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DANH GIA KHA NANG TIET IL-6 IN VITRO
CUA TE BAO BU'OC XU Li BANG PHUWONG PHAP
DONG NUOI CAY KET HOP GIU’A TE BAO CAR-T
VOl KHANG THE KHANG PD-1

Nguyén Thi Hién Hanh', Bui Khdc Cuwong”

TOM TAT

Muc tiéu: Panh gid kha nang tiét IL-6 cta té bao duoc xi Ii bang phuong phap dong nudi céy két hop
gitra té bao CAR-T két hop vdi khang thé khang PD-1 (PD-1 Ab) trén céac dong té bao ung thw bach cau.

DP6i twong va phwong phap: Nghién ctu thue nghiém, can thiép trén 2 dong té bao ung thw CD19+ (Daudi
va Raji) va 1 dong té bao CD19- (K562). Moi dong té bao, nghién ctru trén 4 nhom: nhém diéu tri té bao don
nhan mau ngoai vi (PBMC - nhém chieng), nhom diéu tri E’D-1 Ab, nhém diéu tri béi CAR-T, nho’m’ diéu tri PD-1
Ab + CAR-T. Dinh lurgng nbng dd cytokine IL-6 tai thoi diém 24 gicr va 48 gio, str dung b sinh pham IL-6 nguoi
ELISA Kit.

Két qua: Hai dong té bao CD19+ (Daudi va Raji) co nong dé IL-6 tuong duong va thap hon so voi té bao
CD19- (K562) & nhém PBMC. Khi diéu tri voi CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab, nong d IL-6 cda te bao CD19-
(K562) cao hon so véi té bao CD19+ (Daudi va Raji). Sau 24 gio diéu tri, nhom CAR-T va CAR-T ket hop
PD-1 Ab ¢6 nong dd IL-6 trong dich nuéi cay cua te bao K562 va Daudi téng so voi nhom ching (PBMC).
Tuy nhién, sau 48 gi¢ diéu tri, nong do IL-6 giam xudng. Hon nira, diéu trj béi PD-1 Ab lam tang nong dé
IL-6 & té bao CD19- (K562), nhung giam néng dé IL-6 & té bao CD19+ (Daudi va Raji).

Twr khéa: CAR-T, PD-1 Ab, IL-6.

ABSTRACT

Objectives: To evaluate the IL-6 secretion capacity of cells treated by co-cultured therapy of CAR-T cells
and anti-PD-1 antibody (PD-1 Ab) on leukemia cell lines.

Subjects and methods: This is an experimental study, intervented on two CD19+ cancer cell lines
(Daudi and Raji) and a CD19- cell line (K562). In each cell line, the study included four groups: treated by
peripheral blood mononuclear cells (PBMC - control group), treated by PD1-Ab, treated by CAR-T and
CAR-T/PD-1 Ab combined. IL-6 concentration was measured at 24 and 48 hours post-treatment using
human IL-6 ELISA Kit.

Results: Two leukemia CD19+ cell lines (Daudi va Raji) showed comparable IL-6 concentration and lower
than leukemia CD19- cell lines (K562) in PBMC groups. In the groups treated by CAR-T and CAR-T/PD-1
Ab combined, IL-6 concentration was higher on CD19- (K5662) cells compared to CD19- (Daudi va Rayji).
After treatment 24 hours, on K562 and Daudi cells, CAR-T and CAR-T/PD-1 Ab combined groups showed
higher IL-6 concentration than control (PBMC) groups. However, IL-6 concentration decreased at 48 hour
post treatment. Moreover, in PD-1 Ab treated groups, IL-6 concentration increased on CD19- (K562) cells but
decreased on CD19+ (Daudi and Raji).
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"Hoc vién Quén y.

