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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh phén lap exosom tir moi trudng nudi céy té
bao tua mau day rén, trong d6 quy trinh nay bao gom cac budce a) thu dich nuéi cdy té bao
chtra exosom; b) loai bo tap chét té bao; ¢) thu cin gidu exosom; va d) tinh sach exosom.
Quy trinh theo giai phap hiru ich stir dung k¥ thuat ly tdm véi luc ly tdm va thoi gian ly tdm
duogc t6i uu cho phép loai boé hidu qua rac té bao va cac san pham té bao chét theo chuong
trinh ciing nhu thé tiét loai 16n (microvesicle) dé thu dugc exosom co kich thudc tir 40-
150nm tinh sach véi thoi gian duge rat ngin.
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Linh vire ky thuat dwoc dé cap
Giai phép hitu ich @& thudc linh vuc cong nghé sinh hoc, cong nghé té bao tng
dung trong nghién ctru y hoc va phét sinh bénh hoc, cu thé 1 giai phép hiru ich d& cip

dén quy trinh phén 14p exosom tr moi truong nudi cdy té bao tua mau diy rén.
Tinh trang ky thuit cia gidi phap hiru ich

Thé tiét ngoai bao (extracellular membrane vesicle) 1a cac tui nho cd 16p mang
lipit kép gibng nhur mang t& bio va dwoc tiét ra tir nhidu loai té bao khéc nhau. Thé tiét
ngoai bao ndy duge tim thdy trong méi trudng nudi cdy té bao va nhiéu loai dich thé
nhu huyét tuong, nudc tiéu, nude bot, dich &i va sita me. Thé tiét ngoai bao dugc phan
1am ba loai: (1) thé t& bao chét theo churong trinh (apoptotic body) ¢6 kich thuée tir 1 -
5 um 1a san phdm cia té bao chét theo chuong trinh; (2) th8 microvesicle c¢6 kich
thude tir 100 - 1000 nm, 13 san phim tiét dugc hinh thanh theo cich moc chdi truc tiép
tr mang té bao; va 3) thé exosom c6 kich thuéc tir 40 - 150 nm, dugc hinh thanh theo
co ché nhap ndi bao va giai phéng ra méi truong ngoai bao bing co ché xuit bao.
Trude day, thé tiét ngoai bao dugc coi 13 rac thai tir t& bao. Tuy nhién, céc nghién ctru
gin day da chimg minh rang thé tiét ngoai bao nay c6 vai trd quan trong trong cic qua
trinh sinh 1y hoc ctia co thé do chiing c6 thé tac dong dén chinh nhom té€ bao tiét ra
chung (autocrine) hoic tic déng dén cac té bao khic & mdi trudng xung quanh
(paracrine). Do vay, thé tiét, dic biét 1a cic exosom, dang dic biét dugc quan tAm
nghién ctru cho cac tmg dung trong tuong lai nhim muc dich chudn doan hay didu tri
bénh. '

Hién nay, k¥ thuit phan 18p exosom dugc thuc hién béng cac kit thuong mai
ho#c theo k§ thuit siéu ly tdm truyén théng. Céc kit thuong mai, vi du nhu Total
Exosome Isolation Reagent (Invitrogent), ExoQuick (System Bioscience), PureExo®
Exosome Isolation kit (Bio), déu c6 vu diém l1a d& thyc hién va thoi gian phin 14p
ngin. Chéng han nhu thoi gian thuc hién phan 1ap d6i v6i Exosome Isolation Reagent
thuong 13 4 qua dém va ly tdm trong 1 gid; ddi voi ExoQuick (System Bioscience),
thoi gian thuc hién gdm 0 qua dém va ly tim hai giai doan vdi téng thoi gian ly tim

