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ANOTACE

Soucasti hodnoceni bezpec¢nosti zdravotnickych prostredkii predepsané evropskou legislativou
je test pyrogenity. Tento test je standardn¢ provadén na kralicich. Kromé této in vivo metody
byly vyvinuty a zakotveny v legislative i alternativni in vitro testy jako je test bakteridlniho
endotoxinu nebo relativné novejsi test aktivace lidskych monocyti (MAT test), které mohou
byt vyuzivany jako nahrady in vivo testu na kralicich. V ramci této bakalarské prace jsou
predstaveny soucasné trendy v testovani pyrogenity zdravotnickych prostiedkii, principy
testovacich pfistupi a jejich vyhody a nevyhody. Prakticka ¢ast se zamétuje na alternativni in
vitro MAT test, na jeho varianty a na moznosti jeho vyuziti pro rizné typy zdravotnickych

prostiedk.

KLICOVA SLOVA

Pyrogenita, in vitro MAT test, zdravotnické prostiedky, test aktivace lidskych monocytl



TITLE

Alternative methods for the pyrogen testing of medical devices

ANNOTATION

The pyrogenicity test is part of the safety assessment of medical devices prescribed by European
legislation. This test is normally performed on rabbits. In addition to this in vivo method,
alternative in vitro tests such as the bacterial endotoxin test or the relatively newer human
monocyte activation test (MAT test) have been developed and legislated, which can be used as
a substitute for the in vivo test in rabbits. This bachelor thesis presents current trends in testing
the pyrogenicity of medical devices, the principles of testing approaches and their advantages
and disadvantages. The practical part is focused on the alternative in vitro MAT test, its variants

and possibilities of its use for various types of medical devices.
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UvVOD

LLidstvo md jen tri velké nepratele: horecku, hladomor a valku, z nich zdaleka nejveétsi, zdaleka

nejstrasnejsi je horecka.* William Osler (1849-1919, Johns Hopkins University), (Osler, 1896).

Pyrogeny jsou slozky mikroorganismu, jako jsou bakterie, viry nebo houby, nebo tzv.
materidlové zprostiedkované, a mohou v lidském téle vyvolat zanétlivou reakci. Pyrogenni
kontaminace zdravotnickych prostiedkti pred operaci piedstavuje pro pacienty zavazné riziko

komplikaci. Proto je nutné zdravotnické prostiedky a 1é¢iva testovat na pyrogenitu.

Zkouska na pyrogenni latky se provad¢la a stale provadi na kralikovi. Pyrogenni in vitro test
plné lidské krve vynalezeny pied vice jak 25 lety, a jeho varianta zaloZena na kryokonzervované
krvi, sice pfinesly impuls do oblasti testovani pyrogent, ale ta i pies Siroké pouziti testu lyzatu
amébocyt kraba Limulus polyphemus (LAL) nebo bakteridlniho endotoxinového testu (BET)
spotfebovava stale stovky tisic kralikii roéné po celém svété. Kvili vySe uvedenému je
zapotiebi optimalizovat a vyuzivat alternativni testy, které by mohly umoznit testovat latky na

pyrogenitu bez vyuziti pokusnych kralik.

Teoreticka Cast bakalaiské prace se tedy zaméfuje na problematiku testovani pyrogenity
zdravotnickych prostfedk dle legislativy, dostupné in vivo testy a vyuziti testli alternativnich
(in vitro). Experimentalni ¢ast se zabyva konkrétnim in vitro MAT testem a jeho variantami.
V soucasné legislativé je testovani pyrogenity pomoci alternativniho in vitro MAT testu
prizptisobeno zejména rozpustnym testovanym latkam napt. vakcindm nebo parenteralnim
1é¢iviim. Zdravotnické prostredky jsou vSak rtizné velikosti, tvarti a jedna se napt. o pevné ¢i
pénové, nerozpustné materialy, proto je potieba testovani pyrogenity in vitro ptizptsobit vzdy

konkrétnimu typu zdravotnického prostredku.

Cilem experimentalni ¢asti bakalafské prace bylo tedy predstavit dostupné a validované
varianty MAT testu a vyzkouSet rizné moznosti testovani zdravotnickych prostredki jako je
testovani pifimym kontaktem materidlu a testovaciho systému nebo testovani extraktu
testovan¢ho materidlu. Experimentdlni laboratorni postupy vychazi z protokold ICCVAM,

ECVAM a védecke literatury [39, 40, 41, 42,43].
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Pyrogen

Pyrogen je latka, ktera u ¢lovéka nebo zvifete zpusobuje zvyseni teploty [1,2,3]. Pyrogeny
mohou byt klasifikovany jako endogenni (produkované v téle) nebo exogenni (z vnéjsich
zdrojii). Exogenni pyrogeny zahrnuji bakteridlni endotoxiny, jako jsou lipopolysacharidy,
nejrozsifenéjsi pyrogeny, které jsou jedineCné pro gramnegativni bakterie. Exogenni
mikrobidlni neendotoxinové pyrogeny pochazeji z kvasinek, plisni, virti a dalSich organismu
mimo gramnegativni bakterie, jako je kyselina lipoteichova, polymer buné¢né stény nachazejici
se v grampozitivnich bakteriich. Volné definovana tfeti tfida neendotoxigennich exogennich
pyrogeni se nazyvd Materidlné zprostiedkované pyrogeny (MMPs), které se mohou béhem

pouzivani vyluhovat ze zdravotnickych prostiedkli a pfimo iniciovat pyrogenni reakci [1].

Pyrogenni latky ve zdravotnickych vyrobcich mohou po injekei do lidského téla vyvolat zivot
ohrozujici horecnaté reakce. Proto existuje pozadavek testovat takové vyrobky na pyrogeny,
aby byla zajiiténa kvalita produktu a bezpecnost pacientli. Ugelem testu je prokazat, Ze
mnozstvi pyrogent obsazené v produktu neptesdhne urcitou prahovou hodnotu, znamou jako

limitni koncentrace kontaminujicich latek (CLC), ktera zajisti bezpecnost pacienta [3].

Pouzivané toxikologické metodiky k detekci pyrogentt v parenterdlnich (mimostievnich)
farmaceutickych pfipravcich nebo zdravotnickych prostfedcich, které jsou zakotveny
v legislativé napf. Evropsky I1ékopis' nebo Americky 1ékopis?, jsou: krali¢i pyrogenni test
(RPT), test lyzatu amébocytt kraba trnitého (LAL), ¢asto oznacovany jako test bakterialniho
endotoxinu (BET), ktery je zaloZen na ptedpokladu, Ze krevni buiiky (amébocyty) extrahované
z krab trnitych (Limulus polyphemus) se srazi v ptitomnosti bakterii, a dale test aktivace
monocytll (MAT), jehoz existuje pét variant. Vzhledem k vysoké spotiebé zvitat vyZzadované
RPT ajeho etickym disledkiim byl tento test ve vétsin€ 1ékopisnych monografii nahrazen LAL
testem. VétSina regulacnich orgdna vsak i1 nadale doporucuje RPT pro hodnoceni lé€ivych
pfipravkll pochazejicich z plazmy [1,2]. LAL test byl navrZzen jako ndhrada RPT v roce
1971 [1].

! EP — European Pharmacopoeia (2007). 6.0: 2.6.8. Pyrogens, EP — European Pharmacopoeia (2010). 6.7: 2.6.30. Monocyte

Activation test

2 USP - United States Pharmacopeia (2017). 151 -Pyrogen test
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Obrazek 1: Krab trnity [4]

Obéhovy systém kraba trnitého
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Obrazek 2: Schéma obéhového systému kraba trnitého [4]

Navzdory dostupnosti LAL testu i MAT testu se pyrogenni testy nadale pouzivaji ve velkém

po¢tu na zvifatech, pfi¢emz ro¢ni vyuziti kraliki pro tento sledovany parametr zlstava
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v poslednich letech relativné konstantni. V roce 2017 bylo v pyrogennich testech pouZzito pouze

v Némecku a ve Velké Britanii 6 716 kralika [1].

1.1.1 Rostouci potieba pyrogenniho testovani

S vyvojem injekénich farmaceutickych roztokii na pocatku 20. stoleti vyvstal problém zvany
»injekéni horecka®. Pfedpokladalo se spojeni s pritomnosti mikroorganisma a prvni kralici
pyrogenni test byl vyvinut v roce 1912 [5]. Jeho relevance vSak byla az do zvetejnéni vyzkumné

prace Florence Seibertové do zna¢né miry piehlizena [6,7].

Dalsi studie béhem nasledujicich dvou desetileti nakonec vedly k vyvoji prvniho oficidlniho
testu na pyrogenitu na kralicich (RPT), zaclenéného do Lékopisu Spojenych statt americkych
(USP) v roce 1942 kvuli rostouci potiebé injekénich roztok bez pyrogenti béhem druhé

svétové valky a nékolika ptipadiim s injekénimi roztoky [8].

Dalsim krokem v detekci endotoxinu byl objev Freda Banga v roce 1956, ze krev kraba trnitého
koaguluje na gel, kdyz je vystavena gramnegativnim bakteriim nebo jejich lyzatim [8]. Dalsi
studie spolu s hematologem Jackem Levinem vedly k zakladu testu Limulus Amebocyte Lysate
(LAL) s pouzitim extraktl amebocytd z krve limulu k testovani endotoxinu srdZeci technikou.
Velmi specificka a citlivd reakce LAL a také snadné pouziti ve srovnani s RPT vedly k
rychlému vyvoji a standardizaci testu, a nakonec k jeho pfijeti do USP, ptestoze védéli o jeho

slabosti detekovat pouze endotoxiny [9].

