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Quy trinh nu6i cay té bao goc trung md MSCs trén
thiét bi CelCradle™
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NGUYEN, VAT LIEU

Dung dich chira chat gan két t& bao MSC (Biological Industries, 05-752-1) / hda chat gan két
khac

PBS khéng chira Mg2+/Ca2+

Mesenchymal Stem Cells

Té bao gbc trung mo

Mbi trirong hoan chinh - MSC NutriStem® XF Medium (Biological Industries, 05-200-1A-KT)
hoac st dung loai méi trwong khac

CelCradle Stage 3000

CelCradle™500A (EscoAster/VaccixCell) or CelCradle™ 500AP
Bom Celfeeder / Bom nhu déng

Celshaker

Thiét bi do Glucose GlucCell (may do GlucCell + Strips)

May do pH

Kep dai

Dung cu loc vat liéu mang

Trypan Blue / Hemotoxylin

Florescent Diacetate (FDA) (1 pg/ml) (ThermoFisher Scientific)
Propidium lodide (PI) (1 pg/ml) (ThermoFisher Scientific)
Hoechst 33342 (1 ug/ml) (ThermoFisher Scientific)

Enzyme tach té bao (0.05% Trypsin-EDTA/ Tryple Express/ Accutase/ Accumax)
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PHUONG PHAP

Phua I1&p gan két (dwoc khuyén nghi) ,

a. Dat mot chai CelCradle 500A trong td An toan sinh hoc cap Il

b. Pht vat liéu mang véi fibronectin hodc véi dung dich gan két té bao (BI, 05-752-1) trong 30 phut &
37°C

c. Hut sach dich

d. Rra sach vat liéu mang v&i 250ml PBS béng lac nhe (néu can thiét)

e. Thuc hién buéc cay té bao 1én vat liéu mang

Lwu y: Thwe hién pha 1&p gan két 1én vat liéu mang theo hwéng dan ctia nha san xuét

Chuan bi cay té bao , ,
Chuan bi 5 chai nudi cay T175 v&i 2-3 x 107 té bao giong cho 1 chai CelCradle™ 500A.

Cay té bao , , ,

1. Chuan bi 120ml moi trwdng am chira 2-3 x 107 té bao giong (pH dwoc ddm bao trong khoang
7.2-7.4 — thém HEPES 15 mM nhdm dam bao 6n dinh pH trong qué trinh céy).

2. Tron déu té bao trong dung dich chira vat liéu mang da dwoc phi I16p gan két.

3. Dat ndp chai xanh c6 loc trong mot dia petri vé trung va day lai d& dam bao nép dwoc vo tring
cho dén khi st dung lai

4. Dung nap trang kin nap chat chai trong qué trinh cay.

5. Up nguoc chai va ddm bao toan bo vat liéu mang roi xuéng phan nép ma tiép xic hoan toan
v&i moi tredng.

6. Lac déu dam bao té bao phan bb déu trong chai.

7. Dat chai nudi cay vao ta am.

8. U 2-4 gitr dé té bao bam vao vat liéu mang. Clr 15 phut, L&c chai nhe nhang dé céc té
bao dwoc phan déu lai trong méi trwéng.

9. Sau 3 gi®, lay ra 10ml méi treong dé dém sb lwong té bao tw do.

10. Ly tam va kiém tra t& bao trong dich va xac dinh hiéu suat bam té bao

11. L&p lai buwéc 7-8 mbi gior cay kiém tra s bam cla té bao.

12. Dirng qué trinh G té bao véi vat liéu mang khi hiéu suat bam dat trén 90%.

Lwu y: Té bao gbc trung mé MSCs c6 thé dat hiéu suat bam >90% sau 2 gi&. Ching t6i khuyén nghi
nén dirng qué trinh G t& bao véi vat liéu mang sau 3 gid. Hiéu suét bam té bao dat ~98%.

