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Vai tro cia hat tir phit khang thé CD3/CD28 va IL-2 Ién sy
ting sinh té bao don nhan mau ngoai vi nguodi (PBMC)
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Liéu phap mién dich dugc coi 1a mot phuong phap day hira
hen trong diéu tri ung thu. Té bao mién dich cta bénh nhan duoc
phan lap, cam Ung ting sinh, bién d6i thanh céc té bao chirc ning
khéc nhau va sau d6 dugc dua tr¢ lai ngudi bénh. Céc té bao mién
dich duoc ting sinh ex vivo c6 thé ké dén nhu té bao giét ty nhién
(NK cell), té bao biéu hién thy thé khang nguyén dang kham
(CART cell) va té bao biéu hién thu thé T duoc bién d6i (TCR
cell). Viéc ung dung liéu phap mién dich té bao doi hoi phai nudi
va ting sinh té bao mién dich in vitro. Nghién ctru nay khao sat
anh hudng cta cic nong do IL-2 khac nhau l1én sy ting sinh té
bao PBMC ciing nhu kha ning kich hoat t& bao PBMC khi sir
dung hat tir phtt CD3/CD28 vdi ti 18 01 hat tir: 03 té bao trong 04
ngay nudi cdy. Két qua nghién ciru cho thay, khong c6 su khac
biét dang ké 1én sy ting sinh té baio PBMC & cac nong d¢ IL-2
khac nhau trong 04 ngay dau nudi cdy. Viéc bd sung hat tir phi
CD3/CD28 va 30U/mL IL-2 vao mdi truong cho thiy cé kha
nang kich hoat va ting sinh té bao, s6 luong té bao PBMC ting
gip d6i sau 04 ngay kich hoat trong d6 quan thé CD3" ting gép
03 1an dat gan 70% trong quan thé té bao PBMC, quan thé té bao
CD4* va CD8"* ciing c6 su ting s6 lugng va dat ti 1& twong duong
nhau khoang 30% mdi loai.

ABSTRACT

Immunotherapy is considered a promising approach in cancer
treatment. The patient’s immune cells are isolated, expansion,
manipulation, and then transfer back to the patient. Several
immune cells are ex vivo proliferated, such as Natural Killer cells
(NK cells), Chimeric Antigen Receptor T cells (CART cells) and
engineered T Cell Receptor cells (TCR cells). The applications of
cellular immunotherapy require in vitro culture and proliferation
of immune cells. In this study, we evaluated the effect of different
concentrations of IL-2 on PBMC proliferation as well as the
ability to activate PBMC using CD3/CD28 coated magnetic beads
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with a ratio of 01 bead to 03 cells. The results showed that there
was no significant difference in PBMC proliferation at different
concentrations of IL-2 in the first four days of culture. The
addition of CD3/CD28 beads and 30U/mL IL-2 into the medium
showed the ability to activate and proliferate cells, the number of
PBMC doubled after 04 days of activation in which the CD3" cell
population increased 03 times, reaching nearly 70% in the PBMC
population, the CD4" and CD8" cell populations also increased in
number and reached the same proportion, about 30%.

1. Giéi thi¢u

Mién dich tri liéu hién dang 1a phuong phap hap dan trong chita tri bénh ung thu. Pay 14
phuong phap dung cac té bao mién dich di dwoc can thiép gene va ting sinh dé chuyén vao
ngudi bénh nham loai bo té bao ung thu, phuong phap nay c6 thé dung diéu tri don 1é hodc két
hop véi cac phuong phap khac nhu xa tri, hoa tri va phau thuat. Mot trong nhiing diém thu vi caa
liéu phap mién dich tri liéu d6 1a Viec sir dung céc té bao mién dich dé chéng lai cac té bao ung
thu. Hién c6 ba dang té bao bach cau dugc quan tim trong phuong phap nay, bao gom té bao
lympho x4m nhiém khéi u (tumor- 1nﬁltrat1ng lymphocytes TIL), t& bao biéu hién thu thé té bao
T (engineered T cell receptor, TCR), va t& bao biéu hién thy thé khang nguyén dang kham
(chimeric antigen receptor T cells, CART), trong d6, CART cell dang duoc nghién ctru rat nhiéu
trong nghién ctu co ban va thu nghiém lam sang (Fesnak, June, & Levine, 2016; Hartmann,
Schiiler-Lenz, Bondanza, & Buchholz, 2017; Rohaan, Wilgenhof, & Haanen, 2019).

