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Abstract: It is well known that T lymphocytes play important roles in autoimmune disease and
cancer therapies. The activation of CD4* T cells is crucial in regulating the body's immune system.
Therefore, T lymphocyte culture expansion is necessary for T cell therapy research and medical
applications. Numerous methods to stimulate T lymphocytes in vitro have been reported, yet there
are no consistent results on the characterization of T lymphocytes after stimulation. In this study,
we investigated the proliferation and surface markers expression (HLA-DR and CD25) of T
lymphocytes and CD4* T cells from peripheral blood after stimulation. Two activation methods
were used in this study, including stimulation with an anti-CD3 antibody combined with an anti-
CD8 antibody (anti-CD3/CD28) and stimulation with phytohemagglutinin (PHA). The results
showed that after 03 days of stimulation with anti-CD3/CD28 antibodies, T lymphocytes formed a
homogeneous population and obtained higher rates of viability. However, a greater proliferation
index was observed in PHA-stimulated cells. Additionally, CD4* T cells expressed more HLA-DR
and CD25 surface markers when stimulated with PHA. In conclusion, both methods showed
outstanding efficacies. Hence the two approaches should be selected in different circumstances
based on the purpose of the studies.
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Tém tit: Té bao lympho T chiém mét vai trd quan trong trong cac lidu phap diéu tri bénh ty mién
va ung thu. Trong d6, t& bao TCD4+ déng vai trd hét sttc quan trong trong viéc diéu hoa hé thong
mién dich cua co thé. Do d6, nudi cdy va ting sinh sé lugng 16n té bao lympho T in vitro ciing nhu
té bao TCD4+ 14 can thiét cho cac nghién ctru tng dung liéu phap té bao T. Nhiéu phuong phap
khac nhau di duoc phat trién dé kich thich tang sinh t& bao lympho T, tuy nhién, cic bao cédo danh
gia dic diém cua té bao sau khi dwoc kich thich chua dwoc chii trong. Trong nghién ctru ndy, chiing
t6i khao sat anh huong cua hai phuong phap: kich thich bang khang thé khang CD3 hét hop véi
khang thé khang CD8 (CD3/CD28) va Phytohemagglutinin PHA 1én sy tang sinh ciing nhu mirc d6
biéu hién dau 4n bé mat HLA-DR, CD25 ciia quan thé té bao lympho T va té bao TCD4+ c6 trong
mau PBMC. Két qua nghién ctru cho thay dudi su kich thich bang khang thé khang CD3/CD28,
quén thé té bao lympho T dong nhit va dat ty 1& sdng tot hon sau 03 ngay dau nudi cdy. Tuy nhién,
¢6 su chénh 1éch nhiéu hon dang ké vé ty 1¢ tang sinh qua cac thé hé giita phwong phép kich thich
bang PHA so v&i khang thé khang CD3/CD28, ciing nhu biéu hién cac dau 4n bé mat HLA-DR,
CD25 trén té bao TCD4+. Ca hai phuong phap déu c6 nhitng hiéu qua ndi bat riéng biét, tiy thude
vao muc dich nghién ctru dé lwa chon yéu t kich thich ting sinh té bao lympho T phu hop.

Tir khéa: Tang sinh té bao lympho T, té bao T CD4+, chi sé tang sinh té bao.

