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2. Souhrn 
 

 Disertační práce je zaměřena na uplatnění kryokonzervačních metod při opatřování, 

resp. zpracování základní suroviny pro výrobu léčivých přípravků moderní terapie (LPMT) 

při jejich vlastní výrobě a při jejich dočasném skladování v kryokonzervačním skladu 

zdravotnického zařízení před jejich použitím. Všechny výsledky uvedené v této práci byly 

dosaženy za přísných podmínek stanovených pro výše uvedené činnosti předpisy Evropské 

unie a harmonizovanými právními normami ČR.  

První část je věnována validaci odběru a kryokonzervace výchozí suroviny – 

mononukleárních buněk periferní krve pro výrobu registrovaných LPMT pomocí 

chimérických antigenních receptorů T-lymfocytů (CAR-T). Praktickým výstupem z tohoto 

bylo získání povolení opatřování, zpracování a distribuce mononukleárních buněk pro výrobu 

LPMT a také získání vývozní licence do země místa výroby geneticky manipulovaného 

LPMT.   

V druhé části jsou prezentovány a vyhodnoceny výsledky odběru výchozí suroviny, 

kostní dřeně, pro výrobu hodnoceného LPMT na bázi lidských mezenchymálních stromálních 

buněk (hMSCs) a vývoje kryokonzervačního protokolu pro hodnocený léčivý přípravek 

moderní terapie za podmínek správné výrobní praxe (SVP) jako experimentální část klinické 

studie EUDRA CT č. 2016-000926-21. Protokol byl s úspěchem použit u všech hodnocených 

přípravků vyrobených pro 6 pacientů zapojených do studie a je možné ho využít  

v navazujícím klinickém hodnocení. 

Třetí část se zabývá toxicitou kryoprotektiva dimethylsulfoxidu (DMSO), který se  

v současnosti používá jak při kryokonzervaci výchozích surovin pro výrobu LPMT, tak při 

kryokonzervaci finálních produktů. Jedná se o retrospektivní studii provedenou na souboru 13 

pacientů, u kterých hematolog bezprostředně před podáním indikoval promytí DMSO 

z rozmražené suspenze mobilizovaných autologních kryokonzervovaných periferních 

progenitorových buněk. Tato studie ukazuje, že odstranění DMSO má za následek významně 

sníženou životaschopnost buněk, což naznačuje, že tento proces by měl být prováděn pouze  

u vysoce rizikových pacientů. 

V poslední části práce navrhuji a v praxi ověřuji řešení skladování výchozích surovin 

pro výrobu geneticky modifikovaných přípravků moderní terapie a jejich transportu  

k výrobci, dočasného skladování hotových geneticky modifikovaných přípravků dodávaných 

výrobcem v kryokonzervovaném stavu v podmínkách zdravotnického zařízení a transportu 

těchto přípravků na klinické pracoviště. Naše řešení plně obstálo při certifikačním auditu, což 

byla jedna z podmínek pro zahájení programu CAR-T terapie ve Fakultní nemocnici Hradec 

Králové (FN HK).   
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3. 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 Králové. 
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4. Úvod do problematiky 
 

Léčivé přípravky pro moderní terapii používané v humánní medicíně jsou založeny na 

somatobuněčné, na genové terapii a na tkáňovém inženýrství. Léčivé přípravky moderní 

terapie mají velký potenciál pro léčbu řady progresivních neurologických onemocnění, jako 

jsou např. Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, muskulární dystrofie, a další 

onemocnění (1). V nedávné době zaznamenaly tyto přípravky značný úspěch při léčbě 

hematologických malignit, především maligních lymfomů a mnohočetného myelomu  

s využitím autologních T-lymfocytů, které jsou upraveny pomocí chimérického antigenního 

receptoru (CAR). Na posledním kongresu EBMT (březen 2022) bylo diskutováno rozšíření 

indikací na určité typy leukemií, uvažuje se i o uplatnění těchto přípravků při léčbě solidních 

nádorů typu karcinomu (2,3). Mnohem delší tradici, od 80. let minulého století, má jejich 

úspěšné použití při léčbě popálenin (4–6) a traumat kloubní chrupavky (7). Přehled 

současného stavu problematiky v ČR v kontextu světového vývoje uvádí Kočí et al. (8)  

a Boráň (9,10). 

V České republice byly LPMT poprvé definovány ve vyhlášce č. 228/2004 Sb.  

a zahrnovaly přípravky pro genovou terapii a přípravky pro somatobuněčnou terapii (9). 

Právní a regulatorní rámec pro LPMT v rámci Evropské unie byl ustanoven Evropskou komisí 

v r. 2007 (Nařízení Evropského parlamentu a Evropské rady (ES) č. 1394/2007 o léčivých 

přípravcích pro moderní terapii a o změně směrnice 2001/83/ES a nařízení (ES) č. 726/2004) 

a poprvé aplikován v r. 2008 (1,11–14). V r. 2007 tedy prvně vzešel pojem ,,Léčivý přípravek 

moderní terapie“.  

Cesta LPMT od prvotní ideje po registraci přípravku a jeho uvedení na trh je 

zdlouhavá. Na začátku výzkumu je provedena rešerše mapující současné poznatky vědy, je 

navržen design počátečního experimentu zaměřený na hodnocení parametrů 

charakterizujících komponenty LPMT, jsou navrženy biomarkery pro sledování parametrů 

kvality, je navržena aplikační dávka, jsou vybrány vhodné testy k hodnocení biodistribuce 

přípravku. Následuje preklinické hodnocení, které zahrnuje in vitro a in vivo testy na zvířecím 

modelu. Po získání všech potřebných dat je podána žádost o povolení ke klinickému 

hodnocení. Poté, co LPMT projde potřebnými fázemi klinického hodnocení, je možné získané 

údaje předložit v žádosti o jeho registraci, která je možná pouze centrálně, na evropské úrovni 

u Evropské lékové agentury (EMA). LPMT s platnou registrací na úrovni EMA může být 

běžně podáván pacientům v indikovaných případech ve všech státech EU.  Existuje však také 

možnost aplikace neregistrovaného LPMT ve zdravotnických zařízeních, a to tzv. v rámci 

,,Nemocniční výjimky“ (15).  

Klinický vývoj LPMT naráží na specifické problémy vzhledem k povaze produktu a 

omezené dostupnosti neklinických údajů. Kromě toho může být způsob jejich podávání 

invazivní nebo může vyžadovat speciální vybavení. To s sebou nese další problémy se 

zajištěním kvality. V Tab. č. 1 jsou shrnuty výhody a nevýhody použití LPMT (13). 
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Tab. č. 1: Výhody a nevýhody použití LPMT (13). 

Výhody Nevýhody 

Vysoce personalizovaná terapie Komplexní výroba 

Přímá aplikace infúzí Vysoké počáteční náklady 

Dlouhotrvající efekt Jednorázová léčba 

Řešení komplexních onemocnění Specifické požadavky na regulaci a farmakovigilanci 

Zlepšení kvality života Vysoce specifické požadavky na skladování: krátká 

doba použitelnosti* 

Méně hospitalizací, komorbidit a 

přidružené léčby 

*Tuto nevýhodu by bylo možné odstranit 

kryokonzervací 

 

Výroba LPMT v ČR probíhá dle pokynu SÚKL VYR-43 a schváleného Evropskou 

komisí pro správnou výrobní praxi (67,68). Pravidla se vztahují na všechny registrované  

i hodnocené LPMT a jasně definují požadavky na výrobní prostory, personál, vybavení, 

dokumentaci, výchozí suroviny a materiály pro výrobu, atd. 

