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Giéi thiéu

Bang co ché gidn va nén tao luwc ddy méi trwdng vao va ra khoi vat liéu mang, thiét bi nuéi cy cong
nghé Tide Motion gitip van chuyén hiéu qua khi va chét dinh duwéng (Hinh 1).

CO,

Aeration Nutrition

Hinh 1: CelCradle™ van hanh dua trén nguyén ly thdy triéu, cac té bao bam trén vat liéu mang BioNOC ™|/ duoc
luan phién 2 pha: pha cép khi va pha cép chét dinh duéng nho co ché gidn va nén tir phia dwéi giGp moi truomg
day vao va ra.

CelXrocker™ la thiét bj 'ng dung TideMotion & quy md nhd gitp thwc hién qué trinh thir nghiém véi
chi phi thdp. Trong hé théng nay, té bao gibng dwoc cdy Ién vat liéu mang BioNOC™II va chuyén vao
chai nudi cay trwdc khi dat Ién thiét bi rocker. Chuyén ddng bap bénh mé phéng hé thdng Tide Motion
b&i né tao ra 2 pha luan phién cép khi va cap chat dinh dwéng ddng thdi dam bao méi truéng nudi cay
dwoc lam déu nhe nhang (Hinh 2).

' Pha cép khi ‘ o l Pha dinh dwéng ‘ -

Hinh 2: Gidn dé biéu dién chuyén déng bap bénh cda chai nudi cdy mé phéng nguyén ly thdy triéu Tide Motion
nhw trén thiét bj CelCradle ™ bang viéc tao ra 2 pha luén phién: pha khi va pha dinh duéng st dung CelXrocker.
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Nudi cay té bao trén CelXrocker™

=

Khtr tring BioNOC ™I trong chai/binh bang vat liéu chiju nhiét

2. Khi tring vat liéu mang trong dung dich PBS. Dam bao toan bé vat liéu mang dwoc nam

trong dung dich PBS.
3. Khtr trung & 121°C trong 20 phdt.

4. B&o quan vat liéu mang trong PBS dén khi s dung.

Lwu y: Tranh khiy tring khé vat liéu mang b&i c6 thé dan dén pha vé cAu trac bé mat cia vat liéu.

Hut sach PBS.

whN e

Chuyén vat liéu mang da khtr tring vao éng falcon.

Phu I&p gan két 1én vat liéu mang Toan bd vat liéu mang dwoc nam hoan toan trong dung dich

chat gan két voi thoi gian G va thé tich thich hop.
4. Loai bé dung dich chat gan két sau khi u.

5. R®a sach v&i PBS néu can thiét.

6. Bao quan vat liéu mang da dwoc phu gan két (XX-coated BioNOC™II) (bdo quan & nhiét do

phu hop cho dén khi st dung).

=

Chuyén 30 vat liéu mang vao falcon 50ml.

2. U vat lieu mang véi lwong té bao theo yéu ciu trong dng falcon. Luwgng té bao gidng tdi wu cay
trén 1 vat liéu mang dwoc goi y nhw bang 1.

3. Thém méi trwerng vao éng falcon dam bao toan bd vat liéu mang dwoc ndm hoan toan trong
dung dich. Gié tri pH dworc duy tri trong khoang 7.0 — 7.4 (pH tbi wu 14 7.2)

Loai té bao

Mat do té bao giong
(so te bao/vat liéu mang)

Chick embryo fibroblasts (CEF)

300,000 — 500,000

A-549

200,000 — 300,000

Chinese hamster ovary cells (CHO)

100,000 — 300,000

HEK293T / PK-15/ IBRS-2

100,000 — 300,000

Vero 100,000 — 300,000
Hybridoma (OKT3) 100,000 — 300,000
MDCK 60,000 — 120,000
Leghorn male hepatoma (LMH) 50,000 — 200,000
MARC-145 50,000

Human mesenchymal stem cells (hMSCs) 20,000 — 60,000

Human diploid cells (WI-38 / MRC-5)

15,000 — 20,000

Bang 1: Mat d6 cay téi wu & cac loai té bao khéc nhau.