Vzhledem k neschopnosti testu LAL detekovat neendotoxinové pyrogeny nebo potencujicim
ucinkiim dal$ich kontaminantt, jako je peptidoglykan, zlstal krali¢i pyrogenovy test po mnoho
desetileti standardni metodou detekce pyrogeni, bez ohledu na jeho intenzivni spotfebu zvirat,
nizkou citlivost ve srovnani s testem LAL a bez ohledu na fakt, Ze jeho kvalitativni povaha
umoznuje pouze interpretaci vyhovél/nevyhovél To se zaalo ménit poté, co byl vyvinut test

aktivace monocytt [10].

Pomoci produkce cytokinli z monocyti k napodobeni lidské reakce na pyrogeny byla tato
metoda in vitro brzy uznéana jako alternativa ke krali¢imu pyrogenovému testu a zahrnuta do
Evropského parlamentu (EP) jako kompendialni metoda (2010) a USP jako alternativni metoda
(2012) [11].

18



1.1.2 Dostupné metody pro detekci pyrogenii a endotoxini
Pro detekci pyrogent a endotoxintl 1ze v soucasnosti popsat ¢tyfi metody. Rozlisuji se podle:
* Cile — bud’ pyrogeny (tj. endotoxiny a neendotoxinové pyrogeny), nebo pouze endotoxiny
* Pouziti nebo nepouziti zvirat

Endotoxinové testy mohou detekovat kontaminaci gramnegativnimi bakteriemi, ale pfi
provadéni endotoxinového testu miize byt pyrogenni aktivita ptipravku u lidi podhodnocena
kvuali neendotoxinovym kontaminanttim. Proto Ize endotoxinové testy vétSinou pouzit pro

testovani surovin, vyrobni vody a testovani v pritbéhu procesu [12].

Na druhé strané pyrogenni testy detekuji celou Skalu pyrogeni (vcetné endotoxinl
i neendotoxinovych pyrogenii. Jsou navrzeny tak, aby ptredpovidaly pyrogenni aktivitu

ptipravku u ¢lovéka, a proto se pouzivaji jako kontrola kvality kone¢nych produktii [12].

Detekce pyrogent muze byt provedena pomoci fady riznych metod. Pouziti standardi jako
pozitivnich kontrol umoziiuje potvrzeni ucinnosti metody pfi detekci endotoxint

a neendotoxinovych pyrogeni (NEP) [12].

A. Endotoxinové standardy
Existuji dva rizné typy standardd endotoxind:

1. Mezinarodni standard: Referencni standard Endotoxin (RSE): Standardy RSE Ize pouzit bez
jakychkoli uprav. Podle definice je 1 EU (endotoxinova jednotka) ekvivalentni 100 pg kazdého
z téchto standarda [12].

2. Standard vyrobce: Kontrolni standardni endotoxin (CSE): Naproti tomu standardy CSE jsou
upraveny pro konkrétni Sarze testi LAL (Limulus Amebocyte Lysate). Dodavatelé musi tyto

normy odkazovat na RSE [12].

B. Neendotoxinové pyrogeny

Teprve v posledni dobé si ziskala vétsi pozornost relevance neendotoxinovych pyrogent (napf.
kyselina lipoteichoova (LTA), bakteridlni DNA (CpG-motivy), peptidoglykan, syntetické
agonisty TLR nebo endogenni pyrogeny), predev§im jako pfic¢ina nezadoucich reakci u lidi.
(napf. bolest v misté¢ vpichu, zarudnuti, tfes a horecka) [12].
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Ptipadova studie tykajici se této zalezitosti byla hlaSena vyznamnou farmaceutickou
spolecnosti. Inkriminované Sarze zivot zachranujiciho 1éku, ktery vyvolal nékteré stiznosti,
proSly BET a RPT bez zjistitelné odezvy. Nebyl zadny rozdil mezi Sarzemi, které vyvolavaly
naru$uje lidské zdravi. Po zavedeni MAT jako testovaci metody v souladu s Ufadem pro
kontrolu 1é¢iv a potravin (FDA) pro uvolniovani Sarzi a piijeti nékolika optimaliza¢nich krokt
se hlaseni nezadoucich ucinkl vyrazné snizilo [12].

Potieba standardii neendotoxinovych pyrogent byla vznesena, protoze pyrogenové testy se
neomezuji pouze na detekci endotoxind. Presto kviili Siroké Skale pyrogenii a jejich
specifi¢nosti pro rizné TLR nejsou v souc¢asné dobé k dispozici zadné standardy NEP. Nicméné

nékolik NEP miize byt pouzito jako pozitivni kontrola, pokud neobsahuji endotoxin [12].

1.2 Krali¢i pyrogenni test (RPT)

Ptedpoklad pro pozitivitu latky na pyrogenitu zni, Ze pyrogenni latky obsazené ve sterilnim
injekénim roztoku vyvolaji u kralika po nitrozilnim podani vzestup jeho rektalni teploty [13].

Obecné se ke zkousce pouzivaji zdravi bili kralici o hmotnosti nejméné 1,5 kg [13,14].

Experimenty se zvifaty (in vivo) jsou provadény v Ceské republice v souladu se zdkonem
o ochrané zvifat ¢. 246/1992 Sb., pod dohledem Ministerstva zeméd¢lstvi, poradnim orgdnem

Ustiedni komise pro ochranu zvitat a ve spolupraci se Statni veterinarni spravou.

Zvitata jsou chovana v klidném prosttedi v jednotlivych klecich a krmena vyvazenou stravou
bez obsahu antibiotik [4,13]. Jejich hmotnost nesmi béhem tydne pied zkouskou vykazovat
zadny ubytek. U vSech kralikli, pouZivanych k témto zkouskam, se vedou zdznamy o jejich
hmotnosti, podanych ptipravcich a teplotnich kiivkéach. Po zkouSce s nepyrogennim vysledkem
se muze kralik vzit do nové zkouSky nejdiive za 3 dny, po zkouSce s pyrogennim pfipravkem

se tento interval prodluzuje na 3 tydny [13].

Pohyblivost kralika se pfi zkouSce omezuje vhodnym zatfizenim, které fixuje netraumatizujicim
zpusobem pouze §iji zvifete a dovoli mu zaujmout pozici v sed¢. K méfeni télesné teploty se
pouzivaji rektalni teploméry nebo elektrické termometry, které udavaji teplotu s presnosti
0,1 °C. Po lehkém potieni vazelinou jsou zavedeny do hloubky 5 cm. Tato hloubka musi byt

u kazdého kralika konstantni [13,14].
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Nadoby, jehly a injekcni stiikacky, které ptichazeji do styku se zkousenym roztokem se vymyji
vodou a sterilizuji v autoklavu 30 minut pti 250 °C. U kazdého krélika je potieba otestovat jeho
citlivost na nepyrogenni roztok chloridu shodného (9 g/1), zahtaty na 38,5 °C podany nitrozilné
v davce 1 ml/kg télesné hmotnosti. Télesna teplota méiend prubézné 90 minut pied injekci a 3
hodiny po injekci nevykazuje zménu vyssi nez 0,5 °C, jinak se zvife nepouzije k vlastni zkousce

[13,14].

Zkouska se provadi v oddélené mistnosti o pokojové teploté 20 °C [13,14]. Ke zkouSce se
zafizeni se u kazdého zvirete 90 minut sleduje télesna teplota ve 30 min intervalech. Za vychozi
teplotu kralika je povazovan pramér ze dvou odectli, naméfenych v poslednich 40 minutach
pred podanim zkouseného roztoku. Maximalni teplotou se mysli ta teplota, kterd je nejvyssi
naméfenou teplotou ve tficeti minutovych intervalech po dobu tii hodin po podéani zkouseného
roztoku. Reakce kralika je vyjadfena rozdilem mezi jeho vychozi a maximalni naméfenou
teplotou. Jestlize je rozdil negativni, je vysledek pocitan, jako nulova odpovéd’. Ze zkousky se
vyradi kralik, u kterého se pfi stanoveni vychozi teploty lis§i naméfené dvé hodnoty o vice nez

0,2 °C nebo vychozi teplota je vyssi nez 39,8 °C anebo nizsi nez 38 °C [13].
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Obrazek 3: Aplikace na kraliku [15]
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1.3 Princip 3R

Koncept Replacement, Reduction and Refinement (nahrazeni, redukce a zmirnéni) oznaCovany
jako princip 3R byl vyvinut pied vice nez 50 lety a poskytuje ramec pro provadeéni
toxikologického testovani na zvitatech. Postupné byl zejména od 70. let 20. stoleti tento koncept
implementovan do narodni a mezinarodni legislativy a pfedpisi o pouzivani zvifat
v toxikologickém testovani rGznych produktii (farmaceutik, chemikalii, kosmetickych

piipravki) [16].

Potieba zavést koncept 3R vzesla nejenom zetickych divodi, ale také z davoda
ekonomickych. Zejména proto, ze celosvétoveé stoupd tlak na toxikologické testovani novych
latek; ptipravkl; produktd, coz se in vivo testy neda pokryt. Dal§im divodem je finan¢ni
a ¢asova narocnost takového testovani in vivo, v neposledni fad¢ pak problematicka extrapolace
dat na ¢lovéka. Z minimaln¢ téchto divodi je snaha zavadét alternativni testy, kam patii testy

in vitro; in silico; ex vivo [17].

1.3.1 Replacement (vyména, nahrazeni)

Nahrazeni Ize definovat jako metody, strategie nebo ptistupy, které nezahrnuji pouziti Zivych
zvitat. Nahrazeni 1ze dosdhnout fadou nastroji nebo jejich kombinaci, véetné systémi in vitro
vyuzivajicich tkané, celé buiniky nebo ¢asti bunéénych systémt zalozenych na biochemickych
ptistupech, tj. pomoci syntetickych (makro)molekul jako zastupct (reaktivnich) cilt toxicity

[18].

