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(57) Sang ché d& cap dén phuong phap phan I4p quéan thé té bao gdc trung mé tir mang bi
day rbn, phurong phap nay c6 budc nudi md diy rdn trong méi trrdng nudi ciy chira DMEM
(mdi trudng eagle duge cai bién béi Dulbecco), F12 (mdi truomg Ham’s F12), M171 (mdi
truong 171) va huyét thanh bao thai bo (Fetal Bovine Serum - FBS). Sang ché con dé cap
dén quén thé té bao gdc trung mo phén lap tir mang 8i day rén, trong d6 co it nhit khoang
90% hodc nhiéu hon té bao thudc quin thé té bao gdc nay biéu hién mdi gen trong trong sb
gen d4nh ddu sau: CD73, CD90 va CD105 va khong biéu hién cac gen danh dau sau: CD34,
CD45 va HLA-DR. Sang ché con dé cap d&én méi truong nudi cdy té bao gbe trung mod va

phuong phép san xuit moi truong nudi cdy nay.
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Linh vwe k¥ thuat dugc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap phén 13p té bao gbe trung mo (hodc phan 14p mot
quén thé té bao gbc tir mang b1 cudng rén), cling nhu d& cap dén quan thé té bao gdc trung
md dugc phan 18p tr mang b1 day rén nay. Sang ché nay con d8 cap dén mai trudng nudi cay
té bao dung d& phan lap té bao gdc trung mo tir mang 5i day ron. Sang ché cling dé cap dén
duoc phdm va viéc st dung quéin thé té bao gbc trung md phan 1ap dugc. Sang ché con d&
cip dén phwong phap diéu tri bénh hay rdi loan bao gdm sir dung quan thé té bao gdc trung

md hoic st dung duoc pham chira quan thé té bao gbc trung md nay trén c4 thé can didu tri.
Tinh trang ky thuit cta sang ché

Té bao gbe trung md duge phéan 1ap tir mang b1 day rén duoc cong b 14n dAu trong
don yéu cau cip patent My s6 2006/0078993 (da duoc cip cac patent My US 9,085,755 va
9,737,568) va don yéu clu cip patent quic té c6 s6 cong bd W02006/019357. Tir @6 dén
nay, md day rén dugc coi trong lam ngudn cung cac té bao da nang; nhd kha niang sin c6 doi
dao, day ron, cu thé 13 té bao gbc dugc phan 14p tir mang b1 day rén (con goi 1a “t& bao gbc
mang ddy rén”) da dugc coi la ngudn cung té bao khac tuyét voi cho nganh y hoc ti tao.
Xem céc tai liéu sau: Jeschke et al. Umbilical Cord Lining Membrane and Wharton’s Jelly-
Derived Mesenchymal Stem Cells: The Similarities and Differences; The Open Tissue

Engineering and Regenerative Medicine Journal, 2011, 4, 21-27.

Nghién cru sau nay so sanh kiéu hinh phenotyp, tbc do ting sinh, su di dong, kha
ning sinh mién dich, va kha ning didu tiét mién dich cua cac té bao gbc trung md ngudi
(MSCs) dugc phan lap tir mang 61 day rén (mang day rén (CL-MSCs), mau day rén (CB-
MSCs), nhau thai (P-MSCs), va chét d6ng Wharton (WJ-MSCs) (Xem: Stubbendorf et al,
Immunological Properties of Extraembryonic Human Mesenchymal Stromal Cells Derived
from Gestational Tissue, STEM CELLS AND DEVELOPMENT Volume 22, Number 19,
2013, 2619-2629. Stubbendorfva cong su da két luan ring quin thé t& bao MSC dugc l4y tir
md thai ngoai phdi c6 kha nang thay dbi dé 14n tranh dugc cac dap tmg mién dich cling nhu
tao ra cac tac dung diéu tiét mién dich. Céc tac gia nay con phat hién ra t€ bao CL-MSC ¢6

tiém ning tot nhat cho céc liéu phap dua trén té bao, cling nhu céc t€ bao nay c6 kha ning
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sinh mién dich thip, nhung céc té bao nay ciling c6 kha ning ting sinh va kha nang di dong
cao khién cho cac nghién ctru trong tuong lai déu tap trung vao cadc md hinh bénh t5t nhét

trong d6 céc té bao CL-MSC ¢6 thé duoc st dung.

Trong khi c6 thé dé dang thu duoc té bao gbc trung mo tir mang b1 theo quy trinh
dugce mo ta trong don yéu cdu cép patent My 2006/0078993 va don yéu ciu cAp patent qudc
té 56 cong bd W02006/019357, c4c thir nghiém 14m sang v6i cac té bao MSC mang day rén
s& thuén 1o hon khi ¢6 phurong phép phan 14p duoc quén thé cac té bao MSC mang day rén
nay von di c6 tinh ddng nhat cao va vi vy c6 thé duoc st dung cho céc thir nghiém 14m

sang.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Do d6, muc dich cua sang ché 1a dé xuét phuong phap phéan 1ap quén the t€ bao goc
trung md tir mang i day ron @ phuc vu nhu cau néu trén. Myc dich nira clia sang ché la dé

xuét quan thé té bao gbc trung mo c6 tinh d6ng nhét cao dugc phén 1ap tir mang b1 day rén.

Muc dich nay duoc thuc hién boi cac phuong phap, quan the t€ bao goc trung md,
duoc pham twong (mg va moi trudng nudi ciy te bao c6 cac dau hiéu néu trong cac diém yéu

cau bao ho doc 1ap.

Theo khia canh thit nhit, sang ché dé xuit phuong phép phén lap quén thé té bao gbc
trung mo tr mang 61 day rén, phuong phép nay bao gdm budc nudi cdy mo day ron trong
. méi treomg nudi cay chira DMEM (MOi trudng eagle duge cai bién béi Dulbecco), F12 (Mbi
truong Ham’s F12), M171 (Moi trudong 171) va huyét thanh bao thai bo (Fetal Bovine
Serum - FBS).

Theo khia canh th hai, sang ché d& xuét quan thé té bao gbc trung mo dugc phén lap
ctia mang i day rdn, trong d6 c6 it nhét 90% sb té bao cta quéan thé té bao gdc nay hoic
nhiéu hon biéu hién cua mot trong sb cac gen déanh diu sau: CD73, CD90 va CD105. Tét
hon khi quin thé té bao gbc trung md dugce phan 14p nay khong biéu hién ctia cac gen danh
diusau: CD34,CD45 vaHLA-DR. Theo cic phuong an ctia khia canh nay, quén thé té bao
gdc trung md dugc phén 1ap nay c6 it nhit khoang 91% té bao hodc nhiéu hon, khoang 92%
t& bao hodic nhidu hon, khoang 93% té bao hogc nhidu hon, khoang 94% té bao hodc nhiéu
hon, khoang 95% té bao hodc nhiéu hon, khoang 96% té bao hogc nhiéu hon, khoang 97% té
bao hodc nhidu hon, khoang 98% té bao hogc nhidu hon khoang 99% té bao hogc nhiéu hon
bidu hién mét trong sd cac gen: CD73, CD90 va CD105. Ngoai ra, theo cac phuong 4n nay
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ciia khia canh thir hai, t6t hon 1a quan thé té bao gbc trung mo durge phén 18p nay c6 it nhét
khoang 91% s6 t& bao hodc nhiéu hon, khoang 92% s6 t& bao hodc nhiéu hon, khoang 93%
s6 té bao hoic nhiéu hon, khoang 94% s6 té bao hoac nhiéu hon, khoang 95% s6 té bao hoac
nhidu hon, khoang 96% sb té bao hogc nhiéu hon, khoang 97% s té bao hodc nhiéu hon,
khoang 98% sb té bao hogc nhiéu hon khoang 99% s4 té bao hodc nhidu hon khong bidu
hién c4c gen dénh diu CD34, CD45 va HLA-DR. C6 thé thu nhan quan thé té bao gbc trung
mo nay bang phuong phap phan lap qun thé té bao gdc trung mo dwoc md té theo khia canh
thir nhét cta sang ché.

Theo khia canh thi ba, sang ché d& xuit duoc pham chira t€ bao dong vat ¢ vi (theo
khia canh thi hai) theo sang ché.

Theo khia canh thit tu, sang ché dé xuit phuong phap diéu ché mai tredong nudi ciy
dé phan 14p, phuong phéap nay c6 bude tron cac thanh phin dudi day dé thu dugc thé tich
cudi 1a 500 ml méi trudng nudi cay:

i. 250ml DMEM

ii. 118ml M171

iii. 118ml DMEM/F12

iv. 12,5ml huyét thanh bao thai bo (FBS) dé thu dugc ndng do cudi 1a 2,5% (thé
tich/thé tich).

Theo khia canh thit nim, sang ché dé xuat moi trudng nudi cay te bao thu dugc bing

phuong phép theo khia canh thr tw néu trén.

Theo khia canh tht sau, sang ché dé xuét phuong phéap phén lap té bao gdc trung md
tir mang 6i day rdn, phuong phép nay bao gdm budc nudi cdy md mang b1 trong moi trudong

nudi cdy duge didu ché theo phuong phap theo khia canh tht tu néu trén.

Theo khia canh thir bay, sang ché d& xuit méi trudng nudi ciy té bao co cac thanh

phéan:
- DMEM véi ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 55 dén 65% (thé tich/thé tich),
- F12 v6i ndng d6 cudi nam trong khoang tir 5 dén 15% (thé tich/thé tich),
- M171 vé6i ndng d6 cudi nim trong khoang tir 15 dén 30% (thé tich/thé tich) va

- FBS vé6i ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 1 dén 8% (thé tich/thé tich).
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Theo khia canh thtr tdm, sang ché dé xuat viéc st dung mdi trudong nudi cdy te bao

theo khia canh thir bay néu trén dé phan lap té bao gdc trung mo tlr mang bi day rén.

Theo khia canh thir chin, sdng ché dé xuat viéc stt dung moi trudng nudi cay t€ bao

theo khia canh thit bay néu trén d€ nudi ciy t€ bao goc trung mo lay tir mang Oi day ron.
M0 ta van tat cac hinh vé

Sang ché nay s& dugc hiéu rd hon véi sy tham chiéu dén phan md ta chi tiét khi dugc

xem xét két hop véi cac vi du khong 1am gidi han sang ché va cac hinh ve, trong do:

Fig.1 12 bang thong tin k¥ thuat vé& mdi truomg D’MEM (Dulbecco’s modified eagle
medium) do hang Lonza cung cap, bao gbm ca sd catald cia D’MEM dugc st dung dé lam

vi du minh hoa mdi truong theo sang ché (PTT-6) trong phan thtr nghiém;
Fig.2 1a bang thong tin k¥ thuét ctia hdng Lonza vé mdi truong Ham’s F12;

Fig.3 1a bang thong tin k§ thuét ctia hdng Lonza v& méi truong DMEM:F12 (1:1), bao
gém ca s catald ctia DMEM:F12 (1:1) dugc st dung dé 1am vi du minh hoa méi truong

theo sang ché (PTT-6) trong phan thir nghiém;

Fig.4 12 bang thong tin k¥ thuét do Life Technologies Corporation cung cap v& mbi
treong M171 bao gbm ca s catald ctia mdi truong M171 dugc sir dung dé 1am vi du minh

hoa méi trudmg theo sang ché (PTT-6) trong phan thir nghiém;

Fig.5 la danh sach céc thanh phan moi trudng, bao gdm ca tén cac nha cung chp vasd

catald dugc sir dung trong phan thtr nghiém dé diéu ché mai truomg PTT-6.

Fig.6 12 két qua céc thir nghiém phan tich té bao theo dong chay trong d6 té bao goc
trung md duge phén lap tir diy rén duge phan tich su bidu hién céc gen danh dau té bao gbc
frung md CD73, CD90 va CD105. Ddi véi cac thir nghiém ndy, € bao gdc trung mo duge
phén 18p tr m6 day ron bang cach nudi cdy mo day ron trong ba mdi trudng nuodi chy khac
nhau, sau d6 ciy chuyén té bao gbc trung md vao moi trudng twong tmg. Ba mdi truong
nudi ciy sau duge st dung trong céc thir nghiém nay: a) moi truong 90% (thé tich/thé tich)
DMEM duoc bd sung thém 10% (thé tich/thé tich) FBS, b) méi truong nuéi cay PTT-4 duoc
md ta trong don yéu cdu cép patent My 562006/0078993 va don yéu cau cip patent qudc té
fuong tmg c6 s6 cong bd W02006/019357 gdm 90% (thé tich/thé tich) CMRL 1066, va 10%
(thé tich/thé tich) FBS (xem doan sb [0183] trong tai liéu W02006/019357 va c) mdi

trrong nuodi ciy PPT-6 theo sang ché vé6i thanh phin dugc mo ta trong tai liéu nay. Trong
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phan tich té bao theo dong chay nay, hai mau té bao gdc trung md mang day rén (CLMC)
khac nhau dugc dem phan tich trén mdi trong s6 ba mdi truong nudi cdy dugce st dung. Két
qua thé hién trén Fig.6a dén Fig.6¢c. Cu thé, Fig.6alaty 1 phan trim 36 té bao gbc mang day
rén trung md duge phan 1ap biéu hién cac gen danh dau té bao gdc CD73, CD90 va CD105
sau khi phan lap tir mo ddy rén va nudi ciy trong DMEM/10% FBS, Fig.6b 1a ty 1¢ phan
tram sb t& bao gbc mang day rén duge phan lap biéu hién cac gen ddnh diu té bao gbc
CD73, CD90 va CD105 sau khi phan 18p tir md day rdn va nudi cdy trong PTT-4 va Fig.6¢
1a ty 16 phan trim s té bao gbc mang day rén trung md dugc phan 1ap biéu hién cac gen
d4nh dAu té bao gbc CD73, CDY0 va CD105 sau khi phén 1ap tir md dy rén va nudi cdy
trong PTT-6.

Fig.7 14 két qua c4c phan tich té bao theo dong chay trong d6 té bao gdc trung md
dwgc phan 1ap tir day rén dugc phan tich sy bidu hién cac gen danh dau té bao gbe (CD73,
CD90 va CD105, CD34, CD45 va HLA-DR (khang nguyén bach cu ngudi (Human
Leukocyte Antigen) — khang nguyén D (antigen D Related)) vbn duge st dung dé xac dinh
kha nang tuong thich cua té bao gbc trung md ngudi da ning cho céc liéu phap dung té bao
va so sanh vé6i biéu hién cac gen danh dAu nay trén té bao gdc trung mo tiy xuong. Pé thuc
hién phan tich nay, té bao gdc trung md mang b1 day rén dugc phan lap tir md day ron bang
céch nudi ciy mé day rdn trong mdi trudng nudi ciy PPT-6 theo sdng ché trong khi té bao
gbc trung mo tiy xuong dugc phén 14p tir tiy xwong ngudi bang cach sir dung quy trinh tiéu
chun. Fig.7a 13 ty 18 phan trim s6 t& bao gbc mang day rén trung md biéu hién cac gen d4nh
déu té bao gbc CD73, CD90 va CD105 va khong biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR sau
khi phan 14p tor mo day ron va nudi cdy trong moi trudng PTT-6 con Fig.7b 1a ty 1€ phan
tram sb t€ bao gbc trung mo tiy xuong duge phan lap biéu hién CD73, CD90 va CD105 va
khong biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR.

