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1. OVOD

Pouziti bunék a tkani pro klinické transplantace v fad¢ 1ékat'skych obort neby-
lo nikdy v minulosti tak Casté jako nyni. Autologni i alogenni transplantace kryo-
konzervovanych buné€k a tkani pfinesly prospéch tisicim lidi, na druhé strané se
vSak objevily 1 netispéchy (Pritchard, 1987, Diringer and Braig, 1989, Tedder et al.,
1995, Khuu et al., 2003, Eastlund a Strong, 2003). N€které z nedspéchil byly zpl-
sobeny technickymi nebo metodickymi selhdnimi, postupné se vSak dostival do
popiedi problém neexistence pravni regulace bunécnych a tkafiovych transplanta-
ci, vCetné stanoveni pravidel pro zaji§téni jejich bezpe¢nosti (Roscam Abbing,
1995, DuPont, 1997). Navic, rozSifovani informaci, které pfeceiiuji moZnosti
v soucCasnosti dostupnych kryokonzervacnich technologif ve sd€lovacich prostied-
cich a na internetu nebo zvefejnéné pfipady praxe, kterd budila podezieni z nere-
spektovani etickych a pravnich aspekti transplantaci, sniZily davéru vefejnosti
v korektnost a transparentnost systému odbéril a transplantaci tkani v narodnim
1 mezinarodnim méfitku (von Versen, 1995, Klement, 2001, Public Citizen, 2001,
Steiner a Spacek, 2002, Sev<ik a Fakan, 2002).

Problematika bezpecnosti bunécnych a tkafiovych transplantaci je lékafskou
vefejnosti vnimana piedev§im jako prevence pfenosu infekce od darce, problém je
vSak komplexn€jsi a zahrnuje cely systém jiSténi jakosti zndmy z farmaceutické
vyroby (Pospisilovd, 1998). Za bezpeCnost bunéénych a tkaflovych transplantatd
odpovidaji tkafiové banky. Autor vychdzi z pfedpokladu, Ze podobné jako vyrobei
Ié¢iv by tkaniové banky mély prokazovat, Ze jejich produkty jsou:

1. Biologicky, resp. klinicky d¢inné.
2. Bezpecné.

Oba poZadavky jsou v ur¢itém protikladu. Biologicky nejucinngjsi preparéty
mohou byt nejméné bezpecné a naopak nejbezpenéjsi nejméné G¢inné. Je uménim
tkafiové banky nalézt ve spolupréci s klinickymi pracovniky pro obg€ strany piija-
telny kompromis mezi bezpecnosti a Gi¢innosti.

Biologick4 tcinnost se standardné prokazuje experimentdlnimi a klinickymi
studiemi. Pifklady t&chto studii s pouZitim bunécnych a tkdfiovych transplantiti
zhotovenych v Tkéniové dstfedné Fakultni nemocnice Hradec Kralové jsou uvedeny
v seznamu literatury autora. Jde o pouZiti bunéénych a tkafiovych $t€pll v neuro-
chirurgii (Parizek et al. 1987a,b, 1989, 1994, 1996, 1997, 1999, 2000, Paiizek
a Méficka 1990), popaleninové medicing (Klein et al. 1989, 1995, 1997, 2000),
hematoonkologii (Blaha et al. 1990, Filip et al. 1996, 1997, 1999, Vaiiasek et al.
1997, 1998), oftalmologii (Rozsival a Méficka 1998, Rozsival et al. 1997, Krasny
a M¢éricka 1998) i dalsich oborech (Klein et al. 1990, Ferko et al. 2000, Paral et al.
2000, Dfizhal et al. 2001, Pavlata et al. 2002).



Standardni metodou prokazovani bezpecnosti je priikaz shody produktu, resp.
zplsobu jeho zpracovdni, s ndrodnimi, resp. mezinarodnimi standardy. Standardy
vznikaly zprvu jako dobrovolnd doporuceni odbornych 1ékatskych spolenosti
nebo organizaci tkaflovych bank (Eastlund a Campagnari, 1992, EATB, 1995).
Nevyhodou tohoto postupu je moZnost riizného nastaveni poZadavkl (pfecenéni
nebo podceniovani rizik) i v rAmci jedné odborné spole¢nosti. Pozdgji, piiblizng od
roku 1993, se zaCalo prosazovat stanoveni minimalnich poZadavkid na bezpe€nost
tkanovych transplantatd staitem (FDA, 1993, Fragale, 1997). U &lenskych stath
Evropské unie (EU) je stanovena povinnost vé€novat zvySenou pozornost materia-
lim biologického piivodu jiz v zdkladnich dokumentech, tj. Maastrichtské smlou-
vé z roku 1992, konkrétni smérnice Evropského parlamentu a rady tykajici se
Cinnosti tkallovych bank vSak byla vydéana teprve v roce 2004 (European Union,
2004). V této praci se omezujeme na bunécné a tkafiové transplantity kryokonze-
rované, vitdlni, u nichZ nelze provést sterilizaci kone¢ného produktu.

V praxi tkanovych bank, véetné pracovisté autora (M&Ficka et al. 1989, 1995,
1997, 1999, 2000, 2002, 2003, 2004, 2005, Strakova et al. 1994), v soucasné dobé
pfevazuji metody kryokonzervace zaloZené na rovnovadZném zmrazovani, resp.
Mazurové doufaktorové hypotéze vypracované v 60. letech 20. stoleti (Mazur
1961, 1963, 1966) a pouZiti pronikajicich kryoprotektiv (glycerol nebo dimetylsul-
foxid). Podstatou téchto metod je prevence vzniku nitrobunéénych krystald, resp.
umoznéni adaptace bun€k na zménéné osmotické pomeéry pii zmrazovani pomalou
dehydrataci, v disledku které vétSina vody piitomné ve zmrazovanych buiikdch
krystalizuje extracelularné. Obvykle nésleduje dlouhodobé uloZeni pfi teplotach
kapalného dusiku. U bunécnych a tkafiovych transplantatd, u kterych se neptfedpo-
klada dlouhodobé uloZeni, se uplatfiuji i mechanicka zmrazovaci zafizeni pracuji-
ci pfi teplotich —80 °C a niz§ich, zajist€nd havarijnim dochlazovanim, nejlépe
kapalnym dusikem.