1. Mé dau

Té bao lympho T ¢6 ngudn gde tir t& bao gde
tao mau tiy xuwong va dugc trudng thanh & tuyén
trc. Tai vo tuyén wc, cac té bao lympho T hinh
thanh nén cac thu thé bé mat dic trung cho té bao
T (T cell receptor — TCR) véi chirc nang nhén
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dién cac khang nguyén la. Sau do, té bao lympho
T di chuyén vao tuyén Grc trai qua qua trinh huin
luyén tro thanh nhimg té bao lympho T trudéng
thanh. Khi té bao lympho T truong thanh bi e
ché hoic dung nap trong co thé, hé théng mlen
dich dan suy yéu, gdy viém, giy bénh tu mién va
ung thu [1].
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Liéu phap mién dich chuyén té bao thich 6 ung
(Adoptive cell transfer ACT) tir lau da di dau
trong cudc chién chong ung thu. Bét dau tir thé
ky trude, lidu phap té bao lympho xdm nhap
(tumor-infiltrating lymphocytes TILs) da duoc
g dung trong diéu tri khdi u 4c tinh [2]. Té bao
lympho T trong mau ngoai vi la mét trong nhirng
nguon tiém nang cho liéu phap mién dich vé6i uu
diém d& phan 1ap va nudi cdy ting sinh. Do do,
viéc lya chon phuong phép kich thich tang sinh
té bao lympho T phu hop 1a mot yéu t6 quan
trong, khong chi trong linh vuc nghién ctru khoa
hoc ma con trong cong nghé san xuét va Gng
dung té bao nay cho diéu tri.

PHA 1a mot lectin lién két khong dic hiéu
v6i glycoprotein trén thu thé bé mat cia té bao
lympho T, tao dan truyén tin hiéu noi bao, kich
hoat yéu t& T NFAT (nuclear factor of activated
T cells) c6 trong nhén, giup ting sinh té bao.

Khang thé khang CD3/CD28 kich thich sy
tang sinh dya theo co ché trinh dién khang
nguyén té bao T. Khang thé khang CD3 giit vai
tro hoat hoa tang sinh thong qua viéc tuong tac
v6i phirc hop thu thé té bao 1a TCR-CD3, trong
khi khang thé khang CD28 thic diy san xuat
interleukin 2 (IL-2), yéu t6 giup ting cuong su
phan chia t& bao lympho T.

Trong nghién ctru nay, voi muc ti€u phan 1ap
va ting sinh té bao don nhan tir mau ngoai vi
(PBMC), chung t6i sir dung khang thé don dong
khang CD3/CD28 va Phytohemagglutinin
(PHA) dé danh gia ddc diém hinh thai t& bao
lympho T, chi s6 ting sinh, mirc d¢ biéu hién dau
4n bé mit CD25, HLA-DR ciia quin thé té bao
TCD4+ trong qua trinh kich thich ting sinh cac
té bao nay.

2. Poi twong va phuwong phap nghién ciru
2.1. Poi tirong nghién ciru

Nhitng ngudi khée manh (n=5), khong méc
c4c bénh man tinh va khong tiép nhan bit ctr didu
tri y khoa nao tai thoi diém nghién ciru, s& dugc
lya chon tham gia trong nghlen clru nay. Tét ca
cac tinh nguyén vién déu ky vao “Gidy xéc nhan
tu nguyén hién mau cho muc dich nghién ctru

khoa hoc” tai Bénh vién DPa khoa Qudc té
Vinmec. Miu méu ctia ngudi hién s& duoc thu
thap khoang 10 mL vao 6ng chéng dong Sodium
Heparine va 1 ml vao ng chong dong EDTA.

2.2. Phwong phap nghién ciru

2.2.1. Phdn ldp té bao don nhin tir mdu
ngoai vi

MAau mau duoc thu thap trong 6ng chéng
dong Sodium Heparine dugc pha loang véi PBS
dé dat thé tich 30 ml. Hon hop dugc chuyén nhe
nhang 1én dng chira Ficoll-Paque (1,077 + 0,001
g/mL, GE Healthcare, USA) theo ty 1€ 2:1. Dya
vao phuong phap ly tdm phan 16p theo ty trong,
16p té bao chira PBMCs duoc phan tach sau ly
tam tai 760xg, 20 phut, khong phanh, tai nhiét
d6 phong. Sau do, 16p té bao duoc rira 2 1an véi
PBS & toc do va thoi gian 1an luot 1a 420xg, 5
phut va 200xg, 10 phut. Sau khi loai bo dich ndi,
PBMCs dugc hoa tan trong dung dich PBS véi
mat d6 1x10° t& bao/ml. Kiém tra két qua phan
1ap PBMCs va ty 18 té bao lympho T trong hdn
hop PBMCs bang phuong phap nhuoém Turk
(Merck) va phan tich té bao theo dong chay flow
cytometry.

