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¢cGMP va phuong phép chon loc quan thé té bao gdc trung mo dé san xuat quan thé té
bao gbc dé sir dung trong duoc phdm tiép theo. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén
phuong phép chon loc quéan thé t& bao gdc trung méd dé tao ra ngan hang té bao dau
dong va phuong phap nhan dién mé pht hop lam vat liéu ban ddu dé san xuat quan thé

té bao gbc trung mo dé str dung trong duge pham.
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Linh vue k¥ thuit duwoc dé cap

Séng ché d& cap dén phwong phap danh gia kha ning lam lanh vét thuong cua
quén thé t& bao gbc trung md. Ngoai ra, sang ché con @& cap dén phuong phép chon loc
quén thé t& bao gbc trung md dé san xuat quén thé té bao gdc theo cac diéu kién cGMP
va phuong phap chon loc quan thé té bao gdc trung mo dé san xuét quan thé & bao gbe
dé str dung trong dugc phém tiép theo. Hon nita, sdng ché con d& cap dén phuong phép

chon loc quan thé t& bao gdc trung md dé tao ra ngan hang té bao dau dong (master cell

r
A

bank) va phuong php nhan dién m6 phu hop lam vét ligu ban dau dé san xuat quan thé té
bao gbc trung md dé st dung trong dugc phdm. Sang ché con dé cap dén viéc str dung it
nhat mot protein dé danh gi kha ning lam lanh vét thuong ctia quan thé té bao gbe trung
mo. Sang ché con dé cap dén viée str dung it nhét mot protein dé lua chon quén thé t& bao
gbe trung mo dé san xudt quéan thé té bao gdc theo cac diéu kién cGMP. Ngoai ra, sang
ché dé cap dén viéc st dung it nhit mét protein dé lya chon quan thé té bao gdc trung mod
d8 lua chon quan thé té bao gbc trung md dé san xudt quan thé t& bao gbe dé st dung
trong duoc pham tiép theo. Sang ché con dé cép dén viec st dung it nhét mot protein dé
lya chon quén thé 1é bao gbe trung mod dé lya chon quén thé té bao gbe trung md dé tao ra
ngan hang té bao dau dong (master cell bank) va viéc st dung it nhét mot protein dé lua
chon quén thé 1€ bao gdc trung mo dé lya chon quan thé t& bao gbc trung md dé nhan
dién md phu hop lam vat liéu ban ddu dé san xuét quan thé t& bao gbc trung mod dé sir
dung trong duogc pham. Hon nita, sing ché con dé cap dén phuong phdp nhén dién mdi
trudng pht hop dé gay ra hodc cdi thign cac dac tinh lam lanh vét thuong cua quan thé té

bao gdc trung mo.
Tinh trang k¥ thuit ciia sdng ché

Té bao gbe trung md (Mesenchymal stem cell - MSC) ¢6 kha nang tu tai sinh va
bidt héa da dong. Do dd, céc t& bao nay 1a cong cu hp dan va day trién vong cho y hoc
tai tao. MSC ¢6 thé duge phan lép t nhiéu md khéc nhau chéng han mé dém tuy xuong,
m6 md, ha bi, nhau thal, méu cudng rén hodc cac mo day rén khéac bao gém thach

Wharton, 16p dudi ndéi mo cua tinh mach ddy ron, hodc mé mang 0i cua day ron
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(Mitchell, K.E. et al. (2003) Stem Cells 21, 50-60; patent My 5,919,702; don sang ché
M§ 2004/0136967; Romanov, Y.A. et al. (2003) Stem Cells 21, 105-110; Covas, D.T. et
al. (2003) Braz. J. Med. Biol. Res. 36, 1179-1183; US2006/0078993). Té bao g trung
mo phén 1dp tr mang i cua day rén di dugc bdo céo lan dau trong don sang ché My
2006/0078993 (da dugc cép cac patent My $6 9,085,755, 9,737,568 va 9,844,571) va don
sang ché quic té twong img W02006/019357. Ngoai ra, quin thé té bao gbc trung md tur
mang 61 cua day ron nay gan ddy di dugc md ta trong don sing ché My 20181/27721
hotic don sang ché qudc té tuong tmg WO 2018/067071.

Quan thé té bao gdc trung md duge mo ta trong don sang ché My 20181/27721
hoic don sang ché quéc té tuong (g WO 2018/067071 ¢6 loi thé 1a 99% hodc nhiéu hon
té bao gbc cua quan thé nay biéu hién ba dAu chuian MSC CD73, CD90 trong khi khong
bidu hién CD34, CD45 va HLA-DR. Do d6, quén thé té bao dugc xéc dinh rd va cyc ky
ddng nhét nay 1a mot Gmg vién ly tudng cho cac thu nghiém 1am sang va céc li¢u phap
didu tri trén co s& té bao vi no, vi du, hoan toan dap tng cac tiéu chuén duoc chép nhan
chung cho MSC ctia nguoi dé su dung cho liéu phap té bao nhu duoc xac dinh, vi du bdi
Dominici et al, “Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells.
The International Society for Cellular Therapy position statement”, Cytotherapy (2006)
tap 8, sb 4, 315-317, Sensebe et al,.”Production of mesenchymal stromal/stem cells
according to good manufacturing practices: a, review”, Stem Cell Research & Therapy
2013, 4:66), Vonk et al., Stem Cell Research & Therapy (2015) 6:94, hodc Kundrotas
Acta Medica Lituanica. 2012. tap 19. b 2 trang 75-79. Nhu duge mo ta trong don sang
ché qubc t& WO 2018/067071, quén thé té bao gbc trung mo nay co thé, vi dy, duge su
dung & trang thai chua dugc bigt héa cua nd cho muc dich 1am lanh vét thuong chéng han
diéu tri cac vét bong hodc céc vét thuong do bénh dai thdo duong man tinh. Theo cach
khéc, quan thé € bao gdc trung md nay ¢6 thé dugc bigt hoa, vi dy, thanh té bao dio B
san sinh insulin ma sau d6 co thé duge st dung, vi du béng cach céy vao nguoi bénh bi
thiéu hut insulin nhu bénh dai thdo duong (clng xem don sang ché quéc té
W02007/046775 vé van dé nay).

Quy trinh san xudt quan thé t& bao gdc trung md nay cling duge mo ta trong don
sang ché quéc t& WO 2018/067071 1a phit hop dé duoc thye hién theo cdc didu kién thuc

hanh san xut t6t (Good Manufacturing Practice - GMP), nhu duoc yéu cau doi voi cac
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liéu phap didu tri trén co s6 & bao di than. Tuy nhién, viéc san xudt theo GMP doi hoi
viéc kiém soat chat luong clia san phém thude duge san xuét, bét ké viéc san phém thudc
nay 12 mot phan t& hitu co nho, mdt phén tir sinh hoc hay thdm chi 1a mot quéan thé té bao
nhu trong trudng hop quf?m thé & bao géc trung m6 cua don sang ché quéc té
WO 2018/067071. Do dé, mong mubn 1a ¢ duoc thir nghiém kiém sodt chét luong doi
v6i viéc san xuat theo GMP quan thé t& bao gdc trung md cia don sang ché quéc té

WO 2018/067071.

Trong ngli canh nay, biét rang té bao gbc trung md, gibéng nhu bét ky vat liéu sinh
hoc khac, ¢é kha nang bién dbi ndi tai. Vi du, cac nghién ctru trong sinh hoc té bao vé té
bao gbc trung md da nhan dién nhiéu yéu t8 khac nhau c6 tac dong dén tubi tho va kha
nang mo rong ctia chung. Cac mo6 nhu ngudn mo ctia ngudi cho, do tudi cua nguoi cho,
nén tang moi truong, va phuong phap phan 18p da dugc mo ta 1a c¢é tac dong lén chat
luong tdng thé cta té bao gbe trung md (xem Paladino, et al. “Comparison between
isolation protocols highlights intrinsic variability of human umbilical cord mesenchymal
cells,” Cell and Tissue Banking, tap 17, s6 1, trang 123-136, (2016),
https://doi.org/10.1007/s10561-015-9525-6). Ngoai ra, Paladino, et al. trén day, 2016 da
d& cap dén tinh bién ddi ca thé o cac té bao gée trung mo bang cach so sanh ba phuong
phép phan lap khic nhau d6i voi MSC tir day rén cho muc dich ldp ngan hang té bao va
dé xac dinh xem lidu ¢6 nhiing uu diém nao vé kha nang ton tai cua té bao, tudi tho trong
nudi cdy, tiém nang mé rong va kha nang bi¢t hoa. Céc tac gia béo cao rang vi cac miu
gidng nhau duge xu ly voi it nht hai trong s6 ba quy trinh duge nghién cltu va trong cac
didu kién thtr nghiém duge kidm soat cao, két qua cua ho cho théy réng mot phén cua tinh
bién dbi quan sat dwoc 18 rang 12 ndi tai déi véi mdi ngudi cho véi dir lidu ting gap doi
thoi gian va tudi tho. Trong mét nghién ctu tiép theo, Paladino et al. (2017) “Intrinsic
Variability Present in Wharton’s Jelly Mesenchymal Stem Cells and T Cell Responses
May Impact Cell Therapy”. Hindawi, Stem Cells International Volume 2017, ma s6 bai
bao 8492797, 12 trang, https://doi.org/10.1155/2017/8492797 cho théy rang su biéu hién
oen clia cac phan tir didu bién mién dich khac nhau gilta cac mAu cua té bao gde trung md
thach Wharton (WJ-MSC) ma khong c6 kiéu mAu cu thé nao. Trong nudi cdy, tht ca cac
WI-MSC déu c6 kha nang Gc ché su ting sinh té bao T CD3 + duogc hoat hoa bdi
mitogen, mic du & cac mie do khdc nhau, va mdi PBMC phan tng véi mot murc do Ge

ché khéc nhau. Céc tac gid goi y rang m&i WJ-MSC thé hién hanh vi doc do, khac nhau

3
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v& c4c kibu bidu hién mARN xytokin va kha ning diéu bicn mién dich. Céac tac gia cling
gia dinh rang sy bién doi gilta cdc mau co thé dong vai tro trong tinh hiéu quéa cta WJ-

MSC duoc st dung trong didu tri.

Dua trén nhiing két qua nay, c6 kha ning MSC tr mang b1 cua day ron ciing c6
kha nang bién ddi noi tai lién quan dén viéc san xuét cac phan tir cu thé, do d6 co thé anh
huong dén su phit hgp cua ching dbi voi cac ang dung diéu tri nhu lam lanh vét thuong
hodc bénh tiéu duong. Vi vay, s& 1a loi thé néu c6 trong tay phuong phap nhén dién mot
quan thé MSC hodc md ctia ngudi cho chita MSC la phu hop dé duogc str dung cho muc
dich 1am lanh vét thuong, ching han. Phuong phép nhu vy cling s& hitu dung ly tuong
d& tao ra ngan hang té bao ddu dong (master cell vbank) (cAn thiét dé tao ra san pham
thude diéu tri t& bao) hodc dé san xudt quan thé té bao gbc theo cac diéu kién cGMP dé sir

dung trong dugc pham tiép theo.

Do d6, muc dich cua sang che 1a d€ xuat phuong phép ma cé the, chang han duoc
ding dé, nhan dién ngudi cho mé chira MSC hodc tiép theo 1a doi v6i quan the MSC la

phit hop cho céc tmg dung diéu tri nhu lam lanh vét thuong.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Muc dich nay dat duoc nhd cac phuong phap va sur dung c6 cac d4u hiéu cta cac
diém yéu cau bao ho ddc 1ap.

Theo khia canh tht nhdt, sing ché dé xuét phuong phép danh gid kha nang chira
lanh vét thuong clia quin thé té bao gdc trung mo, trong d6 phuong phap nay bao gom
budc x4c dinh trong moi truong murc cua it nhét mot protein duge chon tir nhém bao gém
Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu t6 tang trudng chuyén dang beta (TGF-B), yéu td ting
truong ndi md mach mau (VEGF) va yéu t6 tang trudng té bao gan (HGF) duge tiét vao

moi trudng boéi quan thé té bao goc trung mo.

Theo khia canh thir hai, sang ché d& xuét phuong phéap chon loc quin thé t& bao
gbe trung md dé san xuét quan thété bao gdc theo cac diéu kién cGMP, trong d6 phuong
phap nay bao ¢Om bude x4c dinh trong moi truong mic cua it nh4t mot protein dugc
chon tor nhém bao gém Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu tb ting trudng chuyén dang beta
(TGE-p), yéu td tang trudng ndi mo mach mau (VEGF) va yéu td ting trudng t& bao gan

(HGF) dugce tiet vao moi trudng bdl quan thé t€ bao goc trung mo.
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Theo khia canh tha ba, séng ché d& xuét phuong phap chon loc qu?m thé té bao
gbc trung mod dé san xuét ciu?m thé & bao gbc dé str dung trong duogc pham tiép theo,
trong d6 phuong phap nay bao gdm budc xac dinh trong mdi trudong muc cua it nhat mot
protein dugc chon tir nhoém bao gdm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu t6 tang trudng chuyén
dang beta (TGF-B), yéu t§ tang truong ndi md mach mau (VEGF) va yéu t6 tang truong

té bao gan (HGF) dugc tiét vao moi truong boi quan thé té bao gdc trung mo.

Theo khia canh thir tu, sang ché d& xuit phuong phép chon loc quan thé t& bao gdc
trung mo dé tao ra ngan hang té bao dau dong (master cell bank), trong d6 phuong phap
nay bao gbm bude xéac dinh trong méi trudong muc cua it nhét mot protein dugc chon tur
nhém bao gébm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu td tang trudng chuyén dang beta (TGF-B),
yéu td tang truéng ndi mo6 mach mau (VEGF) va yéu td tang trudng té bao gan (HGF)

duoc tiét vao moi trudng boi quan the té bao goc trung mo.

Theo khia canh thtr ndm, sang ché d& xuit phuong phap nhén dién m6 phu hop
lam vét li¢u ban dau »dé san xuét quﬁn thé té bao gdc trung md dé str dung trong dugc
pham, trong d6 phuong phip nay bao gbm xéc dinh muc cla it nhéit mot protein dugc
chon tr nhdm bao gdm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu t6 ting trudng chuyén dang beta
(TGF-p), yéu t§ tang truong ndi mé mach mau (VEGF) va yéu t6 tang trudng té bao gan

(HGF) dugc tiét vao moi truong boi mAu md hogc t& bao phan 1ap duoc tir mo.

Theo khia canh th sdu, sang ché dé xuét viéc st dung it nhat mot protein dugc
chon tr nhom bao gdm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu td tang trudng chuyén dang beta
(TGF-p), yéu t6 tang truong ndi moé mach miu (VEGF) va yéu t6 tang trudng té bao gan
(HGF) protein dé danh gi4 kha nang lam lanh vét thuong clia quan thé & bao gbc trung

n

mo.

Theo khia canh thir bay, sang ché dé xuét viéc sir dung it nhat mot protein duge
chon tr nhém bao gdm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu t6 ting trudng chuyén dang beta
(TGF-p), yéu t tang truong ndi mé mach mau (VEGF) va yéu td ting trudng té bao gan
(HGF) protein dé lua chon quan thé té bao gbc trung md dé san xudt quan thé té bao gbc

theo cac diéu kién cGMP.

Theo khia canh th tam, sang ché dé xudt viéc str dung ft nhét mot protein duge
chon tir nhém bao gdm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu td tang trudng chuyén dang beta

(TGE-P), yéu t6 ting trudng ndi mé mach mau (VEGF) va yéu t6 tang trudng té bao gan

5
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(HGF) protein dé lua chon quan the t& bao goc trung mo dé san xuat quan thé té bao goc

dé str dung trong duoc 'phém tiép theo.

Theo khia canh tht chin, sang ché dé xuét viéc str dung it nhét mot protein dugc
chon tor nhém bao gdm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu t tang trudng chuyén dang beta
(TGF-B), yéu t6 tang truong ndi mo mach mau (VEGF) va yéu td tang trudng té bao gan
(HGF) protein dé lua chon quan thé té bao gbc trung mod dé tao ra ngan hang té bao dau

dong (master cell bank).

Theo khia canh thtr muoi, sang ché d& xuét viéc stir dung it nhét mot protein duge
chon tr nhém bao gdm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu t6 ting trudng chuyén dang beta
(TGE-B), yéu t6 tang trudng ndi moé mach mau (VEGF) va yéu td tang truéng té bao gan
(HGF) protein dé nhan dién mo phu hop lam vat liéu ban du dé san xudt quan thé té bao

gbc trung md dé stir dung trong dugc pham.

Theo khia canh thtr muoi mot, sang ché dé xuét phuong phép nhén dién moi
truong phu hop dé gdy ra hoic cai thién cac déc tinh 1am lanh vét thuong cla quan thé té
bao gdc trung md, trong do phuong php nay bao gdm budce x4c dinh trong moi trudng
muc cia it nhit mot protein dugc chon tir nhém bao gbm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu tb
tang trudng chuyén dang beta (TGF-f), yéu t6 tang trudng ndi mé mach mau (VEGF) va
yéu t tang trudng té bao gan (HGF) dugc tiét vao moi trudong boi quan thé t& bao gbe

trung mo.

Theo khia canh tht muoi hai, sang ché dé xuét viéc st dung it nhét mot protein
duge chon tir nhém bao gdm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu té ting trudng chuyén dang
beta (TGF-p), yéu t6 tang trudng ndi md mach mau (VEGF) va yéu t5 ting truong té bao
gan (HGF) protein dé nhan dién moi truong pht hop dé gay ra hodc cai thién céc déc tinh
lam lanh vét thuong cia qu‘e*m» thé té bao gbc trung md.

