(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

o comnesmoemeroe 0 MMM
CUC SO HUU TRi TUE
1-0033643

(51  C12M 3/00 (13) B
(21) 1-2018-00617 (22) 14/07/2016
(86) PCT/IP2016/003319 14/07/2016 (87) WO 2017/010100 19/01/2017
(30) 2015-142201 16/07/2015 JP; 2016-004339 13/01/2016 JP
(45) 25/10/2022 415 (43) 26/04/2018 361A

(73) 1. DAIKIN INDUSTRIES, LTD. (JP)
Umeda Center Bldg., 2-4-12, Nakazaki-Nishi, Kita-ku, Osaka-shi, Osaka 5308323,
Japan
2. OTSUKA PHARMACEUTICAL FACTORY, INC. (JP)
115, Aza Kuguhara, Tateiwa, Muya-cho, Naruto-shi, Tokushima 7728601, Japan
(72) HIGUCHI, Tatsuya (JP); KOMAZAWA, Kozue (JP); MOHARA, Yoshiko (JP);
DEMPO, Takayuki (JP); NISHIMURA, Masuhiro (JP).
(74) Cong ty TNHH Tam nhin va Lién danh (VISION & ASSOCIATES CO.LTD.)

(54) VAT CHUA BE PHAN PHOI, BAO QUAN HOAC NUOI CAY TE BAO PONG
VAT CO VU

(57) Séng che dé cap dén vat chira dé phan ph01 bao quan hodc nudi ciy té bao dong vat
c6 vu. Khi té bao dong vat co va dugc phan phbi bang cach sir dung vat chira ma bé mit
cua nod tlep xtc véi té bao dong vat co vu dugc tao thanh tur vat liéu nhya flo it nhat mot
phﬁn c6 nhom dau tan cung -CF; hodc vat chira ma bé mat cta no tiép xuc véi té bao dong
vat ¢6 vu duogc tao thanh tir vat liéu nhua flo ¢co téng sb6 dau tan cung mang nhém khong
dugc flo héa va dau tan cing mang nhom -CF,H trong nhua flo bang 70 hoic it hon tinh
trén mdi 1 x 106 nguyén tir cacbon, hodc té bao dong vat c6 v dugc bado quan hodc dugc
nuoi céy trong vat chtra nay, sy bam dinh té bao trén bé mit bén trong vit chtra va su giam
ty 1¢ song sot té bao co thé dugc te ché hiéu qua. Do do, bang cach su dung cac vat chia
nay, chit long chua té bao dong vat co vii c6 ndng do cao va ty 18 té bao song cao co thé
dugc phan phdi, duge bao quan hodc dugc tao ra, gop phan vao y hoc tai sinh st dung chat
long chira té bao dong vat co vi (chat 1ong dang huyén phu).
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Linh vie k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén vat chira ding dé phan phdi, bao quan hodc nudi cly té bao
dong vat c6 vu, trong do bé& mat cta vat chira nay tiép x0c véi té bao dong vét c6 vu
duogc tao thanh tir nhya flo ¢6 mdt hodc nhiéu nhém -CF3 & dau tan cung, hodc nhua flo
c6 tong sd dau tan cing mang nhém khong dugce flo hoa va dau tdn cing mang nhom -
CF>H trong nhya flo nay bang 70 hoic it hon tinh trén 1 x 10° nguyén tt cacbon.
Tinh trang ky thuét cia sang ché

Té bao gbc toan nang nhu té bao gbc phoi (1 bao ES) va té bao gbc toan ning
cam (mg (t€ bao iPS) 12 té bao c6 kha ning ting sinh khong giéi han va da nang véi té
bao md nhidu loai. T bao gbc toan ning clia ngudi duge ky vong cd thé ap dung cho y
hoc t4i sinh trong d6 té bao gbc toan ning ctia ngudi in vitro duge gdy cam Ung dé biét
héa thanh té bao c6 cac loai chtrc nang khac nhau, ma sau d6 dugc dung cho bénh nhan
dugce ky vong 1a cho hiéu qua st dung. Ngoai ra, té bao gbc than nhu t& béxo gbc trung
md cling dugc ky vong co tac dung tri liéu thong qua viéc giai phong yéu té dinh dudng
va xytokin, va tac dung tap hgp ving mo bi tdn thuong va sau d6 biét hoa thanh té bao
chu tao cta ching va b tro va phuc hdi ving, va cdc nghién ctu trong 1am sang vé
chung da dugc thyuc hién. Dé dat duge muc dich, cac t€ bao co chét lugng cao can duoc
nudi cdy on dinh hodc duge bao quan voi lugng 16n, va khi dung chiing van giit dugc
chét luong. |

Vit chira dang thi (t6i) ding dé nudi cdy té bao da duoc thiét ké d€ lam vat chira
dé nuoi cy t& bao néi (Tai liéu Patent 1). Loai tii nay chira hop kim polyme trong do
hdn hop polyme cta copolyme khdi poly(etylenbutylen)polystyren véi polypropylen
dugc tron voi copolyme etylen acrylat, va c6 uu diém 1a do trong sudt va kha ning tham
khi. Mit khéc, céc tai thich hop dé nudi ciy té bao bam dinh ciing da duoc thiét ké (cac

Tai liéu Patent 2, 3). Tui duoc mo ta trong Tai ligu Patent 2 14 loai ti duge cai tién dé
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té bao d& dang bam dinh vao bé mat bén trong tui bang cach tang tinh wa nudc bing
cach xr 1y phong dién hoa dbi voi bé mit. Ngoai ra, tui duge mo ta trong Tai liéu Patent
3 gém tdm nhua tdng hop c6 d6 cing khi udn & gia tri dinh trude dé tii khong dé bi bién
dang khi cdy, va ¢6 wu diém 1a c6 kha ning ngin can viéc bi bong ra va chét ciia cac té
bw)duqctaoradosulﬁéndangcﬁaw@ich&akhidichuyéntﬁL

Ngoai ra, cic tui dang ban trén thi truong da duoc biét dén, va c6 ban trén thi
truong, vi dy, tai xoay CultiLife(R) (san xuat béi Takara Pac Ltd.) sit dung copolyme
etylen (Et)-vinyl axetat (VA) (EVA) lam vét lidu ché tao, tai VueLife FEP 32-C (san
xudt bdéi American Floseal Corp.) st dung copolyme tetrafloetylen (TFE)-
hexaflopropylen (HFP) (FEP) 12 nhuya flo 1am vt liéu ché tao, va tii nudi ciy A-1000NL
(san xudt bai Nipro Corp.).

Tuy nhién, khong c6 tai nao trong s céc ti néu trén ngin dugc sy bam dinh
mhéb%meMhmo%nmb%UmgMN@g&m&nwuﬁmﬂwmﬂmgﬂm
ndi. |

Trong khi dcs, da biét ring khi bé mit cta dung cu xir ly va gia nhiét thuc phdm
dugc phi mang nhya flo trong d6 nhom nim & dau tan cfmg khong bén cua copolyme
TFE-perfloalkylvinyl ete (PFVE) (PFA) dugc flo hoa dé loai bo cac nhom khong on
dhﬁlnéntaidéutancﬁng,céiﬂﬁ@nkhénéngchéngchéyrﬁﬁrchéngbénlbén(Téihéu
patent 4). Tuy nhién, tinh bam dinh té bao cﬁa nhua flo ¢6 cic nhém & dau tan cung da
duqcfh)héalachuaduqclﬁétdén.

Tai liéu k¥ thuét c6 lién quan
Tai liéu patent

Tai liéu patent 1: Coéng bd don yéu cdu cAp patent Nhat Ban chua thdm dinh s6
03-65177

Tai liéu patent 2: Cong bd don yéu ciu cép patent Nhat Ban chua thim dinh s6
06-98756

Tai li€u patent 3: Cong bb don yéu cu cap patent Nhat Ban chua tham dinh s6

2008-17839
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Tai liéu patent 4: Patent Nhat Ban s6 3962153
Ban chit k§ thuit ciia sing ché
Céc van dé duoc giai quyét nho sang ché

Sang ché dé xuat vat chira c6 kha ning phan phéi, bao quan hodc tao ra chat long
chira t& bao dong vat ¢ va c6 ndng do cao va ty 1¢ té bao séng cao.

