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Chao muing cac déng nghiép va ky thuat vién dén véi quy trinh cong nghé
NKCult Kit V5.

NKCult Kit V513 b6 sdn phdm phuc vu phan 14p va ting sinh té bao diét tu
nhién (NK cells) st dung 20 mL mau ngoai vi, dugc phat trién cho cac ting
dung trong linh vuc liéu phap té€ bao tién tién.

Trong y hoc tai tao, t€ bao khong chila vat liéu sinh hoc ma truc ti€ép déng vai
tro nhu mot tac nhan diéu tri. Vi vay, chat lugng cta quy trinh khong chi phu
thudc vao hé thong cong cy, ma dugce quyét dinh bdi do chinh xac va nhat
quan trong tung thao tac.

T€ bao NK 1a mot hé dac biét nhay cadm, nhat 1a véi luc cat cé hoc (shear
stress) va cac bién dong nhiét do. Piéu nay doi hoi thao tac phailuén 6n dinh,
c6 kiém soat va ¢ chu dich r6 rang. Tai liéu nay khong chi huéng dan cach
thuc hién, ma con cung cap cd sé d€ ban hiéu vi sao tiing budc can dugc
tuan thu nghiém ngat.

Trong suét qua trinh thao tac, can dic biét Iuu ¥ cac PIEM KIEM SOAT TGI
HAN - CCP — day la nhitng diém c6 anh hudng truc tiép dén chat lugng dau
ra va khong co6 du dia cho sailéch.

Hay ti€p can quy trinh véi sy tap trung va ton trong déi véi hé sinh hoc ma
ban dang lam viéc cung. Bdi m6i mé té€ bao ban nu6i duéng hom nay chinh la
vl khi chién dau v6i ung thu ctia bénh nhan ngay mai.




PHANI:

DANH MUC THIET BI, VAT TU &§ HOA CHAT
I.1. Danh muc thiét bi chinh
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1.2. Thanh phan B6 Kit NKCult

Héa chat / Méi truéng
5 STT Chung loai Quy cach Bao quan Ghi chu
P £ ¢ 1 NKCult Basal 1chai (540 mL) 2-8°C | 4 C%“g‘égnc(ég o2 hanh)
2 | NKCult Coating Reagent 16ng (0,5 mL) -20°C Phan t pri}gL“hpoha"; bé mt dé
3 NKCult DO-3 Supplement 16ng (2,0 mL) -20°C Vi chét kich hoat
4 | NKCult D4-21Supplement | 5 chai (8,0 mL/chai) -20°C Vi C{‘fgéhsﬁ'ﬁhdéy
Dung cu chuyén dung
STT Chung loai Quy cach Bao quan Ghi chu
1 T-75 Flask 1cai il e
2 NKCult Bag 500 mL 1céi '\émgltqg@ Dung cho giai doan Scale-up
3 MNC Collection Tube 3 6ng (mbi 6ng 8 mL) '\mg;gé F:cgul:é\éud%?\ér?hlééﬁ

(Luu y: Phong lab cdn ty chudn bi dung dich dém PBS vé triing - KHONG chiua Ca, Mg).

Khdch hdng c6 thé mua riéng NKCult Basal, NKCult D4-21 Supplement v NKCult Bag 1000 mL dé nuéi cdy téng sinh dén 21
hay 28 ngédy nham thu Iugng I6n hon té bao NK.




PHAN II: CHUAN BI MOI TRUGNG NUOI CAY

Nguyén tic ATMP:
e Céc yéu t6 tdng trudng (Supplement) la cac protein tai t& hdp rat tinh xao va dé bj
thoai hoa.

e Nguyén tic t6i quan trong: Pha Iugng vira di diing, dung dén dau pha dén do.
1chai (8.0 mL) 100 mL méi truéng

92mL Basal Supplement D4-21hoan chinh

 Trich xuat Basal: Hut 22 mL NKCult Basal ra
’-\ e mot 6ng vo trung riéng dé lam dich rua té
bao cho ngay D3. Phan Basal con lai (~500

e ﬁ mL) dung (?é pha mai trudng nudi dai han.
e Ty lé chuan: 92 mL Basal + 1 vial (8.0 mL)
Supplement = 100 mL médi trudng D4-21
hoan chinh. (Néu pha it, duy tri ty 1&: 46 mL

