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SUMMARY
FABRICATION OF MICROFLUIDIC DEVICE FOR EXTRACTION OF EXOSOME
FROM CELL CULTURE MEDIUM OF CO-CULTURE CANCER CELLS AND
ENDOTHELIAL CELLS

The angiogenesis, the formation of new blood vessels, is crucial for nourishing and developing cells as well
as restoring the damaged area. In cancer, angiogenesis plays a crucial role by promoting the formation of
new blood vessels to feed cancer cells. These cells actively release signals that stimulate surrounding tissues
to initiate and facilitate the process of angiogenesis. Exosomes, extracellular vesicles isolated from cancer
cells, have been identified as a precursor for understanding the mechanism of angiogenesis and developing
new cancer treatments. Therefore, the evaluation of exosome formation, properties, and the application of
exosome as anti-angiogenic drugs carrier for cancer treatment has been widely interested. The main
purpose of this research is to fabricate a microfluidics device for co-culturing cancer cells and blood vessel
cells, in order to isolate and identify exosome characteristics and their effects on the development of
HUVEC cells. In this study, we fabricated a microfluidic device that can be cultured simultaneously with
two types of cells from commercially available materials - PMMA machined by laser engraving and PEGDA
hydrogel. The microfluidic device consisted of 3 layers, including 2 layers of PMMA (24 x 50 mm) and a
layer of cover glass. The isolated exosome form HepG, cells had the average size around 65.4 nm by
dynamic light scatering (DLS) measurement. Further, HUVEC cells can develop faster at a rate of about 2
times with the present of exosomes from HeG; cells than single cell culture. Thus, the device is a promising
approach to future cancer treatment with wide range of applications.
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1. GIOI THIEU dugc cua to chirc Y té Thé gidi, c6 khoang 19,3
triéu bénh nhan ung thu méi va khoang 10 triu ca
tir vong trong nam 2020 [1]. Tai Viét Nam, theo
thong ké cuia hoi nghi khoa hoc qudc té va phong

Ung thu dugc biét dén 1a mot nhom cac bénh lién
quan dén viéc ting sinh té bao mot cach mét kiém
soat va nhing té bao d6 co kha ning xam lin . > o D N
~ A Tra 13 , R S chong ung thu, nudc ta c6 hang tri€u bénh nhan
nhitng m6 khac bang cach phat trién truc tiep vao . . ° "~
ung thu voi 182.563 ca mac mdi trong nam 2020

md lan can hodc di chuyén dén nhimg bd phén e S
[2]. Theo su phat trién cua khoa hoc va ky thuat,

khéc trong co thé (di can). Theo s6 liéu thu nhap
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cac phuong phap chira tri ung thu ngay cang hoan
thién va tan tién trong d6 cac phuong phap thuong
gap nhét bao gém: hoéa tri, xa tri, phau thuat, diéu
tri mién dich,...[3]. Tuy nhién, cac phwong phap
ndy van con nhitng giGi han nhit dinh, can cé
thém cac phuong phap diéu tri méi, hiéu qua hon
dé ngan chdn sy phat trién va giam thiéu hau qua
cua can bénh nay.

Tang sinh mach mau (angiogenesis) 1a mdt qua
trinh tu nhién cia co thé, trong d6 cac mach mau
méi dugce tao thanh tir cac mach mau da cé trude
d6 [4,5]. Co ché hinh thanh va nuéi dudng khdi u
1a yéu t6 quan trong trong phat trién ung thu va co
thé duogc diéu tri bang cac dwoc chat da dugc FDA
cong nhan nhu  Acid all-trans-retinoic,
Asentrioxide, Eribulin, Hydroxyurea, Ixabepilone,
Mitotane, Omacetaxine, Romidepsin, Vorinostat
[6]. Tuy nhién, hiéu qua tic dong cua cac thube
hién nay dén sy hinh thanh mach mau tang sinh
moi con thap, kha nang tring dich dén mach méau
tang sinh khong cao, anh huong dén mach mau
binh thuong [7]. Do d6 rat can nghién ciru va phat
trién cac duoc chat méi dem lai hiéu qué cao hon
trong diéu tri ung thu bang phwong phéap nay.

