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1. Giéi thi€éu luin an:
a. Ly do va tinh cin thiét ciia nghién ciru

L3o hoa da 1a qua trinh bién d6i cu trac va chie ning sinh
1y cua da dudi tic dong ciia yéu t6 ndi sinh va ngoai sinh. Trong
cac yéu td ngoai sinh, anh sang mat troi, ddc biét 1a tia cuc tim
(ultraviolet-UV), dong vai tro quan trong lam khoi phat som va
tram trong thém tinh trang lio hoéa da. Nghién ctru cho thay hon
80% cac ddu hiéu 1o héa da co lién quan dén tiép xuc voi tia
UV. Lio hoa da do tia UV khong chi gdy anh huong tham my ma
con lam suy giam chuc nang sinh 1y cua da. Cac phuong phéap
diéu tri va phong ngira 130 hoa da hién nay con han ché vé hiéu
qua va ton tai nhiéu tic dung phy.

Exosome tir té bao gbc trung mod (mesenchymal stem cell:
MSC) 1 phuong phap sinh hoc méi cho thay tiém ning céi thién
130 héa da. Tuy nhién, viéc (mg dung con nhiéu tré ngai, chi yéu
lién quan dén san lugng exosome thu nhan con han ché ciing nhu
hoat tinh sinh hoc cta cac thanh phan chira trong exosome chua
dat muc t6i vu. Nudi cay MSC trong diéu kién oxy thip c6 kiém
soat (1% O: — hypoxia) 1a phuong phap dang dugc st dung kha
pho bién dé ting san lugng va ting cuong hiéu qua diéu tri ctia
exosome (hypoxic exosome). Thong qua truc HIF-1a, hypoxic
exosome dugc gia tang hoat tinh bang cach thay doi thanh phan,
tur d6 tang tac dung sinh hoc.

Cho dén nay, van chua c6 nghién ctru danh gia vai trd cua

hypoxic exosome tur t& bao goc trung md tir mé md (adipose-
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derived stem cell: ADSC) trong diéu tri 130 héa da. Cau hoi dat
ra la hypoxic exosome tir ADSC (hypADSC-Exo) c6 cai thién
130 hoa da do tia UV trén mé hinh in vitro va in vivo khong? Dé
trd 161 cho cau hoi trén, chung t6i thue hién nghién ctru “Tac dung
ctia hypoxic exosome tir t& bio gbc mé md ngudi trén mo hinh
1o hoéa da do tia cuc tim”.
b. Muc tiéu nghién ciru
Nghién ciru bao gdm 4 muc tiéu:
1. Tao dugc nguyén bao sgi ngudi 1ao hda do tia cuc tim;
2. Tao dugc mo hinh chudt BALB/c lao hoa da do tia cuc tim;
3. Panh gia dugc tac dung cua hypoxic exosome tir té bao gbc
md md nguodi trén nguyén bao soi nguoi 1do hoa do tia cuc
tim;
4. Panh gia duoc tac dung cta hypoxic exosome tir té& bao gdc
md md nguoi trén mo hinh chudt 1do hoa da do tia cuc tim.
c. Poi twong va phuong phap nghién ciru
- Béi tugng nghién ctru: (1) nguyén bao soi ngudi, (2) chudt
BALB/c, (3) hypoxic exosome tir ADSC nguoi.
- Phuong phap nghién cuu:
(1) hypADSC-Exo dugc phan lép tir dich nuéi ADSC trong
diéu kién oxy 1%;
(2) M6 hinh nguyén bao soi 130 hoa duoc thiét 1ap bang chiéu
tia UVA két hgp UVB;
(3) M6 hinh chuét 130 hoa da duoc thiét 14p bang chiéu tia
UVA két hop UVB;



(4) Nguyén bao soi 130 hoa duoc xtr 1i véi hypADSC-Exo liéu
10 pg/mL mot 1an va danh gia su thay doi cac dau hiéu 3o héa;

(5) Chudt 3o hoa da duoc diéu tri bang thoa hypADSC-Exo
lidu 50 pg/mL (Exol) va 100 ug/mL (Ex02), hai lan/tudn trong 6
tudn va danh gia sy thay ddi cac diu hiéu 130 hoa.
d. Nhirng déng gép méi ciia nghién ciru vé mit Iy ludn va thye
tién
(1) Thiét 1ap thanh cong mé hinh nguyén bao soi 130 hoa véi mot
lan chiéu két hop tia UVA/ UVB véi liéu chiéu thap;
(2) Thiét 1ap thanh c6ng mé hinh chudt BALB/c lio héa da bang
chiéu két hop tia UVA/ UVB trong 12 tuan;
(3) Nghién ctru déng gop bang chimg cho thiy hypADSC-Exo
¢6 kha nang cai thién 130 hda nguyén bao s¢i va 130 hoa da do tia
UV 6 chuot BALB/c;
(4) Vé mat thuc tién, nghién ctru 13 co s¢ cho cac nghién ctru thir
nghiém 1am sang trén nguoi.
e. Bo cuc ciia ludin 4n

Luan 4n bao gém 149 trang, trong d6 Dit van dé: 2 trang,
Tbng quan tai liéu: 35 trang, Ddi trong va phuong phap nghién
ctru: 36 trang, Két qua: 38 trang, Ban luan: 35 trang, Két luan va
Kién nghi: 3 trang. Luan 4n c6 05 bang, 28 hinh, 20 biéu d6, 262
tai liéu tham khao tiéng Anh va 03 tai liéu tham khao tiéng Viét.
2. Tong quan tai liu
2.1. Lao héa da do tia cyc tim

Tia UV géy nhiéu tac dong truc tiép va gian tiép 1én tt ca cac
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thanh phan cua da, bao gdm céc té bao trong 16p thuong bi, 16p
bi va ha bi, tao nén tat ca cac thay doi ¢ da lao héa. Gan 50% tac
dong gian tiép do tia UV dén tir viéc hinh thanh cac gbc oxy phan
tmg (ROS), trong khi tic dong pha huy truc tiép 1én té bao va
nhiing co ché khac chiém phan con lai.

