(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

o cmnsesmoemroe o0 [N
CUC SO HUU TRi TUE
1-0043703
(510 C12N 5/0784; CI2N 5/0786; C12N (13) B
5/0783

(21) 1-2022-07732 (22) 31/08/2017
(62) 1-2019-01068
(86) PCT/IP2017/031419 31/08/2017 (87) WO 2018/043660 08/03/2018
(30) 2016-170996 01/09/2016 JP
(45) 25/02/2025 443 (43) 25/04/2023 421A

(73) RIKEN IMMUNE REGENERATIVE MEDICINE INC. (JP)
10-2 Ichibancho, Chiyoda-ku, Tokyo 1020082, Japan
(72) NOGUCHI Katsuo (JP); TADAKI Toshio (JP).
(74) Coéng ty TNHH Tam nhin va Lién danh (VISION & ASSOCIATES CO.LTD.)

(54) PHUONG PHAP SAN XUAT TE BAO BUOI GAI KICH THICH TE BAO T DIET
TU NHIEN (NKT)
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(57) Séng ché dé cap dén phuong phap san xuét té bao dudi gai kich thich té bao
NKT, phuong phap nay bao gdm cac budc: bude dit té bao don nhan trong binh
nudi cay va dé cho mot sb té bao don nhan lang trén bé mit day ciia binh bang
cach giir yén moi trudong nudi cdy; bude loai bo té bao ndi khac véi cac té bao da
ling trén bé mat day cua binh nudi cay; bude 1am cho bach ciu don nhan to trong
s6 cac té bao da lang trén bé mat ddy biét hoa thanh té bao dudi gai chua thanh
thuc bang cach bd sung yéu td da duge xéac dinh trudce vao binh nuéi ciy; va bude
cam tmg té bao dudi gai thanh thyc thanh té bao dudi gai kich thich t& bao NKT

bang cach bd sung a-galactosylxeramit vao binh nuoi cay.
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Linh vie k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché @& cap dén phuong phép san xuit t& bao dudi gai kich thich &
bao NKT, va phuong phap san xuét ché phdm té bao chira t& bao dudi gai kich

thich t€ bao NKT va té bao NKT.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Trong sb cac phuong phap diéu tri ung thu gin ddy, ngoai phau thuat,
héa tri lidu, va xa tri, tri liéu mién dich bao gdm viéc chiét té bio mién dich tir
bénh nhén, hoat héa té bao nay, va sau dé dua té bao nay trd lai bénh nhan dang
duoc cha y. Su giam sb lwong té bao mién dich trong co thé hodc giam hoat
tinh cua t& bao mién dich ¢ thé 13 nguyén nhan dan dén su bit dau cua bénh
ung thu. Trong tri liéu mién dich, diéu nay dugc khic phuc bang cich lam ting

s6 luong t& bao mién dich hodc twong tw dé tin cong té bao ung thu.

Trong mot vi du da biét cua phuong phap tri liéu mién dich ung thu, ung
thu dugc didu tri b::ing cach tao xung t¢ bao don nhdn ngoai vi véi
a-galactosylxeramit dé hoat hoa hoic ting sinh t& bio NKT ma dugc bao gdbm
trong té bao don nhén, va sau d6 str dung té bao NKT cho bénh nhan. Nghién
ctru 14m sang cia tri li€u nay vai sy tdp trung vao ung thu phdi dang ngay cang
tién trién (vi du, tham khao tai liéu phi sang ché 1).

Té bao NKT la nhém phu ciia té bao T ¢6 déc tinh ctia ca té bao T va té
bao diét tu nhién (Té bao NK). Té bao NKT tao nén chi khoang 0,1% té bao T
trong mau ngoai vi. DAu hiéu x4c dinh cta té bao NKT 1a & chd khi duoc hoat
hoa, chiing san xuét luong 16n ctaa I[FN-y, IL-4, va yéu td kich thich tao cum dai

thuc bao bach cau hat (GM-CSF).

D3 biét ring t& bao NKT duoc hoat hoa trong qué trinh truyén tin hiéu
hoat hoa thong qua thu thé t& bao T Va24VB11 trén bé mit cta té bao NKT khi
a-galactosylxeramit (a-GalCer) dugc trinh di¢n bdi phén tr CD-1d trén bé mat
clia t& bao trinh dién khang nguyén (té bao dudi gai).
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Danh muc tai liéu trich dan

Tai liéu phi sang ché

Tai liéu phi sang ché 1: Shinichiro Motohashi, Kaoru Nagato, Naoki
Kunii, Heizaburo Yamamoto, Kazuki Yamasaki, Kohsuke Okita, Hideki
Hanaoka, Naomi Shimizu, Makoto Suzuki, Ichiro Yoshino, Masaru Taniguchi,
Takehiko Fujisawa, and Toshinori Nakayama, A Phase I-II Study of
a-Galactosylceramide-Pulsed IL-2/GM-CSF-Cultured Mononuclear Cells in

Patients with Advanced and Recurrent Non-Small Cell Lung Cancerl, The

Journal of lummnolog 182:2492-2501 (2009)
Ban chét ky thuat cia sang ché

Vén d cin duoc giai quyét boi séng ché

Khéng c¢6 phuong phép nao dé san xudt mot cach hiéu qua va kinh & té
bao dudi gai kich thich té bao NKT da duoc biét dén trude day.

Do d6, muc dich ctia sang ché 1a d& xuit phuong phap san xuit mot cach
kinh té t& bao dudi gai kich thich té bao NKT.

Bién phép giai quyét vin d&

Mbt phuong 4n ciia sang ché 1a phuong phép san xuét t€ bao dudi gai
kich thich té bao NKT. Phuong phap san xuit nay dugc dic trung béi viéc bao
gdm cac bude sau:

dat t& bao don nhén vao binh nudi cdy va gitt cho binh nubi cdy ding
yén dé cho phép mot sb t& bao don nhan két dinh véi bé mit d4y cta binh;

loai bo té bao da dugc tao huyén phu khac véi té bao ma d3 két dinh
v6i bé mit ddy cta binh nudi cdy;

b sung yéu t& da dugc x4c dinh trude vao binh nuoi cdy dé 1am cho
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bach cdu don nhén to trong s6 cac t& bao ma da két dinh vé6i bé mat day biét

hoa thanh té bao dudi gai chua thanh thuc;

bd sung yéu té da duge xac dinh trude vao binh nudi cdy dé lam thanh

thuc té bao dudi gai chua thanh thuc; va

b6 sung o-galactosylxeramit vao binh nudi cay dé cdm tng t€ bao dudi

gai kich thich té bao NKT tir t€ bao dudi gai trudng thanh.

