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Boi canh va thach thuc trong san xuat Exosome

Trong nhitng ndm gan day, exosome ndi Ién nhu moét nén
tdng quan trong trong linh vuc y hoc tai tao va cac liéu
phap v bao (cell-free therapy). Cac tui ngoai bao kich
thudc nano nay mang theo protein, lipid va RNA co6 kha
nang diéu hoa nhiéu qua trinh sinh hoc nhu tai tao mo,
diéu hda mién dich va truyén tin hiéu gitta cac té bao.

Nhd nhiing dac tinh nay, exosome dang dugc
nghién cliu va Uing dung trong nhiéu linh vuc:

e Y hoc tai tao

e Liéu phdp mién dich

e Dugc my phédm sinh hoc

e Co6ng nghé sinh hoc tri liéu

Su quan tdm ngay cang tang déi vSi exosome kéo
theo nhu ciu phat trién cac quy trinh san xuat én
dinh, cé kha nang ma réng quy mé va dam bao chat
lugng san pham.

Y hoc tai tao

« Chita lanh vét thuong
« Tai tao mé xucng, sun
« Slfa chira co tim, v.v.
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Liéu phap
mién dich
.« Didu tri ung thu
« Kiém soat viém,
nhiém
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' « Piéu chinh mién
¥ dich tu mién, v.v.

Exosome
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~« Giam nép nhan

.
Dugc my pham
sinh hoc

e Tré hoéa da
» Téng sinh collagen &
elastin

o Tri seo, v.v.

Cong nghé 3
sinh hoc tri liéu
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« San xuat thudc tri liéu
« Van chuyén thudc & gen...




Trong nhiéu ting dung clia y hoc tai tao va dugc my pham sinh hoc,
chat lugng clia exosome phu thudc chdt ché vao trang thai sinh ly
cla té bao me, dac biét 13 té bao géc trung md (MSC). Khi té bao duy
tri dudc tinh trang sinh hoc én dinh, cac tli ngoai bao dudc tiét ra
thudng chifa day du céc tin hiéu sinh hoc quan trong nhu protein,
lipid va RNA chuc nang.

Tuy nhién, trong nhiéu quy trinh truyén théng, exosome thudng dudc
thu nhan bang cach dat té bao vao méi trudng thiéu dinh dudng
(serum starvation) nham kich thich phan Ung tiét tdi ngoai bao. Cach
tiép can nay co thé tao ra mot sé hé qua khdng mong mudn.
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. Khi bi dat trong moi
trudng nghéo dinh dudng trong thdi gian dai, MSCs dé roi vao
trang thai stress sinh hoc va suy gidm hoat déng chuyén hoa.
Diéu nay c6 thé anh hudng dén kha nang duy tri chlic nang binh
thudng clia té bao me.

Trong diéu kién
stress, cac tui ngoai bao dugc tiét ra cé thé chua it tin hiéu sinh
hoc chuc nang han, lam giam hoat tinh sinh hoc cua exosome
thu dugc.

Stress té bao kéo dai co
thé kich hoat qua trinh apoptosis. Khi d6, cac manh v& tU té bao
chét (apoptotic bodies) cé kich thudc tusng tu tui ngoai bao cé
thé xuat hién trong dich nudi, gay nhiéu cho cac budc phan tich
va tinh sach exosome.

San lugng exosome
co thé bién déng dang ké gilta cdc mé nudi cay, déng thsi phu
thudc manh vao diéu kién mai trudng va trang thai ctia quan thé
té bao.

Cac quy trinh dugc
phat trién trong diéu kién phong thi nghiém thudng gap nhiéu
thach thic khi chuyén sang cac hé thong nudi cady quy md Ién
hodc cac quy trinh san xuat cé kiém soat.

, f Apoptotic
L signaling
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Nhitng han ché néu trén cho thay viéc thu nhan
exosome khdng chi don thuan 13 mét thao tac ky
thuat riéng I1&, ma & mdt chudi cac budc lién quan
chat ché dén trang thai sinh hoc cua té bao, diéu
kién nudi cay va phudng phap xu ly dich nuéi.

Khi nhu ciu Uing dung exosome ngay cang md rong
trong nghién culiu, dugc my phadm va y hoc tai tao,
cac phong thi nghiém va don vi phat trién cong
nghé bt dau tim kiém nhiing giai phap giup quy
trinh san xuat trd nén 6n dinh va dé kiém soat hon.

Céng nghé Exo-SCl cua Vién Té bao gbc phat trién mot cach tiép can khac: thay vi
kich thich té bao tiét exosome bang diéu kién thiéu dinh dudng, hé thong moi
trudng nudi cay dugc thiét ké dé duy tri trang thai sinh ly 6n dinh cia MSCs déng
thdi thuic day qua trinh hinh thanh va tiét exosome.

Trong hé théng nay, méi trudng nudi cay dudc téi uu dé:
« Cung cép ngudn ndng lugng va tién chat can thiét cho quéa trinh hinh thanh
mang tui ngoai bao
« Duy tri can bang chuyén héa va han ché stress sinh hoc cua té bao
« HO trg qua trinh déng goi céc tin hiéu sinh hoc vao bén trong tdi ngoai bao
« Gidm nguy cd hinh thanh cac manh va ti té bao chét

Nh& dé, MSCs cé thé duy tri trang thai hoat déng én dinh trong suét chu ky nuéi
cay, dong thdi tiét ra lugng exosome cao han va déng nhat hon so véi cac phuong
phap thu nhan dua trén starvation.

Céch tiép can nay ciing cho phép trién khai cac chién lugc thu hoach nhiéu chu
Ky (multi-harvest) trén cing mét quan thé té bao, ti d6 nang cao hiéu qua su
dung té bao va cai thién tinh 6n dinh cla quy trinh san xuat.

Nhiing nguyén ly trén Ia cd s& cho viéc phat trién nén tang cdng nghé Exo-SCl,
trong dé cac méi trudng nudi cay va vat liéu hd trg dudc thiét k& nhu cac thanh
phan clia mét hé théng san xuat exosome tich hgp.




Tru cot cong nghé

1. Téi vu héa nang lugng va chuyén hoa té bao

Hé théng mai trudng cung cap céc tién chat chuyén hoa va yéu toé hd
trg hoat déng ty thé, giup MSCs duy tri trang thai nang lugng 6n dinh
trong suét chu ky nudi cay. Nhd do, té bao c6 thé tiép tuc hinh thanh
va tiét exosome ma khéng roi vao trang thai kiét qué nhu trong diéu
kién thiéu dinh dudng.

2. Kiém soat stress va tin hiéu apoptosis

Céc thanh phan sinh hoc trong hé théng mai trudng gitip han ché kich
hoat céc tin hiéu stress va qua trinh apoptosis trong quan thé MSCs.
Diéu nay gilup gidm su hinh thanh cac manh v3 té bao (apoptotic
bodies) — mét trong nhitng nguén gay nhiéu phd bién trong dich nuéi.
3. H6 trg qua trinh hinh thanh mang tui ngoai bao

Méi trudng nudi cay dudc thiét ké dé cung cap cac tién chat can thiét
cho qua trinh hinh thanh mang lipid cua tui ngoai bao. Piéu nay giup
MSCs c6 thé hinh thanh exosome lién tuc ma khéng anh hudng dén
cau truc té bao.

Nh& két hdp cac tru cot cdng nghé trén, Exo-SCl cho phép chuyén déi cach tiép
can tu thu nhan exosome dua trén stress té bao sang san xuat exosome cé kiém
soat dua trén diéu hoa sinh hoc ctia MSCs.
Céch tiép can nay giup:

Duy tri trang thai sinh ly én dinh cua té bao

Cai thién dd déng nhat clia exosome

Giam tap chat sinh hoc trong dich nudi

Nang cao hiéu suat thu nhan

Tao nén tang cho cac quy trinh san xuat c6 kha ndng ma rong

4. biéu hoa tin hiéu sinh hoc trong exosome

Théng qua viéc t6i uu hoa diéu kién nudi cay va cac yéu té tdng
trudng, MSCs dudc duy tri trong trang thai sinh hoc thuan Igi dé
déng goi cac phan tu tin hiéu nhu protein, RNA va cac yéu té diéu
hoa mién dich vao bén trong exosome.

5. Bao vé cau triic exosome trong qua trinh thu nhan

Céc yéu t6 chdng oxy hoa va cd ché bao vé ndi bao dudc tich hop
nham giam tén thuong mang lipid clia exosome do stress oxy hoa
hoac cac budc xur ly cc hoc nhu ly tam va loc.

Protein Yeu to
diéu hoa
mién dich
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DU liéu so sanh hiéu nang

Cac nguyén ly céng nghé cua Exo-SCl dugc phan anh truc tiép qua cac chi s6 thuc nghiém trong qué trinh nudi cay va thu nhan exosome. Khi
so sanh vdi phuong phap thu nhan dua trén starvation, su khac biét c6 thé quan sat rd 8 cac thdng s6 nhu ty 1& séng cla té bao, san lugng
exosome va do tinh sach cua dich nudi.

Mbi trudng nén thong thudng Phudng phap ép xung sinh hoc
(Starvation / Ep doi) (MSCCult OTS MV/MSCCult OTS Zero)

T . . = Q ‘
Hiéu qua Chi phi dé san xuat ra 1 Ty hat - C_s\ \ San lugng tang 3-5 lan. Giam t6i 60%
kinh té Exosome nguyén chat cao 6‘ * |:|!|:|! téng chi phi van hanh
Mat 20-30% san lugng: Hat Exosome mang dién . e Thu héi tron ven 95-100%: Ludi
tich dé dinh chat vao day binh/tui nhua nudi cay 0,04 l... Protein mang tao I8p pht chéng dinh
va mang loc c6 dac. : siéu tron, giai phong moi hat Exosome

IG Iting an toan vao dich.

Chat lugng exosome

¢ Chua tin hiéu xau / Hat rong: Té bao hap héi
thudng dong goi cac tin hiéu stress, viém va lao
hda vao 16i Exosome.

e Mong manh: Mang hat dé v& khi chay Siéu ly tam
(UC) hoac Loc tiép tuyén (TFF). D& bi pha hly bi
géc tu do.

e MSCs dugc “Iap trinh sinh hoc” dé déng goi cac
miRNA phuc héi, yéu t6 sinh tan mach va tin hiéu
khang viém vao bén trong exosome.

o Hé théng bao vé chéng oxy héa ndi bao da tang gilp
6n dinh cau tric mang exosome va duy tri day du cac
marker bé mat dac hiéu (CD9, CD63, CD81).

Nang suat tiét

« Chi dat khoang 2000 - 5000 hat / 1t& bao.
Sau 24h, té bao kiét qué mang va can nang
lugng nén ngling tiét.

¢ Nong do dich thé (Raw Conditioned
Medium): Thudng & muic 10 dén 5.10° hat/mL
(Chua qua siéu ly tam hay loc c6 dac TFF).

 Hiéu suat cao: Dat 15.000-40.000+ hat/té bao.
« Dich thd cé thé dat 2x10° - >10™ hat/mL.

V6i 1 binh T75 (3-5 triéu té bao, 15 mL méi
trudng), sau 48h c6 thé thu 45-100+ ty
exosome.

Néu sir dung hé théng nuéi cdy 3D Bioreactor vi hat,
con sé ndy hoan toan c6 thé nhén Ién hang chuc lan

Ty 1& chét cao (70-80%): Stress
nang, té bao teo tép va kich hoat
Iénh tu chét (Apoptosis) hang loat
sau 24h.

Khoe manh tuyét doi (> 95%): Hé
Ma tran Khéa Iénh tu chét bao vé
quan thé té bao me nguyén ven suét
chu ky nudi céy.




