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LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan dé tai nghién cieu trong ludn van nay la céng trinh nghién ciru
cua toi dua trén nhitng tai liéu, s6 liéu do chinh t6i tu tim hiéu va nghién curu. Chinh vi
vdy, cdc két qud nghién civu dam bdo trung thiee va khdch quan nhdt. Péong thoi, két qua
nay cha tirng xudt hién trong bdt cir mot nghién civu nao. Cdc sé lidu, két qud néu trong
lugn van la trung thuc néu sai téi hodn toan chiu trach nhiém trude phat luat.

Ha Noi, ngay 6 thang 6 nam 2026

Hoang Hong Hanh
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LOI CAM ON

Trong sudt qua trinh hoc tap va nghién ctru tai Hoc vién Khoa hoc va Coéng
nghé — Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam, t6i da nd luc rén luyén va
hoan thanh ban ludn van Thac si thudc linh vuc Sinh hoc thuc nghi¢m. bé c6 duge
két qua nay, trude hét toi xin bay to 1ong biét on sau sic toi TS. La Thi Huyén cing
toan thé can bd Phong Cong nghé té bao va thu nghiém sinh hoc — Vién Sinh hoc,
nhitng nguoi da tan tinh chi dan, dong vién va déng hanh cing t6i trong moi giai
doan nghién ctru.

T6i cling xin guri 101 cdm on téi Ban Lanh dao, Phong Pao tao va cac phong chiic
ning ctia Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé da tao diéu kién thudn loi vé moi mat dé toi
c6 thé hoc tap, nghién cru va hoan thanh luan van dung tién do.

Cubi cung, toi xin danh 10i cam on sdu sic nhat t6i gia dinh va ban bé da luén hd
tro, dong vién va 1a chd dya tinh than viing chéc trong subt thoi gian t61 hoc tap va thuc
hién luan van.

T61 xin chan thanh cam on!
Ha Noi, ngay 6 thang 6 nam 2026

Hoc vién thuc hién

Hoang Hong Hanh
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MO PAU

Dich ta lgn ¢6 dién (CSF) 1a bénh truyén nhiém nguy hiém gay thiét hai 16n
cho nganh chan nudi Ign. Cac vaccine hién c¢6 nhu vaccine séng giam doc lyc va
vaccine bat hoat da chirg minh hiéu qua trong kiém soat bénh, tuy nhién van ton tai
mét sd han ché nhu nguy co tai doc luc, yéu cau bao quan nghiém ngat va kho phan
biét giita dong vat nhiém tu nhién véi dong vat da tiém phong. Bén canh dé, sy luu
hanh cua cac ching virus doc luc trung binh hodc thp giy nhiém tring tiém an va
{rc ché mién dich tiép tuc dat ra thach thuc cho cong tac kiém soat dich bénh. Do do,
viéc nghién ctru cac hudng vaccine méi mang tinh bd sung va cai tién 13 can thiét

nham nang cao hiéu qua phong chéng CSF trong thuc té.

Trong bdi canh toan cau hoa, viéc kiém soat cac bénh truyén nhiém xuyén bién
giéi (nhu CSF, ASF, PRRS) 13 yu tién hang dau dé ¢am bao an ninh lwong thyc. Tai
Viét Nam, chian nudi lon 13 nganh san xuat chu lyc, xép thi 5 thé gidi vé tong dan
(ndm 2022). Tuy nhién, sy de doa thuong truc tir dich bénh, dac biét 1a CSF, dang

anh huong nang né dén su phat trién bén virng cuia nganh.

Nhitng ndm gan day, tii ngoai bao (Extracellular Vesicles — EVs) noi 1én nhu
mot nén tang cong nghé dot pha trong phat trién vaccine thé hé mai. EVs 1a cac cdu
tric nano mang kép do té bao tiét ra, mang theo protein, lipid va acid nucleic tham
gia vao qua trinh truyén tin va trinh dién khdng nguyén. Nhiéu nghién ciru qudc té
chtng minh EVs tir té bao nhiém virus c6 thé chira khang nguyén dic hiéu va kich
thich manh mé ca dap tng mién dich dich thé 13n mién dich qua trung gian té bao.
Tuy nhién, tai Viét Nam, cac nghién ctru iing dung EVs trong linh vuc tha y, dac biét

la doi voi virus CSFV, van con rat han che.

Xuat phat tir nhitng doi hoi thuc tién va khoang trong nghién ciru trén, dé tai
“Nghién ciru phin tich khi ning mang khang nguyén virus giy dich ti lon ¢
dién ciia cac tii ngoai bao EVs tir té bao dai thwe bao nudi ciy” dugc thuc hién
nham tim kiém mot hudng tiép can mdi, an toan va hiéu qua trong phong chéng bénh
CSF.

Muc tiéu: Xay dung va danh gia dugc kha nang mang epitope khang nguyén E2 tur
virus dich ta lon c¢6 dién (CSFV) cua hé théng tai ngoai bao (EVs) c¢6 ngudn goc tir

dai thyuc bao nuoi cay.



Noéi dung:
1. Nuoéi cdy va biét hoa té bao dai thuc bao 3D4/2 trong diéu kién in vitro.
2. Panh gia qua trinh xur 1y khang nguyén va tao cac tai ngoai bao (EVs) mang
epitope khang nguyén E2 ctia CSFV.
3. Budc dau phan tich anh hudng ciia EVs mang epitope khang nguyén CSFV
lén dap ung mién dich cia té bao T.



CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CcUU

1.1. Tong quan vé tiii ngoai bao (Extracellular Vesicles - EVs)

1.1.1. Khai niém tidi ngoai bao va phan loai

Tui ngoai bao (extracellular vesicles — EVs) 14 cac cau trac mang kép kich
thudc nano, duge tiét ra tir hau hét cac loai té bao va chira nhiéu phan tir hoat tinh
sinh hoc nhu lipid, protein va RNA [1, 2]. EVs duoc md ta 1an dau tién vao nim 1967

va c6 thé dugc tim théy trong nhiéu dich co thé nhu mau, nudc bot va sira me [2, 3].

Duya trén kich thudc, cu tric va ngudn gde sinh hoc, EVs thudng dugc chia
thanh hai nhom chinh 1a exosome va vi tii (microvesicles — MVs) [4]. Exosome c6
kich thudc khoang 30150 nm, duoc hinh thanh tir cac thé da tai (MVBs) trong té
bao va duoc giai phong ra ngoai bao khi MVBs hop nhét véi mang sinh chét [5].

EVs phan b rong rai trong co thé dong vat co via va c6 thé duoc phan lap tir
nhiéu loai dich sinh hoc khac nhau [2]. O lgn, exosome d3 duoc nghién ciru tir nhidu
nguén, trong d6 cac marker nhu CD63, CD9 va CDS81 cho théy su khac biét vé muc
d6 biéu hién gitta exosome va microvesicle, phan 4nh su da dang vé ngudn gdc va

dac tinh sinh hoc cta cac EVs [6].

Membrane Microvesicles
budding Q O (ectosomes, microparticles)

O O O Endocytosis
phagocytosis,
pinocytosis Nucleus

o 95 O

Recipient cell

Donor cell

Membrane fusion

Receptor-mediated endocytosis

Hinh 1.1. Qud trinh hinh thanh va vin chuyén cdc tiii ngogi bao (EV) [7].
1.1.2. Chirc niing ciia cac EV va phit trién vacxin dua trén EV

Céc tai ngoai bao (EVs) 1a cac cdu tric mang kép hinh ciu chira cytosol, duoc
tiét ra boi ca té bao nhan chuin va nhan so vao moi trudng ngoai bao. EVs dong vai
trd quan trong trong giao tiép lién té bao, thong qua viéc van chuyén cac phén ti sinh
hoc nhu protein, chat chuyén hoéa va acid nucleic, tir d6 diéu hoa trang thai sinh ly
cta té bao nhan [1, 7]. Vé mit chire nang, EVs c6 kha nang diéu hoa mién dich da

dang, bao gém giam viém thong qua cac protein, yéu td ting truong, miRNA va



cytokine; ting cuong mién dich théng qua chemokine va cytokine; dong thoi thiic
day tai tao mo nho cac yéu t6 ting trudng va interleukin [1, 8].

Trong nhiém virus, EVs c6 thé dong vai trd hai mat. Mot mat, EVs c6 thé gop
phan lan truyén virus bang cach van chuyén cac thu thé xAm nhép (vi du CCRS5 trong
HIV) hodc mang céc thanh phan virus gay doc té bao. Mit khac, EVs ciing c6 thé
mang cac yéu t6 khang virus va kich thich dap tng mién dich, nhu exosome tir té bao
lympho B biéu hién protein EBV gp350 gitip ting cuong mién dich chéng virus [8,
9].

EVs ngay cang dugc quan tdm trong phat trién vaccine nho kha niang mang va
trinh dién khang nguyén ty nhién. Thanh phan ciia EVs c6 thé xdm nhap vao té bao
dich va diéu hoa qué trinh nhiém virus [8, 10]. Vi dy, EVs mang microRNA c6 thé
{rc ché cac thy thé nhu CD163 hoic sialoadhesin, tir d6 han ché sy xam nhdp cua
virus PRRSV [10, 11]. Ngoai ra, EVs con tham gia diéu hoa mién dich bim sinh va
thich rng thong qua tuong tac vdi cac té bao mién dich [8, 12]. Bén canh d0, EVs,
dic biét 1a exosome, chtra nhiéu acid nucleic va protein dic hiéu, lién quan dén cac
qua trinh bénh 1y nhu ung thu, do dé duoc xem 1a ngudn déu an sinh hoc tiém ning
trong chan doan va tién luong bénh [12, 13]. Pang cha y, thanh phin cia exosome
c6 thé thay d6i theo trang théi sinh 1y hodc bénh 1y, anh hudng dén chirc nang sinh
hoc va kha nang nham dich cta ching.

EVs khong chi dong vai trd trung gian trong giao tiép té bio ma con tham gia
sdu vao co ché bénh sinh, diéu hoa mién dich va phat trién vaccine, mé ra nhiéu

hudéng ing dung trong y hoc va thu y [8, 12].

a Direct antigen presentation Semi-direct antigen b Cross-presentation
presentation (cross-dressing)
Synaptic vesicle transfer

Tcell %
5 MHC
P class |
‘ m/ o9 EV
—] 7 4 LEm o,
TR (o) MHC Y ’%: oy A=
—class | T R ¥ £
mac g [ ‘ ‘. MHC CD8' T cell
class |l m < class |
»
e 4 Tumour" Conventional
- antigen DC
3% ] == Migratory DC 9
= | W
Uptake and | Indirect antigen
processing presentation D8 T cell
¢ Cross-presentation d Cross-presentation i‘\
MHC e MHC OVA & %
C‘ifj‘ class | P L0l
— & =t ¢ 7
CD8" T cell Platelet

Hinh 1. 2. Vai tro cua tui ngoai bao trong viéc trinh dién khdang nguyén [14].

EVs c6 thé trinh dién khdng nguyén tryc tiép thong qua cdac phan tir MHC trén bé
mdt cho té bao T, hodc gian tiép théng qua té bao tua (DC). EVs cé thé gan lén bé



mat DC (cross-dressing) hoac dwoc noi hoa, xur Iy va trinh dién lai khang nguyén,
tir @6 kich hoat té bao T CD8*. Ngodi ra, EVs con tham gia vao qud trinh trinh dién
chéo théng qua viéc van chuyén khdang nguyén giita cdc DC trong hach bach huyét.
Pdng chii y, EVs c6 nguén goc tir tiéu cau cé thé xir Iy protein thanh peptide, nap
lén MHC 16p I va trinh dién cho té bao T, dong thoi mang cdc phdn tir dong kich
thich, cho thdy kha ndng hoat déng nhw cdc don vi trinh dién khding nguyén hoan
chinh.

1.1.3. Kha ning trinh di¢n khiang nguyén

Viéc chirng minh kha nang trinh di¢n khang nguyén cua EV 1a phat hién quan
trong dau tién cho thay EV c6 thé c6 vai tro quan trong trong dap ing mién dich thich
tmg. Nam 1996, Graga Raposo va cong su lan dau tién cho thay EVs c6 ngudn goc
tir té bao lympho B mang phirc hop peptide-MHC (pMHC) va c6 kha ning trinh dién
tryc tiép khang nguyén cho té bao T, mé ra khai niém EVs nhu cac don vi trinh dién

khéng nguyén di dong [15].

Hiéu qua cta viéc trinh dién khang nguyén s& ting 1én néu EV mang pMHC
dugc gan vao bé mit té bao tua (DC) [12]. Trong trudng hop ndy, sé exosome gan
DC it hon khoang 100 1an so v&i exosome tu do dé dat duoc cung muc do kich hoat
té bao T. Co ché dugc cho 14 cac DC “trinh dién chéo — cross dressing” tip trung mot
s6 lugng 16n pMHC lién quan dén EV dé hinh thanh khop than kinh mién dich va
kich hoat té bao T (Hinh 1.2a). Co ché nay duoc hd trg boi quan sat rang tuong tu
nhu cac DC “cross dressing”, cac exosome ciing kich hoat cac té bao T. Ngoai cac co
ché trinh dién khang nguyén tryc tiép va ban truc tiép (qua trung gian) ciia EV, cac
tai mang pMHC ciing nhu khang nguyén nguyén ven c6 thé duoc ndi hoa va xir ly
hiéu qua bdi cac té bao trinh dién khang nguyén (APC) dé trinh bay khang nguyén
gian tiép [12, 5].

Gan day, su tham gia cua EV vao viéc trinh di¢n chéo da thu hut dugc sy chu
y déng ké. Sy trinh dién chéo ciia cac khang nguyén ngoai sinh trén phirc hgp MHC
16p I v6i té bao T CD8+ c6 vai trd quan trong trong kha ning mién dich chéng lai
virus va khéi u ciing nhu trong phan timg mién dich khi tiém chiing va cam tng dung
nap. Cac ¢cDC duoc dung hop véi cac exosome mang pMHC 16p 1 ¢6 thé tao ra kich
hoat thanh cong cac té bao T CD8+ [16]. Hon nita, viéc chuyén cac tai synap gitra
DC cua ngudi cho va ngudi nhan thong qua lién két té bao-té bao chit ché va bén
vitng c6 lién quan dén qua trinh mdi chéo cua cac té bao T CDS8 + dic hiéu cua khi
u[17]. (Hinh 1.2b). Trong trudng hop ndy, cac DC di cu mang khang nguyén khéi u
roi1 khoi moi truong vi mo khdi u va di chuyén dén cac hach bach huyét khu vuec.



Trong céac hach bach huyét, cac DC di cu nay giai phong EV mang phirc hop pMHC
16p I ¢6 thé duge chuyén tiép qua khép than kinh dén cac DC cu tri trong hach bach
huyét. Co ché nay duoc dé xuét 13 con dudong chii dao dé nap cac DC cu tri trong
hach dé trinh dién khang nguyén cho té bao T CD8+. Dit liéu gan déy ciing cho thay
su lién quan ciia EV c6 ngudn gbc tir plasmacytoid trong viéc chuyén khang nguyén
sang cac té bao cDC1 dé trinh dién chéo sang cac té bao T CDS + ngay tho [18] (Hinh
1.2¢). Van chua 13 liéu EV c6 ngudn goc tir plasmacytoid co cho phép trinh dién
khéng nguyén boi ¢cDC thong qua mét qua trinh twong tu nhu trinh dién chéo hoac
thong qua su hap thu va xir Iy EV dé trinh dién gian tiép hay khong.

Cudi cuing, mot phat hién méi tha vi 1a cac EV ¢6 ngudn gbc tir tiéu cau ¢
trung binh c6 thé hoat dong nhu céc don vi chitc nang hoan chinh cho viéc trinh dién
khang nguyén; ching khong chi mang phtrc hgp pMHC 16p I va cac phéan tir dong
kich thich (CD40L, CD40 va OX40L) trén bé mit ma con chira cac proteasome 20S
chirc nang dé cho phép tao ra peptide dé trinh dién khang nguyén. Diéu quan trong 1a
trong diéu kién thi nghiém, cic proteasome ctia EV c6 ngudn gbc tir tiéu cau co thé
xur Iy khang nguyén ngoai sinh va nap cac peptide thu dugc vao cac phan tt MHC
16p 1, din dén su ting sinh caa cac té bao T CD8+ dic hiéu cua khang nguyén [19].