1. DAT VAN BE

Dap ng mién dich khang té bao ung thw cla
té bao lympho T da dwoc chirng minh, nhwng dap
&ng mién dich nay thwong yéu hodc khong da dé
chéng lai/loai bd dang ké té bao ung thw da bj bién
ddi. Nguyén nhan c6 thé do sw biéu hién kiéu hinh
rdé rang, tinh sinh khang nguyén nghéo nan, it kha
ndng twong tac voi té bao ung thw. Mat khac, té
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bao ung thu cé kha néng trén thoat mién dich hay
&rc ché dap ng mién dich cta cac té bao lympho
T [1]. Bién ddi cAu truc té bao lympho T bang cach
gén thu thé khang nguyén dang kham (Chimeric
antigen receptors - CARs) tao ra té bao CAR-T 14
phat hién mai, c6 hiéu qua tang kich thich va hoat
héa dap ing cda té bao T chéng lai té bao ung thw
[1], [2]. Théng qua sw gan két d&c hiéu gitra thu thé
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khang nguyén kham trén té bao CAR-T va khang
nguyén dac hiéu trén t& bao ung thw, nhiéu tin hiéu
xudi dong dwoc hoat hda. Qua dé, thic day chirc
nang mién dich cla té bao lympho T, nhw tiét cac
nhan té gay déc (trwe tiép), bai tiét cac cytokine tan
cong vao té bao ung thw (gian tiép).

Chirc nang khang ung thw cla té bao T dwoc
diéu hoa bdi tin hiéu PD-1 biéu hién trén bé mat
cla né. Hoat hoa tin hiéu PD-1 sau twong tac gitra
PD-1 va phéi t& clia no (PD-L1 va PD-L2) Gc ché
sw ting sinh té bao T, san xuét cytokine va chirc
nang tiéu té bao [3]. PD-1 dong vai trd quan trong
trong viéc (rc ché phan rng mién dich va thic day
kha nang tw dung nap théng qua diéu chinh hoat
dong cua té bao T, kich hoat qua trinh tw hdy cta
té bao T dac hiéu véi khang nguyén va e ché qua
trinh tw hay cla té bao T didu hoa [4]. Sw biéu dién
cta PD-1 trén bé mat té bao CAR-T cé lién quan
dén sy suy gidm hiéu qua cla liéu phap CAR-T,
dac biét trong khdi u ran. U'c ché tin hiéu PD-1 trén
té bao CAR-T bang chét rc ché hodc khang thé
khang PD-1 (PD-1 Ab) gilp tang cwdng hiéu qua
tiéu diét khéi u ctia t& bao CAR-T [5]. PD-1 Ab kich
hoat t& bao CAR-T gilp tdng cwdng hiéu qua, nang
cao chirc nang cla té& bao CAR-T. Két hop liéu
phap té bao CAR-T va PD-1 Ab da cho thay hiéu
qua dang ké trong &rc ché ung thu.

Interleukin 6 (IL-6) la mot cytokin da chirc nang,
dwoc tao ra béi nhiéu loai té bao, trong d6, ngudn
gbc chu yéu la té bao bach cau don nhan, lympho
B va dai thyc bao [6]. Bén canh vai trd quan trong
trong dap (rng mién dich baAm sinh va mac phai,
IL-6 thic d4y viém va c6 lién quan dén bénh sinh
nhiéu bénh li, trong d6 cé ung thw bach cau [6].
Tang IL-6 gap sau diéu tri bai lieu phap CAR-T va
lién quan chat ché dén dap wng viém hé théng, mot
hoi chirng khédng mong mudn hay gép sau diéu tri
b&i liéu phap CAR-T [7].

Chung toi trién khai nghién ctvu nay nhdm danh
gia kha nang bai tiét IL-6 cta liéu phap diéu tri két
hop PD-1 Ab véi t& bao CAR-T trén thuc nghiém,
tlr d6, c6 co sé& cho viéc phat trién ki thuat va tng
dung trong diéu trj trén 1am sang.

