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Souhrn

Disertacni prace je zamétena na uplatnéni kryokonzervacnich metod pii opatfovani,
resp. zpracovani zékladni suroviny pro vyrobu lé¢ivych ptipravki moderni terapie (LPMT) pii
jejich vlastni vyrobé a pii jejich docasném skladovani v kryokonzerva¢nim skladu
zdravotnického zatizeni pied jejich pouzitim. VSechny vysledky uvedené v této praci byly
dosazeny za ptisnych podminek stanovenych pro vyse uvedené ¢innosti predpisy Evropské unie
a harmonizovanymi pravnimi normami CR.

Prvni ¢ast je veénovana validaci odbéru a kryokonzervace vychozi suroviny —
mononukledrnich bun¢k periferni krve pro vyrobu registrovanych LPMT pomoci chimérickych
antigennich receptortt T-lymfocyti (CAR-T). Praktickym vystupem z tohoto bylo ziskéani
povoleni opatfovani, zpracovani a distribuce mononuklearnich bunék pro vyrobu LPMT a také
ziskani vyvozni licence do zemé mista vyroby geneticky manipulovaného LPMT.

V druhé ¢asti jsou prezentovany a vyhodnoceny vysledky odbéru vychozi suroviny,
kostni dfené, pro vyrobu hodnoceného LPMT na bazi lidskych mezenchymalnich stromalnich
bunék (hMSCs) a vyvoje kryokonzervacniho protokolu pro hodnoceny 1éCivy piipravek
moderni terapie za podminek spravné vyrobni praxe (SVP) jako experimentalni ¢ast klinické
studie EUDRA CT ¢&. 2016-000926-21. Protokol byl s uspéchem pouZit u vS§ech hodnocenych
pripravkl vyrobenych pro 6 pacientli zapojenych do studie a je mozné ho vyuzit v navazujicim
klinickém hodnoceni.

Treti Cast se zabyva toxicitou kryoprotektiva dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery se
v soucasnosti pouziva jak pii kryokonzervaci vychozich surovin pro vyrobu LPMT, tak pfi
kryokonzervaci finalnich produktl. Jedna se o retrospektivni studii provedenou na souboru
13 pacientti, u kterych hematolog bezprostiedné pied podanim indikoval promyti DMSO
z rozmrazené suspenze mobilizovanych autolognich kryokonzervovanych perifernich
progenitorovych bun¢k. Tato studie ukazuje, Ze odstranéni DMSO mé za nasledek vyznamné
snizenou zivotaschopnost bun¢k, coz naznacuje, ze tento proces by mél byt provadén pouze
u vysoce rizikovych pacientt.

V posledni ¢asti prace navrhuji a v praxi ovéiuji feSeni skladovani vychozich surovin
pro vyrobu geneticky modifikovanych pfipravkii moderni terapie a jejich transportu k vyrobci,
docasného skladovani hotovych geneticky modifikovanych ptipravkii dodavanych vyrobcem
v kryokonzervovaném stavu v podminkach zdravotnického zafizeni a transportu téchto

piipravka na klinické pracovisté. Nase feSeni pIné obstalo pii certifikacnim auditu, coz byla
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jedna z podminek pro zahéjeni programu CAR-T terapie ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové

(FN HK).

Klicova slova: Lécivé ptipravky moderni terapie
Geneticky manipulované 1é¢ivé pripravky moderni terapie
Kryokonzervace
Kryoprotektiva
Lidské mezenchymové stromalni bunky
Dimethylsulfoxid

Spravna vyrobni praxe
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Summary

This dissertation deals with application of cryopreservation methods in the production
and transport of advanced therapy medicinal products (ATMPs), including temporary storage
in the Hospital cryostorage facility prior its clinical use. This work kept a strict adherence to
European Union regulations and harmonized national legal norms.

The first section shows the method validation regarding the collection and
cryopreservation of starting material - peripheral blood mononuclear cells for the production of
registered ATMPs using chimeric antigen receptor of T-lymphocytes (CAR-T). As a practical
output from this endeavor, we obtained the approval for the collection, processing, and
distribution of mononuclear cells for ATMP manufacture, as well as an export license to foreign
facilities where the final production of genetically modified ATMPs takes place.

The second part of this work presents the results of collection of starting material for
ATMP production - bone marrow for manufacturing of human mesenchymal stromal cells
(hMSCs)-based investigational ATMP and explains the development of the cryopreservation
protocol for this investigational product under the conditions of good manufacturing practice
(GMP) as an experimental part of the clinical trial EUDRA CT No. 2016-000926-21. The protocol
was successfully used in all investigational products manufactured for the 6 patients included
in the study, it could be used in the next clinical trials.

The third part deals with the toxicity of the cryoprotectant dimethyl sulfoxide (DMSO),
which is currently used both in cryopreservation of starting materials for the ATMP
manufacture and in cryopreservation of final products. In this section, I summarize the results
of a retrospective study performed on a group of 13 patients in whom the hematologist indicated
washing of DMSO from a thawed suspension of mobilized autologous cryopreserved peripheral
blood progenitor cells immediately before their administration. This study shows that the
removal of DMSO results in a significantly reduced cell viability, suggesting that this process
should only be performed for high-risk patients.

In the last section of the dissertation I propose and verify the solution in practice for the
storage of starting material, their transport to the manufacturer, temporary storage of ATMPs
in the Hospital cryostorage facility, and transport of ATMPs to the Transplantation Unit in
pratice. The protocol hereby described met the pre-certification audit successfully, thus
fulfilling the requirements for starting CAR-T therapy programme in University Hospital Hradec
Kralové.
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1. UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1 Lécivé pripravky pro moderni terapii

Lécivé piipravky pro moderni terapii pouzivané v humdnni medicing jsou zalozené na
somatobunécné a genové terapii a na tkanovém inzenyrstvi. Lécivé ptipravky moderni terapie
mayji velky potencial pro 1écbu fady progresivnich neurologickych onemocnéni, jako jsou napt.
Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, muskulérni dystrofie, a dal§i onemocnéni (1).
V neddvné dobé zaznamenaly tyto pfipravky znacny tuspéch pii 1écbé hematologickych
malignit, pfedev§im malignich lymfomli a mnohocetného myelomu s vyuzitim autolognich
T-lymfocyti, které jsou upraveny pomoci chimérického antigenniho receptoru (CAR). Na
poslednim kongresu EBMT (bfezen 2022) bylo diskutovano rozsifeni indikaci na urcité typy
leukemii, uvazuje se i o uplatnéni téchto pripravki pti 1é¢be solidnich naddort typu karcinomu
(2,3). Mnohem delsi tradici, od 80. let minulého stoleti, ma jejich uspésné pouziti pii lécbe
popalenin (4—6) a traumat kloubni chrupavky (7). Pfehled sou¢asného stavu problematiky v CR
v kontextu svétového vyvoje uvadi Koci et al. (8) a Boran (9,10). V soucasné dobé se
probihajici klinické studie soustiedi na nésledujici onemocnéni:

= zhoubné bujeni (napf. karcinom prostaty, prsu, atd.)

= kardiovaskuldrni choroby (napf. infarkt myokardu, ischemicka choroba dolnich
koncetin)

= muskuloskeletarni onemocnéni (napt. defekty kloubni chrupavky)

= onemocnéni imunitniho systému (napf. autoimunitni choroby)

= neurologické poruchy (napt. amyotrofické lateralni skler6za)

= diabetes, gastrointestindlni choroby (napt. Crohnova choroba)

= oftalmologickd onemocnéni (napi. defekty rohovky)

= plicni nemoci (napt. bakteridlni pneumonie)

= kozni choroby (napf. rany a viedy)

* hematologickd onemocnéni (napi. anémie, hemofilie)

= Urazové stavy (napf. popaleniny)

V Tab. ¢. 1 ptehledné uvadim zastoupeni probihajicich klinickych hodnoceni (KH)
v jednotlivych oborech v Ceské republice (CR). V Tab. &. 2 uvadim vycéet klinickych studii
provedenych ve FN HK, na kterych se podilelo, resp. podili nase pracovisté — Tkanova ustfedna.

V ptipadé studie Steffi byl kone¢ny produkt dodavan jako kryokonzervovana suspenze bunck,
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v ptipadé studie CT 2016-00926-1 byla kryokonzervace provadéna experimentalné na nasem
pracovisti. U planované studie (CARTITUDE-5), kde probih4d nyni dokoncovani ptipravy
podkladové dokumentace, bude dodan LPMT rovnéz ve formé kryokonzervované suspenze.
Od roku 2021 je FN HK certifikovana i pro pouziti 3 registrovanych geneticky manipulovanych
LPMT uvedenych nize a uréenych k 1écbé malignich lymfomt a mnohocetného myelomu.

Vsechny tyto pfipravky jsou dodavany ve formé kryokonzervované suspenze.

Tab. & 1: Poéet KH v CR k roku 2019, pievzato z Boran, 2019 (10).

Obor Indikace Pocet
Onkologie karcinom prostaty 8
karcinom ovaria 4
karcinom ledviny 3
maligni melanom 2
gliom, glioblastom 2
leukémie 5
nemalobunéény karcinom plic 1
Kozni 1
Ortopedie 12
Kardiovaskularni kritickd ischémie dolnich 11
choroby koncetin
infarkt myokardu 2
Neurologie amyotrofické lateralni skler6za 2
Urologie inkontinence moci 3
Jiné (fekalni inkontinence, Crohnova choroba, 6
bakterialni pneumonie, atd.)
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Tab. €. 2. Seznam schvalenych klinickych studii s pouzitim autolognich LPMT vyrobenych
z bunék a tkéni odebranych v Tkanovém zatizeni FN HK. Studie probihaly od roku 2013 na
Ortopedické a Chirurgické klinice FN HK. V soucasné dobé probiha jedna studie na

Ortopedické klinice, jedna studie je v pfiprave - IV interni hematologicka klinika.

Cislo Typ odebrané Vyrobce LPMT Koneény produkt
studie/ EUDRA tkané nebo bunék LPMT/pouziti
number/nazev/stav
studie
CT 2012-05599-93 Kostni dien Bioinova, a.s., Praha, Kultivované
CR mezenchymalni
ukoncena
stromdlni bunky

v suspenzi/ortopedie

(11)

CT 2016-00926-21 Kostni dien Bioinova, a.s., Praha, Kultivované

%

CR mezenchymalni
ukoncena
stromalni buniky

v suspenzi/ortopedie

(12)

Experimentalné
provedena

kryokonzervace (13)

CT 2010-021463-32/ | Kosterni svalovina Innovacell Kryokonzervovana
Technologie, suspenze

Steffi
kultivovanych

Innsbruck, Rakousko
ukoncena svalovych

bun¢k/chirurgie -
1écba fekalni

inkontinence

CT 2011-005798-22/ | Kloubni chrupavka TETEC Kultivované

Technologies, chondrocyty na
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Novocart 3D SRN nosi¢i/ ortopedie -
1é¢ba defektt kloubni
ukoncena
chrupavky
CT 2017-004143-21 Kostni dien Bioinova, a.s., Praha, Kultivované
CR mezenchymalni
probiha .
buriky na nosici 1écba
defektd kloubni
chrupavky
CT 68284528 Mononukleéarni Janssen Kryokonzervovana
bunky perferni suspenze genetick
CARTITUDE-5 yP P s Y
krve modifikovanych
Planovany zacatek mononukledrnich
podzim 2022 bunék Lécba
mnohocetného

myelomu - CAR-T

terapie

LMPT lIze rozdélit do 3 hlavnich skupin:

1. Lécivé pripravky pro genovou terapii

- vlastni G¢inna latka obsahuje rekombinantni nukleovou kyselinu. Rekombinantni DNA je

umgéle syntetizovand DNA, kterd vznika inzerci celého genu nebo jeho urcité ¢asti do genomu

jiného organismu. M4 terapeuticky, profylakticky nebo diagnosticky efekt (1,14).

2. Lécivé pripravky pro somatobunécnou terapii

- obsahuji tkan¢€ nebo buiiky, které byly upraveny, zpravidla pomnozenim v tkanové kultuie

tak, aby zménily své biologické, fyziologické a strukturni vlastnosti za ucelem vyuziti pro

1é¢bu, prevenci nebo diagnostiku (14). Ackoliv jsou LPMT zaloZené na bunikach chapany dle

nize citovanych regulaci jako podstatné manipulované, v Sir§im pojeti jsou, zejména v USA,

jako produkty bunécné terapie oznaCovany i minimalné¢ manipulované bunky (periferni

progenitorové buiky, darcovské lymfocyty, atd.) (15,16). Naproti tomu v EU jsou za LPMT

povazovany pouze ty minimalné¢ manipulované buiiky, které jsou pouZity heterotopicky, napf.

suspenze bunék kostni dien¢ implantovana do myokardu (17).
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https://www.wikiskripta.eu/w/DNA_(nukleov%C3%A1_kyselina)
https://www.wikiskripta.eu/w/Gen
https://www.wikiskripta.eu/w/Genom

3. Pripravky tkanového inzenyrstvi
- obsahuji upravené bunky nebo tkané, které maji vlastnosti, jez slouzi k obnové, opravé nebo
nahrazeni lidskych tkani. Obsazené buiiky ¢i tkan€ mohou byt lidského nebo zviteciho ptivodu

nebo oboji (1,14).

Nékter¢ LPMT mohou navic obsahovat dalsi latky, jako jsou naptiklad biomolekuly,
biomaterialy, chemické latky, nosné struktury nebo matrice. Jako LPMT jsou oznacovany také
kombinované LPMT, ptikladem jsou buiiky zabudované do biodegradabilnich nosicti nebo do
matrice. Pfikladem mohou byt hMSCs z tukové tkané v kombinaci s beta-trikalcium fosfatem
pouzité k 1écbe kostnich defektti (9,11). V rdmci probihajicich klinickych studii zabyvajich se
LPMT tvoii nejvétsi podil somatobunééna terapie (vice nez 50%), nejméné pak kombinované

LPMT (1).

1.1.1 Lécivé pripravky pro genovou terapii

LPMT zaloZené na rekombinantni nukleové kyselin€ slouzi k regulaci, oprave, vymené,
doplnéni nebo odstranéni genetické sekvence. Registrované LPMT tohoto charakteru jsou

uvedeny nize, vyrobci, data schvaleni a status jsou uvedeny v souhrnné Tab. €. 5.

* TImlygic®, EMEA/H/C/002771 (Amgen Europe B.V., Holandsko), G¢inna latka
Talimogenum laherparepvecum — tento pfipravek byl prvni genovou terapii
odsouhlasenou na tirovni EMA a pouziva se v onkologii k 1é€bé melanomu dospélych
s neresekovatelnym melanomem s regionalnimi nebo vzdalenymi metastazami (stadium
B, IIIC a IVM1a) bez postizeni kosti, mozku, plic nebo jiného visceralniho postizeni.
Produkt je zaloZen na geneticky modifikovaném herpetickém ,,onkolytickém* viru,
ktery je schopen infikovat buitky melanomu a rozmnozovat se v nich. Napadené buiiky
melanomu pak vytvafeji ristovy hormon pro granulocytarni fadu leukocytl
a makrofagy (GM-CSF). Tento protein stimuluje imunitni systém pacienta k tomu, aby

buiikky melanomu rozpoznaval a ni¢il (18,19).

=  Strimvelis®, EMEA/H/C/003854 (Orchard Therapeutics B. V., Holandsko)
— ptipravek je navrzen k 1écbé kombinovaného imunodeficitu (SCID) zptsobeného
deficitem adenosindeaminazy (ADA) u pacientd, kteti nemohou byt 1€€eni transplantaci

kostni dien¢ z divodu nedostupnosti vhodného darce. Piipravek je zalozen na
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autolognich CD34" burikach transdukovanych retrovirovym vektorem, ktery koduje
huménni ADA ¢cDNA sekvenci. Po infuzi se CD34" buriky v¢leni do kostni dfené, kde
obohati hematopoeticky systém o podil buné¢k, ktery exprimuje farmakologicky aktivni

hladiny enzymu ADA (18,20).

Zalmoxis®, EMEA/H/C/002801 (MolMed SpA, Italie) - Pfipravek se pouziva
u pacienttl, kteti podstoupili haploidentickou transplantaci hematopoetickymi buiikami
z divodu zavazného nadoru krve (napt. nékteré leukémie a lymfomy). Alogenni T-
lymfocyty jsou geneticky modifikovany zavedenim ,,sebevrazedného genu‘
retrovirovym vektorem, ktery kdduje zkracenou formu receptoru pro humanni nervovy
rustovy faktor s nizkou afinitou (ALNGFR) a thymidinkindzu viru herpes simplex I.
(18,21).

Kymriah®, EMEA/H/C/004090 (Novartis Europharm Ltd., Irsko) — je urcen k 1é¢bé
déti nebo mladych dospélych s B-lymfocytarni akutni lymfoblastickou leukemii (ALL),
u nichz zhoubné bujeni nereagovalo na piedchozi 1écbu, a k lécbe difuzniho
velkobunééného B-lymfomu (DLBCL) a folikularniho lymfomu u dospélych, u nichz
onemocnéni nereagovalo na lé€bu nebo opakované relabovalo. Ptipravek obsahuje
vlastni T-lymfocyty pacienta, které byly geneticky upraveny tak, aby vytvaiely
bilkovinu zvanou chiméricky antigenni receptor (CAR). CAR se vdZe na antigenni
struktury na povrchu nadorovych CD19" bunék, ¢imz se spousti signalizaéni draha
vedouci k usmrceni nadorovych bunék (18,22). FN HK je od roku 2021 certifikovana

pro pouziti tohoto ptipravku.

Yescarta®, EMEA/H/C/004480 (Kite Pharma EU B.V., Holandsko) — 1é¢ivy piipravek
uréeny k 1é¢bé DLBCL nebo primarniho mediastindlniho velkobunécného B-lymfomu.
Je uréen pro dospélé pacienty, u nichZ nador relaboval nebo byl refrakterni na standardni
1écbu. Principem je terapie zaloZzenda na CAR (18,23). FN HK je od roku 2021

certifikovana pro pouZziti tohoto ptipravku.

Tecartus®, EMEA/H/C/005102 (Kite Pharma EU B.V., Holandsko) — indikovan
k 1é€bé dospélych pacientl s relabujicim nebo refrakternim lymfomem z plastovych

bun¢k po dvou ¢i vice liniich systémové 1éCby, které zahrnovaly 1é¢bu inhibitorem
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Brutonovy tyrosinkinazy (18,24). FN HK je od roku 2021 certifikovdna pro pouziti

tohoto piipravku

Luxturna®, EMEA/H/C/004451 (Novartis Europharm Ltd., Irsko) - pfipravek je
indikovan k 1écbeé dospélych a détskych pacientii s potvrzenou bialelickou retinalni
dystrofii spojenou s mutaci genu RPEG6S, ktefi maji dostatek funkcnich retindlnich
bunék a je pouzivén pro 2 formy tohoto onemocnéni: retinitis pigmentosa a Leberova
kongenitalni amaurdza. Pfipravek pouziva kapsidu adeno-asociovaného viru sérotypu 2
(AAV2) jako nosi¢ proteinu lidského retindlniho pigmentového epitelu do sitnice.
Aplikaci pripravku do oka je virem tento gen pienesen do bunék sitnice a umozni jim

produkovat chybéjici enzym (18,25).

Zynteglo®, EMEA/H/C/003691 (Bluebird bio B.V., Holandsko) — ptipravek obsahuje
autologni CD34" hematopoetické kmenové bufiky transdukované lentivirovym
vektorem kodujicim f A-T87Q-globinovy gen a je pouzivan k 1é¢bé P-thalasémie

(18,26).

Zolgensma®, EMEA/H/C/004750 (Novartis Gene Therapies EU Ltd., Irsko) - k 1é¢bé
pediatrickych pacientii mladSich 2 let se spindlni svalovou atrofii s bialelickou mutaci
genu SMN1 bez ohledu na typ, objevené ptiznaky a predchozi 1é¢bu. Pripravek piisobi
tak, ze poskytuje plné funkéni kopii genu SMN, ktery pomaha v téle produkovat

dostate¢né mnozstvi proteinu SMN (27).

Libmeldy®, EMEA/H/C/005321 (Orchard Therapeutics B. V., Holandsko) - 1é&ivy
piipravek pro genovou terapii obsahujici autologni bufiky obohacené o CD34" populaci,
kter4 obsahuje hematopoetické kmenové a progenitorové buiiky transdukované ex vivo
pomoci lentivirového vektoru kodujicitho gen lidské arylsulfatazy A. Pripravek je
indikovan k 1é¢bé metachromatické leukodystrofie charakterizované bialelickymi
mutacemi v genu pro arylsulfatizu A (ARSA) vedoucimi ke snizeni enzymatické
aktivity ARSA: u déti s pozdné€ infantilni nebo ¢asné€ juvenilni formou bez klinickych
projevi onemocnéni a u déti s ¢asné juvenilni formou, s ¢asnymi klinickymi projevy
onemocnéni, které jsou stale schopny samostatné chiize a nedoslo u nich dosud

k poklesu kognitivnich funkci (28).
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1.1.2 Lécivé pripravky pro somatobunéénou terapii

Lécivé ptipravky na bazi lidskych bunék jsou heterogenni, pokud jde o piivod, typ
a slozitost produktu. Buiikky mohou byt samoobnovujici se kmenové buiky, progenitorové
bunky nebo termindln¢ diferencované builkky vykonavajici specifickou definovanou
fyziologickou funkci. Buiiky mohou byt autologniho nebo alogenniho piivodu. Kromé toho
mohou byt dale geneticky upraveny. Buiiky lze pouzit samostatné ve spojeni s biomolekulami
nebo jinymi chemickymi latkami, nebo v kombinaci s nosici biologického nebo arteficialniho
puvodu, které¢ samotné lze klasifikovat jako zdravotnické prostiedky (kombinované LPMT)

(29).

1.1.2.1 Lidské mezenchymalni stromalni buniky (hMSCs)

Lidské MSCs (hMSCs) jsou multipotentni kmenové bunky schopné diferencovat se
v ruzné typy bunék (chondrocyty, osteocyty, adipocyty, kardiomyocyty, myocyty, neurony).
Z téchto dliivodi jsou hojné vyuZzivany v regenerativni medicin€ a tkanovém inzenyrstvi, jejich
ucinek je ovérovan v fadé klinickych studii (30-36). Lze je ziskat napf. kultivaci odebrané
kostni diené, tukové tkané, pupecnikové krve, z kiize, kosterniho svalu, atd. (37-42). Maji
vysokou prolifera¢ni schopnost. V principu se jedna o adherentni buiiky, které snadno nasedaji
na plastovy povrch kultiva¢ni misky a lze je proto snadno izolovat. Produkuji Siroké spektrum
rastovych faktort a cytokind, které mohou mit autokrinni nebo parakrinni pisobeni, cozZ mlize
vést napt. k novotvorbé krevnich cév, k anti-apoptickym ucinkiim nebo mohou stimulovat
déleni progenitorovych bunék. Dale byly posany imunoregulacni vlastnosti hMSCs. Endogenni
hMSCs jsou v ptipadé pocinajiciho zanétu aktivovany k sekreci faktorti, které inhibuji
proliferaci T-lymfocytl a tim brzdi prozanétlivou odpovéd’. Lidské MSCs také ovliviiuji jiné
buiikky imunitniho systému, napt. B-lymfocyty, NK-buiiky, dendritické buiiky a makrofagy
(40). Minimalni fenotypové znaky pro identifikaci hMSCs jsou: exprese CD73, CD90 a CD105
(43-47) a absence CD34, CD45, HLA-DR (38,44,45,47). HMSCs jsou vyuzivany v lécbe
degenerativnich onemocnéni kosterniho svalového a nervového systému, zejména
kardiovaskularnich onemocnénich (37,40,44,48,49).

Kryokonzervace hMSCs umozituje skladovani bun€k pro pozdéjsi vyuziti a Iépe tak
nacasovat transplantaci. Je nezbytné kryokonzervovat buiky z Casnych pasazi, abychom
obdrzeli z&sobu zdravych a efektorovych bunck pro transplantaci, protoZe s rostoucim poctem
pasazi klesd diferenciacni potencial. Pro kryokonzervaci hMSCs v klinickém pouziti se

nejCastéji pouzivd 5-10 % DMSO vroztoku elektrolytu (napf. Plasmalyte) s pfidanym
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proteinem (lidsky sérovy albumin). Obvykla rychlost zmrazovani je 1 — 5 °C/min do —100 °C,
poté nasleduje premisténi bunck do kapalného dusiku nebo do jeho plynné faze (37,40).

1.1.3 Pripravky tkanového inZenyrstvi

* Holoclar®, EMEA/H/C/002450 (Holostem Terapie Avanzate s.r.1., Italie) — byl prvnim
na bunikach zalozenym LPMT schvalenym v Evropské unii. Produkt je zalozen na ex
vivo expandovanych autolognich lidskych rohovkovych epitelidlnich bunkach. Pouziva
se u dospélych pacientli se stiedné¢ zdvaznym az zdvaznym deficitem limbalnich
kmenovych bunék zpisobenym popalenim oci, véetné chemického popaleni. Pocet

bungk, které se maji aplikovat, zalezi na velikosti povrchu rohovky (18,50).

»  Spherox® EMEA/H/C/002736 (CO.DON AG, Némecko) - obsahuje sférické agregaty
chondrocyttl, coz jsou buniky nachézejici se ve zdravé chrupavce, které byly ptfipraveny
z vlastnich tkani pacienta a pouziva se k napravé defektd chrupavky v kolennim kloubu
u dospelych. Artroskopicky odebrané buiiky z chrupavky v kolennim kloubu pacienta
se dale kultivuji za vzniku chondrocytovych sféroidi. V prubéhu dalsi artroskopie se
1écivy ptipravek aplikuje na poskozenou oblast pacientovy chrupavky v kolennim
kloubu. Chondrocytové sféroidy ptilnou k chrupavce béhem 20 minut. Sféroidy

postupné vyplni defekt v chrupavce (18,51).