+ Hat 18 mL NKCult Basal vao Basal + 4.0 mL Supplement).
e Tron 0,5 mL NKCult Coating 6ng ly tam 50 mL vé trung.
Reagent véi 15 mL PBS e BS sung 2,0 mL NKCult DO-3
(Khéng Ca, Mg). Pha ngay Supplement (da ra doéng tu
trudc khi tién hanh phu binh. nhién). Trén déu nhe nhang.

PHAN III: QUY TRINH THUC HANH CHUAN

(A) Preparation (8) (:ritical Steps & Mixing 1.Ra déng vial Coating Reagent (0,5 mL). Hut 15 mL dung dich PBS vao éng ly tam
' Coating / \ GU;EE'E)‘ 50 mL. ) ) ) ) .
{'{29:;'{} ||I =t 2.Bom toan bo hoa chat Coating vao 6ng PBS. Trang lai vial bang hon hgp nay dé thu

ar \ | Y hét phan tu protein.
15 mL rinse May Vortex
PBS [/, CCP 2 - Ky thugt hoa trjn]:
Hiit nha nhe 3-5 [an -
(C) Coating (D) Incubation cau truc khéng gian 3D cua protein, triét ti€u hoan toan kha nang hoat héa.
,‘Ig;fh';; = A mT 4°CTalaoh 3.Bam toan bd 15.5 mL hén hgp vao binh T-75 Non-Treated. Chao nghiéng binh that nhe
r—{—a B ““”a_f“" nhang theo hinh chii thap (+) dé dung dich phu 14p 1dnh 100% dién tich mat day.
AR e ——=  4.Quéan mang Parafilm bit c6 binh va ndp (nap co filter) dé chéng bay hai. D3t binh ndm
surface coverage bR ngang trén mat phang tuyét déi can bang trong tu lanh 4 °C 4 qua dém.

(A) Media Prep (B) MNC Isolation 1.Pha 20 mL Méi trudng NKCult DO-3 (Nhu Phan II), dé sn & nhiét d6 phong.

B foebs 2.TU 20 mL mau ngoai vi, tién hanh ly tdm tach khéi t& bao don nhan (MNC) theo chuan

20mL Ni L @ phong Lab. Rtra sach MNC.
NKCut D03 Lyum SS9 * a. Thu 20 mL mdu ngogi vi tryc tiép vao 3 6ng MNC Collection tube (méi 6ng chtia
khodng 7-75 mL). Bdo nhe éng mdu dé trén déu véi chét chéng déng ACD-A c6 sén

(C) Seeding (D) Incubation trong 0”9 . , . o , e e

oy [ wrcswes, | * b Litdm 3 6ng mdu trén tai toc do i tam 15009 trong 15 phut. D6i véi mdy Ii tdm
TobSra MNC | A\ HoA TORN TiN 724 | khéng cé don vi tinh theo g thi st dung téc dé 3000 vong/pht trong 15 pht; két qua
g @ @d.m sé tét hon né’q sgf dung li tff:m vér?g. ) . . o ‘
qud 2 phu;mmg bt [ e c. Sau khili tdm, lau bén ngodi 6ng bdng ethanol 70% va dua vao tu cdy an toan