Svoje misto pfi kryokonzervaci tkdni maji i postupy zaloZené na kompletni
zabrang krystalizace, resp. vyvolani sklovitého stavu (vitrifikace). Toho lze dosah-
nout pouZitim sloZitych smési kryoprotektiv, tzv. vitrifikanich roztokd (Pegg
a Diaper 1989, Wusteman et al. 2002, 2003). Tento zpiisob je obecné povaZovan za
perspektivni metodu kryokonzervace organd, kterd je vSak stale, pfes dosaZeny
pokrok, patmné zaleZitosti vzdalenéjsi budoucnosti (Fahy a Ali 1997, Wowk 2000).



2. CILE PRACE A CLENENI DO KAPITOL

Cilem préce je:

1. Analyzovat trendy vyvoje legislativy stanovujici poZadavky na bezpecnost
bunéénych a tkanovych transplantaci ve svétg, Evropské unii a Ceské republice
s cilem pfizpusobit metodiky pouZivané na vlastnim pracovisti témto ménicim
se naroklm.

2. Vypracovat vhodny systém prevence sekundarni a kifZové kontaminace b&hem
zpracovani a skladovéani bunék a tkéni.

3. Analyzovat teplotni podminky pfi skladovani kryokonzervovanych bunék
a tkéni s cilem stanovit kritické parametry procesu a nalézt optimélni feeni pro
klinickou praxi

Aspekty bezpec€nosti konzervace bunék a tkani jsou probirdny ve tfech samo-
statnych kapitoldch:

Kapitola 1: Vyznam porozuméni mechanismiim poskozeni zmrazovanim a me-
chanismim kryoprotekce pro praxi bunécnych a tkanovych bank.

Kapitola 2: Sou¢asné narodni transplantalni legislativa Ceské republiky a po-
Zadavky Smérnice Evropského parlamentu a rady.

Kapitola 3: Buné¢n4 a tkaniova banka jako kombinace kryotechniky a techno-
logie ¢istych prostor.



3. METODIKA

Metodika kryokonzervace bunéénych suspenzi pouZivana ve Fakultni nemoc-
nici Hradec Kralové byla vypracovana autorem a jeho spolupracovniky v 80. a 90.
letech minulého stoleti a postupné zdokonalovdna (Méficka et al. 1987, 1988,
1990, 1991, 1995, 1999, 2003, Blaha et al. 1990). Po fizeném zmrazovani v pfi-
tomnosti smési pronikajicich a nepronikajicich kryoprotektiv je pouZivano jak
skladovani pfi teplotich kapalného dusiku, tak teplota -85 °C.

Z analyzy vyvoje ndrodni, evropské i svétové legislativy od 80. let minulého
stoleti vyplynula fada zmén v poZadavcich na standardni postupy pouZivané pfi
organizaci darcovstvi provadéni odbéri, zpracovéni konzervaci a distribuci bun&é-
nych a tkanovych transplantata.

Transplantaéni zdkon (zakon ¢&. 285/2002 Sb. ze dne 30. 5. 2002 o darovani,
odb&rech a transplantacich tkani a orgdnt a o zmén& nékterych zakontd) (Mini-
sterstvo zdravotnictvi CR, 2002), ktery byl pfijat po vice nez 10 let trvajicici dis-
kusi vzal v dvahu pozadavky Evropské konvence o biomedicing (European Treaty
Series/164, 1997) a klade velky diraz na respektovéni autonomie darce, af jiz Ziji-
ctho nebo zemielého. To si vynutilo zménu metodiky organizace darcovstvi:

plasticko-chirurgickém zakroku, pouZit bez informovaného souhlasu dérce.

2. U zemfelych darct je zachovan princip pfedpokliddaného souhlasu s odbérem,
je v8ak zaveden registr nesouhlasicich osob (Vyhlaska ¢. 434/2004 O podrob-
nostech, rozsahu, a obsahu povinné uvadénych dat do Nérodniho registru osob
nesouhlasicich s posmrtnym odbérem tkani a organil) (Ministerstvo zdravotnic-
tvi CR, 2004). Odbérové tymy center pro transplantace organd i tkatiovych bank
jsou povinny ovéfit, zda potenciélni darce neni zapsan do tohoto registru. V kaz-
dém piipadé musi byt vSak rodina informovéna o predpokladaném odbéru.
Pokud je potencidlni zemiely darce nezletild osoba nebo osoba zbavena své-
pravnosti, nelze odbér provést bez souhlasu rodi¢d nebo zdkonnych zastupci,

3. Ziskavani tkani pro experimentilni a vyukové dlely je vZdy vazano na souhlas
darce projeveny béhem Zivota nebo na souhlas poziistalych.

Transplanta¢ni zdkon urcil i povinnosti tkafiové banky. Ta je v zdkoné defino-
vana jako zafizeni uréené k zajiStovani odbé&rt, dalsiho zpracovini, vySetfovani,
konzervace, skladovani a distribuce tkanovych §té€pd pro transplantace. Tkdiiova
banka musi byt soucésti zdravotnického zafizeni a lze ji zfidit pouze se souhlasem
Ministerstva zdravotnictvi. Kazd4 odebrana tkani musi byt zasldna do tkaiové
banky s vyjimkou piipadd, kdy odbér i transplantace tkang probihaji v ramci jed-
noho operacniho vykonu. Smérnice Evropského parlamentu a rady ¢. 2004/23/EC
(European Union, 2004), kterd plati od 31. 3 2004 pfedpoklada, Ze tkatiové a bu-



nécné transplantaty budou poskytovany pouze licencovanymi, resp. akreditovany-
mi tkdfiovymi bankami. Ddsledkem t€chto ustanoveni bylo zahajeni procesu licen-
covéni tkatovych bank MZ CR v roce 2004.

