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MO PAU
Pong lanh va ra dong la hai khau quan trong trong quy
trinh san xuat cac san pham té bao goc trung md off-the-
shelf phuc vu (ing dung Iam sang truc tiép trén ngusi. Chat
luong cla san phadm dugc quyét dinh bai kha nang duy tri
trang thai séng, tinh én dinh sinh hoc va han ché céc tén
thuong té bao phat sinh trong qué trinh bao quan, ra déng
va phdi tron trudc sU dung, dac biét 1a séc nhiét, séc tham
thau va tén thuong mang té bao.

Regeneaedlab

Trong md hinh off-the-shelf, b6 maéi truGng déng lanh va
ra ddéng gill vai trd nhu mot thanh phan cua céng nghé bao
vé té bao gbc trung md trong diéu kién luu trit lanh sau va
hd tr¢ chuyén déi té bao sang trang thai sinh ly phu hgp
trude khi itng dung 1dm sang.

Chung loai > z

MSCCryosave OTS 182, 185
MSCCryosave OTS™ 111, 183
Afterfreeze 1 643, 644, 645 "iwlbm '
Afterfreeze 2 646, 647, 648 :

MSCCryosave OTS va MSCCryosave OTS™ |a hai méi trudng
dudc thiét ké chuyén biét dé san xuat cac ché pham té bao géc
trung mé (MSC) dang off-the-shelf. Cac san pham dugc nghién
clfu va san xuét theo tiéu chuén ctia nguyén liéu cho sinh pham
y té trén day chuyén dat ISO 13485 va dudc phan loai nhu thiét
bi y té nhém B.

Cac ché phdm MSC si dung MSCCryosave OTS hodc Regengacdab
MSCCryosave OTS™ trong thanh phan can dugc rad déng va ™
phéi trén dung quy trinh v6i hé dung dich Afterfreeze 1 va 2 :

=1

Afterfreeze 2 trudc khi sif dung. Quy trinh nay gidp kiém soat ==
s6c tham thau, giam tén thuong mang té bao va téi uu trang thai :
sinh hoc cua té bao tai th&i diém (ng dung truc tiép trén ngusi.

MIEN TRU TRACH NHIEM

Caéng nghé déng lanh té bao géc trung mé dang off-the-shelf Ia cong nghé déc quyén cua Vién Té bao
géc (Pai hoc Quéc gia Thanh phé H6 Chi Minh - VNUHCM-US). Viéc sif dung va thuong mai héa cdc
sdn phdm té bdo géc trung mé off-the-shelf dudc san xudt bang céng nghé nay phai tuén tha ddy da

cdc quy dinh cua cd quan quan ly c¢é thdm quyén. Cdc dung dich bao gém MSCCryosave OTS,
MSCCryosave OTS™, Afterfreeze 1va Afterfreeze 2 dugc sif dung trong quy trinh nay nhu nguyén liéu
ddu vdo cua qud trinh sdn xudt. Vién Té bao géc khéng chiu bat ky trach nhiém nao lién quan dén viéc
st dung cdc san phdm nay trén ngudi.




l. DONG LANH

Hudng dén cdc budc thao tac chudn dé déng lanh té bao géc trung mé (MSC) dat mét dd siéu
ddc, tao ra cdc san phdm dang off-the-shelf (sdn sdng su dung) phuc vu Ung dung Idm sang,

dam bdo tiéu chudn an todn va duy tri ty I1é séng sét cao cua té bdo.

1.1 LUA CHON MOI TRUONG THEO PINH HUGNG

UNG DUNG LAM SANG CUA LO SAN PHAM.

V.S msccyrosave OTS (0% DMSO)

B Msccryosave OTS™ (1% DMSO)

La dung dich déng lanh tién tién
loai bo hoan toan dbc tinh cua
DMSO. Pé thay thé, céng thuc su
b aa “~ dung Glycerol va HSA chuan USP,
mang lai hiéu qua bao vé té bao
s6ng so6t cao sau ra dong.
o Ly tudng dé san xuéat ché

4 \ e Ly tudng dé san xuat ché
e phdm: Tiém ndi khdp va

Chua lugng vi lugng DMSO (1%).

Khi dugc pha loang theo dung

phac d6, ham lugng DMSO giam
~ xubng muc cuc thap (< 0,2%).

Regen@aedlab

Truyén tinh mach (1V).

pham: Tiém da mat
(Meso/BAP) va Tiém ndi khdp.

1.2. Mat do té bao bat buéc:

Ca hai dung dich déu yéu cau déng lanh MSC %
3 mat do siéu dac: 20 - 25.10%/mL.