M6 ta chi tiét sang ché

Nhu duoc gidi thich & trén, theo khia canh tha nhét, sang ché dé xuit phwong phép
phén lap quan thé té bao gbc trung mo tir mang b1 day ron, phuong phéap nay bao gdm budc
nudi cdy md day ron trong mdi trudng nudi ciy chira DMEM (Dulbecco’s modified eagle
medium), F12 (Ham’s F12 Medium), M171 (Medium 171) va FBS (Fetal Bovine Serum).
Bt ngd duoc phét hién trong sang ché nay 13 khi stt dung moi truong nhu trén @& phan lap
quéan thé t& bao gdc trung md tir mang b1 day rdn 13 ¢6 hon 90% hodc thdm chi 99% hodc

nhidu hon 4 té bao duong tinh ddi véi ba gen danh déu té bao gbc trung md CD73, CD90
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va CD105 ddng thoi ciing v6i cung ty 18 té bao gdc nay khong biéu hién CD34, CD45 va
HILA-DR (xem phan thir nghiém), c6 nghia 1a 99% hoac nhiéu hon s té bao trong quan thé
nay biéu hién céc gen danh ddu té bao gbc CD73, CD90 va CD105 dong thdi khong bicu
hién cac gen danh ddu CD34, CD45 va HLA-DR. Quin thé té bao c6 tinh ddng nhét cuc cao
va duge x4c dinh rd nay 1 tmg ¢ vién ly tudng cia cac thir nghiém 14m sang va céc liu
phép dua trén té bao vi, cac ing cir vién nay, dap (mg hoan toan cac tiéu chi thuong dugc
chép nhan cho té bao géc trung m6 nguoi duge st dung cho liéu phap té bao, chéng han,
theo cac tiéu chi dugc x4c dinh trong tai liéu: Dominici et al, “Minimal criteria for defining
multipotent mesenchymal stromal cells. The International Society for Cellular Therapy
position statement”, Cytotherapy (2006) Vol. 8, No. 4,315-317, Sensebe et al,. “Production
of mesenchymal stromal/stem cells according to good manufacturing practices: a, review”,
Stem Cell Research & Therapy 2013, 4:66), Vonk et al., Stem Cell Research & Therapy
(2015) 6:94, or Kundrotas Acta Medica Lituanica. 2012. Vol. 19. No. 2. P. 75-79. Ngoai ra
bang céach st dung thiét bi phan tmg sinh hoc nhu Quantum Cell Expansion System, c6 thé
thu nhan duoc sé luong 16n té bao gdc trung mo nhur tlr 300 dén 700 triéu té bao gbc trung
md cho mdt lan chay thiét bi (cling xem phan thtr nghiém). Vi vy, giai phép cla séang ché
c6 thé cung cip duoc sb lugng té bao gbe can thiét cho cac tmg dung tri liéu nhu st dung
trong lam lanh vét thuong véi chi phi hiéu qua. Ngoai ra, moi thanh phﬁ"m dugce st dung dé
diéu ché moéi trueong nudi ciy ciia sang ché 13 ¢6 s&n trén thi truong v6i chudn chét lugng
GMP. Nhu vdy, giai phép cua sang ché md ra con dudng san Xuét quan thé té bao gbe trung

md c6 tinh ddng nhat cao nay tir mang 5i day rdn theo tiéu chuin GMP.

Lién quan dén khia canh nay, luu y 1a méi trudng nudi cdy cua sang ché cho phép
phén lap quin thé té bao gbc trung md (con goi t4t 1a “té bao gdc trung mo”) tir mang b1
trong diéu kién cho phép ting sinh té bao gbc trung mo/té bao dau dong ma khong xay ra
qué trinh biét hoa cac té bao gbc trung md/dau dong ndy. Vi vay, sau khi phan 14p té bao gbc
trung mod tr mang 6i nhu dugc md ta thi quan thé té bao gbc trung md/dau dong dugc phan
14p nay c6 kha nang biét héa thanh nhiéu dang té bao nhu duge mo ta trong don yéu ciu cép
patent My 2006/0078993, patent My s6 9,085,755, don yéu cau cip patent qudc té s6 cong
bd W02006/019357, patent M§ sb 8,287,854 hoic tai liéu cong bd WO02007/046775, chéng
han. Vi du, don yéu cau cip patent My 56 2006/0078993 md ta té bao gbc trung md clia
mang i day rén ¢6 dang hinh con quay, biéu hién cac gen sau: POUS5f1, Bmi-1, yéu t6 trc
ché bénh bach cau (leukemia inhibitory factor - LIF), va tiét ra Activin A va Follistatin. Té

bao gbe trung md dugc phén lap theo séng ché c6 thé biét hoa dugc thanh dang té bao trung
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mb bat ky nhu, nhung khong bi giéi han &, t& bao md, nguyén bao soi da, té bao sun, t& bao
tao xuong, té bao gin, nguyén bao soi day ching, té bao co tim, té bao co tron, té bao co
Xuong, té bao md, té bao san xut mucin, t& bao c6 nguén géc tr tuyén ndi tiét nhu té bao
san xudt insulin (vi du, té bao dao B (B-islet)) hay té bao ngoai bi than kinh. Nhimng t€ bao
gbc duoc phan 1ap theo sang ché ¢6 thé dugc cho biét héa in vitro d8 str dung tiép nhimg té
bao biét hda nay trong y hoc. Mot vi du minh hoa cach 1am nay la biét hoa té bao gdc trung
mb thanh t& bao dao P san xuét insulin v6n c6 thé duoc st dung sau nay, ching han bang
cach cdy vao ngudi bénh bi chimg thiéu hut insulin nhu bénh d4i thio dudng (xem thém tai
licu W0O2007/046775 vé viéc nay). Giai phap khac 1a té bao gbc trung mo cia séng ché co
thé duogc str dung & trang thai chua biét hoa trong liéu phap dua trén té bao, vi du dé lam
lanh vét thwong nhu diéu tri bong hay diéu tri vét thuong do d4i thio dudng mén tinh. Trong
cac TUmg dung tri liéu nay, té bao gdc trung mo cua sang ché c6 thé dugc ding dé thuc ddy
qua trinh 1am lanh vét thuong bang cach tuong tac v&i md bi bénh bao quanh hodc cling ¢6

thé dugc biét hoa thanh té bao da twong tmg (xem lai tai liéu W02007/046775, chang han).

Theo d6 can luu ¥ 12 quan thé té bao gdc trung md duge md ta & dy co thé dugc
phén 14p va nudi ciy (c6 nghia 14 c6 ngudn gbc) tir md day rén bat ky mién 1a m6 day rén
nay c6 mang 6i (con duge goi 1a “mang 16t ddy rdn”). Vivay, quan thé té bao gdc trung mb
6 thé duoc phan lap tir (cac mAu) toan bd day rén nhu mo ta trong phan thir nghiém cta
sang ché. Mo day ron nay vi vay c6 thé chira, ngoai mang 6i, md khéac/thanh phan day rén
khéc bt ky. Vi du, Fig.16 trong don yéu ciu cp patent M§ s6 2006/0078993 hay don yéu
cdu cép patent qubc té s6 W02006/019357 cho thdy mang 6i day ron 12 phan ngodi cling clia
day rén, bao phu day ron nay. Ngoéi ra, day rén chira mot tinh mach (mang méu giau dinh
dudng va oxy dén bao thai) va hai ddng mach (mang mau da hét oxy, can kiét dinh dudng tir
bao thai). DPé bao vé va hd trg co hoc, ba mach mau nay duge bao boc trong chét nhéy
Wharton, 14 chit dang gelatin c6 thanh phan chil yéu 1a mucopolysacarit. Nhu vdy, mé diy
ron duoc sir dung trong sdng ché ciing c6 thé gdm mot tinh mach, hai dong mach va chat
nhay Wharton. Viéc st dung toan bd (nguyén ven) mot doan day rdn ¢6 vu diém 1a khong
can tach mang &i ra khéi cac thanh phan khéc ctia day ron. Cach lam nay gidm bét cac thao
tac phan 14p va vi vay lam cho phuong phép cia sang ché don gian hon, nhanh hon, it 15i
hon va ¢6 hiéu qué kinh té hon — tAt ca cac wu diém nay 13 cac khia canh quan trong trong
san xuat GMP can thiét cho tng dung tri liu cua té bao géc trung md. Vi vay co thé khoi
diu phén lap té bao gbe trung mo bing ciy m6 bén ngoai, tiép theo co6 thé 1a bude ciy

chuyén (nudi cdy) té bao gdc trung mod dugce phan 14p néu mudn c6 lwong té bao gc trung
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mo 16n hon, chéng han dé s dung trong thir nghiém 1am sang. Cach khac la ¢ thé tach
trurée tién mang 6i tir cac thanh phan khic cua day rdn va phén lap té bao gbc mang day ron
trung mo to mang 61 bang cach cdy mang b1 trong mdi trudong nudi cdy ctia sang ché. C6 thé
thuc hién viéc nudi cdy nay bang cAy md bén ngoai, tiy chon sau d6 la cdy chuyén té bao
gbc trung md duge phan 18p. Trong ban md ta nay, thudt ngi “ciy md bén ngoai” hodc
“phuong phéap cdy mb bén ngoai” dugc hiéu theo nghia thudng trong linh vuc nay 1a & chi
phuong phép trong d6 mé, sau khi dugc thu nhén, hay mot manh ciia mo6 nay dugc dat trong
dia nudi cdy té bao c6 chira moi trudong nudi ciy (sinh trudng) va nho moi trudng nay ma
theo thoi gian cac té bao gbc dich chuyén tir mé di 1én bé mit dia nudi cdy nay. Sau do,
nhitng té bao gbc so cAp nay dugc cho sinh truéng mé rong va chuyén tiép vao dia nudi cy
m&i thong qua ky thudt vi nhan gibng (cdy chuyén) nhu dugc d& cap & day. Theo d6, luuy la
dé san xuét té bao cho muc dich tri liéu, trong budc d4u tién phan lap té bao gdc trung md
mang 6i tir diy ron s& thu nhan dugc ngin hang té bao dau dong ctia cac té bao gbc trung md
dugc phan 14p, con bude cdy chuyén tiép theo s& thu nhan dugc ngan hang té bao lam viéc.
Néu quan thé té bao gbc trung md cia sdng ché (cu thé 12 quan thé té bao gbc trung mo trong
d6 it nhat khoang 98% hodc 99% bidu hién mdi trong cic gen danh dau CD73, CD90 va
CD105 va khong biéu hién c4c gen danh ddu: CD34, CD45 va HLA-DR) duge st dung cho
cac thir nghiém 14m sang hodc lam liéu phap dugc phé chuén, thi quén thé té bao cua ngan
hang t& bao lam viéc thuong s& duoc st dung cho muc dich nay. Ca quén thé té bao gbe
trong budc phan 14p (co6 thé tao nén ngan hang té bao d4u dong) va quan thé t& bao gbc ctia
budc cdy chuyén (c6 thé tao nén ngan hang té bao 1am viéc) déu c6 thé duogc bao quan &

dang dugc bao quan dong lanh, chdng han.

Nhu da dé cap, phuong phép phén 1ap té bao gdc trung md tir mang b1 day rén c6 wu
diém 1& moi thanh phan sir dung clia mdi trudng nudi cdy theo sang ché 14 ¢6 ban sin theo
tiéu chudn GMP va nhu vay cho phép phén lap té bao gdc trung mo trong diéu kién thuc

hanh chudn GMP dé sir dung cho tri li€u sau nay.

“DMEM?” 1a tir viét tit ctia Dulbecco’s modified eagle medium 12 moi truong nudi
ciy duoc phat trién tir ndm 1969 va 1a sy cai bién cia moi trudng eagle co ban (BME) (xem
Fig.1 thé hién s6 liéu vé DMEM do Lonza cung cép). Cong thitc DMEM gbdc chira 1000
mg/L glucoza va duogc cong b6 14n dAu khi diing nudi ciy té bao phoi chudt. Tk 6 DMEM
d4 tro thanh moi tuong chudn dé nudi cdy té bao va co ban sin trén thi trudng tir nhiéu

ngudn khac nhau nhu ThermoFisher Scientific (sb catald san pham 11965-084), Sigma
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Aldrich (sb catald san phdm D5546) hodc Lonza, 1a mot s§ trong nhidu nha cung cap. Vi
vay, ¢ thé st dung DMEM bét ky ¢6 bén trén thi truong cho sang ché nay. Theo phuong 4n
duoc vu tién, DMEM dugc st dung ¢ day 1a DMEM mua cua Lonza ¢6 sb catald san phém
14 12-604F. Day 1a méi truong DMEM duoc bd sung thém 4,5g/L glucoza va L-glutamin).
Phuong 4n duoc wu tién khéc 1a DMEM ciia Sigma Aldrich c6 s catald san pham D5546,
mai trudng nay chira 1000mg/L glucoza, va natri bicacbonat nhung khong ¢ L-glutamin.

Moi truong “F12” ¢6 nghia 1a moi truomg Ham’s F12. Day cling 12 mdi truong nudi
cy té bao chuén va 1a hdn hop chét dinh dudng duoc thiét ké ban dau dé nudi cdy cac loai té
bao thé lai va dong vat c6 vii khac nhau khi duoc st dung véi huyét thanh két hop vdi cac
hormon va transferrin (xem Fig.2, 1a bang sb liéu mdi truong Ham’s F12 do Lonza cung
cép). C6 thé sir dung mdi trudng Ham’s F12 batky c6 san (nhu ctia ThermoFisher Scientific
(sb catald 11765-054), Sigma Aldrich (sb catalo N4888) hodc Lonza, 1a mot vai trong vo sb
c4c nha cung cép) cho sang ché nay. Theo mot phuong 4n wu tién, moi trudng Ham’s F12

cua Lonza duogc st dung.

“DMEM/F12” hodc “DMEM:F12” 1a h6n hop gitta DMEM va méi trudng nudi ciy
Ham’s F12 theo ty 1€ 1:1 (xem Fig.3 la bang sb liéu mdi truong DMEM: F12 (1:1) cua
Lonza). Mbi truong DMEM/F12 (1:1) cling dugc st dung rong rdi 1am mdi truong co ban
hd trg sinh tredng cho nhidu té bao dong vat c6 v khéac nhau va c6 s&n tir nhidu nha cung
cép nhu ThermoFisher Scientific (sb catald san pham 11330057), Sigma Aldrich (sb catald
san phdm D6421) hodc Lonza. C6 thé sit dung mdi truong DMEM:F12 bat ky trén thi
truong cho sang ché nay. Theo phuong én vu tién, méi truong DMEM:F12 duge st dung 6
day ]aDMEM/F12 (1:1) mua cia Lonza v6i s catald san phdm 12-719F (1aDMEM: F12 ¢6
L-glutamin, 15mM HEPES, va 3,151g/L glucoza).

“M171” 12 moi truedong nudi cdy 171, duge phat trién 1am moéi trudng co ban dé nuoi
chy hodc phat trién té bao biéu m6 vii ngudi binh thudng (xem Fig.4 12 bang s6 ligu mbi
truomg M171 do Life Technologies Corporation cung cip). Moi truomg co ban nay cling
duoc st dung rong rdi va 6 san trén thi trudng tir nhidu nha cung cip nhu ThermoFisher
Scientific hay Life Technologies Corporation (sb catald san pham M171500). C6 thé sir
dung moi truong M171 bét ky c6 ban trén thi trudng trong sang ché nay. Theo phwong 4n uru
tién, moi truong M171 dugce stt dung & day 1la M171 do Life Technologies Corporation cung

cép véi s catald san pham M171500.
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“FBS” ¢6 nghia 1a huyét thanh thai bo (con goi 1a “huyét thanh thai b&”), nghia la
phin mau con lai sau qué trinh dong mau ty nhién, sau 46 ly tam dé loai bo té bao hdng cau
bAt ky con lai. Huyét thanh thai bo 12 ngudn cung huyét thanh dugc sir dung nhiéu nhat cho
nudi cy in vitro cac té bao c6 nhan dién hinh vi né c6 luong khéang thé rat thap va chira
nhiéu yéu t6 ting truéng hon, diéu nay cho phép linh hoat trong nhiéu tmg dung nudi ciy té
bao khac nhau. FBS tt hon nén do thanh vién thudc t6 chirc International Serum Industry
Association (ISIA) cung cép vi to chirc ndy chiu trach nhiém vé an toan va cach st dung
huyét thanh an toan va c4c san phdm ngudn gbc dong vat c6 truy xuét ngudn gdc phit hop,
6 uy tin trong danh dAu san phim, va thiét 1ap cac tidu chuén phit hop. Mot sé nha cung cap
FBS 1a thanh vién cua ISIA co thé ké dén 1a Abattoir Basics Company, Animal
Technologies Inc., Biomin Biotechnologia LTDA, GE Healthcare, Gibco by Thermo Fisher
Scientific va Life Science Production. Theo phuong 4n dugc uu tién, FBS nay do GE

Healthcare cung cap v6i s6 catald san phdm A15-151.

Gi¥ quay tr¢ lai moi truong nudi ciy theo sang ché, mdi truomg nudi cly nay c6 thé
chira, dé phan 14p hodc nudi chy té bao gbc 16p 16t day ron trung md, DMEM & ndng do6 cubi
nam trong khoang tir 55 dén 65% (thé tich/thé tich), F12 & nbéng dd cubi ndm trong khoing
ir 5 dén 15% (thé tich/thé tich), M171 & ndng do cudi ndm trong khoang tir 15 dén 30% (thé
tich/thé tich) va FBS & ndng do cubi nam trong khoang ttr 1 dén 8% (thé tich/thé tich). Tri sb
“o/y (thé tich/thé tich)” duoc st dung trong ban md ti nay chi thé tich cta timg thanh phan
so v&i tdng thé tich ctia mdi truong nudi cdy. Chang han 1a DMEM c6 trong mdi truong nudi
chy o ndng 4o cudi nam trong khoang tir 55 dén 65% (thé tich/thé tich), thi 1 lit moi trudng
nudi cdy sé chira khoang 550 dén 650ml DMEM.