Pfi stanovovani poZadavki na bezpe&nost transplantaci se v CR kromé poZa-
davkl uvedenych ve vySe citované smérnici pfihliZelo 1 k dal$imu dokumentu,
ktery, zpracovala Rada Evropy a ma charakter doporuceni ¢lenskym statim této
organizace (Rada Evropy, 2002). VSechny uvedené normy respektuji Evropskou
konvenci o biomedicing (European Treaty Series/164, 1997). Rozsah jejich plisob-
nosti je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: Rozsah piisobnosti nérodni normy CR a nadnarodnich norem a doporudeni regu-
lujicich tkariové transplantace.

Transplantacni Doporuéeni Smérnice

zékon CR Rady Evropy 2004/23/EC

Orgény Zahrnuje Zahrnuje Nezahrnuje
Autologni bunky a tkdné Zahrnuje Zahrnuje Zahrnuje
Allogenni buiiky a tkdné Zahrnuje Zahrnuje Zahrnuje
Gamety Nezahrnuje Nezahrnuje Zahrnuje
Fetalni a embryonalni bunky Nezahrnuje Nezahrnuje Zahmuje

Pii vypracovavavani specifikaci kryokonzervovanych bunéénych a tkafiovych
$t€ph, standardnich operacnich postuptl jejich pfipravy a propousténi a volbé kon-
trolnich metod spliiujicich nové poZadavky na jejich kvalitu a bezpeénost, jak byly
uvefejnény na internetovych strankdch MZ CR (Ministerstvo zdravotnictvi CR,
2004), autor vySel z analogie piipravy té€chto §t€pd s vyrobou sterilnich 1é¢ivych
ptipravki a postupoval podle pravidel Spravné vyrobni a distribuéni praxe uvefej-
néné ve Véstniku SUKLu — mimofadné monotématické publikaci z roku 1998
(Pospisilova 1998).

Problematiku prevence pienosu infekce transplantovanou tkani autor déli na
dva zakladni okruhy otazek. Prvni okruh se tyka dérce, jeho serologické kontroly,
archivace séra a dekontaminace, resp. kontroly odebrané tkané. Tato problematika
je jiz pomé&rné dobfe literdrné zpracovana (Veen, 1994, Warwick a Kearney, 2002,
Eastlund a Strong, 2003, Martinez, 2003). ZkuSenosti autora s feSenim téchto pro-
blémi u dérca solidnich tkdni, resp. koZnich krytd, jsou shrnuty v publikaci New
Safety Assurance for Biological Skin Covers (Méficka et al., 2002) 1 nékterych dal-
Sich pracech (M&ficka et al., 1989, Méficka et al., 1996-97). Podminky zdravotni
zplsobilosti dérce jsou jiz i pfedmétem vyhlaS8ky Ministerstva zdravotnictvi
(VyhlaSka o zdravotni zplsobilosti ddrce tkdni a organ® pro Gcely transplantaci
¢. 437/2002 Sb.) (Ministerstvo zdravotnictvi CR, 2002).

Druhy okruh problémt, ktery je dosud literdrné mélo zpracovén, se tykd zpra-
covani odebranych tkani. Jsou to zejména:



Prevence kiiZové kontaminace b&hem odbéru, zpracovani a skladovéni tkéni.
. Prevence sekunddrni kontaminace béhem odbéru, zpracovani a skladovini
tkéni.
3. Prevence, resp. minimalizace ristu mikroorganismi béhem zpracovéni a skla-
dovani, resp. stanoveni kritickych parametri procesu skladovani tkéni.

V feseni téchto otazek je hlavni t€Zisté metodického piispévku autora k feSeni
problému bezpe€nosti bunéénych a tkafiovych transplantaci. Zavedeni modernich
metod prevence sekundérni a kifZové kontaminace by nebylo moZné bez pfedcho-
z{ realizace autorova nivrhu na vystavbu nového pracovisté, koncipovaného jako
kombinace kryotechniky a technologie Cistych prostor, pfi jehoZ projekei se postu-
povalo podle standardi International Society for Pharmaceutical Engineering
(ISPE) (The Society for Pharmaceutical and Medical Devices Profesionals 1999)
(Meéficka et al., 2004). Projekce a realizace stavby probéhla v letech 1998-2003
(Tabulka 4). Finan&ni podporu poskytlo Ministerstva zdravotnictvi CR a Fakultni
nemocnice Hradec Kralové.

[\

Tabulka 4: Postup realizace vystavby a uvedeni do provozu nového pracovisté.

Projekt 1998-1999 | Ateliér H1H4jek, s.r.o. Hradec Kralové
Chironax Projekt, Praha
Posouzeni projektu 1999 GM Projekt Opava, SUKL, MZ CR
Realizace stavby 2000-2002 Stako, Hradec Krilové
Zku$ebni provoz, validace Cistych 2002-2004 GM Projekt Opava, Labox Praha,
prostor a technologie ITEST Plus, s. r. 0. Hradec Kralové
Ziskéani licence MZ CR 2004
Trvaly provoz leden 2005

Prevence kiizové kontaminace se provadi pfedevsim vyloucenim kontaktu
tkani odebranych od riiznych darcd béhem zpracovéni a odd€lenim skladovéni
nepropusténych a propusténych produktd. ZvIlaStni pozornost tomuto problému
vénuje autor pfi feSeni systému skladovani koncentratl krvetvornych bunék pro
autologni i alogenni transplantace vzhledem k doloZenym pfipadim pienosu hepa-
titidy pfi skladovani kryokonzervované krve pod hladinou kapalného dusiku
(Tedder et al 1995, Hawkins et al. 1996).

Hlavni metodou, kterou autor pouZil pfi prevenci sekunddrni kontaminace pii
piipravé bunécnych koncentratii a solidnich tkétiovych §t€pl urcenych ke kryo-
konzervaci je aplikace aseptické technologie s pouZitim Cistych prostor.

