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PANH GIA KHA NANG LI GIAI CAC DONG TE BAO UNG THU CD19*
CUA CAC TE BAO CAR-T
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Tém tit
Muc tiéu: Déanh gid kha nang li giai cic dong té bao ung thu CD19* cta cdc té
bao CAR-T. Phwong phdp nghién ciru: Nghién ctu thuc nghiém, mé ta cit
ngang c¢6 ddi ching. Cac dong té bao ung thu Daudi, 1D2 (CD19%) va K562
(CD19") duoc danh dau bang CFSE. Té bao CAR-T hoic PBMC (effector) dugc
bd sung vao cdc giéng nudi chira té bao ung thu CD19* hoic K562 (target) theo
ty 16 target:effector (T:E) 1:2, 1:5, 1:10. Hon hop té bao duoc nudi trong ti 4m
37°C, 5% CO, trong 6 gid, sau d6 phan tich bang flow cytometry. Két qua: Té
bao CAR-T c6 kha nang li giai té bao ung thu CD19* va kha ning li giai ting ty
1¢ thuan véi ty 16 CAR-T nudi cdy dong thoi voi té bao CD19*, su khdc biét c6 §
nghia thong ké so véi nhém chimg PBMC va CD19™ (p < 0,05). Két lugn: Té bao
CAR-T c6 kha ning li giai cic dong té bao ung thu CD19".
T khéa: CAR-T, CD19".

EVALUATION OF THE LYTIC EFFECTS OF CAR-T CELLS ON CD19"
CANCER CELL LINES

Abstract

Objectives: To evaluate lytic effects of CAR-T on CD19" cancer cell lines.
Methods: Experimental, descriptive, cross-sectional study with control groups.
Daudi, 1D2 (CD19") and K562 (CD19") cancer cell lines were labelled with CFSE.
CAR-T or PBMC cells (effector) were added to the culture wells containing CD19"
or K562 cancer cells (target) with the target:effector ratio (T:E) of 1:2, 1:5, 1:10.
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The cells were incubated at 37°C, 5% CO, for 6 hours, then analyzed by flow
cytometry. Results: CAR-T had the ability to lyse CD19" cancer cells, and the
lysis ability increased according to the ratio of CAR-T co-cultured with CD19"

cells. The difference was statistically significant when compared to control
groups (PBMC and CD19) (p < 0.05). Conclusion: CAR-T cells exhibit the

ability to lyse CD19" cancer cell lines.
Keywords: CAR-T, CD19".

PAT VAN DE

Theo wdc tinh ctia T6 chtic Y té Thé
gidi, mdi nim trén toan thé gidi c6
khoang trén 18 tri¢u truong hgp moi
mic va 9,5 triéu ngudi chét vi bénh
ung thu [1]. Bénh bach cau nguyén bao
lympho cap tinh (ALL - Acute
Lymphoblastic Leukemia) hodac bénh
bach ciu cip dong lympho, Lo-xé-mi
cAp dong lympho 13 mot trong nhiing
bénh ung thu phd bién nhit & tré em
trén thé gidi, chiém khoang 75% tat ca
céc loai ung thu mau [2, 3].

Liéu phdp diéu tri chu yéu hién
dugc st dung cho ALL la héa tri ligu,
tuy nhién, hiéu qua cua phuong phép
diéu tri nay chi dat tdi da 20% & nguoi
truong thanh [4]. Li€u phap mién dich
sir dung té bao T mang thu thé nhan
tao CAR (Chimeric antigen receptors)
c6 kha ning nhan biét cdc khdng

nguyén dac hiéu trén bé mat té bao ung

thu, tir d6 kich hoat kha ndng phan giai
té bao ung thu dang 1a van d& dugc
nhiéu nha khoa hoc quan tam [5, 6]. Su
dung thu thé CAR-T dang ngay cang
pho bién trong nghién ctru va diéu tri
ung thu do kha nang tang sinh va kha
ning giét cua té bao T giy doc (T.),
doéng thoi c6 tinh dic hiéu lién két
thong qua thy thé khang nguyén CAR
[6, 7].