Ačkoliv v ČR byly LPMT poprvé definovány v r. 2004, podstatně manipulované 

buněčné přípravky existovaly už před tímto datem a před samotnou regulací v rámci EU 

(2008). Jako příklad lze uvést kultivované lidské epidermální keratinocyty (4,16), které se 

využívaly především k léčbě popálenin ve formě epiteliálních blan na nosičích (17). 

Průkopníky zavedení této metody do léčby popálenin ještě před rokem 1989 byli Kӧnigová z 

Kliniky plastické chirurgie a popálenin v Praze, Veselý a Matoušková z ČSAV (5). 

Kultivované autologní epidermální keratinocyty byly aplikovány ve formě konfluentních blan 

nebo zakotvené na nosičích a aplikovány metodou ,,upside down“ (18,19).  

V první polovině devadesátých let bylo použití autologních kultivovaných 

epidermálních keratinocytů do rutinní léčby popálenin zavedeno rovněž na Popáleninovém 

centru v Brně Bohunicích (20,21) a na Oddělení plastické chirurgie a popálenin v Hradci 

Králové (22,23).  Na tomto programu podpořeném granty IGA MZ ČR a MO ČR se podílela  

i Katedra histologie a embryologie Lékařské fakulty v Hradci Králové. Keratinocyty byly 

používány ve formě suspenze, konfluentní blány i zakotvené na nosiči Laserskin vyvinutém 

italskými autory (17). Běžná byla již tehdy kryokonzervace části meziproduktu 

(primokultury), pro případ selhání kultivace (24). Kromě popálenin byly keratinocyty úspěšně 

použity u dvou případů Lyellova syndromu (25). Tuto práci cituje Kočí et al. (8) jako vůbec 

první klinickou studii provedenou v ČR s léčivým přípravkem moderní terapie. Uvažovalo se 

i o použití alogenních keratinocytů (26) a o použití kompozitních dermoepidermálních štěpů 

(27,28). Po ukončení grantové podpory zájem o použití keratinocytů v ČR poklesl s ohledem 

na jejich vyšší cenu ve srovnání s použitím tehdy standardních biologických krytů, především 

xenogenních (29,30). Po ukončení používání xenogenních krytů v ČR (31) se zájem o použití 

autologních keratinocytů opět zvýšil (32), ale zatím se v ČR neotevřela žádná klinická studie 

orientovaná tímto směrem (8). 

Podobně jako keratinocyty u popáleninových úrazů byly ještě před přijetím nových 

regulačních pravidel často používány kultivované limbální buňky k léčbě traumatických  

i zánětlivých defektů předního epitelu rohovky. V ČR byly tyto buňky připravovány  

v laboratoři 1. LF UK v Praze a VFN Praha, založené Filipcem (33,34). Po ukončení této 

aktivity v důsledku nových regulačních pravidel byl v ČR v rámci klinické studie používán 
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přípravek Holoclar. Po jeho registraci v r. 2015 výrobce přípravku plánoval jeho použití i na 

oční klinice FN HK, k realizaci však nedošlo. Alternativně v současné době dominuje  

v klinické praxi použití amnia, které se do defektu rohovky všívá a trvale se přihojí, zatímco 

buňky předního epitelu po něm migrují, až se vytvoří nový epiteliální kryt (35).    

Ještě většího rozšíření doznalo použití autologních kultivovaných chondrocytů při 

léčbě traumatických defektů chrupavky. Původní metoda Brittbergova spočívala v aplikaci 

suspenze buněk do defektu chrupavky a v jeho překrytí lalokem z periostu (7). Později se 

prosadilo použití chondrocytů zakotvených na různých typech nosičů (36–39). S těmito typy 

přípravků byly dosaženy výrazně lepší klinické výsledky než se suspenzí buněk (37,38). 

Kontrolované klinické studie jednoznačně prokázaly lepší výsledky této metody ve srovnání  

s alternativami, jako je známková plastika či mikrofraktury (39–42), a to i po dlouhodobém, 

až desetiletém sledování od implantace (43). Jedna ze studií sledovala i vliv kryokonzervace 

na fenotyp kultivovaných chondrocytů a prokázala jeho změny (44).   

Využití kultivovaných chondrocytů při léčbě úrazových defektů chrupavky i některých 

ortopedických onemocnění, např. osteochondritis dissecans se dobře rozvíjelo i v ČR. 

Kultivované chondrocyty v suspenzi i zakotvené na nosiči (Tissue-Coll) byly připravovány na 

pracovišti Tkáňové banky v Brně Bohunicích (45) a Tkáňové ústředny FN HK, a využívány 

na řadě chirurgických a ortopedických pracovišť. Na našem pracovišti byla příprava 

chondrocytů v suspenzi původní Brittbergovou metodou a jejich použití na Ortopedické 

klinice podpořena grantem IGA MZ ČR (46). Současně byly v rámci rutinní klinické praxe 

používány u úrazových defektů chrupavky chondrocyty zakotvené na nosiči (47).  Mimo FN 

HK používalo naše chondrocyty na nosiči Centrum léčby pohybového aparátu v Praze 

Vysočanech, které se orientovalo na sportovní traumatologii. Rutinně byla používána  

i kryokonzervace meziproduktu, především v případě náhlé indispozice pacienta 

(interkurentní infekce, akutní operační výkon z jiné indikace) nebo z jiných, především 

rodinných, důvodů na straně pacienta. Vývojem přípravku na bázi chondrocytů se zabývalo  

i pracoviště AV ČR (48). 

Počátkem roku 2009 byl s ohledem na nová pravidla EK tento program ve FN HK 

přerušen a podařilo se jej obnovit v roce 2012 po splnění všech nově vyžadovaných podmínek 

daných zákonem o tkáních a buňkách a zákonem o léčivech, tj. získání povolení činnosti 

Tkáňového zařízení a externího odběrového zařízení – II. Ortopedická klinika dětí  

a dospělých FN v Motole (listopad 2011), povolení pro výrobu hodnocených léčivých 

přípravků moderní terapie a získání certifikátu správné výrobní praxe (únor 2012). Současně 

bylo nutné splnit pokyny Evropské lékové agentury pro používání léčivých přípravků moderní 

terapie obecně (14) a výrobu a kontrolu kultivovaných chondrocytů (49), především  

s ohledem na použité metody kontroly vitality a čistoty kultivovaných buněk. Teprve poté 

souhlasilo MZ ČR s použitím neregistrovaného léčivého přípravku moderní terapie vedeného 

pod pracovním názvem Expanded Cart Tissue Allograft (ECTAG) v rámci specifického 

léčebného programu vyhlášeného na 1 rok. Specifický léčebný program probíhal výhradně na 

II. Ortopedické klinice FN v Motole, kde se problematikou dlouhodobě zabýval Handl, který 

byl i hlavním zkoušejícím a který úspěšně použil chondrocyty zakotvené v Tissue-Collu  

u 12 pacientů s hlubokými chondrálními defekty většími než 4 cm2 (32,50). Na specifický 

léčebný program měla navazovat standardní studie, k její realizaci však nedošlo z důvodu 

vysokých nákladů na výrobu přípravků nehrazených z prostředků zdravotního pojištění i na 
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povinné pojištění pacientů zařazených do studie. Kompetentní autority ČR tehdy 

doporučovaly klinickým pracovištím použití již v EU centrálně registrovaného autologního 

přípravku Chondrocelect. Toto řešení však klinická pracoviště odmítala pro jeho vysokou 

cenu. Přípravek Chondrocelect byl nakonec stažen z trhu (8). V současné době je situace 

řešena nemocniční výjimkou pro neregistrovaný autologní přípravek Chondrograft (Národní 

centrum tkání a buněk Brno, nyní Ostrava).   

