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Souhrn

Spravny postup pro kryokonzervaci bunék je zarukou pozdéjsi dobré kondice bunék po jejich rozmrazeni. Ziskani
vitalnich bunék v maximalnim poctu po rozmrazeni je velmi dulezité zejména pri transplantacich krvetvornych bu-
nék. Na dseku hematopoetickych bunék Tkaiové banky Fakultni nemocnice Brno byla vyvinuta nova metoda pri-
pravy bunék pro kryokonzervaci za pouZiti specialné navrzenych gelovych pouzder pro vaky. Predchlazenim téchto
pouzder je minimalizovano riziko tepelného poskozeni bunék pri jejich michani s kryoprotektivnim roztokem obsa-
hujicim dimetylsulfoxid. PouzZitym materialem byla pupecnikova krev zdravych darkyii. V piedkladaném ¢lanku uva-
di autori vysledky srovnavaciho experimentu, kdy byla vzajemné porovnana tradi¢ni metoda pripravy bunék s vyu-
Zitim ledové vodni lazné s inovativnim postupem chlazeni pomoci gelovych pouzder.
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Summary
KubeSova B., Vinklarkova J., Komarkova J., Prochazkova D., Matéjkova E.: Pre-cooled gel sleeves
as a useful tool for preparation of the hematopoietic stem cells before cryoconservation

The regular course for cell cryoconservation is very important for further condition of cells after thawing. The obta-
ining of vital cells and in maximum rate is notable especially for hematopoietic stem cell transplantation. On Hema-
topoietic Cell Department of Tissue Bank in University Hospital Brno a new method of cell preparing for cryocon-
servation using special designed gel casing for bags was established. Pre-cooling of these casings minimizes the heat-
damage of the cells during their mixture with cryoprotective solution which contains dimethylsulfoxid (DMSQO). The
cord blood obtained from healthy volunteers was used as a material in this experiment. In following article the aut-
hors describe the results of comparative study, in which comparing of traditional method of cell preparation using
iced water bath and new approach with pre-cooled gel casing was performed.
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Uvod

Kryokonzervace je nejrozsitenéjsi metodou pro dlou-
hodobé skladovani unikdtniho biologického materidlu. Pri
spravném provedeni je hlavni vyhodou této metody vyso-
k4 vitalita a nezménéné vlastnosti bunék po rozmraZeni.

Jednou z nejvyznamnéjSich aplikaci této techniky je
uchovdni krvetvornych bunék pro transplantaci v case kli-
nické 1écby a pripravné faze piijemce (1).

NejbéZznéji uzivanym kryoprotektivem je dimethyl sul-
foxid (DMSO). Tato latka zajist'uje Zivotaschopnost krev-
nich bunék v zamraZeném stavu. Po poddni se latka z pa-
cienta vylu€uje moc¢i a potem, coZ ma za ndsledek cha-
rakteristicky zdpach, ktery miZe byt nepfijemny, ale vy-
miz{ v prib&hu prvnich 48 hodin. K urychlen{ vylou¢en{
DMSO je nutné dobré zavodnéni pacienta (2).

Uskalim pii pouzivani DMSO je znaény vyvoj tepla,
které miZe buiky vazné poskodit. Toto teplo musi byt sni-
Zovano a odvadéno, aby nedoslo k naruSenf integrity zpra-
covavanych bunék. Teplota bunééné suspenze by se v pri-
béhu zpracovani méla pohybovat v rozmezi 4 az 8 °C.

Dlouhodobé se k tomuto tcelu na vétsiné pracovist',
véetné Tkanové banky FN Brno, pouziva vodni lazen se

v

sterilni vodou a sterilni ledovou tfisti. Vak s buné¢nou sus-

penzi je umistén do ledové 1dzné a pomalu za stdlého mi-
chani se do vaku ptepusti predchlazeny kryokonzervacni
roztok obsahujici DMSO.
Tato metoda je tradi¢ni a ti¢inné brani neZddoucimu zvy-
Senf teploty. Na druhou stranu m4 vsak své nevyhody:
¢ Pfi manipulaci s vaky neni mozné dosahnout standard-
ni teploty ndplné vaku, protoZe nenf redlné, aby byl vak
po celou dobu ponoten v ledové 1azni.
¢ Nestandardni promichdvani jednotlivych sloZek produk-
tu ve vaku muiZze zapricinit shlukovani bunek do clusterd.
e Pouziti vodni 14zné neni vhodné pro préci v ¢istych pro-
stordch, na kterou je dle nové legislativy nucena pfejit
vétSina pracovist'.
Z téchto divodu jsme hledali jiné feSeni pro pripravu
bunék pro kryokonzervaci.