MO t4 viin tit cic hinh vé

Séng ché sé duoc hiéu & hon nhd tham chiéu dén phan mé ta chi tiét khi dugc
xem x6t két hop véi cac vi du khong gidi han va cac hinh v&, trong do:

Fig.1 la luu dd dudi dang gian dd thé hién cac bude thir nghiém ctia mot vi du
mirh hoa vé phuong phép san xuat ché pham diéu tri chta quan thé MSC c6 kha ning

lam lanh vét thuong thich hop. Phuong phap nay bao dm budc nhan dién mod pht hop
2 f g phap nay g p
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lam vAt lidu ban dau dé san xudt quin thé MSC, danh gia kha nang lam lanh vét thuong
clia quan thé MSC, chon loc quén thé MSC dé tao ra ngan hang té bao déu dong va chon
loc quan thé MSC dé st dung trong dugc phém. Té bao gbe duge st dung trong vi du nay
dugc phan 1&p tor mang b1 cua day rén — con duge goi ¢ déy 1a té bao gdc mang 16t day
rén (cord lining stem cells - CLSC). Vi du nay b4t dau bang viéc tao 14p ngdn hang md
chira mo day ron, ¢6 thé duoc st dung lam vat liéu ban dau dé nuoi céy MSC. Vi muc
dich nay, ¢6 thé nhan dugc su dong y cua ngudi hién ting cho viéc hién ting md (giai
doan 1). Hon nfta, cac mAu méu cua tré so sinh va ngudi me dugc sang loc cac bénh
nhiém trung va day rén duoc kiém tra tinh trang nhiém khuén. Vi du, c¢6 dén 100 méiu
day rén dugc thu thap trong ngén hang mo nhu vay. Mo duogc phét hién 1a khong nghiém
trong v& su nhiém khuan hodc bénh lay nhiém & cra duoc st dung daé phat trién c4c mau
cdy ma dugc s dung d8 tao ra cac déng MSC thuan khiét (giai doan 2). Cho muc dich
nay, san pham tir khoang 10 mang b1 riéng 1 cua day ron dugc nudi cdy trong 0 dén 2 lan
chy truyén dé nhan gidng. Cac MSC tur 1An cAy truyén 2 (P2) duoc dénh gia bang phuong
phép trac fuu t& bao dbi voi cac diu chudn MSC, va céc phan dich ndi duoc danh gid vé
su san sinh xytokin. Céc tiéu chi dugce dua ra trong qua trinh dbi voi cac MSC ¢ giai
doan 2 bao gdm >95% duong tinh déi véi CD73, CDY0, CD105, va <5% duong tinh d6i
véi CD34, CD45 va HLA-DR, véi sy san sinh in vitro >500 pg/mL cua Angiopoietin-1
va TGF-B, va >100 pg/mL ctua VEGF va HGF va d6 vo trung am tinh. Cac dong té bao
ma dép Gng céc tiéu chi cho phép 14y ra khéi quy trinh ¢ giai doan 2 sau d6 dugc nhan
gidng tiép trong binh phéan Ung sinh hoc Terumo Quantum cho giai doan 3 cta qud trinh
san xuét. CAc tidu chi cho phép 14y ra khoi quy trinh d6i v6i cac MSC & giai doan 3 bao
odm >95% duong tinh dbi véi CD73, CD90, CD105, va <5% duong tinh dbi véi CD34,
CD45 va HLA-DR, dugc xét nghiém vé do vo trung, ndi doc t8, mycoplasma, virut gay
bénh cho ngudi va virut ty sinh. Cac dong té bao (quan thé) trung m6 ma vuot qua cac
x6t nghiém dugce tao ngan hang dudi dang ngén hang té bao dau dong (master cell bank)
(giai doan 3). Ngan hang té bao dau dong duoc lam tan bang va dugc cdy thanh céc mau
céy va céc tiéu chi dua ra 1a do vo trung, mycoplasma va noi doc 6 va cudi cing 13 1x,
3x va 5x 10° MSC ma vuot qua cac xét nghiém duoc déng chai trong moi trudng mang
ching han 1mL Hypothermosol® va bdo quan ¢ 2-8°C trude khi sir dung lam dugc phém

(giai doan 4).
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Fig.2 thé hién két qua cua phén tich muc tiét ra cua Ang-1, VEGF, HGF va TGF-f
(& day la TGF-B1) trong 10 quan thé MSC riéng biét thu dugc tir 10 nguoi cho day rén
khac nhau dugc nudi cdy nhu duge md ta d6i voi Fig.1 sau-giai doan 2. Fig.2A thé hién
muc tiét ra cua yéu td ting trudng chuyén dang beta (TGF-B) ddi véi cac quan thé MSC
riéng biét 8049356, 8049358, 8049359, 8049364, 80493065, 8049369, 8049370, 8049372,
8049373 va 8049384. M tiét ra cua ca 10 quan thé vuot qué gia tri ngudng dbi vei
TGF-B, 1a khoang 500pg/mL va duoc thé hién boi dudng mau do. Fig.2B thé hién muec
tiét ra cua yéu td tang truong té bao gan (HGF) dbi vai cac quén thé MSC riéng biét
8049356, 8049358, 8049359, 8049364, 8049365, 8049369, 8049370, 8049372, 8049373
va 8049384, Mc tiét ra cua 8049365, 8049369, 8049372, 8049373 va 8049384 vuot qué
gié tri ngudng dbi vai HGF, 1a khoang 100pg/mL va dugc thé hién béi duong mau do.
Fig.2C thé hién muec tiét ra ctia Angiopoietin 1 (Ang-1) dbi véi cac quan thé MSC riéng
biét 8049356, 8049358, 8049359, 8049364, 8049365, 8049369, 8049370, 8049372,
8049373 va 8049384. M tiét ra ctia ca 10 quan thé vuot qua gid tri ngudng abi voi
Ang-1, 12 khoang 500pg/mL va duoc thé hién boi duong mau do. Fig.2D thé hién muc
tiét ra cla yéu‘té ting truong ndi md mach miu (VEGF) dbi v6i cac quan thé MSC riéng
bidt 8049356, 8049358, 8049359, 8049364, 8049365, 8049369, 8049370, 8049372,
8049373 va 8049384. Ngoai trir 8049358, 8049359 va 8049370, mac tiét ra cla tat ca cac
quin thé déu vuot qué gid tri ngudng dbi véi VEGF, 1a khoang 100pg/mL va duge thé
hién boi duong mau do.

Fig.3 thé hién danh gia tinh én dinh cla sy tiét xytokin & quéan thé MSC
(8049372). Vi muyc dich nay, mic tiét ra cua TGF-B, HGF, Ang-1 va VEGF, mdi loai
duogc x4c dinh va so sanh trong hai mau riéng biét cua cung mot tap hop sau-giai doan 4.
Fig.3A thé hién muc tiét ra ctia TGF-B trong hai mau riéng biét cho thay su tiét protein
6n dinh 1a khoang 2230 pg/mL va 2419 pg/mL sau-giai doan 4, tuong ung. Fig.3B thé
hién muec tiét ra ctia HGF trong hai mau riéng biét cho thdy su tiét protein on dinh 1a
khodng 933 pg/mL va 985 pg/mL sau-giai doan 4, twong tmg. Fig.3C thé hién muec tiét ra
cua Ang-1 trong hai mau riéng biét cho thdy su tiét protein 6n dinh 1a khoang
1800 pg/mL va 1854 pg/mL sau-giai doan 4, tuong tng. Fig.3D thé hién muc tiét ra cla
VEGF trong hai mau riéng biét cho thiy su tiét protein 4n dinh 13 khoang 210 pg/mL va

219 pg/ml. sau-giai doan 4, tuong tmg.
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Fig.4 thé hién cac két qua phan tich dé nhan dién moi trudng phu hop dé gay ra
hodc cai thién cac ddc tinh Jam lanh vét thuong cua quéin thé t& bao gbc trung md. MSC
thu duoc tir nhau thai, thach Wharton (WJ-MSC) va mang b1 ctia day rén, con duge goi
1a MSC mang 16t day rén (CL-MSC), duge nudi ciy trong moi trudong khac thich hop dé
nuoi cdy MSC (PTT4, PTT6 va DMEM/F12). Tién hanh phét hién protein trong dich nbi
MSC va thuc hién phan tich nho st dung phén mém Luminex 200 va Xponent. Fig.4A
tom tit phép do Ang-1. S1 thé hién chudn cao nhét duoc dung trong thi nghi¢m. Bit ky
mau ndo & trén duge xem 14 ngoai suy (qua dic). Pd thi thé hién rang tit ca CL-MSC,
WI- MSC va MSC nhau thai tao ra mtc Ang-1 cao hon nhiéu khi dugc nuoi cly trong
PTT6 so véi khi MSC duoc nudi cdy trong PTT4 hoge DMEM/F12. Fig.4B tom tat phép
do VEGEF trong dich ndi duoc phan tich cua CL-MSC, WJ-MSC va MSC nhau thai dugc
nudi céy trong PTT6, PTT4 hodc DMEM/F12. S1 thé hién chudn cao nhit duoc dung
trong thtr nghiém. Bit ky mau ndo ¢ trén duoc xem la ngoai suy (qué dac). Nhu co thé
duoc thdy tir dd thi, tAt ca CL-MSC, WJ- MSC va MSC nhau thai tao ra mic VEGF cao
hon nhiéu khi dugce nuéi cdy trong PTT6 so véi khi MSC dugc nudi cdy trong PTT4 hodc
DMEM/F12. FigdC tom tht phép do HGF. Db thi thé hién ring tat ca CL-MSC,
WJI-MSC va MSC nhau thai tao ra mic Ang-1 cao hon nhiéu khi dugc nudi cay trong
PTT6 so véi khi MSC duge nudi cdy trong PTT4 hoéc DMEM/F12. Fig.4D thé hién phép
do singleplex (do mét protein dich) TGF-B1. Nhu ¢6 thé duoc thiy tir db thi, tat ca CL-
MSC, WI- MSC va MSC nhau thai tao ra nhiéu TGF-B1 hon khi dugc nudi chy trong
PTT6 so véi khi duge nudi cdy trong DMEM/F12.

M3 té chi tiét sang ché

Séng ché dé cap dén mot sd phuong phép ma hoan toan phu hop dé xac nhan
va/hodc kiém soét chat lugng cho céc giai doan khac nhau cta quy trinh san xuat theo
GMP quéan thé té bao gbc trung md cho muc dich st dung trong didu tri. T4t ca céac
phuong phép nay st dung vi¢e xac dinh trong moi trudng muc cua it nhéat mdt protein
duoc chon tir nhém bao gdm Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF dugc tiét vao moi trudng boi
quﬁn thé té bao géc trung mo.

Do d6, ngac nhién phat hién ra réng viéc x4c dinh mtrc tiét ra cia Ang-1, TGF-,
VEGF va HGF trong mbi trudng cua quéan thé MSC l1a tiéu chudn pht hop cho mét 56

khia canh trong quy trinh sdn xudt theo GMP quan thé MSC. Viéc xac dinh murc tiét ra
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ctia Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF trong mdi truong trong dé qu?m thé MSC duogc nudi
céy hodc bao quan, c6 thé duwoc st dung dé danh gia kha nang lam lanh vét thuong clia
quén thé MSC, dé nhin dién m6 (cua ngudi cho) phu hop lam vat liéu ban dau dé san
xuét quan thé MSC c6 kha nang lam lanh vét thuong thich hop, d& lya chon quan thé
MSC dé san xudt cGMP, hozc dé lya chon quan thé MSC dé str dung trong duoc phém
tiép theo hoic dé tao ra ngan hang té bao diu dong. Ngoai ra, viéc xdc dinh muc tiét ra
clia Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF c6 thé duge dimg dé nhan dién moi truong pht hop
dé gdy ra hodc cai thién cac dic tinh lam lanh vét thuong clia qué‘m thé t& bao gdc trung

A

mo.

O day can luu y rang su tham gia cua Ang-1, TGF-B1, VEGF va HGF trong qua
trinh 1am lanh vét thuong 1a da bibt vai ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc. Déi
vé&i su tham gia clia Ang-1 (SEQ ID NO: 1) trong qua trinh lam 1anh vét thuong, xem, vi
du, Li et al. Stem Cell Research & Therapy 2013, 4:113 “Mesenchymal stem cells
modified with angiopoietin-1 gene promote wound healing” hoac Bitto et al,
“Angiopoietin-1 gene transfer improves the impaired wound healing of the genetically
diabetic mice without increasing VEGE expression”, Clinical Science 14 thdng 5 nam
2008, 114 (12) 707-718. Trong nghién ctu ctia Li et al, gen Ang-1 dugc chen vao té bao
gbe trung mo cua tiy xuong va két qua thé hién 1a“Angl-MSC thiic day dang ké suw lam
lanh vét thwong nho lam tdng sw tdi lao biéu bi va da, va ting cuong sw tao mach so voi
MSC, Ad-Angl hodc bxz'i" Iy gic.” Déng chu ¥ 13, cac tic gia Li va cong su no6i rang chi
rieng MSC khong tao ra di Ang-1 va vi ly do nay, cac tac gia dd cheén gen Ang-1 vao
MSC dé tao ra t& bao bién doi gen.

D41 v6i su tham gia cua yéu tb tang trudng chuyén dang Beta, bao gbm TGF-B1
(SEQ ID NO: 2, TGF-B2, va TGF-B3, trong qua trinh lam lanh vét thuong, cu thé 13 1am
lanh vét thuong man tinh/khéng lanh, xem, vi du, Ramirez et al. “The Role of TGEb
Signaling in Wound Epithelialization” Advances In Wound Care, tap 3, sb 7,2013, 482-
491 hodc Pakyari et al., Critical Role of Transforming Growth Factor Beta in Different

Phases of Wound Healing, Advances In Wound Care, tap 2, $65,2012,215-224.

Déi v6i sy tham gia cia VEGF (SEQ ID NO: 3) trong qud trinh lam lanh vét
thuong, cu thé 1a 1am lanh vé‘tl_huong man tinh /khéng-lanh, xem vi du Froget et al., Bur.

Cytokine Netw., tap 14, théng 3, 2003, 60—64 hodc Bao et al., “The Role of Vascular
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Endothelial Growth Factor in Wound Healing” J Surg Res. 15 thang 5 nam 2009, 153(2):
347-358.

Quay lai v6i HGF (SEQ ID NO: 4) trong qué trinh lam lanh vét thuong, cu thé 12
lam lanh vét thuong man tinh/khong lanh, xem vi du, Yoshida et al., “Neutralization of
Hepatocyte Growth Factor Leads to Retarded CutaneousWound Healing Associated with
Decreased Neovascularization and Granulation Tissue Formation” J. Invest. Dermatol.
120:335-343, 2003, Li, Jin-Feng et al. “HGEF Accelerates Wound Healing by Promoting
the Dedifferentiation of Epidermal Cells through B 1-Integrin/ILK Pathway.” BioMed
Research International 2013 (2013): 470418 hodc Conway et al, “Hepatocyte growth
factor regulation: An integral part of why wounds become chronic”.Wound Rep Reg

(2007) 15 683-692.

Khé nang lam lanh vét thuong c6 thé mo ta tiém luc, kha ning, ning luc hodc hi¢u
luc dé tao didu kién hodc déy nhanh qua trinh lam lanh vét thuong. Theo sang ché, quan
thé MSC dugc xem la c¢6 du kha nang lam lanh vét thuong, vi du, hoac mé6 duge xem la
pht hop dé phu hop lam vét liéu ban dhu dé san xuét quan thé MSC phu hop lam duge
phém, néu muc tiét ra (con duge goi 1a néng d0) ctia mot, hai, ba hodc ca bén Ang-1,
TGF-B, VEGF va HGF la bang hodc cao hon ngudng cu thd d6i véi mdi trong sb cac
protein nay nhu dugc xic dinh ¢ day (cting xem vi du 2). Do do, viéc danh gid sy lam
lanh vét thuong bao gbm x4c dinh muc tiét ra cua Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF va tiép
theo x4c dinh liéu cac gia tri ngudng cu thé c6 dat duoc hay bi vuot qua khong. Viée
danh gi4 kha ndng lam lanh vét thuong ctia quan thé MSC ¢6 thé dugc thuc hién trong
cac giai doan khac nhau ctia qud trinh nuéi cdy MSC. Kha ning lam lanh vét thuong c6
thé duoc danh gia trén md mot cach trye tiép trude khi nudi cdy MSC dé nhan dién md
pht hop 1am vét liéu ban dAu dé san xudt quan thé MSC c6 kha ning lam lanh vét thuong
va do d6 ¢o6 thé 1a phu hop cho viée sir dl_mg lam dugc pham tiép theo. Dé phu hop cho
ung dung dugc phém, quén thé MSC c6 thé phai duoc san Xudt trong céc diéu kién thuc
hanh san xuét tot hién tai (current Good Manufacturing Practice - cGMP). Do do, viéc
xéc dinh muc tiét ra cia Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF trude khi san xuét quan thé MSC
c6 thé 1a phu hop dé chon loc quan thé MSC dé san xuét qu?m thé MSC trong céc didu
kién ¢cGMP. Hon ntta, quén thé MSC c6 thé duoc lua chon dé st dung trong duoc phém

tiép theo béng céch st dung cac phuong phdp mo ta ¢ day.
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Quéin thé MSC duge chon theo sang ché cling ¢6 thé duoc st dung dé tao ra ngan
hang té bao diu dong (master cell bank). Trong ngft canh nay, quan thé MSC duoc chon
o thé con duoge x4c dinh déc diém thém va kiém tra tinh toan ven va chét gay nhiém nhu
vi khuén, ndm, mycoplasmas va virut trude khi bao quan lanh. Sau khi duoc tao lap, ngén
hang t& bao diu dong MSC c6 thé cho phép mé rong quan thé MSC cu thé dé tao ra céc
mAu cdy cho cic quy trinh san xuAt hoic nghién ctu sau hon b4t ¢t khi nao can. Vi du,
ngan hang t& bao dau dong MSC bao gém MSC c¢6 dic tinh lam lanh vét thuong c6 thé
cho phép mo rong quﬁn thé MSC cu thé co thé tiét luong Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF

ly twéng dé lam lanh vét thuong.