2.2.2. Panh ddu té bao lympho T bang thudc
nhuom  huynh  quang  carboxyfluorescein
succinimidyl ester CFSE

Pé danh gia kha ning ting sinh cia té bao
lympho T sau khi kich thich, PBMCs trudc khi
nudi cdy dwoc U v6i thuée nhudém huynh quang
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)
(Thermo Scientific, Eugene, OR, USA) véi n@)ng
do 0,50 pM trong 20 phut tai 37 °C. Qua trinh
nhudm sé& dugc dimg lai biang cach b sung thém
dung dich RPMI chtta 10% FBS trong 5 pht tai
37 °C. Hdn hop dung dich trén tiép tuc duogc ly
tam tai 270xg trong 8 phut dé loai bo thude
nhudém CFSE du. Huyén phu té bao sau d6 duoc
hoan nguyén trong dung dich RPMI chtra 10%
FBS va 1% penicillin/streptomycin.

2.2.3. Phuong phdp kich hoat ting sinh té
bao lympho T

i) Kich hoat ting sinh bang khang thé don
dong khang CD3 va CD28
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Dung dich PBS chita khang thé don dong
CD3 va CD28 (BD Biosciences) duoc 1 trén bé
mit dia 24 giéng tron vi ndng do 1an luot 14 0,50
MM va 2,50 uM trong 30 phut tai 37 °C. Lugng
du khang thé duogc loai bo bang PBS & nhiét do
thuong;

i) Kich hoat ting sinh  bang
Phytohemagglutinin PHA

M&i giéng thi nghiém trén dia 24 giéng tron
duge bd sung PHA sao cho ndng do dat 1% (v/v).

Sau d6, PBMCs gin thuéc nhuom CFSE
duoc nudi cay trén giéng phu khang thé, giéng
chtta PHA (mau thi nghiém) va giéng khong xur
Iy (mdu ching) véi sb lugng 1x10° &
bao/ml/gleng Mobi mau dugc gieo trén 2 giéng
(13p lai 2 1an) va duoc nudi cy trong 03 ngay tai
37 °C va 5% COa.

Sau qua trinh kich thich tang sinh & ca hai
phuong phap, té bao dugc xac dinh ty 18 song
bang thuéc nhudém Trypan Blue. Su ting sinh té

bao lympho T dugc phéan tich dya theo sy thay
d6i cuong do tin hiéu huynh quang cua CFSE
bang may phan tich dong chay té bao (Flow
cytometry).

2.2.4. Phwong phap phdan tich theo dong
chay flow cytometry

Dua vao SSC va FSC xac dinh té bao lympho
trong quan thé t& bao PBMCs. T¢é bao lympho T
dugc xac dinh bang SSC va khang thé CD4.
Quan thé duong tinh véi khang thé CD4 1a quan
thé thé t& bao TCD4+. Tir quin thé t& bao
TCD4+, xé4c dinh sy biéu hi¢n marker HLA-DR
va CD25 (Hinh 1A). Céc thé hé phan chia cua té
bao lympho T dugc xac dinh dya vao tin hiéu
CFSE con lai trong té bao sau 03 ngdy nudi ciy
bang may Flowcytometry (Hinh 1B). Phan mém
FlowJo V10 dugc str dung dé phan tich chi s6
tang sinh té bao (proliferation Index- PI).
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~ Hinh L. Chién lugc gating trong phén tich dong chay té bao.
a) Phan tich mtrc d0 bi€u hién ctia marker HLA-DR va CD25 trén té bao TCD4+ trudc (1) va sau khi kich thich
tang sinh (2); b) Phan tich chi s0 tang sinh cta té bao lympho T khi dugc kich thich.
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PBMCs sau khi dugc phan 1ap va nudi ciy
kich thich tang sinh sau 03 ngay dwgc nhudm voi
hdn hop cac khang thé don dong gin mau huynh
quang tuwong Ung nhu sau: CD3 Alexa 700,
CD4_APC H7, HLA DR_PerCP-Cy5.5,
CD25_PE (BD Biosciences). 1x10° té bao dugc
hoan nguyén trong 100pl PBS chira 2% FBS va
b sung vao cac dng nhudém chira hdn hop khang
thé huynh quang theo huéng din cua nha san
xuét. U hdn hop té bao va khang thé huynh quang
0 nhiét do phong trong 20 phut, tranh anh sang.

