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Zarizeni a souprava pro pripravu terapeutického pripravku na bazi nosice osetého buiikami

Oblast techniky

Technické feseni se tyka zafizeni a soupravy pro pripravu terapeutického pripravku na bazi nosice
oset¢ho burnkami.

Dosavadni stav techniky

V humanni medicin¢ se v klinickych studiich stale Castéji ovéfuje bezpecnost a ucinnost
mezenchymalnich stromalnich bunék (MSC) pro 1écbu nejruznéjSich onemocnéni a poranéni.
Klinické studie vyuzivajici bunéénych terapii a tkanového inzenyrstvi se mimo jiné zam¢fuji na
I¢cbu  neurodegenerativnich onemocnéni, autoimunitnich onemocnéni, kardiovaskularnich
onemocnéni, diabetu, syndromu diabetickych noh, na ortopedické aplikace a dalsi. MSC lze vyuzit
1 pro alogenni podani, tedy vyuzit bunky zdravého darce pro 1é€bu pacientu, u kterych nelze vyuzit
jejich vlastni MSC.

Pred aplikaci je nutné produkt urCeny pro aplikace v humanni medicin€ podrobit zkouskam
bezpecnosti, které trvaji 48 az 72 hodin. Po celou dobu testovani bezpeénosti musi byt produkt
uchovan v uzavieném sterilnim prostfedi a nesmi s nim byt manipulovano az do doby pouziti na
operacnim sale.

Kryokonzervace reprezentuje jedinou moznost jak zajistit rychlou dostupnost bunééného $té€pu pro
aplikace v tkanovém inzenyrstvi stejn¢ jako zajistit bezpecnost a mnozstvi produktu pii
opakovanych podanich. V tomto pfipad¢ kryobanka obsahuje sadu zkumavek se stejnymi burikami
z jedné SarZe, z nichZz ¢ast je urena pro testovani kvality, které lze provadét v riznych ¢asovych
intervalech béhem doby skladovani. Za optimalnich valida¢nich podminek mohou byt vysledky
téchto testt kvality pfeneseny na konecné Sarze produktu pouzivané pro aplikaci pacientovi bez
dalsiho hodnoceni kone¢ného produktu.

Ke kryokonzervaci riznych typa bunék je vSak nutné vyuzivat kryoprotektiva, ktera brani tvorbé
ledovych krystali v prubéhu zmrazovani, a tim chrani bunky pfed poskozenim membran
abunéfnou smrti. V soucasné dobé se jako kryoprotektivum ve vétSingé pripadi vyuziva
dimethylsulfoxid (DMSO) v relativné vysokych koncentracich (az 10 obj. %). Pii téchto
koncentracich ma DMSO pri plusovych teplotach toxicky aéinek na rozmrazen¢ buriky 1 na buriky
a tkan¢ pacienta, kterému jsou buiky v roztoku s DMSO aplikovany. Pro zajisténi terapeutickych
vysledki a minimalizaci vedlejSich ucinku spojenych s aplikaci roztoku obsahujiciho
kryoprotektivum je velmi Zadouci vyvinout postupy pro snizeni koncentrace DMSO ve
zmrazovacich roztocich nebo kontrolovatelné postupy pro odstranéni DMSO z média po
rozmrazeni bunck. Pretrvavajici pfitomnost DMSO béhem kultivace in vitro navic omezuje
zivotnost bun¢k a jejich schopnost prichytit se k biomatenalovym nosic¢im. Proto by mélo byt
DMSO pred aplikaci z bun€k pokud mozno zcela odstranéno.

Podle soucasnych predpisu by jeden ze zpusobu odstraneni DMSQO, tedy nasazeni buné¢k do nebo
na biomaterialovy nosi¢, m¢lo probihat v certifikované laboratofi. Tento vysoce ¢asové a financné
nakladny krok vyrazn¢ omezuje pouziti kryokonzervovanych bun¢k pro jejich vyuziti v bunéénych
terapiich a regenerativni medicing. Odstranéni DMSO lze také provadét centrifugaci rozmrazenych
bun¢k pfimo na operacnim sale, coz ale zvysuje riziko kontaminace t¢chto bun¢k a zvysSuje naroky
na vybaveni operacnich salu.

Slibngjsim zpusobem pouziti kryokonzervovanych bunék je zajisténi odstranéni DMSO
v uzavfenych systémech, kter¢ umoznuji vysev na nosi¢, kultivaci 1 naslednou manipulaci
s burikami a zabranuji kontaminaci bun¢¢ného produktu nebo ztrat¢ bunécné funkce.
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Soucasné metody odstranovani DMSO (a dalSich kryoprotektiv) v uzavienych systémech jsou
vyvinuty pouze pro krevni produkty, kde objem kryokonzervované¢ho vzorku krve je vSak vyrazné
vy$Si nezZ objem kryoprezervovanych bungk a tyto systémy nejsou pouzitelné pro vzorky s malym
objemem. Navic kromé¢ jiz vyse zminénych omezeni tykajicich se velikosti vzorku, vysoké naklady
na pofizeni a provoz téchto pristrojii a nemoznost jejich vyuziti pro vysev a kultivaci bun¢k
na/v nosi¢ich minimalizuje jejich pouziti pro vyse zmiriované ucely.

Proto jsou hledany systémy, které by bez velkych manipulaci s rozmrazenymi burikami dokazaly
bezpecné odstranit DMSO (pripadné jina kryoprotektiva) a zajistit vysazeni, ukotveni, kultivaci,
skladovani a transport buné¢k v nebo na biomaterialovych nosiich a zachovat bezpecnost
bunécného produktu.

I v pfipad¢ Cerstvé odebranych bungk, které neprosly fazi zamrazeni, je nutné produkt uréeny pro
aplikace v humanni medicing€ pred pouzitim podrobit zkouskam bezpecénosti, které trvaji 48 az
72 hodin. Po celou dobu testovani bezpecnosti musi byt produkt uchovan v uzavieném sterilnim

prostredi a nesmi s nim byt manipulovano az do doby pouZiti na operac¢nim sale.

Predkladané technické feseni si klade za cil odstranit problémy dosavadnich feseni.

