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(57) Giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh san xuat exosom chtra chat tiét chira yéu t6
tang truong té bao tir té bao gbe trung mod ddy rén theo tiéu chuan GMP khong b6 sung
huyét thanh nhau thai bé (FBS) va khang sinh, trong d6 quy trinh nay bao g6m cac budoc:
a) nudi cdy tang sinh tao ngudn té bao; b) kich thich té bao tiét nhiéu chat tiét ra moi truong
nudi cdy; ¢) thu dich nudi té bao co chtra chét tiét; va d) thu chét tiét té bao. Quy trinh theo
giai phap hitu ich s dung k¥ thudt nudi ciy té bao khong bo sung FBS, khong sir dung
khang sinh va khong thay méi truong nudi cay tao ap luc cho té bao tiét chat tiét. Té bao
gbe trung mo day ron so cap dang & lan cay chuyén thir nam (PS) dang trong giai doan
phat trién binh thuong tiét chét tang trudng t& bao phan anh tinh gbc va kha nang tang
trudng cua té bao gde trung md day ron so cap o giai doan con tré. San pham chét tiét tir
té bao gdc trung mo day ron chua ham luong vuot troi chét tang truong té bao PDGF-BB,
VEGF-A, HFG, FGF-2, va TGF-B ¢6 hiéu qua trong phuc hdi va duy tri su khoé manh va

tuol tré cua lan da.
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Linh vwre ky thuit dwoc dé cap

Giai phap hitu ich dé cap dén linh vuc cong nghé sinh hoc, y sinh hoc va cong nghé
té bao ung dung trong y sinh hoc. Cu thé 1a giai phap hitu ich d& cdp dén quy trinh san
xuét chat tiét chua yéu td tang truong té bao tir nudi cdy té bao gde trung mé day ron, trong
do té bao gbe trung mé day rén duoc nudi theo tiéu chudn thuc hanh 14m sang t6t (Good
Manufacture Practice - GMP) va duoc kich thich tiét chit tang truéng t& bao c6 vai tro

quan trong trong tré hoa da.
Tinh trang ky thuit cia gidi phap hiru ich

Hién tuong 3o hoa da gy ra do van dé tudi tac hodc tac dong tir cac yéu to moi
truong bén ngoai. Ban cht 130 hoa da 1a do su giam s6 luong té bao da, giam hoat dong
chic nang cua té bao da trong viée tdng hop cac protein nhu collagen, elastin va axit
hyaluronic. Viéc mat collagen, protein dan hoi elastin va phan tir axit hyaluronic gitr am
co trong cac lop bi gdy ra su pha vo kha nang phuc hoi va do day cua da theo thoi gian va
s& dan dén hinh thanh nép nhan va gy ra tinh trang kho da (Fisher et al., 2002). Cac bién
phap can thiép phau thuat pho bién nhat hién co dé diéu tri nép nhan trén khuon mit bao
gdm nang co mat, phau thuat, 16t da va cac liéu phap tiém chét lam day nhu BOTOX".
Tuy nhién, phuong phap phau thuat ¢ thé dan dén nhiéu bat loi va phan ung phu. Cac
bién phap khong xam 14n bao gom cac cong thuc dudng chat bdi ngoai da; tuy nhién,
khéng c6 phuong phap nao trong sé cac phuong phap nay loai bo hoan toan nép nhan va
doi hoi phai ap dung diéu tri thuong xuyén. M6t s6 cong thic boi tai chd co thé gay kich
ung cho da va/hodc co thé hd tro cac phan Umg chita lanh vét thuong, nhung khong bo
sung thanh céng cho lan da mong véi cac protein ddy du dé diéu tri va/hodc ngan ngira cac
khuyét diém ctia da do gia hod lién quan dén tudi hodc tac dong tir moi truong doc hai bén
ngoai. Hién nay, chua c6 cach chita tri cho 130 hoa & cip do té bao ma chi diéu tri tam thoi
hién tuong da nhan va cach diéu tri ndy c6 thé gay nhiéu nhuoc diém va tac dung phu.

Céc yéu to tang truong té bao thuong la peptite véi tac dung sinh hoc da dang. Mot
s6 loai yéu td tang truong da duoc xac dinh 1a hitu ich trong viéc chita lanh vét thuong

va/hoc tai tao [op bi va biéu bi da, bao gdm: yéu t6 tang trudng cam mg chuyén doi beta
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(transforming growth factor p - TGF- B), yéu td ting truong cé ngudn gdc tidu cau
(Platelet-derived growth factor - PDGF), yéu tb tang truong té bao gan (Hepatocyte growth
factor - HGF), yéu t6 tang truong té bao ndi mé thanh mach (Vascular endothelial growth
factor — VEGF), va yéu t6 tang trudng nguyén bao soi (Fibroblast growth factor - FGF).
Mot s6 yéu td nay da duoc phat hién co trong thé tiét tir té bao, nhu trong cac sang ché cua
Sun va cong su va Sil va cong su (Sun et al., 2017, Sil et al., 2015). Tuy nhién, anh huong
ctia thé tiét tir t& bao dén tré hoa da khong chi dua vao cic nhém chat ting truong, ma con
phu thudc vao ca cac nhom protein khac, vi nhu nhu cac protein diéu hoa. Céac sang ché
néu trén ctia nhom tac gia Sun va Sil khong xac dinh duge ham protein tong sé phan anh
su co mat ctia cac nhom protein khac bén canh cac chat tang truéng. Hon nita, khong xéac
dinh duoc phan nhom dudi cua chét tang trudng, vi du chi phét hién duge FGF chir khéng
dinh dang duoc FGF2 hay FGF1. Do vay, khong thé chi 1o thé tiét mang chét tang truong

co the tac dong dén tin hiéu sinh hoc nao cua té bao nhan.

Cac té bao séng duoc nudi cdy in vitro tiét ra cac protein ngoai bao bao gom cic yéu
t6 tang truong duoc tiét vao moi truong dinh dudng ma chiing duoc nudi céy. Trong nudi
cy té bao, c6 nhiéu protein va yéu tb tang truong té bao hién dién trong dich nuéi cay té
bao, cac chit nay bao gdm ca cac chét tdng hop nhan tao duoc bd sung vao méi truong
dinh dudng nudi t& bao va chat do té bao tiét ra. Do khong thé phan tach duogc chat tong
hop bd sung vao trong moi truong va chit do té bao tiét ra, cac chat tang trudng trong dich

- nu6i khong dugc tinh sach nay khong thé duoc chép nhan vé mit thuong mai.

Bén canh do, viéc nuéi cdy té bao thuong dugc bd sung khang sinh nham tranh su
nhidm khudn c6 thé xay ra trong qué trinh nudi cdy. Tuy nhién, viéc bo sung khang sinh
thi rit nguy hiém khi san phdm ctia qué trinh nudi cdy duoc str dung trén ngudi. Cac nghién
ctru thuong chi 16 viée co bo sung khang sinh hodc khong, nhung céc sang ché khong dé
cap dén viéc bd sung khang sinh vao moi trudng nudi cay (Liping et al., 2019; Jianbin et
al, 2018, Sun et al., 2017; Sil et al., 2015). Didu nay rat khong rd rang lam cho san pham
sang ché tir nhing nuoi cay nay kho dat tiéu chudn thuong mai héa, hodc néu co thi cé thé
gay cac rui ro nhu di Gng, sdc phan vé cho ngudi st dung. Do vdy, cac nghién ctiu can

phai chi ro viée su dung khang sinh hay khong.

