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Exosomes Support the Viability of Mesenchymal Stem Cells
in the Storage Condition of 4 °C
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Abstract: Umbilical cord-derived mesenchymal stem cells (UCMSCs) and their exosomes have
attracted significant attention due to their various potential for therapeutic applications. In this
study, we expanded UCMSCs and evaluated several short-term preservation buffers on the cell
viability. The results showed that UCMSCs were split up to the 5™ passage (P5), which expressed
typical characteristics of mesenchymal stem cells in terms of morphology, marker expression,
colony forming, and multilineage differentiation ability. UCMSCs survived up to 48 hours in three
preservation buffers. Additionally, three buffers without exosomes were able to maintain a cell
survival rate of > 75% at 24 hours for all experiment groups. For the buffers supplied with
exosomes, we observed a cell survival rate of > 80% at 24 hours in all experiment groups, and
at 48 hours, the percentage of viable cells was higher than that of the buffer group without
exosome supplement, except for the group of 2 x 108 cells/mL in buffer A (Glucose, Human serum
albumin, Heparin calcium, Axit ascorbic, Non-essential amino acid) and C (Ringer lactate), and
5 x 108 cells/mL in buffer C. Furthermore, exosomes increased the cell clustering in all three
buffer solutions. These results indicate the potential of directly using preservation buffers and cells
in vivo and the real application.
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Exosome hd trg kha ning song cta té bao gdc trung mé
trong dung dich bao quan ¢ di€u kién 4 °C
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Tém tit: Té bao gdc trung mé diy rén (TBGTMDR) va exosome tiét ra tir ching da thu hut duoc
su quan tam dang ké do tiém ning da dang trong tmg dung diéu tri. Trong nghién cru nay, ching
t61 nudi cdy tang sinh TBGTMDR va tién hanh danh gia mot sb loai dung dich bao quan tam thoi
két hop v6i exosome 1én kha nang séng cua té bao. Két qua cho thly TBGTMDR nudi dén 1an ciy
chuyén thir 5 (P5) ¢6 dic diém dién hinh cia té bao gdc trung mé vé hinh théi, biéu hién dau 4n chi
thi, kha ning tao cum va kha ning biét hoa da dong. Té bao c6 kha ning séng trong ca ba loai
dung dich bao quan dén 48 gid. Dung dich bao quan khong bd sung exosome c¢6 kha nang duy tri
ty 18 té bao sdng > 75% & 24 gid. V6i nhom dung dich bao quan co bd sung exosome, cac nhom
déu cho ty 18 té bao séng > 80% & 24 gid; va dén 48 gio, ty 1é té bao sdng déu cao hon nhém dung
dich bao quan khong b sung exosome, ngoai trir nhom 2 x 108 té bao/mL & dung dich bao quan A
(Glucose, Albumin huyét thanh ngudi, Heparin calcium, Axit ascorbic, Axit amin khong thiét yéu)
va C (Ringer lactate) va 5 x 10° t& bao/mL ¢ dung dich bao quan C. Thém vao d6, exosome lai lam
tang két cum té bao & ca ba loai dung dich bao quan. Két qua nghién ctru nay cho thiy tiém ning
phat trién dung dich bao quan té bao sir dung tryc tiép trong diéu kién in vitro va img dung thyc té.

Tir khéa: Té bao gbe trung md diy ron, exosome, dung dich bao quan, ty 1¢ song té bao.

1. Mé dau

Té bao goc trung md (TBGTM) c¢6 ngudn
gbc trung bi va duge coi 1a dong té bao gdc da
tiém nang do kha nang tu tai tao va biét hod
thanh nhiéu loai té bao khac nhau [1]. Theo
Hiép hoi Qudc té vé Liéu phap Té bao (ISCT)
(https://isctglobal.org/), TBGTM dugc xac dinh
boi cac dic diém nhu kha ning bam dinh trong
nuoi céy 2D, biéu hién manh cac diu 4n bé mat
(CD73, CD90 va CD105) va kha nang biét hoa
da dong. TBGTM co thé phan lap duoc tir
nhiéu ngudn khac nhau, bao gdm tiy xuwong,
mau day ron, day rén, nhau thai, mé m& hoic
tham chi 1a phoi,... [2]; trong d6 TBGTMDR
duogc st dung rong rai nhit do viéc thu thap
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khong xam lan, nguon mé tré, kha ning ting
sinh va sirc séng té bao tot hon so véi TBGTM
tir tiy xwong va mo md [3, 4]. Pbi véi cac dong
TBGTM so cép, té bao s& gia di va mat dan tinh
gbc khi ¢ cac giai doan sau, chang han nhu
giam ty 1¢ biéu hién dau 4n chi thi bé mat, giam
kha nang biét hoa, tang biéu hi¢n gia hoa. Tuy
nhién, mot so nghién ciu van chi ra rang
TBGTM so cap van co kha ning duy tri didc
tinh gbc nay 1én dén P10 [5].

