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VE CHUNG TOI

Nhan hang Regenmedlab dudc xay dung tU nam 2014 bdi PGS.TS. Pham
Van Phuc v8i muc dich dai dién cho cac san pham di kém véi hoat déng
chuyén giao céng nghé.

Pén nam 2017, Regenmedlab dugc sdap nhap vao Vién Té bao gbc va dai
dién cho nhém san phédm phuc vu cho san xudt cidc san pham té bao, té
bao géc va cac sinh pham khac.

Tat cad cac san pham thudéc nhan hang Regenmedlab dudc san xuat
theo tiéu chuan ISO 13485:2016 va dudc kiém soat nghiém ngat vé chat
lugng trudc khi xuat xudng. Dac biét, tat ca nguyén liéu san xuat déu
dat cac tiéu chuan dugc liéu nhu USP, Ph.Eur, GMP.

Tai liéu nay gidi thiéu cac san pham cula nhdn hang Regenmedlab su
dung trong san xuat mai trudng dudc diéu hoa (conditioned medium)
va exosome tU té bao gbc trung mé.



VE EXOSOME VA

Khai niém “exosome” dudc
néu bdi Johnstone et al. vao
nam 1987 sau khi Pan's va
Johnstone's phat hién cac
tai tiét ngoai bao
(extracellular micovesicle -
EV) vao nam 1980. Sau haon
40 nam phat trién, cac nha
khoa hoc da phan nhém
cac EV thanh 3 nhom:
exosome, microvesicle (MV),
thé apoptotic (AB).

MICROVESICLE

Exosome la tui tiét cé kich
thudc nho nhat so véi MV
va AB. Kich thudc cua
exosome trong khoang 30-
150 nm (dudng kinh). Trong
khi do, kich thudc cua MV la
0,1-1 micromet va clia AB |3
1 -5 micromet. Exosome co
hinh cai tach (cup), trong
khi dé MV rat da dang trong
hinh dang.

Exosome dugc cau thanh
tU mang dai lipid, chida bén
trong la cac protein,
mMiRNA, mRNA va lipid. Dén

nay da cé hon 27.000
mMRNA va 4900 miRNA
phat hién cé  trong
exosome. Exosome biéu

hién dac trung bdi cac
phan td tetraspanin (CD9,
CD63, CD81, CD82), phan tu
badm dinh (CD11b, CD54),
cholesterol, sphingomyelin,
ganglioside GM3 va cac
phosphatidylserine.

Exosome thu tU té bao goc
trung moé thé hién nhiéu
hoat tinh sinh hoc quan
trong dé tai tao md bao
gém diéu bién mién dich,
khang viém, khang oxy hoa,
Uc ché seo x3, va tang
cudng tao mach mau magi.



MOI TRUONG

 DUOC DIEU HOA

Moéi trudng dugc diéu hoa (CM) la
dich thu dugc tU qua trinh nudi té
bao gbc cb chia cac yéu to tiét tu té
bao géc vao mai trudng nudi.

YEu to tiét tuU té bao goc bao gom 2
dang chinh: chat tiét va tdi tiét. Cac
chat tiét dugc tiét ra tU té€ bao gdc rat
da dang bao gom cac yéu té tang
trudng, cytokine.. Cac tui tiét tu té
bao bao gom exosome, MV, AB...

Phan I8n cac yéu té tiét co hoat tinh
sinh hoc, tuy nhién, hoat tinh sinh
hoc phu thuéc loai té bao tiét. Boi voi
madi trudng dudc diéu hoa bdi té bao
goéc trung mo, modi trudng nay cod
nhiéu hoat tinh sinh hoc dé kich
thich tai tao moé nhu diéu bién mién
dich, Uc ché apoptosis, kich thich tao
mach mau, khang oxy hda, va khang
vi sinh vat.



THACH THU'C TRONG

UNG DUNG TREN NGU' O

Mac du ca moi truéng dudc dieéu hoa va exosome thu tU nudi cay té bao goc trung mé cé nhieu hoat
tinh va dugc tinh, dac biét |a trong viéc Ung dung tai tao mo cd quan, viéc san xuat chdng lugng I8n
va dat tiéu chudn dudc pham la van dé nan gidi. Hoan toan khac vdi viéc san xuat té bao géc ma co
thé rda té bao dé dang bang ki thuat li tdm, maéi trudng dugc diéu hoa va exosome gan nhu khong
thé rdia sach va loai bo cac yéu té khéng mong mudn theo cach do.

Do d6, viéc san xuat maoi trusng dudc diéu hoa va exosome dat tiéu chuan dugc pham |a thach thic
I6n hién nay. Bé thdo g8 nhing khé khan nay, viéc san xuat mdi truséng dudc diéu hoa va exosome
can dudgc tién hanh trong méi trudng nudi té bao géc trung mé hoan toan khéng chla cac yéu té
déc hai cho co thé ngudi, thanh phan maéi trusng, yéu t6 b sung can ducc can nhac cdn than dé vua
gi dugc tinh nang clia maéi truéng Nubi va via dam bao tinh an toan khi st dung.