Theo phuong an khéac, méi trudng nudi cAy nay c6 thé chita DMEM & ndng d6 cubi
nam trong khoang tir 57,5 dén 62,5% (thé tich/thé tich), F12 & ndng d6 cudi ndm trong
khoang tir 7,5 dén 12,5% (thé tich/thé tich), M171 & ndng do cudi ndm trong khoang tir 17,5
dén 25,0% (thé tich/thé tich) va FBS & ndng do cudi nim trong khoang tir 1,75 dén 3,5%
(thé tich/thé tich). Theo phuong 4n khéc nita, moi truong nudi cdy nay c6 thé chita DMEM &
ndng d6 cudi khoang 61,8% (thé tich/thé tich), F12 & ndng do cudi khoang 11,8% (the
tich/thé tich), M171 & ndng do cudi khoang 23,6% (thé tich/thé tich) va FBS & ndng d6 cubi
khoang 2,5% (thé tich/thé tich).

Ngoai nhitng thanh phan néu trén, moi truong nudi cay nay co6 the chira cac chat bd

tro c6 1oi cho nudi ciy té bao goc mang ddy ron trung md. Moi trudng nudi cay cua sang che
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¢6 thé chira yéu t6 ting truéng biéu mod (EGF), ching han. Néu c6 mit thi EGF ¢6 thé hién
dién trong mdi trudng nudi ciy & nong dd cubi nam trong khoang tir 1ng/ml dén 20ng/ml.
Theo mdt phuong 4n, moi truong nudi cdy nay co thé chira EGF & ndng dd cudi khoang

10ng/ml.

Méi truong nudi cdy cla sang ché cling c6 thé chira insulin. Néu c6 mit, insulin c6
thé c6 mit & ndng do cudi nam trong khoang tir 1pug/ml dén 10pg/ml. Theo mdt phuong 4n,

méi trudng nudi cay c6 thé chira insulin ¢ ndng d6 cudi khoang Sug/ml.

MBoi trudng nudi cdy ndy co thé chtra thém it nhit mot trong céc chat bd tro sau:
adenin, hydrocortison, va mubi 3,3 . 5-Triiodo-L-thyronin natri (T3). Theo phuong an nay,
moi trrong nudi céy nay co thé chira ca ba chét bd tro adenin, hydrocortison, va mubi3,3',5-
Triiodo-L-thyronin natri (T3). Theo d6, mdi trudng nudi cdy nay c6 thé chira adenin & nong
d6 cudi nam trong khoang tir 0,05 dén 0,1ug/ml adenin, hydrocortison & ndng d6 cudi nim
trong khoang tur 1 dén 10pg/ml hydrocortison va/hodc mudi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri

(T3) & nong dd cudi nim trong khoang tir 0,5 dén 5ng/ml.

Theo phuong phép cla sang ché, mo day rén c6 thé duge nudi ciy dén khi c6 duoc sd
luong phit hop cua té bao gbc mang day rén trung md (so cAp) tang sinh tir md nay. Theo
phuong an dién hinh, mo day rdn nay duge nudi cdy cho dén khi té bao phat trién tir té bao
gbc trung md mang b1 dat dén murc hop dong khoang tir 70 dén 80%. Thuat ngit “hgp dong”
trong ban mo ta nay c6 nghia thong thudng trong linh vuc nubi chy té bao va dé chi murc do
wéc tinh/chi thi s6 luong té bao bam dinh vao dia nudi ciy hay binh nu6i, thuét ngit nay dé
chitylé bé mit dugc bao phu bdi cac té bao. Vi dy, mirc hop dong 50% c6 nghia la gén mot
nira bé mat dugc bao phi va van con chd cho t& bao sinh truéng. Hop dong 100% c6 nghia
14 toan bd bé mit da bi t& bao bao ph, va khéng con chd cho té bao sinh truéng dudi dang

don 16p.

Khi d4 thu duoc s6 lwong phit hop té bao so cp (té bao gbc mang day rén trung mo)
tr mO mang day rén bang phuong phép cdy md, tach té bao gbc trung mo ra khéi vat chira
nudi cdy duoc st dung dé nuodi ciy. Nho viy thu duge ngan hang té bao dau dong (so cip)
chira cac té bao gdc trung mod duge phan 14p clia mang b1. Thong thudng, vi té bao gbc trung
mo 14 cac té bao dinh lién nhau, viéc boc tich dugc thue hién nhd phuwong phép xir Iy bang
enzym chuan. Vi du, phuong phép xu Iy bing enzym nay c6 thé gdm buéc trypsin héa nhu
duoc md ta trong don yéu cau cAp patent My $62006/0078993, don yéu cu cip patent qudc
té sd cong bd W02006/019357 hodc don yéu cdu cip patent qude té sd cong bd

11
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WO02007/046775, c6 nghia 1 nhitng té bao phat trién c6 thé duge thu gom bang cch trypsin
héa (0,125% trypsin/0,05% EDTA) dé cho qué trinh mé rong thém. Néu té bao gdc trung
md thu gom dugc st dung @8 tao ngn hang té bao dAu dong, thi nhing té bao nay duoc bao

quéan dong lanh va luu giit dé st dung tiép nhu dugc md ta dudi day.

Khi thu gom xong, ¢ thé chuyén té bao gbc trung mo vao vét chira nudi cay dé cay
chuyén. C6 thé bit du ciy chuyén tir nhimng té bao so cip dong lanh, nghia 12 tir ngan hang
té bao dau dong. Dé ciy chuyén c6 thé gieo mAam luong té bao phit hop bét ky trong dung cu
nudi cdy nhu dia nudi té bao. Nhim thuc hién muc dich nay, té bao trung m6 c6 thé duoc tao
huyén phti trong méi truong phit hop (t6t nhat 12 mdi trudng nuodi cdy cua sang ché) dé cy
chuyén & ndng d6, ching han, trong khoang 0,5 x 10° té bao/ml dén 5,0 x 106 té bao/ml.
Theo mot phuong &n, nhiing té bao nay dugc tao huyén phu dé ciy chuyén & ndng do
khoéng 1,0 x 106 t& bao/ml. C6 thé thuc hién cdy chuyén bang cach nuodi ciy trong binh nudi
cdy don gian nhung ciing c6 thé nudi cdy té bao trong cic hé da 16p nhu CellStacks
(Corning, Corning, NY, M¥) hodc Cellfactory (Nunc, part of Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, M¥) von duoc Xép chéng 1én nhau trong cac thiét bi . Theo cach khac, c6
thé thuc hién ciy chuyén trong cac hé théng dong kin nhu thiét bi phan tmg sinh hoc. Ngudi
¢6 hidu bidt trung binh trong linh vuc s& biét c6 nhiéu kiéu thiét ké khac nhau cho thiét b
phan tng sinh hoc, vi du dang dia song song, dang soi rdng, hay thiét bi phan tng sinh hoc
dang kénh dan vi luu. C6 thé xem tai liéu: Sensebe et al “Production of mesenchymal
stromal/stem cells according to good manufacturing practices: a review”, ¢ trén. Vi du vé
thiét bi phan tmg sinh hoc dang sgi rdng c6 béan san 12 Quantum® Cell Expansion System
(Terumo BCT, Inc). Thiét bi nay dugc sir dung dé mo rong sinh trudng té bao gde trung md
tuy xuong ding cho cac thtt nghiém 1am sang (xem tai li¢u: Hanley et al, Efficient
Manufacturing of Therapeutic Mesenchymal Stromal Cells Using the Quantum Cell
Expansion System, Cytotherapy. 2014 August; 16(8): 1048-1058). Vi du khéc vé thiét bj
phan mg sinh hoc trén thi trudong cd thé st dung duogce cho ciy chuyén qun thé té bao gbc
trung md cuia sang ché 1a Xuri Cell Expansion System do GE Heathcare cung cap. Nudi cdy
quén thé té bao gbc trung md trong cac hé théng tw dong nhu Quantum® Cell Expansion
System la déc biét co lo1 néu ngan hang té bao lam viéc dung cho tng dung tri liéu dugc tao

ra trong di€u kién GMP va can so6 lugng lén t€ bao.

Céy chuyén té bao gbc mang day r6n trung mo duoc thue hién trong moi truedng nudi

cdy cua sang ché. Theo d6, mdi trudng nudi cdy cla sang che c6 the dugce s dung cho ca

12
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viéc phan 1ap té bao gbe trung md tir mang 5i 1an viéc cAy chuyén sau d6 céc t& bao so cép
dugce phan 18p nay. Dé cdy chuyén, té bao gbc trung md c6 thé dwoc nudi ciy dén khi dat
duoc s luong té bao sinh truéng phu hop. Theo phuong dn minh hoa, té bao gdc trung mod
duoc cy chuyén dén khi té bao gdc trung md dat duge muc hop dong khodng tir 70 dén
80%.

Phén 1ap/nudi ciy quén thé té bao gbc mang day rdn trung mo c6 thé duge thuc hién
trong diéu kién chudn dung dé nuéi cay té bao dong vat c6 vii. Thong thudng, phuong phap
ctia sang ché phan lap quén thé té bao gbc mang day ron trung mo duoc thyc hién trong didu
kién (nhi€t do, ap suét) thuong dugc st dung dé nudi céy té bao thudc céc loai ma céc té bao
nay c6 ngudn gbc tir d6. Vi du, mo day ron va té bao gbc mang 16t day rén trung md ngudi,
14n luot, thudng dugce nudi cdy & nhiét @6 37°C trong mdi trudong c¢6 5% CO». Trong ngit
canh ny, can luu y trong séng ché nay 1a té bao trung mo c6 thé dugc 14y tir loai co v bit
ky, nhu chudt nhét, chudt céng, chuot lang, tho, dé, ngua, chd, meéo, clru, khi hodc ngudi,

trong d6 uu tién té bao gdc trung md 14y tir nguoi.

Khi da nhan duoc sb lugng phit hgp/mong muén cua té bao gbc mang 16t day rén
trung mo tur mé cdy chuyén, tién hanh thu gom té bao gdc trung md bang cach ldy ching ra
khoi dung cu nudi céy dugce st dung dé céy chuyén. Viéc thu hoach té bao géc trung mo
thuong lai duge thuc hién béng Xt Iy enzym, c6 budc trypsin hoa cac té bao nay. Sau d6 thu
gom té bao géc trung mo dugc phén 1ap va dugc st dung truc tiép hoac bao quan dé st dung
sau. Thong thuong, bdo quan bang phuong phap béao quan dong lanh. Thuét nglt “bao quén
dong lanh” c6 nghia thong thuong @8 chi qua trinh & d6 té bao gbc trung md duge bao quan
bang cach 1am lanh dén nhiét do dudi 0, nhu (thdng thuong) -80°C hay -196°C (diém sdi
ctia nito 16ng). Bao quan dong lanh 1a phuong phap d biét dbi v6i ngudi c6 hicu biét trung
binh trong linh vuc va co thé gdm viéc st dung céc chit bao quin dong lanh nhu
dimetylsulfoxit (DMSO) hay glyxerol, 14 cac chit 1am cham qué trinh hinh thanh tinh thé

bang trong té bao day rn.

Quén thé t& bao gbc mang 16t day ron trung mo6 duge phan 1ap theo phuong phép clia
sang ché c6 tinh ddng nhét cao va duge xac dinh rd rang. Theo cac phuong dn dién hinh ctia
phuong phép theo sang ché it nhit khoang 90% hodc nhiéu hon, khoang 91% hodc nhiéu
hon, khoang 92% hogc nhidu hon, khoang 93% hodc nhiéu hon, khoang 94% hoic nhiéu
hon, khoang 95% hode nhidu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoang 97% hodc nhiéu

hon, khoang 98% hodc nhiéu hon, khoang 99% hodc nhiéu hon té bao gdc trung md duogc
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phan l4p biéu hién céc gen danh d4u sau: CD73, CD90 va CD105. Ngoai ra, theo céc
phuong én nay co it nhAt khoang 90% hodc nhiéu hon, khodng 91% hodc nhiéu hon, khoang
92% hodc nhidu hon, khoang 93% hodc nhiéu hon, khoang 94% hozc nhiéu hon, khoang
95% hodc nhidu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoang 97% hogc nhiéu hon, khoang
98% hoc nhidu hon, khoang 99% hosc nhidu hon té bao gbc trung md dugc phan 18p c6 thé
khong biéu hién cc gen danh ddu sau: CD34, CD45 va HLA-DR. Cu thé hon 1a khoang
97% hosc nhidu hon, khoang 98% hodc nhidu hon, hodc khoang 99% hogc nhiéu hon quan
thé té bao gbc trung md da phén 1ap biéu hién CD73, CDY0 va CD105 ddng thoi khong biéu
hién CD34, CD45 va HLA-DR.

Vivay, lién quan dén phin mo ta & trén séng ché ciing d& cap dén quan thé t€ bao gbc
trung mo phén lap tir mang b1 day ron, trong d6 c6 it nhit khoang 90% té bao trong quén thé
té bao géc hodc nhidu hon biéu hién mot trong sb cac gen déanh dAu sau: CD73, CD90 va
CD105. Theo phuong &n uu tién c6 it nhit khoang 91% hoic nhiéu hon, khoang 92% hoic
nhiéu hon, khoang 93% hoic nhiéu hon, khoang 94% hoic nhiéu hon, khoang 95% hoic
nhiéu hon, khoang 96% hodc nhiéu hon, khoang 97% hogc nhiéu hon, khoang 98% hoac
nhiéu hon, khoang 99% té bao hoic nhiéu hon trong quin thé té bao gbc trung md dugc
phén 14p 12 CD73+, CD90+ va CD105+, 1 phén trim quén thé té bao phan 1ap biéu hién mot
trong s CD73, CD90 va CD105 (xem phin Vi du thuc hién dusi day). Ngoai ra, ¢4 {t nhét
khoang 90% , khoang 91% hodc nhiéu hon, khoang 92% hoic nhiéu hon, khoang 93% hozc
nhidu hon, khoang 94% hodc nhiu hon, khoang 95% hogc nhiéu hon, khoang 96% hoac
nhiéu hon, khoang 97% hodc nhiéu hon, khoang 98% hogc nhiéu hon, khoang 99% hoac
nhidu hon té bao trong quan thé té bao gdc trung md dugce phén 18p c6 thé khong biéu hién
céc gen danh déu sau CD34, CD45 va HLA-DR. Cu thé hon c6 khoang 97% hofic nhiéu hon,
khoang 98% hodc nhiéu hon, hay khoang 99% hodc nhiéu hon quin thé té bao gbc trung méd
dwoc phan 14p bidu hién CD73, CD90 va CD105 ddng thoi khong biéu hign CD34, CD45 va
HLA-DR. Lan diu tién mot quén thé t& bao gbc trung mo c6 tinh d6ng nhét cao nhu vay
duoc lay tir mang 6i day rdn duge sang ché nay cong b6 va quan thé nay hoan toan dap tng
céc tiéu chi danh cho té bao gbc trung md dugc st dung trong liéu phéap té bao (xem thém
phén thir nghiém, va vi dy, tai liéu Sensebe et al. “Production of mesenchymal stromal/stem
cells according to good manufacturing practices: a review”). Luu y 1a trong ngit canh nay,
quén thé té bao gbc trung mo nay co thé duoc thu nhan khong chi bang phuong phép phan

13p cua sang ché ma c6 thé bang phwong phap khac nhu tuyén chon té bao, néu mudn.
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Vi vy, sang ché con d& cap dén duoc pham chira quén thé té bao gc trung md duoc
phén lap tir mang bi ctia day rén, trong do it nhét khoang 90% hodc nhiéu hon té bao cta
quin thé t& bao gbc niy bidu hién mot trong sb cac gen dénh d4u sau: CD73, CD90 va
CD105 va tiry chon 13 khong biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR. Dugc phim nay ¢6 thé
chira ta dwoc duge dung bat ky va c6 thé duoc bao ché cho dudng ding bét ky mong mudn.
Duoc phém nay, vi du, co thé duoc bao ché thich {mg cho dung toan than hay khu tra.