Dé cung cap du cac té bao mién dich dic hiéu mot cach hiéu qua, viée ting sinh du luong
t& bao mién dich 1a mot budc rat quan trong va tién quyét dé didu tri thanh cong (Trickett, Kwan,
Cameron, & Dwyer, 2002). Pé tang sinh, cac té bao bach cau ban dau can duoc kich hoat bai tin
hiéu so cap va thtr cap thong qua viée kich hoat CD3 va CD28. Viéc kich hoat té bao c6 thé thuc
hién bang khang thé khang - CD3 (OKT3) két hop véi cac té bao hd trg; tuy nhién, phuong phép
gan day str dung cac hat tir tinh nho da duoc phu khang thé khang CD3/CD28 dé kich hoat ching
(Martkamchan, Onlamoon, Wang, Pattanapanyasat, & Ammaranond, 2016). Cac hat nho nay co
thé thay thé cho cic té bao trinh dién khang nguyén (APC) va 1a mot trong cac phuong phép kich
hoat duoc chap thuan trong cac thu nghlem lam sang. Céc hat tur nay ciing dé dang su dung va
loai bo, va c6 thé ding dé phan lap bat ky tap con nao ciia quan thé te bao mién dich. S6 luong
hat so v6i té bao, goi 1a ti 18 hat-té bao (bead-to-cell, B:C), 1a mot yéu té quyét dinh dén cuong
do tin hiéu va sy ting sinh ciia té bao. Néu ti 1& hat-té bao qué cao s& dan dén suy yéu té bao T,
nguoc lai ti 1€ qua thap lai thét bai trong vi¢c kich hoat té bao T, ca hai yéu td trén dan dén viéc
kich hoat tang sinh t& bao T duéi murc tdi vu (Shi & ctg., 2013; Yu & ctg., 2017).

Thém vao d6, cic té bao T can cac nhan td ting truong dé ting sinh, cic nhéan t6 nay
thudng c6 trong méi truong va huyét thanh. Mot trong sé d6 1a interleukin-2 (IL-2), lién két véi
cac thy thé trén té bao T va kich hoat qua trinh ting sinh. Do d6, trong khi nudi cdy can bo sung
IL-2 vao mdi trudng cir mdi 02 - 03 ngay. Cac nghién ctru duoc cong bd di st dung khoang tir
20 dén 10,000U/mL IL-2 cho viéc ting sinh té bao, mat du sy khac biét vé hiéu qua ting sinh cia
ching van khong rd rang (Ghaffari & ctg., 2021; Ross & Cantrell, 2018).

Trong nghién ctru nay, véi muc tidu phan 1ap va ting sinh té bao don nhan mau ngoai vi
(PBMC), ching t6i st dung hat tir phtt khang thé CD3/CD28 ciing nhu khao sat cac nong do IL-
2 trong vi¢e kich hoat va tang sinh céc t€ bao nay.
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2. Pbi twong va phwong phap nghién ciu
2.1. Péi twong nghién ciru

05 tinh nguyén vién khoe manh duoc kéu goi trong nghién ctru ndy. T4t ca cac tinh
nguyén vién tham gia déu ky vao “Gidy xac nhan tw nguyén hién mau cho myc dich nghién ctru
khoa hoc” dugc Giam ddc Trung tdm Cong nghé Sinh hoc Thanh phd H6 Chi Minh dong y va
xac nhan. M&i ngudi hién mau s& dugc bac si chuyén mén thu nhan khoang 15 - 20mL mau va
dung trong 6ng chdng déng chira EDTA (HTM). Cac mau mau sau d6 duoc pha lodng va tién
hanh tach t& bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) sir dung Ficoll-Paque (Sigma).