Tuy nhién, & Viét Nam chua tng
dung liéu phap té bao CAR-T dé diéu
tr1 ung thu néi chung va ALL néi
riéng. Trudc khi dp dung trong diéu tri
1am sang thi can danh gid hiéu qua kha
nang li giai cdc té bao ung thu cua khbi
té bao CAR-T in vitro va tac dung diéu
tri trén mo hinh dong vat mang khoi
ung thu ¢ ngudi. Ching toi tién hanh
nghién ctru nay nham: Pdnh gid khd
nang li giai cia CAR-T khi nudi cdy
ciing véi cdc dong té bao ung thu ¢é va
khéong c6 CDI19".
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POI TUQONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

1. P6i twong nghién ciu

- Té bao Daudi (ATCC CCL-213)
dong t& bao ung thu hach lympho
CD19" Burkitt (ATCC, Hoa Ky).

- Té bao K562 (ATCC CCL-243)
dong té bao ung thu bach ciu man tinh
dong tiy CD19(-).

- Té bao CAR-T CDI9RCD137/pSB
(CAR-T2) la san pham coa dé tai
nghién ctru ung dung va phét trién
cong nghé cap qudc gia. Mi sb KC
10.39/16-20.

- Té bao CAR-T CDI9RCDI137-
1Casp9-IL15/pSB (CAR-T4)
pham cua dé tai nghién ctru tng dung

la san

va phiét trién cong nghé cap qubc gia.
Mi s6 KC 10.39/16-20.

- Té bao PBMC lam nhém ching.

2. Phwong phap nghién ctiru

* Thiét ké nghién ciru: Nghién ctu
thyc nghiém, md ta cit ngang c6 doi
ching.

* Phurong phdp, k thudt, tiéu chudn
sw dung trong nghién cuu:

- K§ thuat nuoi cay té bao:

Liy typ té bao ung thu bach cau
Daudi, 1D2 (¢ bao K562 dugc
chuyén nap c¢6 CD19") va chimg am
K562 CD19 (-) (mat do té bao 10°
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té bao/l mL/typ) dang bao quan & -
80°C trong FBS (10% DMSO) duoc
lam 4m nhanh ¢ 37°C trong khoang 1
phut. Sau d6, 20 mL mdi truong RPMI
1640 (10% FBS) dugc bd sung tir tir
vao 6ng té bao trude khi ly tim & 200
vong trong 10 phut. Sau khi loai bo
toan bd dich ndi, cin té bao dugc hoa
tan bang moi trudng nudi cdy RPMI
1640 (10% FBS, 37°C) nhim dwa mat
d6 té bao vé 10° t& bao/mL. Té bao
duoc nudi trong chai T25 ¢ 37°C, 5%
CO,, 46 4am > 90%, khong lic dén khi
mat do dat 10° t& bao/mL thi tién hanh
cdy chuyén vé 5x10° t& bao/mL. Thay
mdi trudng nudi cdy 2 ngay/lan. Khi sd
luong té bao du 16n, thu hoach té bao
va dém sb luong té bao thu duogc, didu
chinh mat do té bao dat cdc mat do 10’
té bao/mL.

- Phuong phép tich PBMC:

Midu tuwoi (43 xtr 1y chdéng dong)
duoc pha loang voi PBS 1X (pH 7,2).
Sau d6, mau dugc pha lodng 2 lan
bing PBS 1X truéc khi dwoc dat
PREMIUM
(p = 1,077g/mL) trong céc dng falcon

lén trén Ficoll-Paque
50 mL (tranh trén 1an Ficoll v&i hon
hop mau - PBS). Mdi 6ng falcon chira
15 mL Ficoll va 30 - 33 mL mau da
pha lodng. Céc 6ng falcon dugc ly tim
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tai 400g trong 35 phit (khong st dung
ché do phanh). Sau khi ly tam, 16p
PBMC (nam giita plasma va Ficoll)
dugc hit ra va hoa vao 40 mL PBS 1X
(0,5% BSA; pH 7,2). Hon hop trén
dugc ly tim lanh va loai bé dich 3 1an
tai cdc chuong trinh ly tam 350g, 10
phut; 160g, 15 phut va 300g, 10 phut.
Dich ndi dugc loai bé hoan toan va
sinh khdi té bao dugc hoa tan bang
4 mL méi truong nudi cdy RPMI,
10% FBS.