Khia canh khac cua sang ché dé xuit phuong phép diéu ché moi truong nudi ciy dé
phén 1ap, phuong phap nay bao gdm budc tron @ dat duoc thé tich cudi 1a 500ml mdi
trirdong nudi cdy:

i. 250ml DMEM

ii. 118ml M171

iii. 118ml DMEM/F12

iv. 12,5ml huyét thanh bao thai bd (FBS)d? dat dén ndng dd cubi 1a 2,5% (thé tich/thé
tich).

Nhu duoc giai thich trén ddy, moi truong DMEM/F12 1a hdn hop c6 ty 1€ 1:1 gitra
DMEM va Ham’s F12. Vi vay, 118ml méi trudng DMEM/F12 chira 59ml DMEM va 59ml
F12. Theo d6, khi stt dung phuong phap nay diéu ché moi truong nuodi cdy, ndng do cudi

(thé tich/thé tich) trén tong thé tich 500ml 12 nhu sau:

DMEM: 250 ml + 59 ml = 309 ml, tuong tng véi 309/500 = 61,8% (thé tich/thé tich)
M171: 118 ml, twong g véi 118/500 = 23,6% (thé tich/thé tich)

F12: 59 ml, trong tng v4i 59/500 = 11,8% (thé tich/thé tich).

Céc phuong 4n vé phuong phép diéu ché mdi truong nudi cdy nay con bao gom budce

bd sung thém céc thanh phin
v. 1ml dung dich gbc EGF (5pg/ml) dé dat dugc ndng d6 EGF cubi 1a 10ng/ml, va
vi. 0,175ml dung dich gbc insulin (14,28mg/ml) d& dat dugc ndng dd insulin cudi 1a Spg/ml.

Luu y 1a theo c&c phuong an nay, thé tich ctia c4c thanh phan i. dén vi néu trén la dé
tao ra thé tich cudi 12 499,675ml méi trwong nudi cdy. Néu khong bd sung thém thanh phan
nao nita vao mdi trudng nudi cdy, ph?m con lai 12 0,325 ml (duge bd sung thém dé dat thé

tich 500ml) c6 thé 13, vi dy, thanh phan bét ky trong s& c4c thanh phén tir i. dén iv, nghia la
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mét trong s6 DMEM, M171, DMEM/F12 hodc FBS. Theo cach khac, nong do dung dich
gbc EGF hay Insulin ¢6 thé dugc diéu chinh sao cho tdng thé tich mdi trudng nudi ciy 1a
500ml. Ngodi ra, can luu ¥ 12 céc thanh phin tir i. @én iv. khong nhét thiét phai duoc b sung
thém theo dung trinh tu nhu liét ké ma co thé bd sung theo trinh tu bét ky dé tron cac thanh
phin nay nhdm tao ra dugc mdi truong nudi ciy cua sang ché. Nghia 13, vi du, c6 thé tron
M171 va DMEM/F12 v6i nhau va sau d6 vé6i DMEM va FBS dé dat dén ndng d6 cudi nhu
d n6i & trén, nghia 12 ndng d6 cudi cia DMEM 1a khoang tir 55 dén 65% (thé tich/thé tich),
ndng do cudi ctia F12 1a khoang tir 5 dén 15% (thé tich/thé tich), nong do cudi cua M171 1
khoang tir 15 dén 30% (thé tich/thé tich) va ndng do cudi ctia FBS 1a khoang tir 1 dén 8%
(thé tich/thé tich).

Theo phuong 4n khac, phuong phép nay con bao gdm budc bd sung thé tich 0,325ml
cua mot hodc nhiéu chit bd tro sau: adenin, hydrocortison, mubi 3,3',5- Triiodo-L-thyronin
natri (T3) vao DMEM, nhé vy dat t6i tong thé tich 500ml méi trudng nudi cdy. Theo

phuong 4n nay, ndng d6 cubi ciia cac chit bé tro nay trong DMEM c6 thé nhu sau:
khoéng tir 0,05 dén 0,1ug/ml adenin, vi du khoang 0,025ug/ml adenin,
khoang tir 1 dén 10pg/ml hydrocortison,

khoang tir 0,5 dén 5ng/ml mudi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3), vi du 14
1,36ng/ml mubi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3).

Lién quan dén phan mo t néu trén, sang ché con @ cap dén moi trudng nuodi cy té
bao ¢6 thé nhan dugc hodc duoc thu nhan bing phuong phap diéu ché moi trudng nhu dugc
mo ta.

Ngoai ra, sang ché con @& cip dén phuong phap phan 1ap té bao gdc trung mo tir
mang bi cua day ron, trong d6 phuong phap nay bao gbm budc nuodi cdy md mang 4i trong

mdi trudng nudi cdy dugc diéu ché bang phuong phap duge dé cap.
Vi vay, séng ché con dé cap dén moi trudng nudi cdy té bao chira:
- DMEM & ndng b cubi khoang tir 55 dén 65% (thé tich/thé tich),
-F12 & ndng d6 cudi nim trong khoang tir 5 dén 15% (thé tich/thé tich),
-M171 & ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 15 dén 30% (thé tich/thé tich) va

- FBS & ndng dd cudi ndm trong khoang tir 1 dén 8% (thé tich/thé tich).
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Theo mét s6 phurong 4n ctia moi trudng nudi chy duoc dé cap & day, moi trudong nay
chtra DMEM & ndng d6 cudi khoang tir 57,5 dén 62,5% (thé tich/thé tich), F12 & ndng do
cudi ndm trong khoang tir 7,5 dén 12,5% (thé tich/thé tich), M171 & ndng do cudi nam trong
khoang tir 17,5 dén 25,0% (thé tich/thé tich) va FBS & ndng d0 cudi nam trong khoang tir
1,75 dén 3,5% (thé tich/thé tich). Theo phuong an khc, mdi trudng nudi cay ndy c6 thé
chita DMEM & ndng d6 cudi nim khoang 61,8% (thé tich/thé tich), F12 & ndng do cudi
khoang 11,8% (thé tich/thé tich), M171 & ndng do cudi khoang 23,6% (thé tich/thé tich) va
FBS & ndng d6 cudi khoang 2,5% (thé tich/thé tich). |

Ngoai ra, mdi truong nudi cdy nay c6 thé chira thém yéu td ting trudng biéu bi
(Epidermal Growth Factor - EGF) & ndng d6 cudi nam trong khoang tir 1ng/ml dén 20ng/ml.
Theo mdt phuong an, moi truong nudi ciy nay chirta EGF & ndng d6 cudi khoang 10ng/ml.
MBoi trudng nudi cay cé thé con chtra Insulin & ndng d6 cudi nim trong khoang tir 1pg/ml
dén 10pg/ml. Theo d6, moi trudng nudi cdy nay c6 thé chira Insulin & ndng d6 cudi khoang
Spg/ml.

MBoi truong nudi cdy té bao theo sang ché co thé con chita thém it nhit mdt trong s
cac chat bd trg sau: adenin, hydrocortison, va mudi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3).
Theo mét sé phwong 4n, moi trudng nudi cy nay chira ca ba thanh phan 13 adenin,
hydrocortison, va mudi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3). Néu c6 mit, mdi trudong nudi
cdy nay c6 thé chira adenin & ndng dd cubi nam trong khoang tir 0,01 dén 0,1pg/ml adenin
hodc tr 0,05 dén 0,1pg/ml adenin, hydrocortison & ndng do cudi nim trong khoang tir 0,1
dén 10pg/ml hydrocortison hodc tir 1 dén 10pg/ml hydrocortison va/hogc mudi 3,3',5-
Triiodo-L-thyronin natri (T3) & ndng d6 cudi nam trong khoang tir 0,5 dén Sng/ml.

Theo céc phuong dn vé moi trudng nudi cdy té bao, 500ml méi truong nudi cdy t&

bao theo sang ché nay chua:
i. 250ml DMEM
ii. 118ml M171
iii. 118ml DMEM/F12
iv. 12,5ml huyét thanh bao thai bo (FBS) (ndng d¢ cudi 2,5%)
Phuong 4n nita 14 mdi trudng nudi cdy té bao nay c6 thé con chira thém:

v. EGF & néng do cudi 1a 10ng/ml, va
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vi. Insulin & néng do cubi 1a 5pg/ml.

Ca insulin va EGF déu c6 thé dugc thém vao mdi trudng nudi cdy bang cach sur dung

dung dich gdc dugc chon sao cho tdng thé tich mdi trudng nudi ciy khong vuot qua 500ml.

Vi du, céc thanh phén tiri. dén vi. ctia moi truong nudi cy theo sang ché 14 cac thanh
phan néu trén Fig.5, nghia 1a c4c thanh phan nay thu dugc tir cic nha san xuit trong Ung
theo sb catald dugc chi ra trén Fig.5. Moi trudng duge thu nhan bang cach tron c4c thanh
phan tir i. dén vi. nhu trén Fig.5 dugc goi la 1a “PTT-6”. Mot lan nira luu y 12 céc thanh
phén tir i. dén vi. ciing nhu cc thanh phan khac bét ky nhu khéng sinh mua tir nha cung cap

bét ky déu c6 thé dugc sit dung dé didu ché mbi truong theo sang ché.

Ngoai ra, mdi trudng nudi cAy té bao clia sang ché c6 thé chira adenin & ndng d6 cudi
nam trong khoang tir 0,01 dén 0,1pg/ml adenin hodc trong khoang tir 0,05 dén 0,1pg/ml
adenin, hydrocortison & ndng d6 cubi nam trong khoang tir 0,1 dén 10pg/ml, tir 0,5 dén
10pg/ml, hodc trong khoang tir 1 dén 10pg/ml hydrocortison va/hoac mudi 3,3',5-Triiodo-L-
thyronin natri (T3) & ndng d6 cudi ndm trong khoang tix 0,1 dén 5Sng/ml hodc trong khoang
tir 0,5 dén Sng/ml.

Cuébi ciing, sang ché ciing d& xuét phuong phép diéu tri cho ngudi méc bénh, phuong
phap nay bao gdm budc cho ngudi bénh dung té bao gbc mang 16t ctia day ron trung mo
hodc duge phim chira té bao gbc da néu. Bénh dugc diéu tri c6 thé 1a bénh ly bt ky da néu.
Pé didu tri, c6 thé ding quan thé té bao gbc trung md theo séng ché theo cach phit hop bt
ky, vi du, bao g@)m nhung khong chi giéi han &, dung khu trg, c.:fly hodc tiém. Quén thé té
bao gbc nay c6 thé, vi du, dugc dat truc tiép vao vét thwrong nhu vét bong hay vét thuong do
tiéu duong (xem don yéu cdu cAp patent qubc té co 36 cong bd W02007/046775). Theo céch
khéc, c6 thé cy quin thé té bao gbc nay dudi da, vi du truc tiép dudi da, trong m& co thé

hay mang bung.

Sang ché duoc minh hoa rd hon trong phan Vi du thyc hién khong giéi han sang ché
dudi day.
Vi du thue hién sang ché

1. B4do quin déng lanh mo day rdn trude khi phan 1ap té bao gdc trung md

Mo day rén (ddy ron duogc hién ting v6i su dong y dugc thong béo cua ngudi me)

duoc xir Iy dé sau d6 phan 1ap té bao gdc trung md tir mang 0i ctia ddy ron nhu sau.
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1.1 Rira mau mo day ron:

a. Lay dao md ra khoi tii bao ve.

b. Gitt chat day rdn bang kep va c4t ddy ron thanh cic doan dai 10cm nho dao md.

Dit lai phan day ron chua dung vao coc chita m6 ban déu.

c. Chuyén mau day rén dai 10cm nay vao dia nudi cdy méi logi 150mm. Co thé su

dung dia nudi loai 150mm nay thay cho dung cbe.
d. Dung mang boc dia nudi loai 150mm nay lam chd dé kep va dao mo.

e. Liy 25ml Plasmalyte A (Baxter, Catalog # 2B2543Q) bang xy lanh loai 30ml. Gitr
xy lanh nay & goc 45° bing mot tay va phan phéi Plasmalyte A truc tiép 1én md day ron.

f. Gitt dia nudi hoi nghiéng dé lay Plasmalyte A ra bang xy lanh loai 30ml va dung
kim dau to.

g. Gom Plasmalyte A da sir dung vao tii trung chuyén loai 300ml dugc dung lam dd
chira chét thai va @& vao thing dung chit thai sinh hoc nguy hai.

h. Lap lai cong doan rira, néu can bang cach sir dung dia nudi mé6i cho moi lan rira.
DPam bao moi cuc mau trén bé mit da dugc lay hét. C6 the st dung thém Plasmalyte A, néu

can, dé lam sach mo.

i. P4t mo nay vao dia nu6i méi c6 danh dAu dé tiép tuc cat md. Cho 20ml Plasmalyte

A vao dia nay dé mo khong bi kho trong qua trinh cét.
j. Cét day ron thanh c4c doan bang nhau khoang lcm d8 c6 duoc 10 doan tat ca.

k. Ct tiép cac doan 1cm nay thanh cac méu nho hon véi kich thude trong khoang tir

0,3cm x 0,3cm dén 0,5cm x 0,5cm mdi mau.
1. Loai bo tdn du Plasmalyte A con trong dia.

m. Ht 25ml Plasmalyte A bang xy lanh loai 30ml tir tii dung Plasmalyte A gbc va

phun tryc tiép [én cdc mau md ddy ron nay.

n. Gitr dia nudi ciy hoi nghiéng v& mot phia ¢é 14y hét Plasmalyte A da st dung cho

rita mo va hiit ra bang xy lanh dung kim dau tl.

0. Rira lai thém mdt 1an. Lan nay khong dugc dé lai bat ky cuc mau dong nao.
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Luuy: Néu day ron khong duoc gitt dong lanh, mo day rén nay nén dugce giit trong

Plasmalyte A cho dén khi sén sang dé dong lanh.

1.2 Bao quan ddng lanh md day ron:

a. Chuén bi dung dich bao quén dong lanh:

i. Didu ché 50ml dung dich dong lanh gdm 60% Plasmalyte A, 30% Albumin huyét
thanh ngudi 5%, va 10% dimetyl sulfoxit (DMSO).

ii. D4an nhan “dung dich ddng lanh md” cho thi trung chuyén 150ml va gin bo dung

cu truyén huyét trong vao miéng tai nay bang k¥ thuét vo trung.

iii. LAy 30ml Plasmalyte A bang xy lanh loai 30ml tir tdi gbc chira Plasmalyte A va

truyén vao ti d4n nhan “dung dich dong lanh m6” va ghi rd ngay gi¢ thuc hién.

iv. LAy 15ml albumin huyét thanh ngudi 5% bang xi lanh loai 20ml va truyén vao tai

trung chuyén dugc dan nhan néu trén.
v. Cho thém 5ml DMSO vao tii trung chuyén nay.
vi. Lic k¥ va ghi lai thoi gian lic dung dich d6ng lanh
b. Loai Plasmalyte A ra khoi md trude khi bd sung dung dich dong lanh.

c. Dung xy lanh loai 60ml dé hat 50ml dung dich déng lanh va bom khoang 30ml
dung dich déng lanh nay 1én dia nudi té bao loai 150mm c6 chira mé day rén. Git kim dau
tu trén xy lanh dé dam bao vo trung.

d. Lic timg phtit dfa nuéi chira m6 va dung dich dong lanh trong 10 pht.

e. Dung kep, chon ngau nhién 8 doan va dat vao mdi lo trong s6 bén dng bao quan
dong lanh loai 4ml. Chon ngau nhién 4 doan da chon néu trén va dit vao mot 6ng bao quan
dong lanh loai 1,8ml. Cac doan nay phai dam bao sach cac cuc mau.

f. D4 phan dung dich dong lanh con lai vao mdi 6ng bao quan dong lanh chira mo day
roén dén vach 3,6ml cho céc 6ng loai 4ml va dén vach 1,8ml cho céc 6ng Nunc loai 1,8ml.

g. Dé4n nhan Bactec Lytic/10 - Anaerobic/F va Bactec Plus Aerobic/F trén 6ng dung
véi ma mo ghi kém.

h. LAy 20ml dung dich dong lanh ra khoi dia nudi bing xy lanh hit ding kim déu ta,
sau khi vé sinh céc dng Bactec bing gac thAm alcohol, thay kim d4u ti bing kim loai 18g va

cdy vi khudn yém khi va ua khi vao cac 6ng dan nhan Bactec moi ong 10ml.
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i. An nit chay thiét bi dong lanh véi tc d6 duge kiém soét.

j. Sau khi hoan thanh qué trinh dong lanh dat cac éng dung trong c4c tu dong lanh

bing nito 16ng duge theo doi nhiét do lién tuc dé st dung tiép.

