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2. Souhrn

Disertacni prace je zaméfena na uplatnéni kryokonzervac¢nich metod pfi opatfovani,

resp. zpracovani zakladni suroviny pro vyrobu lé¢ivych pfipravkii moderni terapie (LPMT)
pfi jejich vlastni vyrobé a pfi jejich doCasném skladovani v kryokonzervacnim skladu
zdravotnického zatizeni pied jejich pouzitim. VSechny vysledky uvedené v této praci byly
dosazeny za pfisnych podminek stanovenych pro vyse uvedené Cinnosti piedpisy Evropské
unie a harmonizovanymi pravnimi normami CR.
Prvni ¢ast je veénovana validaci odbéru a kryokonzervace vychozi suroviny -
mononukledrnich bunék periferni krve pro vyrobu registrovanych LPMT pomoci
chimérickych antigennich receptort T-lymfocytd (CAR-T). Praktickym vystupem z tohoto
bylo ziskéni povoleni opatfovani, zpracovani a distribuce mononukledrnich bun¢k pro vyrobu
LPMT a také ziskani vyvozni licence do zem¢ mista vyroby geneticky manipulovaného
LPMT.

V druhé c¢asti jsou prezentovany a vyhodnoceny vysledky odbéru vychozi suroviny,
kostni dfen¢, pro vyrobu hodnoceného LPMT na bazi lidskych mezenchymadlnich stromalnich
bunék (hMSCs) a vyvoje kryokonzervacniho protokolu pro hodnoceny lécivy ptipravek
moderni terapie za podminek spravné vyrobni praxe (SVP) jako experimentélni ¢ast klinické
studie EUDRA CT ¢. 2016-000926-21. Protokol byl s ispéchem pouzit u vsech hodnocenych
pripravkli vyrobenych pro 6 pacienti zapojenych do studie a je mozné ho vyuzit
v navazujicim klinickém hodnoceni.

Tteti Cast se zabyva toxicitou kryoprotektiva dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery se
v soucasnosti pouziva jak pii kryokonzervaci vychozich surovin pro vyrobu LPMT, tak pfi
kryokonzervaci finalnich produktii. Jedna se o retrospektivni studii provedenou na souboru 13
pacientl, u kterych hematolog bezprostiedné pred podanim indikoval promyti DMSO
z rozmrazené suspenze mobilizovanych autolognich kryokonzervovanych perifernich
progenitorovych bun¢k. Tato studie ukazuje, Ze odstranéni DMSO ma4 za nasledek vyznamné
sniZzenou Zivotaschopnost buné€k, coz naznacuje, ze tento proces by mél byt provadén pouze
u vysoce rizikovych pacient.

V posledni Casti prace navrhuji a v praxi ovéiuji feSeni skladovani vychozich surovin
pro vyrobu geneticky modifikovanych piipravkt moderni terapie a jejich transportu
k vyrobei, do¢asného skladovani hotovych geneticky modifikovanych piipravkia dodavanych
vyrobcem v kryokonzervovaném stavu v podminkach zdravotnického zafizeni a transportu
téchto pripravki na klinické pracovisté. Nase feSeni plné€ obstélo pfi certifikaénim auditu, coz
byla jedna z podminek pro zahéjeni programu CAR-T terapie ve Fakultni nemocnici Hradec
Kralové (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 Kralové.
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4. Uvod do problematiky

Lécivé pripravky pro moderni terapii pouzivané v humanni medicing jsou zaloZzeny na
somatobunécné, na genové terapii a na tkanovém inZenyrstvi. Lécivé pripravky moderni
terapie maji velky potencial pro 1é¢bu fady progresivnich neurologickych onemocnéni, jako
jsou napf. Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, muskularni dystrofie, a dalsi
onemocnéni (1). V neddvné dobé zaznamenaly tyto piipravky znacny uspéch pii 1éc¢be
hematologickych malignit, pfedev§im malignich lymfomid a mnohocetného myelomu
s vyuzitim autolognich T-lymfocytd, 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 ptipravki pii [é€bé solidnich
nadoril typu karcinomu (2,3). Mnohem delsi tradici, od 80. let minulého stoleti, ma jejich
uspésné pouziti pii 1écbé popdlenin (4-6) a traumat kloubni chrupavky (7). Ptehled
soudasného stavu problematiky v CR v kontextu svétového vyvoje uvadi Koéi et al. (8)
a Boran (9,10).

V Ceské republice byly LPMT poprvé definovany ve vyhlasce & 228/2004 Sb.
a zahrnovaly pfipravky pro genovou terapii a pfipravky pro somatobunécnou terapii (9).
Pravni a regulatorni ramec pro LPMT v ramci Evropské unie byl ustanoven Evropskou komisi
v 1. 2007 (Nafizeni Evropského parlamentu a Evropské rady (ES) ¢. 1394/2007 o 1éCivych
piipravcich pro moderni terapii a o zméné smérnice 2001/83/ES a nafizeni (ES) €. 726/2004)
a poprvé aplikovan v r. 2008 (1,11-14). V r. 2007 tedy prvné vzesel pojem ,,Lécivy piipravek
moderni terapie®.

Cesta LPMT od prvotni ideje po registraci piipravku a jeho uvedeni na trh je
zdlouhava. Na zacatku vyzkumu je provedena reserSe mapujici souc¢asné poznatky védy, je
navrzen design pocateCniho experimentu zaméfeny na hodnoceni parametrii
charakterizujicich komponenty LPMT, jsou navrZeny biomarkery pro sledovani parametra
kvality, je navrZena aplikacni davka, jsou vybrany vhodné testy k hodnoceni biodistribuce
ptipravku. Nasleduje preklinické hodnoceni, které zahrnuje in vitro a in vivo testy na zvifecim
modelu. Po ziskdni vSech potiebnych dat je podéna Zadost o povoleni ke klinickému
hodnoceni. Poté, co LPMT projde potfebnymi fazemi klinického hodnoceni, je mozné ziskané
udaje ptedlozit v Zadosti o jeho registraci, kterd je mozna pouze centraln¢, na evropské urovni
u Evropské 1ékove agentury (EMA). LPMT s platnou registraci na rovni EMA miiZze byt
bézné podavan pacientim v indikovanych pifipadech ve vSech statech EU. Existuje vSak také
moznost aplikace neregistrovaného LPMT ve zdravotnickych zatfizenich, a to tzv. v ramci
,Nemocni¢ni vyjimky* (15).

Klinicky vyvoj LPMT narazi na specifické problémy vzhledem k povaze produktu a
omezené dostupnosti neklinickych udaji. Kromé toho milize byt zplsob jejich podavani
invazivni nebo mulze vyzadovat specidlni vybaveni. To s sebou nese dalsi problémy se
zajisténim kvality. V Tab. €. 1 jsou shrnuty vyhody a nevyhody pouziti LPMT (13).
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Tab. €. 1: Vyhody a nevyhody pouziti LPMT (13).