Material a metodika

Pro validace procesu kryokonzervace byla pouzita pu-
pecnikova krev od osmi darkyn, kterd nesplnila paramet-
ry pro jeji dalsi zpracovéni (nizk4 bunécnost nebo vitali-
ta, maly objem krve). Tato krev by byla jinak zlikvido-
védna, ale ddrkyné svolily na zdkladé informovaného sou-
hlasu s jejim vyuZzitim pro vyzkum.
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Prvnim krokem pfi zpracovani bun¢k byla snaha ziskat
stabilni prostfedi, ve kterém by byly bunky rovnomérné
chlazeny po celou dobu procesu. Specializovana firma
Tiskpro Praha na zakdzku vyrobila prithlednd pouzdra na
vaky naplnéna chladicim gelem (produkt ma prohlaseni
o shodé podle zakona 356/2003 Sb.; podle uplatnénych
kritérif klasifikace nevykazuje nepfiznivé ic¢inky na zdra-
vi ¢lovéka a Zivotni prostfedi). Tato pouzdra byla pred
pouzitim nachlazena pfi teploté pod -20 °C a po té pone-
chéna v lednici, aby v nich buné¢nd suspenze nezamrza-
la. Takto je zajiSténa konstantni teplota bunék po celou
dobu jejich zpracovani.

Teplota lednic byla standardné kontinudlné monitoro-
vana monitorovacim systémem firmy Falkon s.r.o.

Dalsim dulezitym faktorem spravné piipravy bunék je
zajisténi rovnomérného michani ndplné vaku. Pro tento
ucel byla pouzita michacka vaki MIX30 REG (firma To-
ol s.r.o.), kterd byla opét na zakdzku upravena.

Vlastni postup validace byl rozdélen do dvou samostat-
nych pokusti.

Tradicni zpracovdni bunécné suspenze
pro kryokonzervaci
V prvnim experimentu byly zpracovany tii vaky s pupec-
nikovou krvi podle ptivodni metodiky Tkariové banky.
Transfer vak s pupecnikovou krvi a albumin byly do
doby zpracovani uloZeny v monitorované lednici pfi tep-
loté 4 az 8 °C, Iékovky s DMSO byly uchovény pfi labo-
ratorni teploté. Dale byla pfipravena ledova lazen - akva-
rium se sterilni vodou a kostkami sterilniho ledu.
Do zamrazovaciho kryovaku (firma Baxter®) byl
predchystan kryoprotektivni roztok. Kryoprotektivni
roztok se pripravuje nasledovné. 100% DMSO (Dimet-

Obr. 1.

Obr. 2.

hylis sulfoxidum, €. Sarze — USP 040316A, dodavatel
— WAK - Chemie Medical GMBH Germany, bal. 10x10
ml) je predfedén na 30 % albuminem (Human albumin
50 g/1, Baxter) a tento se prida k bunééné suspenzi v po-
meéru 1 : 2. Findlni koncentrace DMSO ve vaku je tedy
10 %.

Obr. 3.
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Do vaku byla zasunuta teplotni sonda teploméru tak,
aby byla ponofena v roztoku — v tomto okamziku byla
z displeje teploméru odectena teplota (t;) a zjisténd hod-
nota byla zaznamendna do pracovniho protokolu. Kryo-
vak byl nésledné umistén do vodni 14zné (viz obr. 1).

Pro méfeni teploty byl pouzit kalibrovany teplomér
Commeter DO141 od firmy COMET System s.r.0.; pro-
gramovatelny registracn{ teplomér s rozsahem meétenti -50
az +250 °C a s presnosti méfeni 0,1 °C.

