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Biéu hign thy thé khng nguyén dang khim djec hiéu CD20 (CD20-CAR)
trén bé mét té bao Jurkat T va ddnh gid hoat tinh sinh hoc cuia nd
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Tom tit:

CD20 hi¢n dang 12 khang nguyén muc tiéu dwge chii y trong cic huéng nghién ciru diéu tri ung thw mau lién quan té bao
B bang li¢u phap mién dich. Nhiéu khang thé don dong khiang CD20 nhu Rituximab, Ibritumomab, Tositumomab... di
dwoc phat trién va wng dung trong diéu tri. Nhitng niim gan day, liéu phap mién dich st dung té bao T biéu hién thu thé
khing nguyén dang kham (Chimeric antigen receptor - CAR) cho thy nhiéu tiém niing trong diéu tri va hi¢n dang dwoc
quan tAm nghién ciru. Trong nghién ciru nay, cic tic gia tao dong va biéu hi¢n 2 phién bian CAR dic hi¢u CD20 (CD20-
CAR), bao gom phién bin tham khio trinh ty tir patent (SEQO01) va phién ban nghién ctru do nhém ty thiét ké (SEQ02)
trén bé mit té bao Jurkat T. Sau khi dwoc chuyén nap 24 gio, cic vector mang gen mi hoa CD20-CAR, té bao Jurkat T cé
thé biéu hién CD20-CAR SEQ01 va SEQ02 6 mitc 3 mRNA va protein. Két qua phan tich té bao theo dong chay (FACS)
cho thiy, CD20-CAR dwgc biéu hi¢n trén bé mit té bao Jurkat T. Trong diéu ki¢n dong nudi cAy véi té bao ung thw Raji
B biéu hi¢n khang nguyén CD20, té bao Jurkat T biéu hi¢n CAR SEQO01 va SEQ02 dwoc kich hoat ting tiét Interleukin 2
(IL-2). Két qua cho thay, nghién ctru di biéu hi¢n thanh cong dic hiéu CD20-CAR trén té bao Jurkat T va buéc dau ghi
nhén c6 hoat tinh sinh hgc. Piy 1a co sé cho nghién ciru tiép theo tao té bao lympho T CD4* va CDS8* biéu hién CD20-CAR.

Tir khéa: CD20, liéu phap mién dich, thu thé khang nguyén dang kham.

Chi s6 phén loai: 3.2

Pat van de

Ung thu 1a mgt trong nhitng nguyén nhén hang dau gay tir
vong trén toan thé gidi, tai Vit Nam s6 mic méi ung thu tang
khoang 200.000 trudong hop moi _ndm. Trong nhiing ndm gén
day, CAR-T-cell 1 liéu phap mién dich diéu trj ung thu méi
nhiéu trién vong voi uu diém vuot tri 1a st dung chinh hé
thong mién dich ciia ngudi bénh dé tiéu diét cac té bao ung thu,
dem dén hiéu qud diéu tri ddc hiéu, an toan cho ngudi bénh.
O liéu phap nay, cac té bao T ctia bénh nhan dugc thu nhan va
can thiép bang cong nghé gen nham biéu hién CAR dic hidu
khang nguyén ung thu trén bé mit t& bao (CAR-T). Té bao
CAR-T dugc truyén trd lai co thé bénh nhan, ching ¢6 thé nhan
biét chinh x4c va tidu diét té bao ung thu thong qua céc khang
nguyén ung thu [1, 2].

CAR la thy thé tai to hop c6 kha nang nhan dién déc hiéu
cac khang nguyén myc tiéu dua trén nguyén tic tuong tac giira
khang thé va khang nguyén. Thong qua CAR, té bao T nhan
dién tryc tiép té bao ung thu ma khong can thong qua hé thong
phtrc hop hoa hop mé chit yéu - MHC gitip tang hi¢u qua nhén
dién va tiéu diét té bao ung thu. Cu trac dién hinh cia thu thé
nay bao gdm ving nhan dién khédng nguyén ngoai bao lién két
voi viing xuyén mang thong qua mét trinh tu peptide ngin goi
1 spacer/hinge, viing xuyén mang s lién két vi ving hoat hoa
ndi bao bén trong gitp hoat hoa té bao T [3].