2. Phan lap té bao géc mang 16t day rdn trung md tir md diy ron

2.1. Pidu ché moéi trudong xir Iy MSC 18y tir mé day rén:

a. P& didu ché 500ml PTT6 (mdi treong nudi/sinh trudng) cho cic thanh phan theo
tht tu dudi day:

i. DMEM, 250ml

ii. M171 118ml

iii. DMEM F12 118ml

iv. FBS 12,5ml (ndng d6 cubi 2,5%)

v. EGF 1ml (ndng d6 cudi 10ng/ml)

vi. Insulin 0,175ml (ndng d6 cudi Spg/ml)

Thé tich néu trén cta cac thanh phan tir i. dén vi tao ra tong thé tich 499,675ml moi
trrong nudi cdy. Néu khong thém céc thanh phéan ndo khic vao mdi trudng nudi céy,
0,325ml con lai (dé dat tong thé tich 500ml) ¢6 thé 1, vi du, thanh phan bat ky trong sb tir i.
dén iv, nghia la mdt trong s6 DMEM, M 171, DMEM/F12 ho#c FBS. Theo cach khéc, néng
d6 dung dich gbc EGF hoic Insulin ¢6 thé dugc didu chinh sao cho tdng thé tich moi truong
nudi cdy 1a 500ml. Theo cach khéc, dung dich gbc cua khang sinh nhu Penixilin-
Streptomyxin-Amphoterixin ¢6 thé duoc thém vao dé c6 duge thé tich cubila 500 ml. Ciing
c6 thé thém vao méi trudng nudi céy 0,325ml cua mot hodc nhiéu chét bd tro sau day:
adenin, hydrocortison, mudi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3), nhd d6 dat téng thé tich 1a
500ml mdi trudng nudi cdy.

vii. Dan nhan dng dung “PTT6” c6 ghi ngay tao mdi truong, tén viét tat ciia nguoi
thuc hién, va cum tir “hét han” sau ngay hét han st dung. Ngay hét han st dung 1a ngay hét
han st dung sém nhat ctia thanh phan bat ky hoic tinh 12 01 thang ké tir ngay diéu ché, tiry
theo ngay nao dén trudc.

b. Dé diéu ché moi treong rira (dung dich nudc mudi dém Hank- Hank’s Buffered

Salt Solution (HBSS) khong c¢6 Canxi hay Magie va chira FBS 5%), thém 2,5ml FBS vao
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47,5m] HBSS trong 6ng ly tim loai 50ml. Ong nay dugc dan nhan la “Mdi truong rira” c6
ghi chit viét tit tén ngudi thuc hién va ngay diéu ché moi truong.

c. TAt ca cac mdi trudong duoc kiém nghiém tinh v trung bang thiét bi Bactec
Lytic/10 — Anaerobic/F (Becton Dickinson & Company) va Bactec Pluc + Aerobic/F

(Becton Dickinson & Company). Bom 20ml mdi trudng dugc diéu ché vao mdi lo dung.

2.2 R4 dong mo day rdn dé thu gom MSC:

a. Bt dau ra dong khi ngudi thuc hién chuén bi xtr Iy mau trong phong sach. Khong
rd dong hon 1 lo tai cung mot thoi diém trir khi cac lo nay c6 chung ngudn gbc ngudi cho.

b. Lam sach chau nudc bing chit tiét tring sau d6 bang isopropanol 70% va d6 day
lo nay 1 1it nuGe vo trung. Dun néng chiu nay dén 36-38°C.

c. Diéu ché 10ml mdi truong rira gdm tir 70% dén 90% Plasmalyte A trong phong
sach tai budng an toan sinh hoc. Loc v0 tring dung dich nay bang mang loc 0,2um gin voi
xy lanh loai 10ml va bao quan lanh dung dich nay cho dén khi can st dung.

d. D4n nhan dang x ly 1én binh dung hinh n6én 50ml.

e. Pam bao nhiét d6 trong chau nudc 1a 36-38°C.

f. L4y lo dung mo ra khéi thung bao quan bang nito 16ng va ra dong nhanh trong chau
nuée 37°C d dd sdn 01 lit nude vo trung. Gia dung lo dung cho hop dung dong lanh hiéu
Mr. Frosty Nalgene Cryo & 1°C gitip cho céac 1o dimg trong hop dung nay va c6 thé sir dung
lam gi4 d ndi khi rd déng mau.

g. LAy lo dung ra khéi chiu nudc va xit vao lo nay dung dich Isopropanol 70%. Thoi
diém t6t @& 14y lo dung ra khoi chiu nude 1a khi nhin thdy cac cuc da nhd ndi trong lo —
nghia 1a nhiét d6 bén trong lo dudi 37°C.

h. Pat lo vao ti dung kin c6 khoa chuyén dé van chuyén vat liéu thi nghi€ém va thong

b4o cho céac k¥ thuét vién xtr Iy phong sach.

2.3 Chuén bi x Iy mo:

a. Viéc xt ly mo day rén nén dugc thuc hién trong phong sach duge theo ddi moi
treong (EM): Tai thot diém két thic mdi ca 1am viéc, thuc hién vé sinh toan b phong va ti

hut.

b. Chuén bi/vé sinh lam sach budng an toan sinh hoc.
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c. Thuc hién dém céc phan tir song khi 1am viéc trong budng an toan sinh hoc.

d. Tap hop tAt c4 dung cu can thiét trong budng an toan sinh hoc @& kiém tra ngay hét
han va bao bi déng gdi c6 bi hu hong khong. Khi cAm nim xy lanh, pipet, kep v0 trung, dao
mb, dia dung mé, va kim tiém, dam bao khong cho bé mat bt ky tiép xuc v6i san pham da
v0 trung nay. Chi c6 mét ngoai cua 6ng xy lanh, 6ng dén, du pit tong va/hodc nép chup kim
tiém hodc vo boc ¢co thé duogc cAm nam an toan. Vit b dung cu néu c6 bé mit da bi tiép xuc
hoic da tiép xtc véi bé mit khdng vo trung.

e. Ghi lai s6 16 san phdm va ngay hét han (néu c6) clia tit ca cac chét phan tg va cac
dung cy dugc st dung.

f. Nhan lo 3 déng bang cach lam sach lo nay bing miéng chui khong c6 xo vai da

tam con 70% trude khi chuyén vao budng an toan sinh hoc.

g. St dung kim huit cing xy lanh, hat chét 1ong khoi lo cang nhiéu cang tot. Tranh hut

h. Str dung kep v trung, chuyén mb vao dia petri 100mm v trung.
i. Thém phan udc 5ml mdi trudong rira vao cac doan mo.

j. Léc cac thanh phin nay trong 15-30 gidy, sau d6 14y mbi trudng rira ra bang pipet

hodc xy lanh gin kim hat. Lap lai qu4 trinh rira nay hai lan.
k. Thém 2ml méi trudong rira vao md d trénh khd md.

2 4. B4t ddu qua trinh sinh treéng MSC tir mo:

a. Dan nhan “Outgrowth 17 vao day dia loai 6 15 giéng c6 ghi 5616 MSC hodc mamo
day rén va ngay bét dAu sinh truéng. Néu sir dung dia nudi ciy 60mm, chia dia nay lam bén
phin bang céch v& dudong phén chia ¢ day dia nay.

b. St dung kep vo trung, dung mot 14n, @3t mot mAu mo kich thude tir 3 x 3mm dén 5
x 5mm vao mdi 13 giéng. Néu st dung dia nudi ciy 60mm, dat md vao gifta mdi goc phén tu
dé phan c4ch céc mau mb (cach nhau hon lem).

c. D8 3ml PTT6 vao mdi 18 giéng.

d. Sir dung kim hit 1p trén xy lanh loai 30ml, hit da méi trudng dé phi vira da mo.

Khong lam nghiéng dia. Khong cho kim huat cham vao phan déy 15 giéng.
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e. St dung kinh hién vi d4o nguoc, quan sat sinh truéng té bao hang ngdy (24 £ 6
gi0). Co thé st dung hé théng chup anh nudi cdy té bao theo thoi gian thuc thay cho kinh

hién vi quang hoc.

f. Thay mdi trudng hang ngay. Dam bdo moi trudng nay can bang v6i nhiét dd phong

trudce khi st dung.
i. Hat hét maoi truong.
ii. Cho 3ml PTT6 vao.
iii. Hut cho dén khi mo vira ngap trong mdi truong.

g. Khi quan sat thdy sinh trurong té bao tir mo, cdy chuyén mo nay sang dia méi loai 6
15 giéng theo quy trinh gidng nhu tir4.a dén 4.e néu trén chi khéc 1a ghi nhan dan dia nay 1a
“Outgrowth 2”. Duy tri su sinh truéng t€ bao & dia “Outgrowth 17 bang cach cho thém 2ml
PTT6 vao mdi 18 giéng. Quan st sy hop dong hang ngay. Clr 2-3 ngay thay méi trudng mot

1An (dam bao can biang mdi trudng v6i nhiét do phong trudce khi sir dung).

h. Khi quan sat thdy su sinh truéng té bao trong dia “Outgrowth 27, 13p lai budc 4.a
dén 4.e chi khac 13 dia dugc dan nhan ghi “Outgrowth 3.” Duy tri sy sinh truéng té bao
trong dia “Outgrowth 2” bang cach cho thém 2ml PTT6 vao mdi 16 giéng. Quan sat sy hop
dong hang ngay. Cir 2-3 ngay lai thay moi truong mot 1dn (dam bao cén bang mdi trudng

v61 nhiét do phong trude khi st dung).

i. Khi quan sat thdy su sinh trudng té bao trong dia “Outgrowth 37, loai bd mé. Néu

md qué nho va khong gy anh hudng dén sinh trudng té bao, bdé mo khi cdy chuyén.

j. Khi té bao dat mirc hop dong 40-50%, quan sat té bao hang ngay dé ngan su lan

rong qua muc.

k. Khi té bao dat mirc hop dong 70-80%, cdy chuyén té bao. Khong & t& bao lan rong
trén mrc hop dong 80%.

Vi kich thuée cac mé cdy tir khoang 1 dén 3mm, va viéc nudi ciy md/té bao duge
thuc hién trong dia nudi hinh chit vudéng loai 175mm, s6 té bao gdc trung mo trung binh
dugc thu gom tr mo ciy thuong khoang tir 4.000 dén 6.000 t& bao/md cy. Theo d6, khi té
bao gbc trung md dugc sinh trudng dong thoi tir 48 md ciy thi thu gom dugc khoang
300.000 té bao. 300.000 té bao gbc trung md nay gom tir cac md ciy sau d6 c6 thé duogc st

dung dé cay chuyén bang céach gieo mam trong cac binh nudi té bao c6 dién tich 175cm?

24



48816 25/52

bang 300.000 té bao nhu md ta trong Vi du 2.5 (c6 thé dwoc goi la Lan 1). Té bao goc trung
mb thu duge tir Lan 1 nay c6 thé duge st dung dé gieo mam lai trong c4c binh 175cm? (Lan
2) va cho té bao m rong sinh trudng nhw md ta trong Vi du 2.5 dudi ddy. Té bao thu nhén
tir ¢4 LAn 1 va Lan 2 c6 thé duoc “1ap thanh ngan hang” bang cach bao quéan dong lanh, voi
té bao gdc trung mo thu dugc tir Lan 2 duogc coi 1a dai dién ngin hang té bao dau dong
(Master Cell Bank) ma s€ dé dung cho su lan rong tiép clia té bao gdc trung md , vi dy, trong

thiét bi phan tng sinh hoc nhu trong Vi du 2.7 dudi day.

2.5. Chy chuyén MSC trong dia nudi té bao

a. Thuc hién dém phan tir sng khi lam viéc trong budng an toan sinh hoc. Cén bing

tAt ca cac moi trudmg voi nhiét dd phong trude khi st dung.
b. Khi t& bao sinh truéng dat mtc hop dong 70-80%, cdy chuyén céc té bao.
i. Loai PTT6 khéi dia petri.
ii. Rira bang HBSS khong c6 canxi hoac Magie.
iii. Thém 0,2ml TrypLE-EDTA 1X va lic trong 1-2 phit.

iv. Dé nghiéng dia 30-45° dé té bao troi xuéng theo trong luc. Pép nhe vao canh dia
dé d4y nhanh qua trinh tach ra.

v. Thém 1ml PTT6. Dung pipet htt nhe 1€n va xubng sau d6 chuyén té bao vao bngly
tam 15ml. Sir dung dAu pipet sach cho moi 16 giéng. Té bao tir tht ca 6 15 c6 thé duge gom

vao mot 6ng 15ml.
vi. Ly tAm trong 10 phut & 1200 rpm (vong/phut).
vii. Loai b6 phin nbi va tao huyén phu lai t€ bao bang Sml PTT6.
c. Cdy chuyén MSC

i. Lay phéan uéc 50pl huyén pht té bao va thir nghiém dbi v6i TNC va kha nang sdng
dugc bang thir nghiém loai trir xanh Trypan (Trypan Blue Exclusion).

ii. Dém té bao bing may dém té& bao mau. Dy lidu dém dugc 20-100 té bao/d vudng.
Néu s6 d&m cao hon 100, pha loing mau gdc theo ty 1€ 1:5 va lap lai phuong phép repeat

Trypan Blue bang céach st dung mdy dém té bao mau.
iii. Tinh s6 té bao séng dugc/ml va téng s té bao sbéng duoc:

1. S té bao sdng dugc/ml = s6 té bao sbng duoc x hé s6 pha logng x 10*
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2. Thng sb té bao séng duge =sb té bao sdéng duge x hé s6 pha lodng x tdng thé tich x
104

iv. Tinh % kha nang song dugc:

1. % kha nang sdng dugc = s6 té bao sdng duoc x 100 /(sb té bao séng dugc+ sb té
bao chét)

v. Pha loang huyén phu t& bao dén mat do 1,0 x 106 té bao/ml:

1. “X” thé tich = tdng sb té bao sbng dugc/106 t& bao/ml

2. Vi dy, néu tdng sb té bao sbéng dugce 14 1,0 x 107,

3. <X = 107/106 t& bao/ml hodc =10ml, tirc 1a diéu chinh tdng thé tich té bao lén dén
10ml bang cach thém Sml vao huyén phi té bao (vén c6 thé tich 5 ml).

vi. Néu huyen phit t& bao it hon 105/ml, x4c dinh thé tich can thiét dé gieo mam 2 x
106 t& bao cho mdi dia petri loai 150mm hodc binh 175cm?.

1. Thé tich cho 2 x 106 t& bao =2 x 106 t& bao = s6 té bao sdng dugc/ml

2. Vi dy, néu sb t& bao séng dugce/ml 1a 8 x 10° té bao/ml, 2 x106 té bao + 8 x 105 té
bao/ml hodc 2,5ml can cb.

vii. P& riéng 0,5ml cho phan tich danh diu MSC.

viii. Gieo mam 2 x 106 té bao vao mdi dia petri loai 150mm hodc binh 175¢m? véi
30ml PTT6.

ix. Quan sat hién tugng dinh té bao, hinh thanh khuén lac, va su hop dong ba ngay
mot 1an. Khi té bao dat mirc hop dong 40-50%, quan sat té bao mot hodc hai ngay mot lan @é
ngin chin sy lan rong qua mic. Khong dé té bao lan rong qua muc hop dong 80%. Co6 thé
st dung hé théng theo ddi nudi ciy thoi gian thuc thay cho kinh hién vi quang hoc.

x. Clr 2-3 ngay lai thay mdi truong mot lan.