= Alofisel®, EMEA/H/C/004258 (Takeda Pharma A/S, Dansko) — pfipravek obsahuje
alogenni hMSCs odebrané z tukové tkané zdravého dospélého darce a nasledné
pomnozené in vitro. Pouziva se k 1é¢bé komplexnich perianalnich pistéli u dospélych
pacientl s Crohnovou chorobou, pouziva se v piipadech, kdy piStéle dostatecné
nereaguji na predchozi 1écbu. Alofisel potlacuje zanét a zvySuje pravdépodobnost

zhojeni pistéle (18,52).

1.2 Cesta LPMT od vyzkumu Kk registraci a uvedeni na trh

Cesta LPMT od prvotni idei po registraci ptipravku a jeho uvedeni na trh je zdlouhava
a sestava se z n¢kolika krokt (viz Obr. €. 1). Na zac¢atku vyzkumu je provedena reserse mapujici
soucasné poznatky védy, je navrZzen design poc¢atecniho experimentu zaméteny na hodnoceni

parametrii charakterizujicich komponenty LPMT, jsou navrzeny biomarkery pro sledovani
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parametri kvality, je navrzena aplikacni dévka, jsou vybrany vhodné testy k hodnoceni
biodistribuce piipravku. Nasleduje preklinické hodnoceni, které zahrnuje in vitro a in vivo testy
na zvifecim modelu. Tyto testy poskytuji informace potiebné k dal§im fazim preklinického

testovani, ke klinickym fazim testovani a také pro registraci 1éciva (53).
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=] > ’ o 8 O g 5
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Obr. €. 1: Schéma vyvoje LPMT.

Po ziskani vSech potiebnych dat je podana zadost o povoleni ke klinickému hodnoceni.
Klinické hodnoceni provadéné na lidech méa velmi piisna pravidla a probihd dle predem
uréeného planu, tzv. protokolu. Zadost o provedeni klinického hodnoceni musi byt posouzena
a odsouhlasena Statnim tistavem pro kontrolu 1é¢iv (SUKL) a nejméné jednou etickou komisi.
Posuzuje se splnéni pozadavkil na spravnou klinickou praxi, coZ je standard pro planovani,
provadéni, vedeni, monitorovani a dal$i Cinnosti, které zajisti vérohodné a piesné udaje,
ochranu prav a integritu osob zafazenych do klinického hodnoceni 1 diivérnost jejich tidaju.
Dale se hodnoti pomé&r mozZnych rizik a pfinost léku pro pacienty, v€decké opodstatnéni
klinického hodnoceni, kvalita pouzivanych 1€ka a dalsi parametry (54).

Klinické hodnoceni ma nékolik fazi (Obr. €. 1). Ve fazi I je LPMT podan poprvé
pacientovi, ktery je prostfednictvim informovaného souhlasu sezndmen s cili studie,
s predpokladanym benefitem 1é€by 1 s moznymi nezadoucimi ucinky. Po udé€leni souhlasu
pacientem je LPMT podan. Jsou sledovany a hodnoceny ptipadné nezadouci uinky ptipravku
a navrzenymi metodami je sledovana biodistribuce piipravku a jeho predpokladany lécebny
efekt. V klinickém hodnoceni faze II je 1€k poprvé poddn malému poctu nemocnych, a to na
zaklad¢€ velmi piisnych zarazovacich kritérii. Prokazuji se tak 1écebné ti¢inky, hleda se vhodna
davka a shromazduji se dalsi udaje o Iéku (54). Ve fazi IIl se jednd o randomizované
multicentrické studie srovnavajici novy ptipravek se soucasnym standardem na velké skupiné
pacientil. Poté, co LPMT projde potiebnymi fazemi klinického hodnoceni, je mozné ziskané

udaje predlozit v zadosti o jeho registraci, kterd je umoznéna pouze centralné, na evropské
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urovni u Evropské 1ékové agentury (EMA). LPMT s platnou registraci u EMA miize byt bézné
podavan pacientiim v indikovanych piipadech ve vsech statech EU. Faze IV je postregistracni,
zde se ovétuje 1écebna davka v bézné klinické praxi a dale se vyhodnocuji ptipadné nezddouci
ucinky. Ani skutecnost, ze je LPMT registrovan automaticky neznamena, ze miize byt pouzivan
zcela voln€. Vyrobeci LPMT ovétuji, zda spolupracujici tkanové zatfizeni 1 klinické pracovisteé
splituji vSechny podminky nezbytné ke spolupraci v ramci certifkacniho procesu. Ten je
obzvlasté slozity, jde-li o piipravky vyrabéné v USA, nebot’ je zapotiebi splnit podminky Utadu
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) pro dovoz odebranych bunék ¢i tkdné€ (36) na jedné strané
a na druhé strané podminky stanovené lokalnimi piedpisy pro uchovavani v podminkach
spolupracujici nemocnice (18,54-56).

Existuje vsSak také moznost aplikace neregistrovaného LPMT ve zdravotnickych
zafizenich, a to vrédmci tzv. ,Nemocni¢ni vyjimky* (18,57,58). Regulace 2001/83/ES
pojednavd o Nemocni¢ni vyjimce pro produkty, které nejsou ureny pro bézny trh. LPMT
aplikované v ramci Nemocni¢ni vyjimky musi byt pfipravovany neprumyslovym zptisobem
a musi byt pfipraveny pro konkrétniho pacienta (18,54). Nemocni¢ni vyjimku v CR udéluje
a zaroven také ukonéuje SUKL. V r. 2018 pouze 7 &lenskych statdt EU hlasilo pouziti LPMT
v ramci Nemocni¢ni vyjimky (18). V Tab. €. 3 jsou uvedeny jednotlivé staty a typ LPMT,

u kterého byla povolena nemocni¢ni vyjimka.

Tab. €. 3: Nemocni¢ni vyjimka v jednotlivych statech EU v r. 2018 (18).

Stat LPMT

CR chondrocyty

Némecko | cytokiny indukované NK buiiky, dendritické buiky, chondrocyty, mezenchymalni

stromalni buniky, derivované progenitorové buiiky kostni dfené, vytvorena Ustni sliznice

Irsko limbalni kmenové bunky

Litva cytokiny indukované NK bunky, dendritické buniky, T-lymfocyty, buiiky stromalni
vaskularni frakce

Holandsko | lymfocyty, mezenchymalni kmenové buiiky, mononuklearni buiiky, T-lymfocyty

Norsko | chondrocyty, T-lymfocyty, dendritické buiiky, fibroblasty

Svédsko | mezenchymaélni kmenové buiiky, chondrocyty, mezenchymalni stromalni buiiky, fetalni

kmenové buniky, keratinocyty

Po r. 2020 vcetné je planovano uvedeni dalSich LPMT na trh. Ve fazi 11l se nachazeji
dvé CAR-T terapie: JCARO17 pro lécbu B-bunécnych non-Hodgkinovskych lymfomi

a bb2121 k 1é¢bé mnohocetného myelomu. Dale sem patfi Tab-cel™, coz je alogenni
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T-bunéénéd imunoterapie k 1éCbeé posttransplantacnich lymfoproliferativnich onemocnéni
asociovanych s virem Epstein-Barrové. Piipravek Lenadogene nolparvovec (GS-010) je
genova terapie pro 1éCbu Leberovy hereditarni ocni neuropatie. REX-001 (Rexmylocel) jsou
autologni mononuklearni buiiky kostni dfen¢ urcené k intra-arteridlnimu podani pii lécbe
kritické ischémie kondetin. Multistem® je bunééna terapie aplikovatelna pro celou fadu
onemocnéni, napt. ndhlou piihodu mozkovou (faze III), ulcerozni kolitidu (faze II) nebo infarkt
myokardu (faze I). PXX-PAD piipravek zalozeny na hMSCs placentarniho ptavodu pro
snadnéjsi regeneraci tkani (18).

Dle posledni vyro¢ni zpravy agentury EMA za rok 2020 (59) Komise pro 1écivé
ptipravky (CAT) v r. 2020 obdrzela 74 zadosti o LPMT klasifikaci (o 6 % vice nez v roce 2019)
a prijala 87 doporuceni, coz je narist o 30 % ve srovnani s rokem 2020. Tato ¢isla potvrzuji
rostouci trend od roku 2017 a naznacuji silny rast ve vyvoji LPMT do budoucna (Obr. €. 2)
(59).

Komise EMA pro huménni 1é¢ivé ptipravky v r. 2020 doporucila registraci 3 ptipravkl
jako LPMT: Libmeldy - pro 1é¢bu metachromatické leukodystrofie; Tecartus - pro 1é¢bu
relabujiciho nebo refrakterniho lymfomu z plaStovych bun¢k a Zolgensma pro 1é¢bu spinalni

muskularni atrofie (59).

Scientific recommendations on advanced
therapy classifications

87 87
74
[
55
49
I
2016 2017 2018 2019 2020

B Submitted requests for ATMP classification
B Adopted recommendations

Obr. ¢&. 2: Trend v poctu podanych Zadosti o zatazeni (klasifikaci) LPMT a pocty védecky
podlozenych doporuceni ke klasifikaci ptipravku jako LPMT, pfevzato z vyro¢ni zpravy EMA
(59).
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1.3 Pouziti LPMT

Klinicky vyvoj LPMT narédzi na specifické problémy vzhledem k povaze produktu
a omezené dostupnosti neklinickych udaji. Kromé toho muze byt zpusob jejich podavani
invazivni nebo muze vyzadovat specialni vybaveni. To ssebou nese dal$i problémy se

zajisténim kvality. V Tab. €. 4 jsou shrnuty vyhody a nevyhody pouziti LPMT (58).

Tab. ¢. 4: Vyhody a nevyhody pouziti LPMT (58).

Vyhody Nevyhody
Vysoce personalizovana Komplexni vyroba
terapie
Ptima4 aplikace infuzi Vysoké pocatecni naklady
Dlouhotrvajici efekt Jednorazova lécba
Reseni komplexnich Specifické pozadavky na regulaci a farmakovigilanci
onemocnéni
ZlepSeni kvality Zivota Vysoce specifické pozadavky na skladovani: kratka doba
pouzitelnosti (pokud neni produkt kryokonzervovan)
Mén¢ hospitalizaci,
komorbidit a pfidruzené 1écby

1.4 Pravni a regulatorni ramec
1.4.1 Legislativni ramec v Evropské unii v¢. Ceské republiky

V Ceské republice byly LPMT poprvé definovany ve vyhlasce &. 228/2004 Sb.
a zahrnovaly ptipravky pro genovou terapii a ptipravky pro somatobunécnou terapii (9). Pravni
a regulatorni ramec pro LPMT v rdmci Evropské unie byl ustanoven Evropskou komisi v r.
2007 (Nafizeni Evropského parlamentu a Evropské rady (ES) ¢. 1394/2007 o 1écivych
ptipravcich pro moderni terapii a o zméné smérnice 2001/83/ES a natizeni (ES) €. 726/2004)
apoprve aplikovan v r. 2008 (1,18,55,58,60,61). V tomto roce tedy prvné vzesel pojem ,,Lécivy
ptipravek moderni terapie®. Vyvoj legislativy pro 1écivé ptipravky od r. 1995 je schematicky

znazornén na Obr. €. 3.
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Obr. ¢ 3: Vyvoj regulace v oblasti 1é¢ivych piipravkt do prvni definice LPMT (10) (Pozn.
GTMP — genové lécivé pripravky, SCMP — somatobunecné lécivé pripravky, TEP — lécive

pripravky na bazi tkanového inzenyrstvi).

Dnes jsou viechny LPMT autorizovany centralné cestou EMA. Ukolem EMA je
usnadiiovat vyvoj 1€kt a jejich dostupnost, vyhodnocovat zadosti o registraci 1ékti, kontrolovat
bezpecnost 1€kt béhem jejich zivotniho cyklu a poskytovat informace zdravotnickym
pracovnikiim a pacienttim. Dilezitou roli hraje Komise pro 1écivé piipravky (CAT) skladajici
se z 34 ¢lend, kterd funguje v ramci EMA. Zajistuje védecké hodnoceni, dohled a kontrolu
bezpecnosti nad humannimi a veterinarnimi 1é¢ivymi ptipravky vramci EU, vydava
doporuceni ke klasifikaci LPMT (55).

Nicméné vr. 2017, tj. 8 let po zavedeni regula¢niho rdmce bylo registrovano pouze
5 LPMT: Provenge®, 2013 — bunééna terapie pro 1é¢bu metastatického, kastrat-rezistentniho
karcinomu prostaty, Glybera®, 2012 — genovy piipravek pro 1é¢bu familiarniho deficitu
lipoproteinové lipazy a 3 autologni pfipravky urcené pro somatobunécnou terapii nebo tkanové
inzenyrstvi v ramci 1é&by chrupavky (ChondroCelect®, 2009; MACI®, 2013 a Holoclar®, 2015)
(1). Dle Mezinarodni platformy pro registraci klinickych studii (ICTRP), ktery je soucasti

Svétové zdravotnické organizace (WHO), bylo vroce 2018 registrovano vice nez 60 000
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klinickych studii, pficemz celkovy pocet klinickych studii tykajici se LPMT byl pouze 939 (62).

Od roku 2009 do soucasnosti bylo registrovano pouze 17 LPMT, z ¢ehoz k r. 2022 byly 4 z nich

pozastaveny vzhledem vysoké cené ptipravku (Tab. €. 5) (55). Pocty klinickych hodnoceni

v ramci Ceské republiky v jednotlivych letech jsou uvedeny v Tab. &. 6.

Tab. €. 5: Seznam registrovanych LPMT, aktudlni stav k r. 1.4.2022 (55,63).

Nazev Vyrobce Datum Status
povoleni

LIBMELDY Orchard Therapeutics B. V. Prosinec 2020 | Povolen
TECARTUS Kite Pharma Prosinec 2020 | Povolen
ZOLGENSMA Novartis Gene Therapies EU Ltd. Kvéten 2020 Povolen
ZYNTEGLO Bluebird bio B. V. Cerven 2019 Povolen
LUXTURNA Spark Therapeutics Btezen 2019 Povolen
YESCARTA Kite Pharma EU B.V. Srpen 2018 Povolen
KYMRIAH Novartis Europharm Ltd. Srpen 2018 Povolen
ALOFISEL Takeda Pharma A/S Bfezen 2018 Povolen
SPHEROX CO.DON AG Kvéten 2017 Povolen
ZALMOXIS MolMed SpA. Cerven 2016 | Povolen
STRIMVELIS Orchard Therapeutics B. V Kvéten 2016 Povolen
IMLYGIC Amgen Europe B.V. Rijen 2015 Povolen
HOLOCLAR Holostem Terapie Avanzate s.r.1. Btezen 2015 Povolen

PROVENGE Dendreon Rijen 2013 | Pozastaven
vr. 2015

MACI Vericel Cerven 2013 | Pozastaven
vr. 2014

GLYBERA uniQure Listopad 2012 | Pozastaven
vr. 2017

CHONDROCELECT TiGenix Listopad 2009 | Pozastaven
vr. 2016
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Tab. &. 6: Pocet klinickych hodnoceni v jednotlivych letech v CR (10).

Rok | Pocet Rok Pocet
2005 2 2012 1
2006 0 2013 7
2007 3 2014 7
2008 1 2015 1
2009 6 2016 6
2010 1 2017 10
2011 8 2018 7
2019 (1. pololeti) | 2 (3 v procesu)

LTMP tedy piedstavuji dynamicky se rozvijejici oblast, nicméné vétSina produkti je
v rané vyvojové fazi (faze I, II/II1: 64,3 %, taze II, II/II: 27,9 %, faze III: 6,9 %) vzhledem
k nakladnosti, Casové naro¢nosti studie a specifite, v klinickych studiich je pak kladen dtiraz na
malé mnozstvi vzorku, oteviené jednoramenné klinické hodnoceni, integrované protokoly
a ptizptsobivy design (1).

Opatifovani vychozi suroviny pro vyrobu LPMT je v dikci tkanového zatizeni,
odbérového zatizeni nebo vyrobce LPMT, pokud je soucasné tkanovym nebo odbérovym
zafizenim a je fizeno zdkonem ¢. 296/2008 Sb. o zajisténi jakosti a bezpe€nosti lidskych tkani
a bun€k urcenych k pouZiti u €loveka a o zméné souvisejicich zakontli a vyhlaSkou Ministerstva
zdravotnictvi (MZ CR) ¢. 422/2008 Sb. v platném znéni (64,65). Vychozi surovina musi byt
propusténa do vyroby odpovédnou osobou tkaiiového zatizeni, po propusténi je vyroba LPMT
regulovana Zékonem o lé¢ivech ¢. 378/2007 Sb (66). Veskeré procesy jsou schvalovany,
posuzovany a pravidelné auditovany SUKL. SUKL rovnéz poskytuje konzultace, rozhoduje
o zafazeni produktd mezi rtizné typy LPMT, ma své zastoupeni rovnéz v pracovnich skupinach
a vyborech EMA (v€etné CAT). V neposledni fad¢ se také podili na tvorbé evropskych
legislativnich norem. Vyvoz zékladni suroviny pro vyrobu LPMT k zahrani¢nimu vyrobci

a zpétny import hotového LPMT schvaluje MZ CR (54).
1.4.2 Pouziti 1é¢ivych pripravku pied zavedenim regulace

Ackoliv byly v CR LPMT poprvé definovany vr. 2004, podstatné manipulované

bunécné pripravky existovaly uz pied timto datem a pfed zavedenim samotné regulace v ramci
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EU (2008). Jako ptiklad 1ze uvést kultivaci lidskych epidermalnich keratinocytt (4,67), které
se vyuzivaly pfedev§im k 1é¢bé popalenin a jejich néslednou kultivaci na nosici (68).
Prikopniky zavedeni této metody do 1éEby popalenin jesté pred rokem 1989 byli Kénigova,
z Kliniky plastické chirurgie a popalenin v Praze, Vesely a Matouskovda z CSAV (5).
Kultivované autologni epidermalni keratinocyty byly aplikovany ve form¢ konfluentnich blan
nebo zakotvené na nosicich a aplikovany metodou ,,upside down* (69,70).

V prvni poloviné devadesatych let bylo pouziti autolognich kultivovanych
epidermalnich keratinocytli do rutinni 1écby popdlenin zavedeno rovnéz na Popéleninovém
centru v Brné¢ Bohunicich (71,72) a na Oddéleni plastické chirurgie a popalenin v Hradci
Krélové (73,74). Na tomto programu podpofeném granty IGA MZ CR a MO CR se podilela
i Katedra histologie a embryologie Lékaiské fakulty v Hradci Kralové. Keratinocyty byly
pouzivany ve formé€ suspenze, konfluentni blany i zakotvené na nosici Laserskin vyvinutém
italskymi autory (68). Béznd byla jiz tehdy kryokonzervace casti meziproduktu -
primokultrury, pro ptipad selhani kultivace (75). Kromé popalenin byly keratinocyty uspésné
pouzity u dvou ptipadii Lyellova syndromu (76). Tuto praci cituje Koci et al. (8) jako viibec
prvni klinickou studii provedenou v CR s 1é¢ivym piipravkem moderni terapie. UvaZovalo se
1 0 pouziti alogennich keratinocytt (77) a o pouZiti kompozitnich dermoepidermalnich $téph
(78,79). Po ukonéeni grantové podpory zajem o pouziti keratinocytl v CR poklesl s ohledem
na jejich vyssi cenu ve srovnani s pouzitim tehdy standardnich biologickych krytd, predev§im
xenogennich (80,81). Po ukonéeni pouzivani xenogennich krytii v CR (82) se zdjem o pouziti
autolognich keratinocytll opét zvysil (83), ale zatim se v CR nezahajila zadna klinicka studie
orientovana timto smérem (8).

Podobné jako keratinocyty u popaleninovych urazii byly jesté pred pfijetim novych
regulacnich pravidel casto pouZzivany kultivované limbalni bunky k 1écbé traumatickych
i zanétlivych defektti predniho epitelu rohovky. V CR byly tyto buiiky pfipravovany
v laboratofi 1. LF UK v Praze a VFN Praha, zalozené prof. Filipcem (84,85). Po ukonceni této
aktivity v disledku novych regulaénich pravidel byl v CR v ramci klinické studie pouzivan
ptipravek Holoclar (viz kapitola 1.1.3). Po jeho registraci v r. 2015 vyrobce planoval jeho
pouziti 1 na o¢ni klinice FN HK, k realizaci vSak nedoSlo. Alternativné v souCasné dob¢
dominuje v klinické praxi pouziti amnia, které se do defektu rohovky vsiva a trvale se ptihoji,
zatimco buniky pfedniho epitelu po ném migruji, az se vytvoii novy epitelialni kryt (86).

Jeste vétsiho rozsifeni doznalo pouziti autolognich kultivovanych chondrocyta pii 1€cbé
traumatickych defekt chrupavky. Plivodni metoda Brittbergova spocivala v aplikaci suspenze

bun¢k do defektu chrupavky a v jeho piekryti lalokem z periostu (7). Pozd¢ji se prosadilo
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pouziti chondrocytli zakotvenych na riznych typech nosici (87-90). S témito typy piipravka
byly dosazeny vyrazné¢ lepsi klinické vysledky nez se suspenzi bunék (88,89). Kontrolované
klinické studie jednoznaéné¢ prokazaly lepsi vysledky této metody ve srovnani s alternativami,
jako je znamkova plastika ¢i mikrofraktury (90-93), a to i po dlouhodobém, az desetiletém
sledovani od implantace (94). Jedna ze studii sledovala i vliv kryokonzervace na fenotyp
kultivovanych chondrocytii a prokazala jeho zmény (95).

Vyuziti kultivovanych chondrocytt pfi 1écbé trazovych defektti chrupavky i nékterych
ortopedickych onemocnéni, napf. osteochondritis dissecans se dobfe rozvijelo i v CR.
Kultivované chondrocyty v suspenzi i zakotvené na nosic¢i (Tissue-Coll) byly pfipravovany na
pracovisti Tkanové banky v Brné Bohunicich (96) a Tkanové ustfedny FN HK, a vyuzivany na
fadé chirurgickych a ortopedickych pracovist. Na nasem pracovisti byla ptiprava chondrocytt
v suspenzi puvodni Brittbergovou metodou a jejich pouziti na Ortopedické klinice podpofeno
grantem IGA MZ CR (97). Souéasné byly v ramci rutinni klinické praxe pouzivany u irazovych
defektti chrupavky chondrocyty zakotvené na nosi¢i (98). Mimo FN HK pouzivalo nase
chondrocyty na nosi¢i Centrum 1écby pohybového aparatu v Praze Vysocanech, které se
orientovalo na sportovni traumatologii. Rutinné¢ byla pouZivana 1 kryokonzervace
meziproduktu, piredevsim v ptipad¢ nahlé indispozice pacienta (interkurentni infekce, akutni
operac¢ni vykon z jin¢ indikace) nebo z jinych, pfedev§im rodinnych, divodi na strané pacienta.
Vyvojem piipravku na bazi chondrocyti se zabyvalo i pracovisté AV CR (99).

Pocatkem roku 2009 byl s ohledem na nova pravidla EK tento program ve FN HK
pferusen a podafilo se jej obnovit v roce 2012 po splnéni v§ech nové vyzadovanych podminek
danych zakonem o tkanich a bunkdch a zdkonem o léCivech, tj. ziskani povoleni Cinnosti
Tkanového zatizeni a externiho odbérového zatizeni — I1. Ortopedicka klinika déti a dospélych
FN v Motole (listopad 2011), povoleni pro vyrobu hodnocenych 1é¢ivych ptipravkti moderni
terapie a ziskani certifikdtu spravné vyrobni praxe (nor 2012). Soucasné¢ bylo nutné splnit
pokyny EMA pro pouzivani léCivych pfipravklli moderni terapie obecné (100) a vyrobu
a kontrolu kultivovanych chondrocytt (101), pfedevsim s ohledem na pouzité metody kontroly
vitality a ¢&istoty kultivovanych bunék. Teprve poté souhlasilo MZ CR s pouZitim
neregistrovaného 1éc¢ivého piipravku moderni terapie vedeného pod pracovnim nazvem
Expanded Cart Tissue Allograft (ECTAG) vramci specifického lécebného programu
vyhlaseného na 1 rok. Specificky 1écebny program probihal vyhradné na II. Ortopedické klinice
FN v Motole, a hlavni zkousejici doc. Handl, ktery jiz mél pfedchozi zkuSenosti (102), tspésné
pouzil chondrocyty zakotvené v Tissue-Collu u 12 pacientd s hlubokymi chondralnimi defekty

vétsimi nez 4 cm? (103,104). Na specificky 1é¢ebny program méla navazovat standardni studie,
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k jeji realizaci vsak nedoslo. Kompetentni autority CR tehdy doporudovaly klinickym
pracovistim pouziti jiz v EU centralné registrovaného autologniho ptipravku Chondrocelect.
Toto feseni vSak klinické pracovisté odmitala pro jeho vysokou cenu. Ptipravek Chondrocelect
byl nakonec stazen z trhu (8). V souc¢asné dobé je v CR situace feSena nemocniéni vyjimkou
pro neregistrovany autologni piipravek Chondrograft (Narodni centrum tkéni a bunék Brno,
nyni Ostrava).

Alternativou pouziti registrovaného autologniho ptipravku je zatfazeni pacientll do
studie, kdy je povinnosti vyrobce poskytovat hodnoceny ptipravek zdarma. Na ortopedické
klinice FN HK prob¢hla randomizovana studie Novocart 3D (Tab. €. 2) zaméfend na srovnani
pouziti chondrocytll zakotvenych v nosici s metodou mikrofraktur.