sinh hoc. Hut ldy Idp t€ bao & pha gilia (interphase) chiia té€ bdo ¢6 nhdn cho vao éng
li tam 50 mL. B sung thém 20 mL Washing Buffer vao 6ng li tam riéng. Két qua sé t6t han néu st dung dung dich Washing Buffer
(Regenmedlab) thay vi PBS, vi trong dung dich Washing Buffer Regenmedlab cé chita hé dém HEPES, EDTA nén lam tang ti & séng
s6t va giam hinh thanh cum té bao.
o d. D3t 6ng li thm trén vao may li tam va li tdm tai téc d6 800g trong 10 phut hodc 2000 vong/phit trong 10 phut. Thu nhan can (pellet)
tai day 6ng (pellet I t& bao MNC).
3.Nhe nhang huyén phu toan bd khéi MNC vao 20 mL Méi trudng NKCult DO-3. (Théng thuding sé cé mét dé muc tiéu dat chudn:
1,5.10° t€ bao/mL).
4. XU ly binh Coating (Thao tac nhanh tay):
e Lay binh T-75 (ti D-1) ra, hut bd phan dung dich thisa.
e Bom 15 mL PBS vo trung, lac trang nhe day >> HUt bo. Lap lai THEM 1 LAN NUA dé rua troi sach protein Id Iing.
o Hut kiét giot PBS cudi. Luu y: Chuyén ngay sang budc 5, KHONG dé mat day bikho 16 ra khéng khi qua 2 phut.
5.Gieo té bao (Seeding): Bom toan bd 20 mL huyén phu té bao vao binh. Ghi nhan "Day 0" va dua vao tu U (37 °C, 5% CO,).




(A) Media ';'Jarming : (B) Washing kMB cor;lpaﬁsons]
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[4. CCP 4 - Nquyén téc rira]:
Day 0
kiét, chira 1-2 mL

Hinh anh té bao dudi kinh hién vi trudc khi rita
(A) va sau khi rtia (B) vao ngay D3.
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1.Giam séc nhiét (BUGC BAT BUOC):
Lay 10 mL méi trudng NKCult Basal (da trich ra tir dau) dé lam dich rla.
Pha 20 mL méi trudng nudi NKCult D4-21 hoan chinh. (Néu Supplement ra déng
CO tua tc, i &m va Iac nhe dén khi tan).
e U AM ca 2 6ng trong Water bath 37 °C it nhat 15-30 phut. Bé qua budc nay, mang
té bao sé bj séc lanh, co rut va chét hang loat.
2.Loai bo té bao rac: Lay binh T-75 ra that nhe nhang (tranh 1dam bong té bao bam).
Nghiéng dén dich xuéng géc, dung pipette hit bd toan bd méi trusng c.
3.RUfa té bao:
e Bom 10 mL dich rira (Basal &m) vao géc day, ha binh dé dich tran 1én mat, nhac
nghiéng dé cuén trdi té bao ndi >>> Hat bo dich nay.

4.Tiép nang lugng: Bom 20 mL NKCult D4-21 &m vao géc binh, dé méi trudng tu
tran phu bé mat. Khong xdi tia dich truc tiép 1én mét day. Tra binh lai td C.

1.U 8m 20 mL méi truéng NKCult D4-21 (37 °C).

2.Kiém tra vi thé: Pua |én kinh hién vi soi ngudc. Dau hiéu cua sy thanh céng 1a xuat
hién cac Cum (Clusters) té bao NK Io Iting, trdng xoa, sang ruc trén nén té bao bam
dinh.

3.Bom bd sung 20 mL méi trudng D4-21 am vao binh (Téng thé tich luc nay nang 1&n
40 mL). Tiép tuc u.

e Vo ngay D9 (c6 thé D7 hay D8), I&c flask nhe nhang dé cac cum té bao NK bong

I&n (quan sat dudi KHV dé xac nhan), luu y thao tac rat nhe nhang dé khéng bong

roc té bao monocytes/macrophages & day binh ma lam dé tinh sach cua NK giam.

Hut hét cac cum té bao NK cho vao 6ng li tdm 50 mL; dung pipette hut nha nhe

nhang dé tach cac cum thanh té bao don.

Li tam tai 300 g trong 10 phdt; thu cén té bao NK.

e Huyén phu cén trén trong 60 mL méi trudng hoan chinh NKCult D4-21.