Vyménu délime do dvou kli¢ovych kategorii, plnou a ¢asteénou. Uplna nihrada zabraiiuje
pouziti jakychkoli vyzkumnych zvitat. Zahrnuje pouziti lidskych dobrovolnikt, tkani a bunék,

matematickych a pocitacovych modelti a zavedenych bunécnych linii [16].

Céste¢na nahrada zahrnuje pouziti nékterych zvifat, ktera na zékladé soucasného védeckého
mysleni nejsou povaZzovdna za schopna proZzivat utrpeni. Patfi sem bezobratli, jako jsou
octomilky, had’atka, améby a nezralé formy obratlovctl. Céasteéna nahrada rovnéZ zahrnuje
pouziti primarnich buné€k (a tkani) odebranych zvifatim usmrcenym vyhradné pro tento ucel

(. zvitat, ktera nebyla pouzita ve védeckém postupu zplisobujicim utrpeni) [16].
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1.3.2 Reduction (sniZeni)

Pojem snizeni zahrnuje jakykoli pfistup, ktery povede k tomu, Ze se k dosazeni stejného cile
pouzije mén¢ zvirat, véetn¢ maximalizace informaci ziskanych na jedno zvite, snizeni poc¢tu
zvifat pouzitych v plvodnim postupu a/nebo omezeni nebo zamezeni nasledného pouziti

daliich zvitat [16].

Pocet zvirat 1ze rovnéz snizit provadénim postupl na zvitatech vice nez jednou, pokud to
nesnizuje védecky cil nebo nevede ke Spatnym zivotnim podminkam zvirat. Pfinos opétovného
pouziti zvitat by vSak mél byt vzdy v rovnovaze s jakymikoli nepiiznivymi U€inky na jejich
dobré Zzivotni podminky, s pifihlédnutim k celozivotnim zkuSenostem jednotlivych zvirat.
V disledku tohoto potencialniho konfliktu by opétovné pouziti zvirat mélo byt zvazovano

pripad od ptipadu [18].

1.3.3 Refinement (zmirnéni)

Zmirnéni se tyka metod, které minimalizuji bolest, utrpeni, strach nebo trvalé poskozeni, které
mohou zazit vyzkumna zvifata, a které zlepsuji jejich pohodu. Zmirnéni se vztahuje na vSechny
aspekty pouzivani zvitat, od jejich chovu az po védecké postupy, které se na nich provadéji.
Ptiklady zdokonaleni zahrnuji zaji$téni toho, aby byla zvifatim poskytnuta ustdjeni, ktera
umoznuje projevit druhoveé specifické chovani, pouziti vhodné anestezie a analgezie
k minimalizaci bolesti a vycvik zvifat, aby spolupracovala s postupy k minimalizaci jakéhokoli

utrpeni [16].

Kdyz zvife zaziva bolest, utrpeni nebo strach, ¢asto dochazi k doprovodnym fyziologickym
zménam, které mohou zvysit variabilitu védeckych vysledkli. Zmirnéni proto pravdépodobné

také zlepsi kvalitu dat a ptispéje 1 k redukei [18].

Zmirnéni lze také dosahnout ptesunem od druhti, které jsou povazovany za vnimavejsi, k tém
méné vnimavym. Pfiklady: nahrazeni pouziti dospélych ryb mladSimi Zivotnimi stadii (napf.
embrya) nebo nahrazeni pouziti ryb dafniemi. Oba pfistupy jsou povazovany za metody
zmirnéni, protoZe pravdépodobné snizi bolest, utrpeni a strach, které zvite pocituje, avSak stale

vyzaduji pouZziti Zivych zvifat [18].
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1.4 Metody pyrogenniho testovani zdravotnickych prostredki

V soucasnosti se hodnoceni bezpecnosti zdravotnickych prostfedki fidi toxikologickymi
a dalsimi studiemi doporuc¢enymi v fadé norem ISO 10993 (ISO — International Organization

for Standardization, je celosvétova federace narodnich normaliza¢nich organt) [19].

Materidlem zprostfedkovand pyrogenita piedstavuje systémovy ucinek, ktery je zahrnut v ISO

10993-11:2017, ptiloha G, ale bylo vynaloZeno usili, aby se v tomto dokumentu obecné
zabyvaly testy pyrogenity [19].

Ptiloha G normy ISO 10993-11 uvadi nasledujici neendotoxinové pyrogenni latky: cytokiny,
prostaglandiny, induktory, neurotransmitery, oddélovaci ¢inidla oxidativni fosforylace, N-
fenyl-B-naftylamin, Aldo-a-naftylamin a kovy jako napf. jako soli niklu [1,2]. Kromég téchto
chemikalii existuje moZznost, ze mikrosféry a nanocastice, vcetné¢ zbytkilli opotiebeni
pochazejicich z implantati, mohou puisobit jako pyrogeny [1]. Pfiloha G také uvadi latky
narusSujici funkci termoregulacnich center (napt. LSD, kokain, morfin). Tyto latky vSak byly
z literarni reSerSe vyloucCeny, protoze zjevné zvysuji télesnou teplotu. Jako regulované latky by

byly za¢lenény do zdravotnického prostiedku pouze za urcitych okolnosti [1,20].

Dinarello poskytl soubor ditkkazii potvrzujicich, Ze cytokiny a prostaglandiny jsou endogenni
pyrogeny. Neurotransmitery pusobi tak, ze stimuluji hypotalamus prostfednictvim kaskad
neurotransmitert béhem upregulace cytokinli a aktivace prostaglandinti. Dinarello piedlozil
mechanisticky diikaz, Ze monocyty a makrofagy reaguji s externimi pyrogennimi latkami,
konkrétné bakteriemi, béhem imunitni odpovédi produke.i endogennich pyrogent, jako jsou
prostaglandiny a prozanétlivé cytokiny interleukinl (IL-1), interleukin 6 (IL-6) a faktor
nadoroveé nekrozy (TNF-a). Cytokin interleukin 1B (IL-1B) byl injikovan intravendzné mysim
divokého typu a byla pozorovana horecka; avSak kdyz byl IL-18 injikovan mySim bez receptoru
,»EB-prostanoid® receptor 3 (EP3) a prostaglandin E2 (PGE2), nebyla pozorovana Zadna febrilni
odpovéd'. Prostaglandiny a cytokiny tedy hraji kli¢ovou roli pti produkei horecky [20].

Induktory, jako je kyselina polyadenylovd, kyselina polyuridylova, virové proteiny,
homopolymery nukleovych kyselin a jejich syntetické analogy aktivuji TLR, spoustéji
downstream signalni kaskady, které vedou k produkci cytokini véetné IL-1, IL-6 a TNF-a. Tato
reakce  byla  prokdzdna in  vivo. Pfi  intravendéznim = podani  kyseliny
polyinosinové:polycytidylové [poly(I-C)], imunostimulantu, existuje v testu pyrogend na

krélicich febrilni odpovéd’ zavisla na davce. Ve skutecnosti jsou kralici asi 10 000krat citlivé;jsi
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na poly(I-C) nez lidé. Celkov¢ induktory vykazuji silnou pyrogenni aktivitu in vivo. SlouCeniny,
které rozpojuji oxidativni fosforylaci, mohou byt pyrogenni. Studie Banerjee a Mohanana
z roku 2011 prokézala pyrogenni aktivitu trinitrofenolu v intern¢ vyvinutém testu ELISA plné
lidské krve, ktery méfil IL-1B. MAT prokazal pyrogenni aktivitu trinitrofenolu pfi velmi
nizkych koncentracich 1 ng/ml. ZvySujici se koncentrace trinitrofenolu vykazovaly dramaticky

vztah davka-odpovéd’ s produkei IL-1f [20].

Nebyly nalezeny zadné odkazy na pyrogenitu aldo-o-naftylaminu a N-fenyl-fB-naftylaminu.
Pouzivani a-naftylaminu ve Spojeném kralovstvi je kontrolovano natfizenim o karcinogennich
latkach z roku 1967 a ve Spojenych statech Federalnim registrem karcinogent z roku 1973.
Nebyly nalezeny zadné odkazy, které by pifimo spojovaly I¢kaiské prostiedky obsahujici nikl
(nebo soli niklu) s pyrogenni reakci u lidi nebo zvirat. Soli niklu se vSak podileji na vzniku
horecky z kovovych vypari (MFF), coz je onemocnéni, které vyvolava horecku u jedincii
vystavenych vzdusnym kovovym ¢asticim. Vyskyt MFF se omezuje na populace, které pracuji
v prostiedich, kterd vytvareji kovové vypary béhem ziskavani, zpracovani, ohfevu nebo
svafovani kovl. Nejbéznéjsim kovem spojenym s MFF je expozice oxidu zineCnatému pfi
vdechovani pfi praci. Nicmén¢ dalsi kovy, jako je meéd’, hot¢ik, mangan, nikl, titan, chrom, bor
a arsen, se také podileji na MFF. Plice exponovanych jedincl vykazuji zvySené hladiny

TNF- o, IL-6 a IL-8 [20].

1.5 Toll-Like Receptors

1.5.1 Aktivace lidského imunitniho systému prostiednictvim TLR

Pyrogeny jsou rozpoznavany specifickym typem PRR nazyvanym Toll-Like Receptors (TLR)
exprimovanym monocyty. Aktivace lidského imunitniho systému prostfednictvim TLR probiha
nékolika zpiisoby. Prvnim z nich jsou pyrogeny spoustéjici horecku prostfednictvim aktivace
vrozené¢ho imunitniho systému. Podstatou této aktivace jsou monocyty. Monocyty jsou bilé
krvinky zapojené do pfirozené imunity. Rozpoznaji antigeny diky bunéénym povrchovym
receptoriim nazyvanym Pattern Recognition Receptors (PRR), které¢ aktivuji imunitni odpoveéd’
prostifednictvim produkce endogennich pyrogendt, jako jsou cytokiny. Cytokiny maji ptimy vliv

na regulaci teploty v hypotalamu [21,22].