Bién phép giai quyét van dé

Két qua clia céc nghién ciru triét dé dé giai quyét van dé 1, cac téc gia séng ché
da phat hién ra ring khi té bao dong vat c6 v dugc dung bang cach sir dung vat chia
ma bé mit tiép xtc v6i té bao dong vat ¢ vii duge tao thanh tir nhya flo ¢6 mot hodc
nhiéu nhém -CF3 & diu tan cung, hodc nhua flo c6 tong s6 dau tan cing mang nhém
khong dugc flo hoa va dr:iu tan cung mang nhom -CF,H trong nhya flo bang 70 hoic it
hon tinh trén mdi 1 x 10° nguyén t& cacbon, va té bao dong vat c¢6 v dugc bdo quan
hodc nuéi cdy trong vat chira nay, su bdm dinh té bao vao bé mit bén trong vat chira va
su giam ty 16 séng sot té bao duge e ché hidu qua, va chat 1ong chira té bao dong vat
¢6 vl ¢6 ndng do cao va ty 18 té bao séng cao c6 thé dugc phan phdi, bao quan hoic tao
ra. Phat hién nay din dén viéc hoan thién séng ché. |

Nghia 13, sang ché nhu sau.

(1) Vat chira @ phan phbi, bao quan hozc nudi chy té bao dong vit c6 vi, trong
d6 bé mit ctia vat chira tiép xuc véi té bao dong vat c6 via duge tao thanh tir nhya flo ¢6
téng s6 dau tdn cing mang nhém khong dugc flo hoa va dau tdn cung mang nhom -
CF,H trong nhya flo bang 70 hodc it hon tinh trén mdi 1 x 10° nguyén ti cacbon.

(2) Vat chira dé phan phéi, bao quan hozc nudi cdy té bao dong vat c6 vu, trong
d6 bé mit cta vat chira tiép xﬁc v6i té bao dong vat c6 va dugc tao thanh tir nhya flo ¢
mot hodc nhiéu nhém -CF; & dau tan cing.

(3) Vat chtra dé phan phbi, bao quan hogc nudi cdy té bao dong vat c6 vu theo
(2), trong dé bé mit cua vat chtra tiép xuc v6i té bao dong vat c6 v duoc tao thanh tir
nhua flo ¢6 sd ddu tdn cing mang nhém khong dugc flo hoa bang 70 hoic it hon tinh

trén moi 1 x 10% nguyén ti cacbon.
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(4) Vat chtra dé phan phdi, bao quan hozic nuodi cdy té bao dong vat c6 vi theo
diém bat ky trong s cac diém tir (1) dén (3), trong d6 nhya flo 1a it nhat mot nhua flo
dugc chon tir copolyme gbc tetrafloetylen-hexaflopropylen va copolyme gbe
tetrafloetylen-perfloalkylvinyl ete.

(5) Vat chtra dé phan phéi, bao quan hoic nudi ciy té bao dong vat c6 vi theo
diém bat ky trong s cac diém tir (1) dén (4), trong d6 vat chira 1a thi.

(6) Vat chira dé phan phdi, bao quan hodc nudi cy té bao dong vat c6 vi theo
diém bat ky trong sé cac didm tir (1) dén (5), trong d6 t& bao dong vat c6 v 1a té bao
két dinh.

(7) V4t chira dé phan phdi, bao quan hodc nudi cdy té bao dong vat c6 vi theo
diém bt ky trong sb cac diém tur (1) dén (6), trong d6 té bao dong vat c6 vi 1a té bao
gbc trung mo.

Hiéu qua ctia sang ché

Khi str dung vat chira dé phan phéi, bao quan hoic nudi cy té bao theo sang ché,
chét 16ng chira té bao dong vat c6 vi duge phan phéi hoic luu trit, hodc té bao dong vat
¢O va duoc nuoi céy, vi su bam dinh té bao vao bé mat bén trong vat chira va su giam
ty 1& sdng sot té bao co6 thé duge (e ché hidu qua, c6 thé thuc hién phan phdi, bao quan
hodc tao ra chét 1ong chira té bao dong vat c6 v ¢6 ndng do cao va ty 18 té bao séng
cao, gop phan vao y hoc tai sinh st dung chét 16ng chira té bao ddng vat c6 vi (chat
l6ng dang huyén ph).

M5 ta chi tiét sang ché

Vat chira dé phan phdi, bao quan hoic nudi cdy theo sang ché (sau day, dung don
gian la "vat chira theo sang ché" trong mot s6 truong hop) khong bi gidi han cu thé mién
la trong vét chura dé phan phéi, bao quan hodc nudi céy té bao dong vat co vu, bé mat
cta chung tiép xac véi té bao dong vat c6 vi (chit long chira té bao dong vat cd vi)
dugc tao thanh tir nhya flo c6 mot hodc nhiéu nhom -CF3 & dau tan cung hodc nhya flo
¢6 tdng s6 dau tan ciing mang nhom khong dugc flo héa va du tan cing mang nhom -

CF,H trong nhya flo 12 70 hodc it hon trén mdi 1 x 10° nguyén tir cacbon (sau day, cac
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nhua flo nay néi chung duoc goi 1a "nhua flo theo sang ché" trong mot sb truong hop);
va vat chtra nhin chung la tuy y dugc tao thanh tir nhya flo theo séng ché. Vit chira theo
sang ché c6 dic diém 1a bé mit vat chua tiép xtc v6i té bao dong vat co vi duogc tao
thanh tir nhua flo theo sang ché. Khi chét 16ng chta té bao dong vat ¢6 vii duge phin
phéi hodc bdo quan, hodc té bao dong vat c6 va dugce nudi céy béng cach st dung Vét
chra ¢6 dic diém nay, vi su bam dinh té bao va sy giam ty 18 sdng sot té bao duogc tc
ché hiéu qua, vét chtra theo sang ché c6 thé thich hop dugc st dung dé phan phdi va/hoic
bao quan chit 1ong chira t& bao ndi va nudi cdy té bao ndi, va ngoai ra, dé phan phdi
va/hodc bao quan chit 1ong chira té bao bam dinh va nudi cdy ndi té bao bam dinh.
Trong trudng hop st dung dé phan phdi va/hoic bao quan chit 16ng chira té bao, va nudi
ciy ndi té bao, vat chua tt hon 1a vat chira trong d6 bé mit bén trong vét chira khong
duoc phi bang (hodc duge bé tri trén d6 bang) chat két dinh té bao nhu Matrigel, entactin,
fibronectin, polyme nhay v&i nhiét do (PIPAAm hodc tuong tu), polycation (polylysin
hodc tuong tu), gelatin, lectin, polysaccarit (axit hyaluronic hodc twong tu), axit
polylactic, axit polyglycolic, e-aminocaprolacton, colagen typ I, colagen typ IV,
chitosan va laminin. Trong ban md ta ndy, theo sang ché, "bao quan" bao gdbm bao quan
trong khi vén chuyén.

Céc té bao ndi bao gdm cac té& bao nhu hdng ciu, va bach ciu (thu duoc tir mau
ngoai bién) (bach ciu trung tinh, bach ciu don nhan [bach cau don nhan to va té bao
lympho], dai thuc bao, va tuong tu).

Vi du vé t& bao bam dinh bao gém: té bao gdc bao gdm té bao gdc toan nang nhu
té bao gbe phoi (t& bao ES), té bao mam phoi (t& bao EG), t& bao gbc dong giao tir (té
bao GS) va té bao gdc toan ning cam Gmg (t& bao iPS); t€ bao gbc da nang nhu té bao
gbc trung md, té bao gde tao huyét va té bao gdc than kinh, va té bao gbc don ning (té
bao tién than) nhu té bao tién than co tim, t& bio tién than ndi md mach, té bao tién than
noron, té bao tién than md, nguyén bao soi da, nguyén bao co co van, nguyén bao xuong
va nguyén bao tao nga; va té bao truédng thanh nhu té bao co tim, t& bao ndi mac mach

mau, té bao than kinh, t€ bao md, nguyén bao s¢i da, t€¢ bao co van, té bao xuong, té bao
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gan (té bao cua gan), té bao ndi mac tinh mach day r6n, t& bao ndi mac bach huyét nhé
clia da, té bao sung, té bao bidu md phé quan, melanin bao, t& bao co nhin va té bao
rang. Té bao gde trung md dugc wu tién.

