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(57) Guai phap hiru ich dé cap dén phuong phap tao ra san pham té bao goc trung mo tur
mo md& bao gdm quy trinh phan 1ap va tach chiét, nudi cdy, va luu trit san pham té bao gdc
trung md tr mé md. Phuong phap theo Giai phap hitu ich c6 thé duoc thuc hién ban tu
dong bang cach phdi hop phuong phéap co hoc str dung may xur Iy mé tu dong gentleMACS
Octo Dissociator (MACS Miltenyi Biotec). Phuong phap theo Giai phap hiru ich sir dung
enzym dé thu thap toan bo cac té bao co bén trong md m& va nudi cdy té bao va bao quan
san pham té bao gdc trung md ndy trong moi truong khong chira cac chat c6 ngudn goc tur
huyét thanh (serum- -free) va khong co ngudn gbc tir dong vat (xeno-free) hudng dén viec
sir dung cac dong té bao gbc trung mo tir mé md& trong tmg dyung lam sang. Ky thuat nay
lam ting ti 1& thanh cong 1én dén 99% d6i véi mdé md cb trong lugng nhod dudi 5 gram
dugc thu thap tir tré em (dudi <18 tudi), nguoi khée manh, ngudi bénh, va nguoi 16n tudi
(>65 tudi). Ngoai ra, k¥ thuat nay lam giam thoi gian xir Iy mo xudng duoi 3 gio nhung
van dam bao tinh chit cta khoi té bao gdc trung moé theo dinh nghia cia t6 chirc ISCT ban
hanh vao ndm 2013.
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Linh vire ky thuit dwoc dé cip

Giai phap hitu ich ndy dé cap dén phwong phap san xuit ra san phdm t& bao
gbc trung mé tir md md, trong d6 phuong phap bao gom k¥ thuat phan lap bén tu
dong, tach chiét t& bao gdc/dong té bao gbc trung md (van nang/hodc da nang, hay
mesenchymal stem/stromal cells — MSCs) ¢6 bén trong mé m&, k§ thuat nudi cdy té
bao gbc trung md (van niang/hodc da ning, hay mesenchymal stem/stromal cells —
MSCs) tir md m& dé tmg dung diéu tri bénh trén ngudi va k§ thudt luu trit san phdm té
bao gbc trung mé (van ning/hodc da ndng, hay mesenchymal stem/stromal cells —

MSCs) c6 ngudn gbc tir mé m& & nhiét d6 4m sau dudi -90°C.
Tinh trang k¥ thuit ciia Giai phap hiu ich

Cac kién thirc vé té bao gbe trung mé tir mdé md da s bt ngudn tir cic nghién
ctru sinh hoc co ban vé mé m& va chitc ning cia ching bén trong co thé con nguoi.
M6 m& 13 loai mé nén bén duédi da, hodc bao quanh cac cAu tric nodi tang bén trong co
thé véi chire ndng bao v¢, gilt nhiét, va luu trit nang lugng cho co thé. C6 hai loai mo
m& duge tim thiy bao gdbm mé mé& niu va mé m& tring. M6 m& niu 1 mé mé c¢6 chic
ning chuyén biét va dwoc tim thdy nhidu & cic tré so sinh dé giit nhiét cho co thé. M
md niu c6 chira rat nhidu ti thé véi kha ning trao déi chit 16n va thuong it khi thiy &
ngudi 16n ngodi trir & vi tri xung quanh ¢6. O ngudi 16n, mé mé tring chiém da s6 ndm
nhiéu bén dudi da.

Mb m& c6 ngudn gdc tir phan trung mé trong qud trinh phat trién cta nguoi va
13 ngudén doi dao té biao gbc trung moé. Tai md md, qué trinh hinh thanh m&
(adiposegenesis) bao gdbm qua trinh truéng thanh cac té bao m& va qué trinh hinh
thanh khdi mé md bén trong co thé. D& c6 thé hoan thanh quy trinh nay, chirc nang
cia té bao gbc trung md dong mot vai trd rat quan trong vi té bao gbc trung md duy tri
kha ning biét hda ciia minh thanh cic té bao md truong thanh. Tuong tw nhu tay

xuong, dong té bao gbc trung mé ciing dwoc tim thiy & mdé m& voi nhing dic tinh
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turong tu nhu kha nang ting sinh va kha nang biét hoa (da ndng). M6 md sau khi dugce
thu thap thong qua thuc hién phiu thut thu thdp md md hodc thong qua hit md
(liposuction) dugc xi 1y v6i enzym collagenaza dé thu thip phan doan mach nén
(Stromal-vascular cell fraction — SVF). Phan doan mach nén nay chua cac té bao nodi
mo (endothelial cells), nguyén bao sgi (fibroblast), héng cau, bach cau, dai thuc bao, té

bao quanh mach (pericytes), va té bao gbc trung mé.

Theo dinh nghia ctia t6 chitc ISCT (International Society for Cellular Therapy)
nam 2006, mot té bao dugc xac dinh 12 t& bao gbc trung mé khi va chi khi (1) té bao
nay c6 kha nang bam dinh trén bé mit nudi cdy sau khi tach ra khoi mo gbc, (2) b cac
bidu hién markers bé mit nhuy CD73, CD90, va CD105, va khéng biéu hién cac
markers bé mit cia dong té& bao tao mau nhu CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79alpha
hay CD19, va HLA-DR. Ngoai ra, té bao sau khi phan 1ap phai c6 kha ning biét hoa

thanh cac t€ bao xuong, sun, va md in vitro.

Tuy nhién, d6i véi khdi té bao tir mé m& tach chiét tir phan doan mach nén, biéu
hién céc marker bé mit dwoc dinh nghia lai boi t6 chirc ISCT vao niam 2013 bao gdm
dwong tinh véi CD73, CD90, va CD105, trong khi d6 am tinh v6i CD45 va CD31. Dé
phan biét v6i cac té bao gde trung mé tir tiry xuwong, khdi té bao gbe trung mo tir mod
m& dwong tinh vé CD36 va am tinh v&i CD106. Ngoai ra, khéi té bao sau khi phan lap
phai c6 kha nang tao cum (CFU — colony forming unit) va c6 kha ning biét hoa thanh

té bao xuong, sun, va md in vitro.

Hau hét cic phuong phap phéan 1ap té bao gbc trung moé tir moé md thudng bao

gom 3 budc chinh:

Budc 1: mé mé sau khi dwoc thu thap biang phuong phip mé hé hodc hit md
(liposuction) s& dwoc loai bo cac cdu triic da, mach mau va biéu bi xung quanh khéi
mo mé.

Bude 2: Sur dung cac enzym nhu trypsin, collagenaza I, II, hay IV, dispaza,
protaza, hoic hyaluronidaza dé phin huy céc cu tric dang soi ciing nhu hé théng cac
md lién két ciia m6é mé, giai phong cac té bao ra mdi truong bén ngoai sau khi ding

phwong phép co hoc dé nghién nho cac mé.
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Budc 3: chuyén cac mé dd duoc nghién nho va xir 1y bang enzym vao méi trudng
nudi cdy cé chira huyét thanh tir nguoi hoic tir dong vat (FBS) hoic huyét twong gidu
tidu cAu va bd sung thém mot sb chit kich thich sy phat trién MSCs nhu nhan t4 sinh
trrdng nguyén bao sgi beta (Fibroblast growth factor beta- FGFb), nhan t6 sinh trudng
biéu bi (Epidermal growth factor- EGF), nhan td sinh truéng c6 ngudn goc tir tiéu cau
(Plalete-derived growth factor- PDGF) va nhén té sinh truéng ndi mac mach miu

(Vascular Endothelial growth factor- VEGF).

Tuy nhién, cic phwong phap truyén thdng va cic phuong phép di dugc yéu cau

bao hd c6 cac nhuwoc diém nhu:

- Khéi lwong md mé 14y tir nguoi hién hodc bénh nhan 16n (>10 gram m&
hodc 100 ml dung dich mg).

- Thoi gian phan 1ap thuong kéo dai trén 6 gio.

- Phuong phép nudi cdy st dung cac chit khong xac dinh rd dwgc thanh
phdn va ndng d6 (sir dung huyét thanh — serum), huyét twong giau tiéu cau
va cb chra c4c thanh phan c6 ngudn gdc tir dong vat.

- Phuong phép cy chuyén té bao ding dung dich enzym cé ngudn gdc tir
dong vat.

- Thoi gian ting sinh dé cy chuyén lin thi nhit kéo dai (tr 14 dén 21
ngay).

- San phim tao ra huéng dén muc dich nghién ciru, kho trién khai trong tng

dung lam sang trén nguoi.
Bian chit ki thuit ciia Gii phap hiru ich

Muc dich ctia Giai phap hitu ich nham khéc phuc cac nhugc diém trén cu thé

Giai phap hitu ich nhim dat dugc cac muc dich sau:

- Phuong phap thu thdp mdé md la phuong phép phu thuit khong dung
thudc té tai chd, it gdy hai cho bénh nhan hay nguoi hién.

- Khéi luong mé md thu thip tir ngudi bénh thip (< 5 gram) nhung van
dam bao kha ning phan lap té bao gbc trung mo véi ti 1é thanh cong 1a

99%.
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- Dung phuong phép tach chiét t& bao gdc tir mo bang hé thdng ban ty dong
két hop véi tac dung ctia enzym dé c6 thé giam thoi gian phan 13p xubng
tir 1,5 dén 3 gio.