Druhou moznosti jsou monocytové PRR., které rozpoznavaji vysoce konzervované strukturni

motivy zndmé jako PAMP (Pathogen Associated Microbial Patterns), které jsou exprimovany

25



mikrobidlnimi patogeny, nebo DAMP (Danger Associated Molecular Patterns), coz jsou
endogenni molekuly uvoliiované z nekrotickych nebo odumirajicich bunék. Rozpoznani
mikrobialnich patogenti PRR je zadsadnim krokem pro zahdjeni pfirozené imunitni odpovédi,

jako je zanét. Toll-like receptory byly prvnimi identifikovanymi PRR [21,22].

Tieti moznosti jsou signalni cesty. Stimulace TLR odpovidajicimi PAMP nebo DAMP spousti
signalni kaskady, které spousteji specifické imunologické reakce [21]. Nejcastéji je MyD88
(myeloidni diferenciacni primarni-response protein 88) univerzalni adaptorovy protein
pouzivany vétSinou TLR jako jeden z prvnich proteinii v reakéni kaskadé, ktera na konci vede
k aktivaci transkripéniho faktoru NF — xB. Mezi MyD88 a NF-kB existuje n¢kolik
fosforylacnich krokti a ubikvitylacnich krokt, které¢ vedou k disociaci ptedchozich komplext
atvorbé novych reakénich komplexti. Jako posledni krok se NF-KB disociuje
z cytoplazmatického komplexu a translokuje se do jadra, kde jsou exprimovany odpovidajici

cilové geny [24].

Ctvrtou moznosti jsou specifické ligandy. Komponenty bakteridlni bunééné stény jsou iroce
rozpoznavany TLR bunééného povrchu, zatimco nukleové kyseliny jsou rozpoznavany
intracelularnimi TLR. Rozmanitost rodiny TLR a specifi¢nost jednotlivych TLR pro detekci
riznych ligandG podporuje hypotézu, ze reakci lidské horecky muze vyvolat nejen
lipopolysacharidy (LPS), ale také mnoho dalSich latek pochéazejicich z gramnegativnich

a grampozitivnich bakterii, plisné, kvasinky, viry a paraziti [24].

1.5.2 Regulaéni prostiedi testu aktivace monocyti

ProtoZe kontrola pyrogenli ve farmaceutickych produktech je povinnd, celosvétové l€kopisy
popisuji hlavni metody detekce a/nebo kvantifikace pyrogeni. Pfed objevenim a ovéfenim testu
aktivace monocytl jako alternativy k testu na krali¢i pyrogen byl jedinou dostupnou ex vivo
testovaci metodou test bakteridlniho endotoxinu, ale s omezenim spocivajicim v nemoZnosti
detekovat vSechny pyrogeny. V piipadé jakychkoliv pochybnosti o pfitomnosti

neendotoxinovych kontaminantl byla laboratof pozadana o pouziti testu na kralicich [11].

Za poslednich 30 let vyrazné vzrostla ochota zohlednovat bolest a utrpeni zvifat a nasledné se

zvysil tlak na omezeni testovani na zvitatech [11].
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1.6 Test lyzatu z amébocytii kraba trnitého, Limulus polyphemus (LAL
test)

Limulus amebocyte lysate (LAL) je vodny extrakt krevnich bun€k (amébocytil) z atlantického
kraba Limulus polyphemus.

Endotoxin je hlavni slozkou vné&jsi bunécné stény gramnegativnich bakterii a je vysoce toxicky.
Intravendzni davky jiz od 1 ng/kg télesné hmotnosti za hodinu zptisobuji u lidi zanétlivou reakci
[25]. Endotoxiny jsou lipopolysacharidy (LPS), které jsou sloZzeny z hydrofilniho polysacharidu
a lipofilni lipidové domény (skupina lipidu A). LPS je silnym stimulatorem zanétlivych reakci,
pusobi ve velmi nizkych koncentracich a podili se na patogenezi septického Soku a endotoxémie
[26]. LPS se uvoliiuje z bunétné stény rostoucich bakterii nebo kdyZz antibiotika nebo
komplementovy systém ptisobi na bakterie [27]. LPS, ktery vstupuje do ob€hového systému,
iniciuje zanétlivou reakci monocytti a makrofagi, coz vede k produkci prozanétlivych cytokind,
jako jsou TNF-a a IL-1P [28], a aktivuje produkci kostimula¢nich molekul potiebnych pro
adaptivni imunitni odpovéd’ [26]. V zdvaznych ptipadech se vSak zanét vymkne kontrole,

a nakonec muze mit za nasledek sepsi nebo selhani organti (Obrazek 4).

LPS micely

*f??aéiﬁ
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Gramnegativni
bakterie

Leukocyty

Uvolnéni zanétlivych
medidtorll == zanét Sepse

Obrazek 4: LPS stimuluje vrozenou imunitu. LPS v krvi aktivuje monocyty, coz vede k sekreci zanétlivych

mediatori. Pri systémovém zanetu to miize vést k multiorganovému selhani a sepsi [26]
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Pokud by byl k dispozici citlivy a spolehlivy test na detekci LPS v krvi, bylo by mozné zah4jit
cilenou antibiotickou terapii proti gramnegativnim patogentim velmi brzy. Test LAL je nejvice
zavedenou metodou pro kvantifikaci LPS. Po aktivaci faktord C a B lipopolysacharidem
aktivuje koagulacni enzym koagulaci, kterd je nasledné vyhodnocena turbidimetricky nebo
pomoci barevné reakce. Test LAL se uspésn¢ pouziva pro detekci LPS v Siroké Skale
primyslovych, farmaceutickych a vyzkumnych vzorki, véetné zasob vody, parenteralnich
tekutin, 1€kl pro intravendzni poddni a urcitych biologickych tekutin napt. mozkomiSniho
moku. Narozdil od hojné vyuzivaného LAL testu v prumyslovych farmaceutickych prostiedich

je pouziti LAL testu pro detekci LPS v krvi vyznamné ztizeno pfitomnosti inhibitora [26].

Redénim vzorkd latky inhibujici LAL méné interferuji, zatimco zahiivani denaturuje
plazmatické serinové proteazy, které ovliviiuji méteni LAL. LPS se typicky skladé z hydrofobni
domény znamé jako lipid A, neopakujiciho se ,,jadrového oligosacharidu a distadlniho
polysacharidu (O-antigen). Je znamo, Ze jako amfifilni molekula LPS tvofi agregaty s vysokou
molekulovou hmotnosti vyssi nez 106 Da v hydrofilnich prosttedich. Velikost téchto agregati
zavisi na parametrech jako je teplota, pH, hydrofilita a pfitomnost mono nebo di-valentnich
kationtd. LPS tvoii agregadt integraci acylovych fetézcl do vnittku agregéatu, pfi¢emz

polysacharidové €asti jsou pln€ vystaveny vodnému kompartmentu (Obrazek 5) [26].
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Obrazek 5: Ve vodném vzorku tvoii monomerni molekuly LPS agregaty ve formé micel nebo vezikul. Bivalentni
kationty tvori miistky mezi zaporné nabitymi fosfatovymi skupinami ve frakci lipidu A. Pridanim chelatorii (EDTA,
citrat) a detergentit (DOC) Ize aglomerdt LPS [26]

Takayama a kol. [29] zjistili, Ze LPS monomery vykazuji vyznamné vyssi aktivitu jak v LAL
kaskadé, tak v aktivaci pro-B bunééné linie. Mnoho dalSich studii ukazuje, ze LPS agregaty
jsou zodpovédné za aktivaci LPS kaskddy i za aktivaci imunitniho systému [26,30].
Geometricky tvar agregatii LPS silné zavisi na chemické struktute agregujicich molekul. Studie
role agregatové struktury pro biologickou aktivitu LPS ukézaly, zZe kubické LPS agregatové
struktury maji vysokou endotoxickou aktivitu, zatimco lamelarni agregatové struktury maji
malou nebo Zzadnou endotoxickou aktivitu. Tato zéavislost byla prokazédna pro rtzné
endotoxinové a neendotoxinové struktury [31]. Ackoli je tato skute¢nost znama jiz mnoho let,
existuje jen malo informaci o struktufe agregatu LPS a velikosti agregatu v lidské plazmé a krvi

[32].

LAL aktivita LPS je zcela rozpusténa v 0,5 % deoxycholatu sodném (DOC), ale je obnovena
poté, co se DOC snizi zfedénim nebo dialyzou. To znamend, ze pro vyvolani pyrogenity je
nezbytnd minimalni velikost LPS. Tento jev objevili a publikovali ve své praci jiz autofi Ribi

a kol [26].
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Avsak ucinnost nebyla obnovena fedénim, pokud byla piidana lidska plazma, a ptima injekce
LPS v DOC nevykazovala zadnou aktivitu LAL. Tyto vysledky naznacuji, ze lidska plazma
bréanila opétovnému sestaveni LPS fedénim. Mozné vysvétleni neutralizace endotoxinti v lidské
krvi popisuje hypotéza endotoxin-lipoprotein, kterou stanovili Rauchhaus a kol [26]. Hypotéza
tika, ze se LPS vaze na lipoproteiny (LDL, HDL, VDL, lipoprotein (a), triglyceridy) a tim se
snizuje jejich biologickd aktivita. Experimenty in vitro a in vivo naznacuji, ze lipoproteiny
ucinek, kdyz jsou aktivovany endotelialni bunky (tvofi jednoduchou vrstvu bun¢k vystylajici
vnitiek cév). LPS navdzany na lipoproteiny se nevaze na makrofagy a je 100x az 1 000x mén¢
aktivni nez volny LPS, pokud jde o aktivaci monocytii [26]. Navic byla pii podavani
chylomikront (Castice velmi bohaté na triacylglyceroly, které se tvofi v buitkach sliznice
tenkého stfeva vstrebadvanim tuku v potraveé) pozorovana rychlej§i odbourdvani LPS jatry.