Hlavni metodou prevence rastu mikroorganisml béhem zpracovéni a sklado-
véani tkani je dislednd kontrola chladiciho fetézce, resp. stanoveni operafnich
a procesnich limiti teploty v souladu se standardy ISPE (The Society for Pharma-
ceutical and Medical Devices Professionals, 1999).

10



Specifickym poZadavkem ndrodni legislativy i legislativy EU je zajisténi
vysledovatelnosti cesty od dérce k pfijemci pfi souasném zachobvani anonymity
dérce. Autor navrhl a realizoval zajiSt€ni tohoto poZadavku pomoci Stitki, na kte-
rych je uvedeno cislo kazdého St€pu obsahujici jak identifikaci tkafiové banky, cha-
rakteristiky $t€pu i anonymizovanou identifikaci déarce. Podoba S$titka vznikla
modifikaci systému pouZivaného v transfuzni sluzb€ pro Stitkovani propusténych
pfipravka (MZ CR 1997).
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4. VYSLEDKY

4.1 Diisledky legislativnich zmén pro metodické postupy pri organizaci
darcovstvi, odbérech a zpracovani bunék a tkani

4.1.1 Zmény v organizaci darcovstvi a provadéni odbérh

Diusledky legislativnich zmén na organizaci darcovstvi jsou uvedeny podrobné
v kapitole 2 a jejich pfilohach. Autor zde uvadi vlastni postupy pro organizaci dar-
covstvi véetné veetné prikladi informovanych souhlast pro odbér bunék tkéni od
zijicich darct a pro odbéry bunék a tkdni pro experimendlni udely i ptiklady pise-
mnych informaci pro rodinu zemfelych darct. Tyto postupy byly vypracovany ve
spolupraci s odbérovymi centry uvnitf nemocnice (Regiondlni transplantaéni cent-
rum pfi urologické klinice, Transplantacni centrum oddéleni klinické hematologie
II. Interni kliniky, Porodnickd a gynekologickd klinika, Ortopedicka klinika)
i mimo ni (Ortopedickd oddéleni nemocnic v Nachod€, Rychnové nad KnéZnou
a Ceské Lip&). V piiloh4ch kapitoly 2 jsou uvedeny rovnéz piiklady specifikaci
odebranych bunék a tkani i findlnich produktii, kryokonzervovanych bunéénych
a tkariovych §t€ph a standardni operacni postupy pro odbéry i zpracovani bungk
a tkani pfed kryokonzervaci vcetné jednoznacného definovani pouZivanych metod
kontroly a dlohodobé archivace séra darce.

Etickd a pravni problematika odbéru a konzervace tkdni je déle rozvedena
v pfiloZenych publikacich Uvod do transplantace tkani (M&ficka 2002) a Etické
zasady pfi vyuZivani lidskych tkdni pro védecké tcely (Cervinka a M&fi¢ka 2001)
i v publikacich uvedenych v seznamu literatury autora (Méficka 1991, Hanug a Mé-
ficka 1994). V kapitole 2 autor rovnéz uvadi pfiklady vlastniho ptinosu k vypraco-
véni ndrodni legislativy a svoje navrhy, které vedly k ustaveni prvni komise pro
odbéry a transplantace tkdni v roce 1996, na jejiz ¢innost navazala komise pro
bunéné a tkanové transplantaty zaloZend pfi MZCR v roce 2004 (MEgficka, 1996,
1997, Méficka et al. 2004).

4.1.2 Vysledky procesu licencovani tkatiovych bank v CR

Tkénové banky byly na zakladé€ licenéniho Tizeni rozdéleny do kategorii podle
spektra pfipravovanych §tépi. Kategorie bank a pocty vydanych licenci pro jedno-
tlivé kategorie k 31. 12. 2004 (Ministerstvo zdravotnictvi CR 2004 b) jsou uvedeny
v tabulce 2. Platnost v§ech ud€lenych licenci je 2 roky. Odbérové tymy licencova-
nych bank ziskaly oprdvnéni nahliZet do registru osob nesouhlasicich s posmrtnym
odbérem tkani a organd.
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Tabulka 2: Potty licenovanych tkafiovych bank v CR k 31. 12. 2004.

Kategorie tkdfiové banky Zkratka Pocet
O¢ni tkaniova banka OTB 2
Kostni tkdilové banka KTB 12
Specializovani tkafiové banka STB 1
Bunéénd tkailovad banka BTB 2
Multifunkéni tkénové banka MTB 2
Celkovy pocet licencovanych bank 19

Ziskani licence bylo i podminkou hrazeni produkti pfislusné tkafiové banky
pojiStovnou na zakladg jeji vlastni kalkulace zpracované na neziskovém principu
a osvobozené od dang z ptidané hodnoty. Cislo licence musi byt uvedeno na §titku
oznacujicim kaZdy produkt tkdnové banky (Obr. 4). Na neziskovém principu je
postavena i thrada nakladf jednotlivych ob&rovych center mimo fakultni nemoc-
nici,s nimiZ md Fakultni nemocnice uzavieny smlouvy. Pocet bank, jejichZ pro-
dukty hradi pojisfovny, je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3: Zmény poctu tkanovych bank uvedenych na seznamu VZP v letech 1993-2005.

Rok Monobanky Multifunk&ni banky Celkem
1993 4 2 6
2004 6 3 9
2005 5 2 7

4.2 Prevence sekundarni a kfizové kontaminace a kontrola chladiciho
retézce

4.2.1 Prevence sekundarni kontaminace

Autorovym piinosem k prevenci sekundarni kontaminace podrobné rozvede-
nym v kapitole 3 je v CR prioritni pouZit{ aseptické technologie &istych prostor pro
pfipravu bunéénych a tkafiovych transplatatd uréenych ke kryokonzervaci. Ukazka
prace v Cistych prostorach pii miseni kryoprotektivniho roztoku pro konzervaci
tkanového $tépu je uvedena na obr. 1. Operator &istych prostor je oblecen do anti-
emisni kombinézy pro pobyt ve t¥idé€ istoty B. Vlastni prace je provadéna na plose
pod lamindrnim stropem zajistujicim tfidu CistotyA.