TBGTM c6 kha ning tng dung trong diéu
tri cac tinh trang lién quan dén mién dich, tai
tao mo va chdng xo héa théng qua cac dic tinh
nhu: i) Diéu hoa mién dich bim sinh va dap
g, chang han nhu &rc ché sy ting sinh cua té
bao lympho cung voi viée kich thich cac dai
thuc bao chuyén tir trang thai M1 sang M2
[6, 7]; ii) T4i tao mo bang cach tiét ra cac yeu td
tdng trudng nhu yeu t6 tang truong giong
insulin (IGF), yéu t6 ting truong bién ddi beta
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(TGF p), yéu t6 ting trudng té bao simg (KGF),
yéu to ting tru’ong biéu bi (EGF) va cic
cytokine khac [8l;, va iii) Chéng xo hoa thong
qua viéc tiét ra yeu td tang truéng té bao gan
(HGF) va tai ciu tric chit nén ngoai bao [9].

Nham tmg dung TBGTM trong diéu tri Cac
bénh Iy phirc tap, va cac bénh Iy ¢6 yéu cau dic
biét vé do an toan va hiéu qua va ca nhan hda y
hoc tai tao, cac yéu tb dang dugc quan tdm hién
nay 1a lidu lugng t& bao, ngudn gdc TBGTM,
quy trinh thu thap va diéu kién ting sinh té bao,
thoi gian cdy ghép va tham chi 1a ca thé hoa
nguén TBGTM [10-12]. Bén canh do, viéc duy
tri chat lugng cia TBGTM trude khi ghép hodc
st dung cho muc dich khac (vi du nhu muc in
3D) ciing dong mot vai trd vO cung quan trong
trong trong dam bao hiéu qua liéu phap
TBGTM. Trudc khi st dung, té bao can phai
duoc dua vé diéu kién nhiét do thuong, dac biét
la khi ng dung trong in 3D hodc lam nguyén
liéu cho cac loai sing phun té bao diéu tri vét
thuong dién rong. Tuy nhién, TBGTM rit nhay
cam voi nhiét d§ va moi trudng xung quanh. Vi
dy, TBGTM tur tiy xuong ngudi sau thu hoach
bi thiéu hut huyét thanh, diéu nay c6 thé giy
cang thing cho té bao [12, 13], tir 6 co thé s&
lam thay d6i biéu hién gen [14] va khién ty 16 té
bao chét ting dan theo thoi gian bao quan. Hoéc
khi nhiét d6 khong on dinh, cd thé giy ton
thuong nghiém trong dén mang té bao, thay doi
cdu tric protein va lam mat chirc ning te bao
[15, 16]. Nhu vy, viéc duy tri nhiét do tdi wu,
on dinh trong sudt qua trinh bao quan va ra
dong dong vai trd quan trong dé dam bao tinh
toan ven va chuc nang cia TBGTM trong cac
ung dung y hoc.

Bén canh do, exosome duoc cho la co kha
nang hd tro kha ning séng té bao thong qua co
ché chéng oxy hoa, tang cu’ong sua chita ton
thuong mang va on dinh vi moi truong té bao.
Diéu nay gitip bao vé TBGTM khoi tén thuong
trong qua trinh bao quan. Nhoém nghién ctru cua
Yang Zhou va cong su di lan dau tién ching
minh dugc kha ning két hop giita TBGTM va
exosome tiét tir chinh TBGTM trong thiic day
quéa trinh lién vét thuong [17]. Hiéu qua dat
dugc théng qua sy két hop nay 1a 1am ting qua
trinh biéu mo hoa, giam seo Va ting cudng qua

trinh hinh thanh mach mau [17]. Tuy nhién, cho
dén nay, ching t6i chua tim thiy cong trinh
khoa hoc nao danh gia vai tro ctia exosome
trong bao quan TBGTM. Dong thoi, ciing chua
thdy co nghién ciru nao danh gia kha ning song
cia TBGTM ¢ diéu kién bao quan thudng hodc
4 °C nham ung dung lam myc in 3D sinh hoc va
nguyén liéu cho cac loai siing phun té bao. Do
vay, chung t6i nghién ctru anh hudng cua mot
s6 loai dung dich bao quan TBGTMDR ¢ 4 °C
du6i sy hd trg cua exosome tiét ra tir chinh
dong TBGTMDR thtr nghiém.