Khoéng thi gian Gté bao (gio) |1 |2 | 2.5-3

Hiéu suat bam cia MSCs 90 | 95 | >98

Nu6i cay va tang sinh ,
1. BO sung mdi trwdng nudi cay vao chai 500ml.
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2. Chuyén chai nudi cly Ién CelCradle Stage. Cai dat cAc tham sb nudi cdy nhw sau va nhan
“Start” d& dé bat du qua trinh nudi té bao.
i. Téc do lén: 1.0 mm/giay, Thoi gian gitr phia trén: 10 giay
i. Téc d6 xubng: 1.0 mm/giay, Thoi gian gitr phia dwdi: 30 giay

Nudi té bao vé&i hé théng nudi cay tuan hoan méi trwong (Perfusion)
(CelCradle™ 500AP)
Débi v&i nubi cay trén CelCradle™ 500AP, can chuén bi:
a. 1 chai 1L chtra méi trwdng nudi cay (Phu thudc vao lwong mai trwérng str dung va khoang
thdi gian nudi cay)
b. Két ndi v&i chai CelCradle™ 500 AP va bom
c. Cai dat chwong trinh nhw sau:
i. Thé tich moi trwdng trao ddi tuan hoan (perfusion) (1999ml)
i. Ngay thwe hién perfusion (hang ngay ké tir ngay nudi cay the 3)
iii. Tan suét thye hién perfusion 24 lwot/ngay

Theo d6i tang sinh té bao (Tham khao phu luc A) ’
Theo d6i ndng dé Glucose va thay doi pH hang ngay, dy doan thoi gian thay méi trwong hoac bo
sung Glucose, Natri bicarbonate ho&c cac chét can thiét khac.

Viéc theo d&i Glucose, nhuém va dém té bao nén duwoc thye hién hang ngay hoac cach 1 ngay trong
nhirng lan thtr nghiém dau tién.

2ml méi trvdng: Do pH va Glucose
1 vat lieu mang: Nhudém té bao sdng/chét sir dung FDA, PI, Hoechst theo protocol
2 vat liéu mang: St dung ezyme tach, thu va dém té bao séng
Thay méi trwong:
a. Noéng d6 Glucose giam xudng duéi 1 g/L — c6 thé b sung truc tiép Glucose,
duy tri néng dd trong khoang 1.5-2 g/L dam béo cho s tang sinh té bao.
b. pH gidm xudng duéi 7.00
. ho&c déu d&n 2-3 ngay (theo quy trinh nudi ciy 2D Glucose va pH 6n dinh, nén
thay méi trudng cl 2-3 ngay)
f.  Thu té bao khi té bao dat hop lwu tdi da trong 5-7 ngay (Tuy nhién, khéng dé té& bao MSC
phat trién quéa day)

o oW

Lwu y: Tiéu thu Glucose hodc dém sb té bao c6 thé dung dé tinh toan mirc dd hop Iwu. Bén canh dé,
té bao c6 thé hinh thanh cac c4u tric mang lwéi khi dat hop lwu cao (Phu luc B).

Thu té bao ,

1. Dung dung cu loc ray nhya dé loai méi trwong va gilr lai vat liéu mang trong chai Celcradle.
Rra 2 lan véi 500ml PBS.
Loai bd PBS sau 2 1an rira.
Thém 120 — 150 ml dung dich enzyme tach té bao va dung nép trdng nép chai.
Up ngworc chai dé toan b vat liéu mang nam trong dung dich, dat trong td &m CO2 30 phut
Loai bd dung dich.