Hau hét cac loai té bao tiét ra thé tiét (exosom) c6 dong gbi cac thanh phan sinh hoc

phén tir bén trong. Thé tiét duoc tim thdy trong dich nudi ciy té bao va nhiéu loai dich co
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thé nhu huyét tuong, nudc tiéu, nudc bot, dich bi va stta me (Hao, Bai, Yuan, Qureshi, &
Xiang, 2006; Harn et al., 2013; Keller et al., 2007; Lasser et al., 2011; Michael et al., 2010;
Zonneveld et al., 2014). Trudce déy, cac thé tiét nay duoc coi la rac thai tir té bao. Tuy
nhién, cac nghién ciru gin day da chimg minh rang cac thé tiét co vai tro quan trong trong
cac qua trinh sinh 1y hoc ctia co thé do chung c6 chira cac chat tiét quan trong tir té bao va
¢6 thé tac dong dén chinh nhom té bao tiét ra chung (autocrine) hodc tac dong dén céc té
bao khac & mdéi truong xung quanh (paracrine). St dung ca ky thuat truyén thong va hién
dai, rat nhiéu protein, lipit va microRNA duoc phat hién do té bao tiét ra va dong géi trong
thé tiét. Theo théng ké, hién c6 219.082 protein, 26.903 microRNA va 5.146 lipit da ding
tai trén co so dir liéu Vesiclepedia dé tham khao (http:/microvesicles.org/, truy cép
10/5/2018). Thong tin 1a cac vat chét sinh hoc phén tir co trong exosom co thé anh huéng
hoac tham chi dinh hudéng sb phan cua té bao dich, vi du béng cach kich hoat té bao dich
di chuyén, tang truong, biét hoa hodc thuc day té bao di vao co ché chét theo chuong trinh
(apoptosis). Nhu vay, thé tiét exosom co thé chtia nhiéu loai phén tir c6 hoat tinh sinh hoc
va cac yéu td tiét tang truong té bao hd tro chiia lanh vét thuong va/hoac tai tao bicu mo.
Tuy nhién, nhing thanh phan chét tiét nay la khac biét tiy thudc vao ban chét sinh 1y ctia

té bao tiét cling nhu diéu kién tiét cua té bao.

Hién nay, viéc str dung cac yéu td tang truong dé didu tri da ldo hoa dang duoc cac
chuyén gia cham séc da uu 4i nhim ngén ngira ton thuong da, nép nhan va cac khuyét tat
khac gay ra boi cac yéu td 130 hoa va méi truong doc hai. Trong d6, co cac cong thirc ngén
ngua 130 hod va tré hoa da bao gdm dich nudi té bao c6 chira cac yéu to tang truong va/hodc
cac thanh phan co chat ngoai bao (extracellular matrix - ECM) duoc san xuat bang cac

phuong phap nuéi cdy té bao.

Té bao gbe trung mo hién dang 1 loai t& bao gbc duoc sir dung rong rai nhat trong
diéu tri 1am sang. Hiéu qua tri 1idu cta té bao gdc thuong duoc cho la ¢6 kha nang biét hoa
thanh cac loai té bao can thay thé, nhung chi nhu vay thi duong nhu chua du. Cac nghién
ctru gan day cho thay hiéu qua tri lidu cta té bao gdc trung mé chil yéu thdng qua cac chat
tiét hon 1a co ché biét hoa truc tiép ctia chiing (Lai et al., 2010; Phinney & Prockop, 2007;
Turturici, Tinnirello, Sconzo, & Geraci, 2014). Do vay, chét tiét té bao géc dong géi trong
thé tiét exosom dang dac biét dugc quan tim nghién ctru cho cac tng dung nham muc dich

chén doan hay phat trién thanh liéu phép tién tién didu tri. Gia thiét rang, té bao gdc trung
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mo so cap tir ddy ron 1a loai té bao gde tré hon cac loai té bao gbe trung mé tir ngudn khac,
nhu m6 md hay tuy xuong, trong do exosom tiét ra tir t& bao gdc trung mé day rén s& mang
nhiéu thanh phén sinh hoc phén tir ¢6 hoat tinh sinh hoc tai tao hon. Bén canh do, dé dat
duoc mot luong 16n chét tiét hon binh thuong, cin phai co yéu td tac dong tdi té bao trong

qua trinh nudi cay.

Do do, can c¢6 quy trinh san xudt san phdm chét tiét té bao giau chat tang truong té
bao nham t4i tao 16p bi va biéu bi da thdng qua su phuc hdi té bao da va hd tro hoat déng

chtic nang cua té bao da ma khac phuc dugc cac van dé con ton tai sau:

- Chat tiét té bao tir nudi cdy té bao gbc trung md thong thuong co bd sung huyét

thanh nhau thai bo (FBS) l1a san phdm c6 ngudn goc dong vat.

- Qué trinh nudi cdy té bao gbe trung md thong thuong dé tiét chét tiét thong qua
exosom thuong bo sung khang sinh, do d6 san pham thu duge khong du diéu kién sir dung

trong lam sang (su dung trén nguot).

- Hiéu qua tiét chét tiét théng qua exosom khong cao thé hién qua ham luong protein

téng s6 trong chat tiét thap.
Ban chat ky thuit ciia giai phap hiru ich

Muc dich cua giai phap hitu ich nham giai quyét cac van dé néu trén. Do vdy, giai
phap hitu ich dé xuét quy trinh san xuét exosom chtra chét tiét chura yéu t6 tang truong té
bao tir moi truong nudi cdy té bao gbe trung mé day rén theo tiéu chuan GMP, khong bo
sung thém huyét thanh nhau thai bo (FBS) va khang sinh dé dam bdo san pham chat tiét
khong bi 1an cac yéu td c6 ngudn gde dong vat va du diéu kién ap dung trong 1am sang tré
hoa da. Quy trinh theo giai phdp dua trén viéc t6i uu hoa quy trinh nuéi cdy dé kich thich
té bao tiét chét tiét theo tiéu chudn GMP gdm c¢6 ham lugng protein tong s6 va chat tang
truong té bao co hiéu qua tré héa da cao hon diéu kién thong thuong. Cac chét tang truong
té bao nay tham gia vao qua trinh sinh hoc phuc héi chiic ndng va su phat trién té bao da,
tai tao biéu mod va duy tri vé ngoai tuoi tré cuia lan da.

Theo d6 quy trinh theo giai phap hitu ich bao gdm cac budc:

(1) nudi cay tang sinh tao nguodn té bao;

(ii) nuéi cdy kich thich té bao tiét chét tiét;
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(iii) thu dich nuéi té bao;
(iv) thu chét tiét té bao;

Theo giai phap hitu ich, san phdm cht tiét t& bao thu hoach dugc gdm exosom co
chtra nhiéu loai protein khac nhau, thé hién qua ham luong protein tong s6 cao, trong dé
c6 chira ham luong cao cac yéu td tang truong té bao quan trong co chirc nang diéu hoa
cac qua trinh sinh ly hoc té bao va cho su phat trién khoé manh té bao da, bao g61n té bao
gbe da, té& bao soi (fibroblast), t& bao biéu bi (keratinocyte) va té bao sic t6 (melanocyte).
Qua trinh 130 hoa da 1am giam s6 luong té bao da va giam hoat dong chirc nang té bao da.
Do vy, san phdm chét tiét t& bao gbc trung md ddy rén c6 chira cac protein la chét tang
truong té bao nay s& phuc hoi sé luong té bao da ciing nhu hd tro cac té bao thuc hién chire

nang téng hop protein cau tric khi da di vao tinh trang 1o hoa.

Theo giai phap hitu ich, chét tiét té bao c6 chira PDGF-BB (PDGF chura 2 tiéu phan
B) voi ham luong vuot trdi so voi nudi cdy té bao thong thuong. PDGF-BB la chat tang
truong té bao diéu khién su di cu, biét hoa va hoat dong chure nang cua mot sb loai té bao
gbe trung mé va nhiéu loai té chuyén héa khac trong co thé & ca giai doan phat trién va
truong thanh (Friedlaender, Lin, Solchaga, Snel, & Lynch, 2013; Heldin, 1992). Déc biét
PDGF-BB ¢ vai tro trong cam ung va kich thich mét sb loai té bao tang sinh & m6 lién
két trong d6 c6 mo da. Trong md da, PDGE-BB kich thich té bao da phan chia, ting sinh
bu dap lai s luong té bao gia hoa chét di. Bén canh bu dép s6 luong, PDGF-BB ciing kich
thich tang sinh t& bao n6i mo thanh mach (endothelical cells) gitip cho hinh thanh mach

mau moi, cung cap chat dinh dudng cho da.

