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Linh vuce k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén phuong phap nudi cdy phan doan thir cip té bao gbc va

phuong phép tang sinh té bao gbc don dong thu duge khi st dung phuong phip nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Céc t& bao gdc c6 tiém ning phat trién thanh cac mo cia tat ca 210 co quan
trong co thé ctia chung ta, cac co quan ndy c6 thé dugc phan chia nhidu va c6 thé duoc
phan 14p thanh cic co quan mong muén béi thao tac thich hop. Té bao gdc 1a cac tac
nhan didu tri m&i ndi do céc dic tinh nay. Hon nita, ngudi ta ky vong ring cac té bao
gbe duge sir dung vi kha ning cao vé diéu tri cic bénh khé chita, theo cch do chita
cac bénh khac nhau nhu bé&nh bach ciu, bénh lodng xuwong, bénh viém gan, bénh

Parkinson, bénh sa stt tri nhé va bong.

Tuy nhién, t& bao gbc van ¢6 nhiéli nhliqc diém vi kho thu duoc té bao gdc
gidng nhau & quy mé 16n. Mic du phuong phép thu t€ bao gc tir cac té bao phoi thai
dong lanh c6 thé hiéu qua, nhung van con nhiéu tranh ludn vé& mat dao dirc. Pé khic
phuc céc nhuge diém nay, nhiéu nghién ciru da dugc tién hanh dé thu dugc cac té bao
gbc sir dung chuyén nhan té bao soma hoic t& bao gdc cuia ngudi truéng thanh. Céc
nghién ctru vé té bao gbc truong thanh duoc tién hanh tich cuc hon so v6i cac nghién
ctru vé té bao gdc phoi thai. Cac té bao gde trudng thanh cé trong cic co quan khac
nhau nhu hé théng thin kinh trung vong va tity xuong dé tham gia vao su phat trién
cta co quan trong giai doan phat trién va su tai tao tén thwong. Vi vy, c6 thé thu dugc
cac té bao gdc trudong thanh & cac vi tri khac nhau nhu tily xuong, 14 lach va cac té bao
m&. Tuy nhién, tuy xuwong 1a ngudn phd bién nhit. Trong khi d6, kho dé thu dwgc cac
té bao c6 hinh dong nhét & moi thoi diém trong khi cac té bao gdc trung mo trong sd
nhidu loai té bao tay xwong dugc phin 1ap va nudi cdy. Vi viy, cac nghién ciru dugce
tién hanh dé giai quyét nhimg van dé nay.

Phuong phép tach ctia Friedenstein va Cong su van dugc st dung rong rai, day
12 mot phuong phép trong d6 chi cac t& bao don nhan duoc phan 1ap & giai doan chia
ban diu st dung phuong phap goi 1a Ficoll-paque va gin vao mot binh nuéi cdy. Tuy

nhién, nhitng phuong phap nay khién cho cac dic tinh té bao khong déu va khong tao
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ra nhom té bao don vi té bao gbe trung md ¢6 mit cing véi cic té bao don nhan khac.
Do vay, mot vai nghién ctru da duoc dua ra d8 thu duoc thém céc té bao gidng nhau.
Phuong phép cta Luria va cdng su phén lap tAt ca cac té bao gin vao day cua binh
nudi cdy nhung c6 nhuoc diém 13 c6 thé phan 1ap cac té bao gbc khac chir khdng phai
14 c4c té bao gbc trung mé (Luria ef al., Transfusion, 11: 345-349, 1971). Phuong phép
ctia Simmons va cOng su da st dung mot khang thé st dung mot khang thé cu thé
chéng lai Sca-1 va STRO-1 trong s6 cac khang nguyén bé mit té bao trung mo, vi vy
ludn ¢6 nhuge diém 1a chi phi cao va van dé lay nhiém (Simmon et al., Blood, 78: 55-
62, 2002). Phuong phap ctia Hung va cong su la phuong phap tach té bao gbc trung
md st dung su khac nhau vé kich thudc té bao, phwong phép ndy ciing ¢6 nhugce diém
1a su thuan khiét cua céc té bao gbe trung md khong dn dinh va cic té bao gdc khac ¢o

thé duogc tron (Hung et al., Stem Cells, 20: 249-258, 2002).

DPé khic phuc dugc cac nhugc diém trén day, cac tac gid sang ché d3 tao ra
phuong phép phan lap té bao gdc duoc goi 1a “Phwong phap nudi ciy phan doan thir
cap”. Céc tac gia sang ché da nop don xin cép bang sang ché cho phuong phap theo
Pon Sang ché Han Québc sd 10-2006-0075676 va don sang ché nay da dugc cép
Patent. Phuong phép nudi ciy phan doan thir cép c6 thé duoc tién hanh v&i chi phi
thip hon so v6i cdc phuong phap khéac. Ngoai ra, ¢o vAn d@ 1ay nhiém, va c6 thé thu
duoc té bao gde trung md don dong (MSC) mot cach hiéu qua ma khong c6 kha nang
két hop v6i cac té bao gdc khac. Vi vy, phuong phap ndy c6 mot uu diém tuyét voi so

véi cac phuong phép khac 1a thu dugce céc té bao gdc.

Céc tac gia sang ché da thiét k& phwong phap nuéi ciy phan doan thur cép
(SCM) méi thu duge MCS don dong co6 ngudn gbc té bao don tir té bao cua chudt va
nguoi, phuong phép nay khong can sy phan huy ly tim hodc enzym. Nguyén tic cla
phwong phép nudi cdy phan doan thi cip bao gdm viéc phan lap MSC dua vao mat do
té bao va viéc gin tAm nudi cdy.

Tuy nhién, mic dit phuong phép ¢6 wu diém nhung phuong phép nudi céy phan
doan thir cép ¢6 han ché trong do kho dé thu dugc mét cach nhanh chéng nhém té bao
gbc trung mo don dong. D6 14 vi dé san xuit hang loat MSC don dong dugc st dung
nhu san pham cudi ciing, phuong phap nay doi hoi tao ra mot ngén hang té bao hoat
dong dugc si dung dé thuc hién quy trinh thu dugc san phém cudi cung, theo cach do

thu duoc mot lugng du cac t€ bao goc trung md don dong va can nudi cdy voi cay
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truyén 10 dén cdy truyén 12.
Ban chét ky thuét ciia sang ché

Sang ché da duoc thuc hién véi nd luc dé cai thién phuong phéap nudi ciy phan
doan thir cip dé tao ra sy ting sinh nhanh cta té bao gbc don dong. Do vy, cic tac gia
sang ché da tim ra ring mat d6 nudi cy céac té bao gbc don dong dugc giam xubng, va
moi trudng nudi cdy duge bd sung chét chéng oxy hoa, theo cach d6 tao ra mot sy ting

hiéu qua téc do ting sinh té bao. Céc tac gia sang ché da hoan thanh sang ché nay.

Do vay, muc dich ctua sang ché 1a d& xuét mot phuong phap nuodi ciy phan doan
thir cip va phuong phép ting sinh té bao gdc, phuong phap nay cai thién phuong phép
nudi cdy phan doan thtr cip truyén théng trong linh vuc k¥ thuét da biét.

Phuong &n thuc hién ctua sang ché @& xuit mot phuong phap nudi cdy phan
doan thir cp té bao gbc va su ting sinh cua té bao gbc, phuong phap bao gdm bude 1)
nudi cdy tiy xwong duwoc phan 1ap tir mot ca thé; 2) chi chuyén phan dich nbi & buéc
1) vao binh chita méi va nudi cdy phan dich nbi; 3) chi tich phan dich ndi & buée 2),
nudi cdy phan dich ndi trong binh nudi ciy & nhiét do6 37°C trong thoi gian 1 dén 3
gid, lap lai viéc nudi cdy phan dich ndi & nhiét do 37°C trong thdi gian tir 12 dén 36
gid tir 2 dén 3 14n, sau d6 nudi cdy phan dich ndi & nhiét d6 37°C trong thoi gian tir 24
dén 72 gio, trong d6 mdi phan dich ndi dugc chuyén vao mot binh nudi cdy méi dé lap
lai viéc nudi cdy; 4) thu dugc t& bao gbc don dong trong binh nudi cdy cudi cung; va
5) cy té bao gbc don dong trong mdi trudng nuodi cdy & mat do té bao trong khoang tir

50 dén 1000 té bao/ cm? dé nudi cdy té bao.

Theo phuong phép nudi ciy phan doan thtr clp té bao gbc va su tang sinh cla
ching theo phuong an thuc hién theo sang ché, phuwong phap niy c¢6 uu diém 1a té bao
gbc don dong c6 thé duge thu mot cach nhanh ma khong lay nhiém, va mot luong 16n
té bao gbc don dong mong mudn c6 thé thu duge trong mot thoi gian ngén thong qua
su tdng sinh nhanh, theo cach d6 dugc str dung dé diéu ché cac tac nhan diéu tri t& bao

goc.

Phén tom tdt trén day chi nhdm minh hoa va khong nhdm gi6i han theo bat ky
cach nao. Ngoai cac khia canh minh hoa, cac phuong an thuc hién va cac dic trung
duge md ta trén dy, cac khia canh, phuong an thyc hién va dac tinh khac s€ tré 1€n o

rang cung vGi viée tham chiéu dén céc hinh v& va phan mo ta chi ti€t sau day.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 1a hinh v& minh hoa phuong phap nudi ciy phén doan thir cép dé phan lap

té bao goc trung tAm tir m6 xuong clia con nguoi.

Fig.2 minh hoa két qua thu dugc bing kinh hién vi ddi véi cac thay dbi hinh

thai cua t€ bao goc trung mo theo mét do nuodi cdy t€ bao va dong nudi cay t€ bao;

Fig.3A minh hoa két qua phén tich FACS vé kich thudc té bao va do két hat cua
cac té bao gbe trung md trong cac phuong tién SSC theo mét d6 nudi céy té bao va lan

cy truyén té bao (*p<0,05, **p<0,01 va ***p<0,005);

Fig.3B minh hoa két qua phan tich FACS vé kich thude t& bao va do két hat ctia
té bao gbc trung mod trong phuong tién SSC theo mét dd nudi cdy té bao va lan cdy

truyén té bao (¥p<0,05, **p<0,01 va ***p<0,005);

Fig.4 minh hoa két qua x4c nhan liéu c4c té bao c6 bi ld0 héa hay khong sau khi
nhudm céc té bao gbe trung mod bang cach nhudm beta-gal khong trong d6 mat do nudi

cay t€ bao va lan cay truyén te bao thay doi;

Fig.5 minh hoa cac két qua RT-PCR ctia P15 va P16 1a cac gen lién quan dén
tudi va PCNA 14 chi diém tang sinh thu dugc sau khi nudi cdy té bao gdc trung mo cia
1an cdy truyén 15 trong khi mét do nudi cy té bao thay dbi.