Nhua flo theo sang ché tdt hon néu khong ¢ dau tan cing mang nhém -CFoH,
va & nhua flo, tdng s6 diu tan cing mang nhém khong duoc flo héa (vi dy, nhém chire
nhw -COF, -COOH, -COOH gén véi nude, -CH,OH, -CONH, va -COOCH3) va dau tan
cung mang nhom -CF,H tdt hon néu 12 70 hodc it hon trén mdi 1 x 10° nguyén tir cacbon,
va tot hon nita néu 13 35 hodc it hon trén mdi 1 x 10° nguyén tir cacbon. Ngoai ra, s0
lwong t6t hon khéc nita néu 1a 20 hodc it hon trén mdi 1 x 10° nguyén tit cacbon, va dic
biét tét hon néu 1a 10 hodc it hon trén mdi 1 x 10 nguyén t& cacbon.

Nghia 1a, mét khia canh theo sing ché bao gdm vat chira dé phan phdi, bdo quan
hodic nudi cdy té bao dong vat co Vﬁ, trong d6 bé mit cta vat chtra tiép xuc voi té bao
dong vat c6 vu dugc tao thanh tir nhua flo ¢6 téng s6 dau tan ciing mang nhém khong
c‘hiqc flo h(’)a va dau tan cung mang nhém -CF,H ¢ nhua flo 1a 70 hodc it hon trén moi
1 x 10 nguyén tir cacbon. |

$6 lwong trén mdi 1 x 106 nguyén ti cacbon ctia -COF, -COOH, -COOH gan véi
nuée, -CH,0H, -CONHa, -COOCH; va -CF,H ¢6 thé tinh toan bang FT-IR.

Ngoai ra, nhua flo theo sang ché théa man néu‘cé mot hodc nhiéu nhom -CF; &
dau tin cung va co cAu trac dau tan duoc lam 6n dinh hon; va nhua flo theo sang ché
bao gdm nhya flo trong d6 mot phén ctia diu tin cling mang nhém khong dugce flo hoa
duogc flo héa va c6 -CFs. |

Nhém dau tan ciing -CF3 c6 thé duoc phan tich bang thiét bi do '’F NMR nhiét
do cao. |

Theo sang ché, "dau tdn ciing mang nhém khong duoc flo hoa" ¢6 nghia 1a dau
tan c6 mot sé}tinh phan tmg duoc va thuong dugce goi dau tan khong bén, va cy thé bao
gé)m nhém chuc nhu -COF, -COOH, -COOH gén v6i nuéce, -CH,OH, -CONH; va -
COOCHs.
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Tong sb diu tan cung mang nhom khéng duogc flo héa (vi du, nhém chire nhu -
COF, -COOH, -COOH gén véi nuéc, -CH>OH, -CONH; va -COOCH3) & nhya flo theo
sang ché tot hon néu 1a 70 hodc it hon trén mdi 1 x 10° nguyén t& cacbon, t6t hon nita
néu 12 50 hogc it hon trén mdi 1 x 106 nguyén tir cacbon, t&t hon khac nita néu la 35
hodc it hon trén mdi 1 x 10® nguyén tir cacbon, ngoai ra tot hon khéc nita néu 1a 15 hoac
it hon trén mdi 1 x 10 nguyén tr cacbon, ngoai ra t6t hon khac nita néu 1a 10 hodc it
hon trén mdi 1 x 106 nguyén tir cacbon, cu thé tot hon néu 12 5 hodc it hon trén mdi 1 x
10® nguyén tir cacbon, va ngoai ra cu thé t6t hon néu 14 2 hodc it hon trén mdi 1 x 10°
nguyén tir cacbon.

Nghia la, mdt khia canh theo sang ché bao gém vit chira dé phan phéi, bao quan
hodc nudi céy té bao dong vat co6 vu, trong do bé& mit cua vat chtra tiép xtc véi té bao
dong vat co va dugc tao thanh tir nhya flo c6 mot hodc nhiéu nhom -CF3 & dau tan cing
trong nhua flo s6 du tan cing mang nhoém khong duoc flo héa 1a 70 hogc it hon trén
mdi 1 x 10° nguyén tir cacbon.

Nhua flo theo sang ché cu thé bao gdm polytetraﬂéetylen (PTFE), copolyme gdc
tetrafloetylen (TFE)-hexaﬂopropylen (HFP) (FEP) va copolyme gbc TFE-
perfloalkylvinyl ete (PAVE) (PFA); trong s6 nay, FEP va PFA c6 thé t6t hdn néu duoc
lam vi du va FEP c6 thé duoc 1am vi du thich hop.

"Copolyme gbc TFE-HFP" ¢6 nghia vle‘l copolyme chtra it nhat TFE va HFP. Nghia
14, "copolyme gc TFE-HFP" bao gdm, ngoai copolyme bac hai (copolyme TFE/HFP;
FEP) ctia TFE va HFP, copolyme béc ba nhu copolyme ctia TFE, HFP va vinyl florua
(VF) (copolyme TFE/HFP/VF), copolyme cua TFE, HFP va vinyliden florua (VDF)
(copolyme TFE/HFP/VDF) va copolyme cua TFE, HFP va perflo(alkylvinyl
ete)(PAVE) (copolyme TFE/HFP/PAVE), copolyme bac bdn nhu copolyme cta TFE,
HFP, VF va VDF (copolyme TFE/HFP/VF/VDF), copolyme cua TFE, HFP, VF va
PAVE (copolyme TFE/HFP/VF/PAVE) va copolyme ctia TFE, HFP, VDF va PAVE
(copolyme TFE/HFP/VDF/PAVE), va copolyme bac nam nhu copolyme ctia TFE, HFP,
VF, VDF va PAVE (copolyme TFE/HFP/VF/VDF/PAVE).

-8



33643

Copolyme gbc TFE-HFP t6t hon néu 13 copolyme TFE/HFP hodc copolyme
TFE/HFP/PAVE. Ty 1& khéi lugng ctia TFE va HEP & copolyme TFE/HFP nay tot hon
néu 1a 80 dén 97 / 3 dén 20, va tét hon nita néu 1 84 dén 92 / 8 dén 16. Ngoai ra, ty 1&
khéi lvgng cua TFE, HFP va PAVE & copolyme TFE/HFP/PAVE tét hon néu 1a 70 dén
97/3 dén 20/ 0,1 dén 10, va tot hon nita néu 1a 81 dén 92/ 5 dén 16 /0,3 dén 5.

"Copolyme gbc TFE-PAVE" ¢6 nghia 12 copolyme chira it nhat TFE va PAVE.
Nghia 13, "copolyme gbc TFE-PAVE" bao gdm, ngoai copolyme bac hai ctia TFE va
PAVE (copolyme TFE/PAVE; PFA), copolyme bac ba nhu copolyme cua TFE, PAVE
va hexaflopropylen (HFP) (copolyme TFE/PAVE/HFP), copolyme cuia TFE, PAVE va
vinyliden florua (VDF) (copolyme TFE/PAVE/VDF) va copolyme cua TFE, PAVE va
chlorotrifloetylen (CTFE) (copolyme TFE/PAVE/CTFE), copolyme béac bén nhu
copolyme cua TFE, PAVE, HFP va VDF (copolyme TFE/PAVE/HFP/VDF), copolyme
cua TFE, PAVE, HFP va CTFE (copolyme TFE/PAVE/HFP/CTFE) va copolyme cua
TFE, PAVE, VDF va CTFE (copolyme TFE/PAVE/VDF/CTFE), va copolyme bac ndm
nhu copolyme cia TFE, PAVE, HFP, VDF va CTFE (copolyme
TFE/PAVE/HFP/VDF/CTFE).

PAVE céu tao don vi PAVE khong bi gidi han cu thé, va vi du cta ching bao
gsm perflo(metyl vinyl ete) [PMVE], perflo(etyl vinyl ete) [PEVE], perflo(propyl vinyl
ete) [PPVE], perflo(butyl vinyl ete), perflo(pentyl vinyl ete), perflo(hexyl vinyl ete) va
perflo(heptyl vinyl ete).