khoang 30 phit; dbi véi PureExo® Exosome Isolation Kit, téng thoi gian thuc hién
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duéi 2 gio. Tuy nhién, dic diém chung cta céc kit nay 14 khong thé dap tmg va cén
bing dugc mong mubn ciia cac nha nghién ctu Ung dung exosom, vi du nhu sy don
gian, tiét kiém thoi gian, do tinh sach, tinh nguyén ven cia exosom thu dugc va tinh
khong anh huéng dén chirc ning ciia exosom sau khi thu thap. Céc kit ké trén tuy don
gian,nhung exosom thu dugc c6 d6 tinh sach khong cao, hodc kit MagCapture™
Exosome Isolation Kit PS (Wako) cho phép thu dugc exosom véi do tinh sach cao thi
lai rat phirc tap, khong thé thuc hién dugc & quy mé 16n. Quy trinh truyén thdng phan
1ap exosom bang siéu ly tdm, siéu ly tAm két hop ly tdm mat do ty trong (gradient
density centrifuge) c6 nhuge diém 1a thuc hién qua nhiéu budc, tbn nhidu thoi gian va
cong strc. Hiéu suét thu exosom khong cao phai thyc hién qua nhidu budc nén c6 ty 18
thit thoat exosom cao. Tuy nhién, cac két qua phan 14p bing phuong phap siéu ly tim
két hop ly tAm mét do ty trong cao thi cho chit lwong protein chi thi cao hon so v&i kit
thwong mai. Hon nita, ty 1¢ tuong tng giita s6 lugng thé exosom d6i véi ham luong
protein trong exosom phén lap dugc bing phuong phap siéu ly tAm cao hon so véi cia
exosom phan 1ap bing kit thuong mai. Nhirng didu nay cho thiy rang c¢6 nhidu hat
khong phai 1a exosom va nhiéu phan tir protein két cum bj 14n trong mau exosom phéan
13p dugc tir bo kit thuong mai. Pay 14 wu diém 16n cta phwong phap truyén théng siéu
ly tdm so v6i céc kit ban trén thi truong hién nay. Tuy nhién, phuong phép siéu ly tAm
cling c6 kha ning 1am léng cin céc hat pr'otein két cum cing v6i exosom. Do d6, viéc
két hop siéu ly tAm vé6i ly tAm mat do ty trong nhim rira exosom sé& giai quyét duoc su
tap nhiém, tuy nhién ton du ciia cic chit nhu sucroza hay iodoxanol trong cidn exosom

tir ly tAm ty trong lam anh huéng dén chirc niing ctia exosom.

Hién nay, cac thong tin dd biét vé phwong phép siéu ly tim, va siéu ly tam két
hop ly tAm mat dd ty trong, trong d6 té bao sau khi thu thip dugc ly tim & 300 g trong
5 pht dé loai bé té bao chét, sau d6 ly tim & 2000 g trong 20 phut dé loai bé manh v
té bao, rac t& bao va san phdm cia t& bao chét theo chuong trinh. Sau d6 13n luot ly
tAm & 10.000 g trong 20 phit d& loai bé thé tiét 16n (microvesicle) va 100.000 g trong
70 phut dé thu thap exosom. D& tinh sach exosom, tién hanh ly tdm ty trong trong 30%
sucroza hodc 60% iodoxanol & 100.000 g/1080 phut (18 giod) va rira loai bé dung méi
bang PBS va ly tdm & 100.000 g /70 phut. Tuy nhién, két qua cta phuong phap siéu ly
tam, siéu ly tAm két hop ly tAm ty trong lai cho cac két qua khac nhau & cac mé hinh

may ly tdm va bd roto khéac nhau.
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Mic du k¥ thuat phan 1ap exosom di dugc cong bd, nhung quy trinh ndy v& co
ban 13 phiic tap va mét nhiéu thoi gian. Thoi gian trung binh d8 phan 14p exosom mét
khoang 25 gi® va cin phai thao tic véi cac bude chuyén miu phirc tap quanhiéu dng
ly tAm gay ra su suy giam s6 lugng exosom do bam dinh vao thanh éng va hidu suit
thu thép tai cic lan ly tdm. Rira exosom trong suroza hodc iodoxanol c6 thd din dén
t6n du sucroza hoic iodoxanol trong mau khong gay anh huéng dén két qua phan tich
thanh phén sinh hoc phén tir ciia exosom, tuy nhién lai gdy anh huéng dén két qua céc

thi nghiém vé chirc nang sinh hoc clia exosom.

Do d6, can c6 quy trinh phén 1ap exosom céi tién, don gian hoéa cac budc thuc
hién nhim thu dugc exosom tinh sach, loai bé dugc luong protein két tu tap nhiém va
gidm duogc thoi gian thyc hién.

Ban chit ky thuat ciia giai phap hitu ich

Muc dich ctia giai phap hitu ich nham giai quyét cic vin @ néu trén, cu thé 1a
giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh phén 14p exosom tir moi truong nudi ciy té bao
tua mau day rén. Quy trinh theo giai phép dua trén viéc ti wu hoa thoi gian ly tim va

trong lyc ly tAm cho phép phén 1ap dugc exosom tinh sach véi thoi gian rat ngén.