Podstata technického reSeni

Predkladané technické feseni poskytuje komoru a soupravu pro pfipravu terapeutického pripravku
na bazi nosiCe osetého buinkami, které zachovavaji bezpeCnost bunécné¢ho produktu, brani
kontaminaci z vn¢jSiho prostredi, a dovoluji zajistit za t€chto aseptickych podminek rozmrazeni,
odmyti krvoprotektantli, ukotveni, kultivaci, skladovani a transport bunék v nebo na
biomaterialovych nosicich pro klinické aplikace. Lze vyuzivat Cerstvé 1 kryoprezervovangé buriky.

V prvnim aspektu poskytuje technické feSeni komoru pro pripravu terapeutického pripravku,
pfiéemz tato komora obsahuje alespori jednu nadobu. Nadoba je opatfena alespori dvéma
vstupnimi/vystupnimi porty upravenymi pro aseptické vnaseni a odbér tekutin, pricemz alespori
jeden z portu je opatfen trojcestnym kohoutem, jehoZz jeden pfivod je opatfen filtrem pro CiSténi
vstupyjicich plyni a druhy pfivod uzaviratelnym ventilem, a pfi¢emz ostatni vstupni/vystupni
porty mohou byt volitelng také opatfeny ventily. Nadoba je opatfena alespon jednim uzaviratelnym
otvorem pro vneseni a odbér nosice.

Nadoba je plynotésna a kapalinotésna. Do nadoby se vklada nosi¢ a vnasi médium a bunky, probiha
v ni taktéz kultivace bun¢k.

Nadoba komory je vyrobena z materialu vhodného pro kontakt s butikami, s vvhodou z materialu
vybraného z polystyrenu, skla, polyethylenu. Lze ji vyrobit mnoha technikami, napfiklad 3D
tiskem nebo lisovanim. Komora muze byt opakované pouzitelna, v takovém pripad¢ by material
mél byt sterilizovatelny.

Vstupni/vystupni porty jsou upraveny pro aseptické vnaseni a odbér tekutin. Vstupnich/vystupnich
portu je s vvhodou dva az Sest, vvhodnéji dva az ¢tyfi. Vstupni/vystupni porty mohou byt osazeny
Luer-Lock adaptéry. Vstupni/vystupni porty mohou byt dale osazeny filtry a/nebo ventily a/nebo
trojcestnym kohoutem, tyto soucastky lze s vyhodou pfipojit prostfednictvim Luer-Lock adaptéra.

Uzaviratelny otvor pro vneseni a odbér nosi¢e mize byt v nékterych provedenich opatfen
Sroubovacim uzavérem, ktery muze byt dale opatfen trojcestnym kohoutem s filtrem a/nebo
ventilem (tento trojcestny kohout muze ¢i nemusi byt jedinym trojcestnym kohoutem nadoby).
V jinych provedenich miize byt uzaviratelny otvor pro vneseni a odbér nosice opatfen tésnicim
vikem, které lze uchytit k nadob¢ napfiklad upinacimi svorkami.
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Filtr je s vyhodou filtr o velikosti ok nejvyse 0,22 pum.

V nékterych provedenich mize byt komora dale opatfena vstupem a vystupem piipojenym
k peristaltické nebo injekéni pumpé. Toto usporadani umoziuje dynamickou vyménu média uvnitf
komory.

Ve druhém aspektu je pfedmétem technického feSeni souprava pro pripravu terapeutického
pfipravku, obsahujici komoru popsanou vySe, a dale nadobku s 1 az 10% (hmotn.) vodnym
roztokem CaCls,.

Dale muze souprava voliteln¢ obsahovat alespon jednu dalsi sou¢ast vybranou z:
- nadobky s 0,9% (hmotn.) vodnym roztokem NaCl nebo Ringerovym roztokem;
- nosice, s vyhodou umisténého v nadobce komory;

- nadobky s destickovym lyzatem nebo krevni plasmou;

- nadobky s dimethylsulfoxidem (DMSO).

Dale je zde pro uplnost popsan postup pripravy terapeutického pripravku na bazi nosice osetého
burikami s pouzitim komory a soupravy podle pfedkladané¢ho technického feseni. Do nadoby
komory se vnese nosi¢ urceny pro osazeni buitkami a komora se uzavre. Poté se do nadoby komory
vnesou vstupnim/vystupnim portem burky resuspendované v destickovém lyzatu nebo krevni
plasmé¢ spolu s 1 az 10% (hmotn.) vodnym roztokem CaCl, a komora se ponecha po dobu 5 az
10 minut pfi teploté 30 az 40 °C pro prob¢hnuti gelotvorné reakce fibrinogenu. Vytvofenym gelem
s¢ uchyti buriky na povrchu nosice ¢i v nosi¢i. Tim se vytvori terapeuticky pfipravek tvoreny
nosi¢em, burikami a gelem (fibrinovym hydrogelem).

Lidsky destickovy lyzat nebo lidska plazma obsahuji fibrinogen, ktery po vneseni roztoku CaCl,
tvofi gel. Tento gel (fibrinovy hydrogel) napomaha udrzeni/adhezi bun¢k na/v nosici.

Nosi¢ se muze s vyhodou pfed vnesenim bunck promyt sterilnim fyziologickym nebo Ringerovym
roztokem nebo kompletnim kultivaénim médiem.

Bunky lze s destickovym lyzatem nebo krevni plazmou resuspendovat cerstvé (nezmrazené), nebo
lze pouzit Cerstvé rozmrazené burnky, kde destickovy lyzat nebo krevni plasma byly spolu
s kryoprotektantem soucasti kryoprotektivniho média. Kryoprotektantem muze byt s vvhodou 1 az
10% (obj.) dimethylsulfoxid, ktery minimalizuje poskozeni bunék béhem mrazeni, je ale pro bunky
v nezmrazeném stavu, v zavislosti na davce, cytotoxicky.