Lwu y: Vat liéu mang phu hop véi nhiéu loai té bao khac nhau. Vui long lién hé véi ching téi néu loai té bao

ban dang st dung khéng dwoc dé cap & day.
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4. Nhe nhang nghiéng éng va xoay 2-3 lan dé dung dich té bao dwoc trdn déu v&i vat liéu mang
(M6 ta nhw hinh bén dwéi).

z

Lwu y: Tranh nghiéng éng quéa 90° han ché lam hao hut t& bao giéng.

5. U té bao v&i vat liéu mang trong 3-5 tiéng trong ti Am (37°C, 5%CO,), néi Iéng nap ng falcon
dam bao can bang CO..

6. Trong gi® G dau tién clr 15 phit, van chat ndp, nhe nhang nghiéng éng va xoay (nhw mb ta
budc 4) lam déu lwong té bao chwa bam trong dung dich. Van 1dng nap va dat lai vao ta am.

7. Trong 2-3 gi® 0 tiép theo, ct 30 phat thwc hién Iap lai bwdc 6.

8. Sau 3 gi® u t& bao, mang falcon vao ti an toan sinh hoc cép I, nghiéng éng va xoay ttr ttr, thu
~50 pl dung dich va dém té bao. D&m lwong t& bao con trong dung dich dé xac dinh hiéu suét
gan té bao.

9. Néu hiéu suat gan dat = 90% (i.e. dwdi 10% lwong té bao gibng con trong dung dich), tién hanh
bwéc tiép theo. Néu hiéu suat chwa dat mong mubdn, tiép tuc G va theo ddi. Tuy nhién, qua trinh
gén thuwong két thic trong 3-5 gio.

Lwu y: Dé dam bao hiéu suat gan té bao, téi thidu 3 vat liéu mang trong éng falcon 15ml va 10 vat liéu
mang trong vé&i falcon 50ml. Thém lwgng méi trwérng ddm béo vat liéu mang nam trong dung dich. Néu
khéng s dung dng falcon, hiéu suat gén téi wu cé thé khong dat.

1. Dat thiét bi rocker vao ti &m CO, 37°C, 5%CO.. Biéu chinh téc d6 4 chu ky trong 1(mdi chu ky
dwoc tinh chuyén déng rocker tir trai > phai = trai).

2. Sau khi hoan thanh buéc cay té bao giéng, st dung kep dai tr ttr chuyén vat liéu mang tir 6ng
ly tam sang chai nuéi cdy T-75 chira 18 ml (0.6 ml méi trwéng/vat liéu mang) moi trwong.

3. Ly tam va dém té bao sb té bao con lai trong dung dich, xac dinh hiéu suét gan két cudi cung.

4. Dat chai nubi cay I&n rocker trong ti &m CO, 37°C, 5% CO; (ho&c cac diéu kién nudi cay tuy
thudc loai té bao).

5. Thay méi trwdng trong 2-3 ngay theo quy trinh nudi cay cla loai té bao st dung.

Lwu y: Sau khi cdy, té bao bam chwa chac chan vao vat liéu mang, can thao tac nhe nhang dé tranh té bao
tach khdi vat liéu mang.

Lwu y: St dung thiét bi Esco CelXrocker™ hoac 2D rocker véi téc dé cham va nhe nhang 4-6 chu ky trong
1 phat. Néu tbc d6 qua nhanh, té bao c6 thé bi tach khai vat liéu mang hodc sinh truéng té bao gidm. Trong
trwdng hop nay, co thé can nhac nubi t& bao trong diéu kién tinh, tuy nhién, t& bao c6 thé khong dat sy sinh
trwdng cwe dai do méi trwdng dinh dwéng thiéu. Trong trwérng hop khéng st dung rocker, thém du lwong
méi trdng va nudi tinh t& bao. St dung 2D rocker tao diéu kién t6i wu cho thtr nghiém, thiét bj tao ra chuyén
dong luan phién qua tréi va qua phai. Lwa chon orbital rocker, 3D rocker hodc nudi cdy tinh cé thé thu dwoc
két qua khong toi wu.