2. DOI TWONG, PHU'ONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Béi twong, vat liéu nghién ciru

- Béi twong nghién clru:

+ Té bao CAR-T CD19+ (san phadm cla dé tai
ma s6 KC 10.39/16-20); Keytruda 25 mg/ml (khang
thé don dong &rc ché PD-1, PD-1 Ab nhap khau tir
Merck Hoa Ky).

+ Té bao ung thw hach lympho CD19+ Burkitt:

Daudi (ATCC CCL-231). Té bao ung thw bach cau
lympho B CD19(+): Raji (ATCC CCL-86).
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+ Dong té bao ung thu bach ciu man tinh dong
tiy CD19(-): K562 (ATCC CCL-243). Cac dong té
bao dwoc nhap khau tir ATCC, Hoa Ky.

- Nguyén vat liéu nghién ctru:

+ Mbi trwdng nudi cay té bao: TexMACS, RPMI
bb sung 10% dung dich fetal bovin serum (FBS) va
1% khang sinh penicillin va streptomycin.

+ Vat tw tiéu hao: dia, chai nuéi cay té bao cac
kich thwoc (chai T75, T25; dia 10 cm, 6 cm, 6
giéng, 12 giéng, 24 giéng). Ong falcon céac kich c&
khac nhau (50 ml, 15 ml). DPau con, eppendorf, loc
vi khuan 0,45 um (ATCC, Hoa Ky) va mét s dung
cu tiéu hao khac.

+ Trang bi phuc vu nuéi ciy té bao: hé théng
phong thi nghiém sach tiéu chuén, kinh hién vi soi
ngwoc, ti &m CO,, may li tam, t4 mat 40°C, ti am
200°C, ta &m 800°C, binh bao quan chra N, 16ng.

+ B0 kit ELISA dinh lwong néng do IL-6 san xuat
b&i Thermo Fisher Scientific.

2.2. Phwong phap nghién ctru

- Thiét ké nghién ctru: nghién ctru thwe nghiém,
can thiép, so sanh gitra cac nhém nghién ctru va so
sanh v&i nhém ching. Nghién ctru tién hanh trén
2 dong té bao ung thw CD19(+) (Daudi va Raji); 1
dong té bao CD19(-) (K562). Pinh lwong néng do
IL-6 trong dung dich nudi cdy sau 24 va 48 gi® diéu
tri t& bao ung thw v&i PD-1 Ab, CAR-T va CAR-T +
PD-1 Ab, so sanh véi nhém chirng bang phwong
phap ELISA.

- Phwong phéap tién hanh: thi nghiém dwoc I&p
lai 3 Ian trén mdi dong té bao ung thw va tién hanh
trén 4 nhom:

+Nhém té bao don nhan mau ngoai vi (Peripheral
blood mononuclear cell - PBMC) (nhém chirng) (n
= 3): nudi doéng thei408/mL té bao PBMC cung 109/
mL t& bao ung thw.

+ Nhém PD-1 Ab (n = 3): nudi dong théi 108/mL
té bao ung thw (Daudi/Raji/K562) cung 20 ug/mL
PD-1 Ab.

+ Nhém CAR-T (n = 3): nudi dong thei 108/mL té
bao CAR-T cung 10%/mL té bao ung thu.

+ Nhém CAR-T + PD-1 Ab (n = 3): nudi déng
thoi 108/mL té bao CAR-T + 20 pg/mL PD-1 Ab
cung 10¢/mL té bao ung thu.

- Sau 24 gi®r va 48 gid hdn hop, thu hoach dich
nudi cay té bao va dinh lwong néng dd IL-6.

- X |i s6 liéu: phan tich théng ké thuc hién
trén phdn mém SPSS 20.0. Khac biét néng do
IL-6 git!a 3 hodc 4 nhém dwoc kiém dinh bang
ANOVA mot chiéu, di kém véi da so sanh gilra cac
nhém b&i phép kiém Turkey. Khac biét c6 y nghia
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thdng ké khi p < 0,05 (cac ki higu *, **, **x xxxx
biéu thi twong rng p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001,
p < 0,0001).