1.3. Lua chon vé chai (Vials) va Nhiét d6 bao quan:

. - Chai AT-closed vial (Aseptic Technologies)
4 “ASEPTI C  * Cothé bao quan & ti am séu -86°C hodc binh Nitd long
- TECHNOLOGIES -196°C.

Chai chiu nhiét 2-cap glass vial (hhan hang Regenmedilab)
« Chi dudc phép bao quan &t am sau -86°C (Tuyét doi

— Regeneaedlab
khong Iuu trir trong binh nitc long -196°C).
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2. QUY TRINH THUC HIEN PONG LANH

Luu y: Moi thao tdc phdi dugc thuc hién vé tring trong TG an todn sinh hoc cép Il (BSC).

m Thu hoach va tinh toan

m Phéi tron dung dich (Resuspension)

1.Thu hoach té bao géc trung
moé (MSC) tU hé théng nudi
cay.

2.Ly tdm thu cin té bao (cell
pellet) va dém téng s6 Iugng
té bao séng (Viability > 90%).

3.Dua trén téng s6 té bao va
mat dé muc tiéu (20 -
25.10%/mL.), tinh toan chinh
xac thé tich méi trudng
MSCCryosave OTS hoac
OTS™can dung.

1.BAm tu tu moi trudng MSCCryosave OTS /TH vao tuyp
chlta can té bao.

2.Dung pipette tron (resuspend) 1én xuéng THAT CHAM
VA NHE NHANG dé phan tan déu té bao.

3.CANH BAO QUAN TRONG: Khdng thao tac hut xa
manh tay, khdng lam sui bot khi (Air bubbles). Luc ép
vat ly manh qua dau tip pipette hodc bot khi né v& c6
thé xé rach mang té bao.

m Pong chai (Aliquoting)

=1V Ha nhiét dd va Luu trii

1.Phan liéu hén dich té bao da tron déu vao cac chai
tr(t déng da dudc chon (Chai AT-closed vial hoac
Chai 2-cap).

2.Thé tich dong géi tiéu chudn: )
1mL / chai hay theo dong goi
phu hgp khac.

3.Niém phong/déng nép chat
ché theo tiéu chuan cua loai
chai s dung.

| TR
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4.Ghi nhan day du théng tin: Tén san pham, L6 SX,
Ngay SX...

1.Dat cac chai té bao vao hop
ha nhiét d6 dang téc (VD: Mr.
Frosty, CoolCell). o
2.Bua hop véo t am sau -86°C | 1
trong it nhat 24 gi§ (dé ha
nhiét chuan -1°C/pht).
3.Sau 24 gig, lay chai ra khoi hdp ha nhiét va chuyén vi tri
luu tr dai han: )
» Néu dung Chai chiu nhiét 2-cap glass vial: Xép vao hop
luu trlf tai tu -86°C.
» Néu dung Chai AT-closed vial: Luu tai t0 -86°C hoac
chuyén sang binh Nitg ldng -196°C.
Trong trudng hop ha lanh bﬁng mdy ha Ignh theo chuong trinh, tién
hanh dgt cdc chai chia té bao vao mdy; cai ddt ché dé ha lanh
-1°C/phuat tr RT dén -86°C. Néu dung Chai AT-closed vial: Luu tai
ti -86°C hodc chuyén sang binh Nitd Iong -196°C.

Luu y: Vi ban than cdc séan phdm nay khéng phdi Ia sinh
phdm dé st dung truc tiép cho ngudi/chua phdi thuéc
chita bénh, bé phén San xudt bdt buéc phdi dinh kém
tai liéu hodic ghi nhén xuét 16 véi néi dung khuyén cdo.

"San pham té bao géc khi st dung BAT BUOC phai dudc ra
dong, phoi trén hoan chinh va pha loang qua 2 budc bang hé
dung dich Afterfreeze 1 (hoac PRP trung tinh) va Afterfreeze 2
qua van 3 chac trudc khi ing dung danh gia lam sang."