Vyhody Nevyhody
Vysoce personalizovana terapie Komplexni vyroba
Ptima aplikace infuzi Vysoké pocatecni naklady
Dlouhotrvajici efekt Jednordzova lécba
Reseni komplexnich onemocnéni Specifické pozadavky na regulaci a farmakovigilanci
Zlepseni kvality Zivota Vysoce specifické pozadavky na skladovani: kratka
doba pouzitelnosti*
Méné hospitalizaci, komorbidit a *Tuto nevyhodu by bylo mozné odstranit
pfidruzené 1écby kryokonzervaci

Vyroba LPMT v CR probiha dle pokynu SUKL VYR-43 a schvaleného Evropskou
komisi pro sprdvnou vyrobni praxi (67,68). Pravidla se vztahuji na vSechny registrované
1 hodnocené¢ LPMT a jasné definuji pozadavky na vyrobni prostory, persondl, vybaveni,
dokumentaci, vychozi suroviny a materialy pro vyrobu, atd.

Ackoliv v CR byly LPMT poprvé definovany v r. 2004, podstatné manipulované
bunécné pripravky existovaly uz pred timto datem a pfed samotnou regulaci v ramci EU
(2008). Jako ptiklad lze uvést kultivované lidské epidermalni keratinocyty (4,16), které se
vyuzivaly predevs§im k 1éEbé popalenin ve form¢ epitelidlnich blan na nosicich (17).
Prikopniky zavedeni této metody do 1éCby popalenin jesté pred rokem 1989 byli Konigova z
Kliniky plastické chirurgie a popalenin v Praze, Vesely a Matouskovd z CSAV (5).
Kultivované autologni epidermalni keratinocyty byly aplikovany ve formé konfluentnich blan
nebo zakotvené na nosicich a aplikovany metodou ,,upside down* (18,19).

V prvni poloviné devadesiatych let bylo pouziti autolognich kultivovanych
epidermalnich keratinocytli do rutinni 1é€by popalenin zavedeno rovnéz na Popéleninovém
centru v Brn€ Bohunicich (20,21) a na Odd¢leni plastické chirurgie a popalenin v Hradci
Kralové (22,23). Na tomto programu podpoieném granty IGA MZ CR a MO CR se podilela
1 Katedra histologie a embryologie Lékatské fakulty v Hradci Kréalové. Keratinocyty byly
pouzivany ve form¢ suspenze, konfluentni blany i1 zakotvené na nosi¢i Laserskin vyvinutém
italskymi autory (17). Bé&Zznd byla jiz tehdy kryokonzervace ¢asti meziproduktu
(primokultury), pro ptipad selhani kultivace (24). Kromé popélenin byly keratinocyty uspésné
pouzity u dvou ptipadii Lyellova syndromu (25). 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 keratinocytil (26) a o pouZiti kompozitnich dermoepidermalnich §tépt
(27,28). Po ukondeni grantové podpory zajem o pouziti keratinocyttt v CR poklesl s ohledem
na jejich vyssi cenu ve srovnani s pouzitim tehdy standardnich biologickych kryth, predev§im
xenogennich (29,30). Po ukonéeni pouzivani xenogennich kryti v CR (31) se zajem o pouZiti
autolognich keratinocytl opét zvysil (32), ale zatim se v CR neoteviela zadna klinicka studie
orientovana timto smérem (8).

Podobné¢ jako keratinocyty u popaleninovych urazii byly jesté pfed pfijetim novych
regulacnich pravidel Casto pouzivany kultivované limbalni bunky k 1ébé traumatickych
i zanétlivych defektd predniho epitelu rohovky. V. CR byly tyto buiiky pfipravovany
v laboratofi 1. LF UK v Praze a VFN Praha, zalozené Filipcem (33,34). Po ukonceni této
aktivity v disledku novych regula¢nich pravidel byl v CR v ramci klinické studie pouZivan
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piipravek Holoclar. Po jeho registraci v r. 2015 vyrobce ptipravku planoval jeho pouziti i na
o¢ni klinice FN HK, k realizaci vSak nedoS$lo. Alternativné¢ v soucasné dobé dominuje
v klinické praxi pouziti amnia, které se do defektu rohovky vsiva a trvale se ptihoji, zatimco
bunky predniho epitelu po ném migruji, az se vytvoii novy epitelialni kryt (35).

Jesté vétsSiho rozsifeni doznalo pouziti autolognich kultivovanych chondrocytl pii
1é¢be traumatickych defektti chrupavky. Pivodni metoda Brittbergova spocivala v aplikaci
suspenze bunck do defektu chrupavky a v jeho piekryti lalokem z periostu (7). Pozdéji se
prosadilo pouziti chondrocytli zakotvenych na riznych typech nosict (36-39). S t€mito typy
piipravka byly dosazeny vyrazné¢ lepsi klinické vysledky nez se suspenzi bunék (37,38).
Kontrolované klinické studie jednoznacné prokézaly lepsi vysledky této metody ve srovnani
s alternativami, jako je zndmkova plastika ¢i mikrofraktury (39-42), a to i po dlouhodobém,
az desetiletém sledovani od implantace (43). Jedna ze studii sledovala i vliv kryokonzervace
na fenotyp kultivovanych chondrocytii a prokazala jeho zmény (44).

Vyuziti kultivovanych chondrocytl pti lé€be trazovych defektii chrupavky i nékterych
ortopedickych onemocnéni, napf. osteochondritis dissecans se dobie rozvijelo i v CR.
Kultivované chondrocyty v suspenzi i zakotvené na nosi€i (Tissue-Coll) byly pfipravovany na
pracovisti Tkanové banky v Brn¢ Bohunicich (45) a Tkéanové usttedny FN HK, a vyuZivany
na fad¢ chirurgickych a ortopedickych pracovist. Na naSem pracovisti byla pfiprava
chondrocytll v suspenzi ptivodni Brittbergovou metodou a jejich pouziti na Ortopedické
klinice podpofena grantem IGA MZ CR (46). Soudasné byly v ramci rutinni klinické praxe
pouzivany u urazovych defektii chrupavky chondrocyty zakotvené na nosici (47). Mimo FN
HK pouzivalo nase chondrocyty na nosi¢i Centrum lécby pohybového aparatu v Praze
Vysocanech, které se orientovalo na sportovni traumatologii. Rutinné byla pouZivana
i kryokonzervace meziproduktu, ptedev§im v pifipadé nahlé indispozice pacienta
(interkurentni infekce, akutni operacni vykon z jiné indikace) nebo z jinych, piedevs§im
rodinnych, diivodii na stran¢ pacienta. Vyvojem piipravku na bazi chondrocyti se zabyvalo
i pracovi§té AV CR (48).