Alternativou použití registrovaného autologního přípravku je zařazení pacientů do 

studie, kdy je povinností výrobce poskytovat hodnocený přípravek zdarma. Na ortopedické 

klinice FN HK proběhla randomizovaná studie Novocart 3D zaměřená na srovnání použití 

chondrocytů zakotvených v nosiči s metodou mikrofraktur. 

V současné době probíhá na Ortopedické klinice FN HK studie zaměřená na léčbu 

chondrálních defektů hodnoceným přípravkem na bázi hMSCs (Bioinova, a.s., Praha). Použití 

hMSCs má proti preparátům na bázi chondrocytů výhodu spočívající jednak ve vyloučení 

první artroskopie nutné pro odběr vzorku kloubní chrupavky pro kultivaci a jednak v lepší 

diferenciační schopnosti mesenchymálních buněk (51). Paralelně klinika využívala pro léčbu 

osteochondritis dissecans i alternativní metodu transchondrálního mikrodrillingu (52). 

   Počátkem tohoto tisíciletí upozornilo několik experimentálních prací na možnost 

léčby akutního infarktu myokardu intrakoronární aplikací buněk kostní dřeně (53,54). Pilotní 

studie provedené u pacientů s infarktem myokardu, kterým byly intrakoronárně aplikovány 

minimálně manipulované buňky autologní kostní dřeně prokázaly nadějné výsledky (55,56). 

Účinnost této léčby potvrdily i některé navazující kontrolované klinické studie (57,58). Tyto 

studie prokázaly jednak bezpečnost intrakoronárního podání buněk kostní dřeně, jednak 

zlepšení funkce levé srdeční komory po jejich implantaci. Uvedená metoda byla zkoušena  

i v ČR. Ve FN HK klinické zkoušení probíhalo v rámci výzkumného záměru MZ0 FN HK 

2005 na I. Interní kardiologické klinice. Na záměru se podílelo i naše pracoviště, které 

provádělo úpravu odebrané suspenze kostní dřeně vlastním sedimentačně-centrifugačním 

postupem. Celkem byla implantace provedena u 6 pacientů s akutním infarktem myokardu.  

I tato studie prokázala bezpečnost podání a zlepšení funkce levé komory po implantaci (59). 

Výsledky obdobné studie po dvouletém, sledování publikovala rovněž Skalická et al.  

z pražského IKEM (60). 

Podobně nadějně se jevila intramuskulární aplikace suspenze kostní dřeně při léčbě 

ischemické choroby dolních končetin, v ČR se touto problematikou zabývá např. Jalůvka 

(61). Hlavní metodou léčby kritické ischemie dolních končetin však stále zůstávají 

chirurgické rekonstrukce umělou protézou nebo čerstvým (62,63), nebo kryokonzervovaným 

alogenním cévním štěpem (64,65). Nevýhodou tohoto postupu je však nutnost použití 

imunosuprese. Teprve budoucnost ukáže, do jaké míry se v těchto indikacích v praxi uplatní 

decelularizované cévní alografty nebo biologické cévní protézy vytvořené z jiných 

decelularizovaných alogenních pojivových tkání, popřípadě osazených kultivovaným 

autologním cévním endotelem, při jejichž použití by imunosuprese nebyla nutná (66). 
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5. Cíle disertační práce 
 

Cílem disertační práce bylo představit možnosti použití kryokonzervačních metod při 

opatřování, resp. zpracování základní suroviny pro výrobu léčivých přípravků moderní terapie 

(LPMT) při jejich vlastní výrobě a při jejich dočasném skladování v kryokonzervačním 

skladu zdravotnického zařízení před jejich použitím a zavedení těchto metod do praxe 

pracoviště autorky práce.  

 

Dílčí cíle disertační práce byly následující: 

1. Ověřit možnost splnění limitů výrobců pro množství a kvalitu odebraných buněk 

kostní dřeně pro výrobu hodnoceného léčivého přípravku na bázi hMSCs (část 2)  

a nemobilizovaných mononukleárních buněk periferní krve pro výrobu registrovaného 

léčivého přípravku, ve druhém případě i po kryokonzervaci (část 1).  

2. Ověřit experimentálně možnost provedení kryokonzervace hodnoceného léčivého 

přípravku na bázi hMSCs za podmínek SVP v rámci schválené studie EUDRA CT 2016-

00926-21, srovnat parametry kryokonzervovaného přípravku s parametry uvedenými 

výrobcem ve specifikaci chlazeného (nativního) přípravku (část 2).  

3. Ověřit vliv odmytí DMSO na klíčové parametry rozmrazené suspenze HPC pro 

autologní transplantaci (část 3). 

4. Navrhnout a v praxi ověřit vhodný způsob skladování (část 4) a transportu (část 5) 

základní suroviny pro výrobu geneticky modifikovaných přípravků moderní terapie na místo 

výroby, dočasného skladování finálního produktu před jeho klinickým použitím v 

podmínkách zdravotnického zařízení a transportu finálního produktu na místo jeho použitíí 

(část 5). 
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6. Materiál a metodika 
 
 

První část práce je věnována retrospektivní validační studii procesu opatřování  

a kryokonzervace výchozí suroviny pro výrobu LPMT – suspenze zralých mononukleárních 

buněk periferní krve pro výrobu registrovaných i hodnocených léčivých přípravků založených 

na principu využití modifikovaných T-lymfocytů exprimujících chimérický antigenní 

receprtor (CAR-T).  

Zhodnocení odběrů autologních nemobilizovaných mononukleárních buněk bylo 

provedeno na souboru 3 nemocných pacientů (2 ženy a 1 muž) s diagnózou GVHD (n=1) a 

Sézaryho syndrom (n=2), ve věku 49–61 let (medián 50), u nichž bylo provedeno celkem  

5 separací za účelem léčby extrakorporální fotoferézou. Výchozí surovina – suspenze 

nemobilizovaných mononukleárních buněk byla opatřena leukaferézou na přístroji Spectra 

Optia.  

Zhodnocení procesu kryokonzervace mononukleárních buněk bylo provedeno na 

souboru koncentrátů odebraných od 16 dárců (9 žen a 7 mužů), věk průměr 40 let (21−68) 

nemobilizovaných mononukleárních buněk (lymfocytů dárce) určených k podání u pacientů 

po alogenní transplantaci k navození řízené reakce štěpu proti nádoru. Země původu 

koncentrátu buněk byla ČR, nebo státy EU (n=14) a třetí země (n=2). Cílem bylo porovnat 

parametry v odebrané suspenzi s parametry v kryokonzervované suspenzi (koncentrace 

jaderných buněk, procento mononukleárních buněk, životaschopnost a celkový počet vitálních 

CD3+ buněk). Na základě výsledků jsme stanovili výtěžnost (recovery) vitálních jaderných, 

mononukleárních a CD3+ buněk. 

Druhá část práce je věnována přípravě kryokonzervačního protokolu pro hodnocený 

LPMT na bázi kryokonzervovaných hMSCs za podmínek SVP v rámci klinické studie 

EUDRA CT:2016-000926-21. Buňky byly vykultivovány u smluvního výrobce Bioinova, 

a.s., Praha, ze suspenze buněk kostní dřeně odebrané pacientům/dárcům na Ortopedické 

klinice FN HK. Do studie byli na základě přesných zařazovacích kritérií vybráni pacienti 

podstupující opakovanou výměnu kyčelního kloubu, u nichž předchozí operace nepřinesla 

efektivní zlepšení. Všichni dárci vyhověli v sérologických testech předepsaných vyhláškou 

MZ ČR č. 422/2008 Sb. v platném znění. Z odebrané kostní dřeně byly po 3−4 týdnech 

vykultivovány hMSCs (Bioinova, a.s., Praha) jako léčivý přípravek moderní terapie, který byl 

transportován zpět do FN HK a aplikován v podobě absorbovatelného proužku v rámci 

operačního výkonu s cílem efektivní regenerace a přihojení. Část vykultivovaných buněk byla 

předána do Laboratoře buněčné terapie Tkáňové ústředny FN HK, kde byl kryokonzervací 

vyroben nový LPMT. Před samotným odběrem byli pacienti seznámeni s cíli klinické studie  

a také s použitím části hMSCs pro experimentální účely formou informovaného souhlasu. 