2. Thue nghiém

2.1. Nubi cdy tang sinh té bao goc trung mé
day ron

TBGTMDR ¢ lan cdy chuyén thia 2 (P2)
(cung cip boi nhom nghién ciru EV - Trung tam
Coéng nghé cao Vinmec, thu thdp va phan lap
theo Quyét dinh cia Hoi déng Y duc sb:
278/2020/QD-VINMEC) duogc rd dong trong
modi trudng Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/F12 (DMEM/F12) (Gibco,
Massachusetts, Hoa Ky) c6 bd sung 10% huyét
thanh thai bo (FBS) (Gibco, Massachusetts,
Hoa Ky). Sau dé, hon hop nay dugc ly tam &
tbc do 500 x g/5 phut/4 °C dé thu té bao. Phan
can té bao s€ dugc huyén phu lai trong moi
truong nudi cay (DMEM/F12 + 10% FBS) va
cdy vao chai nudi voi mat do 375,000 té
bao/chai T75 (Nunc, Thermo Scientific,
Massachusetts, Hoa Ky) da dugc phu mét 16p co
chat CTS™ CELLstart™ (pha lodng trong PBS
Vi ty 18 1: 300). Té bao s& duoc nudi ¢ 37 °C
Vi 5% CO, tir 4 dén 5 ngay cho dén khi bao phu
80 - 90% bé mit chai nudi cay s& tién hanh cay
chuyén. Té bao dugc sir dung trong nghién ciru s&
duoc thu hoach & P5.

2.2. Phdn tich dau dn chi thi té bao goc trung
mé dady ron

TBGTMDR sau khi thu hoach & P5 s€ duoc
xé4c dinh ddu 4n bé mit bang phuong phap phan
tich té bao theo dong chay (flow cytometry) véi
bd Human Analysis Kit (BD Biosciences, Hoa
Ky), bao gdbm cac khang nguyén duong (CD90,
CD73, va CD105) va cac khang nguyén am
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(CD45, CD34, CD11b/CD19, va HLA-DR). Quy
trinh thyc hién theo hudéng dan cia bo Kit va té
bao U v6i khang thé ¢ diéu kién ti dé tranh lam
anh huong dén kha ning phat huynh quang. Mau
té bao duoc doc va phan tich bing may flow
cytometer (Beckman Coulter, Hoa Ky) tich hop
phin mém Navios 3.2 dé phan tich dir liéu.

2.3. Xac dinh kha néng tao cum ciia Té bdo goc
trung mo day ron

Mot trong sé dic diém cua té bao gbc 1a kha
nang tao cym (colony-forming unit - CFU) khi
duoc gleo ciy voi mat do te bao thép. Bo sung
2 mL moi tru:cmg nu0| Cay té bao vao mdi gleng
cua dia 6 giéng, cy té bao vao voi mat do 4 té
bao/cm? va u trong diéu kién 37 °C/5% CO,
trong 14 ngay, thay mgi moi truong sau mdi 3 -
4 ngay. Tiép theo, mdi trudng nudi dugc loai bo
va ria té bao bang PBS, ¢ dinh té bao bing
methanol 100% va sau d6 nhuém té bao bang
thubc nhuom Giemsa (Sigma)
(pha trong nude cit véi ty 18 1:10) trong khoang

- 10 phut o nhi¢t do phong. Loai bo thubc
nhuom va rira dia té bao bang nudc khu ion tur 2
dén 3 1an. Quan sat cac cum té bao bt mau tim
dudi kinh hién vi. Trong d0, quin thé té bao
dugc xac dinh 1a cum khi s6 té bao dat t6i thiéu
20 té bao/cum.