Ty 1é khdi lugng cia TFE va PAVE ¢ copolyme gbc TFE-PAVE t6t hon néu 1a
90 dén 98 / 2 dén 10, va tot hon nita néu 1a 92 dén 97 /3 dén 8.

Nhua flo theo sang ché c6 thé duoc san xuit bang cach cho nhém dau tan clng
cta nhua flo dugc téng hop theo phuong phap thong thudng cua polyme hoa huyén phu,
polyme hoa nhil twong hodc tuwong tu xu ly flo hoa bing phuong phap da biét nhu
phuong phép trong do trude khi nhya flo dugce ép dun chay, nhya flo va hop chét chira
flo (vi du, ngudn chua gbc flo) dugc tiép xtic v6i nhau dé tién hanh xu ly on dinh, va

phuong phap trong d6 vién nhya flo thu duge sau khi nhua flo dugc ép dun chay va hop
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chét chira flo dugc tiép xtc véi nhau dé tién hanh xtr Iy flo hoa. Ngoai ra, nhura flo theo
sang ché ciing c¢6 thé thu duoc bang cach sir dung tac nhan chuyén mach va xuc tac
polyme hoéa c¢6 kha nang kiém soat nhém dau tan cling ciing véi monome flo trong viéc
san xuét (phan tng polyme hoa) nhwa flo. Ngoai ra, san phidm c6 ban trén thi truong ¢
thé duoc st dung 1am nhua flo theo sang ché. Viéc xtr Iy flo hoa cling ¢6 thé duogc tién
hanh bing cach cho hop chét chira flo tiép xtic véi khudn diic tir nhya flo, nhuw mang
duc béng cach lam nong chay nhya flo, vat chira dtic tir mang va vét chtra dac tr nhua
flo. Ngoai ra, cac phuong phap xir Iy nay ciing c6 thé dugc két hop.

Nghia 13, téng sé ddu tan ciing mang nhém khong duge flo hoa va tong sb dau
tan cung mang nhom khong dugc flo hoa va dAu tan cing mang nhém -CF,H khong can
1a 70 hodc it hon trén mdi 1 x 10 nguyén tir cacbon trong mdi giai doan ctia nhya flo,
vién va mang dé tré thanh vat liéu thd, va n6 thoa man néu trén bé mit cta vat chira
cudi cung tiép xuc véi té bao, téng sd cua ching 1a 70 hodc it hon trén mdi 1 x 10°
nguyén tir cacbon. Ngoai ra, trong trudng hop nhua flo c6 mot hodc nhiéu nhém -CFs &
dau tin cung, $6 nhom dau tan cung -CF3; khong can thiét 1a mot hodc nhiéu trong mdi
giai doan cua nhua flo, vién va mang dé tré thanh vat liéu thd, va né thoa min néu trén
bé mit cta vat chua cudi cung tiép xtc v6i té bao, nhua flo c6 mdt hoic nhiéu nhém -
CF; ¢ dau tan cung.

Ngudn chtra gbc flo khong bi gi6i han cu thé, nhung vi du cta chung bao gdm
halogen florua nhu IFs va CIF3, khi F2, CoF3, AgFa, UFs, OF2, NaoF2 va CF3OF. Khi F
tly ¥ ¢6 ndng do 1a 100%, nhung, tr khia canh an toan, dugc st dung bing cach tron
véi khi tro va nho d6 pha lodng 5 dén 50% khéi lugng, t6t hon néu 15 dén 30% khdi
lugng. Vi du vé khi tro bao gdm khi nito, khi heli va khi agon, va tir quan diém hiéu qua
vé chi phi, vu tién khi nito.

Viée xtt Iy flo héa duoc thyc hién & nhiét do t5t hon néu 20 dén 220°C, va tét
hon nita néu 100 dén 200°C. Viéc xir ly flo héa dugc thyuc hién t6t hon néu trong 5 dén

30 gio, va tét hon nira néu trong 10 dén 20 gio.
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Vat chira thu duoc theo sang ché tuly y 14 vét chira trong d6 do nham trung binh
cong (Ra) ctia d6 nham bé mit, d6 nham quéan phuong (RMS) cla d6 nhdm bé mit, va
nang luong tu do bé mat da duogc diéu chinh. Vi du vé vat chtra bao gé)ln vat chia c6 bé
mat bén trong vat chira ciia n6 c6 Ra cua do nham bé mat 1a 3,5 dén 6,5 nm, RMS ctia
d6 nham bé mit 12 4,5 dén 8,0 nm, va ning lugng tu do bé mat 14 16,5 dén 18,5 (mJ/m>).

Vidu vé dang vat chira theo sang ché bao gém dia, dia c6 10, tui, chai, 6ng ly tam,
lo nhé, bom tiém va bng; trong trudng hop vat chita theo sang ché 1a vat chira dé su
dung té bao, wu tién 1a bom tiém, tai (dé nhé giot), chai (dé nhé giot), va bng; trong
truong hop vét chira theo sang ché 1a vat chira dé bao quan té bao, wu tién 13 dia, dia c6
16, tai, chai, ng ly tAm va lo nhd; va trong trudong hgp vat chira theo sang ché 1a vat
chira dé nuoi céy té bao, vu tién 1a dia, dia c6 19, ti va chai. Pic biét vat chita theo sang
ché c6 dang tai, vi né c6 thé duge sir dung cho moi ing dung dé sir dung, bao quan va
nuoi céy té bao, co6 thé duge léy vi du mot cach thich hop.

Pfia, dia c6 16, tui, chai, 6ng ly tdm, lo nhd, bom ti€ém, 6ng va tuong tu co thé
duge tao ra bang phuong phap duic bao gdm duc ap luc, ép dun, duc chuyén, dtc phong,
duc thdi, dic phun, dac quay, dic 16t, ép dun xbp va dic mang, can két hop voi phuong
phap gin kin nhu gén kin béng nhiét, dung hop tan sb cao va dung hop siéu am.

Tai c6 thé duoc tao ra cu thé béng cach phu mang (tém) cua nhua flo theo sang
ché vat lidu va gin kin bang nhiét phan mép bang cach sir dung may han kin dung xung.

Mang dugc st dung dé dbc thi co thé 14 mang mot 16p hodc mang nhiéu 16p bao
gbdm nhiéu 16p 12 hai 16p hodc nhiéu hon; va trong trudng hop mang nhiéu 16p bao gdm
nhiéu 16p, n6 théa man néu tii duge dbc sao cho it nhat bé mat bén trong tiép xuc véi
té bao dong vat ¢ vii 1a mang 16p vat liéu nhya flo theo sang ché, va m&i mang 16p khéc
tham chi dugc phép 1a mang 16p vat liéu (vi du, vat liéu nhua polyolefinic) khéc voi
nhua flo theo sang ché. Viéc c4n mang duge thyc hién bang cach sir dung phuong phép
nhu phuong phép cén nhiét, phuong phép nén nhiét, phwong phép gia nhiét tan s cao,

phuong phép dic dung dung moi va phuwong phap cén €ép dun.
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IngéiaLxéxch&atheoséngchécﬁngcéthéﬂnlduqcbﬁngcédnchovatHéunén,
nhu dia, dia c6 16, tai, chai, éng ly tam, 1o nhd, bom tiém va 6ng, dugc tao ra tu thuy
tinh, kim loai, nhwa hodc twong tu, xr Iy phi bing téc nhan phd bao gdm nhua flo theo
sang ché. Co thé st dung phuong phép bét ky theo dang vat liéu nén. Vi du vé xit Iy pht
bao gdm phul quay, pht phun, phti thanh, pht cudn, nhiing, phi chai, quay 16t va phu
ﬁhh(ﬁéanéthéunénduocphﬁbéngtécnh&nphﬁnhuaﬂo,vésmldéchox&lyséyvé
x( ly gia nhiét nhiét d§ cao dé nho d6 tao thanh 16p phi. Ngoai ra, 16p phit duge phép
lam day dén do day bt ky bang cach phu kép thém tic nhan pht chtra nhya flo theo
sang ché.