Pocatkem roku 2009 byl s ohledem na nova pravidla EK tento program ve FN HK
prerusen a podaftilo se jej obnovit v roce 2012 po splnéni vSech nove vyzadovanych podminek
danych zakonem o tkanich a buiikdch a zdkonem o lécivech, tj. ziskani povoleni ¢innosti
Tkanového zafizeni a externiho odbérového zatizeni — II. Ortopedickd klinika dé&ti
a dospélych FN v Motole (listopad 2011), povoleni pro vyrobu hodnocenych 1é¢ivych
ptipravkli moderni terapie a ziskani certifikatu spravné vyrobni praxe (inor 2012). Soucasné
bylo nutné splnit pokyny Evropské 1ékové agentury pro pouzivani 1é€ivych ptipravkli moderni
terapie obecné¢ (14) a vyrobu a kontrolu kultivovanych chondrocytii (49), ptredevSim
s ohledem na pouzit¢ metody kontroly vitality a Cistoty kultivovanych bunék. Teprve poté
souhlasilo MZ CR s pouzitim neregistrovaného 1é&ivého p¥ipravku moderni terapie vedeného
pod pracovnim ndzvem Expanded Cart Tissue Allograft (ECTAG) v ramci specifického
1é¢ebného programu vyhlaseného na 1 rok. Specificky 1é€ebny program probihal vyhradné na
II. Ortopedické klinice FN v Motole, kde se problematikou dlouhodobé zabyval Handl, ktery
byl i hlavnim zkouSejicim a ktery uspé$n¢ pouzil chondrocyty zakotvené v Tissue-Collu
u 12 pacientii s hlubokymi chondralnimi defekty vét§imi nez 4 cm? (32,50). Na specificky
lécebny program méla navazovat standardni studie, k jeji realizaci vSak nedo$lo z divodu
vysokych nékladi na vyrobu ptipravkti nehrazenych z prostiedkli zdravotniho pojisténi i na
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povinné pojisténi pacientl zafazenych do studie. Kompetentni autority CR tehdy
doporucovaly klinickym pracovistim pouziti jiz v EU centraln¢ registrovaného autologniho
ptipravku Chondrocelect. Toto feSeni vSak klinickd pracovisté odmitala pro jeho vysokou
cenu. Pfipravek Chondrocelect byl nakonec stazen z trhu (8). V soucasné dobé je situace
feSena nemocni¢ni vyjimkou pro neregistrovany autologni piipravek Chondrograft (Néarodni
centrum tkani a bunék Brno, nyni Ostrava).

Alternativou pouziti registrovaného autologniho ptipravku je zafazeni pacientl do
studie, kdy je povinnosti vyrobce poskytovat hodnoceny piipravek zdarma. Na ortopedické
klinice FN HK prob¢hla randomizovana studie Novocart 3D zaméfend na srovnani pouziti
chondrocytl zakotvenych v nosici s metodou mikrofraktur.

V soucasné dob¢ probihd na Ortopedické klinice FN HK studie zamétena na 1é¢bu
chondralnich defektt hodnocenym piipravkem na bazi hMSCs (Bioinova, a.s., Praha). Pouziti
hMSCs ma proti preparatiim na bazi chondrocyti vyhodu spocivajici jednak ve vylouceni
prvni artroskopie nutné pro odbér vzorku kloubni chrupavky pro kultivaci a jednak v lepsi
diferenciacni schopnosti mesenchymalnich bun¢k (51). Paralelné klinika vyuzivala pro 1écbu
osteochondritis dissecans i alternativni metodu transchondralniho mikrodrillingu (52).

Pocatkem tohoto tisicileti upozornilo nékolik experimentalnich praci na moznost
1é¢by akutniho infarktu myokardu intrakoronarni aplikaci bunck kostni diené (53,54). Pilotni
studie provedené u pacientd s infarktem myokardu, kterym byly intrakoronarné aplikovany
minimaln¢ manipulované buiiky autologni kostni dfen¢ prokéazaly nadéjné vysledky (55,56).
Ukinnost této 16¢by potvrdily i nékteré navazujici kontrolované klinické studie (57,58). Tyto
studie prokazaly jednak bezpecCnost 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 I. Interni kardiologické klinice. Na zaméru se podilelo 1 naSe pracovisté, které
provadélo upravu odebrané suspenze kostni diené vlastnim sedimentacné-centrifuga¢nim
postupem. Celkem byla implantace provedena u 6 pacientl s akutnim infarktem myokardu.
I tato studie prokazala bezpecnost podéani a zlepSeni funkce levé komory po implantaci (59).
Vysledky obdobné studie po dvouletém, sledovani publikovala rovnéz Skalicka et al.
z prazského IKEM (60).

Podobné nadéjné se jevila intramuskuldrni aplikace suspenze kostni diené pii 1écbé
ischemické choroby dolnich konéetin, v CR se touto problematikou zabyvéa napt. Jalivka
(61). Hlavni metodou 1écby kritické ischemie dolnich koncetin vSak stdle zlstavaji
chirurgické rekonstrukce umélou protézou nebo Cerstvym (62,63), nebo kryokonzervovanym
alogennim cévnim Stépem (64,65). 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 vytvorené z jinych
decelularizovanych alogennich pojivovych tkéni, popfipadé osazenych kultivovanym
autolognim cévnim endotelem, pii jejichz pouziti by imunosuprese nebyla nutna (66).
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5. Cile disertacni prace

Cilem disertacni prace bylo ptfedstavit moznosti pouziti kryokonzervacnich metod pfi
opatfovani, resp. zpracovani zékladni suroviny pro vyrobu lé¢ivych piipravka moderni terapie
(LPMT) pii jejich vlastni vyrobé a pii jejich docasném skladovani v kryokonzerva¢nim
skladu zdravotnického zafizeni pfed jejich pouzitim a zavedeni téchto metod do praxe
pracovisté autorky prace.

Dil¢i cile disertacni prace byly nasledujici:

l. Ovéfit moznost splnéni limitd vyrobc pro mnoZzstvi a kvalitu odebranych bunék
kostni dfené¢ pro vyrobu hodnocené¢ho I1éc¢ivého ptipravku na bazi hMSCs (Cast 2)
a nemobilizovanych mononuklearnich bunck periferni krve pro vyrobu registrovaného
1é¢ivého piipravku, ve druhém piipadé i po kryokonzervaci (€ést 1).

2. Ov¢étit experimentalné moznost provedeni kryokonzervace hodnoceného 1é¢ivého
ptipravku na bazi hMSCs za podminek SVP v ramci schvélené studie EUDRA CT 2016-
00926-21, srovnat parametry kryokonzervovaného pfipravku s parametry uvedenymi
vyrobcem ve specifikaci chlazeného (nativniho) ptipravku (¢ast 2).

3. Ovetit vliv odmyti DMSO na klicové parametry rozmrazené suspenze HPC pro
autologni transplantaci (¢ast 3).

4. Navrhnout a v praxi ovéfit vhodny zpiisob skladovéani (Cast 4) a transportu (Cast 5)
zakladni suroviny pro vyrobu geneticky modifikovanych pfipravkii moderni terapie na misto
vyroby, docasné¢ho skladovani findlniho produktu pted jeho klinickym pouzitim v
podminkach zdravotnického zafizeni a transportu finalniho produktu na misto jeho pouzitii
(Cast 5).
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6. Material a metodika

Prvni cCast prace je vénovana retrospektivni validacni studii procesu opatfovani
a kryokonzervace vychozi suroviny pro vyrobu LPMT — suspenze zralych mononuklearnich
bunék periferni krve pro vyrobu registrovanych i hodnocenych 1é€ivych ptipravkl zalozenych
na principu vyuziti modifikovanych T-lymfocyti exprimujicich chiméricky antigenni
receprtor (CAR-T).

Zhodnoceni odbérii autolognich nemobilizovanych mononuklearnich bunék bylo
provedeno na souboru 3 nemocnych pacientll (2 Zeny a 1 muz) s diagnézou GVHD (n=1) a
Sézaryho syndrom (n=2), ve véku 49-61 let (medidn 50), u nichZ bylo provedeno celkem
5 separaci za ucCelem 1écby extrakorpordlni fotoferézou. Vychozi surovina — suspenze
nemobilizovanych mononuklearnich bunék byla opatfena leukaferézou na pfistroji Spectra
Optia.