2.4. Xdac dinh kha ndng biét hod da dong ciia té

bao goc trung mo day ron

Trude tién, TBGTMDR duoc gieo trén bé
mat dia nudi cay voi mat do 4000 té bao/giéng
cla dia 96 giéng trong mdi truong DMEM/F12
+10% FBS. Sau 2 - 3 ngay, khi mat do té bao
dat 70 - 80% bé mit chai nuoi cay, loai bo moi
truong nudi ting sinh va bd sung moi truong
biét hoa (100 pL/giéng). Sau 20 - 21 ngay nudi,
té bao duoc cb dinh bang dung dich PFA 4%
trong vong 30 - 60 phat o nhiét d6 phong. Loai
bo dung dich ¢b dinh, tién hanh nhuém mau
biét hoa xuong vai Alizarin Red S (pH = 4,2,
100 pL/giéng) trong vong 15 phat va ria té bao
2 lan véi nudc cat (100 - 200 pL). Nhuém biét
héa mé vai thuée nhuom Oil Red O (1 Oil Red
O : 2 nuéc cat) (100 pL/giéng) trong 15 phat &
nhiét d6 thuong. Nhuom biét hoa sun voi
Alcian Blue trong 60 - 90 phut, hat bo thube

nhudém va ria té bao 1 lan voi HCI 0,1IN
(100 - 200 pL/giéng) va 2 lan véi nuoc cét
(100 - 200 plL/giéng). Sau do, cac mau té bao
da nhudém dugc soi kiém tra va chup anh bang
kinh hién vi soi nguoc.

2.5. Phan ldp exosome tir nuéi cay Té bio goc
trung mo ddy ron

Khi TBGTMDR & P5 nudi dat do che phu
80% - 95% bé mit chai nudi cdy thi tién hanh
thu hoach dich néi. Tiép theo, dich néi duoc ly
tdm & luc 16.500 x g/30 phat (Optima XPN-
100 Ultracentrifuge, Beckman Coulter, Hoa
Ky) dé 1oai bo can 1a té bao chét, manh vun, thé
té bao chét theo chwong trinh va cac vi thé.
Dich nbi tiép tuc duoc ly tim & 100.000 x g/90
phat/4 °C dé thu cin 1a exosome. Cin exosome
thu duoc s& tai huyén phu trong 1 mL PBS.
Exosome dugc thu thap theo quy trinh cla
nhom nghién cttu EV (Trung tdm Cong nghé
cao Vinmec), theo quy trinh nay exosome
c6 biéu hién hinh thai dién hinh cai bat
(cup-shaped) va biéu hién marker CD63 [18].
2.6. Phan tich theo doi chuyén dong hat nano
(Nanoparticle Tracking Analysis - NTA)

Kich thudc hat exosome dugc phéan tich
bang k¥ thuat theo ddi chuyén dong hat nano
(Nanoparticle Tracking Analysis - NTA).
Exosome dugc i voi dung dich nhuém Cell Mask
Green (CMG) trong diéu kién tranh anh sang, véi
ty 1€ 9 pL exosome : 1 pL. CMG, trong 1 gio.
Exosome da nhudm mau sau dé dugc pha loang
voi PBS dé dat nong do
10% - 10° hat/mL. Sau d6, bom 1 mL hdn hop
exosome vao budng chira mau va thiét 1ap chuong
trinh & ché d¢ laser (laser mode) dé phat hién tin
hiéu huynh quang & budc song 488 nm va ché do
tan xa (scatter mode). Phan mém sé& do kich thudc
hat exosome dua trén nguyén ly chuyén dong
Brown cua hat trong dich long.

2.7. Xdc dinh ty 1é song té bao trong dung dich
bao quadn

TBGTMDR va exosome sau khi thu hoach
s€ tron vdi cac dung dich bao quan khac nhau
dé danh gia kha ning séng ciia té bao. Cac nong
do té bao thir nghiém:
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Nhém 1: 1 x 10° té bao/mL dung dich
bao quan.

Nhém 2: 2 x 10° té bao/mL dung dich
bao quan.

Nhém 3: 5 x 10° té bao/mL dung dich
bao quan.

Nhém dung dich bao quan thir nghiém gém
dung dich bao quan (A, B, C) khong bd sung
exosome va dung dich bao quan (A, B, C) bd
sung exosome tiét ra tir s6 luong té bao tuong
mg v6i mat do té bao thir nghiém. Tic 1a dung
dich bao quan + exosome tir 1 x 10° té bao, 2 x
10° té bao va 5 x 10° té bao.