V soucasné dob¢ probihd na Ortopedické klinice FN HK studie zamétena na 1écbu
chondralnich defektti hodnocenym piipravkem z hMSCs (Bioinova, a.s., Praha), Tab. ¢. 2.
Pouziti hMSCs ma proti preparatim na bézi chondrocyti vyhodu spocivajici jednak ve
vylouceni prvni artroskopie nutné pro odbér vzorku kloubni chrupavky pro kultivaci a jednak
v lepsi diferenciacni schopnosti mezenchymalnich buné¢k (105). Paraleln¢ klinika vyuzivala pro
1é¢bu osteochondritis dissecans 1 alternativni metoda transchondralniho mikrodrillingu (106).

Pocatkem tohoto tisicileti upozornilo nékolik experimentalnich praci na moZnost
1é¢by akutniho infarktu myokardu intrakoronarni aplikaci bunék kostni diené (107,108). Pilotni
studie provedené u pacientll s infarktem myokardu, kterym byly intrakoronarné aplikovany
minimalné manipulované buniky autologni kostni diené&, prokazaly nad€jné vysledky (109,110).
Uginnost této 16¢by potvrdily i nékteré navazujici kontrolované klinické studie (111,112). Tyto
studie prokazaly jednak bezpec€nost intrakoronarniho podani bun€k kostni dfen€, jednak
zlepSeni funkce levé srde¢ni komory po jejich implantaci. Uvedend metoda byla zkouSena
i v CR. Ve FN HK klinické zkouseni probihalo v ramci vyzkumného zaméru MZ0 FN HK 2005
na L. interni kardiologické klinice. Na zaméru se podilelo i1 naSe pracovisté, které provadélo
upravu odebrané suspenze kostni dfené vlastnim sedimentacné-centrifugaénim postupem.
Celkem byla implantace provedena u 6 pacientl s akutnim infarktem myokardu. I tato studie
prokazala bezpecnost podani a zlepSeni funkce levé komory po implantaci (17). Vysledky
obdobné studie po dvouletém, sledovani publikovala rovnéz Skalicka et al. z prazského IKEM
(113).

Podobné nadéjné se jevila intramuskularni aplikace suspenze kostni diené pii 1écbé
ischemické choroby dolnich konéetin, v CR se touto problematikou zabyvé napt. Jaltivka (114).
Hlavni metodou 1écby kritické ischemie dolnich koncetin vSak stale zlstavaji chirurgické

rekonstrukce umelou protézou nebo cerstvym (115,116), ¢i kryokonzervovanym alogennim
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cévnim Stépem (117,118). Nevyhodou tohoto postupu je vSak nutnost pouziti imunosuprese.
Teprve budoucnost ukaze, do jaké miry se v téchto indikacich v praxi uplatni decelularizované
cévni alografty nebo biologické cévni protézy vytvoiené z jinych decelularizovanych
alogennich nebo xenogennich pojivovych tkani, popfipadé osazenych kultivovanym

autolognim cévnim endotelem, které by bylo mozno pouzit bez imunosuprese (119).

1.4.3 Regulatorni ramec v USA

Regulace v oblasti LPMT je v USA v dikci FDA. Byla zalozena v r. 1906. Produkty
bunécné terapie a genové terapie jsou regulovany Centrem biologického hodnoceni a vyzkumu
(CBER). CBER postupuje dle § 361 zdkona o sluzbach vefejného zdravi a souvisejicimi
ptedpisy, zejména €. 21 kédovaciho federalniho systému (CFR — Code of Federal Regulations)
¢ast 1271.10(a)(1) definujici kritéria pro minimalné manipulované piipravky a ¢ast 1271.10 (a)
(2) tykajici se homologniho pouziti (56). V soucasné dob¢ je schvaleno celkem 23 LPMT (120).

V provnani FDA a EMA existuji rozdily v klasifikaci LPMT (16). Porovname-li udaje
v Tab. €. 5 a 7, je patrné, ze ptipravek Maci, ktery mé aktudlné registraci v USA, je v EU
pozastaven. Oproti EU je v USA schvéleno velké mnozstvi LPMT zaloZenych na

hematopoetickych progenitorovych buinikach z pupecnikovée krve.

Tab. €. 7: Seznam LPMT aktudlné schvalenych v USA (120).

Nazev (acinna latka) Vyrobce
ABECMA (idecabtagene vicleucel) Celgene Corporation, a Bristol-
Myers Squibb Company
ALLOCORD (HPC pupecnikové krve) SSM Cardinal Glennon Children's
Medical Center
BREYANZI (lisocabtagene maraleucel) Juno Therapeutics, Inc., a Bristol-

Myers Squibb Company

CARVYKTI (ciltacabtagene autoleucel) Janssen Biotech, Inc.
CLEVECORD (HPC pupec¢nikové krve) Cleveland Cord Blood Center
DUCORD (HPC pupecnikové krve) Duke University School of
Medicine
GINTUIT (alogenni kultivované keratinocyty a Organogenesis Incorporated

fibroblasty v hovézim séru)
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HEMACORD (HPC pupecnikové krve)

New York Blood Center, Inc

Obchodni ndzev nedefinovan, HPC pupecnikové

krve

Clinimmune Labs, University of

Colorado Cord Blood Bank

MD Anderson Cord Blood Bank

LifeSouth Community Blood

Centers, Inc.

Bloodworks

IMLYGIC (talimogene laherparepvec)

Amgen Inc.

KYMRIAH (tisagenlecleucel)

Novartis Pharmaceuticals

Corporation

LAVIV (Azficel-T)

Fibrocell Technologies, Inc.

LUXTURNA (voretigene neparvovec-rzyl)

Spark Therapeutics, Inc.

MACI (autologni chondrocyty kultivované na

prase¢i membrang)

Vericel Corporation

PROVENGE (sipuleucel-T)

Dendreon Corporation

RETHYMIC (alogenni zpracovana tkan brzliku-
agdc)

Enzyvant Therapeutics GmbH

STRATAGRAFT (alogenni kultivované
keratinocyty a kozni fibroblasty v mySim klagenu-

dsat)

Stratatech Corporation

TECARTUS (brexucabtagene autoleucel)

Kite Pharma, Inc.

YESCARTA (axicabtagene ciloleucel)

Kite Pharma Inc.

ZOLGENSMA (onasemnogene abeparvovec-Xioi)

Novartis Gene Therapies, Inc.

1.5 Vyroba LPMT

Vyroba LPMT v EU probiha dle pokynti Evropské komise implementovanych v CR
jako pokyn SUKL VYR-43 pro spravnou vyrobni praxi (SVP) (121,122). Pravidla se vztahuji
na vSechny registrované i hodnocené LPMT a jasn¢ definuji poZadavky na vyrobni prostory,
personal, vybaveni, dokumentaci, vychozi suroviny a materialy pro vyrobu, atd. Vyrobni proces

probiha dle nasledujiciho schématu (Obr. €. 4).
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Obr. 4: Schéma vyroby LPMT.

1.5.1 Pracovnici

Pracovnici pracujici v Cistych prostorech by méli absolvovat specifické Skoleni
v aseptické vyrobé€, véetné zdkladnich aspektii mikrobiologie, musi absolvovat pravidelna
Skoleni v zasadach SVP. Pied ucasti v rutinnich aseptickych vyrobnich operacich maji
pracovnici absolvovat GspéSny test simulace vyrobniho procesu (121). Pracovnici pouzivaji ve
vyrobnich prostorech specidlni antiemisni kombinézy, pficemz pro kazdou tfidu Cistoty je
pfesné urcen dany typ kombinézy a pozadavky na zakryti ¢asti téla pracovnika (ustenka, cepec,
rukavice). Specifické je pak oblékani kombinézy tak, aby nedoslo ke kontaminaci obleku ktizi
pracovnika (prostory tfidy Cistoty A/B). Klicovymi osobami ve vyrob¢ jsou osoba odpoveédna
za vyrobu, osoba odpovédnd za kontrolu jakosti a kvalifikovand osoba. Roli osoby odpovédné
za kontrolu jakosti a kvalifikované osoby miZze vykonavat tatdZ osoba. OvSem osoba, ktera

kontroluje jakost (manazer jakosti) by m¢l byt na vyrobé nezavisly (15,121).

1.5.2 Prostory pro vyrobu

LPMT musi byt vyrabény v Cistych prostorach s piesné danymi pozadavky na jednotlivé

tiidy cistoty z hlediska maximdlniho pfipustného poctu c¢astic (Tab. ¢. 8) a zhlediska
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mikrobiologické zatéze Cistych prostor za provozu (Tab. €. 9). Pohyb osob, tok kritickych
materialii a odpadi je v Cistych prostorach jasné oddélen. Na obr. €. 5 je uveden piiklad z praxe
(Tkanové zatizeni FN HK) — schéma ukazuje rozd¢€leni jednotlivych tfid v Cistych prostorach,
kde se zpracovavaji bunky a tkané. Obr. €. 6 ilustruje zpracovani bunéénych koncentrati
v laminarnim boxu ve tiid¢ Cistoty A s pozadim B. Méfeni ¢astic v¢. aeroskopického stanoveni
provadime na naSem pracovisti Ctvrtletné. 1x rocné je provadéna operacni kvalifikace Cistych
prostor autorizovanou firmou, kterd zahrnuje jak kontrolu poctu ¢astic, tak mikrobiologickou
kontrolu, kontrolu pfetlakii a chodu vzduchotechniky. Na operacni kvalifikaci navazuje
procesni kvalifikace, kterd monitoruje vySe zminéné parametry pii pracovnim procesu (provadi
persondl pracovisté). V pravidelnych intervalech (Ix mési¢n€) jsou také provadény
mikrobiologické stéry z povrchi pracovnich ploch, ale také z pracovni kombinézy pracovnika.
Zavéry validaci jsou pravidelné auditovany SUKL.

Pro skladovani hotovych LPMT neni nuny prostor s definovanou ¢istotou (Obr. €. 5). Je
vsak nutna kontinualni kontrola hladiny kysliku, teploty a vlhkosti. Standardem je kontrola
pristupu do skladovaciho prostoru, napf. pomoci zaméstnaneckych karet a kontinualni

videosurveillance celého prostoru.

Tab. ¢. 8: Maximalni pfipustné parametry poctu ¢astic v jednotlivych tfidach cistych prostor,

prevzato z (121).

Maximalni pripustny pocet ¢astic o velikosti rovné nebo vétsi nez 0,5 pm
Tfida | Za klidu Za provozu Klasifikace podle
(na m%) (na m3) normy ISO (za
klidu/za provozu)

A 3520 3520 5/5

B 3520 352 000 5/7

C 352 000 3520 000 7/8

D 3 520 000 Neurceno 8
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Tab. €. 9: Maximdlni pfipustné pocty CFU (colony forming units), ptevzato z (121).

Trida Vzorkovani Spadové misky (primér| Kontaktni desky (primér
vzduchu 90 mm) CFU/4 hod* 55 mm) CFU/deska
CFU/m?
A** <1 <1 <1
B 10 5 5
C 100 50 25
D 200 100 50

Produkty jsou vyrdbény za kontinuélniho monitoringu ¢astic. Finalni produkt je do klinického

pouziti propustén kvalifikovanou osobou vyrobce.

Venkovnizasobnik kapalného dusiku

Venkovnized budovy

Zasobninadoba

Programovatelné zmrazovaci zafizeni

Kriticka faze
zpracovani

na kapalny dusik ‘

Kryokonzervacni sklad

Tr. Cistoty C

Nedefinovana tf.
Cistoty

Kryokontejnery 4'

Asepticka laborator

Zasobni nadoba
na kapalny dusik

—— Zpracovanébunky
. Tok kapalného dusiku

Obr. €. 5: Schéma cCistych prostor s vyzna¢enim jednotlivych tfid Cistoty. Tok materidlu je

vyznacen fialove, rozvod kapalného dusiku je vyznalen zelené. V prostoru pro vlastni

skladovani (vlevo) neni Cistota prostiedi definovana.
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Obr. ¢. 6: Priprava kryoprotektivnich roztokli pod stropem s lamindrnim proudénim, t. ¢istoty

A/B (vlevo), zpracovani bunééného koncentratu v laminarnim boxu, tt. ¢istoty A/B (vpravo).

1.5.3 Pristrojové vybaveni

Zatizeni pouZivané pii vyrobnich nebo kontrolnich ¢innostech musi odpovidat Gcelu
a nema piedstavovat Zadné riziko pro ptipravek. Ty ¢asti vyrobniho zafizeni, které se dostavaji
do styku s pfipravkem, nemaji vykazovat nezddouci reaktivni, aditivni, adsorp¢ni ani absorp¢ni
vlastnosti, které by mohly ovlivnit jakost pfipravku. Kromé toho ty casti zafizeni, které
pfichazeji do styku s butikami/tkanémi, maji byt sterilni (121).

Ptistroje klicové pro vyrobu jsou validovany autorizovanou firmou 1x ro¢n¢ dle
metrologického planu vyrobce LPMT, je u nich provedena bezpecnostni technické zkouska
vcetné elektrorevize, probihd pravidelna kalibrace cidel (teplota, vlhkost, hladina kysliku).
Detailni ptehled vhodnych pfistrojli pro kryokonzervaci, skladovani, transport a rozmrazovani

LPMT publikoval neddvno Hunt (123).

1.5.4 Dokumentace

Dokumentace vyrobniho procesu zahrnuje specifikace vychozich surovin,
meziproduktli a kone¢nych piipravkd, specifikace kritickych materiald, tj. takovych, které by
mohly ovlivnit jakost a bezpecnost kone¢ného ptipravku, musi byt jasné definovany Sarze. Dale
se vypracovava Zakladni dokument o misté vyroby (,,Site master file*), instrukce a standardni
operacni postupy pro vyrobu, propousténi, vydej, stahovani Sarzi nebo likvidaci LTMP. Pro
kazdé zmény v fizené¢ dokumentaci musi byt vedeno zménové fizeni, dokumenty jsou rovnéz

auditovany SUKL.
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1.5.5 Analyza rizik

Pro jednotlivé kroky vyrobniho procesu by méla byt provedena analyza rizik tak, aby se
piedeslo pifipadnym nezadoucim udalostem, které by mohly vést k ohrozeni jakosti
a bezpecnosti LPMT (15,121). Vhodnou metodou je napi. analyza FMEA (Failure Mode and
Effects Analysis), kterda vyuzivda kombinaci tii parametr; vyznamu, vyskytu
a pravdépodobnosti odhaleni vady pii 5ti nebo 10ti bodové stupnici. Kombinaci vSech 3 faktora
dostaneme hodnotu tzv. ,,rizikového cislo® (RPN). Pii prekroceni kritické hodnoty RPN je

vyznamné riziko vzniku vady a méla by nasledovat napravna opatteni (15,124).

1.5.6 Vlastni vyroba

Vyrobni proces probihd asepticky, v ¢istych prostorach patiicné tiidy Cistoty. Materidly,
zafizeni a ostatni pfedméty, které jsou zavadény do Cistych prostor, nesméji byt zdrojem
kontaminace. Asepticky postup musi byt validovan a musi zahrnovat simulaci vyrobniho
procesu (tzv. ,,media fill*). Simulace aseptického vyrobniho procesu ptedstavuje provedeni
vyrobniho procesu s pouZitim sterilni Zivné pidy pro mikrobiologicky riist a/nebo placeba
(napt. kultivaéni média buné€k, o nichz je prokdzano, Ze podporuji rist bakterii), kterym se
otestuje, zda vyrobni postupy jsou adekvatni pro prevenci kontaminace b&hem vyroby

(121,122).

1.6 Kryokonzervace

Kryokonzervace je proces, ktery umoziiuje dlouhodobé uskladnéni piipravku
a optimalni nacasovani podani piijemci (nezdvislé na aktualnim zdravotnim stavu pacienta).
Jedna se o proces chranici bunécné organely, buiky, tkdn¢ a jiné biologické struktury
zmrazenim na velmi nizké teploty. Prvni teorii kryokonzervace formuloval Luyet jiz ve 30.
letech 20. stoleti. V podstaté existuji 2 pfistupy: vitrifikace velmi rychlym poklesem teplot
(125,126) nebo postupné zmrazovani (127,128).

V ptipadé LPMT miiZeme kryokonzervovat bud’ vychozi surovinu, meziprodukt pro
vyrobu LPMT, nebo LPMT jiz jako kone¢ny produkt. Vyhodou tohoto postupu je zajistit
pacientovi/pfijemci terapii i v piipad¢, kdy neni schopen podstoupit pldnovanou transplantaci
a uchovat tak material pro pozdé;jsi pouziti, resp. zabranit jeho znehodnoceni. Kryokonzervaci
hotového produktu vznika dalsi LPMT s novymi vlastnostmi. Cilem je proto navrhnout takovy
kryokonzervaéni protokol, aby se vlastnosti kryokonzervovaného produktu co nejvice blizily

vlastnostem produktu ptfed kryokonzervaci.
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1.6.1 Kryoprotektivni roztoky

V procesu kryokonzervace hraji diilezitou roli kryoprotektiva, kterd délime na ta, ktera
do buiky pronikaji a na ta, ktera bunéfnou membranou nepronikaji. Mezi pronikajici
(intracelularni) kryoprotektiva patii: DMSO, glycerol, ethylenglykol, propylenglykol,
methanol, ethanol, propanol, formamid. Chrani buiikky pfed vysokymi koncentracemi soli
a snizuji dehydrataci bunék na inosnou mez. Mezi nepronikajici (extracelularni) kryoprotektiva
patii napf. polyvinylpyrolidon, trehaloza, laktéza, gluk6za, manitol, sorbitol,
hydroxyethylskrob, ktera jsou pouZivana v nizkych osmoléalnich koncentracich (40). V praxi je
Casto pouzivana kombinace jak intracelularnich, tak extracelularnich kryoprotektiv (13,129).

VétsSina kryokonzervacnich protokoltt pouziva jako kryoprotektivum 10% DMSO
v kombinaci s hovézim sérovym albuminem v rozmezi koncentraci 5 % - 90 % (31,40,129—
132). Obecné je DMSO povazovano za netoxické v koncentracich pod 10 % (133). Piesto
toxicita DMSO pfti podani kryokonzervovanych piipravkl predstavuje nejcastejsi komplikaci.
Zavazné nezadouci ucinky byly popsany u pacienti s kardiovaskularnimi, respiracnimi
a rendlnimi obtizemi (134—-136). Toxicita DMSO zavisi na podané davce, pficemz maximalni
denni davka ¢ini 1 g DMSO na kg hmotnosti pacienta/piijemce (137-139). Od pocatku tisicileti
upozoriioval Baust na moZnost vyvolani opozdéné bunéné smrti kryokonzervaci
(cryopreservation induced delaeyd onset of cell death), zvlast€¢ v ptipadé pouziti DMSO
(140,141). Autor zdiraziuje nutnost kombinovat po rozmrazeni testy membranové integrity
s repopulacnimi testy a epigenetickymi studiemi (142,143). Tyto zasady jsou zvlasté dilezité
pfi kryokonzervaci LPMT (144). Detailni ptehled problematiky pouziti DMSO jako
kryoprotektiva a moznosti jeho nahrady publikoval nedavno Awan et al. (145). Navrhuje
dodrzovat pravidlo ,,tfi R*“ ,,Reduce, Replace, Remove*, tedy 1. Snizuj koncentraci, resp.
podany objem, 2. Nahrazuj, 3. Odstraiiuj. Regula¢ni pravidla EU nevylucuji pouZziti DMSO pro
kryokonzervaci LPMT v ramci klinickych studii, nicméné by mélo byt pted vlastnim podanim
pfipravku odstranéno odmytim nebo diafiltraci (122). Tam, kde to neni moZzZné, napf.
u geneticky modifikovanych LPMT, ptichdzeji v tivahu dalsi 2 zplisoby, tj. snizeni podaného
objemu piipravku a kombinace DMSO s jinymi kryoprotektivy. Casto je také vyuzivano hovézi
nebo ov¢i sérum pochézejici ze zvitat z certifikovanych chovi jako aditivum kryokonzervaéni
smesi. Soucasnym trendem je hledani novych kryokonzervacnich smési bez obsahu DMSO
a zvifecich komponent (40,132) s vyuzitim napft. trehalosy (146), kryokonzerva¢niho média
Biofreeze (132), karboxylovaného poly-L-lysinu (32), ethylenglykolu nebo propylenglykolu
(40).
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1.6.2 Rychlost zmrazovani

Dulezitym aspektem je také rychlost zmrazovéni. Pfi zmrazovani suspenze bunck ve
fyziologickém roztoku voda krystalizuje v ¢isté formé v extracelularnim prostoru. Dochézi tak
ke vzniku koncentracniho gradientu napiic bunéénou membranou. Jestlize k teplotnim zménam
dochazi pomalu, voda se pfemistuje z bun¢k v diisledku osmotického stresu. S postupujicim
ochlazovanim se tvofi vice ledu, soli se koncentruji, dochazi k dehydrataci bun¢k a k jejich
svrastovani. PoSkozeni bunék zpiisobené rostouci koncentraci soli je oznacovano jako
,»poskozeni pomalym mrazenim* (40,147). Pokud je rychlost zmrazovani rychld, dochézi
k tvorb€ intracelularniho ledu a ,,poSkozeni rychlym zmrazovanim®“. Na Obr. ¢. 7 jsou
znazornény fyzikalni pochody, ke kterym dochdzi béhem pomalého, rychlého a velmi rychlého
zmrazovani. Rychlost ochlazovani by tedy méla byt dostatecné vysokd, aby bylo dosazeno
nizkych teplot. Aby bylo minimalizovano piisobeni rozpusténych latek, je tfeba se vyvarovat
tvorbé intracelularniho ledu. Jednotlivé typy bun€k maji rozdilnou membranovou propustnost,

je tedy tfeba pouzit optimalni rychlost zmrazovani (40).

Obr. €. 7: Schéma fyzikalnich procesti uvniti buiikky béhem zmrazovani, pievzato z Mazur,

1984 (147).
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Pro buiiky a tkdn¢ vyzadujici pomalé zmrazovaci rezimy se dlouhodobé pouzivaji
programovatelnd zmrazovaci zafizeni, obvykle pracujici na bdazi regulace vstiikovani
kapalného dusiku do mrazici komory pfistroje (123,148,149). Alternativu predstavuji nedavno
vyvinuté pristroje, urCené piredevsim pro kryokonzervaci LPMT, které se obejdou bez pouziti

kapalného dusiku, takze je 1ze umistit i do ¢istych prostor tfidy B (123,150).

1.7 Skladovani kryokonzervovanych produkti

Vsechny produkty urcené pro klinické pouziti by mély byt skladovany v souladu
s teplotnimi naroky produktu. Produkty by mély byt skladovany dle legislativnich pozadavku
tak, aby bylo zabranéno ptipadné kiiZové kontaminaci. Ve zvla$tnim karanténnim sektoru by
pak mely byt oddélen¢ skladovany produkty s pozitivnimi infekénimi markery. V nasi praxi
skladujeme téz oddélené produkty pro autologni a alogenni pouziti. Zatimco vychozi suroviny
pro vyrobu LPMT mohou byt skladovany v souladu se zdkonem ¢. 296/2008 Sb., skladovani
hotovych LPMT se tidi pravidly SVP a zdkonem ¢. 378/2007 Sb. a tyto musi byt skladovany
ve vyhrazeném kontejneru. Jednotlivé druhy piipravki by mély mit sviij vlastni oznaceny ram
vnitini vestavby, pfiCemz konkrétni ptipravky jsou pak uloZeny v samostatnych pozicich
vramu (151,152). Pro dlouhodobé skladovani se né&jCastéji vyuzivd skladovani v parach
kapalného dusiku (T < -150 °C). Takovato zafizeni musi mit zaji§téno havarijni dochlazovani
pro pfipad selhani techniky. Teplota by méla byt monitorovéna a zaznamendvana, s nastavenim
alarmovych stavli. DulezZitou soucasti skladovacich systémi jsou softwary (SW) pro skladové
hospodafstvi produktli, aby bylo mozné kdykoliv snadno dohledat jakykoliv produkt.
Skladovaci SW musi byt spravovany v souladu s pozadavky na ochranu osobnich tdaju,
protoze obsahuji citliva data (56,151-153). Za poslednich 30 let technologie skladovani
kryokonzervovanych vzorkii pokrocila. Prvotni praxe skladovani pod hladinou kapalného
dusiku v naddobach s ruénim (154), pozdéji s automatickym dopliiovanim dusiku v kombinaci
s pouzivanim kryovakl vyrobenych z plastli ne vzdy dostatecné odolnych viici velmi nizkym
teplotam, se ukazaly jako nevyhovujici (popraskani oballi kryovakl a kryoampuli), navic také
vzhledem k mozné kiizové kontaminaci prostfednictvim kapaliny (155). Od poloviny 90. let
minulého stoleti bylo skladovani provadéno v pokrocilejSich kryokontejnerech uzpiisobenych
pro skladovani v parach ¢i kapalném dusiku (156). Tato technologie stale pln¢ vyhovuje pro
skladovani minimalné¢ manipulovanych bunék urcenych k transplantaci, i pro skladovani
mononukledrnich bun¢k pro vyrobu geneticky modifikovanych LPMT. V soucasné dobé je

nejpokrocilejsi tzv. ,,dry-storage™ technologie, kdy je piimy kontakt ulozenych vzorka
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s kapalinou vyloucen (viz 4.15 a 4.16). Pfi porovnani téchto zafizeni se zafizenimi star§iho typu
je také patrny rozdil v konstrukci zafizeni, kdy modernéjsi kryokontejnery maji lepsi
obvodovou konstrukci a mens$i pramér vika (Obr. €. 31), coz s sebou nese vyhody v podobé
mensich tepelnych ztrat, mensi spotieby kapalného dusiku. Jejich nevyhodou je mensi
manipulacni prostor (mens$i primér vika). Tento problém pak feSi robotické systémy
umoziujici automatizované vyhledani a podani konkrétniho vzorku piimo uzivateli. Tato
zafizeni jsou vSak velmi draha (fddové né€kolik milionll) a nejsou tedy soucasti bézné praxe
tkanovych zatizeni. Hlavni vyhoda ovSem spociva ve stabilnéjSich teplotnich pomérech uvnitt
zafizeni, které jsou minimalné ovliviiovadny procesem automatického dopliovani kapalného

dusiku.

