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(57) Sang ché d& cap dén vat liéu nudi cdy c6 tinh 6n dinh hinh dang tbt va c6 thé dat
duoc moi trudmng oxy thich hop dé nudi cy cac té bao gan, thiét bi vi kénh va binh nudi
cdy.

Vat liéu nudi ciy bao gdm polyme 4-metyl-1-penten (X) dung cho céc té bao,
mo, hodc co quan, vat li¢u nudi cdy nay c6 goc tiép xtic véi nude & bé mat nudi ciy nam
trong khoang tur 50° dén 100°, khoang cach vdng xubng theo phuong phap thir nghiém
(A) dugc md ta dudi day nim trong khoang tir 0 dén Smm, va téc do thdm oxy ¢ nhiét
d6 23°C va dd 4m 0% nam trong khoang tir 4500 dén 90000 cm?/(m?* x 24 gitr x atm).

Phuong phap thtr nghiém (A): mau thtr nghiém c6 vét liéu gidng nhu vt liéu
nudi cdy va do day gibng nhu bé mat nudi ciy cua vat liéu nudi cdy va co dang tim
phing c6 chidu dai 100mm va chidu rong 10mm dugc tao ra. Mau thir nghiém nay duoc
¢b dinh 1én bang thir nghiém & trang thai trong do6 mau thir nghiém nho ra theo chiéu dai
mot doan 50mm theo huéng ngang tir mit trén cuia bang thi nghiém, mat trén nay nam
ngang. Ba phtt sau khi c¢b dinh, thuc hién do khoang cach ma d4u ctia mau thir nghiém
nho ra tir bang thir nghiém vong xubng theo huéng thing ding xudng dudi tir mat phang
nim ngang bao gdm mit trén clia bang thir nghiém. Véi diéu kién 1a qu4 trinh tir khi ch

dinh dén khi do dugc thuc hién & nhiét d§ trong phong.
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Linh vwe k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén vat liéu nudi cdy va st dung vt liéu nay.
Tinh trang k§ thuat ciia sang ché

Céc té bao, md, va co quan chi c6 thé duoc nudi cdy trong cac diéu kién thich
hop cho su phat trién. Do d6, can cho céc té bao, md, hodc co quan vao binh nudi ciy
nhu dia, tdm, va binh cling vi méi trudng (giai phap nudi cy) chira dinh dudng thich
hop, va sau d6 dé yén binh nudi cdy nay trong ti 4p trong d6 nhiét do, d6 4m, va ndng
d6 chét khi c6 thé duoc duy tri & muc nhét dinh.

Ngoai ra, lugng oxy du va thich hop can dwoc cung cép dé dat dwoc mot cach
hiéu qua viéc nudi cdy dugc mo ta & trén.

Viéc cung cip céc chat khi nhu oxy va cacbon dioxit trong binh nuoéi ciy 1a can
thiét d& cung cip oxy cho cac té bao va cacbon dioxit cho méi truong dé diéu chinh do
pH. Do d6, binh nudi cdy dugc lam bang vat liéu nhu thiy tinh va polystyren, c6 do
thAm khi thdp, c6 bd phan md ra dwgc nhu ndp chup va ndp & miéng clia binh nudi ciy
d& dam bao viéc cung cip khi tir bén trong ctia ti 4p t6i bén trong clia binh. Tuy nhién,
phin 16n cac té bao duge nudi cdy thuong bam vao mit day hozic nbi & gan mat day cia
binh nuéi cdy, va mit trén duge che phi bing mai truong. Do do, toe do khuéch tan oxy
trong mdi trudong 14 gidi han tde do, din tdi su cung clp oxy khong du cho cac té bao
dugc nuodi céy, cuthéla & ph'?m day va su tang sinh té bao bi ngdn chan, day 1a mot van
dé da biét trong thoi gian dai. Ngoai ra, polystyren c6 hién tugng tu phat huynh quang
va khé dugc quan sat bang kinh hién vi hodc twong tu, dy ciing 1a mot vin d& da biét
(tai liéu phi sang ché 1).

Pé tao diéu kién thuén loi cho viéc cung cép oxy cho té bao, vi du, da c6 cach
lam tang 4p suét riéng phan ctia oxy trong thiét bi nu6i cdy. Tuy nhién, thiét bi nudi ciy
chuyén dung 12 can thiét dé kiém soat ap suét riéng phan clia oxy, va chi phi thuong 1a
cao so v6i thiét bi nudi cdy dé nudi cdy dudi ap suét khi quyén. Ngoai ra, binh oxy dé
st dung trong viéc kiém soat ap suit riéng phan ctia oxy chira khi hd tro dbt chay, co
nguy co sinh nhiét do oxy hda, chay, va nb. Do d6, binh oxy cin dugc thao tic cin than
30 v6i binh nito va binh cacbon dioxit, mdi trong sé ching chira khi khong chay. i biét

rang, dé 1am phuong phap duoc cai thién dé cung cdp oxy theo cach thuc té va thun
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tién, viée st dung tAm nubi cdy c6 mang c6 kha ning thAdm oxy cao lam bé mit nuoi cay
c6 thé giai quyét mot cach don gian vAn @ han ché tbc d6 khuéch tan oxy trong 16p
dung dich nuéi cy trong diéu kién nudi cdy tinh (tai liéu phi sang ché 2).

Vi du, Sakai va cac dong tac gia ciia Truong dai hoc Tokyo da nudi cly cac té
bao gan ¢6 toc dd tiéu thu oxy cao bang cach st dung polydimetylsiloxan (PDMS) ¢
kha nang thdm oxy cao & mit day cua binh nuéi chy. Do do, viéc nudi cdy nay dugc
thong bao 1a loai bé duogc tinh trang thiéu oxy (méi trudng yém khi) duoc thay trong céc
tAm c6 ban trén thi trudng dugce lam bing polystyren, dan t6i viéc quan sat duge hién
tuong tu td chirc & muic cao clia cac té bao gan (tai liéu phi sang ché 3).

D& 1am cac vt lidu c6 kha nang thdm oxy cao, ngoai PDMS néu trén, cac vt liéu
cao su nhu polybutadien (tai liéu sang ché 1) da dugc nghién ctru. Tuy nhién, mang thAm
khi dugc tao bdi vat li€u cao su co thé bi rach do do bén thép, va ngoai ra, ¢6 xu huéng
ubn cong khi moi truong duge cho 1én d6 va c6 hinh dang khong 6n dinh. Khi sy udn
cong xay ra trong binh nubi ciy, su bién dang ctia binh va su hu hai do su bién dang nay
lam cho cac té bao d bam vao thanh bén trong cta binh nudi cy roi ra khoi thanh bén
trong, va con lam cho céc té bao trong qué trinh nudi cy tap trung & phan bi udn cong,
nén khé nudi cdy té bao mot cach higu qua. Do céc vat liéu cao su thuong cé thé gdy ra
su hép phu va hép thu cac duogc chét, viéc st dung céac vat li¢u cao su trong cac ang
dung chin doan va sang loc phat hién dugc chét bi han ché.

Theo quan diém do thAm oxy, nhuwa polyetylen khong phén cuc, nhyua
polypropylen, hodc twong ty da dugc nghién ctru dé str dung trong binh nudi cay. Tuy
nhién, viéc didu chinh do day dé c6 do bén du lam cho do tham oxy khong du, va cac
nhua nay la mo duc va khé duge quan sat bang kinh hién vi. Do cac véan dé nay, cac
nhua nay chi dugc st dung trong mot sé binh nudi cdy nhu binh nudi cdy dang tdi. Da
biét cong nghé bd tri 16p nén trén mit day cia binh nudi chy dé giit cho mang méng va
ngan mang nay khai bi rach va ubn cong (tai liéu sang ché 5). Pang tiéc 1a, 16p nén nay
lam cén trd tAm nhin khi cac t& bao dugc quan sét.

Mat khéc, dé 1am vat liéu nhua c6 dd thadm 0Xy cao tot hon, nhya poly 4-metyl-
1-penten duoc liy lam vi du. Cac tai liéu sang ché 1 dén 4 boc 16 cong nghé binh nuodi
ciy chira mang str dung nhua poly 4-metyl-1-penten. Cac 16 luc sang tao dugc thuc hién
v6i mang nay dé lam tang cac dic tinh han kin béng nhiét va d6 mém déo, va mang nay

¢6 thé duge st dung thich hop lam binh nudi chy nhu binh nuéi cdy dang sing hodc

2
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dang tai dé sir dung cho sy phat trién cua thuc vt hodc cac t& bao ndi. Tuy nhién, khi
dwogc ap dung dé st dung trong nudi ciy tinh, mang bi cong & bé mat day nudi ciy va
do d6 1a khong thich hop dé 1am binh nudi cdy. Ngoai ra, nhya poly 4-metyl-1-penten,
nhu né von co, 1a ¢ tinh ky nudc cao & bé mit nudi céy. Déang tiéc 13, khi nhya nay
dugce st dung lam nén nuodi céy, cac té bao khong thé bam vao nén nay, roi ra khoéi nén,
va chét.

Danh muc tai liéu vién dan

Céc tai liéu sang ché

Tai liéu sang ché 1: JP 1-112697 Y

Tai liéu sang ché 2: JP 8-149973 A

Tai liéu sang ché 3: JP 11-137241 A

Tai liéu sang ché 4: JP 2001-190267 A

Tai liéu sang ché 5: JP 2016-077164 A

Céc tai liéu phi sang ché

Tai liéu phi sang ché 1: Stevens, K. M., Oxygen requirements for liver cells in vitro.,

Nature, 206, 199 (1965)
Tai liéu phi sdng ché 2: Xiao W, Shinohara M, Komori K, Sakai Y, Matsui H, Osada T,

A (2014): The importance of physiological oxygen concentrations in the sandwich
cultures of rat hepatocytes on gas-permeable membranes, Biotechnol. Prog., 30(6),
1401-1410

Tai liéu phi sang ché 3: Yasuyuki Sakai, “Enhanced oxygen supply in hepatocyte
culture” [online] The Japanese Society for the Research of Hepatic Cells [tra cru ngay

9.4.2019] Internet <http://hepato.umin.jp/kouryw/kouryu28.html>
Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Vén dé ky thuat

Cac tac gia sang ché da cho ring diéu quan trong 12 tao ra vat liéu nuoi céy c6
kha ndng cung cAp oxy cao, co su bién dang nhu ubn cong nhd dé nuéi cdy cac té bao,
mo, hodc co quan (sau day, dugc goi la “cac té bao, v.v..”) in vitro & trang thai gln v6i
trang thai in vivo. Ttc 13, cdc tic gia sang ché da cho rang binh nuoi cdy can c6 hinh

dang 6n dinh, v6i mdi trudng cung cap oxy dugc kiem soat nghiém ngat, ma khong chi
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dua vao viéc kiém soat ndng do oxy bang ti 4p. Do d6, muc dich cla sang ché 1a tao ra
vat lidu nuéi cdy va binh nudi cly c6 do 6n dinh hinh dang tot va thich hop dé nuéi cay
cac té bao, md, hodc co quan trong d6 dic biét 1a sy cung cép oxy 14 can thiét, khong co
su tu phat huynh quang dé khong 1am can trd viéc quan sat té bao, va hau nhu khong
hép thu dugc chét. D& nudi ciy céc té bao bam dinh, mo, hodc co quan, diéu quan trong
1a ¢6 tinh 6n dinh hinh dang va kha ning cung cAp oxy ciing nhu duy tri sy bém dinh
ctia cac té bao, v.v. Do d6, muc dich thtr hai ciia sang ché 1a dé xuit dung cu nuodi cy
thich hop dé nuoi céy céc té bao bam dinh, mé, hodc co quan.
Giai phép cho van dé

Céc tac gia sang ché da thuc hién cdc nghién ctru chuyén sau dé giai quyét cac
van d& néu trén. Do d6, ho da phat hién duoc rang vét liéu nudi chy co c4u hinh sau day
c6 thé giai quyét cac vAn d& néu trén, va da hoan thanh sang ché. Sang ché bao gdm, vi
dy, cac muc tir (1) dén (14) sau day.
[1] Vat liéu nudi ciy bao gbm polyme 4-metyl-1-penten (X) dung cho cic té bao, mo,
hodc co quan, vét liéu nudi cdy nay c6 goc tiép xtic voi nude & bé mit nudi cdy nam
trong khoang tir 50° dén 100°, khoang cach vong xudng theo phuong phép thir nghiém
(A) dugc mo ta dudi day nim trong khoang tir 0 dén 5mm, va tdc do thdm oxy & nhiét
d6 23°C va 46 Am 0% nim trong khoang tir 4500 dén 90000 cm?/(m? x 24 gid x atm).
Phuong phéap th nghiém (A): mau tht nghiém c6 vét liéu gidng nhu vt liéu nudi chy
va do day gibng nhu bé mit nudi cdy cua vat liéu nudi chy va c6 dang tdm phang co
chidu dai 100mm va chiéu rong 10mm dugc tao ra. MaAu thtr nghiém nay dugc ¢d dinh
1én bang thir nghiém ¢ trang thai trong do mau thtr nghiém nho ra theo chiéu dai mot
doan 50mm theo huéng ngang tir mat trén cia bang thr nghiém, mat trén nay nim
ngang. Ba phut sau khi c¢b dinh, thuc hién do khoang cach ma d4u ciia miu thir nghiém
nho ra tir bang thir nghiém vong xudng theo hudng thang ding xudng dudi tir mit phang
nim ngang bao gdbm mit trén cla bang thir nghiém. (Vi diéu kién 1 qua trinh tir khi cb
dinh dén khi do duoc thuc hién & nhiét do trong phong.)
[2] Vat lidu nudi cdy theo muc [1], trong d6 polyme 4-metyl-1-penten (X) it nhét 1a mot
loai polyme dugc chon tir polyme d6ng nhat 4-metyl-1-penten (x1) va copolyme (x2)
cuia 4-metyl-1-penten va it nhit mot loai olefin dugc chon tir etylen va a-olefin c6 3 dén

20 nguyén tr cacbon (trir 4-metyl-1-penten).
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[3] Vat li€u nuoi ciy theo muc [1] hogc [2], trong d6 khi phuong phép thir nghiém (B)
dugc mo ta dudi diy duge thyc hién véi céc té bao gan dugc nuodi céy SO cép cua chudt
duoc cdy c6 mat do té bao ndm trong khoang tir 1,0 x 10° € bao/cm? dén 4,0 x 10° té
bao/cm?, ndng dd oxy hoa tan trong dung dich nubi chy sau 1 gio 1a nim trong khoang
tir 2 dén 20% cia ndng dd oxy bdo hoa trong dung dich nudi chy dbi véi it nhat mot
diém trong khoang mat do té bao nay. Phuong phép thtt nghiém (B): binh nudi ciy bao
gbm phan hinh tru dugc tao boi polyetylen va phan mit day c6 dang tdm phang va c6
vit liéu giéng nhu vat liéu nuoi cr?iy va do day giéng nhu bé mit nudi céy cua vat liéu
nudi cdy, binh nudi cdy nay c6 dién tich nuéi cdy bang 2 cm? va dugc phu colagen, dugc
tao ra. Binh nudi cdy nay duogc chy cac té bao gan dugc nudi cly so clp cua chudt cing
voi 0,5ml dung dich nudi ca‘iy cho cac té bao gan dugc nudi céy SO cép cua chudt va
dugc nuodi céy & nhiét d6 37°C, néng do cacbon dioxit béng 5,0%, va néng do oxy bé‘mg
20%. 24 gio sau khi céy, dung dich nuoi ca‘iy duoc loai bd khoi binh nudi céy, va 0,5ml
dung dich nudi chy dugc bd sung méi vao binh nudi chy. Nong do oxy dugc do & chiéu
cao 80um tir mit day cta binh nuoi cy trong 1 gio.

[4] Vat liéu nuoi ciy theo muc [3], trong d6 khi phuong phap thit nghiém (B) dugc thuc
hién vdi céac té bao gan dugc nudi céy SO cﬁp cua chudt duoc céy cO6 mat do té bao nam
trong khoang tir 1,0 x 10° t& bao/cm? dén 4,0 x 10° té bao/cm?, tdc dd tiéu thu oxy 1a tir
40 dén 150 pmol/giay/10° té bao dbi v6i it nhat mot diém trong kKhoang mat do té bao
nay.

[5] Vit li¢u nudi ciy theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [4], vat liéu nay 1a
mang, tim hodc binh nuéi céy.

[6] Vit li¢u nudi ciy theo muc [5], trong d6 binh nuoi ciy la dia petri, binh, vat chen,
tim, chai, hoc tui.

[7] Vat lidu nudi cdy theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [1] dén [6], trong d6 bé mit
nudi céy duogc vi ché tao.

[8] Thiét bi vi kénh bao gdm vat liéu nudi cdy theo muc [7].

[9] Binh nudi cdy, trong do it nhat bé mit nudi ciy dugc tao thanh tr vat liéu nudi ciy
theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [7].

[10] Binh nuoi cay theo muc [9], bao gbm it nhét mot giéng.
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[11] Dung cu nudi cdy bao gdm vat liéu nuodi cdy theo muc bét ky trong sd cac muc tir
[1] dén [7] hodc binh nuoi ciy theo muc [9] hodc [10].

[12] Dung cu nudi ciy theo muc [11], trong d6 bé mit nudi cdy duoc phi bang vt lidu
polyme tuy nhién, vat liéu polyme téng hop, hodc vat li€u vo co.

[13] Phuong phap nudi cdy cac té bao, mo, hodc co quan, bao gdm budc U cac té bao,
mo, hodc co quan trong dung cu nudi ciy theo muc [11] hogc [12].

[14] Phuong phap nudi cdy cac té bao, md, hodc co quan theo muc [13], trong dé cic té
bao, md, hoac co quan nay la cac té bao gan.