Thanh phan dung dich bao quan nhu sau:

Dung dich bao quan A: Glucose, Albumin
huyét thanh ngudi, Heparin calcium, Axit
ascorbic, Axit amin khong thiét yéu;

Dung dich bao quan B: Phosphate buffer
saline, Trehalose, Heparin calcium, Albumin
huyét thanh nguoi;

Dung dich bao quan C: Ringer lactate.

Té bao va exosome duoc pha loing trong
cac loai dung dich bao quan va bao quan & diéu
kién 4 °C. Cac nhom té bao s& duoc danh gia ty
1¢ séng trong ba mdc thoi diém khac nhau 12
gid, 24 gid va 48 gio.

A

C1 -

Dé danh gi4 ty 16 séng cua té bao, ching toi
nhudm té bao véi Trypan Blue sau d6 nhé vao
budng dém hdng ciu neubauer va quan sat bing
kinh hién vi dé xac dinh ty 1& song.

2.8. Trinh bay dit liéu va phan tich thong ké

Dit liéu dugc trinh bay dudi dang gia tri
trung binh va so sanh nhom s dung ANOVA
trén phan mém Grapath Prism (phién ban
Prism 10). Sy khac biét gitra cac nhom dugce
xem la ¢6 ¥ nghia thong ké khi gia tri p< 0,05.

3. Két qua va thao luin

3.1. Két qua phan tich déc diém ciia té bao goc
trung mé day ron

TBGTMDR & P5 s& dugc quan sat kiém tra
hinh thai, kha ning tao cum, kha nang biét hoa
da dong va biéu hién diu 4n bé mat. Két qua
cho thdy, TBGTMDR sau khi nuéi dén P5 déu
biéu hién hinh thai ddc trung cua té bao gbc
trung mé dang thudn dai giéng nguyén bao soi,
¢6 kich thudc trong ddng nhau (Hinh 1A). Pay
1a cac dic diém dién hinh cia TBGTM trong
nudi cdy 2D va phu hop véi dit liéu cong bd
trude day [5].

Hinh 1. Bic diém cua TBGTMDR & P5.

A) Hinh thai TBGTMDR & P5 quan sat dui kinh hién vi khi & mét d¢ che phii khoang 80 - 90% bé mat chai
nudi cdy. B) Biéu hién ddu 4n bé mit cia TBGTMDR ¢ P5. C) Kha ning tao cum va biét hoa da dong cia
TBGTMDR ¢ P5; trong d6 C1): anh minh hoa kha nang tao cum, C2): anh minh hoa kha nang biét hoa xuong,
C3): anh minh hoa kha nang biét hod md, C4): &nh minh hoa kha nang biét hoa sun.
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Bén canh d6, diu 4n bé mat duong tinh
(CD73, CD90 va CD105) cia TBGTMDR P5
biéu hién cao hon 95% va dau 4n bé mit am
tinh (CD11b/CD19, CD34, CD45 va HLA-DR)
biéu hién nho hon 2% (Hinh 1B). Khi kiém tra
kha nang tao cuym va kha nang biét hoa,
TBGTMDR & P5 déu c6 kha nang tao cum va
biét hoa da dong thanh té bao xwong, sun va md
(Hinh 1C). Két qua nay cua chung t6i cling phu
hop v6i cac két qua cong bd trude day va biéu
hién nhat quan dap ung cac tiéu chi caa ISCT
[5]. Do vay TBGTMDR & P5 trong nghién ctru
nay Van dap tmg du tiéu chuin cuia mot dong té
bao gbc trung md theo ISCT.

-

35

30

25

20

S84 tuy§t ddi (Absolute number)

Drdmg Kinh (nm)

a 100 200 300 400 500 B0 Foa

3.2. Két qua phdn Idp exosome

Chuang toi str dung phuong phap siéu ly tim
dé phan lap exosome tir mdi trudng nudi ciy
cia TBGTMDR P5 theo quy trinh cia nhom
nghién ctru da cong bd trude day [18]. Exosome
sau khi thu duoc phan tich vé phan bd kich
thuéc bang ky thuat NTA. Két qua cho thiy
exosome phan bd tir 40 nm dén 350 nm, voi
dinh cao nhat ¢ 150 nm (Hinh 2). Cac hat
exosome thu duogc tip trung chu yéu ¢ dai kich
thude 100 nm - 180 nm. Pic diém kich thudc
nay cho thiy cac hat thu duoc trong phin doan
exosome phu hop voi két qua cua cac nghién
ctru trude day [19, 20].