Vzhledem k nákladnosti celé studie a k přísným kritériím z hlediska výběru dárců vhodných 

do zařazení do studie, byl experiment proveden na souboru 6 dárců.  

Třetí část práce se zabývá problematikou toxicity kryoprotektiva dimethylsulfoxidu 

(DMSO). Cílem retrospektivní studie bylo zhodnotit proces odmývání DMSO  

v koncentrátech mobilizovaných HPCs určených k autologní transplantaci u souboru pacientů 

s primární amyloidózou (n=3), sekundární amyloidózou jako komplikací mnohočetného 
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myelomu (n=9) nebo samotným mnohočetným myelomem (n=1). U všech pacientů bylo před 

vlastním podáním provedeno odmytí DMSO. Požadavky na zařazovací kritéria (kompletní 

dokumentace, iniciální koncentrace jaderných buněk NC  400 x 109/l, zpracování do 24 

hodin od leukaferézy) splnilo 13 pacientů (9 mužů a 4 ženy) s průměrným věkem 58 let  

(44–70 let) a hmotností 80 kg (52–103 kg). Požadovaná dávka HPCs k aplikaci byla 

rozdělena do více dnů. V rámci této studie jsem vyhodnotila vždy pouze na 1 promývací 

proces 100 ml kryovaku s cílem stanovit výtěžnost (recovery) a posouditmíru zátěže buněk 

promývacím procesem. 

V poslední části práce popisuji řešení skladování výchozích surovin pro výrobu 

geneticky modifikovaných přípravků moderní terapie a jejich transportu k výrobci, dočasného 

skladování propuštěných registrovaných nebo hodnocených geneticky modifikovaných 

přípravků moderní terapie dodávaných výrobcem v kryokonzervovaném stavu a určených 

k použití v hematoonkologii, v podmínkách Fakultní nemocnice Hradec Králové (FN HK)  

a transportu těchto přípravků na klinické pracoviště s ohledem na splnění požadavků výrobců, 

doporučení EBMT, požadavků FDA a zajištění genetické bezpečnosti.  
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7. Výsledky 

 
Část 1 - Opatřování a kryokonzervace výchozí suroviny – nemobilizovaných 

mononukleárních buněk pro výrobu LPMT Kymriah 

 
Tab. č. 2: Parametry odebrané suspenze nemobilizovaných MNC (n=5). 

 Objem 

(ml) 

Koncentrace 

NC (109/l ) 

% MNC Vitalita 

NC (%) 

Vitalita 

MNC 

(%) 

Počet 

vitálních 

CD3+ 

(106) 

Průměr 181,70 85,8 94,2 99,6 99,6 7409,1 

SD 68,70 36,3 6,4 0,9 0,8 3472,7 

Medián 152,00 75,2 96,4 100,0 100,0 6660,1 

Pozn.: NC – jaderné buňky, MNC – mononukleární buňky 

 

Tabulka č. 3: Parametry kryokonzervované suspenze MNC – odhad z rozmrazených 

kontrolních vzorků  (n=16). 

 Objem 

(ml) 

Koncentrace 

NC (109/l) 

% MNC Vitalita 

NC (%) 

Vitalita 

MNC 

(%) 

Počet 

vitálních 

CD3+ 

(106) 

Průměr 355,8 37,1 95,2 98,2 98,9 7209,5 

SD 139,3 15,2 2,3 0,7 0,5 4153,9 

Medián 300,0 34,0 95,7 98,0 99,0 5711,8 

Pozn.: NC – jaderné buňky, MNC – mononukleární buňky 

 

Tabulka č. 4: Výtěžnost MNC po rozmrazení (recovery, %), (n=16). 

 % vitálních NC % vitálních MNC Vitální CD3+ (%) 

Průměr 73,7 72,8 73,2 

SD 10,3 10,2 14,3 

Medián 88,3 87,9 88,6 

Pozn.: NC – jaderné buňky, MNC – mononukleární buňky 

Ve všech kryokonzervovaných vacích byla potvrzena sterilita. 

 
Kryokonzervace mononukleárních buněk pro výrobu tohoto přípravku byla zatím 

provedena u 2 pacientů (2 ženy ve věku 74 a 68, s diagnózou C83.3 – B-buněčný lymfom 

z velkých buněk). V obou případech splňoval kryokozervovaný produkt kiritéria stanovená 

výrobcem. LPMT Kymriah byl úspěšně vyroben a po dočasném skladování 

v kryokonzervačním skladu Tkáňové ústředny aplikován příjemcům. 

 

Část 2 - Studie kryokonzervace hodnoceného LPMT na bázi hMSCs 

 

Vitalita a fenotypová čistota hMSCs před a po kryokonzervaci médiem obsahujícím 

DMSO je znázorněna v Tab. č. 5. Vitalita rozmrazených buněk ověřená trypanovou modří 

dosahovala parametrů čerstvých nekryokonzervovaných buněk ( 90 %) u všech 6ti pacientů. 
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Fenotypová čistota stanovená průtokovou cytometrií dosahovala parametrů nativních buněk  

v polovině případů, u pacientů 3, 5 a 6 byla fenotypová čistota pod 90 %. 

 

Tab. č. 5: Vitalita a fenotypová čistota buněk před a po kryokonzervaci za použití média 

obsahujícího DMSO 

Pacient 

Nativní buňky Buňky po kryokonzervaci 

Vitalita (%) Fenotypová 

čistota (%) 

Vitalita (%) Fenotypová 

čistota (%) 

FC TM FC FC TM FC 

1 96 97 99 93  90 98 

2 99 100 91 96 97 96 

3 96 nestanoveno 97 91 nestanoveno 67 

4 98 98 98 99 100 90 

5 99 98 97 92 91 84 

6 98 100 95 89 93 85 

Průměr 98 98 97 93 93 88 

SD 1,2 1,2 2,6 3,3 3,8 10,2 

Medián 98 99 96 93 94 87 

Pozn.: FC-průtoková cytometrie, TM – barvení trypanovou modří 

 
U pacienta č. 2 byly hMSCs také kryokonzervovány médiem neobsahujícím DMSO, 

Biofreeze (Tab. č. 6). 

 

Tab. č. 6: Vitalita and fenotypová čistota buněk před a po kryokonzervaci médiem Biofreeze 

Pacient 

Nativní buňky Buňky po kryokonzervaci 

Vitalita % Fenotypová 

čistota % 

Vitalita % Fenotypová 

čistota % 

FC TM FC FC TM FC 

2 99 100 91 97 80 97 

Pozn.: FC-průtoková cytometrie, TM – barvení trypanovou modří 

 

 

Bylo prokázáno, že všechny vyrobené kryokonzervované produkty LPMT vyhověly 

v mikrobiologických testech na sterilitu a neobsahovaly mykoplazmata. 