1.8 Rozmrazovani

Proces rozmrazovani po urCit¢ dobé skladovani je vyznamnou Casti
kryokonzervaéniho protokolu, je nezbytné kontrolovat jeho kinetiku stejné tak jako u procesu
ochlazovani pfi vlastnim zmrazovani. Dlouhou dobu byl akceptovan a aplikovan koncept
rychlého rozmrazovani. Tento koncept vychazi z teorie, ze pfi pomalém rozmrazovani mtize
s pribyvajicim mnozstvim volnych molekul vody dochézet k jejich rekrystalizaci, coz muze
vést k poskozeni bunék (157). Tradi¢ni metody pro rozmrazovani vzorki pouZivaji vodni lazen.
Tento typ rozmrazovani mize byt velkym zdrojem variability pfi porovnani parametrt stejnych
vzorkl (158), tato metoda se osvédcila predevsim pro vzorky mensiho objemu (kryoampule
a nebo nizkoobjemové kryovaky) (159,160). U rozmrazovani velkoobjemovych vzorki zalezi
na tvaru a geometrii kryovaki (161). V soucasné dobé jsou jiz komeréné dostupné elektricky
vyhtivané regulovatelné ohtivace, napt. Via-THAW™ (Cytiva, UK), Plasmatherm (Barkey,
GmBH, Némecko). Tyto systémy pouzivaji mechanické zahtivani, pifi némz nedochazi
k pfimého kontaktu s rozmrazovanym vzorkem, eliminuji variabilitu mezi uZivateli a poskytuji
konzistentni programovatelny proces, ktery odstrafiuje jakykoli subjektivni zasah ze strany
uzivatele (158).

Je-li geometrie kryokonzervovanych produktti standardni a je-li zajiSténa
kryokonzervace v tenké vrstveé, jako je napf. zmrazovani minimdlné manipulovanych HPC
nebo geneticky manipulovanych piipravki Yescarta, Tecartus (Kite Pharma, USA) ¢i Kymriah,
(Novartis, Svycarsko), je rozmrazovani ve vodni lazni stale s uspéchem pouZivano (148).

V nékterych situacich je naopak preferovano pomalé rozmrazovani, a to u nékterych

produkti s velkou tloustkou a definovanou strukturalni integritou jako jsou napf.
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kryokonzervované arterialni segmenty, kde by rychly vzestup teplot pii rozmrazovani mohl
vést ke vzniku mikrofraktur v této tkani (162—-164). Vyhodou pouziti pomalého rozmrazovani
mize byt i1 sniZzeni imunogenicity cévniho Stépu, jak neddvno prokézal Hruby pfi
experimentalni transplantaci kryokonzervovanych aortalnich $tépti u potkant (165).

V soucasné dobé je predmétem zdjmu vyzkum technologii zaloZzenych na vyuziti

nanocastic s cilem zlepsit distribuci tepla napti¢ vzorkem v kryogennich teplotach (166).

1.9 Odmyti DMSO

Ackoliv jsou kryoprotektiva nepostradatelnd pro zachovani vysoké Zivotaschopnosti
buné¢k, vysoké koncentrace kryoprotektiv mohou zpusobovat toxické nezddouci reakce (167).
Z téchto duvodl jsou vyvijeny strategie, jak toxicitu neutralizovat, snizit koncentraci
kryoprotektiva nebo jak jej n€jucinnéji odmyt pred klinickym podanim. Nejvice vyuZzivanou
technikou v odmyvani DMSO je postupné fedéni bunétné suspenze s jeji naslednou
centrifugaci a kolekci roztoku zbaveného kryoprotektiva (149). Stupen fedéni a slozeni
promyvaciho roztoku byvaji upraveny tak, aby byly minimalizovany osmotické zmény.
Soucasti promyvaciho média by mély byt akceptovatelné z klinického hlediska, tzn., Ze by
nemély obsahovat komponenty zvifeciho pivodu a mély by obsahovat certifikované
a SUKLem schvélené produkty. V klinické praxi jsou obvykle pfi odmyvani pouZivany
certifikované solné roztoky/elektrolyty v¢. 0,9 % NaCl, napf. Normosol-R®, Plasma-Lyte 148,
Ringertv roztok. Tato média jsou Casto suplementovana dextranem-40, hydroxyethylSkrobem
nebo lidskym sérovym albuminem v rGznych koncentracich (168-171). K odmyvani
kryoprotektiv 1ze také vyuzit komeréné dostupné uzaviené automatické systémy, které byly
vyvinuty pro hematopoetické bunécné Stépy, jez jsou obvykle charakterizované velkymi
transplantovanymi objemy. Piikladem takovychto systémul jsou napi. pfistroje zaloZzené na
principu fedéni a nasledné centrifugaci, napt. COBE®2991 Cell Processor (Terumo BCT, Inc.),
Sepax S-100® (Sepax 2 S-100), Biosafe SA® (GE HealthCare) (134,169,171,172) nebo na
principu fedéni a nasledné filtraci, napt. Haemonetics ACP215 Automated Cell Processor®
(Haemonetics Corp), CytoMate® (Baxter/Nexell) nebo Lovo® (Fresenius Kabi) (134,173,174).
Ackoliv jsou automatické systémy doporuovany zejména pro klinické aplikace, jejich vysoka
cena a velké pracovni objemy casto limituji jejich pouziti v praxi. Manualni odmyti

V nasi praxi ve FN HK odmyvame DMSO manudln¢, k nafedéni vychozi bunécné

suspenze pied odmytim pouzivame hydroxyethylSkrob s ptidavkem ACD-A s protisrazlivym
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ucinkem. NejcastéjSimi indikacemi k odmyti DMSO z produktti bunécéné terapie jsou renalni
insuficience, primarni amyloidéza, sekundarni amyloidéza u mnohocetného myelomu, nebo
alergicka reakce na DMSO, ktera se miZe objevit pfi prvnim podani. Z literatury jsou znamy
piipady zavaznych nezddoucich reakci po podani infuze obsahujici DMSO (134,136,175-177).
Zékladem nasi praxe je pouzivani CE certifikovaného DMSO v kombinaci
s hydroxyethylskrobem, efektivni stimulace pacient (G-CSF) a separa¢ni protokoly, eliminace
nesterilnich kryokonzervovanych vaku a kontrolované podani ptipravkt obsahujicich DMSO,
aby byla dodrZzena maximalni povolena denni davka. Podani vakti s DMSO je ptipadné

rozdéleno do vice dnua (178,179).
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2. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace bylo ovétit moznosti uplatnéni kryokonzerva¢nich metod pfi
opatfovani, resp. zpracovani zékladni suroviny pro vyrobu léCivych piipravkti moderni terapie
(LPMT) pfi jejich vlastni vyrob¢ a pfi jejich docasném skladovani v kryokonzervacnim skladu
zdravotnického zatizeni pied jejich pouzitim a zavedeni téchto metod do praxe pracovisté

autorky prace.
Dil¢i cile disertacni prace byly nasledujici:

1. Ov¢tit moznost splnéni limit vyrobcl pro mnozstvi a kvalitu odebranych bunék kostni
dfen¢ pro vyrobu hodnoceného 1é¢ivého pripravku na bazi hMSCs (Cast 1) a mononukledrnich
bun¢k periferni krve pro vyrobu registrovaného 1é€ivého ptipravku, ve druhém piipadé i po

kryokonzervaci (¢ast 2).

2. Ovetit experimentalné moznost provedeni kryokonzervace hodnoceného 1é¢ivého
ptipravku na bazi hMSCs za podminek SVP v ramci schvalené studie EUDRA CT 2016-00926-
21, srovnat parametry kryokonzervovaného piipravku s parametry uvedenymi vyrobcem ve

specifikaci chlazeného (nativniho) pfipravku (¢ast 2).

3. Ovétit vliv odmyti DMSO na klicové parametry rozmrazené suspenze HPC pro

autologni transplantaci (¢ast 3).

4. Navrhnout a v praxi ovéfit vhodny zpiisob skladovani (Cast 4) a transportu zakladni
suroviny pro vyrobu findlnich geneticky modifikovanych pfipravkli moderni terapie na misto
vyroby, doCasného skladovani finalniho produktu pied jeho klinickym pouzitim v podminkach

zdravotnického zafizeni a transportu finalniho produktu na misto jeho pouZiti (ast 5).
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3.METODIKA A MATERIAL

Cast 1 — Opatiovani a kryokonzervace vychozi suroviny pro vyrobu LPMT
Kymriah

3.1.1 Odbér nemobilizovanych mononuklearnich bunék

Na tomto misté¢ uvadim metodiku a vysledky retrospektivni validac¢ni studie procest
odbéru a kryokonzervace nemobilizovanych mononuklearnich bun¢k periferni krve, ktera byla
nezbytnou podminkou ziskani ptislu§ného povoleni od kompetentni autority (SUKL).

Opatfovani vychozich surovin (nemobilizované mononuklearni buiiky) pro vyrobu
LPMT, jejichz specifikace jsou uvedeny nize v Tab. €. 10, bylo provadéno v souladu s pokyny
vyrobce.

3.1.1.1 Soubor nemocnych

Odbér autolognich mononuklearnich bun€k byl proveden na souboru 3 pacientt (2 zeny
a 1 muz) s diagnézou GVHD (n=1) a Sézaryho syndrom (n=2), ve véku 49-61 let (median 50),
u nichz bylo provedeno celkem 5 separaci za Ucelem lécby extrakorporalni fotoferézou.
Vychozi surovina — suspenze mononuklearnich bunék byla opatfena na pfistroji Spectra Optia,
separace bunék byla provedena na Separatorovém centru I'V. Interni hematologické kliniky FN
HK. Vzhledem k pozadavkim SUKL (180) predlozit 3 validagni $arze byla zhodnocena data

na souboru dat z 5 separaci provedenych u 3 pacientil.

3.1.1.2 Spektrum provedenych vySetieni

Odbér vzorkli na vySetfeni byl proveden dle pozadavkii vyrobce a v souladu

s doporucenimi EBMT (139) a EDQM, verze 4 (138) pted piidanim fyziologického roztoku

k vyseparované suspenzi. Pozadavky EBMT (139) a EDQM — verze 4 (138) na specifikace

vychozi suroviny jsou uvedeny v Tab. €. 10 a jsou transponovény do vnitiniho ptedpisu
tkanového zatizeni SPEC_E 001 Specifikace produktl bunécné terapie. Provedena vySetieni:

= Krevni obraz v¢. diferencidlniho rozpoctu leukocyti byl stanoven na automatickém

hematologickém analyzatoru Sysmex XN3000 (Sysmex, Japonsko) (provadi Laboratof

IV. Interni hematologické kliniky FN HK).
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* Procento CD3" zleukocytl a stanoveni zivotaschopnosti bunék bylo provedeno na
priutokovém cytometru FC Navios Ex (Beckman Coulter, USA) a analyzovano pomoci
softwaru Kaluza 2.0 (Beckman Coulter, USA) (provadi UKIA FN HK).

= VysSetieni na sterilitu bylo provedeno v automatickém kultivacnim systému Bactalert
(typ BTA 3D 240, SW verze B50, BioMérieux, Francie) (provadi UKM FN HK) dle
metody Institutu Paula Erlicha, kterd odpovida zkousce na sterilitu alternativni metodou

dle Ceského 1ékopisu (CL) 5.1.6. (181).

Tab. €. 10: Specifikace odebrané vychozi suroviny (138,139).

Parametr Pozadované minimalni hodnoty
Pocet CD3" bunék >1x10° CD3*
Celkovy pocet jadernych bunék (TNC) >2x10°
% CD3" z TNC 23 %

3.1.2 Zpracovani a kryokonzervace suspenze mononuklearnich bunék

Pouzity material a reagencie
= Rukavice sterilni (Hartman, Némecko)
» Rouska sterilni (Panep, s.r.o., CR)
= Stiikacky 5 ml steril. (B Braun, Némecko)
= Stiikacky 50 ml steril. (B Braun, Némecko)
* Trn s filtrem Mini-Spike (B Braun, Némecko)
= Jehly sterilni (B Braun Némecko)
= Vak na konzervaci bun¢k CryoMACS Freezing Bag 500 (Miltenyi Biotec, Némecko)
= 20% lidsky sérovy albumin / Albutein, registrace SUKL (Grifols, Spanélsko)
= DMSO (WAK Chemie GmbH, Némecko), CE certifikat
= 10 % hydroxyethylskrob Voluven (Fresenius Kabi, GmbH, Némecko), CE certifikat
= Spojovaci hadi¢ka Mediform (Baxter Health Care, Svycarsko)
= Trn (Baxter Health Care, Svycarsko)
= Kryozkumavka NUNC (ThermoFisher, Dansko)
= Mikrozkumavka sterilni 2 ml (Sarstedt AG & Co, Némecko)
= Sacek Steriking steril. 205 x 300 mm
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= Sacek Steriking steril. 250 x 400 mm
= Pean sterilni

= Nuzky sterilni

Pristrojové vybaveni
= Laminarni box Herasafe (Thermo Scientific, USA)
» Svéfecka obalti Dental-X (Dentalex, s.r.0., CR)
= Svéfecka EVA vaki (HAWO GmbH, Némecko)
= Tavicka hadi¢ek MacoSeal Twin EVA (MacoPharma, Francie)
» Programovatelné zmrazovaci zatfizeni Planer (Planer Biomed, Anglie)
= Pocitac Castic (Denwel, Némecko)

= Kryokontejner MVE (Chart, Industries, Inc., USA)

Postup

Vychozi suspenze odebranych mononuklearnich bun¢k byla dle vnitiniho ptredpisu Tkéanové
ustiedny (SPP L 003 Zpracovani autolognich perifernich mononuklearnich bunék pro vyrobu
lé¢ivého piipravku moderni terapie Kymriah) rozplnéna do dil¢ich kryovak a smisena
s kryoprotektivnim roztokem v poméru 1:1 tak, aby finalni koncentrace produktu obsahovala
10 % DMSO, 5 % hydroxyethylskrob a 5% lidsky sérovy albumin. Vyrobené kryovaky byly
oznaceny Stitkem v souladu se standardy ISBT-128 (182) (Obr. €. 8).

7ok (] =)
gran €201122000001 S T 100 mL (approx. 5 mL ACD-A,
L0 Product: S3943 10% DMSOQ, 5% HES, 2% HSA)
MNC, APHERESIS, Cryo, For futher

Cryopreservation date: 2022-04-01
Storage temperature < -150 °C
Expiry date: 2024-04-01

processing
Donor: Jan Novak
Donor ID: 123456/789

Date of birth: 3.5.1982 00A DO NOT IRRADIATE

SEC CZ000426360621JN00001 3", ”°T,U$|'_5| '-EU;:‘-'TF;{EDECTI;N,:’ILT’ER

A00S394300A 20240401 niversity Hospital Hradec Kralove
EU TE Code CZ000426

For autologous use only

Obr. ¢. 8: Vzor stitku pro oznaceni kryokonzervovanych mononuklearnich bunék pro vyrobu
LPMT.

Vaky uzaviené do kazet byly spolu s kontrolnimi zmrazovacimi ampulemi vlozZeny do

piistroje s kontrolovanym zmrazovanim Planer, kde byly zmrazeny rychlosti 1 °C/min do
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—90 °C a dale pak rychlosti 5 °C/min do —150 °C. Po skonceni zmrazovaciho programu byly
zmrazené vaky vparach dusiku pfeneseny do kryoskladu, kde byly uskladnény
v kryokontejneru pfi teplotach -175 °C az -195 °C s alarmovou hodnotou nastavenou na teplotu

-160 °C.

3.1.3. Retrospektivni studie kryokonzervace nemobilizovanych mononuklearnich bunék
periferni krve

3.1.3.1 Soubor darci a metodika

Zhodnoceni procesu kryokonzervace nemobilizovanych mononukledrnich bunék
(Ilymfocytt darce) urcenych k podani u pacientti po alogenni transplantaci k navozeni fizené
reakce Sté€pu proti nadoru. Validace byla provedena na odbérech od 16 darct (9 Zzen a 7 muzi),
vek pramér 40 let (21-68). Zemé puivodu bunék byla CR, nebo staty EU (n=14) a téeti zemé
(n=2). Cilem bylo porovnat parametry v odebrané suspenzi s parametry v kryokonzervované
suspenzi (koncentrace jadernych bun¢k, procento mononuklearnich bun¢k, Zivotaschopnost a
celkovy pocet vitalnich CD3" buné&k). Na zakladé vysledki jsme stanovili vyt&€Znost (recovery)

vitalnich jadernych, mononuklearnich a CD3" bunék dle nasledujiciho vztahu (148,183):

parametr x Zivotaschopnost post — procesu
Recovery = — x 100
parametr x Zivotaschopnost pre — procesu

Pozadavky na specifikaci kryokonzervované vychozi suroviny jsou uvedeny v Tab. €. 11.

Tab. €. 11: Specifikace kryokonzervované vychozi suroviny

Parametr Pozadované minimalni hodnoty
Koncentrace leukocytti (WBC) 1 x 10%/ml
Sterilita sterilni
Pocet kryokonzervovanych vaki/1 pacient max 10*

*Pozn.: Maximalni pocet 10 vakl je ur€en vyrobcem. Minimalni pocet vakl neni definovan (zavisi na

objemu separované suspenze).
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Cast 2 — Prospektivni studie kryokonzervace hodnoceného LPMT na bazi hMSCs
v podminkach SVP

3.2.1 Parametry Kklinické studie a soubor pacienti/darcua

V druhé ¢asti disertacni préace, ktera probéhla v ramci klinické studie EUDRA CT 2016-00926-
21, podpofené grantem TACR, jsme se zaméfili na sestaveni optimalniho protokolu pro
kryokonzervaci hMSCs. Buiky byly vykultivovany u smluvniho vyrobce Bioinova, a.s. ze
suspenze bun¢k kostni diené odebrané pacientim/darcim na Ortopedické klinice FN HK. Do
studie byli na zéklad¢ ptesnych zatazovacich kritérii vybrani pacienti podstupujici opakovanou
vymeénu kycelniho kloubu, u nichz ptedchozi operace neptinesla efektivni zlepSeni. VSichni
darci vyhovéli v sérologickych testech predepsanych vyhlaskou MZ CR &. 422/2008 Sb.
v platném znéni. Schéma provedeni klinické studie, v¢. vlastni experimentélni ¢asti je uvedeno
na Obr. €. 9. Z odebrané kostni dien¢ byly vykultivovany hMSCs (Bioinova, a.s., Praha) jako
1écivy pripravek moderni terapie. Po 3 — 4 tydnech kultivace byly buiiky transportovany zpét
do FN HK a aplikovany v podobé absorbovatelného prouzku v rdmci opera¢niho vykonu
s cilem efektivni regenerace a piihojeni. Cést vykultivovanych bunék byla dale predana do
Laboratote buné¢né terapie Tkanové usttedny FN HK, kde byl kryokonzervaci vyroben novy
LPMT. Pied samotnym odbérem byli pacienti sezndmeni s cili klinické studie a také s pouzitim
casti hMSCs pro experimentalni ucely formou informovaného souhlasu. Vzhledem
k nakladnosti celé studie a k pfisnym kritériim z hlediska vybéru darcti vhodnych do zatazeni

do studie, byl experiment proveden pouze na souboru Sesti darc.

Odbér kostni Kontrola kvality vychozi suroviny »
diené - KO+dif., CFU-GM, sterilita

$

Kultivace in vitro
Bioinova, a. s.

Kryokonzervace

LPMT I

‘ c Kryokonzervace, TU ‘» LPMT II

Klinicka aplikace

Obr. €. 9: Schéma experimentu kultivace a kryokonzervace hMSCs.
Soubor pacienti/darct: 6 (3 muzi, 3 Zeny).

Vek: 18-73 let, median: 63,5.
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Ve vsech piipadech byla provedena kryokonzervace s pouzitim kryoprotektiva DMSO, ve dvou
ptipadech téz s kryoprotektivnim roztokem neobsahujicim DMSO.

3.2.2 Specifikace vychozi suroviny (kostni diefi pro vyrobu LPMT)

V odebrané suspenzi kostni dfené byly stanoveny nasledujici parametry:

= Krevni obraz v¢. diferencidlniho rozpoctu leukocyti - stanoven na automatickém
hematologickém analyzatoru Sysmex XN3000 (Sysmex, Japonsko) (provadi Laboratot
IV. Interni hematologické kliniky FN HK).

= Vysetfeni na sterilitu - provedeno v automatickém kultivaénim systému Bactalert (typ
BTA 3D 240, SW verze B50, BioMérieux, Francie) (provadi UKM FN HK) dle metody
Institutu Paula Erlicha, kterd odpovida zkousce na sterilitu alternativni metodou dle
Ceského 1ékopisu (CL) 5.1.6. (164).

= Test na stanoveni jednotek tvoticich kolonie CFU-GM dle vnitiniho ptfedpisu Tkéanové
ustiedny SPP_F Kultivacni stanoveni progenitorovych bunék krvetvorby vychazejici
z Ceského 1ékopisu — 2.7.28 Stanoveni poétu bunék tvoficich kolonie u lidskych
krvetvornych progenitorovych bunck (181).

= (QOdebrany materidl byl oznacen jedineCnou sekvenci darovani dle platnych

legislativnich pfedpisii (64).

3.2.3 Kultivace a stanoveni CFU-GM
3.2.3.1 Deplece erytrocytii pied stanovenim CFU-GM

Ve vzorcich kostni dien¢ byly odstranény zralé erytrocyty a jejich jaderné prekurzory
za Uucelem usnadnéni a zptesnéni odecitdni hodnocenych kolonii, pfedev§im CFU-GM, které
jsou pii vysoké koncentraci erytrocytll ve vzorku Spatné zfetelné nebo Uplné prekryté. Pti
depleci erytrocytl jsem postupovala dle vnitiniho pfedpisu Tkanové ustfedny ,,SPP F 002
Postup pro odstranéni erytrocytl ze vzorkl kostni diené pted kultivaci progenitorovych bunék

krvetvorby*.

Pouzité materialy a reagencie
= Iscovovo MDM médium s glutaminem (IMDM) (Sigma Aldrich, s.r.o., CR)
* 0,8 % roztok chloridu amonného (NH4Cl) s 0,1 mM EDTA (StemCell™
Technologies, USA)
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Sterilni zkumavky Gama Group 15 ml (Gama Group, a.s., CR)
Sklenéné pipety sterilizované

Pipety Nichipet (Nichryo CO., Ltd., USA)

Spic¢ky s filtrem Nichipet (Nichryo CO., Ltd., USA)

Pristrojové vybaveni

Lamindrni box Herasafe (Thermo Scientific, USA)

Centrifuga Megafuge 1.0 (Thermo Scientific, USA)

BBD Inkubétor COz (Thermo Scientific, USA)

Elektricky pipetovaci nastavec

Lednice Liebherr UKS 1800 (Liebherr Hausgerite, Némecko), 2—4 °C

Laboratorni micha¢ka Vortex (Tool, s.r.0., CR)

Postup:

1.

Do sterilni zkumavky o objemu 15 ml se odmé&fi 1 ml resuspendovaného vzorku kostni
diené a na zkumavce se v mist€ hladiny vyznaci popisovacem ryska. Ke dieni se ptida
5 ml roztoku 0,8 % NH4Cl a obsah se jemn¢ promicha Vortexem.

Zkumavka se ulozi do lednice na 10 minut. Béhem této inkubaéni doby se 1 — 2x
promicha. Poté se zkontroluje, zda je rozlozeni (lyza) erytrocytl Uplné. To znamena, ze
roztok je Cerveny a neni zakaleny zbyvajicimi erytrocyty. Pokud tomu tak neni,
prodlouzi se doba inkubace s roztokem NH4Cl o 5-10 minut a obsah zkumavky se opé&t
promicha.

Po lyze erytrocyti se do zkumavky ptidd 6 ml fediciho média (IMDM) a centrifuguje
se 10 min pii 300 G (1200 ot. /min. na centrifuze Megafuge 1.0).

Odstrani se supernatant, sediment se dikladné resuspenduje v 10 ml IMDM a znovu
centrifuguje 10 min pii 300 G.

Supernatant se opét odstrani, sediment se nafedi IMDM na plvodni objem (tj. 1 ml)
a resuspenduje se.

Takto ptipraveny vzorek se pouzije pro kultiva¢ni stanoveni progenitorovych bunék
v kostni dfeni. Pro vypocet objemu potifebného pro kultivaci se pouzije hodnota poctu

leukocytil v ptivodnim vzorku kostni dfené.
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3.2.3.2

Vlastni kultivace a stanoveni

Pouzité materialy a reagencie

Kultivaéni médium Metho-Cult™ (StemCell™ Technologies, USA)
Iscovovo médium MDM s glutaminem (IMDM) (Sigma Aldrich, s.r.0., CR)
Sterilni zkumavky Gama Group 15 ml (Gama Group, s.r.0., CR)

Pipety Nichipet (Nichryo CO., Ltd., USA)

Spicky s filtrem Nichipet (Nichryo CO., Ltd., USA)

Petriho misky, primér 35 mm (Sigma Aldrich, s.r.o., CR)

Pristrojové vybaveni

Postup
1.

Lamindrni box Herasafe (Thermo Scientific, USA)
BBD Inkubétor COz (Thermo Scientific, USA)

Laboratorni micha¢ka Vortex (Tool, s.r.0., CR)

Pti stanoveni CFU-GM jsem postupovala dle vnitiniho pfedpisu Tkanové ustiedny SPP
F 001 Kultivaéni stanoveni progenitorovych bunék krvetvorby vychazejici z Ceského
lIékopisu — 2.7.28 Stanoveni poc¢tu bunék tvoficich kolonie u lidskych krvetvornych
progenitorovych bun¢k (181). Dle hodnoty leukocytl ve vychozi bunécné suspenzi se
vypocte objem potfebny ke kultivaci. Dvojnasobek vypoctené hodnoty objemu se
napipetuje do 600 pul IMDM a promichd na Vortexu.