3. KET QUA NGHIEN cUU

3.1. So sanh kha nang ?iét IL-6 cua cac dong té
bao ung thw mau khi dong nuéi cay véi PBMC
Bang 1. Kha néng tiét IL-6 cua cac dong té bao
ung thw mau khi dong nudi cay véi PBMC

. Néng dé IL-6 (pg/ml
Té bao g : (Pg ) o]
24 gi» 48 gio»
Daudi™ | 1,37 £0,04 2,59 £ 0,28 0,019
Raji® 1,31 10,1 1,52 + 0,09 0,208
K562¢) 8,61+0,36 24,39+0,5 | <0,001
p < 0,001% p < 0,001%
5 ey = CHERARS | oy 0,019%
P13 = 0,001% | p, < 0,001%
Pes = 0,001# P < 0,001*
*ANOVA test; * post hoc Tukey;
& post hoc Games-Howell

Khi déng nudi cay véi PBMC, ndng dd IL-6 trong
dich nuéi cdy cla té& bao Daudi va Raji (CD19+)
twong dwong nhau va thip hon cé y nghia théng ké
so v&i K562 (CD19-). Két quéa nay dwoc ghi nhan
& ca 2 thoi diém 24 va 48 gio. Nhw vay, kha nang
tiét IL-6 clia té bao K562 (CD19-) cao hon so véi té
bao Daudi va Raji (CD19+).

3.2. So sanh néng dd IL-6 giira 4 nhém nghién
ciru (PBMC, CAR-T, PD-1 va CAR-T + PD-1) khi
dong nudi cay véi cac té bao ung thw mau
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Hinh 1. So sanh nbng dé IL-6 khi déng nubi cay
VGi té bao Daudi & 4 nhém sau 24 va 48 gior
(ns:p>0,05p<005*p<001*

p < 0,001 *** ****: p < 0,0001).

Sau 24 gid ddng nudi cay voi té bao Daudi,
ndng do IL-6 trong dich nudi ciy cla té bao CAR-T
va CAR-T + PD-1 Ab cao hon c6 y nghia théng
ké (p < 0,01) so v&i té bao PBMC (nhém ching).
Nhém st dung PD1-Ab ¢é ndng do IL-6 thap hon
so v&i nhém chirng (p < 0,001). Ngworc lai, sau 48
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gi& ddng nudi cay véi té bao Daudi, nébng do IL-6
trong dich nudi cay cla té bao CAR-T, PD-1 Ab va
CAR-T + PD-1 Ab thap hon cé y nghia théng ké (p
< 0,001) so v&i ndng d6 IL-6 trong dich nudi cay
cuta t& bao PBMC (nhém chirng).

Ca 2 thoi diém nghién clu thdy néng do IL-6
gitra nhom CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab khac biét
khéng c6 y nghia théng ké (p > 0,05).
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Hinh 2. So sénh nbéng dé IL-6 khi dong nudi
céy vi té bao Raji & 4 nhém sau 24 va 48 gior
(ns: p>0,05; % p <0,01; ™ p <0,0001).

Sau 24 gi& ddng nudi cay véi té bao Raji, ndng
do IL-6 trong dich nudi cdy nhom CAR-T va CAR-T
+ PD-1 Ab khong khac biét so véi ndng d6 IL-6 trong
dich nuéi cay ctia nhém chirng PBMC (p > 0,05). Sau
48 gi®y, ndbng do IL-6 gitka nhom CAR-T va CAR-T +
PD-1 Ab khéng c6 su khac biét so véi nhém PBMC
(p > 0,05). Nong d6 IL-6 sau 24 gie» nhém PD-1-Ab
c6 xu hwéng giam so v&i nhém PBMC, nhwng khac
biét khéng cé y nghia, véip > 0,05; sau 48 gi®, ndng
dd IL-6 nhém PD-1-Ab thdp hon cé y nghia théng ké
s0 v&i nhém PBMC (p < 0,01).