Fig.6 minh hoa két qua xac nhan kha ning ting sinh cua té bao gbc trung mod
qua thdi gian nhan doi quin thé (PDT) va mic nhan dbi quan thé (PDK) theo mat do
nuoi céy té bao va lan céy truyén té bao (*p<0,05, **p<0,01 va ***p<0,005);

Fig.7 minh hoa cac két qua x4c nhan kha ning biét hoa cia té bao gbc trung md
theo mat do nudi cdy t& bao va lan cdy truyén t& bao (*p<0,05, **p<0,01 va
**%p<0,005);

Fig.7A minh hoa két qua x4c nhan kha ning biét hoa cua té bao gbc trung md
thanh té bao m& qua nhuém md hoc Oil red O theo mét dd nudi chy té bao va lan ciy
truyén té bao;

Fig.7B la hinh v&€ minh hoa minh hoa cac két qua dinh lwong mirc nhudm mod

hoc dugc mo ta trén Fig.7A;

Fig.7C minh hoa két qua x4c nhan kha nang biét hoa té bao gdc trung mo thanh
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cac té bao tao xwong qua viéc nhudém mo hoc Alizarin red S theo mét dd nudi cay t€

bao va lan cay truyén té bao;

Fig.7D 1a hinh v& minh hoa két qua dinh lvong mtc d¢ nhudm mod hoc da mo ta

trén Fig.7C;

Fig.8A 1a hinh v& minh hoa téng lwong ROS cua té bao gdc trung mo theo mét

do6 nubi cay t€ bao va lan cay truyén t€ bao;

Fig.8B 1a hinh v& minh hoa két qua thir nghiém sao chdi vé tén thuong gy ra
béi tong san lugng ROS theo mat do nudi cdy té bao va lan céy truyén t& bao

(*p<0,05, **p<0,01 va ***p<0,005);

Fig.9 1a hinh v&€ minh hoa két qua do ndéng do 8-OHAG (8-hydroxy-
deoxyguandsin) d8 x4c nhan mtc do ton thuong ADN béi ROS dugc san sinh theo

mat do nudi cdy té bao va 1an cdy truyén té bao (*p<0,05, **p<0,01 va ***p<0,005);

Fig.10 minh hoa cac két qua x4c nhan cic thay ddi vé kha nang ting sinh cua té
bao thu dwoc biang cach nudi cdy té bao gdc trung mo cua lan cy truyén tir 11 dén 15

& diu kién chi mat d6 cao (HD) va mat dd cao + axit ascorbic (HD + AA);

Fig.11 minh hoa céc két qua so sanh cac mirc 6 ROS dugc san sinh bang cach
nudi cy té bao gbe trung mo ciia lan cdy truyén tir 11 dén 15 & diu kién chi mat do
cao (HD) va mat do cao + axit ascorbic (HD + AA) (*p<0,05, **p<0,01 va
**%p<0,005);

Fig.12 1a so dd dudi dang gian db minh hoa mét thi nghiém dé cai thién phuong
phap nudi ciy phan doan thi cép.

Fig.13 minh hoa cac két qua xac nhan tbc do tang sinh cia té bao trong d6 cac
té bao gbc trung md don dong SCMO1 thu dugce bing phuong phap nuodi ciy phén
doan tha cép dugc céy o mat d 1000 hoac 4000 té bao/cm?, va cac té bao duoc nudi
cdy st dung mdi trudng nudi cdy LG-DMEM va o-MEM c6 hodc khong c6 chét
chéng oxy hoéa.

Fig.13A minh hoa cac thay doi vé s6 luong té bao theo lan cdy truyén 1 (P1)

dén 1n cdy truyén 5 (P5) ciia mdi nhém thi nghiém;

Fig.13B minh hoa cac két qua PDT va PDL ctia mdi nhém thi nghiém;
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Fig.14 minh hoa cac két qua cua viéc xac nhén tdc do tang sinh té bao trong dé
cac té bao gbe trung md don dong SCMO2 thu duge bdi phuong phap nudi cdy phan
doan thir cép duoc céy & mat do 1000 hoac 4000 té bao/cm?, va cac té bao duoc nudi
cdy st dung mdi trudng nudi cdy LG-DMEM va o-MEM c¢6 hodc khong c6 chat
chéng oxy hoa;

Fig.14A minh hoa su thay ddi vé sb lwong té bao theo lan cdy truyén 1(P1) dén
14n cdy truyén 5 (P5) ctia mdi nhém thi nghiém;

Fig.14B minh hoa két qua PDT va PDL trong mdi nhoém thi nghiém;

Fig.15 minh hoa két qua x4c nhan tbc do tang sinh t& bao trong d6 té bao gdc
trung mo don dong SCMO3 thu duoc bdi phuong phap nudi chy phan doan thir cip
duoc céy & mat do 1000 hoac 4000 té bao /ecm?2 va té bao duoc nudi céy st dung moi
tredng nudi cdy LG-DMEM va o-MEM c6 hodc khong ¢ chét chéng oxy héa;

Fig.15A minh hoa su thay dbi vé sb luong té bao theo 1an cdy truyén 1 (P1) dén
1an cAy truyén 5 (P5) ctia mdi nhom thi nghiém.

Fig.15B minh hoa két qua PDT va PDL ctia mdi nhom thi nghiém;

Fig.16 minh hoa cac két qua xac nhan tdc do tang sinh té bao trong d6 té bao
gdc trung mo6 don dong SCMO04 thu duge bdi phuong phap nudi céy phan doan tha cip
duoc céy & mat do 1000 hoac 4000 té bao/ cm?, va cac té bao dugc nudi céy st dung
mdi truedong nudi cdy LG-DMEM va o-MEM c6 hogc khong c6 chét chdng oxy hoéa;

Fig.16A minh hoa su thay ddi vé s6 lugng té bao theo lan cy truyén 1 (P1) dén
1an cdy truyén 5 (P5) cia mdi nhém thi nghiém;

Fig.16B minh hoa cac két qua PDT va PDL ctia mdi nhom thi nghiém;

Fig.17 minh hoa két qua x4c nhan tdc do tang sinh clia té bao trong d6 té bao
gbc trung mod don dong SCMOS5 thu dugce theo phuong phap nudi cy phan doan thit
cép duoc cdy & mat do 1000 hodc 4000 té bao/cm?, cac té bao dugc nudi cdy sir dung
moi trudng nudi cdy LG-DMEM va o-MEM c6 hogc khdng c6 chét chéng oxy héa;

Fig.17A minh hoa su thay ddi v& s luong té bao theo lan cdy truyén 1 (P1) dén
lan cdy truyén 5 (P5) ctia mdi nhém thi nghiém;

Fig.17B minh hoa két qua PDT va PDL ctia mdi nhom thi nghiém;
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Fig.18 minh hoa két qua x4c nhan tbc do ting sinh té bao trong d6 € bao gbc
trung m6 don dong SCMO06 thu dugc bang phuong phap nudi ciy phan doan thir cAp
dugc cdy ¢ mat do 1000 hodc 4000 té bao/cm?, va cac té bao duoc nudi cdy sir dung

mdi trudong nudi cdy LG-DMEM va o-MEM c6 hodc khong ¢6 chét chéng oxy hoa;

Fig.18A minh hoa su thay dbi vé s6 luong té bao theo 1an cdy truyén 1 (P1) dén

1an c4y truyén 5 (P5) ctia mdi nhém thi nghiém;
Fig.18B minh hoa két qua PDT va PDL ctia mdi nhém thi nghiém;

Fig.19 minh hoa két qua xac nhan tdc do ting sinh t& bao trong d6 té bao gbc
trung m6 don dong SCMO07 thu dugc bang phwong phép nudi ciy phan doan thir clp
duoc céy & mat do 1000 hoic 4000/cm?, va cac té bao dugc nudi céy st dung moi
treong nudi cdy LG-DMEM va o-MEM c6 hodc khong c6 chét chéng oxy hoa;

Fig.19A minh hoa su thay dbi vé s6 luong té bao theo 1an cdy truyén 1 (P1) dén
1an cdy truyén 5 (P5) clia mdi nhém thi nghiém;

Fig.19B minh hoa céac két qua PDT va PDL ctia mdi nhém thi nghiém;

Fig.20 minh hoa két qua x4c nhan téc do ting sinh té bao trong d6 té bao gdec
trung m6 don dong SCMO8 thu dugc bang phuong phap nudi ciy phéan doan thir cip
dugc céy & méat do 1000 hodc 4000 té bao/cm?, va céc t& bao duoc nudi céy st dung
moi trudng nudi ciy LG-DMEM va o-MEM c6 hodc khong c6 chét chdng oxy hoa;

Fig.20A minh hoa su thay d6i vé sb luogng té bao theo lan cdy truyén 1 (P1) dén
1an cdy truyén 5 (P5) ctia mdi nhém thi nghiém;

Fig.20B minh hoa két qua PDT va PDL cua mdi nhém thi nghiém;

Fig.21 minh hoa két qua xac nhan téc do tang sinh té bao cia mdi nhom thi
nghiém trong d6 st dung LG-DMEM khong c6 chét chdng oxy hoa, va mat do té bao
thay dbi & mat do 1000 hodc 4000 té bao/cm?;

Fig.22 minh hoa két qua xac nhan PDT va PDL cua mdi nhém thi nghiém trong
do str dung LG-DMEM khong c6 chét chdng oxy héa, va mat d té bao thay d6i & mat
dd 1000 hogc 4000 t€ bao/cm?;

Fig.23 minh hoa cac két qua xac nhan tbc do ting sinh té bao cia mdi nhém thi

nghiém trong d6 st dung a-MEM c6 chét chéng oxy hoa, va mat do té bao thay doi &
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méat do 1000 hodc 4000 té bao/cm?;

Fig.24 minh hoa cac két qua x4c nhan PDT va PDL cua mdi nhém thi nghiém
trong d6 o-MEM c6 chét chéng oxy héa dugc sit dung, va mét dd té bao thay ddi &

mat do 1000 hodc 4000 té bao /cm?;

Fig.25 minh hoa két qua xdc nhén tbc do ting sinh té bao ctia mdi nhom thi
nghiém trong d6 mat do té bao dugc cb dinh & mat do 1000 t€ bao/cm?, va mdi trudng

nudi cdy 1a LG-DMEM hodc o-MEM; va

Fig.26 minh hoa két qua xac nhan PDT va PDL trong mt nhom thi nghiém
trong d6 mat 4o té bao duoc ¢b dinh & mat dd 1000 té bao/cm?, va méi trudng nudi céy

la LG-DMEM hoédc a-MEM.
MO ta chi tiét sang ché

Trong phin mo ta chi tiét dusi day, viéc tham chiéu dwoc thuc hién dén cac
hinh v& kém theo, hinh v& tao thanh mot phz‘?m cua phén mo ta. Cac phuong &n thuc
hién minh hoa mé ta trong phan mo ta chi tiét, hinh v& va yéu cau bao ho kh(")hg nham
giGi han. Cac phuong an thuc hién khac ¢o thé dugc st dung, va cac thay ddi khac c6
thé dugc thuc hién ma khong tach roi khéi tinh than va pham vi cua dbi tuong néu ra

trong tai liéu nay.