- Té bao gbc trung mé duoc tach chiét va phan 1ap tr mé m& hiéu qua hon
va ¢6 ti 16 sdng cao do mdé m& dd dwoc nghién va phan huy bang enzym
dic hidu dé co thé tach t& bao gbe ra tir khdéi mé mé m& ma khong anh
huéng dén chit lugng té bao sau khi phan 1p.

- St dung dung dich nubi céy dat tiéu chuin cn 1am sang (cGMP hoic
GMP) khéng chira cac chét tir huyét thanh (Serum-free), huyét twong giau
tidu cdu va khong c6 ngudn gde tir déng vét (Xeno-free).

- Sir dung dung dich enzym khéng c6 ngudn gdc tir dong vit (Xeno-free) dé
céy chuyén té bao.

- Thoi gian ting sinh tir khi phén 14p dén khi cdy chuyén lan thi nhét duoc
rit ngin xudng tir 3 dén 5 ngay.

- San phidm té bao gdc trung mé tir mé m& huéng dén muc dich Gtng dung

khong nhiing trong nghién ctru ma con trong 1am sang va diéu tri bénh

Dé dat dwoc muc dich néu trén, Giai phap hitu ich d& xuit phuwong phap tao ra
san phdm té bao gbc trung mé (van ning va/hoic da ning, mesenchymal stem cells —
MSCs) ¢6 ngudn gbc tir mdé m&. Phwong phép tao ra san phim té bao gdc trung mb tir
md m& theo Giai phép hiru ich bao gdm quy trinh phan 14p-tach chiét, nuéi ciy va luu
té bao gbc trung mé tir mé md bang ky thuat ban tw dong. K¥ thuat ban tw dong theo
Giai phap hitu ich 12 viéc phéi hop phuong phép co hoc sir dung may xur Iy mé tw dong
gentleMACS Octo Dissociator (MACS Miltenyi Biotec) va phuong phap enzym aé
thu thap toan b céc té bao c6 bén trong mé m& va nudi ciy nhiing té bao nay trong
mdi trudng khong chira céc chit c6 ngudn gdc tir huyét thanh (serum-free) va khong
c¢6 ngudn gdc tir ddng vét (xeno-free) hudng dén viéc str dung cic dong té bao gbe
trung mé tr mé md trong tng dung lam sang. Phuong phap ban tu dong theo Giai
phép hitu ich chia thanh céc quy trinh nho gom: phan 1ap va tich chiét t& bao gdc trung
md tr mé m&; nudi cdy té bao gbc trung mé tir m6é m& va lwu trix té bao gbc trung mod

t mo mo.
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Quy trinh phan 1ap va tach chiét té bao gbc trung mo tir mdé md theo Giai phap
hiru ich dwoc thuc hién bing cach két hop may xir 1y té bao ty dong gentleMACS Octo
Dissociator (MACS Miltenyi Biotec) va hon hop enzym do cac tac gia Giai phap hitu
ich @ xudt duoc goi 1a CDS (cell dissociation solution) dé kich thich su phan tach té

bao. Quy trinh bao gdm ba budc chinh.

PAu tién, mdé md sau khi thu thap duoc cit nho thanh tung manh c6 dién tich <2

mm? dong thoi loai bo 16p da, biéu bi, va mach mau xung quanh.

Sau khi ct nhd, md mé& dugc U trong hdn hop enzym véi thoi gian 0 tir 15 dén
90 phit & nhiét d6 tir 31°C dén 39°C. Cac enzym st dung trong hén hop enzym 14 céc
enzym tai t6 hop, khong c6 ngudn gdc tir déng vat. Theo mot phwong 4n khéc nhiét do
i mé m& ndm trong khoang 31°C dén 41°C. Theo phwong an khaic, mau 1 trong hdn
hop enzym tai t& hop c6 su hd tro tic dong co hoc bang viéc lic mau & tée do tir 150
vong/phit dén 800 vong/phiit theo chiéu kim déng hd, nguoc chidu kim dong hd, hay

to hgp cua ca hai.

Hdn hop enzym theo Giai phép hitu ich chira it nhit mét trong cic hoat chat sau:
collagenaza loai 1, loai 11, hodc loai IV véi ti 16 phin trim theo thé tich tir 0,1% dén
100%, hoac c6 hoat tinh enzym tir 100 don vi hoat do dén 1000 don vi hoat d0 trén
mét don vi thé tich 1a ml; Trypsin (tén thwong mai CTS™ TrypLE select Enzyme,
A1285901, cta hang ThermoFisher Scientific, ndng d6 1X) véi ti 1 phan trim theo
thé tich tr 0,1% dén 100%; hoat chdt EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) c6 chirc
ning khéa cac ion lién két kim loai dong vai tro trong viéc bam dinh cta té bao gbc
v6i ti 18 phan trdm theo thé tich tir 0,1% dén 100%; chét dan dich nén Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) buffer theo thé tich nhé hon 100%; hoic hdn hop enzym c6
chita cdc thanh phin néu trén theo ti 1& phan trim theo thé tich nhu sau: Trypsin
(CTS™ TrypLE select Enzyme, A1285901, ThermoFisher Scientific, 1X) voi ti 1€
phén tram tir 0,1% dén 60%, hoat chit EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) véi ti
18 phin trdm tir 0,1% dén 60% va chit din dich nén RPMI véi ti 1& phan trdm tir 0,1%
dén 40%.
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Sau khi 0 v6i hdn hop enzym, mé m& duoc chuyén vio hé théng gentleMACS
Octo Dissociator va stt dung chuong trinh xi Iy mé di dugc thiét 1ap boi céc téc gid
ctia Giai phép hitu ich. Mu dugc chuyén vao dng xtt 1y theo bd kit clia hé théng, sau
d6 hé thdng dugc chay theo hai chuwong trinh xtt 1y chinh gdm chwong trinh 0 miu va
chuong trinh xt 1y mau. Trong chuong trinh mau, hé théng duoc chay ché dd gia
nhiét dam bao nhiét do gia tang va duy tri to 32°C dén 40°C trong subt qua trinh thuc
hién; mAu dugc U trong thoi gian dt quing cach nhip v&i mdi nhip c6 thoi gian tr 3
dén 10 phat. Chuong trinh xt Iy mAu dwoc chia 1am hai thi riéng biét nhung c6 thé két
hop v&i nhau, bao gém: ché @6 gia nhiét dam bao nhiét d gia ting va duy tri tir 32°C
dén 40°C trong subt qua trinh thyc hién; thi th nhét (‘Sng xtr 1y mau duge quay theo
chiéu kim ddng hd véi tbe do tir 100 vong/phut dén 1200 vong/phut; thi thi hai ong xir
1y mAu dugc quay nguoc chiéu kim dbéng hd véi toc d§ tir 100 vong/phut dén 1200
vong/phut; thdi gian chay thi thir nhit kéo dai tir 1 phiit 30 gidy dén 9 phat 30 giy;
thoi gian chay thi thir hai kéo dai tir 1 phut 30 gidy dén 9 phat 30 gidy; két hop thi tha
nhit v6i thi tht hai bing cach ngay khi thi thir nhit két thic s& chay thi thir hai tao
thanh chuong trinh x Iy mau véi thoi gian khdng qué 18 phut va tao thanh chuong
trinh xt 1y mAu. Chuwong trinh 0 mu dugc phdi hop v6i chwong trinh xir Iy mau bang
cach tao thanh mot chu ky. Mdi chu ky ¢é chwong trinh G mAu theo thoi gian tir 2 phat
dén 10 phut va chwong trinh xtt 1y méu tir 5 phit dén 15 phat va thoi gian khong qua
15 phut; mdi lan chay méu sé& thyc hién t6i da 08 chu ky v6i thoi gian khong qué 120
phut.

Giai phap hitu ich d& xuét quy trinh nudi ciy té bao gdc trung mo tir md md sau
khi thu dugc tir phan doan mach nén st dung quy trinh phén 14p va tach chiét néu trén.
Trong d6, cac té bao gdc trung mo tr md m& sau khi xir 1y duge nudi ciy trong moi
trudng khong chira cac chét tir huyét thanh (serum-free) va khong cé ngudn gbc tir

dong vat (xeno-free).

Dung cu nudi ciy theo Gii phap hitu ich 1a cac chai nuéi cdy c6 dién tich bé mit
nudi cdy tir 25 cm®dén 1000 cm? (hé thng chai nuéi cy c¢& 16n). Chai nudi ciy c6 thé
¢6 nép loc hodc 18 thong dé gitp qua trinh trao di khi bén trong va bén ngoai chai

nudi cdy. Nap cua chai nudi cay dugc thiet ke voi 02 chirc nang dong kin va dong ho
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(dam bao su trao d6i khi giita bén ngoai va bén trong chai nuéi cdy ma khong anh
huong dén do tinh sach cia té bio dang nudi cdy bén trong). Theo mét phuong én
khéc chai nudi cdy di dugc xir Iy bé mit bang céc tia c6 budc song ngan (tia gamma)

hay xt 1y bing plasma dé tao 6 bam dinh t&t hon trong nuéi céy té bao.