Lwu y: Cac gia tri dwa ra khi nu6i céy trén 30 BioNOC ™||. Lwong mai tredng va kich thudc chai nudi vay c6
thé thay déi theo s lwgng BioNOC ™I ther nghiém. Vi du, Néu nudi cay trén 50 vat liéu mang BioNOC ™I,
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can st dung chai nudi cay T-175 véi 30ml méi truerng. Khong vwot qua 5ml méi trwong (10 vat liéu mang)
trong 1 chai T-25 hoac 18ml méi trwong (30 vat liéu mang) trong 1 chai T-75 hoac 30ml mdi trwong (50 vat
liéu mang) trong 1 chai T-175 dé tranh lam wét mang loc & nap chai trong qué trinh nudi, tranh nhiém chéo
trong toan bd cac bwdc thwe hién.

Lwu y: 0.6ml méi triedrng/vat liéu mang dwoc khuyén nghi cho thtr nghiém ban dau, cé thé diéu chinh déi véi
céc loai té bao khac nhau. Thé tich 0.6 ml/vat liéu mang mé phdng thé tich twong dwong khi nuéi cay trén
CelCradle (500ml méi trwd'ng cho 850 vat liéu mang trong 1 chai nudi céy). Tuy nhién, lwong méi trvong st
dung c6 thé thay dbi khi nuéi cay trén hé thdng perfusion CelCradle, dwoc hiéu 1a méi truéng dwoc tw dong
trao doi tuan hoan véi chai nudi cay.

Lwu y: Trong nhirng th&r nghiém dau tién, ching t6i khuyén nghi theo déi tdng trwédng té bao trong subt quéa
trinh nudi cay. Thwe hién cach ngay viéc thu va dém sé té bao tr 3 mau vat liéu mang. Thu 1- 2 vat liéu mang
nhudém cung ngay va quan sat sw sinh trwdng té bao truc tiép trén vat liéu mang (chi tiét dwoc md ta nhw quy
trinh bén dwéi).

Theo déi sinh trwdng té bao trén vat liéu mang BioNOC™||

1. Dung enzyme tach
St dung Enzyme tach: Accumax, Trypsin 0.25%, TrypLe Express, Collagenase

1. Chuyén 3 vat liéu mang tlr chai nudi cay vao tube ly tam 1.5ml.
2. Nhe nhang rira v&i 1ml PBS khong chira Ca?* va Mg?*, thwe hién 3 14n (nhe nhang dao tube 1én
xudng 5 lan méi lan rira).
3. Thuyc hién tadch bang Ezyme:
. Trypsin/ TrypLE Express: (hau hét c4c loai té bao)
e  Thém 1ml 0.05 — 0.25% Trypsin-EDTA, G 37°C trong 10-15 phdt.
i Accumax/ Accutase: (pht hop véi té bao gbc)

e Thém 1ml Accumax/ Accutase, U nhiét dé phong trong 15-30 phut (Thoi gian G phu
thuéc mat do té bao, nén thuc hién thi nghiém tdi wu thoi ‘gian 4 15 phat, 20 phat
va 30 phut). Accumax dwoc cho 1a thich hop trong nudi cdy 3D. Tuy nhién, ngudi
st dung hoan toan cé thé dung enzyme va phwong phap tach té bao hién tai.

ii. Collagenase: (phu hop véi té bao gbc)

e Phalosng Collagenase Il (Thermo Scientific, Cat 17101) dé dat ndng dé thich hop
chtra 100 unit/ml trong HBSS.

