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(57) Giai phéap hitu ich d& cap dén quy trinh phéan 13p thé tiét dong thoi chira vi thé va
ti ngoai bao (exosom) tir dich nu6i cy té bao gbc trung md theo tiéu chuin GMP, trong
d6 quy trinh nay bao gdm cac budc: a) thu dich nuéi cy té bao chura vi thé va cac exosom;
b) ly tam dé loai bé tap té bao chdt va manh v té bao; c) ly tim dé loai b thé tiét loai 16n
14 san pham ciia té bao chét theo chwong trinh; d) thu cgn gidu vi thé va cac exosom; v €)
tinh sach vi thé va cac exosom. Quy trinh theo giai phéap hitu ich st dung k¥ thuét ly tim
v6i cac budce ly tAm, lyc ly tdm va thoi gian ly tdm duge t61 wu cho phép loai bd hiéu qua
réc té bao va cac san phim té bao chét theo churong trinh dé ddng thoi thu duge hdn hop
vi thé va cic exosom c¢6 kich thudce tir 40 — 1000 nm tinh sach véi thoi gian dugce rit ngén
v ting hiéu sut thu hdi thé tiét. Giai phap hitu ich con d& xult san phim thé tiét dong
thoi chtra vi thé va cac exosom thu dugc ¢6 tic dong kich thich tang sinh s6 Iuong té bao

va di cu cia t€ bao nguyén bao soi bicu bi da.

Thu thap dich nudi cdy té bao.
Ly tam véi luc 300 x g / 10 phut/ 4 °C

Loai bé manh v& té bao

—

Ly tAm véi luc 2.500 x g / 20 phiit / 4 °C

Loai bé manh v té bao con st
va thé teé bao chét theo chwong
trinh (apoptotic body)

e

Ly tAm véi lwe 100.000 x g / 90 phut / 4 °C

Thu vi thé va exosom

7

Hoa tan cédn trong PBS.
Ly tAm véi lwe 100.000 x g / 90 phat / 4 °C

Loai bé tap chit protein két
cum va bam dinh mang thé tiét

7

Vi thé va exosom sach
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Linh vie ky thuit dwoc dé cap

Giai phap hitu ich d& cép dén linh vuc cong nghé sinh hoc, y sinh hoc va cong nghé
t& bao tmg dung trong y sinh hoc. Cu thé, giai phéap hitu ich d& cap dén quy trinh phan lap
1am gidu protein trong thé tiét ngoai bio (extracellular membrane vesicles) tmg dung cho
diéu ché kem dudng da va mat na dudng da tir méi trudng nudi ciy té bao gde trung md
dugc nudi cy theo tiéu chudn thye hanh 1am sang tét (Good Manufacture Practice - GMP).
Tinh trang k§ thuit cta gidi phap hiru ich

Thé tiét ngoai bao (extracellular membrane vesicle - EVs) 13 san p_hém_ chu tric dang
tai kin nho dugce tiét ra boi hdu hét cac loai té bao khac nhau trong co thé, tir nudi ciy té
bao so cap ciing nhu dong té bao thuong mai trong phong thi nghiém. Duya vio co ché phat
sinh, thé tiét duoc chia lam ba loai (Than et al., 2017):

(1) thé té bao chét theo chuong trinh (apoptotic body): 13 quan thé thé tiét c6 kich
thudc 16n nhat tir 1 - 5 um, hinh dang khong dong nhét, va 13 san pham cia t& bao chét
theo chuong trinh, ¢6 chtra cdc manh DNA va bao quan té bao;

(2) vi thé (microvesicle): 13 quan thé c6 kich thuéc trung binh tir 100 - 1000 nm, hinh
dang khong ddng nhét, 12 san pham dugc hinh thanh theo cach moc chdi truc tiép tir mang
té bao; va

(3) thi ngoai bao (thé exosom): 12 quin thé thé tiét nho nhét, c6 kich thudc tir 40 -
150 nm, c6 hinh dang céi bat (cup-shape), duoc hinh thanh theo co ché nhap ndi bao va
giai phong ra mdi trudng ngoai bao bang co ché xuét bio.

Bang 1: Téng hop phan loai thé tiét theo diic diém co ché hinh thanh, hinh thai, kich

thude va chét chi thi.

Tui ngoai bao Vi thé (Microvesicle) Thé té bao chét theo
(Exosom) chuong trinh
(Apoptotic body)
Co ché hinh Nhép ndi bao va | Moc chéi truc tiép tix Chét theo chuong
thanh xuat bao mang t€ bao trinh
Hinh thai Cai bat Khong ddng nhét Khéng dong nhét
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Kich thudce 40 - 250 nm 100 - 1000 nm 1-5pm
Chét chi thi CD9, CD63, CD | Phosphatidylserine, Histone,
81, TSG101, TSG101, HSP70, Phosphatidylserine ,
HSP70, ALIX Selectin, Integrin, bao quan té bao,
Flotillin manh DNA

Ca ba loai thé tiét nay déu c6 clu tric mang 12 16p lipit kép gidng nhu mang té bao.
Trudce day thé tiét ngoai bao khong dugc quan tim, ching chi dugc coi 13 réc thai tir té
bao va khong c6 hoat tinh sinh hoc. Tuy nhién, cac nghién ctru trong thap ky vira qua da
chitng minh thé tiét ¢6 mang rét nhiéu thanh phan sinh hoc phan t ndi tai c6 hoat tinh
sinh hoc nhu protein, vét chit di truyén (mARNs, miARNs) va lipit
(http://microvesicles.org/). Quan trong hon nira, thé tiét c6 thé truyén tai nhitng vét chit
nay dén € bao khac theo ba co ché khac nhau: (1) tiép xtc phdi tir/thu thé; (2) truc tiép
dung hop mang; va (3) nhap bao (Than ef al., 2017). K& tir d6, thé tiét, ddc biét 1a vi thé
va cac exosom, dugc quan tAm nhiéu hon; va cac nghién ctru gin ddy di chiing minh rang
thé tiét ngoai bao c6 vai trd quan trong trong cac qua trinh sinh 1y hoc cta co thé do chung
c6 thé tac dong dén chinh nhém té bao tit ra chung (autocrine) hodc tac dong dén cac té
bao khic & moi truomg xung quanh tham chi ¢ xa vi tri tiét (paracrine). Do vdy, cac vi thé
va c4c exosom dang dic biét dugc quan tAm nghién clru cho cac ng dung trong twong lai

nhdm muc dich chin doén hay phét trién thanh liéu phép tién tién diéu tri bénh.

Hién nay, k§ thuat phan 1ap thé tiét dugc thuc hién bang cac kit thuong mai hoic
theo k§ thuét siéu ly tAm truyén théng (Gurunathan et al., 2019). K§ thuat ly tm va céac
b6 kit thuong mai cling dugc phat trién riéng cho timg loai dich chira thé tiét, chang han
nhu dich nu6i céy té bao, nudc bot, nudc tiéu hay huyét twong. Céc bo kit thuong mai
thong thuong dua vao nguyén 1y khac nhau dé phan 1ap thé tiét, nhu: (1) két tia thé tiét
bang hoé chat nhu Total Exosom Isolation Reagent (Invitrogent) va ExoQuick (System
Bioscience); hodc gén thé tiét v4i hat tir gén khéang thé dic hiéu lién Kkét thé tiét sau do
phan tich thé tiét khoi cac hat tir va thu lai bang ly tdm nhu DynaMag™-2 Magnet
(ThermoFisher Scientific), anti-EpCAM coated magnetic beads (System Biosciences) va
MagCapture™ Exosom Isolation Kit; hodc bing cac mang loc phan 13p dwa theo kich
thude ctia thé tiét. Cac bo kit thwong mai déu c6 wu diém 13 dé thuc hién va thoi gian phan
1ap thé tiét ngan. Tuy nhién, dic diém chung cta c4c kit nay 12 khong thé dap ung va can
bing dugc mong mubn ciia cac nha nghién ctru Gng dung thé tiét, vi du nhu sy don gian,
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quy mo thuc hién, tiét kiém thoi gian, do tinh sach, tinh nguyén ven cia thé tiét thu duoc
va tinh khéng anh hudng dén chirc ning ciia thé tiét sau khi thu thap. Cac bo kit thuong
mai ké trén tuy don gian, nhung thé tiét thu dugc c6 do tinh sach khong cao, hoic kit
MagCapture™ Exosom Isolation Kit PS (Wako) cho phép thu dugc thé thi cac exosom
vé6i do tinh sach cao thi lai rat phirc tap, khong thé thuc hién duge & quy mo 16n. Ngoai ra,
c4c b kit thwong mai niy t6i wu cho phan tach chi mot quan thé cic exosom ma khong cé
b0 kit nao thiét k& cho phan lap dong thoi vi thé (microvesicle) va thé thi cac exosom. Quy
trinh truyén thdng phan 1ap thé tiét bang siéu ly tAm két hop ly tim mat do ty trong
(gradient density centrifuge) c6 nhugc diém 14 thuc hién qua nhiu budc, ton nhiéu thoi
gian, cOng strc va hiéu suit thu thap thé tiét khéng cao. Thong thudng, phwong phép siéu
ly 1am két hop ly tAm mat dd ty trong cao dugc st dung dé phan 1ap va tinh sach tirng quan
thé thé tiét rieng biét (Théry et al., 2006). San pham budc dau tir siéu ly tm s& tiép tuc
dugc ly tim mat do ty trong cao & budc thir hai. Cac Kkét qua thu dugc tur ly tdm mat 46 ty
trong cao cho chét lwong chit chi thi cao hon cling nhu hinh anh chi ra do tinh sach t6t
hon (khong bi c4c phén tir protein két cum bam dinh khi soi dudi kinh hién vi) so véi cac
bd kit thuong mai. Tuy nhién, ly tAm ty trong cao khong phu hop dé phan 1ap két hop thu
thap dong thoi hai quan thé vi thé va ti cac exosom do ty trong cua hai quin thé nay khac
nhau. Cac exosom phan bd & mat do ty trong 1,15 dén 1,19 g/ml trong dung dich gradien
sucroza, trong khi d6 vi thé (microvesicle) khéng dong nhét vé hinh dang, phd kich thuéc
phan bd rong va bién do trong lugng rAt rong nén khong thé phan tach bang phuong phap
mat do ty trong. Ngoai ra khi st dung phuong phép ly tdm ty trong cao trong dung dich
sucroza hodc iodoxanol, cac phén ti sucroza va iodoxanol ndy sé c6 nguy co khong duoc
loai bé hoan toan khoi dich chita cic exosom. Piéu nay tuy khong gay anh huéng dén cac
két qua xét nghiém sinh hoa lién quan dén thanh phan sinh hoc phan it (cic protein, cac
ARN) bén trong thé tiét cac exosom, nhung s& 1am anh huéng dén hidu qua va chirc ning
sinh hoc ctia cac exosom thu thap duoc bang ly tAm ty trong mat do cao. Do vay, ing dung
didu tri sau nay cua thé tiét thu dugc bang ly tAm ty trong mat do cao s& bi anh hudng
nghiém trong. Vay nén, sit dung phuong phéap ly tdm ty trong cao va céac bd kit thuong
mai la khong phu hgp cho muc dich dong thoi tach duoc hai quén thé vi thé va cac exosom,
va tmg dung hai quin thé thé tiét nay cho cac ing dung chirc ning trong 1am sang. Tuy
nhién, siéu ly tim c6 thé dong thoi phan tach duoc ca hai quén thé vi thé va cac exosom