Ong té bao sau khi nhuoém s& duge phén tich
trén hé théng may phan tich dong chay té bao BD
FACS Lyric theo thtr ty gating nhu d& cép tai
Hinh 1.

2.2.5. Phirong phép xir Iy s6 liéu

Dt liéu thu thép dwoc tr may Flow
cytometry dugc phan tich bang phan mém BD
FACS suite va FlowJo V10. Két qua dugc phan

tich bang phin mém Microsoft Excel va
Grapthpad prism véi d tin cay 95%.
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3. Két qua nghién ctru

3.1. Anh huong cua tac nhdn kich hoat lén sy
tang sinh té bao

Dudi tac dong cua hai tac nhan chon loc té
bao, sb lwong té bao sau 03 ngay nudi ciy &
phuong phap kich thich bang PHA it hon s6
luong té bao & mau chimg va it hon khoang 40%
so v&i phuong phap kich thich bing khang thé
khang CD3/CD28 (Hinh 2A). Piéu nay phi hop
v6i tinh trang cia té bao khi quan sat dudi kinh
hién vi. Khi dwgc kich thich bang khang thé
khang CD3/CD28, hinh thai t& bao dong nhat,
nhiéu huyén phu, tao cum ¢6 duong kinh kich
thude trung binh tir 100-150 um (Hinh 2B).
Nguoc lai, duéi sy kich thich tir PHA, quéan thé
té bao khong dong nhat, it huyén phu, chii yéu
tao cac cum té bao to co kich thude duong kinh
tur 150-250 um (Hinh 2C).

Hinh 2. S6 lugng té bao sau 3 ngay nudi cay va sy tang sinh té bao bang CFSE.

A) S6 lugng té bao sau 3 ngay kich thich; B) Quan thé té bao dugc kich thich bang khang thé khang CD3/CD28
(Vat kinh 10X); C) Quan thé té bao duoc kich thich bang PHA (Vat kinh 10X); D) Su ting sinh cia té bao
lympho T duéi su kich thich cia CD3/CD28, E) Su ting sinh cta té bao lympho T dudi su kich thich ctia PHA;
F) Sy tang sinh cua té bao lympho T khi khong dugc kich thich (d6i chung).



76 L. T. Huyen et al. / VNU Journal of Science: Medical and Pharmaceutical Sciences, Vol. 40, No. 3 (2024) 71-78

Bén canh d6, sy phan chia té bao theo thé hé
cling c6 sy khac biét rd rét. Dya theo tin hiéu
CSFE, quan thé té bao lympho T khi kich thich
bang khang thé khang CD3/CD28 phan chia mot
cach tuan tu qua cac thé hé (Hinh 2D). Trong khi
d6 xudt hién sy phan chia dot ngot, nhanh chong
clia cac té bao lympho T khi dugc kich thich ting
sinh bang PHA. Cac té bao & thé hé thir 4 va 5
chiém ty 18 16m, cac té bao chua phan chia chiém
ti 1& nho trong quan thé (Hinh 2E).

Phuong phap kich thich ting sinh té bao
lympho T bang PHA cho chi s6 PI cao hon dang
ké so véi phuong phap kich thich ting sinh bang
CD3/CD28 (2,05+0,52 va 1,55+0,17, tuong
mg). Ciing twong ty, chi s6 Pl cuia té bao TCD4+
dugc kich thich boi PHA cao hon so v&i phuong
phap kich thich ting sinh bang CD3/CD28
(1,86+0,36 va 1,49+0,20, twong tng).