Co ché cua l4o héa da do tia UV bao gom nhiéu yéu t6 phirc
tap nhu hién tuong dot bién DNA ti thé do tia UV, dan dén ldo
hoa va mét chic ning té bao; sy rat ngin telomere 1a két qua cua
dap tmg véi sy pha huy DNA té bao; stress oxy hoa; viém man
tinh va thoai giang chit nén ngoai bao (extracellular matrix:
ECM). Lio hoa da do tia UV xay ra do su giam téng hop va ting
thodi giang ECM. Hau quéa giy mit collagen va ting ling dong
cac san pham thodi bién elastin bat thuong trong 16p bi theo thoi
gian.

2.2. M6 hinh nguyén bao s¢i l1ao héa do tia cuc tim

Mot s6 phuong phap duge sir dung dé gay 13o héa té bao trong
cac thi nghiém in vitro bao gdm chiéu tia UV, sir dung dong
sulfate, hydrogen peroxyde hoac Cyr61/CCN1. Cac phuong phap
gdy 130 hoa té bao bang hoa chét ¢ uu diém 14 thoi gian tic dong
nhanh va tao ra cic t& bao 1do hoa ddng déu. Trong khi do,
phuong phap chiéu UV gitp tao ra md hinh 30 héa té bao twong
tu trén da nguoi ldo hoa do UV, 1a tac nhan chii yéu gay 1o hoa
ngoai sinh. Cac nghién ciru gy 130 hoa té bao bang chiéu tia UV
chu yéu str dung cudng do niang lugng thap, duéi lidu giy doc té

bao, v&i thoi gian chiéu 13p lai nhiéu lan.



2.3. M0 hinh chugt 130 hoa da do tia cwe tim

Chuot duoc st dung dé tao m6 hinh 130 hoa da vi su tuong
dong trong cau tric da & chudt va ngudi. Nhidu nghién ctu da
cho thiy su thay doi cac cytokine sau chiéu tia UVB & da chudt
c6 sy trong dong voi da ngudi, vi vy, két qua nghién ctru trén
chudt c6 thé ngoai suy trén ngudi.

Pa s cic nghién ctru trén chudt khong 16ng cho thay khi
chiéu tia UVB ¢ ca liéu dudi ngudng gay do da va lidu cao hon
v6i thoi gian chiéu khac nhau déu c6 kha ning gy ldo hoa da.
Trong d6, tia UVB ¢6 khuynh huéng hinh thanh nép nhan da va
gdy hién tuong day thuong bi, mét collagen va thoai giang soi
dan hoi trén mé hoc. Trong khi d6, tia UVA chu yéu gy chay xé
va hinh thanh thoai gidng soi dan hdi trén moé hoc nhung khong
lam mét nhiéu collagen. Ca hai tia déu lam ting cac té bao trong
16p bi trong thoi gian dau va ting glycosaminoglycan. Khi ngung
chiéu, tinh trang 130 hoa khong c6 dau hiéu phuc hdi sau nhiéu
tuan. Chinh vi sir dung nhiéu loai chudt va phuong phap chiéu
khac nhau véi su dao dong két qua 16n, cho dén nay van chua c6
quy trinh thiét 1ap va liéu UV chudn dé tao md hinh 130 hoa da
trén chudt.

2.4. Tac dung ciia hypoxic exosome tir ADSC trong diéu tri
130 héa da do tia cuc tim

Vai tro cua exosome tt ADSC (ADSC-Exo) trong phong

ngira va diéu trj 130 hoa da do 4nh sang da duoc ching minh qua

mot sb nghién ciru. Nghién ctru in vitro cho thdy ADSC-Exo



dugc nguyén bao soi thu nhan va kich thich sy ting sinh, di
chuyén va tong hop collagen loai I, elastin va tiét yéu td ting
truong té bao tao simg & nhitng lidu khac nhau. Bén canh do,
ADSC-Exo cling bdo v¢ da khoi tac hai gy lao hoa tir tia UVB
thong qua trc ché ton thwong DNA, diéu chinh ndng d6 gbc oxy
tu do va matrix metalloproteinase-1 (MMP)-1 théng qua con
duong Nrf2 va MAPK/AP-1. Exosome cling hoat hoa con duong
TGF-p/Smad dé tang biéu hién ctia procollagen loai I.

Tuy nhién, viéc nuoi céy dé thu dugc exosome tinh khiét vai
néng dd du lon tao nén tdc dong sinh hoc trén 1am sang la mot
thach thire. Dé gia ting sd luong ciing nhu hoat tinh cac thanh
phan sinh hoc cia exosome, khuynh huéng hién nay 1a sir dung
exosome tir t& bao géc tu nhién dugc chinh sta. Trong do, nudi
céy té bao trong moi trudng c6 nong do oxy thap (hypoxia, 1-5%
0:) 1a mot phurong phap twong dbi don gian dang duoc sir dung
kha rdng rai va mang lai hi€u qua cao.

Hypoxic exosome c6 khuynh hudng kich thich tang sinh mach
mau, giam dai thyc bao M1 va tang dai thyc bao M2, mang nhiéu
chat dinh dudng dén vi tri thiéu oxy, dong thoi ting téng hop
ECM. Vi vay, cac nghién cuu img dung hypoxic exosome trong
da liu hién tai chu yéu lién quan dén tac dung kich thich ting
sinh mach mau va thic day lanh vét thuong. Tuy nhién, tir mot
sb dic tinh da duge xac dinh, hypoxic exosome cho théy tiém
nang tac dong cai thién 140 hoa da do tia UV théng qua mot sb

co ché nhu kich thich ting sinh nguyén bao soi, kich thich nguyén
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bao soi ting tiét collagen va ECM, kich thich ting sinh mach
mau, gidm stress oxy hoa va khang viém. Hypoxic exosome chira
nhitng thanh phan dic hiéu nhu cac miRNA cam tmg boi HIF-1a
(miRNA-210), cac mRNA gen dich cua HIF-1a, nhiéu protein
khac lién quan chuyén hoa, ting sinh mach mau nhu VEGF va
HSP.