va c6 thé ung dung ching sau nay.
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Hién nay, cAc thong tin d4 biét vé phuong phap siéu ly tdm truyén théng thu thap cac
quin thé thé tiét (EV) riéng biét dugc thyc hién theo trinh tw tang dan lyc ly tm (Théry et
al., 2006): (1) dich nudi t& bao sau khi thu thap dugc ly tim & 300 x g trong 10 phut dé
loai bo t& bao chét va manh v té bao; (2) sau d6 dich ndi ly tim & 2000 x g trong 10 phut
d8 thu thép thé t& bao chét theo chuong trinh; (3) dich ndi sau d6 tiép tuc ly thm & 10000
x g trong 30 phut dé thu thap vi thé; (4) va phan dich ndi thu dugc ly thm & luc 100000 x
g trong 70 phiit dé thu thap thé cac exosom. Dé tinh sach c4c exosom, cin cic exosom
dugc pha loang trong mot thé tich nho PBS va tién hanh ly tAm ty trong trong 30% sucroza
hodc 60% iodoxanol & 100000 x g trong 70 phut. Tuy vay, cac két qua ctia phuong phép
siéu ly tam, siéu ly tim két hop ly tAm ty trong tinh sach thé tiét lai cho céc két qua khac

nhau & cac mo6 hinh may ly tim va bd rotor vang hay rotor géc khéac nhau.

Mic di k§ thuat phan 1ap cac quan thé thé tiét theo trinh tw ting dan luc ly tam dé
thu thap thé té bao chét theo chuong trinh, vi thé va thé tii cac exosom di duoc cong bd,
nhung quy trinh ndy vé co ban 13 phirc tap va mAt nhidu thoi gian. San phdm thu dugc 13
ba quén thé thé tiét rieng biét (Than ez al., 2018). Quy trinh thuc hién trai qua nhiéu budce
tién hanh din dén bi thit thoat nhiéu thé tiét hon do bam dinh vao dng ly tdm, dung cu hit
va chtra dich va cac thao tac thuc hién. Viéc thu thép vi thé va cac exosom riéng biét s&
lam gidm ham luong protein toan phan thu dugc tir hai qun thé thé tiét nay. Do vay, viéc
thu thap ddng thoi hai quan thé vi thé va thii cc exosom 13 rt quan trong do c6 thé ting
san lugng protein toan ph?m tr mot thé tich dich nu6i céy. Viéc thu thap dugc san phém
dbng thoi chira ca vi thé va cic exosom trong cing mdt san pham ly tAm nhu trong mo ta
cla giai phap hiru ich nay s&€ 1am giau hon ham lugng hoat chét phan tir sinh hoc trong
chiing, gitip ting hoat tinh sinh hoc cta san pham thé tiét, do d6 lam giam dang ké chi phi
nudi cdy té bao dé tao ra thé tiét. Tuy nhién, ké ca cac siéu ly tdm truyén thdng, siéu ly
tam két hop ly tAm ty trong va céc kit thuong mai déu chua c6 quy trinh md ta phan lap

dong thoi vi the va thé tii cac exosom.

Do d6, cn c6 quy trinh phan lap dong thoi vi thé va cac exosom nham thu dugc san
phim thé tiét bao gbm hdn hop vi thé va cic exosom tinh sach; loai bo dugc lugng protein
két tu tap nhiém; ting ham lugng protein todn phan, c4c hoat chét sinh hoc ¢6 ciing hidu
qua chirc nang trong cac quan thé thé tiét; giam duoc chi phi nguyén liéu; v, thoi gian tao

ra san pham thé tiét.
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Bin chit ky thuit clia gidi phap hiru ich

Muc dich ctia giai phap hitu ich nhim giai quyét cic vin dé néu trén, cu thé 1a: giai
phap theo giai phap hitu ich dé xuit quy trinh phén l14p thé tiét ngoai bao dong thoi chira
vi thé va tai ngoai bo (cc exosom) tir mdi trudng nudi cdy té bao gbc trung mo. Quy

trinh theo gi4i phap dua trén viéc ti uu hoa quy trinh ly tim nham:

(1) cho phép phan 14p dugc ca hai loai thé tiét vi thé va cac exosom trong cling
mot thoi gian rat ngén;

(i)  tang san luong protein toan phan va do d6 ting ham lugng cac hoat chét sinh
hoc cia thé tiét trong mot san phém;

(iii)  va san phdm hdn hop vi thé va cc exosom c6 hiéu qua 1én té bao da twong tu
v6i thé cac exosom tinh sach riéng biét va tng dung san phim hdn hop vi thé
va céc exosom cho san xuit m§ phdm dudng da.

Theo d6, giai phép hitu ich d& xuét quy trinh phan 1ap thé tiét dong thdi chira vi thé
va tii ngoai bao cac exosom tr moi trudng nudi cdy té bao gdc trung md cho muc dich
lam giau protein va (rng dung trong diéu ché my pham dudng da, trong d6 quy trinh nay
bao gém céc budc:

a) thu dich nudi céy té bao gbc trung md chira thé tiét gdm hdn hop té bao chét theo

chwong trinh, vi thé va cac exosom. T€ bao goc trung md dugc nudi cay theo ti€u chuin

5
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GMP. Khi té bao phat trién dat 80 % dién tich bé mat chai nuéi cdy, dich néi nuéi cdy té
bao (supernatant) dugc thu thap. Dich ndi c6 thé tién hanh ly tAm & bude tiép theo ngay
sau khi thu hodc c6 thé dugc bao quan trong chai bao quan t6i da trong 3 ngay (72 h) & 4
°C trude khi ly tAm thu thap thé tiét.

b) ly tam dich nudi té bao da thu vé6i luc 300 x g trong 10 phut & nhiét do 4 °C dé
thu dich ni, loai b6 cin sau ly tAm gdm xAc té bio va manh v& té bao trong dich nudi ciy
té bao.

¢) ly tim phén dich ndi thu dugc sau ly tim & budce b) voi luc 2.500 x g trong 20 phut
& 4 °C d& loai bo thé té bao chét theo chuong trinh c6 trong dich ndi thu tir nuéi cy té bao.
Sau khi loai bo phin cin chira san phim té bao chét theo chuong trinh 13 quan thé thé tiét
loai 16n va c6 thanh phan khéc biét so vi hai quan thé vi thé va cic exosom, thu phén dich

nodi chira vi thé va cac exosom.

d) 1y tAm phén dich ndi thu dugc sau ly tm & bude ¢) chira vi thé va cac exosom v6i
luc 100000 x g trong 90 phit & 4 °C trong didu kién &p suit giam, thu cin gidu vi thé va
c4c exosom, loai bo phan dich ndi. Theo phurong 4n khac, qua trinh ly tAm nay dugc thuc

hién trong diéu kién chan khong.

e) tinh sach hdn hop vi thé va cic exosom béng cach d4nh tan phan cin chira vi thé
va cac exosom trong dung dich mudi dém phosphat (PBS — Phosphate-buffered saline) va
tiép tuc ly tAm thu hdn hop vi thé va cac exosom sach véi lyc Iy tAm 100000 x g trong 90
phat & 4 °C trong diéu kién 4p suit giam. Cin thu duoc 13 sén phim gdm hén hop vi thé
va cac exosom da dugc rira sach cac tap chit bam dinh. Qua trinh ly tdm dugc thuc hién
trong diéu kién chan khong. Ngoai ra, lugng dung dich PBS bd sung dé hoa tan cin chira
vi thé va céc exosom bing luong dich ndi dau vao ly tim dugc loai bo sau khi két thuc ly
tam.