 

Část 3 - Retrospektivní studie odmývání DMSO v suspenzi kryokonzervovaných 

autologních mobilizovaných periferních progenitorových buněk (HPCs) 

V Tab. č. 7 je jsou uvedeny hodnoty mediánů klíčových parametrů před zmrazením  

a po rozmrazení. Z výsledků vyplývá, že proces zmrazení/rozmrazení signifikantně snižuje 

vitalitu všech jaderných (TNC) i mononukleárních buněk (MNC), dávku TNC/kg  

a CFU-GM/kg. Dávky MNC a CD34+ buněk ovlivněny nejsou, procento MNC se významně 

zvyšuje. 
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Tab č. 7: Vliv procesu zmrazení/rozmrazení na parametry koncentrátu autologních 

mobilizovaných HPCs 

Parametr Leukaferéza Po rozmrazení Hodnota P 

TNC/kg (108) 2,46 1,79* 0,0064 

Vitalita NC (%) 100 82* 0,0016 

TMNC/kg (108) 1,51 1,40 0,3636 

Vitalita MNC (%) 100 97* 0,0018 

MNC (%) 55,60 69,90* 0,0021 

CD34+/kg (106) 3,71 3,88 0,5294 

CD34+ (%) 1,33 1,63* 0,0144 

CFU-GM/kg (105) 2,97 1,68* 0,0017 

Pozn.: NC – jaderné buňky, MNC – mononukleární buňky, *) hvězdička označuje 

signifikantní rozdíl hodnot naměřených před a po rozmrazení 

 

V Tab. č. 8 jsou uvedeny hodnoty mediánů klíčových parametrů po odmytí DMSO. 

Z uvedeného vyplývá, že samotný proces odmytí významně snižuje vitalitu MNC i CD34+ 

buněk, ostatní parametry významně ovlivněny nejsou. 

 

Tab. č. 8: Vliv odmytí DMSO na parametry rozmrazeného koncentrátu autologních 

mobilizovaných HPCs 

Parametr Po rozmrazení Po odmytí Hodnota P 

TNC/kg (108) 1,79 1,79 0,5761 

Vitalita NC (%) 82 78 0,0251 

TMNC/kg (108) 1,40 1,40 0,4017 

Vitalita MNC (%) 97 87* 0,0023 

MNC (%) 69,90 63,3 0,0806 

CD34+/kg (106) 3,88 1,75 0,0175 

CD34+ (%) 1,63 0,9* 0,0017 

CFU-GM/kg (105) 1,68 1,82 0,1327 

Pozn.: NC – jaderné buňky, MNC – mononukleární buňky, *) hvězdička označuje 

signifikantní rozdíl hodnot naměřených po rozmrazení a po odmytí 

 

V Tab. č. 9 jsou uvedeny hodnoty mediánů klíčových parametrů při porovnání hodnot v čase 

leukaferézy a po odmytí DMSO. Celý proces statisticky významně snižuje vitalitu TNC  

i MNC, procento CD34+ z leukocytů, dávku CD34+/kg i dávku CFU-GM/kg. 
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Tab. č. 9. Vliv celého procesu sběr, zmrazení, rozmrazení, odmytí DMSO na parametry 

rozmrazeného koncentrátu autologních mobilizovaných HPCs. 

 

Parametr Leukaferéza Po odmytí Hodnota P 

TNC/kg (108) 2,46 1,79 0,0360 

Vitalita NC (%) 100 78* 0,0017 

TMNC/kg (108) 1,51 1,40 0,9442 

Vitalita MNC (%) 100 87* 0,0017 

MNC (%) 55,60 63,3 0,0359 

CD34+/kg (106) 3,71 1,75* 0,0097 

CD34+ (%) 1,33 0,9* 0,0030 

CFU-GM/kg (105) 2,97 1,82* 0,0057 

Pozn.: NC – jaderné buňky, MNC – mononukleární buňky, *) hvězdička označuje 

signifikantní rozdíl hodnot naměřených při sběru a po odmytí 

 

Byla zjištěna středně silná korelace (r = 0,785, p = 0,002) mezi počtem CFU-GM  

a počtem vitálních CD34+ buněk po procesu kryokonzervace a rozmrazení. Korelace mezi 

počtem CFU-GM a vitálních CD34+ buněk po odmytí DMSO byla rovněž středně silná  

(r = 0,769, p = 0,00341). 

 

Část 4 – Splnění speciálních požadavků na skladování výchozích surovin pro 

výrobu registrovaných a hodnocených geneticky modifikovaných přípravků 

Na pracovišti Tkáňová ústředna jsme pro skladování geneticky modifikovaných 

LPMT zvolili kryokontejner s technologií ,,dry“ v parách kapalného dusíku v teplotách  

−175 °C až −195 °C. Uspořádání vnitřní vestavby zahrnující pravidlo ,,co rám, to druh 

přípravku koresponduje s doporučenými standardy (67,68). Teplota je snímána pomocí  

dvou teplotních čidel, která jsou umístěna v různých výškách, teploty jsou kontinuálně 

monitorovány a zaznamenávány. Kryokontejnery jsou pravidelně validovány autorizovanými 

firmami 1 x ročně podle pravidel platných ve výrobě léčiv, tzn. při striktním dodržování 

triády: instalační kvalifikace, operační kvalifikace a procesní validace. Prokázali jsme, že 

teplota skladování −150 °C požadovaná předpisy FDA pro LPMT je splněna. Je rovněž 

splněn požadavek výrobců LPMT na vyloučení přímého kontaktu vaku s kryokonzervovaným 

produktem s kapalnou fází dusíku. 

 

Část 5 – Splnění speciálních požadavků na transport a rozmrazování registrovaných  

a hodnocených geneticky modofikovaných přípravků moderní terapie 

 

Transport LPMT z místa uložení v rámci nemocnice na příslušnou kliniku je prováděn 

v jednodušších ,,dry shipperech“ vybavených dataloggery při teplotě skladování doporučené 

výrobcem. Teplotní průběh transportu je kontinuálně monitorován pomocí teplotního 

dataloggeru. Přípravek je transportován v parách kapalného dusíku. Před zahájením transportu 
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se nádoba naplní kapalným dusíkem a těsně před vložením přípravku se obsah nádoby vylije. 

Prokázali jsme, že během transportu je udržována teplota pod hranicí -150 °C požadovaná 

předpisy FDA pro LPMT. I během transportu je splněn požadavek výrobců LPMT na 

vyloučení přímého kontaktu vaku s kryokonzervovaným produktem s kapalnou fází dusíku. 

Rozmrazování přípravku je prováděno na vodní lázni 37 °C teplé po vložením vaku 

s kryokonzervovaným přípravkem do sekundárního obalu. Je prováděno na klinickém 

pracovišti těsně před jeho aplikací.  
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8. Diskuse 
 

8.1 Opatřování a kryokonzervace výchozí suroviny pro výrobu LPMT Kymriah 

 Z počátku byla výroba LPMT omezena na menší výrobní zářízení, ale s postupem času 

se prosadil trend výrobu LPMT centralizovat (12). Je tedy nezbytně nutné, aby původ, složení 

a specifikace LPMT, výrobní proces, metody kontroly kvality byly sladěny mezi regulačními 

agenturami a výrobci LPMT. Problémem je nesourodost v používaných materiálech třídy 

GMP/SVP a dodržování zásad SVP v buněčných a tkáňových bankách, resp. tkáňových 

zařízeních uchovávajících výchozí suroviny, což vede k nezajištění konzistence, bezpečnosti  

a čistoty konečných LPMT. Tento problém je jistě zčásti způsoben rozdílými nároky na 

systém jištění jakosti v tkáňových zařízeních, resp. různou interpretací existujících pravidel 

obsažených v direktivách EU v jednotlivých členských zemích a striktním vyžadováním 

aplikace zásad GMP/SVP výrobci LPMT. Řešení tohoto problému by měla napomoci 

aplikace již existujících doporučení Evropského direktoriátu pro kvalitu léčiv pro jištění 

kvality v tkáňových zařízeních (69), která zahrnují řadu zásad SVP platných ve výrobě léčiv 

(70,71). Dalším problémem je mnohdy kratší doba použitelnosti produktů buněčné terapie ve 

srovnání s jinými biologickými látkami, což činí tyto produkty obzvláště náchylnými  

k poškození během přepravy. Jedním z takových příkladů je Holoclar, kde výrobce musí 

obdržet biopsie pacienta do 24 hodin a který má pouze 36hodinovou trvanlivost (72). 

