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(57) Céc thii ngoai bao (extracellular vesicle - EV) chira sb luong 16n ban sao clia cac
axit nucleic chirc ning va cdc phan tir sinh hoc khac dugc san xuét & luong 16n béng
cach dat céc té bao cho Ién trén bé mat cua chip, bd sung cac plasmit khéc nhau, cic
vecto chuyén nhiém khéc va hdn hop ctia ching vao dém trén chip nay, st dung din
trudng xung qua cac té bao dugc dit phia bén trén cia bé mit chip va dung dich dém
plasmit/vecto phia duéi bé mat chip nay, va thu gom cac EV dugc tiét ra boi cac t bao
duoc chuyén nhiém. Bé mat chip nay c6 chip sinh hoc xung dién kénh nano
(nanochannel electroporation - NEP) ba chiéu (3D) dugc tao thanh trén do, c6 kha ning
xtt Iy s6 lugng 16n cac té bao cho. Pém nay dugc lam thich tng dé tiép nhan cac

plasmit va cac vecto chuyén nhiém khac.
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Linh vue k§ thuat dwec dé cap

Sang ché dé cép dén phuwong phap san xuét cic tii ngoai bao (extracellular
vesicle - EV), cu thé 14 cac exosome (bong xuét bao), ma chira cic ARN théng tin
(mARN) chirc nang, microARN (miR), ARN kep toc ngin (shARN), protein, va céc
phan tir sinh hoc khic bang su phan phdi khong nhép bao ctia cc plasmit ADN va céc
vecto khéc vao trong cac té bao cho bang su kich thich manh dugc gay ra boi cac té bao
cho kich hoat su phan phdi dé tao ra luong 16n cic tii bao bén trong té bao trong khi su
phan phoi khong nhép bao ctia cic plasmit ADN/vecto dan dén su phién ma nhanh cua
ARN va su dich mé cua cac protein bén trong té bao chat, cho phép cic phan tir sinh
hoc chirc nang nay duogc bao nang trong céac tui bao theo cach ndi sinh trude khi chung

duoc tiét ra tir cac té bao cho dué6i dang cac EV.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Céac tai ngoai bao (EV), bao g61n exosome, vi tui bao va céc tii bao khac, duoc
tiét boi nhiéu loai té bao. Trong co thé ngudi, c6 >10E12 EV trong 1 mL méau va ching
ciing ton tai & cac dich co thé khic nhau. Exosome 14 céc tii bao nano (40—150 nm),
trong khi céc vi tii bao c6 kich thudc thay ddi tir <100 nm dén >1 micromet. Ching
chira ca cac ARN mi hda va khong ma hoa va cdc méanh cua ching, cic manh ADN,
céc protein, va cac phan tr sinh hoc lién quan dén té bao khac. Cac EV va cac dung
lrong phan tr sinh hoc cta ching da duoc dé xudt 1am céc chi thi sinh hoc dé chin
doén bénh. Ngoai ra, ching dong vai tro chinh trong su giao tiép té bio - t& bao trong vi

moi truong va sy tudn hoan cua khoi u.

Cac EV duogc nap cac ARN chic ndng va protein cling dad dugce goi y lam dugc
chat va cac chit mang dugc chit cho cac ung dung tri lidu. Pé phan phéi cac axit
nucleic va/hodc céc protein dac hiéu dén cac mo hodc cac loai té bao dich in vitro va in
vivo doi hoi cac phuong phap ma cé thé san xuat cic EV véi cac hang cho tri lidu noi
sinh hodc ngoai sinh.

Qua trinh sau chén cua cac plasmit ARN can thi¢p nhé (siARN) va shARN ngoai
bao vao trong cic exosome dd co sin bing ky thudt xung dién khéi (bulk

electroporation - BEP) thong thuong di dugc phat trién trong nhing nam gan day. Mic
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du cac chiic ning tri liéu cia chung da dugce chiing minh mot cach thanh cdng 6 mot sd
md hinh chudt cho cdc bénh ung thu va khong phai ung thu, phuong phap nay van dbi
mit v6i nhidu han ché. Tht nhat, qua trinh sau chén cta céc phén tir sinh hoc 16n nhu
céc plasmit ADN, cac mARN, va cic protein vao trong cdc exosome kich thude nano la
khong hiéu qua. Th hai, dién truong manh dugc sinh ra bdi BEP s& phé v& nhiéu
exosome dan dén hiéu sudt exosome tri lidu thip. Hon nita, kho va dit do dé téng hop

ngoai baonhiéu phén ttr sinh hoc 16n nhur cic mARN va protein.

Hién c6 nhu ciu phét trién cdc phuong phap méi, ma c6 the chuyén nhi€m céc t€
bao cho bing cic plasmit ADN hodc céc vecto khac dé san xuét lugng 16n cac exosome

hodc cac EV khac chira cdc dich ARN va protein theo cach ndi sinh.

Trong don yéu cdu clp patent My s6 14/282630 cua tinh trang k§ thut, cac tac
gid sang ché da phat trién chip sinh hoc xung dién kénh nano (nanochannel
electroporation - NEP) ma co thé phan phdi cac plasmit ADN hodc cac hat va cac phéan
tir tich dién khac vao trong céc té bao riéng ré theo cach khong nhép bao ¢ su kiém
soat liéu tot. O day, céc tac gia sang ché da chimg minh rang NEP ¢6 thé san xuat luong
16n céc exosome tri liéu chira sb luong 16n ban sao cia cac dich mARN chice nang va
microARN, ma khong thé dat dugc bang phwong phdp sau chén néu trén. Ngoai NEP,
cac phuong phép phin phéi khong nhap bao khéc nhu sing ban gen, vi tiém/tiém nano,
v.v. cling c6 thé dat duoc hiéu qua tuong tu néu chung co thé tao ra su kich thich té bao

théa dang va su phan phéi plasmit/vecto nhanh.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché lién quan dén su phat trién v twong va phuong phdp méi ma cic
plasmit ADN va céc vecto khac cd thé dugc phan phdi theo cach khong nhap bao vao
trong cac té bao cho véi su kich thich té bao manh dé tao thanh luong 16n cic tai bao va
cac ARN dugc phién ma cling nhu céc protein dugc dich ma bén trong cac té bao duoc
chuyén nhiém nay. Céc té bao s& tiét nhidu ti ngoai bao (EV) chtra céc dich ARN va
protein ddc hiéu c6 chirc nang tri li€u.