B

Hinh 2. Hinh anh hat exosome va phan bb kich thudc exosome bang phuong phap NTA.
A) Su phan b6 kich cua quan thé exosome thu duge sau khi sir dung phuong phap siéu ly tam.
B) Exosome chup dudi kinh hién vi ciia NTA, mii tén chi vi du cac hat exosome chup duoc.

3.3. Kha ndng song ciia té bdo trong cdc logi
dung dich bao quan khong bo sung exosome

Pé c6 thé dé dang ung dung TBGTMDR
trong diéu kién 4 °C, chung téi tién thir nghiém
kha ning song cia té bao trong cac loai dung
dich bao quan khic nhau c6 bo sung exosome
va dung dich bdo quan khong bd sung exosome.
Ket qua cho thdy rang, nhin chung, ty 1¢ té bao
song & ca ba mat do té bao déu giam di tir thoi
diém 12 gid, 24 gid va giam manh ¢ 48 gid
trong ba loai dung dich bao quan co bd sung
exosome va khong bd sung exosome (Hinh 3).

Pbi voi kha ning song cua té bao trong
dung dich bao quan khong bd sung exosome, tai
thoi diém 12 gio, ty 1¢ té bao sdng & cac mat do

khéc nhau (1 x 10°% 2 x 10° va 5 x 10° té
bao/mL) trong ca ba loai dung dich bao quan A,
dung dich bao quan B va dung dich bao quan C
déu 16n hon 80% (Hinh 3). Tai thoi diém 24
gio, ty 1& té bao sdng sot giam dan xudng con >
75% & ca ba loai dung dich bao quan, va khong
c6 su khac biét gitra ba loai dung dich bao quan
& mat d6 t€ bao 1 x 10° va 2 x 10° t& bao/mL.
Tuy nhién, v6i mat do té bao cao nhat 1a 5 x 10°
té bao/mL, ty 18 té bao sbéng trong dung dich
bao quan A cao hon so voi dung dich bao quan
B va C. Téi thoi diém 48 gio, ty 1¢ té bao song
giam dang ké & ca ba dung dich bao quan, ty 18
té bao chét cao nhat quan sat thdy ¢ dung dich
bao quan B véi ca ba mat do té bao khac nhau.
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Cu thé, ty 18 t& bao séng giam xudng con 36,8%
(mat d6 1 x 10° té bao/mL), 19,9 % (mat do 5 x
10° té bao/mL) va 11,4 % (mat do 2 x 10° té
bao/mL) & dung dich bao quan B, déu thip hon
dang ké so voi dung dich bao quan A va dung
dich bao quan C. O mat do 5 x 10° té bao/mL,
ty 18 té bao séng & ca ba loai dung dich bao
quan déu giam xudng < 35% sau 48 gid, tuy
nhién khong c6 sy khac biét mang y nghia
thong ké gitra ba loai dung dich bao quan nay.
Céc két qua nay cho thdy, dung dich bao quan
A ¢6 kha nang duy tri kha ning sdng cua té bao
t6t hon & mat do té bao thap (1 x 10° va 2 x 10°
té bao/mL) va kém hon véi mat do cao (5 x 10°
té bao/mL). Diéu nay trai voi cac nghién ciru
trude ddy vé mat do té bao khong c6 anh hudng
dén kha ning sbng cua té bao trong quéa trinh
bao quan dong lanh [21, 22]. Tuy nhién, nghién
ctru nay chi danh gia trong diéu kién 4 °C, do
vay s€ ¢6 su sai khac voi diéu kién bao quan té
bao & -80 °C hay trong ni to long. Ddng thoi,
chua c6 nghién ctru nao danh gia cac loai dung
dich bao quan té bao sir dung truc tiép (khong
can phai loai bé dung dich hoic ria té bao
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truée khi sir dung) trong thoi gian dai ¢ diéu
kién khong dong lanh. Do vay, can phai co
thém danh gia vé anh huong ciia mat do té bao
cling nhu thanh phin cac loai dém, dung dich
bao quan véi muc dich ung dung truc tiép té
bao ¢ diéu kién khong dong lanh nay.

3.4. Kha ndng song ciia té bdo trong cdc logi
dung dich bio quan c6 bé sung exosome

DPbi voi kha ning sdng cua té bao trong
dung dich bao quan c6 bd sung exosome, ty 18
té bao séng cao hon so v6i dung dich bao quan
khong bd sung exosome (Hinh 3).