V4t chira theo sang ché c¢6 thé duge st dung, vi du, d6i véi truong hop chét 1ong
chﬁatébéod@ngvﬁtuSvﬁduqcbéoqumlmyo,uudnghqpch&iéngchﬁatébaod@ng
vt ¢6 vi duoc bao quan (it nhat trong 6 gi®) & nhiét do ma chit 1ong khong dong lanh
(thudng trong khoang tir 0 dén 37°C, t8t hon néu tir 0 dén 25°C [nhiét d6 phong]), trudmg
hgptébéodéngv@tuﬁvﬁnéihoackétdﬁﬂlduqctaora6IUQnglénbéngphu0ngphép
céy dam dac, hodc truong hop chéit long chtra té bao dong vat ¢6 va sau khi bao quan &
nhiét dd ma chét long khong dong lanh dugc phan phéi (dugc céy) do n6 khong dugc
chuyén sang vat chira khac.

SauCﬁy,séngchéséduqcrnétécuthélunibéiph&lviduthuclﬁénséngché
nhung pham vi k¥ thuat cia sang ché khong bi giéi han boi phan Vi du thuc hién sang
ché nay.

Vi du thwe hién sang ché
Vidul
1. San xuét thi t€ bao

Ba loai mang c6 kich ¢& 16 cm x 15 cm va d9 day 100 pm duoc gin kin bang
nhiét st dung méy han kin xung trong didu kién thoi gian gin kin 12 50 gidy, ap suit gin
12 0.2 MPa va d6 rong méi han 1a 5 mm dé nho d6 san xuat 12 loai tai té bao (thi té bao
A dén C [mAu vi du so sanh 1 dén 3], ti té bao D dén G [miu vi du 1 dén 4], tai t€ bao

H (mAu vi du so sénh 4), tai té bao I dén K [méu vi du 5 dén 7], va tai té bao L [miu vi
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du so sanh 5]) (xem bang 2). Trong ban md ta ndy, tai t& bao M (mau vi du so sanh 6)
dugc st dung 1a tdi té bao dugce 1am tir polyvinyl clorua (thu duoc bang cach xur 1y tai
bén Kawasumi ACP-AMP, san xut boi Kawasumi Laboratories, Inc.) (xem bang 2).
1-1 Po s dau tan cuing mang nhom khong duoc flo héa va sé ddu tin ciing mang nhom
-CFH

Mau nhua tuong tng ¢6 do day khoang 250 dén 300 um dugc san xﬁét, va dugc
phan tich bang cach sir dung quang phd ké FT-IR 1760X (san xuit béi PerkinElmer,
Inc.).

Mau ctia nhua twong Gng ¢6 do day khoang 250 dén 300 pm duogc san xuit bang
cach lan vién bing may nén thuy lwc. Ngoai ra, viéc do duoc thyc hién biang cach sur
dung mang (duoc san xuat tir vién bang cach dic nong chay) cAu tao nén tai té bao, va
trong truong hop do day khong du, bfmg cach pht mang.

Céc phd khac nhau tir mdu chuan (miu da flo hoa di cho dén khi vé can ban
khong c6 khac biét bat ky nao quan séat thém dugc ¢ phé) thu duoc; su hép thu ctia mbi
dinh duoc doc; va sb dau tan cung mang nhom khong dugc flo hoa va 6 dau tan cing
mang nhém -CF,H trén mdi 1 x 10° nguyén tir cacbon duge tinh toan cho mdi mau theo
cong thue sau. S6 dau tan cing mang nhém khong dugc flo hoa va s6 ddu tan cung mang
nhom -CF,H trong mdi tui té bao A dén M dugc thé hién trong bang 2.

S6 dau tan cing mang nhom khong duge flo héa va dau tn cung mang nhém -CF.H
(trén moi 1 x 10° nguyén tr cacbon) = I-k/t |

1 su hép thuy

k: sb tuong quan (xem bang 1)

t: 46 day mau (mm)

Bang 1: S6 séng hip thu va sé tuong quan cta mdi nhém dau tén cung nhom khong

dugc flo hoa va dau tan cing mang nhém -CF,H

Nhom dau tin cing | S6 song hip thu (cm™) S6 twong quan
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COF 1884 405
COOH (ty do) 1813 455
COOH (lién két) H7 455
1790
COOCH; 1795 355
CONH, 3438 480
CH,OH 3648 2325
CF.H 3006 26485

Béang 2: SO dau tan cung mang nhom khong dugc flo hda va so dau tan cing mang nhom

-CF,H cua tui té bao

Trude khj san xuat tui Sau khi san xuét tui té
té bao bao
Sodautan | gq 4x) « o .. | S diutan
. cung mang | . So6 dau tan .
Tui . tan cung \ cung
& Nhua nhom man cung mang man
X flo khong ME | nhém khong ne
bao duoc flo nhoém - duoc flo hoa nhom-
> CF.H : CF,H
hoa
Mauvidu |\ ppp 0 486 15 507
so0 sanh 1
Mauvidu | p | ppp 19 392 21 424
so sanh 2
Mauvidu \ | ppp 30 230 43 256
so sanh 3
Maulw dw | | pgp 46 0 68 0
Mauzw dw | g | pgp 0 0 13 0
Mau;” du | g FEP 2 0 12 0
Mau 4“ dwl g | FEp 0 0 7 0
Mauvidu || ppa 178 138 201 159
so sanh 4
Mau 5‘” du | PFA 0 0 25 0
Mau 6“ du | g PFA 0 0 11 0
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Ma“7“ Wi g | pra 0 0 29 0

Mau vi du Ll (poly- _ ) )

so sanh 5 etylen) i

I\S/éalslé‘rlllhdgl M | (polyvinyl - - - -
chloride)

"Truge khi san xuét tai té bao" trong bang c6 nghia 12 mau thu duoc bang cach lan vién
nhua flo dugc str dung dé san xuét tai té bao.

"Sau khi san xuét tai t& bao" trong bang c6 nghia 1a mau thu duoc tir mang (dugc san
xudt bang cach diic néng chay tir vién) cdu tao tui té bao.

1-2 Do khi ¢b mat/véng mat nhom dau tn cung -CF3;

Mang nhya tuong tng dugc lam néng chdy & 370°C va dugce san xuét thanh dai;
va phé cta chung bing NMR °F nhiét d cao duoc do bang cach sit dung phd ké cong
hudng tir hat nhan AVANCE 300WB (san xuét bgi Bruker Corp.).

Céc phd khéc nhau tir dai duge san xuét bang cach 1am nong chay nhwa ma co ty
1¢ b cuc giéng nhu nhua tuwong ng va trong d6 khong thu duge nhém diu tén cung -
CF; nao ¢6 mat; khi dinh dwgc quan sat & 8 = -82 ppm, nhém déu tin cing -CF3 dugc
du doédn c6 mit, va khi khong quan sat dugc dinh & & = -82 ppm, nhém dau tan cung -
CF3 duoc du doan Véng mat. Su cé meflt/véng mit ctia nhom dau tan cung -CF3 trong
mdi tui té bao A dén M duoc thé hién trong bang 3.

Bang 3: Su ¢c6 meflt/véng mit ctia nhém dau tan -CF3

TS; ;é Nhua flo bau tir; ;:flng -
Mau vi du so sanh 1 A FEP vang mit
Mau vi du so sanh 2 B FEP ving mat
Mau vi du so sanh 3 C FEP ving mit
Mau vi du 1 D FEP cO6 mat
Mau vi dy 2 E FEP c6 mit
Mau vi du 3 F FEP cO mat
Mau vi du 4 G FEP c6 mit
Mau vi du so sanh 4 H PFA vang mit
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Mau vi du 5 I PFA cb mit

Mau vi du 6 J PFA c6 mit

Mau vi du 7 K PFA 6 mit
Mau vi du so sénh 5 L - (polyetylen) -
Mau vi du so sanh 6 M - (polyvinyl chloride) -

Vidu?2
2. Luu trit t& bao gde trung md thu dugc tir tiy xuwong ciia ngudi (hMSCs) bang cach st
dung tui té bao

Trong trudng hop té bao dugc bao quan bang cach sir dung tii té bao theo vi du
1, n6 dugc phan tich xem li€u sy bam dinh t€ bao co thé dugc e ché dé nho do bao
quéan té bao ¢ trang thai ndi.
2-1 Phuong phép
2-1-1 Diéu ché chit 1ong bao quan té bao