Theo d6, giai phap hitu ich d& cdp dén quy trinh phén lap exosom tir moi truong

nuoi cdy t€ bao tua méau day ron, trong d6 quy trinh ndy bao gom céc budec:

a) thu dich nubi cay té bao chira exosom bing cach thu nhin moi trudong nudi cdy
té bao tua méau day rén dugc cam ting béi té bao ung thu phdi, sau d6 tién hanh ly tdm
v6i lyc 250 g trong 10 phit & nhiét d§ phong va loai bo phin cin té bao thu dich nudi

cay té bao chira exosom;

b) loai bo tap chat t& bao bang cach chuyén phén dich nudi ciy té bao tua chira
exosom vio thiét bi ly tAm va tién hanh ly tdm véi luc 16.500 g trong 20 phut ¢ 4°C
trong diéu kién 4p suét giam, sau khi loai bd phan cin chira tap chét t& bao, thu phén

dich nbi chira exosom,;
¢) thu cin gidu exosom bang cach chuyén phan dich ndi chira exosom vao éng ly
tdm va tién hanh ly tim véi lyc 100.000 g trong 90 phat & 4°C trong didu kién ap suit

gidm, sau khi loai bé phan dich n6i thu dugc phan cin chira exosom; va
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d) tinh sach exosom bang cach hoa tan phin cin chta exosom trong dung dich
PBS va tiép tuc ly tdm thu exosom sach véi lyc ly tam 100.000 g trong 90 phut ¢ 4°C

thu cén chira exosom tinh sach.

Theo mt phwong 4n uu tién, trong d6mdi truong nudi cdy té bao tua mau diy
rén dwoc thu nhén vao ngdy thir 7 nudi ciy sau khi dugc cam tmg bdi dich chiét té bao

ung thu phdi K549 va TNFa. vao cac ngay thir 5 va thir 6 nudi cdy.

Theo mdt phwong én wu tién, trong d6 lwgng dich chiét t& bao ung thu phdi K549
va TNFa dugc bd sung vao moi truong nudi ciy dé cam tng 14n luot 13 50p/ml va 500
U/ml.

Theo m¢t phwong 4n wu tién, trong d6 lugng dung dich PBS bd sung dé hoa tan

cdn chira exosom bang lugng dich ndi dugc loai bé.

Theo mot phuong an wu tién, trong d6 cin chita exosom tinh sach thu dugc bdi
quy trinh theo gidi phap dugc pha lodng va bao quan trong dung dich PBS 1X.
M5 ti viin tit cic hinh vé
Hinh 1 13 &nh chyp exosom phan 14p tir dich nudi té bao tua cam tng bdi té bao
ung thu phbi A549 va TNFa qua kinh hién vi dugc phén 1ap bing quy ‘trinh theo giai
phéap hitu ich.
Hinh 2 1a hinh &nh phén tich chét chi thj ctia exosom phan 1ap tir dich nudi ciy

té bio tua cam tmg bdi té bao ung thu phdi va TNFa.

Hinh 3 13 hinh anh phan tich sy phan b thanh phén protein theo kich thudc
trong exosom phén 18p tir dich nuéi cy té bao tua cam tng bdi té bao ung thu phdi va
TNFa.

M0 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau ddy, giai phép hitu ich dugc mo ta chi tiét véi cac phwong 4n thuc hién va
cac vi du cu thé. Tuy nhién, cac phuong 4n va cic vi du thuc hién cu thé nay chi nhim
minh hoa dé hiu rd ban chit cua gidi phap hitu ich chit khong nham muc dich gi6i han
pham vi yéu cdu bao ho cuia giai phap hitu ich.

Gidi phép hitu ichdé cép dén quy trinh phan 1ap exosom tir méi trudng nudi cy

té bao tua mau day rén, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc: a) thu dich nudi chy
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t& bao chira exosom; b) loai b tap chét té bao; ¢) thu cdn giau exosom; va d) tinh sach

€X0som.

