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LOI CAM DPOAN

T6i xin cam doan dé tai nghién ciru trong ludn van ndy la cong trinh nghién ciru
ciia t6i dira trén nhitng tai liéu, sé liéu do chinh t6i va nhdm nghién ciru thuc hién.
Chinh vi vdy, cdc két qud nghién ciu dam bdo trung thwc va khdch quan nhat. Pong
thoi, két qud nay chua timg xudt hién trong bat cit mét nghién ciru ndo. Cdc sé liéu, két

qud néu trong ludn van 1a trung thire néu sai téi hoan chiu trach nhiém trude phap ludt.

Nguyén Thi Hoa



Loi cam on

Trudc tién, em xin giri 10i cam on va biét on sau sic dén TS. L& Thi Thay
Duong - Vién Cong nghé Sinh hoc, Vién Han 1am Khoa hoc Cong nghé Viét
Nam va PGS.TS Lé Thi bong Phuong - Bénh vién Trung wong Quén déi 108,
ngudi dd tan tinh huéng dan, chi bao, gilp d& em trong sudt thoi gian nghién
ctru lam luan van.

Em ciing Xin gt 101 cam on dén toan thé cac thay cd Hoc vién Khoa hoc
va Cong nghé, ban Lanh dao, phong Pao tao, cac phong chirc ning da tao diéu
kién cho em trong qué trinh hoc tap, nghién ctru tai truong. Nhing kién thirc ma
em nhan dugc s€ la hanh trang gitp em viing budc trong tuong lai.

Em xin cam on c4c thay, ¢d va nhém nghién ciru Vién nghién ctru té bao
gbc va cong nghé gen Vinmec, B6 mon Sinh ly bénh, Bo mdn Phiu thuat thyc
hanh, thyc nghiém - Hoc vién Quan y, da tan tinh hudng dan, gidp d& dé hoan
thanh luan van nay.

Cubi clng, em xin cam on gia dinh, ban be, nguoi than da ludn ¢ bén dé
dong vién va 1a ngudn cd vii 16n lao, 1a dong luc gilp em hoan thanh luan vin
nay. Mic du da cd ging hoan thanh luan van trong kha niang c6 thé. Tuy nhién
s& khdng tranh khoi nhiing thiéu sét. Em rat mong nhan duoc sy cam thdng va

tan tinh chi bao ctia quy thay ¢ va toan thé cac ban.
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Danh mue cac ky hiéu, c4c chir viét tat

Viét tat Phin viét diy da
EV - Extracellular Vesicles (thé tiét ngoai bao)
LAL : Limulus Amebocyte Lysate (chat thir noi doc td)

LD50 : Lethal Dose 50% (liéu chét 50%)
TBGTM : Té bao gbc trung md

MSC : Mesenchymal Stem Cells (té bao gdc trung mo)

MV - Microvesicles (vi hat)

HIF : Hypoxia Inducible Factor (yéu t6 diéu hoa oxy)

PDGF : Platelet-Derived Growth Factor (yéu té ting trudng tiéu cau)

VEGF :Vascular Endothelial Growth Factor (yéu to tang trudng noi

mach)
AD : Average dose (liéu trung binh)
HGF : Hepatocyte Growth Factor (yéu to ting trudng té bao gan)

CAR-T : Chimeric antigen Receptor T-cell therapy (liéu phap té bao thu
thé khang nguyén dang kham)
PBS : Phosphate Buffered Saline ( dung dich dém)

TNF : Tumor Necrosis Factor (yéu t6 hoai tir khdi u)
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MO DAU

- Ly do chon dé tai:

O Viét Nam ciing nhu nhiéu nudc trén thé gidi, sir dung té bao gbc trung
mb (TBGTM) va thé tiét cua té bao gdc trung md (EV) duoc nudi ciy trong moi
truong c6 ndng do oxy cao (khoang 20%), cao hon nhiéu so v6i néng do oxy
sinh ly caa té bao trong co thé 1a tir 2 - 9% dé diéu tri mot sé bénh ma hién nay
chua c6 phuong phap diéu trj hiéu qua. Gan déy, cac cong bd cho thay rang cac
té bao duoc nudi ciy trong diéu kién c6 ndong do oxy cao khi truyén vao co thé
c6 thoi gian sdng ngin hon khi so sanh véi té bao gdc trung md duoc nudi cay
trong moi truong oxy sinh 1y. Bén canh nhitng cong bd TBGTM day rén co toc
d6 tang sinh va kha nang tu lam mdi kéo dai hon so vai cac dong TBGTM tur
tiy xuong va moé md thi cac dong té bao nay con cd co toe do tang sinh va chat
luong t6t hon khi nudi cay trong diéu kién c6 nong do oxy co thé. Hon nita cac
nghién ctru ciing chi ra cac TBGTM ndi chung va TBGTM déy rén néi riéng khi
nudi cay trong moi truong c6 néng do oxy sinh Iy ciing tiét ra luong thé tiét
nhiéu hon, hoat tinh sinh hoc cao duoc ung dung nhiéu trong y hoc tai tao, tri
lidu té bao. Str dung thé tiét TBGTM day rén vao y hoc dd duoc nhiéu nghién
ctru cong bd, Bénh vién Pa khoa Qudc té Vinmec 1a trung tim dau tién nghién
ctru ing dung thé tiét vao diéu tri bénh va dang nghién ctru thé tiét cia TBGTM
nudi cay trong diéu kién oxy sinh ly. Vi vay, danh gia tinh an toan ctia san pham
1a yéu cau co ban dau tién nén ching toi thuc hién nghién ctru nay tap trung
déanh gié chat luong san pham trudc khi thir nghiém in vivo nhu noi doc t4, tinh
vO khuan, doc tinh, qua man va kich tmg nhan cau... qua d6 lam tién dé cho tién
t6i1 thir nghiém v6i cac md hinh bénh 1y ¢ mét hoic cac co quan khac.

- Muc dich nghién ctru:

Panh gia noi doc t6, vi sinh vat va gdy tan mau cia thé tiét ngoai bao tir té
bao gbc trung mé day rén trén in vitro

Panh gia doc tinh cap, doc tinh ban truong dién, tinh gay qua man va kich

ung bé mat nhin ciu cua EV tt TBGTM day ron trén dong vat thuc nghiém.



- N6i dung nghién ctru:

+ Pénh gia noi doc 6, vi sinh vat va gay tan mau: san pham EV tir t& bao
géc trung moO day ron da duoc danh gia cac chi tiéu nhu: Protein tong sd; SO
luong thé tiét thu duoc; Kich thudce trung binh thé tiét; Dau 4n thé tiét.

Dénh gia mot sé noi dung nhu ndi doc té bang phuong phép LAL, vi sinh
vat véi hé thong BACTEX.

+ Panh gia doc tinh cap, doc tinh ban truong dién, tinh gay qua man va
kich Gmg bé mit nhin cau: Doc tinh cap duoc thir nghiém liéu cao trén chudt
nhat tring chung Swiss nham x4c dinh lidu chét 100% tir d6 X4c dinh LD50. Vi
doc tinh ban truong dién thir nghiém trén chudt cong trang chung Wistar danh
gia bang theo dbi toan trang, xét nghiém huyét hoc, sinh héa va giai phau dai
thé, vi thé gan, than, lach. Tinh qua man duoc thir nghiém trén thé nham danh
gia cac cytokines sau qua trinh tiém EV tir TBGTM day rén. Tinh kich tng nhan
cau duoc thir nghiém trén thd nham danh gia kich ung tang tiét nudc mat, cuong
tu mach mau, v& phim nudc mat va ton thuong gidc mac véi nhudom fluorescein.

- Co so khoa hoc va tinh thuc tién cua dé tai:

EV d4 duoc chimg minh 1a ¢6 hiéu qua sinh hoc twong tu té bao gdc,
trong diéu kién oxy sinh ly c6 nhimg nghién ctru cho thay c6 nhiéu dic diém noi
bat nhu su ting sinh, biéu hién bé mat 6n dinh va tang ty 1& song khi dwa vao co
thé. O nudc ta, nhiéu mat bénh hién nay chua cd phuong phap diéu tri hiéu qua
nhung nhimg thtr nghiém diéu tri véi té bao gbe va thé tiét da cho thay c6 nhiéu két
qua kha quan. Tir co s& c4c thir nghiém va két qua da c6 cho thay nghién ciu nay
vira c6 tinh khoa hoc va y nghia thuc tién cao.

- Nhitng dong gop cua luan van:

Luan vin d4 cung cap nhimg thong tin qui gia vé tinh an toan cua EV tir
TBGTM day rén va 1a co s cho céc thir nghiém EV ndy & m6 hinh bénh va thir
nghiém 1am sang trong tuong lai. Bén canh d6, két qua luan van cho thiy EV thu
duogc khi nudi cdy TBGTM trong méi trudng véi ndng do oxy sinh ly ¢6 nhiéu wu

diém va c4c thir nghiém trén dong vat 6 tinh an toan cao.
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NQI DUNG
Chuong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU

1.1. Té bao gbc va thé tiét ngoai bao
1.1.1. Té bao géc

Té bao goc 1a loai té bao dac biét voi kha ning tu d6i mdi va biét hoa
thanh cac loai té bao co cac chirc nang khac nhau trong co thé. Cac loai té
bao gdc c6 thé gilp bd sung, thay thé, stra chita nhitng té bao gia yéu hoic
bi ton thuong. C6 nhiéu té bao goc duoc quan tdm nghién ctru nhu té bao
goc phdi, té bao goc nhil nhi, té bao gdc truong thanh, té bao goc da nang
cam tng. Tuy nhién c6 2 loai té bao goc duoc tng dung nhiéu trong y hoc
|4 té bao goc trung mo tir day ron va tir mé ma.

TBGTM (MSCs) la nhiing té bao gbc truong thanh da ning co trong
nhiéu mé nhu day rdn, tuy rang sita, tuy xwong va mdé mé [1]. TBGTM c6 kha
nang tu ting sinh va c6 thé biét hoa thanh cic té bao thudc mod lién két nhu
xuong, sun, md va té bao cic dong khac nhu té bao than kinh, gan, tuy va
than... [2]. TBGTM c6 thé tiét ra cac chat ting trudng kich thich tao mach mau
mdi va tai tao cc mod/co quan trong co thé ciing nhu diéu hoa hé théng mién
dich va trc ché phan tng viém (hinh 1.1). Vi kha ning cung cdp mot ngudn
TBGTM dbi dio nén co tiém ning tmg dung rat 1on khi sir dung cho liéu phap té
bao dong loai.

- TBGTM tir day ron c6 thé duoc phan 1ap tir toan b cac phan cua day
ron nhu tir dong mach, mang day ron va lay tir kh6i nhady Wharton Jelly. Nhiing
ru diém MSCs nay 1a d& dang thu thap, khong gip tré ngai vé y duc, ciing nhu
kha nang tang sinh vugt trdi nén cé thé séan xuit mot sb luong 16n té bao tir mot
ngudn cho duy nhat [3]. Hon nita, chung 12 mot lya chon 1y tuéng dé sir dung
ghép dong loai do dic tinh sinh mién dich thap va kha niang diéu hoa mién dich
cao [4]. Ngoai ra, chlng tiét ra nhiéu chat sinh truong cé thé kich thich céac té

bao gdc, té bao tién than ndi sinh phat trién ciing nhu hinh thanh mach mau mai
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nudi dudng mo, gitp co thé sira chita cac ton thuong va thic day qué trinh tai
tao. Cac chat dong vai tro quan trong trong quéa trinh nay 1a yéu té ting trudng té
bao gan, yéu td ting trudng nguyén bao soi, yéu td ting truéng ndi mé mach
mau, yéu t6 ting truong than kinh, yéu t6 dinh dudng than kinh c6 ngudn gde tir
ndo va yéu t6 dinh dudng than kinh c¢6 ngudn gdc té bao than kinh dém [5].

- TBGTM tir mé m& 1a céc té bao tién than da ning dugc tim thay trong
mo md trudng thanh da dugc nghién ctru rong rai nhu mot ngudn té bao cho k¥
thuat mé va y hoc téi tao trong hon 15 nam qua [6]. TBGTM tir mé m& chu yéu
12 mesodermal, nhung mét s6 c6 ngudn gdc than kinh (ectodermal) [7] va c6 kha
nang biét hoa thanh cac té bao md md, sun va xuong [8]. Ngoai ra, c6 kha ning
giam viém, qua trung gian chil yéu thong qua cac hiéu tng paracrine [9].

Nhu vay, tiém nang tri liéu cua MSC dua vao cac dac tinh doc dao cua
chung nhu i) kha ning biét hoa thanh cac dong té bao khac nhau, ii) kha ning
tiét ra cac yéu t6 hoa tan rat quan trong cho té bao song st va ting sinh, iii) kha
nang diéu hoa phan tmg mién dich, iv) kha ning di chuyén dén vi tri chinh xé4c
ton thuong.

1.1.2. Thé tiét ngoai bao

- Thé tiét ngoai bao (EV): 1a cac tai c¢6 ciu trac mang kép lipid duoc té
bao tiét ra khong gian ngoai bao va c6 kich thudc nano tir 30-5000 nm [10]. Thé
tiét c6 chirc nang van chuyén cac phan tir sinh hoc quan trong gitta cac té bao
[11], duy tri can bang noi méi sinh 1y [12] va anh huéng dén co ché bénh sinh
[13]. Thé tiét duoc chia 1am 3 loai chinh 1a microvesicles (MV), exosomes va
apoptotic bodies, ching duoc phan biét dua trén qua trinh hinh thanh, qua trinh
phong thich, kich thudc, vat chat mang va chic ning [14]. Cac vat chat mang
hay con goi 12 “cargo” (hang hod) cua thé tiét bao gém lipid, DNA, RNA,
protein va cac chat chuyén hoa lién quan dén té bao tiét ra (Hinh 1.2).

Exosomes 1a cac thé tiét ngoai bao véi 16p mang don bén ngoai va dugc
tiét ra boi tat ca cac loai té bao, ching dugc tim théy & chit nén, nuée tiéu, tinh

dich, dich phé quén, dich ndo tuy, huyét thanh, mat, bach huyét, mat va axit dich
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vi. Cac hat exosomes c6 duong kinh khodng tir 30 - 150 nm dugc hinh thanh
trong cac ngin ndi bao (endosome), sau d6 dugc giai phong ra bang qua trinh

xuét bao hay con goi hién tuong ngoai bao [15]. Mot luong 16n rat da dang cac

vat chit mang dugc xac dinh trong exosomes bao gom khoang 4400 proteins,

194 lipids, 1639 mRNAs, 764 miRNAs va cic chat chuyén hod [16].

2. ECTOSOMES or SHEDDING
MICROVESICLES (100-1000 nm)

1. EXOSOMES (30—150 nm)

3. APOPTOTIC BODIES (50-5000 nm)
Hinh 1.1: Céc loai thé tiét ngoai bao (EVs) do mt té bao tiét ra [15].

Microvesicles dugc tiét ra boi su nay chdi tryc tiép ra ngoai cua cac vi
bao hodc ciia mang sinh chét va co kich thudc trong khoang 50 - 1000 nm. Do
vy, cac MV chua yéu chira cac protein lién quan dén bao twong va mang sinh
chat, diac biét 1a cac protein tdp trung & bé mit mang sinh chat vi du nhu
tetraspanins [17]. Ngoai ra, MV ciing chtra cac protein khung xuwong té bao,
protein séc nhiét, integrins va cac protein chtra cac bién doi sau dich mi nhu
glycosyl hoa va phosphoryl hoa.

Apoptosis bodies dugc giai phong bai cac té bao chét hodc trong qué trinh
apoptosis va co kich thuge 500 - 2000 nm. Khong gidng véi exosomes va MV,
cac thé tiét apotosis bodies chira cic bao quan nguyén ven, chit nhiém sic va

mot lwong nho protein glycosyl hod. Ngoai ra, thanh phan protein cta apoptosis
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bodies twong ty véi té bao ly giai, trong khi c6 mot su khac biét rd rét gitra thanh

phan protein gitra exosomes va t€ bao ly giai.