2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. Phuwong phdp tach té bao don nhdan mdau ngoai vi PBMC

Pha lodng 10mL méu véi PBS - EDTA 2mM theo ti 1¢ 1:1. Nhe nhang chuyén hén hop
nay vao dng 50mL chira sin 10mL Ficoll-Paque (Sigma) sao cho tao thanh hai 16p khong hoa 1an
vao nhau. Ly tdm 500g trong 30 phut, nhiét d6 phong. Loai bo 16p plasma trén cing, chuyén 16p
giita 13 16p chita PBMC sang dng sach. B6 sung 10mL PBS, ly tim 350g trong 05 phut, nhiét do
phong. Lap lai budc rira trén thém 01 lan, loai dich va huyén phu té bao thu dugc trong moi
truong CTS AIM V b sung 5% Immune Cell SR (Gibco), 100 units/mL penicillin/streptomicin
(Gibco). Kiém tra két qua phan 1ap va thanh phan PBMC bang phuong phap nhuém Trypan Blue
va phén tich té bao theo dong chay flow cytometry (FACS Aria III - BD).

2.2.2. Phwong phdp khao sét cac nong do Interleukin-2 (1L-2) 1én sy ting sinh PBMC

1 x 10° t& bao/mL PBMC trong méi trudng CTS AIM V bo sung 5% Immune Cell SR
(Gibco), 100 units/mL penicillin/streptomicin (Gibco) va dugc nudi trong dia 06 giéng. B6 sung
interleukin-2 (Preprotech) vai cac ndng d6 0, 20, 50, 100, 300U/mL va nudi trong tii i 37°C, 5%
CO>. Huyén phii va theo doi mat d¢ té bao mdi 24 giv bang nhuém Trypan Blue.

2.2.3. Phurong phdp kich hoat PBMC bang hat tir phii CD3/CD28

1 x 108 té bao/mL PBMC duoc bd sung hat tir Dynabead CD3/CD28 (Gibco) theo ti 1¢ 1
hat: 3 té bao (B:C = 1:3) va nudi trong mdi truong CTS OpTmizer bd sung 5% Immune Cell SR
(Gibco), 100 units/mL penicillin/streptomicin (Gibco), 30U/mL IL-2 (Preprotech), nudi trong tu
1 37°C, 5% CO>. Tién hanh cdy chuyén khi mat d6 t& bao dat 2 x 108 t& bao/mL hodc khi méi
truong chuyén mau.

2.2.4. Phuong phdp phan tich quan thé té bao

PBMC sau khi phan lap va nudi ting sinh s& dugc phan tich thanh phan T CD3*, T CD4*
va T CD8* bang cach nhudm véi khang thé khang CD4 gin cong hop véi phycoerythrin, PE
(Becton-Dickinson), khang thé khang CD3 gin cong hop véi fluorescin isothiocyniate, FITC
(Becton-Dickinson), va khang thé khang CD8 gin cong hop véi fluorescin isothiocyniate, FITC
(Invitrogen). 1 x 10° té bao duogc rira v6i PBS va huyén phu trong 100puL FACS buffer (PBS,
0.1% BSA), bd sung khang thé theo huéng dan ctia nha san xuat. U 15 phat & nhiét d6 phong,
tranh sang. Cac mau sau d6 duoc phén tich bang may FACS Atria Il - BD.

2.2.5. Phurong phdp xir Iy sé liéu

Thi nghi€ém dugc thuc hién 1ap lai it nhat 03 1an. Két qua dugc phan tich béng phﬁn mém
Microsoft Excel va xir Iy théng ké bang phwong phap t-test, d6 tin cdy 95%. Két qua duoc cho la
c6 su khac biét vé mat théng ké khi p-value < 0.05.
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3. Két qua nghién ciru va thao luin
3.1. Két qud nghién ciru
3.1.1. Anh hurong cua nong dé Interleukin-2 1én sy tang sinh PBMCs