Il. RA PONG

Khi st dung trong diéu tri truc tiép, huyén phu té bao BAT BUOC phdi dudc pha lodng 2 budc
vdi dung dich Afterfreeze 1va Afterfreeze 2.

m Dung dich Afterfreeze 1
(Budc dém sinh ly)

Dung dich Afterfreeze 2
(Budc pha loang)

Té bao déng lanh

dudc rd déng nhanh ‘

Giup té bao thich nghi . \ Pudc thiét ké dac biét dé dua dung
vGi diéu kién sinh ly | Afterfreeze 1 dich bao quan dua vé muc sinh ly.
cla cd thé. Riéng doi ' l 4 San pham nay KHONG THE thay
vdi chi dinh Tiém noi thé. D& dam bao bénh nhan c6 cam
khdp, dung dich na \ idc ém &i, khéong dau buét, sun

. p',z g e Y y | Aﬂemeezez g,( ‘.' 2 g .n '.A 9
co thé thay thé bang = tdy hay nang né sau tiém, viéc su
Huyét tuong giau tiéu - dung Afterfreeze 2 13 bat budc va :
cau (PRP). R » | phai dung duing ty Ié. o

lll: TY LE PHOI TRON & UNG DUNG LAM SANG

Nguyén tdc: Sdn phdm chua té bdo MSC déng lanh trong hé MSCCryosave OTS/MSCCryosave
OTS ™ phai dugc réd déng nhanh = Hut vao xi-lanh vé tring = Trén vdi Afterfreeze 1 (hodc PRP) =
Trén tiép vdi Afterfreeze 2 qua hé théng Van 3 chac.
. Tiém khép .
Ung dung (Khép g6i, Khdp vai, Khép Tiém da mat Truyén tinh mach (1V)
hang)

Cachtron2 . . . Phac dé1 Phac d6 2
- S (Rut gon Cachtron2 (Tiém tinh mach cham - (Truyén nho giot -
(Uutienemai) g ich) (Uu tién) Slow IV Push) IV Drip)

Cachtron1

San pham chia

MSCCCryosave TmL TmL TmL TmL TmL TmL
OTS/OTS™
Afterfreeze 1 2mL TmL TmL 2mL TmL 2mL
Afterfreeze 2 3mL 3mL 4 mL 4 mL 4 mL O mL
(Khéng sU dung)
Tong thé tich 6 mL 5 mL 6 mL 7 mL 6 mL 3mL
sau khi tron
) Bom 3 mL hén dich
. Tiém cham hon dich vao chai nugéc mudi
Cach thao tac dua vao cd thé tryc tiép vao tinh mach | sinh ly 0.9 (100mL) va
trong 3-5 phut truyén trong 15-30
phut.
LUU Y QUAN TRONG:

« Néu dung PRP thay thé Afterfreeze 1, BAT BUOC duing logi PRP ¢é pH trung tinh.

e TUYET BOI KHONG ding PRP cé tinh acid dé thay thé Afterfreeze 1khi tiém da mdt. Cdc héa chat chéng
déng trong PRP sé gdy budt rat da di ddi cho khdch hang; néu cdan thiét st dung thi can st dung PRP
trung tinh.
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IV. QUY TRINH THAO TAC RA PONG VA PHOI TRON
BANG VAN 3 CHAC

1. Diéu kién Iuu trit cac loai dung dich

e Ché pham MSC: Tri & t0 &m sau -86°C hoac binh nitc 1éng -196°C.
e Dung dich Afterfreeze 1& 2: Trt 8 ngan mat tu lanh (2°C - 8°C).

2. Quy trinh ra dong va lam am

(CHONG SOC NHIET)

STT Tén dung dich Cach chuan bi

BAT BUOC Iy ra khoi tii lanh, dé & Nhiét do
phong (RT) IT NHAT 15 - 30 PHUT TRUGC
KHI r& déng té bao. (Tuyét déi khéng pha
tron khi dung dich con lanh bubt gay séc va

1 Dung dich Afterfreeze 1& 2

Ra déng nhanh bang cach dat vao Bé 6n
nhiét (Water bath) 37°C trong 2-3 phut cho
dén khi vira tan da hoan toan.

San pham MSC (chura
MSCCryosave OTS / OTS TH)

3. Ky thuat rut té bao va Trang lo

Do méi trudng déng lanh cuc ky ddc qudnh va chiia mét dé té bao cao, Bdc si/Piéu duéng bdt
budc thao tdc nhu sau dé trdnh xé rdch té bdo va trdnh hao hut:

Dung kim to: Gan mdi kim
lay thuéc c& I6n (18G hoac
21G) vao Xi-lanh A. Dam
xuyén nép lo MSC, nghiéng
lo va kéo pit-tbng THAT
CHAM dé hut can 1 mL té
bao ra. Thao bd mui kim. .
(Tuyét déi khéng ding kim Ky thuat Trérjg lo: Lay Xi-lanh B
tiém nho dé hat). (dang chua sép lugng Afterfreeze
1 theo phac dd), bdm khoang 0.5
mL ngugc lai vao vo lo MSC vira | | Dung chinh Xi-lanh B
rat. LAc xoay tron nhe nhang dé | | hut ngudc phan dich
rifa troi cac té bao bam trén thanh | | trang do vao lai trong
thay tinh. ong. Thao bd mdai kim.




