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1. GIGI THIEU

MSCCult

Su chuyén dich tir mé hinh nudi cay dan I8p (2D) sang khdng gian ba chiéu (3D) dang mé ra nhiing
tiém nang doét pha trong y hoc tai tao, nhung déng théi cling dat ra thach thic 16n vé viéc cung cap
vi mdi trudng dinh duéng déng nhat cho cac cau tric da bao. MSCCult Spheroid dudc phat trién
chuyén biét dé giai quyét bai toan nay, dong vai tro 1a giai phap mdi trudng nudi cay tién tién danh
riéng cho qua trinh tao 1ap va duy tri Té bao géc trung mé (MSC) dudi dang khéi cau. Budc tinh
chinh v&i hé dém va ty 1é vi chat dac thu, MSCCult Spheroid hd trg manh mé su tuong tac té bao -
té bao (cell-cell) va té bao - chat nén (cell-ECM). Méi trudng nay khdng chi thic day qua trinh tu
l&p rap nhanh chédng ma con bao vé tinh toan ven cla cau tric Spheroid trong sudt chu ky nudi
cay dai ngay. Quan trong han, MSCCult Spheroid 1a méi trudng serum free, xeno free thich hgp
cho moi Ung dung |am sang. Két hap véi Elplasia 12k (Corning), MSCCult Spheroid gitp tao mdt
lugng I8n MSC Spheroid cho cac ung dung.

2. UNG DUNG

M®éi trudng MSCCult Spheroid dudc dinh vi 1 cdng cu thiét yéu dé khdi tao va duy tri MSC Spheroid
chéat lugng cao, phuc vu dac luc cho ca hai mang: nghién clu chuyén sau va Ung dung y sinh tinh
tién.

3. CHUAN BI TRUGC KHI NUOI CAY

Té bao gbc trung md (MSCs) dang & pha tng trudng manh (Log

Té b ) A T X :
Si230 phase), ly tuédng nhat la & sb lan cay chuyén (passage) thap (P3 - P5).

Moi truéng MSCCult Spheroid.

Vat tu tiéu hao | Flask Elplasia 12K Flask (Corning)

1.PBS (khéng chua Canxi/Magie);
Héa chatkhac | 2.Deattachment (hodc enzyme tach té bao tuong duong);
3.Thuéc nhudm Trypan Blue dé dém té bao séng.




4. QUY TRINH THAO TAC CHI TIET

| 1 Budc 1: Thu hoach té bao MSC (tu dia/binh nudi 2D)

1.HUt bd méi trudng ci trong binh nudi cay 2D.

2.Ruta nhe nhang mang té bao bang dung dich PBS.

3.Cho dung dich Deattachment vao u 6 37°C trong khoang 3-5 phut cho dén khi té
bao co tron va bong ra khoi day binh.

4.Thém méi trudng co chita huyét thanh dé trung hoa hoat tinh cia Trypsin.

3 Budc 2: Pém va kiém tra ty 1é séng

1.HUt hén dich té bao ra 6ng falcon va ly tam (thudng & mic 300-400g trong 5 phut).

2.Loai bo dich ndi, hoa tan can té bao (pellet) bang mét lugng mai trudng mai.

3.Lay mét lugng nho dé dém té bao bang Trypan Blue. Ty |é té bao séng (viability)
phai dat trén 90% dé dam bao Spheroid hinh thanh tét.

5. NUOI CAY QUY MO LGN TREN FLASK ELPLASIA 12K

D Lam uét

D&t binh Elplasia & vi tri thdng ding (Upright position). Bom 5
dén 10 mL dung dich Ethanol 35% - 70% (dugc loc vé trung
0.2 um) vao day binh.

9 Dan déu

Nhe nhang ha binh xuéng vi tri U (Incubation position - nam
ngang) dé cén tran qua toan bd bé mat vi giéng. Cac vi giéng
ngam dung dich sé trd nén trong sudt; néu quan sat thay cac l.‘__ N

vung duc md, ching td bot khi van con ket lai. Ban c6 thé gé ~a =
nhe hodc lac muct binh dé day bot khi ra.




Q, Rufa con

Dung dung binh lai va hut kiét dung dich
con. Thém 15 mL nudc cat dung trong
nudi cay té bao, ha binh ndm ngang dé
rifa, sau d6 dung ding dé hut bo.

Q Can bang

L3p lai thao tac rira thém 2 1an nita bang
dung dich 1X PBS (khéng chua
Canxi/Magie) dé dam bao loai bé hoan
toan cac vét con.

6. TINH TOAN VA GIEO MSC (SEEDING)

M&i binh Elplasia 12K chia chinh xac khoang 12.160 vi giéng. Pé thu dudc MSC
Spheroid dat kich thudc ly tudng (khoang 200 um, tranh hoai t 16i), ta sé thiét |ap mat
dd 1.000 té bao/vi giéng.