Kryokonzervace výchozí suroviny za podmínek SVP by v takových případech byla vhodným 

řešením. Alternativou jsou nová média umožňující prodloužit skladovatelnost výchozích 

surovin v nadnulových teplotách. 

 V současnosti dominuje manuální výroba LPMT, která se omezuje na maloobjemové 

nádoby (ampule, kryovaky malého objemu). Takový přístup zvyšuje celkové výrobní náklady 

a vede k problémům s kvalitou a konzistencí, v neposlední řadě dostupnosti vyškolených 

pracovníků. Cílem je automatizace výroby, zajištění standardizace a reprodukovatelnosti 

výrobních procesů a s tím spojené snížení výrobních nákladů (11). 

Na druhé straně centralizace výroby vedla u autologních přípravků somatobuněčné 

terapie ke značnému zvýšení nákladů spojených s centrální registrací, takže výsledný počet 

registrovaných přípravků je překvapivě malý. Navíc vzhledem k vysoké ceně nebyl o některé 

z nich zájem, takže byly nakonec staženy z trhu. Příkladem úspěšné centralizované výroby  

s dlouhodobou perspektivou jsou autologní geneticky modifikované LPMT. Jde o terapii 

založenou na CAR-T, která představuje novodobý převratný typ léčby řady 

hematoonkologických onemocnění. Pro odběr a zejména kryokonzervaci výchozí suroviny 

(mononukleární buňky) pro výrobu LPMT vyvstávají 2 zásadní otázky: (1) zda a do jaké míry 

tyto procesy ovlivňují výrobu a účinnost konečného produktu CAR-T, (2) jak ovlivňují 

následné přetrvávání CAR-T v organismu po podané infuzi.  Kryokonzervační protokoly pro 

CAR-T využívají pomalé kontrolované zmrazování, jako kryoprotektivum se nejčastěji 

používá DMSO. Jako sekundární kryoprotektivum se často používá hydroxethyl škrob (HES) 

(obvykle v koncentraci do 6 %) a lidský sérový albumin (obvykle do 5 %). Jako další 

komponenty se používají roztoky elektrolytů (nejčastěji Plasma-Lyte A, X-Vivo, Normosol 

nebo fyziologický roztok), což umožňuje snížení obsahu DMSO na 6,5–7,5 % (73–76). Na 

našem pracovišti využíváme pouze CE certifikované materiály, nebo registrovaná léčiva, 
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zpracování probíhá v čistých prostorách, ve třídě čistoty A (laminární box/stůl s laminárním 

stropem) s pozadím B. Zmrazování probíhá v programovatelném zařízení pomalým 

ochlazováním, nejprve rychlostí 1 °C/min do −90 °C a poté rychlostí 5 °C/min do −150 °C, 

což je srovnatelné s jinými autory (77). Zvolený kryokonzervační režim byl odvozen od 

dlouhodobě používaného protokolu pro konzervaci lymfocytů dárce (172), který zajišťuje 

vysokou vitalitu buněk po rozmrazení i vysokou výtěžnost mononuklárních buněk a CD3+ 

buněk. První zkušenosti s kryokonzervací pro výrobu ukázaly, že proces je dobře nastaven, 

což umožňuje úspěšnou následnou výrobu a tím i použitelnost hotového přípravku. První 

zkušenosti rovněž ukázaly plnou funkčnost nového vybavení pro skladování 

kryokonzervovaných registrovaných nebo hodnocených geneticky manipulovaných LPMT v 

kryokontejnerech, které jsou pravidelně validované autorizovanými firmami, v parách 

kapalného dusíku. Alarmové stavy se ani během skladování, ani během transportu LPMT 

nevyskytly.  

Podařilo se i splnit podmínky stanovené povolením MŽP pro zacházení s geneticky 

modifikovanými organismy (GMO), které bylo našemu pracovišti vydáno. Během dalšího 

provozu bude nutno skladovací prostory a zařízení rovněž ve stanovených intervalech 

monitorovat na výskyt GMO molekulárně-biologickými metodami pomocí speciálně 

navržených primerů. 

 

8.2 Kryokonzervace hodnoceného LPMT na bázi hMSCs 

 V současné době jsou klinické aplikace neregistrovaných LPMT na bázi kmenových 

buněk omezeny na klinická hodnocení registrovaná EMA, schválená a kontrolovaná SÚKL. 

To vyžaduje, aby všechna zařízení účastnící se klinických hodnocení vlastnila příslušná 

schválení pro takové činnosti, jako je odběr buněk lidského původu (tkáňová zařízení), 

sérologické testování dárců (diagnostické laboratoře), výroba LPMT (výrobci LPMT) nebo 

testování léčivých přípravků (kontrolní laboratoře). Všechny manipulace s otevřenými 

produkty, včetně jejich bakteriologické kontroly, musí být prováděny ve třídě čistoty A  

s pozadím třídy B, zatímco s uzavřenými vzorky lze manipulovat v prostředí třídy čistoty C 

(78).  

V naší studii (Eudra CT:2016-000926-21) byla značná variabilita v celkovém 

množství shromážděných WBC (0,766−1,258 × 108), která byla také vyjádřena  

v mononukleární frakci (0,262−0,473 × 108). Tato variabilita nezpůsobila žádné selhání 

klinické aplikace, ale vedla ke značnému omezení počtu buněk dostupných pro použití  

v experimentech. Z tohoto důvodu jsme mohli provést testování klonogenity pouze ve dvou 

případech a rovněž pouze ve 2 případech použít kryoprotektivum neobsahující DMSO. 

 Silnou stránkou naší technologie je udržování vysoké úrovně bezpečnosti 

kryokonzervovaného produktu, což je zajištěno výhradním používáním registrovaných léků, 

zdravotnických prostředků s certifikátem CE a absencí jakýchkoli složek živočišného původu. 

Kvalita aseptické práce během ,,sklizně“ buněk a všech výrobních krocích byla také 

potvrzena absencí jakýchkoli nálezů nesterility, jak ve shromážděném výchozím materiálu, 

tak v kryokonzervovaném ATMP, a absencí mykoplazmat v kryokonzervovaném produktu. 

Další výhodou je, že jsme mohli použít konvenční programovatelné mrazicí zařízení, které 

chladí kapalným dusíkem a je umístěno do prostředí třídy C. To je v kontrastu s tvrzením 
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některých autorů (79), že pro kryokonzervaci LPMT nejsou zařízení pracující na bázi 

vstřikování par kapalného dusíku do mrazicí komory přístroje vhodná. Naše technologie vedla 

k vývoji kryokonzervovaných produktů hMSC, které kvalitativně odpovídají parametrům 

léčivých přípravků získaných z nativních (čerstvých) buněk. Naše výsledky v případech 

použití DMSO jako kryoprotektiva ukazují, že popsaná technologie je vhodná pro produkci 

LPMT, protože umožňuje buňkám udržovat své fenotypové vlastnosti a životaschopnost na 

standardech vyhovujících SVP. Výsledky testování klonogenity ukázaly snížení repopulační 

potence buněk ve druhé pasáži po rozmrazení, což by mohlo být výrazem výskytu fenoménu 

oddálené buněčné smrti popisované Baustem (80). Překvapivě vysoká byla i vitalita a čistota 

buněk při použití kryoprotektiva bez DMSO, tyto výsledky by ovšem bylo nutné potvrdit na 

větším souboru.  