Quy trinh nudi cdy té bao gbc trung md tir mdé md theo Giai phép hitu ich bao
gOm k§ thudt xtr Iy bé mit chai nuéi cdy trong d6 k¥ thuat bao gdm pht hop chét ngoai
bao (extracellular matrix) thuong cé thanh phin hod hoc chinh 13 fibronectin,
vitronectin, hodc intergrin, 1én trén bé mit chai nudi céy dé hd tro su tang sinh va duy
trinh tinh gdc cna té bao gbe trung mé mé md. Cac hop chit ngoai bao duoc str dung
13 cac hop chat ngoai bao ti to hop khong c6 ngudn gbe tir dong vat bao gdm mot
trong nhitng hop chét sau: CTS™ CELLStart™ substrate (Gibco, USA, A1014201);
Recombinant human fibronectin GMP, CF (4305-GMP, R&D system); MesenCult™-
SF attachment substrate (Cat: 05424, Stemcell Technologies); hodc t6 hop cuia cac hop
chét trén. Céc hop chat ngoai bao néu trén dugc pha lodng bang dung dich Phosphate
Buffer Saline (PBS) theo ti 16 pha lodng cta nha san xuét hodc theo ti 1& pha lodng
1/100, 1/200, 1/300, 1/400, va 1/500. Sau khi pha loang cac hop chét ngoai bao duogc
phtt 1én bé mat chai nudi cdy va c6 thé  chai nudi cdy ¢ nhiét do tir 31°C dén 39°C
trong khoang thdi gian tir 45 phut dén 180 phiit d& hop chat ngoai bao bam dinh trén

bé mat chai nuoi cay.

MBoi trudng nudi cdy té bao gbe trung md tir md m& khong chira cic chat tir huyét
thanh (serum-free) va khong c6 ngudn gbc tir dong vét (xeno-free) theo Gidi phap hitu
ich 1& mét trong nhitng méi trudng tidu chuan sau: MesenCult-ACF culture kit (Cat:
5449, hing san xuit Stemcell Technologies); MesenCult-ACF plus culture kit (Cat:
5448, hing san xuét Stemcell Technologies); mdi trudng nudi cdy t& bao gbc
PowerStem MSC1-Serum-free (hang san xuit Pan Biotech); méi truong StemMACS
MSC Expansion Media Kit Xeno-free va Serum-free (hdng san xuit Miltenyi Biotec —

Dic); méi trudng nudi ciy StemPro-34 SFM (hing san xuat ThermoFisher Scientific).

Trong giai doan nudi cdy dung dich nudi cdy s& dugc thay theo dinh ky 2 — 4

ngay/lan cho dén khi té bao dat mat d6 dé ciy chuyén cho nhitng lan tiép theo.
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Khi t& bao dat da mot trong hai diéu kién 13 thoi gian nudi ciy khong qua 10
ngay hay mat d6 bao phu bé mat >85% s& dugc cdy chuyén sang chai nudi cay méi st
dung hdn hop enzym tai t6 hop khong chitra huyét thanh va khéng c6 ngudn gbc tir
dong vat. Hon hop enzym chira it nhit 1 trong nhitng thanh phan theo ti 18 sau: thanh
phan tai td hop ctia Trypsin (tén thuong mai CTS™ TrypLE select Enzyme,
A1285901, cta hing ThermoFisher Scientific, ndng d6 1X) véi ti 1¢ phan trim theo
thé tich tr 0,1% dén 100%; hoat chat EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) c¢6 chirc
nang khoa cac ion lién két kim loai déng vai tro trong viéc bam dinh cua té bao gbe
voi ti 1é ph?m trdm theo thé tich tir 0,1% dén 100%; chét din dich nén RPMI buffer
theo thé tich nhd hon 100%; hodc t6 hop ciia céc chat néu trén theo ti Trypsin véi ti 1€
phan trim tir 0,1% dén 60%, hoat chit EDTA vdi ti 18 phan tram tir 0,1% dén 60%, va
chit din dich nén RPMI véi ti 16 phan trim tir 0,1% dén 40%.

Qua trinh cdy chuyén va/hoic thu hoach té bao st dung hdn hop enzym néu trén
theo Giai phap hiru ich bao gdm cac buéc: rira bé mit t& bao bang dung dich PBS sau
khi loai bo dung dich nudi ciy cii; hit bé PBS dich rira va u véi mét lugng enzym theo
ti 18 thé tich 12 0,2ml/cm? dén 1 ml/cm? trong thoi gian tir 2 phut dén 7 phat ¢ nhiét d6
tir 34°C dén 39°C trong ti nudi cdy té bao; sau khi xtr Iy v6i enzym va bét hoat bang
mdi trudng nudi cdy, dung dich tai thoi diém nay s& chira cic té bao don va c6 thé
dwoc dém bing Trypan Blue va ly tim & t6c d¢ tir 200g dén 1400g trong thoi gian tir 2
dén 10 phut @8 thu lai t& bao; t& bao sau khi thu hoach s& dugc hoa tan vé6i dung dich
nudi cdy va cho vao chai nudi cay da duge xtt 1y b& mit v&i hop chit ngoai bao véi ti

16 cAy chuyén tdi thiéu twong dwong 1:3 hay 4000 té bao/cm?.

Giai phép hiru ich d& xuét quy trinh luu trit san phim té bao gdc trung md tir mod
m& sau khi thu hoach tir giai doan nudi cdy. Quy trinh luu trit theo Giai phap hiru ich
bao gém: hoa tan sb luong té bao thu hoach dugc bé‘mg dung dich luu trit té bao dé co
nf”mg dd té bao cudi cung tir 0,5x10° té bao/ml dén 5x10° té bao/ml; dung dich chtra té
bao gde thu duge dwoc déng vao timg éng bao quan (Cryovials) véi téng thé tich trong
mdi 6ng tir 0,8 ml dén 1,8ml/vial; cac 6ng cryovials nay s€ dugc ha lanh béng hé théng
ha lanh ty dong Thermo Scientific Forma v&i chuong trinh duoc cai dat san ha lanh tir
nhiét d6 phong (dao dong tir 18°C dén 25°C) xudng -90°C véi téc do ha lanh 12 -
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1°C/phut va duy tri tai nhiét 46 -90°C cho dén khi mAu duge chuyén sang hé théng luu
trir tw dong Brooks (hang san xuit Brooks, USA); san phim té bao gdc trung md tir md
m& sau khi ha lanh s& duogc luu trit ¢ nhiét do tir -150°C dén -200°C trong thoi gian tir

1 nam dén 20 nam.

Thanh phén dung dich luu trit t& bao gbc theo Gidi phap hitu ich 13 méi truong
nudi ciy khong chira cic chit tir huyét thanh va khong c6 ngudn gbc dong vat nhu st
dung trong qua trinh nudi cdy néu trén va c6 hoa tan Dimethyl sulfoxide (DMSO) véi
luong ttr 2,5% dén 15% theo trong lwong. Theo phuong an khac, dung dich luu trit té
bao khong chira huyét thanh (serum-free), va khong chira céc chét tir dong vat (xeno-
free) bao gdm: CryoStor® CS10 (Cat: 07930, hing san xuét Stemcell Technologies) va
CTS™ Synth-a-Freeze™ medium (Cat: A1371301, hang san xudt Gibco,

Thermofisher Scientific).
MO té chi tiét Giai phép hiru ich
Trong ban mé ta Giai phap hitu ich nay, thuat ngi té bao gdc trung mo tir md m&

duoc st dung dugc dung dé chi san phém té bao géc trung md dugc phan 1ép, tach

chiét tir toan bé m6 mo6 md va tir phan doan mach nén sau khi xtr 1y.

Dong té bao gbc trung md tir md md nay duoc x4c dinh tinh chat va dic tinh theo
dinh nghia cta t6 chirc ISCT 2013, duong tinh véi CD73, CD90, va CD105, trong khi
d6 am tinh v6i CD45 va CD31. D& phan biét v6i cac té bao gbc trung mo tir tiy
xuwong, khéi té bao gbe trung md tir mé m& duong tinh véi CD36 va am tinh véi
CD106. Ngoai ra, khdi té bao sau khi phan 1ap phai c6 kha nang tao cum (CFU —
colony forming unit) va c6 kha nang biét héa thanh té bao xwong, sun, va md in vitro.
Pay 1a mot diém mdi va khac hoan toan so véi cac Giai phéap hitu ich khac.

Theo Giai phap hitu ich ndy, cum tir “co ban bao gdm” vi “bao gdm nhung
khong hoan toan” dugc su dung dé n6i dén thanh phan té bao gbc trung mé dugce phén
lap va tach chiét tir toan bd mé md, c6 thé chira thinh phan té bao khéc tai thoi diém
phan 1ap hoan thanh (P0) v6i ndng dé vao khoang 0,001% dén dudi 5%. Thanh phan
té bao gbc trung md mo ta trong ban Giai phap hitu ich nay dwoc danh gid theo dung

tiéu chi cua t6 chire ISCT nidm 2013 véi céc ti 1& nhu sau:
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- Duong tinh (>90%) v6i cac markers bé mit nhu: CD73, CD90, va CD105.