Pé chimg minh  tudng thiét ké néu trén, chip sinh hoc NEP ba chiéu (3D) dugc
ché tao, ma c6 thé chuyén nhiém nhiéu té bao cho bing cac plasmit ADN da dinh trudc

dé tiét EV nhiéu hon tir 10~100 lan, bao gém cac exosome, chira sb lugng 16n ban sao

2/36
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cua cac dich mARN va miR nguyén ven nhiéu hon 1én dén hang nghin 14n so véi cac

ban sao trong cac EV duoc tiét ra tir cc té bao cho khong dugc chuyén nhiém.

Theo mot so khia cach, sang ché dé xuat phuong phép sdn xuat luong 16n cac tai
ngoai bao (EV) tri liéu chira s0 lugng 16n ban sao cua céc axit nucleic chire ndng va cac

phén tr sinh hoc khac. Cac phuong phap nhu vay bao gdm céc bude:

dit cac té bao cho lén trén bé mat cia chip, bé mat nay cd chip sinh hoc xung

dién kénh nano (NEP) ba chiéu (3D) duoc tao thanh trén do;

bo sung cic plasmit khac nhau, cac vecto chuyén nhiem khac va hdn hop cta

ching vao dém trén chip nay;

str dung dién truong xung qua cac té bao dugc dat bén trén cta bé mat chip va
dung dich dém plasmit/vecto bén dudi bé mat cla chip, tao ra su kich thich manh céc té
bao va sur phan phdi cac plasmit/vecto vao trong cic té bao theo cach khong nhap bao;

va
thu gom cdc EV dugc tiét bdi cac té bao dugc chuyén nhiém nay.

Theo mét s6 phuong phép nay, dudng kinh cua cac kénh nano nam trong khoang
tlr 50 dén 900 nm.

Theo mdt s6 phuong phap ndy, trong d6 cac plasmit va cdc vecto nay phién mé
mARN, microARN, shARN, va cdc ARN khac, va dan dén qud trinh dich ma cac

protein va cdc phan tir sinh hoc khac trong t€ bao dugc chuyén nhiém.

Theo mot s6 phuong 4n vé phuong phép nay, cac EV dugc tiét boi cac té bao
duoc chuyén nhiém chita mARN, microARN, shARN, va cac ARN khac dugc phién

m4d, va céc protein va céac phén tir sinh hoc khac dugc dich ma.

Theo mét s phuong 4n vé phuong phap nay, trong d6 cach dé lam ting su biéu
hién cia céc protein sbc nhiét va cac protein khac ma co thé thuc déy su hinh thanh tai
bao va qua trinh nhap bao trong cac té bao dugc chuyén nhiém dugc bd sung vao hé
théng, trong d6 cach nay bao gbm budce xtr Iy sdc nhiét cia té bao, hodc bd sung cac

protein sdc nhiét vao dich nudi cay té bao.

Theo mot s6 phuong én, cach dé 1am tang su biéu hién cla cac protein ma thuc

day su hinh thanh exosome & céc t€ bao dugc chuyén nhiém dugc bd sung vao hé thong,
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trong d6 cach nay bao gdm buge dong chuyén nhiém plasmit ADN CD63, CD9 va
plasmit ADN khac.

Theo mot sb phuong 4n, nhiéu plasmit ADN va céc vecto khac duge phan phbi
vao cac té bao duoc chuyén nhiém mot cach lién tuc dé thuc ddy qua trinh cling khu tra

ctia cac dich ARN/protein va qua trinh tiét EV.

Theo mot sb phuong 4n, cac phan tr sinh hoc ngoai sinh nhu cac plasmit ADN,
céc vecto chuyén nhiém khac, cac ARN, céc protein/peptit, cac dugc chét phéan tr nho
duoc bao nang bén trong cac tui bao trong té bao va dugc tiét ra dudi dang cac EV tri
liéu béi su chuyén nhiém lién tiép ctia cc té bao cho bai NEP. Theo mot s trudng hop,
ngoai NEP, cac phuong phép chuyén nhiém té bao khac ma tao ra kich thich manh déi
v6i cac té bao cho dé thuc ddy su tiét EV va su phan phéi plasmit/vecto khong nhap bao
cho su phién ma ARN nhanh va su dich ma protein dugc s dung dé san xuét cac EV tri
liéu v6i hiéu qua twong tu. Theo cac phuong an khdc cua cac truong hop nay, cac
phuong phap chuyén nhiém té bao khéc bao gdm, sung ban gen, va vi tiém hoic tiém

nano.

Theo mot sO phuong an, cac plasmit va/hodc céc vecto khdc duge gan trén cac
hat vang kich thu¢c nano hodc micromet hodc cic hat ran khac, va cac hat d6 duoc ti€m
vao trong céc té bao cho trong diéu kién lyc khi nén bang cach st dung sting ban gen dé

gdy ra su kich thich té bao manh va su phan phéi plasmit/vecto khong nhap bao.

Theo mot s6 phuong 4n, cac plasmit va/hodc cac vecto khic duoc gan trén day
d4u kich thuéc nano hodc micromet, va té bao cho duoc duc ép bdi cac dau nay dé gay
ra su kich thich t& bao manh va sy phan phdi cac plasmit/vecto khong nhép bao vao

trong cac t€ bao cho.

Theo céc khia canh khac sang ché @ xuit thiét bi dé san xuét lugong 16n céc tai
ngoai bao (EV) tri liéu chura s6 luong 16m ban sao cla céc axit nucleic chirc nang va céc
phén tr sinh hoc khac, bao gém: chip ¢6 chip sinh hoc xung dién kénh nano (NEP) ba
chiéu (3D) va dém dé tiép nhan duoc tao thanh trén d6, dém nay dugc lam thich hop dé

tiép nhén céc plasmit va cac vecto chuyén nhiém khac.