Microvesicles Exosomes Apoptotic bodies

0) Exosome
@ Microvesicle
Dot o Apoptotic body
Exocytosis Outward membrane budding Cell apoptosis (© Mutvesiuarendosome
m Tetraspanins (CD9, CD81, CD63)

ann DNA
A RNA

X5 Protein

HO,

Lipids and metabolites
OH

( % Cell organelles

Hinh 1.2: Qua trinh hinh thanh va vat chit mang ciia mi loai thé tiét khac nhau [16]

- Phuong phap tach thé tiét: Trong nhiéu nghién ctu, thé tiét duoc phan

lap bang cac phuong phap ly tam siéu tdc, day dugc coi nhu mot phuong phép

tiéu chuan “vang” [18].

\ l [) “.9 5
AT A

Ultracentrifuge M)

Cell culture Conditioned medium EVs Isolation EVs filling and Storage Pre- or Clinical trial
Expansion and conditioning of MSCs Isolation of EVs Filling and Storage Pre-;riacllslmcal
+ Cell character * Yield ) Quan.t Y
+ Cell vibility « Purify * Identity
« Sterility * Characteristic
* Sterility
* Endotoxin

Hinh 1.3: Quy trinh nudi ciy té bao, phan Iap thé tiét va kiém soat chit lwong [18]
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Nhitng phuong phap phan lap thé tiét khac duoc phat trién dua trén su
phan tach kich thudc, sy bét giit ai luc mién dich (immunoaffinity capture), két
taa (Hinh 1.3). Tuy nhién, nhiing phuong phap ndy van chua thé phan 1ap mot
loai thé tiét riéng ré, dic biét 1a exosomes. San pham thudng chira hdn hop cac
loai thé tiét va mot s6 thanh phan ctia khong gian ngoai bao. Nhiéu phuong phap
phan 1ap két hop da dugc sir dung dé lam giau ham luong cia loai thé tiét mong
mudn thu dugc. Tuy nhién, diéu nay ciing 1am ting chi phi, thoi gian va dao tao
k¥ thuat. Phat trién mot phuong phap phén 1ap thé tiét co thé phan tach cac loai
thé tiét khac nhau véi thoi gian ngan, hiéu qua, cong suat 1on va dat tiéu chuan
str dung van con dang 1a mot thach thirc.

San pham thé tiét sau khi dugc phan 1ap dugc danh gia chat luong bang
nhiéu phuong phap khac nhau nhu xac dinh danh tinh, d6 tinh khiét, tap chat,
hiéu luc, do an toan va d6 6n dinh (Bang 1.1).

Bang 1.1: Céc tiéu chi danh gia chit lwong ciia san pham thé tiét ngoai bao

Tiéu chi Chi s6 Phuong
phap
Kich thudc trung | 50 - 150 nm TEM

binh cua thé tiét
Dau an bé mat | [t nhat 1a 3 dau an duong tinh va it nhat 1 dau 4n | Do té bao
the tiet am tinh: CD9*, CD29%, CD44*, CD 4ge*,| theo dong

cDe3t, cpsit, cDh73*, CD105", MCSPt chay
CD14, CD19, CD34, CD45, CD142, MHC
class I, class II
Phén tich cac Thanh phan céc cytokine ProcartaPlex
cytokine multiplex
panels assay
Noi doc t6 < 0,2 EU/mL cho duong truyén tuy song va

< 5 EU/mL cho cac duong truyén khac
Mycoplasma Am tinh
Tinh vo triing Am tinh
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1.2. Anh hwéng ciia moi truong oxy trong nudi cay té bao goc

- Cé4c nghién ctru cho thiy nudi cdy trong mdi trudng oxy sinh 1y gilp
tang vé sé luong va chét lugng cia TBGTM. Tuy c¢6 thanh céng day haa hen &
cac nghién ctru ban dau nhung hiéu qua caa liéu phap TBGTM lai chi ¢ muc
trung binh trong mot sé thir nghiém 1am sang giai doan 3. Mét trong nhiing
nguyén nhan la thoi gian sdng ngan caa TBGTM trong mdi trudng co thé do cac
té bao nay can phai thich nghi voi méi truong maéi véi mac oxy sinh 1y thap hon
nhiéu sau khi chiing duoc truyén vao bénh nhan. Nong d6 oxy ty nhién nim
trong khoang 1% - 6% cu thé trong tiy xuong, 2 - 8% trong md m& va khoang 2
- 3% trong nhau thai. Bang ching cho thay rang nong do oxy cao cé thé gay ton
thuong ADN va su 140 hoa cua té bao do su tich tu cac goc ty do chira oxy
(ROS). Nong d6 oxy sinh 1y giup ting sé luong té bao goc da ning va duy tri
C4c té bao & trang thai khong biét hoa lau dai hon [19]. Cac TBGTM sinh sbi
cham hon ¢ giai doan dau (passage 0) va c6 kha ning ting sinh cao hon & nhiing
lan cdy chuyén sau trong diéu kién oxy sinh ly [20]. C4c té bao ndy ting muc
biéu hién cua yéu té phién ma Oct4 va hoat dong cua enzyme telomerase [21].
Piéu nay cd thé giai thich cho thuc té 1A TBGTM duy tri thoi gian ting sinh cua
chung trong diéu Kién oxy sinh 1y 1du hon truéc khi dat dén sy 140 hoa so véi
diéu kién oxy thong thuong [22]. Can phai nhan manh rang 140 hda 1a mot yéu
t6 quan trong han ché kha ning ting sinh trong phong thi nghiém ciing nhu su
thich nghi sau cay ghép ciia TBGTM trong co thé song.

O cép do phan tir, didu kién oxy sinh ly cam ang su biéu hién nhiéu gen
chi phéi sy ton tai, di chuyén va tang sinh cua té bao, phan tng viém va diéu hoa
mién dich, biét hda sun va chuyén héa, ciing nhu qué trinh tao mach cua
TBGTM tay xuong [23]. Diéu kién oxy sinh 1y ciing anh huéng téi sy biéu hién
cia cac MIRNA. Phan tich co ché cho thay rang oxy sinh ly kiém soét cac
miRNA duoc 1am giau trong tin hiéu HIF [24]. HIF-1a 12 yéu té diéu hoa chinh
cua diéu kién oxy sinh ly, kiém soét nhiéu chirc nang thiét yéu cua té bao goc,

bao gom cac chuc nang tu lam méi, tang trudng va biét hoa. N6 ciing lam chi
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su on dinh caa ADN va diéu khién nhiéu qua trinh quan trong cua té bao nhu
trao d6i chat cling nhu kha nang tiét ra cac yéu té tién sinh mach nhu yéu té ting
treong noi mé mach (VEGF) va erythropoietin, mot cytokine kich thich tao
hong cau [25]. Sy biéu hién qua mic cia HIF-1a trong TBGTM di 1am ting qua
trinh hinh thanh mach trong cac mé dugc ciy ghép va thuc day kha ning tai tao
cta ching trong cac thi nghiém trén mo hinh dong vat d6i vai bénh lién quan
dén thiéu méu cuc bo [26].

Vi giao tiép can tiét giita cac té bao dong vai trd quan trong trong hoat
dong diéu tri caa TBGTM, cac nghién ciu vé hé ngoai tiét cua ching rat duoc
quan tdm. Cac TBGTM tiét ra nhiéu yéu t ting truéng va chemokine nhu
VEGF, yéu t6 tiang truong cd ngudn gbc tir tieu cau (PDGF), yéu té tang truong
nguyén bao soi co ban (bFGF), yéu to tang truong té bao gan (HGF), yéu té ting
truong biéu bi (EGF), yéu té tang truong than kinh (NGF), yéu té ting trudng
giong insulin 1 (IGF-1), interleukin va yéu té té bao géc (SCF) [27]. Nhiing yéu
t6 nay thac day su hinh thanh mach, su ton tai va ting sinh cta té bao, cling nhu
hoat hod té bao gdc noi sinh. Cac TBGTM ciing tao ra interleukin-10 (IL-10),
interleukin-6 (IL-6), yéu té ting truong bién d6i (TGF)-B1, prostaglandin-E2
(PGE2), nitric oxide (NO), cac phan ti khang nguyén-G cua bach cau ngudi
(HLA-G5), yéu té trc ché bénh bach cau (LIF) va enzym IDO dé diéu hoa phan
tng mién dich [28]. Trong nhiing yéu t6 ké trén, diéu kién_oxy sinh 1y 1am tang
murc 6 cua cac yéu tb tién sinh mach: VEGF, IGF, HGF va bFGF, ciing nhu céac
phan tir diéu hoa mién dich TGF-B [29].

Khoéng chi trong mai trudng in vitro, diéu kién oxy sinh 1y ciing tac dong
c6 loi cho sy ton tai cia TBGTM ¢ trong co thé séng. Cac té bao nay co thé ton
tai 1au hon & nhiing chudt duoc ghép TBG bi suy giam mién dich. Cac co ché
giai thich cho diéu nay bao gom ting cudng tiét cac yéu té tao mach, cai thién
kha ning di chuyén - xam nhap, hoat hoa cac con duong tin hiéu lién quan dén
séng con va tang du trir glycogen [30]. Trong md hinh thiéu mau cuc bé chi sau

& chudt, cac TBGTM duoc nudi cay trong diéu Kién oxy sinh 1y ting sinh va
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thich nghi t6t hon sau khi cdy ghép. Ching ciing cam ¢ng su di cu cua cac té
bao ndi md va biét hoa nguyén bao. Do d6, cac md thiéu mau duoc phuc hdi
toan dién hon, trong d6 viéc twdi mau luu thong, phuc hdi chi, hinh thanh mach
mau mai va tai tao co xwong duoc cai thién dang ké [31].

Hoat tinh sinh hoc cia TBGTM da dugc nudi cdy trong diéu kién thiéu
oxy d& duogc thir nghiém trén méd hinh chuét cho cac bénh phdi bao gom ton
thuong phoi do birc xa va xo phdi do bleomycin. Trong cac mé hinh nay, diéu
kién thiéu oxy thac day su ton tai cua té bao, giam viém va cai thién chic ning
phoi so véi diéu kién oxy thong thuong [32].

Gan day, cac nha khoa hoc da cho thay cac TBGTM tiép x(c nong do oxy
sinh Iy va nong do ion Ca?* cao sé& kich thich tiém nang diéu hda mién dich cua

ching va 1am giam bénh ghép chéng chii & chudt 6 hé mién dich caa nguoi [33].

1 Tang sinh

1 Di cw l
\ 1 Chét sinh trudng

T Phat trién trong co TBGTMtrong l (VEGF, FGF2, IGF-1, & HGF)
thé ngudi nhan moi truong oxy VIR
sinh | Yéu t& gy viem
/ (TNF-0,, IFN-v, & IL-6)
10n dinh vé hé gen 1 Biét hod sun
1 Duy tri telomere
1 An toan 1 Stkc s6ng TB sau truyén 1 Tao sun 1 Tao mach mau méi
g y

Hinh 14: Co ché ciia diéu kién oxy sinh ly ddi voi thiic dy tiém niing img dung tri liéu [28]

Trong mot md hinh cho thiéu mau cuc bo chi dudi caa bénh tiéu duong,
TBGTM nubi cdy trong diéu kién oxy sinh 1y da ting cudng hoat dong tiét cac yéu
t6 tao mach va thiic day su ting sinh ctia cAc té bao noi md, dan dén cai thién mach

mau dé dap tng véi thiéu mau cuc bo mo. Pang ké 13, méi truong nudi cdy thiéu
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oxy ciing kéo dai thoi gian luu gitr TBGTM in vivo véi khoang 5% sb té bao duoc
tiém van séng sau 14 ngay [34]. Nhiing loi ich cua viéc nudi ciy MSCs trong diéu
kién oxy sinh 1y dugc tom tat trong (Hinh 1.5).

- Tac dong ciia nudi cdy trong méi trudng oxy sinh 1y 1én thé tiét cua
TBGTM: Biester va cong su dd tong hop cac nghién ciru vé thé tiét trong moi
truong oxy thap trong mot bai review xuat ban vao nam 2020 [35]. Cac nghién
ctru chi ra rang thé tiét thu dugc sau khi kich tmg TBGTM bang nong do oxy
thap hon diéu kién oxy mdi truong co thé gitip ting cudng kha ning di cu va
tang truong cia té bao dich, tai tao mach, dong thoi giam chét té bao va kich
mg mién dich. Mot co ché quan trong cta qué trinh nay 1a do néng d6 oxy thap
ngin qua trinh phan huy cua HIF1-alpha, gitip cho yéu té phién mi nay c6 thé
tong hop biéu hién cua hon 100 gene dich, trong d6 c6 VEGF-A, PDGF-B. Moi
truong oxy thap lam tang qua trinh san xuat cic miRNA dong vai tro quan trong
trong diéu khién qua trinh biéu hién gen nhu miRNA-210, miRNA-21,
miRNA146a, miRNAL17. miRNA-22 va miRNA-23a. Ngoai ra, cac con duong
truyén tin hiéu khac cling dugc kich thich nhu NFkB, mTOR va STAT3 dé ting
strc sdng cua té bao .

Thé tiét chiét xuat tir TBGTM day rén cta ngudi nudi cdy trong mdi
trudng oxy thap (1%) cho thiy kha ning kich thich té bao ndi mo ting sinh va di
cu t6t hon, do d6 thiic day tai tao mach mau va chira lanh ton thuong & xuong &
mo hinh chudt nhanh hon thé tiét cia TBG ¢ diéu kién oxy thuong [36]. Phan
tich cac miRNA ¢ hai loai thé tiét nay cho thiy, ndong d6 miR-126, miR-855-5p,
miR-146b va miR-223 tang 1én nhiéu lan khi nudi ciy TBGTM day ron & diéu
kién oxy thap. Mot nghién ctru khac trén mo hinh chudt cong bi gay hoai tir
xuong ciing ching to thé tiét thu dugc trong moi trudng oxy sinh Iy (2%) tiét ra
nhiéu VEGF hon va c¢6 hoat tinh cao hon trong tai tao mach mau va giam muc
do xuong bi hoai tir.

Almeria va ddng sy chi ra rang méi trudng oxy sinh 1y (5%) khong lam

thay doi s6 luong va kich thudc thé tiét phan 1ap trong méi trudong nudi cay cua
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TBGTM tir md m& so voi nong do oxy moi trudng [36]. Cac dau an bé mit cua
thé tiét ¢ hai diéu kién cling twong ty nhau, ngoai trir CD44 duogc biéu hién thap
hon & méi trudng oxy sinh 1y. Mat khac, diéu kién nay gitp ting cudng kha
ning ting sinh vao tao mach cua té bao ndi mé tét hon [37]. Trong md hinh
chudt cng bi nhoi mau co tim, thé tiét tach ra tir TBGTM tir tuy xuong gitip hd
trg té bao co tim ting kha ning song sot va giam nhiing ton thuong do méi
truong oxy thap gy ra. Trong d6, miR-210 co trong thé tiét dong mot vai tro
quan trong [38]. Ngoai ra, miR-125b c6 trong thé tiét cia TBGTM tir tuy xuong
va day rén & diéu kién oxy thap tc ché phan tir p53 va BAKI, ngin qua trinh
chét & céac té bao co tim [39].

Kha nang diéu hoa mién dich cua thé tiét cling dugc nghién ctiru rong rai
[40]. TBGTM duoc nudi cay trong mdi trudng oxy sinh 1y thic ddy hoat tinh
diéu hoa mién dich [41], tuy nhién anh huéng cua ndng d6 oxy 1én hoat tinh nay
cau thé tiét chua dugc bao céo nhiéu. Thé tiét do TBG tir m6 m& cua chd duge
mo ta c6 kha ning chuyén hod dai thuc bao sang thé M2 véi chic ning tc ché
hé mién dich.