2.5. Nghién ctru vé tic dung ciia hypoxic exosome tir ADSC
trong diéu tri ldo héa da do tia cwc tim

Cho dén nay, chua c6 nghién ctru dé cap dén vai tro cua
hypADSC-Exo trong diéu tri 1d0 hoa da do tia UV. Céac nghién
ctru cho thay tiém ning ciia hypADSC-Exo trong cai thién 3o
hoa da dén tir két qua cua cac nghién ctiu vé tac dung cua
hypADSC-Exo trong kich thich lanh thuong.

Nam 2024, nghién ctru cia Yanting Liu va cdng sy ghi nhan
tac dung ctia hypADSC-Exo chudt trong phong ngira ton thuong
da cap tinh do tia UV trén chudt BALB/c. Nghién ciru trén co
nhitng diém khéc biét so voi nghién ctru cia ching t6i. Thi nhit,
nghién ciru trén st dung hypADSC-Exo tir chudt da dugc bao
quan dong lanh trong moéi truong -80°C. Trong khi chung toi st
dung hypADSC-Exo tuoi tr nguoi. Thir hai, nghién ctru trén chi
danh gia mot s6 ton thuong da cip & chudt do chiéu tia UVB nhur
cac yéu tb gay viém, ROS va sy thoai giang collagen I. Trong khi
do6, chung t6i tap trung danh gia cac dic diém ton thuong da dic
trung ctia 130 hoa do tia UV. Ngoai ra, can thi€p duoc thuc hién

trong nghién ctru trén theo huéng du phong bang tiém trong phuc



mac trude khi chiéu UV, khac biét voi phuong phép diéu tri bang
dudng thoa trong nghién ciru cta chung t6i. Vi vay, nghién ctu
ctia chiing t6i mang tinh méi va khong tring 1ap véi cac nghién
ctru trude do.
3. P6i twong va phwong phap nghién ciru
3.1. Thiét ké nghién ciru

Nghién ciru tién 14m sang, in vitro va in vivo, ngau nhién, c6
db6i chimg.
3.2. Pbi twong nghién ciru

- Nguyén bio soi dugc phan 1ap tir mau da bung ctia ngudi
cho thu nhan sau phau thuat thim my.

- Chudt BALB/c cai, 6-8 tuan tudi, dugc cung cép bai
Vién Té bao géc, truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, Pai hoc
Qudc gia thanh phd H5 Chi Minh.

- Hypoxic exosome duoc tach chiét tir ngudn té bao gdc
trung mo tr mé m& nguodi (hADSC), dugce phén 1ap tir mé md do
Bénh vién Thim my Emcas cung cip, don vi duoc cap Gidy phép
hoat dong ngan hang mé sé 15/BY T-GPHDNHM.

3.3. C& miu nghién ciru cho thi nghiém trén dong vat

- Cd& mau cho muc tiéu 2:

Muc tiéu 2 gdm 3 nhom thi nghiém (k=3), do luong lap lai 6
lan (tuén 0, 4, 6, 8, 12, 20), c6 sinh thiét chuot tai moi lan do
(r=6). Ap dung cong thirc trén, téng s6 ca thé chudt (N) can cho
muc tiéu 2 14 36 (12 con/1d), hiéu chinh cho ti 1& ton that chudt

15%, tong sau cung 1a 45 c4 thé (15 con/16). Lip lai thi nghiém 2
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lan, tong 13 90 ca thé chudt. Nghién ctru tién ctru sir dung thém
50 c4 thé.

- C& mau cho muc tiéu 4:

Muc tiéu 4 gém 6 nhom thi nghiém (k=6), do luong lap lai 4
1an (tuan 0, 2, 4, 6), ¢6 sinh thiét chudt tai mdi lan do (=4). Ap
dung cong thuc trén, tong s6 ca thé chudt (N) can 13 48 (8 con/16),
hiéu chinh cho ti 18 ton that chudt 15%, tong sau cing 1a 60 ca
thé (10 con/16). Lap lai thi nghiém 2 1an, tong 12 120 c4 thé chudt.
Nghién ciru tién ctru sir dung thém 50 ca thé.

Tong s céa thé chudt can cho toan b nghién ctru 1 310 ca
thé.

3.4. Phwong phap nghién ciru

- hypADSC-Exo duogc phan ldp tir dich nuéi ADSC va
dugc dinh danh thong qua khao sat hinh dang bang kinh hién vi
truyén qua (TEM); xac dinh ndng do va kich thudc bang ky thuat
phan tich hat nano (NTA); dinh danh dau 4n bé mit CD9, CD63,
CD81 bang ky thuat phan tich té bao theo dong chay (FCM);

- Nguyén bao soi dugc giy 1do hoa bing chiéu tia UVA/
UVB mot 1an trong 15 phut;

- Chudt BALB/c dugc gay ldo hoa da bang chiéu tia UVA/
UVB bon ngay/ tuan trong 12 tuan lién tiép;

- hypADSC-Exo 10 pg/mL dugc xir li mdt lan trén nguyén
bao soi 140 hoa va danh gia cac tiéu chi 130 hoa té bao théng qua
hinh dang, kich thuéc, kha ning ting sinh cta té bao, biéu hién

men SA-B-galactosidase, biéu hién gen ma hoa p16 va p21;
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- hypADSC-Exo 50 pg/mL va 100 pg/mL dugc thoa trén
ving da ld0 hoa ciia chudt 2 1an/ tuan trong 6 tuan. Tac dung cai
thién 1ao hoa da dugc danh gia thong qua thay d6i d6 nhan, do
day, d6 dan hoi, d6 4m da; d6 day thuong bi va 16p bi, mat do
collagen; biéu hién gen ma hoa collagen 1, collagen 3, MMP-1,
MMP-2 va MMP-3.