Céc hiéu qua c6 loi cua sang ché

Theo sing ché, da d& xuét vat lidu nudi cdy va binh nuéi cdy c6 tinh on dinh hinh
dang tdt, ¢ thé dat dugc mdi trudng oxy thich hgp dé nuoi céy cac té bao, md, hoic co
quan, khong co su tu phit huynh quang dé khong lam can tré viéc quan sat té bao, va
hiu nhu khong hép thu dugc chét. Ngoai ra, sdng ché d& xuét dung cu nudi ciy duy tri
duoc tinh bam dinh té bao thich hop d8 nudi ciy cac té bao bam dinh, md, hodc co quan.
MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién anh chup cua céc té bao cta vi du 1 dugc quan sat bang kinh hién
vi twong phan pha (anh trén: 1 ngay sau, anh dudi: 7 ngay sau).

Fig.2 thé hién anh chup cla céc t& bao clia vi du so sanh 4 dwoc quan sat bing
kinh hién vi twong phan pha (4nh trén: 1 ngdy sau, anh dudi: 7 ngay sau).

Fig.3 thé hién anh chyp cta cac té bao cla vi du so sanh 5 dwgc quan sét bang
kinh hién vi tuong phan pha (anh trén: 1 ngay sau, anh duéi: 7 ngdy sau).

Fig.4 thé hién cac anh chup ctia vat liéu nuoi céy ctia vi du 10 dugc quan sat br?mg
kinh hién vi huynh quang (anh bén trdi: bd loc DAPI, anh 6 gitta: bd loc GFP, anh bén
phai: bd loc TexasRed).

Fig.5 thé hién cac anh chup cta vat liéu nudi ciy cta vi du so sdnh 6 dugc quan
sat bang kinh hién vi huynh quang (4nh bén trai: b loc DAPI, anh & giita: bd loc GFP,
anh bén phai: bd loc TexasRed).

Mo ta chi tiét sang ché

Séng ché dugc phén loai chung thanh bdn khia canh.

6/53



44891

Khia canh thit nhit cia sang ché 1a vat liéu nudi chy bao gdm polyme 4-metyl-1-
penten (X) dé nudi ciy céac té bao, md, hodc co quan, vat liéu nudi cAy nay co goc tiép
xtc v6i nude & bé miat nudi cdy nam trong khoang tir 50° dén 100°, khoang cach vong
xudng theo phuong phép thir nghiém (A) duge md ta dudi day nam trong khoang tir 0
dén 5mm, va tbc do thAm oxy & nhiét dd 23°C va do 4m 0% nam trong khoang tir 4500
dén 90000 cm3/(m? x 24 gidy x atm). Phuong phap thir nghiém (A): mAu thir nghiém c6
vt liéu giéng nhu vat li€u nuoi céy va do day giéng nhu bé mit nudi ca”iy cua vt li€u
nudi cly va c6 dang tim phang co chidu dai 100mm va chiéu rong 10mm dugc tao ra.
MAu thir nghiém dugc c¢b dinh 1én bang thir nghiém & trang thai trong d6 mau thtt nghiém
nho ra theo chidu dai mdt doan 50mm theo huéng ngang tir mit trén cia bang thu
nghiém, mét trén nay nidm ngang. Ba phat sau khi c¢b dinh, thuc hién do khoang cach ma
d4u ctia mau thr nghiém nho ra tir bang th nghiém vong xudng theo huéng thang ding
xudng dudi tir mit phang ndm ngang bao gdbm mit trén ctia bang tht nghiém. Véi didu
kién 1a qua trinh tir khi c¢6 dinh dén khi do dwgc thyc hién ¢ nhiét do trong phong.

Khia canh thi hai cta sang ché 14 binh nuoi céy ma trong d6 it nhét bé mit nuodi
ca"iy duoc tao ra tir vat liéu nuoi céy theo khia canh thu nhét.

Khia canh thir ba cua sang ché 1a dung cu nudi cdy bao gdm vat liéu nudi cy
theo khia canh thur nhét hodc binh nudi céy theo khia canh thir hai.

Khia canh tht tu ciia sang ché 1a phwong phap nudi cdy cac té bao, md, hodc co
quan bao gdm budc u cac té bao, md, hodc co quan trong dung cu nudi cdy theo khia
canh thr ba.

Sau day, cac phuong an cu thé cua sang ché s& dugc gidi thich chi tiét. Tuy nhién,
sang ché khong bi gi6i han cu thé & cac phuong 4n sau day, va co thé duoc thuc hién
v6i cai bién néu can trong pham vi clia cac muyc dich cla sang ché.

Viéc mé ta lién quan dén khoang bang s “A dén B” ¢ chi bang hogc 16n hon A
va bing hodc nhé hon B néu khong ¢6 luu y khac. Vi dy, viée mo ta “1 dén 5% ¢6
nghia 1a bang hogc 16n hon 1% va bang hodc nhé hon 5%.

Polyme 4-metyl-1-penten (X)

Thuat ngit “polyme” nhu dugc st dung & day bao gdm polyme ddng nhét va

copolyme. Theo céch nay, thuft ngir “polyme héa” nhu dugc st dung ¢ day bao gdom

polyme hoa ddng nhét va copolyme hoa. Do do, “polyme 4-metyl-1-penten (X)” vé mit
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khai niém bao gdm polyme ddng nhét cia 4-metyl-1-penten va copolyme ciia 4-metyl-
1-penten va monome khéc. Sau day, polyme ddng nhét ciia 4-metyl-1-penten con dugc
goi la “polyme ddng nhit 4-metyl-1-penten (x1)”.

Copolyme ctia 4-metyl-1-penten va monome khac cd thé 1a copolyme bat ky
trong s& copolyme ngau nhién, copolyme xen k&, copolyme khéi, va copolyme ghép.
Copolyme ctia 4-metyl-1-penten va monome khéc c6 thé t6t hon 1a copolyme (x2) clia
4-metyl-1-penten va it nhat mot loai olefin duoc chon tir etylen va a-olefin ¢6 3 dén 20
nguyén tr cacbon (trir 4-metyl-1-penten) do do bén cao (hdu nhu khong rach va nit) va
it ubn cong ctia nén.

Polyme 4-metyl-1-penten (X) t5t hon 14 it nhat mot loai polyme dugc chon tur
polyme ddng nhat 4-metyl-1-penten (x1) va copolyme (x2) clia 4-metyl-1-penten va it
nhét mot loai olefin dugc chon tir etylen va a-olefin ¢6 3 dén 20 nguyén tr cacbon (trix
4-metyl-1-penten), va t&t hon nira 1a copolyme (x2) ctia 4-metyl-1-penten va it nhét mot
loai olefin dugc chon tir etylen va a-olefin ¢6 3 dén 20 nguyén tir cacbon (trlr 4-metyl-
1-penten).

Cac vi du vé olefin bao gdm etylen, propylen, 1-buten, 1-hexen, 1-hepten, 1-
octen, 1-dexen, l-tetradexen, 1-hexadexen, 1-heptadexen, 1-octadexen, va 1-eicosen.
Olefin ¢6 thé dugc chon néu thich hop phu thudc vao cac ddc tinh vat ly can thiét cho
vat lidu nudi cy. Theo quan didm d6 thim oxy thich hop va do cing cao, olefin c6 thé
t6t hon 1a a-olefin c6 8 dén 18 nguyén ti cacbon, va t5t hon nita 1a it nhat mot loai dugc
chon tir 1-octen, 1-dexen, 1-dodexen, 1-tetradexen, 1-hexadexen, 1-heptadexen, va 1-
octadexen. Khi sb nguyén tir cacbon trong olefin nam trong khoang dugc mo ta ¢ trén,
polyme c6 kha nang gia cong tao mang tdt hon. Do d6, khi polyme nay duoc dic va
th4o ra khoi truc hoic khuon kim loai, hinh thirc bén ngoai x4u do nut hodc ran & phén
canh ¢6 xu hudng hau nhu khong xay ra. Do d6, vét li¢u nudi cly co ty 1& san pham kém
1a thép.

Mot loai olefin co thé dugc sir dung, hodc hai hodc nhiéu loai olefin ¢6 thé duogc
st dung két hop. Theo quan diém d6 bén cta vat liéu, s6 nguyén t cacbon tdt hon 12
bing hogc 16n hon 2, va tét hon nita la bang hodc 16n hon 10. Khi hai hodc nhiéu loai o-
olefin khac nhau dugc st dung két hop, dic biét t5t hon 1a két hop it nhéit mot loai duoc
chon tir 1-tetradexen va 1-hexadexen va it nhat mot loai dugc chon tir 1-heptadexen va

1-octadexen.
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Ham lugng ctia don vi chu trac duogc tao dan xuét tir 4-metyl-1-penten t6t hon 1a
tir 60 dén 100% mol, va tét hon nira 1a tir 80 dén 98% mol. Ham luong ctia don vi ciu
tric duge tao dan xudt tir it nhat mot loai olefin dugc chon tir etylen va a-olefin ¢6 3 dén
20 nguyén tir cacbon (trir 4-metyl-1-penten) t6t hon 1a tir 0 dén 40% mol, va tét hon nita
1a tir 2 dén 20% mol. Ham lugng ctia cac don vi cAu tric dugc md ta & trén duoc dua ra,
véi uong ciia tAt c4 cac don vi cAu tric 13p lai 12 100% mol. Khi ham lugng cta cac don
vi cAu triic ndm trong cac khoang dugc mo ta & trén, kha nang gia cong 1a tbt, va bé mit
nudi cdy ddng nhét c6 thé thu dugc. Ngoai ra, mang c6 su cin bang tdt giita do dai va
d6 bén, dan toi it udn cong.

Polyme 4-metyl-1-penten (X) co thé c6 don vi cdu tric (sau ddy duge goi 1a “don
Vi cAu trac khac”) khac véi don vi cAu trac dugce tao dan XUAt tir 4-metyl-1-penten va
don vi cAu tric dugc tao dan xuét tr olefin mién 14 hiéu qua ctia séng ché khong bi gidm
di. Ham luong cta don vi cAu trac khac 13, vi du, tr 0 dén 10,0% mol. Khi polyme 4-
metyl-1-penten c6 don vi cAu tric khac, don vi cAu trac khac nay co thé thudc 1 loai, 2
loai, hodc nhiéu loai.

Céc vi du vé monome ma tir d6 don vi cAu trac khac duoc tao dan xuét bao gém
cac olefin vong, cic hop chét vinyl thom, cac dien lién hgp, cac polyen khong lién hop,
cac hop chit vinyl chirc ning, cac olefin chira nhém hydroxyl, va cac olefin halogen
hoa. Cac vi du vé céc olefin vong, céc hop chét vinyl thom, céc dien lién hgp, cac polyen
khong lién hop, cac hop chét vinyl chitc néng, cac olefin chira nhém hydroxyl, va olefin
halogen hoa nay bao gdm cac hop chit dugc md ta trong cac doan [0035] dén [0041]
trong JP 2013-169685 A.

Polyme 4-metyl-1-penten (X) c6 thé dugc st dung mdt minh, hodc hai hodc nhiéu
loai trong s6 ching c6 thé duoc sir dung két hop.

Vat liéu nudi ciy theo sang ché chi can chtra polyme 4-metyl-1-penten (X), va
¢6 thé chi duge tao boi polyme 4-metyl-1-penten (X) hodc dugc tao boi ché phim chira
polyme 4-metyl-1-penten (X).

Polyme 4-metyl-1-penten (X) co thé 12 san phdm c6 ban trén thi trudng. Cac vi
du cu thé bao gdm TPX MX001, MX002, MX004, MX0020, MX021, MX321, RT18,
RT31, va DX845 (d8u 12 nhan hiéu hang hoa) dugc san xuat bsi Mitsui Chemicals, Inc.
Polyme trén co s& 4-metyl-1-penten bét ky dugc san xuét boi cac nha san xuét khac va

dép tng yéu cAu néu trén c6 thé t6t hon 1a duge st dung. Polyme trén co s& 4-metyl-1-

9
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penten (X) cé thé duogc st dung mot minh, hodc hai hodc nhiéu loai trong sd ching c6
thé duoc sir dung két hop.

Khi vét liéu nudi cdy theo sang ché duoc tao boi ché pham chira polyme 4-metyl-
1-penten (X), ché pham nay c6 thé chtra thanh phan khac véi polyme 4-metyl-1-penten
(X), vi dy, thanh phan dugc md ta trong phin “chét phu gia” dugc mo ta sau day. Khi
vat liéu nudi cdy duge tao boi ché phdm chtra polyme 4-metyl-1-penten (X), ham luong
cua polyme 4-metyl-1-penten (X) t5t hon 13 ndm trong khoang tir 90 dén 100% khbi
lwong, tét hon nita 1a tir 95 dén 100% khdi lugng, va dic biét tot hon 1a tir 99 dén 100%
khéi luong, tinh theo 100% khéi lwrong clia vt lidu nuéi cdy. Ham lugng 16n cia thanh
phan khac véi polyme 4-metyl-1-penten (X) khong chi lam giam d6 thdm oxy ma con
lam giam dd trong subt va do bén. Ty 1& polyme 4-metyl-1-penten (X) cia ché phdm
néu trong khoang nay duoc ldy & bé mit nudi cdy cta vat liéu nuoi cdy, va no co thé
khac v&i khoang nay & phan ma cac té bao khong tiép xtic truc tiép, nhu phan khung va
phan nép ctia binh nudi céy.

Polyme 4-metyl-1-penten (X) c6 trong lwong phan ti trung binh khéi (Mw) duoc
x4c dinh bang phuong phap sic ky tham gel (gel permeation chromatography, GPC)
bang cach st dung polystyren tiéu chun lam vat liéu dbi chiéu t6t hon 1a nim trong
khodng tr 10000 dén 2000000, tét hon nita 12 tir 20000 dén 1000000, va con tot hon nita
4 tir 30000 dén 500000. & day, ndng dd ctia mAu & thoi diém do GPC c6 thé 1a, vi du,
ndm trong khoang tir 1,0 dén 5,0 mg/ml. Polyme 4-metyl-1-penten (X) c6 sy phan b
trong lugng phan t¢ (Mw/Mn) tdt hon 1a nam trong khoang tir 1,0 dén 30, tot hon nita
latir 1,1 dén 25, va con tt hon nita 1a tir 1,1 dén 20. Dung mdi dugc st dung trong GPC
]a khong bi gidi han cu thé, mién 13 né hoa tan polyme 4-metyl-1-penten (X), va
orthodiclobenzen tét hon 13 dugc st dung. Vi du vé diéu kién do c6 thé 1a diéu kién
duoc thé hién trong céac vi du dugc mo ta sau day, nhung diéu kién do khong bi giGi han
& do.

Khi trong Iuvong phén tir trung binh khéi (Mw) bing hodc nhé hon gi6i han trén
dugc mo ta & trén, mang dugc tao ra bang cach duc nong chay trong phuong phép dic
polyme 4-metyl-1-penten (X) dugc md ta sau déy c6 ty 1& xut hién cua céc khuyét tat
nhu gel giam di, dan ti tao ra mang c6 bé mit ddng nhat. Ngoai ra, khi phuong phap

dac dung dich duge str dung, kha nang hoa tan cia polyme 4-metyl-1-penten (X) trong
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dung mdi 1a tbt, va mang c6 ty 1¢ xuét hién khuyét tat nhu gel gidm di, dan t6i tao ra
mang c¢6 bé mat dong nhit.

Khi trong lugng phén t trung binh khdi (Mw) bang hodc 16n hon giéi han dudi
dugc mé ta o trén, mang duoc tao bdi polyme 4-metyl-1-penten (X), 1a vat liéu nudi
céy, c6 d6 bén d khi tao ra binh va nudi céy té bao theo sang ché. Ngoai ra, khi sy phan
bd trong luong phan tit nim trong khoang dwgc mo ta & trén, mang thu duge cb thé ¢
d6 dinh giam di/mAt di trén bé mit ctia nd va con cé dd dai du, dan t6i su giam ty 1€ xay
ra sy udn cong & thoi diém dic mang va sy ran nit & thoi diém cit.

Péi voi trong lugng phan tir trung binh khdi (Mw) va su phan bd trong luong
phan t& (Mw/Mn) cia polyme 4-metyl-1-penten (X), khi hai hodc nhiéu loai polyme
dugc st dung lam polyme 4-metyl-1-penten (X), mdi Mw va Mw/Mn ctia mdi polyme
chi cAn ndm trong khoang dugc md ta & trén.

Phuong phap diéu ché polyme 4-metyl-1-penten (X)

Phuong phép diéu ché polyme 4-metyl-1-penten (X) 6 thé 1a phuong phép bt
ky ma co thé polyme hoa 4-metyl-1-penten, olefin, va don vi chu tric khac. Dé didu
chinh trong lugng phan tir va phén bd trong luong phén tu, chét chuyén mach, vi du,
hydro ¢c6 thé cling tdn tai. Thiét bi dugc st dung dé didu ché cling khong bi gidi han.
Phuong phép polyme hoa cé thé 1a phuong phép bét ky da biét cong khai, nhu phuong
phéap pha hoi, phuong phéap trong huyén phu dic, phuong phép trong dung dich, va
phuong phép trong khdi. Pugc uu tién 1a phuong phap trong huyén phu dic va phuong
phap trong dung dich. Ngoai ra, phwong phép polyme hoa c6 thé 12 phuong phap polyme
hoa mot bude hodc nhidu bude (vi du, hai bude) phuong phap polyme hoa trong do
nhiéu polyme c6 trong lugng phan tir khac nhau dugc tron trong hé théng polyme hoa.
Trong mdi trong s6 phuong phép polyme hda mét bude hodc phuong phap polyme hoa
nhiéu budc, khi hydro dugc sit dung lam chét chuyén mach, n6 c6 thé dugc nap & mot
14an thao tac hodc duoc nap theo cach chia lam nhidu 14n, nhu trong giai doan dau, giai
doan gitta, va giai doan cudi ctia qué trinh polyme hoa. Qua trinh didu ché co thé dugc
thuc hién & nhiét do trong phong hodc dugc gia nhiét néu cén; tuy nhién, theo quan diém
hiéu qua polyme hoa, tot hon 1a qué trinh nay dugc thuc hién & nhiét d6 nam trong
khodng tir 20°C dén 80°C, va dic biét tét hon 1a tir 40°C dén 60°C. Chét xuc tac duge

stt dung dé diéu ché ciing khong bi gidi han. Theo quan diém hiéu qua polyme hoa,
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thanh phan chat xtc tac titan rén (I) dugc mo ta trong WO 2006/054613 A t6t hon 1a

duoc stir dung.
Chét phu gia

Khi v4t liéu nuéi cdy theo sang ché dugc tao boi ché pham chira polyme 4-metyl-
1-penten (X), ché pham nay c6 thé chtra thanh phén khéc véi polyme 4-metyl-1-penten
(X). Céc vi du vé thanh phan khéc vé6i polyme 4-metyl-1-penten (X) bao gdm céc chat
phu gia nhu chit 1am én dinh bén nhiét, chit 1am én dinh bén anh sang, chét tro gia
cong, chit déo hoa, chit chéng oxy hoa, cht 1am tron, chét khtr bot, chét chéng tao
khdi, chit mau, chét cai bién, chét khéang vi khuén, cht khang nim, va chit chéng tao
suong mu.