M tiét ra cia Ang-1, TGF-, VEGF va/r HGF duge sir dung lam tiéu chi chon
loc trong phuong phap mo ta o day. Muc tiét ra bang hodc vuot qua ngudng cd thé, vi du,
cho biét (i) kha ning lam lanh vét thuong cla quén thé MSC hoic (ii) md hogc quan thé
té bao phan lap duoc 1a phu hop lam vét liéu ban diu dé san xudt quﬁn thé MSC. Theo
séng ché, ngudng dbi voi Ang-1 ¢ thé 1a khoang 100 pg/mL, khoang 200 pg/ml.,
khoang 300 pg/mlL., khoang 400 pg/mL, khoang 500 pg/mL, khoang 600 pg/mL, khoang
700 pg/mL, khoang 800 pg/mL, khoang 900 pg/mL hodc khoang 1000 pg/mL. Tt hon
13, d6i voi Ang-1 nguong la khoang 500 pg/ml.. Ngudng dbi vai TGF-B ¢6 thé 14 khoang
100 pg/mlL, khoéng 200 pg/mL, khoang 300 pg/mL, Kkhoang 400 pg/mL, khoang
500 pg/mL,' khoang 600 pg/mL, khoang 700 pg/mL, khoang 800 pg/mL, Kkhoang
900 pg/mL hodc khoéng 1000 pg/mL. Tét hon 1a, dbi voi TGF-p ngudng la khoang
500 pg/mL. D6i véi VEGF, ngudng co thé 1a khoang 80 pg/mL, khoang 100 pg/mL,
khoéng 120 pg/mL, khdéng‘ 140 pg/mL, khoang 160 pg/mL, khoang 180 pg/mL hodc
khoang 200 pg/mL, trong dé ngudng dbi véi VEGF tét hon 1a khoang 100 pg/mL. Doi
véi HGF ngudng cc’)v L‘hé 1a khoang 80 pg/mL, khoang 100 pg/mL, khodng 120 pg/mL,
khoang 140 pg/mL, khoéng 160 pg/mL, khoang 180 pg/mL hodc khoang 200 pg/mL. Tét
hon 1a, déi v6i HGF ngudng 14 khoang 100 pg/mL.

Trong mot vi du cua sang ché, céac (gia tri) muc ngudng sau duge su dung:

- ngudng la khoang 400 pg/mL dbi voi Angiopoietin 1 (Ang-1)
- ngudng 1a khoang 400 pg/mL d6i voi yéu to ting trudng chuyén

‘dang beta (TGF-f)

12
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- ngudng la khoang 80 pg/mL dbi véi yéu td tang truéng ndi md mach
mau (VEGF)
- ngudng la khoang 80 pg/mL dbi véi yéu td tang truong té bao gan

(HGF).
Trong mdt vi du khéc ctia sdng ché, céc (gia tri) mic ngudng sau dugc st dung:

- ngudng 1a khoang 500 pg/mL dbi véi Angiopoietin 1 (Ang-1)

- ngudng la khoang 500 pg/mL ddi vai yéu td ting trudng chuyén
dang beta (TGF-f)

- ngudng 1a khoang 100 pg/mL déi vai yéu td tang truong ndi mod
mach mau (VEGF)

- ngudng & khoang 100 pg/mL déi voi yéu t6 tang truong té bao gan

(HGF).

Trong hai vi du nay, mic tiét ra clia ca bbn protein bang ho#ic vuot qua gia tri
ngudng tuong Gng cua ching vé murc tiét ra/ndng do (xem vi du 2) dé, vi du, coi quan thé
MSC ¢6 céc dic tinh 1am lanh vét thuong pht hop hay dé coi md 1a vét liéu ban dau phu
hop dé san xudt quan thé MSC phtt hop cho duge phédm. O day cAn luu ¥ 14 céc nong do

duoc xac dinh theo sang ché va do d6 cac mirc ngudng tot hon 1a c4c nong do tuyét doi.

Quén thé MSC phit hop trong dugc phdm bat ky c6 the duge st dung theo sing
ché. Do d9, quéin thé MSC ¢6 thé thu duge tu bét ky md hodc ngdn/by phén co thé cta
dong vat c6 vu da biét c6 chira MSC. Trong cac vi du minh hoa, quﬁn thé MSC ¢6 thé 1a
quén thé MSC ctia day ron, quén thé MSC cla nhau thai, quén thé MSC cua chd ndi day
r6n - nhau thai, qua?ln thé MSC ctia méau cubng rén, MSC cua tiy xuong, hodc quﬁn thé
MSC thu dugc tr md ma. Quén thé MSC cua day rén 6 thé thu duogce tir bt ky khoang
cua mo day rén ma chira MSC nhu mang 6i, qué”m thé MSC quanh mach, quan thé MSC
cua thach Wharton, quan thé MSC ctia mang 6i ctia day rdn ma ca quan thé MSC tron lan
ctia day ron, cd nghia 1a quan thé MSC ma bao gébm té bao gdc clia hai hodc nhiéu trong
sé cac khoang nay. MSC cta cac khoang nay va viéc phan 14p chung tir d6 1a da biét véi
nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc va dugc mo ta, vi dy, boi Subramanian et al
“Comparative Characterization of Cells from the Various Compartments of the Human
Umbilical Cord Shows that the Wharton’s Jelly Compartment Provides the Best Source
of Clinically Utilizable Mesenchymal Stem Cells”, PLoS ONE 10(6): €0127992, 2015 va

13
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cac tai liéu duoc trich din trong d¢, Van Pham et al. “Isolation and proliferation of
umbilical cord tissue derived mesenchymal stem cells for clinical applications”, Cell
Tissue Bank (2016) 17:289-302, 2016. Quan thé MSC tron lan cua day rdn ¢6 thé, vi du,
thu duoc bang cach loai bo cac dong mach va tinh mach ra khoi md day rén, cit phan md
con lai va thach Wharton thanh cac miéng nhd va nudi cAy mo day r6n (béng cach nuodi
cdy md bén ngoai) trong moi trudng nudi cdy theo sang ché. Quan thé MSC tron 14n cta
day ron cling c6 thé thu duoc bing cach nudi cdy toan bd mo day rén ¢6 cac mach ron
cOn nguyén ven lam céac mAu cdy md trong cac diéu kién (nudi cdy trong DMEM c6 bd
sung huyét thanh- véi 10% huyét thanh bao thai bo, 10% huyét thanh ngua, va 1%
Penixillin/Streptomyxiﬁ) nhu duoc mé ta boi Schugar et al. “High harvest yield, high
expansion, and phenotype stability of CD146 mesenchymal stromal cells from whole
primitive human umbilical cord tissue. Journal of biomedicine & biotechnology. 2009;
2009:789526”. Trong nglr canh nay, can luu ¥ rang quan thé MSC cta chd nbi day ron -
nhau thai ¢6 thé duoc phan lap nhu dugec mo ta boi Beeravolu et al. “Isolation and
Chaxjacterization of Mesenchymal Stromal Cells from Human Umbilical Cord and Fetal
Placenta.” J Vis Exp. 2017; '(122): 55224. Trong cac vi du cla sang ché, quan thé MSC
néu thu duo'é tir day rén hodc mang 61 ctia day ton (xem vi du 1-4). Quan thé MSC cta
mang 6i cta day rén ¢6 thé duoc xéac dinh & mtc dd cao va dong nhét. Do d6, theo mot
phuong an cua sang ché, quan thé té bao gbe trung mo6 nhu duge mod ta trong don sang
ché qubc t¢ WO 2018/067071 duge st dung. Do do, trong céc vi du dién hinh vé phuoﬁg
phap nay, it nhét khoang 90% hodc nhiéu hon, khoang 91% hodc nhiéu hon, khoang 92%
hodc nhiéu hon, khoang 93% hoéc‘ nhiéu hon, khoang 94% hodc nhiéu hon, khoang 95%
hozic nhiéu hon, khoang 96% hoac nhiéu hon, khoang 97% hoac nhiéu hon, khoang 98%
hodc nhiéu hon khoang 99% hodc nhidu hon MSC biéu hién cac diu chuin sau day:
CD73 (SEQ ID NO. 5), C90 (SEQ ID NO. 6) va CD105 (SEQ ID NO. 7). Ngoai ra,
trong céac vi du nay it nhét khoang 90% hodc nhiéu hon, khoéng 91% hodc nhidu hon,
Khoang 92% hogc nhidu hon, khoang 93% hodc nhiéu hon, khoang 94% hogc nhiéu hon,
khoang 95% hogc nhidu hon, khoang 96% hogc nhiéu hon, khoang 97% hogc nhiéu hon,
khoang 98% hodc nhiéu hon, khoang 99% hodc nhidu hon MSC ¢6 thé khong biéu hién
cac ddu chuén sau day: CD34 (SEQ ID NO. 8), CD45 (SEQ ID NO. 9) va HLA-DR
(SEQ ID NO. 10). Trong cac Vi du cu thé, khoang 97% hodc nhiéu hon, khoang 98%

hodc nhiéu hon, hodc khoang 99% hodc nhiéu hon ctia quan thé MSC bicu hign CD73,
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CD90 va CD105 trong khi khong biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR. Trong cac vi du
uu tién, it nhét khoang 91% hodc nhiéu hon, khoang 92% hoéc nhiéu hon, khoang 93%
hoac nhiéu hon, khoang 94% hoic nhiéu hon, khoang 95% hodc nhiéu hon, khoang 96%
hodc nhiéu hon, khoang 97% hoac nhiéu hon, khoang 98% hodc nhiéu hon khoang 99%
hodc nhiéu hon té bao cua quan thé MSC biéu hién mdi trong 36 CD73, CDY0 va CD105
trong khi {t nhat khoang 90% hogc nhidu hon, khoang 91% hogc nhiéu hon, khoang 92%
hoic nhidu hon, khoang 93% hodc nhidu hon, khoang 94% hodc nhiéu hon, khoang 95%
hodc nhiéu hon, khoang ‘96% hoéc nhiéu hon, khoang 97% hoéc nhiéu hon, khoang 98%
hodc nhiéu hon khoang 99% hodc nhidu hon ctia MSC ¢6 thé khong biéu hién CD34,
CD45 va IILA-DR. Trong céc vi dy cu thé, khoang 97% hodc nhiéu hon, khoang 98%
hodic nhiéu hon, hodc khoang 99% hodc nhidu hon cua quin thé MSC biéu hién CD’] 3,
CD90 va CD105 trong khi khong biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR.

Theo sang ché, muc cua Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF thuong duge xac dinh
trong dich ndi cia moi truong ma trong doé quén thé MSC duoc bao quan, duoc van
chuyén hodc dugc nudi chy. Quin thé MSC c6 thé duoc bao quan trong mot khoang thoi
gian dai hoac ngén. Cac vi dy vé moi trudong bao quéan trong thoi gian dai bao g6m nhung
khong chi gidi han & glyxerol va trehaloza, cho phép bao quan & nhiét do khodng -80°C,
hodc chit bao vé dong lanh nhu dimetylsulfoxit (DMSO), cho phép bao quan ¢ nhiét do
khoang -195°C. Viéc bao quan trong thoi gian ngén co thé bao gém van chuyén vi tri st
dung (ching han phong khdm cta bac s§ hodc bénh vién) va/hodc bao quan trong thoi
gian cho dén Kkhi qué”ln th8 MSC s& duoc st dung cho ddi tuong. T4 duge
HypoThermosol® 1a rh@t vi dL_i minh hoa cho mdi trudng bao quan trong thoi gian ngan.
Moi trudong bdo quan nay 1a pht hop cho viée van chuyén, cho phép bao quan MSC &
nhiét do trong I;hoéng 2 dén 8°C. Mot vi du khac vé& mdi truong thich hop cho viéc van
chuyén 1 Plasmalyt. Céc vi du vé& mdi trudng phu hop cho vige nudi cdy MSC ¢6 thé bao
gbm, nhung khong chi gi¢i han ¢ mdi truong c6 ban san trén thi truong nhu CTS
StemPro MSC SFM, moi truong MesenPRO RS, StemPro MSC SFM XenoFree. Trong
mot vi dL_l cla sang ché, moi truong nudi chy té bao MSC c6 thé 14 moi truong nudi cay
PTT6 dugc md té trong don sang ché quée 2 WO 2018/067071. Theo ban mo ta cta don
séng ché quéc t& WO 2018/067071, mdi trwong nudi cay té bao MSC do do c6 thé bao
gdm mdi trudng eagle do Dulbecco cai tién (Dulbecco’s modified eagle medium -

DMEM), mdi trudong F12 cua Ham (F12), moi truong co ban khong chta huyét thanh
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nhu M171 va huyét thanh bao thai bo (FBS). Do dé, trong mt vi dy, m6i truong co thé
bao gdbm DMEM & ndng do cudi 12 khoang 55 dén 65% (thé tich/thé tich), F12 & ndng do
cudi 1a khoang 5 dén 15% (thé tich/thé tich), M171 & ndng d6 cudi 14 khoang 15 dén
30% (thé tich/thé tich) va FBS & ndng do cudi 12 khoang 1 dén 8% (the tich/thé tich). Gia
trj “% (thé tich/thé tich)” nhu dugc sir dung & déy chi thé tich ctia timg thanh phan don 18
so v6i thé tich cudi ctia méi trudong. Didu ndy c6 nghia 14, néu DMEM, vi dy, c¢6 mit
frong méi trudng, thi ndng do cudi la khoang 55 dén 65% (thé tich/thé tich), 1 lit moi
trudong chira khodng 550 dén 650 mL DMEM. Trong cic vi du khac, mdi trudng co thé
chita DMEM & ndng d6 cudi 1a khodng 57,5 dén 62,5% (thé tich/thé tich), F12 & ndng do
cubi 13 khoang 7,5 dén 12,5% (thé tich/thé tich), M171 & ndng dd cubdi 1a khoang 17,5
dén 25,0% (thé tich/thé tich) va FBS & ndng do cudi la khoang 1,75 dén 3,5% (thé
tich/thé tich). Trong cac vi du khac, mdi truong co thé chira DMEM & nong do cudi 1a
khoang 61,8% (thé tich/thé tich), F12 & nong do cubi la khoang 11,8% (thé tich/thé tich),
M171 & ndng do cudi la khoéhg 23.,6% (thé tich/thé tich) va FBS & ndng do cubi la
khoang 2,5% (thé tich/fhé tich). Ngoai cac thanh phffm dugc dé cap trén day, mdi trudng
c6 thé chua cac chat bo éung ma c6 loi cho viéc nudi cdy MSC. Theo sang ché, moi
truong nuodi cdy MSC ¢6 thé, vi du, bao gdbm yéu td ting truong bidu bl (EGF). Néu 6,
EGF ¢6 thé ¢6 mit trong moi trudng nudi chy & ndng do cudi 1a khoang 1 ng/mL dén
khoéng 20 ng/mL. Trong mot sb trong cac vi du nay, moi truong nudi cAy 6 thé bao gdm
EGF ¢ ndng do cudi 1 khoang 10ng/mL. Méi trudong nudi cAy theo séng ché ¢6 thé con
bao gém insulin. Néu ¢6, insulin c6 thé c6 mit & nong do cudi 14 khoang 1 pg/mL dén 10
pg/mL Trong mot so trong c4c vi du ndy, méi trudong nudl céy ¢ thé bao gébm Insuhn o
nobng do cubi la khozmo Spg/mL. Moi truong nudi cay ¢ thé con bao gom it nhat mot
trong s6 cac chét bo sung qau adenin, hydrocortison, va mudi natrl cua 3,3',5-Triiodo-L-
thyronin (T3). Tlong c4c vi du nay, mdi truong nudi cly co thé bao gdm ca ba loai
adenin, hydrocortison, va mudi natri cua 3,3',5-Triiodo-L-thyronin (13). Trong cac vi du
nay, moi truong nudi chy co thé bao gbm adenin & ndng 4o cudi 14 khoang 0,05 dén
khoang 0,1 pg/mL adenin, hydrocortison ¢ ndng do cudi 1a khoang 1 dén khoang 10
ug/mT hydrocortison va/hodc mudi natri cia 3,3',5-Tritodo-L-thyronin (13) ¢ néng do
cubi 1a khoang 0,5 den khoang 5 ng/mL. Trong ngit canh ndy, can luu y rang bang cach

nudi cay quan thé MSC trong moi trudng nhu duge mod ta o day, viéc biéu hién va/hoic
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tiét ra cla {t nhit mot protein dugce chon tir nhém bao gdm Ang-1, TGF-B, VEGF va

HGF ¢6 thé duoc gia tang.