Trong d6 dich nbi méi trudng nudi chy té bao gbc trung md duoc thu nhan vao ngay
thr 4 nuéi cdy (D4) khi té bao phat trién dat 80 % dién tich bé mat chai nudi cdy. Té bao
duoc nudi cy v6i mat do 5000 té bao/1 cm? bé mat chai nudi cdy, thé tich 0,133 mL dich
mdi truong/ 1 cm? chai nudi ciy.

Té bao gbc trung md nudi cdy cho thu thap vi thé va cic exosom c6 thé & bat ky giai

doan nao tir P2 cho dén P7. Theo phwong 4n cla giai phap hitu ich, thé tich dich ly tAm
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va/hoac dung dich PBS bd sung dé hoa tan cin chua vi thé va cac exosom b%lng 2/3 thé

tich éng ly tAm.

Theo phuong 4n cia giai phap hitu ich, trong d6 cén chira vi thé va cic exosom tinh
sach thu duoc bdi quy trinh theo giai phap dugc pha loang trong dung dich PBS 1X dé tro

thanh san pham gom cé vi thé va cac exosom.

Giai phap hitu ich dé xuét san pham vi thé va cac exosom tinh sach thu dugc bdi quy

trinh theo giai phap hitu ich. Sén pham ciia quy trinh dugc bao quéan & - 80 °C.

Theo phuong an ctia gidi phap hitu ich, san phim vi thé va cac exosom thu dugc c6
ham luong protein toan phan cao hon so véi quy trinh thu thip cac exosom thong thuong.

Cu thé 12 hiéu suit thu hdi protein toan phan dat 150,1 %.

Theo phuong an cua giai phap hitu ich, san phidm vi thé va cic exosom thu dugc c6
hiéu qua kich thich hoat dong chirc ndng cua té bao nguyén bio soi biéu bi da.
M6 ta viin tit cdc hinh vé

Hinh 1 13 lvu dd quy trinh phan 13p thé tiét ddng thoi chira vi thé va cac exosom tir
dich ndi méi trudng nudi cdy té bao gdc trung md theo mot phwong 4n cla gidi phap hitu
ich.

Hinh 2 13 4nh chup vi thé va cac exosom phan 13p tir dich nuéi té bao gdc trung mod
day rén qua kinh hién vi dién tir truyén qua dugc phan lap bang quy trinh theo mot phuong
an cua giai phap hiru ich.

Hinh 2A1 hinh dai dién vi thé ¢6 kich thuéc va hinh dang khong dong nhét

Hinh 2A2 13 hinh dai dién cc exosom c6 kich thudc khoang 200 nm va cé dang
10m hinh cai bat.

Hinh 3 12 hinh anh phén tich chat chi thi ctia vi thé va cac exosom phan lap tir dich
nudi cdy té bao gbc trung mo day ron.

Hinh 4 12 két qua so sanh hiéu sut thu hdi ham luwong protein toan phan trong mau

thu thap (A) (hdn hop vi thé va cac exosom) theo giai phap hiru ich va trong mau thu thap
(B) (céc exosom) theo quy trinh thu thap thong thuong.

Hinh 5 12 biéu dd so sanh anh hudng cta san phim hdn hop vi thé va cac exosom
thu dugc theo quy trinh ctia giai phap hitu ich va cac exosom theo quy trinh thong thuong

1én su tang sinh t€ bao
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Hinh 6 13 biéu dd so sanh anh huéng ctia hdn hop vi thé va cdc exosom va cic exosom
riéng 1¢ 1én sy di cu t€ bao

MBS ti chi tiét giai phap hiru ich

Sau ddy, giai phéap hitu ich dugc mo ta chi tiét voi cac phuong an thuc hién va cac vi
du cu thé. Tuy nhién, cac phuong 4n va cac vi du thuc hién cu thé nay chi nhidm minh hoa
dé hidu rd ban chat cia giai phap hitu ich chir khong nham muc dich gi6i han pham vi yéu
cAu bao ho cua giai phap hitu ich.

Giai phap hiru ich d& cap dén quy trinh phan 1ap thé tiét dong thoi chira vi thé va cac
exosom gidu protein toan phan tir méi trudng nudi cy té bao gbc trung md cho muc dich
diéu ché san pham dudng da, trong d6 quy trinh ndy bao gdm cac budc: a) thu dich nudi
cdy té bao chira cac tap chét va cac quan thé thé tiét gdm ca thé té bao chét theo chuong
trinh, vi thé va cac exosom; b) loai bé tap chét 12 t& bao chét va manh v& té bao; ¢) loai bo
thé té bao chét theo chuong trinh (apoptotic body) 1a san pham ciia té bao chét theo chwong

trinh; d) thu cin giau vi thé va cac exosom; va e) tinh sach vi thé va cac exosom.

Theo giai phap hitu ich, vi thé va cac exosom dich dé phan 1ap theo giai phap hitu
ich 12 c4c tai kin nhéd c6 mang lipit kép dugc tiét ra tir cAc loai té bao gbc trung md nudi
cy theo tiéu chudn GMP. Vi thé va cic exosom 12 hai quin thé kich thudc trung binh va
kich thude nhé cia thé tiét ngoai bao (extracellular membrane vesicles - EV), ¢6 ban chét
12 16p mang lipit kép gidng nhw mang t& bao déng kin thanh dang tdi, chita nhiéu hoat chét
sinh hoc phén tr ¢6 chitic nang bén trong, va dugc tiét ra tir nhiéu loai té bao khéc nhau.
Trong sb cac thé tiét ngoai bao, vi thé ¢ pho kich thudc nhé va trung binh, tir 100 nm dén
1000 nm, c6 hinh dang khong déng nhét, dugc hinh thanh theo co ché moc chdi truc tiép
tir mang té bao. Trong khi d6 c4c exosom c6 kich thude nho nhét, tir 40 nm dén 200 nm,
c6 hinh dang cai bat (cup-shape), dugc hinh thanh theo co ché nhép ndi bao va giai phong
ra moi trudng ngoai bao bang co ché xuat bao. Hai quan thé vi thé va cac exosom ndy khéac
v6i quén thé té bao chét theo chwrong trinh, thé té bao chét theo chuong trinh c6 kich thudc
16n nhat tir 1 - 5 um, 13 san pham ciia té bao chét theo chuong trinh, c6 chira céc bao quan
hodc manh bao quan ciia té bao va cac manh DNA bi phan cét trong qué trinh t& bao chét.
Do vay chirc ning va thanh phan cac vt chét sinh hoc trong thé té bao chét theo churong
trinh khéc biét rit 16n so v6i vi thd va cac exosom. Mic dii cac vi thé va cAc exosom nay
clng c6 chira nhidu thanh phan sinh hoc phan ti; tuy nhién, cho dén nay chi c6 cac exosom
la dugc quan tdm nghién ctru nhiéu hon ca (Stahl ez al., 2019). Gan diy, ngudi ta nhan
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thdy mot phan dang ké cac thanh phin sinh hoc phén tir trong vi thé va cic exosom 13
gidng nhau (Than et al., 2018), va didu nay c6 thé 1am cho vi thé va cac exosom cé hoat
tinh sinh hoc nhu nhau dbi véi mot s qué trinh sinh hoc t& bao. Do vay, c6 thé ting dung
vi thé va cac exosom dé kich thich mdt qua trinh sinh hoc hay diéu tri mot bénh nhét dinh
nao do.

Trong budc thu dich ndi nudi té bao c6 chira vi thé va cac exosom, mdi truomg nudi
cly té bao gbc trung mo duge thu gom. Dich nudi cy té bao gbc trung md c6 chira vi thé
va cac exosom dugc thu thip tir phwong phép nudi cy té bao theo tiéu chudn GMP. Theo
d6, té bao duogc cdy & thoi diém ban diu 5000 té bao/1 cm? bé mit chai nudi cdy. Té bao
duoc nudi trong diéu kién 37 °C va 5 % COs. Vao ngay tht 4, khi té bao dat 80 % dién
tich bé& mit chai nudi cdy, dich nudi cdy té bao dugc thu thap vao 6ng bao quan. Dich nay

s& duoc sir dung dé ly 1am thu thap vi thé va cic exosom.

Trong budc loai té bao chét va manh vo t bao tap nhidm vao dich nuéi té bao, dich
nudi té bao duge ly tAm véi luc 300 x g trong thoi gian 10 phut ¢ nhiét d 4 °C. Can ly
tam s& bi loai bé gdm x4c té bao chét khong bam dinh bé mit chai nudi cdy va cac manh
v& té bao, kich thudc nhé hon hodc tuong dwong kich thude té bao gdc trung mé (17,9
um). Tap chét ndy cé cau tric mang lipit kép gidng nhu vi thé va cac exosom can dugc
phén 14p theo giai phap hitu ich, tuy nhién ching khong phai 1a tui kin do 1a san phim cia
t€ bao chét hodc vor do bi hoai tir.

Trong budc loai bo san pham t& bio chét theo chuong trinh — thé apoptotic body,
dich ndi duge ly tAm véi luc 2.500 x g trong thoi gian 20 phit & 4 °C. Céan thu dugc s& bi
loai bé 12 thé t& bao chét theo chuong trinh, kich thuéc tr 1 - 5 um va ¢ céu triic mang

lipit kép gidng nhu vi thé va cac exosom can dugc phén lap theo giai phap hitu ich.

Trong budc thu thap vi thé va cac exosom, dich ndi sau khi loai bo thé té bao chét
theo chuong trinh dugc ly tm véi lue 100000 x g trong thoi gian 90 phut ¢ 4 °C. Céan thu
duge 12 hdn hop gdm ¢6 vi thé va cic exosom véi kich thude khac nhau, tir 40 nm dén
1000 nm. Ching 13 cac ciu trac déng kin, c6 hinh dang khong ddng nhat (vi thé) hoic

dang cai bat ddng nhat (cac exosom).