Buc tranh san Iugng exosome theo ngudn géc MSCs

(Dua trén chu ky 48H thu hoach dung MScCult OST MV, dinh lugng bang TRPS)

Toc do Lao héa /
Suy kiét tu nhién
Du phéng Nang suat
(So v&i ép doi thudng)

Ung dung Thanh pham
Khuyén nghi

MGi trudng co ban -
Normoxia (21% 0,)

MGi trudng co ban -
Hypoxia (1-5% 0,)

MSCCult OTS MV -
Normoxia (21% 0,)

MSCCult OTS MV +
Hypoxia (1-5% O.)

Gy
i

San xuat quy mé céng
nghiép (Mass production),

Mién dich toan than.

~ 2.000 - 5.000 hat
(murc tham chiéu)

% 4.000 - 8.000 hat
A Ty 1& chét >30%, xuéat hién
nhiéu manh vé té bao

=~ 15.000 - 30.000 hat
D6 tinh sach cao, ty & séng >95%

40.000 - 60.000+ hat
(Exosome giau miRNA)

Tang ~400%

Meso thdm my cao cap,
Kich thich tang sinh
Collagen/Elastin.

~ 1.500 - 4.000 hat
(mUc tham chiéu)

=~ 3.000 - 6.000 hat
A Té bao teo nho, xep mang

= 12.000 - 25.000 hat

30.000 - 50.000+ hat
(Exosome giau yéu té tan tao
mach VEGF)

Nhay cam / Dé v&

Tang ~350%

Meso thdm my cao cap,
Kich thich tang sinh
Collagen/Elastin.

~ 1.000 - 3.000 hat
(mtrc tham chiéu)

~ 2.000 - 4.000 hat
Stress manh, cé thé chét hang loat

= 10.000 - 20.000 hat

20.000 - 35.000+ hat

Rat Nhanh
(Senescence)
Tang
~500 - 800%

Meso thdm my cao cap,
Kich thich tang sinh
Collagen/Elastin.

~ 500 - 2.000 hat

(mtc tham chiéu)

~ 1.500 - 3.000 hat
A Té bao yéu, dap Ung kém

= 8.000 -15.000 hat

15.000 - 25.000+ hat
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1. Muc dich va pham vi ap dung
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Overall production concept from a Master Cell Bank (MCB) ‘f SECRETOME COLLECTION (P4)\
|
\

(_CELL CULTURE EXPANSION | P4 —> Condltloned
‘ aﬂ Medium
@ on

| MULTI-HARVEST EXOSOME PRODUCTION (P5) ) -/
Masler Cell Bank

+ * Using MSCCult 0TS MV or ---»
P5 > = MSCEUIL OTS Zeto e oY
‘ — -« purified exosome collection ——> Q ™

(10,000 cells/cm?)

0 ngh-densllr culture
* T175 culture flask

(passage 3)

2. Muc dich va pham vi ap dung
s

2. MEDIA AND REAGENTS 3. CONSUMABLES 4. EQUIPMENT

D ThawBest MSCCUlt OTSMV =5 T175 culture flask (175 om?) b biosafety cabinet GO, incubator
(cellthawing soluion) @ (e ome eresig 70 15 mLand 50 m centrituge == co, incubator & i e
MSCCult OTS 9 fES 0TS or ot i
e o & Washlng Buffer ultracentrifuge tubes centrifuge @ ultracentrifuge
collection at P4 Detaatchment pipettes and sterile tips
enzyme P, AL TFF system ultra-low
Master Cell Bank (MCB) . ?ggg:gg&m @ ExoCryosave 0TS @ Eli;";::f#:mmns T g
) 0 TR Giany " T (500500 oa vt 0oy E 350

Quy trinh ndy mé ta chi tiét cac budc san xuat Conditioned Medium (CM) va Exosome tU té bao

gbc trung md (MSC) bét dau ti Master Cell Bank (MCB, passage 3).

Hudng dan va quy trinh san xuat Exosome

Quy trinh ndy md ta chi tiét cac budc san xuat Conditioned Medium
(CM) va Exosome tU té bao gbc trung mé (MSC) bét dau tir Master
Cell Bank (MCB, passage 3).

Quy trinh 4p dung chién lugc cady mat dé cao (10.000 té bao/cm?),
thu CM secretome théng thudng & Ita P4 va thu Exosome tinh sach
da ky (multi-harvest) & Ita P5 bang méi trudng ép tiét MSCCult OTS
MV hoac MSCCult OTS Zero trén quy mo flask T175.

Quy trinh 4p dung chién lugc cady mat dé cao (10.000 té bao/cm?),
thu CM secretome théng thudng & Ita P4 va thu Exosome tinh sach
da ky (multi-harvest) & Ita P5 bang méi trudng ép tiét MSCCult OTS
MV hoac MSCCult OTS Zero trén quy mo flask T175.

» Vat tu tiéu hao:
° F]ask T175 (175 cm?).
o Ongly tdm 15 mL, 50 mL, éng siéu ly tdm, pipette, dau tip vo
trung.
o Mang loc vo trung 0.22 pm (dung cho budc tién xit ly CM).
o Ong ly tam loc hodc cét loc TFF (Cut-off 100 kDa — 300
kDa).
o Thiét bi: Tu cay voé trung, ta &m CO, (37°C, 5% CO,, dd am bao
hoa), may ly tam thudng, may siéu ly tam (Ultracentrifuge) hoac
hé théng TFF, t0 lanh 2-8°C, t0 am sau (-80°C dén -86°C).




Budc 1: Ra déng va cay MCB (P3)

1.Lay 1 6ng MCB (P3) (chtia 2 triéu té& bao) tU nitc long, ra déng
nhanh trong bé n nhiét 37°C dén khi con mét tinh thé nho.

2.Chuyén té bao vao 6ng ly tdm 15 mL chifa sén 5 mL ThawBest.

3.Ly tdm 300g trong 5 phat (luc ly tdm chudn dé bao vé mang té
bao), loai bo dich néi.

4.Huyén phu té bao, dém va xac dinh ty 1& séng (yéu cau = 90%).

5.Tinh lugng té bao: Mat dd cay 10.000 té bao/cm? Can 1.750.000
té bao/flask T175. (nghia 1& 1 vial nudi cho 1 flask T175)

6.Pha lodng té bao véi MSCCult OTS. Thé tich cay: 0,15 mL/cm? =
26,25 mL/flask.

7.Chuyén hén hgp vao flask T175, Iac nhe binh. U & ti &m 37°C,
5% CO,.

Budc 2: Nubi tang sinh (P3)

TANG SINH TE BAO TU MCB (P3 - P4)

1 - RA DONG NHANH 2- CHUYEN TE BAO VA THEM 3-LY TAM 4 - DEM VA XAC DINH TY LE
(RAPID THAWING) DUNG D|CH BAO QUAN {CENTRIFUGATIDN] (COUNTING & vaan‘v}
cmuswen &ADD SDLUTIUN)

i1 82/ it

Liiy 1 ng MCB (P3) (2M 1& bao) tir chwénuémmwlmm Ly thm 300g trong 5 phdt Logibd 13000 oyt 620, dém va wc dinh
nitg 16ng, 1 dong nhanh G 37°C 15 mL chifa siin S mL ThawBest.  dich ndi. Luc ly t3m chudn d& bdo ;
i ki 65n 3t rih the nhd. . by e din 1 é s (ytu i 2 90%).

5 - TINH TOAN LUGNG TE BAO - PHA LOANG VA CHUAN B| HUYEN PHI CAY 7-CAYTEBAOVAU
(CELL CALCULATION) (DILUTION & SEEDING SUSPENSION) (SEEDING & INCUBATION)

's. @ BY - rﬁ g g =26.25mL

Mit 8 ¢y 10,000 1€ bao/cr?. Pha loding 1& bio véi MSCCulE OTS, Chuyén hén hop vao flask T175, Idc nhe

el Th tich cdy: 0,15 mLiem' = 26,25 mUflask.  binh, U &40 &m 37°C, 5% CO,

Budc 3: Cay chuyén ti P3 sang P4

1.Theo déi té bao hang ngay. VSi mat do cay day, té bao sé dat
dd hop luu 80-90% rat nhanh, thudng trong 2-3 ngay.
2.Tién hanh cay chuyén ngay khi dat ngudng hgp Iuu.

1. THEO DOI TE BAO HANG NGAY Ill\‘ 0 ' 2. DAT NGUOING HQP LUU 80-90%
(DAILY CELL MONITORING) (REACH 80-90% CONFLUENCY)

80-90%
HOP LUU
(CONFLUENCY)

DAT NGUTNG
RAT NHANH
DAY 0 (QUICK REACH)

seeding point
£ 3. TIEN HANH CAY CHUYEN NGAY
I (IMMEDIATE SUBCULTURING)
TO PASSAGE 4 (P4)
- EXPANSION
—
2 x
P3 CULTURE FLASK CAY CHUYEN NGAY LAP TUC  TRANH BE TE BAO QUA HOP LU
(initial seeding) (IMMEDIATE SUBCULTURING)  (AVOID OVER-CONFLUENCE)

1.HGt bd méi trudng cl. Rua té bao 1 1an bang PBS véi thé tich khoang 17,5 mL/flask (~0,1 mL/cm?). L4c
nhe va hut bo hoan toan.

2.Thém enzyme Deattachment: 8,75 mL/flask. Nghiéng flask dé enzyme phu déu.

3.U flask trong ti &m 37°C trong 3-5 phut (U &m gilp té bao bong nhanh ma khéng céan tac dong co hoc manh).

4.Quan sat dudi kinh hién vi, v nhe héng binh dé té bao bong ra.

5.Chuyén hén dich vao éng ly tam. Ly tdm 300g trong 5 phut, loai bd dich néi. Huyén phi can va dém té bao.

1. HOT BO MOI TRUGNG GO 2. THEM ENZYME IR
& RUATE BAO pEaTTACHMENT > VT ':‘m T':'*“' -
‘ / ‘ idng flask
_‘ enzyme
\.._ . FO» E ”““‘“ * !

= m"’dh“"‘m" a-"' 0, Incubatar, 37°C, 5% 60,
Hiit bé mibi tirbing ci. Ria té bao Thém enzyme Deattachment 1) flask trong t &m 37°C. (1 flask trong t &m 37°C.
1 fan bing PBS (17,5 mL/Mask). (8,75 mLMask). Té bao bong nhanh. Té& béo bong nhanh.

.. *h“m - *Prwz;ﬂon

3004 / 5 min HuyEn phil ciin

-»

Quan =t dudi kinh hién vi. Vi nhe hing bink
& 18 béo bong ra. Chuydin vio fing lldm. Ly tim 300975 phit. Loai b dich nii. Huyln phi e v dm o bbo. 10



Budc 4: Cay P4 va Thu CM secretome
(Méi truong binh thuéng MSCCult OTS)

1.Cay té bao P4 vao Flask T175 MGI v8i mat d6 10.000 té bao/cm? trong moi
trudng MSCCult OTS (26,25 mL/flask).

2.Nudi & 37°C, 5% CO, trong 2-3 ngay cho dén khi dat 80-90% dd hdp luu.

3.Thu CM P4: Hut toan bd dich nudi (CM MSCCult OTS) vao chai v trung,
dan nhan "CM-P4 (M6i truéng MSCCult OTS)", bao quan 2-8°C.

4.Téach té bao P4: Ngay trén flask vita hut dich, thuc hién ria PBS, U
enzyme (37°C/3-5 phut), ly tam (300g/5 phut) tuong tu Budc 3 dé thu
pellet té bao séng chuan bi cay sang P5.

Budc 5: Cay P5 chuan bi ép tiét Exosome

1.Cay té bao P5 vao Flask T175 MGI (10.000 té bao/cm?) véi 26,25
mL/flask méi trudng nudi cady MSCCult OTS.

2.Nuéi trong 2-3 ngay cho dén khi dat dé hop Iuu 70-80%.