3.5. Quy trinh nghién ciru

In vitro In vivo

@ ¢ CD90, CD105, CD73, CD44, | @
_ﬁ /! CD14,CD34, HLA-DR ] uv
Neuyén bo sef ngudi ! 3. Biét hoa xwong, mé, sun ! hADSC
i { situly tm Mauc titu 2

Hypoxic exosome Chugt 130 hoa da

Muc tiéu 3 | Muc tiéu 4

{ 1. Ilinh dang, bdm dinh 1. ITinh dang ! 1. Hinh thai, kich

2. Kich thude té bao 2. Kich thwée t€ bao | | thude (TEM)

| 3. Biéu hién SA—f — | 213 BiduhiénSA—P— |2 DiudnCDY,

| galactosidase galactosidase ‘ CD63, CD81 (FCM)
4. Kha ning ting sinh 4. Kha ning ting sinh | | 3. Mt dé (NTA)

5. Bidu hién gen COLIAI, 5. Biu hién gen pl6, 3 4. Luong protein
p? i‘/le hdil : (Bradford)

2. Déu dn V'IM S100A4,

2. B nhin da (thang Bissette)

3. Pin héi da (Pinch test)

4. D6 im da (Corncometer)

5. D day nép gap da (thudc)

6. D9 diy thugng bi, I6p bi (H&E)
7. Biéu hién collagen (Masson’s
Trichrome)

8. Biéu hién gen COLIAI, COL3AI,
MMP1, MMP2, MMP3/da

Danh gid mé hinh va tic dung |

Hinh 2.1. So' @ nghién ctru

4. Két qua
4.1. Pinh danh hypoxic exosome tir dich nudi ciy té bao gbc
trung mo tir mdé mo

Hinh anh qua TEM cho thdy hypADSC-Exo c6 dang hinh
chiéc cbc. Lugng protein exosome phan lap dugce tir 100 mL dich
nudi cady ADSC ban dau 1a 80,4 pg, ghi nhan bang phuong phap
nhudm Bradford. Kich thudc trung binh ctia hypADSC-Exo la
102,3 + 35,4 nm, ndng d6 exosome 1a 7,02 x 10'° hat/mL, d4nh
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gia bé’lng NTA. Nhiing hat nano thu dugc biéu hién du 4n bé mat
cua exosome, bao g6m duong tinh véi CD9 (52,78% =+ 8,15%),
CD63 (95,23% + 3,02%) va CD81 (91,98% =+ 5,50%), xac dinh
bang FCM. Nhu vy, cac hat thu nhan dugc biéu hién dic tinh
clla exosome.

4.2. Két qua tao nguyén bao s¢i nguoi 130 héa do tia cwe tim

Hinh dang té bao biéu hién ldo hoa va giam mat do sau 48, 72
va 96 gio sau chiéu UV ¢ nhom té bao duoc chiéu véi lidu UV1
(UVB 780 mJ/cm? + UVA 480 mJ/cm? trong 10 phut) va UV2
(UVB 1170 mJ/cm?+ UVA 720 mJ/cm? trong 15 phut) so véi té
bao nhom binh thuong.

Kich thudc té bao 16n hon va biéu hién kiéu hinh 130 héa khi
bit mau xanh dwong véi thuéc nhuém SA-B-galactosidase & ca
hai nhém UV1 va UV2 so véi té bao nhom binh thuong. SO lwong
té bao biéu hién kiéu hinh ldo hoa tang dan sau 48, 72 va 96 gio,
biéu hién & nhém UV2 13 hon nhém UV1.

Kha ning tang sinh cta té bao thap hon & nhém UV1 va UV2
s0 voi nhom binh thudng tai thoi diém 72 gid sau chiéu, nhom
UV2 giam ting sinh nhidu hon nhém UV 1. Su khac biét duy tri
dén ngay 8 sau chiéu UV.

Biéu hién gen ma hoa collagen I va collagen III giam, trong
khi biéu hién gen ma héa MMP-3, p16, p21 ting & nhom chiéu
lidu UV2 so v6i nhém binh thuong. Tom lai, nguyén bao soi 130
hoa duoc thiét 1ap thanh cong & lidu UV2 sau mét 1an chiéu trong
15 phat.
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4.3. Két qua tao mé hinh chudt BALB/c ldo héa da do tia cuc
tim

Nép nhin ngang trén lung chudt biéu hién nhidu hon & nhém
chiéu liéu UV2 (2 MED) so véi nhém UV1 (1 MED) va nhém
binh thuong tai thoi diém 12 tuan sau chiéu.

Diém nhin theo thang Bissette & nhém UV1 va UV2 ting c6
¥ nghia so v6i nhom binh thudng & tuan 4, 6, 8 va 12.

Do day nép gap da tang trong khi do dan hoi va do am da giam
¢ nhom UV1 va UV2 so vdi nhom binh thuong, khac biét c6 y
nghia ¢ tuan 12.

Do day thuong bi va 16p bi ting, trong khi mét do collagen
giam 6 nhom UV2 so véi nhém binh thuong, khac biét cd y nghia
tai tuan 8 va tuan 12. Nhém UV1 khong thé hién rd xu hudng.

Miic biéu hién mRNA cta COLIAI va COL3A1 giam va ctia
MMPI, MMP2 va MMP3 ting & nhom UV2 so v6i nhom binh
thuong khong chiéu UV, su khac biét c6 y nghia thong ké tai tuan
12. Tém lai, md hinh chuét BALB/c 130 hoa da duoc thiét 1ap
thanh cong khi chiéu lidu UV2 bdn lan/tuan trong 12 tudn lién
tiép.