V pfipad¢ pouziti rozmrazenych bun¢k a jejich vneseni do nadoby komory spolu
s kryoprotektantem se proto nasledné do nadoby komory vnese vstupnim/vystupnim portem 0,9%
(hmotn.) vodny roztok NaCl nebo Ringeriv roztok z divodu odmyti pro buiky toxického
dimethylsulfoxidu, ktery se nasledn¢ vstupnim/vystupnim portem odebere. To se s vyhodou
provadi tak, Zze nadobka s 0,9% (hmotn.) roztokem NaCl nebo Ringerovym roztokem se zahfeje na
30 az 40 °C a roztok se opatmé injekéni stfikackou vnese do nadoby komory prostfednictvim
vstupniho/vystupniho portu, aby se nafedil DMSQO. Pomoci sterilni injekéni stfikacky se kapalina
z komory odstrani, op¢€t prostfednictvim vstupniho/vystupniho portu. Krok vneseni 0,9% (hmotn.)
vodného roztoku NaCl nebo Ringerova roztoku a jeho odebrani 1ze vicekrat zopakovat, obvykle se
opakuje 1 az 4krat.

V kroku rozmrazeni bunék a tvorby gelu se buriky rozmrazi pii 30 az 43 °C béhem nejvyse 5 minut,
nasaje se¢ 1 az 10% (hmotn.) roztok CaCl, do injekéni stfikacky a rozmrazené buriky
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v kryoprotektivnim médiu se odeberou do stejné injekéni stiikacky. Bezprostrfedné poté se obsah
stiikaCky pomalu vstfikne do nadoby komory jednim vstupnim/vystupnim portem. Komora se
umisti na 5 az 10 minut do termostatu pii teploté 30 az 40 °C pro probéhnuti gelotvomé reakce
fibrinogenu.

Po probéhnuti gelotvormné reakce a odmyti DMSO v pripadé€ pfidani rozmrazenych bunék, nebo po
probéhnuti gelotvomé reakce v pripadé pridani Cerstvych bunék resuspendovanych v destickovém
lyzatu nebo krevni plazmé je nosi¢ s uchycenymi buitkami a s gelem (terapeuticky pripravek)
pripraven bud’ k aplikaci, nebo je urcen k dalsi kultivaci bunék na nosi¢i a nasledné aplikaci. Dalsi
kultivace bun¢k na nosi¢i muze trvat 6 hodin az 14 dni, s vyhodou 1 az 7 dni. Kultivace obvykle
probiha v kompletnim kultivacnim médiu vhodném pro kultivovany typ bunék, pii teploté 35,5 az
39,5 °C, ve vlhéené atmosfére s fizenou vyménou plyna se 3 az 7 % (obj.) COza 1 az 21 % (obj.)
0O ve sm¢si plyni.

V hermeticky uzaviené komore za pfitomnosti kultivaéniho média lze buniky uchycené v gelu na
nosic¢i uchovat pii teploté 10 az 30 °C, s vyhodou 23 az 28 °C, bez pfistupu vzduchu po dobu az
10 dni, s vyhodou 2 az 6 dni, bez jakékoli dals§i manipulace v aseptickém prostredi.

Nosi¢ je obvykle vytvofen zbiomateridlu a je s vvhodou porézni. Vhodné jsou zejména
biomateridly v kvalit¢ pro klinické aplikace. To jsou zejména syntetické biokompatibilni
polymery, jako je kyselina polymlééna (PLA), kyselina polyglykolova (PGA), kyselina poly-
mlécna-glykolova  (PLGA), polyethylenglykol (PEG), polykaprolakton (PCL),
polyhydroxybutyrat (PHB); dale prirodni polymery, proteiny a polysacharidy, jako je kolagen,
kolagen typu I, Zelatina, alginat, agar, hyaluronova kyselina, hyaluronan sodny, benzylester
kyseliny hyaluronové, fibrin, chitosan, celuloza, skrob; nebo extracelulari matrice (ECM), silikon,
hydroxyapatit, a smési téchto materialii. Material nosi¢e muze byt ve formé hydrogelu, nanovlaken,
mikrovlaken, membran ¢i kontaktnich cocek. Nosicem muZze byt material jak biodegradabilni, tak
1 nedegradabilni.

Bunkami jsou adherentni bunky. Zejména jsou pouzivany bunky ze skupiny zahrnujici
mezenchymalni stromalni bunky, napfiklad ziskané z kostni drené, tukové tkang, periferni krve,
vlasovych folikuld, epidermis, varlat, pupecnikové krve, pupecnikové tkang, placenty, amniové
tekutiny, bunky tkanové specifické, napriklad buriky nervové, limbalni, endotelidlni, chondrocyty,
fibroblasty, osteoblasty, dale embryonalni kmenové buiky, extraembryonalni kmenové buiky
a indukovan¢ pluripotentni buriky.

Rozméry komory a jeji nadoby lze volit podle velikosti a poctu nosicu, které se do nich budou
vkladat. Komora 1 kultivaéni nadoba mohou byt napfiklad kruhového, obdélnikového ¢i
ctvercoveho tvaru.

Komoru a soupravu podle predkladan¢ho technického feseni lze vyuzit pro odmyti DMSO
z rozmrazenych bunék uchycenych na nosici ¢i v nosic¢i, pro kultivaci buné€k na nosici ¢i v nosicli,
pro dlouhodobé uchovani bunék v na nosi¢i ¢i v nosi¢i (az 10 dni) v uzavieném aseptickém
prostiedi bez pfistupu vzduchu pii teploté¢ 10 az 30 °C. Nosi¢ osazeny buikami ve fibrinovém
hydrogelu tvofi terapeuticky pripravek.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 znazomuje prvni provedeni komory podle technického feseni.
Obr. 2 a 3 znazomiuji druhé provedeni komory podle technického feseni.

Obr. 4 ukazuje zavislost zivotaschopnosti/miry proliferace bunék hWJ-MSC v nosicich hyalofast
(HF, prerusovana lini¢) a chondrotissue (CHT, nepferusovana linie) na dob¢ kultivace.
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Obr. 5 ukazuje zivotaschopnost/miru proliferace bunék hWJ-MSC v nosiCich hyalofast (HF)
v obou testovanych komorach, pfi uchovani 0, 2, 6 dni, komory byly hermeticky uzaviené pfi
teploté 25 °C (¢1, €2 - komora €. 1, komora €. 2; dO - buriky ukotvené v nosi¢i HF po osmidenni
kultivaci v termostatu s fizenou atmosférou pfed uchovanim v uzaviené komore bez pfistupu plyni
pii teploté 25 °C; d2 - bunky ukotvené v nosi¢i HF po dvoudennim uchovani v uzaviené komore
bez pfistupu plyna pfi teploté 25 °C a d6 - buiiky ukotvené v prislu§Sném nosi¢i po Sestidennim
uchovani v uzavien¢ komofe bez pristupu plynu pfi teploté 25 °C).