Cay t& bao P4 vao Nudi t& bao P4 Thu CM P4 Tach t& bao P4
o Flask T175 M3 9 (P4 Incubation) e (CM-P4 Collection) o (P4 Splitting)
(New T175 Flask Seeding)

=, Mat da
" 10,000 cells/cm?

"’ xz}[ﬂ:uﬂm

CAY TEBAO P5 &
THEM MOI TRUONG
(SEEDING P5 & ADDING MEDIA)

26.25 mL/flask

CAY TE BAD P5 & THEM MOI TRUONG
(SEEDING P5 & ADDING MEDIA)

(T) PBS Wash

Té@%

Pellet 1& bao stng
chuin bj ciy PS
(Live cell pellet ready
for P5 Seeding)

@ nudITEBAOPS €) KIEM TRA DO HOP LUU
(PASSAGE 5 INCUBATION) (MONITOR CONFLUENCY)

70-80%
80 HOP LUV
(CONFLUENCY)
NUOI TE BAO P5 KIEM TRA DO HOP LUU
(PASSAGE 5 INCUBATION) (MONITOR CONFLUENCY)

THU NHAN CONDITIONED MEDIUM (CM) O P4 & P5

n



Budc 6: Thu CM Exosome Lan 1
(Bang méi trudng ép tiét MSCCult OTS MV)

1.Khi P5 dat d6 hdp Iuu yéu cau, hat bd hoan toan mai trudng nudi ca.

2.RUa that k§ bang PBS 2 1an (méi Ian 10 — 20 mL/flask) dé rira tréi hoan
toan cac protein clia maéi trudng tang sinh.

3.B6 sung méi trudng MSCCult OTS MV vdi thé tich 26,25 mL/flask.

4.Dat flask vao tu &m 37°C, 5% CO, trong dung 48 gid.

5.Thu dich CM I14n 1 vao chai vé trung, dan nhan "CM1-P5 (OTS MV)", gilt
lanh 2-8°C. KHONG TACH TE BAO.

Budc 7: Thu CM Exosome Lan 2

1.Ngay sau khi hat dich CM 1an 1 & Budc 6, gilt nguyén I8p té bao dang
bam trong flask.

2.Cham truc tiép 26,25 mL méi trudng MSCCult OTS MV MGI vao chinh
flask do.

3.Tiép tuc U 37°C, 5% CO, trong ding 48 gid tiép theo.

4.Thu dich CM Ian 2 ("CM2-P5"). C6 thé gép chung vSi CM Ian 1 hodc xu
ly tach biét, gitt lanh 2-8°C.

5.Sau 96 gid ép tiét, t& bao P5 da kiét qué. Tién hanh thu té bao P5 cho
cac muc dich nghién cuu khac.

THU NHAN CONDITIONED MEDIUM (CM) O P4 & P5

&) REMOVE OLD MEDIA ) THOROUGH PBS  (€)) ADD EXOSOME () INCUBATION FOR  (E) COLLECT & STORE CM1

(P5 CONFLUENCY) WASHES (2x) INDUCTION EXOSOME SECRETION (FIRST HARVEST)
MEDIUM H
T

Confluent MSC KHONG TACH TE BAO
L X : = NO CELL DETACHMENT
Khi P5 dat dohop luuyéu  Riathitkjbing PBS 2fan B sung méitrubng Dt flask vaotl 4m 37°C, f,"ﬁ:gf%“éﬁ",fh'?: 1480 chelid
cau, hit bo hon toan (moi fan 10 - 20 mLflask). ~ MSCCult OTSMV 5% CO, trong diing 48gi3.  (OTS MV)", gif lanh 2-8°C.
moituengnudic.  Riratroi protein cil (2625mL/Mlask).  Tébao ép et exosome.  KHONG TACH TE BAD.

KET THUC BUGC 6 CHAM TRUC TIEP M&I TRUGNG MGI THU DJCH €M LAN 2
(END OF STEP 6) (DIRECTLY ADD FRESH MEDIUM) (SECOND CM HARVEST)
PS ADHERENT MSCS: XU LY TACH BIET
(SEPARATE)

[SPINDLE - SURFACE]

CMI-P5
(0TS MV) (WITH ADHERENT FS SURFACE)

-< GOPLAI
[POOL)

@ GI 28°C
CM2-PS

TE BAO P5 KIET QUE & THU HOACH TE BAQ
[EXHAUSTED P5 CELLS & CELL HARVEST)

P5 FLASK
{ WITH ADHERENT MSCs SURFACE)

TIEP TYC U 48 GIT
[CONTINUED 48 HOUR INCUBATION)

M2 THU TE BAD CHO
= CHO NGHIEN U

THU DICH CM LAN 2 96 GIO EP TIET [COLLECT CELLS

(SECOMD CM HARVEST) (%6 HOURS INDUICTION) FOR RESEARCH)

TIEP TUC U 48 GIO
(CONTINUED 48 HOUR INCUBATION)
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TIEN XU LY VA TACH EXOSOME

Luu y: CM-P4 dung dé ché tao Seretome; CM-P5 dung dé thu exosome tinh sach. Quy trinh bén dudi trinh bdy cdc budc dé thu exosome.

Budc 8: Tién xtr ly CM (Loai bé manh va) Bugc 9: Tach exosome
1.(Ap dung chung cho ca CM-P5 Ian 1va 2. Can xU ly trong vong 7 ngay sau khi thu). (LUG ChQ” 1 trong 2 perdng Phap)
2.Ly tam 300g & 4°C trong 10 phut dé loai bo té bao. Thu dich néi.
3.Ly tam 2.000g & 4°C trong 20 phut dé loai boé manh vé té bao (apoptotic bodies). Thu dich 1.Phudng phap A: Siéu ly tam (Ultracentrifugation)
ndi. 2.Chuyén dich sau Budc 8 vao 6ng siéu ly tdm. Ly tdm 10.000g, 4°C trong 30
4.Bat budc: Loc toan b dich néi qua mang vo trung 0.22 hay 0,45 pm dé loai bo cac vi tui ngoai phut. Chuyén dich néi sang 6ng siéu ly tam MGI.
bao kich thudc qua 16n. 3.Siéu ly tdm 100.000g, 4°C trong 70 - 90 phut. ’
5.(Dich CM sau budc nay c6 thé dem di tach exosome ngay hoéc cép déng & -80°C). 4.Exosome s& tao thanh mot I6p can (pellet) m& bam chgt ¢ ddy ong. Hut bo
p - o HOAN TOAN dich néi (doc ngugc 6ng nhe nhang trén giay tham vé trung, tuyét
BUGIC 8: TIEN XLV CM (LOAI BO MANH V) e ~ . . e F Iy . X £
Ao g chung cha ¢4 CHPS 0 1 b 2 CBin i g v 7 nghy 590 K thc) d6i khoéng gill lai dich ndi dé tranh lan tap chat).
R s v CAl — 5.Thém mét lugng nho (50 - 100 pL) PBS OTS hodc dung dich ExoCryosave vao
" ; e E‘%l;;;:ni"i:: day ong, dung pipette hit nha nhiéu Ian dé danh tan hoan toan can exosome.
nmm-ﬂ CoT 6.Phudng phap B: Loc tiép tuyén (TFF) / Ong ly tam loc
Q’ [3 g . . e 7.SU dung mé’ng loc c6 kich thudc phén tu (MWCO) 100 kDa - 300 kDa.
= oo st mmum 8.Chay hé théng TFF (ho3c ly tdm 6ng loc) dé cé dac CM va loai bd protein tu do
—r— lot qua mang.
RETCUA TN CHgN :m wgmmgfi 9.Thu dich c6 dic chua exosome trén mang (Retentate), tién hanh ria
S = i (diafiltration) b&ng PBS theo hudng dan cua thiét bi.
Budc 10: Bao quan exosome J Q
I BUGC 9: TACH EXOSOME (LUA CHON 1 TRONG 2 PHUONG PHAP) I
PHUGNG PHAP A: SIEU LY TAM (Ultracentrifugation) | PHUONG PHAP B: LOC TIEP TUYEN (TFF) / GNG LY TAM LOC

1.Pha huyén phu Exosome thu dudc véi dung dich ExoCryosave OTS theo ty 1& 1:1 (v/v). -
2 Chia nho (aliquot) VA0 CAC 6ng cryotube vé trL‘mg. 1. Tién ly tm & Chuyen djch 2. Siéu ly tam 100.000g 1. Chay Heé thong Loc & Tach Protein
3.Cép déng va bao quan nghiém ngat 8 -80°C dén -86°C (hodc nita 1ong). - Stennes | Y. T = "*"" * FRCCH qui ndeg 100
4.Canh bao: Tuyét déi khéng bao quan & -20°C (tinh thé bang & dai nhiét nay sé dam rach g% R
NCE — G Centifugal
filter tube

Pl 0ICH EXOSOME TINH KHIET (PLRIFIED EXOSOMES

mang lipid exosome). Tranh ra déng nhiéu lan.
( 2. Diafiltration (Rira) & Thu exosome
RETENTATE RETENTATE
% Ao - : . B + '*

: i v
\0 @ B!
i 4. Danh tan Pellet & Thu exosome 4
il . ] EXOSOME TINH KHIET (7) 5{;‘;
cmm-aw.q nth'unu'gh Béoquin nito léng £ 50- IWuL (Isolated Exosomes) e
rli'mdlnaul.lu = “ CAP DONG -g0°c  (Dich CM sau butic nayoﬁlhédem di

EXQSOME EWM& —
mmmmmem A Trénh i dong
. 4 V| e Y Buntryosove  DE DANH TANCAN DICH EXDSOMETINH KH ngay hode cap dang 6 -80°C)
B S

thllr"‘lﬂl U .
- a, >
o@o
o = —

Hi lipid
ugmmd" Bao qudn nita ling

BUGC 10: PRESERVATING EXOSOMES (PRESERVATION PROTOCOL) |

3. Cip d'ung nghlem ngat

7
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HUGNG DAN SU DUNG SAN PHAM

1. Thong tin san pham

1.1. Quy cach - Kich cd

Thanh phan

Quy cach

Diéu kién
bao quan

560 MSCCult OTS MV 500 mL -8 5C
Basal
MSCCult MSCCult OTS MV o
orsmy ! Supplement A 4smL | -20-40°C
s93 ~ MSCCUROTSMVE 50l -20-40°c
Supplement B
560 MSCCult OTS Zero 500 mL 2-89C
Basal
MSCCult MSCCult OTS Zero o
OTS Zero 594 Supplement A 45 mb ~20-40°C
595 MSCCult OTS Zero 45 mL 20 — 40 °C
Supplement B

Cdc thanh phan cta sédn phdm khéng bdn riéng Ié

Tén thiét bi y té / Vat liéu phu trg: Mai trudng nudi té bao gbc trung md (chuyén dung thu hoach Exosome)
Chung loai: MSCCult OTS MV va MSCCult OTS Zero

1.2. M6 ta chung

MSCCult OTS MV va MSCCult OTS Zero |4 hé théng méi trudng thu hoach
Conditioned Medium (CM) va Exosome chuan 1am sang thé hé mdi, tich hop céng
nghé "Ep xung Sinh hoc - Bio-Overclocking System". Mdi trudng chii déng cung cap
nang lugng va nguyén liéu, gidp té bao géc trung moé (MSCs) san xuét lugng Exosome
bung né (tdng X3 - X5 lan) ma van duy tri ty 1& séng khdée manh >95% trong suét chu
Ky ép tiét.