Zhodnoceni procesu kryokonzervace mononukledrnich bun¢k bylo provedeno na
souboru koncentratli odebranych od 16 darcti (9 zen a 7 muzli), vék pramér 40 let (21-68)
nemobilizovanych mononukledrnich bun¢k (lymfocytii darce) uréenych k podani u pacientt
po alogenni transplantaci k navozeni fizené reakce Stépu proti nddoru. Zemé puvodu
koncentratu bunék byla CR, nebo staty EU (n=14) a tieti zemé& (n=2). Cilem bylo porovnat
parametry v odebrané suspenzi s parametry v kryokonzervované suspenzi (koncentrace
jadernych bunék, procento mononuklearnich buné€k, Zivotaschopnost a celkovy pocet vitalnich
CD3" bunék). Na zakladé vysledki jsme stanovili vytéznost (recovery) vitalnich jadernych,
mononuklearnich a CD3" bunék.

Druhé ¢ast prace je vénovana piipravé kryokonzervac¢niho protokolu pro hodnoceny
LPMT na bazi kryokonzervovanych hMSCs za podminek SVP v ramci klinické studie
EUDRA CT:2016-000926-21. Buiiky byly vykultivovany u smluvniho vyrobce Bioinova,
a.s., Praha, ze suspenze bunck kostni dfené¢ odebrané pacientim/darcim na Ortopedické
klinice FN HK. Do studie byli na zaklad¢ pfesnych zatazovacich kritérii vybrani pacienti
podstupujici opakovanou vyménu kycelniho kloubu, u nichz pfedchozi operace nepiinesla
efektivni zlepSeni. VSichni dérci vyhovéli v sérologickych testech piedepsanych vyhlaskou
MZ CR ¢&. 422/2008 Sb. v platném znéni. Z odebrané kostni diené byly po 3—4 tydnech
vykultivovany hMSCs (Bioinova, a.s., Praha) jako 1é¢ivy ptipravek moderni terapie, ktery byl
transportovan zpét do FN HK a aplikovan v podobé absorbovatelného prouzku v ramci
operaéniho vykonu s cilem efektivni regenerace a piihojeni. Cast vykultivovanych bunék byla
piedana do Laboratofe bunécné terapie Tkanové ustredny FN HK, kde byl kryokonzervaci
vyroben novy LPMT. Pfed samotnym odbérem byli pacienti sezndmeni s cili klinické studie
a také s pouzitim ¢asti hMSCs pro experimentalni ucely formou informovaného souhlasu.
Vzhledem k ndkladnosti celé studie a k pfisnym kritériim z hlediska vybéru darcti vhodnych
do zatazeni do studie, byl experiment proveden na souboru 6 darct.

Treti Cast prace se zabyva problematikou toxicity kryoprotektiva dimethylsulfoxidu
(DMSO). Cilem retrospektivni studie bylo zhodnotit proces odmyvani DMSO
v koncentratech mobilizovanych HPCs ur¢enych k autologni transplantaci u souboru pacient
s primarni amyloidézou (n=3), sekundarni amyloidézou jako komplikaci mnohocetného

Stranka 9 z 36



myelomu (n=9) nebo samotnym mnohoc¢etnym myelomem (n=1). U vSech pacientl bylo pred
vlastnim podanim provedeno odmyti DMSO. Pozadavky na zatazovaci kritéria (kompletni
dokumentace, inicialni koncentrace jadernych bunék NC < 400 x 10°/1, zpracovani do 24
hodin od leukaferézy) splnilo 13 pacientl (9 muzi a 4 Zeny) s primérnym vékem 58 let
(44-70 let) a hmotnosti 80 kg (52-103 kg). Pozadovana davka HPCs k aplikaci byla
rozdélena do vice dnl. V ramci této studie jsem vyhodnotila vzdy pouze na 1 promyvaci
proces 100 ml kryovaku s cilem stanovit vytéznost (recovery) a posouditmiru zatéze bunck
promyvacim procesem.

V posledni ¢asti prace popisuji feSeni skladovani vychozich surovin pro vyrobu
geneticky modifikovanych piipravki moderni terapie a jejich transportu k vyrobcei, docasného
skladovani propusténych registrovanych nebo hodnocenych geneticky modifikovanych
ptipravklli moderni terapie dodavanych vyrobcem v kryokonzervovaném stavu a urcenych
k pouziti v hematoonkologii, v podminkéch Fakultni nemocnice Hradec Kralové (FN HK)
a transportu téchto pfipravki na klinické pracoviste s ohledem na splnéni pozadavkl vyrobcei,
doporuceni EBMT, pozadavki FDA a zajiSténi genetické bezpecnosti.
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Cast 1

- Opatiovani a Kkryokonzervace vychozi suroviny — nemobilizovanych

7. Vysledky

mononuklearnich bunék pro vyrobu LPMT Kymriah

Tab. €. 2: Parametry odebrané suspenze nemobilizovanych MNC (n=5).

Objem | Koncentrace % MNC Vitalita | Vitalita Pocet
(ml) NC (10°/1) NC (%) MNC vitalnich
(%) CD3+
(10
Primér | 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
Medidn | 152,00 75,2 96,4 100,0 100,0 6660,1

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

Tabulka ¢&. 3: Parametry kryokonzervované suspenze MNC — odhad zrozmrazenych

kontrolnich vzorki (n=16).

Objem | Koncentrace | % MNC Vitalita | Vitalita Pocet
(ml) NC (10°11) NC (%) MNC vitalnich
(%) CD3+
(10
Primér 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
Median 300,0 34,0 95,7 98,0 99,0 5711,8
Pozn.: NC — jaderné buniky, MNC — mononuklearni buiiky
Tabulka ¢&. 4: Vytéznost MNC po rozmrazeni (recovery, %), (n=16).
% vitalnich NC % vitalnich MNC Vitalni CD3+ (%)

Primér 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 bunky
Ve vsech kryokonzervovanych vacich byla potvrzena sterilita.

Kryokonzervace mononukledrnich buné¢k pro vyrobu tohoto pfipravku byla zatim
provedena u 2 pacientil (2 zeny ve véku 74 a 68, s diagndézou C83.3 — B-bun&cny lymfom
z velkych bungk). V obou piipadech splioval kryokozervovany produkt kiritéria stanovena
vyrobcem. LPMT Kymriah byl vyroben a po docasném skladovani
v kryokonzerva¢nim skladu Tkanové usttedny aplikovan piijemctm.

uspésné

Cast 2 - Studie kryokonzervace hodnoceného LPMT na bszi hMSCs
Vitalita a fenotypova cistota hMSCs pifed a po kryokonzervaci médiem obsahujicim

DMSO je zndzornéna v Tab. €. 5. Vitalita rozmrazenych bunck ovéfena trypanovou modii
dosahovala parametrii cerstvych nekryokonzervovanych bun¢k (= 90 %) u vSech 6ti pacienti.
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Fenotypova Cistota stanovena prutokovou cytometrii dosahovala parametri nativnich bunék
v poloving ptipadi, u pacientl 3, 5 a 6 byla fenotypova ¢istota pod 90 %.