Céc nghién ctru trén cho thidy méi trudng oxy sinh 1y ¢6 nhiéu tiém nang
dé tang chat luong thé tiét cia TBGTM. Tuy nhién, van can thém nhiéu nghién
ctru dé co thé c6 mot dicu kién nudi cay va phan lap thé tiét chuan hoa ciing nhu
tim hiéu vé co ché hoat dong cua thé tiét trén nhiéu mit bénh khac nhau.

1.3. Panh gia tinh an toan ciia thé tiét tir té bao goc trung md

Chat tiét ngoai bao tir TBGTM la céc ti nho co 16p mang lipid kép bao
gém cac proteins, lipid, vat chat di truyén (miRNA, RNAs), HGF, FGF, VEGF,
PDGF, TGF-beta. Khi dugc giai phong ra khoi té bao vao khong gian ngoai bao,
ching s& gay tac dung sinh hoc tai chd hoic theo dudng mau dén té bao nhan
thong mang té bao va giai phong cac phan tir gdm lipid, axit nucleic va protein
t6i t& bao nhan (co ché truyén tin). Tir cac hoat tinh sinh hoc ndy c6 thé thay dbi
cac ddc diém & co thé sinh vat. Nén trong cac nghién ctu thuong danh gia cac dac

diém nhu noi doc td, vi sinh vat, sy thay doi hinh thai chiic ning & mét sb co quan
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nhu gan than va danh gia tinh gy qua man cta san pham. Vi gay qua mam thudng

xét nghiém cac cytokine [42]:

Exosomes
Cytokines, Growth Factors iR-145
/i 2 mtDNA ’blq_
w3 ‘Nos weF MRNA 23

<
o IL-6 TPO N<©

poce OF-7 & %g 11

MiR-146b Growth Factors
Cytokines 2>

GM-CSF IDO o rcsE
-> 169;& G-CSF Mitochondria
’1'-1;“ P, -12 MiR-22 * MiR-133y
L-10 < GEz g °
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&3, ‘ °e = .
3
- _,
MSC
Hinh 1.5. Thanh phin ciia Exosomes

- Cytokin 1a mot nhom protein da dang khong phai 1a khang thé va la cac
chat trung gian giira cac té bao. Hién nay cytokin dang dugc sir dung trén 1am
sang nhu nhitng chét stra d6i dap tng sinh hoc dé diéu tri cac réi loan khac nhau.
Tin hiéu cytokin rat linh hoat va c6 thé gay ra ca 2 phan ung bao vé va lam hu
hai. Cac thy thé cytokin loai 1 (gia dinh IL-2R) 13 gia dinh 16n nhét cta cac thu
thé cytokin. Gia dinh nay duoc chia thanh ba 16p con dua trén cac thanh phan
chung: IL2Ry, B chung va gp130. Cac thy thé cytokin loai 2 (gia dinh IFNR) ¢6
cac cystein nim & ving ngoai bao cta cac tiéu don vi. Pap tmg té bao véi cac
cytokin noi chung 1a cham (hang gid) bdi vi chung can tong hop ra mRNA va
protein m&i. Cac cytokin co thé duoc Xép thanh cac loai khac nhau dua vao chuc
nang cua chung hay nguon goc cua chung, nhung diéu quan trong la ching c6
thé duoc san xuat boi cac t& bao khac nhau va hoat dong trén cac té bao khac
nhau, bat ky nd lyc nao dé phan loai chung ciing s& bi han ché.

+ Céc chat trung gian ctia mién dich tu nhién gém: TNF-a, IL-1, 1L-10,
IL-12, interferon loai I (IFN-a va IFN-), IFN-y va chemokin.
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+ Cac chat trung gian cua mién dich thu dugc gém: IL-2, IL-4, IL-5,
TGF-p, IL-10 va IFN-y.

- Hinh thai va chirc ning gan than [43]: khi dwa bét ky chat ndo vao co thé
ching déu gy cac phan tmg Voi co thé sy thay d6i nay dién ra nhiéu ¢ gan va
than. Gan c¢6 nhiéu chirc nang: chuyén hoa, du trir, tao mat, chéng doc, noi tiét
va mot sd chirc nang khéc... Nhitng chtrc ning nay co lién quan mdt cach chit
ch& vé6i dic diém giai phau va t6 chirc hoc cla gan. V& mit td chirc hoc, céc té
bao gan sap xép thanh cac tiéu thuy gan. Tiéu thuy gan 1a don vi cdu trac ciing
nhu don vi chitc ning cua gan ching ¢ cau trac hinh da giac, ¢ gitta hinh da
giac 1 tinh mach trung tim tiéu thuy. Tir ddy, cc té bao gan xép thanh bé gom
2 hang lién nhau tda ra phia ngoai vi nhu hinh nan hoa va goi la bé Remak. Gitra
2 hang té bao gan ctia bé Remak c6 cac dudng 6ng nho goi 1a dng mat vi ti. Giita
cac bé ¢ xoang mach nhan méu tir ca dong mach gan va tinh mach cira roi do
vé tinh mach trung tAm tiéu thuy. Vach ctia xoang mach dugc 16t boi mot 16p té
bao ndi mod khong lién tuc, c¢o nhiéu 16 thung, xen vao 16p té bao ndi mo nay 1a
cac dai thuc bao hinh sao dugc goi 1a té bao Kupffer. Giira cac té bao gan va 1op
té bao ndi mod xoang mach c6 mot khoang goi 1a khoang Disse, day 1a noi xut
phat hé bach huyét trong gan va ciing qua day té bao gan trao d6i chat v4i xoang
mach. Than cling ¢6 nhiéu chtc ning nhu loc, tao mau, bai tiét... Nhu mé than
duoc cau tao cha yéu boi nhimg don vi chiic ning than goi 1a nephron. Mdi
nephron gém mot tiéu thé than va mot hé théng 6ng sinh niéu. Tiéu thé than gém
mot bao & ngoai va mot cuon bao mach bén trong. H¢ théng éng sinh ni¢u gém co:
cac tiéu quan luon, ong luon gan, quai Henle, 6ng luon xa va dng thu thap. Bén
canh sy thay doi ndy c4c xét nghiém huyét hoc va sinh hda c6 thé s& thay doi theo.
1.4. Nghién ctru thir nghiém diéu tri bénh ciia té bao goc va thé tét ngoai bao

Ung dung trong y hoc tai tao do c6 nhiéu hoat tinh sinh hoc quy gia nhu diéu
hoa mién dich, thic day tai tao md, hinh thanh mach va cac vi mach. Cac ngudn
TBGTM duoc str dung nhiéu nhat Ia tay xuong, mdé md va day ron [44]. Cac nghién

ctru gan day cho thiy duoc vai trd quan trong ciia cac thé tiét ngoai bao do
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TBGTM tiét ra twong tu véi cac hiéu tmg sinh hoc cia TBGTM va lam trung

gian cho céc tac dong noi tiét cia TBGTM
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Hinh 1.6: Thé tiét tiét ra tir TBGTM ciia ngudi trong cac md hinh bénh

Hién nay c6 nhiéu nghién ciu chiing minh hiéu qua thé tiét tr TBGTM ¢6
ngudn gbc khac nhau (ddy rén, mé md va tuy xuong) duoc chimg minh 1a cai
thién cac tinh trang bénh suy giam tri nhé, Parkinson, xo gan, chan thuong tiy
séng, Xo phoi, Alzheimer, lién vét thuong, tham my. ..

Cac nghién ctru chimg minh do chiing ¢6 nhiéu co ché tac dong 1am giam
tinh trang phat trién cta bénh nhu: kha ning di trd qua 16p hang rio mau nio,
kha ning di chuyén dén khu vuc viém trong ndo, kha ning tai tao cac két ndi
than kinh tai ving hoi hai ma, va kha niang lam giam tich tu cua Beta-amyloid,
hop chat giy ra bénh suy giam tri nh. TBGTM sau khi dugc truyén thong qua
duong tinh mach (chu dich truyén té bao dén moi noi trong co thé - truyén té
bao hé thdng) c6 kha ning di dén cac ving bi thuong ton, bi viém, nhiém tring,
hay cac khoi u hinh thanh trong co thé ké ca cac vi tri trong ndo. Mot s6 nghién
ctru cho thiy TBGTM so hitu co ché vuot hang rao mau ndo twong tu kha ning
tham nhap mach cta té bao bach ciu nhu kha ning di chuyén thanh mach
(rolling), kha ning bam vao té bao biéu mo thanh mach va kha nang xuyén
mang sau bam. Trén bé mit cia TBGTM c6 biéu hién cac dau 4n bé mit nhu thu

thé hudng khu trii bach cau (leukocyte homing molecule, nhu CXCR4, CCR2)
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hay cac phan tir bam dinh té bao (cell adhesion molecule, nhu CD4, integrin,
hay CD99). Viéc biéu hién cac phan tir bé mit phuc vu cho qué trinh bam va
xuyén mang giup cho TBGTM c¢6 thé di chuyén qua hang rio mau nio dé vao
bén trong ndo bo. Thém vao d6, TBGTM thudng hay bam vao cac té bao ndi mo
da dugc kich hoat bai yéu t6 mién dich TNF-alpha théng qua thu thé bam dinh
té bao VCAM-1 va co ché truyén tin hiéu thu thé lién hop protein G (G-protein
coupled receptor signalling pathways) [45], [46], [47]. Ngoai ra, TBGTM con
lam giam sy ting sinh cta cac té bao T CD3* va cic té bao T giy doc, dong thoi
diéu phdi hoat dong cua cac té bao T gitp d& nham kiém soat hoat dong mién
dich tai vi tri viém phoi va tiét ra HGF cia TBGTM ciing tham gia vao qud trinh
giam xo & phoi thong qua con dudng tin hiéu PI3K/AKT/mTOR

1.4. Tinh hinh nghién cu trong va ngoai nwéc

Tai Viét Nam, TBGTM tir day rén duoc thir nghiém chira tri thiéu mau
cuc bo & chan (2014) [48] va chan thuong co tim & chudt (2015) [49]. O trén
nguoi, TBGTM tir day rén da duoc béo céo sir dung dé diéu tri hai bénh nhan
phoi tac nghén man tinh (2016) [50]. TBGTM tir mé md da dugc nghién cau
trén dong vat dé diéu tri chan thuong sun khép (2013) [51] va chan thuong tiy
séng (2016) [52]. Phan doan mé dém mach tach tir md m& da duoc tng dung
trong cac thir nghiém 1am sang dé diéu tri thoai hoa khop goi (2014 va 2017)
[53], [54]. TBGTM tur tiy xwong da dugc nghién cau diéu tri tiéu duong tuyp 1
(2011) [55], xo gan (2015) [56] va danh gia hiéu qua diéu tri cho cac bénh nhan
suy tim sau nhéi mau co tim (2014) [57]...

Trén thé gidi, cac san pham cia TBGTM di duoc phé duyét dé diéu tri
cho tré em mac bénh ghép chdng chu khang tri & Canada va New Zealand tir
nam 2012, & Nhat Ban tir nim 2015 va cho bénh ro rudt - Crohn’s & Chau Au tir
nam 2018. Cac nghién ciru gan day cho thay dugc vai trd quan trong clia cac thé
tiét ngoai bao do TBGTM tiét ra 1a c6 tac dung sinh hoc tuong tu véi cac hiéu
tmg sinh hoc cia TBGTM va lam trung gian cho cdc tac dong ndi tiét cua

TBGTM [58]: gilp tai tao va chong viém trong cac mo hinh dong vat bi dot quy



17

[59], xo gan [60], nhdi mau co tim [61], bénh suy giam tri nhé [62] va
Huntington [63]. Thé tiét thu dugc tr TBGTM day ron ¢ ngudi cho thiy hiéu
qua trong viéc cai thién tinh trang viém mang bd dao tu mién bang cach wc ché
su di chuyén cta té bao viém [64], md hinh bénh suy giam tri nhé... dic biét, thé
tiét tr TBGTM tuy xuong bdo vé su phat trién ndo bd cua thai nhi bj thiéu oxXy
[65] . Thé tiét 1am ting sy hinh thanh mach méu, giam bét tinh trang viém va
qua trinh chét theo chu trinh & tuy sdng bi chan thuong va do d6 cai thién chic
ning tuy song [66], ngin can su chét cua cac té bao than kinh tuy séng va giam
phi né & tuy séng [67]. Thé tiét duoc sir dung cho bénh nhu hoi ching suy ho
héap cap, loan san phé quan, Xo phoi, ting huyét 4p dong mach phoi, hen suyén
va bénh bui phoi silic [68]. Ngoai ra, cac exosomes tiét ra tir TBGTM c6 mang
mot enzyme hoat dong lién quan dén neprilysin va giam muac do B-amyloid
trong cac t& bao u nguyén bao than kinh [69], khoi phuc lai hop nhat ky e so
hai va giam cac hanh vi lo lang [70], bao vé chdng lai sy mat synapse va song
song voi no la cai thi€n nhan thue [71].

Ung dung cua té bao goc diéu tri mot sé bénh 1y nhin khoa nhu kho mat,
viém loét giac mac, teo than kinh thi giac, thoai hoa diém vang, bénh vong mac
sdc t0, ... dd dugc nhiéu nghién ctru cong bd [72], [73], [74]. Tuy nhién chua
thay bao cdo cta thé tiét TBGTM tir day rén véi diéu kién oxy sinh 1y trong diéu
tri bénh mat.

Tir cac ndi dung trén cho thdy tiém ning 16n cia té bao goc va thé tiét cla
TBGTM day ron ing dung trong y hoc dic biét 1 thé tiét TBGTM dugc nudi cay
trong diéu kién oxy sinh 1y. D¢ tién tdi cac ung dung trén 1am sang viéc danh gia
tinh an toan cta thé tiét TBGTM day ron 1a van dé quan trong can duoc nghién

clry, Vi vay chung toi nghién ctru dé tai nay.
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Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU
2.1.1. Thé tiét ngoai bao

- San pham thé tiét ngoai bao thu nhan caa té bao gdc trung mo day rén tir
5 thai phu hién ting khoe manh duoc nudi cay trong diéu kién oxy sinh 1y 2% tai
Bénh vién da khoa qubc t& Vinmec tir 01 dén 03 nim 2023 (dam béo tiéu chuan
co s¢ theo phu luc 2).

- Tiéu chuén lya chon:

+ San phu 1a nguoi trudng thanh trén 18 tudi, co sire khoe tot.

+ San phu dong ¥ cho phép luu trir té bao gdc sau khi da duogc cac bac sy
giai thich vé loi ich, cac nguy co, rii ro cé thé xay ra va dong Y sir dung cho
nghién ctu.

- Tiéu chuan loai trr:

+ San phu c6 van dé nghiém trong vé sitc khoe nhu nhiém khuan huyét,
bénh truyén nhiém do vi khuan, nim, virus

+ San phu da timg bi bénh tat hodc bién ching lién quan dén thai nghén.

- Tiéu chuan xac dinh liéu luong: thé tiét TBGTM liéu thap 200
microgam/kg, liéu trung binh 500 microgam/kg, liéu cao 1000 microgam/kg.
2.1.2. Pyng vat nghién ciru

Gom 36 con chudt nhét trang chung Swiss trong lugng 20 - 25 g, 30 chudt
cong tring chung Wistar trong luong tir 210 - 240 g va 36 tho trong luong 2,1 -
2,2 kg khoe manh, khéng phan biét duc, céi. Tiéu chuan dong vét dap tGng cac
yéu cau nghién ctu vé dong vat thuc nghiém cua Hoc vién Quén y. Cac thi
nghiém duoc tién hanh tai Labo nghién ctru cuia B mon Phau thuat thuc hanh,
thuc nghiém va B6 mon Sinh ly bénh - Hoc vién Quan Y, trong thoi gian tir
01/2023 - 08 /2023.