Sang ché d& xuét phuong phap nuodi ciy phan doan thir cép ctia té bao gbc trung

md va su ting sinh cia ching.

Phuong phép theo sang ché cai thién cac phuong phép nudi cdy phan doan thir
cap truyén théng, phuong phap nay c6 vu diém 1a céc té bao gbc don dong, t6t hon 1a
cac té bao gbe trung md don dong, cb thé dugc thu mot cach nhanh chéng ma khong
lay nhiém, va mot lugng 16n té bao gbc don dong mong mudn c6 thé thu duoc trong
thoi gian ngén qua su ting sinh nhanh té bao gbc don dong, tt hon 1a té bao gbc trung
mod don dong.

Duéi ddy, sang ché duge mé ta chi tiét.

Sang ché dé xuat mot phuong phap nudi cdy phan doan thtr cap té bao gbc va
su tang sinh té bao gdc, phuong phap bao gbém: budce 1) nudi cdy tiy xuong dugc phan
1ap tr mot ca thé; 2) chi chuyén phan dich ndi & budc 1) vao binh chira méi va nudi
chy phan dich ndi; 3) chi tich phan dich ndi & budc 2), nudi cdy phn dich ndi trong
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mot binh nudi cdy & 37°C trong thoi gian tir 1 dén 3 gid, lap lai viéc nudi cdy phan
dich ndi & nhiét @6 37°C trong thoi gian tir 12 dén 36 gio tir 2 dén 3 1an, sau d6 nudi
ciy phan dich ndi & nhiét 6 37°C trong thoi gian tir 24 dén 72 gio, trong d6 mdi phan
dich nbi dugc chuyén vao binh nudi ciy méi dé lap lai viéc nudi ciy; 4) thu dugc té
bao gdc don dong trong binh chira cudi cung; va 5) cdy té bao gbc don dong trong mdi
treong nudi cdy & mat do té bao trong khoang tir 50 dén 1000 té bao/cm? dé nudi cdy
té bao.

Céc bude 1) dén 3) ¢6 thé dugc thuc hién theo cing phuong phép nhu phuong
phap nudi cdy phan doan thir cap duge md ta trong Pon sang ché Han Quédc sb 10-
2006-0075676, va Don Séng ché Han Qubc sé 10-2006-0075676 c6 thé duge dua vao

tai liéu nay bang cach tham khao.

Thuéat ngit “Phuong phap nudi cdy phan doan thir cip” dugc st dung trong tai
liéu nay dé cap dén phuong phap phan lap té bao gbc theo trong lugng riéng, cho thay
mdt quy trinh, trong do6 dau tién, tiy xuong cia ngudi dugc tach va nudi ciy trong moi
truomg nudi cdy té bao, sau do, chi thu phan dich ndi, chuyén vio binh nudi cdy co
hodc khong xir Iy bang chét phu, va duge nudi cdy, va sau d6 cac quy trinh nhu dugc
md ta trén dy dwoc lap lai vai lan. Phwong phép nuéi ciy phan doan thir cap nhu vay
dic trung & chd viéc thu va nudi cdy phan dich ndi theo cach ldp lai ma khong can ly
tam. Uu diém 1a cac t& bao gbc don dong, tét hon 1a cac té bao gdc trung mod don dong

cudi cung c6 thé thu dugc ma khong lam lay nhiém c4c t€ bao.

Viéc nudi cdy trong cac budce 2) va 3) duge thuc hién & nhiét 4o 37°C trong 4
gidr hodc ngin hon, tdt hon 14 trong thoi gian tir 1 dén 3 gio, tt hon nita 1a tir 1 gioy 30
phut dén 2 gi 30 phit. Viéc nuodi ciy lap lai dwoc thuc hién & nhiét do 37°C trong 4
gid hodic ngén hon (t6t hon 1a trong thoi gian tur 1 dén 3 gio, tot hon nita 1a tir 1 gio 30
phit dén 2 gios 30 phut) sau d6 dugce thuc hién & 37°C trong thdi gian tir 12 dén 36 gid
(t5t hon 1a tir 18 dén 30 gi®) dugc lap lai 2 hodc 3 1an. Viéc nudi cdy tiép theo dugc
thuc hién & 37°C trong thi gian tir 24 dén 72 gios (5t hon 12 36 dén 60 gidy). Mdi phan
dich ndi c6 thé dugc chuyén vao binh nuodi cy moi dé thuc hién thi nghiém tiép theo.
Theo mdt phuong an thuc hién cua sang ché, tom tit ngén gon vé phuong phap phan

18p nhu sau.
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nudi cdy & 37°C nuéi ciy & 37°C nubi chy & 37°C  nudi chy & 37°C ,
thu tily xwong —%  trong 2 giy ———# trong2 giv —» trong2gid —p trong2 g —»

s R . i gidng nhw (1
chuyén phin dichndi  chuyén phin dich divaobinh 5°"8 nhu (1) & @

vao binh méi nubi ciy moi dwoc phi
hodic khéng phi colagen (1)

A 6i cay & A i xac nhin sw
nudi cay 6 37°C nudi cly 637°C xac nhin sy e . . nhin s
trong 24 tiéng  —— trong 48 tiéng —w  phit trien trén ddy — nudi cay § 37°C . hinh thanh nhom
dbng hd dong hd binh nubi ciy trong 3 dén S ngay té bao don
gibng nhwr (1) gibng nhir (1)

Céc té bao nudi cdy dugc tao thanh cic nhém té bao don dong. Cac nhom té
bao don dong nay c6 thé duoc phan 13p va nudi cdy thém. Sang ché bao gdbm budc 5)
nudi cdy dé thu duoc té bao gbc don dong v&i s6 lwgng 16n mot cach nhanh chong, cac
té bao gdc don dong nay cob thé thu dugc qua phuong phap nuoi cdy phan doan thir

cap.

Bude 5) 1a quy trinh ciy té bao gbc don dong vao mdi trudng nudi cdy & mat do
t& bao 1000 t& bao/cm? hodc thAp hon, tt hon 1a trong khoang tir 50 dén 1000 té

bao/cm?.

T6t hon, viée nudi cdy co thé tir 1an cdy truyén 1 dén lan ciy truyén 5. Sang ché
c¢6 thé tao ra su ting sinh nhanh cta cac té bao gbc don dong sao cho ¢6 thé thu duoc
san phim cudi cing mot cich nhanh chéng. Hon nita, mt ngan hang té bao chinh
(MCB) c¢6 thé dugc chuén bi qua viéc nudi cy tir 1an cdy truyén 1 dén lan cay truyén
5.

Khi mat do cac té bao gbc don dong cuia sang ché vuot qua 1000 té bao/cm? sao
cho cac té bao gbc don dong dwgc nudi cdy & mat dd cao 4000 té bao/cm? nhu trong
phuong phap truyén thdng, kha ning tang sinh té bao c6 thé dugc giam rd rét, cac chi
diém cua té bao gbe trung mo c6 thé duge thay ddi, va kha nang biét hoa c6 thé dugc
loai bo. Vi viy, t bao gbc don dong thu dugc qua phuong phép nudi cdy phan doan
thir cAp ¢6 thé duge nudi cdy & mat do thip hoic mat do trung binh, d6 12 mat do &
bao 1000 t& bao/cm? hoic thap hon, tot hon 14 & mat do té bao trong khoang tir 50 dén

1000 té bao/cm?, t6t hon nita 1 & mat dd 1000 té bao/cm?.

Khi té bao gbc trung md don dong dugc nudi cdy & mat do t& bao 1000 té

bao/cm? hodc thap hon, kha nang ting sinh té bao 1a cao rd rét giai doan nudi cay kéo
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dai so v6i t& bao gde trung méd duge nudi cdy & mat d6 cao 4000 té bao/cm?. Vi viy,
phuong phép mang lai mot wu diém 1a lwong 16n té bao gbc don dong mong mubn ¢
thé thu duoc nhanh ma khong 13p lai s6 lwong 16n cac dong. Ngoai ra, khi té bao gbe
trung m6 don dong dwoc nudi cdy & mat do té bao da d& cap trén day, té bao c6 uu
diém 12 ADN cua ching c6 thé it bi ton thuong, va cac té bao cling it bi 130 hoa, theo
cach d6 duy tri mot cach hiéu qua kha néng biét hoa cua té bao gbc, Vi vay, té bao gde
trung mo don dong co thé duge thu mot cach nhanh chong dé c6 cc ddc tinh té bao

gdc tuyét voi.

MBoi truong duge st dung theo sang ché ¢ thé bao gdm mot moi trudng khong
¢6 chit chéng oxy hoa, mot moi truong duge bd sung chit chéng oxy hoa, hodc mot

moi trudong cod chét chéng oxy hoa.

MBoi truong khong co chit chbng oxy héa c6 thé, nhung khong gi6i han &, bao
gdm DMEM. Néu can, chit chng oxy hoa co thé dugc bd sung thém vao mdi truong
dé thuc hién nudi céy. Néu cin, a-MEM chira chét chéng oxy hoa co thé dugc st dung

dé thuc hién viéc nudi cay.