Theo phuwong 4n nay, té bao dudi gai kich thich t€ bao NKT c6 thé thu
duoc mét cach hidu qua, trong khoang thoi gian twong ddi ngén, va véi lugng
nhé moéi trudng nudi cdy bing cach 1am cho bach ciu don nhén to trong sb té
bao don nhén két dinh v6i bé mat day ctia binh nudi cdy va biét hoa cac bach
cAu don nhan to nay thanh t& bao dudi gai. Do d6, phuong phép san xuét theo
phuong 4n ndy 1am cho té bao dudi gai kich thich NKT c6 thé duoc didu ché
theo céch kinh t& hon va véi d6 chinh xé4c cao hon so véi, vi du, phuong phap
thu duoc t& bao dudi gai kich thich NKT dugc bdc 16 trong Tai liéu phi sing

ché 1.

Phuong 4n khac cta sang ché 1a phuong phép san xuat ché phdm té bao
chira té bao dudi gai kich thich té bao NKT va té bao NKT. Phuong phap san
xuat nay duoc dic trung bai viée bao gdbm cac bude sau: dit té bao don nhan
vao binh nubi cdy thtr nhat va gift cho binh nudi cay dimg yén dé cho phép mot
sb t& bao don nhén két dinh v&i bé mit ddy cua binh; thu gom va bao quéan té
bao da duoc tao huyén phu khéc voi té bao ma da két dinh véi bé mat day cta
binh; bd sung yéu té da duoc x4c dinh truéce vao binh nudi cdy thir nhat dé lam
cho bach ciu don nhén to trong sd cic t& bao ma da két dinh v6i bé mit day
biét héa thanh té bao dudi gai chua thanh thuc; bd sung yéu t6 da dugc xac dinh

trude vao binh nudi cdy thir nhat dé 1am thanh thuc té bao dudi gai chua thanh
3
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thuc; bd sung o-galactosylxeramit vao binh nudi cdy thir nhat & cam tng té
bao dudi gai kich thich t& bao NKT tir t bao dudi gai trudng thanh; va dat té
bao dudi gai kich thich t& bao NKT va té bao tao huyén phu d& duge bao quan
trong binh nubi cay thir hai va nudi cdy cac té bao nay dé cam ung té bao NKT

tir mot s6 té bao da dugc tao huyén phu.

Theo phuong 4n nay, céc t& bao di dwoc tao huyén phi ma khéng két
dinh v6i bé mit day cua binh nudi céy duoc thu gom, va sau d6 dugce tron va
duoc nudi cly véi té bao dudi gai kich thich t& bao NKT trong budc tiép theo.
Nho dé, t& bao NKT c6 thé duge cam tmg tir mot s6 té bao da duogc tao huyén
pht, va ché phém t bao chira té bao dubi gai kich thich t& bao NKT va té bao

NKT c6 thé thu duoc.

Phuong phap san xuat t& bao dudi gai kich thich t€ bao NKT theo
phuong 4n néu trén co thé con bao gém budc bao quan lanh t& bao dudi gai
kich thich t& bao NKT thu dugc. Ngoai ra, phuong phap san xuit ché pham té
bao theo phuong an néu trén cling ¢ thé con bao gdm budce bao quan lanh ché

pham teé bao thu dugec.
Hiéu qua c¢6 loi cta sang ché

Theo sang ché, t& bao dudi gai kich thich té bao NKT c6 thé duogc tao ra
mot cach kinh t& va véi do chinh xac cao trong khoang thoi gian tuong d6i

ngan.
Mo ta van tat cac hinh vé

FIG. 1 thé hién két qua vao Ngay 0, Ngay 7, va Ngay 14 trong qué trinh
phan tich té bao NKT st dung bao ké chay trong thir nghiém nudi chy cta Vi
dul.
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FIG. 2 thé hién két qua vao Ngay 0, Ngay 7, va Ngay 14 trong qua
trinh phén tich té bao NKT sir dung bao ké chay trong thir nghiém nubi cy ctia

Vidul.

FIG. 3 thé hién két qua vao Ngay 0, Ngay 7, va Ngay 14 trong qua
trinh phén tich t& bao NKT sir dung bao ké chay trong thit nghiém nubi cdy cla
Vidul.

FIG. 4 thé hién tdng sb luong t& bao va ty 1é té bao sdng sét trong

nhom thir nghiém cua Vi du 1.

FIG. 5 thé hién ty 18 biét hoa cta t& bao dudi gai trong nhém thir

nghiém cua Vidu 1.

FIG. 6 thé hién két qua vao Ngay 0, tru6c khi két dong, va sau khi két
d6ng va lam tan dong trong qua trinh phén tich CD14, CD83, va CD86 trén bé

mit t& bao st dung bao ké chay trong thir nghiém nudi cAy cta Vi du 2.

FIG. 7 thé hién két qua vao Ngay 0, trudc khi két déng, va sau khi két
ddng va lam tan dong trong qua trinh phan tich CD14, CD83, va CD86 trén bé

mat t& bao st dung bao ké chay trong thir nghiém nubi chy cua Vi du 2.

FIG. 8 thé hién két qua vao Ngay 0, truc khi két dong, va sau khi két
déng va 1am tan dong trong qua trinh phéan tich CD14, CD83, va CD86 trén bé

miit t& bao st dung bao ké chay trong thir nghiém nuéi céy cua Vidu 2.

FIG. 9 thé hién tdng s luong t& bao va ty 18 té bao song sét trude khi
két déng va sau khi két dong va lam tan déng trong nhom thir nghiém cta Vi

du 2.

FIG. 10(A) dén 10(C) thé hién két qua vao Ngay 0, Ngay 2, va Ngay 6
trong qua trinh phén tich té bao NKT st dung bao ké chay trong thir nghiém
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nudi cay cua Vidu 3.

FIG. 11(A) dén 11(C) thé hién két qua vao Ngay 0, Ngay 2, va Ngay 6
trong qua trinh phén tich té bao NKT st dung bao ké chay trong thir nghiém

nuoi cay cua Vidu 3.

FIG. 12(A) dén 12(C) thé hién két qua vao Ngay 0, Ngay 2, va Ngay 6
trong qué trinh phén tich t& bao NKT st dung bao ké chay trong thir nghiém

nuoi cay cua Vidu 3.

FIG. 13(A) va 13(B) thé hién két qua vao Ngay 0 va Ngay 6 trong qua
trinh phén tich té bao dudi gai st dung bao ké chay trong thir nghiém nudi ciy

ctia Vidu 3.

FIG. 14(A) va 14(B) thé hién két qua vao Ngay 0 va Ngdy 6 trong qua
trinh phan tich té bao dudi gai st dung bao ké chay trong thir nghiém nudi chy

cua Vidu 3.

FIG. 15(A) va 15(B) thé hién két qua vao Ngay 0 va Ngdy 6 trong qua
trinh phan tich té bao dudi gai st dung bao ké chay trong thir nghiém nudi cly

cua Vidu 3.

FIG. 16 thé hién téng s6 luong t& bao va ty 1& té bao sdng sét trong

nhom thtr nghi€m cua Vi du 3.
M3 ta chi tiét sang ché

Cac phuong 4n ctia sang ché bay gio s& dugc giai thich dudi day. Trong
cac phuong 4n nay, k¥ thuat da biét thong thuong va da biét trong tinh trang k¥
thuat c6 thé duge vién dan va dugc thiét ké/cai bién mot cach thich hop.