Theo phuong phép cua sang ché, co thé cin dua moi truong vao ly tdm dé xéac
dinh ndng do ciia Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF trong m6i truong ma chira MSC, thuong
14 sau mot khoang thoi gian thich hop. Trong ngit canh nay, khoang thoi gian thich hop
c¢6 thé 12 khoang thoi gian u bét ky (néu quan thé té bao, vi du dugc bao quéan, hodc dugc
van chuyén trong méi truong bao quan hodc van chuyén ching han Hypothermosol) hodc
khoang thoi gian nudi chy (néu quan thé té bao duoc nudi cdy trong moi trudng nudi cy)
1a ph hop dé quéan thé MSC tiét ra cac protein véi lugng co thé x4ac dinh duge. Trong
mdt vi du minh hoa, khoang thoi gian pht hop ¢6 thé 1a khoang thoi gian 0 hodc nudi cay
1a khoang 6 gio, khodng 12 gio, khoang 18 gio, khoang 24 gio, khoang 30 gio, khoéng
36 gid, khoang 42 gio, khodng 46 gio, khoang 48 giv, khoang 50 gio hodc khodng 54 gio.
Sau khi ly tam, phan dich ndi cta moi truong da ly thm ¢ thé duoc dua vao thu nghiém
mién dich dé x4c dinh mfrc/néng do cua céc protein dugc tiét ra. Thl’l nghiém mién dich
bat ky phu hop dé phét hién mét hodc nhiéu protein dugc tiét ra trong moi trudong cd thé
duogc ap dung trong sang ché. Céc vi du minh hoa vé cac thir nghiém mién dich phu hop
dé phét hién protein trong moi truong la thir nghiém hép phu mién dich lién két voi
enzym (Enzyme-linked Immunosorbent Assay - ELISA) hodc thu nghiém singleplex (thu
nghiém phat hién mot protein dich). Cac thir nghiém singleplex (¢6 ban san trén thi
truong, vi dy, cta hdng BioVendor, Brno, Czech Republic voi tén thuong mai Q-Plex
hodc ctia hing R&D Systems Inc, Minneapolis, USA) c6 thé duoc thuc hién béng cach
dat hai dém chira cac khang thé bfxt gilt trong mot ddy xéac dinh vao ddy cua mdi giéng
ctia dfa ELISA 96 giéng (ngoai dém thit nghiém, dém tht hai 1a dém déi ching duong dé
dam bao quy trinh thir nghiém dung). Mot vi du vé thtr nghiém thich hop ma phat hién
nhiu protein trong moi trudong 1a thir nghiém multiplex. Trong thir nghiém multiplex,
nhiéu chét phan tich c6 thé duoc ¢b dinh trén mot bé mit rdn chang han dia ELISA, ma
tach biét cac chat phan tich v& mat khong gian. Theo cach khac, thir nghiém multiplex
cling c6 thé dugc thuc hién bang cach str dung cac chét phan tich ma da dugc ¢b dinh trén
cac hot (bead) hodc hat (particle). Trong trudng hop nhu vy, cac thir nghiém d6i v6i méi
chét phan tich sfr dung cac hot/hat khac nhau. Trong cac vi du minh hoa, thir nghiém
multiplex trén co s& hot cd thé dugc st dung aé phat hién Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF

duoc tiét ra trong moi "trufmg (xem vi dul va vi du4). Cac hé¢ théng thtr nghiém
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multiplex dé phat hién va dinh luong dong thoi nhidu chat phan tich dich trong céc mau
phure tap chéng han m6i truong nudi céy t& bao ¢6 ban san trén thi truong, vi du, ciua
hing R&D Systems Inc, Minneapolis, USA la Luminex® Assays va Luminex® High

Performance Assays.

Sang ché con dé xudt viée str dung it nhit mét protein duge chon tir nhém bao
gdm Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF dé dénh gi4 kha ning lam lanh vét thuong cia quan
thé MSC. Ngoai ra, sang ché con dé xuét viée st dung it nhét mot protein duge chon tir
nhém bao gém Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF dé chon loc quﬁn thé MSC dé san xuét
quéan thé t& bao gdc theo cac didu kién cGMP. Do do, sang ché @& xudt viéc st dung it
nhét mét protein duge chon tr nhom bao g6n1 Ang-1, TGF-p, VEGF va HGF dé chon loc
quén thé MSC dé san xudt quan thé té bao gbc dé str dung trong dugc pham tiép theo.
Sang ché con dé xudt viée st dung it nh4t mot protein duge chon tir nhém bao gém
Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF dé chQn loc quan thé MSC dé tao ra ngan hang té bao dau
dong (master cell bank).

Ngoai ra, séng ché con d& xudt viéc sir dung it nhat mot protein dugce chon tr
nhom bao gém Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF dé chon loc quﬁ?m thé MSC dé nhan dién
md pht hop lam vat liéu ban dAu dé san xudt quan thé MSC dé st dung trong dugc pham.
Theo sang ché, mo nay cd thé 12 mo hodc khoang/bd phédn co tehe béat ky ctia dong vat co
vi da biét 13 chira MSC. Vi du v& cdc md nay bao gdm, nhung khdng chi gi6i han ¢ tuy
xuong, md md, mo nhau thai, mo6 cua chd néi day rdn - nhau thai, mo day ron nhu thach
Wharton, mang 6i cua day rén, chi mot s6 mo dugc ké tén & day duoc biét 1a ngudn cung
cép mo cho MSC. Trong mot vi dy, mo 1a day rén hodc mang 6i cia day rén va quéan thé

MSC duogc tao ra tir o cd thé 12 quﬁn thé MSC ctia mang 6i clia day rom.

Dé x4c dinh xem mot mo, vi dy, tr mot ngudi cho cu thé 13 phu hop lam vat liéu
ban dau dé sén xuat quin thé MSC dé stir dung trong dugc pham hay khong, md nay c6
thé, vi du, dugc nudi _céy truc tiép lam cAc mAu mo cy. Péi v6i mAu mo cdy nay, mot
mau cta md tuong tmg (vi du, thach Wharton, mang 8i nhau thai hoic mang 81 cua day
rén) o thé duge dit trong dia nuodi cdy mo va duge nudi cdy trong moi trudong nudi
cdy/sinh trudng phi hop nhu duge md ta o day (cling xem patent My 9,085,755, hodc
9,737,568 vé van dé nay). Sau do, sé xuét hién su phéat trién cua t& bao tir mo ndy (su di

chuyén ctia cdc MSC ra bén ngoai md 1én bé mat cua dia nuoi cay) sau mot khodng thoi
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gian nudi cdy phu hop va sau dd mdi trudong nudi chy ¢o thé duoc phan tich vé su tiét ra
ciia Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF. Theo cach khéc, trudc tién, quén thé MSC ¢6 thé
duoc phan 18p tr md da chon béng cach st dung phuong phap phan 1ép da biét va quan
thé MSC dugc phan 1ap sau do cd thé dugc nudi cdy trong mdi trudong phu hop va duge
kiém tra vé su tiét ra clia Ang-1, TGF-B, VEGE va HGF. Doc lap v6i md, viée st dung
Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF cho cac phuong phap dugc mo ta ¢ day co thé bao gdm
budc xac dinh trong moi truong it nhét mot, it nhét hai, it nhét ba hodc ca bdn protein
dugc tiét vao moi truong boi quan thé MSC hodc boi mAu md hodc boi té bao duge phan

14p tr mau mo.

Séng ché con dé xuat dén phuong phap nhén dién mdi truong phu hop dé gay ra
hodc cai thién cdc ddc tinh lam lanh vét thuong cta quén thé t& bao géc trung mo.
Phuong phap nay con bao o0m viée xac dinh muc cta it nhat mot protein dugc chon tir
nhom bao gdm Ang-1, TGF-B, VEGE va HGF dugc tiét vao méi trudng nudi céy té bao
boi quén thé MSC. Do do, séng ché con dé xuét viéc str dung it nhét mot protein dé nhan
dién moi truong phu hop {dé gy ra hodc cdi thién céc dac tinh lam lanh vét thuong ctia té
bao gbc trung md. Viéc st dung nay c6 thé bao gébm xac dinh trong moéi trudng nudi cAy
t6 bao muc cta it nhit hai, it nhét ba hodc ca bdn protein dugc chon tir nhom bao gém
Ang-1, TGF-B, VEGF va HGF dugc tiét vao moi trudong nudi cdy té bao boi quan thé &
bao gbe trung mo.

Séng ché s& duge minh hoa chi tiét hon nho céc vi du thu nghiém khong gidi han

sau day.

Céc trinh tu polypeptit duge boc 10 & day duge md ta trong bang 1.

SE | Polypeptit Trinh tu

1D
NO
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Polypeptit

Trinh ty

Ang-1 cua
nguoi
S6 Uniprot:
Q15389
Phién ban s6
2 trngay 1
thédng 1 nam

1998

MTVFLSFAFLAAIL THIGCSNQRRSPENSGRRYNRIQHGQCA
YTFILPEIDGNCRES TTDQYNTNALQRDAPHVEPDFSSQKLQ
HLEHVMENYTQWLQKLENYIVENMKSEMAQIQQNAVQNH
TATMLEIGTSLLSQTAEQTRKLTDVETQVLNQTSRLEIQLLEN
SLSTYKLEKQLLQQTNEILKIHEKNSLLEHKILEMEGKHKEEL
DTLKEEKENLQGLVTRQTYIIQELEKQLNRATTNNSVLQKQQ
LELMDTVENLVNLCTKEGVLLKGGKREEEKPFRDCADVYQ
AGFNKSGIY TIYINNMPEPKKVECNMDVNGGGWTVIQHRED
GSLDFQRGWKEYKMGFGNPSGEY WLGNEFIFAITSQRQYML
RIELMDWEGNRAYSQYDRFHIGNEKQNYRLYLKGHTGTAG
KQSSLILHGADFSTKDADNDNCMCK CALMLTGGWWFDAC
GPSNLNGMEY TAGQNHGKLNGIKWHY FKGPSYSLRS TTMMI
RPLDF |

TGFbetal
clia ngurol
$6 Uniprot:
P36897
Phién béan s6
1 tr ngay 1
thang 6 nam

1994

MEAAVAAPRPRLLLLVLAAAAAAAAALLPGATALQCFCHL
CTKDNFTCYTDGLCEVSVTETTDK VIHNSMCIAEIDLIPRDRP
FVCAPSSKTGSVTTTYCCNQDHCNKIELPTTVKSSPGLGPVE
LAAVIAGPVCFVCISLMLMVYICHNRTVIHHRVPNEEDPSLD
RPFISEGTTLKDLIYDMTTSGSGSGLPLLVQRTIARTIVLQEST
GKGRFGEVWRGK WRGEEVAVKIFSSREERSWFREAEIYQTV
MLRHENILGFIAADNKDNGTWTQLWLVSDYHEHGSLFDYL
NRYTVTVEGMIKLALSTASGLAHLHMEIVGTQGKPAIAHRD
L KSKNILVKKNGTCCIADLGLAVRHDSATDTIDIAPNHRVGT
KRYMAPEVLDDSINMKHFESFKRADIY AMGLVEWEIARRCS]
GGIHEDYQLPYYDLVPSDPS VEEMRK VVCEQKLRPNIPNRW
OSCEALRVMAKIMRECWYANGAARLTALRIKKTLSQLSQQE
GIKM
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Q
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NO
3 VEGFA cla | MNFLLSWVHWSLALLLYLHHAKWSQAAPMAEGGGQNHHE
nguoi VVKFMDVYQRSYCHPIETLVDIFQEYPDEIEYIFKPSCVPLMR
S&  Uniprot: CGGCCNDEGLECVPTEESNITMQIMRIKPHQGQHIGEMSFLQ
P15692 HINKCECRPKKDRARQEKKSVRGKGKGQKRKRKKSRYKSW
Phizn ban 8 | SVYVGARCCLMPWSLPGPHPCGPCSERRKHLEFVQDPQTCKC
2 trngay 19 | SCKNTDSRCKARQLELNERTCRCDKPRR
thang 11
nam 2001 , |
4 HGF cflav MWVTKLLPALLLQHVLLHLLLLPIAIPYAEGQRKRKNTIHEF
nguot KKSAKTTLIKIDPALKIK TKKVNTADQCANRCT RNKGLPFTC
86 Uniprot: | KAFVFDKARKQ CLWFPFNSMSSGVKKEFGHEFDLYENKDYI
P14210 RNCIIGKGRSYKGTVSITKSGIKCQPWSSMIPHEHSFLPSSYRG

Phién ban s6
2 trngay 1
thang 8 ndm

1991

KDLQENYCRNPRGEEGGPWCFTSNPEVRYEVCDIPQCSEVE
CMTCNGESYRGLMDHTESGKICQRWDHQTPHRHKFLPERYP
DKGEDDNYCRNPDGQPRPWCYTLDPHTRWEY CAIKTCADN
TMNDTDVPLETTECIQGQGEGYRGTVNTIWNGIPCQRWDSQ
Y PHEHDMTPENFKCKDLRENY CRNPDGSESPWCFTTDPNIR
VGYCSQIPNCDMSHGQDCYRGNGKNYMGNLSQTRSGLTCS
MWDKNMEDLHRHIFWEPDASKLNENYCRNPDDDAHGPWC
YTGNPLIPWDYCPISRCEGDTTPTIVNLDHPVISCAK TKQLRV
VNGIPTRTNIGWMVSLRYRNKHICGGSLIKESWVLTARQCEP
SRDLKDYEAWLGIHDVHGRGDEKCKQVLNVSQLVYGPEGS
DLVLMKLARPAVLDDFVSTIDLPNYGCTIPEKTSCSVYGWG
YTGLINYDGLLRVAHLYIMGNEK CSQHHRGKVTLNESEICA
GAEKIGSGPCEGDY GGPLVCEQHKMRMVLGVIVPGRGCALP
NRPGIFVRVAYYAKWIHKIILTYKVPQS

21/75




48904

SE | Polypeptit Trinh tu
Q
D
NO
5 CD73 s6 MCPRAARAPATLLLALGAVLWPAAGAWELTILHTNDVHSR
nhan dang LEQTSEDS SKCVNASRCMGGVARLFTKVQQIRRAEPNVLLL
P21589 cia | DAGDQYQGTIWFTVYKGAEVAHFMN ALRYDAMALGNHEF
Uniprot, DNGVEGLIEPLLKEAKFPILSANIKAKGPLASQISGLYLPYKYV
phién ban s6 | LPVGDEVVGIVGYTSKETPFLSNPGTNLVFEDEITALQPEVDK
1 trngay 1 | LKTLNVNKIALGHS GFEMDKLIAQKVRGVDVVVGGHSNTF
thang 5 nam | LYTGNPP SKEVPAGKYPFIVTSDDGRKVPVVQAYAFGKYLG
1991: YLKIEFDERGNVISSHGNPILLNSSIPEDPSIKADINKWRIKLD
NYSTQELGKTIVYLDGSSQS CRFRECNMGNLICDAMINNNLR
HTDEMFWNHV SMCILNGGGIRSPIDERNNGTITWENLAAVL
PEGGTFDLVQLKGSTLKKAFEHSVHRYGQSTGEFLQVGGIH
VVYDLSRKPGDRVVKLDVLCTKCRVPSYDPLKMDEVYKVIL
PNFLAN GGDGFQMIKDELLRHDSGDQDINVVSTYISKMKVIY
_ PAVEGRIKF STGSHCHGSFSLIFLSLWAVIFVLYQ
6 CD90 56 MNLAISIALLLTVLQVSRGQKVTSLTACLVDQSLRLDCRHEN
nhan dang TSSSPIQYEFSLTRETKKHVLFGTVGVPEHTYRSRTNF TSKYN
P04216 ctia | MKVLYLSAFTSKDEGTYTCALHHSGHSPPIS SQNVTVLRDKL
Uniprot, VKCEGISLLAQNTS WLLLLLLSLSLlLQ'AT DFMSL
phién ban s6
2 tr ngay 2
thang 5 nam
2002:
7 CD105 s6 MDRGTLPLAVALLLASCSLSPTSLAETVHCDLQPVGPERGEV
nhan dang TYTT SQVSKGCVAQAPNAILEVHVLFLEFPTGPSQLELTL QA

P17813 cua
Uniprot,

phién ban s

SKQNGTWPREVLLVLSVNS SVFLHLQALGIPLHLAYNSSLVT
FQEPPGV NTTELPSFPKTQILEWAAERGPIT SAAELNDPQSILL
RI.GQAQGSLSFCMLEASQDMGRTLEWRPRTPALV RGCHLE

N
W]
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2 trngay 15
thang 7 nam

1998:

GVAGHKEAHILRVLPGHSAGPRTVTVKVELSCAPGDLDAVL

ILQGPPYVSWLIDANHNMOQIW TTGEYSFKIFPEKNIRGFKLPD
TPQGLLGEARMLNASIVASFVELPLASIVSLHASS CGGRLQTS
PAPIQTTPPKDTCSPELLMSLIQTKCADDAMTLVLKKELVAH

LKCTITGLTFWDPSCEAEDRGDKFVLRSAYSSCGMQVSASMI
SNEAVVNILSSSSPQRKKVHCLNMDSLSFQLGLYLSPHFLQA

SNTIEPGQQSFVQVRVSPSVSEFLLQLDSCHLDLGPEGGTVEL
IQGRAAKGNCVSLLSPSPEGDPRF SFLLHFYTVPIPKTGTLSCT
VALRPKTGSQDQEVHRTVFMRLNIISPDLSGCTSKGLVLPAV

LGITF GAFLIGALLTAALWYTYSHTRSPSKREPVVAVAAPASS
ESSSTNHSIGSTQSTPCSTSSMA

CD34  sb
nhin dang
P28906 cua
Uniprot,

phién ban 50
2 t ngay 15
thdng 7 nam

1998:

MLVRRGARAGPRMPRGWTALCLLSLLPSGFMSLDNNGTAT
PELPTQGTFSNVSTNVSYQETTTPSTLGSTSLHPVSQHGNEAT
TNITETTVKEFTSTSVITSVYGNTNSSVQSQTSVISTVEFTTPANV
STPETTLKPSLSPGNVSDLSTTSTSLATSPTKPYTSSSPILSDIK
AEIKCSGIREVKL TQGICLEQNKTSSCAEFKKDRGEGLARVL
CGEEQADADAGAQVCSLLLAQSEVRPQCLLLVLANRTEISSK
LQLMKKHQSDLKKLGILDFTEQDVASHQSYSQK TLIALVTSG
ALLAVLGITGYFLMNRRSWSPTGERLGEDPYYTENGGGQGY
SSGPGTSPEAQGKASVNRGAQENGTGQATSRNGHSARQHV
VADTEL

CD45 s

nhin dang
P08575 cua
Uniprot,

phién ban so6

2 tir ngay 19

MYLWLKLLAFGFAFLDTEVEFVTGQSPTP SFTGLTT AKMPSVP
LSSDPLPTHTTAFSPASTFERENDFSETTTSLSPDNTSTQVSPD
SLDNASAFNTTGVSSVQTPHLPTHADSQTPSAGTDTQTFSGS
AANAKLNPTPGSNAISDVPGERSTASTFPTDPVSPLTTTLSLA
HHSSAALPARTSNTTITANTSDAYLNASETTTLSP SGSAVIST
T IATTPSKPTCDEKY ANITVDYLYNKETKLFTAKLNVNENV