Chét chdng oxy hoa theo séng ché ¢6 thé bao gdm, ma khong gidi han, cac chét
chéng oxy héa c6 thé dugc st dung trong nudi cdy té bao. Cac chit chng oxy hoa co
thé bao gdbm mot hoic nhiéu chit dugc chon tir nhém bao gdm glutathion, xystein,
xysteamin, ubiquinol, beta-mercaptoetanol va axit ascorbic. Khi mdi truong dugce bd
sung chat chéng oxy hoa, chét chéng oxy hoa c6 thé duoc thém vao vdi ndng do trong
khoang tir 10 dén 50 pg/ml, t5t hon 1a trong khoang tir 10 dén 30 pg/ml, va tét hon
nita 1a 25 pg/ml.

Trong mot phuong an thyc hién cia sang ché, DMEM, tot hon 12 LG-DMEM,
dugc st dung nhu mot moi truong ma khong ¢6 chét chéng oxy hoa, va a-MEM dugc

st dung nhu mdt mdi trudng chira axit ascorbic lam chat chdng oxy hoa.

Trong khi do, theo phuong phép cua sang ché, t& bao gbc don dong co thé duoc
tang sinh rat hidu qua, theo cach d6 khong bao gdm mot quy trinh tao ra ngin hang té
bao hoat dong (WCB) st dung MCB. Diéu nay dan dén phwong phép don gidn hon so
véi phuong phép nudi ciy phan doan thir cip truyén thong trong d6 WCB nén duoc

tao ra sau khi MCB duoc tao ra.
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Viéc nudi ciy & budc 5) theo sang ché ¢6 thé dic trung & chd nudi cdy & mat do
té bao 1000 té bao/cm? hodc thap hon trong lan cdy truyén 1 dén 1an cAy truyén 5. THt
hon, cac t& bao gbc don dong duge ciy va nubi ciy trong moi truong & mat do té bao
trong khoang tir 50 dén 1000 té& bao/cm? trong 1an ciy truyén 1. Sau khi cac té bao
duoc tang sinh, cac té bao gbc don dong duoc cdy va nudi cdy trong mdi trudng & mét
5 t& bao 1000 t& bao/cm? hodc thap hon trong lan cdy truyén 2 dén lan ciy truyén 5,
tét hon 12 trong khoang tir 700 dén 1000 té bao/cm?, va tham chi tét hon 1a 1000 té

bao/cm?.

Sang ché c6 thé st dung mdt mdi truong co chat chong oxy hoa lam mdi truong

nudi cdy. Mbi trudng nudi cay c6 thé duge bo sung gentamicin lam chat khéng sinh.

Té bao gbe trung md thu dugce bdi phuwong phép theo sang ché co thé 1a té bao
gbc trung md cudi cing cta lan ciy truyén 5 dén lan cy truyén 10, tot hon 1a céc té
bao gdc trung mo cua 1an cdy truyén 6 dén lan cdy truyén 8. Pay la s6 1an céy truyén
thip hon so véi quy trinh truyén thdng trong d6 cic két qua 1a té bao gbc trung mo thu
duoc boi it nhét 1an cdy truyén 10 dén 1an cdy truyén 12, ching to ring mat do cdy té
bao duoc kiém soat dé d& dang thu duoc mot $6 luong 16n té bao géc trung mo tang

sinh mdt cach nhanh chong trong 14n céy truyén thap.

Té bao gbe trung mo thu duge cb thd khong chi 1a cac té bao gbc don dong thu
dugc bang phuong phép phan doan thi cAp ma con 1a té bao gdc trung md duy tri mot
cach hiéu quéa kha nang biét hoa chung. Dic biét, céac té bao gbc don dong dugc nudi
cdy & mat do té bao 1000 té bao/cm? hodc thip hon c6 thé duy tri cac té bao nudi cay
biét hoa té bao xuong mot cach hiéu qua so véi té bao nudi cdy & mat do nhidu hon
1000 té bao/cm?.

Vi du thue hién sang ché
Duéi day, sang ché duoc mo ta chi tiét véi cac vi du kém theo.

Céc vi du sau ddy chi nhim minh hoa séng ché ma khong giéi han ndi dung cia
sang ché.

Vi du 1: phén tich té bao gbc trung mo theo mat d té bao

Dé tao ra mdt phwong phap nudi céy phén doan thr cép cai tién thém cua té bao

gbc va su ting sinh cla té bao gdc so v6i phuong phap nudi ciy phéan doan thir cap
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duoc md ta trong Don Sang ché Han Qudc sé 10-2006-0075676, mat d6 t€ bao va moi
truomg nuéi ciy dugc thay ddi theo didu kién nudi cdy. Theo do, cac dic tinh cua té

bao gbc trung mo thu dugc duge so sanh va phan tich.

Trong cac thi nghiém du6i day, mat do nudi cy té bao cia té bao gbc trung md
don dong (MSC) thu duogc bang phuong phép nudi ciy phan doan thir cip duge thay
i trong 50 t& bao/cm? (mét do thép), 1000 t& bao/cm? (mat d6 trung binh) va 4.000 té

bao/cm? (mét do cao), theo cach d6 phan tich cac dic tinh té bao.
1.1. Xé4c nhén céc thay ddi hinh thai cia MSC theo mét d6 té bao

DAu tién, cac thi nghiém duoc thuc hién dé x4c nhan cac thay dbi hinh thai cta
MSC theo mét dd té bao khi nudi ciy trong thdi gian dai. MSC ¢6 lan cdy truyén 5
(P5), lan cdy truyén 10 (P10) va lan cdy truyén 15 (P15) dwogc st dung cho cac didu
kién nudi cdy trong thoi gian dai. MSC duge ciy twong tmg trong DMEM & diéu kién
mat do thép, mét d6 trung binh va mat d9 cao. Sau do, cac thay d6i hinh thai cua té bao
dugc quan sat qua kinh hién vi d8 xdc dinh liéu té bao gdc co bi ldo hoa hay khong.

Céc két qua duge minh hoa trén Fig.2.

Nhu duoc minh hoa trén Fig.2, kich thuéc t& bao va mau hinh thai cia P5 va
P10 1 khéc nhau theo mat do té bao. Pic biét, P15 duge nudi céy & diéu kién nudi ciy
mat do cao ¢6 MSC phing va m& rong. Mau hinh thai nay chi ra loai ldo hoa cla
MSC, diéu nay x4c nhan rang mét do té bao dugc kidm soat trong nudi cdy thoi gian

dai, din dén viéc kiém soat 130 hoa ciia MSC.
1.2 Xé4c nhan kich thuéc MSC va do két hat theo mat d6 té bao

Pé x4c nhan thém su thay dbi cta céc té bao géc theo méat do té bao, kich thude
té bao va do két hat té bao, duoc biét dén 1a tang 1€n & té bao 130 hoa, duge phén tich

bdi phan tich FACS. Vi vay, két qua duge minh hoa trén Fig.3.

Nhu duge minh hoa trén Fig.3, kich thudc té bao khong cho thiy su khac biét
dang k& & P5, nhung P10 va P15 thé hién sw khac biét dang ké theo mat do t€ bao. Déc
biét, cac kich thudc té& bao & P10 va P15 tang dang ké 6 mot diéu kién nudi cdy & mat
do té bao cao, theo cach d6 thic déy thém su 130 hoa cua té bao. Tuong tu, do két hat
té bao ciing ting dang ké vi mat do té bao tang trong tht ca cac 1an cdy truyén. Do vdy,

viée kiém soat mat do té bao cia MSC khi nudi cdy trong thoi gian dai c¢6 thé 1a mot
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yéu t6 dé ki€m sodt su 130 héa cia t€ bao. Hon nita, mét do nuoi cay t€ bao 1a thap hon

dé cai thién cac thay dbi hinh thdi trong 1an cdy truyén cudi.
1.3 X4c nhan su 140 hoa ciia MSC theo mat do té bao nudi céy

Phén tich nhuém mau beta-gal duoc thuc hién dé x4c nhén lidu céc thay doi
hinh thai duoc x4ac nhan trong céac vi du 1.1 va 1.2 thyc su 1a mot hién twong phu thude
vao tudi cia MSC hay khong, co thé nhudém c6 lwa chon cac té bao 1d0 hoa, va RT-
PCR duogc thuc hién dé so sanh su biéu hién cua cac gen lién quan dén 130 hoa P15,
P16 va gen PCNA, mot chi diém su tang sinh. C4c két qua duoc minh hoa twong tng

trén Fig.4 va Fig.5.

Nhu dugce minh hoa trén Fig.4, PS va P10 khong c6 viéc nhudm cac té bao 3o
héa & tit ca cac mat do té bao, nhung P15 ¢6 viéc nhudm té bao 130 hoa tang 10 rét vi
mét do té bao tang. Nhu minh hoa trén Fig.5, trong P15, viéc biéu hién gen cua chét uc
ché CDK P15 va P16, day 1a cac gen lién quan dén ldo hoa, ting 1én khi mét do té bao

tang, va PCNA, 1a mot chi diém cua su ting sinh gidm.

Céc két qua chimg minh ring cac thay d6i hinh thai cia MSC lién quan dén su

150 héa MSC va viéc diéu khién mét do té bao c6 thé kiém soat sur 130 hoa ctia MSC.
1.4 Xé4c nhan thay ddi kha ning ting sinh cia MSC theo mat do té bao nudi cay

Nguoi ta dd biét ring kha ning ting sinh ciia MSC giam dan khi cac té bao
dwgc nudi cdy thém va l3o héa. Do vay, kha nang tang sinh co thé duoc st dung nhu
mot ti€u chi dé xac nhan sy 180 hoéa cia MSC. Vi viy, kha ning ting sinh cuia MSC
theo mét do nudi cdy té bao duge so sanh trong khi nudi ciy té bao trong thoi gian dai.
Kha nédng tdng sinh cua mdi té bao duge xac dinh béng cach tinh tbc do tang sinh theo
mdi 1an ciy truyén st dung sé lwong té bao dugc cdy ban dau va sé lwong té bao thu

duge sau khi nudi cdy. Céc két qua duoc thé hién trén Bang 1 va Fig.6.