Theo phuong an ctiia phuong phap san xuét theo sang ché, trudc tién, té
bao don nhan duoc dit vao binh nudi cdy va binh nubi cy nay duge dé yén dé

cho phép mot s t& bao don nhan két dinh voi bé mit day cua binh. O day,
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nhidu bach ciu don nhén to dugc bao gdm trong s6 céc t& bao ma da két dinh
v6i bé mit day cua binh. Bang cach phan lap bach cdu don nhén to theo cich
nay, bach ciu don nhan to ¢6 thé duge biét hdéa mot cach hidu qua thanh té bao
dubdi gai, va cudi cing, té bao dudi gai kich thich té bao NKT c6 thé thu duge
mot cach hiéu qua trong khoang thoi gian tuwong d6i ngén. Ngoai ra, theo
phuong an nay, vi bach ciu don nhén to duoc phan 1ap nhu duge md ta trén day,
lugng moi trudng nudi cdy can str dung c6 thé dugc lam giam, va do do, t€ bao
dusdi gai kich thich té bao NKT c6 thé duge san xuat véi chi phi thap hon.

Trong ban mo ta nay, thuat ngl “t& bao don nhan” chi quin thé t& bao
bao gdm lymphé bao va bach cAu don nhan to. Té bao don nhan c6 thé thu
duoc tir mau, nhu mau ngoai vi, tlly xuong, va mau cubng rén, str dung phuong
phép da biét cong khai nhu ly tAm va bao ké chay. Ngoai ra, té bao don nhén c6
thé duoc thu gom truc tiép tir nguoi bang k¥ thuét phan tach thanh phin mau.
Tét hon néu thu duoc té bao don nhan bing k¥ thuat phan tach thanh phin mau
vi quy trinh nay c6 thé dugc don gidn héa va c6 it anh hudng dén dbi twong vi
cac thanh phin mau khéc véi té bao don nhan c6 thé dugc quay trd lai.

Mbi trudong nudi cdy duge bd sung vao binh nudi cly. Dbi véi moi
trudng nudi cdy, moi trudng nudi cly da biét cong khai thich hop @& nudi cy té
bao don nhan c6 thé duoc str dung. Vi du, moi trudng nudi cdy thu duoc bang
cach bd sung mot cach thich hop cac chit phu gia nhu huyét thanh, yéu t6 sinh
trudng, xytokin, chét thay thé huyét thanh, vitamin, chit dém, va mudi vo co
vao méi truong nudi cy co ban duge st dung trong viée nudi cy té bao dong
vat (vi dy, moi trudng t& bao dubi gai khong c6 huyét thanh CELL GRO GMP
(Cell Genix, #20801-0500), v.v.) c6 thé duoc st dung. Pé lam vi du cu thé vé
mdi truong nudi cdy, c6 thé ké dén, nhung khong giéi han &, ALyS505N-0

(NIPRO, #1020P10), AIM-V@Medium CTS (ThermoFisher, #0870112-DK),
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V.V..

Binh nudi céy duoc st dung khong bi gigi han mot cach cu thé, mién 1a
binh nay thuong dugc st dung d& nudi cdy té bao dong vat va cé bé mit day
ma t& bao c¢6 thé duoc két dinh vao d6. D& 1am vi du khong giéi han vé binh
nudi cdy, c6 thd k& dén dia c6 sin trén thi trudng (AGC TECHNO GLASS,
#3810-006), dia (CRNING, CellBIND Surface 100 mm, #3296), binh

(Sumitomo Bakelite, #MS-21050), v.v..

Khoang thoi gian dé gitt yén cho binh nudi cdy ma té bao don nhan da
duoc dit vao do dé cho phép mot s6 t& bao don nhan két dinh voi bé mat day
ctia binh khong bi gi6i han mot cach cu thé, ma c6 thé 13, vi dy, 1 dén 12 gid,
t4t hon 14 2 gid. Nhiét d6 va khong khi trong khi gitt cho binh nuéi cdy dung
yén c6 thé 1a diéu kién dugc st dung @8 nudi cdy té bao don nhén, va cac diéu
kién ndy c6 thé duoc thiét 14p bing cach sir dyung thiét bi 1, v.v. ma thuong
dugc st dung dé nubi céy. Vi du, nhiét do cé thé nim trong khoang tir khoang
35 dén 38°C, tbt hon 1a 37°C, va ndng d6 CO2 c6 thé nim trong khoang tir 1

dén 10%, t6t hon 1a khoang 5%.

Viéc loai bo t& bao di duoc tao huyén phu khong két dinh v6i bé ma}t
d4y cua binh c¢6 thé dugc thuc hién bang phuong phap thong thuong. Vi dy, céc
té bao di duoc tao huyén phu cé thé duoc loai bo béng cach hut. Cac té bao da
dugce tao huyén phi ma dugc loai bd c6 thé duge loai bd hodc dugce bao quan.
Cu thé, theo phuong 4n khéc cua sang ché, cac t& bao dd duoc tao huyén phu
khong két dinh véi bé mit day cia binh c6 thé duoc thu gom va duge bao quan.
Vi du, céac té bao da duoge tao huyén phi ma da duge thu gom c6 thé duoc tao
huyén phii trong chit l1ong bdo quan lanh thich hop d& bao quan lanh té bao,
dugc dit trong binh bdo quan lanh, va sau d6 dugc bao quan lanh & nhiét do
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-80°C. Dé lam vi du chét long bao quan lanh té bao, c6 thé ké dén CP-1

(Kyokuto Pharmaceutical Industrial Co., Ltd., #324042-3), v.v..

Tiép theo, moi trudong nudi cly va (cac) yéu t6 quy dinh duoc dit vao
binh nudi cdy trong d6 té bao da két dinh v6i bé mat day cia né dé 1am cho
bach cAu don nhan to trong s6 cac t& bao ma da két dinh véi bé mit day biét
héa thanh t& bao dudi gai chua thanh thuc. M6i trudng nudi cay duge giai thich
trén day c6 thé dugc st dung lam méi trudong nudi cdy. Dé lam céc yéu t6 da
duge x4c dinh truée d& 1lam cho bach cAu don nhan to biét héa thanh té bao
dudi gai chua thanh thuc, c6 thé k& dén IL-4 va GM-CSF, va hon hop cia ca
hai trong sb céc yéu t6 nay 1 duge uu tién. Néu IL-4 dugc sir dung, khoang
ndng d6 ctia né t6t hon 1a tir 100 dén 1.000 ng/mL, t6t hon nita 1a tir 200 dén
800 ng/mL, va thdm chi t6t hon nita 13 tir 400 dén 600 ng/mL. Néu GM-CSF
dugc st dung, khoang néng d6 ctia né tot hon 1a tir 100 dén 1.000 ng/mL, tdt
hon nita 12 tr 200 dén 800 ng/mL, va tham chi t6t hon nita 1 tir 400 dén 600

ng/mL.

