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(54) VECTO BIﬁU HIEN THU Tl;n*é CUA KHANG NGUYEN KHAM (CAR) VA TE
BAO T BIEU HIEN THU THE CUA KHANG NGUYEN KHAM NAY

(57) Sang ché dé cap dén cdc t€ bao T biéu hién CAR ma biéu hién dong thoi thu
thé ctia khang nguyén kham (CAR) va yéu t6 tang cudng chic ning mién dich
cta t€ bao T va ¢ tiac dung kich thich mién dich va tdc dung chdng khdi u cao
va dé xudt vecto biu hién CAR dé tao ra cic t€ bao T biéu hién CAR. Vecto
biéu hien CAR nay chia axit nucleic ma héa thu thé clia khing nguyén kham
(CAR) va axit nucleic ma héa yéu t6 ting cudng chiic nang mién dich cia t&€ bao
T, trong d6 axit nucleic ma héa yé&u to tang cudng chic nang mién dich 1a axit
nucleic ma héa interleukin-7 va axit nucleic ma héa CCL19, axit nucleic ma hda
thé dot bién am chiém uu thé cha SHP-1 hodc axit nucleic ma héa thé dot bién
am chiém uu th€ ctia SHP-2 hoic t€ bao T biéu hien CAR duoc dua vao vecto
biéu hién CAR dugc tao ra.
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Linh vye ky thuit dwgce dé cap

Sang ché dé cap dén vecto biéu hién thy thé cta khang nguyén kham (chimeric
antigen receptor - CAR), té bao T biéu hién CAR dugc dua vao bing vecto biéu hién

CAR va chét tri bénh ung thu chira t& bao T biéu hién CAR.
Tinh trang ky thuit clia sang ché

Thu thé ctia khang nguyén kham (sau day, con goi 1a “CAR”) 1a protein kham
nhén tao, trong d6 khang thé chudi don nhan dién khang nguyén bé mat té bao trén té
bao ung thu duge dung hop véi ving truyén dan tin hidu 1am hoat héa té bao T. Nhu
dugc thé hién trén Fig.1, viéc chuyén gen ma héa CAR véo té bao T trong mau ngoai
vi binh thudng dang khong dap tng khéi u (té bao limphd T trong mau ngoai vi) cho
phép tao ra té bao T biéu hién CAR trén quy mé 16n (sau ddy, don gian con duge goi
14 “té bao CAR-T”) ¢6 kha nang biéu hién CAR. Té bao CAR-T nay c¢6 kha ning dap
g khéi u va 6 thé gay tn thuong cho té bao ung thu ma khong phu thudc vao sy
tuong tac véi Phirc hop twong thich m6 chinh (Major Histocompatibility Complex -
MHC).

Liéu phap mién dich diéu tri bénh ung thu bing cach sir dung té bao CAR-T, cu
thé hon, liéu phép nay lién quan dén viéc thu thap cac t& bao T tir bénh nhan, chuyén
gen mi héa CAR vao cic té bao T nay va chuyén lai cac t& bao T vao bénh nhan
(xem tai liéu phi sang ché 1) dang dugc thir nghiém 14m sang trén thé gisi va di thu
duoc cac két qua cho thiy liéu phap nay hiéu qua dbi véi, vi dy, khéi u 4c tinh tra tai
co quan sinh huyét, nhu bénh bach ciu hoc u limphs.

Trong nhitng ndm gin ddy, nhiéu nghién ciru da dugc thuc hién trén céc t& bao
CAR-T khiac nhau. Vi dy, dugc phém chira cac té bao T tu than dugc cai tién cia
ngudi d3 duge d& xuét chira axit nucleic md héa CAR gém ving lién két khang

nguyén CD19, vung xuyén mang, vung tin hi¢u ddng kich thich 4-1BB va vung tin
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hi¢u CD3( (xem tai li€u sang ché 1), mdt hodic nhiéu quﬁn thé té bao T biéu hién
(AT-CAR) thy thé cta khang nguyén kham khong gén nhén c6 tac dung tri liéu dugce
st dung mét cach déng thoi hodic riéng biét véi ché phém chira mot hodc nhiéu
protein di gin nhan lién két véi cac té bao ung thu cho dbi tugng, trong d6 cac quin
thé té bao T biéu hién AT-CAR lién két v&i protein dd gin nhén va gdy chét té bao
ung thu (xem tai li€u sdng ché 2), cac té bao chira axit nucleic ma héa thy thécia
khang nguyén kham chira mién lién két khang nguyén cta khang thé cta nguoi 139,
mién ban 1& ngoai bao, mién xuyén mang va mién truyén tin hiéu t& bao T ndi bao
(xem tai li¢u sang ché 3), cdc té bio c6 trinh ty axit nucleic ma hoa thy thé cta khang
nguyén kham, trong d6 thu théctia khang nguyén kham chira mién truyén tin hiéu
CD3( chira mién lién két khang nguyén, mién xuyén mang, vung truyén din tin hiéu
d@)ng kich thich va trinh ty axit amin 1a SEQ ID NO:24 (xem tai liéu sang ché 4), cac
té bao T dic higu CD19 duoc thiét k& di truyén biu hién va giit lai thu thd kham dic
hi¢u CD19 trén mang bé mit té bao cua chung, trong d6 thu thé kham chira mién tin
hiéu néi bao dé thuc hién céc chirc nang tac dong té bao mién dich, it nhit mot mién
xuyén mang va it nhét mot mién ngoai bao va mién ngoai bao chira thy thé dic hiéu
CD19 (xem tai liéu sang ché 5) va cac t& bao biéu hién thy thé cua khang nguyén
kham chira axit nucleic mi héa thu thé cua khédng nguyén kham chira, 1a min ndi bao,
mién ndi bao cia thu thé yéu t6 hoai tir u dugc kich thich bdi glucocorticoit (GITR)

(xem tai liéu sang ché 6).

Tuy nhién, chua cé giai phap ndo néu trén giai quyét dugc van dé vé ty 18 séng
thép cia cac té bao CAR-T in vivo hodc viéc hoat hoa khong db cha cac té bao T ndi
sinh dugc kich thich bang cac t& bao CAR-T hodc viée tich liiy khu tri khéng du
lugng céac té bao T néu trén tai khdi u hodc cac van dé vé céc tin hidu e ché mién
dich dugc diéu chinh b'?lng con dudng PD-L1/PD-1, mét co ché thoat khoi hé mién
dich khdi u cua cac té bao ung thu va viéc e ché hoat dong cua céc té bao CAR-T
bing cac yéu t6 trc ché mién dich nhu TGF- hoic IL-10 dugc tiét ra trong vi méi

trudong ung thu. Do d6, van t6n tai cac loai bénh hodc cac trudng hop bi bénh ung thu
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ma chua dat duge didu trj hiéu qua thich hop. Do dé, cin tao ra cac t& bao CAR-T

hiéu qua hon va vecto biéu hién ding dé tao ra céc t& bao CAR-T.
Céc tai liéu da biét
Céc tai liéu sang ché:
Tai li¢u séng ché 1: Céng bd don yéu clu cép patent Hoa Ky sé 2014/0106449
Tai liéu sang ché 2: Céng b don yéu ciu cip patent Nhat Ban chua xét nghiém
(ban dich cta don PCT) s6 2014-504294
Tai liéu sang ché 3: Cong bb don yéu cu cip patent Nhat Ban chua xét nghiém
(ban dich ctia don PCT) sb 2014-516510
Tai liéu sang ché 4: Cong b don yéu cu clp patent Nhat Ban chua xét nghiém
(ban dich cta don PCT) s6 2014-507118
Tai liéu sang ché 5: Cong bd don yéu ciu clp patent Nhat Ban chua xét nghiém

s6 2011-004749

Tai liéu sang ché 6: Cong bb quéc té sé WO 2013/051718
Céc tai liéu khac:

Tai li€u 1: Yozo Nakazawa, The Shinshu Medical Journal, 61 (4): 197-203
(2013)

Ban chit ky thuat cia sing ché
Vén dé cin duoc sang ché giai quyét

Céc té bao CAR-T thong thudng duoc thiét ké dé tang cudng kha ning hoat héa
céc té bao T bang cach chira CD28, 4-1BB, CD3( hoic céc mién twong tu trong ving
truyén dn tin hiu cia CAR. Tuy nhién, cic té bao CAR-T thong thudng khéng du
kha ndng tac dung kich thich mién dich cta cdc t& bao CAR-T Ién céc t& bao T ndi
sinh hogic khang lai co ché trc ché mién dich ciia vi mdi truong ctia khbi u. Céc té bao

CAR-T nay khong dat duge hi€u qua tri liéu trén cac khéi u rdn. Theo d6, muc dich
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clia sang ché 14 tao ra céc té bao CAR-T dong biéu hién CAR va yéu td ting cuong
chirc ning mién dich ctia t& bao T va c6 tac dung kich thich mién dich va tic dung

chéng khéi u cao va tao ra vecto biéu hién CAR @8 tao ra céc té bao CAR-T.

Phuong tién dé giai quyét van dé

Céc tac gia sang ché da cd ging cai thién cac té bao CAR-T nhdm muc dich dat
dugc tic dung kich thich mién dich t6t hon hoic tac dung chéng khéi u trong li€u
phép mién dich diéu trji bénh ung thur sir dung céc té bao CAR-T. Trong qua trinh 4o,
cac tac gid sang ché tp trung vio céc xytokin, cic chemokin va cac protein diéu hoa
tin hiéu 1a cac yéu t6 ting cudng chic ning mién dich cta céc t& bao T va xay dung
vecto dé ddng biéu hién CAR va céc yéu td ting cudng chirc ning mién dich cta cac
té bao T. Nhu két qua cta chuyén vecto biéu hién vao cac t& bao T, cic tac gia sang
ché da phat hién ra céac té bao CAR-T vuot trdi vé tac dung kich thich mién dich va
tac dung chéng khéi u so véi cac t& bao CAR-T thong thuong c6 thé dugce tao ra va

nhd d6 hoan thién sang ché.
Cu thé, sang ché duoc boc 16 nhu dudi day:

(1) Vecto biéu hién CAR chira axit nucleic ma héa thu thécua khang nguyén
kham (CAR) va axit nucleic ma héa yéu t6 ting cuong chirc ning mién dich cua té
bao T, trong d6 axit nucleic ma héa yéu t ting cudng chirc ning mién dich la axit
nucleic ma hoa interleukin-7 va axit nucleic ma héa CCL19, axit nucleic mi héa thé
d6t bién 4m chiém wu thé ctia SHP-1 hogc axit nucleic ma héa thé dot bién 4m chiém
uru thé ctia SHP-2.

(2) Vecto biéu hién CAR theo muc (1), trong d6 axit nucleic ma héa yéu t6 ting
cudng chirc ning mién dich 13 axit nucleic ma hoa interleukin-7 va axit nucleic ma

héa CCL19.

(3) Vecto biéu hién CAR theo muc (2), trong d6 axit nucleic ma héa CAR va
axit nucleic ma héa yéu t6 ting cudng chirc ning mién dich cia té bao T duogc lién

két bing trinh ty mi héa peptit tw phan cit.
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(4) Vecto biéu hién CAR theo muc (2) hodc (3), trong d6 axit nucleic mi hda
interleukin-7 va axit nucleic ma héa CCL19 dugc lién két bing trinh tr ma hoa peptit

tu phan cit.
(5) Vecto biéu hién CAR theo muc bt ky trong s cac muc tir (1) dén (4), trong

do axit nucleic mé hoa CAR chira axit nucleic ma héa polypeptit ctia khang thé chudi

don nhan dién FITC hodc CD20.

(6) Vecto biéu hién CAR theo muc bt ky trong sb cac muc tir (1) dén (5), trong
d6 axit nucleic mad héa CAR chira axit nucleic md hoa polypeptit clia ving xuyén

mang CDS8.

(7) Vecto biéu hién CAR theo muc bt ky trong s cac muc tir (1) dén (6), trong
d6 axit nucleic md héa CAR chira céc axit nucleic ma hda polypeptit cua ving ndi
bao CD28, ving ndi bao 4-1BB va vung ndi bao CD3(.

(8) Té bao T biéu hién CAR dugc dua vao vecto () hodc (b) sau:

(a) vecto bidu hién CAR theo muc bét ky trong s cac muc tir (1) dén N

(b) vecto biéu hién CAR chira axit nucleic ma héa CAR va axit nucleic ma hoa
interleukin-7 va vecto biéu hién CAR chira axit nucleic md héa CAR va axit nucleic

maé hoa CCL19.

(9) Chét tri bénh ung thu chira t€ bao T biéu hién CAR theo muc (8) va phu gia

dugc dung.
Hi¢u qua cia sang che

Str dung vecto biéu hién CAR theo sang ché cho phép tao ra té bao CAR-T cd
tAt ca cac kha ning séng, kha ning tich liiy cac té bio limphd va hoat tinh gdy doc té
bao khang lai té bao khdi u va té bao CAR-T c6 kha ning chiu (tc ché mién dich
trong vi mdi truong ung thu. Liu phap mién dich cho bénh nhéan ung thu sit dung té

bao CAR-T dugc mong doi 1a tao ra hi¢u qua tri li€u cao voi ung thu va co thé dong
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vai tro 1a liéu phdp mién dich diéu tri bénh ung thu hiéu qua ngay ca cho bénh ung

thu khé chita hodc bénh ung thu ning dan 1én.

MO ta vin tat cac hinh vé

Fig.1 14 so dd thé hién cAu tric cia CAR va hé théng co ban cua lidu phap mién

dich diéu tri bénh ung thu sir dung cac té bao CAR-T.
Fig.2 12 so d4 thé hién vecto biéu hién CAR, interleukin-7 (IL-7) va CCL10.

Fig.3 1a so d6 thé hién cac két qua-1 cua thir nghiém xéc nhin mirc d bidu hién
CAR trong cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khéng FITC bang phan tich té
bao dong chay. Bidu db bén trai thé hién mdu CAR khong dugc nhudm va bidu dé

bén phai thé hién miu CAR duoc nhudm.

Fig.4 14 so dd thé hién cac két qua-2 cta thir nghiém xac nhan mirc d6 biéu hién
CAR trong céc t€ bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC bing phan tich té
bao dong chay.

Fig.5 la so dd thé hién cac két qua thir nghiém x4dc nhin muc do bidu hién CAR
trong cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cia ngudi bing phan
tich té bao dong chay.

Fig.6 1a so dd thé hién cac két qua-1 cua thir nghiém do ham lugng cua IL-7 va
CCL19 trong dich ndi té bao cta cac t& bio T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khéng
FITC bing ELISA.