[Bang 1]
Lan tang
(t¢ bao/cm?)| PS5 P10 P15
50 88,4+6,5 | 34,3+5,0 | 16,4+1,3
1000 8,503 | 4,9+0,5 | 3,1+0,4
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4000 3,0£0,1 | 1,9+0,1 | 1,1%0,1

Nhu thé hién trén Béang 1, céac lan ting tuong Ung la 88,4, 34,3 va 16,4 & PS5,
P10 va P15, trong cac MSC dugc nudi cdy & mét do thap. Trong khi d6, cac lan tang
trong cac MSC dugc nudi céy & méit do trung binh tuong Ung 12 8,5, 4,9 va 3,1 ¢ PS5,
P10 va P15. Ngoai ra, cac lan ting trong tmg 14 3,0, 1,9 va 1,1 & P5, P10 va P15, trong
cac MSC dugc nudi céy & mat dd cao. Nhu dugce minh hoa trén Fig.6, PDT va PDL
cling c6 cling mau vé lan tang. Két qua nay chi ra kha ning ting sinh ctia cdc MSC ¢
thé dugc duy tri bang cach giam mat do té bao trong nudi cdy MSC trong thoi gian dai
va thadm chi qua viéc thuc hién nudi cdy thém gidng nhau, su 1o hoa cia cac MSC ¢6

thé dugc rc ché va khoang thoi gian song cia cac MSC c6 the dugce kéo dai.

1.5 Viéc xac nhan su thay dbi tiém nang biét hoa cia MSC theo mat do té bao
nudi cdy.

Tiém ning biét hoa theo cic nudi cdy P5 dén P15 duge so sanh dé x4c nhan liéu
mat do t& bao nudi cdy c6 anh huong dén kha ning cta té bao gbc hay khong. Kha
ning cua té bao gbc dé biét héa thanh té bao tao md va té bao xwong dwgc xac nhan.
Céc phén tich dinh tinh va dinh luvong duoc thuc hién & mdi 1an céy truyén va mat do.
Dic biét, NCS (serum huyét thanh so sinh) (Gibco) dexametason 107 mol (Sigma),
IBMX 0,5mM (Sigma), insulin 10 pg/ml (Sigma), va indometaxin 100 uM (Sigma)
duoc thém vao méi trudng nudi cdy DMEM glucoza cao dé didu ché moi trudong biét
héa té bao tao md, va sau d6 thuc hién thi nghiém. Sau 7 ngay biét hoa, nguoi ta xac
nhan béng cach nhudém hoéa mo Oil Red O. Sau khi nhudém mé héa Oil red O, né duge

tach rira bang ruou isopropyl va duge do & 500nm va phén tich dinh luong.

Moi trudong biét hoa té bao hiiy xuong dugc diéu ché va st dung biang cach
thém FBS (Gibco), ascorbic 2-phosphate 50 pg/ml (Sigma), dexametason 10 mol
(Sigma) va glycerophosphat 10 mM B- (Sigma) vao o-MEM. Sau 21 ngay biét hoa,
ngudi ta xac nhan béi nhudm hoéa mod hoa hoc Alizarin red S. Sau khi nhuém héa mé6
héa hoc Alizarin Red S, tach rira b%lng 10% axit axetic, duoc do & 405nm va phan tich
dinh luong. Kha ning biét hoa té bao tao md va kha ning biét héa té bao hity xwong

duoc xdc nhin nhu mo ta trén day. Céc két qua dugc minh hoa trén Fig.7.
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Nhu duge minh hoa trén Fig.7, kha nang biét hoa té bao tao md giam téng thé
vi 1an cy truyén phat trién, nhung su khéc nhau theo mat do 1a khong ro rang. Mt
khéc, kha nang biét hoa té bao hily xuong giam dang ké trong nhém nudi cy P15 &
didu kién mat do cao. Céc két qua nay cho thdy rang kha nang biét hoa té bao hiy
xuong cua cac MSC ¢o thé duogc duy tri t6t hon khi nuéi ciy & mat do té bao thép.

1.6 Phén tich dic trung khang nguyén ciia MSC theo mat do té bao nudi cly

Céc thi nghiém dugc thuc hién dé x4c nhan liéu c6 hay khong mat do nudi céy
té bao ciing anh hudng dén su thé hién khéang nguyén cla té bao gde. Viéc dém té bao
dong chay duoc thuc hién d& x4c nhan cac thay dbi vé biéu hién khang nguyén duong

va am theo mdi 14n cdy truyén va mat do nuodi cay. Cac két quéa duge the hién trén

Béang 2.
[Bang 2]
Lan cdy truyén P5 P10 P15
Mat do LD’MD‘HD LD\MD’HD LD\MD\HD

CD29 |98,8 97,8 99,7952 992 942|873 97,8 485
CD44 |952 954 996|946 758 727|938 80,6 314
cD73 | 71,7 789 808|866 312 223603 20,9 3,8
Duong CD90 | 905 986 994|922 987 952|949 985 65,0
CDI105 | 69,9 71,0 30,6 | 59, 49,8 44,1157 3,6 44
CD146 | 61,0 249 285|372 420 16,6338 189 4,9

CD31 27 38 40|16 38 39|16 2,7 32
Am CD104 | 2,1 36 40 | 1,5 46 42|26 3,8 2,1
HLA-DR | 2,8 3,0 3,6 |24 45 40 | 2,1 34 28

CD14 32 39 40| 33 58 42 | 24 3.1 2,9

Dit liéu dai dién tir hai thi nghiém doc lap duoc thé hién

Nhu duoc thé hién trén Bang 2, su thay dbi viéc thé hién chi hiéu am la khong
rd rang, nhu muc thé hién cia mot s6 chi diém duong dugc thay ddi theo mat do nuoi
cay té bao ngay ca trong cung 1an cay truyén. Dic bigt, CD105 va CD146 thé hién mot
muc giam rd rét vi mat do nudi céy té bao tang. Ngoai ra, viéc thé hién ctia CD73 ¢6

xu hudéng giam dang ké vi mat d6 nudi cdy ting trong P10 hodc lan cy truyén cao
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hon. Pac biét, khi cac té bao duoc nudi céy & méat do cao trong P15, muc thé hién cua
cac chi ddu dwong nhit dugce giam dang ké. Ngoai ra, CD73, CD105 va CD105 cho
thdy sw bidu hién am. Vi vy, viéc nudi ciy té bao véi mat do té bao thip c6 thé la mot

yéu tb quan trong.
1.7 So sanh viéc tao ra ROS va tén thuong ADN theo mat do té bao nudi cdy.

Ngudi ta da biét rang viéc giam chirc ning té bao gbc trung md c6 lién quan
dén tén thuong ADN. Pic biét, tén thuong ADN giy ra bdi ROS, diy 1a mot loai oxy
hoat tinh, dugc biét dén dé thuc déy su 1ldo hoa cac MSC. Do vy, dé x4c nhan réng co
hoic khéng c6 tong hrong ROS tao ra va tén thuong ADN gy ra la khac nhau, phan
tich cuong do huynh quang dwoc thue hién dé so sanh tong lugng té bao ROS theo lan
céy truyén va mat do nudi céy té bao. Phan tich sao chdi duoc thuc hién dé x4c nhan

mutc d6 tdn thuwong ADN. Cac két qua dwgc minh hoa trén Fig.8.

Nhu minh hoa trén Fig.8, tng lugng ROS c¢6 xu huéng ting 1én khi mat do
nudi cdy té bao ting trong tit ca cac 1an cdy truyén. Pic biét, lugng ROS ting déng ké
& P10 va P15 (xem Fig.8A). Trong phén tich sao chdi, dit liéu dugc phan loai tir CC1
dén tdn thuong ADN yéu nhat dén CCS5 véi tén throng ADN nghiém trong nhit. CC5
v6i tdn thuong ADN nghiém trong nhét cho thiy mot su tang dang ké khi mat d6 nuéi
chy té bao tang. Mit khic, CC1 ¢6 xu huéng gidm déng ké khi mét do té bao ting
(xem Fig.8B).

Ngoai ra, dé x4c nhan liéu c6 hay khong ROS gy ra tén thuong ADN, mdt thi
nghiém duoc thyc hién dé xac nhan ndng do 8-OHAG c6 thé nhan biét tén thuong
ADN géy ra béi ROS. Viéc phan tich 8-OhdG nhu sau. 50 pl miu ADN thu tir mdi té
bao dugc dat trén tAm phu chét lién két 8-OHAG va cdy ¢ nhiét d6 phong trong 10
phit. Sau d6, khang thé chéng 8-OHAG duge thém vao va hon hop dugc cay & nhiét
dod phong trong 1 gio. Sau khi lam sach ba 1an, chat lién két enzym khéang thé thir cip
duoc thém vao mdi giéng, va hdn hop duge cdy & nhiét do phong trong 1 gidr. Sau khi
lam sach ba lan, dung dich chét_ nén dugc thém vao va hén hop dugc céy & nhiét do
phong trong 30 phut. Cudi cung, dung dich dimg phan tng dugc thém vao d6. Cudng
d6 hép thu duoc do ¢ 450nm. Két qua dugc minh hoa trén Fig.9.

Nhu dwoc minh hoa trén Fig.9, vi mét d6 nudi ciy té bao tang, ndng d6 8-OhdG
cling tding dang ké trong nhém P15 trong do6 tén thuong ADN 14 nghiém trong nhét.
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Céc két qua nay chung to ring ROS tao ra duéi didu kién nudi cdy ¢ mat do cao lam
cho tdn thuong ADN ting, theo cach d6 thuc diy viéc ldo héa cac MSC.

Nhitng két qua nay thé hién viéc rang gidm mét do nudi cdy té bao c6 thé déng
vai tro trong viéc bao vé cac MSC khoi tdn thuong ADN gay ra do lugng ROS clia
MSC téng 1én.

1.8 X4c nhén ting sinh MSC va kha nang tao ROS theo diéu tri chbng oxy hoa.

Pé x4c nhan liéu ¢6 hay khong ROS duogc tao ra & diéu kién nudi cdy cua mat
dd cao anh huong su ting sinh cia cdc MSC, mot thi nghiém dé loai bd ROS dugc
thuc hién. Axit ascorbic 25 pl/ml, chit chdng oxy héa, duge thém vao moi trudng nudi
cdy dudi diéu kién nuoi cy & mét do cao trong P11 dén P15. Sau d6, s6 lan tang ctia

su tang sinh dugc so sanh giira hai nhom. Két qua duoc minh hoa trén Fig.10.