Exosome 1a c4c tiii ngoai bao, c6 ngudn gdc tir ndi
bao vdi kich thude 40 — 160 nm, dugc cu tao boi
16p kép phospholipid cu thanh tir cac protein bé
mit té bao, tetraspanins, lipid va carbonhydrate,
bén trong nhan chura protein, lipid va axit nucleic
[7,8]. Su hinh thanh exosome khi céac tii bao dung

hop v6i mang t& bao hinh thanh cac tii k& (ILV)
trong da mach ndi bao (MVB) va gidi phong
chiing vao khoang gian bao [9]. Trong khao sat
ciia Zhang va cong su da chuan bi vat liéu vay co
ai luc mién dich Tim4@ILI-01 v&i muc dich lam
giau exosome tir huyét thanh cua bénh nhan bi ung
thu biéu md tuyén cho thay hiéu qua thu giir 1a
85% Vi kich thudgc exosome vao khoang 60-
150nm [10]. Tuy nhién c6 thé thay, viéc phan lap
exosome thudng tir cac mdi truong nudi cay té bao
don 1ap khong thé hién chinh x4c qua trinh ting
sinh mach do d6 viéc phan 13p cac moi trudng
nudi cdy riéng biét cua cac té bao nay ciing bi han
ché dan t6i viéc danh gia exosome tir ngudn té bao
cu thé con gip nhiéu kho khan. Chinh vi véy, can
c6 cac thiét bi mdi co kha niang moé phong qua
trinh ting sinh mach mau, ddng thoi giup phan lap
exosome mot cach chon lgc, phuc vu cac nghién
cru vé exosome ciing nhu tng dung exosome
trong diéu tri bénh.

Trong nghién ciru ndy ching toi phat trién thiét bi
vi luu gitp nudi cdy dong thoi hai dong té bao (té
bao mach mau va t& bao ung thu) c6 kha ning
thong tin lién lac gitra cac loai té bao véi nhau
ddng thoi gitp phan 1ap exosome trong dich nudi
ciy tung loai té bao mot cach riéng r& [11]. Qua
d6, tién hanh nghién ctru anh hudéng cua exosome
tir t& bao ung thu tdi sy phat trién cua té bao mach
méu ¢ nhitng diéu kién méi truong khac nhau gitp
danh gi4 tac dong cua chiing nham dua ra phuong
huéng diéu tri bénh méi trong twong lai.
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Hinh 1: M6 hinh vi luu gitip dong nuéi cdy té bao, phdn tach méi trieong nudi cdy va phdn ldp exosome
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2. NGUYEN VAT LIEU VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Nguyén vit liéu

Té bao ung thu gan ngudi (Human Hepatocellular
carcinoma cells-HepG,) va t& bao ndéi md tinh
mach ngudi (HUVEC) dugc cung cdp bai
American Type Culture Collection (ATCC- Hoa
Ky). Moi truong DMEM (Fisher, Hoa Ky) duoc
b6 sung thém 10% FBS (Invitrogen, Hoa Ky) va
1%  Penicillin-Streptomycin ~ 10.000 U/mL
(Mediatech, Hoa Ky). Moi truong EBM - 2
(Lonza, Hoa Ky) dugc bd sung thém FBS 10 mL,
hydrocortisone 0,20 mL, hFGF-B 2,00 mL, VEGF
0,50 mL, R3-IGF-1 0,50 mL, ascorbic acid 0,50
mL, hEGF 0,50 mL, GA-1000 0,50 mL va heparin
0,50 mL. TAm mica trong PMMA dugc mua tu
san phim thuong mai ciia cong tu FuSheng (Dai
Loan). PEGDA (Mw =700 Da) dugc cung cap boi
Sigma (Hoa Ky). Dung dich mau thyc pham ctng
thiét bi day xilanh gilp thir nghiém kha ning hoat
dong cua té bao.