¢ Chuyén toan bd 60 mL huyén phu té bao nay vao tui nudi; va dat nudi trong 37 oC,
5% CO2.

e TU ngay nay dén ngay 271; tién hanh quan sat hang ngay, thao tac nhe nhang khéng

1€ béo/ml Cho &n 23 ngay/Tan I&c manh tui va thém méi trudng mdi theo lich dusi day.
| D9 ” NKCult D4-21 ” 60 || 100 ” T4i 500 mL |
| D1 ” NKCult D4-21 ” 100 || 200 ” T4i 500 mL |
| D13 ” NKCult D4-21 ” 100 || 300 ” Tdi 500 mL |
| D15 ” NKCult D4-21 ” 100 || 400 ” T4i 500 mL |
| D17 ” NKCult D4-21 ” 100 || 500 ” Tdi 500 mL |
= |
(A) Harvesting (B) Washing sinh khai ' ]
“lfaam:n 1.Rut toan bd dich cay tu tui cho vao cac ong ly tdam cd Idn. Ly tdm 300 g trong 10
= L;?{U‘E;“ phut. HUt bd hoan toan méi trudng nudi. Luu y khéng li tdm téc dé qud cao lam tén
10min thuong té bao NK.
2.Rua sinh khoi té bao bang dung dich Washing Buffer 1am sang dé loai bo protein ton
S (C) Formulation (D) QC Check du.‘ Ly té‘m lai. . o ] o .
3.Tai huyén phu khoi sinh khoi té& bao NK nguyén chat vao dung dich tiém truyén phu
®s Dung dich / hdp ) ] ‘ ’
oe” Wb S— 4. Trich mau gUi sang bd phan QC dé kiém dinh xuat xudng (Batch Release).




PHAN IV: KIEM SOAT CHAT LUGNG SAN PHAM

San pham sinh khéi NK cudi ciing, trudc khi dong géi truyén cho bénh nhan, BAT BUOC phai vugt qua céac chi tiéu kim nghiém

khat khe sau:

Nhuém bang budng dém vai trypan blue hay

! B0 song (Viability) flow cytometry véi 7-AAD

>90 %

| 2 ” Dinh danh ki€u hinh (Phenotype/Purity) ” Flow cytometry véi TBNK Kit (BD Bioscience) |

> 80% CD3-CD56+

Am tinh sau 14 ngay cho ca vi

t€ bao ung thu K562 khi dong nudi cay

3 Do vb trung (Sterility) Bactec/BacT-ALERT hay trai dia Khu&n va nam

| 4 ” Mycoplasma ” Realtime PCR ” Am tinh
5 NGi doc t3 (Endotoxin) LAL Test <05 E:JO/:;Lbhéc;ahC;h g’ns;g‘g the
6 Hoat luc (Potency) Kha nang tiéu diét > 50% té bao K562 bi li giai g ti

I& tron E:T 1a 20:1

Chét 1(Ngay D6): Luc nay theo quy trinh ban dang danh gia cum va bom thém moi
trugng. Hay trich 1-2 mL dich nuéi cdy cho vao chai cady may tu dong (BacT/ALERT).

DO 3 o Gia tri: Sang D16, mau nay da u dugc 10 ngay. Am tinh 8 méc nay du dé chiing
minh 99% khéng cé vi khudn/nam phét trién cham di theo tU mau géc bénh
nhan.
N i
D6 ---------- Chét 2 (Ngay D12): Pang trong giai doan Scale-up & tui. Ban trich tiép 3-5 mL gui
cay may lan 2.
= o Gia tri: S4ng D16, mau nay u dugc 4 ngay. PU thai gian dé tom gon bat ky vi
khudn sinh trudng nhanh nao xam nhap trong qué trinh thao tac chuyén tdi. Mau
e N tiép tuc nudi du 14 ngay dé phuc vu héi cliu két qua.
7 ) .
Thao tac (Sang D14): Rut khoang 2-3 triéu té bao tu tui NKCult Bag dé lam b 3
test:
( ey 1. MyCOplasma.
D14 2.Dinh danh kiéu hinh (Flow Cytometry): Chay bd marker TBNK.
3.Hoat lyc (Potency Test): Bat dau U dong nudi cay vdi K562.
O
‘ D16 - « D6 séng & Pém s6 lugng: nhudm trypan blue hoac 7-AAD (FCM)
i « Noi déc t6 (Endotoxin): nén st dung may vi luu (nhu Endosafe PTS) truc tiép
__________ trén dich thanh pham cudi dé co6 két qua trong 15 pht.
« [Bonus QC] Nhuém Gram nhanh: Phét lam kinh soi 10 phat dé loai trif tap nhiém
vi khuén dai thé phut chét.
« Cay vo trung Hau kiém: Trich 3-5 mL thanh pham cudi cling Iuu cay may.