Tab. €. 5: Vitalita a fenotypova cistota bunc¢k pied a po kryokonzervaci za pouziti média
obsahujiciho DMSO

Nativni buiiky Buiiky po kryokonzervaci
Pacient Vitalita (%) Fenotypova Vitalita (%) Fenotypova
Cistota (%) istota (%)
FC ™ FC FC ™ 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
Primeér 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 modfi

U pacienta ¢. 2 byly hMSCs také kryokonzervovany médiem neobsahujicim DMSO,
Biofreeze (Tab. €. 6).

Tab. ¢. 6: Vitalita and fenotypova ¢istota bunék pred 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

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

Bylo prokazano, ze vSechny vyrobené kryokonzervované produkty LPMT vyhovély
v mikrobiologickych testech na sterilitu a neobsahovaly mykoplazmata.

Ciast 3 - Retrospektivni studie odmyviani DMSO v suspenzi kryokonzervovanych
autolognich mobilizovanych perifernich progenitorovych bunék (HPCs)

V Tab. ¢. 7 je jsou uvedeny hodnoty mediant klicovych parametrti pfed zmrazenim
a po rozmrazeni. Z vysledkl vyplyva, ze proces zmrazeni/rozmrazeni signifikantné snizuje
vitalitu vSech jadernych (TNC) 1 mononukledrnich bunék (MNC), davku TNC/kg
a CFU-GM/kg. Davky MNC a CD34" buné&k ovlivnény nejsou, procento MNC se vyznamné
zvysuje.

Stranka 12 z 36



Tab €. 7: VIiv 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 buitky, MNC — mononuklearni buiiky, *) hvézditka oznacuje
signifikantni rozdil hodnot namétenych pied a po rozmrazeni

V Tab. ¢. 8 jsou uvedeny hodnoty medianti klicovych parametri po odmyti DMSO.
Z uvedeného vyplyva, Ze samotny proces odmyti vyznamné snizuje vitalitu MNC i CD34"
bunék, ostatni parametry vyznamné ovlivnény nejsou.

Tab. ¢ 8: 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 buitky, MNC — mononuklearni buiiky, *) hvézditka oznacuje
signifikantni rozdil hodnot naméfenych po rozmrazeni a po odmyti

V Tab. ¢. 9 jsou uvedeny hodnoty medianti kliCovych parametra pti porovnani hodnot v Case

leukaferézy a po odmyti DMSO. Cely proces statisticky vyznamné snizuje vitalitu TNC
1 MNC, procento CD34+ z leukocytt, davku CD34+/kg i ddvku CFU-GM/kg.
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Tab. €. 9. Vliv celého procesu sbér, zmrazeni, rozmrazeni, odmyti DMSO na parametry

rozmrazeného 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 buitky, MNC — mononuklearni buiiky, *) hvézditka oznacuje
signifikantni rozdil hodnot naméfenych pti sbéru a po odmyti

Byla zjiSténa stfedné silnd korelace (r = 0,785, p = 0,002) mezi po¢tem CFU-GM
a poctem vitalnich CD34" bunék po procesu kryokonzervace a rozmrazeni. Korelace mezi
po¢tem CFU-GM a vitalnich CD34" bunék po odmyti DMSO byla rovnéz stiedné silna
(r=0,769, p=0,00341).

Cast 4 — Splnéni specialnich poZadavki na skladovani vychozich surovin pro
vyrobu registrovanych a hodnocenych geneticky modifikovanych pripravki

Na pracovisti Tkanova ustfedna jsme pro skladovani geneticky modifikovanych
LPMT =zvolili kryokontejner s technologii ,,dry* v parach kapalného dusiku v teplotich
—175°C az —195 °C. Uspotadani vnitini vestavby zahrnujici pravidlo ,,co ram, to druh
piipravku koresponduje s doporucenymi standardy (67,68). Teplota je snimana pomoci
dvou teplotnich c¢idel, ktera jsou umisténa v riznych vySkach, teploty jsou kontinualné
monitorovany a zaznamenavany. Kryokontejnery jsou pravidelné validovany autorizovanymi
firmami 1 x ro¢né podle pravidel platnych ve vyrob€ léCiv, tzn. pii striktnim dodrzovani
triady: instalacni kvalifikace, operacni kvalifikace a procesni validace. Prokazali jsme, Ze
teplota skladovani —150 °C pozadovana piedpisy FDA pro LPMT je spln€na. Je rovnéz
splnén pozadavek vyrobcti LPMT na vylouceni pfimého kontaktu vaku s kryokonzervovanym
produktem s kapalnou fazi dusiku.

Cast 5 — Splnéni specialnich poZadavkii na transport a rozmrazovani registrovanych
a hodnocenych geneticky modofikovanych pripravkii moderni terapie

Transport LPMT z mista uloZeni v rdmci nemocnice na ptislusnou kliniku je provadén
v jednodussich ,,dry shipperech® vybavenych dataloggery pfi teploté skladovani doporucené
vyrobcem. Teplotni pribéh transportu je kontinudlné monitorovan pomoci teplotniho
dataloggeru. Piipravek je transportovan v parach kapalného dusiku. Pied zahajenim transportu
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se nadoba naplni kapalnym dusikem a tésné pied vlozenim ptipravku se obsah nadoby vylije.
Prokazali jsme, ze béhem transportu je udrzovéana teplota pod hranici -150 °C pozadovana
ptedpisy FDA pro LPMT. I béhem transportu je splnén pozadavek vyrobci LPMT na
vylouceni pfimého kontaktu vaku s kryokonzervovanym produktem s kapalnou fazi dusiku.
Rozmrazovéani piipravku je provadéno na vodni lazni 37 °C teplé po vlozenim vaku
s kryokonzervovanym piipravkem do sekundarniho obalu. Je provaddéno na klinickém
pracovisti tésné€ pred jeho aplikaci.
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8. Diskuse

8.1 Opatiovani a kryokonzervace vychozi suroviny pro vyrobu LPMT Kymriah

Z pocatku byla vyroba LPMT omezena na mensi vyrobni zafizeni, ale s postupem ¢asu
se prosadil trend vyrobu LPMT centralizovat (12). Je tedy nezbytné nutné, aby ptivod, sloZeni
a specifikace LPMT, vyrobni proces, metody kontroly kvality byly sladény mezi regulacnimi
agenturami a vyrobci LPMT. Problémem je nesourodost v pouzivanych materidlech tfidy
GMP/SVP a dodrzovéani zasad SVP v bunécnych a tkanovych bankach, resp. tkanovych
zafizenich uchovavajicich vychozi suroviny, coz vede k nezajisténi konzistence, bezpecnosti
a Cistoty koneénych LPMT. Tento problém je jist¢ zCasti zpisoben rozdilymi naroky na
systém jisténi jakosti v tkdnovych 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 1é¢iv pro jiSténi
kvality v tkanovych zatizenich (69), kterd zahrnuji fadu zédsad SVP platnych ve vyrobé¢ l1é¢iv
(70,71). Dal$im problémem je mnohdy kratsi doba pouzitelnosti produktii bunééné terapie ve
srovnani s jinymi biologickymi latkami, coz ¢ini tyto produkty obzvlasté nachylnymi
k poskozeni béhem piepravy. Jednim z takovych piikladid je Holoclar, kde vyrobce musi
obdrzet biopsie pacienta do 24 hodin a ktery ma pouze 36hodinovou trvanlivost (72).
Kryokonzervace vychozi suroviny za podminek SVP by v takovych ptipadech byla vhodnym
feSenim. Alternativou jsou nova média umoZiujici prodlouzit skladovatelnost vychozich
surovin v nadnulovych teplotach.