Hon nda, dé co thé thu dugc mot lugng I6n yéu t6 tiét trong moi trudng diéu kién clng nhu lugng
6N exosome, té€ bao gbc trung md can dudc kich thich bang cac yéu té phu hop dé tang cusng kha
nang san xuat va bai tiét yéu to tiét trong qua trinh nuoi.

Nhu vay, dé san xuat cac maoi trusng dugc diéu hoa va exosome, mdi trudng nudi can dat tiéu chuan
s’ dung trén ngugi (nhu tiém, truyén, boi, thoa..) va diéu kién tang cudng hoat tinh tiét cda té bao
géc trung moé khéng tao ra chat déc cling nhu lam giam hoat tinh cula yéu té tiét.
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Cong nghé Exo-SCl dudc nghién clu va phat trién tai Vién Té bao géc, Trudng Dai hoc Khoa hoc tu nhién, DPHQG-
HCM bdi PGS.TS Pham Van Phuc tt nam 2017.

Céng nghé Exo-SCl khéng tap trung vao khau thu hoach exosome va microvesicle tu dich nudéi ma tap trung vao
viéc ché tao moi trusng nudi cay dé té bao tiét ra nhiéu exosome vdi hoat tinh diéu bién mién dich va tang sinh
mach mau; cung vai viéc téi uu diéu kién nudi dé han ché tap chat nhiém vao exosome/microvesicle sau khi thu
hoach. Khac véi quy trinh san xuat té bao ma té bao c6 thé dé dang ria bang li tdm sau khi thu hoach, viéc ria
exosome/microvesicle 1a vé6 cung khé khan. Do do, cdng nghé Exo-SCI vdi muc tiéu 13 san xuat
exosome/microvesicle dat tiéu chuan nguyén liéu dugc pham st dung trong san xuat sinh dudc va mi pham.

V@i cong nghé EXO-SCI, méi trudng nudi té bao goéc trung moé dat tiéu chuan an toan khi st dung trén ngudgi,
madi trudng hoan toan khéng chia cac protein tap nhiém ti déng vat, khéng st dung phenol red, khéng su
dung protein dé coating, khéng st dung hé dém HEPES trong moi trudng, cac thanh phan amino acid, vitamin
s dung trong moi trudng co doé tinh khiét cao va cac protein st dung trong moi trusng déu |a protein tai td hgp
va cac protein cé ngudn goc tU huyét thanh ngusi (HSA) dat tiéu chuan dudc pham (USP); hodac cac mai trusng
khéng chita protein dé giam tap nhiém protein trong maoi trudng nudi vao CM hay exosome.

Bén canh do, Exo-SCI con ap dung céng nghé gay stress khéong can thiép vao bdé gen dé tang cudng qua trinh
tiét clia té€ bao dé thu dugc nhiéu yéu to tiét hon. V3&i cac tui tiét, Exo-SCI gidi thiéu moi trudng bao quan
ExoCryosave OTS dé dong lanh exosome hay ExoDrysave OTS dé déng khé exosome.



NGUYEN LIEU

PAT CHUAN DU'OC PHAM

Exosome/Microvesicle hay méi trudng dugc diéu hoa st dung
trong dugc pham/mi pham doi héi dap Ung nhiéu diéu kién
khat khe nhu (1) khéng tap nhiém cac thanh phan cé nguén
goc tU dong vat, (2) khéng chia cac virut gy bénh trén
Nngudi, (3) ham ludgng du I8n dé san xuat, (4) hoat tinh sinh hoc
cao va (5) cac yéu cau khac ciia nguyén lieu sinh pham.

cubng rén, mé md, tuy rang) dén khau thu hoach

exosome/microvesicle. EXO-SCI cho hiéu suat cao, dé thuc —
hién, tai Iap, hoat tinh sinh hoc clia exosome/microvesicle cao, w
dac biét, cong nghé hoan toan khéng st dung yéu té tu déng

vat, khéng st dung phenol red, va ham lugng protein trong e,

moi trudng thap.

Coéng nghé EXO-SCI dudc sang ché vai cac quy trinh tU khau %
nuodi cay té bao gbc trung mo (tU tuy xuong, mau cudng rén, %
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Quy trinh san xuat
v@i cong nghé
EXO-SCI

Thu hoach exosome hay CM bang
siéu li tam, loc tiép tuyén, SEC.

Bao quan exosome trong
ExoCryosave hay
ExoDrysave

Bao quan CM & -86 dé C.