Ca hai thoi diém nghién ctu thdy ndéng d6 IL-6
gitba nhéom CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab khac biét
khéng c6 y nghia théng ké (p > 0,05).
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- So sanh néng do cytokine IL-6 khi ddng nubi
céy voi té bao K562:
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Ddng nuéi cly véi TB K562 48 gioy

Hinh 3. So sanh nbng dé cytokine IL-6 khi dong nudi
cay véi té bao K562 & 4 nhém sau 24 va 48 gio.
(ns: p > 0,05; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001)
Tai thoi diém 24 gio, ndng dd IL-6 cta nhom
CAR-T, PD-1 Ab va CAR-T + PD-1 Ab cao hon co
y nghia théng ké so vé&i nhém PBMC (p < 0,001).
Tai thoi diém 48 gidy, ndng d6 IL-6 ctia nhém té bao
CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab khong cé s khac biét
so v&i ndng dd IL-6 trong dich nudi cy cla nhém
PBMC (p > 0,05). Tai ca 2 thdi diém, ndng do IL-6
trong nhém PD1-Ab cao hon cé y nghia théng ké

s0 v&i nhém chirng PBMC.

Tai thoi diém 24 gio va 48 gio, thdy nong do
IL-6 cia nhdm CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab khac
biét khdng cé y nghia théng ké (p > 0,05).

3.3. So sanh kha ning bai tiét IL-6 cta té bao
CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab v&i ba nhém té bao
ung thw bach cau
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Hinh 4. So séanh khé néng tiét IL-6 cla té bao
CAR-T dong nuéi cay véi té bao ung thu bach cau
sau 24 va 48 gio (ns: p > 0,05; ***: p < 0,0001).

Néng d6 IL-6 trong dich nudi cdy cua té bao
CAR-T v6i céc té bao ung thw c6 CD19+ (Raji va
Daudi) & thoi diém 24 gio va 48 gio déu thap hon
52

c6 y nghia théng ké (p < 0,001) so v&i ndng do IL-6
trong dich nudi cy cla té bao CAR-T v&i té bao
CD19- (K562).
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Hinh 5. So s&nh kha néng tiét IL-6 cua té bao
CAR-T + PD-1 Ab déng nuéi cay véi té bao ung thw bach
cau sau 24 va 48 gio (ns: p > 0,05; ****: p < 0,0001).

Néng d6 IL-6 trong dich nudi cdy cua té bao
CAR-T + PD-1 Ab véi céc té bao ung thw c6 CD19+
(Raji va Daudi) & thoi diém 24 gio va 48 gior déu
th4p hon c6 y nghia théng ké (p < 0,001) so vo&i
ndng dd IL-6 trong dich nudi cdy cta t& bao CAR-T
v&i té bao CD19- (K562).

4. BAN LUAN

IL-6 1a nhan t trung tdm trong dap (rng mién
dich bao vé. Nhuwng sw tiét kéo dai, tang va qua
muc IL-6 lién quan dén bénh sinh nhiéu bénh Ii,
trong dé cé ung thw, dac biét la ung thw bach cau
[8]. Vai trd quan trong trong sw sdng cla té bao
ung thw bach ciu cta IL-6 va hiéu qua khang ung
thw khi e ché tin hiéu IL-6 da dwoc bao cao, dic
biét 1a trén ung thw bach cau [8]. Néng dd cla IL-6
trong dich ddng nudi cdy PBMC v&i cac té bao ung
thw sau 24 gi®» va 48 gi® cho thay, ndng dd IL-6 khi
ddng nudi cly véi 2 dong té bao ung thw bach cau
CD19+ Raji va Daudi la twong dwong nhau. Nguoc
lai, nbng d6 IL-6 cao hon dang ké trong dich déng
nudi cady PBMC va té bao ung thw bach cdu CD19-
K562. Diéu nay goi y vé kha nang tiét IL-6 cao hon
& té bao CD19- K562 so v6i té bao CD19+ Raji va
Daudi. C6 thé vai trd thic day ung thw clia IL-6 trén
cac té& bao ung thw bach cau CD19+ Raji, Daudi
khéng dang ké so vé&i té bao ung thw bach ciu
CD19- K562.