Theo gidi phap hitu ich, exosom dich dé phén 1ap theo giai phap hitu ich 13 céc
tii nhé c¢6 mang lipit kép duoc tiét ra tir t& bio nudi ciy, cu thé 13 tir té bao tua mau
day rén. Exosom 1 m6t thanh phin cua thé tiét ngoai bao (extracellular membrane
vesicles), c¢6 ban chit 1 cac tii nhé c6 16p mang lipit kép gidng nhu mang t& bao va
dugc tiét ra tir nhiéu loai t& bao khac nhau. Trong sb cac thé tiét ngoai bio, exosom ¢6
kich thuéc nho nhét, tir 40 - 150 nm, dugc hinh thanh theo co ché nhép ndi bao va giai
phéng ra moi trudng ngoai bao bing co ché xuit bao. Cac exosom nay khac véi cac
thé tiét ngoai bao khac nhu thé chét theo chwong trinh (apoptotic body) ¢6 kich thuéc
tr 1 d&n 5 pm, 13 san phidm cia té bao chét theo chuwong trinh va thé vi tai
(microvesicle) c6 kich thudc tir 100 dén 1000 nm, 13 san phim tiét dugc hinh thanh

theo cach moc chdi trye tiép tir mang t bao.

Trong buéc thu dich nudi ciy té bao chira exosom, moi truong nudi cdy té bao
tua méu day rén dugc cam tng bai té bao ung thu phdi duoc thu gom. Theo d6 té bao
tua méu day rén, hay con goi 1a té bao don nhéan dugc phan l4p tir mau cudng rén dugc
cdy trén méi trudng nudi cdy chudn véi mat do khoang 2x10° t& bao/mL mbi truong.
Moi truong nudi cdy té bao duge thu duge bing phwong phéap nudi cdy té bao tiéu
chuin dé thu t& bao mau cubng rén. Pé cam g, vao ngay nudi cdy thi 5, bd sung lan
1 dich chiét t€ bao ung thu K549 véi lwgng 50 pg/mL méi trudng nudi cdyva TNFa
(Tumor necrosis factor alpha) v6i lugng 500 U/mL moéi trudng nudi cdy. Tiép do6, vao
ngdy thir 6 bd sung 1an 2 dich chiét t& bao ung thu K549 va TNFa v6i ham lugng Gng
@& cam tmg biét hoa té bao gbc cudng rén thanh té bao tua trudng thanh. Moéi truong
nudi ciy té tua trudng thanh dugc thu thap vao ngdy thtt 7. Tiép d6, méi trudng nudi
cdy té bao tua trudng thanh nay dugc ly tdm luc 250 g trong 10 phut ¢ nhiét do phong.
Sau khi loai bd ph'?m cin té bao thu dich nu6i ciy té bao chtra exosom. Phan dich nudi

cy té bao nay dugc st dung dé phén 14p exosom.

Trong budc loai tap chét té bao, budc ndy nhim loai bd cdc manh v té bio hay
con goi 14 rac té bao, budc niy chi yéu nhim loai bo cac thanh phan thé tiét ngoai bao
nhu thé chét theo chwong trinh (apoptotic body) c6 kich thudc tir 1 - 5 pm va thé vi tii
(microvesicle) c6 kich thuéc tir 100 dén 1000 nm. Day 1a nhitng tap chét c6 ban chit

va cAu tric trong tu nhu cdc exosom can duge phéan 18p theo giai phap hitu ich.
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Theo cic phwong phap truyén théng qua trinh nay dugc thuc hién véi ba mirc ly
tdm khac nhau véi luc ly tdm ting din. Trude tién, tién hanh véi luc ly tm 2000 g
trong 20 phit d& loai bé manh v té bao, rac t& bao hodc san phim tan bao ctia t& bao
chét theo chuong trinh. Tiép d6 thién hanh ly tAm véi luc ly tdm 10.000 g trong 20
phit dé loai bo thé tiét loai 16n (microvesicle). Cudi cung, tién hanh ly tdm & muc
100.000 g trong 70 phtt dé thu thip exosom. Quy trinh ndy mic du cho phép tach
dugc exosom, nhung do c6 mdt lugng protein tap nhiém bi co cum giéﬁg cac exosom
nén dé tinh sach lyxosome mét rit nhidu thoi gian, cu thé cin t6i 18 gio ly tAm &
100.000 g trong dung dich 30% sucroza hodc 60% ijodoxanol. Ngoai ra, dé loai bd
sucroza hogc idoxanol can tién hanh véi PBS & 10.000 g trong 70 phut dé thu exosom
tinh sach.