Protein CD20 [a phan tir myc tiéu chinh trong cac nghién
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ctru tao t& bao CAR-T hudng dén Gng dung trong diéu tri
bénh ung thu mau lién quan t& bao B nhu bénh lympho khong
Hodgkin té bao B. CD20 biéu hién ¢ té bao B truong thanh va
té bao B ung thu nhung lai khong biéu hién ¢ tién té bao B va
té bao plasma tiét khang thé, vi vay, cac lidu phap nhim dich
CD20 khong tac dong dén quan thé t& bao B binh thuong [4].
Két qua tir cac thir nghiém 1am sang ddi véi liéu phap diéu
tri ung thu mau 4c tinh bing CD20-CAR-T cho thay rét trién
vong khi mot s6 cong b thir nghiém cho ty 1¢ khdi bénh dat
hon 80% [5].

O nuéc ta, viéc nghién ctru va ing dung cic phuong phép
méi trong diéu trj ung thu, trong d6 c6 ung thu méau, hién dang rat
dwoc quan tam. K& thira cac két qua dat duoc trong nghién ciru
tao khang thé don dong khang CD20, chuing toi thuc hién nghién
clru tao va bude dau danh gid hoat tinh cua CD20-CAR trén té
bao Jurkat T nhim tiép can hudng nghién ctru méi trong diéu tri
ung thu bang liéu phap mién dich té bao CAR-T [6].

Doi tugng va phuong phap nghién ciiu
Té bao, chiing vi khudn va méi truong nudi ciy

Chung vi khudn E. coli DH5a duoc nudi trong moi
truong LB c6 bo sung khang sinh ampicillin (100 pg/ml).

Té bao Jurkat T va Raji B (Truong Dai hoc Khoa hoc Ty
nhién, Dai hoc Qudc gia TP HO Chi Minh cung cap) duoc
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Abstract:

CD20is a potential target for immunotherapy treatments
of haematological malignancies due to its specific
expression and unique biological property. Over the
years, many anti-CD20 monoclonal antibodies (mAbs)
have been developed, such as Rituximab, Ibritumomab,
Tositumomab, etc., and applied in B cells related to
cancer treatments. Recently, a new immunological
therapy, namely Chimeric antigen receptor (CAR) T-cell
therapy, in which the patient’s T cells are reprogrammed
ex vivo with a transgene encoding a CAR in order
to active them against the tumour, has emerged as a
promising treatment for B-cell malignancies. In this
study, the authors generated and expressed two variants
of chimeric receptor antigen-specific to CD20 on Jurkat
T cells, in which one variant referenced the sequence
from the patent (SEQO01) and the other was our own
designed sequence (SEQO02). The transient expression
after electroporation 24 hours confirmed the presence
of mRNA and protein of CD20-CAR in both sequences.
Moreover, these chimeric receptors were also detected
on the membrane of Jurkat cells using flow cytometer
analysis, indicating that the author could successfully
transduce and express CD20-CAR in Jurkat cells. Co-
culture CD20-Jurkat-CAR-T cells with CD20-expressing
Raji B cells show that the generated Jurkat could be
activated via their chimeric receptors through increasing
the secretion of Interleukin-2 in both sequences. Taken
together, our preliminary data suggest that the authors
have been able to express the CD20-activating functional
transgenic receptor on Jurkat cells, which will be applied
for generating CD20-CAR-expressing CD4*/CD8* T cells.
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nudi trong moi truong RPMI 1640 (Gibco) bo sung 10%
Fetal bovine serum (FBS, Sigma), 100 units/ml penicillin/
streptomycm (Slgma) Té bao duorc nuoi trong ta 1 ¢ 37°C, 5%
CO, va cay truyén khi mat do té bao dat hon 90% khong gian
nudi cay.

Tao dong cassette CD20-CAR

Hai trinh ty gen ma hoa cho CD20-CAR duoc thiét ké
va dat tong hop nhan tao tir GENEWIZ: SEQO1 (1902 bp)
va SEQO02 (1371 bp), trong do, trinh ty CD20-CAR SEQO1
duogc tham khao tir patent s6 WO 2000023573A2 va trinh ty
CD20-CAR SEQO02 do nhom tur thiét ké. Hai trinh tu nay dugc
dong hoa vao vector pcDNA3.3 bing phuong phap TA, san
pham ndi sau d6 duogc bién nap vao E. coli DH50 va sang loc
trong moi truong c6 ampicillin (100 pg/ml). Chon dong E. coli
DH50 mang plasmid mong mudn va tién hanh giai trinh tu.
Cac plasmid c6 trinh ty gen twong dong 100% véi trinh tu 1y
thuyét s& duogc st dung cho cac bude tiép theo.