2.2. Phuong phap nghién ctru

2.2.1. Ché tao thiét bi vi heu nuéi cdy dong thoi té
bao ung thir gan va té bao mach mdu

Thiét bi gdm hai 16p PMMA va mét 16p kinh phia
dudi cung. Hé vi luu trén cac tim PMMA cua
thiét bi dugc thiét ké boi phan mém CorelDraw
2020 (Corel Corporation, Canada) va dugc gia
cong ché tao bang cach cét va khic laser trén may
cit va khic laser chuyén dung tai co s dich vy cit
khic laser (Phan Long Ltd, Viét Nam). Cac miéng
PMMA sau khi duoc gia cong duoc rira bang dung
dich nudc cit va cdon 90° dé loai bo cac bui ban
sau khi gia cong.

Tém kinh hinh chit nhat, kich thugc 24 x 50 mm
duge xtr Iy bé mat dé ting cuong kha nang lién két
giita mit kinh va hydrogel theo quy trinh sau: Dau
tién, kinh s& dwgc ngdm 12 h trong 50 mL dung
dich NaOH 10%. Sau d¢, kinh duoc rira lan luot
bang 20 mL etanol 70%, 20 mL etanol 100% va
lam kho & nhiét do 70°C. Cac phién kinh duoc
ngam voi 2 mL TMSPMA trong 12 h trudc khi
duoc 1am sach mot 1an nira bé’mg nuée cit, 20 mL
etanol 70% va 20mL etanol 100%. Sau khi duoc
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lam sach, mat kinh duoc gén véi thm PMMA gia
cong & trén bang keo UV,

Dung dich PEGDA véi cac ndng d6 khac nhau
1%, 2%, 5%, 8% va 10% duoc nho tir tir dén day
vao vung tron 16n chinh giita thiét bi. Khdi
hydrogel dugc tao thanh khi chiéu dugi dén UV
trong thoi gian 180 gidy. Sau d6, ba dwdng dng
duoc gén vao ba dau ra va vao trén bé mit cua
thiét bi bang keo UV. Cudi cung, thiét bi dugc bd
sung dung dich dém phosphate va gilt dudi dén
UV dé khir khuan qua dém trude khi dugc dem di
str dung cho cac thi nghiém tiép theo.

2.2.2. Thir nghiém kha nang hoat dong cua thiét bi
vi luu

Chuén bi 5 mL dung dich mau thue phém duoc
bom béng thiét bi déy xi lanh voi van tée 10
pL/phit vao dau éng chinh giita cua thiét bi. Dong
dung dich mau s& chay, thdm thiu qua 16p
hydrogel va di sang hai ving giéng dung dé nuéi
cdy té bao. Kha niang hoat dong ciia dong chay
dung dich mau trong h¢ vi luu khi di qua hydrogel
dugc hinh thanh véi cac nong d6 khac nhau gitip
danh gia anh huéng ciia nong d6 PEGDA t6i hoat
dong cua thiét bi. Bén canh do, dong dung dich
mau thyc phiam dugc diy vao thiét bi voi cac van
toc khac nhau nho thiét bi ddy xylanh lan luot la
10 pL/phat, 20 puL/phat, 50 pL/phat, 100 pL/phat
va 200 pL/phat. Sy nat v& cua hydrogel va mat
kinh day duoc theo doi dé kiém tra kha ning hoat
dong cling nhu gidi han hoat dong cua thiét bi.

2.2.3. Nuéi cdy té bao

Té bao HepG, dugc nudi cdy trong modi truong
DMEM (Fisher, Hoa Ky) va dugc bd sung thém
10% FBS va 1% PS. Té bao HUVEC dugc nudi
céy trong méi trudng EBM — 2 dugc bd sung thém
FBS, hydrocortisone, hFGF-B, VEGF, R3-IGF-1,
ascorbic acid, hEGF, GA-1000 va heparin. Cac
loai té bao dugc nudi céy trong ti 4m ¢ 37 °C, 5%
CO, va dugc thay mdi trudng mdi 2 ngay.