Theo cac khia canh khac sang ché bao gdm cac té bao dugc chuyén nhiém bang

phuong phap bét ky néu trén.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Nhiéu khia canh cta sang ché c6 thé duoc hiéu rd hon véi su tham chiéu dén cac
hinh vé& sau ddy. Céc bd phén trong céc hinh v& nay khong nhit thiét phai theo ty 1¢,
thay vao do6 duogc st dung dé minh hoa rd rang c4c nguyén ly cua séng ché. Trong cac

hinh vé:

Fig. 1 14 so d6 vé chip sinh hoc xung dién kénh nano (NEP) 3D cho su chuyén

nhiém té bao cho;

Fig. 2 thé hién phép so sanh su chuyén nhiém té bao dwa trén BEP va NEP tai 1
gi0 sau chuyén nhidm bang cach st dung plasmit ADN loai gidng phirc hop Achaete-
Scute 1 (Achaete-Scute Complex Like-1 - Ascll) duoc ddnh dau huynh quang Yoyo-1,

gen lién quan dén noron;

Fig. 3 thé hién su chuyén nhiém té bao NEP véi hoge khong c6 plasmit ADN
kich thich mét cach dang ké su tiét EV tir cac té bao nguyén bao soi phoi chudt (mouse
embryonic fibroblast - MEF) duoc chuyén nhiém, véi hiéu suét tot hon nhiéu so véi su
chuyén nhiém té bao duva trén lipofectamine (Lipo) va BEP. Ctrl 1a viét tit cho cac té
bio MEF khéng duge chuyén nhiém; NEP 1a viét tat cho sy chuyén nhiém té bao NEP
v6i cac plasmit ADN; NEP-PBS 1a viét tit cho cho su chuyén nhiém té bao NEP v6i chi
dém PBS. Céac plasmit ADN dugc st dung la loai gidng phtrc hgp Achaete-Scute 1
(Ascll), yéu t6 phién ma 2 16p nhiém Pou 3 (Pou3f2 hodc Brn2) va loai gidng yéu tb
phién ma Myelin 1 (Mytll) ¢ ty 1€ khéi luong 13 2/1/1. Hon hop cla cac plasmit ADN
nay 1a da biét dé lap trinh lai céc té bao cho thanh cac noron duge cam tng (induced

neuron - iN);

Fig. 4 thé hién hiéu qua clia céc chét e ché protein soc nhiét 70 (HSP70) va
protein séc nhiét 90 (HSP90) déi vai su tiét EV tir céc té bao MEF dugc chuyén nhiém
bang NEP. Sau khi chuyén nhiém bang NEP, cic dich nu6i cdy té bao nay duoc thay
thé bang moi truong moi chia chit ttc ché HSP70 (VER 155008, 50uM), chét tic ché
HSP90 (NVP-HSP990, 1uM), hodc hdn hop cta ching. Méi trudng duge thu gom & 24
gio sau chuyén nhiém, va sé lugng EV dugc phét hién bing phép do goc tan xa anh

sang dong (dynamic light scattering - DLS);

Fig. 5 thé hién hiéu qua cua sy chuyén nhiém NEP cta plasmit ADN CD63 trén

su tiét EV tir cac té bao MEF. Céc té bao duogc chuyén nhiém véi hodc khong co

5
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plasmit CD63 bing NEP. Mbi truong nudi cdy té bao duge thu gom va dugce thay thé
bing moi trudng méi ¢ mbi 4 gio. S6 luong EV duoc phat hién bang phép do géc DLS;

Fig. 6 thé hién su phan bd kich thuéc duge do bdi DLS cia cac EV v6i hodc
khong c6 NEP duogc thu hoach tai 24 gio sau chuyén nhiém té bao;

Fig. 7 chimg t6 su biéu hign EV Ascll mARN dugc xdc dinh bang qRT-PCR tir
céc té bao MEF dugc chuyén nhiém bang cac plasmit ADN Ascll/Brn2/Mytll & ty 1¢ 1a
2/1/1 bang cach sir dung céc k¥ thuat khac nhau tai 24 gio sau chuyén nhiém;

Fig. 8 thé hién sy bidu hién EV Brn2 mARN dugc xéc dinh bang qRT-PCR tir
céc té bao MEF duoc chuyén nhiém béi céc plasmit ADN Ascll/Brn2/Mytll & ty 1€ 1a
2/1/1 bang cach sir dung cac k§ thuat khac nhau tai 24 gio sau chuyén nhiém;

Fig. 9 thé hién su biéu hién EV Mytll mARN duogc xac dinh bang qRT-PCR tir
céc té bao MEF duoc chuyén nhiém béi cac plasmit ADN Ascll/Brn2/Mytll tai ty 1€ 1a
2/1/1 bang cach sir dung cac k¥ thuat khac nhau tai 24 gio sau chuyén nhiém;

Fig. 10 thé hién ring chi cac EV thu dugc bang NEP chita mARN chutc ning
duoc xac dinh boi sy dich ma in vitro;

Fig. 11 thé hién ring cdc EV-mARN tir NEP duoc phat hién trong cac exosome,
ma khong dugc phat hién trong céc vi tii bao.

Fig. 12 thé hién rang cac mARN & exosome, khdng phai cac ARN ¢ vi tui bao,
tir su chuyén nhiém té bao NEP c6 thé dich ma c4c protein.

Fig. 13 thé hién cac dac tinh tiét EV-mARN tir cc té bao MEF dugc chuyén
nhiém bing NEP;

Fig. 14 m6 ta su phét hién dién thé xung luc boi ky thudt kep rép ndi thé hién
rang cac té bao MEF dugc chuyén nhiém céch ngay véi mARN cua Ascll/Brn2/Mytll
chtra cac EV thu duoc tir NEP c6 thé duoc 14p trinh lai thanh c4c noron dugc cdm ung
(iNs) hoat dong sau 24 ngay.

Fig. 15 thé hién sy biéu hién EV miR-128 dugc x4c dinh bang qRT-PCR tir cc
té bao MEF dugc chuyén nhiém béi plasmit ADN miR-128 bang céach st dung céc k¥

thuat khac nhau tai 24 gio sau chuyén nhiém;
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Fig. 16 1a phép so sanh cac EV dugc tiét chira miR-128 bing su chuyén nhiém
NEP cua plasmit ADN vao cac té bao MEF so vé6i cac EV hién c6 duoc nap miR-128

dugc thu gom trudce bdi qué trinh sau chén BEP;

Fig. 17 1a phép so sanh cac EV dugc tiét chira Brn2 mARN bang su chuyén
nhiém NEP cta plasmit ADN vao cac té bao MEF so vdi cac EV hién c6 dugc nap bing