Ca 2 dong san phadm déu dat tiéu chuan Serum-Free (v6 huyét thanh), Xeno-Free
(khéng thanh phan déng vat) va Chemically Defined (dinh chuan héa hoc), khéng
chira khang sinh/khang ndm, dam bao d tinh sach quang hoc 100%.

e MSCCult OTS MV: Chira Human Serum Albumin (HSA) lam protein mang, giup
nap nguyén liéu lipid t6i da cho mang Exosome. Téi uu cho phan khic R&D, phong
kham da liéu thAm my (thu dich thé Ung dung 1an kim/Meso) hodc tinh ché bang
phucng phap Siéu ly tdm (Ultracentrifugation).

o MSCCult OTS Zero (Albumin-Free): Céng thuc loai bd hoan toan Albumin. Téi uu
tuyét déi cho san xuat céng nghiép chuan GMP, bén cay 3D Bioreactor, phan 1ap
béng hé théng Loc tiép tuyén (TFF) gilp chéng tdc mang (fouling) tuyét déi va
khéng gay nhiéu cho cac phan tich dinh lugng protein (BCA).
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1.3. Muc dich st dung

San pham 1a vat liéu phu trg st dung trong quy trinh nghién cuu,
phat trién va san xuat san pham tri liéu vo bao (Cell-free therapy).
Dung dé ép té bao gbéc trung md (tU mé ma&, md cudng rén, tay
Xuong, mau cuéng rén, tdy rang...) giai phong Conditioned Medium
(CM) hay Exosome dé san xuat ché pham tri liéu/dugc my pham.

o Noi ddc té < 0,5 EU/mL
e Khéng phat hién Mycoplasma. Pat chi tiéu vé trung (am tinh).
e pH:72-8,0
o Ap suat thdm thau: 285 - 330 mOsm/kg.
« Hiéu ndng: Duy tri t& bao séng > 95% sau chu ky ép tiét 48 gid.

STT Nhém Chung loai Ma san pham
1 Mai truoﬂ‘ng nuoi t?ng sinh MSCCult OTS 045
nén ban dau
2 ] PBS OTS
Dung dich rura té bao
3 Washing Buffer
4 ) Deattachment
Dung dich tach té bao
5 Trysinizer
6 Dung dich bao quan ExoCryosave OTS
Exosome
A Binh Flask (T75, T175) hoac hé théng 3D Bioreactor;
7 Vat tu R P
; Mang loc vo trung 0.22 pm.
8 Thiét bi Ta @m CO2, May ly tdm, May siéu ly tdam hoac Hé

théng loc tiép tuyén (TFF).

1.4. Thanh phan

Amino Acids, Vitamine.

Epidermal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth Factor
(FGF), Sodium Pyruvate.

Luu y: MSCCult OTS MV c6 chua HSA, MSCCult OTS
Zero hoan toan khéng chura Albumin.

San pham dudc cung cap 6 dang pha san 1X.

Khéng can pha loang.

Déi véi cac 6ng Supplement, rd ddng chdm mai trudng
bang cach d&t vial trong t0 mat 2-8°C qua dém (tuyét doi
khéng dung bé 6n nhiét). Trdn 1 vial supplement A va 1
vial supplement B vao 1 chai 500 mL basal, trén déu
trugc khi st dung.

12 thang ké tU ngay san xuat néu bao quan & nhiét doé tu
-20°C - 40°C d6i véi supplement va 2-8°C d6i véi mdi
trudng basal.

14 ngay ké tU ngay tron supplement vao basal bado quan
& nhiét dd tir 0°C dén 8°C.

Tranh tiép xuc anh sang.

Sau khi trdn supplement vao basal thi méi trudng hoan
chinh khéng dugc gitt dong lanh < 0°C

15



QUY TRINH SUDUNG SAN PHAM

Luu y: Quy trinh dudi déy dugc tinh todn tham chiéu cho binh Flask T175. Tat ca thao tdc phdi thuc hién trong diéu kién vé khudn. Nén st dung
MSCs & P4 hodc P5 dé thu Exosome).

Phan I: Nudi cay tang sinh sinh khdoi té bao dau vao

Phéi trén tao mai trudng MSCCult OTS MV hoan chinh

1. Cay té bao gbc trung mé (MSCs) vao binh T175 véi mat do cao: 10.000 té bao/cm?

1. Rd déng MSCCult OTS MV Supplement an toan: Ly chai 2 vial Supplement A )
(Khoang 1.750.000 té bao/binh).

va B ra déng tu nhién trong ngan mat tu lanh (2-8°C) hodc dé & nhiét do phong.

( TUYET BOI KHONG: Khdng ngam tuyp Supplement vao bé nudc dm 37°C). . o o o B
2. SU dung mdi trudng tang sinh sinh khéi nén MSCCult OTS (Tuyét doéi chua dung méi

trudng MV/Zero & budc ndy). Thé tich nudi: 0,15 mL/cm? (tucng duong 26,25 mL/binh

2. Thao tac pha tron: Trong t cay sinh hoc, hut toan bd 10 mL Supplement (gém T175)

4,5 mL Supplement A va 4,5 mL Supplement B) bdm vao chai Basal 500 mL. Hut
2-3 mL méi trudng trong chai dé trang lai vial Supplement 1-2 1an dé lay sach
chét. Lac dao ngugc chai nhe nhang 5-6 lan.

3. bat vao tl am 37°C, 5% CO,, d6 &m bao hoa. Theo déi hang ngay dén khi dat d6 hdp luu
70-80% (khoang 2-3 ngay).

3. Han sl dung sau khi pha (Complete Medium): Méi trudng sau khi da phéi tron

bat budc bao quan & 2-8°C va chi nén sl dung téi uu trong vong 14 ngay va toi Phan Ii: Ep tiét va Thu hoach Pa chu ky (Multi-Harvest)
da la 30 ngay.
Pro-Tip: Néu khdch hang nuéi cdy it va khong xai hét 500 mL trong 14 ngdy, nén chia nho 1. Khi té bao dat do hgp Iuu 70-80%, hit bd hoan toan méi trudng nuéi sinh khéi ca.
tuyp supplement theo ti Ié tuong tng. Khi dung, Idy 100 mL Basal pha véi 0,9 mL

~ - ~e kY . A~ ’ . N R .
luén duge an moi truong tuoi nhat! 2 1an (Mi 1dn ding khoang 10-20 mL/binh T175) dé rita tréi hoan toan protein thita tif moi

trudng tang sinh. HUt bo sach dich ria.

Phan llI: Tién xtt ly Conditioned Medium (CM)

o . o ) ) ) . L 3. B6 sung méi trudng ép tiét MSCCult OTS MV hodc MSCCult OTS Zero vdi thé tich 0,15
(Luu y: Dich CM can dudc x ly trong vong 7 ngay sau khi thu. KHONG cép dong mL/em? (Tudng dudng 26,25 mL cho binh T175). Bit vao td 4m 37°C, 5% CO,.

dich thd néu can sif dung dich 48 thu Exosome). (Meo: C6 thé nuéi trong diéu kién oxy thdp Hypoxia 1-5% O, dé ép té bao sinh yéu té tan

. . . . tao mach manh nhdt).
Ly tdm 300g & 4°C trong 10 phut dé loai bo té bao néi. Thu dich ndi.
1.Thu hoach dgt 1: Sau ding 48 gid, hit toan bd dich (CM Ian 1) vao chai vé trung, bao

Ly tdm tiép 2.000g 6 4°C trong 20 phut dé loai b6 manh vd té bao (apoptotic bodies). quan lanh 2-8°C. Giif nguyén I6p té bao bam trong binh, KHONG tach té bao.

Thu dich néi.
2.Thu hoach dgt 2: Ngay lap tdic cham truc tiép 26,25 mL méi trudng MSCCult OTS

MV/Zero MOI vao chinh binh dé. Tiép tuc U 48 gi¢ va thu dich CM dgt 2. Sau 96 gid ép
tiét, két thuc me thu (tién hanh thu té bao cho cac muc dich nghién ctiu khac).

BUGC BAT BUOC: Loc toan b dich ndi qua mang loc vé trung 0.22 pm (hodc 0.45
um) dé loai bd céc vi ti ngoai bao kich thudc qué 16n. (Dich sau budc nay sén sang
dé tach exosome). Trong quy mé san xuat I8n, viéc loc nay cé thé st dung loc TFF
hay céc capsule loc hay phéu loc. 16



Phan IV: Phan lap va Tach Exosome Phan V: Bao quan Exosome

Lua chon A: Siéu ly tam (Ultracentrifugation) - Khuyén dung véi dong MSCCult OTS MV

1.Chuyén dich da qua loc vao 6ng siéu ly tam. Ly tdm 10.000g, 4°C trong 30 phut.
Chuyén dich néi sang 6ng MOlI.

2.Siéu ly tam 100.000g, 4°C trong 70 - 90 phut.

3.Exosome tao thanh I18p c&n m& dudi day. Déc ngudc éng nhe nhang trén gidy tham
v triing dé hit bd HOAN TOAN dich néi (tranh 1an tap chat).

4.Huyén phu, lam tan cin Exosome bang 50-100 pL dung dich Exosome Washing
Buffer hodc ExoCryosave OTS 1X dé déng lanh va ExoDrysave OTS 1X dé déng khé.

Lua chon B: Loc tiép tuyén (TFF) - Bat budc dung dong MSCCult OTS Zero

1.SU dung hé théng TFF c6 kich thudc mang (MWCO) 100 kDa — 300 kDa.

2.Chay bom hé théng TFF dé cé dac dich va tién hanh rua (diafiltration) bang PBS.
(MSCCult OTS Zero logi bé hoan toan Albumin nén mang loc TFF sé cuc ky théng thodng,
thu héi tron ven >95% Iugng hat di qua ma khéng lo bit tdc mang).

Option A: Siéu ly tam Option B: Loc tiép tuyén (TFF)
Recommended for infrapanor ‘MSCCult 0TS MV’ Mandatory optionsr ‘MSCCult OTS Zero'

Chuyén dichdaqualec  Chuyéndichndi 2%
10.000g, 4°C, sang éng MO1 P/
30 phiit > 'l
N /

{

Hé thdng TFF cd dac

100.000g,
& " 4°C, ExoCryosave
Siéu ly tdm 70-90 phut x 0TS 1X
Hut b HOAN TOAN dichngi  Huyén phti, 1am tan can Thu héi >95% lugng hat

o® Mang loc théng tgoéng,

e ® o khéng bit tac

°
&, ot Y

A

= >

Albuminl i
ddloaibo  |nternal tFF membrane

Carefullyid_rainer with
sterile paper towels

1.Pha huyén phu Exosome thu dudc véi dung dich ExoCryosave
OTS theo ty 1€ 1:1 (v/v).

2.Chia nhd (aliquot) vao cac 6ng cryotube vé trung.

3.CAP PONG NGHIEM NGAT: Bao quan trong ti 4m sau tif -80°C
dén -86°C (hoac Nitd 1dng).

4.CANH BAO TOI QUAN TRONG: Tuyét déi KHONG bao quan
Exosome & nhiét do -20°C. Tinh thé bang hinh thanh & dai nhiét
nay sé dam rach mang lipid va pha huy hoan toan cau truc

Exosome. Tranh ra déng nhiéu lan.

L ) )
" ‘ "
S VMING-us STEM CELL NSTITUTE ! VMINGA-US STEM CELL NSTITUTE
_ am - am
¥ = o ¥ = o
1 1
| Regen@®edlab® ] | Regen@aedlab®
L 1SO 13485:2016 - 180 13485:2016 -
192 100mL 267 100mL -
Dung dich bdo quan té bao Dung dich bao quén té bao
ExoCryosavers1X - ExoDryosave J15"1X %
= vk = =
: . : N
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Phan VI: Canh bao va khuyén cao an toan

Luu y y t& vé HSA: Dong MSCCult OTS MV c6 chita Human Serum Albumin (USP). May do phan tich protein BCA sé& do nham lugng HSA nay
thanh protein cua Exosome. Can HSA cling c6 thé gay tdc mang TFF. Néu can phan tich do tinh sach tuyét déi hodc chay may TFF quy mé

cdng nghiép, hay chuyén sang dong MSCCult OTS Zero.

Khéng dung nham muc dich: Khédng dung MSCCult OTS MV/Zero dé nudi tadng sinh sinh khéi t& bao ban dau.