- Am tinh (<5%) vo1 cac markers bé mit nhu: CD45, CD14, CDI11b,
CD79alpha hay CD19, CD106 va HLA-DR.

- Co6 kha nang tao cum (Colony forming unit — CFU)

- C6 kha ning bam dinh trén bé mat chai hoic dia nuéi cdy. Té bao gbc cb
hinh thai dang té bao soi (fibroblast-like cells) va c6 kha ning ting sinh
trong moi tredng nudi cy in vitro.

- C6 kha ning biét hoa thanh it nhat 03 loai té bao xuong, sun, va md.

- C6 kha ning duy tri dn dinh b nhidm sic thé trong qué trinh nudi cAy khi

kiém tra bang phwong phap karyotype (G-banding).

Quy trinh phén 1ap va tach chiét té bao gbc trung md tir md m& theo Giai phap

htru ich bao gom cac budc:

Buéc 1: Luu trit md md trong kit van chuyén sau khi thu thdp mé md tir ngudi
hién khoe manh hodc bénh nhan. Kit van chuyén 12 6ng/hdp dung miu md m& cb thé
tich tir 25ml dén 250ml c6 chtta dung dich van chuyén 1a DMEM, hodc nuéc mudi
sinh Iy (NaCl 0.9%), hodc Ginger Lactate, hodc két hop gitta nudc mudi sinh 1y va
human albumin hoic két hop giita Ginger Lacte v6i human albumin véi thé tich tir 25
ml dén 150 ml c6 chira chét khang sinh nhu penicillin, streptomycine, normycine, v.v.
c6 ndng d6 tir 0,1% dén 5%, va dung dich van chuyén dwoc bdo quan lanh & nhiét do
tir 2°C dén 25°C. M6 mé sau khi thu thap trong kit van chuyén s& dugc bdo quan &
nhiét d6 2°C dén 25°C trong thoi gian tir 12 gio dén 72 gid. M6 mé& sau thu thap va luu
trit s& dwoc xtt 1y trong méi trudmg v khudn va ¢ nhidt d phong (tir 18°C dén 25°C)
nham han ché t6i da céac 14y nhiém tir nguén vi sinh vt ¢6 hai nhu vi khuén, vi nm.

Budc 2: Rira mé md trude khi xir 1y. Mo m& sé dugce rira voi dung dich c6 chira
cdn (trén 60°) trong thoi gian tir 2 phut dén 6 phit tai nhiét do phong va rira sach véi
dung dich PBS dé loai bo coén. Can ning ctia md m& s& duge luu lai sau khi rira. Can

ning trung binh cia mé md trude khi xir 1y roi vao khoang tir 1,5 gram dén 2,5 gram.

Budce 3: Cat nho md m&. MO md sau khi rira s& dugce cat nho theo chiéu dai cua

mo6 md véi dién tich mdi manh mé m& nam trong khoang tr 0,5 mm? dén 12 mm?.
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Buéc 4: Tron cic miu md md sau khi cit nho véi hdn hop enzym hd tro phan

hity dwge didu ché béi cac téc gia Giai phap hiru ich véi thinh phan co ban bao gdm:

a. Dung dich enzyme c6 chtta cac thanh phin tinh theo thé tich bao
gdém 40% dung dich Trypsin tai td hop, 40% dung dich EDTA, va 20% dung
dich nén RPMI; hodc

b. dung dich enzyme c6 chua thanh phan hoic 13 Trypsin tai td hop
(1X) hay dung dich c6 chira hop chét Collagenase loai I, IT, hodc IV véi nong
dd tir 200 don vi hoat d dén 1000 don vi hoat do.

Thé tich dung dich enzym xir 1y dugc tinh theo trong lwgng cia mé md voi ti 1€
twong duong gram/thé tich 1a 1:1. MAu s& dugc tron va lic bang may trong thoi gian tir
15 dén 60 phit & nhiét do tir 32°C dén 40°C trude khi cho vio hé théng gentleMACS

Octo Dissociator.

Budc 5: Xt Iy mAu trong hé thdng gentleMACS Octo Dissociator véi chwong

trinh 14p trinh riéng bai cac tac gia Giai phap hiru ich bao gdm hai chuong trinh:
Chuong trinh @ mau:

i. Ché @6 gia nhiét dam bao nhiét do gia ting va duy tri tir 32°C dén 40°C
trong subt qua trinh thuc hién.

ii. U miu trong thoi gian dt quang cach nhip v&i mdi nhip c6 thoi gian tir
3 dén 10 phat.

iii. Chwong trinh 0 mu dwoc két hop chung véi chuong trinh xir Iy mau.

Chuong trinh xt 1y mAu dwoc chia 1am 02 thi riéng bigt nhung c6 thé két hop

v(1 nhau;

i. Ché @6 gia nhiét dam bao nhiét d gia ting va duy tri tir 32°C dén 40°C
trong subt qua trinh thyc hién.
ii. Thi th& nhdt éng xt 1y mu duoc xoay theo chiéu kim ddng hd vai toe
d6 tir 100 vong/phut (rpm) dén 1200 vong/phiit.
iii. Thi th@ hai éng xtr 1y mau duoc xoay nguoc chidu kim ddng hd véi tée

do tir 100 vong/phut dén 1200 vong/phiit.
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iv. Thoi gian chay thi thir nhat kéo dai tir 1 phit 30 gidy dén 9 phut 30 gidy.

v. Thoi gian chay thi tht hai kéo dai tir 1 phtt 30 gidy dén 9 phut 30 gidy.

vi. Su két hop gifta thi the nhat va thi thi hai s& 14 ngay khi két thuc thi thix
nhét s& l4p tic chay thi hai tao thanh chuong trinh xir Iy miu.

Két hop chuong trinh @ miu va chuwong trinh xir Iy mau thanh mot chu ky véi
téng thoi gian mot chu ky khong qué 15 phat. Chuong trinh xtr Iy mau dwoc thiét 1ap
bao gdm khong qué 08 chu ky véi thoi gian xir Iy khng qué 120 phut. Hé théng xtr 1y
mau gentleMACS Octo Dissociator c¢6 8 hoc xir 1y riéng biét va co thé xir 1y dong thoi
riéng r& mdi hoc trong cling mot thoi diém. Trén thuc thuc té, Giai phép hitu ich nay
thiét 18p chuong trinh ¢6 thé xir 1y t6i da 08 miu md md trong ciing 1 thoi diem. Mbi
mau s& dugc chay 01 chuong trinh chung, st dung 1 dng xir 1y riéng trong 01 hoc xtr
Iy cia may. Vi hé théng vin cn nhéan sy tham gia dé xtr 1y va cho 6ng vao hoc xir 1y,
vi thé hé thdng nay trong pham vi cia Giai phap hitu ich dugc xem 1a hé thong bén tu

dbng theo chuong trinh dugc 18p riéng.

Mau sau khi xir Iy bing hé thdng ban tr dong theo chuong trinh da duoc thiét
14p riéng ctia nhom Giai phap hitu ich duoc goi la dat chuan khi va chi khi: khong con
manh mé to > 2mm? trong dng xir 1y va tao thanh dung dich huyén pht mau hong sita

nhat.

Buéc 5: Thu té bao sau khi xir Iy miu bang hé théng gentleMACS Octo
Dissociator. MAu sau khi xir Iy bang hét thong ban tw dong s& dugc chuyén sang 04
bng ly tAm 50 ml va dugc pha lodng véi dung dich PBS (dugc u lanh san ¢ nhiét do
2°C @én 8°C) @& dat duoc thé tich t5i da 50 ml. Ong dung dich pha lodng dugc lic véi
tdc d6 tir 100 vong/phut dén 1200 vong/phit trong thoi gian tir 2 dén 6 phut dé dam
bao giam d6 nhét cua dung dich va hoa tan hoan toan dung dich sau xur Iy véi dung
dich PBS Ilanh.

Sau khi hoa tan hoan toan dung dich huyén phu v&i PBS lanh, hon hop s& dugce
ly tAm véi tde dé tir 200g dén 1400g trong t6i da 20 phiit dé thu hén hop té bao. Dich
ndi s& bi loai bd va hdn hop thu duoc sau khi ly tim s& dugc ding dé nudi ciy ting

sinh té bao gbc trung md tir mé m&. Hdn hop té bao sau khi ly tim co ban bao gdm céc
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té bao gbc trung md tir md my. Hon hop nay co thé dwoc st dung dé dém s6 lwong té
bao bang phuong phap dém tu dong bing may hodc dém bing tay véi nhudm song

chét bang Trypan Blue.

Quy trinh nuoi ciy té bao gbc trung md tr m6 m& thu dugc sau bude phan 14p

va tach chi€t bao gdm céc budc sau:

Budce 1: Xt 1y bé mit chai nudi cdy t& bao truée khi nudi ciy bang hop chat

ngoai bao dugc tao ra tir ky thuat protein tai td hop:

Hop chit ngoai bao (extracellular matrix) dugc sit dung trong Giai phap hitu ich
nay bao gdm thanh phin co ban 14 fibronectin, vitronectin, hodc intergrin. Hop chét
ngoai bao nay duogc tao ra hay san xuét theo tiéu chudn cho Ung dung ldm sang,
c¢GMP, va/hoac GMP. Hop chét ngoai bao dugc st dung trong Giai phép hitu ich bao

gdm mat trong cac hop chét sau:

L. CTS™ CELLStart™ substrate (Gibco, USA, A1014201);
1i. Recombinant human fibronectin GMP, CF (4305-GMP, R&D

system);

iii. MesenCult™-SF attachment substrate (Cat: 05424, Stemcell
Technologies);

iv. Hodc t6 hop ctia cac hop chét trén.