Chuyén ngp plasmid ma héa CD20-CAR vio té bao
Jurkat T

Céc vector pcDNA3.3 mang cassette CD20-CAR (SEQO1,
SEQ02) dugc chuyén nap vao té bao Jurkat T bang phuong
phép dién bién nap st dung thiét bi ECM 630 (BTX). U 4x10°
té bao vai 20 pg plasmid DNA trong 30 phut & nhiét do phong,
soc dién véi thong sb 260 V, 1100 pF, 800 Q va cuvette 4 mm.
Té bao sau khi dién bién nap dugc nudi trong moi truong RPMI
1640 bd sung 10% FBS, penicilin/streptomycin, 37°C, 5%
CO,. Higu suat bién nap dugc danh gia thong qua mau bién nap
plasmld mang gen biéu hién GFP bang phuong phap phan tich
té bao theo dong chay.

Kiém tra biéu hién mRNA mi hod CD20-CAR

Té bao Jurkat T sau khi dugc chuyén nap plasmid CD20-
CAR SEQO1 va SEQ02 s& dugc tich RNA bing bo kit
(RNA purification kit, Thermo) va kiém tra bang phwong
phap PCR (PCR Master Mix, Thermo) voi 2 cép moi
duoc thiét ké trong pham vi trinh tw gen md hoa cassette
CD20-CAR, 5’-ACTGGTTCTTCGATGTCTGGG-3,
5’-GAGGGTGTCCTTGGGTTTTG-3" cho SEQOI
va 5’-GCTTCCGCTAATCAGTGCTTC-3’, 5’-GA
TCCTGGCTTCTGCTGGAA-3’ cho SEQ02.

Kiém tra biéu hién protein CD20-CAR 6 té bao Jurkat T

Mau protein dugc hoa trong dung dich Laemmli 4X c6 bd
sung B-mercaptoethanol, dun nong & 95°C, 5 phut, sau do dugc
phan tach trén gel polyacrylamide 10%. Protein tir gel s& duoc
chuyén thdm 1én mang nitro cellulose (GE). Mang GE 1an luot
dugc khoa trong dung dich TBST 5% siia gay, u vdi khang
thé so cdp khang ving CD3( (Abcam), sau d6 t voi khang thé
khang IgG tho c6 gin HRP (Thermo). Mang sau d6 dugc i véi
co chét quang hoa Pierce ECL (Thermo) va doc tin hi¢u véi hé
thong ImageQuant LAS 500 (GE). Khang thé p-actin dugc sir
dung nhu chimg néi.
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Kiém tra biéu hién protein CD20-CAR trén bé mdt té bao
Jurkat T

Té bao Jurkat T da dugc chuyén cassette CD20-CAR sau
48 gio dugc thu nhan, rira 2 lan voi dung dich PBS, 100 pl dich
huyén phu té bao (2x10° té bao/ml) dugc i v6i khang thé co
gin FITC khang ving Fab ciia CD20-CAR (Sigma) trong diéu
kién tranh sang 30 phut, té bao sau d6 duoc rira 3 1an véi PBS
dé loai bo khang thé tu do. Cac mau té bao sau khi i duge phan
tich bang may FACS Aria I1I-BD.

Kiém tra hoat djng ciia CD20-CAR biéu hién trén té bao
Jurkat T

Hoat dong cia CD20-CAR trén té bao Jurkat T dwoc kiém
tra thong qua sy tiét IL-2 cua Jurkat T khi tiép xuc véi té bao
Raji B biéu hién CD20. Sy hién dién cua IL-2 trong dich nuoi
cdy té bao duoc xac dinh bang phuong phap ELISA sir dung bo
kit IL-2 Human Elisa Kit (Thermo). M6t cach ngén gon, 5x10°
té bao Jurkat T duoc dién bién nap voi céc trinh ty CD20-CAR
SEQO1, SEQ02 va dugc nudi cdy 48 gio trong cac giéng clia
dia 96 giéng. Cac giéng té bao Jurkat T dugc bd sung 5x10°
té bao Raji B CD20" va dong nudi cdy trong 24 gid tiép theo.
Dich nudi cdy té bao dugc ly tim thu dich ndi va 50 pl dich n6i
duoc cho vao mdi giéng, bo sung 50 pl khang thé khang IL-2,
lic nhe va u & nhiét do phong trong 3 gio. Giéng duoc rira va
b6 sung 100 pl Streptavidin-HRP, & 30 phiit & nhiét d6 phong.
Giéng duoc rira va bd sung 100 pl dung dich TMB, @ trong toi
30 phut, ngimg phan tmg bang 100 pl dung dich ngimg phan
tng, doc tin hi¢u ¢ budc song OD 450 va 550 nm.

