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QUY TRINH SAN XUAT TE BAO GIONG HEK293T
TREN THIET Bl CELCRADLE
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M6 ta

CelCradle™ da chirng minh la mot thiét bi cé kha nang nuéi té bao dat mat dd cao hiéu qua bdi

dac tinh déc dao la tao ra méi truéng nudi cdy giau oxy véi rng suét cat thap. Ngwoi st dung cé
thé dé dang thu duoc lvong Ién cac té bao gibng cho nudi cdy quy md I&én hon nhu TideXcell-
002 hodc dé san xuét ngan hang té bao véi mat dd cao. Nghién ciru nay dwoc tién hanh trén
CelCradle-500A va 500AP nham minh hoa sy sinh trwdng ctia t& bao HEK293T. 0,75x108 té bao
giébng dwoc cay vao mot chai Celcradle va két qua thu dwoc 2,44x10° té bao. Thuc hién dém té
bao hang ngay dé theo déi sw sinh trwdng té bao. Két qua cho thay trong 8 ngay nuéi cay sb té
bao tang gap 33 1an va van duy tri kha nang trao ddi chat cao. Khong cé sw khac biét ré rét gitra
sw tdng trwdng té bao trén hét thdng nudi cay khong tuan hoan (batch) va tuan hoan (perfusion)
moi tredng. Ngoai ra, nhe sy thay ddi méi trwong it hon trong hé thdng perfusion, cac té bao
dwoc nudi trong mdi trwdng 6n dinh hon vé ndéng dd glucose va pH. Bao céo nghién clru ciing
dwa ra quy trinh nuéi ciy ban d3u. Tuy nhién, diéu kién nuéi cy t6i wu clia mbi dong té bao c6
thé thay déi
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Héa chat, vat tw

0.01 % poly-L-lysine (Sigma P4707)

PBS khong chira Mg2+/Ca2+

HEK293T (ATCC: CRL-3216)

Mbi trwdrng nudi cy hoan chinh:

o

o

o

o

Méi trwdng co ban DMEM high glucose (Hyclone SH30022.01)
1X Pen/Strep (ThermoFisher Scientific 15141022)

25 mM HEPES (Gibco 15630080)

10% FBS (Hyclone SV30160.03H]I)

CelCradle™ Stage 3000

CelCradle™ 500A (EscoAster/VaccixCell)

CelCradle™ 500AP (EscoAster/VaccixCell)

Thiét bi do Glucose - GlucCell Meter

GlucCell Test Strips

pH meter

Kep dai

Ray nhya

Florescent diacetate (FDA) (1 pug/ml) (ThermoFisher Scientific)

Propidium lodide (PI) (1 pg/ml) (ThermoFisher Scientific)

Hoechst (1 yg/ml) (ThermoFisher Scientific)

PrestoBlue Assay (ThermoFisher Scientific)

0.05 % Trypsin-EDTA (ThermoFisher Scientific 25300054)

75 g/L Natri bicarbonate (0.22 um filtered)

100 g/L dung dich Glucose (0.22 ym filtered)
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Phwonq phap

Phu I1&p gan két Ién vat liéu mang (Tuy theo yéu cau)

T o

o o

Hut dung dich chira chéat gan két

e. Hutbd dung dich PBS

f.  Dé vat liéu mang trong BSC qua dém dé kho hoan toan.

Chai nudi ciy CelCradle™ dwoc dat trong ti an toan sinh hoc cép Il (BSC Class Il hood)

Phu vat liéu mang v&i 0.01% poly-L-lysine (PLL) (Sigma P4707); 30 phut; nhiét d6 phong

Rlra vat liéu mang v&i 250 ml PBS, xoay nhe nhang chai nuéi cay

Tan déng té bao va cay Ién vat liéu mang/Tang sinh té bao

Ngay X: Chuén bi bwéc ciy

a.
b.

C.

S dung té bao & thé hé thap (té bao tré)

Chuyén it nhat 2 1an trwéc khi stv dung

Chuyén té bao khi dat hop lwu (confluency) trén 85% & ty 1é 1:5-8

Luu y: Xt ly liéu cao Trypsine c6 thé énh hudng dén céc protein bé mét dan dén gidm kha nang bam cia té

bao Ién vét liéu mang.

Thwe hién cay lén trén Celcradle

Ngay 0: Cay té bao qgiéng
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Chuén bj 0.75x108 t& bao giéng trong 150ml mai trwérng nudi cay.
Chuyén dung dich chra té bao vao chai CelCradle500A (CC)

Nén dé loai bd khi trong chai nuéi cay trwdc khi thay nép kin trdng

Up nguoc chai CC va dadm bao toan bd vat liéu mang nam hoan toan trong dich té bao.

D4t chai CC vao trong td 4&m CO2 5% COz; 37°C

Cu 30 phut, xoay nhe nhang chai dam bao té bao con trong dung dich duwoc phan bb déu.

Thuc hién déu dan trong 3-5 gi® dau clia qua trinh cay.

Sau 3 gid U t& bao, T tir Iam déu dich t& bao trong chai cung véi vat liéu mang, thu mau

va dém té bao. Xac dinh hiéu suat bam té bao dwa theo sb té bao con lai trong dich cay.

