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S g֝is֩au lâynhi֑m

Theo dõi Glucose vàĽԒmtԒbào*

ThiԒtb c֗hính ThiԒtb n֗uôicӸytԒbào - CelCradleÊ Bioreactor

DòngtԒbào TԒbào bám HEK-293T (ATCC: CRL-3216)

Vector virus LentivirrusthԒh t֓hҼ3 

Plasmid Ľ·nggói
(tַ AddGene)

pCMV-VSV-g

pMDL-pRRE

pRSV-Rev

Plasmid biԜuhi֓n

Môi trҼ֩ ngsinh trҼ֫ ng Môi trҼ֩ ngnuôicӸythҼҺngmӴi

HóachӸtchuyԜnnӴp PEI óMAXô

T֡ngquan

Tide Motioná: NԚntӶngcôngngh֓v֧inhiԚuquy môֵngdֱngsӶnxuӸt

Vector Virus bԄngnuôicӸytԒbàobám dính

SӶnxuӸtVirus Ngày 0: CӸytԒbào
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Adenovirus (AAV), lentivirus(LV) andretrovirus(RV) là nhֻ ngvectorvirusĽiԜnhìnhvàphb֡iԒn

ĽҼ֯ csdֱֹngnhҼphҼ֯ ngti֓nvԀnchuyԜngenetrongcácli֓uphápgene. CácphҼҺngphápsӶnxuӸt

vectorvirushi֓nnay thҼ֩ ngcóhi֓uquӶthӸpvà cònnhiԚuhӴnchԒtrongkhӶnŁngnângquy mô.

Cácquy trìnhsӶnxuӸtvectorvirushi֓nnayphӺnl֧nxâydֽngtheotheokinhnghi֓mvà chҼaĽҼ֯ c

môtӶrõ ràng. NhֻngnhҼ֯ cĽiԜmĽiԜmnàydӾnĽԒngiá thànhcaokhi cácsӶnphӼmvԚli֓upháp

geneĽҼ֯ ccungcӸprath֗trҼ֩ ng.

EscoAsterĽ«pháttriԜnbn֗uôicӸytԒbàoֵngdֱngTideMotion(nguyênlý vԀnĽ֥ngthֳytriԚu) có

khӶnŁngnângquy môl֧nֵngdֱngnuôicӸytԒbàobám. EscoAsterĽ«thiԒtlԀpquy trình toàn

di֓n,hi֓uquӶvҼ֯ ttr֥ivà cókhӶnŁngpháttriԜnquy mô Ľ֟ngth֩ilinh Ľ֥ngchosӶnxuӸtnhiԚu

loӴivector virus. Chúng tôi ĽҼa ranhֻngkԒtquӶnghiêncֵucֳagiai ĽoӴnĽӺutrongsӶnxuӸt

lentivirusthԒht֓h3ֵbԄngֵngdֱngcôngngh֓TideMotion.

EscoAsterĽ֟ngth i֩ cungcӸpcáccácd֗chv tֱrongnghiêncֵupháttriԜnquy trìnhsӶnxuӸtvector

virus c֫ácgiaiĽoӴnbԄngֵngdֱngnԚntӶngTideMotion(TideMotion® Platform)
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Thayd֗chchuyԜn

nӴpbԄngmôi

trҼ֩ ngsӶnxuӸt

virus

Ngày1 (chiԚu)

ChuyԜnnӴp

4 plasmid/tԒbào

Ngày0

CӸytԒbào

lênthiԒtb֗

CelCradleÊ

Bioreactor

SӶnxuӸtVirus

6.5 gi֩

Ngày1 (sáng)

ChuyԜntԒbào

sangmôi trҼ֩ ng

n֟ngĽ s֥erum 

thӸpt2 gi֩trҼ֧ c

khichuyԜnnӴp

2 gi֩
Ngày3
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virus

ņiԚuki֓nnuôicӸy TӺmquantr֙ng

S t֝Ԓbào/CelCradleÊ BΆomΒt Quan tr֙ng

PhҼҺngphápcӸy CӸybԄngcách úp ngҼ֯ cchai nuôicӸyCelCradleÊ Quan tr֙ng

ThԜtíchcӸy ~150 ml NA

Th֩igianֳ ~3-5 gi֩ NA

Quy trìnhcӸy Cֵ 30 phút xoaynhԌchai nuôicӸy NA

Hi֓usuӸtcӸy > 85 % NA

ThԜtích môi trҼ֩ ngthêm Thêm 500 ml môi trҼ֩ ngnuôicӸy NA

Thôngs T֝ideMotioná
(Sinh trҼ֫ ngtԒbào )