Fig.7 1a so db thé hién cac két qua-2 cia thir nghiém do ham lugng ciia IL-7 va
CCL19 trong dich ndi té bao cua cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang
FITC bing ELISA.

Fig.8 13 so db thé hién cac két qua cua thir nghiém do ham luong ctia IL-7 va
CCL19 trong dich ndi t& bao ctia cic té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang
CD20 clia ngudi bing ELISA.
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Fig.9 1a so d6 thé hién sé lugng t& bao cua céc t& bao T bidu hién CAR-IL-
7/CCL19 khang FITC dugc kich thich va nuéi cdy trong 3 ngay, 5 ngay hodc 7 ngay.
Fig.10 1 so db thé hién ty 1& sbng cua cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19

khéng FITC duoc kich thich va nudi cdy trong 3 ngay, 5 ngay hoic 7 ngay.

Fig.11 14 so d0 thé hién sb luong t& bao cua céc té bao T bidu hién CAR-IL-

7/CCL19 khéng CD20 ctia ngudi dugc kich thich va nuéi ciy trong 5 ngay.

Fig.12 12 so d6 thé hién cac két qua-1 cta thir nghiém sy di chuyén ctia té bao T

sir dung cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC.

Fig.13 14 so d6 thé hién cac két qua-2 cia thir nghiém su di chuyén cta té bao T

sir dung céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khéng FITC.

Fig.14 13 so b thé hién cac két qua thir nghiém su di chuyén cta té bao dudi gai

sir dung céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khéng FITC.

Fig.15 14 so d6 thé hién cac két qua thir nghiém su di chuyén cua té bao T sir
dung céc t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 ctia ngudi.

Fig.16 12 so db thé hién cac két qua thir nghiém kiém tra tiém ning tang sinh
clia té bao T clia céc té bao T bidu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC (ngay 5 sau
kich thich).

Fig.17 12 so db thé hién cac két qua thir nghiém kiém tra tiém ning ting sinh
ctia t& bao T cuia cac t€ bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC (c4c ngay 3 va
7 sau kich thich).

Fig.18 13 so db thé hién cac két qua thir nghiém kiém tra biéu hién CD127 trong
céc t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC.

Fig.19 1a so db thé hién cc két qua thir nghiém kiém tra biéu hién CCR7 trong
céc t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC.
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Fig.20 12 so d6 thé hién cac két qua thir nghiém kiém tra su thay ddi ctia thé tich
khéi u khi céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 ciia ngudi duge sir

dung cho chugt méc bénh ung thu.

Fig.21 1a so dd thé hién cac két qua thir nghiém kiém tra ty 18 séng cuia chuot
khi cac t€ bao T biu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 ciia ngudi dugc st dung

cho chudt méc bénh ung thur.

Fig.22 1a so d6 thé hién cac két qua thir nghiém kiém tra ty 18 séng ctia chudt
khi c4c t& bao T biu hién CAR-IL-7/CCL19 khing CD20 ciia ngudi dugc st dung

cho chudt sau khi tiém dudi da P815-hCD20 va sau d6 sir dung xyclo-phosphamit.

Fig.23 1a so d6 thé hién cic két qua thir nghiém kiém tra thé tich khéi u cta
chudt khi cac t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cia ngudi duge sir
dung cho chudt sau khi tiém dudi da P815-hCD20 va sau d6 sir dung xyclo-

phosphamit.

Fig.24 13 so db thé hién 1/10 tri s theo toa d6 cua biéu db ciia CPA+7x19 trén

Fig.23.

Fig.25 14 so d6 thé hién cac két qua quan sat cic md cta khdi u bang cach
nhuém H&E khi cac t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cua nguoi
duoc sir dung cho chuét sau khi tiém dudi da P815-hCD20.

Fig.26 13 so db thé hién cac két qua phan tich héa mé mién dich cic mé cua
khdi u khi cac t€ bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 ciia ngudi dugce sir
dung cho chudt sau khi tiém dudi da P815-hCD20.

Fig.27 1a so db thé hién cac két qua dinh lugng ving duong dugc gin nhin bing
cach nhuém huynh quang trén Fig.26.

Fig.28 1a so db thé hién cdc két qua thir nghiém kiém tra thé tich khdi u khi cac
t& bao T biéu hién CAR-IL-7 khang CD20 ctia ngudi, cac té bao T biéu hién CAR-
CCL19 khéng CD20 cta ngudi hoic cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khing
CD20 cuia ngudi duge str dung cho chudt sau khi tiém dudi da P815-hCD20.
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Fig.29 (a) 14 so d6 thé hién vecto biéu hién CAR va thé dot bién am chiém wu
thé ctia SHP1 (ving tuong déng Src mién 2 chia phosphataza-1). Fig.29 (b) 1a so db
thé hién vecto bidu hién CAR va thé d6t bién 4m chiém wu thé cuia SHP2 (viung tuong

ddng Src mién 2 chira phosphataza-2).

Fig.30 (a) 1a so d6 thé hién cac két qua thir nghiém hoat tinh gy doc té bao st
dung céc té bao T biéu hién CAR-SHP1DN khéng CD20 cua nguoi. Fig.30 (b) 1a so
d6 thé hién thir nghiém hoat tinh gdy doc t& bao sir dung cac t& bao T biéu hién CAR-

SHP2DN khéng CD20 ctia ngudi.

Fig.31 1a so dd thé hién cac két qua thir nghiém kiém tra hoat tinh gdy doc t&
bao khéng lai té bao khdi u bang cach tron P815-hCD20 véi su c6 mit clia cac té bao

T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC va rituximab lién két FITC.

Fig.32 1a so dd thé hién cac két qua thir nghiém kiém tra hoat tinh gdy doc té
bao khang lai té bao khéi u bing cach tron P815-hCD20 véi cac té bao T biéu hién

CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cua ngudi.

Fig.33 1a so db thé hién cac két qua phan tich CD4, CD8, CD44 va CD62L cho
céc kidu hinh bé mit ctia cac bach cdu bang phan tich té bao dong chay khi cac té bao
T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cua ngudi duge st dung cho chudt sau
khi tiém dudi da P815-hCD20.

Fig.34 13 so d6 thé hién cac két qua kiém tra sy ting sinh ca cic té bao T bing
phan tich t& bao dong chay khi cac bach ciu la lach duge kich thich bing cach nuoéi

cAy trong 4 ngay v&i P815-hCD20 dugc xir Iy bing mitomyxin C.
MO ta chi tiét sang ché

Vecto bidu hién CAR theo sang ché khong bi gii han cu thé mién 1a vecto bicu
hién CAR chira axit nucleic ma hoéa thu thé cua khang nguyén kham (CAR) va axit
nucleic mi héa yéu té ting cudng chirc ning mién dich cua té bao T, trong d6 axit

nucleic md héa yéu t0 ting cudng chuc ndng micn dich 1a axit nucleic md hoa

-10 -
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interleukin-7 va axit nucleic md héa CCL19, axit nucleic m3 héa thé d6t bién am
chiém wu thé ctia SHP-1 hodic axit nucleic ma héa thé dot bién 4m chiém wu thé cua
SHP-2. Thy thé ciia khang nguyén kham nghia 14 protein kham nhén tao, trong do
khang thé chudi don nhén dién khang nguyén bé mat té bao trén té bao ung thu duge
dung hop véi ving truyén dn tin hiéu kich thich sy hoat héa té bao T, thong qua

vung xuyén mang.

Theo sang ché, axit nucleic ma héa CAR khong bi gidi han cu thé, mién 1a axit
nucleic mi hoéa polypeptit cdu thanh CAR. Axit nucleic md hoa CAR chia axit
nucleic mi héa polypeptit cia khang thé chudi don nhé4n dién khang nguyén bé mit té
bao trén té bao ung thu, ving xuyén mang va ving truyén dn tin hidu kich thich sy

hoat hoa té bao T.

Khéng thé chudi don trong CAR chira ving bién d6i chudi nhe va ving bién dbi
chudi ning (scFv) cé ngudn gdc tir vi tri lién két khang nguyén cua khang thé don
dong. Céc vi du vé ching c6 thé bao gdm oligopeptit hodc polypeptit trong d6 peptit
lién két ndm giita ving bién dbi chudi nhe va ving bién ddi chudi ning.

Khang nguyén bé mit té bao trén té bao ung thu dugc nhéan dién bdi khang thé
chudi don c6 thé 14 phan tir sinh hoc dugc biéu hién dic hiéu trén té bao ung thu va té
bao tién thin cta no, phan tir sinh hoc dugc tim thiy 1a dugc biéu hién mai do su
bién ddi 4c tinh cua té bao hojic phan tir sinh hoc ¢é mic d6 biéu hién ting 1én trong
té bao ung thu so véi t& bao thudong. Céac vi du vé ching cé thé bao gébm CD20,
EGFR, FITC, CD19, CD22, CD33, PSMA, GD2, c4c bién thé EGFR, ROR1, c-Met,
HER2, CEA, mesothelin, GM2, CD7, CD10, CD30, CD34, CD38, CD41, CD44,
CD74, CD123 CD133, CD171, MUCI16, MUCI1, CS1(CD319), IL-13Ra2, BCMA,
Lewis Y, chudi kappa IgG, thu thé folat-alpha, PSCA va EpCAM.

Ving truyén din tin hidu lam hoat héa té bao T 1a ving c6 kha ning truyén dan
tin hiéu trong té bao khi khang thé chudi don nhan dién khang nguyén bé mit té bao

trén té bao ung thu. Ving truyén din tin hiéu 1am hoat héa té bao T tét hon 1a chua it
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nhit mét hogc nhiéu polypeptit duge chon tir polypeptit 1a CD28, 4-1BB (CD137),
GITR, CD27, OX40, HVEM, CD3{ va cac ving ndi bao chudi y lién két thu thé Fc

va t5t hon nita 1a chira polypeptit cta ba ving ndi bao la CD28, 4-1BB va CD3¢.

Céc polypeptit ndy clia viung ndi bao c¢6 thé dwgc lién két bing lién két
oligopeptit hojc lién két polypeptit bao gdm tir 2 dén 10 axit amin. Céc vi dy vé trinh

tu lién két nay c6 thé bao gdm céc trinh tu glyxin-serin lién tiép.

Céc vi du vé viing xuyén mang theo sang ché c6 thé bao gdm polypeptit ciia cac
viing xuyén mang cé ngudn gbc tir CD8, cac chudi a va B cta thyu thé t& bao T, CD28,
CD3e, CD45, CD4, CDS5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80,
CD86, CD134, CD137, CD154 va GITR va c6 thé tét hon 13 bao gdém polypeptit ciia
ving xuyén mang CD8 ciia ngudi. CAR duge neo vao mang té bao ciia té bao T bing

vung xuyén mang nay.

Ving xuyén mang c6 thé chira ving ban 18 tuy y chira oligopeptit hodc
polypeptit va ¢6 chiéu dai nim trong khoang tir 1 dén 100 axit amin, t6t hon la nim
trong khoang tir 10 d&n 70 axit amin. Cac vi du v& viing ban 18 ¢6 thé bao gdm ving

ban 18 CD8 ca ngudi.

Ving dém tiy y chira oligopeptit hodc polypeptit cé thé nim giita khang thé
chudi don nhan dién khang nguyén bé mit té bao trén té bao ung thu va ving xuyén
mang hodc giita viing xuyén mang va ving truyén din tin hiéu hoat héa té bao T. Céc
vi du vé chiéu dai cta ving dém c6 thé bao gdm tir 1 dén 100 axit amin, t6t hon 14 tir
10 dén 50 axit amin. Céc vi du vé& viing dém nay c6 thé bao gém céc trinh ty glyxin-
serin lién tiép.

Theo sang ché, axit nucleic mi hoa yéu t6 ting cudng chirc ning té bao T khong
bi gidi han cu thé mién 1 axit nucleic 1a axit nucleic mi hoa IL-7 va axit nucleic ma
héa CCL19 (sau ddy, con dugc goi chung 1a “axit nucleic 1 theo sang ché”), axit
nucleic ma hoa thé d6t bién am chiém wu thé ctia SHP-1 (sau déy, con duoc goi 1a

“axit nucleic 2 theo sang che”) hodc axit nucleic ma hoa theé ddt bien am chi€ém uu the
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ctia SHP-2 (sau day, con duge goi 1a “axit nucleic 3 theo sang ché”). Axit nucleic ¢6
thé bao gdm phin 16n axit nucleic dugc chon tir axit nucleic tir 1 dén 3 theo sang ché
va c6 thé cu thé bao gdm axit nucleic 1 theo sang ché va axit nucleic 2 theo sang ché,
axit nucleic 1 theo sang ché va axit nucleic 3 theo sang ché, axit nucleic 2 theo sang
ché va axit nucleic 3 theo sang ché, axit nucleic 1 theo sang ché va axit nucleic 2 theo

sang ché va axit nucleic 3 theo sang che.

Axit nucleic ma hoéa IL-7 va axit nucleic md héa CCL19 trong axit nucleic 1
theo sang ché c6 thé bao gdm axit nucleic mi héa IL-7 va axit nucleic ma héa CCL19
v4 axit nucleic md héa CCL19 c6 thé dugc bd tri ngugc dong hodc xudi dong cuia axit

nucleic méa hda IL-7.

Axit nucleic ma hoa thé d6t bién 4m chiém vu thé cia SHP1 khong bj gi6i han
cu thé mién 13 axit nucleic ma héa thé dot bién SHP1 hoat dong chiém wu thé so véi
SHP1 va c6 thé uc ché tac dung ctia SHP1. Cac vi du vé chung c6 thé bao gdm axit
nucleic ma hoa thé dot bién chira trinh ty axit amin ¢ ngu?)n géc tlr trinh ty axit amin
ctia SHP1 bang céch thé it nhat mot axit amin bing axit amin khac va c6 thé {rc ché
tac dung ctia SHP1. Axit nucleic mi héa thé dot bién 4m chiém wu thé cua SHP2
khong bi giéi han cu thé mién 13 axit nucleic ma hoa thé d6t bién SHP2 hoat dong
chiém wu thé so vdi SHP2 va c6 thé uc ché tac dung ciia SHP2. Cac vi du vé cac axit
nucleic nay co thé bao gém axit nucleic ma héa thé d6t bién chua trinh ty axit amin
¢6 ngudn gbc tir trinh tw axit amin cia SHP2 bing cach thay thé it nht mét axit amin

bing axit amin khéc va c6 thé &rc ché tac dung ctia SHP2.