o gk L
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7. Thém 0.1% trypsin inhibitor ((rc ché trypsin) (hodc 10% huyét thanh) vao trong méi trwérng
nudi cay.
Thém 100 ml méi trwérng da bd sung chat te ché hodc huyét thanh vao chai nuéi cdy, nap kin
9. Dung mét trong hai phwong phap sau dé thu té bao.
a. Phuwong phap 1:
i. Tap manh long ban tay vao chai trong 3 phat. Xoay chai va tap vao cac vi tri
khac nhau.
i. Up ngworc chai. LAc déu nhe nhang dung dich trong chai dé rira té bao va vat
liéu mang.
ii. Thuwc hién tap 20-30 Ian tai 1 goc, truéc khi chuyén sang goc tiép theo.
iv. L&p lai tap mbi goc 3 1an.
v. Db dung dich té bao thu dwoc vao chai ly tam
vi. Thém 100ml méi trwéng vao méi chai nudi cay.
vii. Lap lai bwéc tap thu té bao. Thuc hién bwdc riva khodng 4-5 lan.
b. Phwong phap 2:
i. Dung Celshaker, dat ¢ dinh chai vao thiét bj va tién hanh chay.
i. Thoigian: 2,5 phit, tdc d6 400 rpm
10. Thu dung dich t& bao, ly tam va kiém tra mat d6 t& bao va ti 1é sdng sot.
11. Thu vat liéu mang kiém tra hiéu qua thu hoach té bao.

o

Lwu y khi thu té bao

Bwéc riva ban dau véi PBS dam bao toan bd huyét thanh va té bao chét dwoc loai bdo. Mét lwgng nhé
té bao séng c6 thé bj riva, tuy nhién phan I&n 1a t& bao chét. Bwéc nay sé lam tang hiéu qua thu té bao
séng bdi toan bd té bao chét da dwoc loai bd. Viéc thu té bao c6 thé thue hién trong hai 1an néu ti 1&
séng dat mirc chap nhan.

Thoi gian G v&i enzyme 1a rat quan trong vi né lién quan téi hiéu qué thu hoach té bao. Phan I&n cac
té bao c6 nguwdng chiu dwng vai trypsin-EDTA khodng 30 phit ma khdng anh hwéng téi ti 1& sdng sot.
Mat d6 cao té bao co thé yéu cau lwong I&n hon enzyme tach va thdi gian . Accutase (Innovative Cell
Technologies, San Diego, CA) c6 thé cho phép th&i gian lau hon so véi trypsin ma khéng anh huéng
den té bao.

Enzyme dispase va collagenase c6 thé dwoc két hop st dung gilp tang hiéu qué thu hoach b&i té bao
tiét ra nhiéu collagen va ECM hon khi nuéi cdy 3D trén vat liéu mang BioNOC™ 1.
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Phu luc A

Nhuém té bao
Nhudm té bao séng v&i chat huynh quang

1. Thu mau 1-2 BioNOC™ || tir CelCradle va chuyén vao dia 24 giéng.

2. Thém 500pl méi trwéng nubi cy vao méi giéng. Thém thubc nhudm ndng dé: 1 pg/ml of Hoescht
33342 (Thermo Fisher, H3570), 1 uM fluorescein diacetate (FDA, Thermo Fisher, C34852 va 1
pg/ml propidium iodide (P!, Sigma Aldrich P4170) trong méi trwéng nudi cay.

3. U vat lieu mang trong 30 phit & 37°C, 5% CO; trwéc khi chup anh & cac b loc twong tng
(Xanh dwong - Hoechst 33342, Xanh la cay - FDA and D6 - PI).

Lwu y: C6 thé st dung cac chat nhudm huynh khac dé quan sat té bao. Eg: calcein green, acridine

orange, Cell tracker etc.

Cé dinh té bao va nhuém vé&i chat nhuém khong chira huynh quang

Thu 1-2 vat liéu mang BioNOC™ |l ttr CelCradle.

Cé dinh té bao véi ethanol 70% trong 5 phat, va thém ethanol 99.5% trong 5 phit.

Rira ethanol 2 1an bang nwéc khiy ion hodc PBS.

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

Rra sach chat nhudém véi nwéc khir ion.

Quan sét vat lieu mang dwéi kinh hién vi.

Note: C6 thé sir dung chat nhudm khéc, eg. Trypan blue.

S& dung chat nhudm huynh quang sé gilp quan séat tét hon té bao con lai trén vat liéu mang sau khi
thu hoach.