Vao thai diém tui té bao rdi phong Lab mang 18n khoa 1am sang, H6 sa Xuat xudng trinh Bac st ky y 1énh sé c6 cac théng tin nhu sau:

\

& D12)

GIAI POAN 1: THIET
LAP CHOT CHAN VO
TRUNG KEP (Ngay D6

GIAI POAN 2: THOI
PIEM PANH GIA PAI

DIEN (Ngay D14)

GIAI POAN 3: THOI
PIEM THU HOACH

(NGAY D16)

| 1 || \viabiity&Doses | Test nhanh truc tigp sang D16 | PASS (Thutng > 95% 6 D16) |
HE Endotoxin I Test nhanh truc tigp sang D16 I PASS (< 0.5 EU/mL) |
3 Sterilit M&u D6 (i 10 ngay) & Mau D12 (U PASS
y 4 ngay). Mau D16 theo d&i hoi ctu. (Cé diéu kién - An toan cao)
| 4 ” Mycoplasma ” K&t qua PCR 1ay mau tir ngay D14 ” PASS (Am tinh) |
| 5 ” Phenotype ” Flow Cytometry chay tir ngay D14 ” PASS (> 80% CD3-CD56+) |

| 6 ” Potency ” Test tiéu diét K562 U tlr ngay D14 ”

PASS (> 50% li giai)




3 D16, tdng s6 lugng té bao thu dudc chéc chan sé it hon & D21 (trén mau ngudi khoé manh sé thu dudc 1.5 - 2 ty té bao, thay vi 3
ty vao ngay D21). Can luu y réng! Tuyét déi khdng kéo dai thdi gian nudi cay qua muc dé chay theo sé lugng. 1.5 ty té bao co hoat
luc t6i Uu 6 D16 mang nang luc bam dudi khéi u (homing) va ton tai sinh hoc (in vivo persistence) xuat sdc hon rat nhiéu so véi
dam déng 3 ty té bao da bat dau lao hoa vao ngay D21.

Dé tang lugng té bao NK can thu thém mau.

e N
DO GIAI POAN 1: CANH
_| + Chitiéu giai quyét: Pd v trung (Sterility - Mau In-process) BAQ SOM & K!EM
T /" | « Thao tac: Rut 1-2 mL dich nudi cdy IS Iiing & ngay D7 va D14 dé danh gia vo trung SOAT QUY TRINH
(Ngay D7 & D14)
O ~
D7
-~ 0@
. Thao tac: Trich mét lugng hén dich té bao tU tdi nudi dé 1am céc test tén thai gian: GIAl DOAN 2: "CUA
D14 - - « Mycoplasma (Realtime PCR) SO VANG" DANH GIA
. Einht(lj;n?Pkifu hir;hT(Eh‘et}T?tyg? s t& bao NK véi té ba thu K562 DAI DIEN (Ngay D18
« Hoat luc (Potency): Thiét lap dong nudi cay té bao NK vdi té bao ung ) hosic D19)
N
‘ D18/19 -
~ 0000/
« D6 sbng (Viability) & Dém sé lugng
. . « Noi doc t6 (Endotoxin)
« [Bonus QC] Nhudm Gram nhanh: Phét 1 giot dich té bao cudi I&n lam kinh, .
D21 Sty nhudm Gram va soi. Mat 10 phut. DAy 14 thao tac quét nhanh dé loai tri 100% GIAl DOAN 3: NGAY
nhiém khun dai thé phuat chét. THU HOACH
« D6 v trung hau kiém (Final Sterility): Trich 3-5 mL thanh pham cubi cay dé kiém
tra.
| 1 || \viabiity&Doses | Test truc tidp D21 (Rapid test) | PASS (Thudng > 95% 6 D16) |
HE Endotoxin I Test truc tidp D21 (Rapid test) I PASS (< 0.5 EU/mL) |
- R X R PASS
3 Sterility Dua trén mau cay D7 va D14 (C6 didu kidn - An toan cao)
T Mycoplasma I Dua trén mau PCR tir D18/19 I PASS (Am tinh) |
I Phenotype I Chay Flow Cytometry tir D18/19 | PASS (> 80% CD3-CD56+) |