 Někteří autoři uvádějí protichůdné výsledky týkající se pozitivního nebo negativního 

imunoznačení (29). Při stanovení fenotypu jsme vycházeli z faktu, že hMSCs musí na svém 

buněčném povrchu vykazovat přítomnost CD-105, CD-73 a CD-90 znaků a musí být 

negativní pro CD-45, CD-34, CD-14, CD-19 a HLA-DR znaky. Životaschopnost po 

rozmrazení dosažená v naší studii byla srovnatelná s výsledky skupiny Kotobuki et al., 2005 

(81). 

 Nevýhodou naší práce je nízký počet pacientů zahrnutých do studie. Naše výsledky 

však ukazují, že je možné připravit LPMT s vysoce kvalitními parametry a silným 

potenciálem pro použití v budoucích klinických studiích. Další výzkum by měl být zaměřen 

na optimalizaci složení média, ve kterém hMSC mohou zůstat stabilní po dobu nejméně 24 

hodin po rozmrazení a eliminaci použití DMSO. 

 Technologie kryokonzervace prezentovaná v této studii může pomoci řešit situace, kdy 

pacient není schopen podstoupit operaci v přesný okamžik, kdy je finální produkt hMSC 

připraven k aplikaci. Za těchto okolností představuje kryokonzervovaný LPMT nový produkt 

schopný uchovat jedinečný materiál pro odloženou transplantaci. Klinické použití námi 

vyvinutého přípravku by však mohlo probíhat pouze v rámci navazující klinické studie nebo v 

rámci nemocniční výjimky pro použití neregistrovaného přípravku. 

 

8.3 Odmývání DMSO v suspenzi kryokonzervovaných autologních periferních 

kmenových buněk (HPCs) 

U prvních autologních transplantací krvetvorných buněk ještě před začátkem 

pravidelného hematologického transplantačního programu ve FN HK byl jako 

kryoprotektivum používán glycerol (79,80), později se přešlo na použití DMSO a standardně 

bylo prováděno jeho odmytí. Od počátku roku 1994 bylo rutinní odmývání DMSO zastaveno 

a řídili jsme se již tehdy v zahraničí aplikovaným pravidlem, že denní dávka DMSO na kg 

hmotnosti příjemce nemá přesáhnout 1 g. Přesto přetrvávaly v ČR o jeho klinickém použití 

určité pochybnosti, především s ohledem na kvalitu produktu (27). Pochybnosti byly 

odstraněny plným akceptováním použití DMSO ze strany SÚKL v r. 1996. Pokud dávka 

přesahovala doporučenou hodnotu, byly infuze rozděleny do několika dnů (27).  

 V současné době existují nové trendy, jejichž cílem je buď nalézt jiné, stejně účinné 

kryoprotektivní roztoky, nebo alespoň riziko nepříznivých reakcí snížit (82). Obecně se uvádí 

pravidlo ,,tří R“ – Replace, Reduce, Remove (83). Jedná se například o hledání vhodných 
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kombinací s dlouhodobě známými, ovšem samostatně méně účinnými, kryoprotektivy jako 

jsou ethylenglykol, hydroxycelulóza, sacharóza, maltóza, trehalóza a také některé 

makromolekuly (dextran, polyvinylpyrrolidon atd.) (81). Pro vlastní odmývání DMSO po 

rozmrazení jsou k dispozici automatické promývací systémy pracující v uzavřeném systému. 

Ve srovnání s klasickým ručním odmýváním DMSO mají výhody - vyšší životaschopnost 

hematopoetických buněk a minimální riziko mikrobiální kontaminace. Nevýhodou je vysoká 

cena zařízení (84–87). 

Naše předchozí studie provedené u pacientů s mnohočetným myelomem, kteří 

podstoupili autologní transplantaci prokázaly, že dávky DMSO na kg aplikované při 

transplantaci v jsou naprosté většině případů hluboce pod maximální povolenou denní dávkou 

(85). Problém představují občas se vyskytující špatně mobilizovatelní pacienti, u nichž je 

transplantační dávku nutné dělit do dvou po případě více dnů.    

 Odmývání DMSO po rozmrazení provádíme pouze u pacientů se známým vyšším 

rizikem arytmií, což jsou především pacienti s primární nebo sekundární amyloidózou 

myokardu. To je důvod, proč za posledních 5 let bylo na našem pracovišti odmyto DMSO 

pouze u 13 pacientů. 3 pacienti trpěli primární amyloidózou, 10 pacientů sekundární 

amyloidózou jako komplikace u mnohočetného myelomu. Pouze v jednom případě nebylo 

odstranění DMSO plánováno a bylo provedeno v naléhavé situaci u pacienta s těžkou 

nežádoucí reakcí po zahájení infuze rozmraženého koncentrátu. Potvrdili jsme, že odstranění 

DMSO promytím buněk vede k významnému poklesu vitality mononukleárních buněk  

a dávky CD34+ buněk na kg hmotnosti příjemce. Toto snížení vitality může být projevem 

kryokonzervací vyvolané oddálené buněčné smrti. Naše výsledky potvrzují že odmývání by 

mělo být omezeno pouze v indikovaných případech, což je v souladu s doporučením EDQM, 

2019 (121). Podání tohoto produktu nese další rizika spočívající v nedokončených testech 

sterility, jejichž výsledky jsou známy až po aplikaci přípravku. Toto riziko je ovšem 

minimální, pokud je manipulace s rozmrazeným přípravkem prováděna ve třídě čistoty A  

s pozadím B (Obr. č. 6).  

  Naše výsledky recovery ve skupině CD34+ buněk jsou srovnatelné s výsledky skupiny 

Yang et al., 2005 (166). 

 

8.4 Skladování výchozích surovin pro výrobu LPMT a hotových registrovaných 

nebo hodnocených LPMT 

Při dodání geneticky modifikovaných LPMT propuštěných pro klinické použití 

kvalifikovanou osobou výrobce existuje možnost jejich krátkodobého skladování v dry 

shipperech kurýrních společností a co nejrychlejší aplikace pacientovi. Tento postup však  

s sebou nese riziko znehodnocení přípravku v případě zjištění neočekávané komplikace  

u příjemce, která podání v plánovaný čas vylučuje. Toto riziko lze významně snížit je-li 

přípravek možno skladovat v kryoskladu zdravotnického zařízení, který ovšem musí splňovat 

podmínky stanovené výrobcem LPMT a kompetentními autoritami. Vzhledem k požadavku 

na striktní vyloučení kontaktu kazety s kryokonzervovaným produktem s kapalnou fází 

dusíku, jsme zvolili skladování v kontejneru na základě dry technologie. Vhodně se nám 

podařilo vyřešit způsob vnitřního uspořádání v kontejneru, kdy je vyžadováno, aby každý typ 

přípravku měl k dispozici vlastní rám (67). To ovšem komplikuje skutečnost, že velikosti 
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kazet od různých výrobců se liší a rámy tak některá pracoviště dávají zhotovovat na míru pro 

každý typ přípravku zvlášť. Problém jsme vyřešili využitím další zevní kazety ze 

standardního skladovacího systému Taylor Wharton (USA), do níž lze vložit kazety různých 

rozměrů.  

 

8.5 Transport a rozmrazování LPMT 

Standardem pro transport při ultranízkých teplotách je přenosný dry shipper, který se 

plní kapalným dusíkem a těsně před samotným transportem se nádoba vyprázdní. Validací 

jsme ověřili, že po vylití kapaliny nádoba drží teplotu  −150 °C až po dobu 10 dní. 