2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.2.1. Thiét ké nghién ciru
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Nghién ctru thir nghiém mé ta, cat ngang tién ciru, c6 thiét ké ddi chimg
2.2.2. C& miu nghién ciru
St dung cong thuc tinh ¢d mau (ANOVA mot chiéu):
n=DF/k+1
trong do:
DF (Degree of Freedom): bac tu do
k: s6 nhém nghién ctiu
n: s6 mau méi nhom
Tir d6 dua theo hé théng tép phan tan (DFs - Depth First Search) c6 s6
luong dong vat nghién ciru 1a 10/k + 1 <n < 20/k + 1, s6 dong vat nghién ciu
mdi nhém chiing t6i lay 1a 6 con.
2.2.3. Noi dung nghién ctru va danh gia
2.2.3.1. Panh gia ngi dc to, vi sinh vit, ndm va gay tan mau trén invitro
- Ddnh gid tinh vé khudn, ndm:

+ Thiét bi sir dung: Hé théng may BACTEC FX TOP; May Endosafe®

nexgen-PTS™ instrument (Charles River, M¥) dinh lugng Endotoxin; Tu cdy vo
trung Class 11 Type A2 (ESCO); Ta 4m CO2 (Memmerk)

+ K§ thuat cay khuan: Tinh v tring cua san pham ché tiét tir té bao goc
dugc kiém tra bang phuong phap cay khuan. Tiéu chuan chap nhan la khong co
su phét trién cua vi khuan va nim

+ C4c budc tién hanh cay khuan trén hé thong may BACTEC:

10ml dich nuéi cy té bao TBGTM bom vao 02 chai cdy mau (1 chai &i
khi va 1 chai ki khi) va nudi cay, phan lap va dinh danh céc vi khuan gay bénh
thuong gap trong bénh phdam méau bang may cay mau tu dong FX TOP -
STACK.

Chai cdy mau duoc theo ddi hang ngay nho hé thong may cay mau tu
dong 1 va lac lién tuc. May cdy méu st dung dén huynh quang trong may quét
10 phat/lan vao 16p mang ¢ day chai dé phét hién nong do CO, hoac str dung bo

phan cam tmg do mau va anh sang phan chiéu dé phat hién nong do CO, hoa tan
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trong mdi trudng nudi cdy. Khi vi sinh vat phét trién trong chai cdy méau, CO; s&
duoc san sinh. B phan cam nhan ¢ day chai cdy mau c6 kha nang hap thu khi
CO,, s& chuyén tir mau xanh sim sang mau vang. May cdy mau s& cam nhan
duogc thay d6i cua phan chiéu qua sy d6i mau tir sim sang nhat. May cdy méau sé
quét va ghi lai su thay ddi nay 10 phat/lan.

Chai cdy méau duong tinh duoc cay trén cac moi truong thach dia giau
chat dinh dudng dé nudi cdy va phan lap vi khuan gay bénh. Céc vi khuan va vi
niam duoc dinh danh dwa trén hé théng dinh danh bing khdi phd Vitek MS.

+ Panh gi4 tinh v khuan: Tinh vo khuan caa san pham ché tiét tir té bao géc
duoc kiém tra bang phuong phap cay khuan trén hé théng may BACTEC. Céc vi khuan
va Vi nam duoc dinh danh dua trén hé thong dinh danh bang khéi pho Vitek MS.

- Noi doc to:

+ Quy trinh xét nghiém bang phuong phap Kinetic LAL ctia Charles
River Endosafe®. Viéc phan tich duoc tién hanh bang cach thiét 1ap phan tich
sic do dong hoc hoac do d6 duc do viéc hinh thanh gel (Gel-clot) khi u dich ly
giai tir cac t& bao mau (amoebocytes) cua loai cua mong ngua (horseshoe crab)
v&i mau c6 chira ndi doc td va duge kiém soat thich hop str dung duong chuan 2
log tir 0,05 dén 5 EU/mL va thi nghiém do pha lodng cua mau d6i ching duong
tinh va mau khong pha loang cia mau nung hoic phoi.

+ Dénh gi& noi doc t6: (+/-)

- Danh gid tinh gdy tan mdu trén invitro:

+ Trang bi st dung: Tt 4am (Memmerk); PBS, NaCl 0,9%

+ Cac budc tién hanh:

Méu duoc 1ay tir nguoi hién khoe manh, ly tam ¢ 3000 rpm trong 10 phut,
héng cau cin duoc rira 3 1an v6i PBS 1X. Thé tich héng cau duoc xac dinh va
tron voi PBS tao thanh dung dich 2%.

Cho 2,5 mL dung dich hdng cau 2% vao cac 6ng. Thém 0,1 - 0,5 mL dung

dich té bao gbc ndng do 1,2 x 10° t& bao/mL hodc san pham tiét cia té bao gbc
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vao mdi 6ng trén. Str dung 2,5 mL NaCl 0,9% va nudc cat khong phan cyc lam
d6i chimg am va ddi chimg duong. Tron nhe nhang sau d6 G 4m & ti 37°C.

+ Pénh gia gay tan mau: Quan sét sy tan mau & cac thoi diém sau 15 phut,
30 phat, 45 phat, 1h, 2h va 3h.
2.2.3.2. Pdnh gid dic tinh cdp, qud mén hé théng va kich itng bé mdt nhan cau

- Ddnh gid djc tinh cdp trén chugt nhdt trdng:

+ Tiém thé tiét TBGTM trén chudt nhat trang bang duong tinh mach dudi
theo phuong phap Litchfield - Wilcoxon duwa trén hudng dan cua Quyét dinh
141/QD-K2DT cua Cuc khoa hoc cdng nghé va Dao tao - Bo Y té va huéng dan
WHO. Chudt nhat trang ching Swiss (trong luong 20 + 2 g) duogc chia ngau
nhién thanh 6 nhdm nghién citu (Mdi nthém 6 con). Nhdm chimg duoc tiém dung
dich dém, cac nhém nghién cau duoc tiém thé tiét TBG tir day rén véi lidu tang
dan. Chudt & cac nhém duoc tiém dung dich dém hoic thé tiét té bao goc véi cac
lidu khac nhau ting dan tir liéu cao nhat khéng gay chét dén liéu thip nhat gay chét
100% chudt. Chudt duoc tiém tinh mach dudi véi lwong 0,1 mL/10 g. Thuc té sir
dung liéu 50; 200; 500; 1000 microgam/kg.

+ Danh gia sb chuot chét trong 72 giod, xac dinh LD50; Chudt dugc theo
déi hang ngay trong 7 ngay nham xac dinh cac dau hiéu nhiém doc gom: Tinh
trang van dong, luong thirc an tiéu thy; Tiéu chay; Co giat; Su thay doi can
nang; Non.

O ngay tha 7, giai phau dai thé duoc tién hanh phiu thuat theo duong
tring gitra trén va dudgi ron boc 16 toan b ving nguc, bung. Quan sat danh gia
nhitng bat thuong tai phoi, gan, than... sau d6 phau tich lay gan, than quan sét
giai phau bénh. Bénh pham nhan tir phong mé thi nghiém dugc xur 1i va quan sat
tai Khoa Giai phau bénh, phap y - Bénh vién Quan y 103, cac két qua duoc xac
dinh béi bac si giai phau bénh doc va phau thuat vién. Tai Khoa Giai phau bénh,
bénh phém dugc quan sat, dinh hudng cat manh mo thanh nhirng 14t doc song
song, mdi 14t cit c6 chiéu day 3 - 5 mm duogc dé chung trong 1 khuén duc bénh

pham giai phau bénh. Bénh pham dugc pha thanh cac manh danh sé ri cho vao
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cassette va xir Iy theo phuong phap thong thuong bang may xu Iy mo tu dong
Tissue - Tek VIP6AI cua hang Sakura, Nhat Ban. Cac ti€u ban duogc doc trén
kinh hién vi quang hoc voi do phong dai 40 - 400 1an. Panh gia dic diém cua
gan, than va hinh anh ton thuong Vi thé.

- Déc tinh ban trieomq dién:

+ Chudt cong trang chung Wistar (trong luong 200 - 300 g) dugc chia
ngau nhién thanh 5 nhém nghién ctu (Mdi nhdm 6 con):

Nhoém NC1: Nhom thé tiét TBGTM day ron liéu thap: chudt dugc tiém
dung dich thé tiét TBGTM day rén (liéu twong duwong du kién sir dung trén
nguoi) vao tinh mach dudi chuot

Nhom NC2: tiém véi liéu trung binh: liéu gap 2 1an liéu thap

Nhom NC3: tiém vai liéu cao: liéu gap 3 1an liéu thap

Nhém NC4: Tiém nudc mudi sinh |i cling thé tich

Nhém NC5: chirng khée manh khéng tiém

+ Panh gia két qua:

« D4u hiéu nhiém doc cua chudt duoc theo dbi hang ngay gom: Tinh trang
van dong, luong thirc an tiéu thu; Tiéu chay; Co giat; Su thay doi can ning;
N6n; S6 chudt chét.

Chudt dugc lay mau & cac thoi diém trudc tiém va sau tiém 10, 20 va 30
ngay dé xac dinh: Cac chi sé huyét hoc: Sé lwong hdng cau, sé lugng bach cau,
s6 luong tiéu cau; Chi s6 sinh hda: men gan (Hoat d6 AST, ALT huyét tuong)
va men than (Hoat d6 Ure va Creatinin huyét twong). May xét nghiém sinh hoé
Evolution 3000 (Italia) st dung hda chat caa hdng; may xét nghiém huyét hoc
Humacount 30TS (Puc) st dung kit xét nghiém cua hdng va phan mém xét
nghiém cho chudt.

O ngay tha 30, 4 chudt & mdi nhom duoc tién hanh phau thuat dé quan sat
hinh anh dai thé gan, than va lach va 1am md hoc dé danh gia cu trlc vi thé cua

gan, than (qui trinh twong tw nhu phan & trén).



Hinh 2.1: Tiém EV tinh mach dudi chugt

- Pdnh gid tinh gdy qud mdn hé thong trén thg:

+ Thé duoc chia thanh 5 nhém nghién ctu mdi nhém 6 con:

Nhom NC1: Tiém tinh mach dudi tho liéu thap thé tiét 200 microgam/kg.

Nhém NC2: Tiém tinh mach dudi tho liéu trung binh thé tiét 500
microgam/kg.

Nhom NC3: Tiém tinh mach dudi thé liéu cao thé tiét 1000 microgam/kg.

Nhém NC4: Tiém NaCl 0,9% véi ciing thé tich vao tinh mach dudi tho.

Nhom ching: Bong vat khoe manh khong tiém gi.

+ Tho duoc tiém tinh mach dudi san pham tiét cha TBGTM véi tuan ty 3
lan tiém, cach nhau 2 ngay. Dén ngay thtr 14, tién hanh tiém thé tiét véi lidu gap
d6i mot liéu duy nhét.

+ Panh gia két qua vé gay qua man tho duoc danh gia bang cac chi sé:

Hanh vi caa tho: co giat, non.... dugc theo doi lién tuc trudc va sau tiém

L4y 2 ml mau mdi lan & cac thoi diém trude tiém, trude khi tiém lidu gap
d6i va sau tiém liéu gap doi.

Lam cbng thitc mau danh gia su thay doi cua céac té bao mau Kit dinh
lugng cac enzym va chat chuyén héa trong mau: Urea/bun-color, Creatinine,

Aspartate minotransferase (AST/GOT), Alanine
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Aminotransferase (ALT/GPT), cia Hang

Biosystems/ Tay Ban Nha.

Mau duoc ly tam véi tbe d¢6 3000 vong/phat trong 10 phit. Tach lay phan
huyét twong & trén va tién hanh dinh lwong nong do histamin bang kit ELISA
dinh lugng histamin, 1gE, cytokine viém (IL-1, IL-6, TNF-anpha) cung cap bai
Thermo Fisher Scientific

- Ddnh gid tinh kich i#rng bé mdt nhan cau cia thg:

- Str dung 06 tho khoe manh, trong luong 1,8 - 2,0 kg

+ MAat phai: dugc nho dung dich chtra san pham thé tiét cia TBGTM tur
day ron véi liéu cao ngay 1, 2, 3, 7.

+ Mt trai: duoc nho nudc mubi sinh Iy NaCl 0,9% véi cung liéu lugng

- Panh gia bé mat nhan cau ¢ ngay thtr nhat, ngay tht 3 va ngay thir 6 voi
cac biéu hién & mi mat, két mac, gidc mac, tinh trang chay nuéc mat, nhuém
Fluorescein danh gia giac mac, thoi gian v& phim nuéc mét. Test TBUT: Nho
fluorescein vao mat ngudi bénh, thuc hién nhdy mét nhiéu lan dé dan déu 16p
phim nudc mat. Ngudi bénh nhin thang, canh thoi gian cho dén khi TBUT dugc
xac dinh. Mang nuéc mét duge quan sat dudi anh sang mau xanh cobalt & dén
khe. Néu thoi gian va ngan (< 10 giay) nghia 1a mat bi kho.

Tinh trang toan than can nang, nhiét do
2.2.4. Xir ly s6 liéu

Cac s6 lieu dugc thu thap va nhap theo mau biéu thong nhat, xir Iy bang
phan mém SPSS 22.0, so sanh ¢ y nghia théng ké véi p < 0,05
2.2.5. Pao dwc trong nghién ciu

Nghién cau nay da dugc théng qua Hoi dong dao duac caa Bénh vién
PKQT Vinmec va Vién nghién ctu y hoc Dinh Tién Hoang.

Két qua nghién ctu chi nham phuc vu muc dich khoa hoc khéng nham

muc dich thuong mai khéc.
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SO PO CAC BUOC NGHIEN CcUU

Cudng rén thai phu
khée manh

|

Té bao géc trung md

l

Nudi ciy trong moi truong

oxy sinh ly
EV tt MSC
In vitro (muc tiéu 1):
- Noi déc t6
) \T/O Khuan In vivo (muc tiéu 2):
- 'an mau - Boc tinh cap i
<+— - Doc tinh ban truong dién
- Tinh qua man
- Kich trng bé mat nhén cau

Vi sinh vat, ndi doc to
Pic tinh cap, ban
treong dién va kich
rng nhin ciu
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Chwong 3. KET QUA VA THAO LUAN

San pham thé tiét caa té bao gbc trung mé day ron vé tinh an toan da déap
tng duoc cac tiéu chuan co s nhu protein tong sb, sé luong thé tiét thu duoc,
kich thudc trung binh thé tiét, dau an thé tiét, ton du dung dich nubi ciy (-) V6i
qui trinh dam bao vo tring tuyét doi. Cac mau EV trudc khi tién hanh thir
nghiém trén in vivo, ching t6i tién hanh danh gia mét sé két qua nhu ndi doc td,
vi sinh vat, gay tan mau
3.1. Két qua ndi ddc to, vi sinh vat, nam va gay tan mau trén in vitro

- Trong nghién ctru ndy EV duoc thu nhan theo mot qui trinh thong nhét
tir chuan bi mau, ly tam, thu EV, dong goi va bao quan. Mai trudng nudi cdy té
bao gbc trung md day rén duge thu thap va bao quan trong chai sach, dong kin
va chuyén sang ly tam. Khir tring cac 6ng ly tdm bang ethanol 70%, rira lai véi
PBS 1X va dé kho trong ta an toan sinh hoc. Sau khi hoan thanh qua trinh ly
tam, thu dich ndi chuyén sang Mot chai sach va bao quan trong ta lanh dé
chuyén sang budc thu exosomes va bao quan ¢ -80°C. Dich néi sau ly tam duoc
giit lai va ldy mau xét nghiém vi khuan, vi nam, endotoxin. 8 mau cia 4 nhém
nghién ciru duoc xét nghiém ngau nhién

Bang 3.1. Két qua xét nghiém vi sinh vat, ni doc t6 va ton du dung méi (n = 8)

Chiso | Ton du dung moi Vi sinh vat, nam Noi doc t6
(khéng phat hién) (<500 CFU/qg) (< 0,5 EU/mI)
EV - - -

San phém thé tiét ngoai bao tr TBGTM dadm bdo an toan vé ndi doc to,
két hop v6i vo khuan va nim.