Tento Gcinek je také znamy jako imunomodulaéni odpovéd’ jater na infekce [26,33].

1.7 MAT test

Metoda zalozena na aktivaci monocytti (MAT) byla stanovena a ovétena pro detekci pyrogent
Evropskym centrem pro validaci alternativnich metod (ECVAM) v roce 2005
a Meziagenturnim koordina¢nim vyborem pro validaci alternativnich metod (ICCVAM) v roce
2008 [3]. ECVAM a ICCVAM schvalily MAT test pro identifikaci gramnegativnich
endotoxinil a uznaly jeho schopnost detekovat Sirsi Skdlu pyrogeni. V roce 2009 americky urad
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) uznal, ze MAT test mlize byt pouZzit pro ovétreni
specificnosti produktu pro parenteralni léciva. Pokyny zroku 2012 umoZiuji, aby byly

validované testy MAT pouzity jako nahrada za LAL [1].

V roce 2010 byl MAT test zaclenén do obecné kapitoly 2.6.30 (,,Test aktivace monocytii*)
v Evropském 1€kopisu, kde se uvadi, ze MAT test lze pouzit jako Uiplnou ndhradu za RPT ve

chvili kdy je pro konkrétni produkt metoda validovéna [1].

MAT test je zalozen na in vitro aktivaci lidskych monocytoidnich bunék pyrogeny, coz vede
k uvolnovani prozanétlivych cytokini napi. In-terleukin (IL), faktor nekrézy nadort (TNF)
a interferon (IFN), které jsou urceny testem ELISA [1,2]. MAT test Ize provadét pomoci plné
krve, kryokonzervované krve, PBMC (mononukledrni buiiky periferni krve) nebo

monocytoidnich buné¢nych linii a pro kazdy z téchto postupti jsou k dispozici protokoly [1].
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V posledni dobé¢ bylo standardizovano a validovano pét variant MAT testu:

1. Invitro MAT vyuzivajici plnou lidskou krev, ktera méti upregulaci IL-18

2. Invitro MAT vyuzivajici plnou lidskou krev, ktera méti upregulaci IL-6

3. In vitro MAT vyuzivajici kryokonzervovanou plnou lidskou krev méfici upregulaci
IL- 6

4. Invitro MAT vyuzivajici lidské monomolekularni buniky periferni krve (PBMC) méfici
upregulaci IL-6

5. Invitro MAT vyuzivajici monocytoidni linii, Mono Mac 6 (MM6), méfici upregulaci
IL-6

Nicméné podle ICC-VAM nelze MAT test povazovat za Uplnou ndhradu RPT, zejména
z diivodu nedostatku srovnavacich udaji mezi témito dvéma metodami [2]. U n¢kterych
pyrogeni neni jasny mechanismus ptsobeni (hlavné u téch materidlové-zprosttedkovanych),
a tak nemusi piisobit ptes receptory TLR, na kterych je MAT metoda zaloZena, tedy tato in vitro
metoda nemusi tento typ pyrogent zachytit. Dale neni tento in vitro test zcela validovan pro
vSechny typy testovanych latek — napt. pro dobte rozpustné validovan je (IéCiva), ale pro
nerozpustné materialy (zdravotnické prostiedky) je nutné zvazit nebo poupravit design metody.
Konkrétn€ je napt. potieba validovat testovani vétSich zdravotnickych materidlt, které jsou
nerozpustné. Ukazuje se, ze lepsi odezva je ziejme pii ptimém ponoteni testovan¢ho materialu

napt. do krve nez pfti testovani vyluhu z takového materialu [1].

1.7.1 Priprava vzorku na MAT test

RPT test se provadi tak, Ze se pyrogenni latky potencidlné pfitomné ve zdravotnickém
prostiedku extrahuji do fyziologického roztoku. Ten se poté vstiikuje kralikovi ve 100%
koncentraci. U testu LAL se extrakce provadi do depyrogenované vody a do testu se extrakt
davkuje az do 100% koncentrace (pokud nedochézi k interferenci). Pro testovani MAT muze
byt nutné fedéni extraktu, ovSem musi byt zvazeno, jak by toto fedéni mohlo ovlivnit citlivost
a konzistenci metody. Piimy kontakt se zdravotnickym prosttedkem by vylucoval potiebu
samostatného postupu extrakce. To by bylo pouZitelné na malych zdravotnickych prosttedcich,
protoze neni nutnd samostatna extrakce a nasledné fedéni, pokud mohou byt zcela ponofeny

(uvoliiovani cytokinil je upraveno podle objemu pouzitého média) [1].
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1.7.2 Standardizace MAT

Je tfeba standardizovat pocet bunék pouzitych na povrchovou plochu zatizeni, tj. pocet bunék
se bude lisit v zavislosti na velikosti zdravotnického prostredku, ale celkova hustota bun¢k by
méla zistat konzistentni. To také zahrnuje stanoveni optimdlniho pomeéru pro vytvareni
spolehlivych a reprodukovatelnych vysledki. U testl plné krve a kryokonzervované krve je
tteba vzit v uvahu variabilitu darci a provést standardizaci krevnich bunék napt. u krve
shromdzdéné od nekolika darct. Tento parametr 1ze snaze kontrolovat pomoci monocytoidni
bunécné linie. Je vSak tieba vénovat pozornost validaci krokt ke standardizaci méieni reaktivity

bunc¢k a koncentrace, protoze to bude mit také velky vliv na vysledky testu [1].

1.7.3 Princip systému PyroMAT®

PyroMAT je kit, ktery pouziva jako zdroj monocyti lidské kryokonzervované monocytarni
buitky Mono-Mac-6 (MM6). Reakce na pyrogenni latky se stanovi méfenim interleukinu-6
(IL- 6) produkovaného buitkami bunécné linie s ozna¢enim Mono-Mac-6. Za timto Gcelem je

mikrodesticka ELISA dodavana v soupravé a potazena protilatkou specifickou pro IL-6 [3].

Molekuly IL-6 uvolnéné bunkami MM6 do supernatantu béhem inkubacni faze jsou preneseny
na desticku ELISA a vazany imobilizovanou primdrni protilatkou. Pfidd se sekundarni
protilatka navdzand na enzym za vzniku komplexu vazaného na IL-6. Po promyti jakychkoli
nevazanych molekul je komplex vazany na IL-6 detekovéan v barevné reakci zahdjené pridanim
vhodného substratu. Vyvoj barvy je umérny mnoZstvi pocatecni produkce IL-6 v supernatantu

a méfeno pomoci ¢tecky absorbance [3].
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Obrazek 6: PyroMAT kit [3]

1.7.4 Princip systému PyroCell™

PyroCell™ MAT je kit, ktery obsahuje kryokonzervovany ptipravek PBMC shromézdény od
4 zdravych darct (bunky pMAT) spolu s doplikem MAT Culture Medium Supplement
a kompaktni souprava PeliKine IL-6 ELISA, ktera obsahuje vSechna ¢inidla a koncentraty
pufri pro provedeni testu IL-6 ELISA. Doplnék MAT Culture Medium Supplement je
formulovén se zvlastni pozornosti na nizky obsah endotoxint, aby byly zajistény bezchybné
podminky bun&né stimulace. Systém PyroCell™ MAT je optiméalnim néstrojem pro citlivou
detekci prozanétlivého cytokinu IL-6 uvoliiovaného lidskymi monocyty béhem expozice
endotoxinim a neendotoxinovym pyrogentim. VSechny komponenty spole¢né podporuji
kompletni testovani 3x 96—jamkovych desticek nebo aZ 3 vzorki produktu na desticku podle
kompendialnich poZadavkl pro test MAT. Na zdklad¢ historickych udajii je doporucena
hodnota LOD pro systém PyroCell MAT, IL-6 0,02 EU/ml, toto vSak musi ovéftit uzivatel [34].
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Obrazek 7: PyroCell™ kit [34]

1.7.5 Interleukin-6

Interleukin-6 je dilezity v imunitni odpovédi organismu. Jeho hladina se rychle zvySuje po
uvolnéni slozek bakterialni bunééné stény patogenil anebo pii tkdnovém poskozeni. Pouziva se
jako marker sepse u novorozencii anebo pii diagnostice tézkych infekci, akutni pankreatitidy
a dale pfi nahlé piihody bfisni [35].