Priklady uskuteénéni technického feseni

Priklad 1: Konstrukce komory

Komora popsana v tomto prikladu je znazorn¢na na Obr. 1. Komora obsahuje nadobu A komory,
ktera je opatfena dvéma vstupnimi/vystupnimi porty P1 a P2 pro aseptické vnaseni a odbér tekutin.
Nadoba A komory je dale opatfena otvorem O, ktery je uzaviratelny Sroubovacim uzavérem U,
pfiéemz Sroubovaci uzavér U je opatfen portem P3 s trojcestnym uzaviratelnym kohoutem K, jehoz
jeden pfivod je opatfen uzaviratelnym ventilem V3 a jehoZz druhy privod je opatfen filtrem F pro
¢isténi vstupujicich plynu, pficemz vstupni/vystupni porty P1, P2 mohou byt voliteln¢ také
opatfeny ventily V1, V2 nebo mohou byt osazeny filtry (neznazoméno).

Do nadoby A komory se otvorem O vnese biomaterialovy nosi¢ N. Po vneseni nosice se komora
uzavfe Sroubovacim uzavérem U s trojcestnym uzaviratelnym kohoutem K. Po otevieni ventilu V1
s¢ vstupnim/vystupnim portem P1 vnese injek¢ni stiikackou Ringeriv roztok a ventil V1 se uzavre.
Po 10 minutach se Ringeruv roztok odsaje injekéni stiikackou ventilem V2 pres vstupni/vystupni
port P2 aventil se uzavie. Takto je systém pfipraven pro vneseni bun¢k spolu s destickovym
lyzatem ¢i krevni plazmou a roztokem CaCl,, které se do systému vnasi injekéni stiikackou po
otevreni ventilu V3 pres vstupni/vystupni port P3 trojcestného kohoutu K.

Priklad 2: Konstrukce komory

Komora popsana v tomto pfikladu je znazoména na Obr. 2 a 3. Komora obsahuje nadobu A
komory, ktera je opatfena ¢tyfmi vstupnimi/vystupnimi porty P1, P2, P3, P4 upravenymi pro
aseptické vnaseni a odbér tekutin. Nadoba A komory je dale opatfena otvorem O krytym vikem B
a silikonovym tésnénim C, pricemz viko B je fixovano Ctyfmi upinacimi svorkami D.
Vstupni/vystupni porty P1, P2, P3, P4 jsou opatfeny trojcestnymi uzaviratelnymi kohouty K1, K2,
K3, K4, jejichz jeden privod je vZdy opatfen filtrem F1, F2, F3, F4 pro ¢isténi vstupujicich plyni
a jejichz druhy privod je opatfen ventilem V1, V2, V3, V4.

Nosi¢ N je do systému vnasen otvorem O po otevieni vika B. Nosi¢ N kompletné vypliiuje plochu
nadoby A komory. Pripadn¢ 1ze vnést nékolik menS$ich nosicii (neznazomeéno). Po vneseni nosice
N se na nadobu A komory prilozi silikonové tésnéni C a viko B, které¢ se fixuje pomoci Ctyf
upinacich svorek D. Po otevieni libovoln¢ho ventilu V1, V2, V3 nebo V4 se do nadoby A komory
vnese Ringeriv roztok a ventil V1, V2, V3 nebo V4 se uzavre. Po 10 minutach se ventil V1, V2,
V3 nebo V4 otevre a Ringertiv roztok se z komory odsaje. Takto je systém pfipraven pro vneseni
bun¢k spolu s destickovym lyzatem ¢i krevni plazmou a roztokem CaCl.

Priklad 3: Kryokonzervace bunék pouzitych pro vysazeni do nadoby komory

Priklad 3A: Postup zmrazeni mezenchymalnich stromalnich bunék derivovanych z Whartonova
gelu lidskych pupecniku (lidské WI-MSC, hWJ-MSC)

Jeden milion hWJ-MSC byl zmraZen na 3. pasazi ve zmrazovaci zkumavce v jednom mililitru
kryoprezervacniho média slozené¢ho z lyzatu lidskych krevnich desticek (destiCkovy lyzat, DL) s 1,
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2,5 a 10% (obj.) DMSO pomalym zmrazovanim na teplotu -80 °C rychlosti cca 1 °C za minutu ve
zmrazovacim kontejnéru CoolCell, a poté ulozen do kontejneru s tekutym dusikem. Zmrazené
vzorky byly po 30 dnech vyjmuty z dusiku a okamzité rozmrazeny pii 37 °C pro analyzu bunééné
viability.

P1i 2% (obj.) a vyssi koncentract DMSO v kryoprezervaénim médiu byla po rozmrazeni integrita
membrany bun¢k (jeden ze znaku Zivotaschopnosti buné€k) po obarveni trypanovou modii velmi
vysoka (90 az 98 %). I pfi 1% (obj.) koncentraci DMSO byla zjist€na zivotaschopnost dostacujici
(65 + 18 %) (Tab. 1). Data ziskana okamzité po rozmrazeni a pouZziti pouze jednoho parametru
(integrita membrany) v§ak mohou nadhodnocovat vysledky, protoZze je znamo, Zze apoptotické
procesy, ke kterym muze dojit béhem kryokonzervace, pretrvavaji priblizn¢ 24 hodin po navratu
bunék do fyziologickych podminek (tj. do bunécné kultury). Stanoveni miry prezitelnosti hWJ-
MSC 24 hodin po kryokonzervaci mérené resazurinovym testem skuteéné ukazuje zcela odlisné
vysledky (Tab. 1), kdy je bunécna vitalita vyznamng¢ nizs§i ve srovnani s Zivotaschopnosti bun¢k,
ktera byla hodnocena barvenim trypanovou modfi bezprostfedné po rozmrazeni. Mira prezitelnosti
hWJ-MSC po kryokonzervaci s pouzitim 1% (obj.) koncentrace DMSO v DL dosahovala pouze
6 = 1 %. Piidani 2% (obj.) DMSO do kryoprotektivniho média zajistilo 66 + 3 % regeneraci bunck
a aplikace 5% a 10% poskytuje podobné vysledky, tedy priblizné 80% miru regenerace.