Phuwong phdp xir Iy s6 liéu

Thi nghiém duoc 1ap lai it nhét 3 lan. Két qua dugc phan
tich bang phan mém Microsoft Excel va xir Iy thong ké bang
phuong phép t-test, do tin ciy 95%. Két qua duoc cho 1a co su
khac biét vé mat théng ké khi p-value <0,05.

Keét qua
Thiét ké CD20-CAR

Cau triic co ban ciia CD20-CAR bao gdm 4 ving: (1) Ving
nhin dién khang nguyén scFV 13 ving bién dong cua chudi
nang va chudi nhe cua khang thé khang CD20 duoc lién két
v6i nhau béi trinh ty ndi 15 axit amin ((Glyx4 - Ser)x3): VL-
linker-VH; (2) Ving ban 1&: (Hinge); (3) Ving xuyén mang;
(TM); (4) Vung hoat tinh ndi bao. Trong nghién ctru nay, chung
t6i thiét ké trinh ty CD20-CAR (SEQ02) trong d6 c6 két hop
thém mot yéu té dong kich thich 1a domain 4-1BB (CD137).
Bén canh do, chiing t6i téng hop CD20-CAR (SEQO1) dya trén
ban quyén s6 WO 2000023573A2 nhu 14 mot trinh tw tham
khao dbi chiéu. Sy gidng va khac nhau giita 2 trinh tu dugc mo
td & bang 1.
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Bang 1. Bang so sanh cac vuing trinh tw ciia CD20-CAR SEQ01
va SEQ02.

CD20-CAR-SEQOI o

(phién ban tham khao doi chiéu)
Murine antibody CD20 kappa light chain
Anti-CD20 Leu-16 hybridoma cell
linker Glycine-serine (18 aa)*

CD20-CAR-SEQ02

(phién ban nghién ciru)

Kappa light chain of CD20 mAb [6]
(D20 mAb plasmid [6]

Glycine-serine (18 aa)*

Ving domain

Trinh t tiét (Signal peptide)

Ving nhan di¢n khang nguyén (VLH)

Human IgG1 Fe domain Human [gG4 Fc domain
(Hinge-CH2-CH3) (short Hinge 12 aa)

Ving xuyén mang (TM) (D4 (D28

Ving hoat tinh ni bao 4-1BB (D137

(D3 zeta chain (isoform 3)*

Ving ban 5 (Hinge)

Ving hoat tinh ngi bao CD3 zeta chain ~ CD3 zeta chain (isoform 3)*

*: trinh tw giéng nhau.
Tao dong cassette CD20-CAR hoan chinh vao vector pcDNA3.3

San pham PCR trinh ty CD20-CAR SEQO1, SEQ02 dugc tao
dong vao vector pcDNA3.3 bang phuong phap TA (hlnh 1B). Két
qua kiém tra PCR cho thay, khuan lac s6 1 va 2 c6 san pham PCR
kich thude khoang 1900 bp twong tmg voi kich thuge cua CD20-
CAR SEQO1; khuan lac s6 6 ¢6 san pham PCR kich thuéc khoang
1400 bp, twong tng v6i kich thuge cua CD20-CAR SEQO2 (hinh
1C). Két qua cat plasmid thu nhan tir khuan lac so 1 (SEQOl) voi cap
enzyme BamHI-Xbal va khudn lac s6 6 (SEQOZ) v0i c3p enzyme
Agel-BamHI cho thay, ca 2 doan gen SEQO1 va SEQ02 déu duoc
chén vio diing chiéu khi cho san pham cét duoc 2 vach co kich thude
khoang 200 va 1100 bp, twong tmg v6i san pham cit Iy thuyét cua
cap enzyme BamHI-Xbal va Agel-BamHI (hinh 1D). Két qua giai
trinh ty cho thay giong véi trinh ty 1y thuyét 100%, nhu vay, SEQO1
va SEQO2 (casstte CD20-CAR) da duoc tao dong thanh cong vao
vector pcDNA3.3.
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Hinh 1. Tao dong SEQ01 va SEQ02 vao vector pcDNA3.3. (A) Kich
thuéc thang DNA, #SM0331, Thermo; (B) PCR khuéch dai doan gen
SEQO1, SEQ02; (C) PCR khuén lac E. coli DH5a duwoc bién nap véi
plasmid mang casstte SEQ01, SEQ02; (D) Kiém tra sdn pham cét béng
enzyme cét gi¢i han.