O chiéu nguoc lai, EVs ciing dong vai trd quan trong trong viéc cam ung dung
nap mién dich va hd tro cic co ché né tranh mién dich. EVs ¢6 ngudn gbc tir té bao u
hoic té bao tua chua trudng thanh thuong mang cac phan tir trc ché nhu PD-L1 hoic
FasL, c6 kha ning tuong tac voi cac thy thé twong (mg trén té bao T dé 1am suy giam
chtrc niang hiéu Gng cta chung [20]. Ngoai ra, EVs chita cic cytokine trc ché nhu
TGF-B va IL-10 co thé thiic ddy su biét hoa té bao T diéu hoa (Tregs), tir d6 tao ra
mot moi truong dung nap mién dich bén vimng [8]. Sy thiéu hut cac tin hiéu dong kich
thich (CD80/CD86) trén EVs mang pMHC ciing c6 thé dan dén trang thai vo cam
(anergy) cua té bao T khi nhan dién khang nguyén, lam suy giam kha ning dap ung
mién dich trong tuwong lai [12]. Bén canh d96, sy hién dién ctia cac phan tir giy chét
theo chuong trinh nhu FasL hodc TRAIL trén EVs ¢6 thé truc tiép cam Gmg apoptosis
& céc té bao T dang hoat dong, gop phan lam giam hiéu qua cta dap tng mién dich
[12, 21]. V& co ché phan tir, EVs tac dong 1én té bao T thong qua nhiéu con dudng
khac nhau, bao gém truyén tai protein chtrc niang (nhu pMHC va cac phan tir dong
kich thich), van chuyén cac phan tir acid nucleic nhu miRNA va mRNA dé diéu hoa

biéu hién gen, ciing nhu thong qua cac tin hiéu cytokine [22].

Nhu vdy, EVs dong vai tro 1a cac trung gian quan trong trong diéu hoa dap

g mién dich té bao T thong qua nhiéu co ché khac nhau, tir hoat hoa manh mé dén



trc ché mién dich. Tinh chat hai mat nay phu thudc vao ngudn goc EVs, trang thai
hoat hoa ctia té bao sinh ra chiing va bdi canh sinh 1y hodc bénh 1y, dic biét trong
nhiém virus nhu CSFV [8, 22].

1.1.4. Vai tro cia tii ngoai bao trong van chuyén khing nguyén virus va cac

rng dung thye nghiém trong mién dich hoc thii y

Trong nhitng ndm gan day, thi ngoai bao (extracellular vesicles — EVs) da dugc
cong nhan 1a mot thanh phan trung gian quan trong trong tuong tic giita virus va vat
chu, khong chi dong vai trd trong truyén thong tin lién té bao ma con tham gia tryc
tiép vao qué trinh van chuyén céc thanh phan ciia virus. Nhiéu nghién ciru di chung
minh rang céac té bao nhiém virus c6 kha ning tiét ra EVs mang cac protein ciu tric
ctia virus, dic biét 1a cac glycoprotein vo, théng qua su twong tac véi hé thong phan
loai ndi bao nhu phirc hop ESCRT. Nho d6, cac protein nay dugc trinh dién trén bé
mit EVs véi cdu hinh gan tuong tu virus ty nhién, cho phép tuong tac véi té bao dich

va anh hudng dén cac con duong tin hiéu mién dich [8, 23].

Bén canh protein, EVs con c¢6 kha ning bao goi va van chuyén cac acid nucleic
c¢6 ngudn gdc virus, bao gdm RNA bo gen, mRNA ma héa protein virus va cac phan
tor small non-coding RNA. Cac phan tir nay dugc bao vé trong 16p mang lipid kép
cua EVs, gitp tranh khoi sy phan hiy béi RNase trong moi trudng ngoai bao va duy
tri tinh 6n dinh trong tuan hoan sinh hoc. Quan trong hon, EVs mang RNA virus ¢
thé duoc hap thu boi cac té bao chua nhidm, tir 6 diéu hoa biéu hién gen hoic khai
phét cac qua trinh sinh hoc twong tw nhu nhiém virus, dai dién cho mot co ché lan

truyén tin hiéu di truyén khong phu thudc virion [24, 25].

T céc dic diém sinh hoc nay, EVs dugc xem 1a mot nén tang dﬁy tiem nang
cho cac tmg dung trong mién dich hoc, dic biét 1a phat trién vaccine thé hé mai va
cac chién luoc chan doan. Cac EVs mang khang nguyén virus c6 thé hoat dong nhu
mot dang “vaccine phi té bao” (cell-free vaccines), ¢6 kha ning kich thich ca dap ung
mién dich dich thé va mién dich qua trung gian té bao nho cu trac mang lipid twong
thich sinh hoc cao va kha ning trinh dién khang nguyén tu nhién, dong thoi khong
mang nguy co tai hoat hoa doc lyc nhu vaccine séng giam ddc luc [26, 27]. Ngoai ra,
do EVs hién dién rong rai trong cac dich sinh hoc va phan anh trang thai cua té bao
ngudn, viéc phat hién cac protein hozc RNA virus trong EVs dugc xem 1a mot phuong

phap chan doan khong xam 1an cé do nhay va do dic hiéu cao [13, 25].



Céc bang chung thuc nghiém da cho thay tiém ning Gng dung dang ké cua tai
ngoai bao (EVs) trong linh vyc tht y, dac bi¢t trong phat trién vac-xin. Mot trong
nhirng nghién ctru dau tién duge thuc hién trén mé hinh nhim Eimeria tenella & ga.
Két qua cho thdy dong vat dugc tiém EV c6 muc do ton thuong rudt giam, ty 18 ti
vong thap hon va ting truong tot hon so vi nhom dbi ching [28].

Tuy nhién, viéc tng dung EV trong cc bénh do virus con han ché do sy tuong
ddng vé kich thudc, ty trong va con dudng sinh hoc gitra EV va virus, gdy kho khin
trong qué trinh phan tach va phan tich [9]. Mot s6 nghién ciru ban dau cho thiy két
quéa chwa dong nhat, nhu mé hinh virus LCMV, trong d6 EV tir té bao tua khong kich
hoat hiéu qua dap Gmg té bao T gay doc va khong bao vé vat chi1 [29]. Nguoc lai, mot
sd hudng tiép can méi da cho thay tiém nang rd rét. Pién hinh 13 viéc st dung EV dé
van chuyén microRNA nham tc ché virus PRRSV ¢ lon thong qua viéc giam biéu
hién cac thu thé quan trong nhu CD163 va sialoadhesin. Két qua cho thiy sy giam
dang ké hiéu gia virus, ching minh hiéu qua khang virus va kha ning tmg dung rong
rai [30].

Mic du van con nhirng thach thirc nhu ki thuat tinh sach, dinh luong va danh
gia d6 an toan, EV dugc xem 1a mot chién luoc day trién vong trong phat trién vic-
xin va liéu phap mién dich. Mot s6 nghién ctru tién 1am sang da cho két qua tich cuc,
mo ra tiém ning ing dung trong kiém soat bénh truyén nhiém & dong vat [9, 30]. Bén
canh do, EV con c6 kha nang tuong tac truc tiép voi cac té bao midn dich, dic biét 1a
té bao lympho T, qua d6 diéu hoa va dinh huéng dép tng mién dich cta vat chi [9,
19].

1.2. Tong quan vé virus dich ta lon ¢ dién (CSFV)
1.2.1. Pic diém sinh hoc phan tir, cAu tric b gen va vai tro ciia glycoprotein

E2 ciia virus dich ti lon co dién (CSFV)

Dich ta lon c¢6 dién (CSF) 1a mot bénh truyén nhiém cép tinh nguy hiém trén
lon, do virus dich ta lon ¢6 dién (Classical swine fever virus - CSFV) gay ra, ¢ kha
nang lay lan nhanh véi ty 1¢ tir vong cao, kim him nghiém trong su phat trién cua
nganh chin nudi lon [31, 32]. Bénh c6 thé biéu hién dudi nhiéu thé 1am sang khac
nhau, bao gém cép tinh, ban cép va man tinh, phu thudc vao doc lyc cua chung CSFV,
tinh trang mién dich ctia vt chu cling nhu cac yéu té méi truong tac dong. Chién luge
kiém soat CSF no6i chung 1a su két hop giita tiém phong vacxin bat budc va loai bo
lon bénh [33], nhung dudi ap lyc cao cua viée tiém phong bat budc, CSF van lién tuc

xuat hién.



Classical swine fever virus 1a virus RNA s¢i don duong, c6 kich thudc b gen
khoang 12,3 kb, thudc chi Pestivirus, ho Flaviviridae [34]. B gen cua virus bao g@)m
ba thanh phan chinh: ving khong ma hoa dau 5’ (5-UTR), mot khung doc mé duy
nhat (open reading frame — ORF) va vung khong ma hoa dau 3’ (3'-UTR). ORF nay
dugc dich ma thanh mot polyprotein tién than, sau d6 dugc xu 1y boi cc protease clia
virus va enzyme ctia té bao chu dé tao thanh céc protein truong thanh c¢é chirc ning
riéng biét [35, 36].

Cu thé, polyprotein ciia CSFV duoc phan cit thanh bon protein cu tric gdm
capsid (C), Erns, E1 va E2, cung v&i tim protein khong cdu trac bao gdm Npro, p7,
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A va NS5B. Trong dod, cac protein khong cAu trac chu
yéu tham gia vao qua trinh sao chép RNA va diéu hoa dap ing mién dich cia vat chi,
trong khi cac protein cu triic dong vai trd quan trong trong hinh thanh virion va tuong
tac voi té bao dich [33, 35]. Pang chu ¥, glycoprotein E2 dugc xem 13 khang nguyén
quan trong nhét caa CSFV do c6 kha ning sinh mién dich manh, kich thich co thé vat
chu tao ra lugng 16n khang thé trung hoa. Nho dac tinh nay, E2 dugc lya chon 1am
g vién hang dau trong phat trién vic-xin tiéu don vi ciing nhu cac hé thong chan
doan huyét thanh hoc [35, 37].

Protein E2 1a glycoprotein quan trong nhét cta virus dich ta lon cd dién
(CSFV), gom khoang 373 acid amin, c6 khdi lugng ~55 kDa va chira nhiéu vi tri
glycosyl hoa. E2 c6 peptide tin hiéu & dau N va viing xuyén mang & dau C gitp neo
vao mang virus, ddng thoi c6 kha niang tao homodimer thong qua lién két disulfide.
Vé chirc ning, E2 dong vai tro trung tdm trong qua trinh xAm nhap té bao va la khang
nguyén chinh kich thich dap ing mién dich, dic biét 1a tao khang thé trung hoa bao
vé. Céc epitop khang nguyén cua E2 duoc chia thanh bon mién (A-D), trong d6 mién
A va D c6 tinh bao ton cao va lién quan tryc tiép dén kha nang trung hoa virus. Mot
sO epitop bao ton cao di dugc tmg dung trong phét trién vic-xin ddnh diu va cac xét
nghiém chan doan huyét thanh hoc. Ngoai ra, E2 con tham gia vao co ché dung hop
mang thong qua tuong tac vai protein E1 trong diéu kién pH thap cta endosome. Mot
sd nghién ctu ciing cho thay E2 ¢6 lién quan dén qua trinh gin virus 1én té bao chu
va tuong tac v4i cac yéu té nhu CD46, gop phan vao vong doi va doc luc cua virus
[38, 39].

Ngoai nhiém tring cép tinh, CSFV thuong gy ra nhiém tring dai dang man
tinh. Lon bi nhiém bénh man tinh thai ra virus va cac khang thé cu thé s& duoc phat
hién nhung khong loai bo dugc virus [40], diéu nay cho thdy CSFV c6 thé chdng lai

phan tng khéng thé ctia vat chi thong qua mot co ché cu thé.
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Hinh 1.3. Céu tric ciia virus CSFV [41].

1.2.2. Tinh hinh vaccine va kiém soat CSFV

Hién nay, kiém soat bénh dich ta lon c6 dién (CSF) chil yéu dua vao tiém
phong vaccine két hop tiéu hity dong vat nhiém nham han ché 1ay lan [40]. Trong do,
vaccine dong vai trd trung tam trong viéc tao mién dich chii dong va bao vé dan vat
nuoi.

Vaccine song giam doc lyc (dién hinh 14 ching C-strain) dugc sir dung rong
rai nho kha niing kich thich mién dich manh va kéo dai. Tuy nhién, loai vaccine nay
ton tai nhiéu han ché nhu nguy co tai hoat virus, khé dam bao an toan sinh hoc va
khong dap ung tiéu chi DIVA, gay kho khan trong giam sat dich t& [37]. Vaccine bt
hoat ¢6 d6 an toan cao hon nhung hiéu qua mién dich thip hon, cin tiém nhac lai
nhiéu 1an va phy thudc vao diéu kién bao quan nghiém ngat [42].

Céc nén tang vaccine thé hé méi nhu vaccine tiéu don vi, DNA va vector virus
da dugc phét trién nham khac phyc cac han ché trén. Trong do6, glycoprotein E2 14
khang nguyén quan trong nhat, c6 kha ning kich thich dap ing mién dich bao vé va
tao khang thé trung hoa. Tuy nhién, cic vaccine nay van gip thach thic vé hiéu qua
bao ho, kha ning kich thich mién dich té bao va chi phi san xuat, déng thoi viéc dap
g tiéu chi DIVA chua hoan toan t6i wru [37]. Nhiéu nghién ctru di tap trung phat
trién vaccine tai to hop va hé théng DIVA duya trén céc protein nhu E2, Erns va NS3,
trong d6 E2 co tinh sinh mién dich cao, con Erns thuong duoc sir dung lam marker
phan biét [42].

Tai Viét Nam, mac du vaccine séng giam doc lyc dugc sir dung rong rai, sy
lru hanh cua cac bién ching CSFV méi c6 thé anh huong dén hiéu qua bao ho cia
vaccine hién hanh [43]. Dong thoi, cic hudng tiép can méi nhu Gmg dung tai ngoai

bao (EVs) trong phat trién vaccine van con han ché.
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Trong bdi canh d6, EVs dugc xem 1a nén tang tiém nang nho kha ning mang
va trinh dién khang nguyén tu nhién, kich thich ca mién dich dich thé va mién dich
té bao. Cac nghién ctru trén Eimeria tenella va PRRSV cho thiy EVs c6 thé tao dap
g mién dich hiéu qua va dugc dé xuit nhu mot hudng phat trién vaccine an toan,
khong chira virus song [10, 44]. Mic du vaccine truyén théng da gép phan kiém soat
CSF, van con nhiéu han ché can khic phuc. Viéc nghién ctru cac nén tang mdi nhu
EVs mang khang nguyén (dic biét 1a protein E2) 1a huéng di tiém niang nhim nang
cao hiéu qua phong bénh va dap tmg yéu cau kiém soat dich bénh hién dai.

1.3.  Co ché diéu hoa mién dich ciia CSFV va vai tro ciia té bao lympho T trong
dap tng mién dich véi CSFV

Virus Classical Swine Fever Virus (CSFV) sir dung nhiéu co ché dé né tranh
va diéu hoa dap tmg mién dich cta vat chu, qua d6 tao diéu kién cho sy nhén 1én va
ton tai dai dang. Mot co ché quan trong 1a trc ché con duong interferon type I (IFN-
I) thong qua protein Npro, 1am gidm hoat hoa cic yéu t6 phién ma IRF-3/IRF-7 [45,
46]. Pong thoi, virus con diéu hoa cac protein khang virus ndi sinh cta té bao, gop

phan lam suy giam kha nang kiém soét virus [45].

Bén canh d6, CSFV diéu chinh manh mé& mang luédi cytokine, véi su gia ting
cac cytokine tién viém nhu IL-6 va TNF-o, dong thoi cam tng Interleukin-10 (IL-10)
— cytokine c6 vai tro @c ché dap tng mién dich [47] Su mat can bang giita cac
cytokine nay dan dén tinh trang réi loan mién dich, vira 1am suy yéu dap ung khang

virus vira gop phan giy ton thuong mé [47].

Té bao lympho T déng vai trd trung tim trong dép ing mién dich thich tng
chbng lai CSFV. Té bao T CDS8" tiéu diét té bao nhiém théng qua co ché gay doc té
bao, trong khi té bao T CD4" diéu hoa dap tmg mién dich va hd tro hoat héa céc té
bao mién dich khac. Ngoai ra, té bao T con hinh thanh tri nhé mién dich, gitp tang
hiéu qua bao vé khi tai nhiém [48].

Tuy nhién, nhiém CSFV ¢6 thé lam suy giam chiic ning té bao T thong qua
{rc ché trinh dién khang nguyén, giy lymphopenia va thic day trang thai suy kiét té
bao T [49, 50]. Do d6, té bao lympho T 1a m6 hinh quan trong dé nghién ciru cac co
ché diéu hoa mién dich, dic biét trong bdi canh twong tac giita thi ngoai bao va dap
g mién dich trong nhiém CSFV [50].
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CHUONG 2: POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU

2.1.1.  Nguyén vat liéu va thiét bi

Dong té bao dai thyc bao 3D4/2 (ATCC® CRL-2845 ™ - Hoa Ky), duoc duy
tri tai Phong thi nghiém Cong nghé té bao va thir nghiém sinh hoc, Vién Sinh hoc,
Vién han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Cot loc ly tam 300 kDa va 100 kDa
Vivaspin® (Sartorius, Puc) porcine GM-CSF (Gibco, Cat# RP-87798), porcine IL-
4 (Gibco, Cat# RP-87793). Moi truong nudi cdy RPMI-1640 (Gibco-Thermo
Scientific, Hoa Ky), FBS (Sigma-Aldrich, Hoa Ky), khang sinh Penicillin/
Streptomycin (Gibco-Thermo Scientific, Hoa Ky). Mbi truong nudi cdy TexMACS
(Miltenyi Biotec, Ptic), T Cell TransAct™, cytokine IL-2 (Miltenyi Biotec, Btrc),...