Brn2 mARN duoc thu gom trude bdi qué trinh sau chén BEP; va

Fig. 18 thé hién su cung khu tra mARN tang trong cung EV bang k¥ thuat NEP
lien tiép. Dbi vé6i su chuyén nhiém NEP, cac plasmit Ascll, Brn2 va Mytll duoc
chuyén nhiém ddng thoi nhu duge md ta trude d6. DSi véi NEP lién tiép, plasmit Myt11
duoc chuyén nhidm dau tién, plasmit Brn2 dugc chuyén nhiém 4 gio sau d6, trong khi
plasmit Ascll duoc chuyén nhiém 4 gio sau khi chuyén nhiém Brn2. O 24 gid sau
chuyén nhiém Mytll, moi trudng nudi cdy duoc thu gom dé phan tich TLN. Lugng
bang nhau ctia cdc MB ctia FAM-Ascll, Cy3-Brm2, va Cy5-Mytll dugc bao nang trong

cac hat nano lipoplex duogc gin két dé phat hién EV-mARN. Miii tén mau vang: cac EV

7136

chira 3 mARN; Mii tén mau xanh duong: cac EV chtra 2 mARN; va Miii tén mau hé‘)ng:

cac EV chira 1 mARN.
M6 ta chi tiét sang ché

Vi du 1- So' d@d vé chip sinh hoc 3D NEP va phép so sanh sy tiét EV va ham luwgng
EV mARN bing cich sir dung cic phwong phap chuyén nhiém khac nhau.

Fig. 1 thé hién so dd vé chip sinh hoc 3D NEP ¢6 don 16p cac té bao cho dugc
dat trén bé mit cua chip nay. Sau khi 4 té bao qua dém, cac plasmit ADN duoc téi nap
trude trong dém PBS dugc tiém vao trong cac té bao cho riéng r& qua cic kénh nano
bing cach st dung dién truong 220 von qua cdc kénh nano nay. Cic diéu kién xung

dién khac nhau nhu murc dién 4p, s6 lugng xung va chiéu dai xung c6 thé dugc chon.

Bang cach st dung plasmit ADN loai giéng phtrc hop Achaete-Scute-1 (Ascll)
duoc danh déu bang chat nhudém huynh quang Yoyo-1, Fig. 2 thé hién cac té bao dugc
chuyén nhiém dugc chup hinh bing cach sit dung kinh hién vi huynh quang 1 gid sau
khi chuyén nhiém bing BEP hoic NEP & budc song 1a 488 nm. Cuong do huynh quang
duoc tinh bang phin mém NIS. Su so sénh cudong do huynh quang & hai nhém nay
duoc dua ra dudi dang cac biéu dd cot. Cac két qua nay thé hién rang BEP & céc diéu

kién tdt nhét dugc khuyén cdo bdi nha sén xuét c6 thé phan phbi cac plasmit nhiéu hon

7
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glp gan 3 lan so véi NEP & 220 vén v6i nam xung 10-ms vao céc té bao MEF. Tuy
nhién, hau hét cac plasmit van gﬁn bé mit té bao 1 gio sau sy chuyén nhiém BEP, trong
khi cdc plasmit dugc tiém boi NEP da dugc khuéch tan ddng déu bén trong té bao chét
tai cung thoi diém. Pidu nay ngu y ring su chuyén nhiém té bao dua trén BEP chu yéu
dua vao su nhdp bao do xung dién gay ra, trong khi su chuyén nhiém té bao dya trén

NEP khong nhédp bao.

Fig. 3 so sénh céc s6 luong EV duge tiét ra tor cung sb luong cac té bao MEF
(céc té bao SE6) duoc chuyén nhiém véi ciing cac plasmit ADN Ascll, Brn2 va Mytll
& ty 16 khdi luong 1a 2/1/1 bang lipofectamine (Lipo), BEP hodc NEP. T4t ca cac EV
dugc thu gom tir moi trudng nudi chy té bao tai 24 gid sau chuyén nhiém va tong sb
luong EV duoc xac dinh bing NanoSight™. Déi véi BEP, dién ap chuyén nhiém 1a
1250 v v6i mot xung 30-ms. Doi véi NEP, dién ép chuyén nhiém 1a 220 véi nim xung
10 ms. Nong do cua plasmit duge st dung 1a Ascll/Brn2/Myt11=200/100/100 ng/pl.
Péi voi  su  chuyén nhiém lipofectamine, 5 pg hdén hop plasmit
(Ascl1/Brn2/Myt11=2/1/1) dugc st dung theo chi dan cta nha san xuit. Cac EV duoc
thu gom tir mo6i trueong nudi céy té bao bang cich ly tim don gian tai 1500 g trong 10
phut. Céc két qua nay thé hién rang su chuyén nhiém té bao dua trén lipofectamine
(Lipo) khong thay déi su tiét EV. Néng do EV 1a xung quanh 2E9/ml v6i hodc khong
¢6 su chuyén nhiém. Dudng nhu, quy trinh nhép bao plasmit chdm boi chit mang hat
nano s& khong kich thich cac té bao da chuyén nhiém nhiéu va, két qua 1a, hau nhu
khong c6 su thay dbi nao & su tiét EV. Trong su so sanh, su chuyén nhiém té bao dua
trén BEP dan dén su tiét EV nhiéu hon dén ~6E9/ml. Sy ting rt cao viée tiét EV dén
>1,3E11/ml dugc quan sat théy b6i su chuyén nhiém té bao NEP véi hoic khong co su
bd sung plasmit. Diéu nay ngu y rang cac té bao duoc chuyén nhiém duoc kich thich
mdt chat bdi BEP, nhung dugc kich thich manh bdi NEP dan dén su tang rat déng ké
cac EV ¢ truong hop sau dugc chuyén nhiém bang NEP.

Trong qua trinh xung dién, sy nung thuan tré gdy ra boi dién truong duge st
dung co thé lam ting mot cach tam thoi nhiét do té bao dé giy ra su so¢c nhiét ddi véi
cac té bao duoc chuyén nhiém. Puoc biét rﬁng su sdc nhiét ¢6 thé lam tang su tiét té
bao cua tu thuc bao duoc trung gian boi chaperone gdy ra béi su tdng cac protein sbc
nhiét trong cac té bao (8-10). Thyuc viy, cac tac gia sang ché da phat hién ra ring NEP
6 thé lam tang dang ké su biéu hién cta ca protein sbc nhiét 70 (HSP70) br?mg 13,8 1an
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va protein sbc nhiét 90 (HSP90) bing 4,2 1an & cac té bao MEF dugc chuyén nhiém so
v6i cac té bao MEF khong duoc chuyén nhidm (Ctrl). Khi cac chit te ché HSP duge bd
sung trong modi truong nudi ciy té bao sau khi xung dién, sy tiét EV ¢6 thé bi trc ché.
Fig. 4 thé hién su giam 50%, 40% va 70% sy tiét EV ctia cac té bao MEF duoc chuyén
nhiém bang NEP v6i 1an luot 1a chit ire ché HSP 70 (VER 155008, , 50 pM), chat te
ché HSP90 (NVP-HSP990, 1 uM), va hén hop ciia ching. O ddy, dich nudi cy té bao
duoc thay thé bing méi truong méi chira chat e ché HSP70 (VER 155008), chat trc
ché HSP90 (NVP-HSP990), hoic hdn hop cla chiung ngay sau khi chuyén nhiém bang
NEP. Moi truong duge thu gom tai 24 gio sau chuyén nhiém va s6 luong EV dugc phat
hién bang phép do goc tan xa 4nh sdng dong (DLS). Céc két qua nay ngu y rang su kich
thich té bao bit ky ma co thé lam ting su bidu hién cta cac protein sdc nhiét s& ting

cudng su tiét EV.