4.2.2 Prevence kiiZové kontaminace
Dilezitym preventivnim opatfenim je jiZ stavebni oddéleni vlastni tkafiové

banky od odbérového centra v némZ probihd i prvni karanténni skladovani odebra-
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Obr. 2: Priib¢h validace 2 nizkoteplotnich zafizeni, levé slouZi pro skladovani nepropusténych,
pravé pro skladovani propusténych produktt.
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nych tkéni do doby neZ jsou zndmy vysledky v8ech testd dokumentujicich zdra-
votni zplsobilost darce. Dal§im opatfenim je odd€leni skladovani nepropuiténych
a propusténych tkani (Obr. 2).

Vlastni ptistup k feSeni prevence kiiZové kontaminace pfi skladovani bunéé-
nych $t€pl pii teplotich kapalného dusiku zaloZeny na peclivém vyhodnoceni
serologické kontroly darci, resp. pacientl je uveden v pfiloZenych publikacich:
The risk of infection transmission from blood progenitor cell concentrates (Blaha
et al 2003) a Our system of cross-contamination prevention during storage of hae-
matopoietic progenitor cells (Méficka et al. 2003). Koncentraty od dérch nebo
pacientil s markery aktivni infekce nejsou skladovany pod hladinou dusiku ale
v jeho pardch, v pfipadé nalezu markertl hepatitidy je voleno vyhradné skladovani
pti teplot€ —80 °C (Tabulka 5).

Tabulka 5. Systém prevence kiiZové kontaminace volbou optimdlniho zplisobu skladovéani

koncentrati krvetvornych bunék (Méficka et al. 2003).

Zptsob skladovéni Procento vzorki
Kapalny dusik kapalna faze 60
Kapalny dusik plynna fize 33
Mechanické zmrazovaci zatfizeni —85 °C 7

4.3 Stanoveni kritickych parametri procesu skladovani

V kapitole 3 jsou uvedeny vysledky analyzy kritickych parametrd procesu
skladovani bun&k pii nadnulovych teplotich (skladovani meziproduktt pfed kryo-
konzervaci) t podnulovych teplotach (pary i kapalna faze dusiku,mechanické zmra-
zovaci zafizeni).

Operacni a procesni limity teplotnich pomérti (The Society for Pharmaceutical
and Medical Devices Professionals, 1999) ve zmrazovacich a chladicicich zafize-
nich, které piedstavuji kritické parametry procesu skladovéni kryokonzervovanych
bunék a tkani, byly stanoveny na zakladé validace nezavislou osobou a jsou uve-
deny v tabulce 6. Sniméani dat pfenosnym validdtorem pomoci multikanalovych
C¢idel je znazorn€éno na obr. 2.

Tabulka 6: Operaéni a procesni limity teplot ve zmrazovacich a chladicich zafizenich.

Operalni limity teplot | Procesni limity teplot
) O
kapalny dusik — plynnd féze -195.8 az ~167.3 -195 a7 -130
kapalny dusik — kapalnd faze -197.7 az -186.7 -199 az -150
mechanické zmrazovaci zafizen{ -85 °C -88.5 a7 —74.3 -90 az -70
farmaceutickd chladici skiffl +5 °C +0.2 a7 +9.2 +0.1 aZ 49.5
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Amortizace a metrologie 1998-2005
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Obr. 3: Vzrist ndkladl na amortizaci zakladnich prostfedki a metrologii.

Tkadtov4 lstfedna Fakulin nemocnice v Hradci Krélové

CLEN EVROPSKE ASOCIACE TKANOVYCH BANK, SOKOLSKA 534, 500 05 HRADEC KRALOVE

C.LICENCE MZCR — MTB006

ALOGENNI DERMOEPIDERMALNI
KRYOKONZERVOVANY STEP
230 04 KU 00508 280 CM’

KOD VZP: 43106

DARCE VYHOVUJE V PREDEPSANYCH TESTECH

DIAGNOZA DARCE 1 60.2

DEKONTAMINOVANO 5% BETADINEM

KONZERVOVANO 10% DMSO

SKLADOVAT PRI TEPLOTE —80°C A NIZSi

SPOTREBOVAT DO 5.8.2005

BAKTERIOLOGICKY NALEZ: NEGATIVNI

UPOZORNENI: ZEVNI OBAL NENI STERILIZOVAN. ASEPTICKY
MANIPULUJTE POUZE S OBSAHEM VNITRNIHO
ZATAVENEHO SACKU

Obr. 4: Stitek pro oznageni propusténého kryokonzervovaného alogenniho dermoepidermalni-
ho transplantitu. Kazdy $té€p je oznacen unikdtnim Cislem, které za¢ind kédem 230 pfidélenym
tkaniové bance VSeobecnou zdravotni pojistovnou a rokem pfipravy (2004). Déle je uvedena
zkratka druhu tkan& (Ku) potadové &islo $t&pu v roce (5) a poradové &islo dérce v roce (8). Sti-
tek téZ obsahuje identifikacni k6d druhu Stépu pridéleny pojiStovnou (431 06), tdaje o jeho roz-
mérech, metodice zpracovini, instrukci pro skladovani a exspiraéni dobu a instrukeci pro
manipulaci se $tépem pied pouZitim. Po pouZiti $tépu se Stitek vlepi do dokumentace piijemce.
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Nezbytné kalibrace a validace techniky i &istych prostor vedly ke zna¢nému
zvySeni ndkladd na metrologii v ramci celého pracovi§t&, (obr. 3). Zvysujici se
naklady na amortizaci od roku 2001 odrdZeji postupné vybavovani pracoviits
novou technikou.