+ Vi khuan, nAm: Két qua xét nghiém vé vi khuan, nim trong cac mau thé
tiét duoc dinh danh dua trén hé thong dinh danh bang khdi phd Vitek MS thu
nhan sau nudi cy té bao gdoc trung md day rén duoc xét nghiém dat do tinh
khiét va vd khuan cao, & c4&c mau nudi cdy khdng phat hién vi khuan va nam.

Theo dugc dién Viét Nam, chat lugng san pham sir dung can vO khuan, dat do
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trong, pH... ngoai ra véi cac yeu cau nhé mét dung dich ndy can dat do tinh
khiét, dang truong, khong dugc thém chat mau va kich thudc tiéu phan déap ung
dugc véi yéu cau theo phu luc 11.8, phan A cua duoc dién Viét Nam.

+ Noi doc t6: Két qua xét nghiém nodi doc td trong c&c mau EV duoc thu
nhan trong qua trinh nudi ciy té bao gdoc trung md khong phét hién noi doc to.
Quy trinh xét nghiém bang phuong phap Kinetic LAL. Mot phuong phap thuan
tién dé phan tich cac chi s6 noi doc té 1a sir dung phuong phap LAL dong hoc
ctia Charles River Endosafe®. Viéc phan tich duoc tién hanh bang céach thiét 1ap
phan tich sic d6 dong hoc hodc do d6 duc do viéc hinh thanh gel (Gel-clot) khi u
dich ly giai tir cac té bao mau (amoebocytes) cua loai cua mong ngua (horseshoe
crab) véi mau ¢ chira ndi doc t6 va duge kiém soét thich hop st dung duong
chuan 2 log tir 0,05 dén 5 EU/mL, va thtr nghiém d6 pha lodng ctia mau dbi
chimg duong tinh va mau khong pha lodng cia mau nung hodc phoi Theo dugc
dién Viét Nam mau san pham nay noi doc té < 0,5 EU/m.

Noi doc t6 lién quan dén sy nhidm khuan cua thé tiét ngoai bao, 1a mot
dang cua chat gy sot (pyrogen), ban chét 1a cac lipopolysaccharides (LPS) c6
ngudn gdc tir thanh ngoai vi khuan gram am. LPS cdu tao tir 3 phan: khang
nguyén O (antigen) phia ngoai cung, 18i trong polysaccharides va phan Lipid A
chtra céc axit béo, day 1a phan chinh quyét dinh doc luc cua ndi doc t6. Cac vi
khuan nay giai phong ra méi truong mot lwong nhod ndi doc t nhu 1a san pham
clia qua trinh trao doi chét cia ching va lugng 16n ndi doc té dugc giai phong
khi thanh té bao bi hu hai hay khi vi khuan gram am bi chét hoic bj ly giai. Do
d6 vi khuan gram am dang song khong thé giai phong ndi doc t6. Noi doc to 1a
mot chét kich thich manh d6i v6i hé mién dich biéu hién 1am sang 1a viém, san
sinh ra cac cytokine nhu interleukin 1 va yéu td hoai tr khéi u, sau do thu hat
bach cau da nhan trung tinh, kich hoat co ché thuc bao. Khi bénh nhin c6 hé
théng mién dich kém, d3 c6 bénh nén hodc bi nhiém luong 16n ndi1 doc td thi s&
biéu hién triéu chimg trén 1am sang cta shock nhiém khuan gdm sét, giam huyét

ap, giam tuan hoan & cac to chuirc, gy ton thuong cac to chirc mo co quan cua co
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thé nhu tim, phoi, gan, than... hé thong mién dich tiét ra enzyme tiéu diét té bao,
rdi loan chuyén hoa do thiéu oxy té bao, tén thuong té bao ndi mac, ting tinh
thdm thanh mach va c6 thé dan téi tir vong. Gidi han nd1 doc td duoc tinh trén
co s lidu ding cho ngudi theo cong thire: EL = K/M. trong d6 K 13 ngudng ndi
doc t6 tinh cho 1 kg can ning co thé ngudi trong 1 gid ¢6 thé chiu dung duoc
ma khong xay ra phan tng doc hai.

Viéce xir Iy va nudi cdy té bao gdc, té bao mién dich cling nhu san xuét cac
san pham tir t& bao phuc vu cho tri liéu 14m sang 1a mot qua trinh kéo dai trong
d6 nhitng san pham nay da tiép xac v4i rat nhiéu loai vat tu tiéu hao nhu chai,
dia nudi cdy, pipet, mang loc va hoéa chat nhu méi truong nudi cdy, dém...Day
c6 thé 1a nguyén nhéan lam tang ndng d6 nodi doc t6 vi khuan trong san pham cudi
cuing trude khi st dung cho bénh nhan. Néu khong c6 bién phap kiém soat van
dé nay, san pham té bao dugc sir dung khong chi khong c6 hiéu qua diéu tri ma
con gay nguy hiém cho nguoi bénh bdi lwong ndi doc td co trong d6. Pay 1a Iy
do ma nhitng tiéu chuan qudc té vé liéu phéap té bao nhu ISCT, FACT, AABB
xép xét nghiém xac dinh ndi doc t6 vao danh muc bat budc can kiém tra cho cac
san pham té bao trudc khi sir dung cho diéu tri. Dwa trén quy dinh ctia FDA vé
gidi han ndi doc t6 vi khuan cho timg duong truyén va két qua xét nghiém xac
dinh ndng d6 nodi doc td, cac bac sy s& co du co so dé tinh toan duoc thoi gian
truyén thich hop dé dam bao sy an toan cho bénh nhan.

Theo quy dinh cta cac tiéu chuan qudc té vé tri liéu t& bao nhu ISCT, FACT,
AABB, x¢ét nghiém xac dinh ndi doc td duoc Xép vao danh muc bit budc can
kiém tra cho cac san phém té bao trude khi st dung cho bénh nhan.

Nhu vay c6 thé thdy san pham thé tiét ngoai bao tir TBGTM dam bao an
toan vé noi doc td, két hop véi vo khuan va nim d& chang minh qui trinh vo
khaun vé thu hoach EV tai Vinmec rat hiéu qua.

- Gay tan mau: Panh gia tinh gay tan mau trén invitro théng qua quan sat
su tan mau & cac thoi diém sau 15 phat, 30 phat, 45 phat, 1h, 2h va 3h. O céc 6ng

nghiém quan sat thady mot dung dich mau hong dong nhat, trong suét ma khong
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con cin ling hong cau & day 6ng. Piéu nay cho thay EV tir TBGTM khong gay
tan mau.

3.2. Két qua déc tinh cip, ban truong dién, qua méin hé thong va kich vmg bé
mit nhan cau

3.2.1. Panh gia dac tinh cap trén chugt nhat tring

Bang 3.2: Toan trang va sé chudt chét trong 72 gio

Nhom NC Liéu sir dung Tinh trang chudt sau | S6 chudt
(mL/microgam/kg) tiem chét
Nhém 5 (n = 6) 0,1 Binh thuong 0
Nhém 4 (n = 6) 0,1/1000 Binh thuong 0
Nh6m 3 (n = 6) 0,1/500 Binh thuong 0
Nh6m 2 (n = 6) 0,1/200 Binh thuong 0
Nhém 1 (n = 6) 0,1/50 Binh thuong 0

DPoc tinh cap cua thé tiét ngoai bao tr TBGTM dugc xéac dinh theo
phuong phép Litchfield - Wilcoxon va caa WHO. Tinh LD50 cua thé tiét trong
nghién ciu ndy theo phuong phap Behrens - Karber, két qua nghién ctu nay
khong xac dinh duoc lidu chét 100% & chudt thi nghiém nén khong xac xac dinh
duoc LD50. Két qua nay phu hop véi cac nghién ctu khac da cong bd vé tinh an
toan cua EV tir cac ngudn gdc khac nhau [10], [12], [14].

3.2.2. Pgc tinh ban truong dién

Két qua quan sat hang ngay tinh trang van dong, luong thirc an tiéu thy,
tiéu chay, co giat... nhan thay chudt khoe manh phat trién binh thuong.

Cac két qua huyét hoc va sinh hdéa mau gan, than trong gisi han binh
thuong. Vi vay cé thé thay EV khong anh huong dén toan trang & céc lidu tiém
nhe, trung binh va cao. Két qua tuong ty & nhém chang tiém nudge mudi sinh 1i
va nhém chung khoe manh.

Két qua giai phau dai thé 4 chudt & mdi nhom danh gia tai ngay thi 30

nhan thay gan, than, lach khdng c6 biéu hién bat thuong.
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Hinh 3.1: Giai phiu dai thé chudt thi nghiém

Chung t6i tién hanh gay mé chudt voi ketamin véi liéu 1mg/kg can nang
qua duong tiém mang bung. Khi chudét mé, dugc cb dinh trén ban mé thi
nghiém, phau thuat rach da va té chirc dudi da theo duong tring gita trén va
dudi rén, boc 16 gan, than, lach, rudt, tim, phdi... quan sat va danh gia dai thé 6
bung, 16ng nguc va cé4c tang. Lay méu, phau tich 1y gan, than... 1am giai phau
bénh Iy.

Két qua giai phau bénh gan, than:

Céc té bao gan xép thanh dai, thanh bé, giita chiing c6 xoang mach. Cac té
bao gan khong bi thoai hoa hay viém, cau tric vi thé caa gan khong khac biét so
véi nhom chung.

Vo than c6 cac cau than, cac éng than va cdc mach mau gitra cac 6ng
than. Cac té bao biéu mo6 6ng than khong bi thoai hoa hay viém, cau trlc than

khokhoothay db6i khi so sanh véi nhdm chimng.
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Hinh 3.2: Giai phiu bénh gan, than chuét thi nghiém
3.2.3. Panh gia tinh gay qua man hé théng trén thé

- Ty I¢ twr vOong:

Sau tiém thé tiét (EV) véi céc lidu: thip (nhoém 1), trung binh (nhoém 2),
cao (nhém 3), dung dich dém (nhém 4) va nhom chung khoe manh (nhom 5)
vao cac thoi diém ngdy dau tién (NO), ngay 1 (N1), ngay 3 (N3) va ngay 7 (N7).
Sau d6 theo ddi tinh trang tho trong thoi gian 15 ngay tinh tir mdi tiém cudi
cung. Két qua cho thay 100% tho khoe manh binh thuong khéng phat hién céc
bat thuong vé stic khoe. San pham thé tiét sau khi duoc phan 1ap duoc danh gia
chat luong bang nhiéu phuong phap khac nhau nhu xac dinh danh tinh, d6 tinh
khiét, tap chat, hiéu lyc, d6 an toan va do 6n dinh, dic biét trong nghién ciru ndy
ching t6i nudi ciy trong madi truomg oxy sinh ly, theo Biester va cong su da tong
hop cac nghién ciru vé thé tiét trong mdi trudng oxy thip trong mot bai review

xudt ban vao nam 2020 chi ra rang thé tiét thu duoc sau khi kich tmg TBGTM
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bang néng d6 oxy thap hon diéu kién oxy moi truong cé thé giup ting cudng
kha nang di cu va tang trudng cua té bao dich, tai tao mach, dong thoi giam chét
té bao va kich tmg mién dich. Mot co ché quan trong cta qua trinh nay 1a do
noéng do oxy thap ngin quéa trinh phan huy cia HIF1-alpha, giup cho yéu t6
phién m3 nay c6 thé tong hop biéu hién cua hon 100 gene dich, trong d6 co
VEGF-A, PDGF-B. Méi truong oxy thip lam ting quéa trinh san xuit cic
miRNA déng vai trd quan trong trong diéu khién qua trinh biéu hién gen nhu
miRNA-210, miRNA-21, miRNA146a, miRNA17. miRNA-22 va miRNA-23a
[24]. Ngoai ra, cac con dudng truyén tin hiéu khac ciing dugc kich thich nhu
NFKB, mTOR va STAT3 dé ting sirc song cta té bao. Bén canh Sy an todn san
pham thé tiét con gilp tang kha ning séng sOt cia té bao co tim trén md hinh
chudt gay nhdi mau co tim. Trong d6, miR-210 co trong thé tiét dong mot vai
tro quan trong. Ngoai ra, miR-125b c6 trong thé tiét cia TBGTM tir tuy xuong
va day rén & diéu kién oxy thap trc ché phan tir p53 va BAKI, ngin qua trinh
chét & cac té bao co tim [39]. Vi vay, két qua thi nghiém nay véi su song 100%
ctia 30 tho thi nghiém vai EV tir TBGTM day rén mot 1an nita khiang dinh EV 1a
an toan va umg dung EV trong diéu trj 12 c6 co sé khoa hoc.

- Tinh trang toan than

+ Vdn dong, dn uong:

Bang 3.3: Két qua theo déi sirc khoe toan than thé (n = 30)

. Thei gian tiém EV
Chi so 2
NO(n/%6) | N1(n/%) | N3 (n/%) | N7 (n/%) Tong

Van dong - - - - -
Kich thich - - - - -
Long - - - - -
Anubngkém | 1/28NC5 |1(28)NC5| 1(2,8)NC5 - 1(2,8) NC5
bilong 1(2,8)NC5 | 1(28)NC5 | 1(2,8)NC5 - 1(2,8) NC5
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Thé & cac nhom an uéng, van dong binh thuong, nhanh nhen, dap ung véi
kich thich binh thuong. C6 1 thé nhém 5 (tiém EV tir AD liéu trung binh tiéu
chay kéo dai). Theo dbi sau 15 ngay tiém thé tiét ngoai bao thay tho van dong,
dap ung kich thich, tinh trang 16ng, n udng, di long... nhan thay tho binh
thuong, riéng tho chimg khoe manh khong tiém c6 1 tho dn udng kém (2,8%), di
long (2,8%). Piéu nay c6 thé EV kich thich cac yéu t6 cd loi ¢ tho thi nghiém
lam giam kha ning mac c4c bénh ma tho ching hay gip viém két mac, nhiém
khuan, dudng rudt... O nghién ctru ndy cho thiy bén canh tinh an toan 1a khéng
anh huong dén toan trang dong vat ma con c6 nhiéu tac dung sinh hoc khac
tuong tu voi cac hiéu tmg sinh hoc cuia TBGTM va lam trung gian cho cac tac
dong noi tiét cia TBGTM. Thé tiét tir TBGTM dugc ching minh 1a ¢6 dic tinh
tal tao va chéng viém trong cac mo hinh dong vat bi dot quy, chan thuong so
ndo, chira lanh vét thuong, xo gan, nhoéi mau co tim, bénh suy giam tri nhé,
Huntington, bao vé mé tim khoi ton thuong do thiéu mau cuc bd bang viéc thic
day qué trinh hinh thanh mach va bao vé than kinh trong mé hinh chudt mang
bénh Huntinton [44], [45], [46], [47], [48].