Hinh 2 thé hién anh chup vi thé va cac exosom phan 13p tir dich nudi té bao géc
trung mo day rén qua kinh hién vi dién ti truyén qua duoc phan 1ap bang quy trinh theo
mot phuong an cia giai phép hiru ich. Hinh 2A1 13 hinh dai dién vi thé ¢6 kich thudc va
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hinh dang khong ddng nhét. Hinh 2A2 13 hinh dai dién c4c exosom c6 kich thudc khoang
200 nm va ¢6 dang 16m hinh cai bat. Hinh anh cho thiy khong c6 nhitng cum protein 16n
va cac cAu truc la 13n trong hdn hop vi thé va cac exosom duge quan sét. Pong thoi khéng
¢6 nhitng dém/ hat den 1a cac cdu triic phén tir protein kich thudc 16n bam 1én bé mit vi

thé va cac exosom.

Hinh 3 13 hinh anh phén tich chat chi thi ciia vi thé va c4c exosom phan I8p tir dich
nudi cdy t& bao gbc trung md day rén. Ca ba miu sinh hoc déu c6 biéu hién chét chi thi
CD9 va HSP70. Luong protein toan phan sir dung dé tra vio cac giéng 1a: mau 1: 10 pg,
mau 2: 5 pg, mau 3: 5 pg.

Hinh 4 13 bang s6 liéu so sanh ham lwong protein toan phan thu dugc tir mot mau
thé tich moi trudng nudi ciy theo quy trinh phan 14p hdn hop vi thé va cac exosom clia
giai phap hitu ich (A) va quy trinh phan Iap thé tiét cho cic exosom theo quy trinh thong
thuong (B) di cong bd. Két qua dugc thir nghiém cho 05 miu thé tiét thu tir té bao gdc
trung mo day rén nudi cdy o P3. Két qua cho thiy, trung binh ham lwong protein toan phin
trong mau (A) (12 san phim hdn hop vi thé va cac exosom thu thap theo quy trinh cua giai
phap hitu ich) dat hiéu sut cao hon 150,1 % so v&i mau (B) (12 thé tiét thu theo quy trinh
thong thuong).

Hinh 5 13 bang sb liéu so sanh vai trd trong sy ting sinh té bao nguyén bao soi biéu
bi da ciia hdn hop vi thé va cac exosom thu dugc theo gidi phap hitu ich va thé cac exosom
thu dugc theo quy trinh thong thudong. Thir nghiém téng sinh thyc hién trén hai ngudn té
bao tiét thé tiét 12 té bao gbc trung mé mé md va té bao gbc trung md day ron. Hinh 5A
thé hién sb luong t& bao nguyén bao s¢i biéu bi da tang sinh tir giai doan 0 h dén 48 h khi
té bao dugc bd sung hdn hop vi thé va cac exosom tiét tir t& bao gbc trung mo day roén
(EV_UC), hdn hop vi thé va cac exosom tiét tr té bao gbc trung mdé mé md (EV_AD), thé
céc exosom tiét tir té bao gbc trung mo day rén (EX_UC), va thé cac exosom tiét tir té bao
gbc trung md md m& (EX_AD). Ca b6n nhém thi nghiém déu cho thiy sd lugng té bao
tang 1én nhiéu so v6i nhém d6i chimg (14 nhém dugc nudi ciy theo quy trinh thong thuong
khong duge bd sung thé tiét). Hinh 5B cho thy su khac biét (c6 phan tich théng keé) giita
cac nhém té bao nguyén bao soi biu bi da dugc bd sung thé tiét & thoi diém 24 h, trong
d6 nhom nguyén bao soi biéu bi da ting sinh t6t nhit khi duoc bd sung vao moi trudng

nudi ciy hdn hop vi thé va cac exosom (EV_UC va EV_AD). Hinh 5C cho thdy c6 su taing
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s6 luong t bao (c6 phan tich théng k&) clia cac nhém té bao nguyén bao soi biéu bi da
duoc bd sung thé tiét so v6i nhém té bao nguyén bao sgi khong dugc bb sung thé tiét
(nhém d6i ching) ¢ thoi diém 48 h; tuy nhién, khong c6 su khac biét vé tang sinh sb luong
té bao gitta cac nhém nguyén bio sgi biéu bi khi duoc bd sung vao méi trudng nudi ciy
hén hop vi thé va cac exosom (EV_UC va EV_AD) hay thé cac exosom (EX_UC,
EX_ AD).

Hinh 6 13 bang s6 liéu so sanh vai trd trong su di cu té bao nguyén bio soi biéu bi da
ctia hdn hop san phidm vi thé va cac exosom thu duoc theo gidi phap hiru ich va thé céac
exosom thu dugc theo quy trinh thong thuong. Thir nghiém su di cu cia nguyén bao s¢i
biéu bi da duéi tc dong cua thé tiét duoc thuc hién trén hai ngudn té bao tiét thé tiét 1a té
bao gbc trung mé md md va té bio gbc trung md day rén. S6 liéu cho thdy su di cu cia
nguyén bao soi biéu bi da & cic nhém té bio bb sung v6i thé tiét déu cao hon so véi nhém
d6i ching bt du tir thoi diém 24h. Trong d6, khong c6 sy khéac biét c6 y nghia théng ké
gifta c4c nhém té bao duge bd sung vao moi trudng nudi chy hon hop vi thé va cac exosom
(EV_UC va EV_AD) hay thé cac exosom (EX_UC, EX_AD).

Céc tAc gia giai phap hitu ich di nghién ctru va phat hién ra ring, bang céch ly tAm
vé6i luce 2.500 x g trong thoi gian 20 phut & 4°C s€ loai b dugce thé t& bao chét theo chuong
trinh c6 kich thuéc > 1000 nm. Tiép d6 bing cach ly tim mot 1an duy nhét véi luc 100000
x g trong 90 phut & 4 °C trong diéu kién 4p suét chan khong cho phép thu duoc dong thoi
c4 vi thé va cac exosom dat hiéu suit thu hdi cao nhit. Can vi thé va cac exosom duoc pha
loAng trong PBS va ly tAm lai v&i lyc 100000 x g trong thoi gian 90 phut ¢ 4 °C s€ loai bo
hiéu qua cac thanh phan protein tap nhiém bam dinh 1én bé mit vi thé va cac exosom hozic
c4c thanh phan protein két dinh tao cum c6 kich thuéc va trong lugng twong duong vi thé
hodc cac exosom. Ngoai ra, do khong can thyc hién cac budc thu thap vi thé va cac exosom
riéng biét nén cho phép thu dugc hai quan thé nay trong mdt san pham ly tAm vé6i luong
16n hon so v6i phuwong phép ly tm truyén thdng thuc hién 2 budc tach biét thu thap vi thé
va cac exosom.

Trong budc thu loai bod thé té bao chét theo chuong trinh, véi luc 2.500 x g va thoi
gian ly tm 20 phut & 4 °C, téc gia giai phap hitu ich nhan thiy ring thé t€ bao chét theo
chwong trinh dugc loai bé hiéu qua, khong bi tap nhiém vao san pham vi thé va c4c exosom

& thi ly tim sau. Céc quy trinh ly tAm truéc ddy dugc thuc hién qua trinh tu ting dan luc
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ly tam nhim muc dich céac thé té bao chét theo chuong trinh kich thuéc 16n, trong luong
16n (1 — 5 um) s€ bi loai bo véi lyc ly tam thip va khéng bi nhiém vao céc vi thé va cac
exosom nho hon. Tuy nhién, cac quy trinh trudc ddy ly tdm dich nuoi té bao hay dich long
& 2.000 x g trong thoi gian 20 phut & 4 °C dé loai bo thé té bao chét theo chuong trinh, cac
thé t€ bao chét theo chuong trinh van con sét lai véi s6 lugng it s& ling hoan todn clng vi
thé (100 -1000 nm) & bude ly tAm tiép theo v6i lwc 10000 x g trong thoi gian 30 phit & 4
°C. Céc vi thé vAn con s6t lai trong dich ndi tir budce ly tAm trén s& bi ling hoan toan xubng
cin cung thé cic exosom & lan ly tAm tiép theo v6i luc 100000 x g trong 90 phut & 4 °C.
Do vay, 6 phuong phép siéu ly tAm truyén thdng c6 sy nhiém chéo mot phan cua thé té
bao chét theo chwong trinh vio vi thé, va nhiém mot phin vi thé vao cic exosom. Véi
phuong phap st dung lyc ly tAm va thoi gian ly tdm cla gidi phap hitu ich nay, toan b thé
t€ bao chét theo chuong trinh d& duoc loai bd hoan toan khoi dich ndi va sé khoéng lam
nhiém san phim vi thé va cac exosom can dugc thu thap theo gidi phap theo giai phap hitu

ich.

Tai budc thu thap vi thé va cac exosom, phﬁn dich ndi chitra vi thé va cac exosom
dugc tién hanh ly tam véi luc 100000 x g trong 90 phut & 4 °C trong diéu kién 4p suét
giam. Qua trinh nay dugc thyc hién véi thoi gian dai twong duong so vdi phuong phap
thong thuong. Thoi gian ly tAm theo giai phap hitu ich s& thu duoc ca nhitng vi thé c6 kich
thudc va trong lugng 16n ling xubng trude, cac exosom kich thude va trong lugng nho
ling xubng day 6ng ly tim cham hon so véi vi thé. Véi luc ly tdm 16n hon va/ hodc thoi
gian ly tAm dai hon c6 thé c6 hi¢u suét thu hdi twong dwong, tuy nhién s& c6 nguy co phé

huy vi thé boi sy tac dong cua luc ly tam.