4.4. Tac dung ciia hypoxic exosome tir té bao gbc mé m
nguoi trén nguyén bao s¢i nguwdi 1ao héa do tia cuc tim

Nguyén bao soi & nhém diéu tri véi hypADSC-Exo c6 su
phuc hdi mot phan hinh dang 1o héa, giam hoat déng men SA-

[B-galactosidase va giam kich thudc té bao so véi nhom di€u tri



13

v6i PBS tai thoi diém 48 gio va 72 gio.

Nguyén bio soi & nhom diéu tri v6i hypADSC-Exo duoc
kich thich kha nang tang sinh tam thoi sau 24 va 48 gio xu li,
dong thoi giam biéu hién gen ma hod p16 va p21 & té bao so véi
nhom diéu tri véi PBS.

Toém lai, hypADSC-Exo liéu 10 pg/mL ¢ kha nang cai thién
kiéu hinh va kiéu gen 130 hoa & nguyén bao soi sau xt 1i 48 gio.
4.5. Tac dung ciia hypoxic exosome tir té bao gbc mdé mé trén
chudt lao ho6a da do tia cuc tim

Diém nhan giam c6 ¥ nghia thong ké & chudt 130 hoa da duoc
diéu tri voi hypADSC-Exo liéu 100 pg/mL so v6i nhom khong
dugc diéu tri va nhém diéu tri véi PBS.

Ngoai ra, hypADSC-Exo & cé hai lidu con lam ting d6 4m,
tang d6 dan hoi va giam d6 day nép gip da & da 130 hoa do tia
UV, khac biét c6 y nghia thong ké so vi nhom khong diéu tri va
diéu tri voi PBS tai tudn thir 4 va thi 6.

Trén md hoc, d6 day thugng bi va 16p bi giam & nhém diéu tri
v6i hypADSC-Exo lidu 100 pg/mL so v6i nhom khong diéu tri
va diéu tri vi PBS. Mat do collagen giam c6 y nghia thong ké
trong ca hai nhom diéu tri voi hypADSC-Exo so véi nhém khong
diéu tri va diéu tri v6i PBS.

Mt d6 biéu hién mRNA COLIAI va COL341 & nhom diéu
trj v6i hypADSC-Exo lidu 100 pg/mL cao hon so véi chi sb
tuong ty & nhom diéu tri voi hypADSC-Exo liéu 50 pg/mL, mic
du sy khac biét nay khong co ¥ nghia thong ké. Trong khi do,
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biéu hién cia MMPI, MMP2 va MMP3 & nhom diéu tri véi
hypADSC-Exo liéu 100 pg/mL thdp hon so v&i nhém binh
thudong va nhom UV. Tém lai, hypADSC-Exo & liéu 100 pg/mL
(Ex02) c6 kha nang cai thién 1ao hoda da do tia cuc tim trén chudt
& murc d6 bé mat da, md hoc va phéan ta.

5. Ban luén

5.1. Pinh danh hypoxic exosome tir dich nudi cy té bao goc
trung mo tir mé mo

Hinh dang cua cac hat thu dugc ghi nhan qua TEM la hinh
chiéc cdc, twong tu voi hinh dang ciia hypoxic exosome tir ADSC
trong cac nghién ciru trude d6. Nong do hypoxic exosome ghi
nhan duoc bang NTA 13 7 x 10'° hat/mL, cao hon béo cdo trudc
d6 voi ndng d6 1a 15,98 x 10® hat/mL. Sy khac biét vé sb luong
hat c6 thé do ndng do oxy khac nhau gitra hai nghién ctru.

Ti 1¢ dwong tinh cac ddu 4an CD9, CD63 va CD81 ciia hypoxic
exosome tr ADSC trong nghién clru cua ching t6i cao hon céc
nghién ctru trude d6. Nhu vay, quy trinh phan 1ap exosome trong
nghién clru cia chiing t6i c6 kha nang thu nhan dugc cac hat dap
{mg tiéu chuin cia exosome véi sb luong twong dbi cao dé sir
dung cho céc thi nghiém diéu tri tiép theo.

5.2. M6 hinh nguyén bao s¢i ngudi ldo héa do tia cwe tim

Liéu UVB 1,17 J/em?+ UVA 0,72 J/em? 1am thay d6i hinh
dang té bao thanh dang 130 hoa nhu hinh da giac, det hon; ting
hoat tinh ctia men SA-B-galactosidase va giam hoat dong chuyén

hoa té bao. Dong thoi, két qua ghi nhan té bao c6 xu hudng giam
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biéu hién mRNA ctia COLIAI, COL3A1 vi ting bi¢u hién
mRNA ctia MMP3, pl6 va p21. Cac dic diém ldo hoa nay twong
tu v&i ghi nhan tir nhitng nghién ctru trude do.

Quy trinh chiéu UV trong nghién ctru ctia ching toi ¢6 mot s6
khac biét so véi cac nghién ciru trude. Lidu UV sir dung trong
nghién ctru cta chiing toi thap hon gitip ngin hién twrong doc té
bao. Giai thich cho muc liéu thip dén tir viéc nghién ciru cua
chung t6i sir dung phdi hop dong thoi hai loai tia UVA va UVB
nham muc dich mé phong tac dong tuong tw dnh sang mat troi.
Vi véy, chung toi c6 thé tao ra mo hinh 1o hoa té bao véi licu
UV thip nhim gy anh hudng gidng nhu trong 130 hoa tw nhién.

Nghién ctru ciing tao ra té bao 130 hoa trong thoi gian chiéu
ngin 1a 15 phit, mot 1an duy nhét, giup t6i vu hoa quy trinh thiét
1ap. Mdc thoi gian phut hop dé bat dau danh gia 130 hoa té bao 1a
72 gid sau chiéu va thoi gian danh gia tot nhét kéo dai 3 ngay sau
do.