4.4 Zajisténi vysledovatelnosti

ReSeni problému vysledovatelnosti pfi zachovani anonymity dédrce pomoci
Stitkh je uvedeno na obrazku 4.
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5. DISKUSE

Legislativni zmény, které probihaji od roku 2002 a dosud nebyly ukonceny,
znamenaji nejradikalnéj$i zm&nu v postaveni tkanovych bank a narocich na jejich
Cinnost v jejich vice nez 50leté historii (Klen 1952, 1954, 1957, Méficka, 2000,
Plagilova, 2001) V roce 2002 doSlo poprvé k regulaci jejich ¢innosti na drovni
zéakona, pfestoZe prvni ndvrh piislu$ného zdkona byl publikovan jiz v 50. letech
(Dostal, 1954, Klen, 1957). JiZ na pocatku 90. let bylo zfejmé, Ze je tieba nahradit
tehdy existujici regulaci transplantaéni problematiky pomoci podzdkonnych norem
specidlnim zékonem. Autor aktivné€ prosazoval zafazeni regulace Cinnosti tkano-
vych bank do tohoto zdkona publikacemi (Méficka, 1991, Hanu§ a Méticka, 1994
a,b),éinnosti v komisich pro odbéry a transplantace tkéni, béhem piipravy zikona
i v ramci pfipominkového fizeni. Pfijetim transplantaniho zédkona se znacn€ zpiis-
nily podminky ziskdvani tkdni od Zijicich a zejména zemielych darcili i naroky na
technické vybaveni a persondl tkdflovych bank. To ve svych disledcich vedlo ke
sniZeni po¢tu bank s opravnénim k distribuci, tedy téch, jejichZ produkty hradi
pojistovna (Tab. 3). Zmény zékont, pfijaté soucasné s transplantatnim zakonem,
upravily i tak citlivé otazky, jako jsou thrady nékladl spojenych s odbéry, zpraco-
vanim a vySetfovanim a skladovéanim tkdni zdravotnimi pojisfovnami, a to v plném
souladu s konvenci o biomedicing (European Treaty Series/164/1997) a jejim do-
pliikovym protokolem (Council of Europe, 2002). Nésledné bylo zdkonem vyfeSeno
1 osvobozeni t&chto ¢innosti od DPH (Zakon ¢.235/2004 Sb.). Tim byly vytvofeny
podminky, aby tkafilovym bankdm byly uhrazeny ndklady, jejichZ vySe v disledku
zvySenych néarokll na kvalitu a bezpe€nost v poslednich letech rostla (Obr. 3).
Spolu s pravidelnym sledovanim dat o provedenych odbérech a transplantacich
tkani, provadénych Komisi pro bunééné a tkafiové transplantaty pfi Ministerstvu
zdravotnictvi CR (M&ficka et al., 2004) a Koordinanim stiediskem transplantact,
tak byly vytvofeny podminky pro plnou transparentnost ¢innosti tkafiovych bank.

Zavedeni systému ji§tEni jakosti si vyZadalo pfesné definovani kvalitativnich
parametrii kazdého druhu $t&pu ve specifikacich, coZ umoziuje pribézné vyhod-
nocovani shody a provadéni napravnych opatfeni, véetné pfipadnych zmén stan-
dardnich opera¢nich postupa.

Qdbéry pro experimentalni icely zlstdvaji soucasti ¢innosti tkaiovych bank,
samoziejmé po schvileni experimendlniho projektu piisluSnou etickou komisi.
I tato &innost tkafiovych bank je centrdlng evidovana. Jednoznaénou tendenci je
nahrada experimentalniho pouziti tkdni odebranych od zemfelych darch tkdnémi
odebranymi od Zijicich ddrch nebo tkanémi xenogennimi.

Z hlediska bezpenosti fesi narodni legislativa pouze prvni okruh problémd,
tykajici se posouzeni zdravotni zpusobilosti darce. Stanoveni podminek pro druhy
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okruh problémi spojeny se zpracovanim tkéni se oCekdva teprve po pfijeti zv1ast-
ni ndrodni normy vychazejici ze Smérnice Evropského parlamentu a rady z roku
2004. Tato narodni norma by méla upravit i podminky licencovéni tkdfiovych bank.

Vyrazny vzrist narokdl na bezpe¢nost bun&tnych a tkanovych transplantaci
potvrdil spravnost dlouhodobé orientace autora na postupné zavadéni aseptické
technologie piipravy vitdlnich transplantatd pfi splnéni technickych pozadavkil
platnych ve farmaceutické vyrobé. Tento postup vyrazné usnadnil ziskani licence
MZ CR v roce 2004 a dava pfedpoklady pro jeji obhdjeni po piijeti vyse uvedené
narodni normy.

Kryokonzervované tkafiové a bun&cné Stépy pfipravované za téchto podminek
predstavuji ptijatelny komromis mezi biologickou G¢innosti a bezpeénosti produk-
tu. Na jedné stran& sice dochdzi pfi kryokonzervaci piiblizn€ 30 % ztraté Zivych
bunék (M&ficka et al. 1995, 1999), na druhé stran€ kryokonzervace umoziuje
dokonalé vyhodnoceni vSech parametr( dérce i vlastniho §t€pu,ktere nejsou v dobé
odbéru znamy,resp.kdy provedeni kontrolnich testil vyZaduje delsi dobu, obvykle
14 a7 21 dnt (kapitola 2, piiloha). Pfi dodrZeni operacnich a procesnich limith pii
skladovéni v podnulovych teplotach (Tab. 5) zcela odpada problém moZného rastu
mikroorganismit. To je nesporna vyhoda pied konzervaci prostou hypotermii, kde
maximalni doba skladovani je prakticky totozna s dobou nutnou pro provedeni
mikrobiologickych kontrolnich testl. I pfi dodrZeni limitd teploty uvedenych
v tabulce (Tab. 5), mikrobiologicky nélez zji§tény v dobé zpracovani Stépu nemu-
si odpovidat skute¢nosti pii jeho vydeji pro klinické pouZiti. Toto nebezpeci pfi
hypotermni konzervaci alogennich dermoepidermalnich §t&pd a rohovky bylo
znamo jiZ z publikace Klena a Hegera z 60. let (Klen a Heger 1969) a je stale aktu-
alni i pfi pouZiti chladicich aparatur pfednich svétovych vyrobci. Aplikace sou-
asnych metodickych postupl predikce ristu mikrobu znamych z potravinarské
vyroby (M&ficka et al. 2003, 2005,Landfeld et al. 2005 a,b) na tento problém by
umoZnila toto nebezpedi kvantifikovat. Zavadéni téchto metod na pracovisti auto-
ra je v souasné dob& podporovano grantem a vyzkumnym zamérem Ministerstva
zem&dglstvi a vyZivy & 1B44040,VUPP Mze 0002702201. Jedté vEs{ vyznam pfi-
ki4d4 autor pespektivnimu pouziti prediktivni mikrobiologie v pfipadech, kdy po
nezbytné tipravé bunééného $t&pu nasleduje jeho kultivace za normotermnich pod-
minek,jak je tomu pfi pouZiti metod bunééného a tkénového inZenyrstvi v tzv.
bun&nych tovarnach (Giordano et al. 2004).