Hop chit ngoai bao trude khi sir dung & dang long (ndng d6 cao) va dugc lwu
trit khi khong st dung & nhiét 4o to 2°C dén 8°C. Hop chét ngoai bao dugc pha lodng
theo ti 1& tir 1:50 dén 1:500 bang dung dich PBS & nhiét d6 phong. Sau d6 dung dich
chira hop chit ngoai bao dugc pha lodng s& duge phu 1én bé mit cua chai nudi ciy

theo ti 16 0,2 dén 1ml/cm?.

Chai nuéi cdy véi céc dién tich nudi cdy c¢& trung binh (tir 20 cm? dén 100 cm?)
va ¢& 16n (>150 cm?) s& duoc pht dung dich chira hop chét ngoai bao dugc pha lodng
va i & nhiét do tir 32°C dén 38°C trong thoi gian tdi thidu 1a 45 phut. Chai nuéi cdy
theo Giai phap hiru ich c6 thé 1a chai dd dugc xtt 1y bé mat bing tia gamma hoic tia
plasma véi muc dich lam ting kha ning bam dinh cta té bao, dam bao chét luong té

bao gbc trung md trong qua trinh nuéi céy.
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Budc 2: Rira chai nudi cay

Sau khi d3 hoan thanh xong budc xir Iy bé mit chai nuéi cdy. Dung dich chira
hop chét ngoai bao s& dugc hiut bo va chai nudi céy s& dugc rira voi dung dich PBS

theo ti 1& 0,2 dén 1ml/cm?.
Budc 3: Chuén bi mdi trudng nudi cay va bo sung vao chai nubi cdy.

Chai nudi cdy duoc loai bé dung dich rira PBS va méi trudng nudi cly sé& duoc
bd sung vao chai nudi ciy sau xir 1y theo ti 1€ 0,2 dén 1 ml/cm® Mai trudng nudi cdy
theo Giai phap hitu ich 1a moi trudng nuéi cdy thuong mai khong chira huyét thanh
(serum-free) va khong chira cac chit c6 ngudn gdc tir dong vét (xeno-free). Cac mdi

trudng duoc st dung trong Giai phap hitu ich nay bao gdm:

v. MesenCult-ACF culture kit (Cat: 5449, hang san xult Stemcell
Technologies)
vi. MesenCult-ACF plus culture kit (Cat: 5448, hang san xuét Stemcell
Technologies).
vii. Mi trudng nudi cdy té bao gbc PowerStem MSC1-Serum-free (hang
san xuit Pan Biotech).
viii. Mdi truong StemMACS MSC Expansion Media Kit Xeno-free va
Serum-free (hing san xuét Miltenyi Biotec — Dirc).
ix. Moi trudong nudi cdy StemPro-34 SFM (hdng sén xuat ThermoFisher
Scientific).

M3i loai mdi trudng theo kit ¢6 chita 01 chai dung dich nén (basal media) va 01
chai dung dich chtra cac hop chat kich thich té bao gbc trung mo ting trwong (01
supplement media). M6i truong s€ dwoc chuén bi theo huéng din ctia nha san xuat va
lwu trit & nhiét d6 tir 2°C dén 8°C. Trudc khi sit dung, mdi trudng s& dugce 1 4m & nhiét

d6 tir 32°C dén 38°C trong thoi gian tdi thiéu 1a 25 phut.

Budc 4: Nuoi cdy té bao
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Té& bao & budc phan 14p s& duge hoa tan déu va nhe nhang véi moi trudng nudi
cay nhu néu trén sau d6 s& duoc bo sung vao chai nudi ciy da duoc xtr Iy bé mat va

chira méi truong theo cac budce 1, 2, va 3.

Té bao sau khi chuyén vao chai nuoi céy s€ duogc nuoi céy & dieu kién nhiét do
tir 34°C dén 39°C trong ti nuéi cdy té bao vdi ndng d6 CO, duy tri déu dn va lién tuc
& 3,5 dén 6%, voi d6 Am khong thAp hon 90%. Té bao s& dwgc nudi cdy trong thoi gian
tir 4 dén t6i da 10 ngay dé dat dugc mat dd bao phu b mat 1a trén 85%. Khi té bao dat
du 1 trong 2 didu kién 13 thoi gian nuéi ciy (khong qua 10 ngdy) hay mét d6 bao phu

bé mit (>85%) s& dugc ciy chuyén sang chai nudi chy méi bang phwong phép enzym.

Phuong phap cdy chuyén miéu ta trong Giai phép hifu ich nay la phuong phap
cdy chuyén dung enzym tai t6 hop khong chira huyét thanh (serum-free) va céc chat c6
ngudn gbc tir dong vat (xeno-free) ddc hiéu cho té bao gdc trung mod tir mé md, bao

gom cac budc sau:

1. Té bao gdc trung mé tir md md khi dat didu kién ciy chuyén s& duoc loai
bo moi truong nudi cdy va rira 01 1an vé6i dung dich PBS ¢ nhiét do
phong va véi thé tich dung dich rira theo ti 18 0,2 dén 1ml/cm?.

2. Sau khi loai bé dung dich PBS, té bao s& dugc xu 1y véi dung dich
enzym véi thé tich xir 1y tir 0,2 dén 1ml/cm? va c6 chira 1 trong nhimng
thanh phan co ban sau:

a. Dung dich enzyme c6 chira céc thanh phan tinh theo thé tich bao
gdm 40% dung dich Trypsin tai t6 hop (CTS™ TrypLE select
Enzyme, A1285901, ThermoFisher Scientific), 40% dung dich
EDTA, va 20% dung dich nén RPMI.

b. Hoic dung dich enzyme c6 chira thanh phan hodc 14 Trypsin tai t0
hop (CTS™ TrypLE select Enzyme, A1285901, ThermoFisher
Scientific (1X)).

3. Té bao s& duogc 1 véi dung dich enzym trong thoi gian tir 2 phit dén 7

phiit & nhiét do tix 34°C dén 39°C trong ti nudi cdy té bao.
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4. Hét thoi gian 1, enzym s& bi bét hoat bang dung dich nuéi cay té bao gbc
trung mo6 dugc sit dung ¢ budc (3) phin nubi cdy té bao véi thé tich st

dung 13 0,2 ¢én 1ml/cm?.

Sau khi xir Iy v6i enzym va bét hoat bing méi trudng nudi cdy, dung dich tai
thoi diém nay s& chita cac té bao don va c6 thé dwoc dém bang Trypan Blue va ly tim
& tde do tir 200 vong/phut dén 1400 vong/phut trong thoi gian tir 2 dén 10 phat dé thu

lai té bao.

Té bao sau khi thu hoach s& dugc hoa tan véi dung dich nudi céy dugc str dung
& budce (3) phan nudi ciy té bao s& dugc cho vao chai nudi cdy di dugc xtr ly bé mat
v6i hop chét ngoai bao véi ti 18 cdy chuyén tbi thiéu twong dwong 1:3 hay 4000 té

bao/cm?.

Dung dich nuéi ciy s& duoc thay theo dinh ky 2 — 4 ngay/lan cho dén khi té bao
dat mat d6 dé cdy chuyén cho nhitng lan tiép theo.

Quy trinh luu trit té bao gdc trung mé tir mé md theo Giai phép hitu ich nay

duoc thuc hién theo cac budc nhu sau:
Budce 1: Hoa tan té bao trong dung dich Iuu trit.

Té bao géc trung mo tr mo md dat tiéu chuén khi dat diéu kién thu hoach (do
bao phi 16n hon 85% bé mit nudi cdy) s& duoc thu hoach theo phuong phép enzym da
néu & phin phuong phéap cdy chuyén. S6 luong té bao s& dwoc dém va x4c dinh i 18

sdng chét bang phuong phap Trypan Blue.

Téng s té bao s& dugc hoa tan véi dung dich luu trit té bao gdc v6i chu tao
thanh phﬁn céc chit nhu sau dé c6 duogc néng d6 té bao cudi cung tir 0,5x10° té bao/ml

dén 5x106 t& bao/ml:

a. dung dich luu trit 1a mdi truong nudi ciy té bao nhu st dung trong
quy trinh nudi cdy va hoa tan véi 2,5% dén 15% DMSO; hodc
b. dung dich luu trit té bao khong chira huyét thanh (serum-free), va

khong chura cac chét tir dong vat (xeno-free) bao gbm:
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i. CryoStor® CS10 (Cat: 07930, hang san xuit Stemcell
Technologies)
ii. CTS™ Synth-a-Freeze™ medium (Cat: A1371301, hang sin

xuét Gibco, Thermofisher Scientific)
Budc 2: Péng gbi té bao vao dng bao quan.