Céc tac gia giai phép hitu ich dd nghién ciru va bat ngd phat hién ra ring, bang
céch ly tim mot 1an duy nhét véi lyc 16.500 g trong 20 phit & 4°C trong diéu kién 4p
sudt giam cho phép loai bé dugc dong thoi ca manh v té bao, rac t& bao hodc san
phdm tan bio cia té bao chét theo chuong trinh cling nhu thé tiét loai l6n
(microvesicle) mot céch triét dé. Theo d6, cac thanh phin protein tap thiém c6 trong
lwong twong duong dugce co cum gia nhu exosom duoc loai b hiéu qua, diéu nay cho
phép qua trinh tinh sach exosom dién ra thuan loi. Ngoai ra, do khong can thuc hién
thao tdc thay dng va hut dich ly tdm nén cho phép thu dugc lugng exosom 16n hon so

v6i phuong phap ly tdm 2 giai doan.

Trong budc thu cin giau exosom, tién hanh chuyén phin dich ndi chira exosom
vao bng ly tam va tién hanh ly tim véi luc 100.000 g trong 90 phut & 4°C trong didu
kién 4p suét giam. Qu4 trinh niy dugc thuc hién véi thoi gian dai hon so v6i phuong
phép thong thuong vi trong phuong phép thong thudng, c6 mot lugng protein “gia”
exosom s& tham gia két cum va kéo céc exosom nhanh chéng ling xubng phia day cia
6ng ly tAm nén qua trinh nay xay ra nhanh hon. Qua trinh theo giai phap loai b6 duoc
phin 16n céc protein gia exosom nén cic exosom thu dugc ling cham hon. Qu4 trinh
nay kéo dai hon so véi phuong phap thong thuong 20 phut. Nguoc lai, qui trinh nay
khong can thuc hién budc ly tdm ty trong trong dung mdi sucroza 30% hoic iodoxanol
60% ma van thu dugc exosom tinh sach. Hay theo cach khac, bing cach két hop ly
tam 16.500 g trong 20 phut ¢ 4°C va 100.000 g trong 90 phut & 4°C da cho phép thu
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dugc exosom tinh sach tuong dwong v6i qué trinh ly tAm ty trong trong 18 giv. Didu

nay cho phép riit ngan qué phan l4p exosom mot cach hidu qua.

Trong budc tinh sach exosom, tién hanh hoa tan phin cin chira exosom trong
dung dich PBS. Theo mot phuong 4n wu tién, lwgng dung dich PBS bd sung dé hoa tan
cidn chira exosom béng lugng dich ndi dugce loai bo. Sau khi hoa tan phé“m can, tiép tuc
ly tdim thu exosom sach véi lyc ly tdm 100.000 g trong 90 phit & 4°C thu cin chira
exosom tinh sach. Budc nay nhim rira va loai bé cac tap chat ton du trong qué trinh
thu exosom ma khong phai loai b dung méi. Piéu nay cho thdy ring, phwong phap
theo gidi phép hitu ich, chi bang viéc diéu chinh Iyc ly tim & 16.500 g va 100.000 g
v6i thoi gian 20 phat va 90 phiit trong tmg cho phép ti wu héa dugc quy trinh, bo
duoc viéc str dung dung moi trong ly tdm ty trong nén thu dugc exosom tinh sach hon
va khong cin budc loai bd dung moi phtre tap. Qua trinh tinh sach theo giai phap hitu
ich chi nhim loai bé c4c phén tir protein két cum c¢6 thé bam dinh mang exosom va cac
phan tir nh6 khong phai exosom tap nhiém vao dich nudi té bao va cing ling dong vao

can exosom & thi ly tdm trude.

Theo d6 sau khi thu exosom tinh sach & dang cin, phin cin chira exosom tinh

sach ndy dugc pha lodng va bao quéan trong dung dich PBS 1X cho dén khi st dung.
Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: Phén Igp exosom tir méi truong nudi cdy té bao tua mdu cuong ron

Tién hanh cdy 100 mL t& bao don nhan duoc phén l4p tr mau cubng rén vio
trong chai nudi cdy (Tissue Culture Treated Flasks, 75 cm?, Falcon - Corning, USA)
v6i mat d6 2 x 10° t€ bao/mL moi trudng nudi cdy. Pén ngay thtr 5 nudi cdy, bd sung
lan 1 dich chiét té bao ung thu K549 50 pg/mL moi trudong nudi cdy va Tumor
necrosis factor alpha (TNFa) 500 U/mL mdi trudng nudi cdy va ngay thir 6 bd sung
14n 2 dich chiét t& bao ung thu K549 va TNFa véi ham lugng tuong tu lan 1 dé cam
ting biét héa thanh té bao tua trudng thanh.