Tabulka 1 - Zivotaschopnost a mira prezitelnosti (regenerace) bun¢k po rozmrazeni méfena pomoci
trypanové modfi a resazurinového testu v zavislosti na koncentraci DMSO ve zmrazovacim médiu
pripraveného z lidského destickového lyzatu.

Koncentrace DMSO iivotaschopnost WJ-MSC Mira prezitelnosti WJ-MSC
v kryoprezervaénim meéfeno trypanovou modri meéfeno resazurinovym testem
roztoku
(v %) (v % + smérodatna odchylka) (v % + smérodatna odchylka)
1 65+ 18 6+ 1

93+3 66 + 3

5 96 + 2 85+ 10

10 95+ 3 79+ 9

Resazurin, netoxické, modré, nefluorescencni, ve vod€ rozpustné barvivo, je metabolicky
aktivnimi buiikkami redukovano na rizové, vysoce fluorescenéni barvivo resofurin. K této pfeméné
dochazi pouze v Zivotaschopnych burikach, a proto je mnozstvi produkovaného resorufinu améme
poctu zivotaschopnych bun¢k, které¢ prezily kryokonzervaci. Resazurinovy test probihal podle
nasledujiciho postupu: konstrukty bunék s biomaterialovymi nosiéi byly pfeneseny na 2 hodiny do
0,5 ml kompletniho kultivaéniho média s pfidavkem resazurinu a poté byla zméfena fluorescence
média (Ex’Em=530/590) na pfistroji SynergyTM HT Multi-Mode Microplate reader. Kompletni
kultiva¢ni médium sestavalo z Alpha MEM média, 5% DL a 10 pg/ml gentamycinu.

Aplikace kryoprotektivniho média slozeného z lidského destickového lyzatu s 5% nebo 10%
DMSO zajistuje vysokou zivotaschopnost 1 miru prezitelnosti WJ-MSC po kryokonzervaci.

Priklad 3B: Postup zmrazeni prasecich fibroblasti

Praseci fibroblasty na 3. pasazi derivované z u$niho boltce prasete plemene ceské bilé uslechtilé
v mnozstvi 1 milion bunék byly zmrazeny ve zmrazovaci zkumavce v 1 ml kryoprezervacniho
roztoku slozeného z praseéi krevni plazmy s 5 % DMSO pomalym zmraZovanim na teplotu -80 °C
rychlosti cca 1 °C za minutu ve zmrazovacim kontejnéru CoolCell, a poté uloZeny do tekutého
dusiku. Po rozmrazeni byla pomoci trypanové modfi zjisténa Zivotaschopnost 91 + 8% a mira
prezitelnosti mérena resazurinovym testem dosahovala hodnoty 81 + 10%.
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Bylo tedy potvrzeno, ze aplikace kryoprotektivniho média sloZzen¢ho z destickového lyzatu/krevni
plazmy s5 az 10 % DMSO =zajistuje vysokou zivotaschopnost 1 miru pieziti bun¢k po
kryokonzervaci.

Priklad 4: Odmyti DMSO z kryoprezervovanych bunék

Bunky byly kryokonzervovany jak je popsano v Prikladu 3A. Celkem byl kryokonzervovan
1 milion bun€k v objemu 1 ml DL s 10 % (obj.) DMSO v jedné kryozkumavce. Buiky byly
rozmrazeny rychlym zahratim kryozkumavky pii 37 °C. Jedna tfetina objemu (330 pl, 330 tis.
bunék) byla vysazena na komerc¢ni nosice o velikosti 5 x 5 mm uloZené v nadobach komor. Pouzité
nosi¢e jsou komeréni pevné vyplné, které se pouzivaji prfi ortopedickych operacich:
Chondrotissue® obsahujici hyaluronan sodny a polyglykolovou kyselinu, a Hyalofast™ obsahujici
benzyl ester kyseliny hyaluronové. Od kazdého nosice bylo v ramci zkousky osazeno 6 vzorku,
kazdy do samostatné komory. Nosiée byly pfedem navlhéeny v Ringerové roztoku po dobu 30 min.
Nosi¢ Hyalofast byl vnesen do nadoby komory podle Prikladu 1, nosi¢ Chondrotissue byl vnesen
do nadoby komory podle Piikladu 2. Nosi¢e byly do komor vneseny tak, jak je popsano
v Prikladech 1 a 2.

Kryozkumavka s buiikami byla rozmrazena pii 37 °C béhem 5 minut, 25 pl roztoku 10% roztoku
(hmot.) CaCl, bylo nasato do injek¢ni stifikacky a obsah kryozkumavky (rozmrazené burky
v kryoprezerva¢nim roztoku) byl odebran do stejn¢ injekéni stfikacky. Bezprostfedné poté byla 1/3
obsahu stfikacky vstfiknuta do jedn¢ komory pres odpovidajici porty a ventily podle Priklada 1
a 2. Druha tfetina byla vstfiknuta do druhé komory a tfeti tfetina do tfeti komory.