Lidu phun Lactec(R) chira trehaloza 6,0% (khéi lwong/thé tich) (san xudt boi
Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc.) va lidu phun dextran L thdp phén t&r (phun Lactec
chira dextran 10% (khéi luong/thé tich)) (san xuét bai Otsuka Pharmaceutical Factory,
Inc.) duge tron theo ty 16 1:1 d@& nho d6 didu ché chét 1ong bao quéan té bao.
2-1-2 Chuén bj té bao dong vat c6 vi
[1] 4 x 10° hMSCs (san xuit béi Lonza Ltd., PT-2501) dugc nudi cdy khi c6 mat moi
truomg nudi cdy MSC (san xuat bai Lonza Ltd., PT-3001) trong binh 75¢m? trong thiét
bi i & 37°C trong diéu kién CO2 5%, va duge cdy chuyén trong hop dong khoang 90%
bang phuong phap thong thudng.
[2] Mai truong nudi cdy cho hMSC da cdy chuyén (té bao duogc cy chuyén ba lan, hop
dong gan nhu 100%) dugc loai bo bing thiét bi hut; va sic hMSC bang 8 ml PBS (san
xuét bang Invitrogen Corp.) véi mdi binh.
[3] PBS dugc loai bo bing thiét bi hit; va bd sung 3,75 ml trypsin-EDTA (san xuét boi
Lonza Ltd., CC-3232) véi mdi binh vao dung dich thu duoc va duge phép dé yén ¢ nhiét
dd phong trong 5 phut.
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[4] Dung dich thu dugc duge lic tir tir cho dén khi khoang 90% hMSC bong ra dudi sy
quan sat bang kinh hién vi.

[5] B6 sung 3,75 ml mdi trudong nudi cdy MSC vao mdi binh dé dimg phan tng trypsin;
va hMSC dugc phuc hdi bang cach dung pipet, va duge chuyén vao dng ly tim 50ml.
[6] Dung dich thu dugc dugc cho ly tdim & 600xg trong 5 phut & 25°C.

[7] Chét bé mit dugc loai bo bang thiét bi hut; va bd sung 3 ml chat 1éng bao quan té
bao vao mdi binh va vién hMSC (chit két tiia) dugc tao huyén phu.

[8] 10 pL chat 16ng dang huyén phit h(MSC-BM dugc thu gom; do sb té bao bing cach
str dung tAm dém té bao; va chit 16ng bao quan té bao dugc bd sung sao cho sd té bao
thanh 5 x 10° té bao/ml, va 1am lanh dung dich thu dugc bang da.

2-1-3 Luu trit té bao dong vét c6 vu

[1] 3 ml chit 16ng bao quan té bao chira hMSC gbm 5 x 10° t& bao/ml duoc gieo mam
trong mdi loai trong 13 loai tii té bao A dén M.

[2] Sau khi chit 1éng dang huyén phu ¢ té bao duge phép dé yén va duoc bao quan
trong 6 gir & thit bi 1 (25°C, 5%CO,) (san xuit boi As One Co., Ltd., PIC100), mot
phén cta ching (20 pL) duge phuc hdi, va dugc tron v6i 20 L trypan xanh 0,4% (sin
xudt boi Gibco); ndng do té bao va sd té bao song cua chét léng dang huyén phi c6 té
bao duge do dudi kinh hién vi (ECLIPSE TS100, san xuét bai Nikon Corp.) bang céch
st dung tAm dém té bao; va ty 1& thu hdi té bao twong ting (xem céc bang 4, 7 va 10) va
ty 16 sdng sot t& bao (xem céac bang 5, 8 va 11) dugc tinh todn. Ngoai ra, mot phén tdi
duoc cit ra béng kéo va dat trén dia ¢6 6 16; va té bao dinh trén tai duogc quan sat duoi
kinh hién vi (IX-70, san xuit bdi Olympus Corp.). Trong ban md ta nay, mdi két qua
trong bang 4 dén bang 6, bang 7 dén bang 9 va bang 10 dén bang 12 thu dugc bang thi
nghiém ddc lap (cé thoi gian chuén bi khac cho hMSC).

Bang 4: Ty 1é thu hdi té bao (%) 1 cia hMSC

Ngay sau khi bat dau  Sau khi bdo quan
luu tri 6 gio

- (Pre) 100 + 3

Tui té€ bao
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Mau vi du so sanh 1 A 39+ 1
Maiu vi du so sanh 2 B 43 (n=1)
Mau vi du so sanh 3 C 34+ 13
Mau vi du 1 D 50+£2
Mau vi du 3 F 69 £47
Maiu vi du 4 G 99 (n=1)
Mau vi du so sanh 4 H 40 + 12
Mau vi du 6 J 70 + 14
Mau vi du 7 K 80+ 8"
Mau vi du so sanh 5 L 38+ 12
Mau vi du so sanh 6 M 36+4

Ty 16 thu hdi té bao (%) duoc thé hién dudi dang ty 18 cua téng sd té bao trong
chét 16ng dang huyén phu ¢ té bao sau khi bao quin véi tdng s té bao trong chét long
dang huyén pht ngay sau khi bt dau bao quan (Pre) ([tdng sb té bao trong chit 16ng
dang huyén phu c6 té bao sau khi bao quéan / tong s6 té bao trong chét 1ong dang huyén
phu ngay sau khi bt ddu bao quan (Pre) x 100]) (gia tri trung binh + d6 1éch chudn, n =
3). Trong ban md ta nay, trong bang, "**" va "***" thé hién rang c6 su khac biét ding
ké v& mit théng ké (p < 0,01 va p < 0,001, mot cach tuong ting) tir tui té bao L (mau vi
du so sanh 5) bang phuong phap Dunnett.

Bang 5: Ty 18 sdng s6t té bao (%) 1 cia hMSC

Tai 1 bao Ngay sau khi bat ~ Sau khi bdo quan

dau huu trit 6 gio
, - (Pre) 97 £2

Mau vi du so sénh 1 A 80+ 6
Mau vi du so sanh 2 B 87 (n=1)

Mau vi du so sanh 3 C 93 +3

Mau vi du 1 D 93 +3
Mau vidu 3 F 96 + 0"
Mau vi du 4 G 93 (n=1)

Mau vi du so sanh 4 H 93+ 1
Mau vi du 6 T 95+1°
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Mau vi du 7 K 96 + 1"
Mau vi du so sanh 5 L 81+ 14
Mau vi du so sanh 6 M 90 + 7

Ty 1é sbéng sot té bao (%) duoc thé hién dudi dang ty 1é cia s6 té bao sbéng véi
tdng sb t& bao trong chét 1ong dang huyén phti c6 té bao ([s6 té bao sng trong chit 16ng
dang huyén phi c6 té bao / tong s t& bao trong chit 16ng dang huyén phi ¢6 té bao x
100]) (gia tri trung binh + do léch chuén, n = 3). Trong ban md ta nay, trong bang, "*"
thé hién ring c6 su khac biét dang ké vé mat thong ké (p < 0,05) tir thii té bao L (mAu vi
du so sanh 5) bang phuong phap Dunnett.

Bang 6: Ty 18 thu hoi 1 té bao séng cia hMSC

Tai t& bao Ngay sau khi bdt  Sau khi bao quan

dau luu trix 6 gio
- (Pre) 97+ 4

Mau vi du so sanh 1 A 3442
Maiu vi du so sanh 2 B 37 (n=1)
Mau vi du so sanh 3 C 31+£12

Mau vi du 1 D 46 £ 1

Mau vi du 3 F 66 + 4"

Mau vi du 4 G 92 (n=1)
Mau vi du so sanh 4 H 37+ 11

Mau vi du 6 J 66 + 13"

Mau vi du 7 K 77+ 8"
Mau vi du so sanh 5 L 31 +13
Mau vi du so sanh 6 M 32+4

Ty 18 thu hdi té bao sdng dugc thé hién dudi dang gia tri cua gid tri ty 1€ thu hoi
t& bao nhan véi gié tri ty 16 sdng sot té bao (gia trj trung binh + do léch chudn, n = 3).
Trong ban mo ta nay, trong bang, "**" va "***" thé hién ring c6 su khac biét dang ké
vé& mat théng ké (p < 0,01 va p < 0,001, mdt cich twong tmg) tir ti té bao L (mau vi du
so sanh 5) bang phwong phip Dunnett.