Rua té bao bang dung dich
Washing Buffer am 37°C (2 lan),

<= == 4 Nudi t& bao trong méi trudng
MSCCult OTS hay MSCCult OTS MV
va ti€p tuc nuadi.
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Nuéi cay tang sinh té bao
goc trung mo dén khi dat
mat dé 60-80% dién tich
pht bé mat dung cu nudi
msmmsmms=g h3ng moi trudng MSCCult
I, hay ADSCCult I, MSCCult
1l, ADSCCult Il, hoac
MSCCult OTS.
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Thu nhan dich nuéi
sau 48-72 gid nuoi.




EXO-SCI

5 5 scan to we|
Bdo quén
Exosome/Microvesicle \
ExoDrysave /... ExoCryosave )

OISH— OTS |=- Tang tiét exosome

Thu hoach
Exosome/Microvesicle ;

SecretoAdd ImmunoAdd

MSCCult OTS
MSCCult OTS MV &=
MSCCult OTS Zero

Nu6i cdy tang sinh MSC
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MSCCultI MSCCult OTS MSCCult OTS MV  Washing  Deat

MSCCult IT MSCCult OTS Zero  Buffer .
ADSCCult I

ADSCCult IT

*OTS Ia tradename clia nhén hdng Regenmedlab, Vién Té€ bdo géc, OTS Ia viét tdt tir cum tir off-the-shelf




MSCCult OTS MV 13 céng nghé thé hé mdi trong Nudi cdy va tang sinh t& bao géc trung mé, nham thu nhan cac yéu té tiét
va tui ngoai bao tu ching. MSCCult OTS MV - dudc phat trién trén nén tdng MSCCult OTS - [a méi trudng dung cho san xuét
té€ bao gbéc trung mé dé san xuat thuéc té bao géc trung mé, do dé MSCCult OTS MV dugc san xuat vai tiéu chuan cua
dung dich tiém truyén vai tat ca nguyén liéu st dung dat tiéu chuan ISO 13485:2016 hay GMP cung va&i quy trinh kiém soat
chat lugng nghiém ngat tai Trung tdm Doi md&i sdng tao va San xuat Thuc nghiém, Vién Té bao géc. MSCCult OTS MV I3
mMai trudng khéng chidia huyét thanh, khéng chiia phenol red, khéng chia yéu t6 tang trudng, moi trudng cé chida albumin
huyét thanh ngugi. Méi trudng khéng dung dé tang sinh té bao, mai trudng thiét ké dé thu secretome tu té bao.

=

MSCCult OTS MV

Bac tinh MSCCult OTS MSCCult OTS MV MSCCult OTS Zero
Phenol red Khéng Khéng Khéng
Protein dong vat Khéng Khéng Khéng
Yé&u t6 tang trudng Co (EGF, IGF, FGF-2) Khéng Khéng
Protein HSA, Human HSA Khong
Fibronectin
HEPES Khéng Khéng Khéng
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SecretoAdd

Coéng nghé doc ddo cam Ung té bao gbc trung
mo6 tdng cudng tiét exosome va MV ra ngoai
dich nuéi. Lugng exosome va MV cé thé thu
nhan tang 2-5 lan trong dich nudi khi bé sung
1X SeretoAdd.

SecretoAdd chla cac thanh phan an toan,
khéng su dung protein déng vat, khéong su
dung cac chat cé déc tinh té bao, khéng gay lao
hoa sém té bao gbéc trung mo.

Pé tadng san luong Exosome/MV, té bao géc
trung moé dudc nudi trong moi trudng MSCCult
OTS MV bé sung 1X SeretoAdd va nudi trong 48
- 72 gid.
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Cd ché hoat déng cua SecretoAdd

SecretoAdd khi bé sung tai nébng dé 1X trong méi
trudng MSCCult OTS MV sé tao nén diéu kién cdng
thdang (stress) gid IGp, ti dé kich thich té&€ bao géc trung
mé sdn xudt cdc tdi tiét ra ngodi.
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ExoCryvosave 015

ExoDrysave 015

Exosome/MV khéng phai |1a té€ bao séng, nén viéc bao quan exosome/MV
khéng gidng véi viéc bao quan té bao séng.

Vi théng tin ma Exosome/MV mang va truyén cho té bao muc tiéu 1a cac
phan tu protein, RNA (MRNA, miRNA) nén viéc bao quan can phai duy tri cau
trdc dé dam bao hoat tinh sinh hoc clia nhiing phan tu truyén tin nay.

Céng nghé& EXO-SCI cung cép 2 lua chon cho viéc bdo quan Exosome/MV:
doéng lanh tai diéu kién -80°C (st dung dung dich ExoCryosave OTS) va déng
kho bao quan nhiét dé6 mat 2-8°C (st dung dung dich ExoDrysave OTS).