Vecto bidu hién CAR theo sang ché c6 thé tily y chira axit nucleic giita axit
nucleic ma héa thu thé ctia khang nguyén kham va axit nucleic ma hoéa yéu t6 ting
cudng chic ning mién dich cua té bao T, giita cc axit nucleic dugc chon tir axit
nucleic 1 theo séang ché, axit nucleic 2 theo sang ché va axit nucleic 3 theo sang ché
hoic gifra axit nucleic md hoa IL-7 va axit nucleic m& héa CCL19 trong axit nucleic
1 theo sang ché mién 14 m&i axit nucleic c6 thé dugce bicu hién. Céc axit nucleic nay

t6t hon 1a duoc lién két bang trinh tu ma hoa peptit tur phan cit (peptit 2A) hoic IRES
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(vi tri di vao ctia ribozym bén trong), tot hon 14 trinh ty ma héa peptit 2A. Lién két sir

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

Peptit 2A 13 peptit tw phan cit c6 ngudn gbc virut va khac biét & chd G-P (vi tri
1a 1 gbc tir du tan C) trong trinh ty axit amin ¢6 SEQ ID NO: 1 bj ct trong ludi ndi
chit (Szymczak et al., Expert Opin. Biol. Ther. 5 (5): 627-638 (2005)). Do d6, axit
nucleic dugc dua vao dé ndm bén sudn peptit 2A dugc bidu hién ndi bao doc 1ap véi

nhau,

Peptit 2A, t6t hon 14 peptit 2A c¢6 ngudn gdc tir picornavirut, rotavirut, virut ciia
cdn trung, Aphthovirut hoic virut Trypanosoma, t6t hon nita 1a peptit 2A ¢6 ngudn

gbc tir picornavirut (F2A) dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2.

Axit nucleic m3 héa thy thé clia khang nguyén kham c6 thé dugc tao ra bang k¥
thuat da biét trong linh vuc, nhu phuong phap tdng hop héa hoc hodc phuong phap
khuéch dai PCR, trén co s& cac trinh ty nucleotit ma hoa polypeptit cua khang thé
chudi don khéng lai khang nguyén bé mit té bao trén t& bao ung thu, ving xuyén
mang va vung truyén dan tin hiéu lam hoat héa té bao T. Céac codon duoc chon dé ma
héa axit amin ¢ thé dugc cai bién nhim tdi wu héa biéu hién axit nucleic trong t& bao

chu duge quan tam.

Théng tin vé céc trinh tr nucleotit md héa polypeptit ctia khang thé chudi don
khéng lai khang nguyén bé mit té bao trén té bao ung thu, ving xuyén mang va vung
truyén din tin hiéu lam hoat hoa té bao T c6 thé thu dugc mot cach phit hop tir cdc tai
lidu da bibt trong linh vyc k¥ thuit nay hodc b:‘?mg cach tim kiém trén co s& dit liéu

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/) hodc cac cach tuong tu.

Vi dy, théng tin vé céc trinh tu nucleotit ma hoéa polypeptit clia cic ving xuyén
mang CD28, 4-1BB va CD3( trong ving truyén dn tin hiéu 1am hoat héa té bao T c6
thé thu duge mot cach phu hop béng cach tim kiém trén co s& dit liéu ciia NCBI hoic
tuong ty. Cac vi du vé chiing c6 thé bao gdm céc trinh tu duoc ding ky vai sb ding

ky GenBank No: NM_006139.2 (ngay cép nhat: 10/05/2014) déi vai CD28 cia ngudi,
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GenBank No: NM_001561.5 (ngdy c4p nhat: 16/03/2014) d6i véi 4-1BB cua ngudi
va GenBank No: NM_000734.3 (ngay cap nhat: 12/08/2014) d6i véi CD3( cua nguoi.

Théng tin vé trinh tu nucleotit md héa polypeptit cua vung xuyén mang CD8
clia ngudi c¢6 thé thu duge mot cach phit hop bing cach tim kiém trén co s& dit lidu
ctia NCBI hoic tuong ty. Cac vi du vé ching c6 thé bao gbm trinh ty dwoc ding ky
v6i sé ding ky GenBank No: NM_001768.6 (ngay cdp nhat: 10/05/2014).

Théng tin vé trinh tr nucleotit md héa polypeptit ciia khang thé chudi don ¢
thé con thu dugc bang cach tao ra khang thé don dong nhén dién khang nguyén bé
mijt t€ bao dich, xac dinh trinh ty axit amin cta khang thé don dong béng phuong
phép da biét trong linh vuc nhu phuong phap Edman va thu dugc thong tin v& trinh tu
axit amin co ban. Céc vi du vé phuong phép tao ra khang thé don dong c6 thé bao
gdm phuong phap tao khang thé sir dung thé lai, phuong phép tao khang thé lién
quan dén viéc chuyén vecto biéu hién chira gen khang thé vao vat chu béng cach tiép
can ky thuat di truyén va phuong phép tao khang thé lién quan dén viéc chung ngira

khang nguyén mong mudn cho déng vét chuyén gen.

Axit nucleic ma héa yéu té ting cuong chirc niang mién dich cua té bao T, nghia
13, axit nucleic ma hoa IL-7 va axit nucleic ma héa CCL19, axit nucleic m3 héa thé
d6t bién 4m chiém wu thé cta SHP-1 hoic axit nucleic ma hoa thé dot bién 4m chiém
wu thé cia SHP-2, c¢6 thé dugc tao ra b'?mg ky thuat da biét trong linh vyc, nhu
phuong phap tdng hop hoa hoc hodc phwong phép khuéch dai PCR, trén co s& cic
trinh ty nucleotit twong tng cua ching. Céc codon dugc chon dé ma héa axit amin c6
thé dugc cai bién nhim téi wu héa su biéu hién axit nucleic trong té bao chi dugc

quan tam.

Thong tin vé axit nucleic ma héa IL-7 va axit nucleic md héa CCL19, axit
nucleic ma hoéa thé dot bién 4m chiém vu thé cia SHP-1 hodc axit nucleic ma hoa thé

dot bién 4m chiém wu thé cia SHP-2 c6 thé thu dugc mot cach phu hop tir cic tai liéu
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da biét trong linh vuc hoic béng cach tim kiém co s& dir liéu cta NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/) hodc cac cach tuong tu.

Axit nucleic mi héa IL-7 ¢ thé duge chon mét céch thich hep theo kiéu té bao
duoc chuyén vecto biéu hién CAR theo sang ché. Céc vi du vé chung cé thé bao gém
axit nucleic mé hoa trinh ty axit amin (SEQ ID NO: 3) cta IL-7 cta ngudi. Trinh tu
nucleotit c6 mirc d9 tuong déng 12 80% hoic cao hon, tét hon 13 85% hoédc cao hon,
t8t hon nira 1a 90% hoic cao hon, t6t hon nita 1a 95% hoic cao hon, t6t nhit néu 98%
ho#c cao hon so véi trinh ty nucleotit dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3 ¢6 thé dugc

sit dung mién 14 tic dung ting cudng ty 1é ting sinh té bao ctia IL-7 dugc duy tri.

Axit nucleic md héa CCL19 ¢ thé dugc chon mdt cach phu hop theo kiéu té
bao ma vecto biéu hién CAR theo sang ché dugc chuyén. Céc vi du vé cac axit
nucleic nay cé thé bao gdm axit nucleic ma héa trinh tyr axit amin (SEQ ID NO: 4)
cia CCL19 cta ngudi. Trinh ty nucleotit c6 mirc d§ tuong déng 14 80% hoac cao hon,
t5t hon 13 85% hoic cao hon, tét hon nita 13 90% hodc cao hon, t6t hon nita 12 95%
hodc cao hon, t6t nhit néu 98% hoic cao hon so véi trinh tu nucleotit duoc thé hién
trong SEQ ID NO: 4 c6 thé dugc sir dung mién la tic dung hip din héa hoc cua
CCL19 trén té bao T duge duy tri.

Axit nucleic ma hoa thé d6t bién 4m chiém vu thé ctia SHP-1 c6 thé dugc chon
mét cach phi hop theo kiéu té bao ma vecto biéu hién CAR theo sang ché dugc
chuyén. Cac vi du vé cac axit nucleic nay c6 thé bao gdm axit nucleic ma héa trinh ty
axit amin (SEQ ID NO: 5) cua thé d6t bién 4m chiém wu thé cta human SHP-1. Trinh
tu nucleotit c6 mirc d6 tuong déng dén 80% hodc cao hon, t6t hon 1a 85% hoac cao
hon, t8t hon nita 13 90% hodc cao hon, tdt hon nita 1a 95% hodc cao hon, t6t nhit néu
98% hodc cao hon so véi trinh tu nucleotit duge thé hién trong SEQ ID NO: 5 ¢6 thé
duoc sir dung mién 1a thé dot bién 4m chiém wu thé ctia SHP-1 c6 thé trc ché tac dung

cua SHP-1. Trong SEQ ID NO: 5, serin & vi tri 453 1a vi tri d6t bién.
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Axit nucleic méd héa thé dot bién 4m chiém wu thé ciia SHP-2 c6 thé dugc chon
mdt cich phi hop theo kiéu té bao duoc chuyén vecto bidu hién CAR theo sang ché.
Cac vi du vé chiing c¢6 thé bao gdm axit nucleic ma héa trinh tu axit amin (SEQ ID
NO: 6) cta thé dot bién 4m chiém uvu thé cua human SHP-2. Trinh tu nucleotit co
muc df tuong déng dén 80% hodc cao hon, tét hon 1a 85% hodc cao hon, tdt hon nira
13 90% hodic cao hon, t6t hon nita 13 95% hoic cao hon, t6t nhit néu 98% hoédc cao
hon so véi trinh tu nucleotit duge thé hién trong SEQ ID NO: 6 c6 thé duoc sur dung
mién 1a thé dot bién 4m chiém wu thé cia SHP-2 c6 thé irc ché tac dung cua SHP-2.

Trong SEQ ID NO: 6, serin & vi tri 459 1a vi tri d6t bién.

Vecto biéu hién CAR theo sang ché c6 thé 13 dang thing hodc dang tron va cd
thé 13 vecto khong phai cta virut nhu plasmit, vecto cua virut hodc vecto trén co s
gen nhay. Vecto ndy c6 thé chira c4c trinh ty kiém soét nhu trinh ty khoi ddu va trinh
tu két thuc va trinh tu chi thi chon loc nhu gen khang thudc hodc gen bao cdo. Axit
nucleic md héa CAR hoic axit nucleic ma héa yéu té ting cudng chirc ning mién
dich cta té bao T ¢6 vi tri hoat ddng xudi dong vai trinh ty trinh tu khaoi dau, do dé
mdi axit nucleic c6 thé duoc phién ma hi€u qua. Hon nira, biéu hién axit nucleic ma
hoéa thuy thé cta khang nguyén kham c6 thé dugc xac nhan d& dang nhd gen danh diu
& do.

Vecto biéu hién CAR theo sang ché c6 thé chira axit nucleic ma hoa gen ty sat.
Vi tri cia gen tu sat khong bi gidi han cu thé va gen tu sat ¢6 thé nim, bing trinh tu
mi hoéa peptit 2A hodc IRES, & xudi dong véi trinh tu khoi diu dé biéu hién axit
nucleic ma héa IL-7, axit nucleic ma héa CCL19, axit nucleic ma hda thé dot bién 4m
chiém wu thé ctia SHP-1 hodic axit nucleic ma héa thé dot bién 4m chiém wu thé cua
SHP-2 va ngugc dong hodc xudi dong véi mdi axit nucleic trong cac axit nucleic nay
hodc ¢6 thé ndm xudi dong véi trinh tu khéi ddu bd sung. Vecto biéu hién CAR theo
sang ché chira axit nucleic mi héa gen tu sat cho phép kiém soét s6 lugng té bao T
bidu hién CAR in vivo bing cach sir dung thubc hoat héa chirc ning clia gen tur sat

theo tién trinh didu trj ung thu, vi du, khi khéi u bién mét.
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Céc vi du v& gen tu st c¢6 thé bao gdm virut herpes simplex thymidin kinaza
(HSV-TK) va gen caspaza 9 c¢6 kha néng kich thich dugc mé ta trong tai liéu dugc
dua ra dudi day. Cac vi du vé cac thubc hoat hoa chirc ning clia cic gen nay cé thé
bao gébm ganciclovir cho virut herpes simplex thymidin kinaza (HSV-TK) va hgp
cht kich thich dime héa (CID - chemical induction of dimerization) AP1903 cho gen
caspaza 9 (Cooper LJ., et al., Cytotherapy. 2006; 8 (2): 105-17; Jensen M. C. et al.,
Biol Blood Marrow Transplant. 2010 Sep; 16 (9): 1245-56; Jones BS. Front
Pharmacol. 2014 Nov 27; 5: 254; Minagawa K., Pharmaceuticals (Basel). 2015 May
8; 8 (2): 230-49; va Bole-Richard E., Front Pharmacol. 2015 Aug 25; 6: 174).

Céac vi du vé vecto cua virut c6 thé bao gém vecto retrovirut, vecto lentivirut,
vecto adenovirut va vecto virut lién quan dén adeno va t6t hon c6 thé bao gdm vecto
retrovirut, tot hon nita 1a vecto pMSGV (Tamada k et al., Clin Cancer Res 18: 6436-
6445 (2002)) va vecto pMSCV (do Takara Bio Inc. san xuét). Bing cich sir dung
vecto retrovirut, gen chuyén dugc tich hop vao hé gen cua té bao chu va do d6 co thé

duoc biéu hién 6n dinh trong khoang thoi gian dai.

Té bao T biéu hién CAR theo sang ché khong bi giéi han cu thé mién 1a té bao
T biéu hién CAR 1a té bao T thu dwoc bing viéc chuyén (a) vecto biéu hién CAR
theo sang ché hojic té bao T thu dugc bing viéc chuyén (b) it nhit hai vecto: vecto
biéu hién CAR chtra axit nucleic ma héa CAR va axit nucleic ma héa interleukin-7
(vecto biéu hién CAR-IL-7) va veéto biéu hién CAR chita axit nucleic ma héa CAR
va axit nucleic ma héa CCL19 (vecto biéu hién CAR-CCL19). Céc vi du vé phuong
phap chuyén vecto biéu hién CAR theo sang ché hodc vecto biéu hién CAR-IL-7 va
vecto biéu hién CAR-CCL19 vao té bao T c6 thé bao gdm, nhung khong gi6i han cu
thd &, phuong phap chuyén gen bing cic phuong phap di biét trong linh vuc, nhu
phuong phép 1ay nhidm virut, phuong phap canxi phosphat, gdy nhiém bang liposom,
vi tiém va phuong phép xung dién va t5t hon c6 thé bao gdm phuong phép 14y nhiém
virut. Vecto biéu hién CAR-IL-7 ¢ thé chtra axit nucleic md héa CAR va axit

nucleic mi hoa interleukin-7. Vecto biéu hién CAR-CCL19 c6 thé chira axit nucleic

-18 -



21834

ma héa CAR va axit nucleic md héa CCL19. Nhu véi vecto biéu hién CAR theo sdng
ché, cac vecto biéu hién nay, mdi vecto cé thé chira thém mot axit nucleic nhu axit
nucleic mi hoa peptit 2A, IRES hodc gen tu sat mién 13 mbi axit nucleic c6 thé duge
biéu hién.