2.6 Bao quan dong lanh té bao MSC

a. Pém té bao song dugc trong budng an toan sinh hoc.

b. Khi té bao dat mtrc hop dong 70-80%, chéng dinh té bao bang 2ml TrypLE-EDTA

1X cho mdi dia petri loai 150mm hozc binh dung loai 175¢cm?.

i. Loai PTT6 ra khoi dia petri.
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ii. Rira bang Sml HBSS hodc PBS khong c6 canxi hodc magie.
iii. Thém 2ml TrypLE-EDTA 1X va lac trong 1-2 phut.

iv. Pé dia nghiéng mot goc 30-45° cho té bao chay xudng dudi theo trong luc. Go

nhe vao canh dia petri nay dé day nhanh qua trinh tach ra.
v. Thém 10ml PTT6 dé bt hoat TrypLE. Tron k§ dé phan ly cac cuc té bao.
vi. Chuyén té bao vio bng ly tam loai 15ml bang pipet Pasteur.
vii. Ly tAm trong 10 phut & 1200 vong/phut.
viii. Hat méi truong ra va tao lai huyén phu bang 10ml PTTS6.

ix. LAy 50p1 mau va x4c dinh tong s0 t€ bao song dugc va% kha nang song dugce theo

mb ta & trén. Thuc hién dém té bao trong 15 phit vi té bao c6 thé bit ddu dong cuc.
c. Chuén bi t€ bao cho bao quan dong lanh

i. Chuén bi mdi trudng huyén phi té bio va moi trudng bao quan dong lanh va dong
lanh té bao

2.7. CAy chuyén (lan rong) MSC trong thiét bi phan ng sinh hoc Quantum (Terumo BTC,
Inc.)

Ciing c6 thé sir dung thiét bi phan tmg sinh hoc Quantum @8 lan rong MSC. S6 té bao
kh&i ddu cho qua trinh mé rdng sinh trudng trong thiét bi Quantum nay nén nam trong
khoang tur 20 dén 30 triéu cho mot luot chay. Hiéu suét dién hinh cho mot luot chay 1a tir
300 dén 700 triéu MSC khi thu gom. Thiét bi phan tng sinh hoc ndy duoc van hanh theo
quy trinh ciia nha san xuét. Té bao gbc trung mo thu dugc tir may nay thudng duge bao quan

dong lanh (xem dudi ddy) va dung lam ngén hang té bao lam viéc (Working Cell Bank).

Vit liéw/Hoéa cht:
1. Bo dung cu cho sinh truéng mé rong Quantum

2. Tai dung chét thai Quantum

3. T1i dung mdi trudong Quantum
4. Quantum Inlet Bag

5. PTT6

6. PBS
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7. Fibronectin

8. TrypLE

9. Xy lanh loai 3ml

10.  Miéng thtr Glucoza

11.  Miéng thir Lactat

12.  Pfanudi té bao 60ml hoic loai twong duong
13.  Hdn hop khi y té 5% CO»

14.  50ml Combi-tip

Thiét bi:

1. Budng an toan sinh hoc

2. May do Glucoza (Bayer Healthcare/Ascensia Contour Blood Glucose Meter)
3. Lactate Plus (Nova Biomedical)

4. Bom Peristaltic c6 trang bi dau chup

5. May ly tim Eppendorf 5810

6. B6 ndi bng vo tring

7. May hut M4 Repeat Pipettor

8. Bo gén kin - RF Sealer

Quy trinh:

1. Chuén bj 1o phan Umg sinh hoc Quantum
a) MBOi 10 phan tmg sinh hoc Quantum

b) Phu 10 phan tng sinh hoc:

1) DPiéu ché dung dich fibronectin trong budng an toan sinh hoc.

1) Dé fibronectin dong kho thich nghi véi nhiét d6 phong (= 15 phut &
nhiét 46 phong)

2) Thém 5ml nudc cit v6 trung; khong lic hoac khuay

3) Dé fibronectin chuyén sang trang théi dung dich trong 30 phut.
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4) Strdung xy lanh 10ml gan kim 18g, chuyén dung dich fibronectin nay
vao tai nap té bao chtra 95ml PBS.

2) Gén tai ndy vao hang “hoa chat”

3) Kiém tra bong béng khi (c6 thé loai bong béng bang thiét bi “Remove IC Air”
hoic “Remove EC Air” va st dung “Wash” lam ngudn cap.

4) M& hodc thiét 1ap chuong trinh phu 16 phén tmg sinh hoc (Fig.1. C4c budc 3-
5).

5) Chay chuong trinh

6) Trongkhi chuong trinh dang chay dé pht bé mit 10 phan tmg sinh hoc, chuén
bi thi mdi treong chira 4 lit PTT6.

7) Treo tai mdi truong ndy vao hang IC Media bang cach st dung bd nbi bng vo

trung.

8) Khi cac buéc phit bé mit 16 phan tmg sinh hoc da hoan thanh, tho ti nap té

bao da sir dung cho dung dich fibronectin bang cach sir dung bd gén kin RF.
Rura sach lugng fibronectin du
Chuén héa 10 phan tng sinh hoc bang moi truomg
Nudi ciy té bao trong 16 phan ng sinh hoc Quantum
Nap va gén té bao bang huyén phu dong nhét:
Nudi va nudi ciy té bao
1) Chon téc d6 dong chay mdi truong dé nudi té bao.
2) LAy mAu lactat va glucoza hang ngay.

3) Diéu chinh téc dd dong chay cia moi trudng khi ndng do lactat gia tang. Nong
d6 lactat cho phép tdi da thuc duge x4c dinh béi mé nudi cdy trong binh nudi ciy
ma té bao ¢6 ngudn gde tir d6. Xac dinh xem moi trudng PTT6 trong thi moi
truomgco du khong. Néu cin, thay tii mdi truong PTT6 bang t4i mdi truong
PTT6 méi.

4) Khi tc d6 dong dat gia tri mong mudn, do ndng d6 lactat 8-12 gid mot lan.

Néu néng do lactat khong giam hodc néng do lactat tiép tuc tang, thu gom té bao.
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3. Thu gom té bao tir 10 phan ng sinh hoc Quantum

a) Khi ndng do6 lactat khong gidm, thu gom té bao sau khi 14y mau lactat va

glucoza ldn cudi.
b)  Thu gom té bao:

1) Gan tinap té bao da nap day 100ml TrypLE vao hang “Hoéa chét” bang cach

str dung bd nodi ong vo trungr.

2) X4c dinh PBS trong tai dung PBS da du chua. Néu chua, gin thi méi c6 it
nhét 1,7 lit PBS vao hang “Wash” bang cach st dung bd nbi bng vo tring.

3) Chay chuong trinh thu gom
4. Béo quan dong lanh té bao

1) Khi da thu gom xong té bao, chuyén té bao vao éng ly tAm 50ml 8 tao vién té

bao.

2) Tao lai huyén phi bing 25ml dung dich huyén ph té bao lanh. Dém t€ bao bang
may dém Sysmex hodc Biorad Cell. Gén ban ghi s6 dém té bao vao hd so mé xir Iy Quantum
tuong ung.

3) Diéu chinh ndng d6 té bao dén 2x107/ml

4) Thém vao lugng thé tich twong duong ctia dung dich bao quan dong lanh va tron
k¥ (khong lic hodc tao x04y)

5) Su dung pipet lap lai, thém 1ml huyén ph té bio trong chét bao quan dong lanh
vaomdi 1o loai 1,8ml. Bao quan dong lanh st dung chuong trinh CRF nhu duge mé ta trong
bao quan déng lanh SOP D6.100 CB bing céch sit dung thiét bj dong lanh c6 diéu chinh tbe
do

6) Bao quan cic lo nay trong khong gian bao quan nito 16ng dugc chi dinh.

7) Gién béo cdo chay bang CRF vio hd so xir Iy mé MSC P3-Quantum tuong tmg.

3. Phan tich biéu hién gen danh dAu t& bao gbc trong quin thé té bao gdc mang 16t day ron

trung mo phén 14p tir md day ron, c6 st dung cac mdi trudng nudi khac nhau

Thue hién cac thit nghiém té bao theo dong chay dé phan tich té bao gdc trung md
duoc phan 1ap tir day rdn xem ¢6 biéu hién clia cdc gen danh d4u té bao gbc trung md CD73,

CD90 va CD105 hay khong.
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D& thuc hién cac thir nghiém nay, t€ bao goc trung mo6 dugc phan 14p tr mé day ron
bing cach nudi md day ron trong ba mdi truong nudi khac nhau, sau do6 cay chuyén t€ bao

gbc trung md trong mdi trudng tuwong ting nhu néu trong Vi du 2.

Ba méi truong nudi sau dugce st dung trong cac thir nghi¢ém nay: a) 90% (thé tich/thé
tich) DMEM c6 b sung 10% FBS (thé tich/thé tich), b) méi trudong nudi ciy PTT-4 nhu md
ta trong don yéu cdu cip patent My s6 2006/0078993 va don yéu cau cap patent qudc té
twong tmg s6 cong bd W02006/019357 gdm 90% (thé tich/thé tich) CMRL1066, va 10%
(thé tich/th tich) FBS (xem doan [0183] trong tai liéu W02006/019357 va ¢) moi truong
nudi ciy PPT-6 theo sang ché c6 thanh phan dugc mo ta & day. Trong phan tich té bao theo
dong chay nay, phan tich hai mAu quén thé té bao gbc trung md day rén (CLMC) khac nhau

dbi v6i mbi moi truong nudi trong sd ba mdi truong nudi cay duge su dung.

St dung quy trinh duéi day dé phan tich té bao theo dong chay.

Vit liéu va Phuong phap

Tén dung cu

Tén hing san xuat

S0 san pham

BD FACS CANDO BD V07300367
Inverted Microscope, Olympus 4K40846
CKX41SF
Centrifuge, Micro spin Biosan 010213-1201-0003

Tabletop

Danh sach chat phan dng

Tén hang san xuat

So catalo san pham

10 X Trypsin Biowest X0930-100
10 X PBS Lonza 17-517Q
DMEM Lonza 12-604F
huyét thanh bao thai bo GE healthcare All-151

Danh sich khang thé Tén hang san xuit S§ catalé san pham
Khéng thé CD73 cua BD 550256
nguoi dugc tinh sach AD2
0,lmg
Khéng thé CD90 ctia BD 550402
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nguoi dugce tinh sach SE10
ImL
Khéng thé CD105 cta BD 555690
ngudi duge tinh sach 266
0,Img
IgG cua dé khang chudt BD A21235
Alexa Fluor 647 (H+L) *2
mg/mL*
Tén chat phan ing Thanh phan
1 X PBS (1L) 100ml PBS 10X + 900ml nudc cit
vO trung
1x PBA (50ml) 49,5ml PBS 1X + 0,5ml FBS
Quy trinh

a) Phan ldp té bao va nudi tie mang 6t ddy ron

1. U cac mAu mé trong dia nudi t€ bao va ngdm trong moi trudng twong Gng, sau do giit

trong t i CO2 & 37°C nhu md ta trong Vi du 2.
2. Ctr ba ngay thay moi truong mot lan.

3. Té bao sinh truéng tir cac md nudi cdy nay dugc theo doi dudi kinh hién vi quang

hoc.

4. Khi mtrc hgp dong khoang 70%, boc té bao ra khoi dia bang céach trypsin hoa
(0,0125% trypsin/0,05% EDTA) va st dung cho cac phan tich té bao theo dong
chay.

b) Trypsin hda 16 bao d@é dimg cho cdc thir nghiém
1. LAy mdi trudng ra khoi dia nubi cy

2. Riranhe bing PBS 1X v6 tring dé loai bo cac du vét FBS vi FBS s& can trd tac

dung enzyme cua trypsin.

3. Thém trypsin 1X vao dia nudi cdy té bao va U trong 3-5 phit & 37°C.
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4. Quan sat té bao dudi kinh hién vi dé dam bao ching da roi ra. Trung hoa trypsin
bang cach thém moi trudmg toan ven chira FBS (DMEM véi FBS 10%).

5. St dung pipet ph4 v& cac cuc té bao bing cach ddy ching vao thanh dia nudi.

Gom va chuyén huyén phu té bao vao céc dng ly tAm loai 50ml

6. Thém PBS 1X vd trung vao dia va rira nd, gom huyén phu té bao vao dng ly tAm

néu trén.
7. Ly tdm & 1800 rpm (vong/phit) trong 10 phut.
8. Gan bo phan ndi va tao lai huyén phi thé vién té bao bang moi truong PBA.
¢) Dém té bao

1. DPam b&o may dém té bio mau va nép che sach s& va kho réo, t5t hon 13 rira dung
cu bang etanol 70% va dé dung cu kho trude khi lau bing miéng lau Kim (gidy

khong c6 xo vai).

[\

. L&y mau lugng nhd té bao trong huyén phui va cho vao bng vi ly tAm va dua ra
khoi ta hat BSC.

3. Nhudm mau té bao trong huyén phu véi lugng thé tich ngang bang ctia Trypan

Blue, vi du 500p1 huyén pht duge bd sung thém 500ul Trypan Blue (hé sd pha

loding = 2X, tao ra dung dich Trypan Blue 0,2%).

N

. Khong dé té bao tiép xtic Trypan Blue qua 30 phit vi Trypan Blue la chét doc va

s& dan dén gia ting t€ bao chét, dan dén ket qua dém gia.

(9,

. Thém 20ul hdn hop huyén ph té bio vao mdi khoang ctia may dém té bao miu

va xem dudi kinh hién vi quang hoc.

a. Dém s té bao song dugc (t€ bao sang; t€ bao chét da hap thu Trypan Blue
va vi vAy mau sim) & mdi ngan phan tu clia may dém t€ bao méu trong

tbng sb 8 ngin phan tr & khoang trén va khoang duéi.

Sé dém té bao toan phan dugc bidu dién 1a (s té bao trung binh/ngén phan

tu) x 104 t& bao/ml.
d) Nhuém té bao

i, ChuAn bi truéc khi nhudm té bao
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e LAy mAu huyén phu té bao cho vao 3 éng (CD73, CD90, CD105 ) mbi

éng nay c6 hai ban sao nhw nhau va 2 éng (d6i chimg 4m), mdi dng
chira 50.000 t€ bao.

ii. Nhuo6m bine khang thé (Ab) so cip

Thém 1pl [0,5mg/ml Ab] khang thé so cap vao 100ul huyén
phti té bao. U & 4°C trong 45 phit.

P4 dén 1ml bing PBA.

Ly tdm & 8000 rpm ¢ 4°C trong 5 pht.

Gan bo chit ndi bé mat.

Thém 1ml PBA va tao lai huyén phu cho vién té bao
Ly tAm 8000 rpm & 4°C trong 5 phut.

Gan b6 chét ndi bé mat.

Tao lai huyén phu trong 100ul PBA.

iii. Nhudm bing Ab tht cip — trong béng tdi

Thém 1ul [0,5mg/ml ab] khéng thé thit cApvao 100ul huyén ph
té bao. U & 4°C trong 30 phut.

Dé diy dén 1ml bing PBA.

Ly tAm 8000 rpm & 4°C trong 5 phut.

Gan b6 chat néi bé mat.

Thém 1ml PBA va tao lai huyén phu cho vién két té bao
Ly tdm 8000 rpm ¢ 4°C trong 5 phit.

Gan bo chit ndi bé mit

Tao lai huyén phi trong 200-300ul PBA dé phan tich té bao
theo dong chay

Chuyén té bao vao 6ng FACS dé doc trong phén tich té bao
theo dong chay BD FACS CANDO.
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K&t qua phén tich t& bao theo dong chay duge thé hién trén Fig.6a dén Fig.6¢. Fig.6a
13 phan tram té bao gdc mang 16t day ron trung md biéu hién cac gen danh d4u té bao gbc
CD73, CD90 va CD105 sau khi dugc phan 1ap khoi md day ron va nudi trong DMEM/10%
FBS, Fig.6b 12 phan trim té bao gbc mang 16t day r6n trung mod dugc phan lap biéu hién cac
gen danh déu té bao gbe CD73, CD90 va CD105 sau phén 1ap tir mo day rén va nudi trong
PTT-4 va Fig.6¢ 12 phan trim té bao gbc mang 16t day rdn trung md dugc phén 18p biéu hién
céc gen danh dAu té bao gbec CD73, CD90 va CD105 sau khi phan 14p tir mo day rén va nudi
trong PTT-6. Co thé thiy trén Fig.6a, quan thé dugc phan lap bang cich st dung
DMEM/10% FBS lam méi trudng nudi cdy c6 khoang 75% t& bao CD73+s, 78% té bao 90+
va 80% té bao CD105+ (ldy trung binh ctia hai phén tich), trong khi sau phén 1ap/nu6i mo
day rén bang PPT-4 1a moi trudng nudi ciy (xem Fig.6b) thi s té bao gbe trung md duong
tinh v6i CD73-, duong tinh v&i CD90 va duong tinh véi CD105 1a khoang 87% (té bao
CD73+), 93% (té bao CD90+) va 86% (t& bao CD105+) 13y trung binh cua hai phén tich. Do
tinh khiét ctia quan thé té bao gdc trung mo thu nhan do nudi trong moi truong PTT-6 cua
sang ché it nhit 12 99,0% so v6i ca ba gen danh déu (CD73, CD90, CD105), nghia 1a 6 tinh
khiét cia quan thé té bao nay cao hon dang ké so v&i khi nudi bing moi trudng PPT-4 hodc
DMEM/10% FBS. Ngoai ra va quan trong hon la quin thé té bao gdc trung md thu duge
bing céch nuéi trong PTT-6 hu nhu tinh khiét 100% va la quén thé toan té bao gbc. Piéu
nay lam cho quin thé té bao gbc cia séng ché 12 tng vién ly tudng cho tri liéu té bao gbe. Vi
vay, quin thé té bao gbc mang 16t day rén trung mo nay c6 thé 1a tiéu chuan vang cho cic

liéu phép dung té bao gbe.