=

IR

Thu hoach va theo ddi sinh trwéng té bao hang ngay
Bang enzyme tach
Enzyme tach: Accumax, Trypsin 0.25%, TrypLe Express, Collagenase
1. Thu 3 vat liéu mang tir CelCradle vao tuyp ly tdam 1.5 ml.
2. Nhe nhang rtra vat liéu mang vé&i 1ml PBS. Loai PBS.
3. Lap lai bwdc 2 thém 4 1an.
4. Thyc hién xt&r ly enzyme:
. Trypsin/ TrypLE Express: (hau hét c4c loai té bao)
e Thém 1 ml 0.25% Trypsin-EDTA, U 37°C trong 10-15 phat. Trung hoa enzyme vo&i
1ml moi trwdong.
i Accumax/ Accutase: (pht hop cho té bao gbc)
e Thém 1 ml Accumax/ Accutase, U nhiét dé phong trong 15 - 30 phat. (Thoi gian U
phu thudéc mat do té bao, c6 thé thir nghiém & 15 phat, 20 phat va 30 phut).
Accumax dugc khuyén nghi dung trong nudi cay té bao trén moi tredng 3D. Tuy
nhién, c6 thé ap dung phwong phap tach t& bao hién tai cta ngwoi st dung.
iii. CoIIagenase (phu hop vaéi té bao gbc)
e Chuan bj dung dich Collagenase | (Thermo Scientific, Cat 17101) dé dat thé tich
cudi cuing chra 100 units/ml va 5mM of CaCl, trong PBS.
e Thém 1ml collagenase va 0 trong 15-30 phut. (Nguwoi st dung can tdi wu thoi gian
U collagenase).

6 | Pa ge Protocol for CelCradle™ Operation (MSCs) | version 6
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Gay phan day 6ng ly tam bang tay ho&c dung cu kim loai 10-20 lan.

Thu toan bé dung dich sang éng ly tam 15ml.

Thém 1 ml PBS va pipette hit va nha dé 14y sach té bao ti vat liéu mang, 13p lai buwéc 5 va 6.
Repeat steps 7 for at least 3 more times (total 4 times of collection with PBS).

Ly tam, loai dich va tron té bao trong thé tich phu hop, dém té bao bang hemocytometer. Tinh
sO té bao trung binh trén méi vat liéu mang.

©oNo O

Theo d&i néng dd Glucose (bang Glucell hodc Bioanalyzer)
1. Thu 2 ml méi tredng tr chai Celcradle va tién hanh do bang GlucCell.

2. Do ndng dd Glucose & thdi diém Ty (Glucose Ty).
3. Khi thay méi trwdng, do ndng dd Glucose ban dau (Glucose To).
4. Glucose tiéu thu: Glucose Ty — Glucose Ty

Theo ddi pH ,
1. Thu 2ml méi trwdng tlr chai CelCradle va tien hanh do pH.
2. Thuc hién do ngay sau khi thu médi trwérng ddm bao pH khodng bi thay dbi béi diéu kién phong.
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Phu luc B (Két qua)
Nhuém té bao séng
Day 1

Day 4
Green: Fluorescein diacetate (cytoplasm), Blue: Hoechst 33342
(nucleus), Red: propidium iodide (dead cells)

Nucleus Phase

Live cells Dead cells
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Nhuoém Hemotoxylin & cac ngay khac nhau
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Sinh trwéng té bao

2.50E+08 -
2.00E+08 - Experiment 1
Achieve ~2e8 cells

+  1.50E+08 -
C
-
5]
(8]
o) _
& 1.00E+08

5.00E+07 - Experiment 2

Seed 2e7 cells
0-00E+00 T ¥ T T T T 1 3 T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Days post seeding

Theo ddi swtiéu thu Glucose

Media change
Media change l

45 - l' Half media change
. 3

3.5 4

Glucose level (g/L)
[\
u

27 ——Glucose in media
15 1 —»—Glucose consumed by MSCs
1 -
05 -
0 I T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Theo d&i pH
7.8 -
7.7 -
7.6 - .
7.5 -
T
® 74 -
7.3 -

7.2 ~

Acceptable range
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Days post seeding
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