Thu 100 mL mdi truong nudi cdy té tua truong thanh vao ngay nudi ciy thir 7 va
ly tim & 250 g trong 10 phut & nhiét do phong va loai bo cin té bao chét, thu dich
nudi cdy chtra exosom.

V& sinh hai b0 roto SW 32Ti va SW 40Ti cta hang Beckman va cac bd lip ghép

tuong tng bing etanol 70% va dé & 4°C qua dém dé 1am lanh. Khir tring céc éng ly
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tdm (Thinwall Ultraclear 13,2 mL va Thinwall Ultraclear 38,5 mL, Beckman Coulter)
bang etanol 70% trudc va trang lai bing PBS 1X hai 14n, dé khé tu nhién trong ti an

toan sinh hoc c4p II truGe khi tién hanh thi nghiém 1 gio.

Sau khi té bao tua dugc cam tng trwdng thanh, thu toan bd méi trudng nudi ciy
vao dng ly tim (Thinwall Ultraclear, Beckman Coulter). Thé tich dich ni cho vao céc
6ng ly tAm da khir tring dat 2/3 ng. Cén bing dng dbi trong bing can phén tich, su sai
1&ch gitta cac dng ddi trong khong qua 0,1 mg. Ong dbi trong c6 thé 12 dich nudi chy té
bao hodc PBS. Pua cac ng ly tdm va dng dbi trong vao bd lip ghép ciia roto SW 32Ti
da dé lanh theo thir ty va lip bd 1ip ghép vaovao roto SW 32Ti (dd dé lanh). Mg ngudn
dién ciia mdy ly tdm va vé sinh mdy trude khi dit roto vao mdy ly tAm va dong chit
clra may.

Sau d6 lwa chon chuong trinh chay: loai roto SW 32Ti, loai éng Thinwall
Ultraclear 38,5 mL (Beckman Coulter), luc ly tdim: 16.500 g, thoi gian: 20 phut, nhiét
do: 4 °C, gia tbc: maximum, gidm tdc: maximum. _

Tién hanh ly tdm: Bat hiit chan khéng, doi cho dat mitc < 200 pL thi tién hanh
chay may.

Khi két thiic chu ky ly tAm, bom khi vao budng may ly tim (Open vent), md ctra
mdy va l4y roto ra khoi may. Chuyén céc 6ng ly tAm vao tu an toan sinh hoc. V& sinh

roto ciing bo lip ghép va dé ¢ 4 °C.

Hut dich no6i c6 chira exosom va chuyén sang 6ng ly tAm méi, loai bd cin co

chira manh v& té bao, thé chét theo chuong trinh va céc thé tiét loai 16n (microvesicle).

Cho dich ndichtra exosom thu dwgc & trén vao 6ng ly tdm Thinwall Ultraclear
13,2 mL. (Beckman Coulter) d4 khir tring sao cho thé tich dat 2/3 6ng..Can bang 6ng
ddi trong bing cén phan tich, sy sai léch gita cac dng dbi trong khong qué 0,1 mg.
Ong dbi trong c6 thé 1a dich nuéi cy té bao hoic PBS. Pua céc 6ng ly tam va bng dbi
trong vao bd 1ip ghép va lip vao roto SW 40Ti da dé lanh theo sb thu tr. M& ngudn
dién cuia may ly tdm va v¢ sinh mdy trude khi dit roto vao may ly tAm (Optima™ XPN

100K, Beckman Coulter) va dong chit cira may.

Sau d6 chon chuong trinh chay: loai roto SW 40Ti, loai 6ng Thinwall Ultraclear
13,2 mL (Beckman Coulter), lyc ly tdm: 100.000 g, thoi gian: 90 phat, nhiét do: 4°C,

gia toc: maximum, gidm toc: maximum.
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Tién hanh ly tAm: bat hut chin khong, doi cho dat mtrc < 200 pL thi bt diu chay
may.

Khi két thiic chu k¥ ly tAm, bom khi vao budng may ly tim, m& clra may va ldy
roto ra khdi may. Chuyén cac ng ly tAm véo ti an toan sinh hoc. V& sinh roto cing bd
1ip ghép va dé & 4°C.