Analyza rizika ki{Zové kontaminace provedend na souboru dérct, resp. paci-
entl u nich? byly odebrany a konzervovany krvetvorné buiiky, ukazala,ze hlavnim
potencidlnim zdrojem je vyskyt aktivni virové infekce u darce nebo pacienta. Pod
hladinou kapalného dusiku,tj za nestabiln&jich teplotnich podminek je podle zku-
Senosti autora mozno skladovat koncentraty od vice nez 50 % pacientd, resp. darct
(Métitka et al. 2003, Bldha et al. 2003). U solidnich §t€pii u nichZ je vy3si vyskyt
bakterialni kontaminace (napf. dermoepidermalni §t€py) je volen vyhradn& zpusob
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skladovani v mechanickém zmrazovacim zafizeni ji§t&ném havarijnim dochlazo-
vanim kapalnym dusikem (Mé&fi¢ka et al. 2002).

Reseni problému vysledovatelnosti pomoci titka se pIné€ osvédcilo. ObsaZené
idaje patrn€ vyhovi i novym poZadavkim jednotného systému znateni produktil
tkartovych bank clenskych stati EU. Podoba titku se od diive publikované verse,
(Meficka et al. 2002), zménila minimaln&. Po prob&hlém licenénfm fizeni, byl
pouze doplnén povinny tidaj, &islo licence MZ CR. Stitek tak obsahuje dvoji iden-
tifikaci producenta: Cislo licence MZ CR a &islo piid&lené Vieobecnou zdravotni
pojistovnou. Tato dvoji identifikace neni samotidelna, nebot identifika¢ni &islo pii-
délené tkafové bance pojistovnou, spolu s identifikaénim kédem druhu S$tépu, jed-
noznacné dokumentuje, Ze jde o pojistovnou hrazeny produkt.

CILE PRACE byly splnény, vysledky byly predneseny na konferencich v CR
1 v zahrani¢i a publikovany. Praktickym vystupem prace bylo ziskani nejSirsiho
typu licence MZ CR a vytvofeni pfedpokladi pro jeji obhdjeni po pfijeti narodni
normy pro bezpecnost bunénych a tkanovych transplantati.
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6. ZAVERY

Legislativni zmény, které nyni probihaji v CR pfedstavuji nejvétsi zménu
v nérocich na &innost tkatiovych a bun&nych bank v jejich vice neZ 50leté histo-
rii.

Nirodni legislativa CR pfedstavovand Transplantanim zédkonem a doprovod-
nymi vyhlagkami fesi otdzky souvisejici s ochranou autonomie Zijictho a zemfelé-
ho darce a definuje povinnosti tkaflovych bank, které odpovidaji za kvalitu
a bezpeénost pripravenych bunéénych a tkafiovych transplantatd lidského pivodu.

Z otazek bezpetnosti fedf narodni legislativa pouze okruh problémi spojenych
s posouzenim zdravotni zpsobilosti darce, dalsi otdzky, které se tykaji zajisténi
bezpecnosti pri zpracovani, konzervaci skladovani a distribuci tkani, véetné stano-
veni podminek pro licencovéni tkafiovych bank, budou feSeny zvlastni normou,
ktera vychazi z pozadavkt Smérnice Evropského parlamentu a rady ze dne 31. 3
2004.

Hlavni piinos prace je v aplikaci sou¢asnych metod prevence sekundarni kon-
taminace pouZitim technologie &istych prostor pro zpracovani bunék a tkani pred
kryokonzervaci, kterd je v CR prioritni a vypracovéni postupu prevence kiiZové
kontaminace pfi skladovani kryokonzervovanych bunék a tkanf. Aplikace t€chto
metod byla umoZnéna realizaci navrhu autora, koncipovat moderni tkanovou
banku orientovanou na pfipravu kryokonzervovanych bunéénych a tkafiovych
transplantatd jako kombinaci kryotechniky a technologie Cistych prostor.

Kryokonzervované solidni tkdnové 3t€py podle zkuSenosti pracovisté autora
predstavuji akceptabilni kompromis mezi klinickou cinnosti a bezpe¢nosti, u té-
pil chlazenych by bylo moZno ke kvantifikaci rizika vyuZit metod prediktivni
mikrobiologie.

Z hlediska dodrZeni stability fyzikélnich parametri pfi skladovani kryokon-
zervovanych §t&pi krvetvornych bungk se jevi jako optimalni skladovani pod
hladinou kapalného dusiku. Tento zpiisob lze s ohledem na prevenci kiizové kon-
taminace pouZit u koncentrétd krvetvornych bunék, které pochézeji od darcii nebo
pacientll s negativnim nalezem markerd aktivni infekce, tj. v souboru osob sledo-
vanych autorem u vice neZ poloviny skladovanych koncentrat.

Koncentraty pochézejici od osob s pozitivnimi markery aktivni infekce jsou
skladovany v parach dusiku, v pfipadé t&Zkych infekci (hepatitida) vyhradné
v mechanickém zmrazovacim zafizeni.