Theo giai phap hitu ich, chit tiét t& bao chira VEGF-A va&i ham luong vuot troi so
vO1 nudl céy théng thuong. VEGF-A 1a mdét loai protein thudc ho PDGF, co vai tro rat
quan trong cho qua trinh lién vét thuong & mo da. VEGF-A kich thich té bao ndi mo phat
trién, di chuyén va chéng t& bao chét theo chuong trinh. Trong da, VEGF-A kich thich
hinh thanh mach mau méi dé cung cdp dudng chét cho da. Do véy, cac té bao da duoc
dinh dudng day du, phat trién khoé manh va hoat déng chuc ning tét, nhu tang tong hop

protein cau tric da, gitp da khoé manh.

Theo giai phap hitu ich, chét tiét té bao chira HGF voéi ham luong vuot troi so voi
nudi cdy thong thuong. HGF dong vai tro rdt quan trong cho su tré hoa da do chét ting

truong nay kich thich té bao da tang sinh ca vé s6 luong va tang tong hop collagen.

5
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Collagen la protein cau trac da chiju trach nhiém cho su san chic va nang do mé da. Bén
canh d6, HGF ciing kich thich hinh thanh mach mau méi cung cip dudng chat cho cac té
bao da. Do vay, dudi tic dong ciia HGF, chat tiét tir té bao gdc s& hiéu qua trong giam vét

nhan, trung nhdo da va lam tré hoa da.

Theo giai phap hitu ich, chét tiét t& bao chira FGF-2 v6i ham luong vuot troi so voi
nudi cay thong thuong. Vai tro chi yéu cua FGF-2 1a kich thich cac qua trinh sinh 1y hoc
té¢ bao trong qua trinh phuc hdi vét thuong. Bén canh do, FGF-2 con kich thich su ting
sinh té bao cling nhu tang tdng hop collagen va hyalyronic acid 1a cac chét chiu trach

nhiém chinh cho su san chac va giti d6 am cho da.

Theo giai phap hivu ich, chét tiét té bao chura TGF-B v61 ham lugng vuot trdi so vol
nudi cdy thong thuong. TGE-P trong da la chat diéu hoa sinh téng hop co chit nén, thuc
day té bao soi phan chia va téng hop cac loai protein collagen va laminin V Ia protein co
chét nén cua da. Dong thoi TGE-p e ché tong hop cac chat pha huy co chat nén nhu cac
enzym phan huy matrix metalloproteinase. Do vay, TGF-p 1a rat can thiét dé duy tri 6n
dinh trang thai khoé¢ manh cta da va hé tro thuc hién chic nang téng thé gitp da dé duy

trinh vé ngoai tré trung.
Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 la anh chup té bao gbc trung mé day rén tai thoi diém thu hoach dich nuoi
té bao chtra chat tiét té bao. Té bao c6 hinh dang nguyén bao soi la dang dac trung cua té

bao gbc trung mo. Mat do té bao chiém khoang 80 % dién tich bé mat chai nuoi céy.

Hinh 2 14 hinh anh phan tich chét chi thi cta té bao gbc trung mo day rén tai thoi
diém thu hoach dich nudi t& bao chtra chét tiét té bao. Hinh anh phan tich biéu hién chat
chi thi duong tinh va am tinh bang flowcytometry. Theo do, cac chét chi thi duong tinh
gom CD90, CD105 va CD73 déu c6 biéu hién > 90 %, va biéu hién chét chi thi &m tinh

khoang 1 %.

Hinh 3 1a hinh anh phan tich ham luong protein tong s6 thu duogc tir chat tiét phan
anh kha nang tiét cta té bao. Trung binh ctr mdi 1 triéu té bao gbc trung mé day ron, dudi
diéu kién kich thich theo giai phap hitu ich tiét ra 292,346 pg protein trong chét tiét chura

€Xosom.
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Hinh 4 12 hinh anh phan tich su ham luong thanh phan chét ting truong té bao trong
san pham chat tiét té bao gbc trung mé day rén thu hoach duge. Trung binh ctr mdi 1 tridu
té bao, dudi diéu kién kich thich theo giai phap hiu ich tiét ra 139,084 pg HGF, 127,006
pg FGF-2, 12,595 pg VEGF-A, 6,336 pg PDGF-BB, va 4,924 pg TGF-f.

Hinh 5 m6 ta xép hang thir tu ham luong chét tang truong té bao duoc tiét ra theo
giai phap hitu ich. Theo d6 thu tu [an luot tir cao téi thap 1a HGF, FGF-2, VEGF-A, PDGE-
BB va TGF-f.

Hinh 6 mé ta s lidu so sanh ham ham luong chat ting truong té bao HGF, FGF-2,
VEGF-A, PDGF-BB va TGF-p) duoc tiét ra theo giai phap hitu ich va nhom déi chung

cung loai té bao duoc nuoi trong dieéu kién mo1 truong khac.

Hinh 7 mé ta quy trinh cac budc thuc hién nuéi cdy té bao va diéu ché san pham
chét tiét té bao gdc trung mé day ron theo giai phap hitu ich.
MG té chi tiét giai phap hiru ich
Sau ddy, giai phap hitu ich dugc mo ta chi tiét véi cac phuong an va cac vi du cu thé.
Tuy nhién, cac phuong an va cac vi du cu thé nay chi nham minh hoa dé hiéu o ban chat

clia giai phap hiru ich chir khéng nham muc dich gidi han giai phap hitu ich.

Giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh san xudt exosom chura chét tiét chua yéu to
tang truong t& bao tir t& bao gde trung mo day ron, trong do quy trinh nay bao gbm cac
budc:

(1) nudi cdy tang sinh tao ngudn té bao, bao gom:

tao 1p co chét phii bé mat chai nudi cdy bang cach phii dung dich chéat nén hd tro té
bao gbe bam dinh CELLstart da pha loang 300 14n theo thé tich trong dém mudi phosphat
(phosphat buffer salin - PBS) 1én bé mit chai nudi cdy vai thé tich bang khoang 1/2 thé
tich m6i truong nudi cdy du dinh; u trong 30 phut & 37°C, hiit bo dung dich khoi chai nudi
cay va trang bé mat chai nudi cdy 2 lan bang PBS; 4 moi trudng nudi cdy té bao gbc
StemMACS MSC Expansion Media, & 37°C trong thoi gian tur 30 phut dén 1 gio hodc ¢
nhiét d6 phong tir 20°C — 25°C trong 2 gio; chudn bi dung dich té bao gbc trung mo day
rén ¢6 ndng do 375.000 t& bao/mL; cdy t& bao voi ndng do 375.000 té bao/mL vao chai
nudi cdy chira méi truong nudi ciy té bao gée StemMACS MSC Expansion Media da lam