5.3. M6 hinh chudt lao hoa da do tia cuc tim

Liéu UVA 1080 mJ/cm? va UVB 115,2 mJ/cm? (twong duong
16 UV2) chiéu 4 ngay/tuan trong 12 tudn gy nén cac dic diém
ld0 hoa da & chudt nhur hinh thanh cac nép nhan sau, ting diém
nhin da theo thang diém Bissett, ting d6 day nép gap da, giam
d6 am va do dan hoi da. Ngoai ra, d6 day 16p thugng bi va 16p bi
cling ting & nhom chiéu UV, tuong tu cac nghién ciru trude.

Thuong bi day dugc cho rang do dép tmg ban dau cua céc té

bao tao sting trong thugng bi vaéi tia UV, thong qua hoat hoa thu
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thé yéu t6 ting truong thuong bi (EGFR). Do day 16p bi ting &
nhom chiéu UV so v6i nhom binh thuong, ¢6 thé duoc giai thich
do sy hinh thanh cac nang bi, thoai giang soi dan hdi va thay thé
céc soi collagen bang glycosaminoglycan trong 16p bi.

Trong nghién ciru nay, thoai giang soi dan hdi quan sat duoc
& tudn thir 12, twong dbi pht hop véi nghién ciru trude d6 cua tac
gia Bissett khi thoai giang soi dan hdi chi quan sat dwoc sau thoi
gian dai tiép xuc véi UV, cu thé 13 16 tuan trong nghién ctru trén.
Nhimg dic diém 130 hoa nay twong tu cac dau hiéu ldo hoa do
anh sang ghi nhan & nguoi.

Nghién ctru cta ching t6i ghi nhan & giai doan du sau khi
chiéu UV co su ting sb luong collagen thoang qua, sau do
collagen giam dan khi tiép xuc thoi gian dai véi tia UV. Cac bao
céo trudc day cho thay tia UV ban dau kich thich tong hop
collagen nhung sau d6 1am giam téng hop collagen thay vi truc
tiép pha huy collagen sau khi tiép xtc thoi gian dai.

Biéu hién ctia gen ma hoa collagen I va collagen III giam nhe,
trong khi biéu hién cia cac gen ma héa MMP-1, MMP-2 va
MMP-3 ting Ién trong nhém tiép xuc vai lidu UV2. Nhiing phat
hién nay phii hop véi cac nghién ctru trude day, cho thay su ldo
hoa nguyén bao sgi va mét cac kich thich co hoc & cac mé lao
hoa co thé 1am giam qua trinh tong hop collagen. Ngoai ra, chiéu
tia UV con lam ting mirc d va hoat dong cia MMP, dan dén sy

phéan hiy va phan manh cac sgi collagen va elastin trong 16p bi
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thong qua qua trinh cam tng AP-1.

Tong hop lai, nhitng két qua nay ching minh ring phuong
thirc chiéu tia UVA+UVB trong nghién ctru da thiét 1ap thanh
cdng md hinh chudt 130 hoa do anh sang.

5.4. Tac dung ciia hypoxic exosome tir t& bao gbc md mé
nguoi trén nguyén bao s¢i ngwoi 1ao héa do tia cwe tim

Nhom hypADSC-Exo ghi nhan it té bao ldo héa va nhiéu té
bao tré hon thé hién qua hinh dang hinh thoi va kich thudc té bao
nho. Két qua thu dugc c6 thé dugc giai thich theo hai hudng. Thir
nhét, sau khi chiéu UV, cac té bao 130 hoa van tdn tai nhung mét
kha niang phan chia. Tuy nhién, trong quan thé van con ton tai
mot s6 té bao khong bi anh hudng bai tia UV do ching t6i di lya
chon khong ddng bo hoa té bao trudce khi chiéu. Cac té bao nay
van tiép tuc phan chia nhung vai toc d6 khong du dé bu dép cho
s6 lugng té bao 130 hoa. Té bao 130 hoa ciing tiét cac chit tiét lién
quan kiéu hinh ldo hoa gdy trc ché ting sinh hoic kiém ham hoat
dong cua cac té bao 1an cén, dan dén téng sb té bao giam dan &
nhom khéng diéu tri.

Su tdn tai cia céc té bao khong bi anh hudng boi tia UV cod
thé duoc 1i giai 1a do chi nhiing té bao dang trong pha S hodc G1
cua chu ki phan bao moi bi tia UV tac ddng va roi vao trang thai
130 hoa, cac té bao ¢ pha khac van ¢ kha ning duy tri chirc ning
binh thuong. Quan sat nay phu hop vdi nghién ctru trude do,
trong d6 cac té bao khong bi ton thuong sau chiéu UV tiép tuc

tang sinh, trong khi cac té bao ldo hoéa van ton tai nhung khong
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tang sinh. Trong khi d6, & nhém duogc xt Iy voi hypADSC-Exo,
cac exosome cé thé thiic ddy qua trinh ting sinh ciia cic té bao
khong bi ton thuong béi tia UV, gop phan lam gia ting s6 luong
té bao moi, biéu hién 1a cac té bao tré dang hinh thoi.

Hudng li gidi thir hai dit ra gia thuyét rang hypADSC-Exo ¢6
thé 1am giam biéu hién 140 hoa cua céc té bao bi 130 héa do tia
UV. Hinh thai té bao thay dbi theo huéng tré hon sau diéu tri goi
¥ kha ning phuc hoi chirc ning cua cac té bao ldo hoa. Bé kiém
ching gia thuyét nay, cac thi nghiém tiép theo da duoc thiét ké
nham danh gia su cai thién dic diém 13o hoa té bao sau khi xu ly
v6i hypADSC-Exo.

Nguyén bao soi dugc xtr 1y v6i hypADSC-Exo ¢6 mirc biéu
hién SA-B-galactosidase thdp hon so véi nhom dbi ching diéu tri
bang PBS. Diéu nay cho thiy s6 lugng té bao biéu hién kiéu hinh
lio héa giam trong nhom hypADSC-Exo, goi y rang hypADSC-
Exo c6 thé gop phan cai thién biéu hién ldo hoa hodc thic day
qué trinh tré hoa ciia cac nguyén bao soi gia. Mot s6 nghién ctru
trude ddy str dung ADSC-Exo trong diéu kién du oxy ciing ghi
nhan két qua tuong tu.

