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Khtr trung vat liéu mang

1. Kht trung wét vat liéu mang trong dung dich PBS.
2. Hép & 121°C trong 20 pht.
3. Bao quan vat liéu mang trong PBS cho dén khi st dung.

Phu I&p gan két cho vat liéu mang (néu dwoc yéu cau)

1. Chuyén vat liéu mang da khir tring sang dia petri dung mét lan vé trung 100mm.

2. Loaibd sach PBS.

3. Dé vatliéu mang khd tw nhién.

4. Phu 1&p gén két t& bao néu dwoc yéu cau. Toan bd vat liéu mang phai dwoc dat trong dung
dich gan két trong thai gian va nhiét do can thiét.

5. Loai bd dich chira chat gén két.

6. D& vatliéu mang khd tw nhién. Rira sach bang PBS néu can (phu thudc chat gan két).

7. Bao quan vat liéu mang BioNOC ™I d& phi gan két-XX (bdo quén & nhiét dd phu hop cho dén khi st
dung).

Cay té bao

1. L&y 30 BioNOC™!I| vat liéu mang vao éng ly tam 15ml vé trung.

2. U vat liéu mang v&i lwong té bao va moéi trwong di ddm bao toan b vat liéu mang nam trong
dung dich chira té bao. Mat do cay phu thudc loai té bao.
Théng tin tham khao véi mot sé loai té bao.

Lwu y: Khéng nén cay té bao véi nbng do > 1x10°té bao/ml dé tranh vén cuc té bao

Loai té bao Mat d6 cay

(Sé té baolvat liéu mang)
Té bao gbc trung md 20,000 — 60,000
Té& bao noan chudt hamster Trung Qudc 100,000 — 300,000
Chinese hamster ovary cells (CHO)
HEK293T 100,000 - 300,000
Vero 100,000 — 300,000
Hybridoma OKT 3 100,000 — 300,000
MDCK 60,000 — 120,000

3. Nhe nhang lac nguoc éng 2-3 1an dé té bao tron déu tron déu té bao vai vat liéu mang.
(Tham khao hinh bén dwéi)

]

2 |-
%
4. Dat thang bng ly tam trong tG Am CO, 37°C, 5% CO; trong 3-4 gio.
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5. Cwr 15 phat trong gi® dau tién, 1ap lai budc 3 dé té bao dwoc phan bd déu.

6. Trong 2-3 gi& tiép theo, 1ap lai bwdc 3 cir 30 phut 1 1an.

7. Sau 3 gid 0, mang 6ng ly tam dét vao tG an toan sinh hoc, tron déu mau va lay ~50ul dé dém té
bao. Dém té bao con lai trong dich nudi cdy va xac dinh % cda té bao da bam.

8. Néu ti 1é bam cua té bao dat 90% (tirc la dwdi 10% cac té bao van con trong méi truwdng) tién
hanh buwéc tiép theo, hodc G thém mot gier dé kiém tra lai ti 16 bam. Thong thwdng, qua trinh bam
cuia té bao dién ra trong 3-5 gi®.

Nudi té bao

—_—

Loai bd sach méi trvdng. ) o

2. Dung kep da khir trung chuyén vat liéu mang tir 6ng ly tdm sang chai nuéi cay té bao T75 chiva
15-20ml méi trwérng méi dat trong ti &m COs2.

3. Nuédi vat liéu mang trén hé thdng MiniTide Motion (xem bén dwdi)

Thu 3 vat liéu mang va dém té bao dé theo ddi sinh trwdng hang ngay. Nhudém té bao can duoc

thwe hién trong ngay.

*Lwu y: T6i da dé 20ml méi trwéng trong binh nudi cy T75 hodc 45ml méi truwdng trong binh

nudi cay T175, dé tranh viéc rod ri méi trwong hodc &m mang loc trén nap chai trong qua trinh

khudy tron.