- P4nh ddu CFSE va dong nudi ciy
CAR-T véi céc té bao CD19™;

Mot ngay trude khi thuc hién thi
nghiém, té bao CAR-T dugc rd dong
nhanh trong bé 6n dinh nhiét 37°C, hoa
tan trong 10 mL RPMI da duogc lam
4m va ly tam thu té bao (300 vong/phiit
trong 10 phit). Sau khi rtra hai 1an véi
PBS 1X (ly tam 300g trong 10 phut va
loai bo dich ndi), té bao duge hoda tan
trong RPMI, 10% FBS vé mat do
10°/mL va duoc nudi qua dém trong ti
am 37°C, 5% CO,, d6 am > 90%.

Cic dong té bao ung thu Daudi, 1D2
(CD19") va K562 (chimg am CD19)
dugc danh dau bang CFSE thong qua
st dung bo kit Cayman 7-AAD CFSE
cytotoxicity assay. Chuyén 10° ¢
bao/mL vao giéng cta dia 24-well.

Sau 30 phit bo sung té bao CAR-T
hoac PBMC (effector) dugc thu b?mg

ly tim va duoc bd sung vao cic giéng
nudi chira té bao ung thu CD19" hoic
K562 (target) theo ty I¢ target:effector
(T:E) 1:2, 1:5, 1:10 v&i c& mau mdi ty
16 n = 6. Hon hop té bao dugc nudi
trong ti 4m 37°C, 5% CO,, do am
> 90% trudc khi duoc phan tich bang
flow cytometry.

- Danh gia kha nang li giai in vitro
té bao CD19" ctia CAR-T:

Sau 6 gid dong nudi cdy, thu té bao
va rira 2 1an bang PBS 1X, sau d6 dugc
nhudm véi 7-AAD 1X trong 100 pL
PBS 1X, 0,1% BSA trong 30 phut &
4°C. Sau khi 1, té bao duogc rira bang
PBS 1X va hoa tan bang 300 uL FACS
Buffer va phin tich bing mdy
BDFacsLyric. Quan thé CFSE* dugc
chon dé dém ty 1¢ té bao sdng chét, tir
d6 ddnh gid kha ning li giai t& bao
CD19* cua khéi té bao CAR-T & cdc
liéu khac nhau.

* Xir Iy 6 liéu: So sanh trung binh
ctia 2 nhém doc 1ap bang T-test, so
sanh trung binh cta 3 nhém bang phan
tich phuong sai ANOVA. S6 liéu dugc
xt 1y bang phin mém SPSS 20.0 va
GraphPad Prism 6. Sy khac biét c6 y
nghia thong ké khi p < 0,05.

3. Pao dirc nghién ciru

Nghién ctru duge chip thuin cua
Ho6i dong Pao duc trong nghién ctu
Y sinh hoc Bénh vién Quan y 103 s
180/2021/CNChT-HbDD.
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KET QUA NGHIEN CUU
1. Panh gia kha niing li giai té bao K562 ciia té bao CAR-T béng danh

dau CFSE
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Hinh 1. Ty 1é té bao K562 CFSE" bi li giai sau 6 gio dong nudi cdy véi PBMC
hoac CAR-T tai céc ty 1€ khic nhau.

Két qua hinh 1 cho thdy, ty 1& diéu
tri CAR-T/PBMC ting thi ty 1& té bao
K562 chét ciing ting lén. O ty 18
K562:CAR-T cao nhét 1a 1:10 thi ty 18
té bao K562 CFSE" chét sau 6 gio
d6ng nudi cdy nam trong khoang 8 -
15%, trong khi ty 1¢ nay ¢ nhém dong
nudi ciy PBMC 1a chét 6 - 12%. Hiéu
qua li giai gitta nhém ddng nudi cay
CAR-T va PBMC véi té bao K562
khong c6 su khéc biét ¢6 y nghia théng
ke (p > 0,05).