San phim té bao gbc trung md tir mé md sau khi thu hoach va hoa tan véi chat
bao quan & ndng dd tr 0,5x106 té bao/ml dén 5x10° té bao/ml s& dugc déng vao timg

ng bao quan (Cryovials) véi tong thé tich trong mdi ng tir 0,8 ml dén 1,8ml/vial.
Budc 3: Bao quan san phim té bao té bao gbc trung mo trong diéu kién lanh sau

Céc bng cryovials chira té bao gbc trung mo s& duoc ha lanh bang hé théng ha
lanh ty dong Thermo Scientific Forma véi chuong trinh duoc cai dat san ha lanh tr
nhiét @6 phong (giao dong tir 18°C dén 25°C) xudng -90°C véi téc d6 ha lanh 1a -
1°C/phuat va duy tri tai nhiét d6 -90°C cho dén khi mau duoc chuyén sang hé théng Ivu
trit tu dong Brooks (hang san xuét Brooks, USA).

Vi du thwe hién Giai phép hitu ich

Vi du 1: Phan lap va tach chiét t& bao gbc trung mé tir mé m& ctia bénh nhan A bing
phuong phap ban ty dong két hop véi enzym

Giai doan 1: thu thép, van chuyén, va rira mo mo:

Mé md tir ngudi khoe manh hodc ngudi bénh duoc chi dinh boi bac sy s€ duoc
thu thap & 13n ranh bung dudi ciia bénh nhan. Bac sy phau thuat s& thu thdp mot khéi
m& c6 thé tich twong dwong tir 1 mm? dén 4 mm? véi trong luong twong dwong tir 1,5
gram dén 2,5 gram. M6 md sau khi thu thép tai phong mb s& duoc bo vao 6ng dung
mau chira dung dich van chuyén 13 nuéc mudi sinh Iy (NaCl 0.9%) va chuyén vé trung
tam xur [y mo.

Giai doan 2: xtt 1§ phan 14p té bao gbc mdé md
Sau khi kiém tra dinh danh bénh nhan, mé m& s& duogc chuyén vao bén trong tu

an toan sinh hoc va dwoc rira v6i dung dich con c¢6 nong dd it nhit 60° trong thoi gian
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it nhit 2 phut dé khir tring bé mit cia md md va cin dé do trong lugng md md
(khoang 24 gram). M6 m& sau d6 dugc cit nho va cho vao dng nghiém 50 ml c6 chira
10 ml dung dich enzym va G 4m trudc khi cho vao bng xay véi chwong trinh tw dong
da duoc nhom nghién ctru 1ap trinh dic biét & may gentleMACS Octo Dissociator. Sau
khi xir 1y, t& bao duge thu thap bang cch hoa loing dich huyén phu hay con dugc goi
12 phan doan mach nén véi PBS lanh va ly tim & téc d6 trung binh dé thu thap. Té bao
duoc thu gom sau khi loai bo dich ndi va tién hanh nudi céy theo quy trinh da duoc
miéu ta bén trén.

Té bao thu dugc s& duge nudi cy trong ti nudi cdy té bao c6 nhiét d6 dugc duy
tri lién tuc trong day tur 34,5°C dén 39°C, v6i ndng d6 CO» dugc duy tri & mic 5% véi
dd 4m trén 95%. Cac té bao khi duoc nudi céy trong diéu kién nhiét do trén s& ting
sinh trong moi trudng nudi céy dic hiéu s& can tir 4 — 5 ngay dé c6 thé dat dwgc mat do
chy chuyén véi d6 bao phit bé mit chai nudi cdy 1a trén 85%. Trong truong hop chai
nudi cdy cé dién tich bé mat 13 75 cm? (T75), mat dd ciy chuyén khi té bao dat 63,75
cm?. Tai thoi diém céy chuyén, chai nudi céy s€ duoc chuyén vao ti an toan sinh hoc,
dung dich nudi cdy s& dugc loai bo va té bao s& dugce rira 1 1an véi dung dich PBS. Sau
khi loai bé dich rira, t& bao s& duoc 1 véi dung dich enzym (trong vi du nay la TryPLE
Select, 1X) véi thé tich 1a 5 ml (du dé phu toan bo bé mit cua chai nudi cdy) trong thoi
gian t6i da 7 phat. Sau d6, enzym s& dugc bét hoat bang cach st dung 5 ml dung dich
nudi cy di duoc 1am 4m va dung serological pipette (10ml) dé tach 16p té bao ra khoi
bé mit chai nudi ciy bang cach hit nha dung dich tir 5 dén 10 1in. Dung dich chta té
bao sau d6 dugc chuyén qua dng ly tim 50 ml dé dém té bao bang budng dém va kiém
tra do song chét bang Trypan Blue. Téng lwong té bao gbc trung md tr mdé md thu
hoach dugc tir 1 chai nudi cdy T75 trung binh khoang 4x10° té bao. S8 luong té bao
ndy s& duoc chia 1am 2 phan bang nhau, trong d6 2x10° t& bao s& duogc sir dung dé

kiém tra chét lugng, va s6 con lai s& dwoc bao quan va trit dong.
Giai doan 3: Thu hoach v bao quan trit dong té bao

Té bao sau khi nudi céy & giai doan 2 s& dat mat do céy chuyén (>85% dd phu bé
mat) s€ dugc thu hoach bang phwong phap enzym tai thoi diém sau khi phan 1ap (thoi
diém Passage 0 — P0). 2x106 t& bao sau khi thu hoach s& duogc giri dé phan tich cac
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markers bé mit bing hé théng phan tich té bao dong chay (Flow Cytometry), sb té bao
con lai s& duogc chia lam doi. Mot phe‘in s€ dugc luu tri béng hé théng ha lanh tu dong
va bao quan trong hé thong luu trit tw dong Brooks. Phan con lai s& tiép tuc nuoi cdy &
chai nudi cy co6 dién tich 16n hon (175 cm? hodc 225 cm?) tuy theo s6 lugng té bao

con lai.
Vi dy 2: Phén tich chit lrong té bao

T bao tai cac thdi diém thu hoach nhu PO (& vi du 1), P1, va P3 s& dugc dém
va thu giit 2x10° té bao dé kiém tra chit luong sin phém béng phuong phap phén tich
té bao dong chay (Flowcytometry). Bo kit kiém tra tinh chat t& bao gbc trung mo “BD
Stemflow hMSC analysis kit” s& dugc su dung {8 kiém tra cac markers bé mit cua té
bao gbc trung md tir mé m& sau khi thu hoach nhu dwong tinh véi CD73, CD90, va
CD105, 4m tinh véi cac markers nhu CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79alpha hay
CD19, vi HLA-DR. Két qua trung binh sau khi nuéi cdy cua té bao gdc trung md tir
m6 mé sau khi phan tich nhu sau: CD73 (99%), CD90 (100%) va CD105 (100%), am
tinh véi tit ca cidc markers CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79alpha hay CD19, va
HLA-DR véi ti 1€ dudi 5% sau khi phan tich.

Vi du 3: Bang phén tich tinh hiéu qua cua bang Giai phap hitu ich

. Hiéu qua cai thién
Cac budc co ban trong giai Phuong phap y . .
Piém méi cua giai phap hitu

phap hitu ich truyén thong h
ic

Thu thip mdé md&

véi khoi lugng 1én _ .
Giam khoi hwong mo
> 10 gram, hodc \
m& thu thip ban dau

Phan lap dung dich hit m& .
: Thu thip mé md Khoi md md& c¢o6 | dam bao tinh an toan
té bao ) >100 ml.
. voi trong luwong <5 trong lwong nho | cho bénh nhin hodc
goc trung Tham khao tr cdc _ o
gram. ., | dudi 5 gram. nguoi hién trong qua
mo tr mo don sang ché so: .
trinh phau thudt thu
m& CN104928238A,
thép md ma.
CN102002475A,
CN103540564A.

Str dung méy xir 1y | Khong st dung hé | Lap trinh méi quy | Gidm déang ké thoi
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Céc bude co ban trong giai

phap hitu ich

Phuong phap

truyén thong

Piém moi

Hiéu qua cai thién
cta giai phap hitu
ich

mé MACS Octo

Dissociator

thong xir Iy mo tu
dong va khong xay
dung chuong trinh
xa ly tdi wu &
giam thoi gian xu
ly mé va tang ti 1€
sdng clia té bao.
Tham khao tir cac
don sang ché sb:
CN104928238A,
EP2354220B,
W02012068710,
CN101215547A.

trinh xr Iy mé md
md sau khi cit nho
vGi 2 quy trinh xtr 1y
miu va @ miu véi
thoi gian xir 1y bang
may khong vuot qua
120 phut.

gian xt ly md md
md tr trén 10 gid
xubng con dudi 3
gi6  (khéng phu
thugc vao cln nang

ctia m6 mdg)

Str dung enzym tai
t6 hop khoéng co
ngudn gbc tir dong

vat

St dung enzyme
tryc tiép tir hing
khong tao ra cong
thie t6i wu, hodc
stir dung enzyme c6
ngudn gdc tir dong
vét.

Tham khao tir cic
don sing ché sb:
CN101215547A,
CN109355257A,
KR20080037281A

Enzyme tai to hop tir
cong nghé protein tai
t6 hop va cong thirc
enzym moi dugce tao
ra tor nhoém Gidi

phap hitu ich

Giam thoi gian 1
miu mdé m& xudng
con 30 phut va thoi
gian xut 1y két hop

voi may xi ly mo

MACS Octo
Dissociator ~ xubng
dudi 3 gid.