Rovnéz v chlazeném vaku s buné¢nou suspenzi byla
pomoci sondy teploméru zméfena a zaznamenana teplo-
ta (t,), poté byl vak také vloZen do ledové lazné tak, aby
celd napln vaku byla ponorena.

Oba vaky byly takto chlazeny 15 min.

Po této dobé byla odectena a zaznamendna teplota kry-
oprotektivniho roztoku (t;) a teplota bunécné suspenze (t,).

Pomoci trojcestného kohoutu byly oba vaky propojeny.
Kryovak s protektivnim roztokem byl zavéSen na hacek na
Celni desce laminarniho boxu. Otevienim svorky na hadic-
ce byla napln kryovaku za stdlého promichavani pomalu
prepousténa k bunécné suspenzi v transfer vaku. Po prepus-
téni celého objemu kryoprotektivniho roztoku k buné¢né
suspenzi byla odectena a zaznamendna teplota (ts).

Pozice vaki pak byla vyménéna — transfer vak s buné¢-
nou suspenzi byl zavéSen na hacek, prazdny kryovak byl
ponoten do ledové 1dzné. Po uvolnéni svorky byl cely ob-
jem prepustén zpét do kryovaku.

Inovovany postup pripravy bunék pro kryokonzervaci

Pro srovndnf{ u¢innosti ndmi navrZeného systému chla-
zeni bylo zpracovano pét vakd s pupeénikovou krvi no-
vou metodikou.

Transfer vak s buné¢nou suspenzi a albumin byly do
zpracovani ulozeny v monitorované lednici pfi teploté 4
az 8 °C, lékovky s DMSO byly ponechany pri laborator-
ni teploté. Chladici gelova pouzdra byla pfed pouzitim na
15 minut uloZena do mrazni¢ky (-20 °C).

Do kryovaku (Baxter®) byl pripraven kryoprotektivn{
roztok shodny s predchozi metodikou a pfes vstup byla
do roztoku ve vaku vsunuta teplotni sonda teploméru.
Z displeje byla odectena teplota (T;) a zji§ténd hodnota
byla zaznamendna do protokolu. Kryovak byl nasledné
umistén do predchlazeného gelového pouzd-
ra a za stdlého promichdvani na michac¢ce byl 44

ku, umisténém na michacce za stalého promichavani (cca
5 minut) (viz obr. 3). Po celou dobu prepousténi kryo-
protektivniho roztoku byla pomoci sondy monitorovana
teplota bunécné suspenze v transfervaku.

Po prepusténi celého objemu do transfer vaku byla
odectena a zaznamendna kone¢nd teplota (T,).

Pozice vakt byla ndsledné vyménéna a cely objem z tran-
sfer vaku byl prepustén zpét do kryovaku na michacce.

Konecna teplota bunécné suspenze s kryoprotektivem
(Ts) v kryovaku byla zméfena tésné pred vlozenim vaku
do komory zamrazovace (firma Sylab).

Vysledky

Pro ucely tohoto experimentu bylo na zdkladé ddaju
v literatuie (3) stanoveno limitni rozmezi{ teplot bunééné
suspenze (4-8 °C), které neohroZuje vitalitu a pocet zpra-
covavanych bunék.

V pripadé pouziti vodni lazné s ledovou tfisti nebyly spl-
nény nastavené limity parametrti procesu (viz tab. 1). Dos-
lo ke zvySeni teploty bunécné suspenze nad horni hodno-
tu stanoveného rozmezi v priméru o 4,5 °C (viz graf 1).

V pripadé pouZiti gelovych pouzder byly limity para-
metrd procesu splnény, teplota se udrzelana 4,8 °C a v Zad-

Tab. 1. Primér naméfenych teplot pii pouZiti chlazenych gelovych vakai.

Priamérna teplota (3 méfeni) °C
Kryoprotektivni roztok po piipravé (T;) 27,3
Kryoprotektivni roztok po 15 min. pfedchlazeni (T,) 3,6
Bunécnd suspenze po vyjmuti z lednice (T53) 7,1
Buné¢nd suspenze po 15 min. chlazeni v ledové ldzni (T,) 3,7
Bunécnd suspenze po pridani kryoprotektiva (Ts) 12,5

Tab. 2. Primér naméfenych teplot pii pouziti chlazenych gelovych vaki.

roztok 15 min chlazen.