Polyme 4-metyl-1-penten (X) thuong c6 diém nong chay nam trong khoang tir
200°C dén 240°C va dd bén nhiét cao. Polyme 4-metyl-1-penten (X) khong bi thuy phan
va do d6 c6 dd bén nudc, do bén nuée s6i, va do bén hoi nude cao. Do d6, vat liéu nudi
cay nhu binh nudi ciy chtra polyme 4-metyl-1-penten (X) c6 thé dugc xt 1y tiét triung
bang hoi nudc cao ap. Polyme 4-metyl-1-penten (X) dugc déc trung bdi ¢ hé s truyén
4nh sang nhin thiy cao (thuong la bang hodc cao hon 90%) va khong ty phat huynh
quang. Do d6, binh nudi ciy chtra polyme 4-metyl-1-penten (X) tao diéu kién thuén loi
cho viéc quan sat cac té bao dugc nudi cdy. Ngoai ra, polyme 4-metyl-1-penten (X) c6
d6 bén hoa hoc cao déi véi phan 16n cac héa chét va hau nhu khéng hap thu dugc chat
va do d6 c6 thé duoc str dung thich hgp trong céc ing dung chén doan va sang loc phat
hién dugc chit. Polyme 4-metyl-1-penten (X) ¢6 thé duoc han kin bang nhiét, va dé
dang tao ra khong chi sy néng chay nhiét véi cing mét vét liéu ma con su bam dinh
nhiét voi vat liéu khac. Ngoai ra, polyme 4-metyl-1-penten (X) c6 thé dugc dic nhiét va
do d6 dé dang dugc dic thanh binh c6 hinh dang bat ky, vi du, bang phuong phap in
hodc phuong phap chén.

Do polyme 4-metyl-1-penten (X) c6 cac dac tinh tdt duoc mo ta & trén, binh nudi
chy dugc lam bang vat liéu nudi chy theo séng ché va binh nudi cdy té bao trong dé bé
mat nudi cdy duge lam bang vat liéu nudi cdy theo sang ché khong giy anh hudng co
hai dén viéc nubi céy, c6 do 4n dinh, do trong subt, va kha nang gia cong duc tdt, va ¢
thd dwoc xir 1y tiét tring. Do d6, polyme 4-metyl penten-1 (X) 1a vat liéu rét tot ciia binh
nudi cdy.

Phuong phap tao ra mang polyme 4-metyl-1-penten (X)
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Phuong phap didu ché vat liéu nudi cy theo sang ché 12 khong bi gi¢i han cu thé.
Thiét bi duge sir dung dé didu ché ciing khong bi gigi han. Mang chira polyme 4-metyl-
1-penten (X) va, néu can, thanh phan khic véi polyme 4-metyl-1-penten (X) c6 thé duoc
tao ra va duoc duc thanh vat liéu nudi céy ¢6 hinh dang mong mudn. Vat liéu nuoi céy
¢6 hinh dang mong mudn c6 thé duge duc truc tiép bing phwong phép dic phun, duc
théi, hodc cac phuong phap khac.

Céc vi du vé phuong phap tao mang cu thé bao gdm cac phuong phap thudng
duoc stir dung nhu phuong phép thdi phong va phuong phap ép dun qua khuoén hinh chix
T. Qua trinh tao mang thudng duge thuc hién trong khi gia nhiét. Khi phwong phap ép
din qua khuon hinh chit T dugc sir dung, nhi¢t do ép dun t8t hon 1a ndm trong khoang
tir 100°C dén 400°C, va dic biét t6t hon 1a tir 200°C dén 300°C. Nhiét do truc t6t hon
a tir 45°C dén 75°C, va dac biét tét hon 1a tir 55°C dén 65°C.

Mang theo sang ché c6 thé duge tao ra bang phuwong phap duc dung dich trong
d6 polyme 4-metyl-1-penten (X) dugc hoa tan trong dung moi, dua lén nhua hodc kim
loai, 1am kho6 chdm trong khi dugc san b?mg, va dugc tao thanh mang. Dung moi dugc
st dung la khong bi gi6i han cu thé, va dung moi hydrocacbon nhu xyclohexan, hexan,
decan, va toluen c6 thé dugc st dung. Khi can nhéc kha ning hoa tan va hi¢u qua lam
kho ctia nhua, hai hodc nhiéu loai dung moi ¢o thé duoc tron cung nhau. Dung dich
polyme ¢6 thé duoc gin bang phuong phap nhu phi trén ban, phu quay, phi nhung, phu
bang khuon, pha phun, phi kiéu thanh, pht bang con lan, va phi dong chay tao mang
che, va sau d6 dugc lam kho va boc dé duoc gia cong thanh mang.

Trong mdi trudng hgp, theo quan diém san xuét hang loat, t5t hon 1a mang chira
polyme 4-metyl-1-penten (X) va, néu can, thanh phan khac véi polyme 4-metyl-1-
penten (X) dugc tao ra va dugc duc thanh vat liéu nudi cdy c6 hinh dang mong mudn.
Céc té bao, md, hoic co quan

Céc té bao, md, hodc co quan nhu duge sir dung ¢ day con duge goi don gian la
“cac té bao, v.v..”

Cic té bao nhu dugc sir dung & day 12 khong bi gi6i han cu thé, va c6 thé 1a, trong
truong hop cac té bao dong vat, cac t& bao ndi hoic céac té bao bam dinh, nhu cac nguyén
bao soi, té bao gdc trung md, cac té bao gbc tao mau, cac té bao gdc than kinh, cac té
bao than kinh, céc té bao biéu md gidc mac, cac t& bao biéu md niém mac miéng, cac té

bao biéu md séc td vong mac, cic té bao goc diy chang nha chu, cac nguyén bao soi co,
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cac té bao co tim, cac té bao gan, cac té bao nodi tiét & lach, cac té bao sung cua da, cac
nguyén bao sgi cta da, té bao tién than ctia m& dudi da, té bao than, cac té bao vo ré
dudi cung, cac té bao biéu md niém mac miii, cac té bao tién than ndi mo mach, cac té
bao ndi mo mach, cac té bao co tron mach, cac nguyén bao xuong, cac té bao sun, cac
té bao co xuwong, cac té bao bét tir, cac té bao ung thu, cac té bao simg, cic té bao gbe
phdi (embryonic stem cell, ES cell), cac té bao B dugc bién nap EBV, va céc té bao gdc
da ning cam tng (induced pluripotent stem cell, iPS cell). Cac té bao nay co thé 1a té
bao bat ky trong sb céac té bao dugc nudi cdy so cp va cac dong té bao thiét lap duoc
céy chuyén. Da, than, gan, ndo, md than kinh, md co tim, mo co Xwong, cac té bao géc
ung thu, va tuong tu 1a ¢6 nhu cdu oxy cao, va cac té bio tao thanh ching cling c6 nhu
cAu oxy cao. Do do, cac té bao nhu duge st dung & day tdt hon 12 céac té bao tao thanh
da, than, gan, ndo, mo than kinh, mo co tim hoic mo co xuwong; hodc cac té bao géc ung
thu. P& 1am céc té bao, mo, hodc co quan nay, t5t hon 1 céc té bao gan, cac té bao than,
cac té bao co tim, cac té bao than kinh, hodc cac té bao géc ung thu, va tdt hon nira 1a
cac té bao gan.

Mo nhu duge st dung & day c6 nghia 1a md trong do cac té bao gidng nhau tap
hop lai v6i nhau va hoat dong theo cach giéng nhau. M6 la khong bi gi6i han cu thé, va
cac vi du bao gém mo bidu md, md lién két, mo6 co, va mod than kinh. Do nhu cau oXy
cao, md tot hon 1a tiéu thuy gan, mo co tim, mo than kinh, hoic md co xuong, va tt

hon nita 1a tiéu thuy gan.

Co quan nhu dugce st dung & day c6 nghia la co quan trong d6 cac mb dugc mod
ta & trén tap hop lai v6i nhau va hoat dong cing nhau cho mét muc dich. Cac vi du vé
co quan bao gém, nhung khong bi gidi han cu thé &, phéi, tim, gan, thén, lach, tuy, tii
mat, thuc quéan, da day, da, va ndo. Do nhu ciu 0Xy C€ao, Co quan tdt hon 1a da, than, gan,
hodc ndo, va t6t hon nita 1a gan.

Céc té bao, v.v.. tot hon 1a té bao, do cac té bao la thich hop dé nudi cdy trong
dung cu nudi cdy. Cac té bao, v.v.. nhu dugc st dung ¢ day t6t hon 1a wa khi, va t6t hon
nita 1a khong chira cac té bao yém khi. Ngudn gdc ctia cac té bao, v.v.. 1a khdng bi gidi
han cu thé, va ¢6 thé 1a dong vat, thuc vat, ndm, sinh véat don bao, vi khuén, hodc cac
sinh vét bit ky khdc, tdt hon 1a dong vat va thyc vat, tot hon nita 1a dong vét, va dac biét

tdt hon dong vat c6 vi. Dung cu nudi céy nhu dugc st dung ¢ day c6 do thdm oxy thich
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hop va duy tri sy bam dinh té bao. Do do, cac té bao, v.v.. tdt hon 12 ¢6 tinh dinh bam,
va tbt hon nita 1a cac t€ bao dinh bam.
Té bao gan

Céc té bao gan nhu dugc st dung & day co thé 1a céac té bao bat ky trong gan, bao
gdm céc té bao gan, va cac vi du cu thé bao goém céc té bao ndi md mach, cac té bao co
tron mach, cac té bao md, céc té bao mau, cac té bao don nhan gan, céac dai thuc bao gan
(bao gbém cac té bao Kupffer), cac té bao dang sao & gan, cac té bao biéu mo 6ng mat
trong gan, va cac nguyén bao soi tui mat. Cac té bao gan 13 quan thé té bao ma chira, vi
du, cac té bao gan véi lugng bing hodc 16n hon 20%, bang hodc 16n hon 30%, bang
hoc 16n hon 40%, hogc bang hogc 16n hon 50%.

Céc té bao gan co thé 1 bat ky mot trong sé cac té bao duge nudi cdy so cap va
cac dong té bao thiét 1ap duge cdy chuyén, va t6t hon 14 cAc té bao duoc nudi cdy so cap.
Loai dong té bao thiét 1ap duoc céy chuyén 1 khong bi gi6i han cu thé, va cac vi du bao
gdm SSP-25, RBE, HepG2, TGBCS0TKB, HuH-6, HuH-7, ETK-1, Het-1A,
PLC/PRF/5, Hep3B, SK-HEP-1, C3A, THLE-2, THLE-3, HepG2/2,2,1, SNU-398,
SNU-449, SNU-182, SNU-475, SNU-387, SNU-423, FL62891, va DMS153.

Ngudn gdc cha cac té bao gan c6 thé 1a dong vat c6 vu bat ky. Cu thé, cac té bao
clia nguoi, gia stc, chd, meo, lon, lon nhd, tho, chudt tai ma, chudt, hoac chudt nhat 1a
duoc uu tién, va cac té bao cua nguoi, chudt, chudt nhét, hodc gia suc 1a dugce wu tién
hon.

Céc té bao gan c6 thé 1a quén thé té bao chira cac loai té bao khac khac vdi té bao
gan. Vi dy, cac té bao gan 1a quan thé té bao ma chura cac té bao gan véi lugng bang
hodc 16n hon 20%, br:ftng hodc 16n hon 30%, bé‘mg ho#c 16n hon 40%, hoac b'fmg hodc
16n hon 50%.

Nubi ciy

Viéc nudi cdy nhu dugc stt dung & day dé chi nghia rong bao gbdm khong chi qua
trinh ting sinh va duy tri cac té bio, v.v.. ma con bao gdm cic qué trinh cy, cy chuyén,
cam ng biét hoa, va cam ung ty td chirc cac té bao, v.v.. Mai trudng v.v.. duogc st dung
dé nuoi chy 13 khong bi gi6i han, va cic moi trudng bat ky theo cac dic tinh cta cdc té
bao, v.v.. cd thé duoc chon.

Nudi cay té bao
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Nudi cdy té bao co thé 1a nudi cy hai chidu (bao gdm truong hop trong d6 cac té
bao duoc tao nhiéu 16p tu phat) hodc nudi céy ba chiéu. V4t liéu nuoi céy theo sang ché
6 tbe d thdm oxy tdt cho qua trinh nudi cay va do d6 co thé cung cip oxy cho cac té
bao du khong chi trong nudi ciy hai chidu ma con trong nudi ciy ba chiéu trong d6 cac
té bao duoc chéng 1én nhau ba chidu. Do do, cac té bao tang sinh va biét hoéa, va hién
tugng tu t chirc & muc cao cla cac té bao co thé xay ra.

Nuéi cdy ba chidu la d& nuéi cAy c6 chii dich cac té bao theo ba chiéu. Loai bét
ky trong s6 loai ¢6 khung ma trong d6 cac té bao duogc nudi ciy trong vat liéu khung va
loai khong c6 khung trong d6 cac té bao duogc nudi cdy dudi dang cum (hinh ciu) O trang
thai ndi c6 thé dugc str dung, véi loai ¢6 khung 1a duge wu tién. Trong truong hop loai
¢6 khung, vat liéu khung t5t hon 1a Matrigel (nhan hiéu hang hoa), gel colagen, laminin,
hydrogel alginat, hodc vitrigel, do chiing c6 thé nudi cdy cac té bao mot cach hiéu qua.

MOoi truong v.v.. dugc st dung dé nudi ciy 1a khong bi gi6i han. Dé nudi cdy cac
té bao mdt cach hidu qua, tdt hon 12 céc té bao dugc nudi céy vOi su ¢6 mat cua huyét
thanh (vi du, huyét thanh bo).

Khi vat liéu nudi cdy theo sang ché duoc st dung dé nudi cdy, noi cach khac, khi
phuong phép nudi cdy theo sang ché duoc thuc hién bang cach st dung dung cu nudi
cdy theo sang ché dugc md ta sau ddy, mat do nudi cdy té bao t6t hon l1a nim trong
khoang tir 0,1 x 10° t& bao/em? dén 10,0 x 10° t& bao/em?, tét hon nita la tir 0,5 x 10° té
bao/ecm? dén 5,0 x 103 t& bao/cm?, con t6t hon nita 1a tir 1,0 x 10° té bao/cm? dén 4,0 x
105 té bao/em?, va dic biét tdt hon 12 1,5 x 10° t& bao/em? dén 3,5 x 10° té bao/cm”.

Mat ¢ nudi céy té bao nam trong khoang duge mo ta ¢ trén 1a dugc wu tién do
n6 cho phép hoat tinh chuyén hoa dugc chét tang t6i muc cao hon, so voi truong hop
trong d6 mat d¢ nuoi cdy té bao ndm ngoai khoang nay.

Vit liéu nudi cdy theo sang ché c6 toc do thim oxy cao va do d6 co thé duoc nudi
cdy thich hop ngay cé trong trudong hop trong d6 mat do nudi cly té bao 1a cao. No6i
chung, mat do té bao cua co thé sdng duge cho 1a khoang 2,5 x 10° té bao/cm?. Vit lidu
nudi cy theo sang ché cho phép nuoi chy voi mat do nudi cay té bao gin bang mat do
nudi cy té bao ctia co thé séng, va do d6 cho phép nudi cdy in vitro & trang thai gan voi
trang thai in vivo, diéu nay la dugc uu tién.

Vit liéu nudi cay

16



44891 17/53

Vat liéu nudi ciy theo sang ché 1a vat liéu nudi cdy bao gdm polyme 4-metyl-1-
penten (X) dé nudi ciy cac té bao, md, hodc co quan, vét liéu nudi ciy nay c6 goc tiép
x(ic véi nude & bé mit nudi ciy nam trong khoang tir 50° dén 100°, khoang cach vong
xudng theo phuong phép thir nghiém (A) duge mo ta dudi day nim trong khoang tir 0
dén Smm, va téc dd thAm oxy & nhiét d 23°C va do 4m 0% nam trong khoang tir 4500
dén 90000 cm3/(m? x 24 gid x atm).

Vit liéu nuoi céy c6 nghia 1a vat liéu dugc st dung dé nuodi céy té bao, va tao
thanh chinh binh nudi ciy hodc mdt phan ciia binh nudi cay. Khi vat lidu nudi cdy theo
sang ché tao thanh mot phén cua binh nuoi céy, it nhit bé mat nudi céy duoc tao bdi vat
liéu nuoi céy theo sang ché. Vat liéu nudi céy theo sang ché 13, vi du, mang, tAm, hodc
binh nuéi cdy. Khi vat liéu nuodi cdy 1a mang hodc tAm, mang hogc tdm nay co thé duoc
st dung lam mat phan cua binh nudi cdy bao gém bé mit nudi cay. Dé lam binh nudi
céy, binh nuoi céy da biét cobng khai thude céc loai khac nhau c6 thé duogc st dung, va
hinh dang va kich thuéc 12 khong bi gii han cu thé. Céc vi du bao gbm dia petri (con
duoc goi la dia), binh, vét chen, tAm, chai, va tai. Binh nudi céy thong thuong duoc st
dung trong thiét bi nhu ti 4p, thiét bi nudi cdy theo khdi, va thiét bj nudi cdy tién hop
nhit. Binh nuéi ciy tot hon 12 binh c6 mit day lam bé mat nudi cdy dé duy tri va giit lai
moi truong. N6i chung, binh nudi cdy c6 hinh dang c6 (cac) phan 16m nhu cac giéng
trén mit day cn c6 mit day day dé 1am 6n dinh hinh dang phirc tap cia mit ddy, dan
t61 su cung cap oxy khong du cho cac té bao, v.v.. Viéc st dung vat liéu nudi cdy theo
sang ché cho phép ngay ca tAm c6 (cé4c) giéng nhu 1 giéng, 6 giéng, 12 giéng, 24 giéng,
48 giéng, 96 giéng, 384 giéng, va 1536 giéng co6 hinh dang n dinh va cung cép oxy du
cho céc té bao, v.v..