Trong budc tinh sach vi thé va cac exosom, cin hdn hop vi thé va cac exosom dugc
pha lodng trong thé tich PBS tuong duong véi thé tich dich ndi duoc loai bd. Viéc pha
loding nay két hop dao tron bang pipett nhe nhang s& tach roi cac hat protein ¢6 thé bam
dinh vao bé mat thé tiét, ddng thoi luc dao tron bing pipet co thé phé vo cac cau tric 1ong
1éo ctia protein két cum 16n (tlr nhitng phén tt protein nho) da ling xudng cling can vi thé
va cac exosom khi ly tdm thu thap vi thé va cac exosom. Tiép theo dung dich PBS c6 chira
vi thé va cac exosom s& dugc tién hanh ly tAm véi luc 100000 x g trong 70 - 90 phit &
4°C. V6i luc ly tAm tuong ty bude thu thdp cdn vi thé va cac exosom, tac gia giai phap
nhan thdy ring thu hdi hiéu qué vi thé va cac exosom sach va da loai bo dugc cc thanh
phin bam dinh. Pdng thoi, thoi gian ly thm c6 thé giam b6t 20 phit xubng con 70 phut
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hodc gift nguyén thoi gian ly tdm trong 90 phut déu khong anh hudng dén higu suét thu
thap vi thé va cac exosom. Dich nuéi t€ bao c6 chira nhiéu thanh phén bd sung va c6 do
nhdt cao trong bude ly tAm thu thép vi thé va cac exosom, nén thoi gian tinh sach vi thé
va cac exosom & budc rira sach c6 thé thuc hién nhanh hon (trong 70 phut) do do nhét
trong dich rita PBS nhé hon 1am nhanh hon qué trinh ling xudng ctia vi thé va cac exosom.
Hon nita, qua trinh tinh sach nay khong can thuc hién buéc ly tAm ty trong trong dung moi
sucroza 30% hodc iodoxanol 60% ma van thu dugc vi thé va cic exosom tinh sach. Hay
theo cach khac, bang cach két hop ly tam 100000 x g trong 90 phiit & 4 °C va 100000 x g
trong 70 - 90 phit ¢ 4 °C da cho phép thu dugc vi thé va c4c exosom tinh sach. Pidu nay
dAn dén ting hiéu suét thu thap vi thé va c4c exosom, riit ngén qué trinh phan 13p vi thé va
cac exosom mot cach hiéu quéa (ngin hon qua trinh thu thap thong thuong 50 phit). Qua
trinh tinh sach theo giai phéap hiru ich chi nhim loai bo cic phan ti protein bam dinh 1én
bé miit vi thé va cic exosom, c4c hat protein két cum va cac phan tir nho khong phai vi thé
va cac exosom tap nhiém vao dich nuéi té bao, cung ling dong vao cin ly tim. Hon nita,
viéc ting hidu qua thu hdn hop vi thé va cac exosom s& lam tang lugng cic thanh phén
sinh hoc phén tir (protein) trong hdn hgp, do d6 s& lam ting hiu qua sinh hoc cuia san
phém, gidm chi phi dAu vao nhu hoa chat, vat tu va nhan luc cho viéc nudi t€ bao va ly

tam thu thap thé tiét.

Theo d6, sau khi thu san phém vi thé va cac exosom tinh sach & dang cin, phén cin
chtra vi thé va cic exosom tinh sach ndy duoc pha lodng trong dung dich PBS 1X va bao

quéan & -80 °C cho dén khi sir dung.
Vi du thwe hién gidi phap hitu ich
Vi dy 1: Nudi cy té bao gbc trung mo

Tién hanh xt 1y b& mit chai nubi cdy bing cich pha loing dung dich CTS™

CELLStart Substrate (Gibco, USA) trong PBS véi ty 1€ 1 : 300. B6 sung 5 mL dung dich
CeLLStart d3 pha loing vao chai nudi cay té bao T75 (Nunc™ EasYFlask 75cm? Cell
Culture Flask, ThermoFisher Scientific, USA) hodc 10 mL dung dich CellStart da pha
loding vao chai nudi cdy té bao T225 (Nunc™ EasYFlask 225cm? Cell Culture Flask,
ThermoFisher Scientific, USA). Dung dich xtt Iy bé mit chai dwoc G & 37 °C trong thoi
gian 30 phut hodc ¢ 4 °C trong thoi gian t6i da 48 h tru6e khi rira hai 1an bang PBS.
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Hiit moi truong nuéi cdy té bao gbe trung mé StemMACS cho vao chai nudi cdy té
bao T75 hodc T225. St dung k¥ thuat tron béng pipet tron déu dich té bao, hat dich té bao
vao nuoi céy sao cho mat do 5000 té bao/1 cm? bé mat chai nudi céy. Nudi té bao & 37 °C
va 5 % CO,. Ngudn té bao c6 thé ¢ tir ra dong hodc truc tiép tir cdy chuyén té bao. T bao

duge 1 tiép & 37 °C va 5 % CO trong thoi gian 4 ngay dé té bao phat trién.

Tai ngay thir 2, hit bé moi truong nudi ciy bang pipet. B6 sung mdi truong nudi cly

méi v6i thé tich twong duwong (10 mL/T75 hodc 30 mL/T225).

Vao ngiy thit 4, khi t& bao dat khoang 80 % dién tich bé mit chai nudi cdy, thu té
bao bao quan hodc ciy chuyén té bao. Néu té bao khong dat 80 % dién tich bé mit chai
nudi cdy vao ngay thir 4, tiép tuc thay moi trudng méi cho dén khi t& bao phat trién dat 80

% dién tich bé mat chai.
Vi du 2: Phan 14p vi thé va cac exosom tir moi truong nudi cay t€ bao gdc trung mod

Tién hanh xt 1y bé mit chai nudi cdy bang cach pha lodng dung dich CTS™
CELLStart Substrate (Gibco, USA) trong PBS véi ty 1€ 1 : 300. B6 sung 5 mL dung dich
CELLStart da pha lodng vao chai nudi chy té€ bao T75 (Nunc™ EasYFlask 75cm? Cell
Culture Flask, ThermoFisher Scientific, USA). Thuc hién xur ly bé mit 05 chai nudi cly
té bao T75. Dung dich xit 1y bé mit chai duoc G & 37 °C trong thoi gian 30 phit hogc 4 °C
trong t6i da 48 h trudc khi rira hai 14n bang PBS. Tiép theo d6 té bao duoc ciy vao chai
v6i mat do 375.000 t& bao trong 10 mL moi trudng cho 01 chai T75. Té bao dugc 0 tiép &
37 °C v 5 % CO, trong thoi gian 4 ngay dé té bao phat trién. Tai ngdy tht 4, khi t€ bao
dat 80 % dién tich b& mit chai nudi ciy, moi trudng nudi céy duoc hit chia vao 02 dng ly
tam 50 mL (Corning, USA), mdi éng 25 mL va bao quan & 4 °C trong thdi gian t6i da 48
gi0 cho t61 khi ly tam.

Hai dng dich té bao thu dugc vao ngay nudi ciy thtr 4 duoc ly tim & 300 x g trong
10 phut & 4 °C (Allegra X-15R, Benchtop Centrifuge, Beckman Coulter) va loai bo can té
bao chét va manh v té bao. Thu dich nudi cAy chura thé té bao chét theo chuong trinh, vi

thé va cac exosom.

Dich ni tiép tuc duge chuyén vao dng ly tim 50 mL va ly thm véi lyc 2.500 x g

(Allegra X-15R, Benchtop Centrifuge, Beckman Coulter) trong thoi gian 20 phat & 4 °C
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d8 1am 14ng cin thé t& bao chét theo chuong trinh. Cin thé té bao chét theo chwong trinh

duoc loai bo va thu dich noi chira vi thé va cac exosom.

Sau khi thu dich noi giau vi thé va cac exosom, dich noi dugc cho vao 6ng ly tdm

chuan bi cho thu thap vi thé va cac exosom.

Vé sinh hai bo rotor SW 32Ti va SW 40Ti (Beckman Coulter) va cic bd adaptor
twong tng bang ethanol 70 % va dé ¢ 4 °C qua dém dé 1am lanh truée khi sir dung. Khir
tring cac dng ly tAm Optiseal Polyprolylene 29,9 mL va Thinwall Polyprolylene 13,2 mL
(Beckman Coulter) bang nhiét truéc khi tién hanh ly tAm.

Dich ndi chua vi thé va cac exosom duoc chuyén viao cac dng ly Optiseal
Polyprolylene véi thé tich dat tir 20 dén 25 mL (Beckman Coulter). Can bang bng dbi
trong bang can phan tich, sy sai léch gifta cac bng dbi trong khéng qua 0,1 mg. Ong d6i
trong c6 thé 13 dich ndi gidu vi thé va c4c exosom hodc PBS. Pua céc dng ly tAm c6 chta
dich ndi chtra vi thé va cac exosom va éng dbi trong vao adaptor va déng kin nip. Gin bd
adaptor vao rotor SW 32Ti da dé lanh theo thir tu tir 1 dén 6. Néu khong du dich cho 6 6ng
ly tAm thi van phai 14p cac adaptor theo ding vi tri tir 1 dén 6 d3 duoc ghi rd trén adaptor
va rotor. Cac thao tac dugc thuc hién trong td an toan sinh hoc. M¢ ngué)n dién cua may
ly tdm va v¢ sinh may bing ethanol 70 °C va gidy khong bui Kimwipes trude khi dat rotor

vao may ly tdm va dong chit clra may.