| 6 | Potency I Test diét K562 tir D18/19 I PASS (> 50% li giai) |




Ché d6 bd sung méi trudng tang sinh NKCult D4-21 phd bién

| D3 || NKcutD4-21 | 20 | I Flask T75 |
| b6 || NKcutD4-21 | 20 | 40 I Flask T75 |
| Do || NKcutD4-21 | 60 | 100 I Tdi 500 mL |
| bn || NKcutD4-21 | 100 | 200 I Tdi 500 mL |
| b3 || NKcutD4-21 | 100 | 300 I Tdi 500 mL |
| D15 || NkcutD4-21 || 100 | 400 I Tdi 500 mL |
| D17 || nNkcutD4-21 || 100 | 500 I Tdi 500 mL |
| |

Hinh chup duéi kinh hién vi mau nudi té bao NK vao ngay D3, D6, D9, D11, D15, va D17

3
®10 w103

250 P11 P12
P11 105
m_
T
g 10%4
b
o
(5]
w 10%
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(8]
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P1-3 . ’ _," P14
o 0 1] T T T T
102 109 104 102 109 10t 105 102 108 108 105 102 10° 104 108
CD4 PECy7-H CD8 APC-Cy7-H CD19 APCH CD3FITCH

Két qua phan tich marker bé mat té bao NK sau khi nudi
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	LỜI NÓI ĐẦU
	2. Môi trường nuôi sơ cấp (NKCult D0-3)

	GIAI ĐOẠN 3: CHỌN LỌC & KÍCH THÍCH (NGÀY D3)
	Giảm sốc nhiệt (BƯỚC BẮT BUỘC):
	Lấy 10 mL môi trường NKCult Basal (đã trích ra từ đầu) để làm dịch rửa.
	Pha 20 mL môi trường nuôi NKCult D4-21 hoàn chỉnh. (Nếu Supplement rã đông có tủa tơ, ủ ấm và lắc nhẹ đến khi tan).
	Ủ ẤM cả 2 ống trong Water bath 37 oC ít nhất 15-30 phút. Bỏ qua bước này, màng tế bào sẽ bị sốc lạnh, co rút và chết hàng loạt.
	Loại bỏ tế bào rác: Lấy bình T-75 ra thật nhẹ nhàng (tránh làm bong tế bào bám). Nghiêng dồn dịch xuống góc, dùng pipette hút bỏ toàn bộ môi trường cũ.
	Rửa tế bào:
	Bơm 10 mL dịch rửa (Basal ấm) vào góc đáy, hạ bình để dịch tràn lên mặt, nhấc nghiêng để cuốn trôi tế bào nổi >>> Hút bỏ dịch này.
	CCP 4 - Nguyên tắc rửa: TUYỆT ĐỐI KHÔNG dùng PBS để rửa bước này (gây sốc thẩm thấu). Khi hút dịch, LUÔN chừa lại 1-2 mL, cấm hút cạn kiệt làm khô mảng tế bào đang bám.
	Tiếp năng lượng: Bơm 20 mL NKCult D4-21 ấm vào góc bình, để môi trường tự tràn phủ bề mặt. Không xối tia dịch trực tiếp lên mặt đáy. Trả bình lại tủ ủ.
	Thao tác bước này rất quan trọng; nếu rửa không sạch mẫu NK sẽ nhiễm tế bào T (mà CD4, CD8 và CD19 sẽ dương tính cao); nếu rửa quá sạch sẽ mất nhiều tế bào NK đang bám.