Trong qué trinh nudi cAy dé biét hoa, cc diéu kién gibng nhu céc diéu
kién nuoi céy duoc mo ta trén day co thé duoc stir dung, va cac diéu kién nay cé
thé duoc cai bién mot cach thich hop boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh
vuce k¥ thuat nay. Ngoai ra, thoi gian nudi cAy phai du dé 1am cho bach céu don
nhén to biét hoa thanh té bao dudi gai chua thanh thuc, va c6 thé dugc thiét 1ap
mot céach thich hgp boi ngudi 6 hidu biét trung binh vé linh vuc k§ thuit nay.
Vi du, thoi gian nudi cdy 1a tir 4 dén 6 ngay, tot hon 1a 5 ngay.

Tiép theo, (c4c) yéu t6 quy dinh dugc dit vao binh nudi chy dé lam
thanh thuc t& bao dudi gai chua thanh thuc. D8 lam (c4c) yéu td quy dinh duoc
st dung & ddy, c6 thé k& dén IL-4, GM-CSF, Yéu td hoai tir khdi u o (TNFa),
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va Prostaglandin 2 (PGEz). Hon hop ctia cac yéu 6 nay 13 dugc wu tién. Néu
IL-4 duoc stir dung, khoang ndng d6 ctia nd tét hon 14 tir 100 dén 1.000 ng/mL,
t6t hon nita 13 tir 200 dén 800 ng/mL, va tham chi tt hon nita 13 tir 400 dén 600
ng/mL. Néu GM-CSF dugc sir dung, khoang ndng d6 ctia né tot hon 1a tir 100
dén 1.000 ng/mL, t6t hon nita ia tir 200 dén 800 ng/mL, va tham chi t6t hon
nita 13 tir 400 dén 600 ng/mL. Néu TNFo. dugc sir dung, khoang ndng d6 ctia
n6 &t hon 13 tir 1,0 d&n 100 ng/mL, t&t hon nita 1a tir 5,0 dén 20 ng/mL, va
thAm chi tdt hon nita 14 tir 8 dén 12 ng/mL. Néu PGE; duoc sir dung, khoang
ndng d6 cua né tt hon 1a tir 100 dén 10.000 ng/mL, t6t hon nita 1a tir 500 dén

5.000 ng/mL, va thdm chi t6t hon nita 14 tir 800 dén 1.200 ng/mL.

Céc didu kién nudi cdy dé thanh thuc c6 thé 1a cac didu kién gidng nhu
cac diéu kién nubi cdy duoc mo ta trén ddy, va cac diéu kién nay cé thé duogc
cai bién mot cach thich hop boi ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vyc k§
thudt nay. Thoi gian nudi cdy phai da dé cho phép té bao dudi gai chua thanh
thuc trd nén thanh thuc, va c6 thé duoc thiét 14p mot cach thich hop boi nguoi
c6 hidu biét trung binh v& linh vuc k¥ thut nay. Vi du, thoi gian nudi cdy 1 tir

1 dén 3 ngay, t6t hon 13 2 ngay.

Tiép theo, a-galactosylxeramit (a-GalCer) dugc bd sung vao binh nudi
cly dé cam umg t& bao dudi gai kich thich té bao NKT tir té bao dudi gai da
thanh thuc. O day, “té bao dudi gai kich thich t& bao NKT” biéu thi té bao dudi
gai ma cam ung su hoat hda va tang sinh cua té bao NKT. Trén bé mit ciia cac
té bao dudi gai nay, a-GalCer dugc trinh dién bdi cac phén tir CD-1d, va té bao
NKT duge hoat héa khi t¢ bao NKT nhan ra a-GalCer.

Khoéang ndng d6 ctia 0-GalCer trong buéc nay t6t hon 1a tir 10 dén 1.000
ng/mL, t6t hon nita 14 tir 20 dén 800 ng/mL, va tham chi t6t hon nita 14 tr 80
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dén 120 ng/mL.

Trong budc ndy, cac didu kién giéng nhu cac didu kién nudi cdy duoc
mo ta trén ddy c6 thé duoc st dung cho didu kién nudi cdy dé thu duoc té bao
dubdi gai kich thich té bao NKT, va cac diéu kién nay c6 thé duge cai bién mot
céch thich hop boi ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuce k¥ thuét nay. Thoi
gian nudi cdy phai di dé 1am cho té bao dudi gai d4 thanh thuc tré thanh € bao
duéi gai kich thich té bao NKT, va c6 thé duge thiét 14p mot cach thich hop boi
nguoi ¢ hiéu biét trung binh vé linh vue k§ thuat nay. Vi duy, thoi gian nu6i

chy 1a tir 0,25 dén 2 ngay, t5t hon 1a 1 ngay.

Théo phuong an khac, trong truong hop cac té bao da dugc tao huyén
phu ma khong két dinh v&i bé mit day duge thu gom va duge bao quan, sau khi
té bao dudi gai kich thich té bao NKT thu duge nhu dugc mo ta trén day, céac té
bao dudi gai va cac té bao da duge tao huyén phi ndy duogc dit vao binh nudi
céy khac va dugc nudi céy, va nho d6 té bao NKT c6 thé duge cam ung tir mot
s té bao da duoc tao huyén phi. O day, néu céc té bao di duge tao huyén phu
duoc thu gom dugce bao quan lanh, cac té bao da duoc tao huyén phu cé thé
duogc lam tan d6ng & nhiét do, vi dy, 37°C va sau d6 dugc tron véi t& bao dudi
gai. Theo phuong 4n nay, t& bao dudi gai kich thich té bao NKT lam cho mét s6
té bao da duogc tao huyén phu biét hda thanh té bao NKT va trd nén duge hoat
héa. Nho do, theo phuong én nay, ¢ thé thu dugc ché pham té bao chira té bao
dudi gai kich thich € bao NKT va té bao NKT. O ddy, trong ban md ta nay,
thuat ngtt “ché phim té bao” biéu thi ché phdm chira té bao va ciing chua céc
thanh phan khac véi té bao nhu mdi trudng nudi céy, chit long bao quan, v.v..

Phuong phap san xuit theo céc phuong dn da duge mo ta trén déy c6 thé
con bao gdm budc bio quan lanh té bao dudi gai kich thich té bao NKT thu
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duge hodc ché phim té bao chira cc t& bao dudi gai va té bio NKT nay. Ty 18
sdng st té bao va su biéu hién cla céc chit danh ddu su biét hoa khong giam
ngay ca néu té bao dudi gai hosc ché pham té bao dugc bao quan lanh, va do 4o,
khong mét chirc ning & bao. Vi ¢6 thé bao quan lanh nhu duge md ta trén day,
té bao dudi gai kich thich € bao NKT va ché phim t bao chia t€ bao kich
thich t& bao NKT va té bao NKT c6 thé dugc tao ra mot cach 6n dinh. Viée bao
quan lanh t& bao c6 thé duoe tién hanh bang phuong phép bao quan lanh té bao
da bibt v6i nguoi ¢ hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuét nay. Vi dy, viéc
bao quan lanh 6 bao c6 thé duogc tién hanh bang céch tao huyén phu té bao
trong chét 1ong bao quan d biét cong khai ma thich hop dé két dong t€ bao, két
dong dung dich huyén phu véi, vi dy, nito 16ng, va bao quan dung dich huyén

phu d& duge 1am dong lanh ¢ nhiét d9, vi du, -80°C hodc thép hon.