2.2.4. Phan ldp exosome tir méi truong nudi cdy té

bao

Exosome duogc phéan 1ap tir phan dich méi truong
nudi cdy té bao HepG, bang bo kit két tiia dung



dich ExoQuick-TCTM  (System
Biosciences, Hoa Ky) theo huéng dan ciia nha san
xuét. Pau tién, dich nudi cay té bao duoc ly tim &
3000 g trong 15 phut dé két tia t& bao va vun té
bao néu cé trong dich. Sau d6, 50 mL dich ndi
duoc loc qua bd loc ly tdim Amicon Ultra-15
(Millipore, Bure) thu duge 1 mL dich ¢6 dac. Phin
¢6 dic nay duoc chuyén sang dng tube mai. Mot
ml dung dich ExoQuick-TC dugc pha loang véi 5
mL dich ndi. Cac hat nhé dwgc hinh thanh, bao
quéan lanh qua dém trong it nhat 12 gid va ly tim &
1500 g trong 30 phit vao ngay hém sau. Cubdi
cung, cac exosome dugc luu gilr trong dung dich
dém phosphat (PBS). Exosome dugc bao quan &
cac nhiét do khac nhau: nhiét do phong (25 °C), 4
°C, -20 °C va -80 °C dé¢ khao sat do bén cua
exosome trong cic diéu kién bao quan. Dung dich

€xosome

exosome duoc Iy ra & cac ngay 1, 4, 7, 10 va 14
va do kich thudc hat bang phuong phap tan xa anh
sang dong (Dynamic light scattering - DLS).

2.2.5. Nghién citu cdc ddc diém ciia exosome phdn
lap

K¥ thuat tan xa anh sang dong (DLS) duoc su
dung dé xac dinh kich thudc exosome phan lap
duge tir dich nudi cdy té bao. Két qua dugc phan
tich phan tich bing may Nano Zetasizer 100
(Malvern, Anh Quéc) vé6i Laser He-Ne (633 nm)
cho chum tia t&i & goc phat hién 173° va nhiét do
25 °C. Phép do kich thuéc dugc thuc hién trong
mot cuvet thach anh khdi luong thép va duogc tinh
toan theo phuong trinh Stokes-Einstein.

Hinh anh exosome dugc quan sat bang kinh hiém
vi dién tir quét (SEM). Céac exosome trong PBS
duogc xép 16p 1én ludi kinh hién vi dién ti. Sau khi
u trong 5 phut ¢ nhié¢t do phong, ludi dugc nhudm
am ban vdi 3% vonfram hydrat trong 2 phut. Cac
ludi nay sau do dugc kiém tra va chup anh lai &
mot dién 4p gia toc 80 kV.

2.2.6. Anh hudng cia exosome tGi sw phat trién
ctia té bao HUVEC

Té bao HUVEC duoc nudi ¢ mot giéng cua hé
thiét bj. M6i truong nudi cdy duoc bd sung thém 1
Hg/mL exosome va bom vao hé véi van téc 0,3
uL/phut trong vong 72 gid. Sau lan luot ting
khoang thoi gian 1a 24 gio, 48 gio va 72 gid nudi
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céy, dung dich nuéi céy duoc loai bo va rira lai
bang PBS, 1 mL Trypsin-EDTA 0.25% dugc thém
vao ving nudi cdy té bao HUVEC va dugc hiit nhe
ra sau 30 gidy. Dung dich PBS duoc thém vao dé
lam sach moi truong trude khi 1 mL dung dich
EBM-2 méi dugc nho vao lai. Dung dich EBM-2
va t& bao toan bd dugc chuyén sang Ong
Eppendorf va xoay nhe dé dam bao cic té bao
dugc phan bd déu. Sau do, 1y ra 100 pL té bao
HUVEC cho vao éng Eppendorf méi va thém 400
uL 0,4% Trypan Blue (ndng d6 cudi ciing 0,32%)
va tron nhe nhang. Ding pipet lay 100 pL huyén
phu t& bao dugc xir ly bang Trypan Blue nho nhe
vao thiét bi dém té bao dé thu dwoc két qua sb
lwong té bao HUVEC.