O thoi diém 12 gio, két qua twong tw nhu
trong dung dich bao quan khéng bd sung
exosome khi tAt ca cac mat do té bao khac nhau
déu sbéng > 80%. Tai 24 gio, ty 18 té bao séng &
tét ca cac diéu kién déu giam dan, tuy nhién ty 1¢
song té bao van cao hon 80% ngoai trir didu kién
dung dich bao quan B ¢6 b sung exosome véi sb
luong té bao 2 x 10° té bao/mL (77%). T6i 48 gio,
dung dich bao quan A c¢6 b sung exosome van co
kha nang duy tri hon 75% sb lugng té bao séng &
tat ca cac didu kién thir nghiém.
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Hinh 3. Ty 18 té bao song trong cac loai dung dich bao quan co bd sung exosome
va khong bd sung exosome & cac thoi diém 12 gid, 24 gio va 48 gid.
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D6i voi dung dich bao quan B, chi co diéu
kién mat do té bao 1 x 10° té bao/mL c6 ty 16 té
bao séng > 50%, con cac mat dd té bao khac
déu c6 ty 18 té bao séng < 50%. O dung dich
bao quan C cé bd sung exosome, chi c6 mat do
té bao 5 x 10° c6 ty 18 sdng thip 1a 50%, hai mat
d6 t& bao 1 x 10° va 2 x 10° déu sbng cao >
75%. Didu dang luu ¥ 13 tai thoi diém 48 gio, té
bao u trong cac dung dich bao quan c6 bd sung
exosome & hdu hét cac mat do déu cho ty 1€ té
bao sdng cao hon so v6i dung dich bao quan
khong b sung exosome. Piéu nay cho thiy
dung dich bao quan c6 bd sung exosome c6 kha
ning duy tri té bao sdng tot hon so voi dung
dich bao quan khong b sung exosome.

Két qua nay co thé 13 do exosome c6 mang
nhiéu yéu t6 c6 kha ning bao vé su sbéng té bao.
Tuy nhién, chung tdi ciing chua tim thiy co6
nghién ciru khoa hoc nao danh gia kha nang
exosome bao vé té bao trong diéu kién thuong.
Chi ¢6 cac nghién ctru vé& exosome bao vé té
bao va chirc ning cua ching trong nudi cdy 2D
[23, 24].

Trong nghién ctru ndy, d6i v6i hai loai dung
dich bao quan A va B, chung toi bd sung
albumin huyét thanh nguoi, axit amin khong
thiét yéu va aX|t ascorbic gitp cung cip dinh
dudng cho te bao va gifip ting cudng chuyén
hoa trong té bao khi bao quan. Thém vao do,
DNA c¢6 thé bi ton thuong trong qué trinh bao
quan & nhiét d6 4 °C, vi vay, ching t61 bod sung
trehalose vao dung dich bao quan B dé giam
thiéu sy ton thuong ciia DNA [27]. Dir lidu tir
nghién cru nay cua ching t6i chi dua ra dugc
dung dich bao quan A va C tét hon dung dich
bao quan B, tuy nhién chua thyc su khéng dinh
dugc loai dung dich bao quan nao co thé tng
dung do con thiéu cic nghién ciru vé chirc ning
té bao sau bao quan. Do vay, can thiét trién khai
cac nghién ctru sdu hon nira dé ching minh anh
hudng cta cac thanh phan trong dung dich bao
quan nay dén kha ning sdng, chirc ning té bao
va tinh phu hop cho ung dung thuc té.

3.5. Kha nang két dinh cia té bao bdo qudn
trong cac logi dung dich bao quan

Tai mdi thoi diém kiém tra, chung ti quan sat
su két dinh té bao trong cac diéu kién dung dich

bao quan. Pdi v6i dung dich bao quan khong bé
sung exosome, chung t0i khong quan sat thay te
bao két dinh tai ca ba thoi diém theo doi (12 gio,
24 gid va 48 gio) & dung dich bao quan A va dung
dich bao quan B; tuy nhién, ching t6i ghi nhén sy
két dinh t€ bao trong dung dich bao quan C bat
dau tr 24 gio trong nhom nghién ciru mat do té
bao 1 x 10%mL dung dich bao quan. Két qua
twong tu cling dugc ghi nhan & cac nhém nghién
clru mat df t€ bao cao hon 2 x 10° t& bao/mL.
bién hinh véi nhom thi nghiém mat d6 cao 5 x
10° té t’)éo/mL,’ ca ba loai dqng dich bao quégn déu
cho thay sy két dinh cua té bao tir thoi diem 12
gio bao quan (Hinh 4A).