4m theo ti 1¢ dung dich té bao : moi truong nuoi cdy 1a 1 : 9 theo thé tich, nudi ¢ 37°C va
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5% COa, thay moi truong nudi cdy té bao gbe c6 thé tich tuong duong sau mdi 2 ngay cho
to1 khi té bao phat trién dat 80% dién tich bé mit chai nuéi cdy; cay chuyén té bao sang
chai chira méi truong nudi cdy té bao gbc méi bao gdm bude: hit loai bo dich nudi té bao
khoi chai nudi cdy, rira chai nuéi cdy bang PBS sao cho dich PBS phti toan bé bé mit chai
nudi cdy, loai bo PBS va bd sung vao chai nudi té bao dung dich enzym phan tach té bao
Gibco TrypLE Select 1X theo ty 16 dung dich enzym : dich nuéi té bao la 1 : 4 theo thé
tich, & & 37°C trong 5 phut dé phén tach té bao khoi bé mat chai nuoi cay, bo sung SmL
moi truong nudi cdy 4m vao 1 chai T75 hodac 15 mL méi truong nudi céy té bao gbc
StemMACS MSC Expansion Media 4m vao chai nu6i céy dé bat hoat enzym, hut toan bo
dich huyén phu chua té bao vao éng ly tm falcon va ly tam voi toc d6 300 x g (tuong
duong 1137 vong/phut) trong 5 phut, loai bé dich ndi va danh tan cin té bao trong 5 mL
mdi truong nudi cdy té bao goc StemMACS MSC Expansion Media, pha loang dé thu
duoc dung dich té bao gde trung mé day rén & 1an cdy chuyén thir nhat (P1) c6 nong do
350.000 té bao/mL dé thuc hién budc nudi cdy tang sinh tiép theo; trong do, budc (i) nudi
céy tang sinh duoc lap lai 4 lan dé thu duoc té bao géc & lan céy chuyén thu 4 (P4) c6

ndng dd 350.000 té bao/mL;
(ii) nuéi cdy kich thich té bao tiét chét tiét, bao gdm:

cdy chuyén té bao gdc trung mo ¢ P4 thu duge & bude (i) sang chai nudi ciy chira moi
truong nudi cay té bao géc StemMACS MSC Expansion Media nhu néu trong budce (i);
lic nhe dé t& bao phan bd déu bé mit chai nudi cdy; u & 37°C va 5% CO» cho toi khi té
bao géc dat 80 — 90 % dién tich bé mat chai nudi céy dé thu duoc té bao géc trung mo o

P53, trong d6 khong thay moi trudng nudi cdy té bao gbc dé kich thich t& bao tiét chét tiét;
(iii) thu dich nuéi té bao, bao gdm:

hat dich nudi té bao gdc trung mé & PS thu duoc tir budce (ii) vao cac 6ng ly tam va
ha nhiét do vé 4°C trong thoi gian toi da 48 gio trude khi thuc hién ly tdm thu exosom

chtra chét tiét;
(iv) thu chat tiét té bao, bao gom:

ly tam dich nuéi té bao gdc trung md & PS thu duge & bude (iii) & toc do 300 x g
(tuong duong 1137 vong/phut) trong 10 phut ¢ 4°C dé loai bo can la tap chat té bao gom

xac té bao chét va manh v& té bao, thu dich ndi; tiép tuc ly tam dich ndi & toe d6 2.000 x

8/28



4251

g (tuong duong 3427 vong/phiit) trong thoi gian 10 phiit & 4°C dé loai bo san pham té bao
chét theo chuong trinh 1 thé apoptotic, thu dich n6i chira chét tiét t& bao gom microvesicle
(vi thé) va exosom, loai bo can; siéu ly tdm dich ndi cha microvesicle va exosom & toc
d6 10.000 x g (tuong duong 7.662 vong/phut) trong thoi gian 30 phut, nhiét do: 4°C dé
thu duoc dich ndi chira exosom; siéu ly tam dich ndi chira exosom & toc dd 100.000 x g
(twong duong 237.440 vong/phut) trong thoi gian 70 phut, nhiét do: 4°C dé thu phan cén
chira exosom chura chét tiét t& bao, dénh tan can thu duoc trong PBS dé thu duoc dung
dich PBS chua exosom co thé tich 12 mL; va siéu ly tdm dung dich PBS chua exosom &
toe d6 100.000 x g (tuong duong 237.440 vong/phut) trong 10 phut ¢ 4°C, thu can la

exosom chtra cac chat tiét giau chat tang trudng té bao sach.

Theo giai phap hitu ich, san phdm chat tiét dugc san xuat theo quy trinh l1a cac thé
‘exosom ¢o chira nhiéu yéu t6 tang truong té bao. Exosom la cdu tric tai déng kin nho,
duoc tiét ra méi truong ngoai bao béi nhiéu loai té bao khac nhau. Ching c6 chira nhiéu
thanh phan sinh hoc phén ti co chire nang bén trong nhu protein, ARN va lipit. Bén canh
cac phan tu sinh hoc phd bién trong exosom tiét tir cac ngudn té bao khac, chat tiét theo
quy trinh giai phap hitu ich chira ham luong vuot troi cac yéu to tang trudng t& bao co vai
tro trong tai tao 16p bi va biéu bi da. Cac yéu td tang truong té bao nay kich thich té bao
da phat trién khoé manh va hd tro hoat dong chuc nang té bao da. Do vay, cac té bao da
tai khu vuce dang ¢ giai doan dang gia hoa duoc kich thich phat trién khoé manh, hoat dong
chirc nang t6t, ting téng hop thanh phén protein cau tric da nhu collagen, elastin, va axit
hyaluronic. Cac protein quan trong nay gitp cho lan da san chic, c6 do dan hoi cao va gitt
4m t6t, do d6 ngan ngira tinh trang gia hoa da va duy tri trang thai khoé¢ manh va vé ngoai

tré trung cua lan da.

Trong budc nudi cdy tang sinh té bao, t& bao gbe trung mo day rén duoc cy o bét
cur giai doan nao, tir P1 (14n cdy chuyén thur 1), P2 (1an ciy chuyén thu 2), P3 (lan cay
chuyén thir 3) hodc P4 (14n cdy chuyén thtr 4), nham tang sinh sb luong té bao. Té bao
duoc nudi trong moi truong nudi cdy té bao goe StemMACS MSC Expansion Media
(Myltenyi, Germany)) dugc san xuét theo tiéu chudn GMP, khong bd sung thém FBS va
khang sinh trong qua trinh nudi cdy. Té bao sau khi dat 80 % dién tich bé mit chai nuoi

cay duoc cay chuyén tiép 1én cac lan nudi tiép theo hodc bao quan tao ngudn du trit t€ bao.
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Trong budc nudi kich thich t& bao tiét chét tiét, k§ thuat nuoi céy té bao duoc thuc
hién tuong tu véi bude ciy tang sinh tao ngudn té bao. Nhiing khac biét duge mé ta nhu

sau.

- Chi sir dung loai chai nudi cay T225 dé kich thich t& bao tiét chat tiét vao dich nudi

cay.

- Té bao & giai doan PS5 duoc cdy voi mét do 1.125.000 t& bao/1 chai T225/30 mL

moi truong nudi cdy.
- Méi truong khong bo sung FBS va khong bo sung khang sinh.

- Té bao duoc nudi & nhiét do 37°C va 5 % COa cho t6i khi phat trién dat 80 — 90 %

dién tich bé mat chai nuo6i cay.

- Trong qua trinh nudi té bao khong thay méi truong nudi cdy nham tao ap luc nghéo

dinh dudng dé té bao tiét chét tiét nhiéu hon.

Cac té bao gbe trung mé day rén & giai doan P5 thu thap tai thoi diém thu dich nu6i
té bao chura chét tiét duoc kiém tra biéu hién chit chi thi duong tinh gom c6 CD73, CD90
va CD105 va cac chét chi thi am tinh gdm c6 CD34, CD45, CD11b hoac CD14, CD19
hoac CD79a va HLA-DR bang b kit thuong mai Human MSC Analysis Kit (562245, BD

Biosciences). Quy trinh thuc hién theo huéng dan ctia nha san xuat.

Theo cac phuong phap nudi cdy thong thuong, cir moi 02 ngay mdi truong nudi cay
duoc thay méi nhdm cung cdp ddy du chét dinh dudng cho té bao phat trién tot nhat. Cac
tac gia giai phap hitu ich nay da phat hién ra rang, khong thay moi truong nudi cy s& lam
té bao phat trién chadm hon va tao ap luc dé té bao tiét nhiéu chét tiét hon. Do vay, theo
quy trinh giai phap httu ich s&€ khong thay moi truong nuoi céy cho toi khi té bao phat trién
dat 80 — 90 % bé mit chai nuéi cdy. Khi té bao phat trién cang nhiéu, cang can nhiéu dinh
dudng. Viéc khong thay méi truong moi s& han ché ngudn dinh dudng doi dao nudi té bao
va s& anh huéng dén kha nang va téc do tang sinh va phat trién cta té bao so v4i cac té
bao duoc nudi cdy trong diéu kién thong thuong. Viéc tao ap luc dinh dudng s& kich thich
té bao tiét nhiéu chét tiét hon ra méi truong xung quanh nhu mot dap ung voi diéu kién

sOng.