2.2.7. Théng ké va xir Iy, 56 liéu

S6 lieu duogc théng ké va xir ly bang phan mém
OriginPro 2022 (OriginLab, MA, USA). Tit ca s6
liéu dugc biéu dién dudi dang gia tri trung binh +
SD va c6 do lap lai 3 lan.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Ché tao thiét bi thiét bi vi lru nudi cdy
dong thoi té bao

Thiét bi vi luu dugc ché tao boi 3 16p trong d6 ¢
2 16p PMMA va 1 16p 1a phién kinh ¢6 kich thudc
50 x 24 mm (Hinh 2). Cac chi tiét duoc tao boi
tam PMMA cua thiét bi vi luu dugc thiét ké bang
phén mém CoreDraw ver.24.02 véi do dai, do
rong xac dinh. Mat du tién cua thiét bi 1a mot tim
PMMA trong véi d¢ day Smm dugc cét voi kich
thudc 24 x 50 mm, trén d6 c6 3 16 tron (ban kinh
Imm) dé c6 thé d& dang ndi voi cac dng nhya y té
sir dung 1am déu ra va vao cia dong chay (Hinh
2A). Tam PMMA thir 2 ¢6 kich thudc twong tu
v6i d6 diy 3 mm. TAm PMMA nay duoc cit laze
dé c6 mot hinh tron 16n ban kinh 6,5mm & trung
tam dé tao khdi hydrogel va 2 hinh elip ¢ 2 bén
tuong ung 1a 2 giéng dé tién hanh nudi cay té bao
(Hinh 2B). Hai ving cét hinh elip duoc ndi véi
hinh tron 16n bang cac kénh dugc ché tao bang
phuong phap khic laze v6i do dai chidu rong 1
mm nhim dam bao kha ning di chuyén cua vat
chit va moi truong thuc hién nudi ciy té bao. Mit
dudi cing cua thiét bi 1a mot phién kinh hinh chir
nhat duge xur 1y bang dung dich TMSPMA gitip
khdi hydrogel bam chic hon vao bé mit kinh va



khong bi troi theo dong chay chit long trong qua
trinh nudi cdy té bao.Viéc sir dung cong nghé cit
va khéc laze gitp ché tao thanh cong mot thiét bi
vi luu ding voi thiét ké, gia thanh ré, nhanh,
thuén tién va do chinh xac cao.

Phién kinh sau khi xir ly bé mit dugc gén vao mat
dudi 1a cac kénh khic cia tim PMMA bing keo
UV. Hon hop dung dich PEGDA dugc bom vao
khu vyc hinh trén trung tam cua thiét bi voi cac
né)ng d6 khac nhau va dugc chiéu dén UV. Tu do,
tao ra phan tmg dy chuyén lién két cac phan tur
PEGDA lai véi nhau tao khéi hydrogel. Sau khi
hydrogel dong lai, tim PMMA dugc gén 1én phin
phia trén bé mat hydrogel ving véi cac dng day dé
c6 mdt thiét bi hoan chinh véi kich thuge 24 x 50
x 7 mm véi 3 dau vao va ra ciia dong chay (Hinh
2C va 2D). V6i chu tao gdm 3 giéng, 2 giéng ¢ 2
bén dugc sir dung dé nudi ciy té bao, giéng trung
tam dwoc lam ddy boi khdi hydrogel giup ngin
can su phat trién cua té bao ra khoi khu vuc nudi
céy do chiing khong c6 kha ning bam dinh trén bé
mit cling nhu bén trong bé miat hydrogel. Cubi
cung thiét bi duoc bd sung dung dich dém
phosphate va giir duéi dén UV dé khir khuan qua

dém trude khi dem di sir dung nham dam bao kha
ning phat trién cia té bao & cac ving riéng biét.
Nhu vay, nho cé hé vi luu ma thiét bi dugc dam
bao kha ning té bao phét trién & cac ving riéng
ma van gitt lién hé véi nhau qua dong chay cua
mdi truong nudi cay té bao.