Viéc st dung truc tiép cac ché pham thu dudc Ién ngudi can tuan thu cac quy dinh cla co quan chiic nang vé quan ly ché pham sinh hoc.

Khéng st dung dung dich néu bi ro ri, d6i mau, bi duc hodc coé tda.

| BCA Protein Assay

BCA reads HSA as HSA residue
Exosome protein Exosome protein! causing clog!

Compliance with
Biological Product
Regulations for

Human Use '

Do Not Use for
Cell Biomass Expansion!

MSCCult
OTS Zero

MSCCult

0TS MV

Use for Absolute Purity
& Industrial TFF

{

Do Not Use if Leaking, Discolored,
' Cloudy, or with Preqip_itate!
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Phan VII: XU ly thai bo

Phan VIII: Ky hiéu sif dung trén nhan

Tuan tha nghiém ngat quy dinh vé chéat thai sinh
hoc y té.

Khéng dé truc tiép dich méi trudng xudng hé
théng nudc thai chung.

Khéng tai su dung bao bi.

MSP: M4 san phdm | LOT: S6 16 | NSX: Ngay san xuét |
HSD: Han st dung | Biéu tugng Nhiét ké chéo: Gidi han nhiét dé.

Regeneaedlab®

ISO 13485:2016

/ 560 500 mL
MSP: Ma san pham Méj _trg(‘“"g . R
nudi té€ bao géc trung mé .
MSCCult J15° MV Basal e Jf

Gidi han nhiét dé.

m 12 thang ké tir NSX néu bao quan & nhiét dé tir 2°C dén 8°C
14 ngay ké tir ngay phéi trén néu bao quéan & nhiét do tir 20C dén 8°C
Pay la vat liéu phu trg trong san xuat
san pham tri liéu t& bao va gen
936189

Thanh phé Hé Chi Minh, Viét Nam
Tiéu chudn: TCCS 019:2023/5CI

S8 cong bé:

Thong tin khdc xem tai: [Of;

San xudt bai Vien Té bao géc
|H ‘ ‘ Toa nha B2-3, Trudng Pai hoc Khoa hoc tu nhién,
8 189 " 623087

Khu phé 6, Phuéng Linh Xuan,
SAN XUAT TAI VIET NAM

G

Vui long quét ma
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CAC SAN PHAM TRONG CONG NGHE EXO-SCI

MSCCult

OTS MV

1

Mb ta Quy cach Bao quan
1 chai basal: 500 mL 2-8°C
M®i trusng nusi thu 1 Vial supplement A: -40-8°C
exosome/CM '
1 vial supplement B —40-8°C

P;R’;enrﬁ‘»edlab"
A o
e x N
2 ES

ExoCryosave OTS 2X

stock 2X

Mo ta Quy cach Bao quan
Dung dich trit déng
exosome 6 nong do Chai 100 mL -20-8°C

MSCCult OTS Zero

4,5 mL

Mo ta Quy cach Bao quan
1 chai basal: 500 mL 2-8°C
Mbi trudng nudi thu 1 vial supplement A: —40-8°C
exosome/CM 4,5 mL
1 vial supplement B —40-8°C

ExoDrysave OTS 1X

Quy cach

Bao quan

Dung dich déng
kho exosomone 1X

Chai 100 mL

-20-8°C

Exosome Washing Buffer

e

dé trao doi buffer;
thay thé viéc su
dung PBS

Mb ta Quy cach Bao quan
Dung dich rua
exosome, sU dung
trong quy trinh TFF Chai 500 mL 2-8°C

nj:%;«aa‘»edlabQ 4

et e
Dung dich béo quénté bao
ExoCryosaveors X

ExoCryosave OTS 1X

L

tfgen(medlab“

8 oo
o

Dung dich bo quin b
fichuiasst S
& ek

ExoDrysave OTS 2X

Mo ta

Quy cach

Bao quan

Dung dich déng khé
exosomone 2X

Chai 100 mL

-20-8°C

Mo ta Quy cach Bao quan
Dung dich trit déng : o0 .Qo
exosome 1X Chai 500 mL 20-8°C

N
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L VARVIeN I TiNH TOAN THE TiCH CHO FLASK T175

— Thé ioh (il

Cay té bao / B6 sung mdi trusng
(OTS va MV)

0,15 mL/cm?

Rufa té bao bang PBS

26,25 mL

~ 0,0 mL/cm?

Enzyme tach té bao (Deattachment)

17,50 mL (T8i uu tiét kiém)

0,05 mL/cm?

8,75 mL
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Thu hoach, Phén l1ap bang hé théng Repligen KrosFlo
M |VE RVl KR2i va Bao quan sau Exosome.

Hé théng dp dung: Repligen KrosFlo KR2i (Mdng 300 kDa) tich hop hé sinh thai héa chat OTS cua Vién Té
bdo géc.

GIAI POAN 1: NUOI CAY VA EP TIET EXOSOME (CELL CULTURE)

1.1. Tang sinh sinh khoi té bao:
« Cay té bao gbc trung mé (MSCs - uu tién Itra P4 hodc P5) vao hé théng nudi cay (vi du binh T175) badng méi trudng nén
MSCCult OTS. Nubi & 37°C, 5% CO, dén khi dat dd hgp luu 50-60%.

1.2. Rlta té bao (Budc Bat Budc):
 Hut bd hoan toan méi trudng nudi cay ca.
« RUa I8p té bao that ky it nhat 2 1an bang dung dich PBS OTS hoac Washing Buffer (10-20 mL/binh T175) dé loai bd 100%
protein du thura. HUt bd sach dich ria.

1.3. Ep tiét bung né:
« B& sung méi trusng MSCCult OTS MV/MSCCult OTS Zero (da pha tron Supplement A & B) véi dinh muc 015 mL/cm? (Tudng
ducng 26.25 mL/binh T175). D3t lai vao ta am.

1.4. Thu hoach Conditioned Medium (CM):
 Sau dung 48 gid, hut toan bd dich CM dot 1 vao chai vé tring, bao quan lanh 2-8°C. (C6 thé cham thém méi trudng méi vao
binh dé tiép tuc ép tiét dgt 2 néu quy trinh san xuat yéu cau).

GIAI DOAN 2: TIEN XU LY DICH CM (PRE-CLEARING)

Luu y: Dich CM thé cdn dudc xtr ly trong vong 7 ngdy, KHONG cdp déng dich thé.

2.1. Ly tam loai bé té bao: Ly tam dich CM & 300g / 4°C / 10 phut. Chuyén dich néi sang 6ng mdi.

2.2. Ly tam loai bé manh vé (Apoptotic bodies): Quay tiép dich néi § 2.000g / 4°C / 20 phut. Thu dich néi.

2.3. Loc vi mé (Microfiltration): Bom toan bé dich ndi qua mang loc vé trung 0.22 um (Capsule hoc phéu loc). Dich CM trong suét sau budc nay da s&n sang dé

dua lén hé théng TFF.
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GIAI DOAN 3: VAN HANH TFF TREN REPLIGEN KROSFLO KR2i

3.1. Thiét l1ap hé théng:
« Lap mang loc Hollow Fiber/Flat Sheet 300 kDa vao may KR2i.
e Thuc hién x& mang (Flush) va can bang mang (Equilibration)
bang Nudc cat pha tiém (WFI).

3.2. C6 dac (Concentration):

e DPua dich CM (da loc 0.22 um) vao binh chua (Feed Reservoir).

 Cai dit phan mém KF Comm: Gilt 4p suat xuyén mang (TMP) &
muc thdp (khodng 2 - 5 psi) va téc do trugt (Shear Rate) ¢ muic
2000 - 4000 s™" dé tao dong chay téi uu ma khéng sinh luc cét
lam rach mang Exosome.

e Chay may dé rut thé tich dich CM xuéng muc thé tich 1am viéc
nhoé nhat (Minimum Working Volume) cua hé théng.

3.3. Trao dbi dém / Ritra mudi (Diafiltration - Budc Quyét Pinh):

e Chuyén phadn mém KR2i sang ché dd Constant Volume
Diafiltration (CVD).

« Ké&t néi dudng cap dung dich (Diafiltration buffer) truc tiép vao
binh Exosome Washing Buffer.

 Cai dat chay lién tuc ti 7 dén 10 Diavolumes (DV) (Vi du: Thé tich
cd dac 14 50mL thi can chay qua 350 - 500 mL WFI). Budc nay
dam bao quét sach 100% madi trudng cl va ion kim loai.

3.4. Thu hoi (Recovery):
* Xa hé thdng, thu héi dung dich Retentate (Exosome).
 Luc nay, ban dang c6 mé Exosome tinh khiét, nam trong dung
moéi Exosome Washing Buffer. D4t ngay 6ng chiia 1én khay da
lanh (4°C).
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GIAI DOAN 4: PINH HINH VA BAO QUAN (CHON 1 TRONG 2 PHUONG AN)

PHUONG AN A: PONG LANH VGl ExoCryosave OTS (Dung Pém 2X)

Téi uu cho béo qudn I6ng dai han & -86°C hodic Nito I6ng.

4A.. Phoi tron: Trén khay da lanh, trén dich Exosome (trong Exosome Washing Buffer) véi dung dich ExoCryosave

L s s OTS (2X) theo ty 1& 1:1 vé thé tich.

=
y - -~ 4A.2. Péng nhat: Hut nha bing pipette nhe nhang 5-10 1an hodc dao ngugc éng. TUYET DOI KHONG vortex tao bot.
[ Regen@aedlab® Lx £ ga ia .
| o el 4A.3. Dong 6ng & Cap dong sieu téc (Snap-Freezing): ]

E",‘.‘,’;?,ﬂi::‘e'?;’;,‘(“é“'ébaf + Chialiéu (Aliquot') vao céc 6ng LoBind. (Chua khqéng khong dé da gian nd).

ol = * Tha ngap truc tiép cac 6ng vao Nitd l1ong hoac bé Ba kho - Ethanol trong 1-2 phut cho hoa thuy tinh 1ap tuc.

4A.4. Luu trit: Nhanh chong chuyén vao t am sau -80°C dén -86°C. (Canh bao: Khéng bao quan & -20°C).
(Meo rda déng: Nhiing ngép é6ng véo bé nudc dm 37°C, vira tan dd la vui ngay véo dd lanh 4°C).

PHUONG AN B: PONG KHO VGl ExoDrysave OTS (Dung Pém 2X)
Téi uu cho viéc vén chuyén va bdo qudn & nhiét dé phong, tao dang bét xép hoa tan tic thi.

4B.1. Phai trén: Tron dich Exosome (trong Exosome 4B.4. Chay chu trinh Sdy déng khd (Lyophilization Cycle):

: Washinh Buffer) v6i dung dich ExoDrysave OTS (2X) e Pha 1 (Cép déng): Ha nhiét dd khay xuéng -40°C dén -45°C, gil
] o theo ty 1& 1:1 vé thé tich (dé tao thanh néng dd 1X cudi t6i thiéu 4 - 6 tiéng.
i EMGs cung). Béng nhat nhe nhang. e Pha 2 (Say s cap - Thang hoa): Bat bom chan khéng rut xuéng
’% = {‘ 50 - 100 mTorr. Nang nhiét khay tu tif [&n -25°C dén -20°C. Gil

A~ - 4B.2. Béng lo (Vial Filling): Chia dung dich vao céAc lo trong 24 - 48 tiéng.

[ ‘ thdy tinh trung tinh déng kho. Thé tich dich KHONG « Pha 3 (S&y th( cap): Gilt 4p suat chan khong t6i’ da. Nang nhiét
Regeneaedlab® _ VUGT QUA 30% thé tich lo. khay tu tur (0.2°C/phdt) 1én +25°C. Duy tri 6 - 12 tiéng dé ha dé am
oot I , , < 2%. , , ,
o 4B.3. Pay nap hd (Half-Stoppering): bat hd nap cao » Pha 4 (Bong nap - Stoppering): Kich hoat hé ép nap thuy luc dé

su x& ranh 1én miéng lo (phai 16 khe hd ranh dé hoi niém phong ndp cao su ngay trong diéu kién chan khéng cua
nudc thoat ra). Xép céac lo 1&n khay say. budng say (ho&c xa khi Nito qua mang loc vé trung rdi déng nap).