Tai cac budc nudi cdy té bao, té bao chi duoc phép cho phat trién dén khoang 80 %

dién tich bé mat chai nudi cdy. Khi té bao phat trién dén 80 % bé mat chai nuoi cay s€ dam
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bao ca hai hiéu qua la té bao dat s6 luong 16n va van ¢ khong gian cho té bao phat trién
dé dam bao té bao dang & giai doan phat trién binh thuong. Néu dé té bao phat trién dén
100 % dién tich bé mat chai nuéi cdy hodc nhiéu hon, tic 1a khong con khong gian cho té
bao phat trién binh thuong, do vy s& dan dén su tu bién doi té bao dé thich nghi voi viée
thiéu khong gian séng. Su bién dbi nay lam thay ddi chic nang té bao va s& khong kiem
soat duoc su biét hoa té bao. Do vay, chat tiét t& bao cling bi thay ddi theo do su bién doi

trang thai sinh 1y té bao.
Céc san pham thuong mai str dung trong quy trinh theo giai phap httu ich nhu sau:

Chat nén CELLstart (CELLstartTM Humanized Substrate for Cell Culture,
Catalogue number: A10142-01 (cua hang Gibco, MY)).

Moi truong nudi cdy StemMACS cua hing Myltenyi, Germany) tén goi cu the 1a
StemMACSTM MSC Expansion Media Kit XF gom 2 hoa chét:

+ StemMACSTM MSC Expansion Media XF, basal media, Catalogue number: 130
—101-375

+ StemMACSTM MSC Expansion Media XF, Supplement, Catalogue number: 130
—101-137

Enzym phan tach té bao TrypLee: CTSTM TrypleTM Select, Catalogue number:
A12859 cua hang Thermo Fisher Scientific, M.

Vi du thue hién gidi phap hiru ich
Vidu I: Nuéi cdy tang sinh tao nguon té bao goc trung mé ddy ron

Tién hanh tao 16p co chét phi bé mit chai nudi cdy bang cach phi 5 mL dung dich
chat nén hd tro té bao gbc bam dinh CELLstart da pha lodng 300 14n theo thé tich trong
dém PBS [én bé mat chai nudi cay té bao T75 (Nunc™ EasYFlask 75¢cm? Cell Culture
Flask, ThermoFisher Scientific, USA) hodc 10 mL dung dich chat nén da pha lodng vao
chai nudi cay té bao T225 (Nunc™ EasYFlask 225¢cm? Cell Culture Flask, ThermoFisher
Scientific, USA). Dung dich xir Iy bé mit chai duoc 1 & 37°C trong thoi gian 30 phut trude
khi rira hai lan bang PBS.

B sung 9 mL hodc 27 mL méi truong nudi ciy StemMACS MSC Expansion Media

vao chai nuéi cdy t& bao T75 hosc T225. Mbi truong nudi cdy duoc u trong ti dm & 37 °C
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trong thoi gian tir 30 phut dén 1 gio hoac dé ¢ nhiét dd phong (20 °C — 25 °C) trong vong

2 gio trudce khi st dung.

Té bao gbe trung md & bét cir giai doan ndo tir P1 dén P4 duogc ra dong trong bé 6n
nhiét 37°C cho t6i khi ra hét cuc dong (khoang 2 dén 3 phut) duoc hit sang ong ly tdm
falcon chtra sin 10 mL moéi truong nudi cdy da lam 4m. Dich chua té bao duoc ly tam 300
x g (tuong duong 1137 vong/phut) trong 5 phut. Loai bo dich ndi va danh tan cin té bao
trong 5 mL méi truong nudi cdy. Dém té bao sau do pha lodng té bao dén ndng do 375.000

té bao/mL.

St dung k¥ thuat dao tron béng pipet dé tron déu dich té bao, hut 1 mL dich té bao
vao chai T75 hoac 3 mL dich té bao vao chai T225 sao cho mdi chai nuéi cay T75 chira
375.000 té bao va chai T225 chtra 1.125.000 té bao. Nudi té bao ¢ nhiét do 37°C va 5 %
CO,. Khong bd sung vao méi trudng nudi cdy FBS va khang sinh. Ngudn té bao c6 thé tu
rad déng hoac truc tiép tir cdy chuyén té bao. Té bao duoc 1 tiép & nhiét do 37 °C va 5 %

CO> trong thoi gian 4 ngay dé té bao phat trién.

Tai ngay thu 2, hut bd méi trudng nudi cdy bang pipet. B6 sung moi truong nudi cay

moi StemMACS véi thé tich tuong duong (10 mL/T75 hogc 30 mL/T225).

Vao ngay thtr 4, khi té bao dat khoang 80 % dién tich bé mat chai nudi cdy, thu té
bao bao quan hoac cdy chuyén té bao. Néu té bao khong dat 80 % dién tich bé mat chai
nudi cdy vao ngay thir 4, tiép tuc thay méi truong moi cho dén khi té bao phat trién dat 80

% dién tich bé mit chai.
Vi du 2: Kich thich té bao tiét chat tiét vao dich nudi cdy

Tién hanh tao 16p co chét phu bé mit chai nudi cdy bang cach phti 10 mL dung dich
chat nén hd tro té bao gbc bam dinh CELLstart da pha loang 300 lan theo thé tich trong
dém PBS 1én bé mat chai nudi cay té bao T225 (Nunc™ EasYFlask 225cm? Cell Culture
Flask, ThermoFisher Scientific, USA). Dung dich xir ly bé mat chai duoc u & 37 °C trong
thot gian 30 phut trudce khi rira hai 1an bang PBS.

Tiép theo, hit 27 mL moi truong nudi cdy StemMACS MSC Expansion Media da u
4m vao chai nudi cdy té bao T225. Khong bd sung vao mdi truong nudi cay FBS va khang

sinh.
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St dung k¥ thuat dao tron bang pipet dé tron déu dich té bao & lan cdy chuyén thu 4
(P4) thu duoc tir vi du 1, hut 3 mL dich chta 1.125.000 té bao té bao gbc trung mod day
rébn P4 vao chai T225. Téng thé tich trong 01 chai nuéi cdy la 30 mL moi truong
StemMACS MSC Expansion Media chira 1.125.000 té bao gbc trung mé day ron PS. Té
bao duoc U tiép & nhiét d6 37 °C va 5 % CO» trong thoi gian 4 — 5 ngay dé té bao phat

trién dat 80 — 90 % bé mat chai nudi cay.

Tai ngay thir 2 va bat ctr ngay nao trude khi t& bao dat 80 — 90 % bé mat chai nudi

cy, khong thay méi truong nudi cdy moi dé kich thich tiét nhiéu chat tiét hon.

Vao ngay thir 4 hoac thu 5, khi té bao dat khoang 80 - 90 % dién tich bé mat chai
nudi cdy, thu dich nudi té bao. Néu té bao khong dat 80 — 90 % dién tich bé mat chai nuéi
cdy, tiép tuc U té bao & 37 °C va 5 % CO: cho dén khi té bao phat trién dat 80 - 90 % dién

tich bé mat chai nudi cay.

Dich nuéi té bao khi té bao phat trién dat 80 - 90 % dién tich bé mat chai nuéi cay
duoc hut va chia vao 02 6ng ly tdm 50 mL (Corning, USA) va bao quan & 4 °C trong thoi
gian t6i da 24 gio.

Sau khi thu dich nuéi té bao, té bao gbc trung md & P5 duge thu thap bang enzym
phan tach té bao thuong mai (TrypLe™ Select Enzym, Thermo Fisher Scientific, USA).
Rua bé mit chai ¢ té bao gbc trung mé day rén dang bam dinh bang 10 mL PBS. Loai bo
PBS va bé sung 10 mL enzym va ¢ & 37 °C. Sau 5 phut, ldy chai chira té bao ra va v6 nhe
vao canh bén cua chai nudi céy sao cho t& bao tach roi hoan toan khoi bé mat chai. Thu
dich chira t& bao vao 6ng ly tAm va bd sung moi truong nudi cdy voi thé tich tuong duong

thé tich enzym dé trung hoa hoat tinh ctia enzym.