Nhu duoc minh hoa trén Fig.10, s6 1an ting 13 2,6, 1,9 va 1,6 6 P11 d&én P15 &
diéu kién nudi cdy mat do cao. Vi s6 14n cdy truyén ting nén kha ning ting sinh giam,
va vi vy bat dau 1o héa. Tuy nhién, viéc diéu tri bang chit chdng oxy hoa duge dwa
ra dé duy tri kha ning ting sinh cao 1a khoang 50% trong tAt ca céc lan cdy truyén.
Trong nhém diéu tri bang chit chéng oxy hoa, s6 lan ting vé su ting sinh twong tng la

3,8,29va2,;5trong P11 dén P15. Kha nang tang sinh dugc duy tri cao & P15.

O diém cudi P15, cac mic ROS dugc xac nhan gitra di€u kién nudi cady mat do
cao riéng va nhém diéu tri bang chat chong oxy hoa + di¢u kién nudi cdy mét do cao.

Céc két qua dugc minh hoa trén Fig.11.

Nhu minh hoa trén Fig.11, cdc mitc ROS cling giam & diéu kién ma su ting
sinh ting nhd diéu tri bang axit ascorbic, chét chéng oxy héa. Do viy, t6t hon viéc
nudi céy MSC dugc thuc hién & mat do té bao thép hon 1a mat do té bao cao. Luogng
ROS géy ra béi mat do nudi cdy té bao cao bi triét trir bing chét chdng oxy héa, theo
cach d6 dan dén viéc tang kha nang tang sinh MSC. Mit khac, ROS & mét d§ cao uc
~_ché kha narig tang sinh MSC. Vi mat do té bao 1a thdp hon, nén lrong ROS giam, va
thic ddy kha nang ting sinh MSC.

Toém lai, cac két qua nay chi ra réng viéc kiém soat mat do té bao & mat d6 1000
té bao/cm? hoic thap hon trong cac didu kién nuoi cdy 1a quan trong dé duy tri su ting

sinh, viéc nudi cdy va kha nang té bao goc cia t€ bao goc trung mé don dong thu duoc
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bang phuong phap nuoi cdy phan doan thir cap. Viéc nudi ciy véi chét chdng oxy hoa
trc ché tng sudt chit oxy héa gy ra béi viéc nudi cdy té bao, theo cach do thuc dy

mot cach hiéu qua tang sinh MSC.
Vi du 2: X4c minh phwong phap nudi ciy phan doan thit cip cai tién

Vi du 1 da xac nhan réng viéc kiém soat mat do té bao va viéc bd sung chét
chéng oxy hoéa c6 thé 1a cac yéu td quan trong trong viéc nudi cdy MSC thu dugc boi
phuong phap nudi cdy phan doan thtr cap. Do viy, cac thi nghiém dugc thuc hién dé
so sanh kha ning ting sinh ctia mdi MSC cum don va hiéu qué cla ching vé viée thu
duoc cac té bao trong khi thay dbi mat d6 nudi cdy té bao ctia té bao gdc trung mod don
dong thu duoc theo phuong phap truyén thdng, phwong phap nudi cdy phan doan thi
cép duoc mo ta trong Pon sang ché Han Qudc s6 10-2006-0075676 va st dung mdi

trrong nudi cay chira axit ascorbic lam chat chong oxy hoa.

Don séang ché Han Quéc sé 10-2006-0075676 nhu boc 16 trude da md ta cac té
bao trung md dugc chuyén dén cac giéng trong khoang tir 100 dén 600 té bao trén mbi

giéng, va sau d6 dugc nudi cay & 4000 t€ bao/cm? trong viéc nudi cdy thém chung.

Pic biét, sang ché dé xuit phuong phap nudi cdy té bao dé diéu chinh s6 hrong
té bao 1a 1000/cm? trong 1an ciy truyén 1 (P1), tao ra su ting sinh hidu qua cua té bao.
Ngoai ra, trong viéc nudi cdy thém sau lan cdy truyén 2 (P2), c4c té bao duogc ciy trén
cac giéng voi 1000 té bao hodc thap hon diy 1a mat do thip. Cac giéng nay duogc so
sanh v6i hiéu qua cta viée nudi cdy 4000 té bao. Ngoai ra, moi trudmg a-MEM chira
chét chéng oxy hoa va méi truong LG-DMEM khong chira chét chéng oxy hoa duoc
sir dung 1am méi trrdng nudi cdy té bao, theo cach d6 so sanh c4c hi¢u qua tang sinh té

bao cua té bao cua ching.

Céac nhom thi nghiém dé xac nhan hidu qua cua phwong phap nudi cdy phan
doan thir ca‘ip cai tién duge thé hién trén Bang 3. Céac quy trinh cai tién dwgc minh hoa

dudi dang gian do trén Fig.12.

[Bang 3]

Nhém Mat d6 nudi ciy Pidukién | CAy truyén | Giai doan nubi | Su thay d6i
mdi trudng cdy tht cap moi trudng

-20-



33654

4000LG | 4000 té bao/cm? | LG-DMEM 3-4 X
4000alpha | 4000 té bao/cm? | Alpha-MEM 3-4 X
P2-P5
1000LG | 1000 té bao/cm? | LG-DMEM 7 O (3-4 ngay
1000alpha | 1000 t6 bao/cm? | Alpha-MEM 7 mgt lan)
O (3-4 ngay
mot 1an)

Céc dong té bao duge tich bdi phuong phép nudi cdy phan doan thtr cap va

duoc goi tén twong tng 14 tir SCMO01 dén SCMOS.
2.1 X4c nhén hiéu qua ting sinh theo mat do duong té bao va moi truong

Céc té bao dugc nudi cdy st dung cdc dong té bao tir SCMO1 dén SCMO08. Dé
x4c nhén hiéu qua tang sinh té bao theo viéc nudi cdy thém dén 14n cy truyén 5(P5),
s luong té bao, thoi gian nhan d6i quin thé (PDT) va mirc nhan d6i quan thé (PDL)
duoc so sanh twong Gng. Két qua duge minh hoa trén Fig.13 dén Fig.20.

Nhu dugc minh hoa tir Fig.13 dén Fig.20, hiéu qua ting sinh té bao cua tit ca
cac nhém thi nghiém dugce céy va nuoi céy v&i mat do té bao 1a 1000 té bao/cm? 1a cao
hon hiéu qua tang sinh té bao cua cac nhém thi nghiém duogc céy va nudi céy v61 mat
d6 té bao 1a 4000 té bao/cm?. Hon nita, thdm chi trong cing nhém mat do té bao 1000,
nhém thi nghiém 1000- alpha trong o-MEM chita axit ascorbic nhu chét chéng oxy
hoa thé hién hidu qua ting sinh té bao dang ké hon cac nhom khac.

2.2 So sanh hiéu qua tang sinh theo mat do duong té bao

Pé so sanh chinh xéc hon vé tdc do tang sinh theo sé lugng té bao nudi céy,
LG-DMEM va o-MEM, dugc thiét 1ap twong img 1am mdi trudng nudi céy, va mat do
cdy duoc thiét 1ap twong tmg 1a 1000 va 4000 té bao. Theo d6, hidu qua ting sinh té
bao dugc so sanh. Cac két qua dwoc minh hoa trén Fig.21 dén Fig.24.

Nhu dugc minh hoa trén Fig.21, khi céc dong té bao tir SCMO01 dén SC08 duge
cdy v6i 1000 t& bao/cm? dwoc nudi cdy trong LG-DMEM, tbc do tang sinh ctia P2 dén
P5 cao hon dang ké so vé6i toc do ting sinh ciia nhém duge cdy vai 4000 té bao/cm?.
Téc d6 tang sinh cia nhém duoc cdy voi 1000 té bao/em? it nhit 1a 3,08 dén 48,50 lan
s0 voi tde do ting sinh cta nhém cdy véi 4000 té bao/cm? trong lan ciy truyén 5 (P5).

Ngoai ra, nhu dugc minh hoa trén Fig.22, gia tri PDT cua nhom dugce cdy véi 1000 té
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bao/cm? ciing thip hon hodc twong tw vé6i gia tri PTD cta nhém duge cy 4000 té
bao/cm? trong tAt ca cac dong t& bao, va gia tri PDL ctia nhém duge cdy véi 1000 té
bao/cm? 12 cao hon so v6i gid tri cia nhom duge cdy 4000 té bao/cm? trong tit ca cac

dong té bao.

Hon nita, nhu duoc minh hoa trén Fig.23, khi tit ca dong té bao tir SCM01 dén
SCMO08 duoc nudi cdy trong a-MEM dugc cdy va nudi cdy véi 1000 té bao/cm?, xu
huéng cua chung 13 twong ty v6i xu hudng trong nhém thi nghiém DMEM. Téc do
tang sinh cta nhom dugc cly v6i 1000 té bao/cm? it nhit 1a 6,32 dén nhiéu nhét 85,63
1An dwoc so sanh véi tde do ting sinh ciia nhém duge ciy véi 4000 té bao/cm? trong
lan céy truyén 5 (P5). Hon nita, nhu dugc minh hoa trén Fig.24, gia tri PDT ctia nhém
duoc cdy v6i 1000 té bao/cm? ciling thap hon hodc twong tw véi gia tri PDT ctia nhém
duogc cay 4000 té bao/cm? trong tat ca cac dong té bao, va gid tri PDL ctia nhém dugc
cly v6i 1000 té bao/cm? 1a cao hon gia tri PDL ciia nhém cdy 4000 té bao/cm? trong
tat ca cac dong.

Céc két qua nay chimg minh ring viéc cdy véi 1000 té bao/cm? hodc it hon c6
thé tao ra su ting sinh nhanh cta té bao gdc trung md don dong so véi viée cdy dong té
bao mat dd cao 4000 té bao/cm?. ’

2.3 So sanh hi¢u qua tang sinh trong méi treong nudi cly

Vi du 2.2 x4c nhén rang nudi cdy 1000 t& bao/cm? cho thiy hiéu qua tang sinh
tuyét voi so vai viéc nudi 4000 té bao/cm?. Do vy, thi nghiém duoc thuc hién dé so
sénh hidu qua ting sinh té bao trong khi sé luong té bao dugc thiét lap 1a 1000 té
bao/cm? va méi trudong thay ddi nhuw mot bién sb. Vi vay, hiéu qua ting sinh duge xéc
minh thém theo diéu kién méi trudong nudi cdy. Cac két qua dugc minh hoa trong

Fig.25 va Fig.26.