4B.5. Hoan nguyén: Banh xdp tréng tinh bam day lo dugdc bao quan & 25°C hodc 4°C. Khi dung, bom lugng Nudc cat (WFI) dung
b&ng thé tich dung dich da chia vao lo ban dau, l4c nhe 1-2 gidy banh sé tan ngay |ap tuic tao dung dich d&ng truong pH 7.4.
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BANG KHAC PHUC SU CO (TROUBLESHOOTING)

Hién tuong

Hé théng KR2i bao ap Iuc (TMP) cao bat
thudng, tdc mang 300 kDa

Nguyén nhan c6 thé

M@i trudng ép tiét co 1an Albumin; Hodc dich
CM chua dudgc loc 0.22 um ky cang.

Cach khac phuc & Phong nglra

Tuan thu tuyét déi viéc dung MSCCult OTS
Zero. Kiém tra mang loc 0.22 um trudc khi
dua lén TFF.

Banh déng kho bi xep, co rium, chay nuéc
dinh day lo (Cake Collapse)

Mau Exosome van con sét lai muéi (NaCl,
gbc Phosphate, v.v.).

J Giai doan 3 (budc Diafiltration), tdng s6
vong rifa bang Exosome Washinh Buffer 1én
tSi han 7 - 10 DV. Tuyét déi khdng dé bat ky

dung dich PBS hay Wash buffer nao tham

Hao hut s6 lugng/Hinh thai Exosome bi vé

Bi stress ca hoc (Shear stress) do bot khi,
luc ly tdm qua manh, hodc thédng sé may TFF
qua cao; Ra déng sai cach.

DPudi bot khi ky trén KR2i, duy tri TMP thap
(< 5 psi). Khi déng lanh, phai cap déng siéu

toc (Snap-freeze) va rad déng nhanh 6 37°C.
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JEVNI[eX M BO TIEU CHUAN KIEM SOAT CHAT LUGNG (QC) CHO
MSC-EXOSOME LAM SANG
Chét lugng clia exosome phu thuéc hoan todn vao "nhd mdy" sdn xudt ra chung (t€ bao MSC) va méi trudng xung quanh.

PHAN 1. KIEM SOAT NGUYEN LIEU BAU VAO VA QUA TRINH TRUNG GIAN
(IN-PROCESS QC)

1. Tiéu chuan ddi véi Té bao gdéc trung md (MSCs): 2. Tiéu chuan dadi véi Mbi trudng thu nhan (Exosome harvest medium):
« Phap ly & Dao diic: Nguén mé phan lap MSC phai dugc « Do tinh khiét: KHONG dudc chia céac tui tiét ngoai lai (exogenous secretory
Hoi déng dao diic phé duyét. vesicles) va cac thanh phan bé sung nhu: huyét thanh bo (bovine serum), dich

chiét tiéu c4u, dich chiét tuyén yén, mudi mat.
 Sang loc ngusi hién: Ngusi hién mé phai dudc sang loc

am tinh véi: HIV, HBV, HCV, HTLV, HEBV, HCMV va TP « Thanh phan cam: KHONG chura chét chi thi mau (phenol red) va thudc khang sinh.
(Giang mai). Tuyét déi khong cé tién sl ca nhan va gia
dinh m3c cac bénh di truyén, tim mach hodc ung thu. « Kiém tra ton du: Néu & giai doan nudi cdy tang sinh té bao trudc dé c6 sl dung
moi trudng chita huyét thanh bo, thanh pham exosome cuéi cung bat budc phai
 Dic tinh té bao: Phai thda man cac tiéu chuan kiéu hinh dugc kiém tra ton du BSA (Bovine Serum Albumin).

(phenotype) dac trung cua MSC.

« Do sach sinh hoc: Da dudc kiém tra vo trung (&m tinh

hoan toan véi vi khuan, vi ndm va mycoplasma). 3. Kiém soat qua trinh tinh sach:

.« Kiém soat tudi t& bao: D& han ché cac kidu hinh tiét lien « Loc thé: Dich ndi nudi cay phai dugc loc qua mang 0.22 pm dé loai bo manh va té
quan dén lao héa (SASPs) lam giam chat lugng exosome, bao va cac hat >220 nm.
bat budc phai kiém tra tinh trang 130 héa cua MSC, hoac ) ) )
Uu tién chi st dung té bao & sé 1an cdy chuyén thap (thé * Loc tiép tuyén (TFF): Kich thudc 16 mang loc TFF phai ti 100 - 300 kDa (gi lai céac
hé/passage 4 ho3c 5). hat >30 nm).

« Di truyén hoc: Tuy trudng hdp, MSC can dudc kiém tra o Luuy: Viéc tai st dung cdt loc va dusng 6ng cé thé lam tdng ndng dd ndi déc t6
bo nhiém sic thé (Karyotype) trudc khi dua vao san xuat. (Endotoxin) do vi sinh vat bam dinh, can giam sat chat ché.




PHAN 2. TIEU CHUAN KIEM DINH THANH PHAM (FINAL PRODUCT QC)

Pay l1a 7 tiéu chi xuat xudng (Release criteria) cot 16i. Mot 16 san pham exosome bt budc phai vuct qua toan bd cac bai test nay dé
dugc cap Gidy chiing nhan phan tich (Certificate of Analysis - CoA).

Tiéu chuan chap thuan

Chi tiéu danh gia o Phuang phap / Thiét bi do
9 (Acceptance Criteria) g phap :
. . Céc tui mang co dang hinh chiéc céc (cup- A, .
1 Hinh thai (Morphology) round) hoac hinh tron. Kinh hién vi dién tU truyén qua (TEM).
3 3 . Dinh phan bé kich thudc (peak distribution) Ph?n tich theo doi hat nano (NTA), TRPS
2 Kich thudc (Size) hai nam trong dai tU 30 nm dén 150 nm hodc Nano-flow.
P 9 ’ (Luu y: Khdng dung TEM cho tiéu chi nay).
Duang tinh (> 90%):
- 2 trong 3 marker mang: CD9, CD63, CD81.
3 DU 4n bé mit & ndi bao (Mark - 1trong 2 marker ndi bao: Alix, Tsg101. Elow C
au an bé mat & néi bao (Markers) Am tinh (< 5%): ow Cytometry
- Am tinh véi ca 3 marker: Calnexin, Histone
3, GM130.
- . . Ty |é s6 lugng hat exosome/néng do protein | NTA/TRPS két hop dinh lugng néng dé
4 B0 tinh sach sinh hoa khéng dugc thap hon 108 hat/ug. protein.
Am tinh tuyét déi véi: Nam, Vi khuén,
5 An toan Vi sinh & Virus Mycoplasma, HIV, HBV, HCV, HTLV, EBV, Nudi cay vi sinh, PCR / Huyét thanh hoc.
HCMV, TP va céc yéu té virus ngoai sinh
6 N&i déc té (Endotoxin) MUic @6 ndi ddc té phai < 0.5 EU/mL. Thi nghiém LAL.
Thé hién hoat tinh sinh hoc in vitro hodc in
7 Hiéu Iyc sinh hoc (Potency) VAIVO tfrdng ung vcfl mvuc dI,Ch su’dung trén Cac thu nghiém chuc nang (Functional
ldm sang (VD: Kha nang kich thich tan tao assays).
mach mau).
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« Vat liéu déng goéi: Bao bi tiép xuc truc tiép v8i exosome
phai vé trung, khéng chia chat sinh nhiét/gay sét
(pyrogen-free). Dac biét, vat liéu KHONG dugc cé tinh hap
phu d6i véi exosome va KHONG gay két tu (aggregation)
hat. Néu bao quan am sau, vat liéu phai chiu dudc nhiét do
-86°C.

e Théng tin trén Nhan (Labeling): B4t budc hién thi: Tén
san pham, Sé lugng exosome, Nguén géc té bao, Thé tich,
Ngay san xuat, S6 16 (Batch number), Diéu kién bao quan
va Ngay hét han. Hudng dan st dung phai dugc dat kém
bén trong tui dung san pham.

« Bao quan va Van chuyén:

o Dang léng déng lanh: Trit 3 -80°C. Van chuyén bang
da khd (dry ice). Khdng nén ra déng va tai cap déng
nhiéu I1an.

o Dang déng kho (Lyophilized): Tr(i 8 2-8°C hoac nhiét
dé phong (thdi gian ngan). Van chuyén & 2-8°C.

« Panh gia xuat 16 (Batch Release): Viéc |ay mau thanh

pham phai dudc tién hanh ngau nhién theo ty 1& quy dinh
clia mdi quéc gia (Vi du: Quy dinh 3% thi mét 16 100 san
pham sé rut ngau nhién 3 lo dé test). Tat ca cac san pham
dudc rut ngau nhién nay phai dat 100% céac tiéu chi &
Phan 2 thi 16 san xuat dé mdi dudc cap ching nhan chuan
hoa, di kém véi CoA va Ho sa 16 (Lot document).

Luu mau héi cliu (Retention Samples):

S6 lugng: Phai luu gilt s6 lugng mau du dé thuc hién it
nhat 02 1an danh gia héi ctiu

« Thdi gian luu: Mau phai dugc Iuu trit it nhat 01 ndm sau

ngay hét han s dung (Expiration date) cua 16 san pham
do.

Viéc tinh sach exosome 14 mét thach thiic I8n. Trong bd tiéu chuan trén, hai chi sé gilp chung ta tu tin chiing minh véi gidi chiic y té
rang san phadm cua minh la "Exosome tinh khiét" (chit khéng phai rac té bao/cell debris hay protein tu do) chinh la: Dau &n loai trif (Am
tinh < 5% vai Calnexin, Histone 3, GM130) va D6 tinh sach hat/protein (> 102 hat/ug).
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	Những giới hạn thường gặp trong quy trình sản xuất
	VƯỢT QUA MỌI GIỚI HẠN CỦA PHƯƠNG PHÁP THU HOẠCH TRUYỀN THỐNG
	Những hạn chế nêu trên cho thấy việc thu nhận exosome không chỉ đơn thuần là một thao tác kỹ thuật riêng lẻ, mà là một chuỗi các bước liên quan chặt chẽ đến trạng thái sinh học của tế bào, điều kiện nuôi cấy và phương pháp xử lý dịch nuôi.
	Khi nhu cầu ứng dụng exosome ngày càng mở rộng trong nghiên cứu, dược mỹ phẩm và y học tái tạo, các phòng thí nghiệm và đơn vị phát triển công nghệ bắt đầu tìm kiếm những giải pháp giúp quy trình sản xuất trở nên ổn định và dễ kiểm soát hơn.
	Công nghệ Exo-SCI của Viện Tế bào gốc phát triển một cách tiếp cận khác: thay vì kích thích tế bào tiết exosome bằng điều kiện thiếu dinh dưỡng, hệ thống môi trường nuôi cấy được thiết kế để duy trì trạng thái sinh lý ổn định của MSCs đồng thời thúc đẩy quá trình hình thành và tiết exosome.
	Trong hệ thống này, môi trường nuôi cấy được tối ưu để:
	Cung cấp nguồn năng lượng và tiền chất cần thiết cho quá trình hình thành màng túi ngoại bào
	Duy trì cân bằng chuyển hóa và hạn chế stress sinh học của tế bào
	Hỗ trợ quá trình đóng gói các tín hiệu sinh học vào bên trong túi ngoại bào
	Giảm nguy cơ hình thành các mảnh vỡ từ tế bào chết
	Nhờ đó, MSCs có thể duy trì trạng thái hoạt động ổn định trong suốt chu kỳ nuôi cấy, đồng thời tiết ra lượng exosome cao hơn và đồng nhất hơn so với các phương pháp thu nhận dựa trên starvation.
	Cách tiếp cận này cũng cho phép triển khai các chiến lược thu hoạch nhiều chu kỳ (multi-harvest) trên cùng một quần thể tế bào, từ đó nâng cao hiệu quả sử dụng tế bào và cải thiện tính ổn định của quy trình sản xuất.
	Những nguyên lý trên là cơ sở cho việc phát triển nền tảng công nghệ Exo-SCI, trong đó các môi trường nuôi cấy và vật liệu hỗ trợ được thiết kế như các thành phần của một hệ thống sản xuất exosome tích hợp.