T֝cĽ l֥ên: 1 mm/giây; Giֻ phía trên: 1 phút; 

T֝cĽ x֥u֝ng: 1 mm/giây; Giֻ phía dҼ֧ i: 1 phút
NA

SӶnxuӸtvirus ngày1: ChuyԜnnӴp4 plasmid trên m֥ttԒbào

ņiԚuki֓n
TӺmquan

tr֙ng

Môi trҼ֩ ngsinh trҼ֫ ng Môi trҼ֩ ngnuôicӸytiêuchuӼnHEK293T NA

Môi trҼ֩ ngchuyԜnnӴp
Môi trҼ֩ ngnuôicӸytiêuchuӼnHEK293T

N֟ngĽ h֥uyԒtthanhthӸp
NA

Môi trҼ֩ ngsӶnxuӸtvirus Môi trҼ֩ ngtӶinӴpcób s֡ung h֯pchӸt Quan tr֙ng

ChuӼnb t֗rҼ֧ ckhichuyԜnnӴp Thay 450 ml môi trҼ֩ ngtӶinӴp Quan tr֙ng

S t֝Ԓbào/CelCradleÊ trong

ngàychuyԜnnӴp
BΆomΒt Quan tr֙ng

Tl֕ p֓lasmid BΆomΒt Quan tr֙ng

PEI óMAXô : Tl֕ D֓NA BΆomΒt Quan tr֙ng

DNA / tԒbào BΆomΒt Quan tr֙ng

Thôngs T֝ideMotion

(6.5 gi֩chuyԜnnӴp)

T֝cĽ l֥ên: 0.25mm/giây; Giֻ phía trên: 30phút;

T֝cĽ x֥u֝ng: 0.25mm/giây; Giֻ phía dҼ֧ i: 1phút
Quan tr֙ng

Th֩igian quá trìnhchuyԜnnӴp 6.5 hrs NA

Xֹ lý sauchuyԜnnӴp
Thay dung d֗chchuyԜnnӴpbԄngmôi trҼ֩ ngnuôi

cӸytӴovirus 
Tùych֙n

18 gi s֩auchuyԜnnӴp
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48 gi s֩auchuyԜnnӴp 72 gi s֩auchuyԜnnӴp

Xanh lá cây: FDA (tԒbàos֝ng) Xanh dҼҺng: Hoechst (nhântԒbào) ņ֛:Propidium Iodide (tԒbàochԒt) KԒth p֯

18 gi s֩aucӸytԒbào

SӶnxuӸtVirus ngày2 ĽԒnngày4: Theo dõi nuôicӸy/Thu Virus

ņiԚuki֓n TӺmquantr֙ng

pH Duy trì pH > 7.0 NA

Glucose > 0.5g/l NA

Th֩iĽiԜmthuhoӴch 24h, 48h, 72h Quan tr֙ng
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Theo dõi pH môitrҼ֩ng
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TraoĽ֡ichӸttԒbào*A. B. C.

ņ֗nhlҼ֯ ngVirus ngày4 ĽԒnngày7: Hi֓ugiá Virus bԄngFACS 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

Thu 
lӺn1: 
29.7%

Thu 
lӺn2: 
59.1%

Thu 
lӺn3: 
11.2%

% TU / lӺnthuhoӴch
TómtԂt

T֡ngTU/CelCradleÊ ~2 ï4e9*

ThԜtíchvԀtli֓umang 100 ml

ThԜtích môi trҼ֩ ngtrong

chai CC
500 ml

T֡ngthԜtích thuhoӴch 1,500 ml

TU/TԒbào (CelCradleÊ)5.6 ï9.1

TU/TԒbào (2D) ~10

S c֝hai T175

tҼҺngĽҼҺng

(2D: 2e8TU/T175)