Bang 1. Chi s0 tang sinh Pl ciia t& bao lympho T va
té bao TCD4+ khi dugc kich thich bang hai phuong
phéap khac nhau

3.2. So sanh ddc diém qudn’ thé té bao TCD4+
truoc va sau khi kich hoat té bao

Hinh 3A cho thiy khéng c6 su khac biét vé
ty 1¢ phan trim trung binh ciia cac té bao TCD4+
trong quén thé té bao lympho T & cdc mau duoc
kich thich ting sinh bing PHA (44,24%),
CD3/CD28 (45,62%) va ty 1¢ nay gin tuong
duong voiso ty 1€ phan trim té bao TCD4+ trong
quan thé PBMCs ban dau trudc khi nudi cdy
(48,43%).

Sau qua trinh nudi cdy tang sinh bang hai
phuong phap kich thich PHA va CD3/CD23, ty
1¢ cac té bao co b1eu hién ddu 4n bé mit CD25
trong quan thé té bao TCD4+ déu ting dang ké
s0 v6i trong quan thé t& bao ban diu mdi phan
lap (Hinh 3B). Trong do, phuong phap kich thich
bang PHA cho ty 1& phan trim trung binh céc té
bao biéu hién du 4n bé mit CD25 cao gip 2 lan
v6i phuong phéap kich thich ting sinh bang
CD3/CD28 (83,71% va 38,14%).

Ty 1¢ phan trim trung binh céc té bao c6 biéu
hién d4u 4n bé mit HLA-DR trong quin thé té

Phuong phép | Loai t& bao Pfo"fef?”‘;” Index bao TCD4+ dugc kich thich tang sinh bing PHA
Pl < . 2 o Y A
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chua nuoi cay (9,34%) (Hinh 3C).
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Hinh 3. Su thay di murc do bléu hién cac du 4n bé mat HLA-DR va CD25 trong quén thé té bao TCDA4+:
A) Ty 1¢ phan trim quan thé té bao TCD4+ trong quan the té bao lympho T; B)Tylé phan tram té bao TCD4+
¢6 biéu hién d4u 4n bé mat CD25: C) Ty 1é phan tram té bao TCD4+ c6 biéu hién déu 4n bé mat HLA-DR.
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4. Théao luan

Tai hai diéu kién kich thich ting sinh té bao,
mdi trudng nudi cay xuat hién cac cum té bao véi
kich thuéc khac nhau. Sy xuét hién céc cum té
bao nay thuong duoc quan sat trong moi truong
nudi cdy té bao lympho T hoat hoa [3]. Bén canh
viéc dong vai trdo nhu mot tdc nhan nguyén phan
té bao, PHA con kich thich qua trinh apoptosis té
bao lympho mau ngoai vi [4]. Do d6, s6 luong
té bao PBMCs thu duoc & phuong phap kich
thich tang sinh bang PHA it hon so véi mau
ching va mau duoc kich thich bang khang khang
thé CD3/CD28 cd thé do tac dong caa con duong
apoptosis.

Dé phan tich cac dap tmg cua té bao lympho
T dudi sy kich thich & céc diéu kién khac nhau,
quan thé té bao nay dugc danh gia toc do ting
sinh boi CFSE. Dya vao chi s ting sinh PI, PHA
¢6 kha nang kich thich tang sinh té bao lympho
T tot hon khi sir dung khang thé khang
CD3/CD28. Két qua ciing twong ty v6i nghién
ctru ctia Kashef va cong su (2022) khi phan tich
quén thé té bao lympho T nguoi khée manh [5].
Tuong tng véi chi s6 P, biéu hién HLA-DR cuia
té bao TCD4+ & diéu kién nudi cdy kich thich c6
PHA ting cao dang ké so véi diéu kién kich thich
bang khang thé khang CD3/CD28 va mau dbi
chimg. Theo két qua nghién ctru cua Effros,
HLA-DR biéu hién cao ¢ té bao c6 kha ning ting
sinh té bao manh, nguoc lai HLA-DR thép biéu
hién & té bao tang sinh kém [6].