Vat liéu nudi cdy theo sang ché c6 nghia 1a vat liéu nudi ciy trong d6 bé mit nudi
ciy khong dugc phu vat liéu polyme tu nhién, vét li¢u polyme téng hop, hoic vat lieu
vd co dé dung lam khung cho céc té bao, v.v..

Bé mait nudi cdy nhu dugc sir dung & ddy nghia la, ¢ thoi diém nudi ciy céc té
bao, v.v.., bé mat ma trén d6 moéi truong dugce tao ra, bé mat ma trén d6 cac té bao, v.v..
duoc céy, hodc bé mit ma trén d6 moi trudng duge tao ra va cac té bao, v.v.. dugc céy.
Ttc 13, bé mat nudi cdy 13 khai niém bao gbm bé mit ma trén d6 moi trudng dugc cho

1a dugc tao ra va bé mit ma trén d6 céc t€ bao, v.v.. dugc cho la dugce céy.
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Tbc do thdm oxy cua vét liéu nuoi céy theo sang ché & nhiét dd 23°C va do Am
0% 12 ndm trong khoang tir 4500 dén 90000 cm?/(m? x 24 gi& x atm), tt hon 1a tir 4500
dén 67500 cm3/(m? x 24 giy x atm), t6t hon nita 1 tir 4500 dén 47000 cm®/(m? x 24 gid
x atm), va con tot hon nita 14 tir 4500 dén 45000 cm’/(m? x 24 git x atm).

Khi téc d6 thdm oxy clia vat liéu nudi cdy 1a qua thip, ndng do oxy tré nén thap
trong mdi truong, dan t6i su tdng sinh té bao khong du. Mit khac, khi tbc d6 thAm oxy
1a qua cao, ndéng do trd nén qua cao trong moi truong, din t6i céc chirc ning cua té bao
giam di do stress oxy.

Khi téc d6 thdm oxy nam trong khoang gitta gi6i han trén va giéi han duéi dugce
mb ta & trén, cac té bao c6 su gan chic t5t va duy tri hinh thai va c6 thé tang sinh hiéu
qua phu thudc vao thoi gian nudi céy.

Do day cda vat liéu nudi céy khi vat liéu nuoi céy theo sang ché dugc dit trén
mat day cda binh dé tao ra binh nudi céy nhu dia petri, binh, vat chen, va tdm 1a khong
bi giéi han cu thé, va tdt hon 12 nam trong khoang tir 20pm dén 400pm, t6t hon nita la
tir 20pm dén 300pum, va con t5t hon nita 1a tir 20pum dén 200pm. Do day cua vat liéu
nudi c:?iy duogc chon thich hop phu thudc vao dang cia binh nudi céy. Viéc didu chinh
d6 day nam trong khoang gitra giéi han trén va giéi han dudi duge mo ta O trén tao ra
ndng d6 oxy thich hop trong mdi truong, didu nay 1a can thiét ddi véi cac té bao dé ting
sinh, va cho phép binh nudi ciy thich hop dugc tao ra ma khong bi cong (duge dinh
nghia la khoang cach vdng xubng) & mit day cta binh nudi cy.

Pé 1am vi du v& binh nudi cdy, dia nhidu giéng s& duoc giai thich. N6i chung, céc
dia c6 giéng nudi cdy té bao trong d6 s6 15 (con dugce goi 1a giéng) 1 1, 6, 12, 24, 48,
96, 128, 384, va 1536 1a c6 ban trén thi truong. Céc binh nay c6 kich thude noi chung
gidng nhau (&9 dai cta canh dai va canh ngin), va sb 18 duge x4c dinh bang dudng kinh
ciia 16. Tuce 13, binh ¢6 sb lugng 18 16n ¢6 dudng kinh 16 nhd, trong khi binh ¢6 s6 luong
15 nho c6 dudng kinh 18 16n. Kich thuéce 16n hodc nhé cia dudng kinh anh hudng dén
su udn cong cia vt liéu nudi cdy do stress do trong lugng cia mdi truong & trang thai
trong d6 vat liéu nuoi chy duogc dit truc tiép 1én mit ddy cua binh va mdi trudong dugc
nap 1én d6. No6i chung, vat liéu nuoi cdy tuong d6i méng c6 thé dugc stir dung trong binh
¢6 s6 luong 18 16n (dudng kinh ctia c4c 18 1a nho), trong khi vat lidu nudi cay tuong abi

day can duoc stt dung trong binh c6 s6 lugng 16 nho (duong kinh cta cac 16 12 16m).
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Do day cua vét liéu nuoi céy theo sang ché 1a khong bi gidi han cu thé. Ngoai ra,
do day cua bé mat nudi céy cua vat liéu nudi céy theo sang ché 1a khong bi gidi han cu
thé, va tét hon 14 nim trong khoang tir 20 dén 500pum, t&t hon nita 14 tix 25 dén 500um,
va dic biét tot hon 1a tir 50 dén 200pm.

Khi d6 day cua vat li¢u nuoi céy nam trong khoang dugc md ta & trén, vat liu
nudi céy c6 d0 bén cao va do d6 1a dugc uu tién. Cu thé, khi d6 day cua bé mit nudi céy
nim trong khoang dugc md ta & trén, su udn cong it c6 kha ning xay ra ngay ca khi vét
liéu nudi cdy dugc str dung trong binh ¢6 s6 lwong 16 nho va dudng kinh 16 16n. Ngoai
ra, vat li€u nuoi céy it c6 kha nang bi rach khi duge xtr ly dién hoa hodc twong tu. Khi
do day ctia bé mat nudi cdy nam trong khoang dugc md ta & trén, tbc d6 thim oxy nim
trong khoang dic biét thich hop dé nudi cdy cac té bao, v.v.. ma c6 nhu ciu oxy cao.

Vat liéu nudi céy theo séang ché c6 thé duoc xir ly vi ché tao trén bé mat cia nod
dé tao ra hinh cu va cai thién chirc nang lam khung cho té bao. Do polyme 4-metyl-1-
penten (X) 1a mot loai nhya déo nhiét, phuong phép vi ché tao c6 thé duoc chon thich
hop tr cac phuong phap nhu gia cong cét, quang khéc, V& truc tiép bang chum electron,
xtt 1y bang chum hat, va xir Iy bang dau do quét, va tu td chirc cac hat min; va céc
phuong phéap gia cong duc bang cach sit dung chét chil duoc tao béi cac phuong phap
nay, duoc dai dién boi in nano, dic, va diuc phun; va ma. Hinh dang cuda vi ché tao 1a
khong bi gi6i han cu thé, va chidu cao tir phdn ddy t6i phan dinh cta ranh tt hon 1a ndm
trong khoang tir 20nm dén 500pm. Do day cia phan méng nhét c6 thé dugc giam t6i
khoang 20pm dé duy tri do bén du, so véi truomg hop khong thuc hién vi ché tao trén
bé mat.

Vit liéu nudi cly da duoc xit Iy vi ché tao c6 thé duoc st dung lam thiét bi vi
kénh (con duge goi 1a chip vi kénh). Thiét bi vi kénh nay la cc thiét bi trong d6 viée xir
ly vi ché tao dugc thuc hién trén bé mit ctia vat liéu nudi céy dé tao ra vi kénh ho#c binh
phan Ung, dé dugc ap dung cho nghién ctru sinh hoc va k¥ thuét hoa hoc. Cac vi du bao
gbm thiét bi dugc goi 1a hé théng vi phan tich tbng sb6 (micro Total Analysis System,
micro TAS) hodc phong thi nghiém trén chip (Lab on Chip), va thiét bi nay dé sit dung
lam thiét bi nudi cdy thé hé tiép theo. Theo mot khia canh cta sang ché, thiét bi vi kénh
bao gdm vat liéu nudi ciy theo séng ché duoc 14y lam vi du.

Vat liéu nudi cdy theo sang ché t6t hon 13 dugc xit ly tao tinh wa nudce trén bé mit

ctia nd, dé cho phép cac t& bao bam chéc vao bé mat cua vat 1iéu nudi cay mot cach thich
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hop hodc, theo muc dich, dé nap colagen hodc tuong tu, dé dung lam vat li¢u khung
trong qua trinh nuoi cly té bao, trén bé mit ciia vat lidu nudi cay dé cho phép cac té bao
bam chic vao do. Ning lugng tu do bé mit cua bé mit cta vat liéu nudi céy 6 thé dugc
xac dinh bang goc tiép xuc véi nude duge md ta sau ddy, va goc tiép xic v6i nudc cla
bé mit nudi cdy cua vat liéu nudi céy t6t hon 1a nam trong khoang tr 50° dén 100°, tét
hon nita 14 tir 55° dén 100°, va con tét hon nita 1a tir 60° d&én 100°. Theo mdt khia canh
duoc wu tién khac cua goc tiép xic voi nude, goc bang hodc nhé hon 84° dugc 14y 1am
vi dy, va goc nam trong khoang tir 50° dén 84° 1a duoc wu tién hon.

Viée didu chinh goc tiép xtc voi nude ciia bé mat nudi cdy (bé mit) cua vat ligu
nudi cdy theo sang ché trong khoang dugc md ta ¢ trén cho phép, vi du, cac té bao gan
cO su bam chic tot v6i vat liéu nuoi céy va tdng sinh déng nhét trén bé mit caa vt liéu
nudi cdy. Vit liéu nudi ciy ¢ dang dugc xtt ly colagen & thoi diém nap colagen c6 thé
dugc st dung dé nudi céy té bao, v6i colagen duge nap ddng nhét trén bé mat cia vat
liéu nuoi cdy, khong bi béc ra khoi bé mit khi rira bang dung dich nuéc mudi sinh 1y
hodc trong mdi trudng nudi cy té bao, va duy tri trang thai ban dau 6n dinh.

Phuong phap dugc sit dung dé xit Iy tao tinh ua nuéce cho bé mat vét ligu nudi
cdy theo sang ché 12 khong bi gi6i han cu thé, va cac vi du bao gdm xir Iy dién hoa; xur
ly plasma; xur ly bang ozon; xit 1y bang tlr ngoai; ling dong pha hoi hoa hoc; khic an
mon; bd sung cac nhom chirc cu thé nhu hydroxy, amino, sulfon, thiol, va carboxyl; xu
ly béng cac nhém chire cu thé nhu nhom lién két silan; va tao nham bé mit b%mg chét
oxy héa hodc tuong ty. Trong s§ ching, @ lam tang kha ning thAm wGt trén bé mit clia
vat liéu nudi céy va cho phép cac té bao dugc nudi céy hi€u qua trén bé mit, viée xir ly
tao tinh wa nudc cho bé mat nhu xtr ly béng tlr ngoai, xr Iy dién hoa, xur ly plasma, va
xit Iy bing ozon tét hon 1a dugc thuc hién. Cac cach xi Iy cai bién bé mjt nay ¢6 thé
duoc thuc hién mot minh, hodc hai hoéc nhiéu céach trong sb ching co thé duogc thuc
hién két hop. Khi viéc xir Iy cai bién bé mat duoc thuc hién, tot hon 12 vige xi 1y nay
duoc thuc hién it nhat 1 trén bé mat nudi cdy. Khi viée xir Iy plasma duge thuc hién, dé
lam khi di kém, nito, hydro, heli, oxy, argon, hodc tuong tur dugc stir dung, va tdt hon 1a
it nhat mot khi dugc chon tir nito, heli, va argon dugc chon,

Vit liéu nuoi céy theo sang ché t6t hon 1a vat liéu nuoi céy dung cho té bao, va
t6t hon nita 1a vat liéu nudi cdy dung cho céc té bao gan.

X4c dinh khoang cach vong xubng theo phuong phéap thir nghiém (A)
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VAt liéu nudi cdy theo sang ché ¢ khoang cach vdng xubng theo phuong phap
thtr nghiém (A) nim trong khoang tir 0 dén Smm, va tt hon 13 tir 0 dén 3mm. Phuong
phap thtr nghiém (A) la nhu duoc mo ta dudi day.

Phuong phéap thtr nghiém (A): mau thir nghiém c6 vat liéu gidng nhu vit liéu
nudi cdy va do day gidng nhu b& mit nudi cdy cia vat lidu nudi cdy va c¢6 dang tdm
phing c6 chidu dai 100mm va chidu rong 10mm dugc tao ra.

Mau thir nghiém dugc c¢b dinh 1én bang thir nghiém & trang thai trong do mau thir
nghiém nho ra theo chiéu dai mot doan S0mm theo hudng ngang tir mét trén cia bang
thtr nghiém, mat trén nay nim ngang.

Ba phut sau khi ¢ dinh, thuc hién do khoang cach ma dau cua mau thir nghiém
nho ra tir bang thr nghiém vong xubng theo huéng thing ding xubng duéi tir mit phing
nim ngang bao gdm mit trén cta bang thir nghiém. Véi diéu kién 1 qua trinh tir khi 6
dinh dén khi do dugc thuc hién & nhiét do trong phong. Nhiét do trong phong nhu dugc
sir dung & ddy c6 nghia 1a tir 20 dén 25°C.

Khoang cach ma mau thtt nghiém vong xubng (mm) dugc goi l1a khoang cach
vong xudng (mm). Khoang cach vong xudng nay la chi sb ctia do ctng khi ubn. Tuc 13,
khoang cach vong xubng cang ngén, do cing khi ubn cta bé mit nudi cdy cia vat lidu
nudi ciy theo sdng ché cang cao.

Phuong phép tao ra mau thit nghiém 1a khong bi gi¢i han cu thé. Vi du, mau thi
nghiém co thé duoc tao ra béng cach dtc nhiét nhu duc ép dun vat liéu giéng nhu vat
liéu nudi ciy dé tao ra mau thi nghiém c6 dang tAm phang va sau d6 cit mAu thir nghiém
c6 kich thude duoc mo ta & trén tu tAm nay, hoac co thé dugc duc truc tiép. Khi vat liéu
nudi cdy 1a mang hogc tAm, mau thir nghiém c6 thé dugc cét ra tir mang hodc tAm nay.
Qué trinh dic nhiét d& tao ra mAu thir nghiém tét hon 1a dugc thyc hién ¢ diéu kién nhiét
d6 (nhiét do va thoi gian) giéng nhu didu kién nhiét do trong qua trinh san xudt vat ligu
nudi cdy. Mau thir nghiém c6 thé mau th nghiém trong d6 vt liéu nudi chy da duoc xir
Iy vi ché tao va/hodc xit 1y cai bién bé mat hoge khong duge xir Iy vi ché tao va xu ly
cai bién bé mit. MAu dugc wu tién 13 miu th nghiém trong do6 vt li¢u nudi ciy khong
duoc xtt Iy bat ky.

Khi khoang cach vong xubng 13 16n hon Smm, do 6n dinh hinh dang la khong du.
Cu thé, su udn cong xay ra trong vat liéu nudi céy, va su bién dang cta vt liéu nudi céy

va su hu hai do sy bién dang nay lam cho céc té bao da bam vao thanh bén trong cua
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binh nudi ciy roi ra khéi thanh bén trong va con 1am cho céc té bao trong qua trinh nuoi
cdy tap trung & phén bj udn cong, diéu nay 1am cho kho nudi cly cac té bao mot cach
hiu qua.

Téc d6 thim oxy

Vit lidu nudi cy theo sang ché c6 tdc do thdm oxy ¢ nhiét 4o 23°C va do 4m 0%
ndm trong khoang tir 4500 dén 90000 cm¥/(m?> x 24 git x atm). Ddi véi vat lidu nudi
ciy hodc mau do duoc taora bang cach st dung vat lidu gidng nhu vt liéu nudi cdy, toc
@6 thim oxy [em® x mm/(m? x 24 gio x atm)] & nhiét o 23°C va do am 0% duoc do
bing phuong phap do d6 thAm khi kiéu chénh ap. Sau dé, gid tri thu dugc bang cach
chia tc d6 thdm oxy nay cho d6 day (um) cta vat liéu nudi chy duoc ldy 1am hé sb thim
oXy. Thiét bi duoc st dung dé dola khong bi gidi han cu thé, mién 12 no st dung phuong
phap do do thAm khi kiéu chénh 4p. Céc vi du bao gbm thiét bi do do thdm khi kiéu
chénh ap MT-C3 dugc san xuét béi Toyo Seiki Seisaku-Sho, Ltd. Mau do ¢6 thé duoc
tao ra bang cach cat mau thir nghiém c6 kich thude 90 x 90mm tir mang c6 d day S0um.
Puong kinh cia phan do tt hon 1a 70mm (dién tich thdm 1a 38,46 cm?). Do toc do thdm
0Xy ca0, mau nay t6t hon 1a duge che trudc bang 14 nhom dé c6 dién tich thim thuc té
1a 5,0cm?. Vat liéu nudi cdy hodc miu do dugc tao ra bang cach st dung vat liéu gidng
nhu vét liéu nuoi céy, chuing dé su dung trong viéc xac dinh tbc do thAm oxy, ¢0 thé
dugce xur ly vi ché tao va/hodc xtr 1y cai bién bé mit hoic khong duge xit Iy vi ché tao va
xu ly céi bién bé mit. Pugc uu tién 1a vat liéu nudi ciy hodc miu do khong duge xtr ly
bat ky.