23
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thang 7 nam

2003:

ECGNNTCTNNEVHNLTECKNASVSISHNSCTAPDK TLILDVP
PGVEKFQLHDCTQVEKADTTICLK WKNIETFTCDTQNITYRF
QCGNMIFDNKEIKLENLEPEHEYKCDSEILYNNHKFTNASKII
KTDFGSPGEPQIIFCRSEAAHQGVITWNPPQRSFHNFTLCYIK
ETEKDCLNLDKNLIKYDLQNLKPYTKY VLSLHAYIAKVQRN
GSAAMCHFTTKSAPPSQVWNMTYVSMTSDNSMHVKCRPPRD
RNGPHERYHLEVEAGNTLVRNESHKNCDFRVKDLQYSTDY
TFKAYFHNGDYPGEPFILHHSTSYNSKALIAFLAFLIIVTSIAL
LVVLYKIYDLHKKRSCNLDEQQELVERDDEKQLMNVEPIHA
DILLETYKRKIADEGRLFLAEFQSIPRVFSKFPIKEARKPFNQN
KNRYVDILPYDYNRVELSEINGDAGSNYINASYIDGFKEPRK
YIAAQGPRDETVDDFWRMIWEQKATVIVMVTRCEEGNRNK
CAEYWPSMEEGTRAFGDVVVKINQHKRCPDYIIQKLNIVNK
KEKATGREV THIQFTSWPDHGVPEDPHLLLKLRRRVNAFSNF
FSGPIVVHCSAGVGRTGTYIGIDAMLEGLEAENKVDVYGYV
VKLRRQRCLMVQVEAQYILIHQALVEYNQFGETEVNLSELH
PYLINMKKRDPPSEPSPLEAEFQRLPSYRSWRTQHIGNQEEN
KSKNRNSNVIPYDYNRVPLKHELEMSKESEHDSDESSDDDS
DSEEPSKYINASFIMSY WKPEVMIAAQGPLKETIGDFWQMIF
ORKVKVIVMLTELKHGDQEICAQY WGEGKQTYGDIEVDLK
DTDKSSTYTLRVFELRHSKRKDSRTVYQYQYTNWSVEQLPA
EPKELISMIQVVKQKLPQKNSSEGNKHHKSTPLLIHCRDGSQ
QTGIFCALLNLLESAETEEVVDIFQVVKALRKARPGMVSTFE
QYQFLYDVIASTYPAQNGQVKKNNHQEDKIEFDNEVDKVK
ODANCVNPLGAPEKLPEAKEQAEGSEPTSGTEGPEHSVNGP
ASPALNQGS

10

HLA-DR sb

MAISGVPVLGFFIIAVLMSAQES WAIKEEHVHQAEFYLNPDQ

24
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SE | Polypeptit Trinh ty

ID
NO

nhén  dang SGEFMFDFDGDEIFHVDMAKKETV WRLEEFGRFASFEAQGA
PO1903 cta | LANTAVDKANLEIMTKRSNYTPITNVPPEVTVLTNSPVELREP
Uniprot, NVLICFIDKFTPPVVNVTWLRNGKPVTTGVSETVFLPREDHL
phién ban sé | FRKFHY LPFLPSTEDVYDCRVEHWGLDEPLLKHWEFDAPSP
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Bang 1
Vi du thye hién sang ché

Vi du 1: Nhan dién day ron chita MSC phu hop, danh gia va chon loc quﬁn thé

MSC thu duge tr ddy rén dé tao ra dugce pham pht hop @2 1am lanh vét thuong.

MSC ¢6 ngudn gbe tir md day ron tuoi duge thu gom tai bénh vién ctia Truong dai

hoc Colorado (University of Colorado Hospital).

(Giai doan 1: Nein hang md

Trong budc thu nhét, day rén duge thu gom, thudng 1 sau khi nhén duoc su dong
v cua Hoi dong dao dtre (Institutional Review Board - IRB) tir nguoi hién mo. Day rén
tuoi sau khi duge thu gom dugc cét thanh céc phin 1 dén 2 mm’°, dugc lam dong lanh &
tdc d6 c6 kiém sodat trong cac lo nho chira 4 dén 5 manh va dugc bao quan cach ly & pha
hoi cua nito 16ng (liquid nitrogen - LN,) ¢ -196°C (xem Fig.1). Cac méu mau clia ngudi
me, duoc thu gom trong vong 7 ngay sau khi sinh, duoc sang loc vé céc bénh lay nhiém
va cac mo dugc kiém tra vé su nhiém khuan. Cac tiéu chi duroc dua ra trong quy trinh cho
giai doan 1 bao gdm bénh 1ay nhiém am tinh & tit ca cdc xét nghiém ngoai trit CMV, &m
tinh vé d6 vo trung, va bang cau héi clia ngudi me duoc chép nhin. Méc du céac day rén
thuong bi nhiém tu nhién hé vi khuin am dao trong qua trinh sinh na, viéc thu gom trong

c4c chit khang sinh s& lam cho mgt phan trong chung v trung. C6 dén 100 mau day ron
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¢6 thé duge thu gom trong mot ngéin hang mo nhu vay. Cac md vo trung s& dugc st dung

trong giai doan 2.

Giai doan 2: Phat trién cac mau nudi cay

Céc mau cay phat trién 1 cac san phidm moc 1én tr cc mo rén duge st dung dé
tao ra cac dong MSC thudn khiét. 10 miéng mo duge dit riéng bit trong dia 6 giéng va
duoc nhan gidng trong khodng 10-20 ngay dé tao ra cac té bao & lan cay truyén thtr 0
(Passage 0 - P0). Céc té bao PO duoc cdy trong binh 175 cm’ va duge nudi chy dé thu
duoc t& bao cdy truyén 1an 1 (P1). Cée té bao P1 duge déng bing 6 1-3 X 10° t& bao/ lo
nho trong CryoStor 5 hodc dugc cay gibng dé nuoi cay. Cac té bao ciy truyén lan 1 dugc
chy gidng & 2-3 x 10° t& bao/binh 175 cm”. Trong qué trinh chy truyén, ghi lai hinh thai té
bao. Té bao tur 1an céy tluyen 2 (P2) dugc danh gia bang phuong phap tric luu té bao vé
cac dau chudn MSC, va céc dich ndi duoc danh gia v& sy san sinh xytokin. Chi tiét hon,
cac t& bao P2 duoc dua vao phan tich multiplex (R&D Systems/Bio-techne catald #
LXSATIM) véi cac chit phan tich sau Ang-1, VEGF, HGF va tién hanh tht nghi¢m

singleplex v&i TGF-B. Thir nghiém nay duoc thyc hién nhu sau:
Thir nghiém Multiplex:

(i) MAu chuan dugc chuin bi bing cach két hop 100pL mdi mau chuan vao mot
6ng vi ly tAm da chira s&n mot thé tich thich hgp ciia méi trudng day da PTT6 dé tao ra
téng thé tich dén 1000pL. Mau chuén S1 chira tit ca cac mau chuan multiplex dugc két
hop v6i nhau trong mot 1o nho. Pé tao ra do pha lodng 3 lan cua S1, 200uL cua mdi
trudmg PTT6 ddy du duge hut bang pipet vio mdi trong nim dng polypropylen 1,5mL
duoc gén nhin S2-S6. Sau do, 100uL duge chuyén tr S1 sang S2. Sau khi xody tron,
100uL. duoc chuyén tir S2 sang S3. Quy trinh nay dugc tiép tuc cho dén S6. Moi trudong
PTT6 day du duoc ding 1a mAu tring.

(i1) Chuin bi c4c hat bang cach xody tron nhe nhang dé tao huyén phu lai. Quan
trong la phai cén thén dé khong dao nguoc lo. Néu str dung toan bd dia, 500pL hat dugc
két hop véi 5,0mL RD2-1 pha lodng. Néu st dung it giéng hQn, diéu chinh cac thé tich
cho phtt hgp. Lo hodc cac giéng duogc bao vé khoi anh sang.

(iii) Néu can: chuén bi mau. Tt ca cac mau dugc st dung khong duoc pha lodng

trir khi ndng d6 méau yuot qua gia tri mau chudn cao nhét (Sl). Trong truong hop nhu
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vay, thir nghiém dugc 15p lai v6i mau duge pha loang thich hop. pé pha loang PTT6
duoc st dung. T4t c4 cac mau duoc do ba lan.

(iv) Cac hat duoc xody trdn nhe nhang trude khi thém 50puL vao mdi giéng bang
cach str dung pipet nhidu kénh va db chira.

(v) 50uL mAu chuin hodc mau dugc thém vao mdi giéng. Sau do, boc dia bang
mang boc dia va U tranh anh sang trong 2 gio & nhiét do trong phong (room temperature -
RT) trén may lac quy dao & tbc do 800 vong/phut.

(vi) Trong qué trinh U mau, dung dich hdn hop biotin va khing thé (Biotin
Antibody Cocktail) dugc chudn bi bang cich xody tron nhe nhang 1o dé tao huyén
phu -lai. Quan trong la phai cén than dé khong dao ngugc lo. Sau d6, 500uL Biotin
Antibody Cocktail du@'c két hop vé6i 5,0mL RD2-1 pha lodng. Dung dich dugc tron déu.

(vii) Streptavidin phycoerythrin (PE) dugc chuén bi bing cach xody trén nhe
nhang 1o dé tao huyén phi- lai (mot cach can thén dé khong dao nguoc lo). Sau do,
200pL Streptavidin—PE cd dic duoe két hop véi 5,35mL dung dich dém rira. Dung dich
duoc trf)n déu va duge bao vé khoi anh sang.

(Viii) Rira dia nhu sau: Dia dugc gén vao nam cham va dé yén trong it nhét mot
phut. Trong khi dia dugc gén vao nam cham, dia duoc 14t ngugc nhanh chong dé gan dia
vao bdn rira, sau d6 chuyén dong hudng xudng twong ddi manh (1-2 1an) dé lam rong
giéng. Loai bo hoan toan chét 1ong bang cach tp nguoc la cin thiét nhung khong 1am ban
dia. Thao nam chim ra va nap vao cac giéng 100uL dung dich dém rua bang cach sir
dung pipet nhiéu kénh. Sau khi rtta, nam cham dugc gén- lai va dé yén trong mot phut
trude khi tién hanh gan nhu mo ta trude. Lap lai bude rira v6i tong s6 3 14n rva.

~ (ix) 50puL hoén hop Biotin khang thé duge pha lodng dugc thém vio mdi giéng
béng cach st dung pipet nhidu kénh. Dia dugc boc kin va u trong ! gio ¢ RT trén may lic
dat & tbe do 800 vong/phut. Sau do, rua dia 3 lan nhu trude.

(x) Thém 50pL Streptavidin-PE pha lo@ng vao mdi giéng. Boc dia va 0 trong 30
phit 6 RT trén may l4¢ nhu trude. Sau do, rira dia 3 1an nhu trude.

(xi) Thém 100 pL dung dich dém rira vao mdi giéng va U dia trong 2 phut & RT
trén may l4c nhu trude. Sau do, cac chat & trong giéng dugc chuyén ngay vao dia Costar
6509 96-giéng bang cach st dung pipet nhiéu kénh duoc dit ¢ 120pL. Sau d6 dia nay

duge dit vao khuon phi hop trong méy quét Luminex 3D.
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(xii) Pia nay dugce doc va phan tich nho su dung phan mém Luminex 3D va

Xponent.
TGF-B1 singleplex:

(i) Mau chuin duoc chuén bi bang céch st dung 6ng polypropylen 1,5mL dé tao
céc do pha lodng. Cho myc dich nay, S00pL méu chudn S1 duoc hut bang pipet vao éng
S1. Vao cac éng $2-S6, 200uL moi trudong PTT6 day du duoc thém vao. Bang cach
chuyén 100uL tuan tu tr mdt S1 cho dén S7 va dam bao tron déu, mau chudn dugc pha
lodng theo ty 1€ 1:3.

(i1) Chuén bi céac hat béng cach xody tron nhe nhang dé tao huyén phu lai. Quan
trong la phai can than dé khong dao ngugc 19. Néu dung toan bo dia, S0pL hat duge két
hop v6i 5,0mL vi hat RD2-1 pha lo@ng. Néu str dung it giéng hon, diéu chinh céc thé tich
cho pht hop. Lo hodc céc giéng duoc bao vé khoi anh sdng.

(1ii) Pé khién TGF-B1 phan tng mién dich (chi cac mAu, khong phai mau chuén),
30ul chét phan tng hoat héa duge thém vao 150 ne dich ndi. Tron déu dung dich va
trong 10 phut ¢ RT. Tht ¢4 cac mau duoc st dung khong duge pha loang frir khi ndng do
mau vuot qué gid tri mAu chudn cao nhét (S1). Trong trudng hop nhu vay, thit nghi¢m
duogc lap lai véi mau dugc pha loadng thich hop. bé pha loang PTT6 dugc su dung. Tt ca
cac mau duoc do ba lan.

(iv) Céc hat dugc xoay trén nhe nhang trude khi thém 50pL vao moi giéng bang
cach st dung pipet nhiéu kénh va db chua.

(v) 50pL miu chuéan hoic mAu duoc thém vao mdi giéng. Sau do, boc dia bang
mang boc dia va U tranh énh sang trong 2 gio ¢ RT trén may ldc quy dao & tbc do
800 vong/phut. | |

(vi) Trong qua trinh U mAiu, dung dich hdn hgp biotin va khang thé (Biotin
Antibody Cocktail) dugc chuén b1 bang cach xody trdn nhe nhang lo dé tao huyén
phu -lai. Quan trong la phai cén than dé khong ddo nguoc lo. Sau do, SOuL Biotin khang
thé c6 dic duogc két hop véi ‘5,0mL Biotin khang thé pha lodng. Dung dich dugc trdn déu.

(vii) Stljeptavi‘din phycoerythrin (PE) dugc chun bi bing cich xody tron rhe
nhang 1o dé tao hﬁyén phu- lai (mot cach cAn than dé khong dao ngugc 19). Sau do, 55uL.
Streptavidin-PE IOOX. co dac duoc két hop v6i 5,35mL dung dich défn ra. Dung dich

duogc tron déu va dugc bao vé khoi anh sang.
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(Viii) Rira dia nhu sau: Dia duoc gan vao nam chdm va dé yén trong it nhét mot
phut. Trong khi dia dugc gén vao nam cham, dia dugc 14t ngugce nhanh chong dé gan dia
vao bdn rira, sau do chuyén dong hudng xubng twong déi manh (1-2 1an) dé 1am rong
giéng. Loai bo hoan toan chét 1ong bang cach up nguoc la can thiét nhung khong lam bén
dia. Thao nam chdm ra va nap vao cac giéng 100uL dung dich dém rtra bang cach st
dung pipet nhiéu kénh. Sau khi rra, nam cham duoc gan- lai va dé yén trong mot phut
trude khi tién hanh gan nhu mé ta trude. Lap lai budce rira voi tdng s6 3 Jan rira.

(ix) 50uL hdn hgp Biotin khang thé duoc pha lodng dugc thém vao mdi giéng
béng cach st dung pipet nhiéu kénh. Dia duoc boc kin va u trong 1 gid & RT trén may ldc
dat o tbc d6 800 Vbng/phl’lt. Sau do, rira dia 3 1an nhu trude. |

(x) Thém 50pL Streptavidin~PE pha loang vao mdi giéng. Boc dia va u trong 30
phit 6 RT trén may 14 nhu trude. Sau do, rira dia 3 1an nhu trude.

(x1) Thém 100pL dung dich dém rtra vao mdi giéng va U dia trong 2 phut & RT
trén may l4c nhu trude. Sau dé, cac chét & trong giéng dugce chuyén ngay vao dia Costar
6509 96-giéng biang céch str dung pipet nhiéu kénh duoc dat & 120pl. Sau d6 dia nay
duoc dat vao khudn phu hop trong may quét Luminex 3D.

(xii) Pfa nay dugc doc va phan tich nho st dung phan mém Luminex 3D va

Xponent.

Giai doan 3: Ngan hang té bao dau dong

3 dong té bao dép tmg céc tiéu chi cho phép 14y ra khoi quy trinh ¢ giai doan 2 sau
d6 duoc ciy giéng trong binh phan tng sinh hoc Terumo Quantum & 20 - 40 x 10° t bao
séng duge va dugce cly truyén trong khoang 7-14 ngay. Cac té bao sau Quantum dugc
kiém tra vé d6 vo trung, ndi doc t8, mycoplasma, virut gy bénh cho nguoi va kiém tra
virut tu sinh. Cac té bao duge bao quan dong lanh ¢ 9 dén 10 x 10° té bao/lo (50-70 lo
mdi mé). MSC dugc chy truyén trong cdc binh va trong Terumo Quantum trong moi
truong PTT6, duge bao ché nhu sau cho 1000 mL (500mL moéi truong co ban PTT6,
236mL M171, 236mL, DMEM F12, 25mL huyét thanh bao thai bo, 0,1mL yéu td tang
trudng biéu bi 0,1 mg/mL [nong do cudi 10 ng/mL]), 0,35mL insulin (ndng do cudi
Spg/ml) va duge u ¢ 37°C trong 5% CO,. |

Giai doan 4: Cac miu cay dicu tri
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1x, 3x va 5x 10° MSC ma da duoc kiém tra duong tinh dbi voi Ang-1, TGF-B,
VEGF va HGF duoc déng chai trong Hypothermosol® va duge bao quan ¢ 2-8°C trudce
khi str dung trong dugc phém.

Vi du 2: Phan tich muc tiét ra cua protein d€ nhén dién day ron cua nguoi cho phu

hop

Dé phan tich, 10 day rén duge thu gom tlr nhitng nguoi cho khac nhau. Nhimng day

rén nay duoc st dung dé tao ra 10 quan the MSC riéng biét mang 0i cua day ron.