4. Quy trinh trén bang Van 3 chac

Vi du minh hoa cho Phdc dé Tiém khdp 6mL

. . " . Chu thich (Ggi y dung 3 loai
STT | Tén dung dich Tén Syringe thé tich)
1 San pham MSC (1 Xi-lanh A Dugg I93| to~nha'f: 10A’cc (Vi
mL) cubi cling sé chua tong 6mL)
2 Aiterfrfae;e ! (2, mL - Xi-lanh B Dung loai: 3 cc
gom ca dich trang)
3 | Afterfreeze 2 (3 mL) Xi-lanh C Dung loai: 5 cc

m Lap hé théng & Tron Xi-
lanh B vao Xi-lanh A

m Khoa an toan & Poi Xi-lanh

1.G&n Xi-lanh A vao 1 céng, gan Xi-lanh B
vao cbng con lai. Céng con lai van gilr
chan nap day vé trung.

2.V&n nim dé théng cong gilta 2 xi-lanh A
va B.

THAO TAC BOM:

« Dung ngodn tay cai day pit-tdng tu Xi-
lanh B sang Xi-lanh A THAT CHAM. (Luu
y: Luén day tu B sang A, khéng lam
ngugc lai).

 Sau do day qua day lai nhe nhang gilta 2
xi-lanh khodng 4 - 5 nhip dé danh tan
cac cum té bao von cuc va hoa déu dich
gilta Xi-lanh A va Xi-lanh B.

o DOn tat cd 3 mL hén hop vira tron vé
nam gon trong Xi-lanh A.

o Budng tay, dat hé théng ndm im trén
mam vo tring TRONG 30 GIAY.

1.Van num khoa céng B. (Luc nay 3 mL hén dich trong Xi-
lanh A d& dudc khda chét an toan).

2.Thao bd Xi-lanh B (da réng) ra khoi Van va vt di.

3.L&p Xi-lanh C (chua Afterfreeze 2) vao thé chéd tai cong
cuia Xi-lanh B.

m Tron hon hdp véi dung dich
Afterfreeze 2

1.Van ndm trd lai hudng giéng Budc 1 dé md théng Xi-lanh A
va Xi-lanh C.

2.Tiép tuc luan chuyén thudc qua lai. (Luu y: Thao tac bom
nhip phai CUC CHAM dé tranh té bao bi séc).

3.Bom qua lai 4 - 5 nhip cho hén dich hda quyén hoan toan.

4.Dén toan bd 6 mL hén dich hoan hao cubi cung vé lai Xi-
lanh A.

{U0o {8 Rt thudc va Tiém

2.Thao Xi-lanh A ra khoi Van 3 chac.

1.Xoay khoa OFF hudng vé Xi-lanh A dé khéa chét né lai.

3.G&n mi kim tiém (kim nhoé 23G hoac 25G) vao Xi-lanh A.
4.Tién hanh tiém nodi khdp/da mat ngay cho bénh nhan.




V.CAC LUU Y QUAN TRONG TRONG THAO TAC

CAM LOT BOT KHi
Bot khi di qua khe hep cua van c6 thé tao luc
tac déng co hoc Ién té bao, lam gidm dd én
dinh va viability ctia hén dich MSC.

KHONG DAY PIT-TONG QUA NHANH
Thao tac bom can thuc hién cham, déu va lién tuc
dé han ché stress cd hoc va giam tén thucng
mang té bao trong qua trinh phai tron.

KHONG EP SAT DAY XI-LANH
Khoéng day pit-tdng ép hoan toan vé day xi-lanh.
Nén chua lai mot lugng nho dung dich (~0,1 mL)
nham han ché luc nén cd hoc tac déng Ién té bao.
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	MỞ ĐẦU
	Đông lạnh và rã đông là hai khâu quan trọng trong quy trình sản xuất các sản phẩm tế bào gốc trung mô off-the-shelf phục vụ ứng dụng lâm sàng trực tiếp trên người. Chất lượng của sản phẩm được quyết định bởi khả năng duy trì trạng thái sống, tính ổn định sinh học và hạn chế các tổn thương tế bào phát sinh trong quá trình bảo quản, rã đông và phối trộn trước sử dụng, đặc biệt là sốc nhiệt, sốc thẩm thấu và tổn thương màng tế bào.
	Trong mô hình off-the-shelf, bộ môi trường đông lạnh và rã đông giữ vai trò như một thành phần của công nghệ bảo vệ tế bào gốc trung mô trong điều kiện lưu trữ lạnh sâu và hỗ trợ chuyển đổi tế bào sang trạng thái sinh lý phù hợp trước khi ứng dụng lâm sàng.
	Chủng loại
	Mã sản phẩm
	MSCCryosave OTS
	182, 185