Céc vi du vé phuong phép 1ay nhiém virut c6 thé bao gdm phuong phap chuyén
té bao déng g6i nhur t& bao GP2-293 (do Takara Bio Inc. san xuét), té bao Plat-GP (do
Cosmo Bio Co., Ltd. san xuét), t& bao PG13 (ATCC CRL-10686) hoic té bao PA317
(ATCC CRL-9078) véi vecto biéu hién CAR theo sang ché va plasmit dong géi dé
tao ra virut tai t& hop va lay nhiém té bao T véi virut téi tb hop. Phuong phap lay
nhim virut ¢6 thé duge thuc hién st dung kit ¢6 sdn nhu Kit Eco déng goi Retrovirut

(do Takara Bio Inc. san xuét).

Viéc chuyén vecto biéu hién CAR theo sang ché vao té bao T c6 thé duge xac
nhan bang cach kiém tra biéu hién CAR bang phén tich té bio dong chay, thim tach
Northern, thdm tich Southern, PCR nhu RT-PCR, ELISA hoic thim tach Western

hodc ki€m tra bi€u hi€n gen danh dau dugc chén vao vecto.

Céc vi du v& t& bao T c6 thé bao gbm té bao T c6 ngudn gbe tir ngudi va té bao
T cod nguén géc tir dong vat c6 va khong phai ngudi (vi du, chd, meéo, lon hodc chudt).
Mit khic, t& bao T c6 thé thu dugc bing cach phan 1ap va tinh loc tir chit 1ong cia co
thé nhu mau hodc chit léng cha thy xuong, mé cua 14 lach, tuyén ure, hach bach huyét
hodc tuong tu hodc té bao mién dich xdm nhép vao mé ung thu ctia khdi u so cép,
khéi u di ¢3n, c¢b trudng do ung thu hodc tuong tu. Cac vi du vé t& bao T nay c6 thé
bao gdm té bao apT, té bao y8T, té bao T CDS’, té bao T CD4", té bao T xam nhip
khéi u, té bao T nhd, té bao T chua tiép xtic khang nguyén va té bao NKT.

Khéng thé chudi don duoc biéu hién bing té bao T biéu hién CAR theo sang ché
dugc dat bén ngoai t& bao. Té bao T bidu hién CAR c6 khang thé chudi don ndy c6
kha ndng nhan dién khang nguyén lién quan dén khdi u (TAA) biéu hién trén bé mat

ctia té bao ung thu.
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Té bao T biéu hién CAR theo séang ché ¢6 thé chira vecto chira axit nucleic ma

héa gen tu sat ngoai vecto biéu hién CAR theo sang ché.

Chét tri bénh ung thu theo sing ché khéng bi gidi han cu thé min 1a chét tri
bénh ung thu chira té bao T biéu hién CAR theo sing ché va phu gia dugc dung. Cac
vi du vé& chit phu gia c6 thé bao gdm nudc mubi, nuéec mudi dém, moi truong nudi
chy té bao, dextroza, nudc ding dé tiém, glyxerol, etanol va hdn hop ciia chiing, chét
6n dinh, chit hoa tan va chét hoat dong bé mat, dung dich dém va chét khir trung,

chat bo trg, chat don va cac chat lam tron.

Chét tri bénh ung thu theo sang ché ¢ thé dugc sir dung cho dbi twong thir
nghiém c6 nhu ciu diéu tri bénh ung thu st dung phuwong phép di biét voi ngudi c6
hiéu biét trong linh vue. Cac vi du vé& phuong phép sir dung c6 thé bao gdm tiém tinh
mach, ti€ém trong khdi u, tiém trong da, tiém dudi da, ti€ém trong co, tiém trong mang
bung, tiém trong dong mach, tiém trong ty sdng, tiém trong tim, tiém trong khop,
tiém trong hoat dich, ti€m ndi so, ti€ém ndi tuy mac va ti€m dudi mang nhén (spinal

fluid).

Luong té bao T biéu hién CAR theo sang ché c6 trong chét tri bénh ung thur
dugc str dung cé thé dugc didu chinh mot cach thich hop theo kiéu, vi tri va do
nghiém trong cua ung thu, d6 tudi, thé trong va tinh trang ctia ddi tugng thir nghiém
nhén duogc su diéu tri, v.v.. Cac vi du vé chiing c¢6 thé t6t hon 1 bao gém tir 1 x 10*
dén 1 x 10" & bao, tét hon la tir 1 x 10° dén 1 x 10° té bao, t8t hon nita la tir § x 10°
dén 5 x 10® t& bao, trong mat lidu.

Chét tri bénh ung thu dwoc st dung ¢ thé dugce sir dung riéng r& 4 1an, 3 lan,
hai 14n hodc mét 1dn mdi ngay, voi khoang thdi gian 1 ngay, 2 ngdy, 3 ngdy, 4 ngly
hodc 5 ngay, mdt 14n m3i tudn, voi khoang thoi gian 7 ngay, 8 ngay hodic 9 ngly, hai
14n m3i tudn, mot 14n méi thang hozc hai 1dn mdi thang.

Céc vi du v& bénh ung thu cho chét trj bénh ung thu theo sang ché hoic phuong

phap diéu tri bénh ung thu dugc néu sau day c6 thé bao gdm: cac bénh ung thu nhu
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bénh ung thu tuyén, bénh ung thu t& bao hinh vy, bénh ung thu tuyén vay, bénh ung
thu chua biét hoa, bénh ung thu té bao 16n, bénh ung thu té bao nho, bénh ung thu da,
bénh ung thu vii, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu bang quang tiét niéu,
bénh ung thu 4m dao, bénh ung thu cd, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu gan, bénh
ung thu than, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu 14 lich, bénh ung thu phdi, bénh
ung thu khi quan, bénh ung thu phé quan, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu rudt
nhd, bénh ung thu da day, bénh ung thu thyc quan, bénh ung thu tii mét, bénh ung
thu tinh hoan va bénh ung thu buéng tring; cac bénh bénh ung thuy mé xuong, md
sun, m6 m&, md co, mé mach va md mau; sacom nhu sacom syn, sacom Ewing, u ndi
md mach mau 4c tinh, u bao s¢i than kinh 4c tinh, sacom xuong va sacom mo mém;
cac u nguyén bao nhu u nguyén bao gan, u nguyén bao tuy, u nguyén bao than, u
nguyén bao than kinh, u nguyén bio tuy, u nguyén bao phé quan phdi va u nguyén

bao vdng mac; khoi u t€ bao phoi; u limphd; va bénh bach cau.

Chét tri bénh ung thu theo sang ché c¢6 thé dugc sir dung két hop vé6i chét tri
bénh ung thu bd sung. Cac vi du vé chét trj bénh ung thu bd sung c6 thé bao gdm:
chét alkyl héa nhu xyclophosphamit, bendamustin, Ifosfamit va dacarbazin; chét
chéng chuyén héa nhu pentostatin, fludarabin, cladribin, methotrexat, 5-flouraxil, 6-
mercaptopurin va enoxitabin; cac thuéc nhim dich phan tir nhu rituximab, cetuximab
va trastuzumab; chit @rc ché kinaza nhu imatinib, gefitinib, erlotinib, afatinib,
dasatinib, sunitinib va trametinib; chét tc ché proteazom nhu bortezomib; chét trc ché
canxineurin nhu xyclosporin va tacrolimus; khang sinh chéng ung thu nhu idarubixin,
doxorubixin mitomyxin C; alkaloit tir thyc vat nhu irinotecan va etoposit; cac thudc
chira platin nhu cisplatin, oxaliplatin va cacboplatin; chét trj liéu dang hormon nhu
tamoxifen va bicalutamit; va cdc thudc diéu hoa mién dich nhu interferon, nivolumab
va pembrolizumab va c6 thé tot hon 14 bao gdm chét alkyl héa va chét chéng chuyén

héa, t6t hon nita 12 xyclophosphamit.

Phuong phdp “sir dung chit trj bénh ung thu theo sang ché két hop v6i chit tri

bénh ung thu bd sung” c6 thé bao gdm phuong phap sir dung chét tri bénh ung thu b
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sung trong diéu tri, sau do sir dung chét tri bénh ung thu theo sang ché, phuong phép
sir dung ddng thoi chét trj bénh ung thu theo sang ché va chét tri bénh ung thu bd
sung va phuong phap sir dung chat tri bénh ung thu theo sang ché trong didu tri, sau
d6 sir dung chét tri bénh ung thu bd sung va c6 thé tét hon 1a bao gdm phuong phap
sir dung chét tri bénh ung thu bd sung trong didu tri, sau d6 sir dung chét tri bénh ung
thr theo sang ché. Str dung két hop chét tri bénh ung thu theo sang ché va chat tri
bénh ung thu bd sung cai thién hon tac dung tri li€u 1én ung thu va co thé con lam
giam téc dung phu ctia m3i chit tri bénh ung thu bang cach lam giam tin suét sir
dung hoic liéu chét tri bénh ung thu. Twong tu, chét tri bénh ung thur bd sung c6 thé
c6 trong chét tri bénh ung thu theo séng ché.

Céc vi du vé& khia canh thay thé 1 theo sang ché c¢6 thé bao gdm 1) phuong phap
diéu tri bénh ung thu, bao gdm viéc cho bénh nhan c6 nhu cu diéu tri bénh ung thu
sir dung té bao T bidu hién CAR theo sang ché, 2) t& bao T biéu hién CAR theo sing
ché dé sir dung lam chét tri bénh ung thu va 3) sur dung té bao T biéu hién CAR theo
sang ché dé diéu ché chét tri bénh ung thu.

Céc vi du vé khia canh thay thé 2 theo sang ché c6 thé bao gém kit dé tao ra té
bao T biéu hién CAR, chira vecto biéu hién CAR theo sing ché. Kit nay khong bi
gigi han cu thé mién 14 kit nay chira vecto biéu hién CAR theo sang ché. Kit c6 thé
chira huéng dan sir dung dé tao ra cac té bao T bidu hién CAR va chit phan tmg sir
dung trong viéc chuyén vecto biéu hién CAR theo sang ché vao cac té bao T.

Vi du thye hién séng ché

Vidul

Tao ra cac té bao T biéu hién IL-7 va CCL19

Lua chon yéu tb ting cudng chirc ning mién dich ctia té bao T

ft nhét vai trim kidu phéan tir khac nhau c6 thé kiém soat chirc ning cua céc té
bao T cb mit in vivo. Cac tac gia sang ché trude tién chon IL-7 va CCL19 trong s6

luong 16n cac hdn hop trén co s¢ cac nghién ciru hodc thir nghiém trude d6, nhu kiem
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so4t cac phén tir dé ting cuong thém tac dung chdng khdi u cia cac t& bao CAR-T va
cling chon hdn hop hai phan tir nay, nghia 13, hdn hop IL-7 va CCL19, khong phai
mdi loai riéng biét. Cac tac gia sang ché tao ra vecto biéu hién ddng thoi céc yéu td

ting cudng chirc ning mién dich va CAR cua té bao T.

IL-7 1a xytokin quan trong cho sy song clia cac t€ bao T va duge san xuit boi
cac t€ bao khong phai té¢ bao méau nhu céc t€ bao co chat cia tiy xuong, tuyén rc va
co quan hodc mé limphd. Mit khéc, ban than céc té bao T khé ¢ kha ning san xudt

IL-7.

CCL19 chu yéu dugc san xudt tir cac té bao dudi gai hodc dai thuc bao cia hach
bach huyét va cé chirc ning kich thich su di chuyén cta cac t& bao T, cac té bao B

hodc cac té bao dudi gai trudng thanh qua thu thé CCR7 ctia né.
Séan xuit vecto biéu hién CAR khéng FITC dé biéu hién IL-7 va CCL19

Maéanh ADN CAR khéng FITC (SEQ ID NO: 7) mi héa CAR khang FITC bao
gdém scFv khang FITC, ving xuyén mang CD8 clia chudt va motip tin hiéu ndi bao
CD28-4-1BB-CD3( ctia chuft, manh ADN F2A-MCS (SEQ ID NO: 8) mé hoa peptit
2A (F2A) duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1 va vj tri da nhan dong (MCS) sau chudi
peptit va manh ADN IL-7-F2A-CCL19 (SEQ ID NO: 9) ma hoéa IL-7 cta chudt (ma
khong c6 codon két thuc) va F2A va CCL19 cua chuét sau IL-7 clia chudt duge téng
hop nhéan tao. Trong SEQ ID NO: 7, céc vi tri tir 1 dén 819 thé hién trinh tu m3 héa
polypeptit ctia scFv khang FITC, cac vi tri tir 829 dén 1074 thé hién trinh ty mi héa
polypeptit ciia ving xuyén mang CD8 cuia chudt, cac vi tri tir 1075 dén 1197 thé hién
trinh tu ma héa polypeptit ciia viing ndi bao CD28 ciia chudt, cac vi tri tir 1198 dén
1332 thé hién trinh tr mi hoéa polypeptit clia ving ndi bao 4-1BB va céc vi tri tir
1333 dén 1674 thé hién trinh ty ma hoa polypeptit cia ving ndi bao CD3{. Trong
SEQ ID NO: 9, cac vi tri tir 1 dén 462 thé hién trinh ty ma hoa IL-7, cac vi tri tir 463
dén 537 thé hién trinh tw m héa F2A va cac vi tri tir 538 dén 864 thé hién trinh tw ma

hoa CCL19.
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Dé tao ra vecto CAR biéu hién CAR, IL-7 va CCL19, manh ADN CAR khéng
FITC va manh ADN F2A-MCS duogc lién két dé tao ra chu tric CAR khang FITC-
F2A-MCS. Sau d0, ciu tric dugc tao ra dugc nhan dong vao vecto biéu hién
retrovirut pMSGV (Tamada k et al., Clin Cancer Res 18: 6436-6445 (2002)) dé tao ra
vecto pMSGV chia CAR khang FITC-F2A-MCS. Manh ADN IL-7-F2A-CCL19
dugc chén vao MCS clia vecto pMSGV bing cach xir 1y véi enzyme giéi han (Nsil
va Sall) va gin lai dé thu dugc vecto pMSGV chira CAR khang FITC-F2A-IL-7-
F2A-CCL19 (vecto CAR khang FITC biéu hién IL-7/CCL19). So dd cta vecto thu
dugc dugc thé hién trén Fig.2. Tuong ty, manh ADN CAR khang FITC dugc nhin
dong vao vecto biéu hién retrovirut pMSGV dé tao ra vecto pMSGV chira CAR
khang FITC lam d8i chimg (vecto CAR khang FITC di chung).