Interleukin-6 je syntetizovan makrofagy, které jsou stimulovany IL-1, TNF, IL-4, IL-13
a stresovymi hormony. Je velice vyznamny pfi aktivaci a regulaci imunitni odpovédi, protoze

vvvvv

syntézu proteint akutni faze v jatrech a zvysuje télesnou teplotu [35].
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Obrazek 8: Struktura Interleukinu-6 [36]

1.8 Metoda ELISA

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) je imunologicky test, ktery je velmi citlivy
a pouziva se k detekci a kvantifikaci latek, vCetn€ protilatek, antigenti, proteinti, glykoproteint
a hormont. Detekce téchto produktl se provadi komplexovanim protilatek a antigent za vzniku
méfitelného vysledku. Protilatka je typ proteinu produkovaného imunitnim systémem jedince.
Tento typ proteinu ma specifické oblasti, které se vaZou na antigeny. Antigen je protein, ktery
muze pochazet z n¢jakého ciziho zdroje, a kdyz je navazan na protilatku, indukuje kaskadu
udalosti prostfednictvim imunitniho systému téla. Tato interakce se vyuziva pfi testovani
ELISA a umoziuje identifikaci specifickych proteinovych protilatek a antigenli pouze s malym
mnozstvim testovaného vzorku. [1, 2]

Mezi tfi zakladni metody patii pfimda, nepifimd a sendvicovda metoda ELISA, kde
nejlepSi/nejvykonnéjsi je varianta sendvicova. Méfeny analyt je vdzadn mezi dvé primarni
protilatky. Sendvi¢ova ELISA je velice citliva a robustni.

IL-1B nebo IL-6 ve vzorku je typicky vloZen mezi monoklondlni povlakovou protilatku
a polyklonalni peroxidazou znacenou detekéni protilatku. Nenavdzany material se odstrani

promytim. Peroxiddza metabolizuje napf. tetramethylbenzidin. Reakce se zastavi kyselinou

a zméii se opticka hustota (OD) pti 450 nm.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Jelikoz vyuziti MAT testil pro testovani pyrogenity zdravotnickych prosttedkil je aktualni
problematika, budu se ji zabyvat v experimentdlni ¢asti prace. Experimentalni ¢ast prace je
zamétfena na zavedeni, optimalizaci a validaci metody. VSechny tyto kroky prob&hly na

pracovisti Vyzkumného Gstavu organickych syntéz (VUOS) a. s. v Rybitvi.

V ramci experimentalni ¢asti byly testovany 2 komercni kity. Jeden kit je zalozen na testovani
MAT testu na frakci krve (Pyrocell™ MAT system, Lonza [44]) a druhy kit je zaloZen na
testovani MAT testu na monocytické lidské tkanové linii Mono Mac-6 (PyroMAT kit, Merck
[45]). Dale byl zdravotnicky material testovan také na pIné lidské krvi. Vybrany zdravotnicky
material chirurgickd nit s jehlou byl také testovan ve dvou formach — ve formé extraktu, ktery
byl ptipraven dle normy CSN ISO 10993-12 a potom ve formé pfimého kontaktu (s testovacim

systémem).

VYBAVEN{
e Centrifuga
e Centrifugacni zkumavky
e Laminarni box
e Inkubator (37 °C + 5 % CO»)
e Automaticka pipeta
e Vortex
e Tiepacka mikrotitracnich desticek

o Ctecka mikrotitraénich destiek (450 nm s volitelnym referenénim filtrem

v rozsahu 600-900 nm)

CHEMIKALIE A ROZTOKY
e Bezpyrogenni voda
e Coating pufr
e Protilatky
e HKSA (pozitivni neendotoxinova kontrola — tepelné usmrceny Staphylococcus

aureus)
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e [L-6 (Interleukin 6)

e HPE pufr (,,High Performance* ELISA pufr — pracovni pufr)
e PBS (Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok)

e Wash Buffer (Promyvaci roztok)

e Streptavidin-HRP (Streptavidinem konjugovana peroxidaza)
e TMB substrat (3,3',5,5'-tetramethylbenzidin)

e Stop roztok

e IMDM (Kompletni médium s ptidavkem séra)

e RPMI (Bunééné medium s L-Glutaminem)

2.1 Pyrocell™ MAT test (Experiment 1, 2 a 3)

Cilem tohoto in vitro testu je detekce pfitomnosti endotoxinového nebo neendotoxinového
pyrogenu. Pfitomnost pyrogenu je detekovana diky jeho schopnosti indukovat uvoliiovani
interleukinu 6 (IL- 6) z monocytickych bunék plné periferni krve (Peripheral Blood
Mononuclear Cells = PBMC, které jsou smiSenou populaci bunék s jednim jadrem). Uvolnéné
mnozstvi IL-6 se po inkubaci bunék s testovanou latkou nebo kontrolami (pozitivni a negativni)
kvantifikuje pomoci enzymového testu ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).

Veskeré postupy vychazi z manualu k tomuto kitu a protokolt ECVAM [40,41].

U kazdého testovaného materialu se musi nejprve provést zkouska interference, aby se ovéfila
interference mezi zkouSenou latkou a bundénym systémem a/nebo ELISA. Ugelem
interferen¢niho testu je tedy urcit, zda testovana latka ovliviiluje uvolfiovani cytokindg.
Interferencni test se ud¢la tak, Ze se jednotlivé vzorky testovaného materialu, ptipadné fedéni
jeho extraktu, tzv. infikuji pozitivni kontrolou RSE (referen¢ni endotoxinovy standard). To
znamena, ze se ke kazdému vzorku/fedéni pfida 1 urcita koncentrace endotoxinového standardu.
Pro expozici je tak u interferen¢niho testu pfipravena testovana fada s RSE a bez RSE (tzv.

»Spike a ,,non-spike®).

Tento kit byl pouzit celkem ve tiech experimentech ze Ctyt, které byly provedeny v ramci této
bakalafské prace. Nejprve byl proveden experiment s plnou periferni lidskou krvi, kdy byl

materidl testovan pfimym kontaktem, tedy tak, ze byl testovany vzorek ponoten piimo do krve.
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Potom byl pfipraven extrakt materidlu v kultivacnim médiu IMDM (Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium) a tento extrakt (vyluh) byl ve tiech fedénich aplikovan na frakci lidské

krve (tzv. PBMC buiiky).

Po pfimé a nepfimé expozici v riznych typech testovaného systému (plnd krev/PBMC buiiky)
byl proveden ELISA test. Spotiebni material a roztoky, které byly v kontaktu se vzorky anebo

krevnimi bunikami pfi testu, byly sterilni a bez pyrogenti.

2.1.1 TESTOVANI NA PLNE KRVI - PRIMY KONTAKT
(EXPERIMENT 1)

Plna periferni krev byla odebrana od zdravého darce dle pozadavkti ICCVAM protokolu [39]
a ihned dorucena do laboratofe. Pro testovani byl vybran vzorek zdravotnického materidlu

neabsorbovatelna nit (sterilni v origindlnim baleni) i s jehlou.

Den 1 — pfiprava fedici fady, expozice a pfiprava ELISA desky

e Priprava expozicni desky

Nejprve byla ptipravena koncentracni fada pozitivni neendotoxinové kontroly Flagellinu. Do
originalni lahvicky od dodavatele byl pfidan 1 ml vody bez endotoxinil a tento roztok se michal
po dobu 1 minuty. Vyslednd koncentrace byla 1000X. Roztok byl rozdélen po 50 pl do
mikrocentrifugacnich zkumavek bez endotoxinti a uloZen do -20 °C pro dalsi experimenty. Do
jedné mikrozkumavky roztoku Flagellinu byla pfidana bezpyrogenni voda a roztok Flagellinu

byl nafedén dle Obrazku 9 — vysledna koncentrace byla 1X a ta se pipetovala na jamku.
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Obrazek 9: Redeéni Flagellinu [42]

Dale byla piipravena koncentracni fada pozitivni kontroly HKSA (tepelné¢ usmrceny
Staphylococcus aureus), coz je také neendotoxinova pozitivni kontrola. Pfiprava roztoku
HKSA bylo provedeno tak, Ze do originalni lahvic¢ky od dodavatele a byl ptidan 1 ml vody bez
endotoxind a tento roztok se michal po dobu 1 minuty. Vysledna koncentrace roztoku byla
1000X a tento roztok byl pouzit jako zasobni pro ptipravu fedici fady pomoci nepyrogenni
vody. Do ZK 1 (zkumavka 1) bylo napipetovano 450 pl vody a 50 pl HKSA 1000x. Do ZK 2
az 4 bylo napipetovano 900 pl vody a do ZK 5 aZ 6 se napipetovalo 500 pl vody. Tabulka 1
popisuje fedici fadu HKSA kontroly.
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Tabulka 1: Redici fada HKSA kontroly

mKUMAVKY |KoNCENTRACE| OBEMVODY | o
1 10% 900 ul st %SE{S‘&‘
2 1% 900 100 ul ze ZK 1
3 0,1 900 100 ulze ZK 2
4 0,01% 900 100 ul ze ZK 3
5 0,005% 500 100 ul ze ZK 4
6 0,0025% 500 100 ulze ZK 5

Do ZK s pozitivni kontrolou bylo napipetovano 450 pl vody a 50 ul Flagellinu 1000X. Vzorek

byl ponoien do krve a do vzorku — spike byl pifidan HKSA koncentrace 100X, pied kazdym

pipetovanim byl vzorek promichan na vortexu.

Nejprve se pripravil veSkery materidl a potom jednotlivé fedici fady pozitivni/negativni

kontroly. Redici fada se p¥ipravila a napipetovala dle Tabulky 2. Do fedici fady vzorki a kontrol

byla dle Tabulky 2 pfidavana 1 periferni lidska krev (ziskdna od zdravého darce), jako testovaci

systém v tomto experimentu.
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Tabulka 2: Redici fada — priprava vzorki/kontrol

omvaat | PR ommmxrve | OO | xsa |opaxovist
NK 750 ul 250 ul T 4%
NK 2 500 pl 250 ul 250 pl 4%
PK 500 pl 250 ul — 250 ul — 4%
VZ 750 ul 250 ul SR 4%
VZ SPIKE 500 pl 250 ul S S 250 pl 4%
BLANK — — 1ml 4%
BLANK KREV — 250 ul 750 ul 4%

Vysvetlivky: NK = negativni kontrola, NK2 = negativni kontrola se sterilni vodou, PK = pozitivni kontrola
Flagellin, VZ = vzorek, VZ spike = vzorek s pridavkem RSE, BLANK = voda bez endotoxini, BLANK KREV =

krev se sterilni vodou bez endotoxinii

Do vzorku a vzorku-spike byla pfidéna sterilni nit stejné definované velikosti.