Céc té bao gbe trung md ddy rén thu thap tai thoi diém thu dich nudi té bao chira chat
tiét duoc kiém tra biéu hién chét chi thi duong tinh gdm c¢6 CD73, CD90 va CD105 va cac
chét chi thi 4m tinh gdm c6 CD34, CD45, CD11b hoac CD14, CD19 hodc CD790. va HLA-
DR bang bo kit thuong mai Human MSC Analysis Kit (562245, BD Biosciences). Ly tim
dich huyén phu té bao vaéi luc 300 x g/5 phut dé thu can té bao. Tiép theo, hoa tan can té
bao trong PBS sao cho dat néng do 1 x 109 té bao/1 mL. Nhudm marker kiém tra dac diém
chat chi thi t& bao va phan tich bang hé thong phan tich t& bao theo dong chay (Flow
Cytometry).
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Vidu 3: Thu thdp chdt tiét tir té¢ bao géc trung mé ddy ron

Hai 6ng dich nudi té bao chua chét tiét té bao géc thu duoc tat vi du 2 duoc chuyén
vao trong 6ng ly tdm Falcon 50 mL va ly tim voi luc 300 x g (twong duong 1137
vong/phut) trong 10 phut ¢ nhiét d6 phong dé loai bo cin té bao chét va manh vo té bao.

Phan can la xéac té bao chét va cac manh v té bao duoc loai bo, thu dich noi.

Dich noi tiép tuc duoc chuyén vao 6ng ly tdm 50 mL va ly tdm véi luc 2.000 x g
(tuong duong 3427 vong/phut) trong thoi gian 10 phut ¢ 4 °C dé loai bo san pham té bao
chét theo chuong trinh 1a thé apoptotic, thu dich néi chira microvesicles va exosom c6

chura chét tiét té bao.

Sau khi thu dich ndi giau microvesicles va exosom, dich no1 dugc cho vao 6ng siéu
ly tam thiét ké dac biét cho cac bo Rotor dé chuan bi cho loai béd microvesicels va thu

exosom giau chat ti€t té bao.

Vé sinh bd rotor SW 32Ti bang ethanol 70% va dé ¢ 4°C qua dém dé lam lanh trudc
khi st dung. Khir trung céc ong ly tam Thinwall UltraClear 38,5 mL (Beckman Coulter)

bang etanol 70% va dé kho tu nhién trong ti an toan sinh hoc trudce khi tién hanh ly tam.

Dich ndi chira microvesicles va exosom duoc chuyén vao ong ly tAm Thinwall
UltraClear 38,5 mL sao cho dat t6i thiéu 2/3 thé tich éng hodc tdi da 35 mL. Can bang ong
d6i trong bang can phan tich, su sai léch gitta cac dng dbi trong khong qua 0,1 mg. Mo
ngudn dién ctia may ly tdm va vé sinh may bang etanol 70 °C va gidy khong bui Kimwipes
trude khi dat rotor vao may ly tdm va déng chat cira may. Sau do lua chon chuong trinh
chay: loai rotor vang SW 32Ti, loai 6ng Thinwall UltraClear 38,2 mL (Beckman Coulter),
luc ly tdm: 10.000 x g (tuong duong 7.662 vong/phut), thot gian: 30 phut, nhiét do: 4 °C.

Tiép theo, vé sinh bo rotor SW 40Ti ctia haing Beckman va cac bd adaptor tuong ing
bang etanol 70% va dé & 4°C qua dém dé lam lanh trude khi str dung. Khir tring cac 6ng
ly tdm Thinwall UltraClear 13,2 mL (Beckman Coulter) bang etanol 70% va dé kho tu

nhién trong t0 an toan sinh hoc trude khi tién hanh ly tam.

Loai bd can microvesicles va hut dich ndi gidu exosom chuyén sang éng ly tam
Thinwall UltraClear 13,2 mL (Beckman Coulter) da khu tring sao cho thé tich dat tbi thiéu
2/3 bng hodc tdi da 12 mL. Cén bang éng dbi trong bang can phan tich, su sai l&ch gifia

cac ong doi trong khong qua 0,1 mg. M& ngudn dién clia may ly tdm va vé sinh may trude
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khi dat rotor vao may ly tdm (Optima™ XPN 100K, Beckman Coulter) va dong chat ctra
may. Sau do6 chon chuong trinh chay: loai rotor SW 40T, loai 6ng Thinwall UltraClear
13,2 mL (Beckman Coulter), luc Iy tdm: 100.000 x g (twong duong 7.662 vong/phut), thoi
gian: 70 phut, nhi¢t do: 4°C.

Khi két thuc chu ky ly tam, 14y dng ly tdm c6 chira dich noi ly tdm ra gia d& va hut
bo dich ndi, thu phan cin exosom cung chét tiét té bao. Pha lodng cin exosom cung chét

tiét té bao trong PBS.

Tiép theo, can exosom duoc rira trong PBS dé loai bo cac thanh phan tap nhiém bam
dinh 1&n bé mat thé tiét exosom. St dung k§ thuét dao tron bang pipet dé phan tan déu thé
exosom trong dung dich va tao luc tac dong tach cac phan tir tap nhiém co thé bam dinh

vao thé exosom.

Hut dich PBS c6 exosom va chuyén sang 6ng ly tim Thinwall UltraClear 13,2 mL
(Beckman Coulter) da khur trung sao cho thé tich dat toi thiéu 2/3 éng hoac toi da 12 mL.
Can bang 6ng dbi trong bang can phan tich, su sai léch gitra cac éng doi trong khong qua
0,1 mg. Mo ngudn dién ctia may ly tdm va vé sinh may trude khi dat rotor vao may ly tam
(Optima™ XPN 100K, Beckman Coulter) va doéng chat ctira may. Sau do chon chuong
trinh chay: loai rotor SW 40T1, loai éng Thinwall UltraClear 13,2 mL (Beckman Coulter),
luc ly tdm: 100.000 x g (tuong duong 237.440 vong/phut), thoi gian: 70 phuit, nhiét do:
4°C.

Khi két thuc chu ky ly tdm, thu cin ly tdm 1a exosom chira chét tiét tur té bao gbe
trung md day rén. Panh tan cin trong PBS 1X vdi ty 16 90 mL dich nudi té bao tuong tmg

v6i 2 mL dung dich chét tiét,

Dung dich chét tiét tir t& bao gdc trung md ddy rén thu duoc theo quy trinh la thé
exosom chura chét tiét té bao gdm nhiéu loai protein, trong d6 ham lugng protein tong s6
thu duoc tir mdi mot triéu té bao (10° t& bao) 14 292,364 pg. Protein tong s6 duoc danh gia

bang Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).

Dung dich chét tiét tir t& bao gdc trung mé day rén thu duoc theo quy trinh la thé

exosom chura chit tiét té bao, gdm nhiéu yéu td tang trudng té bao.
Chat tiét s& duoc bao quan & - 80°C cho t6i khi sir dung.

Vi du 4. Kiém tra ham heong chdt ting truong té bao trong chit tiét
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Pé kiém tra ham luong cac chat tang truong té bao dong vai tro quan trong cho su
phat trién khoé manh va hoat dong chirc nang cua té bao da, san phdm chét tiét thu duoc

tir vi du 3 s& duoc tién hanh kiém tra bang ky thuat Luminex.

B6 kit phat hién va dinh luong chit tang truong té bao duoc dat hang thiét ké rieng
dé phat hién PDGF-BB, VEGF, HFG, FGF-2 va TGFB. Phuong phap thuc hién theo hudéng
dan ctia nha san xuat. Cu thé, cac chét ting truong FGF-2, HGF, PDGF-BB, va VEGF s¢&
duoc tién hanh dinh luong st dung bd kit Human Custom ProcartaPlex 4 — plex Kit
(Thermo Fisher Scientific, My), va TGF — beta s& duoc tién hanh dinh luong su dung bo
kit ProcartaPlex Human TGF beta 1 Simplex Kit (Thermo Fisher Scientific, My).