Tao ra retrovirut chira vecto CAR khang FITC biéu hién IL-7/CCL19

Dé tai nap cac té bao T cia chudt, retrovirut duoc tao ra. Dong té bao dong goi
GP2-293 (do Takara Bio Inc. san xuit) dugc gdy nhidm véi vecto CAR khang FITC
biéu hién IL-7/CCL19 néu trén hodc vecto CAR khang FITC dbi chiimg va plasmit
pCL-Eco (do Imgenex Corp. san xuét) sir dung Lipofectamin 2000 hodc 3000 (do
Life Technologies Corp. san xuat) dé tao ra retrovirut chira vecto CAR khéng FITC
biéu hién IL-7/CCL19 hoic vecto CAR khang FITC d6i ching. Sau 48 gid sau khi
gy nhiém, dich ndi chira retrovirut dugc thu hdi.

DMEM duge bd sung FCS 10%, 100U/ml penixilin va 100mg/ml streptomyxin
duoc str dung 1am méi truong nudi cdy cho cac té bao GP2-293. RPMI-1640 duoc bd
sung FCS 10%, 100U/ml penixilin, 100mg/m] streptomyxin, 50mM 2-mercaptoetanol
va 2mM L-glutamin dugc str dung 1am méi trudng nudi cdy cho céc té bao T duoc sir
dung trong céac vi du néu sau day.

Sy tai nap cac t€ bao T cua chudt

D4 tai nap cac té bao T ciia chudt, 3 x 10° té bao T ciia chubt dugc tinh ché c6

ngudn gbc tir 14 1ach va hach bach huyét dugc hoat hoa trong 48 givr v6i khang thé
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don dong khang CD3 ¢b dinh (3pg/ml), khang thé don dong khéang CD28 (1pg/ml)
va IL-2 (100IU/ml). Sau d6, dich ndi chira retrovirut dugc tao ra tir 46 chira vecto
CAR khéng FITC biéu hién IL-7/CCL19 hoic vecto CAR khing FITC déi ching
duoc trdn véi cac té bao T duge hoat hoa cta chudt (1 x 10° té bao/ml) trong dia
duge phi 25 pg/ml RetroNectin(R) (do Takara Bio Inc. san xuét). Sau khi ly tim &
1500 rpm trong 2 gid, cAc té bao duge nudi cdy trong 6 gidr v&i su ¢6 mat cua IL-2
(100IU/ml). Dé loai bo retrovirut tir méi truong nudi cdy, cac té bao T cua chudt
dugc thu hdi, chuyén sang méi truong nudi cdy sinh trudéng méi (RPMI) chira IL-2
(100IU/ml) va dugc nudi cdy thém 42 gir dé thu cac t& bao T cia chudt chira vecto
CAR khang FITC biéu hién IL-7/CCL19 (cac té bao T khang CAR biéu hién FITC
IL-7/CCL19) hoic cac té bao T ctia chudt chira vecto CAR khang FITC d6i chimg
(c4c té bao T biéu hién CAR khang FITC).

Tao ra vecto biéu hién CAR khang CD20 dé biéu hién IL-7 va CCL19

Vecto pMSGV chira CAR-F2A-IL-7-F2A-CCL19 khang CD20 ctha ngudi
(vecto CAR khang CD20 biéu hién IL-7/CCL19 cua ngudi) dugce tao ra theo cach
gidng vai cach trong san xuit vecto CAR khang FITC biéu hién IL-7/CCL19 dugc
mo ta & trén ngoai trir trinh ty cta vung scFv khang FITC trong trinh tu 1a SEQ ID
NO: 7 dugc tao ra véi trinh ty cia scFv khang CD20 cta ngudi (SEQ ID NO: 10)
dugc tdng hop béi Life Technologies Corp. trén co sé trinh ty cia rituximab. Tuong
tu, vecto pMSGV chira CAR khang CD20 cia nguoi (vecto CAR khang CD20 cua
nguoi d6i chimg) duoc tao ra theo cach gidng vdi cach trong san xuit vecto CAR
khang FITC d6i ching dugc mé ta & trén ngoai trir trinh ty cia ving scFv khang
FITC trong trinh tu ¢6 SEQ ID NO: 7 dugc thay thé vé6i trinh tu cta scFv khang
CD20 cua nguoi (SEQ ID NO: 10). Vecto CAR khang CD20 biéu hién IL-7/CCL19
ctia ngudi hodc vecto CAR khang CD20 clia ngudi déi chimg dugce chuyén vao céc té
bao T cla chudt theo cach gidng véi cach nhu & trén dé tao ra cac té bao T biéu hién
CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cua ngudi hodc cac té bao T biéu hién CAR khang

CD20 cta ngudi.
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Vidu2
Thir nghiém CAR biéu hién bang phén tich t& bao dong chay
Phén tich té bao dong chay

Mirc d6 biéu hién CAR nhan dién FITC lam khang nguyén méu dugc phén tich
bing phan tich t& bao dong chay hai mau. Cac té bao T bidu hién CAR-IL-7/CCL19
khang FITC dugc tao ra dugc nudi céy voi sy ¢6 mat caa FITC gén dextran va
alophycoxyanin (APC) gin khang thé don dong khang CD8 (53-6.7 do Affymetrix,
Inc. san xut). EC800 (do Sony Corp. san xuét) duogc sir dung trong phan tich té bao
dong chay va dir liéu dugc phan tich sir dung phin mém FlowJo (do Tree Star, Inc.

san xuét).

Mirc d6 biéu hién CAR nhan dién CD20 cia ngudi ciling dugc phén tich biang
phan tich té bao dong chay hai mau. Céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khéang
CD20 cua nguoi duge tao ra duge phén tich sir dung protein biotinyl héa L va APC

gén streptavidin.
Két qua

Céc két qua duoc thé hién trén cac hinh vé& tir Fig.3 dén 5. Trén Fig.3, biéu d
bén trai thé hién cac két qua vé miu CAR khong dugc nhudém (FITC gin dextran
khong dugc bd sung) cta céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC va
biéu db bén phai thé hién cic két qua vé miu CAR dugc nhudém (FITC gin dextran
duogc bd sung) cia cac t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC. Trén Fig.4,
“tai nap (-)” thé hién cac két qua v& cac té bao T khong dugc tai nap, “d6i chimg” thé
hién céc két qua vé cac té bao T biéu hién CAR khang FITC va “7x19” thé hién cac
két qua vé cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC. Trén Fig.5, “tai nap
(-)” thé hién cac kbt qua vé cac té bao T khéng duogc tai nap, “dbi chimg” thé hién cac
két qua vé& cac té bao T biéu hién CAR khang CD20 ciia ngudi va “7x19” thé hién
cac két qua vé céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cuia ngudi. Céc

o A A ’ 2 ~ R1sa 2 1A A - , X A A A LA
tri sO trén cac hinh vé& thé hién ty 1& phan trdm cta moi quan thé. Nhu dugc the hién
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trén cac hinh v& tir Fig.3 dén Fig.5, biéu hién CAR dugc xéc nhén trong cac té bao T
biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC va cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19

khang CD20 cuia nguoi.
Vidu3
Viéc tiét IL-7 va CCL19

Viéc do cac ham lugng IL-7 va CCL19 trong dich ndi nudi cdy cia cac té bao T biéu

hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC - 1

Céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC dugc tao ra hodc cac té
bao T bidu hién CAR khang FITC duoc kich thich bing 1pg/ml trastuzumab duogc
gin FITC ¢6 dinh va dugc nubi cdy trong 3 ngay. Dich ndi dugc thu hdi va ham
lugng cta IL-7 va CCL19 dugc do sir dung kit ELISA c¢6 sin (do R&D systems, Inc.

san xuét). Cac két qua duogc thé hién trén Fig.6.
Két qua

Nhu dugc thé hién trén Fig.6, trong dich ndi nudi cdy, IL-7 dugc phat hién &
300pg/ml hodc cao hon va CCL19 dugc phat hién & 75 pg/ml hodc cao hon. Do d6,
xac nhén ring: cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC biu hién IL-7
va CCL19; va IL-7 va CCL19 da biéu hién dugc tiét ra bén ngoai té bao. IL-7 va
CCL19 tir céc té bao T biéu hién CAR khang FITC d6i chimg déu nim dudi gi6i han

phat hién (khong dugc phat hién).

Po ham luong IL-7 va CCL19 trong dich ndi nudi cdy cta cac té bao T biéu hién

CAR-IL-7/CCL19 khang FITC - 2

Ham luong cia IL-7 va CCL-19 sau khi nuéi cdy trong 3, 5 hodc 7 ngay cé hodc
khong c6 su kich thich bing trastuzumab duoc gin FITC cb dinh hoic khang thé don
dong khang CD3 dugc do sir dung kit ELISA. Cac két qua dugc thé hién trén Fig.7.
Trén Fig.7, cdt tréng thé hién cac két qua thu dugc khi khdng cé kich thich, cft xdm
thé hién céc két qua thu duogc khi c6 kich thich bing trastuzumab dugc gin FITC va

cot ddy thé hién cac két qua thu duogc khi 6 kich thich bing khang thé don dong
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khéng CD3. “Déi chimg” thé hién cac két qua vé cac té bao T biéu hién CAR khéang
FITC va “7x19” thé hién cac két qua vé cac té bao T bidu hién CAR-IL-7/CCL19
khang FITC.

Két qua

Nhu thdy rd rang trén Fig.7, cic té bao T bidu hién CAR-IL-7/CCL19 khéng
FITC thé hién c6 sy tiét IL-7 va CCL-19 ra bén ngoai té bao bing cach nudi cdy

khong chi trong 3 ngay ma con trong 5 ngady hodc 7 ngay.

Po ham lugng IL-7 va CCL19 trong dich ndi nudi cdy cta céc t& bao T biéu hién

CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cua ngudi

Nhu dbi véi cac t€ bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cua ngudi
hodic céc té bao T biéu hién CAR khang CD20 cla nguoi dugce tao ra, néng dd cua
IL-7 va CCL-19 sau khi nuéi cdy trong 3 ngay hoic 5 ngay cé hoac khéng cé kich
thich bang u té bao bén P815 dugc xir Iy bing mitomyxin C, u t& bao bén P815 dugce
tai td hop di truyén dé biéu hién CD20 cia ngudi (P815-hCD20) hodc c¢b dinh khang
thé don dong khang CD3 dugc xac dinh tuong ty sir dung kit ELISA. Céc két qua
duoc thé hién trén Fig.8. Trén Fig.8, cot tréng thé hién cac két qua thu dugc khéng co
kich thich, c6t danh bong bing dudng gach chéo thé hién cac két qua thu duoc c6
kich thich bing P815 dugc xir ly bang mitomyxin C, cdt den thé hién cac két qua thu
duge co kich thich bing P815-hCD20 va cdt xam thé hién cac két qua thu dugc ¢6
kich thich bang khang thé don dong khang CD3 cb dinh. “Péi chimg” thé hién céc
két qua vé céac t& bao T biéu hién CAR khang CD20 cuia ngudi va “7x19” thé hién
cac két qua vé cic t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 clia ngudi.

Két qua

Nhu thdy rd rang tir Fig.8, cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang

CD20 cua ngudi con thé hién ¢6 tiét IL-7 va CCL-19 ra bén ngoai té bao.
Vidu4

S luong té bao va ty 16 sdng ctia céc té bao T biéu hién CAR
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S6 lugng té bao va ty 1¢ song cta céc té bao T bidu hién CAR-IL-7/CCL19 khéng
FITC

Nghién ciru dugc thyc hién dé xem xét lidu réng IL-7 hoac CCL19 duogc tao ra
boi cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC s& anh huéng dén chuc
nang sinh hoc va thé hién tac dung kich thich mién dich. Cac té bao T biéu hién
CAR-IL-7/CCL19 khang FITC hoic cic té bao T biéu hién CAR khéng FITC dugc
tao ra duoc kich thich bang 1ug/ml trastuzumab dugc gén FITC ¢b dinh va dugc nubi
cdy trong 3 ngay, 5 ngay hodc 7 ngay va cac t& bao va dich ndi dugc thu hdi. Sb
lugng té bao va ty 1€ séng dugc phén tich bang nhudém xanh trypan. Cac két qua dugce
thé hién trén Fig.9 va Fig.10. Trén Fig.9 va Fig.10, cot den thé hign céc két qua vé
céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC, cdt tring thé hién cac két qua
vé céc té bao T biéu hién CAR khang FITC va truc hoanh thé hién sb ngay nuéi cdy.
Khac biét c6 ¥ nghia théng ké dugc danh gia bang thir nghiém t Student (* p < 0,05,
** < 0,01, *** p < 0,005, tp < 0,001).

Két qua

Nhu duge thé hién trén Fig.9 va Fig. 10, sy ting sinh t& bao va ty 16 séng cua cac
té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC déu dugc ting cudng, thé hién rang
IL-7 va CCL19 duoc tao ra bai céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC
4nh hudng dén chirc ning sinh hoc.