Sau d6 lya chon chwong trinh chay: loai rotor vang SW 32Ti, loai 6ng Optiseal
Polyprolylene 29,9 mL (Beckman Coulter), luc ly tim: 100000 x g, thoi gian: 90 phut,

nhiét do: 4 °C, gia tdc: maximum, giam tdc: maximum.

Tién hanh ly tm: B4t hut chan khéng, doi cho dat mirc < 200 pL thi tién hanh chay
may.

Khi két thic chu ky ly tAm, bom khi vao budng may ly tim, mé ctra may va 14y rotor
cung v6i adaptor ra khoi may. Chuyén cac adaptor ra gia d& va chuyén rotor vao bao quan
lanh 4 °C. Vé sinh adaptor bang ethanol 70 °C va chuyén adaptor c6 chira dng ly tAm vao
t0 an toan sinh hoc. Ly 6ng ly tdm c6 chira dich ndi ly tAm ra gia d& va hut bé dich nbi.
Phan can thu duoc goém vi thé va céc exosom va c6 thé 13 c4c thanh phan tap nhiém nhu

c4c phan tir protein két thinh cum protein kich thugc 16n. Can thu duoc tiép tuc duge danh
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tan va pha lodng trong PBS. Thé tich PBS pha loang bang v6i thé tich dich ndi gidu vi thé

va cac exosom ban dau khi tién hanh ly tam.

Hut dich PBS pha lodng vi thé va cic exosom chuyén sang dng ly tim Thinwall
Polyprolylene 13,2 mL (Beckman Coulter) da khir trung nhiét sao cho thé tich dat 2/3 6ng
(tr 9 dén 12 mL). Can bang dng dbi trong bang can phan tich, sy sai léch giita cac dng dbi
trong khéng qua 0,1 mg. Ong dbi trong c6 thé 14 dung dich PBS pha lodng c¢6 chira vi thé
va cac exosom hodc PBS. Pua cac dng ly tim va éng dbi trong vao bo 1ip ghép va lip vao
rotor SW 40Ti d& dé lanh theo sb thu tu. Gén bd adaptor vao rotor SW 40T1 da dé lanh
theo thtr tw tir 1 dén 6. Néu khong du dich cho 6 6ng ly tAm thi van phai 13p cac adaptor
theo ding vi tri tir 1 dén 6 d3 duoc ghi 18 trén adaptor va rotor. Céc thao tac dugc thuc
hién trong td an toan sinh hoc. M¢& ngudn dién ctia may ly tAm va vé sinh mdy trude khi

dat rotor vao may ly tAm (Optima™ XPN 100K, Beckman Coulter) va dong chit cira may.

Sau d6 chon chuong trinh chay: loai rotor SW 40T1, loai 6ng Thinwall Polypropylene
13,2 mL (Beckman Coulter), lyc ly tAm: 100000 x g, thoi gian: 90 phit, nhiét do: 4 °C, gia
téc: maximum, giam toc: maximum.

Tién hanh ly tAm: bat hut chan khong, doi cho dat mirc < 200 uL thi bat diu chay
may.

Khi két thic chu ky ly tAm, bom khi vao budng méy ly tim, m& clra may va 14y rotor
ra khoi may. Chuyén adaptor ciing cAc éng ly tAm vao ti an toan sinh hoc. V¢ sinh rotor
cung bod 1ip ghép va dé ¢ 4 °C.

Tiép theo, 14y 6ng ly tAm ra khoi adaptor va dat 1én gia d&. Hut loai bo dich nbi va
thu phin can 13 vi thé va cac exosom. Cgn vi thé va cac exosom nay dugc pha lodng trong
PBS va bao quan ¢ - 80 °C.

Vi du 3. Kiém tra hinh thai hoc san phém vi thé va cac exosom thu duogc

Dé kiém tra v& mit hinh thi hoc san phdm thé tiét bao gdm vi thé va cac exosom thu
duge tir vi du 2, tién hanh kiém tra bang cdch nhudm mau va soi duéi kinh hién vi dién tr
truyén qua (transmission electron microscope).

Cin vi thé va c4c exosom duogc ¢b dinh bang paraformaldehyt 4 % voi thé tich 1 : 1.

Hut 5 pL dung dich thé tiét da dugc ¢b dinh chuyén sang mang Formvar-carbon coated

orids (Ted Pella, Inc., Redding CA) va doi kho & nhiét do phong. Nhudm thé tiét bang
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uranyl-oxalat trong 10 - 15 phiit & nhiét do phong, sau d6 tiép tuc d¢ kho tw nhién & nhiét
dd phong. Soi mang formvar-carbon bang kinh hién vi dién tir truyén qua JEOL 1100
Transmission Electron Microscope (TEM) (JEOL Ltd., Tokyo, Japan).

Két qua duoc thé hién trén hinh 2 cho thdy c6 hai quan thé thé tiét cing dugc quan
sat trén hinh anh. Cu thé:

(1) vi thé (hinh 2A1) thu dwoc 13 quan thé thé tiét ¢6 kich thudc trung binh tir 100
nm dén 1000 nm. Hinh dang khong ddng nht giita cac vi thé. B& mat vi thé nhan va khong

nhin do sy mat nudc trong qua trinh nhudm.

(2) cc exosom (hinh 2A2) thu dugc cé hinh cai bat do su sup xudng clia mang cac
exosom 13 két qua cia sy mit nudc trong qua trinh nhudm, kich thude tir 40 nm dén 250
nm. Dic diém cac exosom khac biét so véi vi thé vé kich thudc va hinh dang. Tuy cling
trai qua mot quy trinh nhu¢m va cung bi mét nude do tac dong cua thubc nhudm, nhung
vi thé khong bi sup mang lipit ma bi nhin bé mit mang va c6 hinh dang khong ddng nhat,
con cAc exosom c6 bé mit nhin va mang lipit bi sup xubng thanh vét 16m tao ra hinh dang
cai bat.

Quan s4t thiy hai quan thé vi thé va cac exosom thu duoc trong cing mdt san phim

ly tam cho thay quy trinh ly tm trong vi du 2 dat hiéu qua thu thap ca vi thé va cac exosom.

Quan sat thiy khong c6 cac hat nhudm mau den 13 cac phén tir protein két cum lai
tao thanh c4u tric protein 16n ling cin cung vi thé va cac exosom trong qua trinh ly tAm.
Ddng thoi, cling khong quan sat thiy c6 sy bam dinh cua c4c phan tir protein 1én mang vi
thé va cac exosom. Piéu nay cho thiy vi thé va cac exosom thu dugc theo vi du 2 1a hoan

toan tinh sach (hinh 2).
Vi du 4: Kiém tra chét chi thi san phém thé tiét vi thé va cac exosom thu duoc

D8 kiém tra chét chi thi protein ddi vé6i san phém thu duoc tir vidu 2, tién hanh chiét
protein tong s6 ctia hdn hop vi thé va cac exosom thu dugc. Tién hanh phan tich bing dién
di gel 4 — 12 % polyacrylamit. Protein sau d6 duoc chuyén sang mang PDVF va nhudm
v6i khang thé CD9 va HSP70.

Két qua dugc thé hién trén hinh 3 cho théy cac mau déu biéu hién dAu hiéu cac chét

chi thi. Mau 1: mau hdn hop vi thé va c4c exosom thu dugc tir 1an nuéi cay te bao 1; mau
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2: mAu hdn hop vi thé va cac exosom thu dwgc tir 1n nudi cdy té bao 2; miu 3: mau hdn

hop vi thé va cac exosom thu dugc tir 1an nudi cay 3.

Két qua phan tich cht chi thi vi thé va cac exosom niy bd sung chirng ctt cho phan
tich hinh th4i vi thé va cc exosom trong vi du 3. Diéu ndy tiép tuc chimg té san phim thu

dugc chira vi thé va cac exosom.

Vi du 5: Kiém tra ham lugng protein toan phan cia san pham vi thé va cac exosom thu

duoc

Té bao gbc trung mo day rén duge nudi theo vi du 1 & P3. Dich nbi nudi cdy duoc
thu va phén 13p vi thé va cac exosom dugc thuc hién theo vi du 2. C4c exosom dugc thu
thip theo quy trinh phan 1ap thong thuong, cu thé 14n luogt trai qua cac budce ly tim: 300 x
g/10 phut, 2000 x g/10 phat, 10000 x g/30 phit, 100000 x g/90 phut, va ria & 100000 x
/90 phut. T4t ca cAc thi ly tim dugc thuc hién & diéu kién 4 °C.

San phim hdn hop vi thé va cac exosom thu dugc theo quy trinh cua gidi phap hitu
ich duoc kiém tra ham lwong protein téng s6 bing bo kit Pierce BCA Protein Assay Kit
(BCA) (Thermo Fisher Scientific). Ddng thoi, miu cac exosom thu dugc theo quy trinh
thong thudmg ciing dugc kiém tra ham hugng protein toan phin nhim so sanh véi lugng
protein thu dugc theo giai phap hitu ich.

Mau san phdm dugc tron v6i dém tach chiét protein (RIPPA) va t & 95 °C/5 phut.
Ly tdm loai bo cdn va thu dich ndi.

Chuén bi dung dich protein albumin chuén theo dai tir 0 pg, 25 pg, 125 pg, 250 pg,
500 pg, 750 pg, 1000 pg, 1500 pg, 2000 pg theo huéng dan clia bo kit.

Pha dung dich BCA theo lugng mau tinh dya theo cong thuc sau:

(s6 mAu albumin chuin + s6 mau cin do) x (3 1an lap lai) x (thé tich BCA/1 miu) =
thé tich dung dich can. Tiép d6 pha dung dich BCA theo ty 1& vé thé tich 50 chat A : 1 chat
B.