Két qua ham luong cac chit tang truong té bao dugc thé hién trén hinh 4. Cu thé:

Ctr mdt mot triéu té bao (10 té bao) tiét ra 139,084 pg HGF.

Ctr mot mot triéu té bao (10° t& bao) tiét ra 127,006 pg FGF.

Cur mdt mot triéu té bao (10° té bao) tiét ra 12,595 pg VEGF.

Cir mot mot triéu té bao (10° té bao) tiét ra 6,336 pg PGPDGF-BB.

Ctr mdt mot triéu té bao (10° t& bao) tiét ra 4,924 pg TGFP.
Hiéu qua dat dwoe cua giai phap hiru ich

Giai phap hitu ich cho phép san xudt chat tiét tir té bao gbc trung md day ron nudi
theo tiéu chuan GMP. Méi truong nudi té bao theo chuan GMP md ta trong gidi phap hitu
ich la méi trudng nudi cdy té bao gbe co sin trén thi truong (StemMACS), khong b6 sung
thém huyét thanh nhau thai bo (FBS) va bd sung khang sinh trong qué trinh nudi cay nhu
nuodi cdy thong thuong. Té bao gbe trung mé ddy ron so cap & giai doan PS5 duoc sir dung
dé nuoi kich thich té bao tiét chét tiét. Té bao duoc kich thich tiét chat tiét nhiéu hon khi
tao ap luc vdi té bao bang cach khong thay moi truong nudi cay. Quy trinh cho phép san
xudt duoc chit tiét té bao gbe giau chit ting truong té bao hiéu qua cho tai tao t& bao da.

Quy trinh san xudt theo giai phap hitu ich 4p dung diéu kién nudi té bao bang moi
truong duoc san xuét theo tiéu chudn GMP du diéu kién nudi té bao. Viéc nuoi céy theo
tiéu chudn GMP khéng st dung thanh phan c6 ngudn gbc dong vat dam béo viéc san pham
chat tiét cua giai phap hiru ich khong bi lay nhiém cac tac nhan tur dong vat va do do du

diéu kién st dung trén nguoi.

16

16/28



4251

Quy trinh san xudt theo giai phap hitu ich ap dung khong thay méi truong nudi cay
tai lan nuéi cay thu chét tiét té bao. Cang vé cac ngay sau, luong té bao cang I6n va nhu
cau str dung nhiéu chét dinh dudng hon nita. Khi khéng thay moi truong méi giau dinh
dudng, cac té bao s& canh tranh nhau str dung chat dinh dudng trong moi truong nudi. Viéc
canh tranh st dung dinh duong va thiéu dinh dudng tao ap luc té bao phat tin hiéu ra mo1

truong xung quanh thong qua chét tiét.

Quy trinh san xuét theo giai phap hitu ich nudi t& bao khong bo sung FBS va khéong
b6 sung khang sinh. FBS la ngudn bd sung chét tang truong cho cac nudi cy ting truong
té bao thong thuong. Chét tang truong trong FBS s& hd tro kha ning séng sot va tang sinh
cua té bao. Giai phap hitu ich khong sir dung FBS ciing 1a mét yéu to kich thich té bao
thich nghi voi didu kién sdng va tang tiét chat tang truong té bao dé hd tro chinh su phat
trién cua té bao. Khang sinh thong thuong duoc bd sung vao mdi truong nudi céy nham
ngan chan su nhiém khuan trong qua trinh nudi cay. Tuy nhién khi bo sung khang sinh
ciing s& lam anh huéng dén cac qua trinh sinh ly hoc té bao. Giai phap hitu ich khong st
dung khang sinh nham khong dé cac yéu to nay lam anh huong dén ham luong cac chat
tiét tir té bao gde trung md day rén va san phdm chat tiét da diéu kién ap dung trong 1am

sang.

Quy trinh san xut theo giai phap hitu ich 4p dung giai doan t& bao duoc nudi dé thu
chét tiét la té bao gdc trung md day rén so cdp & giai doan P5. Tai giai doan PS5 nay, té bao
gbe trung md day rén so cdp van dang trong qua trinh phat trién binh thuong va con biéu
hién dac diém chét chi thi cta té bao gbc trung md. Kha ning ting sinh cao cung tiém nang
tinh gdc ctia té bao gde trung md day rén cho phép té bao tiét san phdm tiét mang nhiéu
yéu td tang truong hon. Viée t& bao trong giai doan con tinh goc va dang phat trién tot rat
quan trong ddi voi san phdm tiét do cac chét tiét tir té bao phan anh nguon gde, ban chat

va tinh trang sinh 1y khoé manh cuia té bao tai thoi diém tiét.

Quy trinh theo giai phap hitu ich, trong do chét tiét thu dugc chtra nhiéu loai protein
khac nhau va thé hién qua ham luong protein tdng s rat cao trong san pham chét tiét.
Trong chat tiét, khong chi cé chira cac loai chét tang truong ma con co chtra cac loai
protein diéu hoa khac. Cac protein diéu hoa c6 tac dong diéu chinh thuc dély hodc kim ham
cac tin hiéu té bao nham ngan chan hién tuong qua liéu hoac dudi lidu. Do vay, su co mat

cac loai protein khac trong san pham chat tiét bén canh cac chat tang truéng t¢ bao la rat
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quan trong trong viéc quyeét dinh hiéu qua cta san pham chat tiét va diéu hoa cac qua trinh

sinh hoc khac cua té bao nhan.

Quy trinh theo giai phap hitu ich, chat tiét thu dugc gém co exosom c6 chira ham
luong rat cao chét tang truong té bao bén trong chiing. Cac chat tang trudng bao gom
PDGEF-BB, VEGEF-A, HFG, FGF-2, va TGF-p. Cac chat tang truéng nay c6 vai tro quan
trong trong qua trinh sinh truéng va phat trién va tai tao, trong truong hop nay 1a té bao da
vamd da. Do véy, san pham chat tiét tir giai phap hitu ich ndy ¢6 tac dung trong phuc hoi
su phat trién khoé manh va hoat déng chirc ning cta té bao da, gitp té bao da tang sinh vé
mat s luong va tang tdng hop protein cau truc da, giup cho duy tri lan da khoé manh va
tuot tre.
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YEU CAU BAO HO
I. Quy trinh san xuit exosom chira chét tiét chira yéu tb tang truong té bao tir té bao gbe

trung mo day ron, trong do quy trinh nay bao gdm céc budc:
(i) nudi cdy tang sinh tao ngudn té bio, bao gém:

tao 10p co chat phu bé mat chai nudi cdy bang cach phu dung dich chat nén hd tro té
bao gbc bam dinh CELLstart da pha loang 300 4n theo thé tich trong dém mudi phosphat
(phosphat buffer salin - PBS) 1én b& mat chai nudi cdy véi thé tich bang khoang 1/2 thé
tich moi truong nudi cdy du dinh; G trong 30 phut & 37°C, hit bé dung dich khoi chai nuoi

cdy va trang bé mit chai nudi cdy 2 1an bang PBS;

0 mai trudong nudi cay té bao gbe StemMACS MSC Expansion Media, ¢ 37°C trong
thot gian tu 30 phut dén 1 gio hodc ¢ nhiét d6 phong tir 20°C — 25°C trong 2 gi0;,

chudn bi dung dich té bao gbc trung md day rén c6 nong do 375.000 té bao/mL;

chy té bao voi nong dé 375.000 té bao/mL vao chai nudi cay chira moi truong nudi
cdy té bao gbc StemMACS MSC Expansion Media d3 lam 4m theo ti 18 dung dich té bao :
moi truomg nudi cay la 1 : 9 theo thé tich, nudi & 37°C va 5% CO., thay mdi trudng nudi
chy té bao gbc co thé tich tuong duong sau mdi 2 ngay cho téi khi té bao phat trien dat