	GIAI ĐOẠN 4: ĐÁNH GIÁ CỤM TĂNG SINH (NGÀY D6)
	Ủ ấm 20 mL môi trường NKCult D4-21 (37 oC).
	Kiểm tra vi thể: Đưa lên kính hiển vi soi ngược. Dấu hiệu của sự thành công là xuất hiện các Cụm (Clusters) tế bào NK lơ lửng, trắng xóa, sáng rực trên nền tế bào bám dính.
	Bơm bổ sung 20 mL môi trường D4-21 ấm vào bình (Tổng thể tích lúc này nâng lên 40 mL). Tiếp tục ủ.

	GIAI ĐOẠN 5: MỞ RỘNG QUY MÔ / SCALE-UP (NGÀY D9 - D21)
	Vào ngày D9 (có thể D7 hay D8), lắc flask nhẹ nhàng để các cụm tế bào NK bong lên (quan sát dưới KHV để xác nhận), lưu ý thao tác rất nhẹ nhàng để không bong róc tế bào monocytes/macrophages ở đáy bình mà làm độ tinh sạch của NK giảm.
	Hút hết các cụm tế bào NK cho vào ống li tâm 50 mL; dùng pipette hút nhả nhẹ nhàng để tách các cụm thành tế bào đơn.
	Li tâm tại 300 g trong 10 phút; thu cặn tế bào NK.
	Huyền phù cặn trên trong 60 mL môi trường hoàn chỉnh NKCult D4-21.
	Chuyển toàn bộ 60 mL huyền phù tế bào này vào túi nuôi; và đặt nuôi trong 37 oC, 5% CO2.
	Từ ngày này đến ngày 21; tiến hành quan sát hàng ngày, thao tác nhẹ nhàng không lắc mạnh túi và thêm môi trường mới theo lịch dưới đây.
	Ngày
	Môi trường
	Lượng bổ sung thêm (mL)
	Tổng lượng môi trường (mL)
	Dụng cụ nuôi
	D9
	NKCult D4-21
	100
	Túi 500 mL

	D11
	NKCult D4-21
	100
	200
	Túi 500 mL

	D13
	NKCult D4-21
	100
	300
	Túi 500 mL

	D15
	NKCult D4-21
	100
	400
	Túi 500 mL

	D17
	NKCult D4-21
	100
	500
	Túi 500 mL

	D20-D21
	THU HOẠCH

	GIAI ĐOẠN 6: THU HOẠCH & CHUẨN BỊ LÂM SÀNG (HARVEST DAY)
	Rút toàn bộ dịch cấy từ túi cho vào các ống ly tâm cỡ lớn. Ly tâm 300 g trong 10 phút. Hút bỏ hoàn toàn môi trường nuôi. Lưu ý không li tâm tốc độ quá cao làm tổn thương tế bào NK.
	Rửa sinh khối tế bào bằng dung dịch Washing Buffer lâm sàng để loại bỏ protein tồn dư. Ly tâm lại.
	Tái huyền phù khối sinh khối tế bào NK nguyên chất vào dung dịch tiêm truyền phù hợp.
	Trích mẫu gửi sang bộ phận QC để kiểm định xuất xưởng (Batch Release).

	BÀI TOÁN CHẤT LƯỢNG VS SỐ LƯỢNG (YIELD):
	IV.4. Lịch trình đánh giá các chỉ tiêu đối với mẫu chọn ngày thu hoạch là ngày 21
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	GIAI ĐOẠN 1: CẢNH BÁO SỚM & KIỂM SOÁT QUY TRÌNH (Ngày D7 & D14)
	GIAI ĐOẠN 2: "CỬA SỔ VÀNG" ĐÁNH GIÁ ĐẠI DIỆN (Ngày D18 hoặc D19)
	GIAI ĐOẠN 3: NGÀY THU HOẠCH
	IV.5. HỒ SƠ "XUẤT XƯỞNG CÓ ĐIỀU KIỆN" (Phiên bản D21)
	STT
	Tên chỉ tiêu QC
	Nguồn dữ liệu quyết định
	Kết quả Release
	PASS (> 80% CD3-CD56+)

	Chế độ bổ sung môi trường tăng sinh NKCult D4-21 phổ biến
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