Sinh trwéng té bao trén vat liéu mang véi hé théng mé phéng chuyén dong thay triéu Mini
TideMotion str dung chuyén déng bap bénh (khéng bat budc)

Thiét bi nuéi té bao Tide Motion bioreactor bom lién tuc méi trwéng vao va ra khéi vat liéu mang gitp
van chuyén chét dinh duwéng va khi dén vat liéu mang (Hinh 1).

Nutrition  Aeration

Hinh 1: CelCradle™ hoat déng théng qua cac nguyén tic chuyén déng thay triéu trong dé céc té bao, duoc gén
vao céc vét liéu mang BioNOC™|I, duoc luén phién pha cép khi va pha cédp méi trong dinh duéng théng qua
day moi triong 1én xubng cta hé théng.

M6 phdng chuyén déng thiy triéu véi quy mé nhd, vat liéu mang dat trong chai nudi cdy T75 va duwoc
l&c nhe nhang trén thiét bj 2D rocker. Chuyén ddng tao ra sw luan phién pha dinh dwéng va pha cap
khi (Hinh 2).
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Side-to-side rocker

. Nutriti I
carrying T-flasks utrition supply

Hinh 2: (Tréi) Hinh nh binh nuéi cy dat trén may Iac bap bénh. (Phai) So dé thé hién chuyén dong lac I cla
binh nuéi cdy mé phéng nguyén téc chuyén déng thay triéu luén phién 2 pha quan sét trong CelCradel™
bioreactor.

Céc budc thuc hién cdy té bao 1én vat liéu mang va chuyén vat liéu mang vao binh nuéi cay T-75/T175:

e Dat may lc bap bénh bén trong ti &m CO, duy tri & 37°C va 5% CO, (hoac tuy theo yéu
cau cla ngudi st dung).

e Diéu chinh tbc dd chuyén ddng 4 chu ky/phut (M&i chu ky gébm chuyén dong ti trai ->phai->
trai).

* D4t chai trén may I&c bap bénh.

e 0,6ml méi trieong/vat liéu mang (co thé dwoce diéu chinh tay ting loai té bao)
* Pé mo phdéng luong méi truong trén mébi vét liéu mang khi thuc hién trén CelCradle (500ml
moi truong trén 850 vét lidu mang trong méi chai). C6 thé cung cép luong méi ruong nhiéu
hon trén méi vét liéu mang néu chuyén sang dang CelCradle tw cép méi trurong.

e Thay mdi trwéng 2-3 ngay 1 1an tuy theo qui trinh nudi cay thwe hién trong phong
nghién ctru va tuy tirng dong té bao.

Thu va dém té bao

1. Tach bang Enzyme
Cac loai Enzyme tach té bao: Accumax, Trypsin 0.25%, TrypLe Express, Collagenase
Chuyén ba vat li&éu mang tlr chai nudi cay vao éng ly tam 1,5ml.
Rlra cac vat liéu mang véi 1ml PBS. Loai sach PBS.
Lap lai bwéc 2 thém it nhét 4 1an niva.
Téach té bao bang enzyme:
i Trypsin/TrypLE Express: (hu hét cac loai té bao)
e Thém 1ml 0,25% Trypsin-EDTA, 0 & 37°C for 10-15 phut. Trung hda bang 1ml méi
trvong.
i Accumax/Accutase: (thich hop cho té bao gbc)
e  Thém 1ml Accumax/Accutase, U & nhiét d6 phong trong 15-30 phut. (Thoi gian G
phu thudc vao mat dd té bao, ching t6i dé xuat thi nghiém & 15 phat, 20 phut va 30
phut). Accumax dwoc dé xuat cho cac té bao sinh trwdng trong khéng gian 3D. Tuy
nhién, co thé sir dung phwong phap hodc hda chat ma ngudi st dung van thudng
dung.
ii. Collagenase: (thich hop cho té bao gbc)
e  Phaloang collagenase loai Il (Thermo Scientific, ma s6 17.101) d& dat dworc nong do
cudi cung cla collagenase chira 100 don vi/ml CaCl, 5mM hoa tan trong PBS.
e Thém 1ml collagenase va G trong 15-30 phut. (Nguoi st dung can téi wu hoa thoi
gian U v@i collagenase).
5. Gay nhe vao day 6ng 10-20 Ian.
6. Chuyén sang 6ng ly tam 15ml.