Quy trinh thuc hién duoc tién hanh theo timg budc nhu sau:

Nho 25 pL mau chuan albumin, mau vi thé va cc exosom, va mau c4c €X0som vao

cac giéng clia dia 96 giéng.
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Nho dung dich 200 pL dung dich BCA vao tit ca cac giéng chira mau chuén albumin,

vi thé va c4c exosom, va cac exosom. Lic déu trong vong 30 gidy.
U & 37 °C trong 30 phat. K&t thiic & 14y ra d lanh & nhiét d phong.
Do d6 hép thu tai budc séng 562 nm bing may do quang phé Glomax.

Dung duong chuan va tinh todn ndng do protein toan phén trong cac mau vi thé va

cic exosom va miu cac exosom theo nong dd mau chat chuan albumin da biét.

Két qua do ludng protein toan phan dugc thé hién trong hinh 4 cho thiy ham lugng
protein toan phan thu dugc trong hon hop vi thé va cic exosom cao hon so v6i ham lugng

protein toan phan thu dugc trong mau cac exosom.

Tur cing mot sb luong té bao tiét ra, lrgng protein toan phén trong hdn hop vi thé va
cac exosom thu thap theo vi du 2 ctia giai phap hitu ich dat trung binh 13 0,722 pg/10° té
bao tiét so v6i 0,481 pg/109 té bio tiét trong cac exosom thu thap theo phuong phap thong
thuong. Hiéu suit thu hoi protein tong s6 theo giai phap hitu ich cao hon 150,1 % so v6i

phuong phép thong thuong.

Vi du 6: Kiém tra tdc dong cua san pham vi thé va cac exosom lén sy ting sinh s6 lugng

t€ bao nguyén bao soi bi€u bi da

Té bao nguyén bio soi biéu bi da ngudi duge nudi ciy trong mdi trudmg Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM) c6 chira 5 % huyét thanh nhau thai bd (FBS). Ban déu,
nguyén bao soi bidu bi dugc cdy véi mat dd 18.000 té bao/500 uL DMEM/1 giéng cua dia
nudi té biao 24 giéng va duoc dé qua dém cho t€ bao bam dinh vao bé mit dia nudi ciy
trong diéu kién 37 °C va 5 % COx.

Sau khi dé qua dém, loai bd mdi truong cli va thay mdi truong nudi té¢ bao mai
DMEM va 5 % FBS da ly tim & 120000 x g/18 h d loai bo thé tiét FBS.

B sung vao cac giéng nudi cay dich chira vi thé va cac exosom (phan lap theo vi du
2 cla giai phéap hitu ich) va cac exosom (thu thép theo phuwong phap thong thuong) véi
ndng do 1pg protein toan phan dich thé tiét/1 mL moi trudng nuéi cdy, tuong duong 0,5
ug protein toan phan dich thé tiét/500 pL moi truong/1 giéng thi nghiém.

Thé tiét duoc phéan 1ap cho thir nghiém téng sinh té bao duoc thu thap tir té bao gdc

trung md day rén va té bao gbc trung mdé mdé md. Hon hop vi thé va cac exosom tiét tir t&
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bao gbc trung mo day ron viét tit 14 EV_UC; hdn hop vi thé va cic exosom tiét tir té bao
gbc trung mdé md m& viét t&t 12 EV_AD; thé cc exosom tiét tir té bao gbc trung mé day
rdn viét tit 13 EX_UC; va thé cac exosom tit tir t& bao gbc trung md md mé& viét tit 13

EX_AD.

Té bao nguyén bao soi bidu mo da duwgc nudi va phét trién binh thudng trong diéu
kién 37 °C va 5 % CO». Pém s6 luong té bao & cac thoi diém 24 h va 48 h d tinh kha
ning tang sinh sb lugng té bao duéi sy kich thich cua thé tiét. Nhom dbi chimg duoc tién

hanh nhu nudi cdy té bao binh thuong va khong dugc bd sung thé tiét.

Két qua thu dugc vé su tang sinh s& luong té bao qua cac thoi diém 24 h va 48 h
duoc thé hién trong hinh 5 cho thiy su khac biét c6 ¥ nghia théng ké gifra cac nhém té bao
nguyén bio soi bidu bi da dugc bd sung thé tiét & thoi diém 24 h, trong d6 nhém nguyén
bao sgi bidu bi da tang sinh tbt nhit khi dugc bd sung vao mdi trudng nudi cAy hdn hop vi
thé va cac exosom (EV_UC vaEV_AD). Tai thoi diém 48h, khong c6 su khac biét vé ting
sinh s lugng té bao gifta cAc nhém nguyén bao sgi bidu bi khi duoc bd sung vao méi
trudong nudi cdy hdn hop vi thé va cic exosom (EV_UC va EV_AD) hay thé cac exosom
(EX_UC, EX_AD), tuy nhién tit ci cic nhém t€ bao dwoc bd sung thé tiét déu biéu hién

kha nang ting sinh sé luong té bao tot hon nhém d6i chung khéng dugc bd sung thé tiét.

Két qua nay cho thdy v6i ham lugng protein toan phin nhu nhau, hn hop san phim
vi thé va céc exosom thu thap theo vi du 2 ctia giai phap hitu ich va san pham céc exosom
thu thip theo quy trinh thong thuong c6 tdc dung nhu nhau d6i v6i su tang sinh sd lugng
té bao nguyén bao sgi biéu bi da. Do vay, hiéu suét thu hdi protein toan phan theo giai
phép hitu ich dat hiéu qua cao hon s& cho san luong san pham thé tiét diu ra cao hon nham
tng dung dbi véi t bao da.
Vi du 7: Kiém tra tic dong cta san phim vi thé microvesicles va cac exosom Ién sy di cu
té bao

Té bao nguyén bao soi biéu bi da ngudi dugc nudi ciy trong DMEM c6 chia 5 %
FBS. Ban diu nguyén bao soi biéu bi dugc ciy voi mat d6 200000 té bao/500 L DMEM/1
giéng ciia dia nuoi té bao 24 giéng va dugc dé qua dém cho té bao bam dinh vao bé mit

dia nudi cdy trong didu kién 37 °C va 5 % COx.
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Sau khi dé qua dém, bd sung vao moi truong nudi té€ bao mitomycin C sao cho dat
ndéng d6 10 pg/mL moi trudng, tuong duong 5 pg/500 pL moi trudng/1 giéng. U té bao
v6i mitomycin C trong 2 h trong didu kién 37 °C va 5 % COx.

Rita té bao 2 14n bing DMEM 4m trude khi tao vét thwong bang cach dung dau tip
100 uL rach 1én bé mat giéng sao cho t& bao bong khéi ddy giéng. Rira sach té bao bong
khoi bé mit giéng nuéi cdy 2 14n bing DMEM 4m.

B sung vao céac giéng nudi cdy dich chira vi thé va cac exosom (phén lap theo vi du
2 cua giai phap hitu ich) va cac exosom (thu thdp theo phuong phap thong thuong) véi
ndng d6 1pg protein toan phan dich thé tiét/1 mL méi truong nudi cdy, tuong duong 0,5

ug protein toan phan dich thé tiét/500 uL mdi trudong/1 giéng thi nghiém.

Theo déi su di cu cia nguyén bao soi biéu bi da déng kin vét thuong rach bing cach
chup anh t& bao sau mdi 4 gidr cho dén khi két thiic & thoi diém 48 h. Anh chyp duogc phan

tich bang phin mém Image J.

Thé tiét duoc phan 14p cho thir nghiém ting sinh té bao dugc thu thap tir t€ bao gdc
trung mo day rén va té bao gbc trung mdé mod md. Hon hop vi thé va cac exosom tiét tir té
bao gbc trung mo day ron viét tat 13 EV_UC; hdn hop vi thé va cac exosom tiét tir té bao
gbc trung md mé md viét tit 1a EV_AD; thé cac exosom tiét tir t€ bao gbc trung mé day
ron viét tit 1a EX_UC; va thé cic exosom tiét tir té bao gbc trung mé mé md viét tat 1a

EX_AD.

Két qua cho thdy su di cu cia nguyén bao soi biéu bi da & cac nhém té bao bd sung
v6i thé tiét déu cao hon so v6i nhém chimg bit dau tir thoi diém 24h. Trong d6, khong co
su khac biét c6 ¥ nghia thdng ké giita cac nhém té bao dugc bd sung vao méi trudng nudi
chy hdn hop vi thé va cac exosom (EV_UC va EV_AD) hay thé cac exosom (EX_UC,
EX_AD).

Két qua nay cho thay v&i ham lugng protein toan phan nhu nhau, hén hop san phim
vi thé va cac exosom thu thap theo vi du 2 ctia giai phap hitu ich va san phim cac exosom
thu thap theo quy trinh thong thudong c¢é tac dung nhw nhau ddi véi su kich thich té bao
nguyén bio soi biéu bi da di cu dén vi tri vét thuong va déng kin vét thuong. Tuy nhién,

hiéu clia ciia bd sung thé tiét déu cao hon nhém chimg khong bd sung thé tiét. Do vay,
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hiéu suét thu hdi protein toan phan theo gidi phap hitu ich dat hiéu quéa cao hon s& cho san

lwong san phim thé tiét d4u ra cao hon nhdm tmg dung déi voi té bao da.
Hi¢u qua dat dwge ctia gidi phap hitu ich

Giai phap theo giai phap hiru ich cho phép phan 14p vi thé va cac exosom tir dich
nudi t& bao gbe trung md nudi cdy theo tidu chuin GMP. Quy trinh nay khac biét & chd sir
dung k¥ thuét ly tAm véi lyc ly tdm va thoi gian ly tim dugc t51 uu cho phép loai bo hiéu
qua rac té bao va cac san phim té bao chét theo chuong trinh tir dich nudi té bao. San phim
cta quy trinh ndy gdm c6 vi thé va cac exosom c6 kich thude tir 50 - 1000 nm tinh sach
v6i hiu suét thu hdi cao va rat ngin thoi gian ly tAm. San phdm hdn hop vi thé va cac
exosom c6 hoat tinh sinh hoc 1én té bao nguyén bao sg¢i da tuong tu véi sdn phﬁm thé tiét

cac exosom.