Tuong tu, sy tdng cic protein ma can cho su hinh thanh thé da tGi bao (multi-
vescular body - MVB) endosome mudn trong té bao c6 thé ciing ting cuong sy tiét
exosome. Fig. 5 thé hién hiéu qua cla su chuyén nhiém NEP ctia plasmit ADN CD63
trén su tiét EV tir cac t& bao MEF. Céc té bao duoc chuyén nhiém véi hodc khéng c6
plasmit ADN CD63 bang NEP. Moi truong nudi chy té bao nay dugc thu gom va duge
thay thé bing moi truong méi mdi 4 gid. S lwgng EV dugc phét hién bing phép do
goc DLS. Céc két qua nay thé hién dic tinh tiét EV twong tu trong 16 gio ddu sau su
chuyén nhiém NEP & c4 hai truong hop. Tuy nhién, nhiéu EV hon dugc tiét trong
khoang tir 16 dén 44 gid sau sy chuyén nhiém NEP véi plasmit ADN CD63. Protein
CD63 1a can thiét cho su tai cAu trac mang endosome thanh céc vi mién dugc lam giau

tetraspanin, tién chat cta sy ti€t exosome.

Fig. 6 thé hién su phan bd kich thudc EV duge do bang phép do géc DLS déi véi
cac MEF (ctrl) va cac MEF duoc chuyén nhiém bang NEP. Su kich thich NEP khong
lam thay dbi sy phan b EV 16n hon (phan 16n 14 c4c vi tai bao) nhiéu 1dm, nhung lam

tang dang ké su tiét cac exosome c6 kich thuge nim trong khoang tir 40 dén 110 nm.

Fig. 8 va 9 thé hién 1a cac EV duoc tiét tir sy chuyén nhiém té bao NEP cua cac
plasmit ADN Ascll, Brn2 va Mytll chira luong l16n cic mARN cua Ascll, Brn2 va
Mytl1l twong g hodc cidc manh cta ching nhu dugc xéac dinh bang k¥ thuat phan tng
chudi polymeraza phién ma nguoc dinh luong (QRT-PCR). Gidng nhu sb luong EV, su
chuyén nhidm té bao dya trén lipofectamine (Lipo) khong lam thay doi s biéu hién

9
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mARN nhiéu 1dm, trong khi su chuyén nhiém té bao dua trén BEP c6 thé lam tang sy
biéu hién ctia mARN lén vai lan. Trong su so sanh, su chuyén nhiém té bao dua trén
NEP dan dén su ting 1én hang nghin 14n cac mARN dich. O day, thu duogc cing luong
ARN tdng s6 va su phién ma ngugc dugc thuc hién bang qRT-PCR theo huéng dan clia

nha san xuat.

Fig. 10 thé hién rang mot s6 cac EV mARN 1a nguyén ven va hoat dong chirc
nang vi chung c6 thé dich ma protein Ascll, Brn2 va Mytll. O day, cung lugng ARN
téng s6 (1 pg) tir mdi phwong phép chuyén nhiém dugc st dung dé dich ma protein in
vitro bang cach st dung Hé chit dung giai hong cau ludi ctia tho (Rabbit Reticulocyte
Lysate System) (Promega) theo huéng din cta nha san xut. Cac mau duoc tach bing
SDS-PAGE va cac protein dugc phat hién bang cac khang thé khac nhau nhu dugc thé

hién trong biéu do tham tich Western.

Déi véi tong sb cac EV duge thu gom, cdc vi tui bao 16n hon duoc phan loai
béng su siéu ly tdm tai 10.000 g trong 30 phut. Dich ndi duoc ly tAm thém tai 100.000 g
trong 2 gid dé thu gom cic exosome nhd hon. Cac ARN tbng s6 dugc thu gom tir hai
phin nay nhu dugc mo ta trén diy. Nong d6 mARN tong sé dugc do bang Nanodrop™,
trong khi sy biéu hién ABM ctia cdc mARN cuia Ascll, Brn2 va Mytll duge do bang
gRT-PCR. Fig. 11 thé hién ring c6 nhiéu hon hai 1dn ARN trong cdc exosome so voi
trong céac vi tii bao, nhung hau hét cac mARN ciia Ascll, Brn2 va Mytl1l chi ¢6 mat
trong cac exosome. Fig. 12 thé hién rang cdc mARN chic ning cia Ascll, Brn2 va
Mytll cfing c6 mit trong cac exosome va cac exosome nay mang cac chi thi protein
exosome dic trung, CD9, CD63 va Tsgl01. Trong su so sdnh, cdc vi tai bao 16n hon

mang chi thi protein ddc trung, Arf6.

Fig. 13 thé hién su tiét EV va cac dic tinh ham luong dudi dang ham theo thoi
gian sau khi chuyén nhiém NEP véi céc plasmit ADN Ascll, Brn2 va Mytll. Plasmit
Ascll 12 plasmit nho nhét (7k bp) trong sd ba plasmit ndy, trong khi plasmit Myt11 1a
16n nhét (9k bp) véi plasmit Brn2 & gitta (8k bp). Cac EV trong moi truong nudi cy té
bao dugc thu gom tai céc thoi diém duoc chi dinh, va méi trudong nudi ca"iy duogc thay
thé bang méi truong méi. S6 lugng EV dugc phat hién bang phép do géc DLS, trong
khi su biéu hién EV mARN dugc phat hién béng qRT-PCR nhu dugc mo ta trén day.
Céc két qua nay thé hién su ting nhanh viéc tiét EV trong vong 4 giod sau sy chuyén
nhiém, va dat dinh tai 8 gio v6i su tiét EV lién tuc trong nhiéu hon 24 gio. Cac EV chira
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cac mARN cua Ascll va B2 ciing xuét hién trong vong 4 gid sau khi chuyén nhiém
véi cAc dic tinh rat phi hop véi cdc dac tinh cta su tiét EV. Cac EV chia Mytll
mARN xuét hién & thoi gian mudn hon, nhung van trong vong 24 gid. Diéu nay ngu y
rang thoi gian tiét EV va thoi gian phién ma mARN can dugc lam phu hop trong té bao,

ma c6 thé dat dugc bdi su chuyén nhiém té bao dua trén NEP.