Priklad 4A: Odmyti DMSO z kryoprezervovanych bunék

Tento postup byl provadén v komorach podle Prikladu 1. Stiikacka byla pfipojena pies ventil V3,
trojcestny kohout byl nastaven do polohy | filtr uzavien®, suspenze byla vstfiknuta do nadoby A
komory, stiikacka byla odpojena, ventil V3 byl uzavien a trojcestny kohout byl nastaven do polohy
Liltr otevien™. Ve vSech nadobach A byl umistén pfedem navlhCeny nosi¢ Hyalofast. Na kazdy
vzorek bylo pouzito 330 tis. bun¢k. Vzhledem k tomu, Ze po spojeni vSech slozek gel zacina
tuhnout za cca 60 sekund, musi byt tekutina s buitkkami nanesena na navlhCeny nosi¢ okamzité po
smichani vSech slozek. Tekutina s burikami se vsakla do nosice a do jedné minuty zacala gelotvorna
reakce. VSechny komory byly umistény na 10 minut do inkubatoru s 37 °C. Po vytvoreni
hydrogelu, ktery slouzi k ukotveni bun¢k v nosici, byl Ringerav roztok, pfedem zahfaty na 37 °C,
pfenesen do sterilni stfikacky a 2 ml tohoto roztoku bylo opatmé vneseno do nadoby A komory
pres ventil V1, ktery je pfipojen ke vstupnimu/vystupnimu portu P1, aby byl nafedén DMSO. Po
jedné minuté byl roztok z komory odsan dalsi sterilni stfikackou pfes ventil V2. Promyvani bylo
zopakovano jest€¢ 2x. Po promyti byly terapeutické pfipravky tvofené burikami, nosiCem
a hydrogelem vyjmuty z komory a vyuzity pro detekci Zivotaschopnosti bunék. Terapeutické
pripravky byly vyjmuty sterilni pinzetou pfes otvor O po odsroubovani Sroubovaciho uzavéru U.

Priklad 4B: Odmyti DMSO z kryoprezervovanych bun¢k

Tento postup byl provadén v komorach podle Prikladu 2. Komory s vloZenym navlhéenym
nosi¢em N byly natoCeny do vertikalni polohy se vstupnimi/vystupnimi porty P3 a P4 sméfujicimi
dolii. Nosi¢em N byl Chondrotissue®. Trojcestné kohouty K2, K3, K4 pfipojené ke
vstupnim/vystupnim portim P2, P3, P4 byly nastaveny do polohy _filtr otevien®, zatimco
trojcestny ventil pripojeny ke vstupnimu/vystupnimu portu P1 byl nastaven do pozice ,filtr
uzavien®. Strikacka se suspenzi bunék byla pfipojena k ventilu VI, ktery je spojen se
vstupnim/vystupnim portem P1, a suspenze byla vstfiknuta do nadoby A na nosi¢ N. Po vstfiknuti
suspenze byla komora natoc¢ena do horizontalni polohy a jemnym kyvanim ze strany na stranu byla
suspenze rozprostfena po povrchu nosiCe. Poté byla injekcéni stfikacka odpojena a vsechny
trojcestné kohouty K1, K2, K3, K4 byly nastaveny do polohy , filtr uzavfen®. Na kazdy vzorek
bylo pouzito 330 tis. bun¢k. Kazdy vzorek byl osazen v jedné komote.
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Pro zlepSeni homogennosti a ucinnosti oseti nosici je mozné postup nasazeni bunék opakovat
z dalSich ventila.

Vsechny komory byly umistény na 10 minut do inkubatoru s 37 °C. Po 10 minutach, kdy se vytvofil
pfeménou fibrinogenu obsazeného v destickovém lyzatu na fibrin hydrogel, ktery slouzi k ukotveni
buné¢k v nosiéi, byl Ringeriiv roztok zahraty na 37 °C prenesen do sterilni stfikacky a 2 ml tohoto
roztoku bylo opatrn¢ vstiiknuto do nadoby A pies ventil V1 spojeny se vstupnim/vystupnim portem
P1, aby byl nafedén DMSO, pficemz vSechny trojcestné kohouty K1, K2, K3, K4 byly nastaveny
na , filtr uzavien®. Po jedné minuté byl roztok z komory odsat dalsi sterilni stifikackou pres ventil
V4 spojeny se vstupnim/vystupnim portem P4. Promyvani bylo zopakovano jesté 2x.

Po promyti byly terapeutické pfipravky konstrukty tvorené buiikami, nosi¢em a hydrogelem
vyjmuty z komory a vyuzity pro detekci zivotaschopnosti bunék. Terapeutické pripravky byly
z komory vyjmuty sterilni pinzetou po odstranéni upinacich svorek D a vika B.

Priklad 5: Detekce zivotaschopnosti bunék po odmyti DMSO

Pro deteker zivotaschopnosti bun¢k byly terapeutické pfipravky tvofené burikami, nosicem
a hydrogelem z Prikladii 4A a 4B vyjmuty z komory podle Prikladu 1 otvorem O po sejmuti
homiho Sroubovaciho uzavéru U nebo z komory podle Prikladu 2 odstranénim upinacich svorek D
a otevienim vika B, a obarveny pomoci LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity kitu (podle instrukci
vyrobce), ktery obsahuje barviva Calcein AM, které patfi mezi nejlepsi indikatory Zivych bunék,
a Ethidium homodimer-1, které barvi mrtvé bunky s poskozenou membranovou integritou. Po
obarveni a oplachu byly obarvené terapeutické pripravky analyzovany na mikroskopu. Pomoci
programu ImageJ byla provedena analyza obrazu a vypocteno procentualni zastoupeni zZivych
a mrtvych bunék.

Zaroveri byl LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity kit pouZit k obarveni bunék, které byly
zmrazeny podle Piikladu 3A arozmrazeny podle Prikladu4. Po rozmrazeni byly bunky
s kryoprezervacnim médiem resuspendovany ve 4 ml Ringerova roztoku, stoeny na centrifuze
5 minut pifi 300 rcf (relativni centrifugacni sily), supematant s DMSO byl odstranén a peleta
resuspendovana v 1 ml Ringerova roztoku. Naméfené¢ hodnoty byly pouzity jako kontrolni
hodnoty.

TABULKA 2 Procentualni obsah zivych bunék po odmyti DMSO z kryoprezervovanych bunék

Komora podle Prikladu 1 | Komora podle Piikladu 2 | Centrifugace

Procento Zivych bunék | 91+ 6 87+3 88+ 7

Vysledky uvedené v tabulce 2 potvrzuji, Ze odmyti DMSO z kryoprezervovanych bun¢k podle
Prikladi 4A a 4B je pfingjmensim srovnatelné s konvenéné pouzivanym zptusobem odmyti pomoci
centrifugace.