Té bao dudi gai kich thich té bao NKT va ché phim té bao chira t& bao
dudi gai va t& bao NKT thu dugc bang phuong phép san xuét theo cac phuong
an da dugc mo ta trén day c6 tac dung kich thich mién dich va tac dung chéng
ung thu. Ché phim té bao d& sir dung trong diéu tri bénh lay nhiém hodc tri liu
mién dich ung thu c6 thé duge san xuét bang cach trén té bao dudi gai hodc ché

phim t& bao v6i chit mang dugc dung.

Trong phin sau day, sang ché s& dugc giai thich chi tiét thém bang cach
vi dy, nhung pham vi ctia séng ché khéng bi giéi han & cac vi du dugc giai
thich dudi day.
Vi du thyc hién siang ché

Céc tac gia sang ché da san xuét té bao dudi gai kich thich té bao NKT
va ché phim té bao chira t& bao dudi gai va t& bao NKT nhu duge md ta dudi

day st dung cac miu mau (ID: NKT001-009) tir cac ca thé khoe manh.
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Vit liéu
V4t liéu duoc st dung trong cac thir nghiém sau la nhu sau.

- a-GalCer: Osaka Synthetic Chemical Laboratories, Inc. (Osaka

Synthetic), Lot No. N-32-A (San pham hang GMP)
- GM-CSF: Miltenyi Biotec, #170-076-136
- IL-4: Miltenyi Biotec, #170-076-135
- IL-2: NIPRO, #87890
- Prostaglandin E-2: SIGMA, #P6532-1MG
- TNF-alpha: Miltenyi Biotec, #170-076-103
- moi truong nudi cly: ALyS505N-0 (NIPRO, #1020P10)
AIM-V@Medium CTS (ThermoFisher, #0870112-DK)
- khéng thé:

FITC IgGl cua chudt, Pbi chimg isotyp x (FC) Catalo #400114

BioLegend

FITC IgG2a cua chudt, DPbi chung isotyp x (FC) Catalo #400214

BioLegend

PE/Cy7 IgG1 cua chudt, Pdi ching isotyp x (FC) Catald #400126

BioLegend

APC/Cy7 IgG1 cua chudt, Dbi chung isotyp x (FC) Catald #400128

BioLegend
Khang TCR Va24-FITC Catal6 # IM1589 BECKMAN COULTER

Khang TCR VB11-PE Catald # IM2290 BECKMAN COULTER
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PE/Cy7 khang CD3 ctia ngudi Catald # 300420 BioLegend

APC/Cy7 khang CD56 cua nguoi (NCAM) Catalo # 318332

BioLegend
Vidul

Vao ngay déu tién (Ngay 0), cac thanh phan t& bao trudc tién dugc
phén 1ap by k§ thuat phén tach thanh phdn mau. Cac thanh phan t bao duoc
tao 16p thanh cac 16p, mdi 16p 30 mL trong LeucoSep, va ly tam (3000
vong/phit, 20 phut, r/t, Accel: 1, Decel: 1) dugc tién hanh. Sau d6, 16p té bao
don nhén duge thu gom trong 6ng ly tim dung tich 50 mL, lugng tuong duong
ctia dung dich mudi sinh Iy dugc bd sung vao d6 dé tao ra huyén phiy, va sau d6
ly tim (1500 vong/phut, 5 phut, r/t, Accel: 3, Decel: 2) duoc tién hanh. 30 mL
AIM-V duge bd sung dé tao ra huyén phu, va sau d6 khéi két tu t& bao dugc
loai bo bang cach str dung bd loc té bao va sb luong té bao dugc x4c dinh. 2 x
107 té bao don nhan duoc 14y mAu (dbi voi Ngay 0) dé sir dung trong phép do
bao ké chay. Té bao don nhan dugc gieo vao sau binh nudi céy huyén phi1 225
cm? da duge bd sung 30 mL AIM-V, c4c binh dugc giit yén trong hai gi¢ trong
thiét bi 0 (37°C, CO25%), va té bao khong két dinh dugc thu gom. Té bao
khéng duoc két dinh di duge thu gom dugc ly tdm (1500 vong/phit, 5 phut, r/t,
Accel: 3, Decel: 3), va AIM-V duoc bd sung dé dat dén 2 x 10° té bao trong
huyén phi. Luong twong dwong cua CP-1 chira 11,8% albumin huyét thanh
ngudi duoc bd sung, va sau d6 huyén phu t& bao khéng dugc két dinh dugc dit
trong tGi chay (NIPRO) va dugc bao quan & nhiét d6 -80°C. ALySSO5N-0

(NIPRO, #1020P10) dugc sit dung lam moi truong nubi chy.

Trong khi d6, 30 mL AIM-V dugc bd sung vao té bao da dugc két dinh

trong binh, va IL-4 dugc bd sung vao AIM-V trong binh dé dat d@én 500 U/mL
14

14/48



43703

va GM-CSF dugc b sung dé dat dén 500 U/mL, va sau d6 cic binh dugc gitt

yén trong 5 ngdy trong thiét bi i (37°C, CO2 5%).

Vao ngdy tht nam tir khi bat diu nudi cdy, IL-4 dugc bd sung vio
AIM-V trong binh d& dat dén 500 U/mL, GM-CSF dugc bd sung dé dat dén
500 U/mL, TNFo dugc bd sung dé dat dén 10 ng/mL, va PGE; dugc bd sung
d8 dat dén 1 pg/mL, va sau d6 cac binh duoc giit yén trong 1 ngdy trong thiét
bi 0 (37°C, CO2 5%). Vao ngay thit séu tir khi bat dau nudi cdy, a-GalCer duogc
bd sung vao AIM-V trong binh dé dat dén 100 ng/mL, va cc binh dugc gitt

yén trong 1 ngay nita trong thiét bi 1 (37°C, CO2 5%).