Nhu dugc minh hoa trén Fig.25, tdc do tang sinh té bao dugc so sanh gitta o-
MEM va DMEM. Céc két qua thé hién rang tdc d6 ting sinh cta nhém st dung o-
MEM la it nhét tir 1,77 dén 6,39 14n so véi nhém st dung LG-DMEM. Hon nita, nhu
dwoc minh hoa trén Fig.26, PDT la thip hon trong tit ca cac nhém o-MEM va PDL
tang trong tat ca cdc nhém o-MEM.

Cac két qua nay chi ra rang hiéu qua ting sinh té bao co thé dwoc t6i da hoa
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bang cach nudi cay t€ bao st dung mot moi trudng chira chat chong oxy hoa ngoai

viéc diéu khién mat do cay t& bao 1000/cm? t€ bao hodc thap hon va nudi cly cua té

bao trong 1an cdy truyén 2 (P2) dén 1an cdy truyén 5 (P5).

Vi du 3: Thiét 1ap quy trinh cai tién

Céc vi du, nhu dugc mo ta trén day, xac nhan rang viéc ki€m soat mat do t€ bao

va viéc thém chét chdng oxy héa c6 thé 1a cac yéu t6 quan trong trong nudi cay MSC.

Dura vao phuong phéap nuéi ciy phan doan thit cép truyén théng duge mé ta trong Don

Sang ché Han Qudc sé 10-2006-0075676, quy trinh cai tién dwoc thuc hién bang cach

thay d6i mat do nudi cay t€ bao va cac dieu kién mdi truong de thu duge mot cach hiéu

qua té bao gdc trung md khuan don lac. Céc vi du dugce thé hién chung trong Bang 4

sau day (diéu kién nudi cdy st dung DMEM) va Bang 5 (diu kién nudi cdy st dung

o-MEM).
[Bang 4]
San phim déng lanh
- R
31‘11131’1 Danh mue Sa:élzlham Quy trinh B
g Quy trinh A
Quy trinh B-1 |Quy trinh B-2
Moi trudng nudi cdy]  DMEM DMEM DMEM DMEM
Penixilin- Penixilin- Penixilin- Penixilin-
streptomyxin | streptomyxin | streptomyxin | streptomyXin
Khang sinh (ndng Penixilin Penixilin Penixilin Penixilin
o) (100don vi/mL) | (100don vi/mL) | (100don vi/mL) | (100don vi/mL)
Streptomyxin | Streptomyxin | Streptomyxin | Streptomyxin
Tiiy (100pg/mL) (100pg/mL) (100pg/mL) (100pg/mL)
UM | 4t d6 nudi chy 6 | 4000~5700 | 4000~5700 50~1000 50~1000
MCB T, ‘ ‘ . .
bao Té bao/cm? Té bao/cm? Té bao/cm? Té bao/cm?
Giai doan mdicay | 3y o, 3~4 nga 5~14 nga 5~14 nga
thit cp - 3~4 ngay gy gy gay
Thay d5i méi trudmg X X O (3~4 ngdy mot) O (34 ngay
lan) mot 1an)
Nudi cdy thitcdp | p)_ps P1~P5 P1~P5 P1~P5

(CAy truyén)
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Quy
trinh

Danh mue

San pham
song

San phiAm dong lanh

Quy trinh A

Quy trinh B

Quy trinh B-1

Quy trinh B-2

S6 lugng té bao/lo

2~3x%10%1o nho

2~3x10%1o nhd

2~3x10%/1o nho

~ 6 3
ohé 2~3x10 (l(_) nhé
MBbi truong nudi cdyl  DMEM DMEM
Penixilin- Penixilin-
streptomyxin | streptomyxin
Khang sinh (ndng Penixilin Penixilin
do) (100don vi/mL) | (100don vi/mL)
Streptomyxin | Streptomyxin
MCB-~ (100pg/mL) (100pg/mL) . .
WCB Mit d6 nuéi cdy t& | 4000~5700 4000~5700
bao Té bao/cm? Té bao/cm?
Giai doan nuéi ciy X R
thit cép 3~4 ngay 3~4 ngay
Thay di m6i trudng X X
Nuoicly thit ¢dp | pg_pg P6~P9
(cay truyen)
Mbi trudng nudi cdy]  DMEM DMEM oa-MEM o-MEM
Penixilin- Penixilin- .. .
. . Gentamixin Gentamixin
streptomyxin streptomyxin
Khang sinh (Nong Penixilin Penixilin
do) (100don vi/mL) | (100don vi/mL)
20pg/mL 20pg/mL
San Streptomyxin | Streptomyxin
phim (100pg/mL) (100pg/mL)
cubi
ciing | Mt d6 nudi cay té | 4000~5700 A 40007_5700 . 700~1000 700~1000
bao Té bao/cm? Té bao/cm? Té bao/cm? Té bao/cm?
Giai doan nudi cly | 5 40 3~4 nga 5~7 nga 5~7 nga
thit cAp gay gay gay gay
PO O (3~4 ngay mdt| O (3~4 ngay
Thay d6i moi trudng X X ln) mot 1in)
Nuoéi cy tht cAp P10~P12 P10~P12 P6~P8 P6~P8
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San phim déng lanh
3:31’1 Danh muc Saxslél:lham Quy trinh B
g Quy trinh A
Quy trinh B-1 |Quy trinh B-2
(céy truyén)
Thé tich cubi
cung/tli 6mL (20Kg)
- 7,5mL (25K 6mL (20K ’
(Trong lugng co (25Kg) (20Ke) | 1omL (40Kg)
the)
[Bang 5]
San phim dong lanh
3;13’1 Danh muc Sin phim song Quy trinh B
Quy trinh A
Quy trinh B-3
Mai trudng nudi cdy]  DMEM DMEM o-MEM
Penixilin- Penixilin- .
. . Gentamixin
streptomyxin streptomyxin
Khang sinh (ndng Penixilin Penixilin (100don
d0) (100don vi/mL) vi/mL) 20pg/mL
Streptomyxin Streptomyxin
(100pg/mL) (100pg/mL)
Tay o
xwong ~ | Mt 46 n}161 cayté | 4000~5700 4000~5700 501000 6 bio/em?
bao Té bao/cm? Té bao/cm?
MCB
Giai doan nudi cdy . X .
thit ép 3~4 ngay 3~4 ngay 5~14 ngay
Thay dbi méi truong X X O (3~4 ngay mét lan)
Nublcay thit cap | p_ps P1~P5 P1~P5
(cay truyén)
50 1“‘-’“5;2 bao/LO | 5 3410910 nho | 2~3x10/lo nho 2~3x10%/lo nho
Mbi truong nudi cdy DMEM DMEM
MCB~ X
WCB | Khéng sinh (ndng Penixilin- Penixilin-
do) streptomyxin streptomyXin
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San phiam déng lanh
3;:3]; Danh muc San phim sng Quy trinh B
Quy trinh A
Quy trinh B-3
Penixilin Penixilin (100b3
(100don vi/mL) phan/mL)
Streptomyxin Streptomyxin
(100pg/mL) (100pg/mL)
Mat d6 nuéi cAy té 4000~5700 4000~5700
bao Té bao/cm? Té bao/cm?
Giai doan nudi ciy R .
thit cép 3~4 ngay 3~4 ngay
Thay dbi méi trudng X X
Nudi cdy thir cap
(chy truyén) P6~P9 P6~P9
Mbi trudng nudi cdy]  DMEM DMEM o-MEM
Penixilin- Penixilin- ..
. . Gentamixin
streptomyxin streptomyXxin
Khéng sinh (ndng Penixilin Penixilin
do) (100don vi/mL) (100units/mL)
20pg/mL
Streptomyxin Streptomyxin
(100pg/mL) (100pg/mL)
San at d6 nudi cav té | 4000~5700 4000~5700 ,
him Mardg ot eay e . . 700~1000 té bao/cm?
paan bao Té bao/cm? Té bao/cm?
cuoi
cung Giai doan nudi c4
. , y —~ .S —~ A o by
thit cAp 3~4 ngay 3~4 ngay 5~7 ngay
Thay di m6i trudong X X O (3~4 ngay mot lan)
Nubleaythit cap | py pyy P10~P12 P6~P8
(cay truyén)
Thé tich cubi
cung/tai
- 7,5mL (25Kg)  |6mL (20Kg), 12mL (40Kg)
(Trong luong co
the)

Cu thé hon, quy trinh nudi cdy phan doan thtt cap va nudi cdy ting sinh té bao
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gbc trung md 14y tir tir tiy xwong theo sang ché duoc thuc hién nhu sau.

Phan héng cua mdt nguoi hién tiy xwong duge gy mé bang thudc t& tai chd.
Sau d6, tiy xuong dugc thu bing cach dam kim vao xwong hong. 14ml mdi truong
Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM, GIBCO-BRL, Life-technologies, MD, USA)
chra 20% FBS va 1% penixilin/streptomyxin, va 1ml tiy xwong nguoi duge dat trong
binh nuoi cdy 100mm, va hdn hop duge nuodi cdy trong chét khang thé té bao 5% CO»
& 37°C trong 2 gio. Sau khi nudi cdy, binh nuoi ciy duoc nghiéng nhe sang mot bén va
chi phan dich ndi ctia binh nudi cdy duoc chuyén vao binh méi trong khi té bao gin

vao day duogc ngédn khoi roi.

Céc quy trinh twong tu dugc 1dp lai mot hodc nhiéu 1an, va dung dich nudi cdy
cudi cing dugc chuyén vao binh nuéi cdy (Becton Dickinson) phi colagen & day va
duoc nudi cdy ¢ nhiét do 37°C trong 2 gid. Dung dich nudi cdy dugc chuyén vao binh
ma&i pht colagen. Sau 24 gio, dung dich nudi cdy duoc chuyén vao binh dung méi.
Mot 1an nita, sau 24 gio, dung dich nu6i cdy duoc chuyén vao binh méi. Cubi cing,
sau 48 gidy, dung dich nuéi cdy dugc chuyén vao binh méi. Sau d6, nguoi ta xac nhan
truc quan rang cac té bao con lai dwgc phét trién va bam vao day binh nudi ciy. C6 thé
gia dinh rang cac té bao co thé dén gn budc niy qua quy trinh nudi cdy phan doan thir
cép nho hon nhidu so véi cic té bao khac. Sau khoang tir 10 ngay dén 14 ngiy, cac té
bao tao thanh mot khuin lac don. Nhom té bao don dong nay duogc didu tri b?mg
trypsin dé phan 1ap. Sau d6, cac té bao duge chuyén vao binh nudi ciy 6 giéng & 50-
200 t& bao/em?. Cac t& bao duwoc nudi cdy trong 1dng ap té bao 5% CO, & nhiét do
37°C trong 4 dén 5 ngay. Sau d6, khi té bao phat trién dén khoang 80%, té bao dugc
didu tri bing trypsin /ImM EDTA (GIBCO-BRL) 0,25%, theo cich d6 thu dugc té

bao. Sau do, té bao duoc chuyén vao binh nudi cay 75 cm? va duge nudi cdy thir cap.