Trai nguoc véi nhém dung dich bao quan
khong bd sung exosome, cac nhom nghién ciru
trong dung dich bao quan c6 bd sung exosome
déu co biéu hién cac té bao bam dinh tao cum
v6i nhau nhiéu hon. O mat d¢ té bao 1 x 10° té
bao/mL, cac dung dich bao quan déu lam cho té
bao két dinh voi nhau tai 48 gi0o, tham chi
tai thoi diém 12 gio & dung dich bao quan C
(Hinh 4B).

O mat do té bao 2 x 10° té bao/mL, cac té
bao két dinh voi nhau tr thoi diém 24 gio &
dung dich bao quan A va dung dich bao quan C.
Dic biét, té bao & mat do cao nhat 5 x 10°
bao/mL két dinh & tat ca cac thoi diém trong ca
ba loai dung dich bao quan. Nghién ctru trudce
day da chi ra rang viéc st dung mubi (co trong
dung dich bao quan B) c6 thé lam ting cuong
su két dinh & cac té bao biéu md trong khoang
bung [25]. Do viy, chung t6i da bd sung thém
heparin calcium véi vai tro loai bd sy két dinh
té bao trong huyén phu, ma khong lam giam sy
phat trién cua t& bao [26]. Tuy nhién, hiéu qua
dat dugc khéng nhu mong doi khi ma tAt ca cac
dung dich bao quan déu giy ra hién twong té
bao két dinh voi nhau sau 48 gio. Péang chd y 1a
kha ning két dinh té bao ting l1én trong nhém
dung dich bao quan c6 bd sung exosome. Theo
y vin, exosome c6 kha ning diéu hoa hinh thai
té bao va tang cuong sy két dinh cua té bao gdc
trung mo tir tuy xwong [27].
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Bén canh do, c6 thé 1a trén bé mat té bao va
exosome c6 cac thu thé twong tac va két dinh
v6i nhau dé thic day chirc ning twong tac té
bao dich. Do vay, exosome co thé 1a cau ndi két

DD B

Dung dich khéng bé sung exosome, 5 x 10° té bao/mL

=

=

=

dinh giira cac té bao hodc kich thich té bao ting
kha ning bam dinh. Diéu nay co thé 1a 1y do tai
sao khi bo sung exosome vao dung dich bao quan
thi cac té bao lai c6 sy két dinh manh mé hon.

B

DD A DD B DD C

Dung dich ¢6 bd sung exosome, 1 x 10° té bao/mL

Hinh 4. Hinh anh dém té bao trong budng dém té bao.
A) Mat do té bao 5 x 106 té bao/mL dung dich bdo quan khong | b sung exosome.
B) Mt d6 té bao 1 x 10° té bao/mL dung dich bao quan ¢é bd sung exosome.
DD A: dung dich bao quan A, DD B: dung dich bao quan B, DD C: dung dich bao quan C.

4. Két luan

Té bao gbc trung mod day rdn c6 kha ning
song trong dung dich bao quan A (Glucose,
Albumin huyét thanh nguoi, Heparin Calcium,
AXxit ascorbic, Axit amin khong thiét yéu), dung
dich bao quan B (Phosphate buffer saline,
Trehalose, Heparin Calcium, Albumin huyét
thanh nguoi) va dung dich bao quan C (Ringer
Lactate) dén 48 gio ¢ diéu kién 4 °C. Kha ning
song cua té bao giam di theo thoi gian. Trong
dung dich bao quan c6 chira exosome, kha ning
song cua té bao tot hon dang ké cho toi thoi
diém 48h. Tuy nhién, té bao trong dung dich
bao quan chtra exosome lai c6 mirc do két dinh
v6i nhau cao hon so véi trong dung dich bao
quan khong b sung exosome. Dong thoi, diém
han ché cua nghién ctru 1a thiéu danh gid dic
dlem va chirc ning té bao sau bao quan do vay
can co them céc nghién ctru vé kha ning ting
sinh, tinh gdc va chirc ning té sau qua trinh bao
quan trong cic nghién ciru tiép theo.
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