Vao ngay tht by tir khi bit ddu nubi cdy, t& bao da dugc tao huyén phu
dugc thu gom tir cdc binh, duge ly tAm (1500 vong/phut, 5 phut, r/t, Accel: 3,
Decel: 3), va dugc tao huyén phii bing cach bd sung 30 mL dung dich mubi
sinh ly. Ly tdm (1500 vong/phut, 5 phut, 1/t, Accel: 3, Decel: 2) lai dugc tién
hanh, va 30 mL ALyS505N-0 (chira 100 U/mL IL-2) dugc bd sung dé tao ra
huyén phu. O day, té bao khong dugc két dinh duogc bao quan vao Ngay 0 duoc
lam tan dong & nhiét d6 37°C, duoc ly tdm (1500 vong/phut, 5 phut, 1/t, Accel:
3, Decel: 2), va 30 mL ALyS505N-0 (chira 100 U/mL IL-2) dugc bd sung dé
tao ra huyén phi. Céc nhém t& bao nay duogc gieo vao céc tii (v6i 2L mdi
trudng nudi cdy) thu dugc bing cach ndi hai tai 1L véi ALyS505N-0 (chira 100
U/mL IL-2) st dung 6ng ndi, va cac tii dugc gift yén trong 1 ngdy trong thiét
bi 1 (37°C, CO2 5%). 1 mL dugc ldy mAu tir c4c tui da dugce gieo d6i véi phép
x4c dinh ELISA va sau d6 duoc ly tAm (1500 vong/phut, 5 phut, 1/t, Accel: 3,
Decel: 3). Trong d6, ndng do t& bao va ty 18 t& bao séng sét clia té bao duoc
nuoi céy trong tui 2L dugc xac dinh. Ngoai ra, phan tur bé mit t& bao dugc xac

dinh béng bao ké chay sir dung mét s6 t€ bao di duoc nudi cy trong tui 2L.
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Viéc xac nhén té bao NKT duoc tién hanh véi TCR Va24-FITC hoidc
TCR Va24-PerCP/Cy5,5, TCR VB11-PE, CD3-PE/Cy7, CD56-APC hoac
CD56-APC/Cy7, va viéc xac nhan té bao dudi gai duge tién hanh véi CD14-PE,
CD83-PE, CD80-PE hoic CD86-PE. Cac té bao con lai trong tai 2L con dugc
nuéi cdy Iién tuc trong tir 1 dén 2 tudn. Phén tich bao ké chay dugc tién hanh dé
x4c nhan té bao NKT trong t bao d dugc nudi cay lién tuc.

Két qua phan tich bao k& chay dugc thé hién trén FIG. 1 dén 3. FIG. 1
dén 3 minh hoa két qua khi tién hanh thir nghiém gidng nhu vay sir dung té bao
thu duoc tir ba cé4 thé khoe manh (ID: NKT004, NKT005, va NKT006). Va24
va Vb1l trong cac hinh v& nay 13 hai cau triic siéu phan tir clia thu thé t& bao T
(TCR) ma la phan tr thiét yéu d6i v6i viéc nhan dién khang nguyén, va cling 1a
cAu tric siéu phan tir TCR ma nhén dién a-GalCer. Néu khéng thé huynh quang
ma lién két dic hibu vé6i cac clu tric siéu phan tir ndy duge tron véi nhom té
bao can dugc kiém tra va sau d6 phéan tich bao ké chay duogc tién hanh, té bao
ma khang thé nhan dién Va24 da két dinh v&i né s& dich chuyén theo huéng
ndm ngang va té bao ma khéng thé nhan dién Vb1l da két dinh v6i n6 s& dich
chuyén theo hudng thang ding, va mat d§ huynh quang dugc phat hién rd rang.
Té bao ma ca hai khang thé nay da lién két véi xuét hién dudi dang cac cham
trong hinh vudng & tdm cla dd thi. Mdi trong s6 cac chim nay dai dién cho té
bao NKT. Gi4 tri s6 (%) bidu thi trong céc hinh v& 14 ty 18 té bao NKT chiém so
v6i tdng sb luong té bao duge st dung trong mdt phéan tich. Trong tat ca céc
thir nghiém, ty 1& t& bao NKT dat dugc t8i da tai thoi diém mot tudn tir khi bét
dAu nudi cy. FIG. 4 thé hién ty 16 séng s6t té bao trong nhém thir nghiém nay.
FIG. 5 thé hién tdng sb luong té bao dudi gai sau khi nudi chy, ty 18 té bao séng

s6t, va ty 18 biét héa ddi vai té bao dudi gai (DC) trong nhém thir nghiém nay.
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Nhu 18 rang tir FIG. 1 d&n 3 va 5, su ting sinh té bao NKT dé thay (dat
dén tdi da khoang 30 14n) dugc xac nhan sau 1 tudn nubi céy khi phén lép bach
cAu don nhén to bang cach lam cho bach ciu don nhén to trong s6 t& bao don
nhan két dinh voi bé mit ddy cia binh va sau d6 lam cho bach cAu don nhén to
biét hoa thanh t& bao dudi gai. Cling di x4c nhan dugce ring ty 18 ¢ bao NKT ¢6
xu huéng giam sau hai tudn. Trong khoang thoi gian nudi ciy, khong c6 su thay
d6i trong tdng sb lwong té bao, va khdng c6 su giam ty 18 té bao séng sot (FIG.

4).
Vidu?2

Vao ngay ddu tién (Ngay 0), cic thanh phan té bio trudc tién dugce
phan 14p bang k¥ thuat phan tach thanh phan méu. Céc thanh phén té bao dugc
tao 16p thanh cac 16p, mdi 16p 30 mL trong LeucoSep, va ly tdm (3000
vong/phut, 20 phut, 1/t, Accel: 1, Decel: 1) dugc tién hanh. Lép té bao don nhan
duoc thu gom trong dng ly tim dung tich 50 mL, lugng twong duong cua dung
dich mudi sinh Iy duoc bd sung vao d6 dé tao ra huyén pht, va sau d6 ly tim
(1500 vong/phut, 5 phtt, t/t, Accel: 3, Decel: 2) dugc tién hanh. Sau d6, 30 mL
AIM-V duge bd sung dé tao ra huyén phu, va khdi két tu té bao duoc loai bo
bf?lng cach st dung b0 loc té bao va sb luong té bao duoc xac dinh. 2 x 107 té
bao don nhan dugc ldy mau (ddi véi Ngay 0) dé sir dung trong phép do bao ké
chay. Céc t& bao ndy dugc xé4c dinh dbi véi CD14, CD83, va CD86 bing bao ké
chay. Té bao don nhan dugc gieo vao séu binh nudi ciy huyén phu 225 cm? d3
duge bd sung 30 mL AIM-V, va c4c binh dugc gift yén trong hai gio trong thiét
bi 0 (37°C, CO25%). Sau d6, t& bao khong dugc két dinh duge loai bo, va 30
mL AIM-V dugc bd sung vao té bao di duge két dinh trong binh. IL-4 duge bd

sung vao AIM-V trong binh dé dat d&én 500 U/mL va GM-CSF duoc b6 sung dé
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dat dén 500 U/mL, va sau d6 cac binh dugc giit yén trong 5 ngay trong thiét bi
u (37°C, CO2 5%).

Vao ngdy thir nim sau khi bat dau nudi cdy, IL-4 dugc bd sung vao
AIM-V trong binh, dé dat dén 500 U/mL, GM-CSF duoc bb sung dé dat dén
500 U/mL, TNF-o dugc bd sung dé dat dén 10 ng/mL, va PGE; duoc bd sung
48 dat dén 1 pg/mL, va sau d6 cac binh duoc giit yén trong 1 ngay trong thiét
bi 1 (37°C, CO2 5%). Vao ngay thi sau tir khi bat dau nubi cdy, a-GalCer duoc
bd sung vao AIM-V trong binh dé dat dén 100 ng/mL, va céc binh dugc giit

yén trong 1 ngdy trong thiét bi i (37°C, CO2 5%).