	Trụ cột công nghệ
	1. Tối ưu hóa năng lượng và chuyển hóa tế bào
	Hệ thống môi trường cung cấp các tiền chất chuyển hóa và yếu tố hỗ trợ hoạt động ty thể, giúp MSCs duy trì trạng thái năng lượng ổn định trong suốt chu kỳ nuôi cấy. Nhờ đó, tế bào có thể tiếp tục hình thành và tiết exosome mà không rơi vào trạng thái kiệt quệ như trong điều kiện thiếu dinh dưỡng.

	4. Điều hòa tín hiệu sinh học trong exosome
	Thông qua việc tối ưu hóa điều kiện nuôi cấy và các yếu tố tăng trưởng, MSCs được duy trì trong trạng thái sinh học thuận lợi để đóng gói các phân tử tín hiệu như protein, RNA và các yếu tố điều hòa miễn dịch vào bên trong exosome.

	2. Kiểm soát stress và tín hiệu apoptosis
	Các thành phần sinh học trong hệ thống môi trường giúp hạn chế kích hoạt các tín hiệu stress và quá trình apoptosis trong quần thể MSCs. Điều này giúp giảm sự hình thành các mảnh vỡ tế bào (apoptotic bodies) – một trong những nguồn gây nhiễu phổ biến trong dịch nuôi.

	5. Bảo vệ cấu trúc exosome trong quá trình thu nhận
	Các yếu tố chống oxy hóa và cơ chế bảo vệ nội bào được tích hợp nhằm giảm tổn thương màng lipid của exosome do stress oxy hóa hoặc các bước xử lý cơ học như ly tâm và lọc.

	3. Hỗ trợ quá trình hình thành màng túi ngoại bào
	Môi trường nuôi cấy được thiết kế để cung cấp các tiền chất cần thiết cho quá trình hình thành màng lipid của túi ngoại bào. Điều này giúp MSCs có thể hình thành exosome liên tục mà không ảnh hưởng đến cấu trúc tế bào.
	Nhờ kết hợp các trụ cột công nghệ trên, Exo‑SCI cho phép chuyển đổi cách tiếp cận từ thu nhận exosome dựa trên stress tế bào sang sản xuất exosome có kiểm soát dựa trên điều hòa sinh học của MSCs. Cách tiếp cận này giúp:
	Duy trì trạng thái sinh lý ổn định của tế bào
	Cải thiện độ đồng nhất của exosome
	Giảm tạp chất sinh học trong dịch nuôi
	Nâng cao hiệu suất thu nhận
	Tạo nền tảng cho các quy trình sản xuất có khả năng mở rộng
	ATP
	Tế bào gốc trung mô (MSC)





	Hướng dẫn và quy trình sản xuất Exosome từ tế bào gốc trung mô
	1. Mục đích và phạm vi áp dụng
	2. Mục đích và phạm vi áp dụng

	3.1
	TĂNG SINH TẾ BÀO TỪ MCB (P3 → P4)
	Bước 1: Rã đông và cấy MCB (P3)
	Bước 2: Nuôi tăng sinh (P3)
	Bước 3: Cấy chuyền từ P3 sang P4


	3.2
	THU NHẬN CONDITIONED MEDIUM (CM) Ở P4 & P5
	Bước 4: Cấy P4 và Thu CM secretome  (Môi trường bình thường MSCCult OTS)
	Bước 5: Cấy P5 chuẩn bị ép tiết Exosome


	3.2
	THU NHẬN CONDITIONED MEDIUM (CM) Ở P4 & P5
	Bước 6: Thu CM Exosome Lần 1  (Bằng môi trường ép tiết MSCCult OTS MV)
	Bước 7: Thu CM Exosome Lần 2


	3.3
	TIỀN XỬ LÝ VÀ TÁCH EXOSOME
	Lưu ý: CM-P4 dùng để chế tạo Seretome; CM-P5 dùng để thu exosome tinh sạch. Quy trình bên dưới trình bày các bước để thu exosome.
	Bước 8: Tiền xử lý CM (Loại bỏ mảnh vỡ)
	(Áp dụng chung cho cả CM-P5 lần 1 và 2. Cần xử lý trong vòng 7 ngày sau khi thu).
	Ly tâm 300g ở 4°C trong 10 phút để loại bỏ tế bào. Thu dịch nổi.
	Ly tâm 2.000g ở 4°C trong 20 phút để loại bỏ mảnh vỡ tế bào (apoptotic bodies). Thu dịch nổi.
	Bắt buộc: Lọc toàn bộ dịch nổi qua màng vô trùng 0.22 hay 0,45 µm để loại bỏ các vi túi ngoại bào kích thước quá lớn.
	(Dịch CM sau bước này có thể đem đi tách exosome ngay hoặc cấp đông ở -80°C).

	Bước 10: Bảo quản exosome
	Pha huyền phù Exosome thu được với dung dịch ExoCryosave OTS theo tỷ lệ 1:1 (v/v).
	Chia nhỏ (aliquot) vào các ống cryotube vô trùng.
	Cấp đông và bảo quản nghiêm ngặt ở -80°C đến -86°C (hoặc nitơ lỏng).
	Cảnh báo: Tuyệt đối không bảo quản ở -20°C (tinh thể băng ở dải nhiệt này sẽ đâm rách màng lipid exosome). Tránh rã đông nhiều lần.
	Bước 9: Tách exosome  (Lựa chọn 1 trong 2 phương pháp)
	Phương pháp A: Siêu ly tâm (Ultracentrifugation)
	Chuyển dịch sau Bước 8 vào ống siêu ly tâm. Ly tâm 10.000g, 4°C trong 30 phút. Chuyển dịch nổi sang ống siêu ly tâm MỚI.
	Siêu ly tâm 100.000g, 4°C trong 70 - 90 phút.
	Exosome sẽ tạo thành một lớp cặn (pellet) mờ bám chặt ở đáy ống. Hút bỏ HOÀN TOÀN dịch nổi (dốc ngược ống nhẹ nhàng trên giấy thấm vô trùng, tuyệt đối không giữ lại dịch nổi để tránh lẫn tạp chất).
	Thêm một lượng nhỏ (50 – 100 µL) PBS OTS hoặc dung dịch ExoCryosave vào đáy ống, dùng pipette hút nhả nhiều lần để đánh tan hoàn toàn cặn exosome.
	Phương pháp B: Lọc tiếp tuyến (TFF) / Ống ly tâm lọc
	Sử dụng màng lọc có kích thước phân tử (MWCO) 100 kDa – 300 kDa.
	Chạy hệ thống TFF (hoặc ly tâm ống lọc) để cô đặc CM và loại bỏ protein tự do lọt qua màng.
	Thu dịch cô đặc chứa exosome trên màng (Retentate), tiến hành rửa (diafiltration) bằng PBS theo hướng dẫn của thiết bị.




	HƯỚNG DẪN SỬ DỤNG SẢN PHẨM
	Tên thiết bị y tế / Vật liệu phụ trợ: Môi trường nuôi tế bào gốc trung mô (chuyên dụng thu hoạch Exosome) Chủng loại: MSCCult OTS MV và MSCCult OTS Zero
	1. Thông tin sản phẩm
	1.1. Quy cách – Kích cỡ
	1.2. Mô tả chung
	Tên sản phẩm
	MSP
	Thành phần
	Quy cách
	Điều kiện bảo quản

	Các thành phần của sản phẩm không bán riêng lẻ



	QUY TRÌNH SỬ DỤNG SẢN PHẨM
	Lưu ý: Quy trình dưới đây được tính toán tham chiếu cho bình Flask T175. Tất cả thao tác phải thực hiện trong điều kiện vô khuẩn. Nên sử dụng MSCs ở P4 hoặc P5 để thu Exosome).
	Phối trộn tạo môi trường MSCCult OTS MV hoàn chỉnh
	Phần I: Nuôi cấy tăng sinh sinh khối tế bào đầu vào
	1. Rã đông MSCCult OTS MV Supplement an toàn: Lấy chai 2 vial Supplement A và B rã đông tự nhiên trong ngăn mát tủ lạnh (2-8°C) hoặc để ở nhiệt độ phòng. (⚠️ TUYỆT ĐỐI KHÔNG: Không ngâm tuýp Supplement vào bể nước ấm 37°C).
	2. Thao tác pha trộn: Trong tủ cấy sinh học, hút toàn bộ 10 mL Supplement (gồm 4,5 mL Supplement A và 4,5 mL Supplement B) bơm vào chai Basal 500 mL. Hút 2-3 mL môi trường trong chai để tráng lại vial Supplement 1-2 lần để lấy sạch chất. Lắc đảo ngược chai nhẹ nhàng 5-6 lần.
	3. Hạn sử dụng sau khi pha (Complete Medium): Môi trường sau khi đã phối trộn bắt buộc bảo quản ở 2-8°C và chỉ nên sử dụng tối ưu trong vòng 14 ngày và tối đa là 30 ngày.

	Phần III: Tiền xử lý Conditioned Medium (CM)
	(Lưu ý: Dịch CM cần được xử lý trong vòng 7 ngày sau khi thu. KHÔNG cấp đông dịch thô nếu cần sử dụng dịch để thu Exosome).
	Ly tâm 300g ở 4°C trong 10 phút để loại bỏ tế bào nổi. Thu dịch nổi.
	Ly tâm tiếp 2.000g ở 4°C trong 20 phút để loại bỏ mảnh vỡ tế bào (apoptotic bodies). Thu dịch nổi.
	BƯỚC BẮT BUỘC: Lọc toàn bộ dịch nổi qua màng lọc vô trùng 0.22 µm (hoặc 0.45 µm) để loại bỏ các vi túi ngoại bào kích thước quá lớn. (Dịch sau bước này sẵn sàng để tách exosome). Trong quy mô sản xuất lớn, việc lọc này có thể sử dụng lọc TFF hay các capsule lọc hay phễu lọc.
	1. Cấy tế bào gốc trung mô (MSCs) vào bình T175 với mật độ cao: 10.000 tế bào/cm² (Khoảng 1.750.000 tế bào/bình).
	2. Sử dụng môi trường tăng sinh sinh khối nền MSCCult OTS (Tuyệt đối chưa dùng môi trường MV/Zero ở bước này). Thể tích nuôi: 0,15 mL/cm² (tương đương 26,25 mL/bình T175).
	3. Đặt vào tủ ấm 37°C, 5% CO₂, độ ẩm bão hòa. Theo dõi hàng ngày đến khi đạt độ hợp lưu 70-80% (khoảng 2-3 ngày).