Muc dich ctia thtr nghiém nay 1a dé xéac dinh mtc tiét ra ctia Ang-1, VEGF, HGF
va TGF-p1 dé rat ra két luan vé sy thay dbi trong thong 36 tiét ra clia céc quffm thé MSC
riéng 1¢ va d& nhan dién quéan thé MSC ¢6 muc tiét ra dt ctia Ang-1, VEGF, HGF va
TGF-p1.

Do dé, cac quan thé MSC riéng 1¢ duoc nudi cdy theo sang ché va muc tiét ra &
sau giai doan 2 clia Ang-1, VEGF, HGF va TGF-f (6 day 1a TGF-B1) dugc xéac dinh a6i
v6i mdi quén thé MSC nhu duge mo ta trong vi du 1. Céc két qua cua phan tich muc tiét
ra duoc thé hién trén Fig.2, trong dé ngudng cu thé cta protein (500 pg/mL doéi voi
Ang-1 va TGF-B, tuong Gmg, va 100 pg/mL dbi v6i VEGE va HGF, tong tng) duge thé

hién bang dudng ké ngang mau den.

Nhu ¢6 thé duoc thiy tir két qua nay, muic tiét ra ctia TGF-B1 cao hon gip hai 14n
so vOi gia tri ngudng & tht ca 10 quan thé MSC riéng 1¢. Do do, gid tri ngudng 1a
500 pg/mL dbi véi TGF-B1 duge vugt qua dbi véi tit ca cée quan thé MSC riéng 1¢. Céc
mue tiét ra cta HGF duge vE biéu db cho thay ring S trong s 10 mau vuot qué gia tri
ngutng 1a 100 pg/mL, cu thé 1a quén thé MSC 8049365 thé hién muc tiét ra 12 khoang
600 pg/mL, quin thé MSC 8049369 thé hién muc tiét ra 1a khoang 300 pg/mL, quén thé
MSC 8049372 thé hién muec tiét ra 1a khoang 1450 pg/mL, quan thé MSC 8049373 thé
hién mie tiét ra [a khoang 380 pg/mL va qudn thé MSC 8049384 thé hién mirc tiét ra 1a
khoang 190 pg/mL. Cac mc tiét ra cia Ang-1 duge veé bidu dd cho thdy rang tat ca cac
quéan thé MSC 1'iéngvlé déu vuot qua gid tri ngudng la 500 pg/mL. Cac muc tiét ra cua
VEGF cho thay r;’mg' gia tri ngudng 1a 100 pg/mL dugc vuot qua dbi voi tit ca cac miu
ngoai tru 8049358, 8049359 va 8049370. Trong ngli canh nay, chi c6 mic tiét ra ctia
8049359 1a khoang 50 pg/mL, trong khi d6 céc muc 8049358 va 8049359 gin bang
khong. - |
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Céc két qua nay cho thay rdng muc tict ra protein cua cac quan theé MSC riéng 1€
khéc nhau 13 khac nhau, khang dinh ring cdc MSC ¢o thong so tiét ra riéng. D¢ nhén dién
mot quan thé MSC ¢ muec tiét ra du cua Ang-1, VEGF, HGF va TGF-B1, murc tiét ra cua

céc protein nay dugc phan tich.

Trong ngt canh nay, MSC thé hién muc tiét ra di ctia Ang-1, TGF-B, VEGF va
HGF néu cac murc clia protein nay vuot qué gia tri ngudng tuong tng ctia ching. Do do,
quin thé MSC 8049365, 8049369, 8049372, 8049373 va 8049384 (mdi quan thé dugce
14y tir day ron cuia mot nguoi cho khéac nhau) thé hién muec tiét ra du cta Ang-1, TGF-B,
VEGF va HGF bai vi day la nhiing quan thé MSC duy nhét vuot qua cac gid tri ngudng
da cho dbi véi mdi trong s6 bbn protein duge chon. DPéi voi cac thir nghiém tiép theo
(thiét 1&p ngén hang té bao diu dong va san xuét té bao cho muc dich dugc pham, qu?m

thé MSC 8049372 duge chon ¢ day.
Vi du 3: Phéan tich do 6n dinh ctia muc tiét ra

Quén the MSC 8049372 cho thiy mure iét ra du cta céc protein Ang-1, TGF-B,
VEGF va HGF trong vi du 2 dugc ding d& phan tich do 6n dinh ctia mic tiét ra protein.
Do d6, quin thé MSC tiép tuc duoc nudi céy cho dén khi t& bao duoc cdy truyén lan thir
bén. Sau do, hai miu clia quan thé MSC sau- giai doan 4 (MSC ctia giéng 1 va MSC cua
oiéng 2) dugc phéan tich vé muc tiét ra clia Ang-1, VEGF, HGF va TGF-§ (6 day 1a
TGF-p1) nhu duge mé ta trong vi du 1. Cac muc tiét ra protein ctia quan thé MSC
8049372 duoc x4c dinh trong thir nghiém nay (sau-giai doan 4) sau do dugc so sanh vai
cac muc tiét ra clia quan thé MSC 8049372 duoc xac dinh trong vi du 2 (sau-giat doan 2).
Biing céch niy, nhitng thay ddi vé muc tiét ra trong cdc thoi diém khéc nhau c6 thé duoc
boc 16. Nho 46, ¢6 thé rit ra két luan vé tinh én dinh cila mitc tiét protein va do do 1a tinh

du cua muc tiét protein theo thoi gian. Cac két qua duoc thé hién trén Fig.3.

Sau-giai doan 2, quin thé MSC 8049372 thé hién murc tiét ra 1a khoang
2200 pg/mL dbi voi TGF-B1. Sau khi chy truyén t& bao hai 1an nita, sau-giai doan 4, quéan
thé MSC 8049372 thé hién trung binh khoang 2345 pg/mL TGF-B1. Do d6, mic tiét ra
cua quﬁn thé MSC 8049372 ting 1én khodng 7% sau khi cAy truyén té bao thém hai lan
nita. Mtc tiét ra cia HGF giam khoang 33% sau khi chy truyén té bao thém hai ]an nita
tir khoang 1450 pg/mL sau-giai doan 2 xubng khodng 959 pg/ml trung binh sau-giai
doan 4. Sau-giai doan 4, quin thé MSC 8049372 thé hién trung binh khoang 1827 pg/mlL
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Ang-1, mtc nay gidm khoang 9% so v6i 2000 pg/mL Ang-1 sau-giai doan 2. Muc tiét ra
ctia VEGF ting 1én khoang 43% sau khi cdy truyén té bao thém hai 1an nita tir khoang

150 pg/mlL. sau-giai doan 2 1én khoang 215 pg/mL trung binh sau-giai doan 4.

Céc két qua nay thé hién, rang mirc tiét ra cta céc protein Ang-1, VEGF, HGF va
TGF-B (& day la TGF-B1) ciing thay dbi sau khi cdy truyén té bao thém hai 1an nita. Tuy
nhién, céc gia tri ngudng tuong ing nhu duoc chon ¢ day van bi vuot qua déi véi tat ca
cac protein dugc phan tich sau khi cly truyén té bao thém hai 1an nita. Do do, cic két qua
cta thir nghiém nay cho thdy ring quan thé MSC 8049372 duy tri tinh on dinh cua muc
tiét protein twong ddi va do d6 duy tri kha nang lam lanh vét thuong cta chung. Vi vay,
cac két qua nay cho théy rang kha ning lam lanh vét thuong ctia quéan thé MSC ¢6 thé 6n
dinh trong mdt khoang thoi gian nhét dinh. Dua vao két qua nay, quan thé MSC 8049372
12 Gmg vién phu hop lam nguyén li¢u ban dAu dé tao ra ngan hang té bao dau dong
(master cell bank) hodc dé san xudt duoc pham dé dung cho dbi tuong sau nay.

Vi du 4: Nhin dién mdi trudng phu hop dé géy ra hodc cai thién cac dac tinh lam
lanh vét thuong cua té bao gbc trung md

D&i v6i thir nghiém nay, cic quan thé MSC phan 1p khéc nhau clia mang bi ctia
day rén duge nudi cdy trong PTT4, PTT6 hoac DMEM/F12 nhu duoc md ta trong don
sang ché qubc 8 WO 2018/067071 va sau d6 dugc phan tich v& su tiét ra cia c4c protein
dAu chuén lam lanh vét thuong dé so sanh.

Quy trinh nuoi cdy dé nuoi cly cac MSC phan lap

° 5 tricu MSC dugc ciy trai trén dia nudi cdy mo6 100 mm trong

DMEM/F12/10%FCS trong 24 gio.

o Loai bé moi truong va thém PTT4, PTT6 / DMEM/F12 dé nuoi cay
trohg 24 gio.

. Loai bé mdi truong va rira té bao bang PBS.
o Thém 10 ml DMEM dé nudi cdy trong 24 gio.
. Toai bo mdi trudng va thém 5 mL DMEM dé nudi cay.

° Sau 24 gid nudi cay, moi truong co di€u kién dugc thu lai, ly tm dé

loai bo manh v& té bao, phan dich n6i dugc chia thanh c4c phéan phén udc vao cac
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bng dé bao quan ¢ -80°C va sau d6 phan tich muc tiét ra cua protein ddu chuin

bang cac thir nghiém xytokin
Phan tich mtc tiét ra trén cac dich ndi moi truomg PTT4, PTT6 so véi DMEM/F12

Thuc hién phan tich muac tiét ra trong cac dich ndi ctia MSC. Tién hanh cc phép

do va phan tich nho str dung phén mém Luminex 200 va Xponent.

Mbi mau duoc kiém tra ba 14n ngoai trir cac mAu dich ndi ctia nhau thai. Muc dich
cua thir nghiém nay 1a d8 tao ra thong s6 xytokin cua cac MSC duge nudi cAy trong PTT4
hoic PTT6 va dé so sanh cac thong sé ctia MSC tir cac ngudn gbc md khac nhau (MSC
tr mang 16t day ron '\'/‘C'Ti thach Wharton v&i nhau thai). Tién hanh cac phép do xytokin
nhu duoc md ta dudi day. Thong sb nay s& lam sang to quan thé t& bao gdc nio dugce
nudi ciy trong moi trudng nao s& tiét ra nhiéu xytokin quan tdm hon, c6 ngbia 1& moi
truong nao 1a phi hop dé gay ra hogc thuc ddy cac dac tinh lam lanh vét thuong cua céc

MSC.

Phén tich multiplex (phén tich phat hién nhiéu protein dich)

Thong tin multiplex:
R&D Systems/Bio-techne catald # LXSAHM. Kit nay 13 16 # 1123680, hét han

ngay 08/28/18, voi cac chét phan tich sau:

. Ang-1, angiopoictin
v VEGEF, yéu tb tang truéng ndi moé mach mau
o HGF, yéu tb tang trudng té bao gan

Thong tin singleplex TGFB1: R&D Systems/Bio-techne:

° Kit co ban, catalo # LTGMO0, 16 # P156217, nhan dugc ngay 02/27/18, hét
han ngay 08/30/18.

o Thanh ph?ln TGFB1, catalo # LTGM100, 16 # P161760, nhin dugc ngay
02/27/18, hét han ngay 11/27/19.

Thong tin multiplex:

R&D Systems/Bio-techne catald # LXSAHM. Kit nay 1a 16 # 1123999, hét han

ngay 09/25/18, voi cac chét phan tich sau:
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. Ang-1, angiopoietin

. VEGF, yéu t6 ting trudng ndi mé mach méau

. HGF, yéu t tang trudng té bao gan

° Dit liéu vao

Dau vao dt lidu thé 1a & dinh dang PDF va Excel. Di liéu & dinh dang Excel dugc
st dung dé xur ly dit lidu.

Quy trinh

Viéc phat hién protein trong cac dich ndi MSC duge thuc hién theo thdng tin chi
tiét cua quy trinh chuén. La mot phén cua thit nghiém nay, quy trinh chuén c6 mot sta
ddi duy nhét: Std. 8 trong kit Multiplex khong con duoc st dung. Ly do khong tiép tuc
ding Std. 8 1a bdi vi chinh ban than quy trinh chudn ctia R&D Systems chi s dung céc
mau chuin 1 dén 6. Hon nita, Std. 8 dé dugc xdc nhan dbi v6i chi hai trong sau chét phéan
tich ma bao gébm Muitiplex: HGF. Trong truong hop cua HGF, chat phan tich nam &
vung gitta ctiia duong cong chuén. Vi cidc miu chuén duoc hoan nguyén nho stt dung moi
truong nudi cdy, cac duong cong chudn duogc dung véi ca PTT4 va PTT6. Céac mau thir
nghiém duoc nudi cdy trong PTT4 hodc PTT6 duoce ngoai suy tir cac dudng cong chuan
tuong tng. Cac két qua duogc phén mém Luminex ngoai suy tir dudng cong chuén danh
riéng cho chét phan tich ma dugc tao ra boi cung mot phan mém: thuat todn phan tich
duoc dit & Logistic 5P Weighted véi phan tich co trong sd, su dung 1/y2 dé tinh trong sb.

1. Méi trudng DMEM/F12 va PTT6 va PTT4 (khong duoc tiép xtic vai MSC)

2. Phin dich ndi cia MSC cin dugc kiém tra

3. Tuy y: céac phan dich ndi tlr nhitng ngudi cho khac nhau; CRO01A, C, D, va
G.

Két qua d6i v6i Ang-1 dugce thé hién trén Fig.4A va cho thdy rang MSC cua mang
b1 cua day r6n tao ra Ang-1 nhiéu hon khi dugce nudi céy trong PTT6 so voi khi duge
nuéi cdy trong DMEM/F12 hodic PTT4. Céc két qua dbi véi VEGF duoc thé hién trén
Fig.4B va cho thay rang MSC clia mang 6i cua déy ron tao ra VEGF nhiéu hon khi duoc

" nubt céy trong PTT6 so véi khi duge nudi cly trong DMEM/F12 hodc PTT4. Cac két qua
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déi véi HGF duge thé hién trén Fig.4C va cho thiy rang MSC cua mang b1 cua day ron
tao ra HGF nhidu hon khi duge nudi cdy trong PTT6 so véi khi duge nuoi cdy trong
DMEM/F12 hodc PTT4. Cudi cung, cac két qua dbi véi TGF-BL dugc thé hién trén
Fig.4D va cho thdy rdng MSC cta mang 61 cua day rén tao ra TGF-B1 nhidu hon khi
duoc nudi cdy trong PTT6 so voi khi dugc nudi ciy trong DMEM/F12 hodc PTT4.

T cic thiy nghiém mé ta trén day, ¢o thé thu duoc cac két luan sau day. Khi MSC
duoc nudi cdy trong moi truong PTT6, sy tiét ra Ang-1, TGF-B1, VEGF, va HGF bdi
quéan thé MSC duoc ting lén dang ké so voi muéc tiét ra ctia ching trong moi trudng
PTT4 ho#ic moi truong nudi cly co ban sin trén thi trudng ching han DMEM/F12. Mai
truong PTT6 c6 kha nang cao nhét trong viée gay ra hodc cai thién cac ddc tinh lam lanh
vét thuong ctia quan thé MSC bing cach day manh sy tiét ra cua ca bdn loai Ang-1, TGF-
Bl, VEGF, va HGF (ma sy tham gia cua ching trong qua trinh lam lanh vét thuong la da
biét, nhu ban luan & day) trong quan thé MSC. Do d¢, viéc xdc dinh muic tiét ra clia Ang-
1, TGF-B1, VEGF, va HGF ¢6 thé duoc dung dé nhan dién moi truong phu hop dé gay ra

hodc cai thién cdc ddc tinh lam lanh veét thuong ctia quan thé té bao goc trung mo.

S& 1a hién nhién doi véi nguoi ¢ hiéu bift trung binh trong linh vuc nay ring cac
thay thé va cai bién khac nhau ¢6 thé duoc tao ra doi v4i sang che dugc boce 16 & day ma

khong nim ngoai pham vi cua sang che.

T4t ¢4 cac bing sing ché va cong bbd dugce dé cap trong ban mo6 ta l1a bidu thi céc
cap d6 k§ ning cua nhiing nguoi ¢d hiéu biét trung binh trong linh vuc ma sang ché ¢o
lién quan dén. TAt ca cac bang séng ché va cong bb dugc dua vao day béng cach vién din
& muc do nhu thé modi cong b6 duge chi ra mot cach cu thé va riéng biét 1a duoc dua vao

day bang cach vién dan.

Séng ché duoc md ta theo cach minh hoa & day co thé dugc thuc hién mot cach
phit hop khi khong ¢6 bét ky yéu t6 hodc cac yéu td, giéi han hodc cac gidi han, khong
duogc boc 10 cu thé & day Do do, vi dy, céc thudt nglt “chua”, “bao gém,” gém cO0”, v.v. s€
duoc hidu mot cach rong rai va khong cd gioi han. Ngoai ra, cac thuat ngt va dang thé
hién dugc st dung ¢ day da duoc su dung nhu cac thudt ngtt mo ta va khong phai gidi
han, va viéc su dung cac thuét ngit va dang thé hién d6 khong c6 y dinh loai trir dang
tuong duong bt ky ctia cac dAu hiéu duoc thé hién va md 14 hodc cac phan cta ching,

nhung thira nhan réng c¢6 thé thuc hién cac stra ddi khac nhau trong pham vi sdng ché
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duoc yéu clu bao hd. Do do, can hiéu ré“mg mic du sang ché duge boc 10 cu thé béng cac
phuong an vi du va céc déu hiéu thy chon, nguoi co hiéu biét trung binh treng linh vuc
k§ thudt co thé thuc hién céc cdi bitn va thay doi clia sang ché duge bao gbm trong do
dugc boc 10 & diy, va céc cai bién va thay ddi nay duoc coi la nam trong pham vi cla
sang ché. Sang ché duoc md td mot cach rong rdi va khai quéat ¢ day. MJi trong s6 cac
phan nhém loai hep hon va phan nhom gidng phu d&u nim trong phan md ta chung cling
tao thanh mot phén cta sang ché. Didu nay bao gbm phén md ta chung ctia sng ché voi
didu kién hodic gioi han phi dinh loai bo ddi tugng bit k¥ ra khoi mot gidng, bat ké
nguyén liéu da dugc loai bo c6 dugce dé cap cu thé & day hay khong. Ngoai ra, khi cac
dAu hiéu hoic khia canh clia sdng ché duoc mé ta theo cdc nhém Markush, ngudi ¢6 hiéu
biét trung binh trong linh vyuc s& nhzfm ra rang sang ché nho d6 cling duoc mo ta theo
thanh vién hodc nhom phu bét k¥ gdm céc thanh vién cta nhom Markush. Cac phuong an

khac clia sang ché s& tro nén rd rang tir cdc diém yéu céu bao ho sau day.
Séang ché con duoc dic trung bsi cac muc sau:

1. Phuong phdp danh gid kha nang chita lanh vét thuong ctia quin thé té bao
gbc trung mo, trong d6 phuong phép nay bao gdm budc xé4c dinh trong moi trudng muc
clia {t nhit mot protein dugc chon tir nhém bao gdm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu tb ting
truong chuyén dang beta (TGF-B), yéu td tang trudng ndi md mach mau (VEGF) va yéu
t6 tang truong té bao gan (HGF) dugc tiét vao moi truong boi quéan thé & bao gbc trung

n

mo.