Z promichané suspenze se odebere 300 ul a napipetuje do 3 ml kultivaéniho média,
promisime na Vortexu.

Ke kultivaci pouZzijeme 2 Petriho misky, pfi¢emz na kazdou napipetujeme 1,1 ml. Misky
umistime do inkubatoru, kultivujeme v prostiedi 5 % CO», teplotou 37 °C a 95%
relativni vlhkosti 14 dni.

Po 14 dnech kultivace, dle doporuceni vyrobce kultivaéniho média, hodnotime pocty
kolonii CFU-GM na celé Petriho misce. Na zdklad¢ odectenych hodnot vypocitdme

poéty CFU-GM.

3.2.4 Kryokonzervace hMSCs

Kryokonzervaci nativnich hMSCs (ve formé hodnoceného LPMT) vznika novy LPMT,

u n¢hoz bylo tfeba ovéfit, zda se nezménily vlastnosti bun¢k po kryokonzerva¢nim procesu.

Stranka 56 z 130



Ridili jsme se parametry doporu¢enymi vyrobcem nativnich hMSCs (Bioinova, a. s., Praha),

Tab. ¢. 12.

Tab. ¢. 12: Specifikace kryokonzervovanych hMSCs stanovené vyrobcem nativniho LPMT

(Bioinova, a. s.).

Parametr PoZzadované
rozmezi
Objem 1,4—-1,6ml
Pocet bunék 7-13 x 10%/ml
Vitalita 90-100 %
Pfitomnost mykoplazmat Bez mykoplazmat
Sterilita sterilni
Fenotyp hMSCs bun¢k (CD105%, CD73", CD90", HLA-DR~, CD-45", >90 %
CD34")

Zpracovani a kryokonzervace hMSCs byla provedena v Laboratofi bunécné terapie Tkéanové

ustifedny FN HK, v ¢istych prostorach v laminarnim boxu, v tfid¢ Cistoty A s pozadim B za

kontinudlniho méfeni ¢astic, v souladu s evropskymi standardy GMP (122).

3.2.4.1 Kryokonzervace s pouzitim DMSO

Pouzity material a reagencie

DMSO (WAK Chemie GmbH, Némecko), CE certifikat

10 % hydroxyethylskrob Voluven (Fresenius Kabi, GmbH, Némecko), CE certifikat
20 % lidsky sérovy albumin (Grifols, Spanélsko)

Kryozkumavky Nunc 1,8 ml (ThermoFisher, Dansko)

Pipety Nichipet (Nichryo CO., Ltd., USA)

Spicéky s filtrem Nichipet (Nichryo CO., Ltd., USA)

Sterilni kovovy stojan na kryozkumavky

Injekeni stiikacka 5 ml (B Braun, Némecko)

Injek¢i jehla Sterican (B Beaun, Némecko)

Mikrozkumavka sterilni 2 ml (Sarstedt AG & Co, Némecko)
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Pristrojové vybaveni

= Laminarni box MSC Advantage (Trigon plus, s.r.0., CR)

= Programovatelné zmrazovaci zafizeni Planer (Planer Biomed, Anglie)
= Pocitac castic (Denwel, Némecko)

= Kryokontejner CryoCE 10K (TaylorWharton, USA)

Postup kryokonzervace

Vychozi bunéénd suspenze byla v laminarnim boxu smisena s kryoprotektivni smési
sestavajici se z DMSO, 10 % Voluvenu a 20 % lidského sérového albuminu v kryozkumavkach
Nunc v poméru 1:1 tak, ze findlni koncentrace DMSO byla 10 %. Bunky byly zamrazeny
v koncentraci 0,5-1 x 10° /ml (dle dostupného mnoZstvi vychozi suroviny). Po smiseni byla
suspenze pomoci pipety promichdna a rozdélena do kryoampuli o objemu 1,8 ml. Kryoampule
byly pfemistény v termoboxu s mrazenymi gely do kryolaboratofe v tiid€ cistoty C, kde byly
zmrazeny v programovatelném zmrazovacim zafizeni Planer rychlosti rychlosti 1 °C/min do
—90 °C a dale pak 5 °C/min do —150 °C. Poté byly kryokonzervované vzorky v parach dusiku
pfemistény k findlnimu uloZeni v kontejneru ureném pro skladovani v parach kapalného
dusiku CryoCE 10K. Jedné se kontejner s automatickym dopliovanim dusiku a kontinudlnim

monitoringem teplot. Skladovaci teplota se pohybovala v rozmezi —190 °C az —194 °C.

3.2.4.2 Kryokonzervace s médiem Biofreeze

Pouzity material a reagencie

= Biofreeze (Biochrom, Némecko)

= Hartmaniv roztok (Baxter Czech, s r.0., CR)

» Kryozkumavky Nunc 1,8 ml (ThermoFisher, Dansko)
= Pipety Nichipet, (Nichryo CO., Ltd., USA)

= Spicky s filtrem Nichipet, (Nichryo CO., Ltd., USA)
= Sterilni kovovy stojan na kryozkumavky

= Injekeni stiikacka 5 ml (B Braun, Némecko)

= Injek¢i jehla Sterican (B Beaun, Némecko)
Pristrojové vybaveni

= Laminarni box MSC Advantage (Trigon plus, s.r.0., CR)

= Programovatelné zmrazovaci zafizeni Planer (Planer Biomed, Anglie)
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= Pocitac castic (Denwel, Némecko)
= Kryokontejner CryoCE 10K (TaylorWharton, USA)
= Centrifuga (Thermo Fisher Scientific, USA)

Postup kryokonzervace

Vychozi bunécnd suspenze byla centrifugovana pii 1200 ot. /5 min, poté byl odsat
supernatant. Buiky byly dale resuspendovany v 1 ml Hartmanova roztoku a opét
centrifugovany pii 1200 ot. /5 min. Po odsati prebytecného supernatantu byla suspenze
nafedéna v poméru 1:9 kryokonzervaénim médiem Biofreeze a rozplnéna do kryoampuli
o objemu 1,8 ml. Buiiky byly zamrazeny v koncentraci 0,5 x 10° /ml v programovatelném
zmrazovacim zafizeni Planer rychlosti rychlosti 1 °C/min do -90 °C a dale pak 5 °C/min do
—150 °C. Poté byly kryokonzervované vzorky v pardch dusiku pfemistény k findlnimu uloZeni
v kontejneru ureném pro skladovani v pardch kapalného dusiku CryoCE 10K. Jednd se
kontejner s automatickym dopliiovanim dusiku a kontinudlnim monitoringem teplot.

Skladovaci teplota se pohybovala v rozmezi —190 °C az —194 °C.

3.2.5 Rozmrazeni vzorkua hMSCs

Po vyjmuti kryoampuli z hlubokomraziciho kontejneru a jejich rozmrazeni ve vodni
lazni temperované na 37 °C byly bunky podrobeny dal§im testim (Tab. ¢. 12). Primérna doba
skladovani vzorkt byla 128 dni (25-413). Minimalni doba skladovani pro ovéteni vlastnosti

kryokonzervovanych vzork byla stanovena na min. 24 hod od probéhlé kryokonzervace.

3.2.6 Ovéreni poctu a vitality bunék trypanovou modri

Pouzity material a reagencie

= Trypanova modi (Sigma Aldrich, USA)

= Mikrozkumavka sterilni 2 ml (Sarstedt AG & Co, Némecko)

= Pipeta Biohit, v¢. sterilni §picka (Thermo Fisher Scientific, USA)
= Biirkerova komtirka (BDL, s.r.0., CR)

= Kryci sklicko

Pristrojové vybaveni

= [nverzni mikroskop (Olympus CK40, Japonsko), zvétSeni 40x
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Postup

Bylo smiseno 25 pl bunééné suspenze a 25 ul trypanové modii, smes byla promisena
a inkubovana 5 minut. Poté bylo napipetovano 20 pl do Biirkerovy komurky. Modie zbarvené
bunky byly povazovany za mrtvé, bezbarvé za zivotaschopné. Poc¢et bunék byl hodnocen v 50

¢vercich o rozmérech 0,2 x 0,2 mm s hloubkou 0,1 mm.

3.2.7 Stanoveni fenotypu, Zivotaschopnosti a poctu bunék priitokovou cytometrii

Pouzity material a reagencie

= Znacené monoklondlni protilatky anti CD-105-FITC, anti-CD-73-PE, anti-CD34-PCS5, anti-
CD19-PC7, anti-CD90-APC, anti-CD45-KO (Beckman Coulter, USA nebo Exbio, CR)

= Propidium jodid (Sigma Aldrich, CR)

= 7-AAD (Beckman Coulter, USA)

= DRAQ?7 (Biostatus, Spojené kralovstvi)

= Pipety, Spicky Biohit (Thermo Fisher Scientific, USA)

Pristrojové vybaveni
= Pritokovy cytometr FACS Navios (Beckman Coulter, USA) pouzivajici SW Kaluza, verze
1.2 (Beckman Coulter, USA)

Postup

Fenotypizace hMSCs byla provedena na UKIA FN HK, v kontrolni laboratofi schvalené
SUKLem, na priitokovém cytometru Navios (Beckman Coulter, USA). Pfi vybéru negativnich
a pozitivnich znaki hMSCs bylo postupovano dle autorti Dominici et al., 2006 a Nery et al.,
2013 (43,44). Pocet hMSCs ve vzorku byl stanoven porovnanim poctu bunck s pfidanym
vnitinim standardem (fluorescen¢ni kulicky o zndmé koncentraci). Vitalita bunék byla
zjiStovana prostiednictvim akumulace propidium jodidu apoptickymi buiikami s narusenou
membranou. Bunécéna suspenze byla konjugovana s monoklonalnimi protilatkami a propidium
jodidem, fluorescenénim znacenim 7-AAD nebo DRAQ7. Na Obr. €. 10 je zobrazena strategie

gatovani povrchovych CD znaka.
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Obr. €. 10: Strategie gatovani povrchovych CD znakl

3.2.8 Stanoveni klonogenity

Principem tohoto testu bylo urceni proliferaéni schopnosti bunék tvofit stabilni
populace. Snazili jsme se urcit pomér Kcru-r mezi poctem kolonii a shlukti (clusterd), pficemz

za shluky jsou povazovany nesouvislé kolonie majici méné nez 50 bunck.

K _ kolonie
CFU-F kolonie+shluky

Vysledna hodnota Kcru-r > 0,5 znaci vétsi pocet kolonii nez klastrti (normalni proliferace),
zatimco hodnota Kcru-r £ 0,5 pod znamen4, Ze buiiky tvoii vice clustery nez kolonie, tedy méné
stabilni populaci. Test na klonogenitu byl uréen pouze u prvnich 2 pacientii vhledem
k nedostatku vykultivovanych bunék (nativni hMSCs ziskané kultivaci z kostni dfen¢ byly beze
zbytku aplikovany pacientovi).

Pouzité materialy a reagencie

= Dulbeccotv fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok (D-PBS) (P-LAB a.s., CR)

= 0,25% trypsin (Sigma Aldrich, s.r.0., CR)

= 4% kyselina octova (Sigma Aldrich, s.r.o0., CR)

» Kultivaéni lahve, 75 cm?, s hustotou 6,25 x 10° bun&k/cm? (Sarstedt AG & Co, Némecko)
= Kultivacni médium a-MEM (Gibco, USA)
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= 10% fetélni teleci sérum (Sarstedt AG & Co, Némecko)

= Fibroblastovy rastovy faktor (FGF) (Peprotech, USA)

= 70% Methanol (Lach-ner, s.r.o., CR)

= Krystalové violet' (Penta, s.r.o., CR)

= Deionizovand voda

= Centrifugacni zkumavka 50 ml (Sarstedt AG & Co, Némecko)
= Mikrozkumavky (Sarstedt AG & Co, Némecko)

= Pipety v¢€. filtru (Gilson, USA)

Pristrojové vybaveni

» Inkubator CO; ((BBD Herasafe, USA)

= Inverzni mikroskop (Olympus CK40, Japonsko)
= Centrifuga (Thermo Fisher Scientific, USA)

= (Chladnicka 4-8 °C

Postup

Postupovali jsme dle metody popsané Prockopem et al., 2008 (131). Po rozmrazeni
kryokonzervovanych vzorki ve vodni lazni jsme pomoci centrifugace a promyti v PBS odmyli
kryoprotektivum a buiiky byly resuspendovany v PBS a nasazeny do kultiva¢ni lahve. Buiiky
byly kultivovany pii 37 °C s 5 % COz v kultivaénim médiu a-MEM s ptidavkem FGF. Rust
bun¢k byl pribéZzné kontrolovan pod inverznim mikroskopem. Pfi dosaZeni cca 80 %
konfluence byla provedena pasaz bunck a bunky z kazdé pasaze byly testovany na klonogenitu.
Pro test klonogenity v kazdé pasazi byly pouzity specialni 6ti jamkové desticky pro kultivaci
buné¢k. Na kazdou kultiva¢ni misku bylo nasazeno 100 bunégk, které byly dale kultivovany po
dobu 2-3 tydni postupem viz vyse a poté byly fixovany. Pro fixaci bun¢k bylo smiseno 140 ml
methanolu a 2,2 g krystalové violeti, objem doplnén na 200 ml deionizovanou vodou. Z kazdé
kultivaéni misky bylo odsadto médium a buiiky byly promyty v PBS. Poté byl ptidan fixacni
roztok tak, aby bylo rovhomérné pokryto celé dno kultiva¢ni misky. Buiiky byly fixovany po
dobu 30 min, poté byl fixacni roztok odsat a nasledoval oplach. Do vodni lazn€ jsme piidali
5-10 peci¢ek NaOH a kultivacni desticky jsme dnem vzhlru ponofili do tohoto roztoku.
Obarvené kolonie byly hodnoceny pod inverznim mikroskopem (zvétSeni 40x) a byl urcen
pomér kolonii ku celkovému poctu kolonii a clusterti. Testovani probihalo na Fakulté

vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kréalové.

Stranka 62 z 130



3.2.9 Mikrobiologické testy

3.2.9.1 Test na sterilitu pripravku

Test na sterilitu byl proveden na UKM FN HK v &istych prostorach metodou dle
Ceského 1ékopisu 5.1.6. (181) za vyuziti piistroje pro automatickou detekci mikrobt Bactalert
(typ BTA 3D 240, SW verze B 50, BioM¢érieux, Francie).

3.2.9.2 Test na pritomnost mykoplazmat

Pritomnost pfipadnych mykoplazmat v rozmrazenych vzorcich byla ur¢ena metodou
PCR na UKBD FN HK, kit obsahoval primery pro nasledujici druhy: Mycoplasma sp., M.
fermentans, M. hyorhinis, M. arginini, M. rale, M. salivarium, M. hominis, M. pulmonis, M.
arthritidis, M. bovis, M. pneumoniae, M. pirum, M. capricolum, Acholeplasma sp.

a Spiroplasma sp.

3.2.10 Simulace vyrobniho procesu s pouzitim Zivné pidy (media fill)

Pouzité materialy a reagencie

= 10 % hydroxyethylSkrob Voluven (Fresenius Kabi, GmbH, Némecko), CE certifikat
= 20 % lidsky sérovy albumin (Grifols, Spané&lsko)

* Kryozkumavky Nunc 1,8 ml (ThermoFisher, Dansko)

= Pipety Nichipet (Nichryo CO., Ltd., USA)

= Spicky s filtrem Nichipet (Nichryo CO., Ltd., USA)

= Sterilni kovovy stojan na kryozkumavky

= Injekeni stiikacka 2 a 5 ml (B Braun, Némecko)

= Injek¢i jehly Sterican (B Braun, Némecko)

= Kultivacni médium BacT/ALERT® BPA (aerobic), Biomrieux, Francie

Pristrojové vybaveni

= Laminarni box MSC Advantage (Trigon plus, CR)

= Programovatelné zmrazovaci zafizeni Planer (Planer Biomed, Anglie)
= Pocitac castic (Denwel, Némecko)

= Kryokontejner CryoCE 10K (TaylorWharton, USA)
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Postup kryokonzervace

Pro cely proces kryokonzervace hMSCs s pouzitim DMSO byla provedena simulace
vyrobniho procesu v souladu s VYR-43 (121), kdy z kli¢ovych fazi procesu byly odebrany
vzdy 3 po sobé jdouci kontrolni vzorky, ve kterych byla provedena zkouSka na sterilitu. Jako
zivné médium bylo pouzito médium Bact/Alert pro aerobni mikroby. Schéma simulace

aseptického procesu je na Obr. ¢. 11. Béhem zpracovani byly kontinudlné¢ méfeny ¢astice

(Denwel, Némecko) a také aeroskopie.

1. Rozplnéni a smiseni s kryoprotektivem

T T TT
||

2. Kryokonzervace, programovane zmrazeni

|
3. Skladovani Test na sterilitu

lIIIYIIIJ 0no
4. Odmyti

17 m—

5. Skladovani 24 hodin (operacni stabilita)

Obr. €. 11: Schéma simulace aseptického procesu

3.2.11 Aeroskopie

Pti aeroskopickém stanoveni byl pouzit aecroskop MAS-100 NT (Merck Millipore,
Némecko) s aktivnim nasdvanim a 2 druhy mikrobiologickych agarovych pid (PCA — pro
stanoveni smésné populace baktérii a YGC — pro stanoveni smésné populace plisni) v Petriho

miskéach. Objem vySetfovaného vzorku vzduchu byl 2x 500 litrti pro jeden druh pidy, doba
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nasavani 5 minut. Postupovala jsem dle standardniho opera¢niho postupu pracovisté UKM

SOP_S 004 Kontrola ovdusi.

3.2.12 Analyza rizik vyrobniho procesu

V souladu se zdsadami SVP (121) byla vytvoiena analyza rizik pro cely vyrobni proces

s cilem odhalit ptipadna rizika a nedostatky a zajistit jejich napravu tak, aby nebyla ohrozena
jakost produktu. Analyzu rizik jsem vypracovala s vyuzitim FMEA s cilem nalézt mozné
chyby. Pfi vlastnim sestavovani analyzy jsem posuzovala:

= pravdépodobnost vyskytu vady

= vyznam (dileZzitost) vady

= pravdépodobnost odhaleni vady
Kombinaci téchto tii parametrt jsem stanovila rizikové ¢islo (RPN), kdy jako hrani¢ni hodnotu
jsem zvolila 125. Procesy s hodnotou RPN > 125 jsou povazovany za rizikové. Pro

vyhodnoceni jsem pouzila 10ti bodovou stupnici:

Pravdépodobnost vvskytu vady

1 - vada nepravdépodobnd, v minulosti neznama
2 - velmi nizka pravdépodobnost vyskytu

3 - nizk4 pravdépodobnost vyskytu

4 - mala pravdépodobnost vyskytu

5 - ptilezitostné vyskytujici se chyba

6 - stfedni pravdépodobnost vyskytu

7 -vys$§i pravdépodobnost vyskytu

8 - vysoka pravdépodobnost vyskytu

10 - velmi vysoké pravdépodobnost vyskytu

10 - vada tém¢ef jista

Vvznam (duleZitost) vady

1 — zadny
2 — velmi slaby
3 —slaby
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4 — maly

5 — stfedni

6 — dilezita vada
7 — velky vyznam
8 — extrémni

9 — vazny

10 — velmi vazné riziko

Pravdépodobnost odhaleni vady (u vyrobce)

1 — téméf jistd

2 — velmi vysoka

3 — vysoka
4 — vyssi
5 — stfedni
6 —nizka
7 —slaba

8 — velmi slaba
9 — neznama pravdépodobnost

10 — téméf nemozné odhaleni
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Cast 3 — Retrospektivni studie vlivu odmyvini DMSO na kli¢ové parametry
v suspenzii nemobilizovanych a kryokonzervovanych autolognich perifernich

progenitorovych bunék (HPCs)

Odmyti DMSO po rozmrazeni LPMT je jednou z moznosti, jak omezit vyskyt
nezadoucich reakci u pfijemce kryokonzervovaného ptipravku. V této praci uvadim metodiku,
vysledky a zavéry studie vlivu procesu odmyti na kli¢ové parametry suspenze HPC provedené
u pacienti s vysSim rizikem neptiznivé reakce na DMSO, u nichz hematolog indikoval jeho

odmyti.

3.3.1 Soubor pacientii a metodika

Cilem retrospektivni studie bylo zhodnotit proces odmyvani DMSO v koncentratech
HPCs u souboru pacienti s primarni amyloidézou (n=3), sekunddrni amyloidézou
u mnohocetného myelomu (n = 9) nebo samotnym mnohocetnym myelomem (n = 1) (Tab. €.
13). U vsech pacientii bylo pfed vlastnim podanim provedeno odmyti DMSO. Pozadavky na
zatazovaci kritéria (kompletni dokumentace, inicidlni koncentrace jadernych bunék NC < 400
x 10%/1, zpracovani do 24 hodin od leukaferézy) splnilo 13 pacienti (9 muzii a 4 Zeny)

s prumérnym veékem 58 let (44—70 let) a hmotnosti 80 kg (52—-103 kg).

Tab. €. 13: Soubor pacienti a diagndza.

Pacient .| Vék | Hmotnost o o ,
tislo Pohlavi (roky) (kg) Diagnoza / ditvod odmyti DMSO
1 mu 55 ’1 Mn0h90§tny myelom — sekundarni amyloidéza — suspektni
amyloiddza srdce
2 Zena 61 52 Primarni amyloido6za kostni diené, jater a ledvin
3 muz 48 94 Mnohoc¢etny myelom — alergicka reakce (DMSO)
4 muz 56 91 Mnohgéetny myelom - sekundarni amyloidoza — suspektni
amyloiddza srdce
5 Zena 55 80 Mnohocetny myelom — sekundérni amyloid6za ledvin
6 ena 57 61 Mnoh(?c?tny myelom - sekunddrni amyloid6za — suspektni
amyloiddza srdce
7 muz 69 93 Primérni amyloidoza jater a plic
3 sena 5 58 Mnohgcetny r’nyélom - sekundarpl amyloidoza
gastrointestinalniho traktu a ledvin
muz Mnohoc¢etny myelom - sekundarni amyloid6za — suspektni
9 44 102 L
amyloiddza srdce
muz Mnohocetny myelom — sekundarni amyloid6za duodena a
10 58 84
srdce
muz Mnohoc¢etny myelom - sekundarni amyloid6za
11 66 77 . i
gastrointestindlniho traktu
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12 muz 59 67 Primérni amyloidéza kostni diené a ledvin

Mnohocetny myelom - sekundarni amyloid6za — suspektni

muz
13 70 103 amyloidoza srdce

Pozadovana davka HPCs k aplikaci byla rozdélena do vice dnli. V ramci této studie jsem
u kazdého pacienta vyhodnotila vzdy pouze promyvaci proces provedeny u 100ml kryovaku
s cilem zhodnotit vytéznost (recovery) procesu a posoudit, do jaké miry je dany proces pro
buiiky zatézujici. Na Obr. €. 12 je uvedeno schéma zahrnujici cely proces odbéru HPCs, jejich

transportu do tkanového zatizeni, zpracovani, kryokonzervace, skladovani, rozmrazeni, odmyti

a aplikace.
Ko-dif.
CFU-GM
> Stanoveni CD34" <
Test na sterilitu
Laboratofe
A
. Zpracovani
Odbér Transport Kryokonzervace Rozmrazeni
Separdtorové =¥ 4-8°C T Skladovani ™ Kkontrolnich vzorki,
centrum Tkéhové zafizeni (TZ) 37°C, TZ
A 4
Rozmrazeni
a odmyti
Transplantace Transport |,_| DMSO ve
Transplantaéni oddéleni [€|  4-8 °C vaku, TZ

Obr. €. 12: Schéma znazoriujici cestu HPCs od odbéru az po transplantaci

Z jednoho separacni vaku, obvykle o objemu 154-210 ml se pii zpracovani vytvoii 4 dilci
kryovaky. V této analyze jsou prezentovana data davek NC (jaderné bunky), MNC
(mononuklearni buiiky), CD34" bun&k a CFU-GM vztazenych na kg hmotnosti piijemce, které

jsou obsazeny v 1 vaku o objemu 100 ml pied a po procesu odmyti.

3.3.2 Stanoveni podilu a vitality CD34" bunék

Analyza perifernich progenitorovych bunék byla provedena na UKIA FN HK pomoci
ISHAGE protokolu a byla zalozena na postupném gatovani bunéCnych populaci az
k vyselektovani primitivnich progenitorovych bunék (CD34", CD45" low, s nizkym SS a FS).

Jako dalsi informace bylo stanoveno procento vSech zivych bun¢k (TNC) — buniky s expresi
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CD45" as vysokym SS a FS (tzn. vS§echny leukocyty) a Zivotnost mononukleérni frakce (MNC),
coz jsou buniky s expresi CD45+ a nizkym FS — jde o frakce, kde se kmenové buiiky vyskytuji.

3.3.3 Stanoveni krevniho obrazu a diferencidlniho poc¢tu leukocyti

Stanoveni bylo provedeno v Laboratofi IV. Interni hematologické kliniky FN HK viz
kapitola 3.1.2. Hodnoty NC a MNC byly odecteny z vysledkii krevniho obrazu a diferencialniho

rozpoctu leukocytil.

3.3.4 Stanoveni CFU-GM

Stanoveni CFU-GM bylo provedeno dle Ceského lékopisu viz bod 2.7.28. (181)

v Laboratofi tkanovych kultur Tkanové ustredny.

3.3.5 Stimulace bunék, leukaferéza, piipravny reZim pred autologni transplantaci

Separace a sbér HPCs byla provedena leukaferézou po mobilizaci Cyklofosfamidem
2,5 g/m? a G-CSF 10 pg/kg/den (od 5. dne mobiliza¢ni chemoterapie) na separatoru Cobe
Spectra nebo Spectra Optia (Terumo BCT, USA). Jako ptipravny rezim pied transplantaci byl
podan Melphalan v ddvce 140 nebo 200 mg/m?.