ExoCryosave OTS va ExoDrysave OTS dugc san xuat theo tiéu chuan cua dung
dich tiém truyén trén ngudi nén dap Ung dudc cac tiéu chuan si dung truc
ti€p dung dich chlta exosome/MV ma khéng phai rda lai exosome/MV trudc
khi st dung hay san xuat.
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Tan suat/Ghi cha

Théng s6/Chi tiéu

Tiéu chuan Chap nhan / Muc
tiéu

Phucng phap Danh gia

I. DAC TiNH HOA LY

1. Hinh thai hoc

C&u truc dang chén/cup, mang rd

Kinh hién vi dién tu truyén qua
rang, khéng bi két tu.

(TEM)

Phan bé kich thudc phu hgp (vd:

M&i 16. So sanh vai gia tri nén
ho&c 16 chuan.

2. Kich thudc hat

NTA, DLS, TRPS, hodc FCM dd
phan giai cao

exosome: 30-150 nm). Béng nhat
gilia cac 16.

Méi 16. Dung dé chuan hoéa liéu

3.Nong do hat

Xac dinh néng dé hat/mL. Phu
hgp v8i muc tiéu san xuat.

NTA, TRPS

lugng.

Il. DAC TiNH SINH HOC

Cb6 mat cac marker dac trung:

M&i 16. SU dung két hap it nhat 2

4. Marker dudng tinh

Tetraspanins (CD9, CD63, CD8]),

Flow Cytometry, Western Blot,
TSG101, Alix, HSP70.

ELISA, TEM (immunogold)

Vang mat cac marker nhiém ban:

phuadng phap.

Mai 16. Danh gia dé tinh khiét.

5. Marker am tinh

Western Blot, ELISA, Mass
Spectrometry

Calnexin (ER), Cytochrome C (ty
thé), Apolipoprotein.

11l BO TINH KHIET

Mai 16

6. Danh gia db tinh khiét

Mau déng nhat vé kich thudc,
khoéng cé peak cla protein tap
hdp hoac vesicle khac. Khéng

K&t hgp NTA/TRPS (phan bé kich
thudc) va Western Blot/ELISA
(marker)

Ham lugng BSA du thap dugi

Méi 16. Dac biét quan trong néu

7. Nhiém protein nén (BSA)

ngudng quy dinh. Uu tién: khéng

st dung huyét thanh trong quy
trinh nudi cay.

ELISA, Western Blot
phat hién.
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Théng s6/Chi tiéu

Phucng phap Danh gia

Tiéu chuan Chap nhan / Muc
tiéu

Tan suat/Ghi cha

IV. KIEM SOAT AN TOAN

8. V6 trung (Vi khuan/ndm)

Nudi cay vi sinh, PCR

Khéng nhiém khuan hodc ndm. Dat
tiéu chuan dugc dién (VD: USP <71>,
Ph. Eur. 2.6.1).

M&i 16. Kiém tra nguyén liéu dau vao
va san pham cuéi.

9. Mycoplasma

Nudi cdy, PCR, hoac xét nghiém
nucleic acid

Am tinh v&i Mycoplasma.

Mbi 16, d&c biét 1a t& ngudn té bao.

10. Endotoxin

Xét nghiém Limulus Amebocyte
Lysate (LAL)

< 0.5 EU/mL (tiém) hodc theo hudng
dan cldia cd quan quan ly (FDA, EMA).

Mai 16. Rat quan trong ddi vaéi ing
dung in vivo.

11. An toan ngudn té bao

Sang loc ngudi hién tang (HIV, HBY,
HCV, etc.)

Tuan thu cac tiéu chudn vé ngan
hang mé (VD: AATB).

M&i ngudn té bao, trudc khi dua vao
san xuat.

V. HOAT TiNH SINH HOC

12. Hoat tinh sinh hoc

In vitro assays: Tang sinh té bao
(MTT/XTT), Di cu (Scratch/Transwell),
Tao mach (Tube formation), v.v. (Xem
Bang 4 trong chudng sach)

Thé hién hoat tinh du kién (vd: kich
thich tang sinh, di cu, hoac Uc ché
viém) so v&i déi chidng. Xac dinh
dugc EC50/IC50.

Mbi 16 hodc theo dinh ky. So sanh vdi
mot 16 chuan da biét hoat tinh.

VI. TINH NHAT QUAN

13. Nhat quan gilta cac 16

So sanh tat ca cac thong sé trén
(Kich thudc, ndng dd, marker, hoat
tinh) gifa cac 16 san xuat.

Cac thong s6 nam trong pham vi
thiét 1ap san, thé hién su 6n dinh va
tai 1ap clia quy trinh.

Gilta cac 16 san xuat.
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THONG TIN PAT HANG

San pham

MSCCult |
MSCCult OTS

MSCCult OTS MV
Washing Buffer

Deattachment

SecretoAdd

ImmunoAdd
ExoCryosave OTS

ExoDrysave OTS
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