Két qua dign bién nap chuyén plasmid CD20-CAR vio té bao
Jurkat T

Phuong phép dién bién nap dugc sir dung trong nghién ctru nay
dé chuyén plasmid ma hoa CD20-CAR vao té bao Jurkat T. Dé xac
dinh diéu kién bién nap thich hop, chiing t6i sir dung plasmid ma ho4
protein GFP. Té bao Jurkat T duogc 4 voi plasmid DNA md hoa GFP
trong 5 pht truge khi thyc hién dig¢n bién nap voi thong $6 260 V,
800 Q va thay déi thong s6 dién dung (F): 1100, 1200 va 1300 pF.
Két qua phan tich FACS cho théy, hiéu suat chuyén nap plasmid GFP
vao té bao Jurkat T cao nhit dat 22,5% tai gia tri dién dung [a 1100
uF (hinh 2A). Bang chu y, khi ching t6i tang thoi gian u tr 5 1én



30 phut thi hiéu suét chuyen nap tang 1én 16 rét (dat 62%) (hinh 2B,
2C). Chung t61 cho rang, day la hi¢u suat kha quan ¢ thé sir dung dé
chuyén nap CD20-CAR vao t¢ bao Jurkat T. Theo do, ching toi sir
dung quy trinh dién bién nap véi cac thong s6 260 V, 800 Q, 1100 uF
va thoi gian 0 DNA 13 30 phut dé thuc hién cac thi nghiém tiép theo.
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Hinh 2. Quy trinh dién bién nap vao té bao Jurkat T. (A) Quy trinh dién
bién nap theo thong sé 260 V, 800 Q, thoi gian G DNA 5 phut, thay déi cac
théng sé F twong (rng 1100, 1200 va 1300 pF; (B) Quy trinh dién bién nap
theo thang s 260 V, 800 Q, 1100 WF, thai gian & DNA 30 phit; (C) Db thi
so sanh ty 1& tin hiéu huynh quang GFP cla cac quy trinh.

Kiém tra biéu hign CD20-CAR trong té bio Jurkat T
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48 gio sau khi bién nap plasmid mang trinh ty SEQOI va
SEQ02, si biéu hién cua CD20-CAR mirc ¢ mRNA va protein 6 té
bao Jurkat T duoc kiém tra bang phuong phép PCR va western-blot.
Két qua phan tich RT-PCR véi cap mdi dic hiéu khuéch dai mRNA
CD20-CAR SEQO1 va SEQ02 cho thdy mRNA cua 2 trinh ty déu
duoc biéu hién ¢ té bao Jurkat T (hinh 3A). Tuy nhién, phan tich
western-blot dich ly giai té bao Jurkat T dugc bién nap plasmid
bang khang thé khang ving CD3( chi phat hién CD20-CAR SEQO1
c6 biéu hién protein va khong nhan thy tin hiéu & mau protein
cua SEQ02. Mit khac, tin hi¢u ctia CD3{ ndi sinh va B-actin la
nhu nhau & 3 mau protein té bao Jurkat T ddi chimg va Jurkat T
mang plasmid CD20-CAR SEQO1 va SEQ02 (hinh 3B). Nhu vay,
2 plasmid CD20-CAR da dugc bién nap thanh cong vao t& bao
Jurkat T va té bao da biéu hién duoc protein CD20-CAR SEQOI.