Céc két qua trén Fig.6 dugc khing dinh tiép bang két qua phan tich té bao theo dong
chay trén Fig.7a va Fig.7b. Fig.7a la phan trim té bao gbc mang 16t day ron trung mé duge
phén lap (t& bao gdc trung md tir mang b1 day rbn) biéu hién c4c gen danh d4u té bao gbc
CD73, CD90 va CD105 va khong biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR sau khi phan l4p ttr
md day ron va nudi cdy trong mdi truong PTT-6. Theo Fig.7a, quén thé té bao gbc trung md
nay ¢6 97,5% té bao séng duge trong d6 100% biéu hién mdi gen trong s6 CD73, CD90 va
CD105 (xem cac dong chit “CD73+CD90+” va “CD73+CD105+”) trong khi 99,2% quan
thé té bao gdc nay khong biu hién CD45 va 100% quéan thé té bao gbc nay khong biéu hién
CD34 va HLA-DR (xem cac dong chit “CD34-CD45- va “CD34-HLA-DR-). Vivay, quan
thé té bao gdc trung mo thu nhan duoc bang cach nudi trong PTT-6 tinh khiét gan nhur 100%
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va 1a quan thé t& bao gdc dap tmg cac tiéu chi cho té bao gbc trung mod dugc st dung trong
céc lidu phép té bao (95% quén thé té bao gde hodc nhiéu hon bieu hién CD73, CDY0 va
CD105, trong khi 98% quén thé té bao gbc hogc nhiéu hon khong biéu hién CD34, CD45 va
HLA-DR, xem tai liéu: Sensebe et al.”Production of mesenchymal stromal/stem cells
according to good manufacturing practices: a review”). Luu y 1a té bao gbc trung md tir
mang 6i dinh chat véi nhya trong diéu kién nudi tiéu chudn va biét hoa in vitro thanh té bao
tao xuong, té bao m& va nguyén bao sun, xem c4c patent My $6 9,085,755, 8,287,854 hodc
WO02007/046775 va nhu vy dap tng cac tiéu chi chung dugc chép thuan khi st dung té bao

gbc trung md trong liéu phép té bao.

Fig.7bla phén trim té bao gbe trung mo tiry xuong duoc phan 1ap biéu hién CD73,
CD90 va CD105 va khong biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR. Theo Fig.7b, quan thé té
bao gbe trung mo tuy xuwong ¢6 94,3% té bao sbéng dugc trong d6 100% biéu hién mdi trong
s CD73, CD90 va CD105 (xem c4c hang chit “CD73+CD90+” va “CD73+CD1 05+”) trong
khi chi c6 62,8% quan thé té bao gdc tiy xuong khong biéu hién CD45 va 99,9% quén thé té
bao gbc nay khong biéu hién CD34 va HLA-DR (xem céc dong chit “CD34-CD45- va
“CD34-HLA-DR-). Nhu vy, té bao gdc trung mo tiy xwong vén duge xem 1a tiéu chuin
vang cua té bao gbc trung md 1a it ddng nhat/tinh khiét hon, xét theo gen danh déu té bao
gbe, so v6i quén thé té bao gbc trung md (liy tir mang 6i dy rbn) cua sang ché. Phat hién
nay cling cho thdy quin thé té bao gbc theo séng ché ¢6 thé 13 tmg ctr vién 1y tudng cho cac
liéu phap dua trén té bao gdc va co thé trd thanh tiéu chuén vang cho céc liéu phap dua trén

té bao goc.

Nguoico hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy s& biét duoc cac phuong an thay thé

va cai bién cla sang ché dua trén pham vi va ban chat cua sang ché nay.

Moi tai liéu patent va cong bo dugc vién din & diy déu c6 thé dugce ngudi cé hi€u

biét trung binh trong linh vuc nay thong hidu va duoc néu ra & dy bang céch vién dan.

Sang ché dugc md ta & dy cling c6 thé duge thuc hién khi thiéu dau hiéu bét ky hay
khi c6 cac ddu hiéu hay gi6i han khong duoc dé cap chi tiét trong ban mo ta nay. Vivay, cac
thuat ngit nhu "chira", "c6", "bao gdm", v.v. s& duoc hiéu theo nghia rong va khong bi han
ché pham vi. Ngoai ra, cac thudt ngit dugc st dung trong ban md ta nay 1a cac thuit ngit
mang tinh chit md ta va khong nhdm muc dich giéi han pham vi, va vi vy cdc tac gia khong
c6 y dinh ding céc thuat nglt nay @8 loai trir cac ddu hidu twong duong hay mot phan cta

chting, va diéu can dugc thira nhén 1a ¢6 thé c6 cac phuong 4n cai bién khac van thudc pham
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visang chénay. Vivay, cAn hidu 12 du sang ché dugc mo ta chi tiét & day qua cac phuong 4n
wu tién va d4u hiéu tiy chon, thi cac phuong 4n cai bién khac cua sang ché 1a trong tAm tay
clia nguoi co hidu biét trung binh trong linh vurc k§ thuét nay, va cdc phuong an cai bién nay
van thudc pham vi bao ho ctia sdng ché. Sang ché nay dwgc mo ta trén pham vi rong va khai
quat. Moi mot dAu hiéu phan nhém hep hon trong pham vi bdo ho khai quat nay cling s& la
mdt phan ciia séng ché. Didu nay bao gdm phan mo ta khéi quét cua sang ché kém diéu kién
hay su loai trir dAu hiéu ra khoi nhém chung, khong tinh dén dAu hiéu bi loai trir ¢6 dugc deé
cap hay khong. Ngoai ra, khi cac d4u hiéu hay khia canh thudc sang ché duoc dé cap dudi
dang nhém cac déu hiéu Markush, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& biét
duoc sang ché nay cling dugc md ta dudi dang céc dAu hiéu riéng 1é hay phan nhom thude
nhém Markush. Céc phuong &n khac cua sang ché s& dugc hiéu rd hon qua cac diém yéu cdu

bao ho dudi day.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phéap phén 14p quan thé té bao gbc trung mo tr mang b1 ctia dy ron, phuong phép
nay bao gdm buéc nudi cdy mo day ron trong mdi trudng nudi ciy chira DMEM (moi
trudong eagle dugc cai bién bdi Dulbecco), F12 (mdi truong Ham’s F12), M171 (mdi trudong
171) va huyét thanh bao thai bo (Fetal Bovine Serum - FBS), trong d6 mdi trudng nudi cay
bao gdm DMEM & ndng do cudi khoang 55 dén 65% (thé tich/thé tich), F12 & ndng d6 cudi
khodng 5 dén 15% (thé tich/thé tich), M171 & ndng d6 cudi khoang 15 dén 30% (the tich/thé
tich) va FBS & ndng 4o cudi khoang 1 dén 8% (thé tich/thé tich).

2. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 moi trudng nudi ciy chira DMEM & ndng do cudi
khodng 57,5 dén 62,5% (thé tich/thé tich), F12 & ndng dd cudi khoang 7,5 dén 12,5% (thé
tich/thé tich) , M171 & ndng 4o cudi khoang 17,5 dén 25% (thé tich/thé tich) va FBS &' nong
6 cubi khoang 1,75 dén 3,5% (thé tich/thé tich).

3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 moi trudong nudi ciy chita DMEM & ndng d6 cubi
khoang 61,8% (thé tich/thé tich), F12 & ndng o cudi khoang 11,8% (thé tich/thé tich),
M171 & ndng d6 cudi khoang 23,6% (thé tich/thé tich) va FBS & ndng d6 cudi khoang 2,5%
(thé tich/thé tich).

4. Phuong phap theo diém bat k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 moi trudng nudi chy
con chta yéu té ting trudng biéu md (Epidermal Growth Factor - EGF) & ndng do cubi

khoang 1 ng/ml dén khoang 20 ng/ml.

5. Phuong phép theo diém bat k¥ trong s6 cac diém tir 1 d&n 4, trong d6 moi truong nudi chy

chira insulin & ndng d6 cudi khoang 1 pg/ml dén 10 pg/ml.

6. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, bao gdm budc nudi ciy mé day
rén cho dén khi su phat trién té bao cua cac té bao gdc trung md clia mang b1 dat mic hop
dong khoang 70% dén 80%.

7. Phuong phép theo diém 6, bao gdm budc 14y cac té bao gbc trung md ra khoi vat chira
nudi cdy duoc st dung @8 nuoi ciy.

8. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong do it nhét khoang 90%
hoidc nhiéu hon, khoang 91% hodc nhiéu hon, khoang 92% hodc nhiéu hon, khoang 93%
hodc nhiu hon, khoang 94% hodc nhiéu hon, khoang 95% hodc nhiéu hon, khoang 96%
hodc nhidu hon, khoang 97% hodc nhidu hon, khoang 98% hodc nhiéu hon, khoang 99%
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hodc nhiéu hon cac té bao gbc trung mo6 dugce phan 1ap bidu hién cac gen déanh dau sau:
CD73, CD90 va CD105.
9. Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong do it nhat khoang 90%
hozc nhiéu hon, khoang 91% hoac nhiéu hon, khoang 92% hodc nhiéu hon, khoang 93%
hodc nhidu hon, khoang 94% hodc nhiéu hon, khoang 95% hodc nhiéu hon, khoang 96%
hoc nhidu hon, khoang 97% hodc nhiéu hon, khoang 98% hogc nhiéu hon, khoang 99%
hoic nhidu hon céc té bao gbc trung md dugc phan lap khong c6 su biéu hién ctia cac gen
d4nh ddu sau: CD34, CD45 va HLA-DR (khang nguyén bach cAu ngudi (Human Leukocyte
Antigen) — khang nguyén D (antigen D Related)).
10. Phuong phép theo diém 8 hoic 9, trong d6 khoang 97% hoic nhiéu hon, khoang 98%
hozc nhiéu hon khoang 99% hodc nhidu hon céc té bao gdc trung md dugce phan 1ap biéu
hién CD73, CD90 va CD105 va khong c6 su biéu hién CD34, CD45 va HLA-DR.
11. Phuong phép theo diém bat ky trong s& cac diém néu trén, con bao gdm budce bao quan
céc té bao gde/dau dong dugc phan lap dé str dung sau nay, trong d6 budc bao quan dugc
thuc hién bing cach bao quan dong lanh.
12. Phuong phép san xuit méi trudng nudi ciy phu hop dé phan lap quin thé té bao gbc
trung mo tu mang bi ctia day rén, phuong phép bao gdm budc tron @8 thu duoc thé tich cubi
14 500 ml moi trudng nudi céy:

i. 250 ml DMEM

ii. 118 ml M171

iii. 118 ml DMEM/F12

iv. 12,5 ml huyét thanh bao thai bd (FBS) (ndng d¢ cudi 1a 2,5%)
13. Phuong phép theo diém 12, con bao gém budce bd sung

v. 1 ml dung dich gbc EGF (5 pg/ml) dé dat ndng d6 cudi 12 10ng/ml

vi. 0,175 ml dung dich gbc insulin (14,28 mg/ml) d8 dat ndng do6 cudi 1a Spg/ml.
14. Phuong phap theo diém 12 hodc 13, con bao gdm buéc bd sung vao DMEM mot hogc
nhiéu chit bd sung sau: adenin, hydrocortison, mubi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri (T3),

nho d6 dat duoc tong thé tich 1a 500 ml mdi trudng nudi cdy.
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15. Moi trudng nudi cay t& bao thu dugc bang phwong phap theo diém bét ky trong sd cac
diém tir 12 dén 14.
16. Phuong phap phén 14p céac té bao gbc trung md tir mang bi ctia day rdn, bao gom bude
nudi cdy mod mang b1 trong moi truomg nudi chy duoc diéu ché bang phuong phap nhu dugc
x4c dinh theo diém bét k¥ trong s6 cac diém tir 12 dén 14.
17. Moi truomg nudi ciy té bao chira:

- DMEM & ndng b cudi khoang 55 dén 65% (thé tich/thé tich),

- F12 & ndng do cudi khoang 5 dén 15% (thé tich/thé tich),

-M171 & ndng d@6 cudi khoang 15 dén 30% (thé tich/thé tich) va

- FBS & ndng do cudi khoang 1 dén 8% (thé tich/thé tich).
18. Moi trudng nudi ciy té bao theo diém 17, trong d6 moi truong nudi ciy nay chia
DMEM & ndng d6 cudi khoang 57,5 dén 62,5% (thé tich/thé tich), F12 & ndng d6 cubi
khoang 7,5 dén 12,5% (thé tich/thé tich), M171 & ndng d6 cubi khoang 17,5 dén 25,0% (thé
tich/th tich) va FBS & ndng dd cudi khoang 1,75 dén 3,5% (thé tich/thé tich).
19. Mdi trudong nudi cdy té bao theo diém 18, trong d6 mdi truong nudi cdy nay chira
DMEM ¢& néng do cubi khoang 61,8% (thé tich/thé tich), F12 & néng do cudi khoang 11,8%
(thé tich/thé tich), M171 & ndng @6 cudi khoang 23,6% (thé tich/thé tich) va FBS & nong do
cudi khoang 2,5% (thé tich/thé tich).
20. Mbi truong nudt cy té bao theo diém bét ky trong s4 cac diém tir 17 dén 19, trong d6
mdi truedng nudi cdy nay con chira yéu tb ting truéng bidu md (EGF) 6 ndéng do cudi khoang
1 ng/ml d&n khoang 20 ng/ml.
21. M6i tredng nudi cy té bao theo diém bét k¥ trong sd cac diém tir 17 dén 20, trong d6

mdi trudng nudi cdy nay chira insulin & ndng d6 cudi khoang 1 pg/ml dén 10 pg/ml.
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M&bi treomg eagle dwgc cii bién béi Dulbecco (DMEM)

Huéng dan st dung san phim Bang huéng din nhanh
) . Glucoza L- bé Pém Natri
Méi trudng co ban Dulbecco cdi bién dugc phat trién tir ndm glutamin phenol HEPES Pyruvat

1969 va 13 phuong 4n céi bién tir mdi trudmg co bin (BME)
va khac biét vdi BME va MEM bdi cac déc tinh sau:
¢ Lugng vitamin nhiéu gip 4 l4n so véi MEM. Céc
vitamin va axit amin 16n hon so v6i BME
e  Dang va lugng axit amin 16m hon nhiéu so v6i 12614 4,5g/1
MEM va BME ’
o C6 chira St (nitrat st)

12604 45g1 + ¥ - "

12-707  1,0g1 - + - +
Mb ta
12-604 C6 4,5g/1 glucoza, c6 L-glutamin
12-614 C6 4,5g/1 glucoza, khéng c6 L-glutamin 12-708  1,0¢/1 - + + +
12-707 Cé 1,0g/1 glucoza, khdng c6 L-glutamin
12-708 Cé6 1,0g/1 glucoza, va 25ml dung dich dém HEPES,
khong chira L-glutamin
12-709 C6 4,5g/1 glucoza, va 25mi dung dich dém HEPES,
khéng chira L-glutamin 12-733 4,5¢/1
12-733 C6 4,5g/1 glucoza, khdng L-glutamin, khong natri
pyruvat
12-741 C6 4,5g/l glucoza, c6 L-glutamin, khong natri 12-741  4,5g/1 + + - -
pyruvat
12-914 C6 4,5g/1 glucoza, khdng L-glutamin, dugc kiém tra
dé hd trg sinh truong té bao lai 12914 4,51 - + - +
12-917 C6 4,5g/ glucoza, khong L-glutamin ho3c d6 phenol
15-604 C6 4,5¢/1 glucoza, c6 L-Glutamin, khong c6 natri
pyruvat, dang bt
15-614 C6 4,5g/l glucoza, khong L-glutamin hodc natri
pyruvat, dang bt o
(Cong thirc ché phadm dang bt can b sung thém 49,3 ml/l
dung dich NaHCO; nong d6 7,5% hodc 3,70g/l bdt
NaHCO5)

12709 4,5g/1 - ¥ ¥ T

12917 4,5¢/1 - - - T

Fig.1
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Chi sé
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san
phim

12-604F
12-604Q
12-614F
12-614Q
12-707F
12-708F
12-709F
12-733F
12-733Q

12-741F

12-914F

12-917F

15-604D

2/12
M6 ta
Tinh  PH  Apsuft g}‘“c Noi dge
v6 sinh thim ,33;1 1)
thiu ?:;I:r&ng (EU/MmI)
(mOsm) té bao
(% dbi
chirmg)
12-604 Am 70-74 324352 >75%  FIO
tinh
12-614 Am 70-74 324352 >75%  FIO
tinh
12-707 Am 70-74 306-346 >75%  FIO
tinh
12-708 Am 7,03- 300-326 >75%  FIO
tinh 7,27
12-709  Am 70-74 321-351 275%  FIO
tinh
12-733  Am 70-74 318360 >75%  FIO
tinh
12-741  Am 7,0-74 318360 >75%  FIO
tinh
12914 Am 70-74 324-352 >85%** FIO
tinh
12917 Am 70-74 329343 >75% FIO
tinh
15-604 - 55-7,0 235265 >75% <10
k¥
15-614 - 55-7,0 235265 >75%  <1,0
FIO: d& tham khao
** két qua kiém tra chirc ndng
*#* ham lugng 4m #1,0
Bido quan
2°C dén 8°C

Tuyén bd vé sin phim: cic san phém ndy chi ding cho myc
dich nghién ctru. Khong dugc phép sir dung trén ngudi va dong
vt hay trong c4c thir nghiém 14m s@ng hodic cac thi nghiém in

vitro.