2. Phuong phéap nhén dién m6 phll hop 1am vét liu ban dAu dé san xudt quan
thé & bao gbe trung mod dé str dung trong dugc pham, trong d6 phuwong phéap nay bao
gém budc xac dinh trong moi trudng mure cua it nhat mot protein dugc chon tir nhém bao
gbém Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu t tang truong chuyén dang beta (TGF-B), yéu td tang
truong ndi m6 mach mau (VEGF) va yéu t tang trudng té bao gan (HGF) duoc tiét vao
moi truong boi mau md hoic té bao phén lap duoc tir mo.

3. Phuong phap chon loc quéan thé t& bao gbc trung md dé san xuit quan thé té
bao géc theo céac didu kién cGMP, trong d6 phuong phdp nay bao gdm budc x4c dinh
trong moi trudong mirc cha it nhit mot protein duge chon tir nhom bao gbm

Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu td tang trudng chuyén dang beta (TGF-B), 'yéu t6 tang
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truong ndi md mach mau (VEGE) va yéu t6 tang trudng té bao gan (HGF) dugc tiét vao

méi trudng bdi quan theé té bao goe trung mo.

4. Phuong phép chon lgc quan thé té bao goc trung md dé san xudt quan thé té
bao gbe dé st dung trong duoc pham tiép theo, trong d6 phuong phép nay bao gbm budc
x4c dinh trong moéi truong muc cua it nhét mot protein dugc chon tir nhom bao gém
Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu td ting truong chuyén dang beta (TGF-p), yéu. td ting
truong ndi moé mach mau (VEGF) va yéu t tang trudng té bao gan (HGF) duoc tiét vao

mdi trudng béi quan thé té bao goc trung mo.

S. Phuong phap chon lgc quan thé té bao gdc trung md dé tao ra ngan hang té
bao dau dong (master cell bank), trong dé phuong phép nay bao gdm budce xac dinh trong
mdi truong muc cua it nh4t mot protein dwgce chon tir nhém bao gdm Angiopoietin 1
(Ang-1), yéu 16 ting trudng chuyén dang beta (TGF-p), yéu td ting trudng ndi mod mach
mau (VEGF) va yéu td ting trudng té bao gan (HGF) duoc tiét vao mdi truong boi quin
thé té bao gbe trung mo.

6. Phuong phap theo muc bét ky trong s6 cac muyc tir 1 dén 5, trong d6 phuong
phép nay bao gbm xac dinh trong moi truong mirc cua it nhit hai, it nhét ba hoic ca bbn
protein dugc chon tt nhom bao gdm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu 8 tang trudng chuyén
dang beta (TGF-P), yéu 16 tang trudng ndl mé mach miu (VEGF) va yéu t6 ting trudng

té bao gan (HGF) dugc tiét vao moi truong bdi quan the té bao goc trung mod.

7. Phuong phap theo muc bét ky trong sé cac muc tir 1 dén 6, trong d6 muc
tiét ra bang hodc vuot qué gid tri ngudng cho biét

(i)  khaning lam lanh vét thuong cia quan thé té bao gdc trung md; hodc

/7
(i) md hodc t& bao phan lap dugc phu hop lam vat liéu ban dau dé san xuat

quan thé té bao goc trung mo.

8. Phuong phép theo muc 7, trong do déi vei Angiopoietin 1 (Ang-1) gia tri
ngudng 14 khoang 400 pg/mL hodc khoang 500 pg/mL.
9. Phuong phép theo cidc muc 7 hodc 8, trong do dbi véi yéu td ting trudng

chuyén dang beta (TGF-p) gié tri ngudng la khoang 400 pg/mL hodc khoang 500 pg/mL.

()
~
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10.  Phuong phap theo muc bét ky trong s6 céc muc tir 7 dén 9, trong d6 doi véi
yéu t6 tang trudng ndl m6é mach méu (VEGF) gia tri ngudng 1a khoang 80 mg/mL hodc
khoang 100 pg/mL.

11.  Phuong phap theo muc bét k¥ trong s6 cac myc tir 7 dén 10, trong d6 ddi
v6i yéu t6 tang trudng té bao gan (HGF) gia tri ngudng 1a khoang 80 pg/mL hodc khoang
100 pg/mL.

12.  Phuong phép theo muc bét ky trong sé cac muc tir 8 dén 11, trong dé miic
tiét ra cta ca bon protein bang hodc vuot qua gia tri ngudng tuong Umg cua ching, va
trong d6 gia tri nguong la

- gié tri ngudng 1a khoang 400 pg/mL dbi v6i Angiopoietin 1 (Ang-1),

- gia tri ngudng la khoang 400 pg/mL d6i voi yéu td ting trudng
chuyén dang beta (TGF-B),

- gié tri ngudng la khoang 80 pg/mL d6i voi yéu td tang trudng ndi mo
mach mau (VEGF), va

- gia tri ngudng la khoang 80 pg/mlL dbi v6i yéu to tang trudng té bao
gan (HGF).

13.  Phuong phép theo muc bét ky trong s6 cac muc tir 8 dén 11, trong d6 muc
tiét ra clia ca bdn protein bing hodc vuot qué gia tri ngudng tuong lng cua ching, va
trong d6 gié tri ngudng 13

- gi4 tri ngudng la khoang 500 pg/mL dbi véi Angiopoietin 1 (Ang-1),

- gia wi ngudng la khoang 500 pg/mL dbi véi yéu to tang trudng
chuyén dang beta (TGF-p),

- gia trj ngudng 1a khoang 100 pg/mL ddi v6i yéu 6 ting trudng nodi

md mach mau (VEGEF), va

- gia tri ngudng la khoang 100 pg/mL déi voi yéu té tang trudng té
bao gan (HGF).

14. PhuO’ng phéap theo muc bét ky trong s6 cdc muc tir 1 dén 13, trong d6 quan
thé té bao gbc trung md duoc chon tir nhém bao gbm quén‘thé té bao gbe trung md cia

day ron, quan the té bao goc trung md nhau thai, quan the ¢ bao gbe trung md cua chd
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ndi day rén - nhau thai, quan thé té bao gdc trung mé cua mau cudng ron, quan thé t€ bao

gbe trung md cla thy xuong, va quan the té bao goc trung mo thu duge tor md ma.

15.  Phuong phép theo muc 14, trong d6 quan the t& bao goc trung mo cua day
ron duoc chon tr nhém bao gom quan thé té bao gde trung md cua mang 0i (AM), quin
thé t& bao gbe trung md quanh manh (perivascular - PV), quan thé té bao gdc trung md
ctia thach Wharton (Wharton’s jelly - W), quan the t& bao goc trung mo ctia mang 01 cua

day rén va quan thé t€ bao goc trung md trdn lan cua day ron (MC).

16, Phuong phap theo muc 2, trong d6 md la day ron hodc mang 0i cua day ron
va quén thé t& bao gdc trung mo 1a quan thé & bao goc cia mang Oi cua day ron.

17.  Phuong phap theo cdc muc 15 hogc 16, trong do quéan thé té bao goc trung
md cua mang &1 ctia diy ron 13 quan the & bao goc trung mo, trong daé it nhat khoang
90% hodc nhiéu hon té bao cua quan thé t¢ bao gbc bicu hién moi trong cac dau chuan

sau day: CD73, CD90 va CD105.

18, Phuong phép‘ theo muc ‘17, trong do it nhét khoang 90% hoac nhiéu hon té
bao cua quén thé t& bao gbc trung md khong bidu hién céc déu chuan sau day: CD34,

CD45 vaHLA-DR.

19.  Phuong phép theo cac muc 17 hodc 18, trong do it nhét khoang 91% hoac
nhiéu hon, khoang 92% hoic nhiéu hon, khoang 93% hodc nhiéu hon, khoang 94% hodc
nhiéu hon, khoang 95 % hodc nhiéu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoadng 97% hodgc
nhiéu hon, khoang 98% hoac nhiéu hon khoang 99% hodc nhiéu hon té bao ctia quan thé
t& bao gbc trung md biéu hién méi trong s6 CD73, CDY0 va CD105 va khong biéu hién
mdi trong s6 CD34, CD45 va HLA-DR.

20.  Phuong phép theo muc bét k¥ trong sO cac muyc néu trén, trong d6 moi
truong la moi trudng nuodi cdy té bao hofic méi truong luu trit.

21.  Phuong phap theo muc 20, trong d6 moi truong luu wir la Hypothermosol
hoéc Plasmalyte.

22.  Phuong phap theo muc bt ky trong s6 cac muc tir | dén 19, trong do moi
truong bao gom moi truong Eagle do Dulbecco cai tién (DI\/[EM) & nong do cudi 1a
khoang 55 dén 65% (thé tich/thé tich), moi trudmg F12 cta Ham (F12) & ndng do cudi 12

khoang 5 dén 15% (thé tich/thé tich), moi truong co bén khong ch(ra huyét thanh ¢ ndng
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d6 cubi 12 khoang 15 dén 30% (thé tich/thé tich) va huyét thanh bao thai bo (FBS) ¢ ndng
d6 cubi 12 khoang 1 dén 8% (thé tich/thé tich).

23.  Phuong phap theo muc 22, trong d6 moi trudong bao goém moi truong Eagle
do Dulbecco cai tién (DMEM) & ndng do cudi 1a khoang 57,5 dén 62,5% (thé tich/thé
tich), méi truong F12 ctia Ham (F12) & ndng do cudi la khoang 7.5 dén 12,5% (thé
tich/thé tich), méi tnrong co bén khong chia huyét thanh & nodng do cudi 1a khoang 17,5
dén 25,0% (thé tich/thé tich) va huyét thanh bao thai bd (FBS) ¢ ndng do cudi 1a khoang
1,75 dén 3,5% (thé tich/thé tich).

24.  Phuong phép theo muc 23, trong d6 moi trudng bao gdm moi trudong Eagle
do Dulbecco cai tién (DMEM) & ndng do cubi 1a khoang 61,8% (thé t{ch/thé tich), moi
truomg F12 cua Ham (F12) & ndng do cudi 1a khoang 11,8% (thé tich/thé tich), moi
trudng co ban khong chira huyét thanh & ndng do cudi 1a khoang 23,6% (thé tich/thé tich)
va huyét thanh bao thai bo (FBS) ¢ ndng do cudi 1a khoang 2,5% (thé tich/thé tich).

25.  Phuong phép theo cdc muc 23 hodce 24, trong do mdi truong co ban khong
chra huyét thanh 1a M171.

26.  Phuong phap theo muc bét ky trong sé cac muc tir 22 dén 25, trong d6 moi
truong con bao gbm yéu tb tang trudng biéu bi (EGF) & ndng d6 cudi 12 khoang 1 ng/mL
dén khoang 20 ng/mL.

27.  Phuong phétp theo muc 26, trong d6 méi trudong bao g6m yéu 16 tang trudng
biéu bi (EGF) & ndng dd cudi 1 khoang 10ng/mL.

28.  Phuong i)hép theo muc bt ky trong s cac muc tir 22 dén 27, trong do moi
trtr(‘mg bao gém Insulin & nong do cudi 1a khoang 1 pg/mL dén 10 pug/mL.

29.  Phuong phap theo muc 28, trong d6 m6i trudng bao gbm Insulin & ndng do
cudi 12 khoang 5 pg/mL. | '

30. Phuong phap theo muc bét ky trong s6 cac muc tir 22 dén 29, trong d6 moi
trudng con bao gbm it nhit mot trong sd cac cht bb sung sau: adenin, hydrocortison, va
mudi natri 3,3',5-Triiodo-L-thyronin (T3).

31. PhuO’ng ph’ép theo muc bat ky trong sé céc muc tir 22 dén 30, trong d6 mdi
truong bao gdm ca ba {oai 14 adenin, hydrocortison, va 3,3',5-Triiodo-L-thyronin sodium

salt (T3
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32. - Phuong phép theo muyc 30 hodc 31, trong d6 moi truong bao gdm adenin &
ndng do cudi 1a khoang 0,01 dén khoang 0,1 ug/mL adenin, hydrocortison & ndng do
cubi 1a khoang 0,1 dén khoang 10 ug/mL hydrocortison va/hodc mudi natri 3, 3/,

5-Triiodo-L-thyronin (T3) ¢ ndng do cudi 1a khoang 0,5 dén khoang 5 ng/mL.

33.  Phuong phap theo muc bét ky trong sé cac muc tir 1 dén 32, trong d6 budce
nudi cdy quan thé té bao gbc trung md trong mdi truong nhu duge xac dinh theo muc bét
k¥ trong s6 cac muc tir 22 dén 32 dan dén sy gia ting biéu hién va/hodc tiét ra cia it nht
mot trong 36 cac protein duge chon tir nhém bao gébm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu td
téng truong chuyén dang beta (TGF-B; cu thé 1a TGF-B1), yéu t6 tang truéng ndi md
mach mau (VEGF) va yéu td tang trudng té bao gan (HGF) boi quan thé té bao goc trung
mo so vGi mdi truong tham chiéu ma khong chita ca DMEM (mdi trudong eagle do
Dulbecco cai tién), F12 (moi truong F12 cla Hém), M171 (moi truong 171) va FBS
(huyét thanh bao thai bo). |

34.  Phuong phéap theo muc bét ky trong sé cac muc tir 1 dén 33, trong d6 moi
truong té bao duge dua vao ly tdm sau khi nudi cly trong mot khoang thoi gian thich
hop.

35.  Phuong phap theo myc 34, trong d6 khoang thoi gian nudi cdy phit hop bao
gdm khoang 12 gid, khoang 24 gio, khoang 36 gio, khoang 46 gio, khoang 48 gi¢ hodc
khoang 50 g10, tdt hon 13 khoang 48 gio.

36. Phuong phép theo céc muc 34 hodc 35, trong do phan dich nbi ctia moi

truong nudi cdy té bao di ly tAm duoc dua vao thu nghiém da hop.
37.  Phuong phap theo muc 36, trong d6 thir nghiém da hop la dya vao hat.

38.  Su dung it nhat mot protein dugc chon tir nhém bao gbébm Angiopoietin 1
(Ang-1), yéu t tang trudng chuyén dang beta (TGF-B), yéu t§ tang truéng ndi md mach
méu (VEGF) va yéu t6 tang truong té bao gan (FIGF) dé danh gid kha néng lam lanh vét
thuong ciia quan thé té bao gde trung mo.

39. St dung it nhat mot protein dugc chon tir nhom bao gdbm Angiopoietin 1
(Ang-1), yéu t6 ting trudng chuyén dang beta (TGF-p), yéu td ting trudng ndi md mach
mau (VEGF) va yéu t6 tang trudng t& bao gan (HGF) dé lya chon quan thé & bao gbe

trung mo dé san xuat quén thé té bao goe theo cac diéu kién cGMP.
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40. St dung it nhét mot protein duge chon tir nhém bao gbdm Angiopoietin 1
(Ang-1), yéu t6 tang trudng chuyén dang beta (TGE-p), yéu t§ tang truong ndi moé mach
mau (VEGF) va yéu t6 ting trudng té bao gan (HGF) dé lua chon quan thé té bao gbc

trung mo dé san xuat quan thé t€ bao goc dé su dung trong duoc pham tiép theo.

41. - St dung it nhét mot protein duge chon tir nhém bao gém Angiopoietin 1
(Ang-1), yéu t6 ting truéng chuyén dang beta (TGF-p), yéu td ting trudng ndi md mach
mau (VEGF) va yéu td tang trudng té bao gan (HGF) @& lua chon quan thé t& bao gbc

trung mo dé tao ra ngdn hang té bao dau dong (master cell bank).

42. St dung it nhat mot protein dugc chon tir nhém bao gbdm Angiopoietin 1
(Ang-1), yéu tb ting trudng chuyén dang beta (TGF-p), yéu 16 tang trudng ndi moé mach
mau (VEGF) va yéu t tang trudng té bao gan (HGF) dé nhan dién m6 phu hop lam vat
liéu ban dau dé san Xudt qu?m thé té bao gbe trung md dé st dung trong dugc pham.

43, Sur dung theo myc 42, trong d6 mo 1a day rdn hodc mang 6i ctia day ron va
quén thé té bao gbe trung mo 1a quan thé té bao gbe ctia mang b1 ctia day ron.

44.  Str dung theo muc bat ky trong sd cac muc tir 38 dén 41, trong d6 viéc su
dung nay bao gdm xac dinh trong moi trudng nudi cdy té bao muc cua it nhét mot protein
duoc chon tr nhém bao gdbm Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu td tang trudng chuyén dang
beta (TGF-B), yéu t6 tang trudng ndi mo mach mau (VEGE) va yéu tb ting trudng 1€ bao
gan (HGF) duogc tiét vao moi truong nudi céy té bao boi quan thé té bao gbc trung mo.