3.3.6 Zpracovani a kryokonzervace HPCs

Pouzity material a reagencie
= Rukavice sterilni (Hartman, Némecko)
= Rouska sterilni (Panep, s.r.o., CR)
= Stiikacky 5 ml steril. (B Braun, Némecko)
= Stiikacky 50 ml steril. (B Braun, Némecko)
= Jehly sterilni (B Braun, Némecko)
= Vak na konzervaci bun¢k CryoMACS Freezing Bag 500 (Miltenyi Biotec, Némecko)
= 20% lidsky sérovy albumin / Albutein, registrace SUKL (Grifols, Spanélsko)
= DMSO (WAK Chemie GmbH, Némecko), CE certifikat
= 10 % hydroxyethylskrob Voluven (Fresenius Kabi, GmbH, Némecko), CE certifikat
=  Kryozkumavka NUNC (ThermoFisher, Dansko)
= Mikrozkumavka sterilni 2 ml (Sarstedt AG & Co, Némecko)
= Sécek Steriking steril. 205 x 300 mm
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= Sacek Steriking steril. 250 x 400 mm
= Pean sterilni

= Nuzky sterilni

Pristrojové vybaveni
= Laminarni box Herasafe (Thermo Scientific, USA)
» Svéfecka obalti Dental-X (Dentalex, s.r.0., CR)
= Svéfecka EVA vaki (HAWO GmbH, Némecko)
= Tavicka hadi¢ek MacoSeal Twin EVA (MacoPharma, Francie)
» Programovatelné zmrazovaci zatfizeni Planer (Planer Biomed, Anglie)
= Pocitac Castic (Denwel, Némecko)

= Kryokontejner MVE (Chart, Industries, Inc., USA)

Postup:

Vychozi koncentrat perifernich progenitorovych bunék byl zpracovan dle vnitiniho ptedpisu
Tkanové usttedny (SPP D 001 Pfijem a zpracovani hematopoetickych a mononuklearnich
buné¢k). Odebrand suspenze byla zpracovana v prostfedi tf. A/B, rozplnéna do dil¢ich kryovakt
a smisena s kryoprotektivnim roztokem v poméru 1:1 tak, aby findlni koncentrace produktu
obsahovala 10 % DMSO, 5 % hydroxyethylskrob a 5% lidsky sérovy albumin. Vyrobené
kryovaky byly oznaceny Stitkem. Vaky uzaviené do kazet byly spolu s kontrolnimi
zmrazovacimi ampulemi vloZeny do pfistroje s kontrolovanym zmrazovanim Planer, kde byly
zmrazeny rychlosti 1 °C/min do -90°C a déile pak rychlosti 5°C/min do
—150 °C. Po skonéeni zmrazovaciho programu byly zmrazené vaky v parach dusiku pfeneseny
do kryoskladu, kde byly uskladnény v kryokontejneru pii teplotach —175 °C az —195 °C

s alarmovou hodnotou nastavenou na —160 °C.

3.3.7 Statistické metody

Diléi procesy zpracovani jsem zhodnotila pomoci celkového poctu Zivotaschopnych
NC, MNC, CD34" a CFU-GM, resp. jejich davek na kg hmotnosti piijemce obsazenych
v jednom 100 ml vaku. Vzhledem k tomu, Ze namétena data nevykazovala normalni rozdéleni,
pro deskriptivni statistiku byly pouzity hodnoty medianu v¢. prvniho a tfetiho kvartilu.
Vzhledem k vicendsobnym porovnanim dat byla pouZzita Bonferroniho korekce hladiny
vyznamnosti alfa. Data byla porovnana pomoci Wilcoxonova testu se znaménkem pfi

korigované hodnot¢ alfa a. = 0,017.
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Pti urceni korelace mezi po¢tem CFU-GM a poctem vitalnich CD buné¢k jsem vychéazela

z Evansovy ptirucky (184).
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4. VYSLEDKY

Cast 1 — Opatiovani a kryokonzervace vychozi suroviny pro vyrobu LPMT
Kymriah
4.1.1 Odbér nemobilizovanych mononuklearnich bunék pro ucely validace

V Tab. ¢. 14 jsou uvedeny vysledné parametry krevniho obrazu, v¢. koncentrace
jadernych bunék (NC/1) a celkovy pocet odebranych jadernych bunek (TNC) v odebrané

suspenzi, na Obr. ¢. 15 pak procento a celkovy pocet CD3" bungk.

Tab. €. 14: Vysledné parametry krevniho obrazu.

Déarce | Pohlavi | Diagnéza | Objem | Koncentrace TNC Splnéni | Potiebny
| NC@aoe’n (10%) Kritéria pocet
odebrane¢ . .
celkového | separaci
suspenze «
I poctu
(m jadernych
bunék
A.V. zena GVHD 140 67,0 938 e ano 1
A.V. zena GVHD 140 67,0 938 e ano 1
H.S. zena Sezary sy 140 53,9 75,4 o ano 1
H.S zena Sezary sy 140 46,8 65,5 o ano 1
P.J. muz Sezary sy 140 198,9 278,5 ano 1

Pozn.: e nutna redukce objemu centrifugaci, kritérium pro TNC > 20x 108 bylo ve v§ech ptipadech
splnéno; NC — jaderné buiiky, TNC — celkovy pocet vitalnich NC
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Tab. & 15: Ovéfeni pozadavki na % CD3" v odebrané suspenzi a celkovy pocet odebranych

CD3" uvedenych ve specifikaci vychozi suroviny v odebraném objemu 140 ml.

Inicialy CD3" Celkovy pocet Splnéni Potiebny
darce (%) CD3* kritéria pocet
(10% celkového separaci
poc¢tu CD3*
AV. 18.3 1716,7 ano 1
AV. 22,0 2063,6 ano 1
H.S. 63,6 4799,9 ano 1
H. S 63,8 4176,4 ano 1
P.J. 72,2 20104,8 ano 1

Pozn.: Kritérium stanovené vyrobcem pro opatfovani zakladni suroviny pro celkovy pocet CD3" vice
nez 1000 x 10° bylo ve vSech pfipadech splnéno

Vsechny odebrané suspenze byly testovany na sterilitu s vysledkem sterilni.

4.1.2 Kryokonzervace nemobilizovanych mononuklearnich bunék pro tucely validace

V Tab. ¢ 16 uvaddim vysledné parametry odbéru nemobilizovanych MNC
a v Tab. ¢. 17 pak vysledné parametry téchto bun€k stanovené z rozmrazenych kontrolnich
vzorkil. V Tab. €. 18 je uvedena vytéznost (recovery) vSech jadernych, mononuklearnich a

CD3" bunék.

Tab. €. 16: Parametry suspenze nemobilizovanych MNC odebranych z periferni krve u 16

darct.
Objem | Koncentrace % MNC Vitalita Vitalita Pocet
(ml) NC (10°/1) NC (%) MNC vitalnich
(%) CD3*
(109
Pramér | 181,70 85,8 94,2 99,6 99,6 7409,1
SD 68,70 36,3 6,4 0,9 0,8 34727
Median | 152,00 75,2 96,4 100,0 100,0 6660,1

Pozn.: NC — jaderné buitkky, MNC — mononuklearni bunky
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Tab. ¢. 17: Parametry kryokonzervované suspenze nemobilizovanych MNC odebranych

z periferni krve u 16 dérct, odhad z rozmrazenych kontrolnich vzorkda.

Objem Koncentrace % MNC Vitalita Vitalita Pocet
(ml) NC (10°1) NC (%) MNC vitalnich
(%) CD3*
(109
Prumér 355,8 37,1 95,2 98,2 98,9 7209,5
SD 139,3 15,2 2,3 0,7 0,5 41539
Median 300,0 34,0 95,7 98,0 99,0 5711,8

Pozn.: NC — jaderné buitkky, MNC — mononuklearni bunky

Tab. & 18: Vyté&znost (recovery) jadernych, mononuklearnich bunék a CD3" bun&k po

rozmrazeni v procentech.

Vitalni NC (%) Vitalnich MNC (%) Vitalni CD3* (%)
Prumér 73,7 72,8 73,2
SD 10,3 10,2 14,3
Median 88,3 87,9 88,6

Pozn.: NC — jaderné bunky, MNC — mononuklearni buiiky

Ve vSech kryokonzervovanych vacich byla potvrzena sterilita.

4.1.3 Vysledky kryokonzervace mononukleiarnich bunék pro vyrobu LPMT Kymriah

Kryokonzervace mononukledrnich buné¢k pro vyrobu tohoto pfipravku byla zatim
provedena u 2 pacientii (2 zeny ve v€ku 74 a 68, s diagnézou C83.3 — B-bunécny lymfom
z velkych bunék). V obou ptipadech spliioval kryokozervovany produkt kritéria stanovena
vyrobcem. LPMT Kymriah byl doCasném skladovani

uspéSné¢ vyroben a po

v kryokonzervaénim skladu Tkanové ustfedny aplikovan piijemctim.
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Cast 2 — Studie kryokonzervace hodnoceného LPMT na bazi hMSCs

Vysledky této casti prace byly jiz publikovany (Jandova M. et al., 2020) (13).

4.2.1 Soubor pacienti

Vsichni pacienti/darci vyhovéli zatazovacim kritériim klinické studie, zadny nebyl

vyloucen. Béhem odbéru vychozi suroviny, kostni dfené, nedoslo u pacienti k nezddoucim

reakcim ani k pacientl ¢i nezddoucim udalostem.

4.2.2 Parametry odebraného materialu

Vsechny odebrané vzorky vychozi suroviny vyhovély pifedepsanym specifikacim a byly

propustény! pro vyrobu LPMT. Celkovy pocet ziskanych jadernych a mononukledrnich bun&k

a dalsi hematologické parametry ve vzorcich odebrané kostni dfen¢ jsou obsazeny v Tab. €. 19.

Tab. €. 19: Hematologické parametry odebrané kostni diené — vychozi suroviny pro vyrobu

LPMT.
Celkovy | Celkovy Pocet Pocet
Pacient | Pohlavi (Xil;) poée; NC Dzl(:léétx Hematokrit élf:\j]ifl?l,’(c: l;l;‘t]in;ecll:
10310 ml | 10%/10 ml 10'2/1 x 10°/1
1 muz 42 0,824 0,326 0,272 2,5 115,0
2 zena 62 0,638 0,185 0,363 3,7 162,0
3 muz 67 1,258 0,412 0,321 3,1 21,0
4 muz 59 0,766 0,473 0,415 4,5 123,0
5 zena 63 1,343 0,398 0,324 34 76,0
6 zena 73 0,842 0,262 0,322 34 69,0
Pramér 61 0,971 0,343 0,336 3.4 94,3
SD 10,5 0,324 0,106 0,048 0,6 49,5
Median 62,5 0,833 0,362 0,323 3.4 95,5

Pozn.: NC — jaderné bunky, MNC — mononuklearni buiiky

! Propousténi vychozich surovin odpovédnou osobou osobou tkanového zafizeni je terminem danym vyhl.
¢. zakonem €. 296/2008 Sb. a 422/2008 Sb.
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Vysledky testu CFU pro vychozi surovinu jsou uvedeny v tab ¢. 19.-24. Stanoveni bylo

provedeno po tvodni depleci erytrocytii ze vzorkd kostni dien¢.

4.2.3 Stanoveni CFU v odebranych a rozmrazenych kontrolnich vzorcich

V Tab. ¢. 20 jsou uvedeny vysledné hodnoty CFU-GM po kultivaci bun¢k v autologni
kostni dfeni.

Tab. €. 20: Hodnoty CFU-GM odebrané a kryokonzervované autologni kostni dien¢, zakladni

suroviny pro vyrobu LPMT.

Pocet kolonii CFU-GM

Darce Pred Priumér | V 1ml Po Primér | V 1ml*
Cislo zmrazenim vzorku | rozmrazeni vzorku
(x 10%) (x 10%)
KD 1/17 104 86 95 1,98 98 57 78 1,63
KD 2/17 35 23 29 1,85 25 14 19,5 0,62

KD 3/17 144 | 143 | 143,50 8,97 121 118 | 119,50 3,77

KD 4/17 81 56 68,50 2,63 55 52 53,50 1,02

KD 5/17 123 112 | 117,50 8,01 82 80 81 2,70

KD 6/18 103 | 104 | 103,50 4,37 96 97 98 2,04

*po prepocétu na plivodni objem 1 ml
4.2.4 Programované zmrazovani hMSCs

Na obr. ¢. 13 je zobrazeno zmrazovaci zafizeni Planer a vysledny teplotni prib&h
zmrazovani v programovatelném zmrazovacim zatizeni.
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Obr. €. 13: Programovatelné zafizeni Planer a zdznam teplotniho pribéhu zmrazovani

v pfistroji Planer (Planer Biomed, Anglie).

4.2.5 Vitalita a fenotyp rozmrazenych bunék

4.2.5.1 Vysledky s pouzitim DMSO

Vitalita a fenotyp hMSCs pted a po kryokonzervaci médiem obsahujicim DMSO jsou
uvedeny v Tab. ¢. 21 a na obrazku ¢. 14. Vitalita rozmrazenych bunék ovéfena trypanovou
modii dosahovala parametri Cerstvych nekryokonzervovanych bunék (= 90 %) u vSech
6 pacientd. Fenotypova Cistota stanovena prutokovou cytometrii (tj. buiikky s fenotypem
hMSCs: CD105%, CD73", CD90", MHC T, CD147, CD19", CD45", CD34™ > 90 %) (43,44,47)
dosahovala parametrti nativnich bunék v poloving piipadu, u pacienttii 3, 5 a 6 byla fenotypova

Cistota pod 90 %.
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Tab. €. 21: Vitalita a fenotypova cistota bun¢k pied a po kryokonzervaci za pouziti média

obsahujiciho DMSO.

Nativni buiiky Buiiky po kryokonzervaci
. Vitalita (%) Fenotypova Vitalita (%) Fenotypova
Pacient Listota (%) Cistota (%)
FC ™ FC FC ™ FC
1 96 97 99 93 90 98
2 99 100 91 96 97 96
3 96 Z technickych 97 91 Z technickych 67
duvodu duvodu
nestanoveno nestanoveno
4 98 98 98 99 100 90
5 99 98 97 92 91 84
6 98 100 95 89 93 85
Prameér 98 98 97 93 93 88
SD 1,2 1,2 2,6 3,3 3.8 10,2
Median 98 99 96 93 94 87

Pozn.: FC-pritokova cytometrie, TM — barveni trypanovou modii

Na obr. €. 14 uvadime porovnani fenotypovych znaku typickych pro hMSCs u bunék pied a po

kryokonzervaci.
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Obr. ¢. 14: Vysledny fenotyp hMSCs pied a po kryokonzervaci v médiu obsahujicim DMSO

stanoveny prutokovou cytometrii.
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4.2.5.2 Vysledky s pouzitim kryokonzerva¢niho média Biofreeze

U pacienta ¢. 2 byly hMSCs také kryokonzervovany médiem Biofreeze neobsahujicim
DMSO. Z diivodu nedostatecného mnozstvi vychozi bunééné suspenze dostupné k experimentu
nebylo mozno timto médiem otestovat vétsi soubor pacientti. Nicméné prvotni vysledky jsou

slibné vzhledem k vysoké vitalit¢ a fenotypové Cistoté po kryokonzervaci (Tab. €. 22 a Obr. €.
15).

Tab. €. 22: Vitalita and fenotypova Cistota bunék ptred a po kryokonzervaci médiem Biofreeze.

Nativni buiiky Buiiky po kryokonzervaci
Pacient Vitalita [%] Fenotypova Vitalita [%] Fenotypova
Cistota [%] Cistota [%]
FC ™ FC FC ™ FC
2 99 100 91 97 80 97

FC-pritokova cytometrie, TM — barveni trypanovou modii

CD73+ CD90+ CD105+ CD34-

Count
Count
Count

99,90 % 99.92 % T . 99,82% |

e

L o T L S EEITR.
3 3 0

CD34-PC5.5

10 3
o et L CD90 APC CD105- FITC
CD73-PE

Obr. ¢ 15: Vysledny fenotyp hMSCs po kryokonzervaci v médiu Biofreeze stanoveny

prutokovou cytometrii.

4.2.6 Urceni klonogenity

Z divodu nedostatku kryokonzervovaného materidlu pro tento test bylo ovéfeni
klonogenniho potencialu provedeno s kryokonzervovanymi buiikami pouze u prvnich dvou
pacientl. U prvniho pacienta vysledky ukazaly proliferacné stabilni h(MSCs populaci, nebot’ ve
vSech pasazich vysel klonogenni pomér > 0,5. U druhého pacienta byl naopak pomér < 0,5, coz

ukazuje, Ze v tomto pfipadé se tvofily vice klastry nez kolonie. Z divodu pomalého ristu pfi
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kultivaci rozmrazenych hMSCs, jsme provedli o jednu pasaz mén¢€ nez v prvnim piipadée (Obr.

& 16).

Pacient 1 Pacient 2
1.0- 0.4-
e = = 0.3
i 1] _ )
: = 2 -
o - 2 ' =
‘e _— = 0.2- —]
s = S ) —
2 = 2 =
5 = 5 01 =
< = 4 =
- 0.04— -

1 2 3 4 5
Pasaz cislo

Obr. ¢. 16: Vysledky testu pro urceni klonogenniho potencidlu u prvnich dvou pacient

s kryokonzervovanymi hMSCs v médiu s DMSO.

4.2.7 Vysledky mikrobiologického testovani

Bylo prokazéano, ze vSechny vyrobené kryokonzervované produkty LPMT vyhovély

v mikrobiologickych testech na sterilitu a neobsahovaly mykoplazmata.

4.2.8 Vysledky simulace aseptického procesu

Ve vSech kontrolnich vzorcich byla prokazana sterilita a pocet méfenych castic

v prostiedi béhem procesu simulace odpovidal poZzadavkiim GMP.

4.2.9 Analyza rizik vyrobniho procesu

Analyza rizik vyrobniho procesu kryokonzervovanych hMSCs je uvedena v nasledujici
Tab. €. 23. Z uvedenych vysledkii vyplyva, ze nebyla piekrocena hrani¢ni hodnots RPN 125,

navrzené postupy jsou funkéni a nevyzaduji napravna opatieni.
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Tab. €. 23: Analyza rizik pro vyrobu lé¢ivého ptipravku moderni terapie z kryokonzervovanych hMSCs metodou FMEA

Stavajici fizeni

Rizikové

Prvek Mozna vada Mozné nasledky vady | Vyznam Mozné pficiny Vyskyt Stavajici opatieni névrhu - odhalovani Odhalitelnost &slo
vsechny kritické naruseni obalu, kontrola nezavislé posouzeni
Kritické materialy - y . kontaminace produktu 10 neodrZeni 3 N . s P 3 920
materialy -nesterilita , neporusenosti obalu | sterility (ITEST-plus)
skladovacich teplot
CryoSureDMSO Y , e
., . proskoleni pracovniki
nedodrzZeni tvorba krystald, , i et
, o 9 chyba pracovnika 2 Vv pracovnich zadné 1 18
skladovacich explozivita ostupech
podminek P P
Voluven - M , o
nedodren proskoleni pracovnikl
, tvorba krystad 9 chyba pracovnika 2 v pracovnich zadné 1 18
skladovacich ostupech
podminek P P
Albumin humanum,
Hartman(v roztok - proskoleni pracovnikd
nedodrzeni zakal 9 chyba pracovnika 2 v pracovnich zadné 1 18
skladovacich postupech
podminek
Registrované lécivé
pfipravky - (e el o .
I I h k
Pfehlédnuti Pouziti vadné Sarze 9 chyba pracovnika 2 > edovanlvdlf ezltyc poverent prlaclovnl a 1 18
. . upozornéni SUKLu sledovanim
informace SUKLu o
staZzeni ptipravku
mikrobiologické .
Vychozi material: o N kont ychozi , o S4 g
ychoz! r’nav evrla riziko pfi odbéru on amlnacta vyehoz! 9 chyba pracovnika 1 zadné zadné 1 9
kostni dien s v« suroviny
kostni difené
nedostatecné , ,
L , Y , . . | stanovenikrevniho
promiseni kostni proskoleni pracovnik
Yy . _— . , obrazu a
drené s vznik srazenin 7 chyba pracovnika 5 v pracovnich . s 1 35
. diferencidlnicho
antikoagulantem ve postupech Y .
rozpoctu leukocytd
zkumavce
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Pocitani bunék
pomoci trypanové

chybné provedeny
modfi na vstupu

odecet

Kryokonzervace a
skladovani hMSCs

chybna rozvaha ohledné

povéreny pracovnik

Cistoty Citacem

riziko nesterillity

Konfrontace
, Y byl proskol ysledku s vysledk
pracovnik dobfe v Fzros olen v Vy,s edkus vy.s e, ¥
, Ly 7 . 3 odectu pomoci vyrobce nativnich 21
nasledného redéni metodu neovlada X o .
Trypanové modfiv hMSCs (Bioinova,
ramci staze na FVZ s.r.o.)
. . nedodrzeni . Coax
.. e kontaminace odévu, . . - , namatkové stéry z
chyba pfi oblékani " . standardniho pravidelné skoleni v o
, N netésnost kombinézy, e e povrchu kombinézy
ochranného odévu v s . I 7 postupu pro 6 oblékani do Cistych , P 84
.. .. moZné naruseni sterility Y ., pracovnika v rdmci
do Cistych prostor prevlékani do prostor . -
produktu v procesni kvalifikace
Cistych prostor
chybné uvedeni
laminarniho boxu do pracovnik uzivajici
r - neni riziko kontamin , laminarni byl kontrol rili
provozu - neni iziko kontaminace 7 chyba pracovnika 3 :j\ inarni bY ' o tlo a sffa ility 22
zapnuta funkce produktu proskolen v praci s hotového pfipravku
laminarniho pfistrojem
proudéni
. . .. | pravidelna validace
, - - . pravidelnd prventivni Y
neni spustén riziko kontaminace - . s vy pristroje
N 9 selhani techniky 2 udzba pfristroje, vc. . 54
laminarni box produktu . autorizovanou
BTK a elektrorevize )
firmou
neaseptické vybaleni
kritickych materialQ riziko kontaminace, . s - pravidelné skoleni ve
s o . . mozna nesterilita , Y
z primarnich oball poruseni sterility 5 v o 3 standardnich zadné 120
i |écivého pripravku ,
na pracovni plochu produktu pracovnich postupech
laminarniho boxu
zacatek zpracovani
dfive, nei je
prokazana ttida

pravidelné skoleni ve kontrola wstupnich
7 chyba pracovnika standardnich » y VP . 21
produktu , dat z Citace Castic
pracovnich postupech
Castic
chyba v pipetovani . . A . .
. teoretickd koncentrace pravidelna kalibrace | pravidelna kalibrace
(nespravny objem v . . . . . .
v . pfipravku se neshoduje s vada pipety 1 pipet autorizovanou pipet autorizovanou 12
bunééné suspenze v . . .
realitou firmou firmou
kryozkumavce)
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chyba v pipetovani
(nespravny objem

teoreticka koncentrace

Kryokonzervace
hMSCs

oy . ptipravku se neshoduje s chyba pracovnika zadné zadné 10 120
bunééné suspenze v .
realitou
kryozkumavce)
hyb ipetovani Y , . . o ) o
chyba V plp'e oyam riziko posSkozeni bunék pravidelnd kalibrace | pravidelna kalibrace
(nespravny objem . . . . . . .
. nizkymi teplotami (tvorba vada pipety pipet autorizovanou | pipet autorizovanou 2 18
kryoprotektiva v . ] )
krystalk( ledu) firmou firmou
kryozkumavce)
c(:\éls)ar\;\?:{e;cgngl riziko poskozeni bunék
P v . . nizkymi teplotami (tvorba chyba pracovnika Zadné zadné 2 36
kryoprotektiva v .
krystalkd ledu)
kryozkumavce)
velky intrval mezi
smichanim s riziko potkozen pravidelné skoleni ve
kryoprotektivem a p N chyba pracovnika standardnich zadné 3 54
e membrdany bunék ,
zahdjenim pracovnich postupech
zmrazovani
chvbné zvoleny riziko poskozeni pravidelné skoleni ve
v y, , | membrany bunék, snizeni chyba pracovnika standardnich zadné 1 18
program zmrazovani .. . N ,
Zivotnosti bunék pracovnich postupech
L . Y , . . ., | pravidelna validace
preruseni riziko poskozeni pravidelnd prventivni Hstroie
zmrazovaciho membrdny bunék, snizeni selhani techniky udzba pfistroje, vc. P ) ) 1 36
. . N . autorizovanou
programu Zivotnosti bunék BTK a elektrorevize .
firmou
nedodrzeni
teplotniho retézce . Y , . - .
od zmrazovaciho riziko poskozeni pravidelné skoleni ve
Y membrany bunék, snizeni chyba pracovnika standardnich zadné 3 36
zafizeni k finalnimu . ) N ,
. , Zivotnosti bunék pracovnich postupech
uloZeni v teplotach
tekutého dusiku
uloZeni pfipravku do
kontejneru s rychly pokles Zivotnosti v neznalost pravidelné Skolenive
neadekvyatnimi yenly p " , standardnich zadné 1 12
. Case pracovnika ,
teplotnimi pracovnich postupech
podminkami
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Cast 3 — Retrospektivni studie odmyvani DMSO v suspenzi kryokonzervovanych

autolognich mobilizovanych perifernich progenitorovych bunék (HPCs)

4.3.1 Vliv procest kryokonzervace a odmyti DMSO na klicové parametry suspenze HPC
4.3.1.1 Deskriptivni statistika

Zakladni parametry deskriptivni statistiky — medidn, prvni a tfeti kvartil, minimum,
maximum, celkové davky vitadlnich NC, MNC and CD34"/kg hmotnosti pfijemce obsazené
v jednom kryokonzerva¢nim vaku o objemu 100 ml, resp. v 50 ml separované suspenze HPC
pti sbéru, po kryokonzervaci a rozmrazeni a po odmyti DMSO jsou uvedeny v Tab. ¢. 24-26 a

na Obr. ¢. 17-19.