Nudi cdy | Chai nuéi cay té
té bao bao gbc ¢ trung
gbc trung | binh tir 20 cm? dén
md trmd | 100 cm?) va ¢d lon
md (>150 cm?

St dung chai nuéi
cdy té bao thuong
quy, khoéng can xu
1y bé mit trude khi
nudi cdy.

Tham khao tir céc
don sang ché sb:

CN101974486A,

St dung chai nudi
chy da duge xtr 1y bé
mit bang tia gamma
va/hodc tia plasma

tir nha san xuat.

Téng kha ning bam
dinh cua té bao gbc,
cai thién kha nang
tang sinh va duy tri
tinh gbc cia té bao

r
A

goc trung md md

mo.
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Hiéu qua cai thién

Céac budce co ban trong giai Phuong phap , ) o
. , Piém maoi cua giai phap hiru
phap hitu ich truyén thong
ich
CNI101215547A,
W02012068710,
KR20080037281A

Phu 16p dung dich
hop chit ngoai bao
1én bé mit chai

nudi cay.

St dung cac hgp
chit ngoai bao c6
ngudn g tir dong
vat, hodc khong su
dung hop chét
ngoai bao.

Tham khao tir cac
don sing ché sé:
KR20080037281A,
W02007069813,
CN109355257A,

CN107384857A

St dung hop chét
ngoai bao khéng co
ngudn gbc tir dong
vat (xeno-free) va tir
huyét thanh (serum-
free).

Tang khd ndng bam
dinh cua té bao goc,
cai thién kha nang
tang sinh va duy tri
tinh géc cia té bao
gbc trung mo6 md
mé. Néu khong phu
16p hop chit ngoai
bao, té bao gbc trung
moé tr md mo tu
nhidu ngudi  hién
khéac nhau s€ khoéng
c6 su phét trién dong
nhit va dé dang
bong tréc khéi chai
nuoi céy.

D6i v6i ngudi hién
la nguoi 16n tudi,
pht hop chét bé mit
dam bao sb luong té
bao gbc sau phan lap
c6 kha nang bam
dinh vao chai nuéi

céy tt hon.

Dung dich nudi cdy
t¢ bao gbc trung

mo tr mé m&

St dung dung dich
c6 ngudn gbe tir
huyét thanh dong
vét, huyét thanh
ngudi, hodc cac

chat co ngudn goc

St dung dung dich
nudi cdy c6 thé truy
xudt ngudn gbc cac
thanh phdn (ndng
d6), khong chua cac

chit tr dong vat

Két hop véi viée xir
1y bé mat chai nudi
céy va phi 16p hop
chét ngoai bao, viéc
st dung dung dich

nudi ciy c6 thé truy
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Céc bude co ban trong giai

phap hitu ich

Phuong phap

truyén théng

Piém mébi

Hiéu qua cai thién
cua giai phap hifu

ich

tlr dong vat. Khong
thé truy xudt thanh
phin ndéng d6 cua
cac chit trong dung
dich nudi céy.
Tham khao tir céc
don séng ché sb:
KR20080037281A,
W02007069813,
CN109355257A,
CN107384857A

(xeno-free) va khong
chira huyét thanh

(serum-free)

xuit ngudn goc cac
thanh phin (ndng
d6), khong chira céac
chit tr dong vat
(xeno-free) va khong
chia huyét thanh
(serum-free) duy
trinh kha ning ting
sinh, téc dd ting
sinh, va tinh gbc cua
dong té bao gbc
trung mo tr m6 ma.
Té bao gbc trung md
m6 md& khi duoc

nuéi  trong  mdi
trudng nay c6 thé su
dung truc tiép cho
cac UGng dung lam

sang.

Hop chét enzym

ding dé  céy
chuyén t& bao gbc

trung mo6 tr md md

Cong thirc enzym tai
t6 hop khong co
ngudn gbc tir dong
vat (xeno-free) va
huyét thanh (serum-
free)

Giap  viée  cdy
chuyén va phan tach
céc té bao gbe trung
md m6 md bam dinh
trén bé mit chai nudi
cdy dé dang hon,
tang kha nang song
sot cia té bao sau
khi cdy chuyén, va
lam giam thoi gian u
mAu xudng con dudi

5 phut.

Luu trit

va bao

Dung dich bao

quan md m&

Dung dich bao

quan chtra nong do

Cong thic mdi cua

nhém Giai phap hitu

Tang kha ning séng

sOt trong va sau qua
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Hiéu qua cai thién

Céac budce co ban trong giai Phuwong phép » . .
. , biém méi cta giai phap hitu
phap hitu ich truyén thong
ich
quan té DMSO cao >15% | ich st dung moi | trinh Iuu trt ¢ nhiét
bao gbe hodc ¢6 chira huyét | truong nudi chy hoa | 6 4m sdu (<-150°
trung mo thanh, hodc cac | trdn v6i DMSO ti 1€ | C). Té bao sau khi ra
tir mé m& chittir dong vat. | tr 2.5% dén 15%, | dong phuc hoi tot

Tham khao tir cac
don sang ché sé:
KR20080037281A,
W02007069813,
CN109355257A,
CN107384857A,
CN102002475A

khong chira cac chét
c6 ngudn gbc tir
dong vat (xeno-free)
va  huyét thanh
(serum-free), hodc
st dung dung dich
thuong mai khong
chita cic chit co
ngudn gbc tir dong
vat (xeno-free) va
huyét thanh (serum-
free) da duoc kiém
nghiém bdi nhém

Giai phap hitu ich.

sau 02 ngay nudi cdy
voi kha nang ting
sinh tét, tbe dd tang
sinh nhanh va duy tri

tinh goc cua té bao.

Giam nhiét do
trong qua trinh luu
trt tr nhiét d9

phong xudng -90°C

Sir dung hé thong ha
lanh tu dong duoc
lap trinh boi nhém

Giai phéap hiu ich.

Chuong trinh ha
lanh tgy dong giam
thoi gian ha lanh tur
trén 12 gid xudng
con dudi 3 gid ma
van dam bao nhiét
d6 bao quan, khong
anh huong dén kha
niang séng s6t va
phuc hdi cia té bao
gbc trung mé mé md

sau khi ra dong.
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Hiéu qua c6 lgi ctia Giai phap hiru ich
Giai phép hitu ich st dung phuwong phép phan 1ap bang hé thong xir Iy mod tu
dong véi chuong trinh dugc 14p trinh riéng két hop v6i enzym 1am giam thoi gian xu

1y m6 xudng con tir 1,5 dén 3 gio.

Phuong phap dugc miéu ta trong Giai phap hiru ich c6 kha nang phén 1ap té bao
gbc tir khdi mdé m& co trong luong nho (dudi 5 gram) ma vAn dam bao ti 18 thu thap té
bao gbc trung mé 1én dén 99%, dam bao khong 14y qua nhidu mo tir nguoi hién hoic
bénh nhan va giam thiéu t5i da cac bién chimg c6 thé xay ra khi thyc hién thu thuét lay
mo md.

Quy trinh phan 14p trong Giai phap hiru ich dam bdo kha nang thanh cong cao
cho mo6 m& thu thip tir ngudi khoe manh hay nguoi bénh ma khong co bét ky su khac
biét ndo. Ngoai ra, ti 1€ thanh cong khi thuc hién véi mau duoc thu tip tir nguoi 16n

tudi (>65 tudi) o ti 1& thanh cong cao trén 95%.

Giai phap hitu ich dva trén su két hop gitta may xir Iy mé tw dong GentleMACS
Octo Dissociator voi chuong trinh duge 14p trinh riéng boi cac tdc gid Giai phap hitu
ich va st dung hdn hop enzym dé phan huy chu tric md clia mdé md gitip cac té bio
gbc duoc tach ra khoi khdi md mé md mot cach nhanh va tét hon, nhé d6 cac té bao
gbc nay co thé nhan 1én va ting sinh in vitro ma khong can sir dung cac hoat chét kich
thich hay huyét tuong giau tiéu ciu gitp cho cac té bao nay hdi phuc nhanh hon va cé
tbc do tang sinh tt hon.

Quy trinh nudi cdy MSCs tir mé md theo Giai phép hitu ich hoan toan khong st
dung céc thanh phan chira huyét thanh (serum-free) va khong chta céc chit c6 ngudn
gdc tir déng vat (xeno-free). Piédu nay giup kiém soét 1 rang cc thanh phin hoat chat
duoc st dung va c6 thé truy xudt ngudn gdc, truy xudt thanh phin (trong truedng hop
cén thiét), va truy xudt néng d6 cic chét c6 trong dung dich nuéi cdy. Ngoai ra, khi té
bao gdc trung mo tir mdé m& duge nudi cdy trong méi truong khong chira huyét thanh,
khong chira céc chét tir dong vat, va co thé biét cac thanh phan bén trong méi trudng
nudi cdy theo Giai phap hitu ich thi c4c té bao co thé cdy chuyén trén 15 lan (>P15) va

duy tri tdc do ting sinh nhanh (20 dén 28 gi®y) dén P15.