S lwong té bao cua cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 clia ngudi

M3u chira cac t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 ciia ngudi (4 x
10° t& bao) duoc kich thich ddng thoi bang mitomyxin C va P815-hCD20 véi su c6
mit cua ddi chimg isotyp IgG2a clia chudt rattus, khang thé trung hoa don dong
khéang CD127 hoic khéng thé trung hoa don dong khang CCR7. Céc té bao duoc nudi
cdy trong 5 ngay va sd tuyét d6i cac té bao sbng dugc xac dinh sir dung xanh trypan.
CD127 1a thu thé ctia IL-7 va CCR7 la thu thé ctia CCL19. Céc két qua dugc thé hién

trén Fig.11. Trén Fig.11, “d6i chimg isotyp.” thé hién cac két qua thu dugc bing cach
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kich thich bing P815-hCD20 véi sy c6 mit clia ddi chimg isotyp IgG2a cua chudt
rattus, “khang CD127” thé hién cac két qua thu dwoc bang céach kich thich bing
P815-hCD20 v6i sy c6 mit cia khang thé trung hoa don dong khang CD127 va
“khdng CCR7” thé hién cac két qua thu dugc bing cach kich thich bing P815-hCD20
vGi su ¢6 mit cia khang thé trung hoa don dong khang CCR7. Trén Fig.11, cot den
thé hién céc két qua vé cic té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cua
ngudi va cdt tring thé hién cac két qua vé céac té bao T biéu hién CAR khang CD20
clia ngudi. Mdi dit liéu duge thé hién béng gia tri trung binh + sai s6 tiéu chuén tir 3

16. *: P < 0,05, +: P < 0,001.
Két qua

Nhu duoc thé hién trén Fig.11, s6 lugng té bao ctia cac té bao T biéu hién CAR-
IL-7/CCL19 khéang CD20 ciia ngudi ciing ting 18n va téc d6 ting sinh té bao cia
chung tang 1én trong khi sy ting sinh té bao bi wc ché bang khang CD127, thé hién

réng su ting 1én trong ty 18 ting sinh té bio thyc hién qua thy thé cua IL-7 CD127.
Vidu5
Thir nghi€ém su di chuyén ciaté bao T

Thir nghiém su di chuyén cta t& bao T sir dung cac t€ bao T biéu hién CAR-IL-

7/CCL19 khang FITC

Tac dung hép dén héa hoc ciia CCL19 dugc nghién ciru bang thir nghiém sy di
chuyén cia té bao sir dung Transwell. Pic tinh di chuyén ctia céc té bao T dép ung
duoc xac dinh bing sy di chuyén qua phén loc polycacbonat ¢6 kich thudc 18 13 Spm
st dung ngan 96 giéng Transwell(R) (Costar, do Corning, Inc. san xuét). Cu thé, cac
té bao T bidu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC hoic cac té bao T biéu hién CAR
khang FITC dugc kich thich trong 3 ngay véi 1pg/ml trastuzumab dugc gén FITC cb
dinh & ngan dudi. Céc té bao T dép tmg dugc tao ra tir 14 lach hogic hach bach huyét
bang lua chon mang tinh phti dinh sir dung MACS(R) (do Miltenyi Biotec GmbH san

xudt). Cac té bao T dap ung dugc gin mau xanh CytoTell (do AAT Bioquest, Inc. san

-30 -



21834

xudt) va dugc nudi cdy trong 3 gid trong 16p trén. Sur di chuyén tir ngan trén dén ngén
dudi duge danh gia bing phan tich té bao dong chay. Cac két qua duoc thé hién trén
Fig.12. Trén Fig.12, cot den thé hién cac két qua vé céc té bao T bidu hién CAR-IL-
7/CCL19 khang FITC, ¢t tring thé hién cac két qua vé cac té bao T bidu hién CAR
khéng FITC va tryc tung thé hién sb tuyét dbi cua céc té bao T dap ing da di chuyén
dén ngin dudi (tuong tu cho Fig.13 va Fig.14 bén dudi). Khac biét c¢6 y nghia théng

ké duge nghién clru bing thir nghiém t ctia cac Student (* p <0,05).
Két qua

Nhu duoc thé hién trén Fig.12, cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khéang
FITC cho phép sé lugng 16n cac té bao T di chuyén dén ngan duéi khi so sanh véi
céc té bao T biéu hién CAR khang FITC. Trong liéu phép chuyén t& bao limphd (vi
dy, té bao T biéu hién CAR), huy hoai té bao ung thu béng céc té bao T duoc st dung
14 quan trong nhur vin @& ctia qua trinh va ngoai ra, quan trong 1a hoat héa cac t& bao
T ndi sinh (= cac t& bao mién dich cta vat chir) thé hién ban diu & bénh nhén ung thu
va tir d6 thu hit céc té bao nay nhu cac t& bao tdn cong cdc té bao ung thu. Nhim
muc dich nay, t6t hon 1a khong chi chuyén céc té bao limphé c6 thém tic dung chdng
khdi u va kich thich sy twong tac hoat dong giita cac té bao T dugc chuyén va céc té
bao T ndi sinh bing mdt sé phuong phap sao cho céc té bao T ndi sinh dugc tich liy
khu trii dén ung thu, vé6i tac dung tri liéu mién dich ting cudong. Nhu thiy tir cac két
qua trén Fig.12, cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC c6 kha ning
tich lity cac té bao T ndi tai, thé hién ring su tuong tac hoat dong giira céc té bao T

dugc chuyén va cac t& bao T ni sinh c6 thé duge kich thich.

Thir nghiém sy di chuyén cua cac té bao T hodc cac té bao dudi gai sir dung cac te

bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC

M3u chira c4c t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC hoic cac té bao
T biéu hién CAR khang FITC (5 x 10° té bao) dugc kich thich bing trastuzumab
duoc gin FITC cb dinh hoic khang thé don dong khiang CD3 & ngin dudi cia
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Transwell. Vao ngay 3, 4 x 10° té bao T duoc nhuém mau xanh CytoTell dugc dit &
ngin trén va dugc nudi ciy trong 3 gid hoic 5 gi. Twong ty, mdi miu dugc kich
thich bang trastuzumab dugc gin FITC ¢6 dinh. Vao ngay 3, 4 x 10° té bao dudi gai
dugc nhudm mau xanh CytoTell dugc dit & ngén trén va duge nudi céy trong 3 gio.
Céc té bao dap ung cta mdi kiéu di chuyén tir ngan trén dén ngin dudi dwoc phan
tich bang phan tich t& bao dong chay. Cac két qua dwoc thé hién trén Fig.13 va Fig.14.
Trén Fig.13 va Fig.14, cot den thé hién cac két qua vé cac t& bao T biéu hién CAR-
IL-7/CCL19 khang FITC va cdt tring thé hién cac két qua vé cac té bao T biéu hién
CAR khang FITC. Trén Fig.13 va Fig.14 va Fig.15 dugc néu sau ddy, mdi dir liéu
dugc thé hién bang gia trj trung binh + do 1éch chuén tir 3 15. *: P < 0,05, **: P <

0,01, ¥: P < 0,001, ++: P <0,00001, : P <5 x 107
Két qua

Céc két qua trén Fig.13 va Fig.14 thé hién cac té bao T biéu hién CAR-IL-
7/CCL19 khéng FITC c¢6 kha ning tich lity cac té bao T ndi tai va cac té bao dudi gai

cao.

Thir nghiém su di chuyén cta t& bao T sir dung cac t& bao T biéu hién CAR-IL-

7/CCL19 khang CD20 cua nguoi

M3u chira cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cta ngudi (1 X
10° t& bao) duoc ddng nudi ciy véi P815-hCD20 duge xir Iy bing mitomyxin C &
ngan dudi cua Transwell. Vao ngay 3, 4 x 10° té bao T dwgc nhudém mau xanh
CytoTell duge dat & ngén trén va dugc nubi cly trong 3 gidr v6i sy c6 mit cta ddi
ching isotyp IgG2a cua chudt rattus, khang thé don dong khang CD127 hoic khang
thé don dong khang CCR7. Céc té bao T dap tmg dugc di chuyén tir ngin trén dén
ngin dudi dugc phan tich bing phén tich t& bao dong chay. Cac két qua dugc thé hién
trén Fig.15. Trén Fig.15, “d6i chimg isotyp.” thé hién céc két qua thu dugc bing cach
kich thich bing P815-hCD20 véi su c6 mit clia dbi chimg isotyp IgG2a ctia chudt
rattus, “khang CD127” thé hién cac két qua thu dugc bing cach kich thich bing
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P815-hCD20 v&i sy c6 mat cia khang thé trung hoa don dong khang CD127 va
“khang CCR7” thé hién céc két qua thu dugc bing cach kich thich bang P815-hCD20
v6i sy c6 mit ctia khang thé trung hoa don dong khang CCR7. Trén Fig.15, ¢t den
thé hién cac két qua vé cac t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cia
ngudi va cot tring thé hién cac két qua vé cac té bao T biéu hién CAR khang CD20
cua ngudi.

Két qua

Nhu di thdy tir cac két qua trén Fig.15, cic té bao T bidu hién CAR-IL-
7/CCL19 khéang CD20 ciia ngudi ciing c¢6 kha nang tich lity cac té bao T ndi tai cao
va su tich liy céc té bao T ndi tai bi trc ché bai khang CCR7, thé hién ring su tich liy

cac té bao T ndi tai hoat dong thong qua thy thé CCL19 cha CCR7.

Céc két qua trén céc hinh vé& tir Fig.9 dén Fig.15 thé hién céc té bao T biéu hién
CAR-IL-7/CCL19 khéng FITC va céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khéng
CD20 clia ngudi ¢6 cac tac dung quan trong, khong thé thiéu dbi véi viée tao ra mién
dich, cua viéc tang sinh hiéu bang IL-7, c6 ty 1é séng cao va tich iy khu trd céc té
bao T hodc cac té bao dudi gai dén ung thu bang CCL19 va c6 tac dung kich thich
mién dich t6t. N6i chung, bidu hién hai phan tir d6i chimg, nghia 13, “IL-7” va
“CCL19”, trong t& bao T biéu hién CAR dugc thé hién 13 1am cai thién kha ning ting
sinh, ty 16 séng va tac dung kich thich mién dich ctia céc té bao T.

Vidu6
Kha ning tang sinh cta cac té bao T

M2u chita céc t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC hoic cac té bao
T biéu hién CAR khang FITC dbi chimg (5 x 10’ t& bao) dugc nhuém véi CytoTell
xanh (do AAT Bioquest, Inc. san xuét), duogc kich thich béng trastuzumab duoc gén
FITC cb dinh va sau d6 dugc phan tich bing phan tich té bao dong chay. Céc két qua
vao ngay 5 sau khi bat dau kich thich dugc thé hién trén Fig.16 va cac két qua vao

ngay 3 va 7 sau khi bét du kich thich dugc thé hién trén Fig.17. Trén Fig.16, céc tri
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s& trén biéu db thé hién s lugng phén chia té bao. Trén Fig.16 va Fig.17, cac tri sb
trén biéu d6 hinh tron thé hién ty 1¢ ciia mdi phin qua 15 (0, 1, 2, 3 hodc 4 > s lugng

phan chia t& bao) véi quan thé bach ciu.
Két qua

Céc két qua trén Fig.16 va Fig.17 thé hién kha ning tang sinh cua cac té bao T
biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC ting 1én khi so sanh véi cac té bao T biéu
hién CAR khéng FITC.

Vidu7

Biéu hién CD127 hoiic CCR7 trong céc té bao T, cac t& bao dudi gai va cac té bao T
biéu hién CAR

Céc té bao T l4 lach chua dugc kich thich (cac t& bao T chua tiép xuc khéang
nguyén), cac té bao T la lach dugc kich thich bing cach nudi ciy trong 2 ngiy véi
khang thé don dong khang CD3, khang thé don dong khang CD28 va IL-2 (céc té bao
T d hoat hoa), cac té bao dudi gai 14 lach chua duoc kich thich (cac té bao dudi gai)
va cac té bao T biéu hién CAR khang FITC (ddi ching) va cac té bao T biéu hién
CAR-IL-7/CCL19 khang FITC (7x19) duoc tao ra bing cach hoat héa véi ciing cach
theo cach trong “tai nap” cac té bao T clia chudt” ctia vi du 1 dugc phan tich bing
phan tich t& bao dong chay va dugc danh gia biéu hién CD127 hoic CDR7. Cac té
bao T 1a quin thé CD3'CD19’, cac té bao T biéu hién CAR khang FITC va céc t& bao
T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khéang FITC la cac quin thé duong véi cac hat FITC
gin dextran va cdc té bao dudi gai 12 quin thé CD11c’. Céc két qua kiém tra biéu
hién CD127 dugc thé hién trén Fig.18 va cac két qua kiém tra biéu hién CCR7 duoc
th8 hién trén Fig.19. Trén céac hinh v& nay, céc tri sb thé hién % cia céc té bao duong,
“ddi chimg” thé hién cac két qua vé cac t€ bao T biu hién CAR khang FITC va

“7x19” thé hién cac két qua vé cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC.

Két qua
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Nhu dugc thé hién trén Fig.18, biéu hién CDI127 dugc chimg minh la giam
trong céc té bao T dugc hoat hoa khi so sanh vé6i cdc té bao T chua tiép xuc khang
nguyén, nhung thé hién 1a nhiéu hon trong céc t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19
khang FITC so véi trong cac té bao T dugc hoat héa va dé dugc phuc hdi céac té bao
T chua tiép xuc khang nguyén. Nhu duoc thé hién trén F ig.19, biéu hién CCR7 giam
bing cach hoat hoa trong cac t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC,
nhung thé hién 1a cao xp xi khoang 67% biéu hién trong cac té bao T chua tiép xuc
khang nguyén. Cho dén nay, di biét ring biéu hién CD127 hodc CCR7 giam xubng
khoang tir 1/2 dén 1/3 bang cach hoat héa trong cac t& bao T. Do do, ngay ca néu cac
té bao T biéu hién CAR biéu hién IL-7 hodc CCL19 duoc tao ra, cac tac dung cta IL-
7 va CCL19 duoc cho ring giam di bing cach hoat héa té bao T biéu hién CAR. Do
d6, théng thudomg, biéu hién IL-7 va CCL19 trong céc té bao T biéu hién CAR c6 thé
khong dugc mong doi sé& ting cudng tac dung kich thich mién dich hodc tic dung
chéng khdi u cia t& bao T biéu hién CAR. Ciing trong thir nghiém nay, c6 thé xéac
nhan ring biéu hién CD127 hodc CCR7 giam tam thoi vao ngay 2 sau khi hoat héa
céc té bao T 14 lach. Tuy nhién, biéu hién CD127 hodc CCR7 thé hién 1a dugc khoi
phuc vao ngay 4 trong cac t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC. Diéu
nay thé hién rang biéu hién IL-7 va CCL19 trong té bao T biéu hién CAR 14 hiru ich
trong viéc 1am ting tac dung kich thich mién dich hoic tac dung chéng khdi u cua

ching.

Vidu 8

Téc dung tri liéu trong mo hinh khéi u cia chudt

Str dung céc té bao T bidu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 ctia ngudi cho chudt

5 x 10° té bao u t& bao bén P815 duoc tai td hop di truyén dé biéu hién CD20
cia ngudi (P815-hCD20) duoc tiém dudi da cho mdi con chudt mic bénh ung thu
(DBA/2 ctia chudt). Sau 3 ngay, 3 x 10° t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khéang

CD20 cia ngudi hodc céc t& bao T biéu hién CAR khang CD20 cua ngudi dugce tiém
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trong tinh mach cho chugt. Nhém khong duge xir ly dugc thanh 1ap lam d6i chung
bang cach tiém u té bao bon P815 cho mdi con chudt va khong thuc hién cac xir ly
sau d6 (khong sir dung t€ bao T biéu hién CAR). Thé tich khéi u ciia chudt va ty 18
song dugc x4c dinh hai 14n mdi tuan. Trong phan tich thé tich khéi u, d6 1éch chuén
dugc tinh cho mdi nhém thir nghiém. Khac biét ¢6 ¥ nghia théng ké gitra 3 nhém
dugc nghién ciru bing thir nghiém t Student cho phén tich thé tich khéi u va thir

nghiém xép hang log ¢ danh gia ty 18 sbng (* P < 0,05, ** P < 0,01).