Pé ching t6 rang cac EV duoc san xuét boi NEP chira cic mARN noi sinh c6
céc chirc nang tri liéu, céc tdc gid sang ché da xur Iy té bao MEF bang cac EV nay ctt
mdi cach ngay tai tong ndng 46 EV ARN 1a 1 pg trén mdi 100.000 té bao. Sau vai ngay,
céc té bao MEF da xi Iy bt ddu boc 10 kiéu hinh gidng noron va tai 24 ngay, cic té bao
duoc xir Iy thé hién hoat tinh dién sinh Iy nhu dugc chimg t6 boi kha nang ctia ching
trai qua céc dién thé xung luc dugc cdm Ung nhu dugc thé hién trong Fig. 14. Trong su
so sanh, cac té bao MEF dugc chuyén nhiém béng NEP ciing thé hién hoat tinh dién
sinh Iy tuong tw vao Ngay 21. Cac té bao thé hién cic dong cong dién 4p cén thiét dé
loai bo céc dién thé xung luc. Ca cdc dong di vao tam thdi va cac dong di ra duy tri lién
tuc déu duoc quan sat thay trong su dép tmg v6i cdc md phong dién ap khir cuc. Sy dép
tmg dién hinh véi sy phéng dong 20 pA dugc minh hoa trong Fig. 14 va chira rang cac

té bao da loai bé dién thé xung luc trong su dap tng v6i dong khir cuec.

Viéc ghi nhan kep rap ndi té bao nguyén ven duoc st dung dé do tinh d& bi kich
thich. Cac té bao dugc siéu dung hop lién tuc véi dung dich bé ngoai bao chira 115 mM
NaCl, 2 mM KCl, 1,5 mM MgCly, 3 mM CaCl,, 10 mM HEPES, va 10 mM Glucoza
(pH 7.,4). Céc dién cuc thuy tinh (3-4 MQ) dugc nap day dung dich pipet chtra 115 mM
K-gluconat, 10mM axit N-2-Hydroxyetylpiperazin-N'-2-Etansulfonic (HEPES), 4 mM
NaCl, 0,5 mM axit etylen glycol tetraaxetic(EGTA), 1,5 mM MgCl,, (pH 7.3). Cac té
bao c6 dién trd rap ndi 1a >100 MOhm sau khi sy xAm nhép té bao nguyén ven tang, va
dién tré ndi tiép duge bu 1a 40-50%. S6 lidu duge thu thip bang cach sit dung mdy
khuéch dai Axopatch 200B, thiét bi sb hoa Digidata 1322A, va phin mém Clampex 9
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Dé phan tich cac dong cbng dién 4p, dién thé duy
tri co s 1a -70 mV va céc té bao dugc ting theo bac trong 400 ms & cac gia luong 10
mV tir -120 mV dén 80 mV. Cac dong di vao tam thoi, do hoat tinh cta cac kénh natri
cbng dién ap, duoc tach khoi phép do bién do cuc dai. Cac dong on dinh dugc duy tri
lién tuc, su phan chiéu cac dong kali cong dién ap, dugc do dudi dang trung binh cua

50ms cudi ctia budc dién 4p & pha 6n dinh cia dong nay. Sy cam tng dién thé xung luc
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duoc do biang cach st dung kep dong. Dong duge gitr tai 0 pA va sau d6 dugc tang theo

béc & cac quang 20 pA trong 1 gidy.

Vi du 2- Ham lwgng EV MicroARN sit dung cic phwong phap chuyén nhiém khac

nhau.

Dé chung t6 kha ning ap dung trong tri liéu rong hon, cic tac gia sang ché ciing
chuyén nhiém cac t& bao MEF véi plasmit ADN ma s& phién ma céc dich microARN
trong cac té bao. Fig. 15 thé hién su biéu hién EV miR-128 dbi vé6i cac EV dugce thu
hoach tr méi trudong nudi cy té bao tai 24 gio sau chuyén nhiém (plasmit miR-128)
bing cac ky thuat khac nhau. Cac ARN tbng sé thu duge theo huéng dan cia nha san
xuét. Str dung cung luong ARN téng sd (30 ng) trong qua trinh phét hién miR-128 bang
gqRT-PCR str dung céc quy trinh néu trén. Lai lan nita, sy chuyén nhiém dua trén NEP
6 kha nang san xuat cac EV chta lugng 16n miR-128 (tang nhiéu hon 4.500 1an), ma

khong thé dat duoc béng cach chuyén nhiém té bao dua trén BEP hoic lipofectamine.

Vi du 3- So sanh cic EV ¢ hira cdc ARN ngi sinh béi sy chuyén nhiém NEP ciia
plasmit ADN vio cac té bao MEF so v6i cic EV hién ¢6 dwge nap bing cic ARN

dwoc thu gom trwée béi qua trinh sau chén BEP.