V soucasnosti dominuje manualni vyroba LPMT, kterd se omezuje na maloobjemové
nadoby (ampule, kryovaky malého objemu). Takovy pfistup zvySuje celkové vyrobni naklady
a vede k problémiim s kvalitou a konzistenci, v neposledni fadé dostupnosti vySkolenych
pracovnikd. Cilem je automatizace vyroby, zajiSténi standardizace a reprodukovatelnosti
vyrobnich procest a s tim spojené snizeni vyrobnich naklada (11).

Na druhé stran¢ centralizace vyroby vedla u autolognich piipravkii somatobunécné
terapie ke znacnému zvySeni nakladl spojenych s centrdlni registraci, takze vysledny pocet
registrovanych ptipravk je piekvapivé maly. Navic vzhledem k vysoké cené nebyl o nékteré
z nich zajem, takze byly nakonec staZzeny z trhu. Piikladem uspé&$né centralizované vyroby
s dlouhodobou perspektivou jsou autologni geneticky modifikované LPMT. Jde o terapii
zalozenou na CAR-T, ktera predstavuje novodoby prevratny typ [éCby tady
hematoonkologickych onemocnéni. Pro odbér a zejména kryokonzervaci vychozi suroviny
(mononuklearni buiiky) pro vyrobu LPMT vyvstavaji 2 zasadni otazky: (1) zda a do jaké miry
tyto procesy ovliviiuji vyrobu a ucinnost kone¢né¢ho produktu CAR-T, (2) jak ovliviuji
nasledné ptetrvavani 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 hydroxethyl skrob (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 6,5-7,5 % (73-76). Na
naSem pracovisti vyuzivame pouze CE certifikované materialy, nebo registrovana 1éCiva,
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zpracovani probiha v Cistych prostorach, ve tiid¢ Cistoty A (laminarni box/stil s laminarnim
stropem) s pozadim B. Zmrazovani probihd v programovatelném zafizeni 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 (77). Zvoleny kryokonzervacni rezim byl odvozen od
dlouhodob¢é pouzivaného protokolu pro konzervaci lymfocyti déarce (172), ktery zajistuje
vysokou vitalitu bunék po rozmrazeni i vysokou vytéznost mononuklarnich bunék a CD3"
bunék. Prvni zkuSenosti s kryokonzervaci pro vyrobu ukazaly, Ze proces je dobfe nastaven,
coz umoznuje uspésnou naslednou vyrobu a tim i pouzitelnost hotového ptipravku. Prvni
zkuSenosti rovnéz ukazaly plnou funkénost nového vybaveni pro skladovani
kryokonzervovanych registrovanych nebo hodnocenych geneticky manipulovanych LPMT v
kryokontejnerech, které jsou pravidelné validované autorizovanymi firmami, v parach
kapalného dusiku. Alarmové stavy se ani béhem skladovani, ani béhem transportu LPMT
nevyskytly.

Podafilo se i splnit podminky stanovené povolenim MZP pro zachazeni s geneticky
modifikovanymi organismy (GMO), které bylo naSemu pracovisti vydano. Béhem dalsiho
provozu bude nutno skladovaci prostory a zafizeni rovnéz ve stanovenych intervalech
monitorovat na vyskyt GMO molekularné-biologickymi metodami pomoci specidlné
navrzenych primeru.

8.2 Kryokonzervace hodnoceného LPMT na bazi hMSCs

V soucasné dobé€ jsou klinické aplikace neregistrovanych LPMT na bazi kmenovych
bunék omezeny na klinicka hodnoceni registrovana EMA, schvalena a kontrolovania SUKL.
To vyzaduje, aby vSechna zafizeni Ucastnici se klinickych hodnoceni vlastnila ptislusna
schvaleni pro takové cinnosti, jako je odbér bunék lidského pivodu (tkanova zatizeni),
sérologické testovani darct (diagnostické laboratote), vyroba LPMT (vyrobci LPMT) nebo
testovani lécivych piipravki (kontrolni laboratofe). VSechny manipulace s otevienymi
produkty, véetné jejich bakteriologické kontroly, musi byt provadény ve tfidé Cistoty A
s pozadim tfidy B, zatimco s uzavienymi vzorky lze manipulovat v prostiedi tfidy Cistoty C
(78).

V nasi studii (Eudra CT:2016-000926-21) byla znac¢nd variabilita v celkovém
mnoZstvi shromazdénych WBC (0,766—1,258 x 10%), ktera byla také vyjadiena
v mononukledrni frakci (0,262-0,473 x 10%). Tato variabilita nezplisobila 74dné selhani
klinické aplikace, ale vedla ke zna¢nému omezeni poctu bun€k dostupnych pro pouziti
v experimentech. Z tohoto diivodu jsme mohli provést testovani klonogenity pouze ve dvou
piipadech a rovnéz pouze ve 2 ptipadech pouzit kryoprotektivum neobsahujici DMSO.

Silnou strdnkou nasi technologie je wudrzovani vysoké urovné bezpecnosti
kryokonzervovaného produktu, coz je zajiSténo vyhradnim pouzivanim registrovanych 1€k,
zdravotnickych prostredki s certifikditem CE a absenci jakychkoli slozek zivoc¢isného piivodu.
Kvalita aseptické prace béhem ,,sklizné“ bun¢k a vSech vyrobnich krocich byla také
potvrzena absenci jakychkoli nalezli nesterility, jak ve shromazdéném vychozim materidlu,
tak v kryokonzervovaném ATMP, a absenci mykoplazmat v kryokonzervovaném produktu.
Dalsi vyhodou je, Ze jsme mohli pouzit konvencni programovatelné mrazici zafizeni, které
chladi kapalnym dusikem a je umisténo do prostfedi tfidy C. To je v kontrastu s tvrzenim
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nekterych autord (79), ze pro kryokonzervaci LPMT nejsou zafizeni pracujici na bazi
vstiikovani par kapalného dusiku do mrazici komory pfistroje vhodna. Nase technologie vedla
k vyvoji kryokonzervovanych produkti hMSC, které kvalitativné odpovidaji parametrim
1écivych pripravkl ziskanych z nativnich (Cerstvych) bunék. Nase vysledky v ptipadech
pouziti DMSO jako kryoprotektiva ukazuji, ze popsana technologie je vhodna pro produkci
LPMT, protoze umoziuje buiikdm udrzovat své fenotypové vlastnosti a zivotaschopnost na
standardech vyhovujicich SVP. Vysledky testovani klonogenity ukazaly snizeni repopulacni
potence bunck ve druhé pasazi po rozmrazeni, coz by mohlo byt vyrazem vyskytu fenoménu
oddalené bunécné smrti popisované Baustem (80). Piekvapivé vysoka byla i vitalita a Cistota
bun¢k pfti pouziti kryoprotektiva bez DMSO, tyto vysledky by ovSem bylo nutné potvrdit na
vétsim souboru.