+ Trong lwgng tho:

Bang 3.4: Két qua theo ddi trong hrong thé trong thi nghiém

Nhom Trong lwong trung binh TB £ SD (g)

NO N1 N3 N7

NhdbmNC1 (n=6) 2450+85 2507+80 2510+50 2530+38,0
Nhom NC2 (n=6) 2580+6,0 2648+105 2630+x7,0 266765
NhO6mNC3 (n=6) 2508+55 2527+9,0 2583+6,5 2657+8,0
Nhd6m NC4 (n=6) 2692+50 2708+85  2667+50 2640+8)5
Nhom chimg (n=6) 2345+75 2425+75 2330+6,5 230355

- Sau tiém EV tor TBGTM va dung dich dém (nhom ching), theo doi thd
& 5 nhom tho trong thoi gian 15 ngay thay trong lugng ciia cic nhém tho cé xu
huéng tang dan, khong co su khac biét c6 ¥ nghia théng ké giira trong luong cta

cac nhom thir nghi€ém v&i nhau, gitta nhom thir nghiém va nhém chig Ringer
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lactate (p > 0,05). Két qua nay cho thay tho duogc tiém EV tir TBGTM co ban

khong anh hudng toi qua trinh an udng va phat trién co the.

+ Nhiét do thé thi nghiém:

Bang 3.5: Nhiét do thé trong thi nghiém

Nhom Nhiét d¢ trung binh tai thé (°C) p
NO N1 N3 N7
NhomNC1 (n=6) 37,0x0,2 37,1+0,1 369+02 36902 >005
NhomNC2 (n=6) 36,8+0,1 37,0+0,1 365+02 369+01 >005
NhomNC3 (n=6) 37,1+02 37,0+0,2 368+03 372%+01 >005
Nhom NC4 (n=6) 36,9+0,1 37,1+0,1 370+£01 370%+01 >005
Nhom chung (n=6) 36,6+0,3 36,8+0,3 37001 36902 >005

Nhiét do co thé duoc xac dinh béng su can béng gilra san xudt nhiét boi
cac mo, dic biét 1a gan va co va mat nhiét ra moi truong. Thdng thuong, trung
tam diéu nhiét ving dudi d6i duy tri nhiét 46 bén trong tir 36,6°C - 37,2°C.
Chét gy sot ngoai sinh thudng 12 vi sinh vat, cac thé ngoai lai (cac san pham
sinh hoc truyén vao co thé)... Pay la phan tng c6 loi cta co thé khi co yéu té la
xam nhap. Két qua nghién ctru sau tiém EV tir TBGTM va dung dich dém thay
nhiét do gifra cidc nhom tho khong co sy khac biét ¢6 v nghia théng ké giira
trong lugng cua cac nhom thir nghiém véi nhau va véi cac nhém chung (p >
0,05), diéu ndy chung to EV tir TBGTM khong gay kich tng véi céc liéu khac
nhau & tho thi nghiém. Theo y vin, S6t xuat hién khi c6 hién tuong ting diém
dat nhi¢t, gy ra su co that mach mau va gidm mau ra ngoai vi dé giam su mét
nhiét; doi khi xuat hién run ray dé lam ting san xuat nhiét. Cac qua trinh nay
tiép tuc cho dén khi nhiét d6 mau dat toi diém dat nhiét caa ving dudi doi. it
lai diém dat nhiét xudng thap hon (vi du véi thudce ha sot) bat dau lam mat nhiét
qua md hoi va gidn mach. S6t do chét gy sdt ngoai sinh giy ra sy giai phong
cac chat gdy sbt noi sinh, nhu interleukin-1 (IL-1), yéu t6 hoai tir khdi u-alpha

(TNF-alpha) va IL-6 va cac cytokine khac, sau do kich hoat thu thé cytokine,
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hodc cac chat gdy sdt ngoai sinh truc tiép kich hoat céc thu thé gidng Toll. EV tir
TBGTM ¢ thé coi la yéu t6 ngoai sinh, tuy nhién khdng gay phan tng sbt ¢ tho
thi nghiém c6 thé thay EV khong kich thich giai phong céac chat gy sbt noi sinh.

- Xét nghiém cong theizc mau:

+ S6 lwong hong cau (RBC)

Bang 3.6: S6 lwong hong ciu thé trong thi nghiém

Nhom S6 lrgng trung binh hong cau (G/L) p
NO N1 N3 N7
NhomNC1 (n=6) 866+002 854+025 866+008 854+001 >0,05
Nhom NC2 (n=6) 868+005 831+015 845+005 846+010 >0,05
Nhom NC3 (n=6) 849+002 856+005 866+005 880+002 >0,05
Nhé6m NC4 (n=6) 859+025 871+002 847+020 836+025 >0,05
Nhom chimg (n=6) 802+030 831+0,12 819+025 822+030 >0,05

S6 lugng hong cau trung binh khong c6 su thay doi trong méi nhém va giita cac

nhom vai nhau vai p > 0,05.

+ S6 lwong HGB trung binh (g/L)

Bang 3.7: Lwong huyét sac t6 tho trong thi nghiém

Nhom S6 hrong HGB trung binh (g/L) P
NO N1 N3 N7
Nhom NC1 (n = 6) 1533+0,2 1413+100 153205 1483+50 >0,05
Nhém NC2 (n = 6) 154,705 1480+£55 1490+25 148065 >0,05
Nhom NC3 (n = 6) 1530+03 1518+35 1536+12 1557+21 >0,05
Nhém NC4 (n = 6) 1543+08 154710 1478+50 147,755 >0,05
Nhém chimg (n=6) 1412+02 1440+£025 1602+1,0 1412+80 >0,05

p

pl-2 > 0,05; p1-3 < 0,05; p1-4 < 0,05
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S6 lwgng HGB trung binh sau tiém thé tiét 1an 3 khdng c6 sy khac biét
trong nhém véi p > 0,05. Khi so sanh nhom tiém liéu thap véi liéu cao va nhém
tiém Ringer lactate su khac biét c6 y nghia p < 0,05.

Hong cau va HGB 1a 2 chi s huyét hoc quan trong danh gié thiéu mau,
cac két qua cho thay két qua trong gidi han binh thuong, diéu ndy cé thé EV

khong anh hudng qua trinh tao mau.

+ S6 lwong bach ciu (G/L)

Bang 3.8: S6 lweng bach cu thé trong thi nghiém

Nhom S6 hrong trung binh bach cau (G/L) p
NO N1 N3 N7
Nhém NC1 (n =6) 145+12 187+03 164x05 135+35 >005
Nhém NC2 (n = 6) 179+02 135+42 163+06 144+18 >005
Nhém NC3 (n = 6) 147+22 120+30 168+06 12/7+45 >005
Nhém NC4 (n = 6) 182+01 135+16 157x10 149+30 >005
Nhém chimg (n=6) 154+15 151+18 115+12 138+32 >005
P p1-3<0,05
+ S6 hrong tiéu ciu (G/L)
Bang 3.9: S6 lwgng tiéu cau thé trong thi nghi¢m
Nhém S6 lwong trung binh tiéu ciu (G/L) p
NO N1 N3 N7
Nhém NC1 (n =6) 6740+60 8160+20 7065+50 799,/+30 >0,05
Nhém NC2 (n =6) 7565+20 7440+30 8622+20 8983+32 >005
Nhém NC3 (n =6) 8273+40 928,/+10 8656+10 8513+12 >005
Nhém NC4 (n = 6) 6668+50 8048+15 7196+60 7/722+54 >005
Nhém ching (n=6) 6752+40 7790+25 8890+24 9845+21 >005
p p2-3<0,05
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Nham danh gia anh huong EV véi cdng thirc méu, ching toi tién hanh xét
nghiém danh gia sé lwong hong cau, bach cau, tiéu cau, huyét sic to... theo y
vin bach ciu bao vé co thé chdng lai nhiém vi sinh vat hoic yéu t6 ngoai lai.. .
ching sé& tan cong va tiéu diét, hong cau mang oxy tir phoi dén md, co quan va
mang carbon dioxide vé phdi, huyét sic t6 nham danh gia tinh trang thiéu mau
va tiéu cau tham gia vao qua trinh ddng mau. Sau tiém EV tr TBGTM va dung
dich dém, theo ddi tho ¢ cac nhom tho trong thoi gian 15 ngay thay sb luong
hdng cau, huyét sic td, s6 lugng bach cau, tiéu cau giita cdc nhom tho khong c6
su khac biét co ¥ nghia théng ké (p > 0,05). Tuy nhién su khac biét c6 y nghia
giita c4c liéu EV st dung. Két qua nay chi ra rang té bao goc khdng anh huong
t§i chirc nang tao mau cua tho. Tiéu cau dong vai trd quan trong trong nhiéu qua
trinh bao gém dong cAm mau, tao cuc mau dong, co cuc mau dong, co mach va
stra chira, mién dich, viém, xo vira dong mach. Chiurc ndng chinh cua tiéu cau la
cAm mau, tirc 1a qua trinh dung chdy mau tai noi ndi mac mach mau. S6 lugng
tiéu cau khon thay doi khi xét nghiém va gitta cac liéu st dung EV, diéu ndy cho
thay EV kh6ng anh hudng dén qué trinh déng méau cuaa co thé.

- Xét nghiém sinh hda mau:

+ Chirc naing than ure va creatinin

Bang 3.10: Nong dd ure thé trong thi nghiém
Nhém Uré mau trung binh (mmol/L) p
NO N1 N3 N7
Nhém NC1 (n =6) 58+0,7 55+£05 76+£02 6503 >005
Nhém NC2 (n = 6) 5704 54+0.2 7603 62+06 >005
Nhom NC3 (n = 6) 56+03 5804 77£03 64+£05 >005
Nhém NC4 (n = 6) 57+03 6,0+0,2 87+02 64+02 >005
Nhém ching (n=6)  55%0,2 64101 87+x01 60x02 >005

p p2-5 < 0,05
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Két qua uré méau tho trude thi nghiém va cac ngay 1, 3 va 7 sau khi tiém EV tir
TBGTM thay xét nghiém trong gisi han binh thuong.
Bang 3.11: Nong dd creatinin thé trong thi nghiém
Nhom Creatinin mau trung binh (mmol/L) p
NO N1 N3 N7
Nhom NC1 (n = 6) 50,3+20 645+16 483+22 434+16 >005
Nhom NC2 (n = 6) 52,1+10 633+6  468+8 431+10 >005
Nhém NC3 (n = 6) 50,79 626+5  480x11 462+13 >005
Nhém NC4 (n = 6) 492+12 622+6  498+10 420+18 >005
Nhom chimg (n=6)  52,3+8 499+9  510+8 424+15 >005
p pl1-5 < 0,05; p3-5 < 0,05

Uré 1a san pham thoai hoa protein cta co thé, 1a cac protein ngoai sinh
dugc chuyén hoa thanh axit amin nhd cic protease ciia duong tiéu hoa sau do
dugc chuyén hoéa tiép va cudi cing thanh CO2 va NH3. Uré luén ton tai trong
mau, dugc loc qua cau than va dao thai ra ngoai co thé qua nudc tiéu. Xeét
nghiém uré mau duoc dung dé danh gia chirc nang than va theo doi cac can bénh
vé than binh thuong tir 2,5 - 7,5 mmol/I. Creatinin la san phém cua su thoai hoa
creatin trong cac co, dugc dao thai qua than va than duy tri Creatinin trong mau
O mot néng do h.%mg dinh nén néng dd cua Creatinin phan anh chinh xac chuc
nang loc cta than 40 -110 umol/l. Khi ndong dd creatinin trong mau ting cao
ddéng nghia véi viéc co rdi loan chirc ning than suy giam thi kha ning loc
creatinin s& giam, dan t6i nong do chat nay trong mau s& ting cao hon binh
thuong. Theo t6 chirc than My¥ da chia thanh 5 muc dg suy than dya trén do loc
cau than: Chi sb creatinin du6i 130 mmol/l - suy than d6 I; Chi s creatinin 130
- 299 mmol/l - suy than d6 11; Chi s6 creatinin 300 - 499 mmol/l - suy than do
l11a; Chi s creatinin 500 - 899 mmol/l - suy than d6 III b; Chi s creatinin trén
900 mmol/l - suy than do IV.
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Két qua danh gia chuc nang than qua xét nghiém uré va creatinin mau tho
trudc thi nghiém va cac ngay 1, 3 va 7 sau khi tiém EV tr TBGTM thiy xét
nghiém trong gigi han binh thuong, khéng c6 su khac biét trong cac nhom
nghién ciu (p > 0,05). Tac gia Li T. va cong sy 2013 cho rang EV ¢6 ngudn gdc
tir TBGTM c6 thé 1am giam ton thuong thiéu mau cuc b, tai tudi mau co tim va
bao vé chdng lai ton thuong 6ng than cap tinh [75].
+ Xét nghiém chic niang gan AST va ALT:
Bang 3.12: Nong d9 AST thé trong thi nghiém
Nhém AST mau trung binh (UI/L) p
NO N1 N3 N7
Nhom NC1 (n = 6) 1103+10 1040+12 1303+3 1122+3 >005
Nhom NC2 (n = 6) 1136+15 1049+20 1246+5 9369 >005
Nhom NC3 (n = 6) 1066+12 1124+5 1218+6 1106+6 >0,05
Nhom NC4 (n = 6) 1148+10 1227+7 1158+4 1201+5 >0,05
Nhom chung (n=6) 1195+9  1092+10 1198+5 1156+6 >0,05
Nong d6 AST trude thi nghiém va sau thi nghiém ngay 1, 3, 7 c¢6 thay do6i
khong dang ké va su khac biét khong c6 y nghia thong ké vai p > 0,05.
Bang 3.13: Nong d ALT thé trong thi nghiém
Nhom ALT mau trung binh (UI/L) p
NO N1 N3 N7
Nhém NC1 (n =6) 67,216 63,8+10 732+2 6169 >0,05
Nhom NC2 (n = 6) 69,7 £5 612+12 938%+4 6796 >0,05
Nhém NC3 (n = 6) 67,27 65,7 £9 87r4+2 71,2+8 >0,05
Nhom NC4 (n = 6) 67,9 £8 66,6 +7 854+4 7386 >0,05

Nhom chung (n=6) 65,6 £5 84,6 £5 99,0+3 60,66 >0,05



40

AST phan bé rong rii trong cac md cua co thé, co nhiéu & gan, tim va co
xuong. ALT phan bd chinh & gan, it hon & than va co xuong. Trong viém gan
hodc cac ton thuong khac nhu chin thuong, tic mat, ung thu gan thi 2 men nay
déu tang, muc do ting & ting bénh khéac nhau. Cac két qua danh gia chic nang
gan trong nghién ctu nay cho thiy véi cac liéu luong EV khac nhau van khong
gay anh huong dén chirc ning gan. Cac nghién ctiru khéc cho thiy ngoai EV ¢6
ngudn gbc tir TBGTM ciing 1am giam xo hoa bé mait, giam viém gan va ling
dong collagen trong gan chudt bi xo hda do carbon tetrachloride (CCI4) va hoi
phuc dang ké hoat do AST [75] Ngoai ra, ching c6 thé tao ra tac dung bao vé
gan chong lai ton thuong gan do thudc hoic hoa chat, chu yéu thong qua viéc
kich hoat cac phan umg ting sinh, tai tao va tc ché qua trinh apoptosis té bao
gan do APAP- va H202 giy ra thong qua viéc diéu chinh ting biéu hién protein
Bcl-xL [76].

- Két qud dinh lurpng cytokine

Pinh lugng nong do cac cytokin gitip xac dinh chirc ning va dap Gng
mién dich hay dap tng diéu tri. Cytokin dugc xét nghiém tir bénh pham 1a mau.
Ngoai ra cac cytokin c6 thé dugc nghién cttu & cac loai bénh pham khac nhu
dich ndo tay, dich khép, phan va nudc tieu. Cytokin 1a mot nhom protein da
dang khong phai la khang thé, chung déng vai tro la cac chat trung gian gitra cac
té bao. Truéc hét ching 1a san pham cua cac té bao mién dich, hoat dong nhu
cac chat trung gian va diéu hoa cac qua trinh mién dich, nhung dén hién nay
nhiéu cytokin da biét duoc san xuét boi céc té bao khac khong phai 1a té bao
mién dich va cytokin ciing c6 tac dung trén nhiing té bao khong phai cua hé
mién dich. Hién nay cytokin dang duoc sir dung trén 1am sang nhu nhiing chat
stra d6i dap ng sinh hoc dé diéu tri c4c roi loan khac nhau.