Céc két qua kiém tra thay ddi trong thé tich khéi u ciia chudt dugc thé hién trén
Fig.20 va céc két qua kiém tra ty 1¢ séng cta chudt duogc thé hién trén Fig.21. Trén
Fig.20 va Fig.21, hinh tron mau tring thé hién céc két qua thu dugc bing cach sir
dung cac té bao T biéu hién CAR khang CD20 ctia ngudi, hinh tron mau den thé hién
cac két qua thu dugc b'fmg cach sir dung céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19
khang CD20 ctia ngudi va hinh binh hanh mau tring thé hién céc két qua thu dugc
ma khéng sir dung té bao T biéu hién CAR trong nhém khong duge xir ly. Trén
Fig.20, truc hoanh thé hién ngay sau khi tiém tinh mach cac té bao cho chudt va truc
tung thé hién thé tich khéi u (mm?). Trén Fig.21, truc hoanh thé hién tudn sau khi
tiém tinh mach cac té bao cho chuét va truc tung thé hién ty 18 sbng (%).

Két qua

Nhu duge thé hién trén Fig.20 va Fig.21, viéc sir dung cac t& bao T biéu hién
CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cua ngudi duge xac nhan 1a thé hién tic dung lam
giam thé tich khéi u va ting ty 1¢ sdng (tdc dung kéo dai khoang thdi gian séng) khi
so sanh véi viée sir dung cac té bao T biéu hién CAR khang CD20 cua ngudi hoic
khong str dung t& bao T biéu hién CAR. Do d6, cac té bao T biéu hién CAR-IL-
7/CCL19 khang CD20 ctia ngudi thé hién c6 tac dung chdng khdi u tét.

Céy chuyén chét trj bénh ung thu va céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang

CD20 cta ngudi cho chuft)
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5 x 10° té bao P815-hCD20 duoc tiém duéi da cho mdi con chudt. Vao ngay 10
sau khi tiém, chat tri bénh ung thu xyclophosphamit (CPA, 100mg/kg) duoc sir dung
trong mang bung va vao ngay 14, 1 x 10° té bao T bidu hién CAR-IL-7/CCL19 khéang
CD20 clia ngudi hodc cac té bao T biéu hién CAR khang CD20 cua ngudi duge tiém
trong tinh mach. Céc két qua kiém tra ty 1& séng ctia chudt dugc thé hién trén Fig.22
va céc két qua kiém tra thé tich khéi u ctia ching dugc thé hién trén Fig.23 va Fig.24.
Trén cac hinh vé tir Fig.22 dén Fig.24, truc hoanh thé hién ngay sau khi tiém dudi da
P815-hCD20 (ngay ti€m dudi da P815-hCD20 cho chudt dugc tinh la ngay 0) va truc
tung thé hién ty 18 sbng (Fig.22) hoic thé tich khdi u (truc chinh cua khéi u x (truc
phu cia khdi u)* /2 (mm?)) (Fig.23 va Fig.24). “Khong diéu tri” thé hién cac két qua
thu dugc & nhém khong duoc diéu tri, “CPA” thé hién céc két quad thu dugc trong
nhém chi sir dung CPA, “CPA+dbi chitng” thé hién cac két qua thu dugc trong nhém
str dung céc té bao T biéu hién CAR khang CD20 cta ngudi sau khi sir dung CPA,
“CPA+7x19” thé hién cac két qua thu dugc trong nhém sir dung cac té bao T biéu
hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 ctia ngudi sau khi sit dung CPA va + thé hién sy
chét cua chudt. Fig.24 1a so dd thé hién 1/10 céc tri sb trén truc tung cua biéu db

CPA+7x19 trén Fig.23.
Két qua

Nhu duoc thé hién trén Fig.22, sir dung két hop cac t€ bao T biéu hién CAR-IL-
7/CCL19 khang CD20 cta ngudi theo sang ché va chét trj bénh ung thu dat dugc ty
1é séng rat cao. Nhu dugce thé hién trén Fig.23 va Fig.24, s dung két hop céc té bao
T bidu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 ctia ngudi theo sang ché va chét tri bénh
ung thu dat dugc su bién mat hoan toan khdi u. Nhu duoc thé hién trén Fig.24, thé
tich khéi u 12 16n nhit vao ngay 10 sau khi tiém dudi da P815-hCD20. Theo khia
canh ndy, truc phu nim trong khoang tir 4,86mm dén 7,25mm, truc chinh nim trong
khoang tur 5,92mm dén 8,39mm va thé tich khdi u nam trong khoang tur 69,91 mm’
dén 220,50mm’ véi trung binh 1a 140,02 mm®. Céc két qua dugc mé ta & trén ciing

thé hién ring khdi u tang sinh tam thdi s& bién mét béi diéu tri bing cac te bao T bieu
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hién CAR-IL-7/CCL19 khéng CD20 ctia ngudi. Trong trudmg hop sir dung té bao T
biéu hién CAR theo sang ché két hop v6i chét tri bénh ung thu bd sung, duge wu tién,
dé tang cuong hon tac dung chdng khéi u ctia té bao T biéu hién CAR theo sang ché,
truéc mat 1a lam giam sb lugng té bao limphd bing cach sir dung chit tri bénh ung
thu bd sung va sau d6 st dung cac t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20
clia ngudi, nhu trong phuong phdp dugc mo ta & trén. Phuong phéap nay c6 thé ting

cuong su On dinh ndi mo in vivo clia t€ bao T biéu hién CAR.
Vidu9
Tac dung xam nhdp vao cac mod cua khoi u

5 x 10° t& bao P815-hCD20 dugc tiém dudi da cho mdi con chudt. Vao ngay 3
sau khi tiém, 1 x 10® t bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 ciia ngudi
dugc sir dung. Vao ngay 21 sau khi tiém, cac mé cua khdi u dugc cit. M6 cia mdi
con chudt dugc chia thanh hai ph?ln. Mot trong hai phén dugc nhudm véi
hematoxylin-eosin (H&E) va phin con lai dugc sir dung trong phén tich héa mé mién
dich. Phan tich h6a mé mién dich dugc thuc hién sir dung hdn hop céc khang thé don
dong khang CD4 va khang CD8 hoic hdn hop cac khang thé don dong khang CD3 va
khang DEC205 1am céc khang thé so c4p. Alexa Fluor(R) 488 gin khang IgG2a cua
chudt rattus (mau xanh luc) va Alexa Fluor(R) 647 gén khang IgG2b ctia chuft rattus
(mau do) duge sir dung lam céc khang thé thir cdp. Nhén cta cac té bao duoc nhudm
v6i DAPI (mau xanh duong). Cac miu dugc nhuém H&E va cac manh duoc gin
nhan mién dich dugc quan sat dudi kinh hién vi & d6 phong dai 1a X100 hodc »x200.
CD4 va CD8 la céc chi thi cho cac té bao T va DEC205 1a chi thi cho céc té bao dudi
gai. Cac két qua nhuém H&E duoc thé hién trén Fig.25 va cac két qua phan tich héa
m6 mién dich dugc thé hién trén Fig.26(a) va Fig.26(b). Cac két qua dinh lugng vung
duong dugc gin nhin bing mdi kiéu nhuém huynh quang (nhuém CD4 (mau do),
nhuém CD8 (mdiu xanh luc), nhuém CD3 (mau d6), nhuém DEC205 (mau xanh luc)
va su ton tai déng thoi cia CD3 va DEC205 (mau vang)) trong dit li€u trén Fig.26(a)

va Fig.26(b) sur dung chuong trinh dém té bao lai (do Keyence Corp. san xut) duoc
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thé hién 1an luot trén Fig.27(a) va Fig.27(b). Trén cac hinh v& tir Fig.25 dén Fig.27,
“khong dugc diéu tri” hoic “khong diéu tri” thé hién cac két qua thu duge ¢ nhém
khong dugc diéu tri, “ddi chimg” thé hién cac két qua thu duge trong nhém dugc didu
tri bang cac té bao T biéu hién CAR khang CD20 ciia ngudi va 7x19 thé hién nhém
dugc diéu tri bang cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cua ngudi.

Két qua

Tir cac két qua trén Fig.25, su diéu tri bang cac té bao T biéu hién CAR-IL-
7/CCL19 khang CD20 ciia ngudi ting cudng hoai tir (cac ving duogc thé hién béi mii
tén) va cdc ving ma nhan xuit hién dugc quan sat. Cac két qua trén Fig.26(a) va
Fig.27(a) thé hién cac té bao T xdm nhap vao md ung thu biang cach diéu trj bing cac
t€ bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khing CD20 cia ngudi. Céac két qua trén
Fig.26(b) va Fig.27(b) thé hién cac t& bao dudi gai cling véi cac té bao T xadm nhap
vao mé ung thu bing cach diéu tri bang cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19

khang CD20 cua ngudi.

Vidu 10
Téc dung tri liéu mang lai ctia hdn hop IL-7 va CCL19 1én khéi u

5 x 10° té bao P815-hCD20 dugc tiém dudi da cho mdi DBA/2 ciia chudt. Vao
ngay 3 sau khi tiém, 1 x 10° t& bao T biéu hién CAR khang CD20 cta ngudi, cac té
bao T bidu hién CAR-IL-7 khang CD20 ciia ngudi chi biéu hién IL-7 lam yéu t6 ting
cudng chirc nang mién dich (khong bidu hién CCL19), céc té bao T biéu hién CAR-
CCL19 khang CD20 cta ngudi chi bidu hién CCL19 lam yéu t§ ting cudng chic
nang mién dich (khéng biéu hién IL.-7) hodc céc té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19
khang CD20 cta ngudi biéu hién IL-7 va CCL19 dugc tiém trong tinh mach & do.
Nhém chudt dbi chimg duoc thiét 1ap ma khéng sir dung céc té bao T biéu hién CAR
ma khong biéu hién IL-7 hoic CCL19. Vao ngiy 10 sau khi sir dung, truc chinh va
truc phu ctua khéi u dugc xac dinh va thé tich khdi u (mm3) duoc tinh theo cach giéng

cach & trén. Cac két qua duoc thé hién trén Fig.28. Trén Fig.28, “khdng diéu tri” thé
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hién cac két qua thu dugc ma khong sir dung té bao T biéu hién CAR, “CAR déi
ching” thé hién cac két qua thu duoc béng cach sur dung céc té bao T biéu hién CAR
khang CD20 cia ngudi, “IL-7 CAR” thé hién cac két qua thu dugc bing cach sir
dung ctia céac té bao T biéu hién CAR-IL-7 khang CD20 cua ngudi, “CCL19 CAR”
thé hién cac két qua thu duoc bing cach sir dung céc t€ bao T bidu hién CAR-CCL19
khang CD20 ctia ngudi va “IL-7/CCL19 CAR” thé hién cac két qua thu dugc bang
cach sir dung cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cua ngudi.

Céc té bao T biéu hién CAR-IL-7 khang CD20 cta ngudi thu duoc bang cach
tao ra vecto pMSGV chira khang CD20 ctia ngudi CAR-F2A-IL-7 (vecto CAR biéu
hién IL-7 khang CD20 ctia ngudi) va chuyén vecto ndy vao cdc té bao T cia chudt
theo cach giéng nhu trong “tai nap céc té bao T ctia chudt” cta vi du 1. Tuong tu, cac
té bao T biéu hién CAR-CCL19 khang CD20 ciia ngudi thu dugc bing céach tao ra
vecto pMSGV chira khang CD20 ctia ngudi CAR-F2A-CCL19 (vecto CAR biéu hién
CCL19 khang CD20 cta ngudi) va chuyén vecto nay vao cac té bao T ciia chudt theo
cach giéng nhu trong “tai nap” céc té bao T cua chudt” cua vi du 1. Viéc tao ra mdi
vecto duoc thuc hién theo phuong phap “tao ra vecto biéu hién CAR khang FITC
bidu hién IL-7 va CCL19” hoidc “tao ra vecto biéu hién CAR khang CD20 biéu hién
IL-7 va CCL19” ctia vi du 1. Trinh ty cta céc vi tri tir 1 dén 462 va codon két thuc
sau cac vi tri nay trong SEQ ID NO: 9 dugc sir dung la trinh tu ma hoéa IL-7. Trinh tu
clia cac vi tri tir 538 dén 864 trong SEQ ID NO: 9 dugc st dung la trinh tr méa hoa
CCL19. Cac két qua dugc thé hién trén Fig.28.

Két qua

Nhu duoc thé hién trén Fig.28, viéc dung céc t& bao T biéu hién CAR-IL-7
khang CD20 cta nguoi hodc cac té bao T biéu hién CAR-CCL19 khang CD20 ctia
ngudi chi thé hién tac dung trc ché sinh truéng cia khdi u bing hoic hoi thip hon so
véi viée st dung cdc té bao T biéu hién CAR khang CD20 clia ngudi d6i chung,
trong khi khdi u hau nhu bién mét bing cach sir dung cac té bao T biéu hién CAR-IL-

7/CCL19 khiang CD20 cua ngudi. Do d6, méc du chi IL-7 hodc CCL19 khoé ¢6 tac
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dung urc ché sinh trudng cla khdi u, thi su két hop ctia IL-7 va CCL19 tao ra tac dung

trc ché sinh truéng cta khéi u rét cao.

Vidull

Hoat tinh gdy doc té bao khang lai té bao khéi u trong thir nghiém giai phéng >'Cr - 1
Lua chon yéu t6 ting cudng chirc ning mién dich cia té bao T

Trong vi mdi truong clia mé ung thu, tin higu e ché duge truyén din dén té bao
mién dich sao cho dap tmg mién dich chng khéi u bi tc ché dé tir d6 lam giam hiéu
qua cua liéu phap mién dich. C4c tin hiéu trc ché dén té bao mién dich duoc chuyén
boi SHP-1 hodc SHP-2. Do d6, trong liéu phap té bao T ctia ung thu, hiéu qua chdng
khdi u c6 thé c6 kha ning cho phép ban thin cac té biao T tao ra thé dot bién 4m
chiém wu thé (rc ché tac dung cuia SHP-1 hodc SHP-2. Theo 46, vecto biéu hién déng
thoi thé dot bién am chiém wu thé tc ché tac dung ctia SHP-1 hoic SHP-2 va CAR

dugc tao ra va hoat tinh gay doc té bao khang lai té bao khdi u duge kiém tra.