Nhu vay, CAR-T CD19RCD137 va
1Casp9-IL15 khong c6 kha nang li giai
dong té bao K562 nguyén ban, khong
biéu hién CD19 khac biét so vo1 nhém
ching PBMC.
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2. Panh gia kha ning li giai té bao
CD19" ciia té bao CAR-T bing danh
dau CFSE

Hai dong té bao Daudi (CD19") va
1D2 (CD19%) duoc st dung cho danh
gid kha ning li giai cta té bao CAR-T
v6i té bao ung thu CD19",

Két qua cho thiy: O ca 2 nhém nudi
cidy dong thoi hai thé hé CAR-T
CD19RCD137/iCasp9-IL15 véi té bao
Daudi/ID2 déu c6 ty 1& t& bao
Daudi/1D2 chét (bi li giai) cao hon c6
y nghia théng ké so voi nhém nudi
ddéng thoi PBMC va céc té bao trén
(p < 0,05) (Hinh 2, Hinh 3).
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Mit khéc, ty 1é t& bao ung thu bi li
giai ting 1én twong Ung voi ty 1& dong
nudi ciy CAR-T va té bao CD19" (p < 0,05).

Két qua ciing cho thdy kha nang li
giai té bao CD19" tuong duong nhau
gitta hai thé hé té bao CAR-T (p > 0,053).
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Nhu vdy, hai thé hé CAR-T
CDI19RCDI137 va iCasp9-IL15 déu c6
kha ning i giai té bao ung thu CD19*
va kha nang li giai tang theo su tang
cia ty 16 CAR-T duoc dong nudi ciy
v6i té bao CD19*.
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Hinh 2. Ty 1¢ té bao Daudi, 1D2 CFSE" bi li giai sau 6 gid dong nudi cay véi
PBMC kich hoat hoac CAR-T tai céc ty 1€ khic nhau.
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Hinh 3. Hinh 4nh dai dién kha ning i gii té bao CD19" (Daudi) ciia CAR-T.
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BAN LUAN

Liéu phap mién dich st dung té bao
T duoc bién d6i véi thu thé khing
nguyén kham (CAR) da dugc ching
minh hiéu qua trong diéu tri bénh bach
cau va u lympho khang véi héa tri ligu.
Cdc nghién ctru 1Am sang gan ddy da
cho thay phan tng tuyét voi cua té bao
CAR-T trong nhiéu loai khdi u té bao
B&10.

Ung thu té bao B dai dién cho mot
nhém bénh huyét hoc khong dong
nhat, hau hét déu ddp tng vé6i héa tri
liéu. Tuy nhién, c6 rat nhiéu bénh nhan
da bi tai phat bénh. Do d6, trudc nhitng
khé khan gip phai trong diéu tri bénh
nhén ung thu 4c tinh t& bao B tdi phat,
can c6 nhitng nd lyc dé phét trién cdc
liéu phap diéu tri ddc hiéu hon va it
doc hon [11].

St biéu hién CD19 bj han ché trong
tat ca cic giai doan phét trién cia té
bao B va né khong dugc biéu hién
trong té bao gdc tao mdu. CDI9 1a
khang nguyén 1y twong do né biéu hién
manh trén bé mat tat ca cac té bao B
nhung lai khong biéu hién trong té bao
géc tao mau [12]. Hon nira, viéc cac té
bao B khoe manh bi tiéu diét do hién
tugng “nham dich ngoai khdi u” c6 thé
duge xu 1y bang cdch tiém bd sung
khang thé cho ngudi bénh. Pén nay,
hau hét cic thor nghiém 1am sang té

30

bao CAR-T diéu tri ALL déu tap trung
nham dich 1a thu thé CD19.

Té bao CAR-T trong nghién ctru cila
ching t6i c¢6 kha ning nhim dich
khing nguyén CDI19, lién két véi té
bao thong qua thy thé nay va gay li giai
té bao ung thu ¢6 bicu hién CD19".

Két qua nghién ctru cta ching toi
rat phit hop v6i co ché nay: Ca hai thé
h¢ CAR-T CDI9RCD137 va iCasp9-
IL15 déu it gdy li giai té bao CDI9-
nhung déu c¢6 kha nang li giai 1o rét té
bao ung thu CDI9". Mit khéc, kha
nang li giai tang theo sy tang cua ty 1¢
CAR-T duoc dong nudi cay véi té bao
CD19".

Két qua nay 1a tién dé quan trong dé
tiép tuc thuc hién nhitng nghién ctu
tiép theo in vitro va in vivo dé khang
dinh tdc dung 1i giai va gdy chét té bao
ung thu cua khdi té bao CAR-T.

KET LUAN
Té bao CAR-T c6 kha ning li giai
cic dong té bao ung thu ¢c6 CD19* nhu
té bao Daudi va 1D2.
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