Vao ngay thi: bay tir khi bt ddu nubi cdy, té bao da dugc tao huyén phi
dugc thu gom tir cdc binh, dugc ly tdm (1500 vong/phut, 5 phut, 1/t, Accel: 3,
Decel: 3), va dugc tao huyén ph bang cach bd sung 30 mL dung dich mubi
sinh 1y, va sau do ly tdm (1500 vong/phit, 5 phut, r/t, Accel: 3, Decel: 2) lai
dugc tién hanh. Té bao két tua dugc tao huyén phil bang céch bd sung 30 mL
dung dich mubi sinh 1y va sau d6 dugce ly tdm (1500 vong/phut, 5 phut, r/t,
Accel: 3, Decel: 2), va cong doan tao huyén phu giéng nhu vay béng cach bd
sung 30 mL dung dich mudi sinh 1y duoc lap lai hai 14n nira. Mot ph?ln clia chat
long huyén phu té bao thu duge duogc léy mau, va néng do té bao va ty 18 té bao
séng sot ciia nd duge xac dinh. Ngoai ra, CD14, CD83, va CD86 trén bé mit té
bao dugc xé4c dinh bang bao ké chay. Sau d6, ly tim (1500 vong/phut, 5 phut,
1/t, Accel: 3, Decel: 2) duoc tién hanh va céc t& bao da duoc thu gom dugce tao
huyén phi trong 6 mL chét long bao quéan lanh (10% DMSO, 90% tu huyét
thanh), va huyén phii nay dugc phan phéi vao cac lo véi lugng bang 1 mL mbi
lo. Céc lo dugce bao quan & nhiét d6 -80°C. Sau khi lam tan dong, CD14, CD83,

va CD86 trén bé mit t& bao duge x4c dinh bang bao ké chay.
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FIG. 6 dén 8 thé hién két qua trong qué trinh phéan tich CD14, CD83, va
CD86 trén bé mit té bao bang bao ké chay vao Ngay 0, trude khi két dong (sau
khi cam tng sy biét hoa), va sau khi két doéng va lam tan dong dbi véi té bao
ctia ba c4 thé khde manh (ID: NKT007, NKT008, va NKT009). FIG. 9 thé hién
tdng s6 Iuong té bao va 1y 18 t bao sdng sot trude khi két dong va sau khi lam
tan déng/rira d61 voi nhom thir nghidém tuong Gng véi FIG. 6 dén 8. Trong mdi
mau, khong c6 su khéc biét v& cac chat danh ddu bé mit trude va sau khi két
dong dbi véi t8 bao duge cam Ung biét hoa, va su bién mét cia CD14 va su
tang cuong CD83 va CD86 dugc x4c nhéan (FIG. 6 dén 8). Ngoai ra, trong mdi
mau, khong c6 sy thay dbi trong ty 18 té bao sdng sét trude va sau khi két dong

(FIG. 9).
Vi du so sanh

Tham chiéu dén phuwong phéap duge bdc 16 trong Tai liéu phi séng ché 1,
thtr nghiém sau duge tién hanh bang cach st dung té bio don nhan thu dugc tir
ba cé thé khée manh (ID: NKT001, NKT002, NKT003). Vao ngay dau tién
(Ngay 0), cac thanh phan té bio trude tién dugc phan lap bang k¥ thuat phan
tach thanh phan mau. Céc thanh phan té bao dugc tao 16p thanh céc 16p, mdi
16p 30 mL trong LeucoSep, va ly tdm (3000 vong/phut, 20 phut, 1/t, Accel: 1,
Decel: 1) dugc tién hanh. Sau do, 16p t€ bao don nhan duoc thu gom trong 6ng
ly tAm dung tich 50 mL, lugng twong duong cua dung dich mubi sinh ly duoc
b sung vao d6 dé tao ra huyén pht, va sau d6 ly tm (1500 vong/phit, 5 pht,
t/t, Accel: 3, Decel: 2) duoc tién hanh. Sau khi loai bé dich ndi bé mit, 30 mL
AlyS505N-0 (chtra 100 U/mL IL-2) sau d6 duoc bd sung dé tao ra huyén phu,
va khéi két tu té bao duoc loai bo bf?mg cach st dung bd loc té bao va sd luong

té bao duoe xac dinh. 2 x 107 té bao don nhan dugc 1y miu (cho Ngay 0) dé sir
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dung trong phép do bao ké chay. Té bao don nhan dugc gieo vao bdn binh nudi
cdy huyén phu 225 cm? v&i lugng bing 6 x 107 t& bao/60 mL, va (cc) chat
phan ng duge bd sung nhu dugc thé hién duéi ddy vao bdn binh.

Binh 1: khong c6 gi

Binh 2: 800 U/mL GM-CSF

Binh 3: 100 ng/mL a-GalCer

Binh 4: 800 U/mL GM-CSF + 100 ng/mL a-GalCer

Cac binh duoc gift yén trong thiét bi & (37°C, CO2 5%), va céc té bio
con lai duoc gieo vao cac thi (v6i 2L mdi truong nudi cdy) thu dugc bang cach
ndi hai tGi 1L v&i ALyS505N-0 (chita 100 U/mL IL-2, 800 U/mL GM-CSF, va
100 ng/mL a-GalCer) st dung bng ndi. Cac tai da dugc gieo duoc gitt yén
trong 6 ngay trong thiét bi i (37°C, COz 5%). Phén tir bé mit té bao clia céc t€
bao néu trén dé xé4c dinh bing bao ké chay duogc x4c dinh theo cach giéng nhu

trong Vidu 1.

Vao ngay tht hai (Ngay 2) sau khi bat dau nuéi cdy, 20 mL chat long
nudi cdy duge thu gom tir mdi binh, va néng do té bao va ty 18 t bao séng sot
duoc x4c dinh. Sau d6, chat 1ong nudi cdy duge ly tim (1500 vong/phit, 5 phut,
r/t, Accel: 3, Decel: 3), va sau d6 1 mL cua chét 1ong nay duoc lay mau tiép va
duoc ly tam (1500 vong/phut, 5 phut, r/t, Accel: 3, Decel: 3). Phan tir bé mit té
bao cia té bao da dugc ly tdm dugc xac dinh béng cach st dung bao ké chay.

Vao ngay thtr sdu (Ngay 6) sau khi bat dau nudi cdy, 20 mL duoc thu
gom tir m&i binh, va ndng d6 t& bao va ty 18 té bao sdng sét dugce x4c dinh. Sau
d6, chat 1ong nudi cdy dugc ly tdm (1500 vong/phut, 5 phut, r/t, Accel: 3,
Decel: 3), va sau d6 1 mL cua chét long nay dugc 14y miu tiép va duge ly tam
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(1500 vong/phit, 5 phit, r/t, Accel: 3, Decel: 3). Phan tir bé mit t& bao cua té

bao d3 duogc ly tAm dwoc xac dinh bang céch str dung bao ké chay.