Nekteti autofi uvadeji protichiidné vysledky tykajici se pozitivniho nebo negativniho
imunoznaceni (29). Pfi stanoveni fenotypu jsme vychazeli z faktu, ze hMSCs musi na svém
bunééném povrchu vykazovat pfitomnost CD-105, CD-73 a CD-90 znakd a musi byt
negativni pro CD-45, CD-34, CD-14, CD-19 a HLA-DR znaky. Zivotaschopnost po
rozmrazeni dosaZend v nasi studii byla srovnatelnd s vysledky skupiny Kotobuki et al., 2005
(81).

Nevyhodou nasi prace je nizky pocet pacientd zahrnutych do studie. Nase vysledky
vsak ukazuji, ze je mozné pfipravit LPMT s vysoce kvalitnimi parametry a silnym
potencialem pro pouziti v budoucich klinickych studiich. Dalsi vyzkum by mél byt zamétfen
na optimalizaci sloZeni média, ve kterém hMSC mohou zistat stabilni po dobu nejméné 24
hodin po rozmrazeni a eliminaci pouZiti DMSO.

Technologie kryokonzervace prezentovana v této studii miize pomoci fesit situace, kdy
pacient neni schopen podstoupit operaci v piesny okamzik, kdy je finalni produkt hMSC
pfipraven k aplikaci. Za té€chto okolnosti piedstavuje kryokonzervovany LPMT novy produkt
schopny uchovat jedine¢ny materidl pro odlozenou transplantaci. Klinické pouziti nami
vyvinutého ptipravku by vSak mohlo probihat pouze v ramci navazujici klinické studie nebo v
ramci nemocni¢ni vyjimky pro pouZiti neregistrovaného piipravku.

8.3 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 (79,80), pozdé&ji 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 pifjemce nema piesdhnout 1 g. Piesto pietrvavaly v CR o jeho klinickém pouziti
urCité pochybnosti, ptedevSim s ohledem na kvalitu produktu (27). Pochybnosti byly
odstranény plnym akceptovanim pouziti DMSO ze strany SUKL v r. 1996. Pokud davka
pfesahovala doporuc¢enou hodnotu, byly infuze rozdéleny do n¢kolika dnil (27).

V soucasné dob¢ existuji nové trendy, jejichz cilem je bud’ nalézt jiné, stejn¢ Gcinné
kryoprotektivni roztoky, nebo alespon riziko nepfiznivych reakci snizit (82). Obecné se uvadi
pravidlo ,,tii R*“ — Replace, Reduce, Remove (83). Jedna se napiiklad o hledani vhodnych
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kombinaci s dlouhodobé zndmymi, ovSem samostatné méné ucinnymi, kryoprotektivy jako
jsou ethylenglykol, hydroxycelul6za, sacharéza, maltéza, trehaléza a také nckteré
makromolekuly (dextran, polyvinylpyrrolidon atd.) (81). Pro vlastni odmyvani DMSO po
rozmrazeni jsou k dispozici automatické promyvaci systémy pracujici v uzavieném systému.
hematopoetickych bun¢k a minimalni riziko mikrobialni kontaminace. Nevyhodou je vysoka
cena zatizeni (84—87).

Nase predchozi studie provedené u pacientii s mnohocetnym myelomem, ktefi
podstoupili autologni transplantaci prokazaly, ze davky DMSO na kg aplikované pfii
transplantaci v jsou naprosté vétsing pripadt hluboce pod maximalni povolenou denni davkou
(85). Problém predstavuji obcas se vyskytujici $patné mobilizovatelni pacienti, u nichz je
transplanta¢ni davku nutné délit do dvou po ptipadé vice dni.

Odmyvani DMSO po rozmrazeni provadime pouze u pacientll se znamym vySS$im
rizikem arytmii, coz jsou ptedevSim pacienti s primarni nebo sekundirni amyloidézou
myokardu. To je divod, pro¢ za poslednich 5 let bylo na naSem pracovisti odmyto DMSO
pouze u 13 pacientl. 3 pacienti trpéli primdrni amyloidézou, 10 pacientli sekundarni
amyloidozou jako komplikace u mnohocetného myelomu. Pouze v jednom ptipadé nebylo
odstranéni DMSO pldnovano a bylo provedeno v naléhavé situaci u pacienta s tézkou
nezadouci reakci po zahéjeni infuze rozmrazeného koncentratu. Potvrdili jsme, ze odstranéni
DMSO promytim buné€k vede k vyznamnému poklesu vitality mononukledrnich bunék
a davky CD34" bunék na kg hmotnosti piijemce. Toto sniZeni vitality miZe byt projevem
kryokonzervaci vyvolané oddalené bunécné smrti. Nase vysledky potvrzuji Ze odmyvani by
mélo byt omezeno pouze v indikovanych ptipadech, coz je v souladu s doporuc¢enim EDQM,
2019 (121). Podani tohoto produktu nese dalsi rizika spocivajici v nedokoncenych testech
sterility, jejichZz vysledky jsou znamy aZ po aplikaci pfipravku. Toto riziko je ovSem
minimalni, pokud je manipulace s rozmrazenym piipravkem provadéna ve tfid¢ Cistoty A
s pozadim B (Obr. €. 6).

Nase vysledky recovery ve skuping CD34" bunék jsou srovnatelné s vysledky skupiny
Yang et al., 2005 (166).

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

Pti dodéani geneticky modifikovanych LPMT propusténych pro klinické pouziti
kvalifikovanou osobou vyrobce existuje moznost jejich kratkodobého skladovani v dry
shipperech kuryrnich spolecnosti a co nejrychlejsi aplikace pacientovi. Tento postup vSak
s sebou nese riziko znehodnoceni pfipravku v ptipadé zjisténi neocekavané komplikace
u piijemce, kterd podani v planovany cas vylucuje. Toto riziko lze vyznamné snizit je-li
piipravek mozno skladovat v kryoskladu zdravotnického zatizeni, ktery ovSem musi spliovat
podminky stanovené vyrobcem LPMT a kompetentnimi autoritami. Vzhledem k pozadavku
na striktni vylouceni kontaktu kazety s kryokonzervovanym produktem s kapalnou fazi
dusiku, jsme zvolili skladovani v kontejneru na zakladé dry technologie. Vhodné se nam
podafilo vyftesit zplsob vnitiniho uspofadani v kontejneru, kdy je vyZadovano, aby kazdy typ
ptipravku mél k dispozici vlastni ram (67). To ovSem komplikuje skutecnost, Ze velikosti
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kazet od raznych vyrobct se 1isi a ramy tak néktera 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 rtiznych
rozmera.

8.5 Transport a rozmrazovani LPMT

Standardem pro transport pti ultranizkych teplotach je ptenosny dry shipper, ktery se
plni kapalnym dusikem a tésné pred samotnym transportem se nadoba vyprazdni. Validaci
jsme ovéiili, ze po vyliti kapaliny nadoba drzi teplotu < —150 °C az po dobu 10 dni.
Pozadavky na teplotu transportu LPMT se lisi u jednotlivych vyrobct v rozsahu —120 °C az
—150 °C. Pozadavky na teplotu skladovani a transport ptipravku se lisi u Evropskych
a americkych vyrobctit LPMT. Zatimco v EU, v&. Svycarska, postadi teploty pod —120 °C,
americ¢ti vyrobci se fidi pozadavkem FDA, ktery stanovil maximalni teplotu skladovani
a transportu LPMT na —150 °C a schopnost spolupracujiciho pracovisté tyto podminky
dodrzet ovétuji predcertifikacnim auditem.