Té bao don nhin mau ngoai vi duoc nudi & cac ndng d6 IL-2 khac nhau (20, 50, 100,
300U/mL) dé khao sat anh huong cia IL-2 1én su ting sinh cia chung. Nhin chung, cang ting
ndng do IL-2 thi ti 1¢ ting sinh té bao ciing ting, tuy nhién, khong co su khac biét dang ké & cac
nong do trong 08 ngay dau nudi cdy. Sau 11 ngay nudi cay, té bao duoc bd sung 20U/mL IL-2 c6
ti 16 ting sinh thap nhit so véi cac nhom khac. Khi ndng d6 ting 1én 50U/mL thi nhan thiy co su
tang nhe sd lugng té bao PBMC. Dang chi ¥, khi ting ndng d6 1én 100 va 300U/mL thi c6 su
tang rd rét s6 luong té bao PBMC khi so véi ndng d6 20U/mL va khong co su khac biét dang ké
gitra 100U/mL va 300U/MI (Hinh 1).
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Hinh 1. Anh hudng cua ndng do Interleukin-2 Ién su ting sinh té bao PBMC. (A) Hinh chup té
bao dudi kinh hién vi (20X) khi nudi ¢ cac nong do 1L-2 khac nhau & cac ngay khac nhau; (B)
D6 thi biéu dién sb luong té bao khi nudi & cac nong do IL-2 khéc nhau ¢ cac ngay khac nhau

3.1.2. Két qud tang sinh té bao PBMC sau khi kich hogt véi hat tir phis CD3/CD28

Theo két qua trén, ndng do IL-2 cang cao thi ti 1& tang sinh té bao PBMC cang cao khi
nudi cdy trong thoi gian dai, tuy nhién lai khong co su khac biét trong 04 ngay dau nudi ciy.
Thém vao do, nghién ctru nay dugc thuc hién voi muc ti€éu nudi tang sinh té bao PBMC su dung
dé chuyén nap vector biéu hién thy thé dang kham vao té bao bach cau bang phuong phap dién
bién nap, theo d6 hi¢u suét bién nap sé tdt nhat khi thuc hién sbc dién vao ngady nuoi tdng sinh
thir 04. Vi vay, kha nang kich hoat va tang sinh té bao PBMC duoc danh gia khi st dung hat tu
phu khang thé CD3/CD28 theo ti 18 hat: té bao 13 1:3, két hop véi bod sung IL-2 ndng do 30U/ml
theo khuyén céo ctia bo kit kich hoat va theo ddi sy tang té bao trong 04 ngay nudi tang sinh.
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Hinh 2. Sy ting sinh té bao PBMC sau khi kich hoat v&i hat tir pha CD3/CD28. (A) Hinh chup
té bao PBMC dudi kinh hién vi (10X) sau khi bd sung hat tir phtt CD3/CD28; (B, C) So d6 thé
hién s6 1an tang va s6 té bao PBMC trong 04 ngay nudi ciy

Quan sat hinh thai té bao sau 04 ngdy nudi cdy nhan thiy cac t& bao bit dau hinh thanh
cum té bao vao ngay thir 02 va sb luong cum té bao tiép tuc ting & cac ngay tiép theo (Hinh 2A).
Sau 04 ngay nudi cac té bao PBMC ting sb luong khoang 02 14n tir 3.8 x 107 té bao khi bit dau
nudi va dat 8.4 x 107 té bao vao ngay thr 04 (Hinh 2B, 2C). Chung t6i ciing thiy duoc sy ting
kich thudc cac té bao PBMC sau 03 - 04 ngay bd sung hat tir vao méi trudng nudi cdy khi quan
sat dudi kinh hién vi (Hinh 3).