	MSCCryosave OTSTH
	111, 183

	Afterfreeze 1
	643, 644, 645

	Afterfreeze 2
	646, 647, 648
	MSCCryosave OTS và MSCCryosave OTSTH là hai môi trường được thiết kế chuyên biệt để sản xuất các chế phẩm tế bào gốc trung mô (MSC) dạng off-the-shelf. Các sản phẩm được nghiên cứu và sản xuất theo tiêu chuẩn của nguyên liệu cho sinh phẩm y tế trên dây chuyền đạt ISO 13485 và được phân loại như thiết bị y tế nhóm B.
	Các chế phẩm MSC sử dụng MSCCryosave OTS hoặc MSCCryosave OTSTH trong thành phần cần được rã đông và phối trộn đúng quy trình với hệ dung dịch Afterfreeze 1 và Afterfreeze 2 trước khi sử dụng. Quy trình này giúp kiểm soát sốc thẩm thấu, giảm tổn thương màng tế bào và tối ưu trạng thái sinh học của tế bào tại thời điểm ứng dụng trực tiếp trên người.

	MIỄN TRỪ TRÁCH NHIỆM
	Công nghệ đông lạnh tế bào gốc trung mô dạng off-the-shelf là công nghệ độc quyền của Viện Tế bào gốc (Đại học Quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh - VNUHCM-US). Việc sử dụng và thương mại hóa các sản phẩm tế bào gốc trung mô off-the-shelf được sản xuất bằng công nghệ này phải tuân thủ đầy đủ các quy định của cơ quan quản lý có thẩm quyền. Các dung dịch bao gồm MSCCryosave OTS, MSCCryosave OTSTH, Afterfreeze 1 và Afterfreeze 2 được sử dụng trong quy trình này như nguyên liệu đầu vào của quá trình sản xuất. Viện Tế bào gốc không chịu bất kỳ trách nhiệm nào liên quan đến việc sử dụng các sản phẩm này trên người.


	I. ĐÔNG LẠNH
	Hướng dẫn các bước thao tác chuẩn để đông lạnh tế bào gốc trung mô (MSC) đạt mật độ siêu đặc, tạo ra các sản phẩm dạng off-the-shelf (sẵn sàng sử dụng) phục vụ ứng dụng lâm sàng, đảm bảo tiêu chuẩn an toàn và duy trì tỷ lệ sống sót cao của tế bào.
	1.1 LỰA CHỌN MÔI TRƯỜNG THEO ĐỊNH HƯỚNG ỨNG DỤNG LÂM SÀNG CỦA LÔ SẢN PHẨM.
	MSCCyrosave OTS (0% DMSO)
	MSCCryosave OTSTH (1% DMSO)
	1.2. Mật độ tế bào bắt buộc:
	Cả hai dung dịch đều yêu cầu đông lạnh MSC ở mật độ siêu đặc: 20 – 25.106/mL.

	1.3. Lựa chọn vỏ chai (Vials) và Nhiệt độ bảo quản:
	Chai AT-closed vial (Aseptic Technologies)
	Có thể bảo quản ở tủ âm sâu -86°C hoặc bình Nitơ lỏng -196°C.

	Chai chịu nhiệt 2-cap glass vial (nhãn hàng Regenmedlab)
	Chỉ được phép bảo quản ở tủ âm sâu -86°C (Tuyệt đối không lưu trữ trong bình nitơ lỏng -196°C).




	2. QUY TRÌNH THỰC HIỆN ĐÔNG LẠNH
	Lưu ý: Mọi thao tác phải được thực hiện vô trùng trong Tủ an toàn sinh học cấp II (BSC).
	Bước 1
	Thu hoạch và tính toán

	Bước 2
	Phối trộn dung dịch (Resuspension)

	Bước 3
	Đóng chai (Aliquoting)

	Bước 4
	Hạ nhiệt độ và Lưu trữ
	Lưu ý: Vì bản thân các sản phẩm này không phải là sinh phẩm để sử dụng trực tiếp cho người/chưa phải thuốc chữa bệnh, bộ phận Sản xuất bắt buộc phải đính kèm tài liệu hoặc ghi nhãn xuất lô với nội dung khuyến cáo.



	II. RÃ ĐÔNG
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