CAR chi c6 thé hoat dong mot khi duge biéu hién dng vi tri trén
bé mit té bao T. Pé x4c dinh protein CD20-CAR co biéu hién trén
bé mit té bao Jurkat T hay khong, chung t6i tién hanh nhuom té bao
da duoc bién nap plasmid mang SEQO1 va SEQO2 véi khang thé co
gin FITC khang ving Fab ciia CD20-CAR va phan tich FACS. Két
qué cho thay, & mau té bao Jurkat T mang plasmid SEQO1, ty 1¢ té
bao ¢6 tin hiéu FITC cao hon nhiéu so v6i mau ddi chimg Jurkat T
khong chuyén nap plasmid (dat khoang 48%). Vi mau té bao Jurkat
T mang plasmid SEQ02, ty 16 té bao ¢6 tin hiéu FITC ting nhe so
v6i d6i chimg (dat khoang 15%). Céc két qua nay chimg to, CD20-
CAR da duoc biéu hién thanh cong trén bé mit té bao Jurkat T, mic
du mirc do biéu hién CD20-CAR cua phién ban nghién ctru SEQ02
thap hon phién ban ddi chiéu SEQO1 khoang 3,5 lan.
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Hinh 3. Kiém tra biéu hién CD20-CAR trong té bao Jurkat. (A) Kiém tra
biéu hién & mirc mRNA; (B) Kiém tra biéu hién & mirc protein; (C) Kiém
tra biéu hién CD20-CAR trén b& mét t& bao Jurkat T. Jurkat: mau té bao
ddi chirng; Jurkat-GFP: mau té bao ddi chirng bién nap GFP; Jurkat-FITC:
mau té bao déi chirng nhuém bang khang thé danh dau FITC; Jurkat-
SEQ1-FITC va Jurkat-SEQ2-FITC: mau té& bao bién nap SEQ01 va SEQ02
nhudm bang khang thé danh dau FITC.

Ddnh gia hoat tinh sinh hoc ciia CD20-CAR

Su lién két gilta khang nguyén CD20 va thy thé dic hiéu khéng
nguyén CD20-CAR biéu hién trén bé mat t€ bao s& kich hoat cac t
bao T nay va mét trong nhimg ddu hiéu nhan biét do la te bao T tang
tiét IL-2. Két qua dong nudi cy té bao Jurkat T biéu hién CD20-
CAR SEQO1 va SEQ02 cung vdi te bao Raji B bicu hi¢n CD20 cho
thay, lwong IL-2 trong dich dong nudi cay té bao Jurkat biéu hién
SEQO1 tang 10 rét so voi trong dich dong nudi cdy t€ bao Jurkat doi
chimg khong bi€u hi¢n thu thé. Bén canh do, dich dong nudi cay cua
t& bao Jurkat T biéu hién SEQO02 ciing cho thiy ¢6 su tang biéu hién
nhe cua IL-2 so voi mau doi chimg, tuy luong IL-2 biéu hi¢n van
thap hon so voi CD20-CAR ¢ phién ban doi chieu SEQO1 khoang 2
lan. Nhu vay, CD20-CAR co kha nang kich hoat té bao Jurkat T thé
hién qua vi¢c tdng tiét IL-2 (hinh 4).
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Hinh 4. Sy tang tiét IL-2 cta té bao Jurkat T bidu hién thu thé CD20-
CAR khi dwoc cam (rng tiép xuc véi té bao Raji B biéu hién CD20.
RPMI: m&u méi treéng khéng nudi cdy té bao; Ju(-): t& bao Jurkat; Ju(+): té
bao Jurkat T séc dién; SEQ01 va SEQ02: t& bao Jurkat T bién nap CD20-
CAR SEQO01 va SEQO02.
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SEQ02
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uf
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with Rajig
*p<0,05
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Trong nhitng ndm gan day, cac nghién ctru vé té bao T bicu
hién CAR di dat dugc nhitng két qua quan trong trong nghién
ctu co ban va dac biét 1a trong thu nghiém lam sang. Viéc
bién d6i hay “huédn luyén” té bao T gitp ching c¢6 kha ning
nhan dién chuyén biét khang nguyén ung thu thong qua cac
CAR dic hidu v6i khang nguyén ung thu d6, CARs da cho thiy
nhimg két qua bat ngo trong hiéu qua diéu tri thong qua vidc
nhan dién khadng nguyén ma khong phu thu¢c vao HLA hay
phu thudc vao phtrc hop tuong thich mé6 MHC.