Nong d6 oxy hoa tan trong dung dich nudi chy bang phuong phap thit nghiém (B)

Déi véi vat liéu nudi cdy theo séng ché, mién 13 ndng do oxy bao hoa trong dung
dich nudi cdy 1a 100%, khi phuong phap thir nghiém (B) dugc mo ta dudi day dugc thuc
hién véi cac té bao gan dugc nuoi céy SO cép cua chudt duoc céy c6 mat do t€ bao nam
trong khoang tir 1,0 x 103 té bao/cm? dén 4,0 x 10° t& bao/cm?, ndng dd oxy hoa tan
trong dung dich nudi ciy sau 1 gio t5t hon 1a bang tir 2 dén 20% cia ndéng do oxy bio
hoa trong dung dich nuoi chy dbi véi it nhét mot diém trong khoang méat do té bao nay,
tt hon nira 13 tir 5 dén 18%, con tt hon nita 1a tr 5 dén 16%, va tot nhét 1a tir 9 dén
16%. Phuong phap do ndng d6 oxy bdo hoa trong dung dich nudi cdy 1 khong bi gi6i

han cu thé, va cac vi du bao gém phuong phép do bang cach st dung cam bién oxy
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huynh quang (may theo ddi oxy FireSting, dugc san xut bdi BAS Inc.). Phuong phép
thir nghiém (B) 1a nhu dugc mo ta dudi day.

Phuong phap thir nghiém (B): binh nudi cdy bao gdm phan hinh tru dugc tao boi
polyetylen va phan mit ddy c6 dang tAm phing va c6 vit lidu gidng nhu vat liéu nuodi
chy va do day gidng nhu bé& mit nudi cdy cua vat lidu nudi cdy, binh nuoi cdy c6 dién
tich nuéi cdy bang 2cm? va duge phu colagen, dugc tao ra. Binh nudi cay nay duoc cdy
cac té bao gan dugc nudi cly so cp clia chudt cing v6i 0,5ml dung dich nudi chy cho
cac té bao gan dugc nuodi céy SO cép cua chudt va duogc nuoi céy O nhiét o 37°C, néng
do cacbon dioxit bang 5,0%, va ndng do oxy bang 20%. 24 gi¢ sau khi cdy, dung dich
nuéi cdy duoc loai bo khéi binh nudi cdy, va 0,5ml dung dich nuéi cdy duge bd sung
méi vao binh nudi cdy. Nong dd oxy dugc do & chiu cao 80pm tir mit day cia binh
nudi cdy trong 1 gio. Nong d6 oxy hoa tan nim trong khoang dugc md ta & trén 1a duoc
uu tién do mdi truong oxy & trang thai t6i wu d6i voi cac té bao gan.

Viéc do ndng dd oxy ¢ thé dugc thuc hién bang cach sir dung may theo ddi oxy
FireSting (dugc san xuit béi BAS Inc.) hodc twong tu. Khi may theo ddi oxy FireSting
(dugc san xuit bdi BAS Inc.) duoc st dung, cam bién duoc dit & chiéu cao 80pum tir
mat day cta binh nudi chy dé do nong do oxy.

Khi phuong phép thtt nghiém (B) dugc thuc hi¢n, phuong phap nay chi can duge
thuc hién véi céc té bao gan dugc nudi céy SO cép cua chudt dugc céy c¢6 mat do té bao
ndim trong khoang tir 1,0 x 103 té bao/cm? dén 4,0 x 10° té bao/cm?, va ndng dd oxy hoa
tan chi cdn nam trong khoang dugc md ta ¢ trén d6i vé6i it nhat mot diém trong khoang
mat do té bao nay. Tuc 13, ndng d6 oxy hoa tan khong can ndm trong khoang dugc md
t4 & trén trén toan b khoang mat do t& bao tir 1,0 x 10° té bao/em? dén 4,0 x 10° t&
bao/cm?.

Dung dich nudi cdy cho cic té bao gan dugc nudi cly so cp ciia chudt dugc str
dung trong phuong phap thir nghiém (B) 1a khong bi gidi han cu thé, va cac vi du bao
¢dm dung dich chira 10% huyét thanh bao thai bo (FBS, FUIIFILM Wako Pure
Chemical Corporation), 30 mg/ml L-prolin (dung cho nudi ciy, FUJIFILM Wako Pure
Chemical Corporation), 1 x 107 M dexamethasone (dung cho sinh héa, FUJIFILM
Wako Pure Chemical Corporation), 50 pg/ml hydrocortisone (dung cho nudi cy,
FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation), 20 ng/ml yéu t sinh trudng biéu bi
(epidermal growth factor, EGF, dung cho sinh hoc té bao, FUJIFILM Wako Pure
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Chemical Corporation), 5,0 x 10”7 M insulin (SIGMA), 5000 don vi/ml penicillin, 5000
pg/ml streptomycin (dung cho nudi cay, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation),
va méi truong D-MEM (chtra glucoza & muc cao, L-glutamin, dé phenol, natri pyruvat,
va natri hydro cacbonat, dung cho nuoi cdy, FUJIFILM Wako Pure Chemical
Corporation).

Tbc d6 tidu thu oxy

Tée db tiéu thu oxy c6 thé duoc tinh, bing cach sir dung dinh luat Fick, bing
cach 14y tich sé cta hiéu s6 gifta ndng d6 oxy (20%) cua khdng khi bén ngoai va ndng
dd oxy hoa tan trong dung dich nudi cdy va tdc do thAm oxy cia mang chia cho mét do
té bao, dé lam luong tidu thu cho mot té bao. Diéu nay dua trén khéi niém 1a oxy duoc
cung cip tir khong khi bén ngoai dbi voi lugng oxy trong moi trudong dugce tiéu thu béi
cac té bao.

Téc @6 tiéu thyu oxy thich hop 1a khac nhau theo co quan va cc té bao tao thanh
c4c co quan nay, vi du, phéi, tim, gan, than, lach, tuy, tai mat, thuc quan, da day, da, va
ndo. Toc do nay ciing khéac nhau theo loai dong vat, vi du, ngudi, gia suc, cho, meo, lon,
lon nho, thd, chuot tii ma, chudt, va chudt nhit. Ngoai ra, tdc do nay khic nhau gitra
cac té bao dugc nudi cdy so cép va cac dong té bao thiét 1ap dugc cdy chuyén.

Trong trudong hop céac té bao gan dwgc nudi cdy so cip ctia chudt, khi cac té bao
nay duogc céy trong binh nudi céy té bao & mat do 1,0 x 10 té bao/cm?, tbe @6 tiéu thu
oxy 1a 90 pmol/gidy/10° té bao ngay sau khi céac té bao bam vao binh nudi cdy va 40
pmol/gidy/10° té bao sau do, theo céc tai liéu phi sang ché 2 va 3. Gia tri nay c6 thé thay
d6i phu thudc vao mirc do bam hodc két khéi cia té bao v6i binh.

Viéc st dung vat li¢u nudi cdy theo sang ché cho phép nudi ciy trong moi truong
oxy thich hop dbi v6i céc té bao, v.v.. Khi mat do té bao I3, vi du, 1,0 x 10° té bao/en’,
the do tiéu thu oxy tét hon 1a bing hodc 16n hon 40 pmol/gidy/10° t& bao, va tot hon nita
12 nam trong khoang tir 40 dén 150 pmol/giay/10 té bao. Khi téc dd tiéu thu oxy duge
danh gia, viéc nudi cdy t6t hon 1a dugc thyc hién theo phwong phép thir nghiém (B)
dwoc md ta & trén. Tt 13, khi phuong phép thir nghiém (B) duge thuc hién v6i cac té
bao gan dugc nudi cly so cip ctia chudt duge chy c6 mat do té bao nam trong khoang
r 1,0 x 10 té bao/em? dén 4,0 x 10° t& bao/em?, tc dd tiéu thu oxy tot hon 1a tir 40 dén
150 pmol/gidy/10° té bao dbi vai it nhét mot diém trong khoang mat do té bao nay.
Binh nudi cdy
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Binh nudi cy theo khia canh thi hai cla sang ché 12 binh nudi cdy trong do it
nhét 13 bé mit nudi céy dugc tao ra tir vat liéu nudi céy dugc mo ta & trén.

Binh nudi ciy theo sing ché c6 thé chinh 12 vat liéu nudi cay dugc md ta & trén
hodc co thé dugc tao mot phﬁn béng vét liéu nudi céy nay. Khi binh nu6i céy duoc tao
mot phﬁn béng vét liéu nuoi céy nay, it nhét 12 bé mat ma cac té bao hoac vt liéu khung
nhu colagen tiép xtc truc tiép dugc tao béi vat lidu nudi cy.

Binh nudi cdy theo séng ché c6 tinh dn dinh hinh dang tdt va c6 sy cung cip oxy
dt cho cac té bao, v.v.. D& 1am binh nudi cdy, hinh dang va kich thudc 1a khong bi gidi
han cu thé. Cac vi du bao gém dia petri, binh, vét chén, tAm, chai, va tai. Binh nuoi céy
t6t hon 1 ¢6 it nhat mot giéng. Binh nudi cdy tbt hon 13 tAm c6 (cac) giéng, va tét hon
nita 12 tAm c6 (cac) giéng nhu 1 giéng, 6 giéng, 12 giéng, 24 giéng, 48 giéng, 96 giéng,
384 giéng, va 1536 giéng.

Binh nudi ciy theo séng ché c6 nghia 1 binh nubi ciy trong d6 bé mit nudi cdy
khong dugc phu vat liéu polyme tu nhién, vat liéu polyme tdng hop, hodc vat liéu vo co
dung lam khung cho céac té bao, v.v..

Khi binh nudi cdy 14 dia petri, binh, vat chén, hogc thm, mat day 12 bé mét nuoi
c?iy. Do do, trong sb mit ddy, mat bén, va mit trén cla cac binh nudi céy nay, it nhét
mot phén hodc toan bo mat day tot hon 13 duoc tao boi vat liéu nudi chy. Khi it nhét mit
day (bé mat nudi ciy) dugc tao boi vat liéu nudi cdy theo sang ché, c6 thé cung cip higu
quéa oxy trong moi trudng thong qua vat li¢u nudi ciy va nho d6 tang sinh hiéu qua cac
té bao, v.v.. trong mdi trudng. Ngoai ra, tinh n dinh hinh dang tot ctia mat day cho phép
cac té bao, v.v.. duoc nudi céy d@)ng nhét. Ngoai ra, d0 trong subt cao tao diéu kién thuan
loi cho viéc quan sat cac té bao, v.v..

Hinh dang ctia mat day la khong bi gi6i han cu thé, va céac vi du bao gém day
phing, ddy tron (day hinh chit U), ddy phéng (ddy hinh chit F), déy hinh nén (day hinh
chit V), va day phéng + canh cong. Khi mit day dugc gia cong thanh day tron (day hinh
chit U), day phang (day hinh chit F), ddy hinh n6n (ddy hinh chit V), ddy phang + canh
cong, hodc tuong tu, nd ¢6 thé duoc gia cong mot 14n bang cach dbc phun hoac dic ép,
hodc c6 thé duoc tao ra bang cach tao ra mang hodc tAm trudc, sau do gia cong lan thir
hai nhu dtc chan khong va dac ap lyc. Hinh dang ciia mat d4y dugc chon theo muc dich

nudi cdy. Dbi v6i viée nudi cdy hai chieu céc t€ bao, v.v.., hinh dang tot hon la day
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phing. Déi v6i viee nudi ciy ba chidu cac té bao, v.v.., hinh dang tot hon 1 day phang
(d4y hinh chit U) hodc day hinh nén (ddy hinh chit V).

Phan khac v6i vat lidu nudi cdy clia binh nuéi cdy co thé duge lam béang vét lidu
khac v6i vt lidu nuéi cdy. Vat liéu khac véi vét liéu nudi cdy la khong bi gioi han cu
thé, cac vat liéu da biét cong khai c6 thé duoc sit dung. Céc vi du bao gbm polyetylen
(PE), polystyren (PS), polydimetylsiloxan (PDMS), va thuy tinh.

Binh nudi cdy theo sang ché c6 thé duge xir 1y khir tring/tiét trung dé ngan nglra
nhiém ban. Phuong phép xt 1y khir trung/tiét trung la khong bi gidi han cu thé, va cac
vi du bao gdm cac phwong phép khir trung vét ly nhu phwong phép dong hoi nudc,
phuong phép dun s6i, phuong phap gidn doan, va phuong phap tur ngoai; cac phuong
phap khir tring hoa hoc st dung ozon hodc céc khi khac hodc cac chét khir tring nhu
etanol; cac phuong phdap tiét trung bang nhiét nhu phuong phap dung hoi nuée cao ap
va phuong phap dung nhiét kho; cac phuong phap tiét trung bing birc xa nhu phuong
phap dung tia gama va phuong phap cao tan; va cac phuong phap tiét trung bang khi
nhu phuong phap dung khi etylen oxit va phuong phép plasma dung khi hydro peroxit.
Trong s6 chung, do thao tac don gian va tic dung tiét trung du, phuong phap khur trung
bang etanol, phuong phap tiét tring bang hoi nuée cao ap, phuong phap tiét tring bang
tia gama, hodc phuong phap tiét trung bang khi etylen oxit 1a dugc uu tién. Céac cach xtr
ly khur trung/tiét trung nay cd thé dugc thuc hién mot minh, hodc hai hodc nhiéu cach
trong sb chuing c6 thé duoc thuc hién két hop.

Phuong phap tao ra binh nu6i cay theo sang ché 12 khong bi gi¢i han cu thé. Khi
vat liéu nudi céy 1a chinh binh nudi céy, binh nudi céy c6 thé duoc tao ra theo phuong
phap dwrge md ta & trén. Khi binh nudi cdy dugc tao mot phan boi vét lidu nudi chy, no
¢6 thé thu dugc bing cach ghép ndi thich hop vat liéu nudi cly voi b phan khac. Phuong
phap ghép ndi 1a khong bi gidi han cu thé, va vat liéu nudi cay va bo phan khic c6 thé
duoc tao ra lién khoi hodc ¢6 thé duoc gén chic v6i nhau b::ing chit keo hoic chit dinh
duoc cho vao gifta chung.

Binh nuéi cdy theo sdng ché tdt hon 12 binh nudi ciy ding cho cac té bao, va tbt
hon 12 binh nudi ¢y dung cho céc té bao gan.

Dung cu nuoi chy
Dung cu nudi cAy theo khia canh thir ba theo sang ché bao gdm vit liéu nudi chy

theo khia canh thtr nhit hozc binh nuéi ciy theo khia canh thtr hai. Dung cu nudi chy
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theo sang ché co thé 1a chinh vat liéu nudi ciy theo khia canh thit nhét hodc chinh binh
nudi céy theo khia canh th{r hai, va c6 thé 1a dung cu nudi céy trong do bé mat nudi céy
ctia vét liéu nudi cdy theo khia canh thir nhat hodc binh nubi cdy theo khia canh thi hai
dugce phu bang vat liéu polyme tu nhién, vat liéu polyme tbng hop, hoic vat lidu vo co.

Dung cu nudi céy dugc phu c6 thé thu dugc béng cach, vi dy, phu vat liéu nuoi
céy béng vt liéu polyme tu nhién, vét liéu polyme téng hop, hodc vt liéu vo co béng
phuong phép da biét cong khai. Dung cu nudi cy c6 thé thu dugc bang cach, vi du, pht
binh nuoi céy bé‘mg vét liéu polyme ty nhién, vat liéu polyme téng hop, hodc vat liéu vo
co bang phuong phap da biét cong khai, hodc st dung vat liéu nudi ciy da dugc phu
trude bé‘mg vat li€u nay cho it nhét 14 bé mat nudi céy cua binh nudi céy.

Dung cu nudi céy dugc phu ¢6 sy bam dinh va tang sinh t8t cua cac té bao, v.v..
Diéu nay co thé 1a do vat liéu polyme tu nhién, vét liéu polyme téng hop, hodc vat liéu
vd co dugc phu trén bé mit nudi cdy tac dung nhu khung cho céc té bao, v.v.. Do do,
khi cac té bao bam dinh, v.v.. dugc nudi céy, thong thuong vat liéu nudi céy hodc binh
nudi cdy duoc phil bang vt lidu polyme tu nhién, vat liéu polyme tdng hop, hodc vat
liéu vd co va duoc st dung lam dung cu nudi céy.

Vit liéu polyme tu nhién, vat liéu polyme téng hop, va vét liéu vd co la khong bi
gidi han cu thé. Cac vi du vé vat liéu polyme ty nhién bao gbdm colagen, gelatin, axit
alginic, glycosaminoglycan nhu axit hyaluronic va chondroitin sulfat, fibronectin,
laminin, fibrinogen, osteopontin, tenascin, vitronectin, thrombospondin, agaroza,
elastin, keratin, chitosan, fibrin, fibroin, va sacarit. Cac vi du vé vat liéu polyme téng
hop bao gdm axit polyglycolic, axit polylactic, polyetylen glycol, polycaprolacton, cac
peptit tbng hop, va céac protein tong hop, polyhydroxyetyl metacrylat, va
polyetylenimin. Céac vi du v& vat liéu vo co bao gdm P-tricanxi phosphat va canxi
cacbonat.

Ngoai ra, cac vi du vé vat liéu polyme tu nhién, vat liéu polyme téng hop, va vat
liéu vb co bao gdm vitrigel thu duge bang cach thuy tinh hoa hydrogel thong thuong
cta cac thanh phan chét nén ngoai bao hoic tuong tu, sau do tai hydrat héa. Cac vi du
khac 13, vi du, vitrigel colagen dugc tao boi mang ludi cac sgi colagen voi mat do cao
duoc 1am bang colagen, day 1a mot trong s& cac thanh phan chét nén ngoai bao.

Dé cai thién su bam dinh cta cac té bao va su ting sinh cta cac té bao va duy tri

céc chitc ning cla té bao trong thoi gian dai hon, viéc phi bang cac protein nhu colagen,
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gelatin, laminin, va polylysin, hodc cac peptit la duge vu tién, va viée xt ly phit bang
colagen hoic polylysin 1& dugc vu tién hon. Cac qud trinh phu nay ¢6 thé duoc thuc hién
mot minh, hodc hai hodc nhiéu loai trong $6 ching c6 thé duoc thuc hién két hop.