2-2 Két qua
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Ty 1 thu hdi hMSC sau khi luu trit, nhu duge thé hién trong bang 4, trong trudng
hop st dung tui té bao A, B, C, H, L vaM (mau vi du so sanh 1, 2, 3, 4, 5 va 6), mot
cach tuong ung 1a 39%, 43%, 34%, 40%, 38% va 36%, va ngugec lai, trong truong hop
str dung tui té bao D, F, G, J va K (mdu vi du 1, 3, 4, 6 va 7), cao bang 50%, 69%, 99%,
70% va 80%, mdt cach twong ing.

Ngoai ra, ty 1& séng s6t cia hMSC sau khi lvu trir, nhu duoc thé hién trong bang
5, trong trudng hop st dung tui t€ bao D, F, G, T va K (mau vi du 1, 3, 4, 6 va 7), mot
cach tuong ing 14 93%, 96%, 93%, 95% va 96%, va bét ky ty 1€ ndo cling cao béng 90%
hodc cao hon.

Do d6, ty 18 thu hdi (ty 18 sbng s6t té bao x ty 18 thu hdi té bao) cia hMSC sbng
s6t sau khi luu trit, nhu duoc thé hién trong bang 6, trong trudng hop bao quan trong tai
té bao D, F, G, T vaK (mau vi du 1, 3, 4, 6 va 7) (mdt cach tuwong tmg 1a 46%, 66%,
92%, 66% va 77%) cao hon trudng hop bao quan trong ti té bao A, B, C, H, L va M
(mau vi du so sanh 1, 2, 3, 4, 5 va 6) ’(m(f)t cach tuong Ung 1a 34%, 37%, 31%, 37%,
31% va 32%).

Bang 7: Ty 1é thu hi té bao (%) 2 ctia hMSCs

Ti 1 bio Ngay sau khi bdt Sau khi bao quan

dau luu trix 6 gid
- (Pre) 100 + 4
Mau vi du so sanh 2 B 30 £25
Mau vi du 4 G 80 + 9™
Mau vi du so sanh 5 L 2546

Ty 1é thu hdi té bao (%) dwoc thé hién dudi dang ty 1¢ ciia tong s6 té bao trong
chét 16ng dang huyén phu c6 té bao sau khi bao quan vai tong s té bao trong chét 16ng
dang huyén phu c6 té bao ngay sau khi b4t dau bao quan (Pre) ([tong sb té bao trong
chét 16ng dang huyén phu co té bao sau khi bao quan / tong sb & bao trong chat 1éng
dang huyén phi ¢6 t€ bao ngay sau khi bt ddu bao quan (Pre) x 100]) (gié tri trung binh

+ d6 1éch chuén, n = 3). Trong ban mo ta nay, trong bang, "***" thé hién rang c6 su
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khac biét dang k& v& mat théng ké (p < 0,001) tir tai té bao L (mau vi du so sanh 5) bang

phuong phap Dunnett.

Bang 8: Ty 18 sdng sot té bao (%) 2 cia hMSC

Tai t& bao Ngay sau khi bat Sau khi bdo quan

dau luu triy 6 gio

- (Pre) 98+ 1
Mau vi du so sanh 2 B 88+ 6
Mau vi du 4 G 95+4
Mau vi du so sanh 5 L 86 + 7

Ty 1& sbng s6t t& bao (%) duoc thé hién dudi dang ty 18 ciia s té bao sdng véi
tdng sb té bao trong chit 16ng dang huyén phu ¢6 té bao ([s6 té bao sdng trong chét long
dang huyén phi c6 té bao / tong s té bao trong chét 1ong dang huyén phi c6 té bao x
100]) (gia tri trung binh + d¢ 1éch chuén, n = 3).

Bang 9: Ty 1é thu hdi 2 té bao sdng ctia hMSC

Tai 1 bao Ngay sau khi bat  Sau khi bado quan

dau luu triv 6 gio
- (Pre) 98 +4
Mau vi du so sanh 2 B 27 £ 24
Mau vi du 4 G 76 + 117
Mau vi du so sanh 5 L 22+7

Ty 1¢ thu hdi té bao séng dugc thé hién dudi dang gid tri cia gid tri ty 1¢ thu hoi
té bao nhan véi gia tri ty 16 sdng s6t té bao (gia tri trung binh + do 1éch chuin, n = 3).
Trong ban mé ta nay, trong bang, "***" thé hién rang c6 su khac biét déng ké vé mit
théng ké (p < 0,001) tir tai té bao L (miu vi du so sanh 5) bang phuong phap Dunnett.
2-3 Két qua

Ty 1€ thu hoi hMSC sau khi luu trix, nhu duge thé hién trong bang 7, trong trudng
hop st dung tai té bao B va L (mAu vi du so sanh 2 va 5), 30% va 25%, mot cach tuong
ing, va nguoc lai, trong trudng hop st dung tui té bao G (miu vi du 4), cao bang 80%.

Ngoai ra, ty 1¢ sdng sét ctia hMSC sau khi luu trit, nhu duge thé hién trong bang

8, trong trudng hop st dung tii t& bao G (mAu vi du 4), cao bang 95%.
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Do d6, ty 1& thu hdi (ty 16 sdng st té bao x ty 18 thu hdi té bao) cita hMSC séng
s6t sau khi luu trit, nhu duoc thé hién trong bang 9, trong truong hop bao quéan trong tai
t€ bao G (méu vi du 4) (76%) cao hon trong truomg hop (27% va 22%, mdt cach tuong
rng) bao quan trong tai t& bao B va L (mAu vi du so sdnh 2 va 5).

Bang 10: Ty 18 thu hoi té bao (%) 3 hMSC

Ti t& bao Ngay sau khi bat Sau khi bdo quén

dau luu triv 6 gio
- (Pre) 100 £ 10
Mau vi du so sanh 2 B 49+9
Mau vi du 2 E 83 + 10
Mau vi du 3 F 75+ 11
Mau vi du 5 I 84 +9°
Mau vi du 7 K 67 + 4

Ty 1€ thu hdi té bao (%) dugc thé hién dudi dang ty 1€ cua téng sb t& bao trong
chét 16ng dang huyén phti ¢6 té bao sau khi bao quan véi tong sd té bao trong chﬁt l6ng
dang huyén phi ¢6 t& bao ngay sau khi bt ddu bao quan (Pre) ([tong sb té bao trong
chét 16ng dang huyén phu ¢ té bao sau khi bao quan / tong sb té bao trong chét long
dang huyén phu c6 té bao ngay sau khi bét ddu bao quan (Pre) x 100]) (gia tri trung binh
+ d6 1éch chuén, n = 3). Trong ban mo ta nay, trong bang, "*" thé hién ring c6 su khac
biét déng ké vé mat théng ké (p < 0,05) tir tui t& bao B (mau vi du so sanh 2) bang

phuong phép Dunnett.

Bang 11: Ty 18 séng sot té bao (%) 3 hMSC

TG 1 bio Ngay sau khi bat  Sau khi bao quan

dau luu trix 6 gio
- (Pre) 97+ 1
Mau vi du so sanh 2 B 92 +3
Mau vi du 2 E 93 +2
Mau vi du 3 F 93 £1
Mau vi du 5 I

91+2
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Mau vi du 7 K 92 +1

Ty 18 séng s6t té bao (%) duoc thé hién dudi dang ty 18 cia sb té bao séng véi
tdng s t& bao trong chit 16ng dang huyén phu ¢6 té bao ([s6 té bao sdng trong chit 1ong
dang huyén phu c6 té bao / téng sb té bao trong chét 1ong dang huyén phu c6 té bao x
100]) (gié tri trung binh + d6 1éch chuin, n = 3).