Cac cytokin 1a mot thuat ngit chung duogc sir dung dé mé ta mot nhém 1én
céc protein, nhung ciing c6 nhitng thuat ngir khac dung dé md ta cac loai cytokin
dic biét, ching bao gom:

+ Monokin 1a cytokin dugc san xuat boi cac té bao thue bao don nhan
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+ Lymphokin 1a cytokin duoc san xuat bai té bao lympho duoc hoat hoa,
dic biét 1a cac té bao Th

+ Interleukin 1a cytokin c6 vai trd trung gian gitra cac bach cau

+ Chemokin 1a mét phan ti nhoé cha yéu chiu trach nhiém cho viéc di
chuyén bach cau

Cytokin c6 chtrc ning nhu 1a mot phan caa hé thdng 16n hon lién quan
dén nhau cua protein va thac tin hiéu, d6 1a mang luéi cytokin. Pay 1a nhiing
tuong tac phuc tap trong dé cac té bao khac nhau cé thé phan umg khac nhau d6i
véi ciing mot cytokin tly thudc vao cac tin hiéu duoc tiép nhan bai té bao. Tin
hiéu cytokin rat linh hoat va c6 thé gay ra ca hai phan ung bao vé va lam hu hai.
Mot cytokin thuong anh hudng dén su tong hop céac cytokin khéac. Ching c6 thé
tao ra cac thac, hoic ting cuong hay @c ché san xuat cytokin khac. Ngoai ra,
chung thuong c6 thé anh huéng dén hoat dong cua céc cytokin khac. Cac hiéu
g ¢6 thé 1a d6i khang, phu thém, hoac hiép déng. Céac cytokin thuong khdng
dugc luu trir nhu protein da tao ra tir truéc. Thay vi su tong hop cia cytokin
duoc bit dau bang phién ma gen va mRNA cua ching ton tai ngin ngui va dugc
san xuat khi can thiét trong phan ang mién dich. Cac gen ma hda cho cytokin c6
thé san xuat cac bién thé théng qua viéc cit ndi dé tao ra cac protein hoi khac
nhau nhung c6 hoat tinh sinh hoc. Nhiéu cytokin duoc san xuat béi nhiéu loai té
bao va tham gia vao ca hai dap ttng mién dich tu nhién va thu dugc. Cac cytokin
riéng ré ciing tac dong lén nhiéu loai té bao va trong nhiéu truong hop cytokin
cé cung hoat tinh.

Cac thu thé cytokin loai 1 (gia dinh IL-2R) 1a gia dinh 16n nhat cua céc
thu thé cytokin. Gia dinh nay duoc chia thanh ba I6p con dua trén cac thanh
phan chung: IL2Ry, B chung, va gp130. Céc thu thé nay thiéu hoat tinh tyrosine
kinase c6 ban chat protein. Lién két véi phdi tir (cytokin) dan dén dimer héa thu
thé va bat dau phat tin hiéu noi bao.
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Cac thy thé cytokin loai 2 (gia dinh IFNR) c6 cac cystein nam & ving
ngoai bao cua cac tiéu don vi. Cac ving ngoai bao ciing ¢ c4c vung gidng
khang thé ndi tiép nhau co dic diém cua gia dinh thu thé cytokin nay. CAc tiéu
don vi ctia thu thé nay ciing c6 hoat tinh tyrosine kinase noi bao.

Tat ca cac thu thé chemokin déu c6 bay phan doan xuyé&n mang lién két
Vvéi protein gan GTP. Chang duoc chon loc biéu 16 trén cac quan thé té bao
lympho dac biét va dugc dat tén dua trén cac gia dinh cua cac chemokin ma
ching lién két; CCR (thu thé CC) lién két v4i chemokin CC nhu 1a phdi tir cua
no, trong khi CXCR lién két véi chemokin CXC nhu 1a phéi tir cua n6 (céc
chemokin c6 tén truyén théng s& duoc thao luan dudi day).

Khi mét tiéu don vi chung cho tat ca cac thanh vién cua gia dinh trong
cytokin ¢ chirc ning lién két va dan truyén tin hiéu, mot thu thé dbi véi mot
cytokin thuong cé thé dap tng véi cytokin khac trong ciing mét gia dinh. Vi vay
mot nguoi thiéu IL-2 chang han thi ciing khong bi anh huong vi cac cytokin
khac (IL-15, IL-7, IL-9...) dam duong chirc nang cua no. Tuong tu, mot dot
bién trong mot tiéu don vi thu thé cytokin ¢ ngoai viing chung thuong c6 it anh
huong. Mat khac, mot dot bién trong cac tiéu don vi chung thudng ¢ anh huong
sau sic. Vi dy, mot dot bién & gen dbi véi cac tiéu don vi gamma IL-2R 14
nguyén nhan gay ra suy giam mién dich nang lién két véi nhiém sac thé X &
nguoi (XSCID) dic trung boi sy khiém khuyét hoan toan hoic gan hoan toan
cua té bao T va B.

Trong nghién ctu nay ching toi tap trung vao danh gia Histamin huyét
tuong, IL-1 beta, IL-6, IFN-gamma, IgE.
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+ Nong do Histamin huyét twong:

1000-
) -~ Nhom NC1
’_ET 800 -+ Nhom NC2
> -+ Nhom NC3
£ 600+
- =¥ Nhom NC4
% 4004 == Nhom chung
o
I 200-
0 I I I I I

Trwe6c TN Ngayl Ngay3 Ngay5 Ngay7
Biéu d6 3.1: Nong d9 Histamin huyét twong thé sau khi tiém EV

Trang thai binh thudng, cac té bao chita Histamin thuong khong c6 hoat
tinh vi dang ton tai & dang phitc hop voéi protein. Khi co thé bi di tmg, ¢6 xu
huéng man cam voi thude, hoa chét hodc cac tac nhin ngoai canh khac thi cac
chat khang nguyén s& tic dong 1én phuc hop protein ndy va giai phong ra
Histamin dang ty do, gdy ra nhiing phan ung di Gmg tir nhe dén tram trong
nhu: phat ban, 6 da, sung phu, kho thd, ngtra, ho, budn nén, séc phan vé... Két
qua nghién ctru ndy thay nong do Histamin huyét tuong khong c6 su khac biét
c6 y nghia thong ké giita cAc nhém nghién ctru va nhom chimg (p > 0,05). Nong
d6 histamin nhom EV tir AD liéu cao sau tiém EV lan 2 cao hon c6 y nghia
théng ké so véi nhom EV tir UC liéu trung binh (p = 0,035) va EV tir AD liéu
trung binh (p = 0,003). Nong d6 histamin nhom EV tir UC liéu trung binh sau
tiém EV lan 4 cao hon c6 y nghia thong ké so véi nhom EV tir AD liéu trung
binh (p = 0,036). Nhém EV tir UC liéu cao c6 ndong d¢6 Histamin sau tiém EV
lan 4 thap hon c6 y nghia théng ké so voi nong do sau tiém 1an 1 (p = 0,042) va
sau tiém EV 1an 3 (p = 0,005) va sau tiém lan 2 (p = 0,041). Nong d6 Histamin
huyét twong khong c6 sy khac biét c6 ¥ nghia théng ké gitra cac thoi diém cua

cac nhom nghién ctru con lai (p > 0,05).


https://www.vinmec.com/vi/tin-tuc/thong-tin-suc-khoe/vi-sao-ban-bi-phat-ban-va-phu-mach/
https://www.vinmec.com/vi/tin-tuc/thong-tin-suc-khoe/nhan-biet-dau-hieu-soc-phan-ve/
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+ Nong d6 IL-1 beta huyét twong:
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Biéu d6 3.2: Nong dd IL-1 beta huyét twong thé sau khi tiém EV

Hiéu ung cua no 1a tuong tu nhu cia TNF-a va nd cling giap hoat hoa
cac t& bao T. Nong do IL-1 beta huyét tuong khong c6 su khac biét co y nghia
théng ké giita cac nhom nghién ciru va nhom chang (p > 0,05). Nhéom EV tir AD
lidu trung binh c6 ndng d6 IL-1 beta sau tiém EV 1an 4 cao hon ¢ ¥ nghia thdng
ké so sau tiém EV lan 1 (p = 0,028). Nhém EV tir AD cao c6 ndng do IL-1 beta
sau tiém EV lan 4 cao hon c6 ¥ nghia thong ké so véi nong do trude tiém (p =
0,007), sau tiém EV lan 1 (p = 0,005) va sau tiém 1an 2 (p = 0,005). Nong do IL-
1 beta huyét tuong khong co6 su khac biét c6 ¥ nghia thong ké giita cac thoi diém
ctia cac nhom khéc (p > 0,05). Interleukin 1 1 mot cytokin viém duoc san xuat
bdi cac dai thuc bao hoat hoa.

+ Nong d9 IL-6 huyét twong:
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Biéu d6 3.3: Nong d6 IL-6 huyét twong tho sau khi tiém EV
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Nong do IL-6 huyét twong khong co6 su khac biét c6 ¥ nghia théng ké
gitra cac nhom nghién ctru va nhom ching (p > 0,05).
Nong d6 IL-6 huyét twong khong co6 su khac biét c6 ¥ nghia thong ké
giira c4c nhom nghién ctru ctia cing mot thoi diém va giita cac thoi diém cua
moi nhom nghién ciru (p > 0,05).

+ Nong dd IFN-gama huyét twong:
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Biéu d6 3.4: Nong do IFN-gama huyét twong thé sau khi tiém EV

Interferon loai I (IFN-a va IFN-P) duoc san xuét boi nhiéu loai té bao va
chung c6 chitc ning @e ché nhan 1én cua virdt trong té bao. Chung ciing gia ting
biéu 16 cac phan tir MHC 16p I trén céc té bao lam cho ching dé bi tiéu diét boi
cac CTL. Interferon loai | cling hoat héa cac té bao NK. Nong do IFN-gama
huyét twong khong co sy khac biét c6 y nghia thong ké giira cac nhém nghién
ctru va nhom chang (p > 0,05). Nhém EV tir AD liéu trung binh c¢6 ndéng do
IFN-gama sau tiém EV 1an 3 cao hon c6 y nghia thong ké so trudc tiém (p =
0,037), sau tiém EV 1an 1 (p = 0,037) va sau tiém 1an 2 (p = 0,035). Nndm EV tir
AD trung binh c6 nong d6 IFN-gama sau tiém EV lan 3 va lan 4 cao hon c6 ¥
nghia théng ké so voi ndng do trude tiém (p = 0,003), sau tiém EV 1an 1 (p =
0,001) va sau tiém 1an 3 (p = 0,003). Nong d6 IFN-gama huyét trong khong co su
khac biét co y nghia théng ké gitta cac thoi diém cta cac nhom khac (p > 0,05).
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+ Nong d6 IgE huyét twong:
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Biéu do 3.5: Nong d¢ IgE huyét twong

Globulin mién dich E (IgE) 13 mot loai khang thé (hoic
(immunoglobulin (Ig) "isotype") ma chi dugc tim thiy ¢ dong vat co vu. IgE
duogc tong hop bai cac té bao plasma. Monome cta IgE bao gdm hai chudi ning
(¢ chain) va hai chudi nhe, v6i chudi € chira 4 Ig lién tuc gidng nhau (Cel-Ce4).
Chtrc ning chinh cua IgE 1a mién dich, c6 vai tro thiét yéu trong phan tng qua
man loai I, biéu hién trong cic bénh di tmg khac nhau va cac loai ndi may day
mén tinh va viém da di tng. IgE cling dong mot vai tro then chdt trong phan Gmg
v6i cac chit gay di tmg, chang han nhu: thudc phan vé, ong dbt va cac ché pham
khang nguyén dugc sir dung trong liéu phap mién dich di ung.

Nong do IgE huyét twong khong co sy khac biét co y nghia théng ké
gitta c4&c nhém nghién ctru va nhém ching (p > 0,05). Nhom EV tir AD liéu
trung binh c6 ndng do IgE sau tiém EV 1an 4 cao hon c6 ¥ nghia thong ké so
trude tiém (p = 0,04), sau tiém EV 1an 1 (p = 0,038) va sau tiém lan 3 (p =
0,015). Nong do IgE huyét twong khong cé su khac biét co ¥ nghia théng ké
giita cac thoi diém ctia cac nhom khac (p > 0,05). IgE co vai trd quan trong
trong bénh sinh cua cic bénh di img, dic biét 1a trong su hoat hoa cac dudng
bao, bach cdu 4i kiém va trong su trinh dién khang nguyén. IgE ciing c6 vai trd

quan trong trong viéc bao vé co thé chdng lai cac bénh ky sinh tring, dic biét la
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nhimg bénh gay ra boi giun va mot sé dong vat nguyén sinh. Tuy nhién, mot
phﬁn do su du thtra cua hé théng mién dich, cac mtc do thép hoac Véng mat clia
IgE c6 thé 1am cho nhitng ngudi nay khong d& bi nhidm cac bénh ky sinh tring
nang. Mac du con chua dugc hoan toan sang to, IgE con co thé dong mot vai tro
trong hé thong mién dich ctia bénh ung thu, trong d6 IgE ¢6 kha ning kich thich
mot phan tng doc té bao manh dé chéng lai cac té bao thé hién mot lugng nho
cac dau 4n ung thu som.

+ Nong d6 TNF-anpha huyét twong

TNF o 1a mét thanh t6 quan trong cua hé mién dich dép Gmg véi nhiéu
loai nhiém tring. Viéc st dung @rc ché TNF-alpha c6 thé lién quan véi ting nguy
co nhiém trung nghiém trong, dic biét 1a viem phéi, lao, zona va cac nhiém

trung co hoi khac. TNF co 2 typ, ky hiéu TNF a va TNF .
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Biéu d6 3.6: Nong dd0 TNF-anpha huyét twong thé sau khi tiém EV
TNF « tac dung huy hoai té bao ung thu giy chay mau. Hoat tinh nay
nhan thiy trong huyét thanh ctia dong vat thi nghiém kich thich bang lipo-
polysaccharid. TNF a duoc san xuat chii yéu bai dai thuce bao da hoat hoa (trudce
hét 1a AF3) hay té bao T hoat hoa cho nén goi la lymphotoxin. TNF o gan vao
receptor ciia nd trén bé mit té bao dich giébng nhu IL-1. Kha nang kich thich cua
TNF « chiém khoang 28% tong aminoacid va can c6 sy hd trg cia MHC nhung

khong gidng cau trac cta 16p I va 16p I, d6i khi thé hién nhu 1a 16p IIL. vé cau
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truc TNF a c¢6 157 aminoacid va TNF B c¢6 171 aminoacid. TNF a c6 kha nang
gin mang té bao ung thu va huy hoai truc tiép té bao nay.