Dung cu nudi céy theo sang ché t6t hon 1a dung cu nuoi céy dung cho céc té bao,
va tét hon nita 12 dung cu nudi ciy ding cho cac té bao gan.

Phuong phap nudi chy

Khia canh thtr tu cua sang ché 14 phuong phéap nudi chy cac té bao, md, hodc co
quan bao gdm bude 1 cac té bao, md, hoic co quan trong dung cu nudi cdy theo khia
canh thir ba.

Phuong phéap nudi cly cac té bao, v.v. chi cAn ¢6 bude u cac té bao, v.v.. trong
dung cu nudi céy, va cac diéu kién nudi céy khac c6 thé dugc chon thich hgp theo céc
dic tinh cua cac té bao, v.v.. Phuong phap nudi cdy cac té bao, v.v. t6t hon 1a phuwong
phéap nudi chy céc té bao, va tdt hon nita 1a phuong phap nuoi cdy cac té bao gan.

Vi du thuc hién sang ché

Sau day, sang ché s& dugc gidi thich chi tiét dua vao cac vi dy; tuy nhién, sang
ché khéng bi giéi han & cac vi du nay.

Céc muc sau déy trong cac vi du dugc md ta dudi day: phuong phap xac dinh chi
s& phén tich polyme; phuong phéap xac dinh khoang cach vong xubng; phuong phap xac
dinh goc tiép xuc v6i nudce; phuong phap diéu ché dung dich phu colagen; loai té bao
va phuong phap didu ché dung dich nuéi chy; phuong phép xac dinh ndéng do oxy hoa
tan trong moi truong; phuong phap tinh tdc dd tiéu thu oxy; phuong phap xac dinh chi
s6 hoat tinh chuyén héa; phuong phap danh gid su bam dinh té bao; phuong phap quan
sat sy tu phat huynh quang cta cac té bao dugc nudi ciy; va danh gid su hép thu thude.
Trong lugng phén ti trung binh khéi (Mw) va su phan bd trong lwgng phén tir (Mw/Mn)

Trong lugng phén tr trung binh khdi (Mw) va su phan bd trong luong phén tu
(Mw/Mn) ctia polyme 4-metyl-1-penten dugc st dung lam vat liéu nudi cdy theo sang
ché duoc xac dinh bang phuong phép sdc ky tham gel (gel permeation chromatography,
GPC).

Cu thé, trong céac didu kién dugc mo ta dudi day, trong luong phan tir trung binh

khéi (Mw) va trong lugng phan tit trung binh s6 (Mn) ctia polyme dugc hoa tan trong
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orthodiclobenzen duogc xac dinh béng cach hiéu chuén trong luong phén tir dya trén cac
chat chuén polystyren.

. Thiét bi: shc ky thdm gel, kiéu HLC-8321 GPC/HT (dwgc san xudt bdi Tosoh
Corporation).

- Chuong trinh phin mém phan tich dir liéu: Empower3 (dugc san xuit boi Waters
Corporation)

- Bo phat hién: khuc xa ké vi sai

. Cac ¢t dugc méc ndi tiép: TSKgel GMH6-HT (2 cot) va TSKgel GMH6-HTL (2 ¢ot)
- Nhiét do cot: 140°C

- Téc d6 dong: 1,0ml/phut

- Nong dd mau: 1,5 mg/ml
Xéc dinh khoang cach vdng xudng

Mau thir nghiém dugc cat thanh kich thuéc gém chidu dai 100mm va chiéu rong
10mm. Mau thir nghiém nay dugc ¢ dinh vao bang thir nghiém & trang théi trong do
mau thr nghiém nho ra theo chiéu dai mdt doan 50mm theo hudng ngang tir mat trén
cua bang thir nghiém, mit trén nay ndm ngang. Ba phut sau khi ¢d dinh, thuc hién xéc
dinh khoang cach ma dau ctia mau thir nghiém nho ra tir bang thir nghiém vong xubng
theo hudng thang dimg xubng dudi tir mit phéng nim ngang bao gOdm mit trén ctia bang
thir nghiém. Qué trinh tir ¢ dinh dén xéac dinh nay dugc thuc hién ¢ nhiét d trong
phong 23°C. Cac két qua duoc thé hién trong bang 1.
Xac dinh goc tiép xtc véi nude
Viéc xac dinh goc tiép XUc voi nude cua vat liéu nudi céy sau khi duoc xt ly tao

tinh wa nudc cho bé mit c6 thé dugc thuc hién bang phuong phép theo Tiéu chuén cong
nghiép Nhat Ban JIS-R3257 (Phuong phép thir nghiém kha nang thim uét cla nén thiy
tinh) nhu sau: trong didu kién nhiét do va do 4m khong doi & 25 = 5°C va 50 = 10%,
giot nuéc nhéd 6 thé tich bang hodc nho hon 4pl, hinh dang cla né duge cho 1a hinh
cAu, duoc bd sung nho giot trén bé mit nén; va géc & mit phan cach tiép xtic cuia nén va
giot nudc nho nay trong vong 1 phut sau khi giot nude nhé dugce cho tiép xtic véi bé mait
nén dugc do theo phuong phéap nho giot khong cudng. Theo phuong 4n nay, gia tri trong
vong 1 phiit sau khi giot nuée nho dugce cho tiép xtc theo phuong phap dugc mo ta &

trén, dugc st dung lam gia tri déac tinh vat ly.
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Diéu ché dung dich phu colagen

Dung dich axit clohydric 0,1M (dung dé phan tich thé tich, FUIIFILM Wako
Pure Chemical Corporation) dugc pha lodng 100 14n bang nude dung dé tiém (duoc dién
Nhat Ban, Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.) dé diéu ché dung dich axit clohydric
0,001M, va dugc ti€t trung béng cach loc. Dung dich colagen 3 mg/ml (loai Cellmatrix
[-P, thu dugc tir gan lgn, Nitta Gelatin) duoc pha loang 2 lan béng dung dich axit
clohydric 0,001M dé diéu ché dung dich phu colagen 1,5 mg/ml.
Loai té bao va phuwong phap diéu ché dung dich nuoi cdy

Dung dich nuoi cdy dugc bd sung vao 6ng ly tam (50ml) ma hon dich té bao chira
cac té bao gan dong lanh cta chudt da dugc bd sung. Pé lam dung dich nudi céy, 1,5ml
huyét thanh bao thai bo (FBS, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation), 0,15ml
L-prolin (dung dé nuoi cdy, FUIIFILM Wako Pure Chemical Corporation) dugc pha
loang thanh 3,0 g/ml bing nudc dung dé tiém (Fuso Pharmaceutical Industfies, Ltd.),
1,5ul dung dich dexamethasone (ding cho hoa sinh, FUJIFILM Wako Pure Chemical
Corporation) dugc pha lodng thanh 1 x 10-* M bing etanol (dung cho sinh hoc phan ti,
FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation), 21ul dung dich hydrocortisone (ding
cho nuodi cdy, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation) dugc pha lodng thanh
36mM bang etanol, va dung dich BSA duoc pha lodng thanh 1,0 mg/ml bang nuée ding
dé tiém dugc sir dung, va ngoai ra 15ul dung dich yéu td sinh truéng biéu bi (EGF, dung
cho sinh hoc té bao, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation) dugc pha lodng
thanh 20 pg/ml, 8,7ul dung dich insulin (10 mg/ml trong HEPESS, SIGMA), 0,3ml dung
dich penicillin/streptomycin (chira 5000 don vi/ml penicillin va 5000 pg/ml
streptomycin, dung cho nudi ciy, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation), va
13ml méi truong D-MEM (chira 4500 mg/ml D-glucoza, 584 mg/ml L-glutamin, 15
mg/ml d6 phenol, 110 mg/ml natri pyruvat, va 3700 mg/ml natri hydro cacbonat, dung
cho nudi cdy, FUIIFILM Wako Pure Chemical Corporation) dugc bd sung dé diéu ché.
Viée didu chinh mét do t bao duge thuc hién bing cach diéu chinh s6 lugng té bao
trong hon dich té bao chua cac té bao gan dong lanh cua chudt. Néu khoéng c6 Iuu y
khac, mat do té bao 14 1,0 x 10 té bao/cm?. Trong qua trinh nudi cdy mat do cao trong
vi du 8 va Vi du so sanh 6, mat do té bao 1a 4,0 x 10° té bao/cm?.

Xac dinh hé s6 thAm oxy va tinh tdc d6 thim oxy

30



44891 31/53

Hé s6 thim oxy dugc xac dinh trong mdi trudng c6 nhiét d6 23°C va do am twong
d6i 0% bing thiét bi do do thAm khi kiéu chénh 4p MT-C3 dugc san xuat bdi Toyo Seiki
Seisaku-Sho, Ltd. Pudng kinh cta phan do 12 70mm (dién tich thim la 38,46 cm?). Do
hé s6 thAm oxy lén dugc mong doi, mau dugc che trude béng 14 nhdom dé c6 dién tich
tham thuc té 1 5,0 cm?.

Gia tri do dugc cua hé sb thdm oxy [cm® x mm/(m? x 24 gio x atm)] dugc chia
cho do day (um) clia mang (vat liéu nuoi céy) dé tinh toc do thAm oxy [cm?/(m? x 24
gio x atm)].

Xéc dinh ndng d6 oxy hoa tan trong mdi truong

Mot ngay sau céy té bao, dung dich nudi céy duoc loai bo khoi binh nudi céy, va
0,5ml dung dich nudi cdy duogc bb sung méi. Sau do, ndng d6 oxy hoa tan trong dung
dich nudi cdy dugc x4c dinh bang cach stt dung may theo ddi oxy FireSting (dwgc san
xuéit boi BAS Inc.). Viée xac dinh ndy dwgce thyc hién trong ti &p duge tao am. Cam
bién dugc dat & chiéu cao 80um tir mit day cua binh nudi cdy, va ndng do oxy hoa tan
duoc xac dinh trong 1 gio. Gia tri (%) thu dugc bang céch chia ndng do oxy hoa tan sau
1 gidr cho ndng dd oxy bao hoa trong dung dich nudi ciy va nhan vé6i 100 duge thé hién
trong bang 1. Nong do oxy bao hoa trong dung dich nudi ciy duge xac dinh bang cam
bién oxy huynh quang (may theo ddi oxy FireSting, dugc san xuét boi BAS Inc.).

Tinh tbc d6 tiéu thu oxy

Tbc d6 tidu thu oxy dugc tinh bang cach 14y tich s§ cua hiéu sb gitta ndng d6 oxy
(20%) cua khong khi bén ngoai (bén trong ti ap dugc tao 4m) va ndng do oxy hoa tan
trong dung dich nudi céy nhu dugc mo ta & trén va tdc d6 thidm oxy chia cho mat do té
bao, dé 1am lugng tiéu thu cho mot té bao.

Xac dinh chi s hoat tinh chuyén héa

24 gidy sau khi cdy té bao, dung dich nudi ciy dugc loai bo khoi binh nudi cdy,
luciferin-CEE duogc pha lodng bing dung dich nudi chy duoc bd sung vao, va cac té bao
duoc nudi cdy thém trong 3 gid. Sau khi cac té bao dugc nudi cay dugc chuyén sang
tdm ¢6 96 giéng cling v6i dung dich nudi ciy chira luciferin-CEE, hén hop 16ng cta chét
phan tng phat hién luciferin va chat dém hoan nguyén dugc bd sung va dé phan tng
trong 1 gid & nhiét do trong phong v6i anh sang dugce che. Sau 1 gi0, mic d0 phat sang

(don vi anh sang tuong dbi: RLU) dugc x4c dinh bang méay do do sang.
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DPbi véi luong protein, cac budc sau ddy duoc thuc hién. Sau khi dung dich
luciferin-CEE dugc pha lodng bang dung dich nudi ciy dugc loai bo, 200ul PBS(-) dugc
b sung vao mdi trudng, va sau do cac té bao duge thu hdi vao dng Eppendorf bang cach
str dung dung cu cao té bao va dugc ly tim (4°C, 22000 x g, 10 phut). Sau do, dich ndi
bé mat dugc loai bd, va 100ul dung dich natri hydroxit 0,IM duoc bd sung. Sau do,
lugng protein dugce x4c dinh béng cach st dung kit phan tich protein Pierce (nhan hiu
hang hoa) BCA (Thermo Fisher Scientific). Nang sudt hap thu & buéc séng 450nm duge
xéc dinh bing bd doc tim (SPECTRA max PLUS384, dugc san xuét boi Molecular
Devices, LLC.).

Luwong hoat tinh chuyén héa (pmol/l) ctia dung dich luciferin-CEE, thu dugc bing
may do d6 sang, dugc xac dinh béng cach st dung kit phan tich P450-Glo (nhan hiéu
hang héa) CYP1A1 (Promega), va chia cho lugng protein thu dugc bang ning suét hép
thu va thoi gian phéan Gng cua dung dich luciferin-CEE d8 tinh chi sb hoat tinh chuyén
hoa (pmol/phut/mg protein). Cac két qua duoc thé hién trong bang 1.

Dénh gia sy bdm dinh té bao

Hdn dich té bao (0,5ml) chua cac té bao gan dong lanh cta chudt duoc chy trong
binh vi @ & 37°C dudi 5% CO,. Sau khi nudi cdy trong 1 ngdy va 7 ngay, céc t& bao
dugc quan sat bang kinh hién vi dé danh gid su bam dinh té bao. Bang 1 cho thiy ring
trang thai ma trong do cac té bao gan bam dinh va m& rong dugc ky higu 1a AA, trang
thai ma trong d6 cac té bao gan bam dinh va mé rong & mirc do nhe duoc ky hiéu 1a BB,
va trang thai ma trong do cac té bao gan bam dinh nhung c¢6 dang tron va khong mo
rong hodc cac té bao gan roi ra dugc ky hiéu 1a CC.

Quan sét su tu phat huynh quang trong binh nudi cay

Kinh hién vi huynh quang tdt ca trong mot BZ-X700 (dugc san xuét béi
KEYENCE CORPORATION) dugc st dung. Qua cac bd loc phu ctia kinh hién vi duoc
g0i 12 bd loc BZ-X DAPI (tao mau xanh da trdi), bo loc BZ-X GFP (tao mau xanh 14
cdy), va bo loc BZ-X TexasRed (tao mau do), vat liéu nudi céy & mit day cua binh nuoi
cdy dugc quan sat, va su xuét hién hodc khong xuat hién cia cdc mau huynh quang xanh
da troi, xanh 14 cdy, va d6 dugc quan sat.

Dénh gié sw hép thu dwoc chat
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MOi loai dung dich duoc chit khac nhau dugc bd sung vao ba giéng dugc chon
tu do trong binh c6 24 giéng v&i lugng 0,5ml vao mbi giéng va dé yén & 23°C trong 2
ngdy. Sau d6, cac dung dich dugc chét dugc thu hoi. Nong do cta cac dung dich duoc
chét dugc thu hdi nay dugc xac dinh bang phwong phap phén tich huynh quang hodc
LC/MS. T§ 1¢ tdn du duge chit, 1a ndng d¢ caa dung dich duge chét thu hoi so v6i nong
do cua dung dich dugc chét trude khi duge bd sung vao binh, dugc tinh. Gia tri trung
binh cua ty 18 ton du duoc chit trong ba giéng duoc dua ra.

Céc dugc chat dé danh gia

1. Dung dich rodamin B trong nudc mudi dém phosphat (sau ddy, dugc goi la PBS)
(ndng d6 10 umol/1)

2. Dung dich rodamin 123 trong PBS (ndng dd 10 umol/l)

3. Dung dich rodamin 6G trong PBS (nbéng do 10 pmol/l)

4. Dung dich xyclosporin A trong dimetyl sulfoxit (sau day, dugc goi 1a DMSO) (ndng
do 10 umol/l)

5. Dung dich ticlopidin hydroclorua trong DMSO (ndng dd 10 umol/1)

6. Dung dich leflunomide trong DMSO (ndéng do 10 umol/l)

7. Dung dich troglitazon trong DMSO (ndng dd 10 umol/l)

8. Dung dich isoproterenol hydroclorua trong DMSO (ndng dd 10 pmol/1)

Déi véi cdc duoc chit tir 1 dén 3 dé danh gi4, viéc phan tich ndng do dugc thuc
hién bang phuong phép phén tich huynh quang. Péi v6i cac duoc chat tir 4 dén 8 aé
danh gia, viéc phan tich ndng do dugc thuc hién bang cach LC/MS.

Diéu kién phan tich huynh quang

. Thiét bj dénh gia: FP-6600 (phé ké huynh quang, dugc san xudt boi JASCO
Corporation)

- 6 duoc st dung: Micro cell dugc lam béng thach anh

- Chiéu rong dai: phia kich thich: 5nm, phia huynh quang: 6nm

- Do nhay (dién ap PMT): 400V

- Buéc song kich thich: rodamin B 555nm

rodamin 123 505nm

rodamin 6G 525nm
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- Buéc song do huynh quang: rodamin B 580nm

rodamin 123 530nm
rodamin 6G 555nm

- T d6 quét: 2000nm/phut
Piéu kién LC/MS

44891

- Thiét bi: hé théng Acquity UPLC nhém I/

TQ-S micro (nudc)

34/53

- Phuong phép ion héa: ion héa phun electron (electrospray ionization, ESI), phét hién

ion duong va dm

Phét hién: theo ddi phan tmg duoc chon (selected reaction monitoring, SRM)

1. Tinh phéan cyec:

Duong: xyclosporin A, ticlopidin hydroclorua, isoproterenol hydroclorua

Am: leflunomide, troglitazon
2. Ton tién chat:

xyclosporin A: m/z 1203
ticlopidin hydroclorua: m/z 264
leflunomide: m/z 269
troglitazon: m/z 440
isoproterenol hydroclorua: m/z 212
3. Ton san phdm

xyclosporin A: m/z 156
ticlopidin hydroclorua: m/z 89
leflunomide: m/z 82
troglitazon: m/z42

isoproterenol hydroclorua: m/z 152

Vi du diéu ché 1. Phuong phép diéu ché vat liéu nudi cdy
TPX (nhin hiéu hang hoa da dang ky) (dugc san xuét béi Mitsui Chemicals, Inc.:
trong lwgng phan tr (Mw) = 428000, sy phén bd trong lwong phan tt (Mw/Mn) = 4,1),

1a polyme 4-metyl-1-penten, duge sir dung. Qua trinh duc ép dun duge thuc hién bang

34



44891 35/53

cach thao TPX vao may ép dun c¢6 khuon hinh chit T ¢o lap truc vit kiéu toan bd hanh
trinh dé ép dim 16p nén, didu chinh nhiét do ép dun dén 270°C va nhiét o truc dén 60°C,
va thay dbi diéu kién tdc d6 quay ctia truc. Do d6, nam loai mang c6 d day khéc nhau
da thu duoc. Cac mang c¢6 do day 50um, 100pm, 200pm, 280um, va 400um dugc goi
turong Ung 1a mang 1, mang 2, mang 3, mang 4, va mang 5.