Ze ZK 1 bylo na 24-jamkovou desti¢ku pipetovano 250 pl do vzorek-spike (4 replikaty). Poté
se deska nechala inkubovat 24 hodin v inkubétoru (37 °C, 5% CO», vlh¢eny).

o Priprava ELISA desky

ELISA desticka se nechala ohtat na laboratorni teplotu a poté se nachystaly roztoky pottebné

pro piipravu ELISA desky.

,»Coating® (pufr pro pokryti povrchu dna desti¢ky) pufr se ptipravil tak, Ze se rozpustil obsah 1
kapsule ve 100 ml destilované vody a nechal se 5 minut inkubovat. 120 pl protilatky se
rozpustilo ve 12 ml ,,coating® pufru. Roztok byl 10x promichan. 100 pl roztoku protilatek se
ptidalo do kazdé jamky ELISA desticky a deska se ptikryla vickem. Deska se nechala inkubovat
pfes noc pii 18-25 °C.

Den 2 — Piiprava vzorkl pro ELISA test, ELISA test

Pted uplynutim inkubacni/expozi¢ni doby byla pfipravena IL-6 standardni kalibra¢ni tada,

kterd obsahovala 7 koncentraci IL-6 standardu v HPE pufru. Pfipravily se zkumavky
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s popsanymi koncentracemi: 450; 150; 50; 16,7; 5,6; 1,9 a 0,6 pg/ml. 497 ul HPE pufru se
ptidalo do 450 pg/ml zkumavky. Do ostatnich zkumavek se ptidalo vSude 400 ul HPE pufru.

Déale bylo ptidano 63 pl IL-6 standardu do zkumavky 450 pg/ml a roztok se promichal. Dale se

cvwr

100 ul HPE pufru/jamka se napipetovalo do nové ¢isté fedici 96-jamkové desky (1 deska =10
ml) s kulatym dnem a ptidal se promichany supernatant krve z expozi¢ni desky, kterd byla

inkubovana s testovanym materidlem a pozitivnimi/negativnimi kontrolami (25 pl/jamka).

ELISA deska pfipravend z minulého dne se omyla 4x po 300 pl/jamka PBS (1 tableta
rozpusténa ve 200 ml destilované vody). Potom se rozpustilo 500 pl blokovaciho reagentu ve
25 ml PBS, 10x se promichalo. 200 pl/jamku tohoto zfedéného reagentu se piidalo na desku,

deska se prelepila folii a nechala se 1 hodinu pfi teploté 18-25 °C pusobit.
Po inkubaci 1 hodina se deska omyla 300 pl/jamku promyvacim ,,washing* pufrem 5x.

Z této fedici (Cisté) 96-jamkové desky se potom do kazdé jamky ELISA desky ptidalo 100 pl
zfedéného supernatantu, dale kalibracni fada koncentraci IL-6, vSe se zakrylo folii a nechalo se

1 hodinu pisobit pii 18-25 °C (viz schéma desky v Tabulce 3).

Tabulka 3: Schéma 96-jamkové ELISA desky

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12
oo oo | | HKSA | HKSA | HKSA | HKSA | L6 | L6 | IL-6 | IL6

A |V sterini| V' steritni | V sterini | Vsterinf) ©, 000 [ 3000 | 1000 | 0125 | 50 50 0 0
3 V+ | v+ | V+ | V+ | HKSA | HKSA | HKSA | HKSA | IL6 | IL6 | IL-6 | IL-6
HKSA | HKsA | HKSA | HKsA | 100 100 100 | o125 | 150 150 0.6 0.6
HKSA | HKSA | HKSA | HKSA | 1.6 | L6 | L6 | -6

¢ PK PK PK PK 10 10 10 | o125 | 450 | 450 19 19
HKSA | HKSA | HKSA HKSA | HKSA | IL6 | IL-6

D RE | BK | RK ] NK 0.5 0.5 o5 | B | o5 0.5 5.6 5.6
HKSA | HKSA -6 | IL-6
E BL BL BL BL 025 | 0as | BLE | BLK | BLK | BIK | T S

Vysvetlivky: Vsterilni = sterilni vzorek, V + HKSA = sterilni vzorek s pridavkem HKSA, PK = pozitivni kontrola,
NK = negativni kontrola, BL = blank, HKSA = tepelné usmrceny Staphylococus aureus, IL-6 = kalibracni

koncentrace Interleukinu 6

Béhem této doby se pfipravily protilatky: 120 pl protilatek se zfedilo s 12 ml HPE pufru a 10x
se vSe promichalo.

Po inkubaci se opét deska promyla 300 pl/jamku ,,washing pufrem 5x. 100 pl zfedéné
protilatky/jamka se ptidalo na desku, ptelepilo folii a nechalo se 1 hodinu inkubovat.
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Tésné pred koncem inkubace se ptipravil Streptavidin-HRP konjugéat: 1,2 pl streptavidin-HRP
se smichalo s 12 ml HPE pufru, promichalo se 10x. 100 pl tohoto konjugatu se napipetovalo do

kazdé jamky, ptelepilo folii a nechalo se 30 minut ptsobit pti 18-25 °C.

Opét se deska promyla 300 pl/jamku washing pufrem 5x. 100 ul TMB roztoku (3,3',5,5'-
tetramethylbenzidin) se napipetovalo do kazdé jamky, prelepilo folii a nechalo se 10 minut
pusobit pti 18-25 °C ve tmé&. Dale byl ptidan ,,stop* roztok 100 pl/jamku. Barva byla stala asi

30 minut.

Pro méfeni absorbance ELISA desky se pouzil spektrofotometr Biotek Epoch (USA).
Mikrotitracni desticka byla umisténa do drzaku spektrofotometru a zméfila se absorbance (OD)
pti 450 nm a pfi referencni vinové délce 550 nm. Pfi analyze namétenych dat byla referen¢ni
vlnova délka 550 nm odectena od meéteni pti 450 nm. Ke spektrofotometru Biotek Epoch
ptislusi software GenS5, pomoci kterého se spektrofotometr ovladéa a zaroven je mozné v ném
vyhodnotit naméfend data pomoci statistickych modeld, jako je napt. 4-parametricky nebo
5- parametricky regresni model (logisticky model pro asymetrickd data). Data byla

vyhodnocena dle instrukei ke kitu v tomto softwaru a jsou okomentovana v kapitole 3 Vysledky.
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2.1.2 TESTOVANI NA PBMC BUNKACH - EXTRAKT
(EXPERIMENT 2)

Testovani probihalo na frakci krve (PBMC bunky), ktera je doddvana jako soucast kitu
Pyrocell™ MAT test. Pro testovani byl vybran vzorek zdravotnického materialu

neabsorbovatelna nit (sterilni v origindlnim baleni) i s jehlou a pfipraven jako extrakt.

Den 1 — pfiprava extraktu

Nejprve byl pfipraven extrakt dle ISO normy v poméru 100 mg/ml v médiu PBMC. Samotna
neabsorbovatelna nit vazila 236 mg. Vzorek niti se pfipravil jako sterilni a nesterilni (vyndal se
zobalu a nechal se pfirozen¢ v nesterilnim prostfedi). Vzorky se umistily do sterilnich
zkumavek, ptidalo se 2,4 ml bunécného média a nechaly se tfepat do druhého dne v zahtivané

monitorované tfepacce (37 °C).

Den 2 — ptiprava fedici fady, pfiprava bunék, expozice a pfiprava ELISA desky

e Priprava redici Fady

Ptiprava zasobniku roztoku endotoxinu RSE byla nésledujici. Do lahvicky RSE bylo ptidano
5 ml LAL vody bez endotoxintl a nasledné se roztok nechal 30 minut vortexovat pii maximalni
rychlosti. Nasledné bylo provedeno fedéni endotoxinu tak, Ze se ptidalo 950 ul IMDM (médium
bez séra) do sterilni nepyrogenni zkumavky a ptidalo se 50 pl zasobniho roztoku RSE (2000
EU/ml) aby se dosahlo koncentrace 100 EU/ml. Dale bylo ptfidano 980 ul kompletniho média
(IMDM médium s ptidavkem séra) do sterilni, nepyrogenni zkumavky a 20 pl 100 EU/ml
fedéného RSE, aby se dosdhlo kone¢né koncentrace 2 EU/ml. Pro dosazeni koncentrace 0,16
EU/ml bylo do sterilni zkumavky pfiddno 920 pl kompletniho média a 80 pl 2 EU/ml fedéného
RSE.

200 pl 0,16 EU/ml endotoxinu bylo pfidano do jamek A1 az D1 expozi¢ni desky. Do ostatnich
jamek expozi¢ni desky E1-H1, A2-H2 a A3-H3 bylo pfiddno 100 pl kompletniho média.
Nasledné bylo provedeno dvojnasobné fedéni pipetovanim 100 pl z A1-D1 (0,16 EU/ml) do
A2-D2 (0,08 EU/ml) pomoci multikanalové pipety a ditkladné promichano. Redéni bylo

44



opakovano stejné z A2—D2 do A3-D3, z A3-D3 do E1-H1 a z E1-H1 do E2—-H2. Poslednich
100 ul z E2-H2 bylo zlikvidovano.