Tinh toan

lughg MSC

1.Chuan bi huyén phu chuta 12,16 triéu MSC séng trong 25 dén 30 mL méi trusng
MSCCult Spheroid. Khuyén céo nén loc huyén phu qua mang loc té bao 70 um

| % 1.000 té bao/giéng . ; !
dé pha v8 cac dam té bao von cuc, dam bao hon dich dat trang thai don bao.
2.Dat binh thdng diing va bom toan bd hén dich MSC vao binh.
X 3.Chuyén binh vao ti &m CO,, tif ti ha binh xudng vi tri ndm ngang. L&c nhe dé té

bao phan bé déu; muc chat long sé che phu hoan toan bé mét vi giéng va ndm

12.160 giéng ngay dudi cé binh.

4.Luu y: Dé yén binh tuyét déi trong it nhat 24 gig dé cac MSC bét dau tu 14p rap
va két tu. Mot khi da ndm ngang, tuyét déi khdng dung ding binh lai trong suét

=12.160.000 té bao , , ,
K J K qua trinh nudi cay vi sé lam bat cac khdi Spheroid non ra khoi giéng. J




Hé thong vi giéng dudc thiét ké du sau dé gilt Spheroid lai khi thao tac, két hap véi bd phan
chuyén hudng chét long (liquid diverter) 8 ¢ binh gilp giam thiéu dong chay xody. Muc thé
tich nuéi cay ly tudng 1a 25 mL dén 50 mL.

/y Lay binh ra khoi ti am va ndi ldng nap,
: gilt nguyén tu thé nam ngang.

#2,  Ké dudi binh Ién mét vat ké (nhu nap 6ng ly tam 50mL, pipet,

gj hodc khay bdo v& mau cam di kém) dé tao mét géc nghiéng '—‘:J
nho ti 3 dén 4 dd. Goc nghiéng nay day chéat Idng chay vé
phia ranh chuyén hudng. (Khéng nghiéng qua 10 do dé tranh
uSt mang loc khi & nép ).

g

\3J Pat dau tip cua pipet ty sat vao vach cua ranh
chuyén hudng va tién hanh hat méi trudng cii ra. w

/4 Dé cham méi trudng mdi, tiép tuc dat tip pipet ty vao ranh chuyén
J hudng va bom that cham rai. B6 vat k& dudi binh, vin chat ndp va
dua tré lai ta am.

8. THU HOACH SPHEROID (HARVEST) '

1.HUt bd toan bd madi trudng cli nhu hudng dan & phan thay méi trudng.

2.Bom it nhat 15 mL dung dich 1X PBS (hodc méi truéng méi) vao binh.

3.Nghiéng va gé nhe tay vao thanh binh ("tip and tap") dé danh bat cac Spheroid vang ra khoi vi giéng.

4.Luc nay, hay dung ding binh (Upright position). Thao tac nay giup
Spheroid roi tu do xudng tu lai 8 géc day binh va khéng bi l&ng
ngudc trd lai vao trong cac vi giéng.

5.Thuc hién thao tac I&c trang nhe theo chuyén ddng can gat nudc
(windshield wiper) dé gom toan bd 12.000 khéi Spheroid va dung
pipet hut ra 6ng ly tdm. Ban c6 thé 13p lai budc trang binh bang PBS

thém mot 1an nira dé thu héi téi da.




9. HIEU QUA TAO MSCSPHEROID
BANG MOI TRUONG MSCCULT SPHEROID
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10.NHUNG UU DBIEM VUGT TROI CUA

MSCCult

Thuc day cau truc
dac chac (Compaction)

Bao ton dic tinh goc
(Stemness)

i
T6i uu héa

nang luc ché tiét

Dinh hudng Ung dung
tinh tién

Cung cap cac yéu td kich hoat su biéu hién cua cac phan tu
bam dinh (nhu E-cadherin va N-cadherin), gitp khéi cau
nhanh chéng co ruat, tao hinh dang déng déu va hé trg kiém
soat dudng kinh & muc ly tuéng (150 pm - 250 pm), tu doé
han ché téi da hién tugng 16i hoai ti (necrotic core).

Vi méi trudng dudc thiét ké dé dua MSC vao trang thai nghi
sinh ly (quiescence), ngan chan su lao héa s6m va su biét
hoa tu phat, déng thdi duy tri kha nang tu lam mdi va tiém
nang biét hoa da dong.

Nguén dinh dudng dac ché giup khdi MSC gia tdng dang ké
hiéu suat tdng hgp va ché tiét cac yéu té can tiét (paracrine
factors), cytokine diéu hoa mién dich va exosome sinh hoc
so V@i nudi cay 2D théng thudng.

(Ap dung néu thanh phan Ia Serum-free/Xeno-free) Pudc
xay dung hudéng téi cac tiéu chuan san xuat cao, hd trg qua
trinh chuyén giao lién mach ti nghién clu co ban sang cac
quy trinh san xuat san pham tri liéu y hoc tién tién (ATMPs).
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