Trwde khi bé sung CD/CD28 Dynabead Sau khi bo sung CD3/CD28 Dynabead

Sl

Hinh 3. Hinh chup duéi kinh hién vi (20X) t& bao PBMC trudc va sau khi bo sung hat tir phu
CD3/CD28

3.1.3. Phdn tich déic diém quan thé té bao PBMC sau kich hoat va tiang sinh

Pic diém quén thé t& bao PBMC sau kich hoat va tang sinh dugc danh gia dua trén ti 1€
thanh phan ctia quan thé T CD4*, CD8*, va CD3*. Tai thoi diém bét dau nudi cdy, ti 1& quan thé
CD3*, CD4* va CD8" trong PBMC lan luot 1a 20.8%, 11% va 9.5%. S6 lugng té bao CD4* va
CD8* ¢6 vé twong ddng nhau. Sau khi duoc kich hoat véi hat tir phit CD3/CD28, ca ba quéan thé
té bao nay déu cé su ting s6 lwong. Vao ngay nudi thir 04, sé luong té bao CD3* ting rd rét tir
20.8% Ién 67.4% trong quan thé té bao PBMC. Bén canh d6, quan thé CD4" ciing s6 té bao
khoang 03 1an, dat 31.4% va quan thé CD8" dat 25.6% (Hinh 4).
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Hinh 4. Pic diém quan thé té bao PBMC sau kich hoat va ting sinh. (A) Két qua phén tich té
bao theo dong chay (flow cytometry) quan thé PBMC khi nhudém véi CD3-FITC, CD4-PE, CD8-
FITC; (B) D6 thi so sanh ti 1¢ ting sinh cua quan thé CD3*, CD4*, va CD8" sau 04 ngay nudi cay

3.2. Thdo lugn

Liéu phap mién dich té bao hién dang 1a phuong phap duoc st dung diéu tri nhiéu bénh,
bao gom nhidm HIV va ung thu, nhd kha niang kich hoat chtc nang mién dich cia bénh nhan
(Hartmann & ctg., 2017). O liéu phap nay, dé c6 duoc sé luong té bao du Ién va chic nang mong
mudn, cac té bao mién dich cua nguoi bénh s& dugc phan lap, can thiép bang k¥ thuat va ting
sinh ex vivo, sau d6 dua tro lai ngudi bénh dé diéu tri. Viéc nudi ting sinh t& bao bach ciu ex
vivo thudng doi hoi mot quy trinh t6i wu, ciing véi su két hop cua nhiéu yéu té khac nhau trong
d6 c¢6 03 yéu tb quan trong nhat phai ké dén d6 1a cuong @6 kich thich, mat do té bao khi bat dau
nubi va ndng do Interleukin-2 dugc bo sung vao méi truong nubi cay.

Mic di nhiéu cytokine anh huong 18n sy biét hoa va tang sinh té bao T in vitro, IL-2
dugc xem I cytokine quan trong trong qué trinh nay théng qua thu thé chuyén biét trén bé mit té
bao. Nghién ctu cua Trickett va cong su (2002) cho thay khi bd sung tir 0.2 - 20U/mL IL-2 vao
moi trudng nudi cay twong quan tuyén tlnh véi sy tang sinh té bao (Trickett & ctg., 2002). Trong
nghlen Clru tang sinh té bao T tai cac nong do IL-2 khéac nhau 20, 100 va 1,000U/mL trong 03
tuan cho thay khong cd su khéc biét nao dugc ghi nhan trong giai doan dau ting sinh, vao ngay
ther 21 nhom duoc nubi vai 100U/mL cho ti 1€ tang sinh cao, trong khi nhom 20U/mL cho ti 1€
tang sinh thap nhat. Thi vi 1a ca 02 nhém 20 va 100U/mL déu dat 98% CD3"* trong khi ¢ nong
d6 1,000U/mL chi tao ra 66% CD3*, diéu nay cho thiy cudng d6 tin hiéu khéc nhau s& dan dén
céc hiéu ung khéc nhau trong viéc ting sinh té bao (Martkamchan & ctg., 2016). Két qua nghién
ctru ciia ching ti khi khao sat anh hudng cua cac ndng do IL-2 khac nhau 20, 50, 100, 300U/mL
cling cho thdy turong quan véi cac két qua nghién cau trén. Trong 08 ngay dau nghién ciu ching
t6i ciing khong nhan thiy su khac biét vé ti 1¢ tang sinh té bao, tir ngay nudi thir 11, bd sung 100
va 300U/mL cho thay c6 sy ting s6 lugng dang ké so véi bd sung 20U/mL, va ndng do 20U/mL
cho ti Ié tang sinh thap nhat so véi cac ndng do con lai.