12x ï20x

BiԜuhi֓ngene chuyԜn
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Virus 100x dil

Virus 100x dil

Virus 100x dil

A. B. C.

5ô LTR 3ô LTRGFP mCherrypromoter

Transgene ~ 1.5 kb

pExpression

T֡ngquan quy trình sӶnxuӸtLentivirus giaiĽoӴnĽӺu

TԒbào, môi tr Ҽ֩ ngvàvԀtli֓u

* �.�G�W�T�X�+thu �ÿ�ñ�k�F�W�s�W�Y�L�W�K�L�K�X3 �O�/�Qthí �Q�J�K�L�O�P�ÿ�a�F�O�5�S

M�q�Fglucose�W�Y�L�W�K�L�K�X

�.�K�R�+�Q�JpH �F�K�-�S�Q�K�5�Q

* PrestoBlueAssay* ���p�P�W�Gbào�V�Y�Q�J�E�9�Q�Jx�ulý trypsin

CelCradleÊ 

(Quy mô lab)

TideXcell 2L

(Quy mô thֹ nghi֓m)

TideXcell 20L

(Quy môsӶnxuӸt)

TideXcell 50L

(Quy môsӶnxuӸt)

TideXcell 100L

(Quy môsӶnxuӸt)

ThԜtích

vԀtli֓umang
0.1 L 2 L 20 L 50 L 100 L

MԀtĽ c֥Ӹy 4.7x108tԒbào 9.3x109tԒbào
9.3x1010tԒbào

(quychiԒu)

2.3x1011tԒbào

(quychiԒu)

4.7x1011tԒbào

(quychiԒu)

LV TU / lӺnchӴy 2-4x109 4-8x1010 4-8x1011

(QuychiԒu)

1-2x1012  

(QuychiԒu)

2-4x1012

(QuychiԒu)

TҼҺngĽҼҺngs֝ 

chai T175 (175 cm2)
9.9X ï16.2X 198X ï324X

1980X ï3240X

(quychiԒu)

4950X ï8100X

(quychiԒu)

9900X ï16200X

(quychiԒu)

ִngdֱngv֧i

cácloӴivirus
Pha I: CӸy Pha II: SӶnxuӸtVirus/Thu hoӴch

LV
(virus ĽҼ֯ ctiԒtra

ngoӴibào)

NA

RV
(virus ĽҼ֯ ctiԒtra

ngoӴibào)

NA

AAV
(virus khôngĽҼ֯ c

tiԒtrangoӴibào)

Tính linh Ľ֥ngtrong quy trình

CӸy
ChuyԜnnӴp

4 plasmid

Thu lӺn3

(d֗chly tâm)

Thu lӺn2

(d֗chly tâm)

CӸy
ChuyԜnnӴp

3 plasmid

Thu lӺn3

(d֗chly tâm)

Thu lӺn2

(d֗chly tâm)
Thu tԒbào

CӸy
ChuyԜnnӴp

3 plasmid

Thu lӺn3

(d֗chly tâm)

Thu lӺn2

(d֗chly tâm)

Thu lӺn1

(d֗chly tâm)

TŁngquy mô nuôicӸytԒbào vàĽԒmTU virus 

TháchthֵcgԊpphӶikhi sӶnxuӸtvirus bԄngthiԒtb n֗uôicӸy

tԒbào bám

Tháchthֵc#1
Hi֓uquӶchuyԜnnӴp

Plasmid thӸp

Thách thֵc#3
KhókhŁntrongchuyԜntַ 

quy trình nuôicӸy2D sang 

h t֓h֝ngnuôicӸydӴng

khuӸy(Stirred Tank 

Bioreactors)

Thách thֵc#4
Hi֓uquӶthӸpkhi thu Virus 

bԄnglygiӶitԒbàotrֽctiԒp

trên cácvԀtli֓umangThách thֵc#2
Hi֓ugiá virus thӸp

Thu lӺn1

(d֗chly tâm)

Thu lӺn1

(d֗chly tâm)

mailto:mail@vaccixcell.com