M4y Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (Biotek, Purc), ti am CO;
(Esco, M), ti nudi cdy té bao (Sony, Nhat Ban), kinh hién vi thuong, may ly tim
(Eppendoft, M¥), bd dién di DNA (Amersham Pharmacia Biotech, M¥), may soi gel
(Wealtec, My), tu lanh am sau -20°C; -80°C (Sanaky, Nhat Ban), bg pipetman (10 pl,
20 pl, 100 ul, 200 pl, 1000 pl)...Céc thiét bi dugc dat tai phong Cong nghé té bao va
thir nghi€ém sinh hoc, Vién Sinh hoc, Vién Han 1am Khoa hoc & Cong nghé Viét
Nam.

2.1.2. Khang nguyén Virus

Khang nguyén str dung trong nghién ctru 1a protein E2 tai to hop ctia CSFV.
Khang nguyén tai to hop E2 dugc cung cap bai cong ty SinoBiological (M¥), va dugc
bao quan & diéu kién -20°C cho dén khi sir dung.

2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CcUU
2.2.1. Nudi cdy té bao

Té bao 3D4/2 duoc nudi trong moi trudng RPMI-1640, bd sung 10% FBS va
1% penicillin/streptomycin (PS), trong diéu kién 37°C, 5% CO.. Té bao duoc ciy
chuyén khi dat mat d6 khoang 80-90%.

2.2.2.  Danh gia sy bi¢t héa thanh té bao tua ciia té bao 3D4/2
Té bao dugc duy tri & mat do 80-90% trong moi truong day du trudc thi
nghiém sau d6 cdy 5x10"7 té bao/ml vao mdi trudng cé chira 2 ndng d6 cytokine:
Nong d6 1: 100 ng/ml porcine GM-CSF + 50 ng/ml porcine I1L-4
Nong d6 2: 100 ng/ml porcine GM-CSF + 20 ng/ml porcine I1L-4
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Pbi ching am tinh str dung moi trudng khong cytokine. Pia nudi ciy duge u
tai & 37°C, 5% CO2, té bao dugc quan sat hinh thai hoc dudi kinh hién vi chiéu ngugc.

2.2.3.  Phén tich biéu hién SLA 16p I va SLA 16p II biang ki thuit Flow

cytometry

Mirc d6 biéu hién cac phan tir phirc hop hoa hop mé chit yéu 16p I va IT (SLA-
I, SLA-II) trén bé mit t& bao 3D4/2 sau khi xtr 1y voi protein tai to hop E2
ctia Classical Swine Fever Virus dugc xac dinh bang phuong phap dong chay té bao

(Flow Cytometry).

Sau xur 1y, té bao duoc thu hoach, ly tam va rtra hai lan béng PBS. Cin té bao
dugc huyén phu trong dém nhuém (FACS buffer: PBS b6 sung 1-2% BSA), sau do
Ui v6i khang thé don dong dic hiéu SLA-I va SLA-II gin huynh quang trong 30 pht
0 4°C, tranh anh sang. Sau u, té bao duoc ria dé loai bo khéng thé tu do.

Mau duoc phan tich trén hé théng Flow Cytometer (MACSQuant® VYB,
Puc). Dit liéu dugc xir Iy bang phan mém chuyén dung, trong d6 gia tri cuong do
huynh quang trung binh (MFI) hoic ty 18 té bao duong tinh dugc str dung dé danh gia
mtrc do biéu hién SLA-I va SLA-IL
2.24. T'é' bao tiép xiic véi khang nguyén tii t6 hop E2 va thu nhin dich nubi

cay

Té bao 3D4/2 sau khi dat mat do khoang 70-80% dugc thay moéi trudong nudi
cdy bang moi truong khong chira FBS. Khang nguyén tai to hop cia CSFV duoc bd
sung vao mdi trudng voi ndng do thich hop, sau dé té bao duoc u trong diéu kién
37°C, 5% CO: trong khoang 2448 gid dé tao diéu kién cho qua trinh thu nhan va

tiép xac khang nguyén.

2.2.5. Phan lap EVs

Quy trinh phan 1ap va lam gidu EVs bang phuong phép ly tam phan doan két
hop loc qua mang 0,22 m duogc thyc hién dya trén cac tiéu chuin khuyén cao cua

Hiép hoi Qudc té vé Tai ngoai bao [51].

Dich nuo6i céy té bao duoc thu thap va xu ly loai bd té bao va manh vun bé“mg
ly tAm tudn tu: 300 x g trong 5 phut dé loai bo té bao nguyén ven, sau d6 1.000 x g
trong 10 phit dé loai bo manh vun té bao va cac hat kich thudc 16n. Phan dich ni

duogc loc qua mang 0,22 pm nham loai bé cac vi hat 16n.

Dich sau loc dugc c6 dac bﬁng cot loc ly tam Vivaspin® (Sartorius, Puc) véi
mang polyethersulfone c6 ngudng cit 300 kDa (4.000 x g, 20 phit, 4°C) dén thé tich
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200-500 pL. Mau tiép tuc duoc xir Iy qua cot loc 100 kDa trong cing diéu kién nham
tang do tinh sach va lam giau EVs kich thudc nhd.

Sau hai budc loc, dich ¢6 dac chira EVs dugc thu nhan (thé tich gidm tir khoang
8—10 mL xudng 200-500 uL), chia aliquot va bao quan & —80°C. Mau chi duoc rd
dong mot 1an trude khi sir dung nham dam bao tinh toan ven cau trac va hoat tinh

sinh hoc cua EVs.

2.2.6. Pinh hrong khang nguyén E2 tich liiy trong tii ngoai bao (EVs) bing
phuong phap ELISA

Sy hién dién cua khang nguyén E2 tir Classical Swine Fever Virus trén bé mit
tui ngoai bao (EVs) duogc xac dinh bﬁng ky thuat ELISA gian tiép. Mau dich chtra
EVs (thu nhan tir té bao 3D4/2 sau khi xir Iy v6i protein tai to hop E2) dugc pha loang
trong dém carbonate—bicarbonate (pH 9,6), sau d6 phi 1én dia ELISA 96 giéng va
qua dém ¢ 4°C.

Sau khi rira 3—5 1an bang PBS chira 0,05% Tween-20 (PBST), cac giéng duoc
chin bang dung dich chira 1-5% BSA hoic sira gay trong 1 gid & nhiét d6 phong.
Tiép theo, cac giéng duoc 1 voi khang thé so cép dac hi¢u khang E2, rra sach va u

v6i khang thé thir cdp cong hop enzyme HRP.

Sau budc rira cudi, co chat tetramethylbenzidine (TMB) duoc bo sung dé phat
trién mau; phan ung duoc dimg sau 10—15 phat bang dung dich H.SOs (1-2 M). Gia
tri mat do quang hoc (OD) duoc do bang may doc dia ELISA (Synergy™ HT
Microplate Reader, BioTek Instruments, Hoa Ky) tai budc séng thich hop. Cuong do
hép thu quang hoc thu dugc ty 1€ thuan véi lugng khang nguyén E2 hién dién trén
EVs.

2.2.7. Xic dinh diic diém sinh hoc ciia cac EVs

Phan tich kich thwéc va ndng dd EVs biang Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA)

Phén tich kich thudc va ndng do cua cac tai ngoai bao (EVs) dugc thyc hién
bang phuong phap phan tich quy dao hat (Nanoparticle Tracking Analysis - NTA)
trén hé théng ZetaView (Particle Metrix, Puc). Sau khi phan 1ap, mau EVs dugc pha
lodng trong dung dich dém phosphate chuan (PBS) vé tring dé dat duoc dai nong do
t6i wu theo khuyén céo k¥ thuat ctia nha san xuat. Nguyén 1y van hanh cta hé thong
dua trén viéc ghi lai chuyén dong Brown cua cac hat duéi ngudn kich thich laser. Quy
dao dich chuyén cua timg hat riéng 1é duoc camera ghi nhan va xur 1y théng qua phan

mém chuyén dung; tir do, kich thudc thuy dong hoc cua hat dugc tinh toan dya trén
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phuong trinh Stokes—Einstein. Nhim dam bao tinh dai dién va do 1ap lai cua phép do,
mdi mau duoc quét tai 11 vi tri khac nhau trong budng mau véi 3 1an lap lai doc 1ap.
Két qua trich xuat cudi cung bao gém phé phan b6 kich thudce hat (nm) va mat do hat
(particles/mL).

Quan sat hinh thai EVs bang kinh hién vi dién tir quét (SEM)

Pic diém hinh thai va cau trac bé mit cia tai ngoai bao (EVs) dugc phén tich
bang kinh hién vi dién tr quét (SEM). Mau EVs sau phan lap duoc cb dinh bang dung
dich paraformaldehyde 2—4% trong PBS & nhiét 6 phong, sau d6 nhd 1én bé mit gia
d& mau (stub).

Mau dugc khir nuéc qua diy ethanol ting dan (50-100%) va lam kho (Iam
khé t6i diém toi han hodc lam khé tu nhién) nham loai bé hoan toan nude. Trudce khi
quan sat, mau dugc phit mot 16p kim loai dan dién mong (vang hodc vang—palladium)

bang thiét bi sputter coater.

Céc anh SEM thu duoc ¢ cac d§ phong dai khac nhau duogc st dung dé danh
gi4 hinh dang, kich thudc bé mit va tinh ddng nhat clia quan thé EVs.

Pinh lwgng CD63 ciia thi ngoai bao (EVs) bang phwong phap ELISA

Sy hién dién cua tai ngoai bao (EVs) trong cac mau sau tach chiét duoc xéac
nhan thong qua dinh luong protein CD63 bang ky thuat ELISA sandwich. Dia 96
giéng dugc phil sin khang thé bat giit dac hiéu CD63. Mau dich chia EVs va cac
dung dich chuan duoc chuan bi theo huéng dan cua bo kit, sau d6 50 pL mau hoic
dung dich chuan duoc thém vao mdi giéng va i ¢ nhiét 46 phong trong thoi gian quy
dinh.

Sau khi 0, cac giéng duoc rira bang dung dich rira dé loai bo cac thanh phan
khong gan dic hiéu. Khang thé phat hién lién hop biotin dic hiéu CD63 dugc bd
sung, tiép theo 1a streptavidin lién hop enzyme horseradish peroxidase (HRP) nham

hinh thanh phirc hop mién dich ¢6 gan enzyme.

Sau cac budc rira, co chat TMB dugc thém vao va 0 trong toi dé phat trién
mau; phan Gng dugc dimg bang dung dich acid, tao mau vang. Mat d6 quang hoc
(OD) duoc do tai budc song 450 nm bang may doc ELISA. Nong d6 CD63 trong cic
mau duoc xac dinh dua trén dudng chuan tir cac dung dich chuan co néng do biét
trude.

Gia tri CD63 thu dugc dugc su dung dé xac nhan su hién dién cua EVs trong
mau. Cac mau duoc phan tich 13p lai toi thiéu hai lan k¥ thuat nham dam bao d6 tin

cay cua ket qua.
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2.2.8. Phén 1ap va nudi cdy té bao lympho T tir mau ngoai vi lon

Té bao lympho T duoc phan 1ap tir mau ngoai vi lon khoe manh bang phuong
phap ly tim phan 16p mat d6 két hop tach chon loc tir tinh. Méu toan phan dugc thu
vao 6ng chtra chat chéng dong (EDTA hodc heparin), pha lodng véi PBS (1:2), sau
d6 phui 1én Ficoll va ly tdm dé thu 16p té bao don nhan ngoai vi (PBMC). PBMC dugc
rira bang PBS va huyén phu trong dém tach (PBS b sung 0,5% BSA va 2 mM EDTA)
v6i mat d6 khoang 107 té bao/100 pL.

Quan thé té bao T dugc 1am giau bang cach u PBMC véi vi cau tir tinh gin
khang thé dic hiéu CD4 va CDS trong 15 phut ¢ 4°C, sau d6 tach qua cot tir dé thu
té bao gan vi cau. Té bao sau phan lap dugc dém va danh gia do song bang Trypan
Blue.

Té bao dugc nudi ciy trong mdi truong TexMACS bd sung 10% FBS, khang
sinh penicillin/streptomycin va Interleukin-2 (300 TU/mL), dong thoi bo sung tac
nhan hoat hoa T cell TransAct dé kich thich ting sinh. Té bao duoc duy tri & 37°C,
5% CO: v6i mat do khoang 1 x 109 t& bao/mL bang cach bo sung méi trudng moi
chira IL-2 va thay méi truong dinh ky 2—3 ngay/lan.

2.2.9. Tii ngoai bao ngudn goc tir té bao trinh dién khang nguyén

mang CSFV diéu hoa dap img mién dich té bao T

Chuin bi ti ngoai bao (EVs)

T1i ngoai bao (extracellular vesicles, EVs) dugc thu nhan tir moi truong nudi
ciy té bao 3D4/2. Té bao duoc nudi trong diéu kién tiéu chuin va chia thanh hai
nhom: (i) doi ching (khong xir 1y) va (ii) xtr Iy voi khang nguyén CSFV trong 24 gid
va 48 gio.

Sau xtr 1y, moi trudng nudi cdy duoc thu thap va loai bo té bao, manh vun bang
ly tam tuan ty. EVs dugc 1am giau bang loc ly tdm qua cot c6 ngudng cat 100 kDa
nham loai bo protein hoa tan va phan tr nho. Mau EVs duoc bao quan & —80°C va

chuan hoa theo tong protein hodc thé tich trudc khi sir dung.

Twong tac giira té bao T va EVs
Té bao lympho T duoc nudi cdy va gieo vao dia 96 giéng voi mat do 1x10%—
2x10% té bao/giéng, sau d6 1 24 gid & 37°C, 5% CO: dé 6n dinh.

Sau d6, té bao duoc chia thanh cac nhom xt 1y:

- Nhom EVs ddi chung: xir 1y véi EVs tir té bao khong tiép xtc khang nguyén.
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- Nhom EVs xur Iy khang nguyén CSFV: xtr Iy v6i EVs thu nhan tai 24 gio va

48 gio, twong Gmg véi cac mirc ndng do khac nhau.

- Nhom kich thich biét héa: xur Iy voi GM-CSF va IL-4.
- Nhom ddi chtng 4m: khong xt 1y.

Sau khi xir 1y, té bao duoc U tiép 24 gid trong diéu kién tiéu chuan. Két thic
thi nghiém, té bao dugc danh gia kha niang séng bang MTS assay va dich nudi ciy
duogc thu thap cho cac phén tich tiép theo.

Panh gia kha ning song té bao bang MTS assay

Kha ning séng cia té bao dugc xac dinh bang phép thir MTS. Sau thoi gian
xtr 1y, thude thir MTS duoc bd sung truc tiép vao mdi giéng nudi cay theo ty 18 1:5
(so v6i thé tich moi truong) va i trong 2—4 gid & 37°C, 5% COs..

San phém formazan hoa tan dugc hinh thanh ty I¢ thuén v6i hoat dong chuyén
héa cua té bao séng. Mat do quang hoc (OD) dugc do tai budc song 490 nm béng
may doc dia. Gia trji OD thu dugc phan anh sé luong té bao séng va duoc chuan hoa
s0 v6i nhom ddi chimg am.

2.2.10. Panh gia ndng d9 cytokine IL-10 trong sy twong tac giira té bao T véi
cac tai ngoai bao (EVs) tir dai thuce bao 3D4/2.

Kha ning diéu hoa mién dich cua tai ngoai bao (EVs) c6 ngudn gdc tir t& bao
3D4/2 dugc danh gia thong qua dinh luong cytokine Interleukin-10 (IL-10) trong
dich nudi ciy té bao T bang ky thuat ELISA sandwich.

Thi nghiém dugc thiét ké nham khao sat anh hudng ciia ndng do EVs va thoi
gian xir 1y, bao gdm cac nhém: ddi ching duong (té bao T xir Iy voi GM-CSF va IL-
4 trong 24 gio), cac nhom xtr Iy EVs ¢ hai mirc ndng dd khac nhau, va cac thoi diém
danh gia twong Gmg 13 24 gid va 48 gio. Sau thoi gian 0, dich nudi cdy duoc thu nhan,
ly tim (1.500 rpm, 10 phit, 4°C) dé loai bo té bao va cin, sau d6 thu phan dich noi,
chia aliquot va bao quan & —80°C cho dén khi phan tich.