Hut loai bé dich ndi va thu phén cin exosom. Cin exosom nay dugc pha lodng

trong PBS v6i mot lugng bang lugng dich ndi hit bd dé tiép tuc tinh sach.

Dich exosom pha trong PBS dugc cho vao céc 6ng ly tim Thinwall Ultraclear
13,2 mL (Beckman Coulter) d3 khir tring sao cho thé tich dat 2/3 (‘mg.‘Cﬁn bing 6ng
dbi trong bing can phén tich, sy sai 1&ch giita cac éng dbi trong khong qué 0,1 mg.
Ong ddi trong c6 thé 14 dich nubi ciy té bao hoic PBS. Pua cac éng ly tAm da chira
dich exosom pha trong PBS va dng d6i trong vao bo 1ip ghép ciia roto SW 40Ti da dé
lanh theo ding thir tw. M& ngudn dién clia may ly tAm va vé sinh may trudce khi dit
roto vao mdy ly tdm va déng chit cilra may.

Sau @6 chon chuong trinh chay: loai roto SW 40Ti, loai dng Thinwall Ultraclear

13,2 mL (Beckman Coulter), luc ly tdm: 100.000 g, thoi gian: 90 phtt, nhiét do: 4°C,
gia tbc: maximum, giam tdc: maximum.

Tién hanh ly tdm: bat hat chan khong, dgi cho dat mirc < 200 pL thi khéi dong
may.

Khi két thiic chu ky ly t4m, bom khi vao budng may ly tdm, mé cira may va lay
roto ra khéi may. Chuyén cic 6ng ly tim vao ti an toan sinh hoc. V& sinh roto cung bd
1ip ghép va dé & 4°C.,

Hut loai bé dich nbi, cin exosom sach dwoc pha lodng trong 100 pL PBS va bao
quéan ¢ - 80 °C.

Vi du 2. Kiém tra san phém exosom

Pé kiém tra v& mat hinh thai hoc san phdm exosom thu dugc tir Vi du 1, tién
hanh kiém tra bing cich nhuém mau va soi dudi kinh hidn vi dién tir truyén qua
(transmission electron microscope).

Két qua duoc thé hién trén Hinh 1 cho thdy exosom thu dugc c¢6 hinh cai bat do

su mit nudc trong qué trinh nhudm am tinh t€ bao, bé mit exosom nhin, kich thudc

-10-



2634

trong khoadng 40 — 150 nm. Khong c6 su bam dinh ctia cac phan tir protein 1én mang
exosom. Khong c6 su tap nhiém cta cic quén thé khong phai 13 exosom nhung c6 phd
phan bd kich thuéc trong dwong, cic quin thé hat nay s& khong c6 hinh dang cai bat
khi nhuém 4m tinh theo quy trinh nhuém exosom. Pidu nay cho thiy exosom thu dugc

theo Vi du 1 1a hoan toan tinh sach.

Pé kiém tra chi thi protein ddi vOi san pham thu dugc, tién hanh chiét protein
tdng sb cia té bao 1am dbi chimg véi cic mAu exosom thu duge. Tién hanh phén tach
bang dién di gel 10% polyacrylamit. Protein sau d6 dugc chuyén sang mang PDVF va
nhudém véi khang thé GAPDH, CD9 va CD63. Két qua dugc thé hién trén Hinh 1 cho
théy cac miu exosom va té bao tiét déu bibu hién dAu hiéu céc chéit chi thi, tuy nhién
du hidu dugc nhé4n thiy biéu hién nhiu hon & té bao tiét. DC: dich chiét té bao tua
tiét exosom; EX1: miu exosom 1; EX2: miu exosom 2; EX3: mau exosom 3. Diéu

ndy chimg t6 san pham thu dugc chira exosom.

Dé khing dinh phan doan exosom, protein téng sddugc phan tach bing dién di
gel 10% polyacrylamit. Két qua trén Hinh 3 cho thiy c4c phan doan protein dugc phin
tach 15 cho thiy thanh phan protein trong exosom phéan bd tuong tu véi thanh phin

protein trong t& bao tiét.
Hiéu qua dat dwgre ciia gidi phap hiru ich

Giai phép hitu ich cho phép phan lap exosom tir mdi trudng nudi ciy té bao tua
méu day rén, trong d6 quy trinh nay khéc biét & chd st dung k¥ thuat ly tdm véi luc ly
tAm va thoi gian ly tim dwgc t6i wu cho phép loai bé hidu qua rac té bao va cac san
phim té bao chét theo chuong trinh ciing nhu thé tiét loai 16n (microvesicle) dé thu

dugc exosom c6 kich thuée tir 40-150nm tinh sach véi thoi gian duge rat ngén.