Mirc d6 biéu hién ciia gen p16 va p21 giam déng ké & nhom
duge xtr Iy bang hypADSC-Exo so véi nhom d6i ching PBS.
Quan sat tuong ty ciing dugc nhan théy 6 ADSC-Exo khi tac
dong 1én HDF ton thuong do H,0,. Nhiing két qua nay cung cb

vai tro cua hypADSC-Exo trong viéc cai thién tinh trang 1do hoa
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té bao va thuc day kha ning ting sinh ciia HDF bi t6n thuong do
tia UV.

5.5. Tac dung ciia hypoxic exosome tir t&¢ bao gbc md mé
ngwoi trén chudt 130 hoa da do tia cwe tim

hypADSC-Exo lidu 100 pug/mL c6 kha ning cai thién nép
nhin bé mit da Id0 hoa sau 6 tudn bdi. Nhitng ghi nhan nay tuong
tu voi cong b cua tac gia Huang Zhang nam 2024, trong nghién
ctru nay, nép nhian ¢ da chudt a0 hoa do tia UVB ciing cai thién
sau hai tuan diéu tri bang tiém dudi da ADSC-EVs liéu 200 pg/ca
thé chuét.

Do 4m da ctia chudt & nhom diéu trj hypADSC-Exo con cho
thdy xu hudng ting tir tuan 0 dén tuan 6, trong khi do day da va
thoi gian phuc hoi da giam dan. Nhimg két qua nay cho thay
hypADSC-Exo c6 thé ting cuong chirc ning hang rao bao vé da
va phuc hdi do dan hoi ¢ da 130 hoa do tia UV, hiéu qua phu thudc
vao liéu str dung. Nhitng nghién ctru trude day trén ADSC-Exo
nudi cdy trong diéu kién du oxy ciing cho thdy kha ning cai thién
mot s6 ddc diém chirc ning cta da 130 hoa nhu giam do day 16p
thuong bi, cu thé 1a giam thanh phan 16p sing, va ting do day
16p bi, ting biéu hién collagen I va gidm biéu hién collagen III,
MMP-1 va MMP-3.

Do day thugng bi ¢ da 130 hoa giam dan & nhom diéu tri bang
hypADSC-Exo so v6i nhom UV. Mit khac, d6 day 16p bi giam
& tudn 2 va tudn 4 nhung duy tri 6n dinh tir tudn 4 dén tuin 6.

Nhirng thay dbi nay c6 thé do hién twong giam nhing khdi soi
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elastin bat thuong va glycosaminoglycan, thay bing cac cau triic
soi collagen ¢ giai doan sau nén d6 day 16p bi duy tri.

Két qua cho thay khong c6 su thay d6i dang ké mat do
collagen & hai tuan dau sau diéu tri gita nhom diéu tri bang
hypADSC-Exo va nhém UV. Tuy nhién, tai tudn 4 v tuin 6, mat
d6 collagen & nhom diéu trj voi liéu Exo2 cao hon c6 ¥ nghia so
v6i nhém UV va UV+PBS, cho thay lidu Exo2 c¢6 tac dong uu
thé. Nhimng két qua nay twong tu phat hién trong nghién ctru ciia
Huang Zhang khi ti ngoai bao tir ADSC c6 kha nang lam giam
d6 day thuong bi va phuc hoi mat do collagen ¢ da chuét lao hoa
do tia UV. Két qua trén ciing tvong dong vé6i nhitng phat hién
trong nghién ciru ciia Yu-shuai Wang’s, nghién ciru nay cho thiy
exosome tir ADSC nudi cdy trong méi trudng di oxy co ting biéu
hién miR-1246 hodc LncRNA H19 c6 thé 1am giam sy hinh thanh
nép nhan va giam do day thugng bi do tia UV ¢ chudt Kunming.

Biéu hién mRNA cia COLIAI va COL3AI tang, trong khi
giam biéu hién MMP1, MMP2 va MMP3 & nhém diéu tri véi liéu
Ex02 so voi nhém UV, mic du nhitng thay dbi nay khong c6 y
nghia thong ké, can thém nhiing thi nghiém v6i ¢& mau 16n hon.
Nghién ctru trude d6 cho thiy hypADSC-Exo c6 thé chéng lai su
anh hudng cta cac ROS, giam biéu hién yéu t6 gy viém va G
ché hoat dong thoai giang collagen qua muc thong qua van
chuyén GLRX5. Tir nhitng co ché trén, nghién ctru ctia chung toi
ghi nhan kha nang ctia hypADSC-Exo trong cai thién cac dac

diém cua 1ao hoa da trén in vivo.
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Tit ca cac ca thé chudt dugc thoa hypoxic exosome déu khong
xuét hién cac tac dung phu nhu héng ban, sung né, troc vay.
Chuot ciing khong phan mg bat thuong sau khi thoa exosome
nhu khong kich dong, khong liém ving thoa thude. Ngoai ra, cac
ca thé chudt van an udng, sinh hoat va ting can binh thuong. Khi
so v&i nhom diéu trj bé“mg tretinoin 0,05%, 50% s6 c4 thé chudt
¢6 cac tac dung phu nhu xuét hién héng ban, troc vay muc do
nhe, van tiép tuc duoc diéu tri va tic dung phu ty cai thién sau 1
tuan. Tuy nhién, 80% ca thé chudt c6 phan tng kich thich tai
ving da thoa thudc trong vong 30 phut ngay sau diéu tri, biéu
hién bang hanh dong phat ra tiéng kéu lién tuc, liém ving thoa
thudc.