Požadavky na teplotu transportu LPMT se liší u jednotlivých výrobců v rozsahu −120 °C až 

−150 °C. Požadavky na teplotu skladování a transport přípravku se liší u Evropských  

a amerických výrobců LPMT. Zatímco v EU, vč. Švýcarska, postačí teploty pod −120 °C, 

američtí výrobci se řídí požadavkem FDA, který stanovil maximální teplotu skladování  

a transportu LPMT na −150 °C a schopnost spolupracujícího pracoviště tyto podmínky 

dodržet ověřují předcertifikačním auditem.  

Ačkoliv některá pracoviště využívají metodu suchého rozmrazování při definované 

teplotě (88), standardem zatím zůstává rozmrazování ve vodní lázni temperované na 37 °C  

1 °C. Léčivé přípravky jsou rozmrazovány ve dvojobalu (prevence úniku obsahu kryovaku do 

vodní lázně) (89). V našich podmínkách se plně osvědčilo vložení kryovaku s LPMT do 

zevního sterilního obalu Steriking, což je metoda, která byla dlouho používána při 

rozmrazování minimálně manipulovaných krvetvorných buněk.  
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9. Závěry 
 

▪ V posledních pěti letech prodělalo využití kryokonzervačních metod ve výrobě LPMT 

rychlý rozvoj. 

▪ Ještě letech 2016−18 byla kryokonzervace vyžívána především jako pojistka pro 

případ selhání výrobního procesu. Pro dopravu výchozí suroviny do místa výroby  

a hotového přípravku na místo použití byla preferována hypotermní konzervace  

a kryokonzervace byla obecně vnímána jako možná, ale až zbytečně komplikovaná 

varianta. Podobně byly spíše výjimkou kryokonzervované hotové LPMT. 

▪ V současné době jsou kryokonzervované hotové LPMT již běžně výrobci 

distribuovány a jsou oceňovány i výhody kryokonzervace základní suroviny 

umožňující prodloužení její trvanlivosti a rozšíření možností plánování výroby LPMT.  

▪ U extrémně drahých LPMT pro CAR-T schválených k použití v EU teprve v r. 2018, 

navíc představuje kryokonzervace významný prostředek proti jejich znehodnocení  

v důsledku zdržení transportu nebo neočekávané indispozice pacienta. 

▪ Pro pracoviště provádějící dočasné skladování kryokonzervovaných hotových 

registrovaných nebo hodnocených LPMT to ovšem předstayuje nutnost dosáhnout 

plné technologické kompatibility s požadavky jejich výrobců. 

 

Při řešení problematiky byly dosaženy dílčí cíle disertační práce.    

  

9.1 Opatřování a kryokonzervace výchozí suroviny pro výrobu LPMT Kymriah 

  

Samostatně jsem zpracovávala výchozí suroviny pro výrobu LPMT, provedla 

vyhodnocení a zpracovala podklady nutné pro schválení SÚKL. 

 

9.1.1 Zhodnocení odběru nemobilizovaných mononukleárních buněk 

 

 Na přístroji Spectra Optia byla naseparována buněčná suspenze mononukleárních 

buněk. Ve všech případech postačila jedna separace o objemu 140 ml k dosažení dostatečného 

počtu jaderných buněk i % CD3+ buněk. S výjimkou jednoho případu nebylo splněno 

požadované kritérium výrobce na iniciální koncentraci jaderných buněk. V těchto případech 

by bylo nutné separovanou suspenzi před kryokonzervací koncentrovat centrifugací. S touto 

eventualitou náš standardní pracovní postup pro zpracování suspenze mononukleárních buněk 

počítá. Vyšetření sterility bylo ve všech případech s výsledkem: „Sterilní“.  

 

9.1.2 Zhodnocení kryokonzervace mononukleárních buněk 

 Výsledky potvrzují úspěšnost kryokonzervačního procesu. Výtěžnost vitálních 

jaderných, mononukleárních a CD3+ pozitivních buněk je přibližně 75 % a životaschopnost 

(vitalita) po rozmrazení nad 90 %. 

Na základě výsledků prospektivní analýzy odebraných koncentrátů mononukleárních 

buněk a kryokonzervovaných mononukleárních buněk bylo Tkáňovému zařízení FN HK 

(CZ000426) uděleno povolení SÚKL pro opatřování mononukleárních buněk pro výrobu 

LPMT.  
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9.2 Kryokonzervace hodnoceného LPMT na bázi hMSCs 

 Samostatně jsem provedla zpracování a kryokonzervaci hodnoceného léčivého 

přípravku na bázi hMSCs, vyhodnocení parametrů CFU-GM ve výchozí surovině – kostní 

dření a samostatně jsem určila počet buněk pomocí trypanové modři. Ve spolupráci s kolegy 

Fakulty vojenského zdravotnictví jsem pracovala na stanovení klonogenity 

kryokonzervovaných hMSCs. Samostatně jsem provedla validaci aseptického zpracování 

(media fill), vč. aeroskopie a kontinuálního měření a vyhodnocení počtu částic. 

V rámci probíhající klinické studie ve spolupráci s Ortopedickou klinikou FN se nám 

podařilo úspěšně navrhnout protokol pro kryokonzervaci hMSCs. Zvolenou metodou jsme 

dosáhli u kryokonzerovaných buněk vysoké životaschopnosti (vitality) převyšující v průměru 

90 % (mean 93 %) při stanovení životaschopnosti pomocí trypanové modře a průtokové 

cytometrie. Po rozmrazení, buňky odpovídající fenotypu hMSCs (CD105+, CD73+, CD90+, 

MHC I-, CD14-, CD-45- a CD34-) dosahovaly zastoupení  90 % v polovině případů (3 

pacienti), v ostatních případech bylo průtokovou cytometrií stanoveno zastoupení 67–85 %. 

Fenotypové hodnoty byly porovnány s hodnotami v suspenzi čerstvých buněk. Výsledky 

považujeme za uspokojivé. Vzhledem k možné toxicitě použitého kryoprotektivního roztoku 

je třeba před vlastním podáním kryoprotektivum odmýt. Naše výsledky by bylo všem možno 

v praxi využít pouze v rámci navazující klinické studie.  

 

9.3 Studie odmývání DMSO v suspenzi kryokonzervovaných autologních 

periferních kmenových buněk (HPCs) 

 V rámci retrospektivní studie provedené u pacientů indikovaných k autologní 

transplantaci periferními progenitorovými buňkami jsem vyhodnotila parametry krevního 

obrazu, výsledky průtokové cytometrie a CFU-GM. U řady pacientů jsem samostatně 

provedla kryokonzervace, vč. samotného odmytí DMSO. Dospěla jsem k závěru, že ve 

skupině jaderných buněk jsou k procesu odmytí DMSO nejcitlivější právě progenitorové 

CD34+ buňky, kdy výtěžnost (dávka CD34+/kg) po odmytí významně klesá. Potvrzuje to fakt, 

že indikace k odmytí by měla být jen ve vyhraněných případech. Dále jsem potvrdila korelaci 

mezi hladinou CD34+ a CFU-GM v souladu s výsledky práce Yang H. et al., 2005 (90). Z 

uvedeného vyplývá, že před samotným podáním přípravku by měly být známy zároveň 

výsledky CFU-GM, protože optimální hladiny CFU-GM jsou podmínkou časného přihojení 

štěpu.  

 

9.4 Skladování, transport a rozmrazování registrovaných LPMT 

Výsledkem této části bylo vypracování a praktické ověření postupů odpovídajících 

současným nárokům výrobců geneticky manipulovaných LPMT, což byla jedna z nezbytných 

podmínek zahájení klinického programu CAR-T terapie ve FN HK. 
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