Quy trinh theo giai phéap hitu ich st dung luc ly tdm 16.500 g trong 20 phut &
4°Ccho phép loai bé tap chit té bao va cac protein két ty hiéu qua ma khéng can phai
st dung k¥ thuét ly tdm ty trong trong dung méi sucroza hodc idoxanol va do d6 giam
dugc thoi gian ly tAm ty trong cao. Quy trinh cho phép riit ngin thoi gian phan lap
exosom bing phwong phap ly tm tir 25 gi&r xudng con 5,3 gior véi chét lugng exosom

tinh sach, ddm bao céc yéu cau phan tich va nghién ciru.

Quy trinh theo giai phap hitu ich rit ngén cac bude thuc hién va bing céach ly tim

mot 14n duy nhét véi luc 16.500 g trong 20 phut & 4°C trong didu kién 4p sudt giam
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cho phép loai bo dugc ddng thoi ca manh v t& bao, rac té bao hodc san phim tan bao
ctia t€ bao chét theo chwong trinh cling rihu thé tiét loai 16n (microvesicle) mot cach
triét d&. Theo d6, cac thanh phan protein tap nhiém c6 trong luong twong duong dugc
co cum gié nhu exosom dugc loai bé hiéu qua, diéu nay cho phép qua trinh tinh sach
exosom dién ra thuén lgi. Ngoai ra, do khong cin thuc hién thao tic thay 6ng va hut
dich ly tdm nén cho phép thu dugc lugng exosom 16n hon so véi phwong phép ly tAm

thong thuong.
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh phan l4p exosom tir moi trudng nudi ciy t€ bao tua mau day rén, trong d6

quy trinh niy bao gdm céc budc:

a) thu dich nudi cdy té bao chira exosom bing cach thu nhin méi trudong nudi ciy té
bao tua mau day rén dugc cam tmg bdi té bao ung thu phdi, sau d6 tién hanh ly thm
v6i lyc 250 g trong 10 phut & nhiét d6 phong va loai bé phin cin té bao thu dich nudi

cdy t€ bao chlra exosom;

b) loai bé tap chét té bao bing cach chuyén phan dich nuéi cdy t& bao tua chira exosom
vao thiét bi ly tdm va tién hanh ly tm v&i luc 16.500 g trong 20 phit & 4°C trong diéu
kién 4p suit giam, sau khi loai bo phén cin chira tap chét té bao, thu phén dich néi

chira exosom,;

c) thu cin gidu exosom bang cach chuyén phin dich ndi chira exosom vao 6ng ly tam
va tién hanh ly tim véi lyc 100.000 g trong 90 phit & 4°C trong diéu kién 4p sudt

gidm, sau khi loai bé phan dich n6i thu dugc phan cin chira exosom; va

d) tinh sach exosom bang cach hoa tanphan cin chira exosom trong dung dich PBS va
tiép tuc ly tAm thu exosom sach véi luc ly tdm 100.000 g trong 90 phut & 4°C thu cin

chita exosom tinh sach.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 méi trudng nudi cdy té bao tua mau day rén duoc
thu nhén vao ngay thtt 7 nudi cdy sau khi dwoc cam tng boi dich chiét t bao ung thu
phdi K549 va TNFo vao cac ngay thit 5 va tht 6 nudi cy.

3. Quy trinh theo diém 1 hoic 2, trong d6 lwong dich chiét té bao ung thu phdi K549
va TNFo, duge bd sung vao méi trudong nudi cdy dé cam tng 14n luot 1a 50w/ml va 500
U/ml.

4. Quy trinh theo diém bét ky trong s& cac diém néu trén, trong d6 lugng dung dich
PBS bd sung d& hoa tan cin chtra exosom bang lwong dich ndi duoc loai bo.

5. Quy trinh theo diém bat k¥ trong sé cac diém néu trén, trong d6 cdn chira exosom

tinh sach dugc pha lodng va bao quan trong dung dich PBS 1X.

-13-



26

3

HINH 1

AY

HINH 2

-14-



2634

HINH 3

-15-