Vi¢c dinh lugng IL-10 dugc thyc hién béng bo kit ELISA dac hiéu cho lon
theo hudng din ctia nha san xuét. Cu thé, 100 uL mau hodc dung dich chuan duoc
thém vao cac giéng da phu khang thé bat giir IL-10 va G trong 2 gid' & nhiét d6 phong.
Sau cac budc rira, khang thé phat hién lién hop biotin va streptavidin-HRP dugc bd
sung dé hinh thanh phtrc hop mién dich. Tiép theo, co chit TMB dugc thém vao dé
phat trién mau va phan Gng duoc dimg bang dung dich H2SOa.

Mat d6 quang hoc (OD) duogc do tai budc song 450 nm bang may doc dia
ELISA; n@)ng d6 IL-10 duogc xéac dinh dua trén dudong chuan. Dit liéu duoc xur ly béng
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phan mém GraphPad Prism, véi mtc y nghia théng ké p < 0,05. Cac mau dudi
ngudng phat hién (ND) tai thoi diém 24 gio duoc ghi nhan dé so sanh voi xu hudng
bién dbi tai thoi diém 48 gio.

2.2.11.  Phwong phap xir Iy s6 li¢u

Céc thi nghiém duoc tién hanh lap lai 3 1an va xr Iy thong ké bang phan mém
Excel. Tir d6, x4c dinh gié tri trung binh, d6 léch chuan va biéu dién két qua bang d6

thi trén phan mém nay.
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Chuwong 3. KET QUA THAO LUAN

3.1. Nudi cay va biét hoa té bao dai thuc bao trong diéu kién in vitro
3.1.1. Nuéi cdy té bao 3D4/2 trong diéu kién tiéu chudn va khdo sdt sw biét héa
ciia té bao 3D4/2 thanh té bao tua

Viéc lwa chon GM-CSF (100 ng/mL) két hop v6i IL-4 ¢ hai nong d 20 ng/mL
va 50 ng/mL trong nghién ctru ndy dua trén cc bao céo trude ddy vé kha niang cam
g biét hoa té bao mién dich in vitro. Cu thé, GM-CSF (100 ng/mL) phéi hop véi
IL-4 (20 ng/mL) dd dugc sir dung dé duy tri va biét hod té bao tua, trong khi IL-4 ¢
ndéng d6 50 ng/mL ciing cho thay hiéu qua biét hoa rd rét khi két hop voi GM-CSF &
cung néng do. Do d6, hai mirc nong d6 IL-4 nay duoc lya chon nham danh gia anh
hudéng cta su thay doi ndng do cytokine dén dic diém té bao trong diéu kién thi
nghiém [52, 53].

Sy thay doi hinh thai ctia dong té bao 3D4/2 dudi tac dong ciia cic nong do
cytokine khac nhau dugc theo doi va ghi nhén dudi kinh hién vi dao nguoc tai cac

moc thoi gian ngay 3 va ngdy 5 nudi cdy.

Hinh 3.1. Té bao 3D4/2 nuéi cdy trong moi trwong RPMI

Hinh 3.1 cho thay té bao 3D4/2 bam dinh tdt trén bé mat dia nudi ciy va duy
tri hinh thai dac trung cia dai thuc bao. Cac té bao c6 kich thudc 16n, det, trai rong
v6i hinh da giac hodc khong déu, ria té bao twong ddi nhin va chwa quan sat thiy su
hinh thanh cac tua mang (dendrites), cho thdy té bao van & trang thai nghi hodc chua
duoc hoat hoa ro rét.

Dic diém hinh thai nay phan anh trang thai sinh 1y on dinh cia té bao trong
diéu kién nuoi cay co ban, khi chua ¢ sy kich thich béi cac yéu té ngoai sinh nhu

cytokine hay khang nguyén.

Két qua cho thiy cac té bao khong xuat hién tua mang va cau trac phan nhanh;
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hinh thai té bao twong ddi ddng nhat.

£ by o

Ngay 3 Ngay 5
Hinh 3.2. Té bao dwoc biét héa tai nong dp 1

Nhém ndng do 1 (100 ng/mL GM-CSF + 50 ng/mL IL-4) c6 sy thay doi hinh
thai dién ra rd rét va c6 tién trién theo thoi gian.

Tai ngdy 3: Té bao mét di hinh dang det trai rong ban dau, ¢6 xu hudng co tron
lai, giam dién tich bam dinh va bét dau tap hop thanh cdc cum nhé rai rac trén vi
truong.

Tai ngay 5: Cac cum té bao tiép tuc phat trién, kéo dai ra va hinh thanh cac dai
té bao lién két véi nhau. Mic du da tao thanh céc ciu tric dang chudi, nhung cac dai
té bao ndy van tuong d6i phéan tan.

Sy thay d6i hinh thai nay cho thay tac dong rd rét cia GM-CSF va IL-4 1én
qua trinh biét héa va tai to chirc b khung té bao cua dong 3D4/2. P gay ra nhiing
thay doi hinh thai 1 rét & té bao 3D4/2, bao gdm giam dién tich bam dinh, xu huéng
co tron ¢ giai doan dau, dong thoi xuat hién hién twong hinh thanh cac cum té bao va
cac dai lién két gilta cac té bao. Cac cau triic ndy tuy da hinh thanh nhung van con
phan tan, chua tao thanh mang ludi té bao hoan chinh.Tuy nhién, viéc cac cau tric
nay van con phan tan cho thdy mirc do biét hoa chua dat dén trang théi tdi wu hodc
chua hinh thanh mang luéi té bao hoan chinh.

Ngoai ra, ndng d6 IL-4 twong dbi cao (50 ng/mL) ¢ thé anh huong dén su can
bang tin hi¢u trong qua trinh biét hoa. Trong mot s6 trudng hop, IL-4 & ndng do cao
c6 thé gy ra co ché diéu hoa nguoc, 1am giam kha ning két dinh va to chire cu trac
cta té bao, tir 36 dan dén hién tuong cac cum té bao phat trién nhung khong lién két
chat ché voi nhau.

C6 thé thdy nong do 1 c6 kha ning cam ung su thay doi hinh thai rd rét, tuy

nhién mirc d0 t0 chirc va lién két t€ bao chua cao.
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Hinh 3.3. Té bao dwoc biét héa tai nong dp 2
Nhém ndng do 2 (100 ng/mL GM-CSF + 20 ng/mL IL-4) ¢ sy chuyén d6i

hinh thai cyc ky manh még, tham chi vuot troi hon vé muc do két mang so voi néng
do 1.

Tai ngay 3: Té bao da nhanh chong tap hop va vuon dai, tao thanh mot mang
ludi lién két dan xen 16 rét va trai rong hon han so v&i su co cum don gian ¢ néng do
1 cung thoi diém.

Tai ngay 5: Mang ludi té bao tré nén vo cung day dic va phic tap. Cac cum
té bao lién két thanh nhimg mang 16n, phan nhanh siu rong va bam chit vao nhau,
cho théiy muc do tai cau trac bd khung té bao dién ra cuc ky manh.

Két qua trén cho thdy dong té bao 3D4/2 trude khi hoat hoa thé hién hinh thai
bam dinh, det va phan tan. Khi bd sung t6 hop GM-CSF va IL-4, té bao di dap ung
manh mé bé‘mg cach co lai, gidam bam dinh bé mit va bit dau két cum, vuon tua mang

tao mang ludi.

Két qua cho thdy GM-CSF va IL-4 d4 cam tng rd rét qua trinh biét hoa cia té
bao 3D4/2, véi su xuat hién ciia cac ddc diém hinh thai phu hop véi té bao trinh dién
khang nguyén (APC), bao gdm hinh thanh mang luéi té bao day dic, lién két chit ché
giita cac té bao, ddng thoi xuat hién cac tua mang va cdu trac phan nhanh. Piéu nay
pht hop véi céc co ché di duoc ghi nhan vé vai trd cia GM-CSF trong duy tri su
song va tang sinh té bao, ciing nhu IL-4 trong dinh huéng biét hoa va phat trién dic
diém cua t€ bao APC [49, 50]

O diéu kién 20 ng/mL IL-4 két hop v6i 100 ng/mL GM-CSF (ndng d 2), té
bao ghi nhan su bién d6i hinh thai rd rét hon so véi cac diéu kién khac, bao gdm ting
mitc d6 co cum, hinh thanh mang ludi lién két va xut hién 1 cac cau tric tua mang.
Pong thoi, sy thay d6i hinh thai dugc quan sat sém tir ngay thir 3, cho thiy té bao
dap mg nhanh véi diéu kién kich thich nay.
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So voi d6, diéu kién st dung IL-4 & ndng do 50 ng/mL khong lam gia ting
mirc dd co cum té bao tuong tng.

Ttr cac két qua thu dugc, nong d6 20 ng/mL IL-4 két hop véi 100 ng/mL GM-
CSF dugc xac dinh 1a diéu kién phu hop va dugc lua chon dé sir dung cho céc thi

nghiém tiép theo, bao gdm phan tich bang Flow cytometry.
3.1.2. Biéu hi¢n SLA I6p I va SLA I6p II trén té bao 3D4/2 sau 5 ngay biét hod

(4) Biéu hién SLA 1

(B) Biéu hién SLA II

Hinh 3.4. Biéu dé Flow Cytometry ddnh gid sw thay déi khdng nguyén bé mit ciia
1¢ bao 3D4/2 sau xi¢ ly: (A) Biéu hién SLA I; (B) Biéu hién SLA I1.

Biéu d6 thé hién két qua phén tich Flow Cytometry nham dénh gia su biéu
hién cua cac khang nguyén bé mat SLA I va SLA II trén dong té bao dai thuc bao phé
nang lon 3D4/2 sau khi duoc xt 1y kich thich bing GM-CSF va IL-4 ¢ cac ndng do



23

tuong tng. Trong biéu dd overlay, tin hiéu ctia mau thir dugc biéu dién béng mau do,
trong khi tin hiéu tu phat huynh quang cia miu dbi chimg (Blank) duoc thé hién bang
mau héng. Do han ché vé mit ky thuat, nghién ctru chua str dung Isotype control ma

tién hanh so sanh tryc tiép véi quan thé té bao Blank.

Két qua cho thay ty 1¢ té bao biéu hién tin hiéu duwong tinh véi SLA II & mirc
rat thip, v6i quan thé té bao gan nhu khong cé su dich chuyén so v6i mau Blank.
Pong thoi, marker SLA 16p I ciing ghi nhan murc biéu hién thap trén quan thé té bao
khao sat, v6i tin hiéu thu nhan dugc khong c6 su khac biét rd rét so voi mau nén.
To6ng thé, phan tich Flow cytometry cho thay ca hai marker SLA 16p I va SLA 16p 11
déu c6 cudng do tin hiéu thap, phan anh mirc biéu hién han ché cua cac phan tir nay

trong diéu kién thi nghiém.

Két qua nay phu hop voi mot sé nghién ctru trude ddy, trong d6 ghi nhan rang
mirc biéu hién ctia cac phan tir SLA trén dai thyuc bao c6 thé & mirc thap trong nhing
diéu kién nhét dinh [53,54]. Bén canh d0, cac dong té bao bét tir hoa nhu 3D4/2 ¢o
thé ¢ sy khac biét vé mirc do biéu hién cac phan tir trinh dién khang nguyén so véi
dai thuc bao nguyén phat, bao gdm sy suy giam biéu hién cic marker mién dich
[54,55]. Su khéc biét nay ciing dd duoc ghi nhan ddi véi cac marker nhu MHC 1I,
CD86 hoac CD206 trong cac mo hinh in vitro [56,57].

Trong diéu kién xir Iy v6i GM-CSF va IL-4, mirc biéu hién cta cac phan tir
MHC trén té bao khao sét tiép tuc duy tri & muc thap, cho thay cac té bao dang ton
tai & dang tién té bao tua. Giai doan nay, cac té bao thay ddi vé hinh dang, dac diém
nudi cdy nhung khong thay doi hé SLA nhiéu, ching té diy la giai doan té bao c6
kha nang nudt va ché bién khang nguyén tot nhat.

3.2. Danh gia qua trinh xir ly khang nguyén va tao cac tii ngoai bao (EVs)
mang khang nguyén E2 cua CSFV

3.2.1. Biéu hi¢n SLA I6p I va SLA I6p II trén té bao 3D4/2 sau khi tiép xtic khing
nguyén

Bang 3.1: Ty I¢ phin trim té bao 3D4/2 dwong tinh véi cac marker bé mit

Marker Nhom ddi Nhom xur ly | Muc tang (%) p-value
chung (%) voi GM-
CSF/IL-4 (%)
SLA I 753+ 1,5 78.6 £3,1 +3.4% 0,199
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SLA II 17.6 3,7 65.8+5,9 +58.2% <0.001

Két qua phan tich Flow Cytometry nham danh gia sy thay d6i kiéu hinh cia
dong té bao dai thuc bao phé nang lon 3D4/2 sau khi xir 1y véi to hgp cytokine GM-
CSF va IL-4 két hop tiép xtic voi khang nguyén E2 ctiia CSFV duoc thé hién tai Bang
3.1. Trong phan tich nay, tin hiéu huynh quang ctia mau thir dugc so sanh tryuc tiép
v6i quan thé té bao ddi ching (Blank) nham xac dinh ty 1& t& bao dwong tinh véi cac
marker trinh dién khang nguyén SLA I va SLA II. Dit liéu duoc biéu dién dudi dang
gia tri trung binh £ d6 1éch chuan (Mean + SD), dong thoi su khac biét gitta cac nhom
dugc danh gia bang phép kiém dinh théng ké véi ngudng y nghia p < 0,05.

Két qua cho théy mot su chuyén dich 16 rét vé kiéu hinh cua té bao sau khi
kich thich. Dbi véi marker SLA II, ty 1é té bao dwong tinh & nhom dbi chimg chi
dat 17,6 £ 3,7%, phan anh trang thai co ban cua dong té bao 3D4/2. Sau khi xur ly voi
GM-CSF, IL-4 va protein E2 & nong do 80 pg/mL, ty 1¢ té bao biéu hién SLA II ting
manh 1én 65,8 + 5,9%, twong ung muc tang 58,2% so voi doi chung. Su khac biét
nay c ¥ nghia thong ké rat cao (p < 0,001), cho thiy tac dong rd rét ciia qua trinh
kich thich 1én kha ning trinh dién khang nguyén ctia té bao. Két qua chimg minh rang
t6 hop cytokine GM-CSF va IL-4 két hop v6i khang nguyén E2 di kich hoat thanh
cong dong té bao 3D4/2, thiic ddy su chuyén dbi tir trang thai dai thuc bao sang kiéu
hinh c6 dic tinh twong dong vai té bao trinh dién khang nguyén chuyén nghiép (APC).
Péng thoi, su gia ting manh ctia SLA II ciing phan anh kha ning nang cao hiéu qua
trinh di¢n khang nguyén ngoai sinh cho té bao T, mot dic diém quan trong trong vi¢c
khéi phat ddp ing mién dich dic hiéu.

Déi v6i marker SLA I, xu huéng biéu hién cé su khic biét dang ké so véi SLA
II. O nhém dbi chung, ty 1é té bao biéu hién SLA I da ¢ mirc cao, dat 75,3 £ 1,5%,
cho thay phan 16n té bao 3D4/2 vén da mang dic tinh trinh dién khang nguyén noi
sinh thong qua con duong MHC 16p 1. Sau khi xur ly voi GM-CSF, IL-4 va protein
E2, ty 1€ nay tang nhe 1én 78,6 + 3,1%, tuong ung muc tang 3,4% so voi nhém doi
chtng. Tuy nhién, sy khac biét nay khong cé y nghia théng ké (p = 0,199; p > 0,05).
Két qua cho thay qua trinh kich thich khong lam thay doi ddng ké ty 18 té bao bicu
hién SLA I, ¢c6 thé do marker nay da duoc biéu hién & mlc nén rat cao va gén dat
ngudng bio hoa trude khi xtr Iy. Pidu ndy phi hop véi cac nghién ciru trude day cho
réng cac té bao thudc dong don nhan — dai thyc bao thuong duy tri biéu hién MHC
16p I & mirc cao nham phuc vy chirc niang trinh dién khang nguyén ndi bao va giam
sat mién dich thudng truc [56, 57].



25

Sy gia ting dang ké biéu hién SLA II dong thoi v6i viée duy tri mire biéu hién
cao ciia SLA I cho thay té bao 3D4/2 sau kich thich d4 dat trang thai hoat hoa t6i wu
cho qua trinh trinh dién khang nguyén ngoai sinh. Két qua nay khang dinh dong té
bao 3D4/2 sau kich thich 1a ngudn nguyén liéu dé san xuat cac tai ngoai bao (EVs)
mang ham luong cao cac phén tir trinh dién khang nguyén, tao tién dé viing chic cho

cac nghién ctru vé vacine thé hé médi dua trén nén tang EVs.