Quy trinh theo giai phép cla giai phap hitu ich st dung lién tuc lyc ly thm 300 x g .
trong 10 phut ¢ nhiét do phong va 2.500 x g trong 20 phut & 4 °C cho phép loai b6 rac té
bao va céc thé té bao chét theo chuong trinh khong mong mudn triét dé trudc khi ly tim
thu vi thé va cac exosom. Viéc loai bo hiéu qua rac t& bao va thé té bao chét theo chuong
trinh 13 rit quan trong trong viéc loai bd tap nhiém vat thé khong mong mudn vao san

phdm vi thé va c4c exosom can phan l4p theo gidi phap hitu ich.

Quy trinh theo giai phap theo giai phap hiru ich st dung luc ly tdm 100000 x g trong
90 phat & 4 °C cho phép thu hoi vi thé va cic exosom v6i hiéu sudt cao. Viéc két hop thu
hdi vi thé va cic exosom trong cung mdt thi ly tAm cho phép gidm budc ly tAm tir hai bude
ly tam (ly tAm thu vi thé xong méi tiép dén ly tAm thu cic exosom) xudng con mot budc
ly tam. Viéc két hop thu vi thé va cac exosom trong cting mdt thao tac ly tAm gip giam
thoi gian ly tAm va gidm cac thao tac thuc hi€n, bao gbm giam sd 1an ly tAm, giam sir dung
6ng ly tam va giam sir dung pipet. Do viy, quy trinh theo gii phap hitu ich cho phép thu
hdi san luong vi thé va cac exosom 16n hon thé hién qua ham lugng protein toan phan va

giam thoi gian ly tAm thuc hién thu thap.

Quy trinh theo giai phap httu ich, ddnh tan c@n chira vi thé va cac exosom trong PBS
va sur dung luc ly tAm 100000 x g trong 90 phut & 4 °C cho phép loai bo tap chét t& bao va
c4c protein két tu hiéu qua ma khong can phai str dung k¥ thuat ly tAm ty trong trong dung
mdi sucroza hodc idoxanol va do d6 giam dugc thoi gian ly tam va s6 1an ly tam thu hoi

vi thé va cac exosom. Theo d6, cac thanh phan protein tap nhiém két cum c6 trong luong
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twong dwong vi thé hodc cac exosom bi pha v& do lyc dao tron béng pipet tao thanh cac
phéan tr protein cAu triic nhé hon va khéng ling xubng cling véi thé vi thé va cac exosom
v6i luc ly tAm nhu trong giai phap cia giai phap hitu ich. Ngoai ra, vi¢c danh tan cdn chira
vi thé va cac exosom trong PBS ciing 1am phén tach céc hat protein cAu tric 16n két cum
hoac khong két cum bam dinh vao bé mat vi thé va cac exosom. Do viy, quy trinh theo
giai phap cla giai phap hitu ich cho phép thu thip dugc vi thé va cac exosom tinh sach
hiéu qua, phu hop st dung cho cac muc dich phén tich chirc ndng va Umg dung vi thé va

cac exosom trong lam sang.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh phan 14p thé tiét ddng thoi chira vi thé va tdi ngoai bao (exosom) tir dich nubi
cy té bao gbc trung md duge nudi theo ticu chudn GMP, trong d6 quy trinh bao gém céc

budc:

a) thu dich nudi cdy té bao gdc trung md chira vi thé va cic exosom khi t bao phat

trién dén 80% bé mat dién tich chai nudi cay;

b) ly tdm dich nudi té bao vai luc 300 x g trong 10 phat & nhiét do 4°C, thu dich

noi, loai bo cidn sau ly tAm gom x4c t€ bao va manh v t€ bao trong dich nudi cay té bao;

¢) ly tdm phan dich ndi thu duge sau ly tim & budc b) v6i luc 2.500 x g trong 20
phit & 4 °C , thu dich ndi chira vi thé va cac exosom, loai bd cin ly tim chira san pham té

bao chét theo churong trinh;

d) ly tim phén dich ndi thu dugc sau ly tim & buéc ¢) chia vi thé va cac exosom
v6i luc 100000 x g trong 90 phut & 4°C trong diéu kién 4p sut gidm, thu can gidu vi thé

va cac exosom, loai bé phan dich ndi; va

e) tinh sach vi thé va cac exosom bing cach danh tan phén can chira vi thé va cac
exosom trong dung dich mubi dém phosphat (PBS-Phosphate buffered saline) va tiép tuc
ly tdm thu vi thé va cic exosom sach véi luc ly tam 100000 x g trong 90 phit & 4°C trong
diu kién ap suét giam, thu cin sau ly tim 13 san phdm gdm vi thé va cac exosom tinh sach.
2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 buéc ly tAm thu cin gidu vi thé va cac exosom & buéc
d) dugc thuc hién trong diéu kién chan khong.

3. Quy trinh theo diém 1 hodc diém 2, trong d6 budc ly tAm dé tinh sach vi thé va cac
exosom & budc €) duge thuc hién trong diéu kién ap suét giam hozc 4p sudt chan khong.
4. Quy trinh theo diém bét ky trong s cac diém néu trén, trong d6 & budc a) dich nudi té
bao gbc trung md duge thu vao ngay thi 4 ctia qua trinh nudi cAy khi té bao phat trién dat
80% dién tich bé mat chai nudi cdy.

5. Quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 & budc e) lugng dung
dich PBS bé sung dé hoa tan can chira vi thé va cac exosom bang luong dich ndi dau vao

ly tdm duoc loai bo sau khi két thic ly tam.
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6. Quy trinh theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 lwong dich nudi cay té
bao gbc trung mo & bude b) hodc dung dich PBS c¢6 chia vi thé va cac exosom & buéc e)

trong mdi 6ng ly tAm phai dat it nhat 2/3 thé tich 6ng ly tm.

7. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 cin chira vi thé va cac
exosom tinh sach thu dugc ¢ buéce e) duoc pha loang trong dung dich PBS 1X va bao quan

& - 80°C.
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Thu thép dich nudi ciy té bao.
Ly tam véi lwe 300 x g / 10 phut/ 4 °C

Loai bé manh v& te bao

Ly tam véi luc 2.500 x g / 20 phut / 4 °C

\ Loai bé manh v& té bao con sét
va theé te bao chét theo chwong
trinh (apoptotic body)

v

Ly tam voi lwe 100.000 x g / 90 phut / 4 °C

\ Thu vi thé va exosom

v

Hoa tan cidn trong PBS.
Ly tam véi lwe 100.000 x g/ 90 phut / 4 °C

\ Loai bé tap chit protein két
cum va bam dinh mang theé tiét

v

Vi the va exosom sach

HINH 1
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N LD LD

S@& ${‘ls“ ${§
CD9 ® 37kDa
HSP70 76 kDa

Hinh 3
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Mau | S6 luong (A) (B) Hiéu suat ting ham
té bao tiét | Ham luong protein | Ham luong protein | lwong protein toan
UCMSC toan phan trong toan phn trong thé | phan theo giai phap
p3 x 10° hénhop vithé va | tiétexosom (pg/ | séng ché: (A) / (B)
exosom. (pg/10%| 10° UCMSC p3) x 100 %
UCMSC p3)
1 60 0,748 0,492 152
2 40 0,67 0,437 153,3
3 12,25 0,713 0,548 130,1
4 214,6 0,67 0,476 140,7
5 18 0,81 0,454 178,4
Trung binh 0,722 0,481 150,1

Hinh 4
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A Toc do tang sinh so lwgng t€ bao
60000"
=
/& 50000
= =G=EV_UCH
D
+ 40000 =Z=EV_AD#
g e EX_UCH
B. 30000 e _aD
= Yy P .
“% 20000" ==Paikthing
10000"
o
OH# 24H# 48H#
Toc dd ting sinh tai thoi diém 24 h (%) Toc 66 tang sinh tai thoi diém 48 h (%)
% . %
200" skkx

200" 1 Sk *%
ok 150" |

150"

100" 100" T

50" 50"

f:
i
.

EV_AD" EX_uc” EX_AD" Péi'thing" EV_UC" EV_AD" EX_uc® EX_AD"

EV_UC: san pham thé tiét gdm vi thé va exosom  tir té bao gbc trung mo day ron;
EV_AD: san phim thé tiét gdm vi thé va exosom  tir t& bao gbc trung md mod md;
EX_UC: san pham thé tiét exosom tir té bao gdc trung md day rén; EX_AD: san pham
thé tiét exosom  tir t& bao gdc trung md md md. Déi chung: nhoém khong bo sung thé
tiét. *: p-value < 0.05, **: p-value < 0.01, ***: p-value < 0.001, ****: p-value < 0.0001.

Hinh 5



3871 3131

6/6

100
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gc ==EX_UC
30 ~+EX_AD
=

20
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20h 24h 28h 44h 48h

EV _UC: vi thé va exosom  tir té bao gdc trung mo diy rdn; EV_AD: vi thé va
exosom tlr t€ bdo goc trung mdé md md; EX UC: exosom . tir t€ bao goc trung mo day
ron; EX_ AD: exosom  tur té bao goc trung mé mo md.

Hinh 6