e Thém 1ml collagenase va 0 15-30 phut (c6 thé téi wu thdi gian G enzyme néu can

thiét).
4. Sau khi G v&i enzyme, chuyén dung dich enzyme sang éng ly tam 15ml.
5. Thém héa chét trung hoda enzyme hodc PBS (tuy theo loai enzyme st dung) vao tube ly tam
1.5 ml chira vat liéu mang, s dung 1 dau cta kep gay vao day tube lién 40-60 lan.
6. Chuyén dung dich vao cling éng ly tam 15 ml trén.
7. Lap lai 5 - 6 lan, tbi thiéu thém 3 1an rira véi 1ml PBS hodc méi trudng.
8. Dém té bao tryc tiép hodc ly tam, thu té bao, trdn té bao trong thé tich phu hop va dém.
9. Tinh sb té bao trung binh trén 1 vat liéu mang.
10. C4y té bao thu dwoc trén chai nudi cdy hodc trén cac phién nhiéu giéng, kiém tra hinh thai va ti

l& séng s6t sau thu hoach.

Lwu y: Thu toan bd vat liéu mang trong chai nudi cdy, diéu chinh lwgng enzyme ddm béo toan b vat liéu
mang nam trong enzyme (khoang 1,5 — 2ml cho 10 vat liéu mang). Nghiéng chai nudi ciy dé vat liéu mang
nam trong dung dich enzyme

2. Dung CVD (Crystal Violet Dye)
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Lwu y: CVD duoc cung cap boi ESCO, catalog no.1400014. Té bao goc tiét lwgng Ion ECM, do vay CVD
khéng phu hop s dung cho té bao gdc.

Chuyén 3 vat liéu mang BioNOC™!I tir chai nuéi cdy sang tube ly tam 1.5ml
Thém 0.5 ml CVD vao méi tube.

Vortex cac tube trong 60 giay.

U trong 2 gi¢ trong tG &m 37°C.

Thwc hién vortex vai 1n trong qua trinh 0.

DPém nhan va tinh trung binh sé té bao trén 1 vat liéu mang.

ourwWNE

1. Nhuém té bao

Chuyén 1-2 BioNOC™I| tiv chai nudi cay vao phién 24 giéng.

Hut sach dich méi trwéng va cb dinh té bao bang ethanol 70% - 100% trong 15 phit.
Rira sach ethanol bang nwéc khir ion hodc PBS.

Nhudm té bao bang hematoxylin, hodc H&E trong 5-10 phdt.

Rlra sach thuéc nhuém bang nwéc khir ion.

Quan sat té bao dwédi kinh hién vi.

ogrwNE

Lwu y: Co thé sir dung cac loai thudc nhudém khéac nhau, vi du. Trypan blue. S& dung thyc“')c nhuém huynh
quang dé quan sat té bao tot con lai trén vat liéu mang sau khi thu hoach. Khéng dung thuéc nhuém mau doi
v@i trrdong hop sau thu hoach.

2. Nhuém té bao séng véi thuéc nhudm huynh quang

1. Chuyén 1-2 BioNOC™II tir chai nudi cdy sang phién 24 giéng.

2. Thém 500 pl méi trwdng vao mdi giéng. Thém thubc nhuém & ndng dé: 1 pg/ml Hoescht 33342
(Thermo Fisher, H3570), 1 uM calcein green (Thermo Fisher, C34852 va 1 pug/ml PI (propidium
iodide, Sigma Aldrich P4170) trong mai trwdng.

3. U trong 30 phit & 37°C, 5% CO- trwéc khi chup anh & cac bd loc khac nhau (Xanh dwong -
Hoechst 33342, xanh la - calcein green va dé - PI).

Lwu y: Céac thuéc nhuém huynh quang c6 thé dwoc st dung dé quan séat t& bao. Vi du. fluorescein diacetate,
Cell tracker etc.
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Hinh anh minh hoa nhudém vat liéu mang

1. Té bao gbc trung md MSC duogc cb dinh va nhudm véi hematoxylin

Ngay 1

Xanh 14: Calcein green nhudém té bao chat, xanh dwong: Hoechst 33342 nhudém nhan, dd: propidium
iodide nhuém té bao chét (khéng thay hoac rat it dwgc quan sét)
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