Vi du diéu ché 2. Phuong phép x&t ly bé mit ciia vat liéu nudi cdy va phuong phép tao
ra binh nudi cdy don gian

Céc mang 1 dén 5 duge xit Iy dién hoa bing cach st dung thiét bj xu Iy dién hoa
kidu ban (duoc san xudt béi KASUGA DENKI, INC.) (t6¢ d6 x Iy 3 m/phut, cong suét
0,5 kW, chuyén dong tinh tién qua lai 2 1an). Ltic nay, goc tiép xtic v6i nudce clia bé mit
cua vat liéu nudi cdy duoc xé4c dinh va dugc thé hién trong bang 1.

Sau d6, mdi mang tr 1 dén 5 dugc cit béng miii dot c6 duong kinh 23mm va
dugc ngam bang etanol dé khtr tring (duoc dién Nhat Ban, FUJIFILM Wako Pure
Chemical Corporation) trong 1 gi¢. Sau 1 gio, cic mang tur 1 dén 5 duwoc ngdm bang
PBS(-) Dulbecco (dung dé nudi cdy, FUIIFILM Wako Pure Chemical Corporation) dé
loai bo etanol bam vao bé mit, va sau d6 duoc 1am kho qua dém & nhi¢t do trong phong
dé tiét trung. Mt trén va mat dudi ca mdi trong s6 cac mang tir 1 dén 5 duoc kep gilta
cac khung polyetylen duge tiét trung. Theo cach nay, cac binh nudi cdy 1 dén 5 trong
d6 bé mit nudi céy c6 dudng kinh trong 15mm dugc tao ra.

Vi du diéu ché 3. Phuong phap xir ly bé mit ctia vat liéu nudi ciy va phuong phép tao
ra tAm nubi cy co 24 giéng

Mang 1 dugc xu ly plasma bang cach st dung thiét bi xt Iy bé mit plasma & ap
sut khi quyén (duoc san xuat béi Sekisui Chemical Company, Limited) va nap dong
khi nito vao bén trong budng (tbc do xtr ly 2 m/phit, cong sut 4,5 kW, chuyén dong
tinh tién qua lai 2 lén). Luc nay, goc tiép xtic véi nude ctia bé mit cia vat liéu nudi céy
duogc xac dinh va duogc thé hién trong bang 1.

Sau d6, mang 1 ma da dugc xt Iy plasma dugc gin chic v4i mit ddy cua khung
binh c6 24 giéng dugc lam bang polystyren (con duoc goi la PS) bang chét dinh dung
trong y t& duge cho vao gitra chung. Theo cach nay, tAm nudi cdy c6 24 giéng (binh nudi
céy 6) duoc tao ra, dugc dong trong tui chiu duoc tia gama, va dugc ti€t trung being cach

chiéu tia gama 10 kGy.
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Vidul

Sau khi 0,5ml dung dich phu colagen 1,5 mg/ml dugc bd sung vao bé mit nuodi
cdy cta binh nudi ciy 1 dugctaora bang mang 1 c6 do day 50um, dung dich phii colagen
du dwoc loai bo. Binh nudi cdy 1 dugc dé yén & nhiét do trong phong trong 30 dén 60
phut, rira bing PBS (-) Dulbecco, va lam khd qua dém & nhigt do trong phong. Theo
cach nay, nam binh nudi cdy 1 duge phii colagen dugce tao ra.

Tiép theo, dung dich nudi cay (0,5ml) chira cac té bao gan dong lanh cta chudt
dugc cdy trén b& mat nudi cdy ciia mdi trong s6 nam binh nudi cdy 1 bang micropipet.
Sau d6, mdi binh nudi cdy 1 dugc day bang nap dugc lam bang polystyren va dé trong
ta 4p dé bat diu nudi ciy & 37°C duéi 5% COa. Sau 1 ngay, bén binh nudi ciy 1 duge
14y ra khoi ti ap, mit day cua mdi binh dugc quan sat theo chiéu ngang, va sy c6 mat
hodc khong c6 mat cia hién tugng vong xubng ctia mang trong mdi truong nudi cy
dugc quan sat. Két qua 1a tat ca cac binh khong c6 su thay dbi so voi thoi diém khi cac
binh dugec tao ra va khong cé hién tugng vong xudng. Tiép theo, mdi trong s6 bdn binh
nudi cy 1 dugc quan sat bang kinh hién vi, va hinh thic bén ngoai ctia céc té bao dang
phat trién trong khi bAm vao binh dugc quan sat. Sau do, voi mat trong s6 bbn binh nudi
cdy 1, ndbng do oxy hoa tan trong mdi truong dugc do, va tdc do tiu thu oxy dugc tinh.
Vi ba binh con lai, hoat tinh chuyén héa dugc do, va két qua dugc thé hién trong bang
1. (Chi sb hoat tinh chuyén hoa dugc thé hién trong bang 1 dudi dang gia tri trung binh
cia cac két qua ctia ba binh nay). Ngoai ra, mot binh con lai duge nudi cdy trong 7 ngay
va lay ra khoéi to 4p. Hinh thirc bén ngoai cla cac té bao dang phat trién trong khi bam
vao binh dugc quan sat, va két qua duge thé hién trong bang 1. Fig.1 thé hién céc két
qua cta viéc quan sat té bao sau 1 ngay va 7 ngay bang kinh hién vi twong phan pha.

Vidu?2

Céc té bao gan dong lanh cta chudt dugce nudi ciy theo cach gibng nhu trong vi
du 1, chi khac 1a st dung binh nudi cdy 2 dugc tao ra bang mang 2 c6 do day 100pm.
Sau 1 ngay, mat day cua mdi binh dugc quan sét theo chiéu ngang, va su c6 mat hodc
khong c6 mét cia hién tugng vong xubng ciia mang trong mdi trudng nudi ciy duoc
quan sat. Két qua 1a mang khong c6 sy thay dbi so v6i thoi diém khi cac binh duge tao
ra va khong c6 hién tuong vong xubng. Bang 1 thé hién cac két qua danh gia sy bam

dinh té bao, két qua tinh tdc do tiéu thu oxy tir ndng do oxy hoa tan, va gia tri do dugc
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cta hoat tinh chuyén hoa sau 1 ngay nudi cdy va su bam dinh té bao sau 7 ngdy nudi
cdy.
Vidu3

Céc té bao gan dong lanh cua chudt dugc nudi ciy theo cach gidng nhu trong vi
du 1, chi khac 1a st dung binh nudi céy 3 dugc tao ra béng mang 3 cé d¢ day 200um.
Sau 1 ngay, mdt day cua mdi binh duoc quan sat theo chiéu ngang, va s c6 mat hodc
khong c¢6 mat cta hién twong vong xubng clia mang trong moi trudong nudi ciy duoc
quan sat. Két qua 1a mang khong c6 sy thay dbi so voi thoi diém khi cac binh duge tao
ra va khong c6 hién tugng vong xudng. Bang 1 thé hién cac két qua danh gia sy bam
dinh té bao, két qua tinh tdc do tidu thu oxy tir ndng do oxy hoa tan, va gié tri do dugc
ciia hoat tinh chuyén héa sau 1 ngay nudi cdy va su bam dinh té bao sau 7 ngiy nudi
cdy.

Vidu4

Céc té bao gan dong lanh cua chudt duge nudi ciy theo cach gidng nhur trong vi
du 1, chi khac 1a st dung binh nudi céy 4 duoc tao ra béng mang 4 c6 do day 280um.
Sau 1 ngay, mdt day cua mdi binh duogc quan sat theo chiéu ngang, va su c6 mit hodc
khoéng c6 mdt cta hién tugng vong xudng ctia mang trong moi trudong nudi chy duoc
quan sat. Két qua 12 mang khong c6 su thay dbi so voi thoi diém khi cac binh duge tao
ra va khong cé hién tuong vong xudng. Bang 1 thé hién céac két qua danh gia sy bam
dinh té bao, két qua tinh tdc dd tiéu thu oxy tir ndng d6 oxy hoa tan, va gia tri do duoc
ciia hoat tinh chuyén héa sau 1 ngay nudi cdy va su bam dinh té bao sau 7 ngay nudi
cdy.

Vidu 5

Céc té bao gan dong lanh cta chudt dugc nudi ciy theo cach gidng nhu trong vi
du 1, chi khac 1a st dung binh nudi chy 5 dugc tao ra bang mang 5 c6 do day 400pum.
Sau 1 ngay, mat day cua mdi binh dugc quan sat theo chidu ngang, va sy c6 mit hodc
khoéng c¢6 médt cta hién twgng vong xudng clia mang trong moi trudong nudi chy dugc
quan sat. Két qua 12 mang khong c6 sy thay dbi so voi thoi diém khi cac binh duge tao
ra va khong c6 hién tuong vong xubng. Bang 1 thé hién cac két qua danh gid sy bam
dinh té bao, két qua tinh té¢ do tiéu thu oxy tir ndng d oxy hoa tan, va gia tri do dugc
ctia hoat tinh chuyén hoa sau 1 ngay nudi cdy va su bam dinh té bao sau 7 ngay nudi

cay.
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Vidu6

Céc té bao gan doéng lanh ctia chudt dugc nudi ciy theo cach gidng nhu trong vi
du 1, chi khac 1a st dung binh nuoi cdy 6, day 1a tm nuoi chy c6 24 giéng dugc tao ra
trong vi du didu ché 3. Lic nay, bén trong sb 24 giéng dugc sir dung. Sau 1 ngdy, mat
day ctia mdi binh dugc quan sat theo chiéu ngang, va su c¢6 mit hogc khong c6 mat clia
hién twong vong xubng ctia mang trong moi truong nudi cdy dugc quan sat. Két qua la
mang khong c6 su thay ddi so voi thoi diém khi cac binh dugc tao ra va khong c6 hién
twong vong xubng. Bang 1 thé hién cac két qua danh gid sy bam dinh té bao, két qua
tinh tdc do tiéu thu oxy tir ndng do oxy hoa tan, va gia tri do dugc cua hoat tinh chuyén
hoéa sau 1 ngay nudi cdy va su bam dinh té bao sau 7 ngay nudi cly.

Vidu7

Céc té bao gan dong lanh ctia chudt dugce nudi cdy theo cach gidng nhu trong vi
du 1, chi khac 1a st dung binh nudi cdy 6, day 1a tAm nuéi cy co 24 giéng duoc tao ra
trong vi du didu ché 3, khong duge phu colagen, va ciy dung dich nudi ciy (0,5ml) chira
c4c té bao gan dong lanh cta chudt truc tiép trén mdi trong s6 bbn giéng cua binh nudi
cdy 6. Sau 1 ngdy, mat day cua mdi binh dugc quan sat theo chiéu ngang, va sy c6 mit
hodc khéng c6 mat ctia hién tuong vong xubng cia mang trong mdi truong nudi cy
dugc quan sat. Két qua 1a mang khong c6 su thay dbi so v6i thoi diém khi cac binh dugce
tao ra va khong c6 hién tuong vong xudng. Bang 1 thé hién cac két qua danh gid sy bam
dinh té bao, két qua tinh tdc do tiéu thu oxy tir néng dd oxy hoa tan, va gia tri do dugc
ctia hoat tinh chuyén héa sau 1 ngdy nudi cdy va su bam dinh té bao sau 7 ngdy nudi
cdy.

Vidu 8

Céc té bao gan dong lanh cta chudt duoc nudi céy theo cach gidng nhu trong vi
du 1, chi khdc 12 thay d&i mat do té bao trong dung dich nudi cdy thanh 4,0 x 10° té
bao/cm?. Sau 1 ngdy, mit ddy cia mdi binh dugce quan sit theo chiéu ngang, va su c6
mit hodc khéng c6 mat cua hién tugng vong xubng clia mang trong mdi trudng nudi chy
dugc quan sat. Két qua 12 mang khong c6 sy thay dbi so v6i thoi diém khi cac binh dugce
tao ra va khong c6 hién tugng vong xubng. Bang 1 thé hién céc két qua danh gid sy bam
dinh té bao, két qua tinh tdc do tidu thy oxy tur néng dd oxy hoa tan, va gia tri do dugc
ctia hoat tinh chuyén héa sau 1 ngdy nudi cdy va su bam dinh té bao sau 7 ngdy nudi

r
A

cay.
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Vidu9

Mang 6 c6 do day 50um da thu dugc theo cach gidng nhu trong Vi du didu ché
1, chi khac 1a st dung TPX (nhan hiéu hang hoa da dang ky) (dugce san xuat bai Mitsui
Chemicals, Inc.) c6 trong lugng phén tir trung binh khéi (Mw) bang 95000 va su phén
b trong lwong phan t (Mw/Mn) bang 3,5, day 1a polyme 4-metyl-1-penten.

Céc té bao gan dong lanh cta chudt dugc nudi ciy theo cach gidng nhu trong vi
du 1, chi khac 1a thay ddi mang 1 thanh mang 6. Sau 1 ngay, mit ddy cla mdi binh duogc
quan sat theo chiéu ngang, va sy c6 mit hodc khong c6 mit cua hién tugng vong xuéng
cua mang trong mdi trudng nudi chy duoc quan sat. Két qua 1a mang khong c6 su thay
d6i so v6i thoi diém khi cac binh duoc tao ra va khong c6 hién tuong vong xubng. Bang
| thé hién cac két qua danh gid sy bam dinh té bao, két qua tinh toc d tiéu thu oxy tir
ndng dd oxy hoa tan, va gid tri do duoc cua hoat tinh chuyén hoa sau 1 ngay nudi ciy
va su bam dinh té bao sau 7 ngay nudi cdy.

Vidu 10

Mit day cda binh nuoi cdy cta vi du 5, trong d6 vét liéu nudi céy 1a polyme 4-
metyl-1-penten, dugc quan sat bang kinh hién vi huynh quang dé khang dinh su Xudt
hién hogc khong xuét hién ctia sy tw phat huynh quang c6 ngudn gbc tir vat liéu nudi
cdy. Két qua 1a khdng c6 sy tu phat huynh quang 6 ngudn gbc tlr vat liéu nao duoc nhin
thdy khi quan sét bang bét ky trong s& céc bo loc bude séng gdm bd loc BZ-X DAPI,
b6 loc BZ-X GFP, va bd loc BZ-X TexasRed. Didu nay cho thiy ring cac té bao ¢ thé
dugc quan sat truc tiép trén bé mat nudi céy cua binh nay. Fig.4 thé hién cac anh chup
ciia bé mat nudi cdy dugc quan sat béng kinh hién vi huynh quang.
Vi du so sanh 1

Binh nudi cdy cl dugc tao ra bing cach didu ché mang c6 do day 600um theo
cach gidng nhu trong Vi du didu ché 1, va xtr Iy bé mit va tiét trung mang theo cach
gidng nhu trong Vi du diéu ché 2. Tiép theo, cac té bao gan dong lanh cta chudt dugc
nudi cdy theo cach gidng nhu trong vi du 1. Sau 24 gid, mit ddy cta mdi binh dugc quan
st theo chiéu ngang, va sy c¢6 mat hodc khong c6 mat cua hién tuong vong xuéng cua
mang trong mdi trudng nudi ciy dugc quan sét. Két qua 12 mang khong c6 su thay aoi
so vé6i thoi diém khi céc binh duoc tao ra va khong o6 hién tuong vdng xubng. Bang 1

thd hién cac két qua danh gia sy bam dinh té bao, két qua tinh toc do tiéu thu oxy tir
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ndng do oxy hoa tan, va gid tri do dugc ciia hoat tinh chuyén hoa sau 1 ngay nudi cy
va su bam dinh t€ bao sau 7 ngay nuoi cay.

Vi du so sanh 2

Binh nudi ciy c¢2 duoc tao ra bang cach sir dung mang 1 c¢6 do day S0um va dugc
tiét tring ma khong xu ly bé mit trong Vi du didu ché 2. Tiép theo, cac binh nudi chy
¢2 dugc phu colagen theo vi du 1. Tuy nhién, bé mat nudi cdy khong thdm dung dich
chtra colagen va khong thé c6 16p phit colagen, dan t6i khong nudi cdy cac té bao gan
dong lanh ctia chudt.

Vi du so sanh 3

Céc binh nudi cdy c¢2 dugc tao ra trong Vi du so sanh 2 dugc st dung. Cac binh
nudi cdy c2 khong duge phu colagen, dugc cy truc tiép dung dich nudi cay (0,5ml)
chia cac té bao gan dong lanh cua chudt, mdi binh duge ddy bang ndp dugc lam bang
polystyren, va dé trong ta dp dé bét dAu nudi cdy & 37°C duéi 5% CO,. Sau 1 ngay, cic
binh nudi cdy c2 dugc 14y ra khoi ti 4p, mat déy cua mdi binh dugc quan sét theo chiéu
ngang, va sy ¢6 mat hodc khong c6 mat ctia hién tugng vong xudng clia mang trong moi
trudong nudi cdy duge quan sat, Két qua 1a mang khong c6 sy thay dbi so vdi thoi diém
khi cac binh duoc tao ra va khong c6 hién tuong vong xudng. Tiép theo, khi méi trudng
dugc loai bd dé danh gia néng dd oxy hoa tan va hoat tinh chuyén hoa, cac té bao khong
duoc gén chéc trén bé mit nudi cdy va dugc loai bo ra khoi binh ciing véi méi trudng,
va chi mot sb luong nhd té bao con lai trén bé mat nudi céy. Do d6, khong thé danh gia
nbéng do oxy hoa tan va hoat tinh chuyén héa. Viéc dénh gia ma can duoc thuc hién sau
7 ngay bi hiy bo.