Ackoliv n€kterd pracovisté vyuzivaji metodu suchého rozmrazovani pii definované
teploté (88), standardem zatim zlstava rozmrazovani ve vodni 1azni temperované na 37 °C *
1 °C. Lécivé ptipravky jsou rozmrazovany ve dvojobalu (prevence Uiniku obsahu kryovaku do
vodni 14zn€) (89). V naSich podminkéich se plné osvédcilo vlozeni kryovaku s LPMT do
zevniho sterilntho obalu Steriking, coZ je metoda, ktera byla dlouho pouZivana pfi
rozmrazovani minimalné manipulovanych krvetvornych bunék.
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9. Zavéry

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

= Jesté¢ letech 2016—18 byla kryokonzervace vyzivana predevSim jako pojistka pro
pfipad selhani vyrobniho procesu. Pro dopravu vychozi suroviny do mista vyroby
a hotového pfipravku na misto pouziti byla preferovana hypotermni konzervace
a kryokonzervace byla obecné vnimana jako mozna, ale az zbytecné komplikovana
varianta. Podobné byly spiSe vyjimkou kryokonzervované hotové LPMT.

= V soucasné dobé jsou kryokonzervované hotové LPMT jiz bézné vyrobci
distribuovdny a jsou ocenovany i vyhody kryokonzervace zadkladni suroviny
umoznujici prodlouzeni jeji trvanlivosti a rozsifeni moznosti planovani vyroby LPMT.

= U extrémné drahych LPMT pro CAR-T schvalenych k pouziti v EU teprve v r. 2018,
navic predstavuje kryokonzervace vyznamny prostfedek proti jejich znehodnoceni
v dusledku zdrzeni transportu nebo neocekavané indispozice pacienta.

= Pro pracovist¢ provadéjici docasné skladovani kryokonzervovanych hotovych
registrovanych nebo hodnocenych LPMT to ovSem piedstayuje nutnost dosdhnout
plné technologické kompatibility s pozadavky jejich vyrobct.

Pti feSeni problematiky byly dosazeny dil¢i cile disertacni prace.
9.1 Opatrovani a kryokonzervace vychozi suroviny pro vyrobu LPMT Kymriah

Samostatné¢ jsem zpracovavala vychozi suroviny pro vyrobu LPMT, provedla
vyhodnoceni a zpracovala podklady nutné pro schvaleni SUKL.

9.1.1 Zhodnoceni odbéru nemobilizovanych mononuklearnich bunék

Na pristroji Spectra Optia byla naseparovana bunécnd suspenze mononuklearnich
bunek. Ve vSech ptipadech postacila jedna separace o objemu 140 ml k dosaZeni dostate¢ného
po¢tu jadernych bunék i % CD3" bunék. S vyjimkou jednoho piipadu nebylo splnéno
pozadované kritérium vyrobce na inicidlni koncentraci jadernych bunck. V téchto ptipadech
by bylo nutné separovanou suspenzi pied kryokonzervaci koncentrovat centrifugaci. S touto
eventualitou na§ standardni pracovni postup pro zpracovani suspenze mononukledrnich bun¢k
pocita. Vysetieni sterility bylo ve vSech ptipadech s vysledkem: ,,Sterilni®.

9.1.2 Zhodnoceni kryokonzervace mononuklearnich bunék

Vysledky potvrzuji UspéSnost kryokonzervaéniho procesu. Vytéznost vitdlnich
jadernych, mononuklearnich a CD3" pozitivnich bunék je pfiblizné 75 % a Zivotaschopnost
(vitalita) po rozmrazeni nad 90 %.

Na zaklad¢ vysledkl prospektivni analyzy odebranych koncentrati mononuklearnich
bun¢k a kryokonzervovanych mononuklearnich bun€k bylo Tkanovému zafizeni FN HK
(CZ000426) udéleno povoleni SUKL pro opatiovani mononukledrnich bundk pro vyrobu
LPMT.
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9.2 Kryokonzervace hodnoceného LPMT na bazi hMSCs

Samostatné¢ jsem provedla zpracovani a kryokonzervaci hodnoceného 1écivého
ptipravku na bazi hMSCs, vyhodnoceni parametrit CFU-GM ve vychozi suroving¢ — kostni
dfeni a samostatn¢ jsem urcila pocet bun€k pomoci trypanové modrfi. 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 kontinudlniho méteni a vyhodnoceni poctu Castic.

V ramci probihajici klinické studie ve spolupraci s Ortopedickou klinikou FN se nam
podaftilo uspésné navrhnout protokol pro kryokonzervaci hMSCs. Zvolenou metodou jsme
dosahli u kryokonzerovanych bun¢k vysoké zivotaschopnosti (vitality) pievysujici v priméru
90 % (mean 93 %) pfi stanoveni zivotaschopnosti pomoci trypanové modie a prutokové
cytometrie. Po rozmrazeni, butiky odpovidajici fenotypu hMSCs (CD105%, CD73", CD90",
MHC I, CD14, CD-45 a CD34") dosahovaly zastoupeni > 90 % v poloviné ptipadd (3
pacienti), v ostatnich pfipadech bylo pritokovou cytometrii stanoveno zastoupeni 67-85 %.
Fenotypové hodnoty byly porovnany s hodnotami v suspenzi Cerstvych bunck. Vysledky
povazujeme za uspokojivé. Vzhledem k mozné toxicit¢ pouzitého kryoprotektivniho roztoku
je tieba pted vlastnim podanim kryoprotektivum odmyt. Nase vysledky by bylo vSiem mozno
Vv praxi vyuzit pouze v ramci navazujici klinické studie.

9.3 Studie odmyvani DMSO v suspenzi kryokonzervovanych autolognich
perifernich kmenovych bunék (HPCs)

V ramci retrospektivni studie provedené u pacientll indikovanych k autologni
transplantaci perifernimi progenitorovymi builkami jsem vyhodnotila parametry krevniho
obrazu, vysledky pratokové cytometrie a CFU-GM. U fady pacientii jsem samostatné
provedla kryokonzervace, v¢. samotného odmyti DMSO. Dospéla jsem k zavéru, ze ve
skupiné jadernych bun€k jsou k procesu odmyti DMSO nejcitlivéjsi praveé progenitorové
CD34" bunky, kdy vytéznost (davka CD347/kg) po odmyti vyznamné klesa. Potvrzuje to fakt,
ze indikace k odmyti by méla byt jen ve vyhranénych ptipadech. Déle jsem potvrdila korelaci
mezi hladinou CD34" a CFU-GM v souladu s vysledky prace Yang H. et al., 2005 (90). Z
uvedeného vyplyva, Ze pfed samotnym podanim piipravku by mély byt znamy zaroven
vysledky CFU-GM, protoze optimalni hladiny CFU-GM jsou podminkou ¢asné¢ho piihojeni
Stépu.

9.4 Skladovani, transport a rozmrazovani registrovanych LPMT

Vysledkem této casti bylo vypracovani a praktické ovéfeni postupi odpovidajicich
soucasnym naroklim vyrobcii geneticky manipulovanych LPMT, coZ byla jedna z nezbytnych
podminek zahajeni klinického programu CAR-T terapie ve FN HK.
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