Dung dich mau thuc phﬁm duoc chuén bi dé quan
sat dong chay hoat dong trong thiét bi vi luu khi
qua hydrogel. Khi d6, dong nudc mau s€ chay,
thim thau qua 16p hydrogel va di sang hai ving
giéng dung dé nudi cay té bao. Két qua thu duoc
nong do dung dich 1a 10% dong dung dich mau
khé chay qua do hydrogel ¢ két cau dic gy can
tré mot phan dong chay. Khi tién hanh thir nghiém
& hai ndng d6 PEGDA 8% va 5% két qua cho thdy
dung dich mau thuc phim c6 thé d& dang di
chuyén qua phan hydrogel hon (Hinh 2E). Vi vay,
nong do PEGDA dugc chon dé sir dung trong thiét
bi 14 8% vi thoi gian dong khi chiéu UV ciia ndng
d6 nay nhanh hon ndng d6 5% ma van c6 thé dam
bao kha nang hoat dong cia thiét bi. Thém vao do,
o néng do 8%, hydrogel c6 do 6n dinh hon, va
phan hyrogel khé bi pha v& hon khi hoat dong &
dong chay c6 van tdc cao.

Hinh 2: Hinh anh ché tao thiét bi vi heu va mé hinh thir nghiém kha ning hoat déng ciia thiét bi. (A), (B)
Hinh dnh thiét ké va cdc chi tiét cia thiét bi PMMA trén thiét bi vi heu. (C) (D) Hinh anh thiét bi vi lueu nudi
cdy té bao hoan chinh (khéi trdng & giita la khoi hydrogel trong thiét bi). (E) Thir nghiém kha ndng hoat

dong cua thiét bi vi luu.

3.2 Phén lap exosome tir mdi trdng nudi ciy té
bao

Hai loai t& bao 1a té bao ung thu gan nguoi va té
bao ndi mo tinh mach nguoi duoc gieo vao 2 khu

119

vuc nudi cay véi ndng d 10° té bao/mL. Hai dong
té bao nay dugc nudi cdy trong moi truong nudi
cdy té bao EBM-2 va dugc bo sung véi cac thanh
phin dinh dudng nuéi cay té bao HepG, qua khdi



hydrogel va sang giéng nuéi cdy té bao HUVEC
trong diéu kién nhiét do 37 © C duy trinh trong 72
h. Khi luong té bao bao phu 80% bé mit dia nudi
cdy thi dugc chuyén sang dia méi, cho téi khi du
lwong té& bao can thiét cho cac nghién ctru tiép. Hé
vi luu cho thay sy phat trién t6t & ca 2 dong té bao
trong hé. Cu thé, sau 3 ngay, ca 2 loai té bao nay
déu phat trién mot cach dang ké va nhanh. Mot luu
y 1a khi nuéi cdy té bao trong thiét bi vi luu can
dam bao moi truong khi nhu nudi cay té bao dang
2D truyén thong. Trong nghién ciru, thiét bi bom
dugc dit trude bén trong ti 4m CO, nudi ciy té
bao nhim dam bao dién tich bé mit nudi cay Ién
va dam bao duoc su 6n dinh cia nf“)ng d06 khi trong
mdi truong nudi cy té bao khi di chuyén trong
thiét bi vi luu.
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bé thu léy exosome duoc tiét ra tir t& bao HepGo,
sau 72 gid nudi cdy, hé vi luu dwoc didu chinh
dong dau ra ¢ giéng nudi cdy té bao HUVEC va
mé dau ra & khu vue hydrogel. Mbi truong nudi
cy té bao s& di qua mot chidu qua giéng nudi ciy
té bao HepG, rdi qua khdi hydrogel ra ngoai dé
thu duoc dung dich nudi cdy té bao HepG2.
Exosome thu dugc ¢ 3L dich mdi truong la 1 +
0,15 mg. Dich nudi céy té bao dwoc ly tim dé két
tia té bao va vun té bao dugc ly tam & 50 mL
dich nbi rdi loc qua bo loc ly tim. Phan ¢ dic do
s& duoc chuyén sang 6ng tube méi rdi duge hinh
thanh, bao quan lanh trong it nhét 12 gio va duoc
giit trong dung dich dém phosphate.