U solidnich tkatiovych $tépd, u nichZ je pravidlem vyskyt bakteridlni kontami-
nace, napf. dermoepidermalnich, dava autor z divodi prevence kifZové kontami-
nace rovn&% piednost skladovani v mechanickych zmrazovacich zaiizenich.
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7. SUMMARY

CONTRIBUTION TO SAFETY ASSURANCE
IN THE CRYOPRESERVATION OF CELLS AND TISSUES
FOR CLINICAL TRANSPLANTATION

Aim of the study: The aim of the study was to analyse and to meet in practice
current requirements on the safety and quality assurance in collection, processing
and cryopreservation of cells and tissues. The new high requirements were set by
recent changes in the national legislation of the Czech Republic (Act No. 285/2002)
and especially by coming into force of the new legislation of the European Union
(Directive 2004/23/EC). It is required, now that a system of safety and quality
assurance known from pharmaceutical industry be established in the tissue banks
and that the tissue banks be licensed or accredited by a national authority. The
study was limited to safety assurance in manufacturing cryopreserved, ic viable
cell and tissues grafts that cannot be terminaly sterilized.

Methods: The cryopreservation methodology used in the Tissue Bank of the
University Hospital Hradec Krélové was elaborated by the author and his co-
workers in the 80s and 90s and regularly upgraded. The controlled-rate freezing in
presence of a mixture of penetrating and non-penetrating cryoprotectants is
followed by storage at liquid nitrogen temperatures or in mechanical freezers
operating at temperature of —85°C. The Transplantation Act (Act No. 285/2002)
regulates cell, tissue and organ transplantations and defines the duties of tissue
banks. The safety aspects covered by this act are oriented only to defining the
contraindications of the cell, tissue and organ donation and assuring the trace-
ability. For this reason the issue of the possibility of infection transmission by
transplanted tissue was divided into 2 major groups of tasks. The first one deals
with the donor suitability including the serological testing of the donor and long-
term archivation of the donor serum as well as with decontamination of the
collected tissue. There have been already many publications dealing with this issue
and criteria of the suitability of the donor were settled by the Decree of the Ministry
of Health of the Czech Republic No 437/2002 Sb.The references dealing with the
second issue, the safety asurance in tissue processing preservation and storage, are
sparse. As there was not any specific national regulation of these issues the author
used the principles of Good Manufacturing Practice of sterile drugs published by
the State Institute of Drug Control in Prague in 1998 to elaborate specifications of
cell and tissue grafts, to establish or change existing standard operation procedures
for processing and cryopreservation,storage and releasing the grafts for clinical
application as well as to select appropriate control methods. A special attention was
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paid to elaboration special rules for storage at liquid nitrogen temperatures as the
cases of cross contamination by hepatitis B virus were described by Tedder in
storage of red blood cells in the liquid phase of nitrogen in 1995.

Results: Examples of specifications of collected tissues and manufactured
cryopreserved cell and solid tissue grafts are included in the appendix of this thesis.
Examples of standard operating procedures for donation, processing and pre-
servation of cells and tissues collected both in living and deceased donors are
included as well. The appendix includes also template forms of labels designed by
author and used for traceability assurance. These labels are used exclusively for
labeling grafts released for clinical application that are stored separately from
grafts that did not undergo the output control. The labels contain a unique graft
identification number consisting of the code of the producer, the type of tissue
preserved, the tissue split number, the donor identification number and the year of
manufacturing.

The system of prevention of secondary contamination is based on using clean-
room technology for processing of viable cells and tissues before cryopreservation.
Processing of cell concentrates or solid tissue samples is performed in the
environment of the grade A with the backgroud B, regularly validated by an
authorized company.The system of cross contamination prevention during long-
term storage of cells is based on meticulous evaluation of the results of serological
testing of the donor and/or patient and decision on the optimal storage conditions
according to the results of this evaluation. The cell or tissue samples originating
from donors or patients free of any markers of active infection can be stored in the
liquid phase of liquid nitrogen, the samples originating from donors or patients
with markers of active severe infection, such as hepatitis, are stored in the
mechanical freezers exclusively. The rest of samples is stored in the vapour phase
of liquid nitrogen. The analysis of stability of physical parameters during storage
confirmed that temperature stability is achieved best in storage in the liquid phase
of the liquid nitrogen. With regard to the possibility of cross contamination
prevention described above this way of long-term storage can be used in more than
50% of stored concentrates in the investigated group of persons. In solid tissue
grafts with regular findings of bacterial contamination, such as skin, storage in
mechanical freezer is preferred.

Discussion and conclusions: The Transplantation Act that was approved by the
Parliament and Senate of the Czech Republic after a long-time lasting disscussions
in 2002 implements into the national legislation high standards of protection of the
autonomy of the cell, tissue or organ donor set by the The European Convention on
Human Rights and Biomedicine. The author contributed to covering both tissue
and organ transplantation by a single act by his publications, active participation in
committees of experts in the field of cell and tissue banking and transplantation as
well as during preparation of drafts of the Act. The Act contains an important safety
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requirement, traceability of the way from the donor to the host of the transplanted
tissue and back together with strict keeping of anonymity of the donor. The
labeling system used by author since 1998 meets this requirement. The safety
aspects of cell and tissue banking in general are expected to be a subject of the
future special national legal norm. Application of methods of prevention of
secondary and cross contamination was possible because of acceptance of the
author’s proposal to design and to build a new cell and tissue establishment as
a combination of cryogenic and clean-room technology. The proposal was
submitted in 1998 and the facility was built in the years 20002002 with the
financial support of the Ministry of Health of the Czech Republic and University
Hospital Hradec Kralové.

The aim of the study was achieved and the results were published; full texts of
publications are attached. The practical result was receiving a licence of the
Ministry of Health of Czech Republic to operate a multifunctional cell and tissue
establishment in the University Hospital Hradec Kralové.
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