Nhiing ghi nhan nay budc dau cho thiy hypoxic exosome
duong thoa khong gay kich tng tai chd, khong ¢ cac tac dung
phu nhu phuong phéap diéu tri chun bang tretinoin. Chudt thé
hién su dung nap t6t va khong xuat hién doc tinh cta thude 1én
stc khoe chudt.

6. Két luan va kién nghi
6.1. Két luan

Nghién ciru da danh gia tac dung ctia exosome tach chiét tir
ADSC nguoi nubdi trong didu kién thiéu oxy (hypADSC-Exo)
trén mo hinh 130 ho4 da do UV, thong qua thi nghiém in vitro
trén nguyén bao soi va in vivo trén chudt.

6.1.1. M6 hinh nguyén bao s¢i ngwoi ldo hoa do tia cwe tim
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- Nguyén bao soi 130 hoa duoc thiét 1ap bang cach chiéu dong
thoi tia UVA va UVB, tong lidu chiéu 1a UVB 1,17 J/em?>+ UVA
0,72 J/em?, chiéu mot lan duy nhat trong 15 phut.

- Nguyén bao soi biéu hién cac dic diém l3o héa sau chiéu
UV 72 gid, bao gém hinh dang té bao thay ddi phang hon, mat
dang hinh thoi; ting kich thudc té bao; ting biéu hién men SA-
B-galactosidase; giam kha ning ting sinh t& bao; giam biéu hién
gen COLIAI, COL3A41, va ting biéu hién gen MMP3, pI6 va
p21.

- Thoi gian d4nh gia 130 hoa té bao phit hop 13 72 gior sau chiéu
UV va kéo dai 3 ngay sau do.

6.1.2. M6 hinh chugt BALB/c lao héa da do tia cwce tim

- M5 hinh chudt BALB/c 130 héa da dugc thiét 1ap bang cach
chiéu dong thoi tia UVA va UVB, liéu chiéu UVA 1080 mJ/cm?
va UVB 115,2 mJ/cm? Thoi gian chiéu 1a 4 ngay lién tiép/ tuan
trong 12 tuan. Tong licu UVA va UVB lan lugt 1a 51,8 J/em? va
5,53 J/em2.,

- Chudt biéu hién céc dac diém ldo héa da sau 12 tuan chiéu
UV, bao gém xuét hién nép nhan sau, da day, giam do am va
giam dan hoi; ting d¢ day thuong bi va 16p bi trén mé hoc, giam
mat d6 collagen; giam biéu hién gen COLIAI, COL3A1 va ting
biéu hién gen MMPI, MMP2 va MMP3.

- Thoi gian tién hanh thi nghiém diéu tri trén mé hinh 130 hoa

phi hop 14 trong vong 8 tuan sau khi ngung chiéu UV.
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6.1.3. Tac dung ciia hypoxic exosome tir té bao gbc mé méo
ngwoi trén nguyén bao sgi ngwoi 130 hoa do tia cwe tim

- Nguyén bao soi 130 hoa khi diéu tri bang hypADSC-Exo
lidu 10 pg/mL mot lan duy nhat khong ghi nhan hién tugng doc
té bao.

- hypADSC-Exo liéu 10 pg/mL c6 kha nang phuc hdi hinh
dang, kich thudc cua té bao ldo hoa; giam biéu hién SA-p-
galactosidase; ting kha nang ting sinh; cling nhu giam biéu hién
genpl6vap2l.

- Két quéa phuc hdi ldo héa té bao tam thoi dugc ghi nhan tai
thoi diém sau didu trj 48 gio.

6.1.4. Tac dung ciia hypoxic exosome tir té bao gbc mé méo
nguwoi trén moé hinh chudt lao hoéa da do tia cue tim

- Chugt l3o héa da duge diéu tri véi hypADSC-Exo khong
ghi nhan cac tac dung phu nhu hong ban hodc tréc vay so véi
diéu tri bang tretinoin.

- Phuong thirc diéu tri bang cach thoa hypADSC-Exo hai 1an
mdi tudn trong 6 tuan lién tiép budc dau cho thiy hiéu qua.

- hypADSC-Exo dudng thoa c6 kha ning giam cac nép nhan
do 140 hoa, giam do day, ting d6 4m va do dan hoi da; dong thoi
lam giam d¢ day thuong bi va l6p bi trén mo hoc, tang méat do
collagen; ting biéu hién COLIAI, COL3AI va giam biéu hién
MMPI, MMP2 va MMP3.

- Liéu hypADSC-Exo 100 pg/mL (twong duong 10 pg
hypADSC-Exo0/8 cm?) cho hiéu qua diéu trj tdt hon liéu
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hypADSC-Exo 50 pg/mL (twong duong 5 pug hypADSC-Exo/8
cm?).
6.2. Kién nghi

Cac nghién ctru tiép theo ¢ thé dugc thuc hién theo dinh
hudng sau:

1. Tién hanh cic nghién ctru chuyén sau hon dé lam rd co
ché tac dong phan tir cia hypADSC-Exo, dac biét 1a vai tro cua
cac miRNA, protein hoac lipid dac hiéu chira trong exosome.

2. B6 sung thi nghiém dénh gia kha niang héap thu qua da va
thoi gian ton tai cia hypADSC-Exo trong da.

3. hypADSC-Exo ¢ liéu 100 pg/mL (10 pg/8 cm?) dudng
thoa tai chd c6 hiéu qua cai thién biéu hién 1o hoa da do tia cuc
tim, nén st dung lidu nay cho cac nghién ctru tiép theo.

4. B6 sung thi nghiém so sanh véi exosome trong diéu kién
du oxy ¢ cung lidu diéu tri.

5. Thuc hién thém cac nghién ctru danh gia d an toan dai
han va xac dinh liéu diéu tri t6i wu ctia hypADSC-Exo trén cac
mo hinh khac (md hinh da heo, ex vivo, organoid), lam co s& cho

viée tien dén thir nghiém 1am sang trén nguoi.
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