3.3 Pic diém ciia exosome phén lap
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Hinh 3: Pdc diém ciia exosome phdn ldp tir méi truong nudi cdy HepG2. () Su phin bé cdc kich thuée cia

exosome, kich thudc trung binh va dién thé zenta duoc do tie DLS. (B) Hinh anh TEM cuia exosome dwoc

phdn ldp tir té bao HepG?2 (ti I¢ trung binh 50nm) (C) P bén ciia exosome theo thoi gian

Exosome dugc phan l4p tir méi truong nudi cy té
bao thong qua thiét bi vi luu kich thudc trung binh
la 65,4 nm thyc hién bing phuong phap DLS
(Hinh 3A). Su phan b kich thuéc khong dugc
ddng nhit phu hop v6i tinh chat ciia exosome khi
tach ra tir t& bao. Két qua cho thiy sau 14 ngay
theo ddi & didu kién nhiét do 25 va 4 © C, exsome
déu c6 sy gia ting vé mat kich thudc trung binh
v6i tde dd khac nhau. Didu kién nhiét do -20 © C,
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kich thudc trung binh cua exosome sau 4 ngay bao
quan co sy tang nhe tir 68,7 £ 10,2 nm 1én 70,2 +
12,7 nm. Kich thudc cua exosome tiép tuc ting 1én
97,5 £ 17,0 nm sau 7 ngay bao quan. Sau do,
chung tang 1én hon 100 nm sau ngay 10 va gia
tang nhe 1én 105,4 + 13,8 nm & ngay cudi clng
kiém tra. Két qua nay cho thiy ¢ -20 ° C,
exosome c6 toc do gia tang kich thudc cham hon
so voi diéu kién 25 ° Cva 4 ° C. Véi diéu kién



nhiét d6 thip -80 ° C, kich thudc trung binh cia
exosome c6 sy ting nhe, khong dang ké. Tir ngay
1 dén ngay 4, kich thudc nay ting tir 62,7 + 11,2
nm dén 67,5 + 13,4 nm. Kich thude trung binh la
70,3 £ 17,2 nm & ngay 7 va tiép tuc tang nhe 1én
73,4 + 22,7 nm & ngay 10. Két qua do dugc &
ngdy cudi ciing theo ddi cta exosome 1a 79,6 +
25,1 nm. C6 thé thay sau 14 ngiay theo ddi,
exosome khong c6 su gia ting mot cach manh mé
vé kich thuée nhu & ba dién kién nhiét do trude do
(Hinh 3C).

Pién thé zeta cta exosome do duoc khi tién hanh
phan 1ap do duogc 1a -7,94 + 0,78 mV  diéu dé
chimg t6 rang exosome c6 dién tich gan nhu trung
tinh (Hinh 3B). Nhu vay, exosome thu duogc tu
thiét bi vi luu khong chi giup cung cip méi truong
nudi ciy t& bao mé phong & méi trudng dong vat,
ma con thuéan tién cho viéc phan 1ap exosome tir
mdi truong nudi cdy té bao, gitp giam thiéu thoi
gian loai bo té bao ra khoi moi truong nudi cay khi
tién hanh phan 1ap exosome[12].