O day, cac tac gia sdng ché so sanh hiéu quéa san xuét cac EV trj liéu bang cach
st dung sy chuyén nhiém té bao dua trén NEP theo sang ché va phwong phap sau chén
BEP duoc sit dung bdi mot sb nha nghién ctru. D6i v6i sw chuyén nhiém bing NEP,
plasmit miR-128 dugc ddng chuyén nhiém véi plasmit CD63-GFP vao cac té bao MEF
bai NEP dé tao ra cac EV chira miR-128 theo cac quy trinh néu trén. Péi véi phuong
phap sau chén BEP, cac EV trbng dugc thu hoach dau tién tir cac té bao MEF duge
chuyén nhiém véi plasmit CD63-GFP 24 gio sau NEP. Song song, miR-128 dugc thu
gom tir céc té bao MEF dugc chuyén nhiém véi miR-128 24 gio sau sy chuyén nhiém
bang NEP. miR-128 dugc thu gom (1 pg) duge trén véi cac EV trbng (10E6) va duoc
xung dién bang BEP (1250 von, 30 ms) theo cac diéu kién dugc str dung béi cic nha
nghién cttu khac. Cac EV tur hai phuong phéap nay dugc kiém tra bang cach st dung
chip sinh hoc hat nano lipoplex (TLN) duoc gin két trén kinh hién vi tong s6 huynh
quang phan chiéu bén trong (total internal reflection fluorescence- TIRF). Fig. 16A thé
hién so dd thir nghiém TLN-TIRF (2, 11). Tém t4t, tin hiéu phan tir (molecular beacon -

MB) dbi véi dich ARN duge thiét ké va duoc bao nang trong céac hat nano liposome
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cation. Céc hat nano lipoplex cation nay dugc gin két trén lam kinh, ma c6 kha ning
bat cac EV tich dién 4m boi su tuong tac tinh dién dé tao thanh phirc hgp quy mo nano
16n hon. Su dung hop lipoplex-EV nay dan dén su hon tron cia cac ARN va cac MB
bén trong vat bao quy mod nano gin mit phan cach chip sinh hoc nay. Kinh hién vi
TIRF c¢6 kha ning phat hién phan tir sinh hoc don va né do céc tin hi¢u <300 nm gin

mit phan cach, ma tai d6 cac hat nano liposome dugc gan ket khu tru.

Fig. 16B thé hién céc hinh anh TLN-TIRF tiéu biéu ctia cic EV duogc bét gii.
Huynh quang xanh 14 cdy 1a tir cac EV chira CD63-GFP, trong khi huynh quang dola tir
su lai hoa cia cac phan tir miR-128 va cac Cy5-miR128 MB & cac EV duge bat giit. RS
rang 1a phuong phap NEP theo sang ché ¢6 kha ning tao ra nhiéu EV chta s6 Iwong 16n
ban sao clia miR-128 hon phuong phép sau chén BEP. Fig. 16C dén 16E thé hién phép
so sanh dinh Iugng hai phwong phap nay. Méac du ca hai phuong phap nay déu c6 kha
ning tao ra cac EV chtra miR-128 (~80% tbng s6 cac EV duoc bét gifr), ndng do EV
miR-128 trong cac EV (~3 lan cuong d6 huynh quang MB) la cao hon nhiéu & su
chuyén nhiém té bao truc tiép dua trén NEP so vé6i ¢ phuong phap sau chén microARN
dua trén BEP. Hon nita, phuong phép sau chén BEP ¢6 xu huéng pha v& gin nhu mot

nira cac EV trong dan dén hiéu suat cua cac EV tri liéu rat thap.

Phép so sanh tuong tu cling duoc thuc hién ddi voi ARN, Brn2 mARN 1én hon
nhidu (6272 bazo déi véi Brn2 mARN so véi 21 bazo doi v6i miR-128) sir dung cing
cach nhur déi v6i miR-128. Fig. 17 thé hién 1a phuong phép NEP theo séng ché ¢6 thé
tao ra >70% s6 cac EV chia Brn2 mARN, trong khi chi rat it cac EV hién c6 c6 thé
dugc nap voi cung mARN bing phuong phap sau chén BEP. Nong d6 ctia Brn2 mARN
trong NEP san xuét cac EV 1 cao, trong khi ndng do trong phuong phap sau chén BEP

rat kém.

Vi du 4- Cai thién nhiéu mARN duwgc dong khu tra trong cung cic EV dwgc tiét

bing sw chuyén nhiém NEP lién tiép ciia cac plasmit ADN vao cic té bao MEF.

Fig. 13 ngu y rang cac dich mARN khéc nhau c6 thé duoc phién ma tai céc thoi
gian va toc do khac nhau & cac t& bao dugc chuyén nhim, mic du nhiéu plasmit ADN
dugc phéan phéi dén céac té bao déng thoi, do su khac nhau vé kich thudc cua céc
plasmit hodc céc ly do khac. Didu nay c6 thé dan dén cac EV riéng r& chi chita mot

hodc mot vai dich mARN. Doi véi hiu qua tri liéu tot hon, s& c6 gia tri néu nhiéu hon
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hoiic tht ca cac dich mARN c6 thé duogc bao nang trong cung cac EV duoc tiét. Bang
cach phan phéi lién tiép mdi plasmit ADN vao trong céc té bao MEF bang cach sir dung
NEP duoc dua trén thoi gian phién ma cta nd, Fig. 18 thé hién ring cac tac gia sang ché
c6 thé 1am tang mot cach déng ké cac EV dugc tiét chira ca ba mARN, Ascll, Brn2 va
Mytll (>50% so v6i <25%), can dé 1ap trinh lai iN. Déi v6i su chuyén nhiém NEP, cic
plasmit Ascll, Brn2 va Mytll dugc chuyén nhiém ddng thoi nhu dugc mo ta trude do.
DPéi v6i NEP lién tiép, plasmit Myt11 dugc chuyén nhiém dau tién, plasmit Brn2 dugc
chuyén nhiém 4 gio sau do, trong khi plasmit Ascll dwgc chuyén nhiém 4 gio sau khi
chuyén nhiém Brn2. J 24 gid sau chuyén nhiém Mytl1l, mdi trudng nudi cdy duogc thu
gom dé phan tich TLN. Lugng bang nhau cta cic MB ciia FAM-Ascll, Cy3-Brn2, va
Cy5-Mytll dugce bao nang trong cac hat nano lipoplex dugc gan két dé phat hién EV-
mARN. Trong hinh nay, mii tén mau vang nghia la cac EV chtra ca 3 mARN, mii tén
mau xanh duong nghia 1a cac EV chira 2 mARN, trong khi miii tén mau hong nghia 1a
cac EV chi chta 1 mARN.