Priklad 6: Nasazeni Cerstvé sklizenych bunék do biomaterialového nosice

Lidské WJ-MSC na 3. pasazi byly sklizeny pomoci enzymu trypsin/EDTA a po pfidani fetalniho
bovinniho séra a fyziologického roztoku stoCeny na stolni centrifuze (5 min, 1100 rpm). Jeden
milion bun¢k byl resuspendovan v jednom mililitru krevni plazmy, natazen do sterilni zkumavky,
ktera jiz obsahovala 25 pul 10% (hmotn.) roztoku CaCl,. Buiiky byly vneseny do nadoby A komory
podle Prikladu 1. Z jedné stfikacky byly osety tfi komory. Celkem bylo osazeno Sest komor pro
kazdy typ nosiCe. NosiCem byl nastfihany komerc¢ni nosi¢ (5 x 5 mm) hyalofast a nastfihany
komeréni nosi¢ (5 x 5 mm) chondrotissue. Nosi¢e byly pfed vnesenim bunék navlhCeny
kompletnim kultiva¢nim médiem po dobu 30 min.
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Priklad 7: Kultivace terapeutickych pripravka v komote podle Prikladu 1

Po vysazeni bun¢k podle Prikladu 6 bylo do nadoby A komory podle Prikladu 1 injek¢ni stiikackou
vneseno pres ventil V2 pripojeny ke vstupnimu/vystupnimu portu P2 2 ml kompletniho
kultiva¢niho media, stejného jako v Prikladu 3A. Poté byl trojcestny kohout K nastaven do pozice
Liltr otevien®, coz umoziuje vyménu vzduchu v systému. Pro statickou bunécnou kulturu byly
vSechny osazené komory umistény do inkubatoru pfi 37 °C, 5 % CO,. Vyména vzduchu probihala
pres 0,22 pm filtr.

Prvni, ¢tvrty a sedmy den byly 3D konstrukty bun¢k s biomaterialovymi nosi¢i vyjmuty z komory
abyla zméfena zivotnost buné¢k pomoci resazurinové eseje podle Piikladu 3A. Poté byly
terapeutické pripravky vraceny do kultivacni komory, 1x promyty v kompletnim kultivacnim
médiu a dale kultivovany v kultiva¢nim médiu v termostatu s fizenou atmosférou pii 37 °C, 5%
CO,. Terapeutické pripravky byly vyjimany a vraceny z/do nadoby A sterilni pinzetou pfes otvor
O po otevreni Sroubovaciho uzavéru U.

Promyvani kompletnim kultivaénim médiem probihalo dle nasledujiciho postupu: sterilni 5 ml
stiikaCka byla pfipojena k ventilu V2 spojenému se vstupnim/vystupnim portem P2 a médium bylo
ze systému odsato, stfikacka byla odpojena a ventil uzavien. Pomoci dalsi 5 ml injek¢ni stfikacky
bylo ventilem V3 pfidano 2 ml ¢erstvého media. Poté byl trojcestny kohout K nastaven do pozice
hltr otevien®™.

Vysledky experimentu ukazuji, ze buiiky ukotvené v materialu jsou vitalni a neztraci schopnost
proliferace po dvou dnech kultivace (Obr. 4). Burky kultivované v na nosi¢i HF si zachovavaji
proliferacni schopnost 1 sedmy den kultivace.

Priklad 8: Uchovani bun¢k v terapeutickych pfipravcich v uzaviené komofe po dobu 2 az 6 dni pri
25°C

V tomto prikladu byl pro kultivace vyuZzit jen nosi¢ hyalofast (5 x 5 mm), ktery byl osazen do obou
typu komor (dle Prikladu 1 a dle Prikladu 2). K pokusu bylo osazeno 6 komor kazdého typu.

Trypsinizované buniky byly vysazeny do nadoby A komory podle Prikladu 1 postupem podle
Prikladu 6, a po prob¢hnuti gelotvorné reakce byly injekéni stfikackou pres ventil V2 pripojeny ke
vstupnimu/vystupnimu portu P2 vneseny 2 ml kompletniho kultivacniho média, stejné¢ho jako
v Prikladu 3A. Poté byl trojcestny kohout K nastaven do pozice ,filtr otevien®, coZz umoziuje
vyménu vzduchu v systému. Pro statickou buné¢nou kulturu byla komora umisténa do inkubatoru
s fizenou atmosférou pfi 37 °C, 5% CO,. Vyména vzduchu probihala pres 0,22 um filtr.

Trypsinizované burky podle Prikladu 6 byly vysazeny do nadoby komory ¢. 2 podle prikladu 4B.
Po probéhnuti gelotvorné reakce byly injekéni stfikackou pres ventil V1, ktery je pfipojen ke
vstupnimu/vystupnimu portu P1, vneseny 2 ml kompletniho kultiva¢niho media, stejného jako
v Prikladu 3A. Trojcestné kohouty K2, K3, K4 na vstupnich/vystupnich portech P2, P3, P4 byl
nastaven do pozice ,filtr otevien™, coz umoziuje vymeénu vzduchu v systému. Pro statickou
bunécénou kulturu byla komora umisténa do inkubatoru s fizenou atmosférou pii 37 °C, 5% CO..
Vymeéna vzduchu probihala pres 0,22 um filtr.

Prvni, ¢tvrty a sedmy den bylo v komorach vyménéno médium. Vyména  kultivaniho  média
probihala dle nasledujiciho postupu: v komofe podle Prikladu 1 byla sterilni 5 ml strikacka
pfipojena k ventilu V2 spojenému se vstupnim/vystupnim portem P2 a médium bylo ze systému
odsato, stiikacka byla odpojena a ventil V2 uzavien. Pomoci dalsi 5 ml injekéni stiikacky byly
ventilem V3 pridany 2 ml ¢erstvého média. Poté byl trojcestny kohout K nastaven do pozice , filtr
otevien®. V komote podle Prikladu 2 byla sterilni 5 ml stfikacka pfipojena k ventilu V3 spojenému
se vstupnim/vystupnim portem P3 a médium bylo ze systému odsato, stfikacka byla odpojena
a ventil V3 uzavfen. Poté byl trojcestny kohout K nastaven do pozice , filtr otevien®. Pomoci dalsi
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5 ml stiikacky bylo Cerstvé médium vneseno do nadoby komory pomoci ventilu V1, spojeného se
vstupnim/vystupnim portem P1. Trojcestné kohouty K2 a K4 na vstupnich/vystupnich portech P2
aP4 byly nastaveny do polohy filtr otevien™, zatimco trojcestné kohouty K1 a K2 na
vstupnich/vystupnich portech P1 a P2 byly nastaveny do polohy | filtr uzavien®.