Nudi cdy, biét héa té bao 3D4/2 va thu nhdn tiii ngoai bao (EVs) mang khdng
nguyén E2 cua CSFV

Sau khi thiét 1ap thanh cong mo hinh biét hoa dong té bao 3D4/2 trong moi
truong RPMI-1640 (b6 sung 10% FBS va 1% PS) bang t6 hop cytokine porcine GM-
CSF (100 ng/ml) va IL-4 (20 ng/ml), nghién ctru tién hanh d4nh gi kha nang dép
mg mién dich ctia quan thé té bao nay thong qua viéc xtr Iy voi khang nguyén tai t6
hop E2 cua virus dich ta lon ¢ dién (CSFV). Cac té bao sau biét hoa duoc tiép xic
v6i khang nguyén E2 & cac dai nong d6 bién thién tir 10 pg/ml dén 80 pg/ml nham
xéc dinh liéu luong tdi wu cho su kich thich. Sau d6 EVs duoc thu nhan dé tién hanh
danh gia bang phuong phap ELISA.

3.2.2. Danh gia khd nang mang khang nguyén cua EVs

Xdc dinh kha nang mang khdng nguyén ciia CSFV ciia EVs bang phwong phdp
ELISA

Biéu d6 dudng thé hién hé s OD

*%kk
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Xt ly

Hinh 3.5. Khd ning mang khdng nguyén virus CSFV ciia cdc mdu EVs dwoc xdc
dinh bang phwong phdp ELISA (gid tri OD)

Sau khi thu nhan thanh cong cac ti ngoai bao (EVs) tir dong dai thuc bao
3D4/2, muc tiéu tiép theo 13 xac dinh lidu cac EVs ndy c6 mang khang nguyén cta
virus dich ta lon cb dién (CSFV) sau qua trinh xir Iy hay khong. Pé thuc hién diéu
ndy, cac mau EVs thu nhan tir dai thuc bao duoc xtr Iy voi khang nguyén CSFV & cac
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ndéng d6 va khoang thoi gian khac nhau, sau d6 dugc kiém tra bang phuong phap
ELISA nhim d4nh gia kha ning trinh dién khdng nguyén thong qua chi s6 hap thy
quang hoc (OD).

Tin hi¢u OD tang theo céac diéu kién xur 1y khac nhau, phan anh sy hién dién
ctia khang nguyén trong cac mau EVs thu dugc. Tat ca cac nhom thuc nghiém déu c6
gia tri OD cao hon nhom dbi chimg (EVs tir té bao khong xir 1y khang nguyén). Diéu
nay ching minh rang sau khi duoc xtr 1y v6i khang nguyén ciia CSFV, cac EVs thu
nhan duoc déu c6 kha niang mang khang nguyén ctia CSFV, cho phép khang thé dic
hiéu phat hién qua phuong phap ELISA. Két qua nay phu hop véi cc nghién ciru
trude day, trong d6 EVs duoc ghi nhan c6 thé chira protein va khang nguyén nguon

géc té bao va ton tai 6n dinh trong moi trudng ngoai bao [4, 13, 57].

Tai thoi diém thu nhan 24 gio, tin hi¢u OD tang tr 0,418 + 0,02 (10 pg/mL)
va 0,437 £ 0,10 (20 pg/mL) 1én mirc cao nhat 0,964 + 0,07 & nong d6 40 pg/mL, sau
d6 giam xubng 0,849 + 0,08 (60 pg/mL) va 0,557 + 0,01 (80 pg/mL). Sy khac biét
gitta nhom 40 pg/mL va 60 ug/mL cé ¥ nghia thong ké rit cao (***p < 0,001), cho
thdy day 1a diéu kién t6i wu cho qua trinh dong g6i khang nguyén E2 vao EVs.

Tai thoi diém 48 gio, gid tri OD cao nhat dugc ghi nhan ¢ nhom 10 pg/mL
(0,858 £ 0,13), tiép theo 1a nhém 40 pg/mL (0,755 £ 0,20), trong khi cac nhom 20
ng/mL, 60 pg/mL va 80 ug/mL lan lugt dat 0,677 £ 0,09; 0,653 + 0,12 va 0,474 +
0,12. Sy khéc biét giita nhém 10 pg/mL va 20 pg/mL c6 ¥ nghia thong ké (*p < 0,05),
trong khi nhom 40 pg/mL va 80 ug/mL khong khac biét c6 y nghia (p > 0,05). Nhin
chung, kha ning mang khang nguyén ctia EVs phu thudc vao ca néng do khang
nguyén va thoi gian xir 1y, trong d6 diéu kién 24 gid v6i 40 pg/mL cho hiéu qua cao

nhat.

Két qua ciing cho thdy khi nong d6 khang nguyén xir 1y ting 1én mirc cao nhat
(80 pg/mL), tin hiéu OD khong tiép tuc ting ma nguoc lai c6 xu huéng giam dang ké
& ca hai thoi diém khao sat. Cu thé, tai 24 gid gia tri OD giam tir 0,964 + 0,07 & ndng
d6 40 pg/mL xudng 0,557 + 0,01 & nong d6 80 pg/mL; tai 48 gio giam tir 0,858 +
0,13 xudng 0,474 + 0,12. Hién tuong nay cho thay viéc ting nong d6 khang nguyén
vuot qua ngudng t6i wu khong dong nghia véi ting hiéu qua dong goi khang nguyén
vao EVs. Nguoc lai, ndng d6 khang nguyén cao c6 thé gay stress té bao hodc anh
hudng dén tinh toan ven ctia mang té bao, tir d6 1am thay doi qué trinh sinh tong hop
EVs ciing nhu thanh phan cargo bén trong. Mot s6 nghién ciru trude day cling ghi
nhan rang cac diéu kién stress té bao c6 thé anh huong tryc tiép dén sé lugng, kich
thudce va chic nang sinh hoc cua EVs [58, 2]
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Sy khac biét vé gia tri dinh gitra hai thoi diém 24 gid va 48 gio phan 4nh su
thay d6i theo thoi gian trong kha ning mang khang nguyén cua EVs. Tai thoi diém
24 gio, tin hiéu cao nhat duoc ghi nhan & ndng d6 40 pg/mL (0,964 + 0,07), trong khi
tai thoi diém 48 gio gia tri OD cao nhit lai xuat hién & nong do 10 pg/mL (0,858 +
0,13). Quan sat nay phan anh dac diém phu thudc vao thoi gian va diéu kién kich
thich ctia qua trinh hinh thanh va giai phong EVs tir té bao. Mot sd nghién ctru cho
thdy qué trinh sinh EVs va dong géi cac phan tir ngudn goc té bao co thé thay doi
theo trang thai hoat hoa va thoi gian xtr 1y kich thich cua té bao [4, 58]. Diéu nay gop
phan giai thich sy khac biét vé muc tin hiéu giita cac thoi diém thu mau trong nghién
clru.

Két qua nghién ctru cho théiy cac tai ngoai bao (EVs) thu nhan tir dai thyc bao
3D4/2 sau khi xir 1y v&i khang nguyén CSFV déu c6 kha ning mang khang nguyén,
thé hién qua gid tri OD cao hon so voi nhom ddi chung. Tai cac mdc thoi gian 24 gio
va 48 gio, sy khac biét vé gia tri OD giita cac ndng do cho thay ton tai khoang nong
d6 t6i wu cho kha nang mang khang nguyén ctua EVs. Cu thé, tai 24 gio, cic mau xur
ly & néng dé 40pg/mL cho tin hi¢u cao va on dinh, trong khi tai 48 gio, néng do
10pg/mL cling duy tri mire tin hiéu twong duong va cao hon so véi cac diéu kién
khac.

Trén co s& do, cac diéu kién gdbm 24 gio (ndng do 40pg/mL) va 48 gio (ndng
dé 10pg/mL) dugc lya chon cho céc thi nghi¢m tiép theo nham dam bao hiéu qua

mang khang nguyén ctia EVs va tinh 6n dinh cua hé thong thi nghiém.

3.2.3. Xdc dinh dic diém sinh hoc cia tii ngoai bao (EVs) thu nhin tiv té bao
3D4/2 sau khi di xir ly véi khdng nguyén tdi té hop ciia CSFV

Tir két qua thi nghiém ELISA, hai diéu kién 24 gio (40 pg/mL) va 48 gio (10
ng/mL) duoc lya chon cho cac thi nghiém tiép theo. Trong cac phén tich dic trung
hinh thai va kich thudc cta tii ngoai bao bﬁng SEM va NTA, chi mau thu nhan tai
thoi diém 24 gio v6i ndng d6 40 pg/mL duge sir dung. Viée lya chon nay nham dai
dién cho diéu kién c6 dap ung toi uu, ddng thoi gitp dam bao tinh dong nhét ctia miu

va han ché sai s6 k¥ thuat trong qua trinh phén tich hinh thai va phan b kich thudc.

3.2.3.1. Hinh thdi ciia EVs quan sdt bang SEM
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Hinh 3.6. Anh chup bang kinh hién vi dién tir quét (SEM) ciia cdc tiii ngogi bao
(extracellular vesicles — EVs) dwoc phén ldp tiv dich nuéi cdy té bao 3D4/2 sau
khi xi¢ Iy vdi khdng nguyén tdi té hop virus Dich ti lon cé dién (CSFV). Cdc ciu

triic dang cau voi kich thiede da dang dwoc quan sdt ré rang.

Két qua quan sat bang kinh hién vi dién tr quét (SEM) cho thiy su hién dién
clia cac cdu tric dang tui ngoai bao trong mau thu nhan. Céc hat quan sat duoc chu
yéu c6 hinh dang cau dién hinh, pht hop voi dic trung hinh théi ciia extracellular
vesicles. B& mit cac tui tuong ddi ddng nhat, tuy nhién mot sé cau trac biéu hién hién
tuong xep hodc bién dang nhe (dang hinh dia), c6 thé 13 hé qua cua qua trinh khu
nudc va xir Iy mau trong ki thuat SEM, trong khi mang tii van dugc bao toan twong
doi.

O do phong dai 9.000%, cac EVs xuat hién dudi dang céc hat don 1¢ xen k& voi
cac cum hat (aggregates). Su hinh thanh cac cum nay c6 thé lién quan dén nong do
EVs cao trong miu hodc do twong tac gitra cac thi trong qua trinh ¢6 dinh va 1am kho
mau. M4t do cac hat quan sat duoc tuong ddi 16m, cho théy té bao 3D4/2 c6 kha nang
giai phong EVs dang ké sau khi duogc xir 1y voi khang nguyén tai to hop CSFV.

Tuy nhién, can luu y rang anh SEM trong nghién ciru ndy chi yéu mang tinh
chat dinh tinh nham xéac nhan sy hién dién va dic diém hinh thai cia EVs. Thanh ty
1& 5.00 um & do phong dai 9.000x chua thuc sy tdi wu dé danh gia chinh xac kich
thudc cac cau tric & thang nano, do do6 viéc udc lugng kich thudc chi mang tinh tuong
ddi. Dya trén quan sat, cac hat c¢6 kich thudc udc tinh nam trong khoang tir vai chuc
dén vai trim nanomet, phii hop véi dai kich thudc dic trung cia cac loai tii ngoai

bao nhu exosomes va microvesicles.

Bén canh d6, sy da dang vé kich thuéc quan sat duoc cho thdy quan thé EVs

thu nhan c6 tinh khong dong nhat, phan anh dic diém sinh hoc vén c6 cia EVs duoc
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tiét ra tir té bao. Piéu nay ciing goi y rang miu c6 thé bao gdm nhiéu phan nhém EVs
khac nhau voi ngudn gdc va chirc nang riéng biét.

Két qua SEM xéc nhén sy hi¢n di¢n cta cac cAu tric o6 hinh thai phu hop voi
EVs va cung cap thong tin mo ta ban dau vé dic diém hinh hoc ctia mau. Pong thoi,
cac két luan vé kich thude duge dién giai than trong va can duoc dbi chiéu voi cac
phuong phép phan tich khac, gop phan ctng c6 do tin cdy cho cac danh gia chirc ning

trong cac thi nghiém tiép theo.

3.2.3.2.  Phdn bé kich thuwéc va nong dp EVs bang NTA
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Hinh 3.7. Phén bé kich thuéc ciia cdc tii ngoai bao (EVs) thu nhin tiv té bao
3D4/2 sau khi xi¢ ly véi khdng nguyén tdi té hop ciia CSFV dwoc phan tich biang
hé thong NTA (Particle Metrix). Két qud cho thdy qudn thé EVs ¢ kich thiede tip

trung chii yéu trong khodang 80—-200 nm, véi dinh phén bé tai khodng 119,6 nm va
kich thudc trung binh khoang 136,7 nm.

Phan tich bang phuong phép theo ddi hat nano (NTA) cho thay céc ti ngoai
bao thu nhan c6 phan b kich thudc dic trung trong khoang nano. Kich thudc trung
vi (X50) dat 128,1 nm, véi kich thude dinh (mode) tai 119,6 nm, trong khi kich thuéc
trung binh 1a 136,7 nm. Khoang phan bé tir 81,2 nm (X10) dén 201,4 nm (X90) cho
thdy quan thé EVs c6 su khong dong nhat vé kich thude.

Khoang kich thugc nay phu hop véi dic diém dién hinh cia cac tai ngoai bao,
dac biét 1a exosome (30—150 nm) va mot phén microvesicle co kich thudc 16n hon,

cho thiy miu EVs thu nhan bao gdm nhiéu phan nhom khac nhau. Sy phan bé kich
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thude tuong d6i rong (d6 1éch chuan 52,6 nm) phan anh tinh khong dong nhat vén co

cua EVs ¢6 ngudn goc tur t€ bao dai thuc bao.

Két qua cho thiy nong d6 hat EVs dat khoang 1,04 x 10" particles/mL, phan
anh hiéu suat thu nhan EVs ¢ murc cao trong diéu kién thi nghiém. Gi4 tri nay nam
trong khoang da duoc ghi nhan trong cac nghién ctru trudc day vé EVs c6 ngudn gdc
tir t& bao mién dich, trong do néng dd EVs ¢6 thé dao dong tir khoang 10° dén trén

10'° particles/mL tuy thudc vao loai té bao va diéu kién nudi céy [2, 59].

Vé dic diém kich thude, cac EVs thu nhan duoc thé hién sy phan bd da dang
nhung van tap trung trong khoang gia tri muyc tiéu. Biéu dd phan bd kich thudc cho
thdy gi4 tri mode dat x4p xi 120 nm, 1a nhém kich thudc chiém ty trong 16n nhét va
vu thé trong mau, chii yéu nam trong khoang kich thudc dic trung ciia exosome.
Podng thoi, két qua ciing ghi nhan su hién dién cua cac hat co kich thudc 16n hon, 1én
dén khoang 200 nm, phan anh su tdn tai clia cac phan nhém EVs khéc, tiéu biéu la

microvesicles, trong mau phan tich.

Két qua phan tich NTA cho thdy phan b kich thudc hat c6 d6 phan tan tuong
d6i rong trong mau EVs. Kich thudc hat do bang NTA c6 xu huéng 16n hon so véi
kich thudc quan sat bang SEM, dong thoi van ghi nhan sy trong déng vé xu hudng
phan bd kich thudc giita hai phuong phéap. Dir liéu thu duogc tir phan tich SEM va
NTA xac nhan sy hién di¢n cua céc ti ngoai bao voi dac diém kich thude va hinh
thai pht hgp, dong thoi phan anh tinh khong déng nhat ciia quan thé EVs trong mau
phan tich. Cac két qua nay thé hién tinh nhat quéan gitta cac phwong phéap khao sat va
tao co so cho cac dinh hudng g dung tiép theo.

3.2.3.3. Dic diém sinh hoc ciia tii ngoai bao bang phén tich biéu hién CD63
(ELISA)

Puong chuan Elisa (CD63)
1,20 y = 8E-07x + 0,1244 )
1,00 R*=0,9986 ..o
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Hinh 3.8. Puong chudn dinh lwgng CD63 bing phwong phdp ELISA
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NOng dé CD63 (pg/mL) trong cac tdi ngoai bao (EVs)
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Hinh 3.9. So sdnh nong d¢ CD63 giita cdc titi ngoai bao (EVs)

Néng dé CD63 trong cac ti ngoai bao (EVs) dugc xac dinh béng phuong
phap ELISA. Sy khac biét gitra nhom EVs khong tiép xuc véi khang nguyén CSFV
va nhom EVs tiép xtic voi khang nguyén CSFV dugc dénh gia bang phép kiém dinh
Student's t-test. *** biéu thi sy khac biét c6 ¥ nghia théng ké rat cao (p < 0,001).

Pé xac dinh su hién dién va dinh lugng cac tai ngoai bao (extracellular vesicles
— EVs) thu nhan tir dong té bao dai thuc bao 3D4/2, phuong phap ELISA duoc sir
dung nham dinh lugng CD63 — mdt protein marker ddc trung thude ho tetraspanin,
thudng duoc biéu hién phd bién trén bé mit exosome. Két qua xay dung dudng chuin
CD63 (Hinh 3.8) cho thdy méi twong quan tuyén tinh chit ch& giita mat d6 quang
(OD) va ndéng do protein trong khoang khao sat, vi phuong trinh hdi quy y = 8 x
107x + 0,1244 va hé s xac dinh R? = 0,9986. Gia tri R? cao chung t6 d6 tin cay cua
mo hinh ndi suy, cho phép sir dung dé xac dinh chinh x4c nong do CD63 trong cac
mau EVs.