80% dién tich bé mat chai nudi cay;

cdy chuyén té bao sang chai chua méi trudng nudi cy té bao gbc mébi bao g0m budc:
hut loai bo dich nudi té bao khoi chai nudi cdy, rira chai nudi cay bang PBS sao cho dich
PBS phti toan bo bé mat chai nudi céy, loai bé PBS va b sung vao chai nudi té bao dung
dich enzym phan tach té bao Gibco TrypLE Select 1X theo ty 1é dung dich enzym : dich
nudi té bao 1a 1 : 4 theo thé tich, u & 37°C trong 5 phit d& phéan tach té bao khoi bé mat
chai nudi cdy, bd sung SmL mdi truong nudi cdy 4m vao 1 chai T75 hodc 15 mL moi
truong nudi cdy té bao gbe StemMACS MSC Expansion Media 4m vao chai nuéi cay dé
bat hoat enzym, hut toan bo dich huyén phi chira té bao vao ong ly tdm falcon va ly tm
voi toe do 300 x g (tuong duong 1137 vong/phut) trong 5 phut, loai bo dich néi va danh
tan can t& bao trong 5 mL mdi truong nudi cdy té bao gbc StemMACS MSC Expansion
Media, pha lodng dé thu duoc dung dich té bao gbc trung mo day ron & lan chy chuyén thu

nhét (P1) ¢6 ndng d6 350.000 té bao/mL dé thuc hién budc nudi cay tang sinh tiép theo;
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trong do, budc (i) nuoi céy tang sinh dugc lap lai 4 lan dé thu duoc té bao gbc ¢ lan

cay chuyén thir 4 (P4) c6 ndng dé 350.000 té bao/mL;
(ii) nudi cdy kich thich té bao tiét chat tiét, bao gom:

cdy chuyén té bao gdc trung mé & P4 thu duoc & budc (i) sang chai nudi cdy chira moi
truong nuéi cay té bao goc StemMACS MSC Expansion Media nhu néu trong bude (i);
lac nhe dé té bao phan bd déu bé mat chai nudi cay; i & 37°C va 5% COx cho t6i khi té
bao gbe dat 80 — 90 % dién tich bé mat chai nudi cdy dé thu duogc té bao gbe trung mé &

P5, trong d6 khong thay méi truong nudi cdy té bao gbe dé kich thich té bao tiét chat tiét;
(iii) thu dich nuéi té bao, bao gé)ln:

hut dich nudi té bao gdc trung md & PS5 thu duoc tir budc (ii) vao céac ong ly tam va
ha nhiét do vé 4°C trong thot gian toi da 48 210 trude khi thuc hién ly tdm thu exosom
chtra chét tiét;

(iv) thu chét tiét t bao, bao gom:

ly tdm dich nuéi té bao gbe trung md & P5 thu duge & bude (iii) & toc do 300 x g
(tvong duong 1137 vong/phut) trong 10 phut & 4°C dé loai bo can 1a tap chit té bao gom

xac té bao chét va manh v te bao, thu dich ndi;

tiép tuc ly tdm dich n6i ¢ toc d6 2.000 x g (twong duong 3427 vong/phut) trong thoi
gian 10 phit ¢ 4°C dé loai bo san pham té bao chét theo chuong trinh la thé apoptotic, thu

dich ndi chtra chat tiét té bao gom microvesicle (vi theé) va exosom, loai bo can;

siéu ly tdm dich no1 chira microvesicle va exosom ¢ toc do 10.000 x g (tuong duong

7.662 vong/phut) trong thoi gian 30 phut, nhiét do: 4°C dé thu duoc dich ndi chira exosom;

siéu ly tdm dich ndi chua exosom & toc d6 100.000 x g (twong duong 237.440
vong/phut) trong thoi gian 70 phut, nhiét do: 4°C dé thu phan cén chua exosom chua chat
tiét té bao, danh tan can thu duoc trong PBS dé thu duoc dung dich PBS chua exosom c6

thé tich 12 mL; va

siéu ly tdm dung dich PBS chura exosom & toc dd 100.000 x g (tuong duong 237.440
vong/phut) trong 10 phut ¢ 4°C, thu can la exosom chura cac chét tiét giau chat tang truéng

té bao sach;
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trong do bude nudi cly ting sinh va budc nudi cdy kich thich té bao tiét chat tiét
khong sir dung khang sinh va khong bo sung thém huyét thanh nhau thai bo (FBS) vao
mdi truong nudi cdy té bao géc StemMACS MSC Expansion Media.
2. Quy trinh theo diém 1, trong do dich nudi té bao thu duge sau & budc (ii) chira chat tiét
té bao c6 ham luong cac yéu tb tang truong té bao HGF, FGF, VEGF, PGPDGF-BB, va
TGFp tinh trén mot triéu té bao 1an luot 1a 139,084pg, 127,006pg, 12,595pg, 6,336pg va
4,924pg khi do bang bo kit phat hién va dinh luong cac véu to tang truong té bao HGF,
FGF, VEGF, PGPDGF-BB, va TGF Custom ProcartaPlex Multiplex Panel.
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Miu S6 lwong té bao Téng s6 protein Luwong protein ’téng s0
(x 10%) thu dwoc (ug) tiet/1 x 10° té bao
1 425 1.269,157 298,625
2 40,6 1.177,166 289,942
3 39,6 1.204,763 304,233
4 41,4 1.174,406 283,673
5 38,5 1.098,244 285,258

Trung binh: 1 x 10° té bao gbc trung mé day ron tiét 292,346 pg protein tong so

HINH 3

Khdi lwgng chit ting trwéng té bao (pg)/10° té bao

Méu VEGF-A FGF-2 HGF PDGF-BB TGF-p
1 20,199 287,720 86,190 22,942 7,981
2 14,758 118,177 340,874 2,639 4,234
3 13,673 72,210 206,063 3,084 4,410
4 7,126 - 30,745 1,571 -
5 7,217 29,918 31,546 1,443 3,072
Trung binh 12,595 127,006 139,084 6,336 4,924 J

HINH 4
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VEGF-A | FGF-2 HGF P%%F'

TGF-B

Nhom A
Chat tiét tir 1€ bao goc
trung mo ddy ron PS nudi |45 595 | 127006 | 139,084 | 6336
trong mo1 truong
StemMACS/1 x 10° té bao
(theo sang ché) (pg)

4,924

Nhom B
Chét tiét tir t€ bao goc
trung md day rén PS nudt | g 53 51064 | 89451 2,032
trong mo1 truong
Powerstem/1 x 10° té bao
(pg)

2,659

Ty 1¢ chat tiét theo
sang ché cao hon <
nhom ching (A/B) 1,349 2,487 1,555 3,118
(lan)

1.852

HINH 6
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Nudi ciy ting sinh tao ngudn

- Nui té bao (P1, P2, P3, P4) dat 80 % dién tich bé& mat chai nudi cy.
- Khéng b sung FBS, khang sinh, thay mdi trudng nuodi chy 2 ngay / lan

A4

Kich thich té bao tiét chit tiét

- Nubi cdy té bao PS5 dat 80— 90 % dién tich bé mat chai nuodi céy.
- Khéng bo sung FBS, khang sinh
- Khong thay mdi truong nudi cay

v

Tao 4p lue € bao tiét chit tiét
< bing cich khong thay mdi
trwong nudi cay

Thu thap dich nudi cly té bao

- Ly tam véi luc 300 x g / 10 phut / nhiét d6 phong
- Ly tam v&i luc 2.000 x g/ 10 phut /4 °C
- Ly tam voi luc 10.000 x g/ 10 phut /4°C
- Thu chét tiét bang luc ly tam 100.000 x g/ 120 phut/ 4 °C
- Hoa tan can trong PBS. Thu chét tiét bang luc ly tdm 100.000 x g/ 120
phut / 4 °C

Thu sin phé‘im chit tiét trong PBS 1X

VEGF, HGF, FGF-2, va TGF-

Séan pham chét tiét la exosomes giau chét tang truong té bao: PDGF-BB,

Hinh 7
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