip thy thé FC CD16 nhung thé hién
céc murc biu hién t6t dbi véi thy thé IgG CD64 4i luc cao (Fig.11). Do d6, cic té bao T
V51 thu duge tir mod c6 thé duge trang bi tdt dé st dung lam chét phu trg cho céc li€u
phép khang thé don dong nhu liéu phap CD20 hoic Her2 do ching s& dugc din huéng
bang khang thé dén céc vi tri 4c tinh va di cin, nhan biét cac té bao khéi u duoc opsonin

hoa va tiéu diét cac dich thong qua ADCC.
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YEU CAUBAO HO
1. Phuong phép nhédn rong céc té bao T y& cu tri & md khong tao mau in vitro, trong d6
phuong phép nay bao gdbm budc nudi cdy cac lympho bao da thu dugc tir md khong tao
mdau cua nguodi hodc dong vat khong phai la nguoi khi ¢6 mdt interleukin-15 (IL-15),
trong d6 cac lympho bao khong tiép xuc truc tiép véi céc té bao md dém hoic biéu mod
trong khi nudi cdy, va trong d6 cac lympho bao duge nudi cdy khi khong c6 mit chit chi

vén con dudng thu thé té bao T duge bd sung theo cach ngoai sinh.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 cac lympho bao nay khong tiép xuc truc tiép véi
c4c nguyén bao soi trong khi nubi cdy.

3. Phuong phép theo diém 1 hoic 2, trong d6 phuong phép nay bao gdm budc nudi cdy
cac lympho bao dugc thu duge tir md khong tao méu ctia nguoi hodc cia dong vat khong
phai 12 ngudi khi ¢6 mégt IL-2.

4. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cic diém néu trén, trong d6 phuong phap nay
bao gdm budc nudi cdy cac lympho bao khi khong c6 mit c4c tin hiéu kich hoat TCR
hoic ddng kich thich TCR.

5. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 cac lympho bao
dugc nudi cay khi khéng c6 mit cac té bao m6 dém hoic biéu mo.

6. Phuong phép theo diém 5, trong d6 cac té bao mod dém hoic biéu md dugc loai bd
trude khi nudi cdy.

7. Phuong phap theo diém 5, trong d6 cac lympho bao dugc nudi ciy khi khong c6 mait
cac nguyén bao soi.

8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 céc nguyén bao sgi dugce loai bo trude khi nudi chy.
9. Phuong phép theo diém bt ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 cac lympho bao
duoc nudi cdy trong moi truong nhan rong yd bao gdm IL-2 va IL-15.

10. Phuong phép theo diém 9, trong d6 mdi trudng nhén rong y8 khong kich hoat hodc
d6ng kich thich c4c thu thé té bao T.
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11. Phuong phép theo diém bt ky trong sé cac diém néu trén, trong d6 cac lympho bao
da thu duoc tir da, dudng ti€u hod (vi du rudt két), mo tuyén v, phéi, gan, tuy hodc tién
liét tuyén.

12. Phwong phap theo diém bt ky trong sé cac diém néu trén, trong d6 cac té bao T yd 1a

céc té bao khong phai 12 V82, nhu c4c té bao V81 hodc cac té bao T y8 am tinh kép (DN).
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