-25-



3200

Nguoc lai, nudi cdy té bao gbc trung md tir md md bang dung dich c6 chira huyét
thanh theo tinh trang k¥ thudt sé& mat dan tinh gbc cia té bao duge dénh gid boi su thay
ddi ctia cac markers bé mit theo quy dinh ctia ISCT ndm 2006 va 2013 (duong tinh
voi CD73, CD90, va CD105 bé hon 90% (<90%), va tang gia tri duong tinh cua
CD34, CD45, CD14, CD11b, CD79alpha hay CDI19, va HLA-DR 16n hon 10%
(>10%).
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap tao ra san phim té bao gbc trung mo tir moé md chira cac dong té bao
gdc trung mo tlr phan doan mach nén bao gbém cac budc:

(i) phén 1ap va tach chiét té bao gbc tir md md:

mod md& sau khi thu thap dugc rira bang dung dich cdn > 60° trong thoi gian 2-6
phut tai nhiét d6 phong, sau do rira sach véi dung dich mudi dém phosphat (PBS) dé
loai bo con, chia mé m& thanh timg phén xu 1y c6 khéi lugng 1,5-2,5 g;

cit nhd mé m& md m& sau khi rira thanh timg manh c6 dién tich 0,5 -12 mm?;

{ mé m& sau khi cit nho trong hdn hop enzym theo ti 1é m6 m&:hdn hop enzym
= 1:1 (khdi luong:thé tich) trong didu kién lic, thoi gian @ tir 15 phat dén 90 phit &
nhiét d6 tir 32°C dén 40°C, trong d6 hén hop enzym c6 thanh phan tinh theo % thé tich
nhu sau:

- Trypsin (tén thuong mai CTS™ TrypLE select Enzyme, A1285901,
ctia hdng ThermoFisher Scientific, néng do 1X) véi ty 1€ 0,1-60%;

- hoat chit EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) v6i ty 1€ 0,1-60%;
va

- chit din dich nén RPMI (Roswell Park Memorial Institute) véi ty 1€
0,1-40%:;

dwa m6 m& sau khi 0 trong hdn hop enzym vio dng dung mau;

phan 1ap m6 mé& sau khi 1 trong hén hop enzym theo cac chu ky ¢ tong thoi
gian mdi chu ky khong qua 15 phut, thuc hién ti da 8 chu k¥, thu duge té bao gbc
trung mé tr m6é m& ban dau, trong d6 mdi chu ky bao gdm cac cong doan nhur sau:

- & 6ng dung mau trong thoi gian tr 2-10 phut, duy tri ¢ nhiét d6 tir 32°C
dén 40°C; va

- xtt Iy éng dung mAu bing cich quay dng dung mAiu theo chiéu kim
ddng hd véi tée d6 100-1200 vong/phut, sau d6 quay éng dung mau nguoc chiéu kim
ddng hd véi tée @ 100-1200 vong/phit, trong d6 thoi gian quay dng theo mdi chiéu la
bang nhau va tong thoi gian xtt Iy dng dung mau 14 tir 5-13 phug;

chuyén mé mé& trong cac éng dung mau vao 4 dng ly tam 50 ml, pha lodng bang

dung dich PBS c6 nhiét d6 2-8°C dé dat duoc thé tich trong mbi bng 13 50 ml, l4c éng
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ly tAm v6i tde do 100-1200 vong/phut trong thoi gian 2-6 phit, thu dng chtra hon hop
hoa tan;

thyc hién ly tm dng chita hdn hop hoa tan véi tc d6 200-1400 g trong 20 phit,
loai bé dich ndi, va thu hdn hop té bao;

(ii) nudi cdy té bao gbe trung md tir mé md ban dau:

xt 1y b& mit chai nudi cdy bang tia gamma hodc tia plasma;

pha lodng hop chat ngoai bao c6 thanh phan co ban 13 fibronectin, vitronectin
hoic intergrin véi PBS & nhiét d6 phong theo ty 18 thé tich hop chét ngoai bao:PBS
=1:50-1:500;

pht hop chét ngoai bao di pha lodng 1én bé mit clia chai nudi cdy theo ty 1& 0,2-
1 ml hop chét ngoai bao di pha lodng cho 1 cm? bé mit chai nuéi cdy, i & nhiét do
32°C dén 38°C trong thoi gian tdi thiéu 45 phut;

hat bé phan dung dich chira hop chit ngoai bao di pha lodng, rira bé mit chai
nudi ciy bang dung dich PBS theo ty 1¢ 0,2-1 ml dung dich PBS cho 1 cm? bé mit chai
nudi cdy, loai bé phan dung dich PBS, thu dugc chai nudi cdy da xir ly bé mit;

chudn bi méi truomg nudi ciy bang cach u cac dung dich moi trudng nudi ciy &
nhiét @6 32°C dén 38°C trong thoi gian t6i thiéu 25 phit, trong d6 cdc mdi trudng nudi
chy 1a méi trudng thuong mai khong chira huyét thanh (serum-free) va khong chira cac
chét c6 ngudn gbc tir déng vat (xeno-free);

cho méi trudmg nudi cdy da chuan bj vao chai nudi cdy da xir Iy bé mat theo ty
18 0,2-1 ml mdi trudng nudi cy cho 1 cm? b mit chai nudi cay;

chuyén hdn hop té bao thu duge tir budce (i) vao trong chai nudi cdy, thuc hién
nuoi céy & nhiét do 34°C dén 39°C trong ti nudi céy Vol néng do CO2 duy tri déu din
v lién tuc & 3,5-6%, dd Am khong thap hon 90%, trong thoi gian 4-10 ngay dé dat mét
d6 bao phu bé mit >85%, thu duoc cac chai nudi céy du diéu kién céy chuyén;

(iii) cdy chuyén ting sinh té bao:

loai bo moéi trudng nudi cdy trong cac chai nuéi céy du diéu kién cdy chuyén,
rira 1 14n v6i dung dich PBS ¢ nhiét d6 phong véi thé tich dung dich rira theo ty 1¢ 0,2-
1 ml dung dich PBS cho 1 cm? bé mit chai nudi cy, loai bé dung dich PBS;

01 té bao véi dung dich enzym trong thoi gian 2-7 phut & nhiét do 34°C dén 39°C
trong t nudi cdy té bao véi thé tich dung dich enzym xt 1y theo ty 1& 0,2-1 ml dung
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dich enzym cho 1 cm? bé mit chai nuéi cdy, trong d6 dung dich enzym bao gdm céc
thanh phin tinh theo % thé tich 13 40% trypsin tai t6 hop khong chia huyét thanh va
khong c6 ngudn gbe tir dong vat, 40% dung dich EDTA 40% va 20% dung dich nén
RPMI, hét thoi gian @ thi enzym s& duoc bat hoat bang cach bb sung mdi trrong nudi
cdy theo ty 18 0,2-1 ml méi tredng nudi cay cho 1 cm? bé mit chai nudi cay;

thu méi trudng nudi cdy trong céc chai nudi cdy, thuc hién ly tim & toc do 200-
1400 vong/phut trong thdi gian 2-10 pht, thu té bao;

hoa tan té bao thu dwoc trong méi trrong nudi ciy theo ty 16 cdy chuyén tbi
thiéu twong duong 1:3, dwa méi truong nudi cdy di hoa tan té bao vao chai nudi cay da
dugc xit Iy bé mit theo ty 1€ 0,2-1 ml mo6i trudng nudi céy cho 1 cm? bé mit chai nudi
chy;

thuc hién nuoi céy & nhiét 6 34°C dén 39°C trong ti nuoi céy Vo1 néng do CO2
duy tri ddu din va lién tuc & 3,5-6%, d6 4m khong thap hon 90%, thay méi trudng
nudi cdy theo dinh ky 2-4 ngay/lan cho dén khi té bao dat mat d6 bao phu bé mit
>85%, thu dwgc cac chai nudi cdy da diéu kién cdy chuyén; va

(iv) thu té bio gdc trung md tir mé mé:

loai bd méi tredng nudi cdy trong cac chai nudi cdy du diéu kién cdy chuyén,
rira 1 1an véi dung dich PBS & nhiét &6 phong véi thé tich dung dich rira theo ty 1¢ 0,2-
1 ml dung dich PBS cho 1 ¢cm? bé mit chai nudi céy, loai b6 dung dich PBS;

1 t bao véi dung dich enzym trong thdi gian 2-7 phut & nhiét d6 34°C dén 39°C
trong ti nudi cdy té bao vdi thé tich dung dich enzym xu Iy theo ty 1& 0,2-1 ml dung
dich enzym cho 1 cm? bé mit chai nudi cdy, trong d6 dung dich enzym bao gbdm céc
thanh phén tinh theo % thé tich 14 40% trypsin tai t6 hop khong chia huyét thanh va
khong c6 ngudn gbe tir déng vat, 40% dung dich EDTA 40% va 20% dung dich nén
RPMI, hét thoi gian G thi enzym s& dugc bat hoat bang cach b6 sung mdi truong nudi
cdy theo ty 18 0,2-1 ml moi trudng nudi cdy cho 1 cm? bé mit chai nudi cay;

thu moi truong nudi cay trong cac chai nudi cy, thuc hién ly tim & toc d 200-

1400 vong/phtit trong thoi gian 2-10 pht, thu té bao gbc trung mo tlr md mé.
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