Dua trén duong chuén, néng dd CD63 trong cac mau EVs dugc xac dinh va
so sanh giita hai diéu kién thi nghiém (Hinh 3.9). Két qua cho thdy mau EVs thu nhan
& diéu kién 24 gio — 40 pg/mL c6 nong d6 CD63 dat khoang 13.000 pg/mL, cao hon
13 rét so voi miu 48 gid — 10 pg/mL (khoang 7.000 pg/mL). Su chénh léch gan gap
d6i nay phan 4nh méi twong quan thuan giira luong EVs va tin hiéu CD63 thu duoc,
ddng thoi cho thay diéu kién 40 pg/mL tao ra luong EVs hodc mat do marker dic
trung cao hon dang ké.

Két qua nay phu hop véi cac nghién ctru trude day cho thady CD63 1a mot trong

nhitng marker pho bién va 6n dinh cua EVs, dac biét 1a exosome, va mic do bicu
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hién ctia CD63 thudng ty 18 v6i s6 luong ti ngoai bao trong mau [51]. Do dé, su gia

tang ndong d6 CD63 quan sat duoc trong nghién ctru nay cé thé phan anh sy gia ting

vé b lugng EVs duogc tiét ra hodc su lam giau cua quén thé EVs mang marker CD63

dudi diéu kién xir 1y khang nguyén t6i wu.

3.3. Buwéc diu phan tich znh hwéng cia EVs mang khang nguyén CSFV Ién
dap tng mién dich cia té bao T.

3.3.1. Két qud phén ldp va nuéi cdy té bao lympho T tiv mdu ngogi vi lon

Hinh 3.10. Té bao lympho T sau phén lgp va nuéi cdy én dinh trong méi truong
TexMACS

Quy trinh phan 1ap té bao lympho T tir mau ngoai vi lon dugc thuc hién thanh
cong, thu dugc quan thé té bao c6 hinh thai dic trung va kha nang thich nghi tét trong
diéu kién nuoi cay in vitro. Sau khi tach bang phuwong phap ly tim tir tinh gan khang
thé, 16p té bao don nhan (PBMCs) duoc thu nhan 1o rang tai 16p interface, véi do sach
tuong dbi cao, it 1dn hong cau va cidc manh vun té bao.

Sau quy trinh phén lp va lam giau bang phuong phap tir tinh, quan thé té bao
thu duoc thé hién cac dac diém hinh thai dién hinh ciia té bao lympho. Quan sat duéi
kinh hién vi cho thdy cac té bao c6 dang hinh cau dic trung, kich thudc nho dong
nhat. Vé dic tinh sinh truong, té bio t6n tai ¢ trang thai huyén phu, phan bd rai rac
hodc tap trung thanh cdc cum nho va hoan toan khong c6 hién tugng bam dinh bé
mit, phit hop véi dic tinh sinh hoc ciia dong té bao lympho T. Piéu nay khong chi

phan anh chat luong méi trudng nudi cdy ma con cho thay quan thé té bao thu nhan
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c6 tiém niang dap mg t6t véi cac kich thich khang nguyén hodc tin hiéu hoat hoa
trong cac thi nghiém chirc nang.

Panh gia kha nang song sét va thich nghi trong diéu kién in vitro cho thiy
quan thé té bao duy tri trang thai sinh 1y 6n dinh. Ty 18 té bao séng dat mirc cao sau
24-48 gid nudi céy, khong xuét hién cac dau hiéu cua su thoai hoa té bao hay su tap
nhiém vi sinh vat. Trong méi trudng nudi cdy chuyén dung, té bao biéu hién sy ting
truong nhe vé mat do trong khi van bao tdn duge tinh nguyén ven v& hinh thai hoc.
Céc dir lidu nay khang dinh quy trinh phan lap d3 t6i wu héa dugc do tinh sach va
chat lugng té bao, thiét 1ap nén tang tin cay cho cac thir nghiém danh gia chirc ning
mién dich trong nhiing giai doan nghién ciru tiép theo.

3.3.2. EVs mang khdng nguyén CSFV anh hwong dén té bao T

Anh hudng cta cac nhom EVs 1én té bao T
300

250
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150

- I I I
0

control EV khongxtrlyvéi  GM/IL-4 EVs EVs-CSFV (24h, EVs-CSFV (48h,
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Ty 1& tang sinh t& bao (%)

]
o

Hinh 3.11. Twong tic giita cdc nhém EVs va té bao T qua thir nghiém MTS.

Su khac biét giita cac nhom duoc danh gia bang phép phan tich phuong sai
mot nhan t6 (One-way ANOVA), theo sau bai phép kiém dinh hau nghiém Tukey. *
p <0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001 so v4i nhom dbi ching (control).

Két qua nghién ctru cho thiy tat ca cdc nhém thi ngoai bao (EVs) déu ghi nhan
kha nang thiic ddy su ting sinh cta té bao lympho T so v6i nhém ddi chimg 4m
(100,00 £ 1,44%). Nhém EV khong xtr 1y véi khang nguyén dat ty 1€ tang sinh 107,21
+ 14,87%, trong khi nhoém GM/IL-4 EVs dat 113,92 + 2,34%. Dac biét, hai nhém
EVs mang khang nguyén CSFV cho hi¢u qua kich thich manh hon 10 rét, voi ty 1€
tang sinh dat 277,03 + 5,03% ¢ diéu kién xir Iy 24 gid v6i 40 pg/mL protein E2 va
249,89 + 24,34% ¢ diéu kién xtr 1y 48 gid v6i 10 pg/mL protein E2. Cac két qua nay
phan anh su khac biét dang ké vé kha nang kich thich ting sinh té bao T giita cac
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nhom xir Iy va ddi chimg. Dong thoi, dit liéu thu dugc cho thay EVs trong nghién ciru
c6 lién quan truc tiép dén dap Gmg ting sinh cua té bao lympho T trong diéu kién in

vitro.

Dt liéu thyc nghiém cling ghi nhan hi¢u qua kich thich té bao cuia cac nhom
EVs xir ly v6i khang nguyén CSFV cao hon dang ké so véi nhom ddi ching duong
sir dung cytokine don 1¢ (GM-CSF va IL-4). Cu thé, nhém GM/IL-4 EVs chi 1am ting
muc tang sinh 1&€n 113,92 + 2,34%, mac du sy khéc biét so voi ddi chung am dat y
nghia théng ké (**p < 0,01). Trong khi d6, nhém EVs-CSFV (24 gid, 40 ug/mL) va
EVs-CSFV (48 gio, 10 pg/mL) dat 1an luot 277,03 + 5,03% va 249,89 + 24,34%, cao
hon khoang 2,4-2,5 lan so v6i nhom GM/IL-4 EVs va c6 ¥ nghia thong ké rat cao so
v6i d6i chimg am (***p < 0,001). Su khac biét nay cho thdy viéc mang khang nguyén
dic hiéu ciia CSFV trén EVs da lam tang dang ké kha nang hoat hoa va kich thich

tang sinh t& bao lympho T so v&i viéc chi str dung céac cytokine biét hoa don thuan.

Su vuot trdi nay co thé dugc gidi thich dya trén co ché trinh dién khéng nguyén
dic thu ctia EVs. Khong gidng nhu céc cytokine don 1é chi dong vai tro diéu hoa biét
hoa va hoat hoa té bao mién dich, EVs hoat dong nhu mot hé thong van chuyén sinh
hoc tich hop, c6 kha ning mang dong thoi nhidu thanh phan chirc ning nhu protein
khang nguyén (E2), phan tit MHC 16p I/II va céc tin hiéu dong kich thich tir té bao
nguodn. Cac nghién ciru trude day da chi ra rang EVs c6 thé tham gia truc tiép vao
qua trinh trinh dién khang nguyén hodc chuyén giao khang nguyén cho cac té bao
trinh dién chuyén nghiép (APCs), tir d6 kich hoat hiéu qua thy thé té bao T (TCR) va
thic day dap ang mién dich té bao [1, 2]. Pac biét, sy gia ting biéu hién MHC I trén
EVs trong nghién ctru ndy cing cd gia thuyét raing EVs c6 thé dong vai tro nhu “vi
thé APC”, gitp tang hiéu qua nhan dién khang nguyén so voi dang khang nguyén hoa

tan.

Két qua cho thay hoat tinh kich thich cua cac EVs mang khang nguyén CSFV
phu thudc vao ndng do xir Iy ban dau va thoi gian thu nhan. Cu thé, EVs thu tir té bao
3D4/2 xir 1y véi protein E2 & nong do 40 pg/mL sau 24 gio tao ra muc ting sinh té
bao T cao nhat trong thi nghiém MTS. Diéu nay c6 thé lién quan dén trang thai hoat
hoa t6i wru ctia té bao tai thoi diém 24 gio, khi qué trinh ndi héa, xtr 1y va dong goi
khang nguyén vao EVs dat hi¢u suat cao nhit. Nguoc lai, EVs thu ¢ diéu kién néng
d6 thap hon (10 pg/mL) hodc tai thoi diém mudn hon (48 gid) cho thay hiéu qua kich
thich giam hodc c¢6 xu hudng bao hoa. Xu hudng nay phu hop véi cac nghién ctiru cho
thdy thanh phan va chiic ning cua EVs phuy thudc chit ché vao trang thai sinh 1y cua
té bao ngudn ciing nhu diéu kién nudi ciy [4].
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Céc két qua thu dugc cho thay cac tai ngoai bao (EVs) xur Iy v6i khang nguyén
ctia CSFV ¢6 kha ning thiic day manh mé sy ting sinh cua té bao lympho T trong
diéu kién in vitro, véi muc tang sinh cao hon 4 rét so v&i cac nhom doi chung. Hi¢u
qué kich thich nay phu thudc vao ndng d khang nguyén va thoi gian xir 1y, trong d6
diéu kién 24 gio — 40 pg/mL cho thdy dap ung t6i wu. Pdng thoi, cic EVs mang
khang nguyén CSFV thé hién hoat tinh kich thich vuot trdi so voi nhom chi st dung
cytokine (GM-CSF va IL-4), cho thay vai trd quan trong cua EVs trong viéc truyén
tai khang nguyén va hoat hoa dap ing mién dich. Nhiing két qua nay khang dinh tiém
ning cua EVs nhu mot nén tang hiéu qua trong viéc kich thich tang sinh té bao T,

dinh huéng mg dung trong nghién ciru vaccine hoic liéu phap mién dich.

3.3.3. Pdnh gid nong dé cytokine IL-10 trong sw twong tic giita té bao T vdi cdc
tui ngoai bao (EVs) tir dai thuc bao 3D4/2.
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Hinh 3.12. Pdp teng tiét cytokine IL-10 ciia té bao lympho T khi twong tic vdi cdc
méu EVs mang khing nguyén E2 ciia CSFV

Nong d6 IL-10 duge xac dinh bang phuong phap ELISA. Su khac biét giira
cac nhom duoc danh gia bang phép phan tich phuong sai mot nhan t6 (One-way
ANOVA), theo sau boi phép kiém dinh hau nghiém Tukey. *** biéu thi sy khac biét
c¢6 ¥ nghia thong ké vai p < 0,001 so véi nhom ddi ching.

Biéu d6 thé hién nong do cytokine IL-10 do té bao T tiét ra khi duoc kich thich
boi EVs thu nhan tir dai thuc bao trong céac diéu kién xtr 1y khéc nhau, bao gém nhom
d6i chimg va cac nhom EVs sau khi tiép xtic v6i khang nguyén ¢ 24 gio (ndng do
40pg/mL) va 48 gio (ndng d6 10pg/mL).
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O nhém dbi chimg (GM-CSF +1L-4), néng dd IL-10 dugc ghi nhan 6 muc rat
thap, chi dat 0,10 = 0,01 pg/mL. Két qua nay cho thay trong diéu kién biét héa co
ban, khi khong c6 sy hién dién cua khang nguyén E2, cac EVs khong mang du tin
hiéu can thiét dé kich hoat manh dap tmg diéu hoa mién dich cua té bao T. Piéu nay
pht hop véi vai tro chi yéu cia GM-CSF va IL-4 trong cam tng biét hoa té bao mién
dich hon 1a thiic day tryc tiép sy tiét cytokine diéu hoa tir té bao T[57, 60].

Tai nhém EVs-CSFV thu nhan sau 48 gio v6i nong do xir 1y protein E2 1a 10
ng/mL, ndng d6 IL-10 ting 1én 1,40 + 0,013 pg/mL, cao gip khoang 14 1an so véi
nhém ddi ching. Su khac biét nay co y nghia théng ké rat cao (p = 0,00070; p <
0,001). Két qua cho thiy ngay ca khi dugc xur 1y véi ndng d6 khang nguyén twong
dbi thap, cac EVs van c6 kha ning mang theo cac tin hiéu mién dich can thiét dé kich
thich té bao T tiét IL-10. Sy gia tang ndy phan anh qué trinh nhan dién khang nguyén
va khéi phéat dap tmg mién dich dic hiéu thong qua cac thanh phén duoc van chuyén
bdi EVs.[61].

O nhém EVs-CSFV thu nhan sau 24 gio v6i nong d6 protein E2 1 40 pg/mL,
néng do IL-10 dat 4,60 + 0,013 pg/mL, 1a gia tri cao nhét trong toan bd thi nghiém.
Mirc IL-10 nay cao gap khoang 46 1an so v&i nhom d6i ching va cao hon khoang 3,3
1an so voi nhom EVs-CSFV 48 gid — 10 pg/mL. Su khac biét so vi nhém ddi chimg
¢ y nghia thong ké rat cao (p = 0,00085; p < 0,001). Két qua cho thiy viéc xir 1y té
bao voi ndng d6 khang nguyén E2 cao hon gitp tang hiéu qua dong goéi khang nguyén

vao EVs, tr d6 tao ra tin hiéu kich thich manh mé& hon d4i véi té bao T.

Sy gia ting ndng d6 IL-10 ty 1& thuan véi lidu lugng khang nguyén E2 tiép
xtc ban dau 1a minh chimg quan trong cho thiy cac tai ngoai bao (EVs) c6 ngudn
géc tur dai thyc bao 3D4/2 da thyc hi¢n hi¢u qua vai tro cua mot "gia thé" sinh hoc
trong viéc van chuyén va trinh dién thong tin khang nguyén dén té bao lympho
T. Hién tugng ting IL-10 & nhém 40 pg/mL cho thay hai dic diém chinh: (i) co ché
tur diéu hoa gitp duy tri cAn bang mién dich va han ché viém qua muc; (i) phan anh
té bao T d4 nhan dién va dap tng rd rét voi khang nguyén E2 duoc trinh dién qua
EVs.

Két qua khéng dinh tac dong cua EVs 1én hé mién dich phu thudc chit ché vao
ca thoi gian thu nhan va ndng do protein tiép xuc, trong d6 EVs nong d6 cao (40
ng/mL) cho thay tiém niang vuot troi trong viée kich hoat dap tmg té bao [15, 61].

3.3.4. Ddnh gid nong dp cytokine IFN-a trong sw twong tdc giiva té bao T vdi cdc
tui ngoai bao (EVs) tir dai thuc bao 3D4/2
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Hinh 3.13. Nong dp IFN-a trong hé twong tic giita té bao T va cdc tii ngoai bao
(EVs) tir té bao 3D4/2

Nong d¢ IFN-a duoc xac dinh bang phuong phap ELISA. Sy khac biét giira
cac nhom duoc danh gia bang phép phan tich phuong sai mot nhan t6 (One-way
ANOVA), theo sau boi phép kiém dinh hau nghiém Tukey. ** biéu thi sy khac biét
¢6 ¥ nghia thong ké voi p < 0,01; ns: khong ¢ ¥ nghia théng ké (p > 0,05).

Biéu d6 hinh 3.14 thé hién ndng d6 cytokine IFN- dugc tiét ra tir té bao lympho
T sau khi twong tac véi cdc mau EVs thu nhan tir dai thuc bao 3D4/2. Két qua cho
thdy cac tii ngoai bao mang khang nguyén E2 d3 kich thich hiéu qua dép tng mién
dich bam sinh thong qua viéc gia ting san xuat IFN- theo nong d6 khang nguyén xir
ly.

O nhém d6i chimg GM-CSF, néng do IFN-a dugc ghi nhan & mirc thip nht,
dat 0,0830 + 0,0106 pg/mL. Pay dugc xem 1a mirc cytokine nén trong diéu kién nudi
cdy co ban khi té bao lympho T chwra nhan dugc tin hiéu kich thich ddc hiéu tir khang
nguyén E2. Két qua nay phan anh trang thai hoat hoa mién dich thap va cho thay cac
EVs khong mang khéng nguyén khong du kha nang kich thich manh qua trinh san

xuat interferon.