San xuat vecto bieu hién CAR @€ biéu hién thé d6t bi€én 4m chiém wu thé cua

SHP1 hoiac SHP2

Manh ADN ma héa thé dot bién 4m chiém uu thé cta cia chudt SHPI
(SHP1DN) chira dot bién cua gc xystein xuc tic & vi tri tir 453 dén serin (C4538)
dugc tao ra bing dot bién diém dinh vi bing PCR. Manh ADN mi héa thé dot bién
am chiém wu thé cta chugt SHP2 (SHP2DN) chira dot bién cia gbc xystein xiic tic &
vi tri tir 459 dén serin (C459S) duogc téng hop bai Life Technologies Corp. va dugc
st dung. Trinh tu nucleotit ma héa SHP1DN cua chuét duge thé hién trong SEQ ID
NO: 11 va trinh tu nucleotit mad héa SHP2DN cua chuét dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 12. 3 bazo & cac vj tri tir 1357 dén 1359 trong SEQ ID NO: 11 va & cac vi tri tir
1375 dén 1377 trong SEQ ID NO: 12 1a céc vi tri dot bién. Manh ADN ma héa
SHP1DN hodc SHP2DN dugc chén vao MCS cua vecto pMSGV chira CAR-F2A-
MCS khang CD20 ciia ngudi scFv trong qud trinh tao ra vecto CAR khang CD20

biéu hién IL-7/CCL19 cua nguoi trong vi du 2 thu dugc 14n lugt 1a vecto CAR biéu
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hién SHPIDN khang CD20 ciia ngudi va vecto CAR biéu hién SHP2DN khang

CD20 cua nguoi. Ban dd cua vecto thu dugc duoc thé hién trén Fig.29.
Sy truyén dan cta céc t& bao T ciia chudt

Vecto CAR biéu hién SHPIDN khang CD20 cua ngudi hodc vecto CAR biéu
hién SHP2DN khang CD20 cta nguoi duge truyén din dén cac té bao T cua chudt
theo cach giéng nhu trong vi du 1 dé tao ra 1an luot 1a céc té bao T bidu hién CAR-
SHPIDN khang CD20 ciia ngudi va céc té bao T biéu hién CAR-SHP2DN khang
CD20 cta ngudi. Cac té bao T biéu hién CAR khang CD20 cia ngudi dugc tao ra

trong vi du 1 dugc sir dung 1am déi ching.
Hoat tinh gy doc t& bao khang lai té bao khdi u trong thir nghiém giai phéng SIcr

Hoat tinh gdy doc té bao cua té bao T biéu hién CAR khang lai khdi u dugc xac
dinh béng thir nghiém giai phéng >'Cr 4 gidr tiéu chudn. P815 bidu hién CD20 cua
ngudi (P815-hCD20) dugce sir dung lam céc t€ bao khdi u dich. Céc t& bao khdi u
duoc thu hdi, duge nudi céy 0 37°C trong 1 gio v&i su cd mat cta 100 pCi Na,’'CrO,
va sau d6 dugc rira ba lan. Sau d6, cac té bao khéi u duoc nudi cdy ddng thoi véi cac
té bao T biéu hién CAR khang CD20 cua ngudi, cic té bao T biéu hién CAR-
SHPIDN khang CD20 ciia ngudi hodc cac té bao T biéu hién CAR-SHP2DN khéng
CD20 cta ngudi lam cac té bao T tac déng. Ty 18 tac dong/dich duoc thiét 1ap 1a 0,6,
1,25, 2,5, 5 hodc 10. Mirc giai phong t6i da va giai phong tu nhién ctia céc té bao dich
duoc xac dinh bing cach nudi cdy cac té bao trong méi trudng nudi ciy chira Triton-
X 10% (do Sigma-Aldrich Co. LLC. san xuit) hodc chi mdi trudng nudi cdy. Su giai
phéng *!Cr cua dich ndi dugc xdc dinh st dung bd dém sb TopCount (do
PerkinElmer, Inc. san xuét). Phan tram cua tinh gay doc té bao dic hiéu duoc tinh
theo cong thirc: tinh gdy ddc té bao dic hiu (%) = [(gidi phong thir nghiém - giai
phéng tu nhién) / (giai phong tbi da - giai phéng tu nhién)] x 100. Cac két qua dugc
thé hién trén Fig.30. Trén Fig.30(a), hinh tron mau tréng thé hién cac két qua vé cac

té bao T bidu hién CAR khang CD20 ctia ngudi va hinh tron mau den thé hién cac két
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qué vé céc té bao T bidu hién CAR-SHP1DN khang CD20 ctia ngudi. Trén Fig.30(b),
hinh tron mau tring thé hién cac két qua vé cac té bao T biéu hién CAR khang CD20
cia ngudi va hinh tron mau den thé hién céc két qua vé cac té bao T biéu hién CAR-
SHP2DN khang CD20 ctia ngudi. Truc hoanh thé hién ty 1¢ giita thé tic dong (céc té
bao T) va thé dich (cac té bao khéi u) bang ty 1& E/T va truc tung thé hién tinh giy
doc té bao dic hidu (%). Khac biét c6 y nghia théng ké duoc nghién ciru béi thir

nghiém t Student (* p < 0,05).

Nhu duoc thé hién trén Fig.30, cc t& bao T bidu hién CAR-SHP1DN khéng
CD20 cta ngudi va cac té bao T biéu hién CAR-SHP2DN khéng CD20 cua ngudi
duoc thé hién 1a c6 hoat tinh gy doc té bao cao hon dang ké khang lai té bao khéi u

s0 v6i cac té bao T biéu hién CAR khang CD20 ciia ngudi.
Vidu 12
Hoat tinh gay doc t& bao khang lai té bao khéi u trong thir nghiém giai phong *>'Cr -2

P815-hCD20 (1 x 10* té bao/giéng) dugc tron véi cac té bao T biéu hién CAR
khang FITC (déi chimg, tron) hodc cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khéng
FITC (7x19, vudng) véi ty 18 thé tac déng/thé dich (E/T) 1a 0,15625, 0,3125, 0,625,
2,5, 5 hodc 10 vai sy c6 mét cua rituximab khéng duge ge"m nhéan (Ab, tréng) hodc
FITC gén (FITC-Ab, den). Theo cach gidng cach & trén, su giai phéng 3ICr cta dich
ndi dugc xac dinh va phén trdm cua hoat tinh gdy doc té bao duge tinh toan. Cac két
qua duoc thé hién trén Fig.31. Trén Fig.31, “hinh tron mau den” thé hién cac két qua
thu duogc b%lng cach tron cac t& bao T biéu hién CAR khang FITC véi sy c6 mit ciua
rituximab lién két FITC, “hinh tron mau tring” thé hién cac két qua thu dugc bing
céch tron céc té bao T biéu hién CAR khang FITC véi sy ¢6 mit cua rituximab khong
duge gin nhan, “hinh vudng den” thé hién céc két qua thu duoc bing cach trén cac té
bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC véi su ¢6 mit cla rituximab lién két
FITC va “hinh vudng tring” thé hién cac két qua thu dugc bang cach tron cac té bao
T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang FITC véi su ¢6 mat cua rituximab khong dugc

gan nhén.
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815-hCD20 (1 x 10* t& bao/giéng) dugc tron véi cac té bao T biéu hién CAR
khang CD20 ctia ngudi hodc cac té bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khéng CD20
clia ngudi véi ty 18 thé tac dong/thé dich (E/T) 1a 0,3125, 0,625, 2,5, 5, 10 hodc 20.
Theo cach giéng cach ¢ trén, su giai phong S1Cr cua dich ndi duoc xac dinh va phin
trim cta hoat tinh gdy doc té bao duogc tinh toan. Cac két qua dugc thé hién trén
Fig.32. Trén Fig.32, “hinh tron mau den” thé hién cac két qua thu dugc bing cach
tron cac t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cua ngudi va “hinh tron
mau tring” thé hién cc két qua thu duoc bing cach tron cac té bao T biéu hién CAR
khang CD20 cua nguoi.
Két qua

Nhu dwoc thé hién trén Fig.31 va Fig.32, cac t& bao T biéu hién CAR-IL-
7/CCL19 khang FITC thé hién su duy tri hoat tinh giy déc té bio mdi té bao khang
lai t& bao khdi u & cing mic d véi cac té bao T biéu hién CAR khang FITC. Tuong
ty, cac t& bao T biéu hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 cuia ngudi thé hién su duy
tri hoat tinh gay doc té bao mdi t& bao khang lai té bao khéi u & ciing mirc d§ véi cac
té bao T biéu hién CAR khang CD20 ciia ngudi.
Vidy 13
Su sbng in vivo ctia céc té bao T biéu hién CAR va biét héa thanh cac té bao T nhé
Phén tich t€ bao dong chay

5 x 10° té bao P815-hCD20 dugc tiém dudi da cho mdi con chudt DBA/2. Vao
ngay 10 sau khi tiém, chét tri bénh ung thu xyclophosphamit (CPA, 100mg/kg) dugc
st dung trong mang bung va vao ngay 14, 1 x 10° t& bao T bidu hién CAR-IL-
7/CCL19 khang CD20 ciia ngudi hodc cac té bao T biéu hién CAR khang CD20 ctia
ngudi duge tiém trong tinh mach. Vao ngay 21 sau khi sir dung té€ bao T biéu hién
CAR, bach cdu dugc phan 1ap tir 14 lich hodic ving hach bach huyét ctia khéi u (khu
vuc cin dudi, canh tay trén va viing hang). Cac két qua phén tich CD4, CD8, CD44
va CD62L cho céc kiéu hinh bé mit cia bach cdu bing phan tich té bao dong chay

duoc thé hién trén Fig.33. Bach cau 14 lach dugc kich thich bing cach nubi cdy trong
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4 ngay v6i P815-hCD20 duoc xir Iy bing mitomyxin C. Cac két qua kiém tra su ting
sinh cta céc t& bao T bing phan tich té bao dong chay dugc thé hién trén Fig.34. Bidu
hién CAR duoc x4c nhan sir dung protein L biotinyl héa va APC gin streptavidin.
Trén Fig.33, cac sb thé hién ty 1& ciia cac ving giéng turong Ung trén cac té bao T
CD4" va cac té bao T CD8" (CD62L*CD44": cac té bao T chua tiép xuc khéng
nguyén, CD62L'CD44": cac té bao T nhé trung tdm, CD62L°CD44": cac té bao T
nhé tac dong). Trén Fig.34, cac sb thé hién ty 18 cua protein L-cac té bao T dwong.
Trén Fig.33 va Fig.34, “dbi chimg” thé hién cac két qua v& cac té bao T biéu hién
CAR khang CD20 ctia ngudi va “7x19” thé hién cac két qua vé cac té bao T biéu

hién CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 ctia ngudi.
Két qua

Cac két qua dugc thé hién trén Fig.33 va Fig.34 thé hién ring cic té bao T nhé
tang 1€n trong 14 lach va hach bach huyét cta chudt duge dung céac té bao T biéu hién
CAR-IL-7/CCL19 khang CD20 ciia ngudi va cac t& bao T biu hién CAR-IL-
7/CCL19 khang CD20 ciia ngudi séng trong chudt ting sinh manh bang cach nudi
cdy ddng thoi vai cac t& bao khdi u biéu hién CD20 clia ngudi. Cung véi cac két qua
ty 18 sbng trén Fig.21 va Fig.22, cac két qua nay goi y ring té bao T biéu hién CAR
theo sang ché séng hiéu qua in vivo & thé nhan va con c6 kha ning diét té bao ung thu
va ting cudng ty 16 séng bang cach try thanh cac t& bao T nhd va thé hién ring té bao
T bidu hién CAR theo sang ché con c6 tac dung phong chéng tai phat bénh ung thur.
Kha ning ap dung cong nghiép

Str dung vecto bidu hién CAR theo sang ché cho phép tao ra cac té bao CAR-T
¢6 ca kha nang séng va kha ning tich liy cac té bao limphd va cac té bao CAR-T ¢
kha ning khang trc ché mién dich trong vi méi trudng ung thu. Do do, vecto biéu
hién CAR theo sang ché c6 thé ap dung vao linh vuc lidu phap mién dich diéu tri

bénh ung thu.
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YEU CAU BAO HO
1. Vecto biéu hién thu thé ciia khang nguyén kham (chimeric antigen receptor: CAR)
chira axit nucleic m3 héa thu thé cta khang nguyén kham va axit nucleic ma hoa yéu
t6 tang cudng chirc ning mién dich cta té bao T, trong d6 axit nucleic ma hoa yéu té
tang cudng chirc niang mién dich t& bao T la axit nucleic ma hoa interleukin-7 va axit
nucleic ma héa CCL19.

2. Vecto biéu hién CAR theo diém 1, trong d6 axit nucleic m3 héa CAR va axit
nucleic ma hoéa yéu té ting cudng chirc ning mién dich cua t& bao T duoc lién két
bang trinh tr ma hoa peptit tu phan cit.

3. Vecto biéu hién CAR theo diém 1 hoic 2, trong do axit nucleic ma hoa interleukin-

7 va axit nucleic md héa CCL19 dugc lién két bang trinh ty ma héa peptit tu phan cét.

4. Vecto biéu hién CAR theo diém 1, 2 hoic 3, trong d6 axit nucleic ma héa CAR
chira axit nucleic ma héa polypeptit cia khang thé chudi don nhén dién FITC hoic
CD20.

5. Vecto biéu hién CAR theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 4, trong d6 axit
nucleic ma héa CAR chira axit nucleic ma hda polypeptit ciia ving xuyén mang CDS8.
6. Vecto biéu hién CAR theo diém bit ky trong sé cac diém tir 1 dén 5, trong do axit
nucleic md héa CAR chira axit nucleic ma héa polypeptit cia ving ndi bao CD28,
vung ndi bao 4-1BB va vung ndi bao CD3L.

7. Té bao T biéu hién CAR duoc dua vao vecto (a) hoic (b) sau day:

(a) vecto biéu hién CAR theo diém bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 6;

(b) vecto biéu hién CAR chira axit nucleic ma héa CAR va axit nucleic mi héa
interleukin-7 va vecto biéu hién CAR chira axit nucleic ma héa CAR va axit nucleic
méa héa CCL19.

8. Chét tri bénh ung thu chira té bao T bidu hién CAR theo diém 7 va chit phy gia

dugc dung.
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9. Té bao T, trong d6 té bao nay biéu hién CAR, interleukin-7 va CCL19.

10. Chét tri bénh ung thu chira té bao T theo diém 9 va chit phu gia duoc dung.
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[Fig. 12]
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[Fig. 18]
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[Fig. 23]
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