Trong khi sang ché da dugc giai thich ¢6 lién quan dén cac phuong 4n duoc wu
tién cia no, duoc hiéu ring cic cai bién khac nhau cta né s& trd nén rd rang d6i véi
ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat dwa vao viéc doc ban mé ta nay.
Do do, can hiéu réng sang ché dugc boc 16 & day duoc nham dé bao phu céc céi bién

nhu vay 1a nim trong pham vi cua cac di€ém yéu cau bao ho kem theo.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phap san xuét cac ti ngoai bao (extracellular vesicle - EV) bao gdm it

nh4t mot ARN dugc phién ma tir ADN, bao gém cac budc:

(a) cung cap chip sinh hoc xung dién, chip sinh hoc xung dién bao gbm: (i) céc té
bao cho tiép xtic véi bé mat thir nhéat cua chip sinh hoc xung dién va tiét ra luong co
ban céc tii ngoai bao (EV) duoc tiét ra; (i) dém bao gdm ADN, trong d6 dém bao gdm
ADN tiép xtc v6i bé mit thir hai ctia chip sinh hoc xung dién; va (iii) nhiéu kénh két
ndi bé mat thir nhét cua chip sinh hoc xung dién, trong 46 nhiéu kénh duoc dinh vi sao
cho céc kénh riéng 1é trong s6 nhiéu kénh tiép xtic v&i cac t& bao cho riéng 1é trong s6

céc té bao cho ti€p xtc vi bé mit thir nhat cua chip sinh hoc xung dién;

(b) 4p dung dién trudng xung vao chip sinh hoc xung dién trong dé dién trudng
xung dugc ap dung dudi dang nhiéu xung trong d6 mdi xung c6 d6 dai it nhit mot mili
gidy va sao cho dién truong xung phan phdi ADN dén céc té bao cho dé tiét ra luong tai
ngoai bao (EV) nhiéu hon 10 1dn d&n 100 14n so véi lugng co ban cla céc tui ngoai bao
(EV) duoc tiét ra va trong d6 céac té bao cho duoc chuyén nhiém gii phéng céc tai

ngoai bao (EV) bao gdm it nhat mét ARN duge phién ma tir ADN; va

thu gom céac ti ngoai bao EV bao gém it nhat moét ARN duoc dugc phién mi tir
ADN.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dém bao gdm ADN bao gém plasmit ADN,
vecto ADN, hodc hdn hop ctia chiing va cac té bao cho duge chuyén nhiém chira ADN

plasmit, vecto ADN, hozc hdn hop ctia chung.

3. Phuong phap theo diém 2, trong d6 cac thii ngoai bao (EV) bao gdm it nhat mot
ARN dugc phién ma tir plasmit ADN, vecto ADN, hogc hdn hop ctia chung.

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 it nhit mot ARN duoc phién ma tir ADN, 1a
it nhdt mot ARN dugc chon tir nhém bao gdm: ARN thong tin (mARN), ARN khéng
ma hoa, microARN (miARN), ARN kep téc ngén (shARN), va bét ky hdn hop nao cia
ching.

5. Phuong phép theo diém 1 trong d6 it nhat mét ARN dwogc phién ma tir ADN bao
gdm ARN thong tin (mARN).
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6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 plasmit ADN hogc vecto ADN mé hoa
CD63, CD9, hodc hon hop cta chiing, duge phin phdi vao cac té bao cho dugc chuyén
nhiém.

7. Phuong phép theo diém 1, con bao gdm sy phan phéi phan tir sinh hoc hodc
duoc chét tri lidu dén cac t& bao cho dugce chuyén nhidm bang phwong phép chuyén

nhi¢m bo sung.

8. Phuong phap theo diém 7, trong d6 phuong phap chuyén nhiém bd sung dugc

chon tir nhém bao gom: sing ban gen, vi tiém, va tiém nano.

9. Phuong phap theo diém 8, trong d6 phuong phap chuyén nhiém bd sung 1a vi
tiém hodc tiém nano, va phéan ti sinh hoc hodc duoc chét tri lidu duogc gén két trén day

dau c6 kich thudc nano hoac micromet.

10.  Phuong phép theo diém 1, trong d6 céc té bao cho ¢6 mit trong mot 16p duy nhét

trén bé mat thir nhat ctia chip sinh hoc xung dién.

11.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 mot phin tii ngoai bao (EV) bao gébm ARN
théng tin (mARN) dugc phién ma tir ADN.

12.  Phuong phép theo diém 11, trong d6 it nh4t 70% tai ngoai bao (EV) bao gdm
ARN thong tin (mARN) duoc phién mé tir ADN.

13.  Phuong phap theo diém 11, trong d6 it nhit 25% tGi ngoai bao ARN thdng tin
(mARN) dugc phién ma tir ADN.

14.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 cac ti ngoai bao (EV) bao gdm cac

exosome.

15.  Phuong phép theo diém 14, trong d6 céc exosome bao gbm chét chi thi protein

CD?9, chét chi thi protein CD63, chét chi thi protein Tsg101, hozc hdn hop cua chiing.

16.  Phuong phap theo diém 1, con bao gdm viéc nudi cdy té bao cho trén bé mat tha

nhét cta chip sinh hoc xung dién trong mot khoang thoi gian trude bude (b).
17.  Phuong phép theo diém 16, trong d6 thoi gian nubi cdy 1a qua dém.

18.  Phuong phép theo diém 1, trong d6 it nhit mot ARN duoc phién ma tir ADN bao
gdm it nhat mot mARN c6 it nhit 21 bazo va 1én dén 7144 bazo.
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19.  Phuong phép theo diém 1, trong d6 it nhét mot ARN duoc phién mi tir ADN bao
gOm tir 21 dén 6272 bazo.

20.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 cac tdi ngoai bao (EV) dugc thu thép it nhét
tlr 4 gitr dén 24 gid sau bude (b).

21.  Phuong phép theo diém 1, trong do it nhit mét ARN duoc phién ma tir ADN con
nguyén ven va c6 kha ning dugc dich mi thanh mdt hodc nhidu peptit trong dng

nghiém (in vitro).

22.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 céac t& bao cho dugc chuyén nhiém giai
phéng céc tui ngoai bao (EV) véi lugng cao glp ba 1an so véi ndng do clia cac thi ngoai
bao (EV) dugc gidi phong néu céc té bao cho duoc chuyén nhiém duoc chuyén nhiém

str dung lipofectamine.

23.  Phuong phép theo didm 1, trong d6 céc té bao cho dwoc dit trong ngan thir nhét
bao gém bé mit thix nhét ctia chip sinh hoc xung dién.

24.  Phuong phép theo diém 23, trong d6 ngin chira thit nh4t ma bao gém bé mat thir
nhét cta chip sinh hoc xung dién nidm trong ngin thtr hai ma bao gdm chit dém bao
gém ADN.

25.  Phuong phap theo diém 23, trong d6 ngin thir nhit dugc két ndi 1ong véi ngan
thir hai thong qua nhiéu kénh.

26.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 céc thi ngoai bao (EV) dugc thu thap ti da
24 gid sau bude (b).
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