Bang 12: Ty 1& thu hdi 3 té bao sdéng ctia hMSC

Ngay sau khi bat  Sau khi bao quan

Ti € bao dau luu triv 6 gio
- (Pre) 97+9
Mau vi du so sanh 2 B 45+ 10
Mau vi du 2 E 77+£9°
Mau vi du 3 F 69 + 11
- Mauvidy5 I 76+ 7
Mau vi du 7 K 615

Ty 16 thu hdi té bao séng dugc thé hién dudi dang gié tri cua gia tri ty 1& thu hoi
6 bao nhan v6i gia tri ty 16 sbng sot t& bao (gi4 tri trung binh + do 1éch chudn, n = 3).
Trong ban md ta nay, trong bang, "*" thé hién ring c6 su khac biét dang ké vé mit thong
ké (p < 0,05) tir tui té bao B (mAu vi du so sanh 2) bang phuong phap Dunnett.
2-4 Két qua

Ty 1& thu héi hMSC sau khi luu trit, nhu dugc thé hién trong bang 10, trong

trudng hop st dung tai té bao B (mau vi du so sanh 2), 49%, va ngugc lai, trong truong
hop st dung ti té bao E, F, I va K (mau vi du 2, 3, 5 va 7), mdt cach twong tng cao
bang 83%, 75%, 84% va 67%.

Ngoai ra, ty 1¢ séng s6t cia hMSC sau khi luu trit, nhu duge thé hién trong bang
11, trong truong hop st dung tii té bao E, F, I vaK (miu vidu2, 3,5 va7), mdt cich
twong g bang 93%, 93%, 91% va 92%, va bit ky ty 1& nao ciing cao bang 90% hodc
cao hon.

Do d6, ty 1& thu hdi (ty 16 sdng sot té bao x ty 1¢ thu hoi té bao) cia hMSC song

s6t sau khi luu trit, nhw dugce thé hién trong bang 12, trong trudng hop bao quan trong
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tGi té bao E, F, IvaK (mau vidu 2,3, 5va7) (77%, 69%, 76% va 61%, mdt cach tuong
ng) cao hon trong truong hop bao quan trong tdi té bao B (mAu vi du so sanh 2) (45%).

Ngoai ra, hMSC sau khi bao quan dugc dinh trén bé mat bén trong cua tui té bao
AdnC H LvaM (mau vi du so sanh 1 dén 3,4, 5va 6), va nguoc lai, dugc tc ché
trong viéc két dinh trén bé mit bén trong cia tai té bao D dén G va I dén K (mau vi du
1 dén 4 va 5 dén 7); va gén nhu khong ¢c6 hMSC dugce bam dinh dédc biét trén bé mat
bén trong cta thi té bao E dén G va I &én K (miu vi du 2 dén 4 va 5 dén 7).

Céc két qua nay thé hién ring viéc két dinh té bao séng dugc e ché dang ké khi
bao quan té bao trong tui t& bao D dén G va I dén K (miu vi du 1 dén 4 va 5 d&én 7) hon
bao quén té bao trong tui té bao A dén C, H, L va M (mAu vi du so sanh 1 dén 3, 4, 5 va
6).

Vi dﬁ 3
3. Céy té bao 10T1/2 thu duoc tir t& bao gbc trung md ciia chudt bang cach str dung tdi
té bao

Trong trudng hop té bao dwoc nudi cdy bang cach s dung tii té bao duogc tao ra
theo vi du 1, n6 dugc phan tich xem liéu sy bam dinh té bao c6 thé duge e ché dé nho
d6 nudi cdy té bao & trang thai ndi.

3-1 Phuong phéap

[1] Céc té bao 10T1/2 thu dugc tir té bao gde trung md clia chudt dugc tao huyén phu
trong mdi trudong nudi céy DMEM (sén xuét boi Nacalai Tesque, Inc., 08458-45) chira
FBS 10% (san xuit boi Life Technologies Corp., tiéu chuan Gibco) sao cho néng do té
bao thanh 1,0 x 10° t& bao/ml; 3 ml chét long dang huyén phu dugc gieo mam trong moi
hai loai tai té bao B (mAu vi du so sanh 2) va tdi té bao G (miu vi du 4).

[2] Dung dich thu duoc duoc nudi cdy trong thiét bi u (37°C, CO2 5%); mot phan (10
ul) mdi chét long dang huyén phi ¢6 té bao dugc phuc hdi sau 4 gio, va 1, 2,3 va 6
ngay, va dugc trdn véi 10 pL trypan xanh 0,4% (san xuét bai Gibeo); va sb té bao séng

duoc do bang cach sir dung tAm dém té bao va ty 1& sbng sot té bao duoc tinh todn. Ngoai
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ra, t& bao bam dinh trén tai té bao dugc quan sat dudi kinh hién vi quang hoc (san xudt
bdi Nikon Corp.).
3-2 Két qua

Ty 18 sdng sot ctia té bao 10T1/2 sau khi ciy cao bing 70% hoic cao hon ca &
truong hop st dung tai t& bao G (mAu vi du 4) va tai t€ bao B (mau vi du so sanh 2).
Nguoc lai, ty 18 cta t& bao 10T1/2 bam dinh trén bé mit bén trong tai sau khi ciy
trong trudng hop st dung tai té bao G thap hon trong truong hop st dung thi té bao B.

Két qua nay thé hién ring viéc két dinh té bao séng co thé dugc we ché dang ké
khi cdy té bao trong tui t& bao G (mau vi du 4) hon khi cly té bao trong tui té bao B
(mau vi du so sanh 2).

Céc két qua cua Vi du 1 dén 3 thé hién ring vi khi t& bao dugc dung, duoc bao
quan hoac dugc nudi céy béng cach st dung tai té bao D dén G va I dén K (mau vi du
1 d&én 7), su bam dinh té bao vao bé mit bén trong vat chura va sy giam ty 1€ séng sot
té bao c6 thé dugce e ché hiéu qua, chét long chtra té bao co nff)ng dd cao va ty 1€ té
bao séng cao c6 thé duogc dung, dugc bao quan hodc tao ra.

Kha nang ung dung trong cong nghiép

Theo séang ché, chat 1ong chira té bao c6 ndng do cao va ty 1& té bao sdng cao c6

thé duoc dung, duge bao quan hoic tao ra, ma gop phan vao y hoc tai sinh s dung

chit 1ong chira té bao dong vét c6 v (chat 1ong dang huyén phu).
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YEU CAU BAO HO
1. Vét chtra dé phan phdi, bao quan hodc nudi cdy té bao dong vat cé vu, trong d6 bé
mat cua vat chira tiép xtc véi té bao dong vat c6 vu duge tao thanh tir nhya flo c6 téng
s6 ddu tan cing mang nhom khong duge flo hoa va déu tan cing mang nhém -CF,H
trong nhya flo bang 70 hodc it hon tinh trén mdi 1 x 10° nguyén tit cacbon, trong d6
nhua flo 1a it nhdt mdt nhua flo dugc chon tur copolyme géc tetrafloetylen-
hexaflopropylen va copolyme gbc tetrafloetylen-perfloalkylvinyl ete.
2. Vit chira dé phan phdi, bao quan hodc nudi cdy té bao dong vat co vu, trong d6 bé
mat cia vat chira tiép xuc véi té bao dong vat c¢6 vi duogc tao thanh tir nhya flo c6 mdt
hodc nhiéu nhém -CF; & dau tan cung, trong d6 nhya flo 13 it nhit mot nhya flo duoc
chon tir copolyme gbc tetrafloetylen-hexaflopropylen va copolyme gbc tetrafloetylen-
perfloalkylvinyl ete.
3. Vat chira dé phan phéi, bdo quan hodc nudi céy té bao dong vat c¢6 vu theo diém 2,
trong do bé mit cta vat chia tiép xtc véi té bao dong vat c6 vi duge tao thanh tir nhua
flo ¢6 sb dau tan cung mang nhém khong dugce flo hoa bang 70 hoc it hon tinh trén mbi
1 x 10® nguyén tt cacbon.
4. Vat chtta d& phéan phdi, bao quan hodc nudi cy té bao dong vat c6 vi theo diém bét
ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 vat chira nay 1a tai.
5. Vat chtra dé phan phdi, bao quan hodc nudi cdy té bao dong vat c6 vii theo diém bét
ky trong sé cac diém tir 1 dén 4, trong do6 té bao dong vat ¢6 vi 1a té bao bam dinh.
6. Vat chira dé phan phdi, bao quan hoic nuodi céy té bao dong vat c6 vi theo diém bat

ky trong s6 cac diém tur 1 dén 5, trong d6 t€ bao dong vat c6 vi l1a t€ bao gbc trung mo.
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