3.4. Nghién ciru anh hwéng ciia exosome phan
1ap dugc tir mdi truwdng nudi ciy té bao HepG2
téi sy phat trién ciia té bao HUVEC

Dé x4c dinh anh huong cua viéc nudi cdy dong
thoi hai loai té bao trong thiét bi vi luu va so sanh
su phat trién cua té bao nd6i mé HUVEC khi c6 su
xuét hién cia exosome, hai dong té bao duoc thém
vao hé vi luu voéi ndng do ban dau 1a 103 té
bao/mL. Sau 24 gid nubi cdy, két qua cho thay khi
nudi cdy dong thoi véi té bao HepG,, s6 luong té
bao HUVEC dém duoc la 1,29 x 10* té bao/mL.
Sau 48 gid, s6 luong té bao HUVEC nudi cdy
riéng biét 1a 4,81 x 10 t& bao/mL thap hon so véi
khi dugc nudi cay dong thoi cing HepG, 14 8,62 x
10* té bao/mL. S6 lugng té bao HUVEC ¢ 2 diéu
kién nudi ciy dong thoi va riéng 18 tiép tuc ting
lan luogt 1én dén 2,54 x10° t& bao/mL va s6 lugng
té bao HUVEC & 2 diéu kién nuéi cay dong thoi
va riéng 1¢ tiép tuc tang 1an luot 1én dén 2,54 x10°
té bao/mL va 1,24 x10° t& bao/mL sau 72 gid nudi
cdy. Nhimg két qua ting sinh cia HUVEC cho
thiy v6i diéu kién nuéi cdy dong thoi, HUVEC c6
sy phat trién manh mé& hon (Hinh 4). So sanh cac
két qua giita hai té bao HepG2 va HUVEC cho
thdy rang, khi dugc bd sung exosome trong diéu
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kién phéan lap tir t& bao HepG, va khi nudi ciy
dong thoi voi HepG,, téc dd phat trién cia
HUVEC gan nhu 1a tuong tu nhau, khong cé su
khac biét khi nudi cdy dong thoi hai loai té bao
ciing nhu bd sung exosome phan I4p tir moi trudng
nudi ciy té bao HepG, trong moi trudng nudi ciy
té bao HUVEC. Tir nhitng két qua nay, c6 thé két
luan réng exosome la mot tin hi€u li€n lac gitta
HepG, va HUVEC va gilp HUVEC hinh thanh,
tang sinh nhanh hon. Pay 1a mdt co s& quan trong
m¢é ra hudng diéu tri bénh méi dic biét giap ich
trong van dé giam thiéu ung thu trong tuong lai.

3.0%10° 4

—a— HUVEC riéng 1&
*— Nudi céy dong thoi //
—a&— Nubi cdy bd sung exosome

2.5%10°

2.0x10°

(té bao/ml)

a0

1.5x10°

1.0%10° 4

S6 Iugng té b

5.0x10*

0.0

1 24 a8 72
Théi gian (h)

Hinh 4: Téc do phat trién ciia té bao HUVEC khi
nudi cdy diege bé sung exosome tir HepG, hodc
nuéi cdy dong thoi véi HepG2 trong hé vi luu, so
sanh véi nudi cay té bao HUVEC riéng lé.

4. KET LUAN

Nghién ctru da phat trién thanh cong mot thiét bi
vi luu véi kich thudée 24 mm x 50 mm x 7 mm
gitip nudi cdy dong thoi 2 dong té bao khac nhau
va thuan ti€n trong phan lap dugc dich nudi céy té
bao mot cach riéng & voi mé hinh nudi cdy khéi u
nhan tao dang 3D mé phong. Diéu nay da ching
minh réng exosome hoat dong nhu la déi tuong
mang thong tin lién lac, truyén tin hiéu gitra té bao
ung thu gan HepG, va té bio ndi md tinh mach
HUVEC. Viéc phan 1ap va nghién ciru cac dac
diém cua exosome 14 rit quan trong, 1 tién dé dé
phat trién phuong phap diéu tri ung thu méi nhim
vao cac exosome tir t& bao ung thu ciing nhu xéac
dinh co ché cua su phat trién ung thu mot cach sau
rong hon.

LOI CAM ON

Nghién ctru ndy duoc hoan thanh véi sy hd tro
kinh phi tir d& tai DPTPLCN.68/22 cia Bo Khoa
hoc va Cong nghé.
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