Tab. €. 24: Celkova davka vitalnich jadernych bunék (NC)/kg pfi leukaferéze, po rozmrazeni
a po odmyti DMSO v jednom vaku o objemu 100 ml.

Proces Celkovy podet vitalnich NC [10*]/kg
n=13 Leukaferéza Po rozmrazeni Po odmyti DMSO
Min 1,25 0,84 1,01
Max 5,40 3,94 2,64
Median 2,46 1,79 1,79
1.Q;3.Q) (1,96; 4,01) (1,24; 3,04) (1,37; 2,20)

Pozn.: NC — jaderné bunky

6.00

5.00

4.00

3.00

2.00

1.00

Q.00

Celkovy pocet vitalnich NC x 10%/kg

M leukaferéza [l Po rozmrazeni B Po odmyt DRSO

-

Obr. &. 17. Celkova davka vitalnich NC [10%]/kg hmotnosti piijemce
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Tab. 25: Celkova davka vitadlnich mononukledrnich bunék (MNC) pii leukaferéze, po

rozmrazeni a po odmyti DMSO v jednom vaku o objemu 100 ml.

Proces Celkovy poéet vitalnich MNC [10%]/kg
n=13 Leukaferéza Po rozmrazeni Po odmyti DMSO
Min 0,74 0,85 0,50
Max 3,41 2,73 2,60
Median 1,51 1,40 1,40
(1.Q;3.Q) (0,80; 1,78) (1,01;2,09) (0,87; 1,75)

Pozn.: MNC — mononukledrni bunky

4.00
3.50
3.00
250
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

Celkovy pocet vitdlnich MNC [108]/kg

me

M l=ukaferéza Bl Po rozmrazeni Po odmyti DMS0

Obr. &. 18. Celkova davka vitdlnich MNC [10%]/kg hmotnosti piijemce.

Tab. 26: Celkovy pocet vitalnich CD34" bunék/kg pii leukaferéze, po rozmrazeni a po odmyti
DMSO v jednom vaku o objemu 100 ml.

Proces Celkovy poéet vitalnich CD34" [10]/kg
n=13 Leukaferéza Po rozmrazeni Po odmyti DMSO
Min 1,09 0,93 0,64
Max 10,93 9,86 4,94
Median 3,71 3,88 1,76
(1.Q:;3.Q) (1,64; 6,15) (1,42; 6,84) (1,13; 3,65)
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Celkovy pocet vitdlnich CD34°[10%)/kg

12.00

10.00

M leukaferéza Bl Porozmrazeni [l Po odmyti DMSO

Obr. & 19. Celkova davka vitdlnich CD34" [10°]/kg hmotnosti piijemce.

Zivotaschopnost (vitalita) NC a MNC je uvedena na Obr. &. 20 a &. 21.

Vitalita NC (%)

120

100

Procento
=

20

M L=ukaferéza [l Porozmrazeni B Po odmyt

Obr. & 20: Zivotaschopnost jadernych bunék pii leukaferéze, po rozmrazeni a po odmyti.
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M L=ukaferéza @ Po rozmrazeni B Po odmyt

Obr. 21: Zivotaschopnost MNC pfi sbéru, po rozmrazeni a po odmyti DMSO.

Celkova davka CFU-GM na kg hmotnosti pfijemce je uvedena v Tab. €. 27 a na Obr. €. 22.

Tab. €. 27: Celkova davka CFU-GM/kg pii leukaferéze, po rozmrazeni a po odmyti DMSO

v jednom vaku o objemu 100 ml.

Proces CFU-GM x 10%/kg
n=13 Leukaferéza Po rozmrazeni Po odmyti DMSO
Min 0,87 0,69 0,58
Max 8,88 7,74 7,56
Median 2,97 1,68 1,82
(1.Q:;3.Q) (1,71; 4,05) (1,42;2,91) (1,31; 2,71)
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9.00
8.00
700
6.00
5.00
4.00
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1.00
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Pocet CFU-GM x 10°/kg

M Leukaferéza [l Po rozmrazeni B Po odmyt

Obr. & 22: Celkovy pocet CFU-GM [10°]/kg hmotnosti ptijemce.

4.3.2 Urceni vyznamnosti vlivu procesu zmrazeni/rozmrazeni a odmyti na klicové

parametry HPC

V Tab. €. 28 je jsou uvedeny hodnoty mediant klic¢ovych parametrti pied zmrazenim
a po rozmrazeni. Z vysledkli vyplyva, Zze proces zmrazeni/rozmrazeni signifikantn¢ snizuje
vitalitu vSech jadernych (TNC) i mononuklearnich bun¢k (MNC), davku TNC/kg a CFU-
GM/kg. Davky MNC/kg a CD34" bunék/kg ovlivnény nejsou, procento MNC se vyznamné

zvysuje.

Tab €. 28: Vliv procesu zmrazeni/rozmrazeni na parametry koncentratu autolognich

mobilizovanych HPCs.
Parametr Leukaferéza | Po rozmrazeni | Hodnota P
TNC/kg (10%) 2,46 1,79* 0,0064
Vitalita NC (%) 100 82%* 0,0016
TMNC/kg (10%) 1,51 1,40 0,3636
Vitalita MNC (%) 100 97* 0,0018
MNC (%) 55,60 69,90* 0,0021
CD34"/kg (10°) 3,71 3,88 0,5294
CD34" (%) 1,33 1,63* 0,0144
CFU-GM/kg (10°) 2,97 1,68%* 0,0017

Pozn.: NC — jaderné buiiky, MNC — mononuklearni butiky, *) hvézdi¢ka oznaduje signifikantni rozdil

hodnot naméfenych pfed zmrazenim a po rozmrazeni
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V Tab. €. 29 jsou uvedeny hodnoty medianti klicovych parametri po odmyti DMSO.
Z uvedeného vyplyva, ze samotny proces odmyti vyznamné snizuje vitalitu MNC i procento

CD34" bunék z leukocytt, ostatni parametry vyznamné ovlivnény nejsou.

Tab. ¢ 29: Vliv odmyti DMSO na parametry rozmrazené¢ho koncentratu autolognich

mobilizovanych HPCs.
Parametr Po rozmrazeni | Po odmyti Hodnota P
TNC/kg (10%) 1,79 1,79 0,5761
Vitalita NC (%) 82 78 0,0251
TMNC/kg (10%) 1,40 1,40 0,4017
Vitalita MNC (%) 97 87* 0,0023
MNC (%) 69,90 63,3 0,0806
CD34%/kg (10°) 3,88 1,75 0,0175
CD34" (%) 1,63 0,9%* 0,0017
CFU-GM/kg (10°) 1,68 1,82 0,1327

Pozn.: NC — jaderné buiiky, MNC — mononuklearni bufiky, *) hvézdi¢ka oznacuje signifikantni rozdil
hodnot naméfenych po rozmrazeni a po odmyti

V Tab. ¢. 30 jsou uvedeny hodnoty mediant klicovych parametrti pti porovnani hodnot pfi

leukaferéze a po odmyti DMSO. Cely proces statisticky vyznamné snizuje vitalitu TNC i MNC,
procento CD34" z leukocytl, davku CD34"/kg i davku CFU-GM/kg.
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Tab. €. 30. Vliv celého procesu rozmrazeni — odmyti DMSO na parametry koncentratu

autolognich mobilizovanych HPCs.

Parametr Leukaferéza Po odmyti Hodnota P
TNC/kg (10%) 2,46 1,79 0,0360
Vitalita NC (%) 100 78%* 0,0017
TMNC/kg (10%) 1,51 1,40 0,9442
Vitalita MNC (%) 100 87* 0,0017
MNC (%) 55,60 63,3 0,0359
CD34"/kg (10°) 3,71 1,75% 0,0097
CD34" (%) 1,33 0,9* 0,0030
CFU-GM/kg (10°) 2,97 1,82%* 0,0057

Pozn.: NC — jaderné buiiky, MNC — mononuklearni bufiky, *) hvézdicka oznacuje signifikantni rozdil
hodnot naméfenych pred zmrazenim a po odmyti

4.3.3 Stanoveni CFU-GM a urceni korelace mezi poé¢tem CFU-GM a CD34" bunék

Tab. ¢. 27 ukazuje na urcity pokles v poc¢tu CFU-GM po rozmrazeni a po odmyti. Byla
zjiSténa stiedné silnd korelace (r = 0,763, p = 0,002) mezi poctem CFU-GM a poctem vitalnich
CD34" bunék po procesu kryokonzervace a rozmrazeni (Obr. ¢. 23). Korelace mezi poctem
CFU-GM a vitalnich CD34" bunék po odmyti DMSO byla rovnéz stiedné silna (r = 0,807, p =
0,00341) (obr. ¢. 24).

Korelace CD34" bunék and CFU-GM po rozmrazeni

Pocet CFU-GIM

1] 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Poctet vitalnich CD34* bunék

Obr. &. 23: Korelace CD34" bunék a CFU-GM po kryokonzervaci a rozmrazeni (r = 0.751, p
=0,0031)
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Korelace CD34" bunék and CFU-GM po odmyti DMSO
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Polet vitalnich CD34* bunék

Obr. & 24: Korelace CD34" bunék a CFU-GM po odmyti DMSO

4.3.4 Urceni vytéZnosti (recovery)
4.3.4.1 Vytéznost po kryokonzervaci a rozmrazeni

Tab. €. 31 uvadi vytéZnosti v rozmrazenych kryokonzervovanych 100ml vacich (n =
13). Ve skuping¢ jadernych bunck je median hodnoty vytéznosti (recovery) 86,85 %, zatimco
vytéznost u mononuklearnich bunék se pohybuje okolo 100 %, coz koreluje s pocty CD34"
progenitorovych bunék (Obr. €. 25). Z uvedeného vyplyva, ze mononukledrni a progenitorove

buniky jsou k procesu kryokonzervace méné citlivé nez zralé polymorfonuklearni leukocyty.

Tab. ¢. 31: Hodnoty vytéZznosti procesu kryokonzervace - rozmrazeni, n = 13

Recovery (%)
Parameter Pocéet ;i(t:élm’ch Poéet vitalnich Poéet vitalnich Pocet
MNC CD34" CFU-GM
Minimum 47,43 70,88 76,37 52,29
Maximum 126,27 269,56 131,74 99,49
Median 86,85 106,32 90,18 80,61
(1.Q; 3. Q) (58,43; 82,30) (89,66; 125,96) (86,00; 104,51) (62,16; 87,16)

Pozn.: NC — jaderné bunky, MNC — mononuklearni buiiky
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Obr. &. 25: Vytéznost parametrit HPC po procesu zmrazeni - rozmrazeni.

4.3.4.2 Vytéznost po odmyti DMSO (rozmrazeni-odmyti)

V Tab. ¢. 32 a na Obr. €. 26 je uvedena vytéznost po procesu odmyti DMSO ve srovnani

s po¢tem vitalnich bun¢k v rozmrazenych vzorcich. Dle hodnot vytéznosti jsou progenitorové

buiiky CD34" vice citlivé k procesu odmyti nez ostatni jaderné bufiky.

Tab. €. 32: Hodnoty vytéznosti procesu odmyti DMSO, n = 13

Recovery (%)
Parameter | Pocet vitalnich NC Pocet vitalnich Pocet vitalnich Pocet
MNC CD34" CFU-GM
Minimum 33,25 29,12 17,86 77,23
Maximum 208,45 191,79 141,91 128,73
Median 120,85 104,53 51,49 93,37
(61,1; 154,16) (39,98; 139,27) (40,35; 91,82) (90,86; 97,59)

Pozn.: NC —jaderné bunky, MNC — mononuklearni buiiky
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Obr. ¢&. 26: Vytéznost parametrit HPC po procesu odmyti DMSO.

4.3.4.3 Vytéznost celkového procesu (separace-odmyti)

Tab €. 33 a Obr. €. 27 uvadi hodnoty vytéznosti celkového procesu pii srovnani hodnot

vzorkll ze separace a po odmyti DMSO. Vyslednd data opét potvrzuji relativni odolnost

mononuklearnich bunék, progenitorové CD34" bufiky jsou vice citlivé k procesu odmyti (Tab.

¢. 29) nez k procesu zmrazeni/rozmrazeni (Tab. ¢. 28). Obrazky ¢. 26 a ¢. 27 dokumentuji

velkou individualni variabilitu vysledkti procesu odmyti a celého procesu ve srovnani se

samotnym procesem zmrazeni/rozmrazeni (Obr. €. 25).

Tab. €. 33: Hodnoty vytéznosti celkového procesu, n = 13

Recovery (%)
Parameter | Pocet vitalnich Pocet vitalnich Pocet vitalnich Pocet
NC MNC CD34"* CFU-GM
Minimum 28,13 26,36 23,53 50.31
Maximum 139,83 228,69 118,65 113,81
Median 83,98 98,71 50,96 74,80
(42,62; 95,26) (57,00; 166,4) (35.9; 95,96) (57,92; 85,07)

Pozn.: NC — jaderné bunky, MNC — mononuklearni buiiky
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Obr. ¢&. 27: Vyté€znost parametri HPC po celém procesu zmrazeni - rozmrazeni a odmyti
DMSO
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Cast 4 — Splnéni specidlnich pozadavka na skladovani vychozich surovin pro

vyrobu registrovanych a hodnocenych geneticky modifikovanych pripravki

4.4.1 Skladovani hodnoceného LPMT na bazi kryokonzervovanych hMSCs
v kryoampulich

Na obr. ¢. 28 je zobrazen kryokontejner Taylor Wharton 10K (Taylor Wharton, USA)
s technologii ,,dry-storage®, v némz jsou uloZeny hMSCs, jejichz vyroba je popsana v ¢asti 2
této prace, na Obr. €. 29 je pak teplotni zdznam ze skladovani hotového ptipravku. Pfipravek je
skladovan v parach kapalného dusiku pfti teplotaich —175 °C az —195 °C. Teplota je snimana
pomoci 2 teplotnich ¢idel, kterd jsou umisténa v riznych vyskach, teploty jsou kontinudlné
monitorovany a zaznamendvany. Vnitini vestavba je koncipovana do jednotlivych sloupct
(rdmt, neboli ,,rackd®), které jsou umistény v kovovych kominech, mezi nimiz cirkuluje
kapalny dusik. Jednotlivé vzorky jsou umistény na konkrétnich pozicich v oznacenych
plastovych kryoboxech (10 x 10 pozic). Pfistroj ma funkci automatického dopliovani
kapalného dusiku.

Obr. ¢ 28: Skladovani hodnoceného LPMT na bazi kryokonzervovanych hMSCs
v kryokontejneru Taylor Wharton 10K (Taylor Wharton, USA).
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Obr. ¢. 29: Teplotni pribéh skladovani vzorkli uloZzenych v kryokontejneru Taylor Wharton
10K (Taylor Wharton, USA). Teplota skladovani odpovida pozadavkiim FDA pro LPMT, tzn.,
je nizsi nez -150 °C.

4.4.2 Skladovani vychozich surovin (kryokonzervované mononuklearni buiiky) pro
vyrobu geneticky manipulovanych LPMT a skladovani hotovych LPMT na bazi GMO
Na Obr. €. 30 je kryokontejner, v némz skladujeme vychozi suroviny (mononuklearni buiiky)
pro vyrobu LPMT. Jedna se o star§i typ kontejneru se stimulovanym odparem pomoci
médéného platu. Vzorky jsou skladovany v kryovacich umisténych v kovovych kazetach,
jednotlivé kazety jsou umistény v kovovych ramech, v parach kapalného dusiku pfti teplotach
— 175 °C az —195 °C. Teplota je snimana pomoci 2 teplotnich ¢idel, kterd jsou umisténa

v raznych vyskach, teploty jsou kontinualné monitorovany a zaznamenavany.
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Obr. €. 30: Kryokontejner pro skladovani vychozich surovin (mononukledrni buiky) pro

vyrobu geneticky modifikovanych LPMT MVE 1400 Series (Chart Industries, Inc., USA).

Na Obr. ¢. 31 je kryokontejner LPMT MVE 815P-190-F (Chart Industries, Inc., USA)
s technologii ,,dry-storage* uréeny vyhradné pro skladovani registrovanych nebo hodnocenych
LPMT na bazi GMO propusténych pro klinické pouziti kvalifikovanou osobou vyrobce.
Uspotadani vnitini vestavby zahrnujici pravidlo ,,co rdm, to druh pfipravku® koresponduje
s doporuc¢enymi standardy (151,152). Vzorky jsou skladovéany v parach, pii teplotdch —175 °C
az —195 °C. Teplota je sniména pomoci 2 teplotnich c¢idel, kterd jsou umisténa v riznych
vyskach a teploty jsou kontinudln€ monitorovany a zaznamenavany.

Na Obr. €. 32 je porovnan teplotni priibéh skladovani v kryokontejneru se stimulovanym
odparem pomoci médéného platu a v kontejneru s ,,dry-storage* technologii.

Kryokontejnery urcené pro skladovani hotovych propusténych registrovanych nebo
hodnocenych LPMT je tfeba pravidelné validovat, validace je provadéna autorizovanymi
firmami 1x ro¢né podle pravidel platnych ve vyrobé& 1é¢iv, tzn. pfi striktnim dodrzovani triady:
instalacni kvalifikace, operacni kvalifikace a procesni validace. Na obr. ¢. 33 je nastin teplotni

validace kryokontejneru ur¢eného pro skladovani LPMT.
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Obr. ¢. 31: Kryokontejner urceny pro skladovani propusténych registrovanych nebo
hodnocenych geneticky modifikovanych LPMT MVE 815P-190-F (Chart Industries, Inc.,

USA), vpravo detail ramu vnitini vestavby.
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Obr. &. 32: Teplotni zaznamy pibéhu skladovéani. Vlevo - skladovani v kryokontejneru se
stimulovanym odparem pomoci médéného platu, vpravo — skladovani v kryokontejneru

s technologii ,,dry*.

U kontejneru urc¢eného pro skladovani vychozi suroviny (Obr. €. 30) je dodrzeno doporuceni

EDQM a je nizsi nez -140 °C, u kontejneru pro skladovani LPMT (Obr. €. 31) je dodrzen
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pozadavek FDA a je niz8i nez -150 °C. Pti skladovani hotovych LPMT je vyloucen kontakt

skladovanych vzorki s kapalnou fazi dusiku, jak pozaduji jejich vyrobci.

Obr. ¢. 33: Operacni validace kryokontejneru pro skladovani LPMT autorizovanou firmou.
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Cast 5 — SpInéni specidlnich poZadavki na transport a rozmrazovani
registrovanych a hodnocenych geneticky modifikovanych pripravki moderni

terapie

Transport kryokonzervované vychozi suroviny na misto vyroby, obvykle v zapadni
Evropé nebo v USA, a zpétny transport hotového LPMT do mista pouziti je provaden
v pokrocilych transportnich nddobach ,,dry shipperech* vybavenych telemetrickym sledovanim
teploty béhem transportu. Transport LPMT z mista uloZeni v rdmci nemocnice na ptislusnou
kliniku je provadén v jednodussich ,,dry shipperch® vybavenych ,,dataloggery* pii teploté
skladovani doporucené vyrobcem, teplota béhem transportu musi byt monitorovana. V obou
piipadech jsou k dispozici SW na vyhodnoceni pfipadnych teplotnich odchylek, které se mohly
vyskytnout b&hem transportu. Na Obr. ¢. 34 je transporni nadoba (dry shipper), v které
transportujeme LPMT z kryokonzerva¢niho skladu Tkéanové ustfedny na Transplantaéni
oddéleni IV. Interni hematologické kliniky. Teplotni pribéh transportu je kontinudlné
monitorovan pomoci teplotniho ,,dataloggeru®. Pfipravek je transportovan v parach kapalného
dusiku. Pfed zahajenim transportu se nadoba naplni kapalnym dusikem a tésné pted vloZenim
piipravku se obsah nadoby vylije. Teplotni zaznam transportu je na Obr. &. 35. Sipka oznaduje
moment vlozeni pfipravku do nadoby, kdy teplota v duisledku otevieni nadoby stoupne. Zaznam
na Obr. ¢. 34 ukazuje, Ze je splnén pozadavek FDA a teplota béhem transportu je pod hodnotou
-150°C.

Obr. ¢. 34: Dva ruzné typy nadob ur¢enych pro tranport LPMT v parach kapalného dusiku.
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Obr. ¢&. 35: Teplotni zadznam z transportu LPMT v transportni nadob¢ (dry-shipperu).

Lécivé piipravky moderni terapie, stejn¢ jako minimalné¢ manipulované produkty bunécné
terapie, rozmrazujeme ve vodni l4zni temperované na 37 °C = 1 °C (Obr. €. 36). Po kontrole
identifikacnich udaji ptfipravku se otevie kovovd kazeta, vyjme se kryovak
s kryokonzervovanym LPMT a ponoii se do vodni 14zn€. Vak se nesmi pii rozmrazovani
ohybat. Rozmrazeni probiha na zaklad¢ vizualni kontroly do doby vymizeni ledu. Po ukonceni
rozmrazeni je pomoci niizek otevien sekundarni obal a pfitomna sestra vyjme opatrné primarni
vak a obsah vaku je infundovéan pacientovi. V piipadé podani vice vakii se tyto rozmrazuji
postupné jeden po druhém, vzdy po skonceni podani ptfedchoziho vaku. Jesté pred rozmrazenim
kazdého vaku se provede kontrola, zda udaje na $titku vaku odpovidaji idajim pacienta. Na
rozdil od aplikace minimalné manipulovanych produktl bunécéné terapie se u téchto typt
ptipavki neprovadi kontrola koncentrace bungk, jejich vitality ani kontrola sterility pfipravku.

Rovnéz se neprovadi odmyvani DMSO.
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Obr. ¢&. 36: Rozmrazovani LPMT ve vodni lazni na Transplantacnim oddéleni IV. Interni

hematologické kliniky.

V Tab. ¢. 34 je uvedena analyza rizik pro pfijem a uloZeni 1é¢ivého piipravku, jeho vydej
arozmrazeni. Z uvedenych vysledkii vyplyva, Ze nebyla piekro¢ena hrani¢ni hodnota RPN 125,

navrzené postupy jsou funkéni a nevyzaduji ndpravna opatieni.
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Tab. €. 34: Analyza rizik pro prijem a uloZeni 1é¢ivého pripravku v Tkanovém zarizeni, jeho vydej a nasledné rozmrazeni
pred vlastnim podanim metodou FMEA

A Stavajici
MoZné nisledk Stivajici Fizeni Rizikové
Prvek Mozna vada Y Vyznam  MoZné pri¢iny Vyskyt opati‘eni pro . Odhalitelnost o
vady 8 navrhu - cislo
prevenci z g
odhalovani
Pijem materidlu v T_ranspprtt_n .dry ) Vliv na Jvakost a Poskozeni Kontvrola . Vizidlni
shipper je viditelné bezpecnost 6 . . 1 neporusenosti 1 6
TZ o o béhem piepravy , kontrola
poskozen pripravku nadoby
ID na dry shlpperu . Kontrola udaji Kontrola
se neshoduje s ID . - Chyba na strané e e
. s Riziko zdmény 10 , 1 na piijmu - check | tdajti — check 1 10
dérce/piijemce v vyrobce . .
. list list
dokumentaci
Kazeta s .
. Kontrola udaji .
produktem Riziko zamény 10 Chyba na strané 2 na pHjmu - check | ¥ 2oalni 1 20
viditelng vyrobce list kontrola
poskozena
Priméarni vak - A Poskozeni Kofl,t.mla udaji Vizualni
SV Riziko zdmény 10 N N 2 na piijmu - check 1 20
viditelné poskozen béhem piepravy list kontrola
Uda{? na titku Komplikace pfi N Kontrola udaji o
ptipravku . . . Chyba na strané e Vizualni
. identifikaci 3 . 1 na piijmu - check 1 3
Nahodny vliv nesouhlasi s dérce/piijemce vyrobce st kontrola
dokumentaci
Darcve nevyhoy W | Ohrozeni pacienta Infekce v dobé Kotlyt.rola ddaj Kontrola
v piedepsanych . . 10 N 1 na piijmu - check 1 10
reinfekci odbéru . dokumentace
testech list
Vak neni v RIZI.k 0 Chyba na strané Kovr}‘trola vaku na Vizualni
. mechanického 6 , 5 piijmu - check 1 30
sekundarnim obalu N . vyrobce . kontrola
poskozeni vaku list
Vak nedodéan v Riziko snizeni Chyba na strané VKontrf) fa pfi Vizualni
o N 6 , 1 pievzeti - check 1 6
termoboxu vitality bunék vyrobce st kontrola
Nem, pflto}npo Vliv na Jvakost a Chyba na strané vKontr’ola pii Vigualni
chladici médium bezpecnost 10 . 3 prevzeti - check 1 30
o o vyrobce . kontrola
pfi transportu pripravku list
Nedodrzeni n{:o?it'ﬁf-u Sl?ilcl:k Proskoleni
Lidsky faktor pracovniho Riziko zdmény 10 Lidsky faktor 3 PIy 2 60

postupu pro piijem

list, Skoleni v
SPP

pracovnikt
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5. DISKUSE

5.1 Opatrovani a kryokonzervace vychozi suroviny pro vyrobu LPMT Kymriah

Z pocatku byla vyroba LPMT omezena na mensi vyrobni zafizeni, ale s postupem casu
se prosadil trend vyrobu LPMT centralizovat (18). Je tedy nezbytné nutné, aby ptvod, slozeni
a specifikace LPMT, vyrobni proces, metody kontroly kvality byly sladény mezi regula¢nimi
agenturami a vyrobci LPMT. Problémem je nesourodost v pouzivanych materidlech tiidy
GMP/SVP a dodrzovani zasad SVP v bunéénych a tkanovych bankach, resp. tkanovych
zatizenich uchovavajicich vychozi suroviny, coz vede k nezajisténi konzistence, bezpecnosti
a Cistoty kone¢nych LPMT. Tento problém je jisté z¢asti zpuisoben rozdilymi naroky na systém
jisténi jakosti v tkanovych =zafizenich, resp. rGznou interpretaci existujicich pravidel
obsazenych v direktivach EU v jednotlivych ¢lenskych zemich a striktnim vyzadovanim
aplikace zasad GMP/SVP vyrobci LPMT. Reseni tohoto problému by méla napomoci aplikace
jiz existujicich doporuceni Evropského direktoriatu pro kvalitu 1€¢iv pro jisténi kvality
v tkanovych zatizenich (138), kterd zahrnuji fadu zdsad SVP platnych ve vyrobé 1éciv
(179,185). Dalsim problémem je mnohdy kratsi doba pouzitelnosti produkti bunécné terapie
ve srovnani s jinymi biologickymi latkami, coz €ini tyto produkty obzvlasté¢ nachylnymi
k poskozeni béhem piepravy. Jednim z takovych piikladi je ptipravek Holoclar, kde vyrobce
musi obdrzet biopsie pacienta do 24 hodin a ktery mé pouze 36ti hodinovou trvanlivost (55).
Kryokonzervace vychozi suroviny za podminek SVP je jist€¢ v takovych piipadech vhodnym
feSenim. Alternativou jsou nova média umoziujici prodlouzit skladovatelnost vychozich
surovin v nadnulovych teplotach.