Vi du so sanh 4

Céc té bao gan dong lanh cia chudt duoc nudi ciy theo cach gidng nhu trong vi
du 1, chi khéc 12 st dung binh nudi cdy TCPS 24 giéng c6 ban trén thi trudng (duoc san
xuét bai Corning Incorporated, dugc 1am bang polystyren (PS)) co do day bé mit nuoi
cdy 1a 1000pum. Sau 1 ngay, mat day cla mdi binh dugc quan sat theo chiéu ngang, va
su ¢6 mit hodc khong c6 mét cia hién tuong vong xuéng cta mang trong moi truong
nudi cdy dugc quan sét. Két qua 1a mang khong c6 sy thay dbi so v&i thoi diém khi cac
binh duoc tao ra va khong cé hién tugng vong xubng. Bang 1 thé hién céc két qua danh
gid sy bam dinh té bao, két qua tinh tdc d6 tidu thu oxy tur néng dod oxy hoa tan, va gia

tri do dugc cta hoat tinh chuyén hoa sau 1 ngay nudi ciy va su bam dinh té bao sau 7
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ngdy nudi cdy. Fig.2 thé hién cac két qua ctia viéc quan sét cac té bao sau 1 ngay va 7
ngdy bang kinh hién vi tuong phan pha.
Vi du so sanh 5

Céc té bao gan dong lanh cia chudt dugc nudi cdy theo cach gidng nhu trong vi
du 1, chi khac 1a st dung binh nudi cdy 24 giéng bang PDMS (polydimetylsiloxan) c6
ban trén thi truong (tén san phdm: tim G, VECELL (nhan hiéu) kiéu V24WGPB-10) ¢6
o day vat liéu nudi cdy 1a 350um dé 1am binh c6 d9 thim oxy cao. Sau 1 ngay, céc binh
duoc 14y ra khoi ti 4p, mat day ctia mdi binh duge quan sat theo chiéu ngang, va su c6
mit hodc khong c6 mat cua hién tuong vong xubng clia mang trong mdi trudng nudi cy
dugc quan sat. Két qua 12 mang chuyén thanh trang thai trong d6 né bi cong va vdng
xubng theo huéng xubng dudi. Khi moi truong duge loai bo dé danh gia néng do oxy
hoa tan va hoat tinh chuyén héa, cac té bao da ting sinh & trang thai cac cum & gitra bé
mit nudi cdy. Bang 1 thé hién céc két qua danh gi4 sy bam dinh té bao, két qua tinh toc
>d€) tiéu thu oxy tir ndng dd oxy hoa tan, va gié tri do duoc clia hoat tinh chuyén héa sau
1 ngay nudi cdy va su bam dinh té bao sau 7 ngay nudi cdy. Fig.3 thé hién cac két qua
cta viée quan sat té bao sau 1 ngdy va 7 ngdy bing kinh hién vi twong phan pha.

Vi du so sanh 6

Céc té bao gan dong lanh ctia chudt dugc nudi chy theo cach gidng nhu trong vi
du 1, chi khac 1a st dung binh nudi chy TCPS c6 24 giéng (dugc san xuét boi Corning
Incorporated, dugc lam bang polystyren (PS)) dugc md ta trong Vi du so sanh 4 va thay
dbi mat do té bao trong dung dich nudi cdy thanh 4,0 x 10° t€ bao/cm?. Sau 1 ngdy, mt
déay cua mdi binh dugc quan st theo chiéu ngang, va sy c6 mat hodc khong c6 mat cua
hién tuong vdng xubng ctia mang trong moi trudong nudi ciy dugc quan sét. Két qua 1a
mang khong c6 su thay dbi so véi thoi diém khi cac binh duge tao ra va khong c6 hién
trong vong xubng. Bang 1 thé hién céac két qua danh gid sy bam dinh té bao, két qua
tinh téc do tiéu thu oxy tir néng dd oxy hoa tan, va gié tri do dugc cua hoat tinh chuyén
héa sau 1 ngay nudi ciy va su bam dinh té bao sau 7 ngay nudi ciy.

Vi du so sanh 7

Mait day cua binh nuoi ciy cua vi du so sanh 4, trong d6 vt liéu nudi chy l1a
polystyren, dugc quan sat bang kinh hién vi huynh quang. Két qua 1a khong c6 su tu
phat huynh quang c6 ngudn gbc tir vt liéu nao dugc nhin thdy khi quan st bang cac bo

loc bude séng gdm bd loc BZ-X GFP va bd loc BZ-X TexasRed, nhung huynh quang
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xanh da troi 6 ngudn gdc tir vat lidu duge nhin thay khi quan sat bang bo loc budce song
ciia bd loc BZ-X DAPI. Piéu nay cho thdy rang céc té bao khong thé dugc quan st
huynh quang truc tiép trong binh nuoi ciy nay. Fig.5 thé hién cac anh chup cta bé mit

nudi cdy dugc quan sat bing kinh hién vi huynh quang.
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1) khong thé phu colagen, va cac té bao khong bam dinh, dan t6i khong nudi cay dugc.
2) Khi méi truong duoc loai bd, cac té bao dugc loai bd ra khoi binh cing véi moi
truong, dan t6i khong danh gia dugc.

Nhu d3 thdy tir bang 1, ¢6 thé nudi cdy trong thoi gian dai dén 7 ngay trong qué
trinh nudi cy cac té bao gan dong lanh cua chudt bang céach sir dung binh nudi cy trong
d6 vat liéu nudi cdy theo sing ché duoc dat & phan day cta binh nudi cdy. Vi viéc
khong c6 hién tugng udn cong & mit day cta binh, cac té bao bam dinh va ting sinh
ddng nhét trén toan bd bé mat nudi cdy va duy tri hinh thai. Mat ddy cua binh khong ¢6
s udn cong va duy tri do bén du ngay ca khi mang 6 c6 trong luong phan tir (Mw) bang
95000 va do day béng 50pm duge st dung lam vat liéu nudi céy. Do do, vat liéu nuoi
cdy chtra polyme 4-metyl-1-penten (X) theo sang ché ¢6 tinh 4n dinh hinh dang tot.

Tir viéc quan sat chi tiét hiéu qua ctia viéc nudi cdy cac té bao gan dong lénh cua
chudt béng cach st dung vat liéu nuoi céy theo sang ché, toc do tiéu thu oxy clia té bao
duoc tinh bang cach do ndng do oxy trong mdi truong sau 1 ngay nudi cdy 1a bang hoic
16n hon 40 pmol/gidy/10° té bao, va téc do tidu thu oxy du duge duy tri ngay ca trong
két qua v6i mat do té bao tang 1én 4 1an. Do d6, oxy dugc cung cAp hiéu qua qua vat liéu
nudi cdy. Do d6, chi s6 hoat tinh chuyén hoa, ma danh gia hoat tinh chuyén héa dugc
chét duéi dang ham sb cua cac té bao gan, la cao, va chirc nang cua té bao duoc duy tri
binh thuong. Mit khéc, lugng tiéu thu oxy trong cac vi du so sanh 1 va 4 1a nhé hon 30
pmol/gidy/ 10° té bao. Nhu vay, oxy ma can thiét cho céc té bao gan dong lanh cua chudt
dé it nhit 12 ting sinh va biéu hién chirc ning la khong dugc cung cip. Do d6, cac té bao
ma dugc nudi cdy dic biét 1a trong cac binh PS trong céc vi du so sanh 4 va 6 ¢6 chi s&
hoat tinh chuyén hoa thap, va ngay ca khi cac té bao tang sinh, chiing khong thé biéu
hién chirc nang binh thuong.

Ngoai ra, két qua cta viéc st dung binh nudi cdy trong d6 PDMS, ma da dugc
biét rong rdi la binh c6 tinh thidm oxy cao, dugc dit trén mat day cia binh (Vi du so sanh
5) cho thdy rang, PDMS trén mt day cta binh ¢6 hinh dang cong nhiéu sau 1 ngdy mac
du duong kinh trong ctia 16 khong qué 16n, bing 16mm. Piéu nay dugc cho 12 do mang
PDMS c¢6 khoang céch vdng xubng bang 48mm va dé cong. Luc nay, cac té bao tap
trung ¢ trang thai cum & gilta mat ddy cia binh. Chi s6 hoat tinh chuyén hoa duge xac
nhan va 14 rét thip. Céc khiém khuyét c6 thé xay ra, nhu xay ra sy khac nhau vé& mutrc do

day dic va thua thot ciia mat do te bao gila cac té bao trong cac cum va su thiéu oxy ¢
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trang thai day dac. Ngoai ra, cac khiém khuyét c6 ngudn gbc vit lidu dugc nhén ra, nhu
tac dung gy doc do monome con lai cia PDMS.

Ngoai ra, dbi véi cac dic tinh bé mat cua vat liéu nudi céy theo sang ché, trong
mdi trudng hop khi cac té bao duoc cy truc tiép trén bé mit ctia vat liéu nudi cdy va
dugc nudi céy hodc khi cac té bao dugc pht colagen va nudi céy, cac té bao va/hoic
colagen bam chéc vao bé mit cua vat liéu nudi cdy & trang thai t6t. Cac két qua thé hién
trong cac vi du so sanh 2 va 3 cho thdy rang it nhat trong qué trinh nudi cdy theo phurong
4n nay bang cach st dung colagen hogc té bao, bé mit ciia clia vat liéu nudi cAy can c6
tinh ua nude (co goc tiép xuc nhit dinh v6i nude). Cac té bao khic nhau 1a da biét, va
cac phuong phép nudi cdy khac nhau ciing 1 da biét theo céac té bao va cac muc dich
ngdy nay. O trang thai nay, viéc xit Iy tao tinh wa nuéc cho bé mit cua vat liéu nudi ciy
dugc cho 1a phuong phép hitu ich dé 1am mot bién phap st dung binh thAm oxy theo
sang ché.
Vidull

Thir nghiém hép thu duge chét duoc thyc hién dbi véi binh polyme 4-metyl-1-
penten dugc st dung trong Vi du 6. Cac két qua dugc thé hién trong bang 2.
Cécviduso sanh 7 va 8

Thir nghiém hip thu dugc chat dugc thyuc hién ddi voi binh nubi cay TCPS c6 24
giéng (dugc san xuét boi Corning Incorporated, dugc 1am bang polystyren (PS)) dugc
st dung trong Vi du so sanh 4 va binh nudi cdy PDMS 24 giéng (tén san pham: tdim G,
VECELL (nhan hiéu hang héa) ma san phim: V24WGPB-10) dugc sir dung trong Vi
du so sénh 5, duoc lay 1am céc vi du so sanh 7 va 8 twong Gmg. Céc két qua dugc thé

hién trong bang 2.

Bang 2
Binh polyme 4-metyl-
pow ¥ Binh PS Binh PDMS
1-penten
(Vi du so sanh 7) (Vi du so sanh 8)

(Vidu 11)
Rodamin B 98% 90% 2%
Rodamin 123 99% 79% 58%
Rodamin 6G 96% 86% 21%
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Xyclosporin A 58% 56% 2%
Ticlopidin

64% 67% 1%

Hydroclorua
Leflunomide 68% 70% 2%
Troglitazon 64% 65% 1%

Isoproterenol
63% 65% 1%

Hydroclorua

Bang 2 cho thdy rang, khi binh nu6i chy trong do6 vt liéu nudi ciy theo sang ché
duoc dit ¢ ph?ln day cua binh nudi céy duoc st dung (vi du 11), binh nu6i céy co kha
nang hép thu duoc chit nho hon so v6Gi binh PS va binh PDMS. Tuc 14, vt liéu nudi céy
chita polyme 4-metyl-1-penten (X) theo sang ché ¢6 kha nang hip thu dugc chét thp
tot hon.

Cac két qua néu trén cho thdy rang, vt liéu nudi ciy theo sang ché ¢6 d6 6n dinh
hinh dang va kha nang cung cap oxy ciling nhu tinh bam dinh té bao tot, v.v.., va vat liéu
nuéi cdy nay c6 tinh thuan tién cao do n6 khong c6 hién tugng tu phat huynh quang mac
du 12 binh nhya va do d6 cho phép cac té bao dugc nudi cdy duoc quan sat huynh quang
nhu né vén c6. Ngoai ra, vat liéu nudi ciy nay c6 kha ning hép thu duge chét thap va
do d6 ¢6 thé dugc st dung thich hgp trong cac ung dung chin doan va sang loc phat
hién dugc chat.

Kha nang ap dung trong cong nghiép

Vat liéu nudi cdy theo sang ché ¢6 thé nudi cly cac té bao khac nhau nhu dugc
mo ta & trén va co thé thich hop véi cac phuong phap nudi ciy khéc nhau theo céc té
bao va muc dich. Ngoai ra, vat liéu nudi ciy theo séng ché ¢6 thé dugc ap dung cho céc
mg dung khac nita khi dugc xr Iy tao tinh wa nudce cho bé mat cta vat lidu nudi chy va

do d6 c6 kha niang 4p dung trong cong nghiép.
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YEU CAU BAO HO

1. Vat lidu nudi ciy bao gbdm polyme 4-metyl-1-penten (X) dung cho céc té bao, mo,
hodc co quan, vat liéu nudi céy nay co tdc do thdm oxy & nhiét do 23°C va do Am 0%
ndim trong khoang tir 4500 dén 90000 cm3/(m? x 24 git x atm), trong d6 vat liéu nudi
cdy nay co:

géc tiép xuc véi nudce & bé mit nudi cdy nam trong khoang tir 50° dén 100°, va

khoang c4ch vong xudng theo phuong phap thir nghiém (A) duge mo ta dudi day
ndm trong khoang tir 0 dén 5mm,

trong d6 polyme 4-metyl-1-penten (X) 1a copolyme (x2) cua 4-metyl-1-penten va
it nhat mot loai olefin duoc chon tir etylen va a-olefin c6 tur 3 dén 20 nguyén tir cacbon
(trr 4-metyl-1-penten),

trong d6 ham lugng cua don vi cAu tric dugc tao dan xudt tir 4-metyl-1-penten
nam trong khoang tir 60 dén 98% mol, va ham lugng cua don vi cAu trac duge tao dan
Xuét tir it nhat mot loai olefin duoc chon tur etylen va a-olefin ¢6 3 dén 20 nguyén tir
cacbon (trlr 4-metyl-1-penten) ndm trong khoang tur 2 dén 40% mol, vé6i lugng cua tt
ca cac don vi cdu tric lap lai 1a 100% mol,

trong d6 vét liéu nuodi chy duoc trai qua qua trinh x@r ly tao tinh ua nuGce trén bé
mat cua nod, va

trong d6 qua trinh xtr ly tao tinh wa nudce la it nhét mot qua trinh xt Iy dugc chon
tlr qua trinh xtr ly bang tir ngoai, qua trinh xtt ly dién hoa, qua trinh x1r ly plasma, va qua
trinh x 1y bang ozon, trong do:

trong phuong phap thtr nghiém (A), mau thir nghiém co6 vat li¢u gidng nhu vt
liéu nudi cdy va do day gidng nhu bé mit nudi cdy cua vat liéu nudi ciy va c6 dang tAm
phéng ¢6 chidu dai 100mm va chiéu rong 10mm duogc tao ra,

mau thir nghiém nay dugc c¢d dinh 1én bang thtr nghiém & trang thai trong d6 mau
thir nghiém nho ra theo chiéu dai mét doan 50mm theo hudng ngang tir mit trén cla
bang thir nghi¢m, mat trén nay nim ngang, va

ba phut sau khi ¢ dinh, thuc hién do khoang cach ma dau ctia mau thir nghiém
nhd ra tir bang thr nghiém vong xubng theo huéng thang ding xubng dudi tir mat phing
ndm ngang bao gdm mit trén cia bang thir nghiém, véi diéu kién 14 qua trinh tir khi cb

dinh dén khi do dugc thuc hién & nhiét do trong phong.
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2. Vit lidu nudi cdy theo diém 1, trong d6 vét ligu nay 12 mang hodc tim mong.

3. Vit liéu nudi cdy theo didm 1 hogc 2, trong d6 vt lidu nay 1a binh nuéi cdy hogc mot
phan ciia binh nudi céy.

4.Vt liéu nudi cdy theo diém 3, trong d6 binh nuodi cAy la dia petri, binh, vt cheén, tim,
chai, hodc tui.

5. Vat liéu nudi cdy theo diém bét ky trong s cac didm tir 1 dén 4, trong d6 bé mit nudi
cdy duoc vi ché tao.

6. Thiét bi vi kénh bao gdm vat liéu nudi ciy theo diém 5.

7. Binh nuoi céy, trong do it nhéit bé& mat nudi céy duoc tao ra tir vat liéu nuoi céy theo
diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5.

8. Binh nuéi ciy theo diém 7, trong d6 binh nay bao gbm it nhit mét giéng.

9. Dung cu nudi ciy bao gbm vat lidu nudi cay theo diém bét ky trong sd céac diém tir 1
dén 5 hodc binh nudi cz‘iy theo diém 7 hoic 8.

10. Dung cu nudi cdy theo diém 9, trong d6 bé mit nuodi ciy dugc phi bang vat liéu
polyme tu nhién, vat liéu polyme téng hop, hodc vt liéu vo co.

11. Phuong phéap nudi céy céc té bao, md, hoic co quan, bao gém bude U cac té bao,
md, hodc co quan trong dung cu nuoi chy theo diém 10 hogc 11.

12. Phuong phap nudi chy cac té bao, md, hodc co quan theo diém 11, trong d6 cac té

bao, mo, hodc co quan ndy la céac té bao gan.
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