Pob=

7. Thém 1ml PBS va hat nha 1&n, xudng dé 14y sach té bao tlr cac vat liéu mang. L&p lai bwéc 5 va 6
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8. Lap lai bwdc 7 it nhat 3 1an (tdng it nhat 4 1an riva voi PBS). o i
9. Ly tam, loai bo dich va tron déu té bao trong 0,1-0,5 ml méi trwéng dé dem te bao trén buong
dém té bao. Tinh s0 té bao trung binh trén mét vat liéu mang.

2. Nhuom CVD (Crystal Violet Dye)

Chuyén 3 vat liéu mang tir chai nudi cay vao é6ng 1,5ml
Thém 0,5ml thuéc nhudm CVD vao méi 6ng ly tam
Vortex méi 6ng 60 giay.

D4t 6ng vao ti &m 37°C trong 2 gid.

Vortex nhiéu lan trong qua trinh G

Dém nhan va tinh sé lwong té bao trén moét vat liéu mang.

OOk wh =

Lwu y: Thube nhudm CVD duoc cung cap boi ESCO, catalogue no.1400014.
Khéng thich hgp cho té bao goc do s tiet nhieu chat nén ngoai bao ECM.

Nhuém va quan sat té bao

1. Nhudm vé&i thuéc nhuém

L4y 1-2 vat liéu mang BioNOC™|| tr chai nu6i cay.

Loai nwéc va cb dinh té bao bang ethanol 70% 5 phut, va sau dé ethanol 99,5% trong 5 phut.
Rera sach etanol hai 1an bang nwéc khir ion hodc PBS.

Nhuém té bao véi hematoxylin, hodc H&E trong 5-10 phdt.

Rra sach thuéc nhuém v&i nwéc khir ion.

. Quan sat cac vat liéu mang véi dwéi kinh hién vi.

Lwu y: Céc loai thudc nhudém khac cé thé dwoc st dung. VD: Trypan blue.

Qabkwh =

Nhuém huynh quang dé phat hién té bao con lai trén vat liéu mang sau thu hoach tét hon. Khéng
st dung thudc nhuém mau.

2. Nhuém té bao séng vé&i thudéc nhuém huynh quang

1. Chuyén 1-2 vat liéu mang BioNOC™!I tir chai nudi cay T sang dia 24 giéng,

2. Thém 500pul mdi treerng nudi cay vao cac giéng. Thém thudc nhuém & ndng dd cudi cung: 1
Mg/ul Hoescht 33342 (Thermo Fisher, H3570), 1 uM calcein green (Thermo Fisher, C34852 va
1 ug/ml PI (propidium iodide, Sigma Aldrich P4170) vao méi trwdng & cac giéng.

3. U vat liéu mang trong 30 phat & 37°C, 5% CO, trwéc khi chup &nh & céc bd loc twong tng
(xanh nwéc bién cho Hoechst 33342, mau xanh 1a cay cho calcein xanh va dé cho PI).

Lwu y: Céc loai thuéc nhudém huynh quang c6 thé duoc sir dung dé phat hién té bao. Vi du.
fluorescein diacetate, cell tracker, etc
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Hinh anh vé nhudm vat liéu mang
1. Nhudém Hematoxylin Té bao gdc trung mé da dwoc cb dinh

Ngay 3

Ngay 1

Xanh 14 cay: Calcein green phat hién té bao chat, Xanh 1a cay: Hoechst 33342 phat hién nhan, dé:

propidium iodide phat hién té bao chét (khéng cé hoac rét it)
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