45. St dung theo muc 42 hodc 43, trong do vi¢e st dung nay bao gém xac dinh
trong moi truong nuodi cdy té bao muc cua it nhét mot protein duge chon tir nhém bao
gbm Angiopoietin 1 (Ang 1), yéu td ting truéng chuyén dang beta (TGF p), yéu t ting
trudong ndi moé mach mau (VEGE) va yéu tb ting trudng té bao gan (HGF) duoc tiét vao

dich nudi cay té bao bdi mau mo hodc té bao phan 1ap dugce tir mo.

46. St dung theo muc bat ky trong 36 cac muc tur 38 dén 44, trong do viéc su
dung nay bao o0m xéc dinh trong mdi truong nudi chy té bao muc cua it nhét hai, it nhét
ba hodc ca bdn protein dugc chon tir nhém bao gb6m Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu t6 ting
truong chuyén dang beta (TGF-B), yéu td tang trudng ndi mé mach mau (VEGF) va yéu
tb ting truong té bao gan (HGF) duge tiét vao méi truong nudl chy té bao boi quan thé té

bao goc trung mo.
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47.  Phuong phap nhan di¢n moéi truong phu hop dé gay ra hodc cai thién cac
dic tinh lam lanh vét thuong clia quan thé t& bao gbe trung mo, trong d6 phuong phap
nay bao gbm x4c dinh muc cua it nhit mot protein duge chon tir nhém bao g06m
Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu td tang truong chuyén dang beta (TGF-B), yéu td tang
trudng ndi mé mach mau (VEGF) va yéu t tang trudng té bao gan (HGF) dugc tiét vao
moi trudng boi quan thé té bao gbe trung mo.

48. St dung it nhét mot protein duge chon tir nhom bao gém Angiopoietin 1
(Ang-1), yéu t6 ting trudng chuyén dang beta (TGF-p), yéu t6 tang trudng ndi moé mach
méau (VEGF) va yéu t6 ting trudng té bao gan (HGF) dé nhan dién moi truong phu hop
dé gay ra hogc cai thién cac dic tinh lam lanh vét thuong cla quan thé té bao gbc trung

~

mo.
49. S dung theo muc 48, trong do viée st dung nay bao gom xac dinh trong
moi trudng muc cua it nhit hai, {t nhat ba hodc ca bon protein dugc tiét vao moi truong

boi quan thé t€ bao goc trung mo.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap danh gia kha ning chita lanh vét thuong cla quan thé t& bao gde trung
mo, trong do quén thé té bao gbc trung mo 1a quin thé té bao gde trung mo cua day ron,
trong do quan thé t& bao gde trung mo clia déy rén 14 quan thé té bao gdc trung mod cua
mang 6i ctia day rbn, trong d6 phuong phap nay bao gom budc xé4c dinh trong moi
truong muc cla ca bdn protein duge chon tir nhom bao g6m Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu
tb tang trudng chuyén dang beta (Transforming Growth Factor beta - TGE-B), yéu t6 tang
truéng ndi md mach méu (Vascular Iindothelial Growth Factor - VEGL) va yéu t ting
trudng té bao gan (Hepatocyte Growth Factor - HGF) dugc tiét vao moi truong boi quin
thé t& bao gdc trung mo, va trong do mic {iét ra clia ca bdn protein bang hodc vuot qua

gid tri ngudng cho thdy kha ning lam lanh vt thuong cda quan thé t¢ bao goc trung mo.

2. Phuong phap nhan dién md pht hop lam vat licu ban diu dé san xuét quan thé té bao
gbe trung md dé st dung trong duoc phim, trong do quan thé té bao gbc trung md la
quén thé t& bao gdc trung mo cta day ron, trong do quan thé & bao gbc trung md cla day
ron 12 quan thé té bao gbe trung md cua mang 6i ctia day ron, trong do phuong phap nay
bao gdm budce xac dinh trong moi trudong mire cua ca bdn protein duge chon tir nhém bao
o0m Angiopoictin 1 (Ang-1), yéu t tang trudng chuyén dang beta (1GI-B), yéu t tang
trudng ndi mo mach mau (VEGL) va yéu 16 tang trudng té bao gan (IHGF) dugc tiét vao
moi truong bdi mau mo hoic té bao phan 14p dugc tor mo, trong do mo la day rén hodc
mang 6i ctia day rbn, va trong do mirc tiét ra cta ca bon protein bang hodc vugt qua gia
tri ngudng cho thdy rang mo hodc té bao phan 1ap dugc 1a phu hop dé lam vat liéu ban
dAu dé san xuét quan thé té bao gdc trung mo dé st dung trong dugc phém.

2
A 2

3. Phuong phap chon loc quén thé té bao goc trung mo dé san xudt quan the té bao goc

theo cac diéu kién cGMP, trong d6 quan thé & bao goc trung md la quan the t€ bao goc

r
n

trung mod cua day rdn, trong do quéin thé & bao gbe trung md cua day rén 14 quéan thé té
bao gbe trung md cua mang 61 ctia ddy ron, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc xic
dinh trong modi truong mic cua ca bén protein duge chon tr nhom bao 26m
Angiopoictin 1 (Ang-1), yéu o tang trudng chuyén dang beta (TGF-p), yéu 1 ting
trudng ndi mo6 mach mau (VEGL) va yéu 10 tang trudng té bao gan (HGT) duge tiét vao

mdi truong béi quan the t€ bao goc trung mo, va trong d6 murc tiét ra cta ca bon protein
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bang hodc vuot qua gia tri ngudng cho thiy rang quin thé té bao gdc trung md 1a phu hop

Jam vAt licu ban diu dé san xuat quan thé t& bao goc trung mo thco cac dicu kién cGMP.

4. Phuong phap chon loc quan thé ¢ bao gdc trung mod dé san xudt quan thé té bao gbc
dé st dung trong dugc phim tiép theo, trong do quan thé t& bao gbc trung mo 1a quan thé
té bao gbc trung mo cua day ron, trong do6 quin thé té bao gbc trung mod cua day rén 12
quan thé té bao gbe trung md cua mang bi cia day ron, trong d6 phuong phép nay bao
g&n budc x4c dinh trong mdi trudng muc cla ca bdn protein dugc chon tor nhém bao
g0m Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu 10 tang trudng chuyén dang beta (TGE-B), yéu t6 ting
trudng ndi mo mach mau (VEGF) va yéu tb ting trudng té bao gan (HGF) dugc tiét vao
moi truong boi quin thé té bao gdc trung mo, va trong d6 mirc {iét ra cua ca bon protein
bang hodc vuot qua gié tri ngudng cho thiy rang quan thé & bao gde trung md 1a phu hop
lam vat liéu ban dau dé san xufit quan thé & bao gde trung md dé st dung trong dugc

pham tiép theo.

5. Phuong phap chon loc quan thé & bao gbc trung md dé tao ra ngn hang t& bao dau
dong (master cell bank), trong dé quin thé té bao gbc trung md 1a quan thé té bao gbc
trung mo cua day ron, trong do quan thé & bao gde trung mo cua day ron 13 quan thé ¢
bao gde trung md cua mang i cua day ron, trong d6 phuong phdp nay bao 26m budc
xac dinh trong moi truong miuc cia ca bbn protein duge chon tr nhém bao gom
Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu 16 ting trudng chuyén dang beta (TGI-p), yéu 16 ting
truéng n6i moé mach mau (VEGLE) va yéu 16 ting trudng té bao gan (IGF) duge tiét vao
moi truong boi quan thé ¢ bao gdc trung md, va trong do mirc tié( ra ca ca bodn protein
bang hodc vuot qua gié tri ngudng cho thiy rang quin thé 1€ bao gdc trung mo 1a phu hop

dé tao ra ngin hang té bao ddu dong (master cell bank).

6. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong do déi voi
Angiopoietin 1 (Ang-1) gia tri ngudng la khoang 400 pg/ml. hodc khoang 500 pg/mL.

7. Phuong phéap theo diém 6, trong do ddi véi yéu td tang trudng chuyén dang beta
(TGF—B) oid tri nguong la khoang 400 pg/mL hodc khoang 500 pg/mlL.

8. Phuong phap theo diém bat ky trong s cac diém tr 6 dén 7, trong d6 déi voi yéu t6
{ang trudng ndi md mach mau (VEGL) gia trl ngudng 12 khoang 80 mg/mL hodc khoang

100 pg/ml..
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9. Phuong phap theo diém bét ky trong s cac diém tir 6 dén 8, trong d6 dbi véi yéu 6
ting trudng ¢ bao gan (HGI) eia tri ngudng la khoang 80 pg/ml hodc Kkhoang
100 pg/mL.
10.  Phuong phap theo diém bét ky trong sé cac didm tr 6 dén 9, trong d6 murc tiét ra
clia ca bdn protein bang hodc vuot qua gia tri ngudng tuong ung cta chung, va trong do
gid tri nguong la

- gid tri ngudng la khoang 400 pg/mL dbi voi Angiopoietin 1 (Ang-1),

- gia tri ngudng la khoang 400 pg/mL ddi v6i yéu t6 ting trudng chuyén dang beta
(TGE-B),

- gi4 tri ngudng la khoang 80 pg/mL i v6i yéu 6 tang trudng ndi mé mach mau
(VEGF), va

- gia tri ngudng la khoang 80 pg/mL déi véi yéu t6 tang trudng {é bao gan (HGF).
11.  Phuong phap thco diém bAt ky trong s6 cac diém tr 6 dén 9, trong d6 mic tiét ra
cla ca bon protein bang hodic vuot qua gid tri ngudng tuong Ung ctia chung, va trong do
eia tri ngudng la

- gid tri ngudng la khoang 500 pg/mL dbi voi Angiopoictin 1 (Ang-1),

- gid tri ngudng la khoang 500 pg/mL dbi voi yéu t6 tang trudng chuyén dang beta
(1GE-P)

- gia tri ngudng la khoang 100 pg/mL dbi voi yéu td tang trudng ndi mod mach
mau (VEGF), va

- gi4 tri ngudng 1a khoang 100 pg/mL dbi véi yéu to tang trudng té bao gan
(HGF).
12.Phuong phép theo diém bat ky trong s cac diém néu irén, trong dé quin thé té bao
géc trung mo clia mang 6i ctia day ron la quan thé & bao gbc trung md, trong dé it nhat
khoang 90% hodc nhiéu hon t¢ bao ctia quan thé t& bao gbc biéu hién mdi trong céc déu
chudn sau day: CD73, CD90 va CD105.
13.Phuong phéap theo diém 12, trong do it nhét khoang 90% hodc nhidu hon té bao cua
quéin thé té bao gbc trung mo khong bidu hién cac dau chuin sau day: CD34, CD45 va

HLA-DR.
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14. Phuong phdp thco diém 12 hodc 13, trong do it nhit khoang 91% hodc nhiéu hon,
khoang 92% hodc nhiéu hon, khoang 93% hodc nhiu hon, khoang 94% hodc nhiéu hon,
khoang 95% hodc nhiéu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoang 97% hodc nhiéu hon,
khoang 98% hodac nhiéu hon khoang 99% hoic nhidu hon & bao ctia quin thé té bao gde
trung md biéu hién mdi trong s6 CD73, CDI90 va CD10S va khong bidu hién mdi trong s6

CD34, CD45 va HLA-DR.

15. Phuong phép theo diém bét ky trong sd cic diém néu trén, trong do moi truong la moi
truong nudl chy té bao hodc moi truong luu tri.

16.  Phuong phép theo diém 15, trong d6 moéi truong luu triv 1a [ypothermosol hodc
Plasmalyte.

17.Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 14, trong d6 mdi truong
bao gdm mdi truomg Bagle do Dulbecco cdi tién (Dulbecco's Modified Fagle's Medium -
DMEM) ¢ ndng do cubi 1a khoang 55 dén 65% (thé tich/thé tich), moi truong F12 cia
Ham (F12) ¢ nong do cubi 1a khoang 5 dén 15% (thé tich/thé tich), moi truong co ban
khong chita huyét thanh & ndng do cudi 1a khoang 15 dén 30% (thé tich/thé tich) va huyét
thanh bao thai bo (Fetal Bovine Serum - FBS) ¢ nong do cubi 1a khoang 1 dén 8% (thé
{ich/thé tich).

18. Phuong phép theo diém 17, trong d6 mdi trudong bao ¢dm moi truong Eagle do
Dulbecco cai tién (DMEM) & ndng do cudi 1 khoang 57,5 dén 62,5% (thé tich/thé tich),
moi trudng 12 ctia Ham (F12) ¢ ndng do cudi la khoang 7.5 dén 12,5% (thé tich/thé
tich), moi truong co ban khong chia huyét thanh & néng do cubi 1a khoang 17,5
dén 25.0% (thé tich/thé tich) va huyét thanh bao thai bd (FBS) ¢ nong do cudi 1a khoang
1,75 dén 3,5% (thé tich/thé tich).

19. Phuong phap theo diém 18, trong d6 moi trudng bao g6m moi truong Eagle do
Dulbecco cai tién (DMEM) & ndng do cubi 1a khoang 61,8% (th¢ tich/thé tich), moi
truong 12 cha Ham (I12) & nong do cudi la khoang 11,8% (thé tich/thé tich), moi
truong co ban khong chira huyét thanh & ndng do cudi 1a khoang 23,6% (thé tich/thé tich)

va huyét thanh bao thai bo (FBS) & nong do cudi la khoang 2,5% (thé tich/thé tich).

20.Phuong phap thco diém 18 hodc 19, trong d6 moi truong co ban khong chira huyét

thanh 1la M171.
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21.Phuong phap theo diém bat ky trong 56 chc didm tur 18 dén 20, trong d6 moi truong
con bao gdm yéu 16 tang trudng biéu bi (Iipidermal Growth Factor - EGF) 0 nong do cudi
la khoang | ng/mL dén khoang 20 ng/mlL.

22.Phuong phap theo diém 21, trong d6 mdi trudng bao 2Om yéu t6 ting trudng biéu bi
(EGF) ¢ nong do cudi la khoang 10ng/mL.

23.Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tr 17 dén 22, trong d6 mdi truong
bao gom Insulin & ndng do cudi 1a khoang 1 pg/mL dén 10 pg/mL.

24.Phuong phap theo diém 23, trong d6 moi trudng bao o0m Insulin & nong do cubi la
khoang S pg/ml..

25.Phuong phéap theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 17 dén 24, trong do mdi truong
con bao gdm it nhit mot trong sd cic chét bd sung sau: adenin, hydrocortison, va mudi
natri 3,3",5-Triiodo-I.-thyronin ('13).

26.Phuong phap theo diém bt ky trong 56 cac diém tr 1 dén 25, trong d6 budc nuodi ciy
quﬁn thé té bao gbc trung mo trong mdi truong nhu duge xac dinh theo diém bét ky trong
sé cac diém 17 dén 25 néu trén dan dén su gia tang biéu hién va/hoidc tié( ra cua it nhit
mdt trong sb cac protein dugce chon tr nhém bao o0m Angiopoietin 1 (Ang-1), yéu t6
tang trudng chuyén dang beta (TGI-f; cu thé 1a TGI-p1), yéu t6 ting trudng ndi mod
mach mau (VEGI) va yéu 10 ting trudng té bao gan (HGF) boi quan thé té bao gbc trung
md so véi mdi truong tham chiéu ma khong bao gom c& DMEM (mdi truong cagle do
Dulbecco cai tién), F12 (moi truong F12 cta Ham), M171 (mdi truong 171) va FBS
(huyét thanh bao thai bo).

27.Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac didm tor 1 dén 26, trong d6 moi trudng
duoc dua vao ly tdm sau khi nudi céy trong mot khoang thoi gian phu hgp.

28.Phuong phép theo diém 27, trong d6 khoang thoi gian nudi ciy phtt hop bao 2Om
khoang 12 gid, khoang 24 gio, khoang 36 0i0, khoang 46 gid, khoang 48 git hodc
khoang 50 gio, tot hon la khodng 48 gio.

29.Phuong phép theo diém 27 hodc 28, trong do phan dich ndi clia méi trudng nudi ciy

1é bao da ly tam duoc dua vao thi nghiém da hop.
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30.Phuong phép theo diém 29, trong do thir nghi¢m da hop la dya vao hat.

31.Phuong phap nhan dién moi truong phu hop dé gdy ra hodc cai thién cac dac tinh lam
lanh vét thuong cua quan thé té bao gbc trung mo, trong do phuong phap nay bao gdm
xac dinh muc cua ca bdn protein duge chon tir nhém bao g6m Angiopoictin 1 (Ang-1),
yéu 16 tang trudng chuyén dang beta (TGE-p), yéu t6 ting truéng ndi moé mach mau
(VEGF) va yéu 16 ting trudng t€ bao gan (HGI) duge tiét vao moi truong boi quin thé té
bao gde trung mo, trong do quin thé (& bao gbc trung md cla day ron 1a quén thé té bao
gbc trung md clia mang 61 cua day ron, trong do viée st dung bao g6m xéc dinh trong
moi trudng muc cla ca bbn protein duge tiét vao moi truong boi quan thé ¢ bao gde
trung mo, va trong dé muc {iét ra ctia ca bon protein bang hodc vuot qué gia tri ngudng
cho thdy ring moi truong la phi hop dé gdy ra hodc cai thién cic dic tinh lam lanh vét

thuong cua quan thé (¢ bao goc trung mo.
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Fig.4

Thir nghiém 180806: Ang-1

Thir nghiém 180806: Néng do ctia Ang-1 (thang logarit)
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Fig.4 (tiép)

Thir nghiém 180806: VEGF

Thit nghiém 180806: Nong do cia VEGF
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Fig.4 (tiép)
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Thir nghiém 180806: HGF

Thir nghiém 180806: Néng do cia HGF (thang logarit)
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Fig.4 (tiép)

Thir nghi¢m 180806: TGFbetal

Thir nghiém 180806: Nong do ciia TGFbetal (thang logarit)
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