Néu hiéu suat bam dat trén ho&c bang 80%, thém mai trudng nudi cay vao chai dé thé tich

cudi cuing dat 500ml va st dung nap xanh cé loc.

Dét chai nudi cay 1én thiét bi va cai dat thiét bi v&i cac thong sd nhw bén dwéi dé qua dém

nham gidp té bao thich nghi:

Téc do 1&én: 1 mm/giay
Gilr phia trén: 1 phut
Téc d6 xubng: 1 mm/giay

GENERATION OF SEED TRAIN USING CELCRADLE

| version 6



s ®
- =
Technical Report — Seed Train Generation @‘\ |
A\

iv. Gilr phia duwéi: 1 giay
Hoac
T&ng thoi gian G thém mot gid va kiém tra hiéu suat bam. Thong thuéng qua trinh G dé té

bao bam &n dinh dién ra trong khoang 3-5 gid, hiéu suat bam sé thuweng khong tang thém

khi tang thi gian G 1én qua 5 gio.

Nudi céy trén thiét bi CelCradle dang tuédn hoan moi trirong (500AP)

a. Nub6i cdy trén thiét bj cAp mai trwng trao dbi tudn hoan, can chuén bi:
a. Chai thay tinh 2L chra 2.2L méi trwedng
b. N&i v&i chai CelCradle (500P hodc 500AP) va bom (nhw hinh)
c. Cai dat chwong trinh thich hop:
i. Trao d6i mdi trwong tudn hoan (perfusion) (tiéu chuan:1999ml)
i. Ngay thwe hién qua trinh tudn hoan méi trwéong
iii. Tan suét cGa qué trinh tuan hoan (tiéu chuén: 24 chu ky/ngay)

0

1
H
Pump

Chai cap méi trwérng 2L
cho qua trinh tuan
hoan chira 2.2L mé6i
trwong

CelCradle-500AP

Theo ddi sinh trwéng té bao

Theo d&i hang ngay ndng d6 Glucose va pH ctia méi trudng nudi cdy, dw doan thoi gian thay méi trwdng

ho&c bé sung Glucose hoadc Natri bicarbonate

a. 2ml méi trwdng: Bo pH va glucose
(tuy yéu cau)
3 vat liéu mang: do hoat dong chuyén héa sir dung PrestoBlue Assay theo protocol

c. 3vatliéu mang: Nhudm té bao sbng/chét véi FDA, Pl, Hoechst theo quy trinh
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d.

e.

f.

10 vat liéu mang: x& ly trypsin, thu va dém té bao (xem quy trinh thu té bao)
Thay méi trwéng nudi cy khi:
a. Néng do Glucose gidm xudng duéi 1g/L
Duy tri pH > 6.80
a. Néu pH gidm xudng 7.10, giam ndng d6 CO2%. Néu CO2% da gidm xubng nguwdng 0%,
thém Iwvong nhoé dung dich Natri bicarbonate solution (trong khodng 0.1g/L), theo déi trong

3 gi® tiép. Bb sung natri bicarbonate néu can.

Thu té bao

a.

= o a0
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Dung dung cu loc (ray nhya) d& dé méi trwdng ra mot cée dwng dung dich va gitra lai vat liéu mang
trong chai CC

Rera vat liéu mang v&i 250ml PBS, nhe nhang Up ngwoc chai nudi cdy (st dung ndp trang), xoay
déu chai trong 20 giay dé vat liéu mang ngap trong dung dich PBS

Loai bé dung dich

Thuwc hién rira véi PBS mot [an niva

Loai bé dung dich

Db 120-150ml dung dich 0.05% trypsin dwoc lam 4m vao chai CC va day bang nép tréng

Up nguwoc chai dé cac vat liéu mang ndm hoan toan trong dung dich.

D4t chai CC vao td Am 37°C trong 15-20 phut

Trung hoa béng 15ml FBS100%

Up nguwoc chai va gitr & vi tri nay, sau do lac va tap chai vao long ban tay trong 1 phut (xem video
guri kem)

Thu dich té bao s dung ray nhya

Lap lai bwéc thu thém it nhat 4 14n véi 100ml dung dich méi trwdng

. Thu toan bd dich té bao

Ly tam lanh & 400x g trong 10 phut

Loai bo dich ly tam

Tron déu té bao véi moi trwdng

Dém té bao séng

Té bao thu dwoc c6 thé sir dung lam té bao gidng cho TideXcell-002 hodc tao ngan hang té bao véi

méat d6 cao.

Két qua
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Do thi sinh trwéng té bao (cam: 500A: xanh dwong: 500AP)
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Theo doi Glucose

Batch Culture Perfusion Culture
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Hoat dong chuyén hoa té bao

Batch Culture Perfusion Culture

0.7 0.7
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0.4 0.4
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0.2 0.2

0.1 0.1

o+ 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Day(s) Day(s)

Té bao thu tir vat liéu mang duy tri dwoc hinh thai ctia té bao binh thwong

T& bao dwoc chuin bi cho cady Ngay 0 T& bao thu hoach tir CC (Ngay 6) cay tré lai chai
nudi cady 2D

Hiéu qua thu hoach dat >90%, va > 95% s té bao thu dwoc sbng sét. Té bao thu duwoc tir CelCradle

dwoc cay trd lai trén dia qua dém. Té bao duy tri dwoc hinh thai cla té bao binh thwéong.
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