Osmy den byl u bunék v terapeutickych pripravcich proveden resazurinovy test podle prikladu 3A.
Po resazurinovém testu byly terapeutické pripravky promyty kompletnim kultivaénim médiem
avraceny do komor s cerstvyym médiem. Po jedné hodiné kultivace v termostatu s fizenou
atmosférou 5% CO2, 37 °C byly komory vyjmuty z termostatu s fizenou atmosférou, hermeticky
uzavfeny tak, aby se zamezilo pfistupu vzduchu, a umistény na 2 nebo 6 dni do termostatu se stalou
teplotou 25 °C. Diky jednohodinové kultivaci pfed vyjmutim z termostatu s fizenou atmosférou
bylo kultivacni médium dostatecné saturovano oxidem uhli¢itym. Po celou dobu uchovani bunck
pii 25 °C nebylo s komorou ani terapeutickym pfipravkem manipulovano. Po 2, resp. 6 dnech byly
znadob komor vyjmuty terapeutické pripravky podle Piiklada 4A a 4B apostupem podle
Prikladu 3A byl proveden resazurinovy test, aby se zjistila Zivotaschopnost/mira prezitelnosti
bunék po uchovani 2, resp. 6 dni v pro buiiky nefyziologickych podminkach. Zaroveri bylo
zméreno pH média, ve kterém byly buriky skladovany po dobu 2, resp. 6 dni. Idealni hodnota pH
média pro buriky je 7,2 az 7,4. Hodnoty nizsi nez 6,8 nebo vyssi nez 8,2 jsou pro buiiky nevhodné
a mohou zpusobovat buné¢nou smrt. Bylo zméfeno rovnéz pH média, které bylo odebrano 8. den
kultivace pfed resazurinovym testem.

pH média, ve kterém byly buriky uskladnény po dobu 2, resp. 6 dnd, se vyrazn¢ nezménilo oproti
pH kontrolniho média, ve kterém byly buniky kultivovany v optimalnim prostfedi termostatu
s fizenou atmosférou a teplotou (Tabulka 3). Resazurinovy test prokazal, ze bunky
v terapeutickych pripravcich si zachovavaji vysokou miru prezitelnosti po dvou 1 Sesti dnech
skladovani v uzaviené komofe bez pfistupu vzduchu a plynu pifi teploté 25 °C, jsou vitalni
a schopn¢ dale proliferovat (Obr. 5). Doba 2 aZ 6 dni uchovani bez dal§i manipulace, ve sterilnim
prostiedi, je nutna pro provedeni zkousek bezpecnosti potfebnych pro propusténi terapeutického
pripravku a pro jeho transport na misto aplikace.

Tabulka 3 — pH media pfed a po 2 a 6dennim uchovani v uzaviené¢ komore

pH média den 0 den 2 den 6
Komora podle P¥. 7,21 £0.23 7,54 £027 7,63 £0,26
Komora podle P¥. 7,32 £0,15 7,57+0,18 7,67 +0,22
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NAROKY NA OCHRANU

1. Komora pro pfipravu terapeutické¢ho pripravku, pficemz tato komora obsahuje alesponi jednu
nadobu (A), vyznacujici se tim, z¢ nadoba (A) je opatfena alespon dvéma vstupnimi/vystupnimi
porty (P1), (P2), (P3), (P4) upravenymi pro aseptické vnaseni a odbér tekutin, pricemz alespon jeden
z vstupnich/vystupnich portta (P1), (P2), (P3), (P4) je opatfen trojcestnym kohoutem (K), (K1), (K2),
(K3), (K4), jehoz jeden piivod je opatfen filtrem (F), (F1), (F2), (F3), F4) pro ¢isténi vstupyjicich
plyni a druhy pfivod uzaviratelnym ventilem (V1), (V2), (V3), (V4), a pfiCemz ostatni
vstupni/vystupni porty (P1), (P2), (P3), (P4) mohou byt volitelné také opatfeny ventily (V1), (V2),
(V3), (V4), pricemz nadoba (A) je opatfena alespon jednim uzaviratelnym otvorem (O) pro vneseni
a odbér nosice (N).

2. Komora podle naroku 1, vyznacujici se tim, Zze vstupnich/vystupnich porta (P1), (P2), (P3),
(P4) je dva az Sest, vyhodn¢ dva az Ctyfi.

3. Komora podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze uzaviratelny otvor (O) pro vneseni a
odbér nosice (N) je opatfen Sroubovacim uzavérem (U), ktery mize byt volitelné dale opatien

trojcestnym kohoutem (K) s filtrem (F) a/nebo ventilem (V).

4. Komora podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze uzaviratelny otvor (O) pro vneseni a
odbér nosice je opatfen té€snicim vikem (B).

5. Komora podle kteréhokoliv z naroku 1 az 4, vyznacdujici se tim, Ze je dale opatfena vstupem a
vystupem pripojenym k peristaltické nebo injekéni pumpé.

6. Souprava pro pfipravu terapeutického pripravku, vyznacujici se tim, Ze obsahuje komoru podle
kteréhokoliv z naroku 1 az 5, a dale nadobku s 1 az 10% (hmotn.) vodnym roztokem CaCl,.

7. Souprava podle naroku 6, vyznacujici se tim, z¢ dale obsahuje alespori jednu dalsi soucast
vybranou z:

- nosice, s vyhodou umistén¢ho v nadobé (A) komory;
- nadobky s destickovym lyzatem nebo krevni plasmou;
- nadobky s dimethylsulfoxidem;

- nadobky s 0,9% (hmotn.) vodnym roztokem NaCl nebo Ringerovym roztokem.

5 vykresu
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