15-604F

15-614D

Fig.1 (tiép)

LONZA
Thong tin dat hang
Mo ta Thé tich
DMEM véi 4,5 g/l glucoza, c6 L- 500ml
glutamin
DMEM véi 4,5 g/l glucoza, ¢6 L- 1L
glutamin
DMEM véi 4,5 g/l glucoza, khéng 500ml
¢4 L-glutamin
DMEM véi 4,5 g/l glucoza, khong 1L
¢6 L-glutamin
DMEM véi 1,0g/1 glucoza, khéng 500ml
¢4 L-glutamin
DMEM véi 1,0g/1 gluzoza, va 500ml
25mM dém HEPES, khéng c6 L-
glutamin
DMEM véi 4,5g/1 glucoza, va 500ml
25mM dém HEPES, khong c6 L-
glutamin
DMEM véi 4,5g/1 glucoza, khong 500ml
¢6 L-glutamin, khéng c6 natri
pyruvat
DMEM vdi 4,5g/1 glucoza, khong 1L
¢6 L-glutamin, khong c6 natri
pyruvat
DMEM véi 4,5g/1 glucoza, c6 L- 500ml
glutamin, khong cé natri pyruvat
DMEM vdi 4,5g/1 glucoza, khdng 500ml
6 L-glutamin, dugc kiém tra d&
hd trg sinh truong té bao lai
DMEM véi 4,5g/1 glucoza, khong 500ml
¢ L-glutamin hogc d6 phenol
DMEM véi 4,5g/1 glucoza, c6 L- 1x10L
glutamin, khong c6 natri pyruvat ,
bt
DMEM véi 4,5g/1 glucoza, khong 1x50L
¢6 L-glutamin ho¥c natri pyruvat,
bot
DMEM véi 4,5g/1 glucoza, khdng 1x10L
¢6 L-glutamin hoZc natri pyruvat,
bét
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Moéi trweong Ham’s F12

Huéng din sir dung sin phim

Mai truong Ham’s F12 12 hén hop cic chét dinh dudng dugc thiét ké cho muc dich
nudi cay nhiéu loai té bao lai va té bio ddng vat c6 v khi dugc sir dung trong huyét
thanh phéi hop v&i cac hormon  va transferrin

M5 ta
Tinh vo sinh pH Ap suéit thim thiu
) (mQOsm)
Am tinh 7,07-7,40 286-305
Kha ning sinh trudng té Ni doc t6 (EU/ml)
b:‘l’o
> 75% dbi chimg FIO

Tuyén b6 vé sir dung sin phim

Cic sin pham nay chi diing cho myc dich nghién ciru. Khong duge phep str dung
trén nguoi hay dfng vit, khdng dugce sir dung trong cdc didu trj 1im sang hodic thir
nghiém in vitro

Thong tin dit hang

Chi sb catalo san phdm Mo ta Thé tich
Mai truémg Ham’s F12 vdi 500ml
12-615F L-glutamin

Fig.2
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Mobi trudng DMEM:F12 (1:1)

Huwéng dan sir dyng sin pham Béo quan
DMEM két hop véi Hams F12 da duoc sir dung rong rdi dé chimg  2°C dén 8°C
minh tic dung cua cic hormon va céc yéu tb sinh trudmg khac nhau

1€n m6 dich

Tuyen b ve viée sir dyng sidn pham
Cic san phdm nay chi ding cho myc dich nghlen ciru. Khong dugc st
Mé ta dung trén ngudri hay dong vat, khéng duoc st dung trong diéu trj lim
sang hay thi nghiém in vitro.
12-719 Cé L-glutamin, 15mM HEPES, va 3,151 g/l glucoza
15-719 Bot-co L-glutamin, 15mM HEPES, va 3,151 g1
glucoza. Méi truong dang bt ndy yéu cAu bd sung
thém 16,0ml/l dung dich NaHCO; 7,5% hodc 1,2 g/l
bt NaHCO;
04-687 Vi 3,151 g/l glucoza, c6 L-glutamin, khéng cé Thaéng tin dit hang
HEPES
Chi 56 catalo san M5 ta Thé tich
Pic tinh i phém
Tinh vé sinh pH Ap sudtthdm  12-719F DMEM :F12 ¢6 L- 500ml
thiu (mOsm) glutamin, 15mM
HEPES, va 3,151 g/l
glucoza
12-719 am tinh 7,0-7.4 286-356 12-719Q DMEM :F12 ¢ L- IL
glutamin, 15mM
HEPES, va 3,151 g/l
glucoza
15-719* 4m tinh 4,5-6,5 260-290 15-719D Bot DMEM :F12-c6 1x 10L
L-glutamin, 15SmM
HEPES, va 3,151g/1
glucoza. Mm tnmng
dang bt cin bd sung
thém 16,0 ml/1 dung
dich NaHCO; 7,5%
hodc 1,2g/1 bot
NaHCO;
04-687 am tinh FIO FIO 04-687Q DMEM :Fl12véi 1L
3,151g/1 glucoza,
vGi L-glutamin,
khong c6 HEPES
Thic dly  Noidoetd D) im
sinh trudng (EU/ml)

té bao

12-719 > 75% dbi FIO -
chimg

15-719* >75%dbi <1 EU/ml <%
chimg

04-687 -- FIO --

e pH, d thim théu, ni doc tb va 4 &m duge do khi khéng c6 NaHCO; ; NaHCO; duge b4 sung d& kiém tra sy sinh trudng té bio

Fig.3
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Cascade BiologicsTM

GIBCO

Mai treomg 171, Méi truedng 171RF, va MEGS

MGi trueomg 171
M-171-500
500ml

MG ta sin phim

Mai trudng 171 va méi trudng 171PRF la mdi trudng
nudi cay mé v trung dang long dugc sir dung lam mét
thanh phin trong méi trudng nudi cdy toan ven dung cho
sinh trudng té bao bidu m6 ciia ngudi binh thuomg. M01
trudmg 171 1a méi trudng co ban chira cac axit amin thiét
yéu va khong thiét yéu, vitamin, cdc hgp chét hiru co
khac, vi khoédng, va cac mudi v6 co. Mbi tnrcmg 171PRF
la phlen ban khéng cé phenol d6 cia mdi truong 171.

Céc mdi trudng nay khong chira khang sinh, cic chit
khang nim, hormone, yéu t§ sinh trudng hoic protein.
Céc moi trudng ndy la HEPES va dugc de;m bicacbonat
va dugce thiét ké dé sir dung trong thiét bi  khi quyén
gdm 5% CO,/95% khéng khi. Pé hd trg qua trinh ting
sinh dai han va phi ddu mit dia cia té biao biéu mé
ngudi, cdc moi trudong nay phai dugc b sung thém chét
bd trg sinh trudng biéu mé dong vét cé vii (MEGS, cat.
No S-015-5)

Muc dich sir dung

Mai trudng 171 dugc sir dung cho nudi cdy théng
thudng té bao biéu mé ngudi. Mbi truomg 171PRF dugc
stir dung bdi cac nha nghién ciru mudn nudi chy té bao
bidu mé ngudi khi khong co d6 phenol. Khi duge b
sung thém MEGS, cic mdi truong ndy s& hd trg sir ting
sinh va pha déu dia nudi té bao bleu md ngu'm & mit do
nim trong khoang tir 2,5x10° t& bao/cm’ dén 8x10* té
bao/cm’. San phim niy chi ding trong nghién ciru.

Khéng dwoc ding trén ngudi, ddng vét, trong chin
dodn bénh.

Llru y: néu thao tac khéng cin thin, mgt s6 thanh
phan ciia sin pham ¢6 thé giy hai s:rc khée. Cha y
hét strc khi 1am vige, phéi trang bi dd bio vé mit va
co thé khi lam viéc. X3 thii ding noi quy dinh

Moi truedmg 171PRF (khong c6 d6 phenol)
M-171PRF-500
500ml

Béo quén va Tinh én dinh

M&i trudng 171 va 171PRF dugc bao quan & 4°C trong
co s& san xudt va vin chuyen & nhiét d0 mdi trudng
xung quanh. Khi nhan san phim, cic mdi trudng nay
phai dugc bao quan & 4°C va khong dugc déng bing.
Bio v¢ truréc dnh sédng. Mot s6 thanh phin ctia cc moi
trudmg nudi ciy mé nay khong bén trude anh sang va vi
vay khuyén céo khéng cho méi trudng tlep xtic dnh sdng
trong thoi gian dai. Néu can lam am mdi trudng trudc
khi sir dyng, khéng lam dm qua 37°C. Khi bio quan
trong béng ti & 4°C, san phim &n dinh cho dén khi hét
han st dung ghi trén nhin.

Pidu ché Mai trudmng 171 c6 thém chit bd trg

1. Lam tan bang mét lo dyng MEGS. Lay mdt lo
dyng moi trudng tir khu bao quan lanh. Pam
bao 1a céc nip lo van kin.

2. Lic nhe lo dung chét bd trg. Khéng dé chét bd
trg tao bot hoic dinh vao nép lo.

3. Lau phia ngoai lo dyng biang dung dich tiét
tring nhu etanol 70% hay isopropanol.

4. Sir dung ky thudt v trung trong ti hat nudi
céy, chuyén toan bd lugng chit trong lo dyng
chét b trg sang lo dung moi trudmg

5. Day kin lg dyng méi trudong da cé chit bd trg
va lic nhe ¢é dam bao dung dich déng nhét.
Tranh tao bot

Bio quan va tinh én dinh cia méi trwdmg 171 da
thém chit bd trg

Khi méi truong 171 hoic méi trudmg 171PRF dd dugc
bo sung thém MEGS, céc méi trudmg ndy phai dugce bao
quan trong bong t6i & 4°C va khong dugc dong bing.
Khi bao quan lanh & 4°C trong bong tdi, cac chit bd trg
nay &n dinh trong 01 thang.

Tai liéu tham khio

Cong thirc Moi trudmg 171 duqc dya trén méi trudong
MCDB170 v6i mét s6 cai bién

Hammond SL, Ham RG, Stampfer MR; PNAS 81:5435-
5439, 1984

Fig.4
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Cascade BiologicsTM

GIBCO

MEGS
Chét bd tro sinh trwéng biéu mé dong vit cb vii
Cat.no.S-015-5
S5ml

MG ta sin phdm

Chét bd trg sinh truong té bao bidu mé dong vat c6 v
(MEGS) 1a dung dich v4 tring ddm dic (100X) duge
dung lam mét thanh phan trong mol treong nudi cay
toan ven cho sinh trudng té bio biéu mé ngudi binh
thudmg. Mai lo MEGS loai 5ml dyng tit ca yéu tb sinh
truéng, hormon, va cac ménh mé can thiét dé nudi té
bao biéu mé ngudi binh thudmg va ddy 1a luong chinh
x4c chat bd trg cin cho lo dyng 500ml mdi trudng 171
hoc mdi truong 171PRF. MEGS la chat bd trg di cin
bing ion c6 chira chiét xuit tr tuyen yén bd (BPE),
insulin bd, hydrocortisone, va yéu tb sinh truéng biéu
md nguoi tai td hop. Khi lo 500ml Mai trucmg 171 hodc
171PRF dugc bé sung MEGS, ndng do cudi cung cua
céc thanh phan trong mdi trudmg da c6 chét bd tro 1a:

BPE 0,4% v/v; insulin b, 5 pg/ml; hydrocomsone
0,5ug/ml ; va yéu té sinh truong bidu mé ngudi tai td
hop, 3ng/ml.

Muc dich si dung

MEGS dugc sir dung cing véi mdi tudng 171 hoidc
171PRF & nubi cdy thong thudmg khong c6 huyét thanh
cho té bao bidu md vii ngudi thudng

San pham ndy chi ding trong nghién ciru. Khong
dugc ding trén nguoi, djng vit, trong chin dosn
bénh.

Luu y: néu thao tic khong clin thén, mgt sb thanh
phan cia san plxam c6 thé giy hai sirc khde. Cha y
hét sirc khi lam viéc, phai trang bj dd bao vé mit va
co' thé khi lam viéc. Xa thai ding noi quy dinh

Mjt s6 han ché: Invitrogen Technology

> > Y ’. R .
Bio qudn va Tinh on dinh

MEGS dugc bao quan & -20°C tai co s& san xuétva van
chuyén v&i d4 khé. Khi nhan san pham san phdm phai
dugc bao quan & -20°C trong ti lanh khéng ty rd dong.
Khi bao quan & nhiét d6 nay, san phim én dinh dén khi
hét han sir dung ghi trén nhén.

Sau thoi gian dai bao quan & -20°C, MEGS c6 thé chira
lugng nho chét két tia. Chit két tia nay dugc hinh thanh
tir cac chét khong tan trong diéu kién lanh cé trong thanh
phén BPE ciia MEGS va khéng anh huéng dén tinh chét
cha san pham.

Lam tan bang

Pé 1am tan biang, dit san pham trong bé nudc am 37°C
hodc dé qua dém ¢ 4°C. Néu lam tan trong bé nudc,
khong dé san phdm & 37°C sau khi d3 tan hét bang.
Huéng din cach thém MEGS vao méi trudng 171 ¢6 thé
xem trong huéng din di kém mai trudmg co ban nay.

Tai liéu tham khao

Céng thirc MEGS dugc dya trén cic chat b4 trg dd cong
bd cho méi trudng MCDB170 véi mét s cai bién.
Hammond SL, Ham RG, Stampfer MR; PNAS 81:5435-
5439, 1984

Nguodi mua san pham nay khéng dugc chuyén nhugng lai, cy thé khong dugc Phep ban lai cho bén thif ba san phim
ndy, céc thanh phin cé trong san phim nay, hodc céc chét liéu sir dung san phim nay hay cic thanh phan cta né cho
du ngum mua la nha nghlen ctu hay doanh nghiép kinh doanh. Moi muc dich khai thac thuong mai san phidm nay

hay céc thanh phén ctia n6 déu bj cim.

Fig.4 (tiép)

46/52



48816

7/12
Danh sach thanh phin méi trwong PTT6
Danh sach thanh phan méi Tén cong ty S6 Catald
tredng
Mbi trwong co ban
DMEM (con goi la mdi truong LONZA 12-604F
gbc PTT6 trong ban mo ta
nay)
DMEM/F12 LONZA 12-719F
M171 Life Technologies M171500
Huyét thanh
[ Huyét thanh thai bo | GE Healthcare [ A15-151
Khang sinh
Penixilin-Streptomyxin- LONZA 17-745E
Amphoterixin B
Chit bé trg
Adeénin (tuy chon) Sigma A8626-25G
Hydrocortison (tiy chon) Sigma H-0888
Yéu t6 ting trudng bicu bi Millipore GF-144
T3 (mudi 3,3',5-Triiodo-L-thyronin natri) Sigma 200-223-5
AOF insulin ti t6 hop ngudi Life Technologies A11382]

Fig. 5
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