Tin hiéu PD-1 dwoc hoat hoa khi protein PD-1
twong tac véi phdi t& ctia né (PD-1 L1 hodc PD-1
L2) trén bé mét t& bao dich. Qua do, (e ché sy
tang sinh va thuc day té bao lympho T chét theo
chuwong trinh, (rc ché san xuét cytokine va chirc
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nang tiéu té bao [3]. Két qua 1a, mién dich loai bd
té bao ung thw bi ngén ch&n va hd tro té bao ung
thw tron thoat mién dich. Vi thé, nhiéu thudc ¢rc ché
tin hiéu PD-1 da dwoc cap phép diéu tri cac bénh li
ung thw, trong d6 ¢6 ung thw bach cau. U'c ché gén
két PD-1/PD-L1 kich thich dai thwc bao san xuét
IL-6 va diéu tri bang PD-1 Ab tang néng do IL-6 [9].
Két hop khang IL-6 va PD-1 dwa lai hiéu qua diéu
tri hiép lwc [9], [10]. Két qua nghién ciru nay phu
hop trén té bao CD19- (K562), diéu tri bdi PD-1 Ab
lam tang ndng do IL-6. Ngwoc lai, gidm ndng do
IL-6 & t& bao CD19+ (Daudi va Raji). Day la phat
hién méi, goi y vé s lién quan chwa dwoc bao cao
gitra biéu hién CD19 va sw twong tac cla gitra tin
hiéu IL-6 va PD-1. Phat hién nay la goi y cho cac
danh gia phan tich co ban tiép theo vé vai tro cla
cac tin hiéu nay.

DPén nay, chwa cé bang chirng truc tiép vé viéc
té bao T hoac t& bao CAR-T la ngudn san xuat dang
ké IL-6, nhwng tdng ndng do cytokine IL-6 lién quan
chat ché dén hoi chirng gidi phéng cytokine sau
diéu tri bang liéu phap CAR-T [11]. Ngudn gbc cua
cac cytokine tién viém dwoc cho 1a tir cac té bao
tiy dwoc kich hoat trong qua trinh tri liéu bang té
bao CAR-T [12]. Bén canh tac dong thic day viém
trong dap (rng viém hé théng, tin hiéu IL-6 thuc day
tang trwdng va hoat ddng chdng ung thw clia té bao
CAR T [13]. Nghién ctru nay cho thay diéu tri bang
CAR-T hodc CAR-T két hop PD-1 Ab lam tang IL-6
sau 24 gio diéu tri so véi nhém PBMC, nhung tac
déng nay gidm hodc mét di sau 48 gid diéu tri. Cé
thé, ngay sau diéu tri va twong tac véi té bao dich,
CAR-T gian tiép thuc day cac té bao nhu té bao tay
va t& bao ung thu bach cau tiét IL-6 nhw co ché da
dwoc chirng minh. IL-6 dwoc tiét ra thic déy hoat
hoa ngugc Ién CAR-T va sau théi gian dai hon, sy
tang nhanh cla IL-6 c6 thé gay ra sw kiét strc cla
céc té bao tiét ra né.

5. KET LUAN

Té bao CD19- (K562) tiét IL-6 nhiéu hon dang
ké so vé&i té bao CD19+ (Raji va Daudi). PD-1 Ab
lam tang néng d6 IL-6 trén té bao CD19- (K562),
nhwng gidm noéng d6 IL-6 & té bao CD19+ (Daudi
va Raji). Diéu tri bAng CAR-T va CAR-T + PD-1 Ab
lam t&ng IL-6 sau 24 gi® diéu tri trén ca 3 dong té
bao ung thw bach ciu, nhwng tac dong nay giam di
sau 48 gio diéu tri.
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