Ty 1é phan trim t& bao TCD4+ trong quan
thé t& bao nudi cdy cho thiy khong c6 su khac
biét gitra nhém ddi ching véi nhém sir dung yéu
t6 kich thich tang sinh. Két qua nay ciing tuong
ddng nhu trong nghién ciru cua Juanjuan Jiao va
cong su [7]. Tuy nhién, su biéu hién vuot trdi ciia
du 4n bé mit CD25+CD4+ khang dinh sy bién
ddi cua té bao TCD4+ tix trang thai chua hoat hoa
thanh té bao TCD4+ hoat hoa. PHA da dugc
ching minh la yéu td co kich thich va duy tri kéo
dai biéu hién CD25 trén té bao lympho T thong
qua tin hiéu JAK3/STATS5 [8]. Do do, su biéu
hién cao hon cac du 4n bé miat HLA-DR, CD25
cho thay tiém nang san xuat té bao lympho T diéu
hoa trong phuong phép kich thich bang PHA.

Su biéu hién cua CD25+ trén té bao TCD4+
12 mot trong s6 nguyén nhén kich hoat hé mién
dich va lién quan dén mot sb tinh trang bénh, bao
gorn. bénh ty micn, di iting va mot so loai ung thu
[9, 10]. Ngoai ra, nhiing thay doi vé ty 18 té bao
T diéu hoa CD4+CD25+ trong mau ngoai vi
nguoi nhiém tring huyét c6 mbi tuong quan dén
két qua 1am sang, bao gdm ty 1¢ sdng hodc tir
vong [11]. Nhitng phat hién nay cho thiy té bao
T diéu hoa CD4+CD25+ c6 kha ning dong vai
tro nhu mot ddu 4n sinh hoc dé danh gia chinh
xéc tién luong ciia bénh nhan nhidm tring huyét
cling nhu dy doan va dua ra huéng diéu tri. Mat
khac, biéu hién CD25+ trén céc té bao T diéu hoa
anh huong dén kha nang e ché va dung nap
mién dich [12], la dbi twong phu hop trong cac
nghién ctru v& liéu phap diéu tri méi. Gan day,
nghién ciru cua Gulden va cong su (2023) chira
rang ty 1¢ té bao T nhé duoc tao ra trong quan
thé t& bao CAR-T duoc kich thich bing PHA cao
hon ty 1¢ té bao CAR-T dugc kich thich bang
khang thé khang aCD3/aCD28 [13]. Két qua nay
cho thdy PHA cung cip kha ning san xuat té bao
CAR-T lau dai va hi€u qua, ggi y mdt giai phap
thay thé tiém ning cho cac té bio CAR-T dugc
khuéch dai bang khang thé khang aCD3/aCD28.

5. Két luan

Trong nghién cu nay, chiing t6i da kich hoat
va ting sinh thanh céng té bao lympho T tir
PBMCs khi st dung PHA ndng d6 1% (v/v) va
khang thé khang CD3/CD28 véi ndng d6 lan lugt
la 0,50 uM va 2,50 uM. O cac diéu kién khac
nhau, ty 1¢ quan thé té bao TCD4+ khong co su
thay d6i. Tuy nhién, mic d6 biéu hién cac dau
4n bé mat HLA-DR va CD25, cling nhu chi $6
tang sinh PI khi kich thich ting sinh bang PHA
cao hon khi kich thich ting sinh bang khang thé
khang CD3/CD28.

Lo1i cam on

Nghién ciru nay dugc thuc hién boi ngudn
kinh phi cua Trung tdm Coéng nghé cao - Bénh
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vién Pa khoa Qudc t& Vinmec va Truong Dai
hoc VinUni. Nhom tac gia xin tran trong cam on.
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