Céc hat tir phu CD3/CD28 c6 thé hoat dong nhu té bao APCs nhan tao, va do dé khong
thé thiéu cho qua trinh kich hoat va ting sinh té bao (Martkamchan & ctg., 2016). Nhiéu nghién
ctru dd bao cdo ti 18 ting sinh twong quan giita $6 lugng hat tir trén sé té bao bach cau (bead-to-
cell, B:C) trong khoang tir 0.5 - 1 hat tir: 1 té bao (B:C), nhung ti 1¢ hat-té bao B:C nay néu cao
hon 5:1 khong thiic ddy su ting ti 1¢ ting sinh té bao (Trickett & ctg., 2002). Shi va cong su
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(2013) so sanh kha nang ting sinh & cac ti 1¢ hat tur: t& bao 1:5, 1:1, va 3:1 trong 01 tuan nudi ciy
va cho thay ti Ié ting sinh tot nhat 1a 3:1, va ti 18 ting sinh thip nhét 1a 1:5 (Shi va cong su,
2013). Martkamchan va cong su (2016) bao céo riang khi kich thich PBMC véi hat tir pha
CD3/CD28 ¢ ti 18 0.5:1 B:C trong moéi trudng nudi bd sung 100U/mL IL-2 1a diéu kién tbi uu dé
tang sinh té bao T ex vivo, ti 1¢ tang sinh dat hon 1,000 lan trong vong 03 tuan véi ti 18 té bao
séng cao, trong d6 sy ting sinh cua té bao CD8" cao hon sy ting sinh cua té bao CD4*
(Martkamchan & ctg., 2016). Két qua nay dé nghi rang té bao duoc kich thich véi ti 1¢ hat tir: té
bao thap ciing co thé kich hoat té bao ting sinh, giam thiéu rui ro thiéu hat tir trong qué trinh nudi
cay va giam chi phi. O nghién cttu ndy, nham ting sinh t& bao PBMC dé chuyén nap thu thé dang
kham bang phuong phap dién bién nap, chling tdi st dung ti 18 hat tur: t& bao 1a 1:3 dé kich hoat
PBMC dong thoi bo sung IL-2 & ndng d6 30U/mL va nhan thay ti I¢ nay c6 thé kich hoat té bao
PBMC ting sinh gip doi sau 04 ngay nudi cay la khoang thoi gian téi wu dé séc dién, va quan
thé CD3"* gap 03 sau 04 ngay nudi cay, trong d6 quan thé CD4* va CD8* déu tang va c6 sb lugng
tuong tu nhau, dat khoang 30% quan thé té bao. Két qua so bd khi ching toi thir kéo dai thoi
gian kich hoat va nuéi PBMC sau 14 ngay nhan thay ti I& quan thé CD3" ting cao dat gan 90%
trong do6 ti 1é quan thé CD8* chiém uu thé hon quan thé CD4* tuong dong véi két qua bao cao
cua Martkamchan va cong su (2016).

4. Két ludn

Viéc kich hoat va tang sinh thanh cong cac té bao mién dich in vitro 1a budc quan trong
dau tién cho cac phuong phap diéu tri bang liéu phap mién dich té bao. Trong nghién ciru nay,
ching tdi co thé kich hoat va ting sinh té bao PBMC khi sir dung hat tir phu khang thé
CD3/CD28 & ti 1¢ 1 hat tir: 3 té bao, bo sung 30U/mL IL-2, s6 lugng té bao PBMC ting gap doi
sau 04 ngay kich hoat trong d6 quan thé CD3" tang gap 03 lan dat gan 70% trong quan thé té bao
PBMC, quan thé té bao CD4* va CD8" ciing c6 su ting s6 luong va dat ti 18 twong dwong nhau
khoang 30%.

LOI CAM ON

Nghién ctru ndy duge tai tro boi ngudn kinh phi sy nghiép khoa hoc va céng nghé duoc
S¢& Nong nghiép va Phat trién Nong thon cap thong qua dé tai ma s6 YDO01/18-20. Nhom tac gia
Xin tran trong cam on.
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