Tai nhém EVs-CSFV thu nhan sau 48 gio tir té bao xir Iy v6i protein E2 &
ndéng d6 10 pg/mL, ndng do IFN-o tang 1én 0,1020 + 0,0368 pg/mL, cao hon khoang
22,9% so v6i nhém d6i ching. Tuy nhién, sy khac biét nay khong co y nghia thong
ké (ns; p > 0,05). Két qua cho thidy mic du EVs di bat ddu mang céc tin hiéu mién

dich c6 ngudn gdc tir khang nguyén E2 va c6 kha ning kich thich té bao T san xuét



38

IFN-a, nhung cudng do dap tng van con twong ddi han ché & diéu kién ndéng do

khang nguyén thap.

Nguoc lai, nhom EVs-CSFV thu nhan sau 24 gio tu té bao xir 1y véi protein
E2 & nong d6 40 pg/mL ghi nhan ndng do IFN-a cao nhat, dat 0,1430 = 0,0153
pg/mL, ting khoang 72,3% so v&i nhom dbi ching va cao hon khoang 40,2% so véi
nhém EVs-CSFV (48 gid, 10 pg/mL). Sy gia ting nay c6 ¥ nghia thong ké (p < 0,01)
so v6i nhoém ddi chimg. Két qua cho thiy hiéu qua kich thich mién dich phu thudc
chat ché vao lugng khang nguyén dugc dong goi trong EVs cling nhu trang thai sinh
Iy clia té bao ngudn tai thoi diém thu nhan. Diéu kién xir Iy 24 gio voi nong do E2
cao duong nhu tao ra cdic EVs mang nhiéu tin hiéu mién dich hon, tir d6 thuc déy

manh mé& qua trinh san xuat [FN-a cta té bao T.

Su gia ting IFN-a ty 1& thuan véi lidu lwong khang nguyén E2 cho thiy EVs
c¢6 kha nang kich hoat hiéu qua dép ung mién dich bam sinh chéng virus. Mau EVs
thu nhan tai 24 gio véi nong d 40 pg/mL ghi nhan mirc IFN-o cao nhat, phan anh

kha ning kich thich manh mé 1én té bao lympho T so v&i ddi ching.

Vé mit co ché, su gia ting IFN-a khi té bao lympho T tiép xtic véi EVs mang
khang nguyén CSFV cho thay EVs khong chi don thuan 1a phuong tién van chuyén
khang nguyén ma con c6 kha ning kich hoat cac con duong mién dich bam sinh. Céc
EVs c6 thé chira RNA virus hodc cac phan tir lién quan dén mam bénh (PAMPs), tir
d6 kich hoat cac thu thé nhan dién miu nhu TLRs trong té bao mién dich, dan dén
hoat hoa cac yéu to phién ma nhu IRF3/IRF7 va thuc day san xuét interferon type I
[62]. Pong thoi, IFN-a dong vai tro quan trong trong viéc ting cuong trinh dién khang
nguyén va thic day biét hoa té bao T, qua d6 tao cau ndi giita mién dich bam sinh va
mién dich thich tng [63]

Két qua nay khang dinh vai trd ctia IFN-o trong viéc hd tro trinh dién khang
nguyén va dinh huéng dap ung té bao T, dong thoi cho thay EVs tir dai thuc bao
3D4/2 da mang va truyén tai hiéu qua tin hiéu mién dich. Téng thé, dix liéu cung cd
tiém nang tng dung EVs, dic biét ¢ diéu kién 40 pg/mL, nhu mdt nén ting mang

khang nguyén gitp ting cudng hiéu qua vaccine ma khong can bo trg truyén thong.

Céc két qua thuc nghiém cho thay céac tui ngoai bao (extracellular vesicles —
EVs) thu nhan tai thoi diém 24 gio voi nong d6 xir Iy khang nguyén 40 pg/mL dat
hiéu qua kich thich mién dich cao nhét, vdi ty 1é ting sinh té bao lympho T gan 300%
so v6i d6i chimg. Hiéu qua nay di kém véi su gia ting 1o rét cia IFN-a va IL-10,
phan anh kha ning cua EVs trong viéc vira kich hoat d4p trmg mién dich khang virus,
vira duy tri co ché diéu hoa mién dich. Sy gia ting IFN-o — mét interferon loai I dong
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vai tro trung tim trong mién dich bam sinh — cho thay EVs c6 thé gop phan tai thiét
1ap trang thai khang virus cta té bao, dic biét quan trong trong bdi canh virus dich ta
lon c6 dién (CSFV) c6 kha ning tic ché con dudng interferon thong qua cac protein
khong cau trac nhu NP© va E™ [48]. Pdng thoi, su ting IL-10 phan anh mot co ché
phan hdi 4m sinh 1y, gitp kiém soat cudng do dap tmg mién dich, han ché nguy co
t6n thuong mé do phan tmg viém qua mic [64]. Sy phdi hop giita hai cytokine nay
cho thiy EVs dong vai tro nhu mot hé théng diéu phdi mién dich cin bang, vira thuc

day vira kiém soat dap tmg mién dich.

Vé mit co ché, két qua nghién ciru ciing c6 gia thuyét rang EVs 1a mot nén
tang trinh di¢n khang nguyén hi¢u qua. Khang nguyén E2 cua CSFV khi dugc dong
g6i hoic trinh dién trén bé mat EVs c6 thé duy tri cau triic khéng gian 6n dinh hon so
v6i dang hoa tan, tir d6 ting kha ning nhan dién boi thy thé té bao T (TCR). Bén canh
d6, EVs c6 thé mang theo cic phan tirt MHC 16p I/II va céc tin hiéu dong kich thich
tir té bao ngudn, cho phép chiing tham gia truc tiép hodc gian tiép vao qua trinh trinh
dién khang nguyén, gop phan ting hiéu qua hoat hoa té bao T [1,12]. Co ché nay phu
hop v6i mé hinh “synapse mién dich di dong”, trong d6 EVs dong vai tro nhu cac
don vi truyén tai tin hi¢u mién dich hoan chinh, gitip khuéch dai dap tmg mién dich

so voi khang nguyén tu do.

Ngoai ra, su phu thudc rd rét cia dap tmg mién dich vao néng d6 khang nguyén
va thoi gian xir 1y cho thiy vai trd quan trong ctia dong hoc sinh hoc trong qué trinh
hinh thanh EVs. Diéu kién t6i vu (24 gid — 40 pg/mL) c6 thé trong tng véi giai doan
té bao 3D4/2 dat trang thai hoat hoa chuyén hoa cao nhat, cho phép ndi hoa, xtr 1y va
dong goi khang nguyén vao EVs véi hiéu sudt tdi wu. Nguoc lai, hiéu qua giam ¢ thoi
diém muon hon hodc néng do thap hon c6 thé lién quan dén sy thay do6i thanh phan
EVs, su suy giam hoat tinh té bao hoac hién tuong bao hoa tin hi€u trén té bao dich.
Nhitng quan sat nay phi hop v6i cac nghién ciru cho thiy thanh phan va chiic ning
cua EVs phu thudc chat ché vao trang thai sinh 1y va diéu kién mdi trudng cua té bao
dich [4].

Céc két qua nghién ctru khong chi xac nhan kha ning ctia EVs trong viéc mang
va trinh dién khang nguyén CSFV ma con 1am rd co ché kich hoat va diéu hoa dap
g mién dich théng qua sy can bang giira tin hiéu khang virus va diéu hoa mién dich.
Viéc xac dinh duge diéu kién toi wu (24 gid — 40 pg/mL) cung cip co sé khoa hoc
quan trong cho viéc chuan hoa quy trinh san xuat EVs, dong thoi mé ra trién vong
tmg dung EVs nhu mot nén tang vaccine tiém ning trong cac nghién ciru tiép theo,
dac biét la cac thu nghiém in vivo nham danh gia hiéu qua bao ho thuc té.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

1. Dong té bao dai thuc bao 3D4/2 nudi cdy trong moi treong RPMI thé hién kha
nang sinh trudong on dinh va duy tri trang thai sinh Iy phu hop. Khi dugc xu ly
v6i cac yéu td kich thich 20 ng/mL IL-4 két hop v6i 100 ng/mL GM-CSF té
bao co su thay d6i hinh thai theo hudng biét hoa thé bao tua. Tuy nhién, sau 5
ngay biét hoa biéu hién cac SLA 16p I va 16p II trén bé mit té bao van & mirc
thap va on dinh, thé hién dong té bao thé hién & trang thai tién té bio tua, co
kha nang thuc bao, sau khi tiép xuc khang nguyén ti 16 SLA I va SLA II biéu

hién ra bé mat manh hon.

2. Tién té bao tua 3D4/2 tiép xtic voi khang nguyén E2 & néng d6 40 pg/mL sau
24h tao EVs mang khang nguyén tt nhat. Cac EVs thu nhan dugc tir té bao
trinh dién khang nguyén c6 hinh thai dang cau dic trung, kich thudc phan bd
cha yéu trong khoang 80-200 nm (kich thuéc trung binh 136,7 nm), s6 lugng
dat 1,04 x 10" particles/mL, biéu hién duong tinh véi marker CD63 va mang
epitope khang nguyén E2

3. Cac EVs mang epitope khang nguyén E2 ctia CSFV c6 kha ning thic day
manh mé& dap ing mién dich qua trung gian té bao, thé hién qua viéc lam ting
sinh s0 lugng té bao lympho T 1én khoang 250% - 280% (theo két qua thir
nghiém MTS). Dong thoi, sy gia ting dong thoi ciia ham lwong IFN-a va IL-
10 cho thdy EVs mang khang nguyén c6 kha niang dinh hudng dap tng mién
dich theo xu hudng t6i wu: vira ting cudng trang thai hoat hoa chéng virus
manh mg, vira kich thich tin hiéu IL-10 dong vai tro diéu hoa, kiém soat pha
khang viém dé duy tri can béng sinh hoc ndi mdi, dic biét biéu hién rd nét &
thoi diém 24 gid
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KIEN NGHI

1. Can tiép tyc toi vu héa quy trinh xtr Iy khang nguyén nham nang cao hiéu qua
dong goi epitope vao EVs, bao gdm viée Iya chon ndng d6 khang nguyén, thoi
gian xir Iy va diéu kién nuoi cay phu hop. Dong thoi, can danh gia kha ning
trinh dién khang nguyén cua EVs thong qua cac chi dau phan tir dic hiéu, tir

d6 dam bao EVs mang epitope c6 tinh sinh mién dich cao va 6n dinh.

2. Sau khi x4c dinh duoc tiém ning kich thich mién dich in vitro, can trién khai
cac nghién ctru in vivo trén mo hinh dong vat (chudt hoac lon) nham danh gia
toan dién hiéu qua ctia nén tang vacine dua trén EVs. Cac chi tiéu can khao sat
bao gdm kha ning tao khang thé trung hoa, dap tmg mién dich té bao va hiéu
qua bao ho thuc té. Pay 1a budc quan trong dé xac nhan tinh tng dung va

chuyén giao két qua nghién ctru vao thyc tién.
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Hepatocellular carcinoma is a malignancy with poor prognosis and limited therapeutic
options. Recently, extracellular vesicles derived from adipose-derived stem cells and
curcumin have emerged as potential modulators of oncogenic signaling pathways,
including the aryl hydrocarbon receptor axis. To investigate their regulatory effects on
AhR signaling, this study employed the CAFLUX-HepG2 reporter cell line, which
harbors an EGFP reporter gene under the control of an XRE-containing promoter. The
effects of ADSC-EVs and curcumin on AhR activation, target gene expression, and
cell viability were assessed. ADSC-EVs were characterized by nanoparticle tracking
analysis; cell viability was determined by MTT assay; and the expression levels of
Cyplal and Cyplbl genes were measured using qPCR. The results showed that
ADSC-EVs exhibited high biocompatibility with no cytotoxic effects, while curcumin
induced dose-dependent cytotoxicity and robust activation of AhR signaling. Both
ADSC-EVs and curcumin downregulated the expression of Cyplal and Cyp1b1, with
curcumin exerting a stronger inhibitory effect. Notably, the combination treatment
enhanced selective suppression of Cyplal without further affecting Cyplbl
expression, indicating a non-synergistic, selective regulatory pattern on the AhR axis.
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Ung thur biéu mé t& bao gan 14 bénh 1y ¢ tién lrong xau va hién V;il’l con thiéu cac
phuong phap diéu tri hiéu qua. Géan day, ti ngoai bao tir tébao goc mo6 md ADSC-
EVs va curcumin nbi 1én nhu cac yéu t6 diéu hoa tidm ning ddi véi cac truc tin
hiéu lién quan dén sinh ung, trong d6 c6 thu thé aryl hydrocarbon receptor. Nhim
lam sang t6 vai tro didu hoa ciia hai tac nhan nay trén truc AhR, nghién ctru sir
dung dong t& bao cam ung CAFLUX-HepG2 mang gen béo cdo EGFP dudi
promoter chira XRE dé danh gi4 tac dong ciia ADSC-EVs va curcumin dén hoat
hoa AR, biéu hién gen dich va kha ning séng sot cua té bao. EVs dugc xac dinh
bang phuong phap phan tich hat nano, doc tinh té bao duogc danh gia bang thir
nghiém MTT, va biéu hién gen Cyplal, Cyplbl duge phan tich bang qPCR. Két
qua cho thdy ADSC-EVs ¢6 tinh twong thich sinh hoc cao, khong gay doc, trong
khi curcumin gay doc té bao phu thude lidu va hoat hoa manh truc tin hiéu AhR.
Ca hai tac nhan déu 1am giam biéu hién gen Cyplal va Cyplbl, trong d6 curcumin
¢6 tac dung trc ché manh hon. Pang chu ¥, khi két hop hai tic nhan, hiéu img trc
ché chon loc trén gen Cyplal tang 1én nhung khong lam thay dbi thém biéu hién
cta CyplbI, cho thiy tac dong diéu hoa truc AhR theo co ché khong cong hudng.
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1. Gidi thiéu

Ung thu biéu moé té bao gan (Hepatocellular carcinoma — HCC) 1a dang phd bién nhat ciia ung
thu gan nguyén phat, chiém t6i 90% sb ca duoc chan doan va 1a mot trong nhitng nguyén nhan gay
ttr vong do ung thu hang dau trén toan cau [1], [2]. Bénh thudng phét sinh trén nén cac bénh Iy gan
man tinh nhu viém gan B/C, xo gan, gan nhiém m&, va chiu anh hudng béi cac yéu té méi trudng
nhu doc t6 aflatoxin va lam dung rugu [1]. Du phiu thuét va ghép gan 1a lwa chon diéu trj ¢ giai
doan som, phén 16n bénh nhan HCC & giai doan mudn phai phu thudc vao diéu trj toan than, chu
yéu bang cac thudc trc ché kinase (TKIs) [2]. Tuy nhién, kha ning khang thubc va hiéu qua han
ché da 1am ndi bat nhu ciu tim kiém cac chién luge diéu tri thay thé [2].

Té bao gdc trung md (MSCs), dic biét 1a MSCs phan 1ap tir mé md (ADSCs), duoc quan tim
nho kha nang huéng dich khdi u va diéu hoa cac qua trinh sinh hoc lién quan dén ung thu nhu hinh
thanh mach, viém, va chuyén dang biéu mé — trung mé (EMT) [3]. Céc thi ngoai bao (EVs) tiét ra
tir MSCs 1a cac vi hat mang bao ¢ kha niang mang theo nhiéu phan tir sinh hoc va mé phong hoat
tinh sinh hoc ciia té bao me ma khong mang theo nguy co cay ghép té bao séng [4]. EVs tir ADSCs
(ADSC-EVs) dic biét thu hut do dé thu nhan, do tuong thich sinh hoc cao, va kha ning mang chét
diéu tri. Ching d3 duogc tng dung trong tai tao mo, chong viém va phuc hdi ton thuong [5].

Curcumin, mot polyphenol chiét xuét tir nghé (Curcuma longa), & dugc chimg minh c6 nhiéu
tac dung sinh hoc nhu chéng oxy hoa, khang viém, bao vé gan, va chdng ung thu [6]. Curcumin c6
thé twong tac véi nhiéu phan tir dich, bao gdm thy thé aryl hydrocarbon receptor (AhR) — mét yéu
t6 phién ma cam tng boi ligand, tham gia diéu hoa chuyén hoéa ngoai sinh, mién dich va sinh ung
[7]. Khi dugc hoat hoa, AhR chuyén vao nhan, tao di hop véi ARNT (aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator), roi gan vao ving XRE (xenobiotic/dioxin responsive DNA elements) trén
DNA dé kich hoat cac gen muc tiéu nhu Cyplal va Cyplbl [8]. Piac biét thu vi, curcumin c6 thé
dong vai tro chit chu van hodc ddi van ctia AhR tuy theo diéu kién té bao [7]. Trén co s d6, nghién
clru nay duoc tién hanh nhdm danh gia tic dong riéng 1¢ va phdi hop cia ADSC-EVs va curcumin
1én kha ning song va tryc tin hiéu AhR trong dong té bao bio cao CAFLUX-HepG2 — mot mé hinh
theo doi tin hi€u AhR theo thoi gian thuc.