Té bao NKT dugc phan tich bang bao ké chay vao Ngay 0, Ngay 2, va
Ngay 6, va t& bao dudi gai duoc phén tich bang bao ké chay vao Ngay 0 va
Ngay 6. Viée nudi cdy duoc tién hanh trong céc diéu kién trong d6 khong cé
xytokin duoce bd sung, trong d6 chi cé6 GM-CSF duge bd sung, trong dé chi co
a-GalCer dugc bd sung, va trong d6 ca GM-CSF va a-GalCer déu duogc bd
sung. FIG. 10(A) dén 10(C), FIG. 11(A) dén 11(C), va FIG. 12(A) dén 12(C)
thé hién két qua khi phan tich bing bao ké chay ddi vdi té bao NKT vao Ngay 0,
Ngay 2, va Ngay 6 d6i voi ba ca thé khde manh (ID: NKT001, NKT002,
NKT003). FIG. 13(A) va 13(B), FIG. 14(A) va 14(B), va FIG. 15(A) va 15(B)
thé hién két qua khi phéan tich bing bao ké chay ddi véi té bao dudi gai vao
Ngay 0 va Ngdy 6 d6i v6i ba ca thé khde manh (ID: NKT001, NKT002,
NKT003). FIG. 16 thé hién ty 18 sbng st t& bao trong nhém thir nghiém nay.
Nhu duge thé hién trén FIG. 10(C), 11(C), va 12(C), khong c6 su tang sinh té
bao NKT c6 thé dugc xac nhén sau 1 tudn nudi cdy. Khong c6 sy thay doi trong
téng s6 luong t& bao trong khoang thoi gian nudi cdy nay, va khong c6 sy gidm
ty 18 t& bao sdng sét (FIG. 16). Ngoai ra, nhu dugce thé hién trén FIG. 13(B),
14(B), va 15(B), trong khi xu huéng dbi véi bach cdu don nhan to ¢ biét héa
thanh t& bao dudi gai duge quan st thiy trong mdi nhém thir nghiém, nhung
khéng thu duogc két qua rd rang.

Dua vao nhitng gi néu trén day, c6 thé hiéu ring trong phuong phap ctia
Vidu 1 va 2, t& bao dudi gai kich thich t& bao NKT thu dugc véi hidu qua tbt
trong khoang thoi gian ngén khoang 1 tudn, va sy ting sinh té bao NKT dat

dugec, so voi phuong phap ctia Vi du so sanh. Ngoai ra, trong phuong phép cua
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Vi du so sanh, mdi trudng nudi cdy long duoc sir dung trong tii nudi cdy té bao
va luong mdi trudng nudi cdy duoc st dung 13 16n hon trong phuong phap cia
Vi du 1 va 2. Noi cach khac, phuong phap cua Vi du 1 va 2 sir dyng it moi
trudong nudi cdy hon (khoang mot phan mudi) so véi phuong phép cta Vi du so

sanh, va do d6, c6 tinh kinh té.
Kha nang ing dung trong cong nghiép

Sang ché 1a hitu ich trong viéc san xuét t& bao dudi gai kich thich té bao
NKT va san xut ché phim té bao chira t€ bao dudi gai kich thich té bao NKT
va té bao NKT, ma duoc st dung trong, vi dy, tri liéu mién dich. Theo cac
phuong phap san xuit ndy, phuong phép san xudt t& bao dudi gai va ché pham
t& bao hiéu qua cao, dn dinh, va kinh t& c6 thé duoc cung cép, va do dé, sang

ché 13 hitu ich v& mit cong nghiép.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap san xult t& bao dudi gai kich thich t& bao T di€t tu nhién

(NKT), phuong phap nay bao gbm céc budc:

(al) budc két dinh trong d6 té bao don nhan dugc dit vao binh nubi
cdy va binh nubdi cdy nay dugc dé yén d& cho phép mét sb té bao don nhan két
dinh v6i bé mit day cta binh;

(b1) buéc loai bo trong do t& bao da dugc tao huyén phu khic véi té
bao ma di két dinh véi bé mit day cta binh nudi cdy duoc loai bo;

(c1) bubc biét héa trong d6 yéu td da dugc xac dinh trude duge bd
sung vao binh nudi cdy dé lam cho bach cau don nhén to trong s cac té bao ma

da két dinh v6i bé mit day biét hoa thanh té bao dudi gai chua thanh thuc;

(d1) bude thanh thyc trong d6 yéu t§ da dugc xac dinh trude duge bd

sung vao binh nu6i céy dé 1am thanh thuc t& bao dudi gai chua thanh thuc; va

(el) budc cam ung trong do o-galactosylxeramit dugc bd sung vao
binh nudi cdy d& cam tng t& bao dudi gai kich thich té bao NKT tir té bao dudi
gai truong thanh.

2. Phuong phép san xuat t& bao dudi gai kich thich té bao NKT theo diém 1,
trong do yéu td d3 duoc x4c dinh trudce trong bude biét hoa 1a it nhét mot trong

s6 IL-4 va yéu t5 kich thich tao cum dai thuc bao bach ciu hat.

3. Phuong phép san xuét té bao dudi gai kich thich té bao NKT theo diém 1
hodc 2, trong do6 yéu t6 da duge xac dinh trudc trong bude thanh thuc 14 it nhét
mot yéu td duoc chon tir nhém bao gém IL-4, yéu td kich thich tao cum dai
thyc bao bach cau hat, yéu t6 hoai tir khéi u a, va prostaglandin E2.

4. Phuong phép sén xuét t& bao dudi gai kich thich té bao NKT theo diém bét
23
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ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong do6 ndéng d cua a-galactosylxeramit
trong budc cam ng nam trong khoang tir 10 dén 1.000 ng/mL.

5. Phuong phap san xuét té bao dudi gai kich thich té bao NKT theo diém bt
ky trong s cac diém tir 1 dén 4, trong d6 phuong phap ndy con bao gbm budc

bao quan lanh t& bao dudi gai kich thich té bao NKT thu dugc.
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Fig. 5

Tong s luong té bao| Ty 16 18 bao séng s6t] Ty 1¢ biét héa DC

10,0 x 10'té bao 90,5% #100%

(+3,90x10") (+3,50)

té bao
Fig. 9

Téng sb luong t& bao va ty 18 t& bao sbng st (TE bao dudi gai)
Trude khi lam tan dong
Téng s6 luong té bao [Ty 16 té bao séng s6t
NKT007 | 9,87 x107té bao 88,5%
NKT008 | 6,23 x 10 té bao 94,0%
NKT009 | 13,9x 107 té bao 89,2%

Sau khi 1am tan dong va rira
Téng s lugng 4 bao | Ty 16 té bao sdng sot
4,56 x 107t bao 92,3%
3,26 x 10 té bao 85,9%
8,94 x 107 t& bao 87,2%
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