Pramérné teploty (5 méteni) °C

Kryoprotektivni roztok po piipravé (T,) 27,7

Kryoprotektivni roztok po 15 min. pfedchlazeni (T,) 4.6

Bunécnd suspenze po vyjmuti z lednice (T5) 6.9

Bunécnd suspenze po pridani kryoprotektiva (T,) 4.8

Buné¢nd suspenze s kryoprotektivem po zpracovani (Ts) 48
A

Poté byla odectena a zaznamenana teplota
(Ty). 10

yd

Transfer vak s bunéénou suspenzi byl vy-
jmut z lednice a pomoci sondy teploméru by- 8

la zméfena a zaznamendana jeho teplota (T3). €

Transfer vak byl zasunut do chladiciho gelo-
vého pouzdra a poloZen na michacku. 4

Pomoci trojcestného kohoutu byl propojen

transfer vak s kryovakem a kryovak byl zavé- 2
Sen na hacek na celni desce lamindrniho bo-

xu (viz obr. 2).
Poté byl kryoprotektivni roztok pomalu
prepoustén k bunécné suspenzi v transfer va-

1 2 3
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Graf 1. Teplota bunécné suspenze za pouziti vodni lazné.
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dardni promichdvani bunécéné suspenze s kry-
oprotektivem. Manipulace s vaky se tak pro

laborantku stavd jednodussi a zaroven bez-

pecnéjsi. Proces respektuje pozadavky sprav-
né vyrobni praxe.

Zavér

V na$i prici jsme srovndvali teplotu buné¢-

né suspenze v pribéhu pridavani kryoprotek-
tiva DMSO za pouZiti vodni 14zné s ledovou

tiiSti a novym postupem za pouziti vychla-

8
7 S

R

SR
6 \~\.~\~\\

\\\
_n
5 = —
=k =T,
(o]
4
3
2
1
0
1 2
—— —— PKII. = == =PKIIl. — —PKIV. —R -PKV. |

Graf 2. Teplota bunécné suspenze za pouziti gelovych pouzder.

ném bodé€ procesu tyto limity nepiekrocila (viz tab. 2).
Vaky s bunécnou suspenzi mohly byt po celou dobu pro-
cesu zasunuty v gelovych vacich bez problémi s manipu-
laci (viz graf 2).

Diskuse

Pfi procesu kryokonzervace hematopoetickych bunék
dochdzi k nékolika kritickym momentiim. Jednim z nich
je pfidavani kryoprotektiva DMSO. Pfi jeho miSeni s al-
buminem a buné¢nou suspenzi dochdzi k znacnému vy-
voji tepelné energie, kterou je tfeba odvadét, aby nedo-
$lo k poskozen{ zpracovdavanych bunék. Teplota bunécné
suspenze by se v prib&hu zpracovani (pfed zamrazenim)
méla pohybovat v rozmezi 4 az 8 °C. Pfiddvani kryopro-
tektiva je tfeba provadét za sou¢asného promichdvani va-
ku, aby se predeslo tvorbé clusterd bunék.

Pouziti gelovych pouzder a michacky s definovanym
poctem kmitl tyto pozadavky dobfe a ekonomicky po-
mérné levné fesi.

Vak s bunéénou suspenzi, vlozeny do gelového pouzd-
ra, je trvale a rovnomérné ochlazovéan po celém povrchu.
Gelové pouzdro je prihledné, takZe je mozna vizudlni
kontrola bunécné suspenze. UloZeni gelového pouzdra na
michacku s nastavitelnym poctem kmiti umoznuje stan-

zenych gelovych pouzder a michacky s defi-
novanym pocétem kmitli. Zatimco v prvnim
pripadé se teplota bunécné suspenze dostala
mimo limity parametrti procesu v priméru o 4,5 °C, ve
druhém piipadé zistala bezpecné v rozmezi limitd.
Nami vyvinutd metoda pfipravy bunék pro kryokonzer-
vaci za pouziti vychlazenych gelovych pouzder zvySuje
kvalitu a bezpe€nost zpracovani hematopoetickych bunék.
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