	Phần II: Ép tiết và Thu hoạch Đa chu kỳ (Multi-Harvest)
	1. Khi tế bào đạt độ hợp lưu 70-80%, hút bỏ hoàn toàn môi trường nuôi sinh khối cũ.
	2. BƯỚC BẮT BUỘC: Rửa thật kỹ lớp tế bào bằng dung dịch PBS OTS hoặc Washing Buffer 2 lần (Mỗi lần dùng khoảng 10-20 mL/bình T175) để rửa trôi hoàn toàn protein thừa từ môi trường tăng sinh. Hút bỏ sạch dịch rửa.
	3. Bổ sung môi trường ép tiết MSCCult OTS MV hoặc MSCCult OTS Zero với thể tích 0,15 mL/cm² (Tương đương 26,25 mL cho bình T175). Đặt vào tủ ấm 37°C, 5% CO₂. (Mẹo: Có thể nuôi trong điều kiện oxy thấp Hypoxia 1-5% O₂ để ép tế bào sinh yếu tố tân tạo mạch mạnh nhất).
	Thu hoạch đợt 1: Sau đúng 48 giờ, hút toàn bộ dịch (CM lần 1) vào chai vô trùng, bảo quản lạnh 2-8°C. Giữ nguyên lớp tế bào bám trong bình, KHÔNG tách tế bào.
	Thu hoạch đợt 2: Ngay lập tức châm trực tiếp 26,25 mL môi trường MSCCult OTS MV/Zero MỚI vào chính bình đó. Tiếp tục ủ 48 giờ và thu dịch CM đợt 2. Sau 96 giờ ép tiết, kết thúc mẻ thu (tiến hành thu tế bào cho các mục đích nghiên cứu khác).


	Phần IV: Phân lập và Tách Exosome
	Phần V: Bảo quản Exosome
	Lựa chọn A: Siêu ly tâm (Ultracentrifugation) - Khuyên dùng với dòng MSCCult OTS MV
	Lựa chọn B: Lọc tiếp tuyến (TFF) - Bắt buộc dùng dòng MSCCult OTS Zero

	Phần VI: Cảnh báo và khuyến cáo an toàn
	Lưu ý y tế về HSA: Dòng MSCCult OTS MV có chứa Human Serum Albumin (USP). Máy đo phân tích protein BCA sẽ đo nhầm lượng HSA này thành protein của Exosome. Cặn HSA cũng có thể gây tắc màng TFF. Nếu cần phân tích độ tinh sạch tuyệt đối hoặc chạy máy TFF quy mô công nghiệp, hãy chuyển sang dòng MSCCult OTS Zero.
	Không dùng nhầm mục đích: Không dùng MSCCult OTS MV/Zero để nuôi tăng sinh sinh khối tế bào ban đầu.
	Việc sử dụng trực tiếp các chế phẩm thu được lên người cần tuân thủ các quy định của cơ quan chức năng về quản lý chế phẩm sinh học.
	Không sử dụng dung dịch nếu bị rò rỉ, đổi màu, bị đục hoặc có tủa.

	Phần VII: Xử lý thải bỏ
	Phần VIII: Ký hiệu sử dụng trên nhãn
	Tuân thủ nghiêm ngặt quy định về chất thải sinh học y tế.
	Không đổ trực tiếp dịch môi trường xuống hệ thống nước thải chung.
	Không tái sử dụng bao bì.
	MSP: Mã sản phẩm | LOT: Số lô | NSX: Ngày sản xuất |  HSD: Hạn sử dụng | Biểu tượng Nhiệt kế chéo: Giới hạn nhiệt độ.

	CÁC SẢN PHẨM TRONG CÔNG NGHỆ EXO-SCI
	MSCCult OTS MV
	Mô tả
	Quy cách
	Bảo quản

	ExoCryosave OTS 2X
	Mô tả
	Quy cách
	Bảo quản

	MSCCult OTS Zero
	Mô tả
	Quy cách
	Bảo quản
	Môi trường nuôi thu exosome/CM

	2-8 oC
	– 40 - 8 oC
	– 40 - 8 oC

	ExoDrysave OTS 1X
	Mô tả
	Quy cách
	Bảo quản

	Exosome Washing Buffer
	Mô tả
	Quy cách
	Bảo quản

	ExoDrysave OTS 2X
	Mô tả
	Quy cách
	Bảo quản

	ExoCryosave OTS 1X
	Mô tả
	Quy cách
	Bảo quản


	PHỤ LỤC 1
	TÍNH TOÁN THỂ TÍCH CHO FLASK T175
	Thao tác
	Công thức khuyến cáo
	Thể tích (mL/flask)
	Cấy tế bào / Bổ sung môi trường  (OTS và MV)
	0,15 mL/cm²
	26,25 mL
	Rửa tế bào bằng PBS
	~ 0,10 mL/cm²
	17,50 mL (Tối ưu tiết kiệm)
	Enzyme tách tế bào (Deattachment)
	0,05 mL/cm²
	8,75 mL


	PHỤ LỤC 2
	Thu hoạch, Phân lập bằng hệ thống Repligen KrosFlo KR2i và Bảo quản sâu Exosome.
	Hệ thống áp dụng: Repligen KrosFlo KR2i (Màng 300 kDa) tích hợp hệ sinh thái hóa chất OTS của Viện Tế bào gốc.
	GIAI ĐOẠN 1: NUÔI CẤY VÀ ÉP TIẾT EXOSOME (CELL CULTURE)
	1.1. Tăng sinh sinh khối tế bào:
	1.2. Rửa tế bào (Bước Bắt Buộc):
	1.3. Ép tiết bùng nổ:
	1.4. Thu hoạch Conditioned Medium (CM):

	GIAI ĐOẠN 2: TIỀN XỬ LÝ DỊCH CM (PRE-CLEARING)


	GIAI ĐOẠN 3: VẬN HÀNH TFF TRÊN REPLIGEN KROSFLO KR2i
	3.1. Thiết lập hệ thống:
	Lắp màng lọc Hollow Fiber/Flat Sheet 300 kDa vào máy KR2i.
	Thực hiện xả màng (Flush) và cân bằng màng (Equilibration) bằng Nước cất pha tiêm (WFI).

	3.2. Cô đặc (Concentration):
	Đưa dịch CM (đã lọc 0.22 µm) vào bình chứa (Feed Reservoir).
	Cài đặt phần mềm KF Comm: Giữ áp suất xuyên màng (TMP) ở mức thấp (khoảng 2 - 5 psi) và tốc độ trượt (Shear Rate) ở mức 2000 - 4000 s⁻¹ để tạo dòng chảy tối ưu mà không sinh lực cắt làm rách màng Exosome.
	Chạy máy để rút thể tích dịch CM xuống mức thể tích làm việc nhỏ nhất (Minimum Working Volume) của hệ thống.

	3.3. Trao đổi đệm / Rửa muối (Diafiltration - Bước Quyết Định):
	Chuyển phần mềm KR2i sang chế độ Constant Volume Diafiltration (CVD).
	Kết nối đường cấp dung dịch (Diafiltration buffer) trực tiếp vào bình Exosome Washing Buffer.
	Cài đặt chạy liên tục từ 7 đến 10 Diavolumes (DV) (Ví dụ: Thể tích cô đặc là 50mL thì cần chạy qua 350 - 500 mL WFI). Bước này đảm bảo quét sạch 100% môi trường cũ và ion kim loại.

	3.4. Thu hồi (Recovery):
	Xả hệ thống, thu hồi dung dịch Retentate (Exosome).
	Lúc này, bạn đang có mẻ Exosome tinh khiết, nằm trong dung môi Exosome Washing Buffer. Đặt ngay ống chứa lên khay đá lạnh (4°C).


	GIAI ĐOẠN 4: ĐỊNH HÌNH VÀ BẢO QUẢN (CHỌN 1 TRONG 2 PHƯƠNG ÁN)
	PHƯƠNG ÁN A: ĐÔNG LẠNH VỚI ExoCryosave OTS (Dùng Đệm 2X)
	Tối ưu cho bảo quản lỏng dài hạn ở -86°C hoặc Nitơ lỏng.
	4A.3. Đóng ống & Cấp đông siêu tốc (Snap-Freezing):


	PHƯƠNG ÁN B: ĐÔNG KHÔ VỚI ExoDrysave OTS (Dùng Đệm 2X)
	Tối ưu cho việc vận chuyển và bảo quản ở nhiệt độ phòng, tạo dạng bột xốp hòa tan tức thì.
	4B.4. Chạy chu trình Sấy đông khô (Lyophilization Cycle):



	BẢNG KHẮC PHỤC SỰ CỐ (TROUBLESHOOTING)
	PHỤ LỤC 3
	BỘ TIÊU CHUẨN KIỂM SOÁT CHẤT LƯỢNG (QC) CHO MSC-EXOSOME LÂM SÀNG
	PHẦN 1. KIỂM SOÁT NGUYÊN LIỆU ĐẦU VÀO VÀ QUÁ TRÌNH TRUNG GIAN (IN-PROCESS QC)
	1. Tiêu chuẩn đối với Tế bào gốc trung mô (MSCs):
	2. Tiêu chuẩn đối với Môi trường thu nhận (Exosome harvest medium):
	3. Kiểm soát quá trình tinh sạch:



	PHẦN 2. TIÊU CHUẨN KIỂM ĐỊNH THÀNH PHẨM (FINAL PRODUCT QC)
	Đây là 7 tiêu chí xuất xưởng (Release criteria) cốt lõi. Một lô sản phẩm exosome bắt buộc phải vượt qua toàn bộ các bài test này để được cấp Giấy chứng nhận phân tích (Certificate of Analysis - CoA).

	PHẦN 3. ĐÓNG GÓI, BAO BÌ VÀ LƯU TRỮ
	PHẦN 4. GIÁM SÁT LÔ SẢN XUẤT VÀ LƯU MẪU  (AUDITING & RETENTION)
	Vật liệu đóng gói: Bao bì tiếp xúc trực tiếp với exosome phải vô trùng, không chứa chất sinh nhiệt/gây sốt (pyrogen-free). Đặc biệt, vật liệu KHÔNG được có tính hấp phụ đối với exosome và KHÔNG gây kết tụ (aggregation) hạt. Nếu bảo quản âm sâu, vật liệu phải chịu được nhiệt độ -86°C.
	Thông tin trên Nhãn (Labeling): Bắt buộc hiển thị: Tên sản phẩm, Số lượng exosome, Nguồn gốc tế bào, Thể tích, Ngày sản xuất, Số lô (Batch number), Điều kiện bảo quản và Ngày hết hạn. Hướng dẫn sử dụng phải được đặt kèm bên trong túi đựng sản phẩm.
	Bảo quản và Vận chuyển:
	Dạng lỏng đông lạnh: Trữ ở -80°C. Vận chuyển bằng đá khô (dry ice). Không nên rã đông và tái cấp đông nhiều lần.
	Dạng đông khô (Lyophilized): Trữ ở 2-8°C hoặc nhiệt độ phòng (thời gian ngắn). Vận chuyển ở 2-8°C.
	Đánh giá xuất lô (Batch Release): Việc lấy mẫu thành phẩm phải được tiến hành ngẫu nhiên theo tỷ lệ quy định của mỗi quốc gia (Ví dụ: Quy định 3% thì một lô 100 sản phẩm sẽ rút ngẫu nhiên 3 lọ để test). Tất cả các sản phẩm được rút ngẫu nhiên này phải đạt 100% các tiêu chí ở Phần 2 thì lô sản xuất đó mới được cấp chứng nhận chuẩn hóa, đi kèm với CoA và Hồ sơ lô (Lot document).
	Lưu mẫu hồi cứu (Retention Samples):
	Số lượng: Phải lưu giữ số lượng mẫu đủ để thực hiện ít nhất 02 lần đánh giá hồi cứu
	Thời gian lưu: Mẫu phải được lưu trữ ít nhất 01 năm sau ngày hết hạn sử dụng (Expiration date) của lô sản phẩm đó.
	Góc nhìn chuyên gia: Việc tinh sạch exosome là một thách thức lớn. Trong bộ tiêu chuẩn trên, hai chỉ số giúp chúng ta tự tin chứng minh với giới chức y tế rằng sản phẩm của mình là "Exosome tinh khiết" (chứ không phải rác tế bào/cell debris hay protein tự do) chính là: Dấu ấn loại trừ (Âm tính < 5% với Calnexin, Histone 3, GM130) và Độ tinh sạch hạt/protein (> 108 hạt/µg).