Khi té bao dwoc nudi cdy & mat do té bao giam xubng dén 1000 t& bao/cm?
trong 1an cly truyén 2 dén lan ciy truyén 5 sém nhung cic quy trinh khac dugc diéu
chinh theo cung mdt cach, kha ndng tang sinh va céc dic tinh té bao gbec ctia MSC
dwoc duy tri tdt dé tao ra su ting sinh hiéu qua ngay ca trong cing lan cdy truyén. Dic
biét, khi t& bao dugc nudi cdy & mat do té bao dugc giam xudng nhu da md ta trén day,
c6 thé khong bao gdém quy trinh chuén bi ngén hang té bao hoat dong (WCB) trong
MSC, WCB nay can trong quy trinh truyén théng, theo cach d6 rut ngan giai doan tao
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ra t& bao mot cach hiéu qua. Dic biét, khi giam 14n cdy truyén, cac té bao it ldo héa co
thé duoc thu véi lwong 1én. Ngudi ta ky vong ring, cac té bao nhur vay dugc st dung

lam tac nhan tri liéu dan dén hiéu qua tri lidu tuyét voi.

Hon nita, khi o-MEM bd sung chét chdng oxy héa dugc st dung lam moi
trudmng nudi cdy, viée didu tri bang chit chdng oxy hoa c6 thé giam mot cach higu qua
tng suit ROS tao ra trong nudi ciy té bao mat dd cao va phuc hdi kha ning ting sinh
té bao cua cac MSC, theo cach do rit ngin viéc cdy truyén té bao mot cach dang ké va
thu dugc mot cach nhanh va 6n dinh MSC khuin lac don trong trang thai séng ma

khong 130 hoa, diéu nay duy tri cdc dic tinh ciia MSC.

Tém lai, viée nudi cdy té bao & mét do thip co thé khong chi thu duoc s6 luong
16m té bao trong thoi gian ngin, theo cach d6, don gian hoa quy trinh san Xuét, ma con
thu duge cac té bao khong 140 hoa dé duy tri cac dic tinh nguyén ven cta cac MSC khi
nudi cdy trong thoi gian dai. Do vy, didu nay dan dén luong té bao gbe chit luong
cao. Theo d6, ngudi ta ky vong rang chiing 13 hitu ich cao cho cong nghé san Xudt trén

quy mo 16n cho su phat trién cac tac nhan didu tri t& bao.

T nhitng diéu trén day, s€ dugc danh gia cao réng cac phuong an thuc hién
khac nhau cua sang ché da duge md ta trong tai liéu nay nhim muc dich minh hoa va
cac thay ddi khac nhau c6 thé dugc thuc hién ma khong tach roi khoi pham vi cta sang
ché. Theo d6, cac phuong an thye hién khac nhau duoc boc 1 trong tai liéu nay khong

nhiam gidi han, v6i pham vi ding dugc chi ra boi cac yéu cau bao hd sau day.
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Yéu ciu bao hd
1. Phuong phéap nudi cdy phan doan thi cép té bao gdc va tang sinh ching, phuong
phap nay bao gdm cac budc:
1) nudi cy tay xwong duge phan lap tir mot c4 thé;

2) chi chuyén phan dich ndi & bugc 1) vao binh chira méi va nudi cdy phan dich

3) chi téch phn dich ndi & budce 2), nudi cly phan dich ndi & binh nuéi ciy &
nhiét d9 37°C trong thoi gian tir 1 dén 3 gio, lap lai viéc nudi cdy phan dich ndi & nhiét
d6 37°C trong thoi gian tir 12 dén 36 gios tir 2 dén 3 14n, sau d6 nudi cdy phan dich ndi
& nhiét do 37°C trong thoi gian tir 24 dén 72 gid, trong d6 mdi phén dich nbi duoc
chuyén vao binh nudi cdy méi dé lap lai viéc nuoi céy;

4) thu dugc té bao gbe don dong trong binh nudi cay cubi cing; va

5) céy té bao gdc don dong trong mdi trudong nudi chy & mat do té bao 50 dén
1000 t& bao/cm? @ nudi cdy té bao, trong d6 moi trudng nudi cdy & budce 5) duoc bd
sung chit chéng oxy hoa.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 viéc nudi cdy & bude 5) 1a cdy truyén 1 dén cy
truyén 5.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 nuodi cdy & budc 5) duoc thuc hién bang cach
cy té bao gdc don dong trong moi trwedng nudi cdy & mat do té bao 1000 té bao/cm?.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 chit chéng oxy hoa duoc bd sung véi ndéng do

trong khoang tir 10 ug/ml dén 30 pg/ml.

5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 moi trudng nudi cay duoc bd sung chét chdng

oxy hoa & budce 5) 1a DMEM dugc bd sung chét chéng oxy hoa hoidc o-MEM.

6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nudi cdy theo budc 5) duge thuc hién trong cy
truyén 1 bang cach nudi té bao gbc don dong trong moi trudng nudi cdy & mat do té
bao trong khoang tir 50 dén 1000 té bao/cm? dé nudi cy té bao.

7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 nudi cdy & bude 5) duoc thuc hién trong cay
truyén 2 dén cy truyén 5 bang cach nudi t& bao gbc don dong trong moi trudng nudi
cdy & mat do té bao trong khoang tir 700 dén 1000 té bao/cm? dé nubi cdy té bao.
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8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 moi trudng nudi ciy & budc 5) duge bd sung

gentamyxin vao.

9. Phuong phép theo diém 1, trong d6 té bao gbe thu duge theo phuong phap 1a té bao

gbc ¢ cdy truyén 5 dén cay truyén 10.

10. Phuong phép theo diém 1, trong d6 té bao gbc thu duoc theo phuong phap c6 kha

nang biét hoa té bao xuong.
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. A0108
Tén Te bio
SCMO1  SCMO02  SCM03  SCM04  SCMO5  SCMO6  SCMO7  SCMO8
P2 (X10/4) 22,00 22,00 22,00 22,00 22,00 22,00 22,00 22.00
4000LG P5 (X104} 150,04 250,13 1176,98 15549 144,14 76,36 288,63 824,03
toc ¢ tang sinh FS T2 6,82 11,37 53,50 7,07 6,55 3,47 13,12 37,46
P2(X10/4) 5,50 5,50 5,50 5.50 5,50 5,50 5,50 5,50
1000LG PS5 (X10*4) 2347,11 771,02 10466,16 118255 1647,25 3703,64 1091975 545899
t6c d¢ tang sinh PSP2 426,75 140,19 1902,94 215,01 299,50 673,39 198541 992,54
toc d¢ tang sinh (P'5)
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) A0108
Tén Té bae
SCM01  SCMO02  SCMO03  SCM04  SCMO5  SCMO06  SCM07  SCMO08
4000LG 5.05 3,99 244 4,96 5,16 7.80 3,77 2,68
PDT
1000LG 3,20 3,93 2,57 3,61 3,40 2,98 2,56 2,81
4000LG 3,84 5,12 7.55 4,18 442 2,54 5.21 6,88
PDL
1000LG 8,74 7,13 10,89 7,75 8,23 9,40 10,96 9,96
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. AQ108
Tén Te bae - - - -
SCMO1  SCMO03  SCM04  SCMOS  SCM06  SCMO7  SCM08  SCMO9
P2 (X10"4) 22,00 22,00 22,00 22,00 22,00 22,00 22,00 22,00
4000alpha P5 (X10%4) 498,37 192,50 204540 163,91 594,65 76,46 237,29 416519
toc ¢ tang sinh P5/P2 22,65 8,75 92,97 7.45 27,03 3,48 10,79 189,33
P2(X10"4) 550 550 55 550 550 550 550 550
1000alpha P5(X10%4) 6856,74 281539 22702,88 251943 1053150 6547,94 16109,56 2633192
toc 6 tang sinh P5/P2 1246,68 511,89 412780 458,08 1914,82 119054 2929,01 4787,62
toc dg tang sinh ®5) 1376 1483 11,0 1537 17,71 8563 67,89 632
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A0108
Tén Té bae
SCMO1  SCM02  SCMO03  SCM04  SCMO5  SCM06  SCM07  SCMO08
4000alpha 3.1 4,47 2,14 4,83 2,94 7.79 4,08 1.85
PDT
1000aipha 2,72 3.1 2,33 3,17 2,57 2,74 2,43 2,29
4000alpha 4,50 3,13 6,54 2,90 4,76 1.80 3.43 7.56
PDL
1000alpha 10,28 9,00 12,01 8,84 10,90 10,22 11,52 12,23
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AQ108

Tén Té bao -
SCMOL  SCM02  SCMO03  SCMO04  SCMO5  SCMO6  SCMO7  SCMO8
P2 (X10%) 5,50 5,50 550 5,50 5,50 550 5,50 5,50
1000 LG P5 (X10%4) 234711 771,02 10466,16 118255 164725 370364 1091975 545899
toc 36 tang sinh P5/P2 426,75 140,19 190294 21501 299,50 67339 198541 99254
P2(X10%4) 5,50 5,50 5,50 5,50 5,50 5,50 5,50 5,50
1000 alpha P5 (X10%4) 6856,74 281539 2270288 251943 1053150 6547,94 1610956 26331,92
toc 46 tang sinh PS/P2 | 124668 511,89 4127,80 458,08 1914,82 1190,54 292901 4787,62
toc @9 tang sinh (PS) o-MEMILG DMEM 2,92 3,65 2,17 2,13 6,39 1,77 1,48 4,82
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Cell Name
SCMO1  SCM02  SCM03  SCMO04  SCMO5  SCMO6  SCMO7  SCMO8
1000LG 3.20 3,93 2,57 3,81 3,40 2,98 2,56 2,81
PDT
1000alpha 2,72 3,1 2,33 3,17 2,57 2,74 2,43 2,29
1000LG 8.74 7,13 10,89 7,75 8,23 9,40 10,98 9,95
PDL
1000alpha 10,28 9,00 12,01 8,84 10,80 10,22 11,52 12,23
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