2. Phuong phap nghién ciru
2.1. Nuéi cdy té bao

Té bao ADSC PT-5006 (Lonza, M¥) duoc nudi trong méi truong DMEM/F12 (PAN-Biotech,
Puc) bo sung 10% huyét thanh bo (FBS, Sigma-Aldrich, Pirc), 1 pl/ml yéu t6 ting truéng nguyén
bao s¢i (FGF, Thermo Fisher Scientific, My) va 1% dung dich penicillin-streptomycin (Gibco-
Thermo Scientific, M¥). Dong té bao HepG2 (ATCC) dugc nudi trong moi truong DMEM (PAN-
Biotech, buc), b sung 10% FBS va 1% penicillin-streptomycin. Tét ca cac dong té bao dugc nudi
trong ti am am c6 CO: 5% ¢ 37°C. Hinh thai té bao ADSC duoc quan sat va chup anh dudi kinh
hién vi soi nguoc (Optika, Y).

2.2. Thu nhdn va phdn tich tiii ngoai bao EV's [9]

Khi cac té bao ADSC dat d¢ pht 80-90%, méi truong nudi cay duoc loai bo va thay thé bang moi
truong DMEM/F12 mdi, c6 bd sung FGF nhung khong chira FBS. Té bao tiép tuc duoc t & 37°C véi
5% CO- trong 24 gid. M6i truong thu duge sau 1 chita cic EVs tiét ra tir ADSC. Phan b6 kich thuéc
hat trong mau dugc phan tich bang k¥ thuat phan tich theo ddi hat nano (Nanoparticle Tracking
Analysis — NTA), st dung thiét bi ZetaView PMX-230-S-488/660 (Particle Metrix, Dirc).

2.3. Thir nghiém biéu hién huynh quang cim iing héa hoc (CAFLUX assay)

Thir nghiém CAFLUX dugc thuc hién trén dong té bao chuyén gen 6n dinh biéu hién protein
huynh quang (Enhanced Green Fluorescent Protein - EGFP) duéi sy diéu khién cua promoter téng
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hop chira XRE. Té bao CAFLUX-HepG2 dugc cdy vao dia 96 giéng (2 x 10* té bao/giéng) va dugc
st dung cho hai thi nghiém:

e  Thinghiém 1: Nubdi té bao trong cac nong d6 EVs khac nhau (0%, 10%, 20%, 40%, 60%
va 80% trong moi truong DMEM), so sanh v6i nhom d6i chimg dugc nudi trong DMEM bo sung
DMEM/F12 véi nong d6 tuong trng (0%—80%).

e Thi nghiém 2: Curcumin duoc hoa tan trong DMSO, sau d6 bé sung vao méi truong nudi
té bao v4i cac ndong d6 lan lugt 12 0, 5, 10, 15, 20, 30 va 40 pg/ml. Té bao duoc U trong 24 gid,
dam bao ndng do DMSO cudi cung khong vuot qua 0,1%.

Sau thoi gian 1, cuong do huynh quang dugce do bang dau doc da chirc ning Biotek Synergy
HT (Marshall Scientific, M¥). Pon vi huynh quang tuong dbi (RFU) dugc chuan héa so voi nhom
dbi chimg dung moi.

2.4. Thir nghigm ddnh gid khd ning song té bao (MTT assay)

Sau thoi gian xr ly, kha nang song cua té bao duoc danh gia bang phép thit MTT (Methylthiazol
Tetrazolium) [10]. Pau doc Biotek Synergy HT dugc st dung dé do mat d6 quang hoc (OD) tai
budc song 570 nm theo hudng din cua nha san xudt.

2.5. Phan tich biéu hién gen

Té bao CAFLUX-HepG2 sau xtr Iy v6i ADSC-EVs va curcumin dugc phén tich biéu hién cac
gen lién quan dén tryc tin hiéu AhR gém: Cyplal va Cyplbl. RNA duoc tach chiét bang bo Easy
— Blue™ Total RNA Extraction (iNtRON Biotechnology, Han Quéc), sau d6 tong hop cDNA bang
bd Maxime™ RT PreMix (iNtRON Biotechnology, Han Quoc) theo hudng dan ciia nha san xuat.
Biéu hién gen dugc dinh lugng theo phuong phap 2°~AACT bang méay Real-time PCR MyGo Pro
(QuantaBio, My). Gen GAPDH duoc st dung lam dbi ching ndi tai dé chuéan hoa dir liéu [10].
Trinh tuy mdi ding trong RT-qPCR duoc liét ké trong Bang 1.

Bang 1. Trinh ti moi sir dung trong RT-gPCR
Moi Trinh tu (5-3°) Kich thudée (bp)
F: GATTGAGCACTGTCAGGAGAAGC 138 bp [11]
R: ATGAGGCTCCAGGAGATAGCAG
F: GCCACTATCACTGACATCTTCGG
R: CACGACCTGATCCAATTCTGCC
F: TTGTCTCACTTGTTCTCT

GAPDH R: ATGGGAGTTGTTTTCTTG 87bp [10]

2.6. Phan tich théng ké

Cyplal

Cyplbl 129 bp [12]

Cac dir li€u thi nghiém duoc phan tich bang phan mém Excell. Su khac biét c6 y nghia thong
ké gitra cac nhom duoc xac dinh bang phép phén tich phuong sai mot chieu (ANOVA). Gia tri p <
0,05 dugc coi 1a c6 y nghia thong ké. Dir liéu dugc trinh bay dudi dang trung binh cua ba thi nghiém
ddc 1ap, voi thanh sai so biéu thi sai s0 chuan cia trung binh.

3. Két qua va ban luan
3.1. Xdc dinh dic tinh ciia titi ngogi bao EV's tir té bao géc mé ADSC

Céc tai ngoai bao thu duge tir moi truong nudi cdy diéu kién cua té bao ADSC di dugc phan
tich vé phan b kich thudc bang k¥ thuat theo ddi hat nano (NTA) (Hinh 1). Ket qua cho thay cac
hat c6 duong kinh dao dong tir 20 nm den 400 nm, véi dinh phan bd chu yéu nam trong khoang
100-150 nm. Trong d6, 83,5% mau bao gdm cac hat c6 kich thude xap xi 133,0 nm vé6i ndng do
1,8 x 10° hat/mL. Phan tich NTA ciing phat hién mét so hat c6 kich thude vuot qua 300 nm, nhiéu
kha nang do hién tugng ket tu.

http://jst.thu.edu.vn 35 Email: jst@tnu.edu.vn


http://jst.tnu.edu.vn/
mailto:jst@tnu.edu.vn

TNU Journal of Science and Technology 231(05): 33 -39

7.0E+6 2.2E+8
2.0E+8-
1.8E+8-

6.0E+6-]

5.0E+6-] — E—— | 1.6E+8~]
1.4E+8-]
1.2E+8+
1.0E+8-
8.0E+7
6.0E+7-
4,0E+7
2.0E+7-

4.0E+6-

3.0E+6-]

S6 hat/ mL
Thétich/nm?

0'0E+0—\ 1 1 | I | I | | 1 | I | 00E+0- I I | I | | I T I T i I
1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

Buwong kinh hat (nm) Buwéng kinh hat (nm)

Hinh 1. Ddc diém c,da EVs-ADSC — Két qud ph,dn tz'chrNTsz. Biéu dé thé hién kich thwéc,cdc hat dao dong
tir 50 nm dén 300 nm, voi dinh phdn bo chu yeu nam trong khoang tir 100 nm dén 150 nm

3.2. Két qua danh gid anh hwéng ciia EVs-ADSC lén sw ting sinh ciia té bao HepG2

Céc nghién ciru cho thdy EVs-ADSC khong géy ra tac dong dang ké trong viéc thic ddy hay tic
ché sy ting sinh cua dong té bao ung thu gan CAFLUX-HepG2 (Hinh 2). M6t sy (rc ché nhe hoic
tang nhe sy tang sinh cla té bao dugc ghi nhén tai cac néng d6 EVs lan luot 1a 20% va 60%; tuy
nhién, nhitng thay d6i nay khong co y nghia thong ké. Do d6, khong ghi nhan dugc tac dong gay
doc té bao hay kich thich phan chia té bao rd rét trong diéu kién thi nghiém.

Tai ndng d6 EVs cao hon, kha ning trc ché cua EVs d6i voi té bao HepG2 giam déan va gan nhu
khong dang ké & mirc 80%, khi ma ty 1& séng ciia té bio & nhom thi nghiém va nhom doi chimg gan
nhu twong duong. Dé danh gia khach quan hon tac dong cua EVs-ADSC Ién kha nang song cua té
bao CAFLUX-HepG2, nong d6 EVs 40% da dugc lya chon cho cac thi nghiém tlep theo nham khao
sat hidu qua phbi hop giira curcumin va EVs 1én biéu hién cac gen trong truc tin hiéu AhR.

120
_ 100 o - ﬁ
s
o 80
=
«S
L]
o 60
©
°
€ 40
20
0
0% 20% 40% 60% 80%

Tilé ADSC-EVs so v&i tdng thé tich nudi cdy

Hinh 2. Anh huong ciia EVs-ADSC 6 cdc nong dé khéc nhau (0-80%) lén su ting sinh ciia té bao
CAFLUX-HepG2

3.3. Tdc dpng ciia curcumin dén khd ning song ciia té bao CAFLUX-HepG?2

Két qua nghién ciru tac dong cuia curcumin dén kha nang séng sot cia té bao CAFLUX-HepG2
dugc thé hién trong Hinh 3, cho thdy kha ning song clia té bao giam phy thudc vao lidu luong
curcumin. O cac ndng do thap (0— 10 pg/ml), ty 1€ song cua té bao van duy tri trén 90%, cho thy
curcumin hau nhu khong gy doc té bao ¢ muc thap. ‘Tuy nhién, tir ndng do 10 pg/ml tré 1én, ty 18
sdng giam rd rét, chi con hon 40% & ndng d6 cao nhat (40 pg/ml).
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Curcumin c6 gié tri trc ché ting truong 50% (IC50) 13 37,00 + 1,05 pg/ml. Gia tri IC50 nay thé
hién curcumin c6 tac dung gay doc dang ké 1én té bao CAFLUX-HepG2 & lidu cao. Dé dam bao
danh gia khach quan anh huéng ctia curcumin dén kha ning song cia té bao, nong do 20 pg/ml
curcumin da dugc lya chon cho céc thi nghiém tiép theo nham khao sat tac dong phéi hop gitra
curcumin va EVs 1én biéu hién cac gen lién quan dén tryc tin hiéu AhR.
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Hinh 3. Tdc dong ciia curcumin dén kha ndng song cia té bao CAFLUX-HepG?2
3.4. Két qud thir nghiém CAFLUX

Biéu d6 Hinh 4 cho thay sau 24h tin hiéu huynh quang ctia dong té bao bao cdo CAFLUX giam
dan theo ndng d6 curcumin. O diéu kién khong xir 1y curcumin (Cur 0), tin hiéu huynh quang dat
mirc cao nhat (~52.000 RFU). Khi tang dan nong do curcumin tir 5 dén 40 pg/mL, tin hiéu huynh
quang giam manh, déc biét tur nong d6 15 pg/mL tro di. Tai ndng d6 3040 pg/mL, tin hiéu huynh
quang gén nhu cham ngudng nén (~17.000 RFU), twong dwong nhoém khong cam ung tin hi¢u
AhR. Ket qua nay cho thay curcumin trc ché manh tin hiéu AhR theo kiéu phu thudc nong do trén
dong té bao CAFLUX. Tuong tu, cac ADSC-EVs ciing 1am giam tin hiéu huynh quang & té bao
CAFLUX khi ndng d6 ting dan.
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Hinh 4. Anh hieong ciia curcumin va ADSC-EVs ¢ cdc nong dg khac nhau dén tin hiéu hupnh quang cia té
bao CAFLUX-HepG2

3.5. Bién dbi biéu hién gen trong truc tin hiéu AhR ciia té bao CAFLUX-HepG2 sau xit Iy véi
ADSC-EVs va curcumin

Phan tng PCR dinh luong (qQPCR) di dugc thyuc hién dé danh gia mirc d6 biéu hién cia hai gen
chu chét trong truc tin hidu AhR gdm: Cyplal va Cyplbl dudi tac dong cua ADSC-EVs va
curcumin.

Biéu dd Hinh 5 cho thiy ca curcumin (Cur) va EVs ¢6 hiéu qué trc ché rd rét dbi véi biéu hién
ctia Cyplal va CypIbl, tuy nhién Cur c6 kha ning tc ché 2 gen manh hon & mirc mRNA so v6i
EVs. Mic du ca hai loai xir Iy déu thé hién tac dung trc ché dbi voi cac gen nay, nhung té bao
CAFLUX-HepG2 dugc xir Iy dong thoi bang curcumin va ADSC-EVs cho thdy muc do trc
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ché Cyplal manh hon dang ké so v&i nhém chi xir Iy bang EVs va kém hon nhém chi ¢6 Cur. Nhur
vay kha nang cac ADSC-EVs da lam giam tac dung cua céc Cur.
3.6. Thdo lugn

Két qua cho thly ADSC-EVs khong giy doc té bao trén dai néng do rong, khang dinh tinh twong
thich sinh hoc cao. Nguoc lai, curcumin lam giam manh kha nang song cla té bao CAFLUX-HepG2
theo cach phuy thudc liéu, dac biét tir 10 ug/mL tr¢ 1én. Do do, viéc phoi hop curcumin liéu thap va
ADSC-EVs ¢6 thé 1a chién lugc hira hen dé dieu hoa truc tin hiéu AhR ma van han ché doc tinh.
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Hinh 5. So sdnh biéu hién cdc gen lién quan dén truc tin hiéu AhR trong té bao CAFLUX-HepG2 c6 va
khong xut Iy voi ADSC-EVs va curcumin sau 24 gio

Thir nghiém CAFLUX xéc nhan curcumin va ADSC-EVs trc ché con dudng AhR, thé hién qua
giam huynh quang EGFP va giam biéu hién gen Cyplal va Cyp1bl. Curcumin c6 thé hoat hoa
AhR bang cach tc ché enzyme Cyplal — vén chuyen hoa chat hoat héa ty nhién 6-
Formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ)- hoic ting cac chit cam tng ndi sinh nhu kynurenine va
kynurenic acid [7]. ADSC-EVs ciing gop phan diéu hoa con duong AhR, c6 thé thong qua miRNA
diéu hoa cac tryc tin hiéu nhu Wnt, NF-kB, TGF-p [13].

Pang chu y, curcumin va ADSC-EVs tic ché Cyplal va Cyplbl — dic biét 1a Cyplal khi phdi
hop ca hai tic nhan. Diéu nay cho thiy co ché diéu hoa chon loc kiéu SAhRM, ddng thoi goi y kha
ning uc ché gen sinh ung quan trong cua nhom cytochrome P450 [14]. Biéu hién giam
cua Cyplal c6 thé do tac dong epigenetic nhu methyl hoa promoter, tuong tac histone hodc tuyén
chon yéu t6 ddng hoat hoa [14].

Tém lai, ADSC-EVs c6 thé diéu hoa tac dung cua curcumin trén truc AhR, dac biét & muc do
phién ma gen dich. Can thém cac nghién ctru vé co ché biéu sinh (methyl hoa DNA, sira d6i histone,
vai tro miRNA) dé 1am rd cach thuc phé)i hop curcumin-EVs nham tbi vu hiéu qua diéu tri HCC.

4. Két luan

Nghién ctru nay da chung minh réng EVs tir t& bao gbc md md nguoi c6 do tuong thich sinh
hoc cao va khong gy doc 1én dong té bao CAFLUX- -HepG2 trong dai nong d6 rong. Curcumin thé
hién tic dung trc ché truc tin hi¢u AhR, dong thoi tic ché biéu hién cac gen dich Cyplal va Cyplbl,
dic biét khi két hop véi ADSC-EVs. Hiéu tmg phdi hop giita ADSC-EVs va curcumin trong rc
ché gen Cyplal — mot enzyme lién quan dén sinh ung thu cho thay tiém ning émg dung cua chién
luge két hop nay trong diéu tri ung thu biéu mé té bao gan. Tuy nhién, co ché diéu hoa biéu hién
gen theo huéng chon loc van can duoc lam 1o qua cac nghién curu sau hon vé bién ddi biéu sinh,
methyl hoa promoter, va vai tro cua cac miRNA trong truc tin hi€éu AhR.
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Loi cam on

~ Nghién ctru nay dugc tai trg boi Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam (VAST) [ma
s0 dé tai TDDIOX.04/22-24].
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