Nong d6 TNF-anpha huyét twong khong c6 sy khac biét c6 ¥ nghia thong
ké gitta cac nhom nghién ctru va nhom chang (p > 0,05). Nhom EV tir UC lidu
cao c6 nébng do TNF-anpha sau tiém EV lan 2 thip hon c6 ¥ nghia thong ké so
v6i thoi diém trude tiém (p = 0,027); ndong d6 TNF-anpha sau tiém EV 1an 4 cao
hon c6 ¥ nghia thong ké so thdi diém sau tiém 1an 1 (p = 0,003), sau tiém EV 1an
2 (p = 0,003). Nong d6 TNF-anpha huyét twong khong cé su khic biét c6 y

nghia thong ké gitra cac thoi diém cua cac nhom khac (p > 0,05).
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Hinh 3.3: Hinh anh giai phiu dai thé ving bung va vi thé gan, thin cia thé
Nhu vdy, sau tiém EV tr TBGTM va dung dich dém (nhom chimg), 1y

mau tho ¢ 5 thoi diém trudce tiém va sau tiém TBG lan 1, 2, 3 va 4 dinh luong
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ndéng do céac cytokine. Két qua cho thay khong co su khac biét c¢6 y nghia thong
ké giita ndng do Histamin, IL-1 beta, IL-6, IFN-gama, TNF-anpha va IgE huyét
tuong gitta CAC nhom nghién ctru va nhém chimg (p > 0,05) (Biéu dd 7-12).
Piéu nay chimng to khi tiém EV tir TBGTM khong lam thay d6i dang ké ndng do
cac cytokin va chat trung gian hoa hoc trén twong ddng voi két qua than nhiét,
néu than nhiét ting do chéit gy sbt ngoai sinh gy ra sy giai phong cac chat
gay sot ndi sinh, nhu interleukin-1 (IL-1), yéu té hoai tir khéi u-alpha (TNF-
alpha) va IL-6 va cac cytokine khac, sau do kich hoat thu thé cytokine, hoic
cac chit gay st ngoai sinh truc tiép kich hoat cac thu thé giéng Toll.

Két qua giai phau bénh 1y gan, than: Két thuc thi nghiém chlng toi tién hanh
phau thuat danh gia dai thé tim, phoi, gan, than... két qua cho thiy giai phau dai thé
viing nguc, bung khong thay ton thuong. Két qua cau than, cac 6ng than va cac
mach mau gifta cac dng than binh thuong. Cac té bao gan xép thanh dai, thanh
be, giita chung c6 xoang mach. Phéu tich lay gan, than 1am giai phau bénh véi nhudm
HE thdy ring gan, than tho thi nghiém khong khac biét véi tho chimg va khdng cd ton
thuong vi thé & gan than
3.2.4. Panh gia tinh kich wng bé mit nhan cau

+ M@t s6 diic diém chung

Bang 3.14. Kich #ng bé mit nhan ciu (n = 6)

Trudc Ngay 3 Ngay 7
N MT MP MT MP | Tong
Coquap mi - - - - - -
Chay nude mit - - 1/6 - - 1/6
Phan tmg &nh sang - - - - - -
Cuong tu két mac - - 1/6 - - 1/6
Nhuom Flu giac mac - - - - - -

Thot gian vo phim 102 +02|108+04 |12 +05
. 98 + 08 115 + 03
nude mat (S)

Tiéu chi theo doi

Binh thuong (-)
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Trong thoi 7 ngay véi 4 1an st dung EV nho mat tho véi lidu cao va theo
ddi danh gia tinh trang co quap mi, chay nuwéc mat, dir mat... théng qua kham
1am sang, tinh trang phan ang anh sang, cuong tu két mac va tinh trang bat mau
qua nhudém fluorescein giac mac thdng qua sinh hién vi cam tay ngay 3 va ngay
7. Két qua cho thay ngay 2 xuit hién chay nudc mat va cuong tu két mac nhe &
1/6 thé nghién cau véi mét phai (MP) st dung EV liéu cao, tuy nhién phan ung
chi thoang qua khdng xuét hién lai ¢ cac ngay sau d6. Mot két qua tha vi khi
theo ddi tinh trang v& phim nuéc mat thdy cé sy ting thoi gian v film nudc
mét, diéu nay cho thay c6 thé EV tur té bao gdc sé 1a tiém ning trong diéu tri kho
mat. Thé tiét thu dugc tirt TBGTM day ron & ngudi cho thiy hiéu qua trong viée
cai thién tinh trang viém mang bd dido tu mién bang cach tc ché sy di chuyén
ctia té bao viém. Trong nhitng nim gan day, tiém ning diéu trj ctia cc tii ngoai
bao (EV) do té bao tiét ra dé diéu hoa su giao tiép gitta té bao va té bao 1a mot
cha dé ngay cang duoc quan tim. EV ¢6 ngudn gdc tir té bao gdc trung mo, dic
biét 1a té bao géc mo dém gidc mac cua con nguoi, cod tac dung chéng x0 hoa,
chéng viém va tai tao & gi4c mac bi ton thuong. Co ché hoat déng chinh x4c cua
EV nay phan 16n van chua dugc biét 1d. Su phat trién tri liéu cta ching dang &
giai doan dau va can c6 nhitng nghién ctru tién 1am sang sau hon [77].

Bén canh d6 tac gia Shekari F. va cong su ndm 2023 cho rang cac liéu
phap dua trén té bao tai tao da noi 1én nhu mot phuong phap day hira hen dé
thay ddi cac lua chon diéu tri mu 10a va Holoclar gﬁn day da nhan duogc su chép
thuan ciia Uy ban Chau Au Ia phuong phap diéu tri dua trén té bao goc dau tién
cho cé&c bénh vé mat [78]. Theo tac gia Habibi A. va cong su nim 2023, thé tiét
ngoai bao chtra nhiéu loai lipid, protein va axit nucleic tham gia vao ca qué trinh
sinh 1y binh thudng va bénh 1y cua ctia mat & gidp sy hiéu biét toan dién hon vé
co ché bénh sinh, chan doan va tham chi ca cac phuong phap diéu tri tiém ning
cho nhiéu loai bénh khac nhau. Vai tro ciia thé tiét ngoai bao trong bénh 1y viém
mét duoc nghién ciru nhiéu trong nhitng nim gan day dic biét tinh trang thoAi
hoa & mét [79]. Bén canh cac bénh 1y do viém, cac bénh ton thuong gidc mac do
bong, loét, chan thuong, bénh khd mat, bénh véng mac ciing dugc nhiéu quan
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tam nghién ctru va thé tiét ngoai bao c¢d nhitng hiéu qua duoc cong bd dic biét 1a
tén thuong gidc mac. Theo Deng S.X. va cong su nim 2020 thiy rang: Nhiém
trung, chén thuong va tiép xuc voi hoa chét trén bé mit nhan cau c6 thé lam ton
thuong gidc mac nghiém trong va seo giac mac duoc hinh thanh, dén nay céc
phuong phap diéu tri khong c6 hiéu qua trong viéc giam thiéu seo gidc mac va
ghép gidc mac 1a lidu phap duy nhat c6 thé phuc hoi thi lyc cho d6i mét nay
[80]. Tuy nhién, do tinh trang thiéu mo giac mac trdm trong nén nguy co bién
chtrng mu 10a lién quan dén ghép gidc mac, mot liéu phéap thay thé hiéu qua va
kha thi dé phong ngtra va diéu tri seo giac mac van 12 mot nhu cau y té dang ké
chua dugc dap tng trén toan cau.

Trong nhitng nim gan day, tiém ning diéu tri ciia cic tai ngoai bao (EV)
duogc tiét ra boi cac té bao dé 1am trung gian cho sy giao tiép gitra té bao co
nguodn gdc tir t& bao gdc trung mod, dic biét 1a té bao gbc mo dém gidc mac cua
con nguoi ¢o tac dung chong xo hoa, chéng viém va tai tao ¢ gidc mac bi ton
thuong (hinh 3.4). Cac co ché hoat dong chinh xac ctia cac EV chitc ning nay
phan 16n van chua duoc biét rd nhitng thir nghiém 1am sang dang ¢ giai doan
dau va can c6 nhitng nghién ctru tién 14m sang sau hon [80].

Téc gia Deng S.X. nghién ctru cho thay st dung EV trong diéu tri seo gidc
mac 12 an toan, giam seo gidc Mac, tai tao do trong sudt ciia giac mac.

Bén canh thé tiét tir t& bao goc trung md day rén, tac gia Guo R. va cong
su 2023, nghién ciru EV tir té bao dém trung md thir nghiém trén chudt cho thay
tiém nang diéu tri khd mat, quan sat ching toi thay c6 tang nhe thoi gian vo
phim nudc mat, diéu nay goi ¥ st dung diéu tri bénh 1y khd mat tuong tu tac gia
Guo R. [81]. Ngoai ra tac gia Guo R. thay rang EV tir MSC c0 tac dung chong
viém, @c ché su biéu hién cta cytokine gy viém, tc ché mién dich ... diéu nay
hira hen nhu mot giai phap trong diéu tri bénh khd mat va bénh bé mat nhan cau
khac. Nhu vay EV tir MSC budc dau da cho thay cac hiéu qua diéu tri bénh 1y
mat, khong gay kich ung nhan ciu, giam viém, Gc ché mién dich... 1a co s¢
khoa hoc tét cho céc thir nghiém diéu tri trong tuong lai.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

Qua nghién ciru san pham thé tiét cua té bao gbc trung mé day ron trén in
vitro va dong vat thuc nghiém, ching tdi rat ra két luan nhu sau:

San pham thé tiét caa té bao gbc trung mé day ron caa Vinmec trong
nghién ctu nay dam bao khdng cé noi doc td, vo khuan va khong gay tan mau.

Khong xé&c dinh duoc liéu gay doc tinh cap trén dong vat thuc nghiém,
véi gay doc ban truong dién nhan thay két qua huyét hoc, sinh héa méu va két
qua giai phau bénh gan, than binh thuong sau 4 tuan tiém EV liéu cao. Tinh quéa
man trén thé chua ghi nhan duoc trong nghién ciu ndy véi cac xét nghiém binh
thuong. Tinh trang kich ¢ng nhan cau thoang qua véi 01 mét xuat hién ting tiét
va cuong tu mach mau.

T mot sé két qua trén co thé khang dinh thé tiét caa té bao goc trung md
la an toan c6 hoat tinh sinh hoc va tiém ning trong diéu tri cac bénh man tinh y

hoc n6i chung va bénh vé mat nai riéng.

KIEN NGHI

Thir nghiém thé tiét caa té bao goc trung mo trén mot s6 md hinh bénh
mét nhu khd mat, viém loét gidc mac, bong... va mot sé md hinh bénh khac nhu
alzheimer, Parkinson, chan thuong tay séng, Xo phoi... nham xéac dinh hiéu qua

trén in vivo tién téi ther nghiém diéu tri bénh trén nguoi.
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PHULUC 1

QUY TRINH PHAN LAP THE TIET NGOAI BAO THE TIET TU MOI
TRUONG NUOI CAY TE BAO GOC TRUNG MO DAY RON

1. Trang thiét bi

Tén thiét bi

Héng

Ta an toan sinh hoc cap 11

ThermoFisher

May siéu ly tam Optima XPN-100

Beckman Coulter

Rotor SW 45 Ti Swinging-Becket

Beckman Coulter

Rotor SW 40 Ti Swinging-Becket

Beckman Coulter

Rotor SW 32 Ti Swinging-Becket

Beckman Coulter

Pipet aid

Ependorf

2. Vit tw tiéu hao va hoa chit
Vat tu ti€u hao:

Tén dung cu

Héang

Ong ly tam Beckman Coulter
Pipet 5SmL Thermo Scientific
Pipet 10mL Thermo Scientific
Pipet 25mL Thermo Scientific
Pipet 50mL Thermo Scientific
Ong ly tim 50mL Corning
Ong luu mau Corning
Dau tip 1000 uL Corning

Gac vo khuan

Danameco, Viét Nam

Ho4 chét:
Tén thiét bi Hang
Ethanol 70% ThermoFisher
PBS 1X Gibco

3. Cac budec tién hanh
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Quy trinh tién hanh thu miu thé tiét dwgc tém tit trong so do phia dwéi
day:

Cell Culture Conditioned Medium

300 X g, 10 min at 4°Cl—‘Cell Pellet (discard or use for making cell lysates)

Supernatant

2000 X g, 20 min at 4°Cl—> Pellet (dead cells and large EVS), discard

Supernatant

10,000 X g, 30 min at 4°C

———> Pellet (cell debris), discard

Supernatant

100,000 X g, 70 min at 4°Cl—>Supematant, discard

Pellet (exosomes + contaminating proteins)

resuspend pellet in PBS and
centrifuge at 100,000 x g, 70 min at
4°C

\ 4

Supernatant, discard

A
Pellet (exosomes)

So d6 1: Quy trinh cac buée chinh thu hoach thé tiét tir mdi truwong nudi
cdy TBGTM.

Buwée 1: Chudn bi méu:
-Moi trudng nudi cay té bao gdc trung mod day ron duoc thu thap va bao quan trong
chai sach, dong kin va chuyén sang ly tam.
Buwéc 2: chudn bi may ly tim
- Vé sach CAc rotor bang ethanol 70% va bao quan ¢ 4°C dé lam lanh trudc khi sir
dung.
- Khir tring cac 6ng ly tim bang ethanol 70%, rira lai voi PBS 1X va dé kho trong
ti an toan sinh hoc.
Buiéc 3: Ly tim logi b6 té bao chét, manh vé té bao va cdc vi thé.
- Moi trudng dugc ly thm & 300xg trong 10 phut & 4°C dé loai bo cin té bao con X6t

lai trong moi truong sau nuoi cay.
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Tiép tuc loai bo té bao chét va cac thé tiét c6 kich thudc 16n (Apoptotic bodies)
trong méi truong bang cach ly tim trong diéu kién 2000xg, 20 phut & 4°C.

Str dung pipet hut méi trudng vao éng ly tim Thinwall Ultraclear 38.5mL véi thé
tich téi thiéu dat 2/3 thé tich ong ly tam.

Luu ¥ chuan bi mau va dng d6i trong dé dam bao can bang.

Chuyén cac dng ly tAim chira miu vao bd adaptor cuia rotor SW 45Ti theo dung sb
thr tu.

Dit rotor vao trong mdy siéu ly tim, dong chit va thiét 1ap chwong trinh ly tam:
tbc dd 10 000xg, thoi gian 30 phit.

Sau khi hoan thanh qué trinh ly tam, thu dich n6i chuyén sang mét chai sach va

bao quan trong ti lanh dé chuyén sang budc thu exosomes.

Buwdc 4: thu exsomes va dong goi bdo qudn

Hut dich néi thu dugc ¢ bude trén vao ong ly tim, chuan bi mau va éng ddi trong
dam bao can bang, 1ap vao bd adaptor ctia rotor SW32Ti theo dung thu tu.
Dit rotor vao may ly tim va thiét 1ap chuong trinh Iy tAm: 100 000xg, 70 phat, 4°C
va tién hanh ly tam.
Loai bo dich ndi va tiép tuc bd sung dung dich vao ly tim cho dén khi hét dung
dich nudi cdy méi truong.
Sau khi hoan thanh ly tam, thu cin ly tim va hoa bang PBS 1X.
Rira mau voi PBS 1X, rdi chuyén vao rotor SW 40Ti va ly tim véi toc do 100
000xg, 70 phut & 4°C.
Loai b6 dich ndi va thém PBS 1X dé thu lai mau.
Mau thu dugc, chia vao cac dng luu miu va bao quan ¢ -80°C.
Buwéc 5: Pdnh gid chit lwong thé tiét
Dich nbi sau ly tim dugc gitr lai va 1dy mau xét nghiém Vi khuan, vi nim,
endotoxin
Chat luong thé tiét dugc danh gia:

o Protein tong s6

o S6 luong thé tiét thu duoc

o Kich thudc trung binh thé tiét

o DAu 4n thé tiét

o Cytokine tir thé tiét
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PHU LUC 2

Tiéu chuan EV tir UCMSC truéc khi thir nghiém

TT

Tiéu chuan

Pac diém can dat

Hinh thai ma muc do

- Dang céi chén (cup-shape) khi nhuém am

1 | dong nhat tinh va soi bang TEM
->70 % EV dong dang vé hinh thai
Kich thude 40 nm - 250 nm quan sat dudi TEM
2 Hoic 40 - 350 nm do bang NTA
Biéu hién dau an sinh Biéu hién nhém tetraspanin (CD9 hoac
3 | hoc CD63 hoac CD81), HSP10 hoac AGO?2,

GAPDH hoac Tubulin hodc alpha actin