V soucasnosti dominuje manualni vyroba LPMT, ktera se omezuje na maloobjemové
nadoby (ampule, kryovaky malého objemu). Takovy piistup zvysSuje celkové vyrobni naklady
a vede k problémim s kvalitou a konzistenci, v neposledni fadé¢ dostupnosti vyskolenych
pracovniki. Cilem je automatizace vyroby, zajiSténi standardizace a reprodukovatelnosti
vyrobnich procesi a s tim spojené sniZzeni vyrobnich nakladii (60).

Na druhé strané centralizace vyroby vedla u autolognich piipravkid somatobunécné
terapie ke znacnému zvySeni ndkladi spojenych s centralni registraci, takze vysledny pocet
registrovanych piipravki je prekvapiveé maly (Tab €. 5). Navic vzhledem k vysoké cen¢ nebyl
o n¢které z nich z4jem, takze byly nakonec stazeny z trhu. Prikladem uspésné centralizované

vyroby s dlouhodou perspektivou jsou autologni geneticky modifikované LPMT. Jde o terapii
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zalozenou na chimérickych antigennich receptorech T-lymfocyti (CAR-T), ktera predstavuje
novodoby prevratny typ 1é¢by fady hematoonkologickych onemocnéni. Pro odbér a zejména
kryokonzervaci vychozi suroviny (mononuklearni buiiky) pro vyrobu LPMT vyvstavaji
2 zésadni otazky: (1) zda a do jaké miry tyto procesy ovliviiuji vyrobu a ucinnost konec¢ného
produktu CAR-T, (2) jak ovliviiuji nasledné pietrvavani CAR-T v organismu po podané infuzi.
Kryokonzervaéni protokoly pro CAR-T vyuzivaji pomalé kontrolované zmrazovani, jako
kryoprotektivum se nejcastéji pouziva DMSO. Jako sekundarni kryoprotektivum se casto
pouziva hydroxethylskrob (HES) (obvykle v koncentraci do 6 %) a lidsky sérovy albumin
(obvykle do 5 %). Jako dalSi komponenty se pouzivaji roztoky elektrolytl (nejCastéji Plasma-
Lyte A, X-Vivo, Normosol nebo fyziologicky roztok), coz umoziuje snizeni obsahu DMSO na
6,5—-17,5 % (13,148,186,187). V naSem tkadnovém zafizeni vyuzivame pouze CE certifikované
materialy, nebo registrovana 1éCiva, zpracovani probiha v ¢istych prostorach, ve tfide¢ Cistoty A
(laminarni box / stil slaminarnim stropem) spozadim B. Zmrazovani probiha
v programovatelném zatizeni pomalym ochlazovanim, nejprve rychlosti 1 °C/min do —90 °C
a poté rychlosti 5 °C/min do —150 °C, coZ je srovnatelné s jinymi autory (188). Zvoleny
kryokonzervaéni rezim byl odvozen od dlouhodobé pouzivaného protokolu pro konzervaci
lymfocytti darce (189), ktery zajistuje vysokou vitalitu bunék po rozmrazeni i vysokou
vyté€znost mononuklarnich bun&k a CD3" bunék (Tab &. 18). Prvni zkuSenosti s kryokonzervaci
pro vyrobu ukazaly, Ze proces je dobfe nastaven, coz umoznuje uspéSnou naslednou vyrobu
a tim 1 pouzitelnost hotového piipravku. Prvni zkuSenosti rovnéz ukdzaly plnou funkénost
nového vybaveni pro skladovani kryokonzervovanych registrovanych nebo hodnocenych
geneticky manipulovanych LPMT v kryokontejnerech, které jsou pravidelné validované
autorizovanymi firmami, v parach dusiku. Alarmové stavy se ani béhem skladovani, ani béhem
transportu LPMT nevyskytly.

Podatilo se i splnit podminky stanovené povolenim MZP pro zachizeni s GMO, které
bylo naSemu pracovisti vydano. Béhem dalSiho provozu bude nutno skladovaci prostory
a zafizeni rovnéz ve stanovenych intervalech monitorovat na vyskyt GMO molekularne-

biologickymi metodami pomoci specidlné navrzenych primert.

5.2 Kryokonzervace hodnoceného LPMT na bazi hMSCs

V soucasné dobé jsou klinické aplikace neregistrovanych LPMT na bazi kmenovych
bun¢k omezeny na klinicka hodnoceni registrovana EMA, schvalena a kontrolovana ptisluSnym

vnitrostatnim orgdnem (SUKL). To vyzaduje, aby vSechna zafizeni Gcastnici se klinickych

Stranka 107 z 130



hodnoceni vlastnila pfislusna schvaleni pro takové c¢innosti, jako je odbér bunék lidského
puvodu (tkanova zatizeni), sérologické testovani darci (diagnostické laboratoie), vyroba
LPMT (vyrobci LPMT) nebo testovani 1éCivych ptipravka (kontrolni laboratofe). VSechny
manipulace s otevienymi produkty, véetné jejich bakteriologické kontroly, musi byt provadény
ve tiid¢ Cistoty A s pozadim tfidy B, zatimco s uzavienymi vzorky lze manipulovat v prostredi
tiidy Cistoty C (122).

V nasi studii (Eudra CT:2016-000926-21) byla zna¢na variabilita v celkovém mnozstvi
shroméazdénych WBC (0,766 - 1,258 x 10%), kter4 byla také vyjadiena v mononuklearni frakci
(0,262 - 0,473 x 10%) (Tab. &. 19). Tato variabilita nezpiisobila zadné selhani klinické aplikace,
ale vedla ke zna¢nému omezeni poctu bunék dostupnych pro pouziti v experimentech (Tab. ¢.
21 a¢. 22). Z tohoto diivodu jsme mohli provést testovani klonogenity pouze ve dvou ptipadech
a rovmnéz pouze ve 2 ptipadech pouzit kryoprotektivum neobsahujici DMSO (Obr. €. 16).

Silnou strdnkou na$i technologie je wudrzovani vysoké urovné bezpecnosti
kryokonzervovaného produktu, coz je zajiSténo vyhradnim pouzivanim registrovanych 1éka,
zdravotnickych prostredki s certifikditem CE a absenci jakychkoli slozek zivocisného pivodu.
Kvalita aseptické prace beéhem ,,sklizn¢* bun€k a vSech vyrobnich krocich byla také potvrzena
absenci jakychkoli ndlezi nesterility, jak ve shromdzdéném vychozim materidlu, tak
v kryokonzervovaném ATMP, a absenci mykoplazmat v kryokonzervovaném produktu. Dalsi
vyhodou je, Ze jsme mohli pouzit konvencni programovatelné mrazici zatizeni, které chladi
kapalnym dusikem a bylo umisténo do prostiedi ttidy C. To je v kontrastu s tvrzenim nékterych
autorti (190), Ze pro kryokonzervaci LPMT nejsou zafizeni pracujici na bazi vsttikovani par
kapalného dusiku do mrazici komory pfistroje vhodna. NaSe technologie vedla k vyvoji
kryokonzervovanych produktd hMSC, které kvalitativné odpovidaji parametrim 1écivych
ptipravku ziskanych z nativnich (Cerstvych) bunék. Nase vysledky v ptipadech pouziti DMSO
jako kryoprotektiva ukazuji, Ze popsand technologie je vhodna pro produkci LPMT, protoZe
umoziuje buitkdm udrZzovat své fenotypové vlastnosti a zivotaschopnost na standardech
vyhovujicich SVP. Vysledky testovani klonogenity ukazaly snizeni repopulacni potence bun¢k
ve druhé pasaZzi po rozmrazeni, coz by mohlo byt vyrazem vyskytu fenoménu oddalené bunécné
smrti popisované Baustem (141). Piekvapivé vysoka byla i vitalita a Cistota bun¢k pfi pouZiti
kryoprotektiva bez DMSO (Tab. €. 26), tyto vysledky by ovSem bylo nutné potvrdit na vétSim
souboru.

Nekteti autoti uvadéji protichtidné vysledky tykajici se pozitivniho nebo negativniho
imunoznaceni (44). Pfi stanoveni fenotypu jsme vychazeli z faktu, Ze hMSCs musi na svém

bunécném povrchu vykazovat ptitomnost CD-105, CD-73 a CD-90 znakti a musi byt negativni
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pro CD-45, CD-34, CD-14, CD-19 a HLA-DR znaky. Zivotaschopnost po rozmrazeni dosazena
v nasi studii byla srovnatelna s vysledky skupiny Kotobuki et al., 2005 (48).

Nevyhodou nasi prace je nizky pocet pacientli zahrnutych do studie. Nase vysledky vSak
ukazuji, ze je mozné pripravit LPMT s vysoce kvalitnimi parametry a silnym potencidlem pro
pouziti v budoucich klinickych studiich. Dalsi vyzkum by mél byt zaméien na optimalizaci
slozeni média, ve kterém hMSC mohou zUstat stabilni po dobu nejmén¢ 24 hodin po rozmrazeni
a eliminaci DMSO.

Technologie kryokonzervace prezentovana v této praci mize pomoci fesit situace, kdy
pacient neni schopen podstoupit operaci v piesny okamzik, kdy je findlni produkt hMSC
pripraven k aplikaci. Za téchto okolnosti pfedstavuje kryokonzervovany LPMT novy produkt
schopny uchovat jedine¢ny materidl pro opozdénou transplantaci. Klinické pouziti ndmi
vyvinutého ptipravku by v§ak mohlo probihat pouze v rdmci navazujici klinické studie nebo

v rdmci nemocnicni vyjimky pro pouziti neregistroivaného piipravku.

5.3 Odmyvani DMSO v suspenzi kryokonzervovanych autolognich perifernich

kmenovych bunék (HPCs)

U prvnich autolognich transplantaci krvetvornych bunék jest€¢ pied zacatkem
pravidelného hematologického transplanta¢niho programu ve FN HK byl jako kryoprotektivum
pouzivan glycerol (191,192), pozdéji se pieslo na pouziti DMSO a standardné bylo provadéno
jeho odmyti. Od pocatku roku 1994 bylo rutinni odmyvani DMSO zastaveno a fidili jsme se jiz
tehdy v zahrani¢i aplikovanym pravidlem, Ze denni ddvka DMSO na kg hmotnosti piijemce
nemé piesahnout 1 g. Piesto pietrvavaly v CR o jeho klinickém pouziti uréité pochybnosti,
piedevSsim s ohledem na kvalitu produktu (193). Pochybnosti byly odstranény plnym
akceptovanim pouziti DMSO ze strany SUKL vr. 1996. Pokud divka piesahovala
doporucenou hodnotu, byly infuze rozdéleny do n€kolika dni (193).

V soucasné dobé existuji nové trendy, jejichz cilem je bud’ nalézt jiné, stejné Gcinné
kryoprotektivni roztoky, nebo alespon riziko neptiznivych reakci snizit (145). Obecné se uvadi
pravidlo ,,tii R*“ — Replace, Reduce, Remove (144). Jedna se naptiklad o hledani vhodnych
kombinaci s dlouhodobé zndmymi, ovSem samostatné¢ méné ucinnymi, kryoprotektivy jako jsou
ethylenglykol, hydroxycelul6za, sachar6za, maltoza, trehaloza a také nékteré makromolekuly
(dextran, polyvinylpyrrolidon atd.) (134). Pro vlastni odmyvani DMSO po rozmrazeni jsou
k dispozici automatické promyvaci systémy pracujici v uzavieném systému. Ve srovnani

s klasickym ru¢nim odmyvanim DMSO je jejich vyhodou vysoka Zzivotaschopnost
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hematopoetickych bun¢k a minimalni riziko mikrobialni kontaminace. Nevyhodou je vysoka
cena zatizeni (134,169,171,172).

Nase predchozi studie provedené u pacientl s mnohocetnym myelomem, ktefi
podstoupili autologni transplantaci, prokazaly, ze davky DMSO na kg aplikované pii
transplantaci v jsou naprosté vétSing pripad hluboce pod maximalni povolenou denni davkou
(178). Problém predstavuji obcas se vyskytujici Spatn¢ mobilizovatelni pacienti, u nichz je
transplantacni davku nutné délite do dvou po ptipadé vice dnii.

Odmyvani DMSO po rozmrazeni provadime pouze u pacientll se znamym vySS$im
rizikem arytmii, coz jsou piedevSim pacienti s primarni nebo sekundarni amyloidézou
myokardu nebo u pacientll, u nichz hrozi akumulace DMSO v organismu z divodu selhani
ledvin (Tab. 13). To je ditvod, proc¢ za poslednich 5 let bylo na nasem pracovisti odmyto DMSO
pouze u 13 pacientl. Tii pacienti trp€li primérni amyloidézou, 10 pacientli sekundérni
amyloidozou jako komplikace u mnohocetného myelomu. Pouze v jednom ptipadé nebylo
odstranéni DMSO pléanovano a bylo provedeno v naléhavé situaci u pacienta s tézkou nezddouci
reakci po zahdjeni infuze rozmrazené¢ho koncentratu. Potvrdili jsme, ze odstranéni DMSO
promytim bunék vede k vyznamnému poklesu vitality mononuklearnich bunék a davky CD34"
buné¢k na kg hmotnosti pfijemce, coZ je dokladuji Tab. €. 29 a 30 a ze vysledky procesu odmyti
1 celého procesu vykazuji velké individualni rozdily (Obr. €. 26 a 27). SniZeni vitality miize byt
projevem kryokonzervaci vyvolané oddalené bunécné smrti. Nase vysledky potvrzuji, Ze
odmyvani by mélo byt omezeno pouze na indikované ptipady, coZ je v souladu s doporucenim
EDQM, 2019 (138). Podani tohoto produktu nese i dalsi rizika spocivajici v nedokoncenych
testech sterility, jejichz vysledky jsou znamy az po aplikaci piipravku. Toto riziko je ovSem
minimalni, pokud je manipulace s rozmrazenym piipravkem provadeéna ve tfid¢ Cistoty A
s pozadim B (Obr. €. 6).

Nase vysledky recovery procesu zmrazeni — rozmrazeni ve skupingé CD34" jsou
srovnatelné¢ s vysledky skupiny Yang et al., 2005 (183), ktefi stanovili v procesu
zmrazeni/rozmrazeni medidn vytéznosti vitalnich CD34+ bun¢k 66,4 % (36,1-93,6 %) a CFU-

GM 63,0 % (28,6-85,7 %) .

5.4 Skladovani vychozich surovin pro vyrobu LPMT a hotovych registrovanych
nebo hodnocenych LPMT

Pti dodani geneticky modifikovanych LPMT propusténych pro klinické pouziti existuje

moznost jejich kratkodobého skladovani v ,,dry shipperech® kuryrnich spolecnosti a co
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nejrychlejsi aplikace pacientovi. Tento postup vSak s sebou nese riziko znehodnoceni ptipravku
v pripad¢ zjisténi neoCekavané komplikace u piijemce, kterd podani v planovany ¢as vylucuje.
Toto riziko lze vyznamné snizit je-li pfipravek mozno skladovat v kryoskladu zdravotnického
zafizeni, ktery ovSem musi splilovat podminky stanovené vyrobcem LPMT a kompetentnimi
autoritami (viz kapitolal.5). Vzhledem k pozadavku na striktni vylouceni kontaktu kazety
s kryokonzervovanym produktem s kapalnou fazi dusiku, jsme zvolili skladovani v kontejneru
na zéklad¢ dry technologie. Vhodné se nam podafilo vytesit zpisob vnitiniho uspopiadani
v kontejneru, kdy je vyZadovéno, aby kazdy typ ptipravku mél k dispozici vlastni rdm (194).
To ovSem komplikuje skutecnost, ze velikosti kazet od riznych vyrobct se lisi a ramy tak
ncktera pracovisté davaji zhotovovat na miru pro kazdy typ ptipravku zvlast. Problém jsme
vyfesili vyuzitim dalsi zevni kazety ze standardniho skladovaciho systému Taylor Wharton

(USA), do niZ lze vloZit kazety rGznych rozméra.

5.5 Transport a rozmrazovani LPMT

Standardem pro transport pii ultranizkych teplotach je ptenosny ,,dry shipper®, ktery se
plni kapalnym dusikem a tésn¢ pfed samotnym transportem se nadoba vyprazdni. Validaci jsme
oveftili, ze po vyliti kapaliny nadoba drzi teplotu < —150 °C az po dobu 10 dni. PoZzadavky na
teplotu transportu LPMT se 1i$i u jednotlivych vyrobct v rozsahu —120 °C az —150 °C, ptficemz
se pozadavky na teplotu skladovani a transport ptipravku li§i u evropskych a americkych
vyrobett LPMT. Zatimco v EU, v&. Svycarska, postaéi teploty pod -120 °C, ameriéti vyrobci se
fidi poZzadavkem FDA, ktery stanovil maximalni teplotu skladovéani a transportu LPMTna
—150°C a schopnost spoupracujictho pracovisté tyto podminky dodrzet ovétuji
predcertifikacnim auditem. Obrazky €. 31 a €. 32 dokladaji, Ze se ndm podafilo tyto podminky
splnit.

Ackoliv néktera pracovisté vyuZivaji metodu suchého rozmrazovéni pii definované
teplote (158), standardem zatim zlstdva rozmrazovani ve vodni lazni temperované na 37 °C +
1 °C. Lécivé ptipravky jsou rozmrazovany ve dvojobalu (prevence tniku osahu kryovaku do
vodni 14zn€) (195). V naSich podminkach se plné€ osvédcilo vlozeni kryovaku s LPMT do
zevniho sterilniho obalu Steriking (Obr. €. 36) , coz je metoda, kterd byla dlouho pouzivana pfi

rozmrazovani minimaln¢ manipulovanych krvetvornych bun¢k.
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6. ZAVERY

V poslednich péti letech prodé€lalo vyuziti kryokonzervacnich metod ve vyrobé LPMT
rychly rozvoj.

Jesté v letech 20162018 byla kryokonzervace vyzivana predev§im jako pojistka pro
ptipad selhani vyrobniho procesu. Pro dopravu vychozi suroviny do mista vyroby a hotového
ptfipravku na misto pouziti byla preferovana hypotermni konzervace. Kryokonzervace byla
obecné vnimana jako moznd, ale az zbytecné¢ komplikovana varianta. Podobné byly spiSe
vyjimkou kryokonzervované hotové LPMT.

V soucasné dobé¢ jsou kryokonzervované hotové LPMT jiz bézn¢ vyrobci distribuovany
a jsou ocenovany i vyhody kryokonzervace zakladni suroviny umoznujici prodlouzeni jeji
trvanlivosti a roz§ifeni moznosti pldnovani vyroby LPMT

U extrémné drahych LPMT pro CAR-T schvalenych k pouziti v EU teprve v roce 2018
navic predstavuje kryokonzervace vyznamny prostiedek proti jejich znehodnoceni v disledku
zdrzeni transportu nebo neoc¢ekavané indispozice pacienta.

Pro pracovisté provadéjici docasné skladovani kryokonzervovanych hotovych
registrovanych nebo hodnocenych LPMT to ovSem piedstavuje nutnost dosahnout plné

technologické kompatibility s pozadavky jejich vyrobct.

Pti feSeni problematiky jsem splnila dil¢i cile disertacni prace.
6.1 Opatrovani a kryokonzervace vychozi suroviny - pro vyrobu LPMT Kymriah

Samostatn€¢ jsem zpracovavala vychozi suroviny pro vyrobu LPMT, provedla

vyhodnoceni a zpracovala podklady nutné pro schvaleni SUKL.

6.1.1 Zhodnoceni odbéru nemobilizovanych mononuklearnich bunék

Na pfistroji Spectra Optia byla naseparovdna bunéfnd suspenze mononuklearnich
bunék. Ve vsech piipadech postacila jedna separace o objemu 140 ml k dosazeni dostate¢ného
poctu jadernych bunék i % CD3" bunék. S vyjimkou jednoho ptipadu nebylo splnéno
pozadované kritérium vyrobce na inicialni koncentraci jadernych bun¢k. V téchto ptipadech by
bylo nutné separovanou suspenzi pred kryokonzervaci koncentrovat centrifugaci (Tab. ¢. 14).
S touto eventualitou nas standardni pracovni postup pro zpracovani suspenze mononuklearnich

bunék pocita. Vysetteni sterility bylo ve vSech ptipadech s vysledkem: ,,Sterilni‘.
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6.1.2 Zhodnoceni kryokonzervace mononuklearnich bunék

Vysledky potvrzuji tUspéSnost kryokonzervaéniho procesu. Vytéznost vitdlnich
jadernych, mononukledrnich a CD 3+ pozitivnich bunék je pfiblizné 75 % (Tab. €. 18)
a zivotaschopnost (vitalita) po rozmrazeni nad 90 % (Tab. ¢. 17).

Na zékladé vysledkl prospektivni analyzy odebranych koncentrati mononuklearnich
bun¢k a kryokonzervovanych mononuklearnich bunék bylo Tkéanovému zatizeni FN HK
(CZ000426) udéleno povoleni SUKL pro opatiovani mononuklearnich bunék pro vyrobu
LPMT.

6.2 Kryokonzervace hodnoceného LPMT na bazi hMSCs

Samostatné¢ jsem provedla zpracovani a kryokonzervaci hodnoceného lécivého
ptipravku na bazi hMSCs, vyhodnocni parametrdi CFU-GM ve vychozi suroviné — kostni dieni
a samostatné jsem urcila pocet bunék pomoci trypanové modri. Ve spolupraci s kolegy Fakulty
vojenského zdravotnictvi jsem pracovala na stanoveni klonogenity kryokonzervovanych
hMSCs. Samostatné jsem provedla validaci aseptického zpracovani (media fill), v¢. aeroskopie
a mkontinudlniho méteni a vyhodnoceni poctu ¢astic.

V radmci probihajici klinické studie ve spolupréci s Ortopedickou klinikou FN se nam
podatilo Uspésné navrhnout protokol pro kryokonzervaci hMSCs. Zvolenou metodou jsme
doséhli u kryokonzerovanych bunék vysoké Zivotaschopnosti (vitality) pfevysujici v priméru
90 % (primér 93 %) pii stanoveni Zivotaschopnosti pomoci trypanové modie a pritokové
cytometrie. Po rozmrazeni, bufiky odpovidajici fenotypu hMSCs (CD105", CD73", CD90",
MHC I, CDI14°, CD-45 a CD34") dosahovaly zastoupeni > 90 % v polovin¢ ptipadi
(3 pacienti), v ostatnich pfipadech bylo pritokovou cytometrii stanoveno zastoupeni
67 — 85 %. Fenotypové hodnoty byly porovnany s hodnotami v suspenzi cerstvych bunék.
Vysledky povazujeme za uspokojivé. Vzhledem k mozné toxicité pouzitého kryoprotektivniho
roztoku je tieba pted vlastnim poddnim kryoprotektivum odmyt. Nase vysledky by bylo vSem
mozno

Vv praxi vyuzit pouze v radmci navazujici klinické studie.

6.3 Studie Odmyvani DMSO v suspenzi kryokonzervovanych autolognich
perifernich kmenovych bunék (HPCs)

V ramci retrospektivni studie provedené u pacientd indikovanych k autologni

transplantaci perifernimi progenitorovymi builkami jsem vyhodnotila parametry krevniho
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obrazu, vysledky priutokové cytometrie a CFU-GM. U tfady pacientli jsem samostatné provedla
kryokonzervace, v¢. samotného odmyti DMSO. Dospéla jsem k zavéru, ze ve skupiné
jadernych bunék jsou k procesu odmyti DMSO nejcitlivéjsi pravé progenitorové CD34" bufiky,
kdy vytéznost (davka CD347/kg) po odmyti vyznamné klesa. Potvrzuje to fakt, ze indikace
k odmyti by mé¢la byt jen ve vyhranénych piipadech. Dale jsem potvrdila korelaci mezi
hladinou CD34" a CFU-GM v souladu s vysledky védecké prace Yang H. et al., 2005.
Z uvedeného vyplyva, ze pfed samotnym poddnim piipravku by mély byt zndmy zaroven
vysledky CFU-GM, protoze optimélni hladiny CFU-GM jsou podkladem pro uspésné piihojeni

Stépu.

6.4 Skladovani, transport a rozmrazovani registrovanych LPMT

Vysledkem této Casti bylo vypracovani a praktické ovéfeni postupii odpovidajicich
soucasnym narokiim vyrobct geneticky manipulovanych LPMT, coz byla jedna z nezbytnych

podminek zahajeni klinického programu CAR-T terapie ve FN HK.
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