Hién nay, CAR da duogc nghién ctru dén thé hé th tu, chu
yéu khac nhau vé cac ving kich thich ndi bao va kha nang tiét
cytokines. Cac liéu phap diéu tri CAR-T dwoc FDA cong nhin
hién tai 1a dang CAR-T thé hé thir 1 va rat nhiéu cac liéu phap
CAR-T thé h¢ thtr 2 dang trong giai doan thir nghi¢m lam sang
[7-9]. Trong nghién ctru nay, chung t6i thiét ké va tao 2 phién
ban CD20-CAR, trong d6 SEQO2 1a phién ban do nhom tu thiét
ké va SEQO1 1a phién ban ddi chiéu tham khao tir trinh tu ctia
patent. Ngoai cac trinh tu gidng véi CD20-CAR SEQO1 nhu
vung linker va domain hoat tinh CD3{, CD20-CAR SEQ02
mang ving scFV 13 variable tir trinh ty cta khéng thé khang
CD20 Rituximab d3 dwoc cong bd [6]. Khac véi SEQO1, ving
Hinge ciia SEQ02 1a doan ngén chi bao gdm 12 axit amin tham
khao theo cong bd ciia Hudecek va cs (2013) [10] cho théy,
cac CAR mang vung Hinge nay c6 hoat tinh cao hon so véi
CAR duoc thiét ké véi cac ving Hinge dai hon. Mot diém khac
bi¢t 1a ngoai vung CD3( thi SEQ02 con mang thém 1 ving
hoat tinh 4-1BB tir CD137, v&i mong mudn SEQO2 s& ¢6 hoat
tinh cao hon so voi SEQO1. Hai trinh ty nay dugc tao dong va
chuyén nap thanh cong vao té bao Jurkat T. Phuong phap ding
virus va dién bién nap thuong dugc st dung trong chuyén nap
CAR-T, trong do, dién bién nap an toan va tiét kiém thoi gian
hon. Trong nghién ctru nay, chung t6i d sir dung hé thong dién
bién nap BTX ECM 630 va thiét 1ap dugc diéu kién dién bién
nap cho té bao T. Hiéu qua chuyén plasmid ma hoa GFP vao
té bao Jurkat T dat hon 60% khi sdc dién v6i cac thong sb 260
V, 800 Q, 1100 pF va thoi gian u té bao véi DNA 1a 30 phut.
Vi két qua kha quan nay, quy trinh ¢6 thé img dung cho dién
bién nap plasmid CD20-CAR véo té bao T tach tir mau sau niy.
Két qua bién nap CD20-CAR SEQO1 va SEQ02 cho thiy, ca 2
trinh ty déu dwoc chuyén thanh cong vao té bao Jurkat T va co
hoat tinh sinh hoc thong qua viéc ting lwong IL-2 tiét ra trong
dich nudi cdy té bao. Tuy nhién, mirc d6 biéu hién va hoat tinh
kich thich té bao Jurkat T ciia CD20-CAR SEQ02 thap hon so
v6i CD20-CAR SEQO1, didu nay c6 thé do trinh ty cia SEQ02
chua that sy t6i wu lam hiéu qua biéu hién protein CD20-CAR
thap. Can tiép tuc nghién ctru dé nang cao hiéu qua biéu hién
cua CD20-CAR SEQO2.
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Nghién ctru da thiét ké va tao dong thanh cong 2 phién ban
CD20-CAR, trong d6 SEQO1 c6 trinh ty ma héa cho CD20-
CAR tham khao tir patent va SEQ02 do nhom ty thiét ké. Ca 2
phién ban SEQO01 va SEQ02 duoc chuyén vao té bao Jurkat T
bang phwong phép dién bién nap, trong d6 CD20-CAR SEQO1
duoc biéu hién thanh cong trén bé mit té bao T va thu thé dang
kham nay cho théy c6 hoat tinh kich hoat Jurkat T ting tiét
IL-2. Céc két qua trén té bao Jurkat T 1a tién d& cho nghién
ctru tiép theo thuc hién trén té bao lympho T thu nhan tir mau
ngudi, timg budc huéng dén xay dung liéu phap diéu tri ung
thu bang té bao CAR-T.

LO1 CAM ON

Nghién ctru nay duoc tai tro tir ngudn kinh phi su nghiép
khoa hoc va cong nghé bai S& Nong nghiép va Phat trién Nong
thon TP HO Chi Minh thong qua dé tai mi sb YDO01/18-20.
Nhém téc gid xin tran trong cam on.
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