200 pl/jamku vzorku S1 (sterilni) bylo pfidano do jamek A4—A6 expozi¢ni desky. Do ostatnich
jamek pro fedéni vzorka bylo pfidano 100 pl kompletniho média. Nasledné bylo provedeno
dvojnasobné fedéni pipetovanim 100 ul S1 A4—A6 do S1-1/2 B4-B6. Tento pienos se opakoval
z S1-1/2 na S1-1/4 a poslednich 100 pl se zlikvidovalo. Ke vzorkiim bez endotoxinu bylo
ptidano 50 pl kompletniho média. Nésledné bylo pfeneseno 1920 pl kompletniho média do
sterilni, nepyrogenni zkumavky. Piidano 80 ul 2 EU/ml endotoxinu, aby bylo dosazeno
koncentrace 0,08 EU/ml. 50 pul z koncentrace endotoxinu 0,08 EU/ml bylo pfidano do jamek
pro vzorky s ptidavkem (oznacené spike). To samé bylo provedeno pro vzorek S2 (nesterilni).

Schéma fedéni viz Obrazek 10.

200 pL 80 pL 1000 pL 1000 pL 1000 pL 1000 pL 1000 pL 1000 pL

' YAYAYANYAYAYANA

50 pl RSE +800pul  +1920pl  +1000pl 1000l + 1000 - + 1000 pl + 1000 I + 1000 pl
+950 ul vody vody vody vody vody vody vody vody vody

Obrdazek 10: Redéni RSE [42]

e Priprava buneék PBMC

Dale se pfipravilo kompletni médium pro kultivaci PBMC bunék tak, ze se do sterilni
(nepyrogenni) zkumavky obsahujici 33 ml IMDM meédia ptenese postupné cely obsah vialky
MAT culture Medium Supplement (sérum).

Ptiprava suspenze buné¢k PBMC byla provedena nésledujicim postupem — sterilné
a v laminarnim boxu. Vialka s buitkami se vyndala z tekutého dusiku. Buiiky byly rozmrazeny
resuspendaci (promichavani) pomoci pfipraveného, teplého kompletniho média 5 ml ve sterilni
zkumavce. Poté byly buniky napipetovany na desku k pfipravenym roztokim — 50 pl/jamku.

Poté se deska necha kultivovat v inkubatoru po dobu 18-24 hodin.
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e Priprava ELISA desky

Ptiprava ELISA desky probihala stejné jako v Experimentu 1.

Den 3 — Piiprava vzorka pro ELISA test, ELISA test

Ptiprava vzorkii pro ELISA test probihala jinak nez v Experimentu 1. Rozdil v postupu byl
v tom, ze krok fedéni vzorkl z expozic¢ni desky se v Experimentu 2 nedélal. Vzorky se tedy
netedily a pouzily se rovnou na ELISA desku (viz schéma desky Tabulka 4). M¢feni

a vyhodnoceni probihalo stejné jako u Experimentu 1.

Tabulka 4:Schéma 96-jamkové ELISA desky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
RSE | RSE | RSE L6 | L6 | IL-6
A V1 V1 V1 2| 2 | W
0.6 | 008 | 0.04 450 | 450 | 450
RSE | RSE | RSE L6 | L6 | L6
B Vis | Vive | viv | v2n | 2% | V2%
0.6 | 008 [ 0.04 150 | 150 | 150
RSE [ BSE [ RSE [ o [ wrs | wvis | i | s oy | L6 | L6 | L6
C | ote | oos | oos | VI% | VI% | VI% [ V2 v2n | v2n | T <0 0
b | RSE [ BRSE [ RsE [ Wi V1 V1 v2 [ v2 [ v2 [ e [ e | L6
0.6 | 008 | 004 | SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE | 167 | 167 | 167
g | RSE [ BRSE [ RSE [ viwe [ viw [ viw [ V2w [ vawe [ V2 [ -6 | L6 | L6
002 | o001 0 | SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE | 56 | 56 | 56
p | BSE [ RSE [ RsE [viv [ vin[viv[wvau [ vau [ v2u [ 6 | -6 | L6
002 | o001 0 | SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE | 19 1.9 1.9
c | RSE [ msE [ msE [ Vi V1 V1 V1 vy | L6 | m6 | L6
002 | 001 0 SPIKE | SPIKE | SPIKE 06 | 06 | 06
RSE | RSE | RSE L6 | L6 | L6
H V1 BL | BL | BL | BL | W2
002 | 001 0 0 0 0

Vysvetlivky: RSE = referencni standard endotoxinu, V1 = sterilni vzorek. V1 % = sterilni vzorek redeny %, VI %
= sterilni vzorek redény Y, V2 = nesterilni vzorek. V2 ¥: = nesterilni vzorek redény %, V2 Y = nesterilni vzorek
redény Y, V1 SPIKE = sterilni obohaceny vzorek, V1 SPIKE : = sterilni obohaceny vzorek % redeny, V1 SPIKE
Y% = sterilni obohaceny vzorek Y redeny, V2 SPIKE = nesterilni obohaceny vzorek, V2 SPIKE % = nesterilni
obohaceny vzorek ¥: Fedény, V2 SPIKE % = nesterilni obohaceny vzorek % redeny, IL-6 = kalibracni koncentrace

Interleukinu 6, BL = blank (voda bez endotoxinii)
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2.1.3 TESTOVANI NA PBMC BUNKACH - PRIMY KONTAKT
(EXPERIMENT 3)

Testovani probihalo na frakci krve (PBMC buiiky) jako piimy kontakt. Pro testovani byl vybran

vzorek zdravotnického materidlu neabsorbovatelnd nit (sterilni v originadlnim baleni) i s jehlou.

Den 1 — pfiprava vzorku, pfiprava fedici fady, pfiprava bunék, expozice a piiprava ELISA

desky

e Priprava bunek PBMC

Ptiprava bunék byla stejna jako v Experimentu 2.

e Priprava redici Fady
Ptiprava fedici fady pozitivnich kontrol byla stejna jako u Experimentu 2.

Nanaselo se na ELISA desku dle schématu v Tabulce 5.

e Priprava ELISA desky

Ptiprava ELISA desky probihala stejné jako v Experimentu 1.
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Tabulka 5: Schéma 96-jamkové ELISA desky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
RSE RSE RSE IL-6 IL-6 IL-6
A 0.16 0.08 0.04 Vi v Vi Vi V2 V2 450 450 450
RSE RSE RSE o o o o - - IL-6 IL-6 IL-6
B 0.16 0,08 0,04 Vi | VI | V1% VI V2 V2 150 150 150
RSE RSE RSE o o o [ s IL-6 IL-6 IL-6
c 0.16 0.08 0.04 Vive | viwe | viwe | viw |vzw V2 0 0 50
b RSE RSE RSE V1 Vi Vi1 Vi i | vaw | L6 IL-6 IL-6
0.16 0.08 0.04 | SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE - T 167 16.7 16.7
." 11 -" 11 -:' 11 -" 11 - - -
E RSE RSE RSE | V1% | VI | Vi | Vi [ o, f o, | IL-6 IL-6 IL-6
0.02 0.01 0 SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE 5.6 56 5.6
711 711 71 1 1 1 _ _ _
F RSE RSE RSE | V1% | VI% | VI% | V1% [ o, f o, | IL-6 IL-6 IL-6
0.02 0.01 0 SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE 1.9 1.9 19
RSE RSE RSE IL-6 IL-6 IL-6
G BL BL NK NK NK NK
0.02 0.01 0 0.6 0.6 0.6
RSE RSE RSE IL-6 IL-6 IL-6
P pl 2 2
H 0.02 0,01 0 BL BL BL2 BL2 BL2 BL2 0 0 o

Vysvetlivky: RSE = referencni standart endotoxinu, V1 = sterilni vzorek. VI % = sterilni vzorek redeny %, VI %
= sterilni vzorek redény Y, V2 = nesterilni vzorek. V2 » = nesterilni vzorek redény 7, V2 Y = nesterilni vzorek
redény Y, V1 SPIKE = sterilni obohaceny vzorek, V1 SPIKE : = sterilni obohaceny vzorek % redeny, V1 SPIKE
Y% = sterilni obohaceny vzorek Y redeény, IL-6 = kalibracni koncentrace Interleukinu 6, NK = negativni kontrola
(médium + bunky), BL = blank (kompletni médium), BL2 = blank 2 (voda bez endotoxinii)

Vzorky z expozi¢ni desky se fedily stejné¢ jako u Experimentu 1. 150 pl/jamku vzorku S1
(sterilni) bylo pfiddno do jamek A4-A7. Do jamek B4-B7 pro S1-1/2 bylo napipetovano
75 pl/jamku vzorku S1 a ptfidano 75 pl/jamku kompletniho média. Do jamek C4—-C7 pro S1-
1/4 bylo napipetovano 38 pl/jamku vzorku S1 a pfidano 112 pl/jamku kompletniho média.
150 pl/jamku vzorku Slspike (sterilni) bylo pfidano do jamek D4-D7. Do jamek E4-E7 pro
S1-1/2 spike bylo napipetovano 75 pl/jamku vzorku S1 a pfidano 75 pl/jamku kompletniho
média. Do jamek F4-F7 pro S1-1/4 spike bylo napipetovano 38 pl/jamku vzorku S1 a ptidano
112 pl/jamku kompletniho média.

Pro nesterilni vzorek byl tento krok stejny. 150 pl/jamku vzorku S2 (nesterilni) bylo pfidano do
jamek A8—A9 a B8—B9. Do jamek C8—C9 a D8 — D9 pro S2-1/2 bylo napipetovano 75 pl/jamku
vzorku S1 a pfidano 75 pl/jamku kompletniho média. Do jamek E8—E9 a F8—F9 pro S2-1/4
bylo napipetovano 38 pl/jamku vzorku S1 a ptidano 112 pl/jamku kompletniho média.
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2.2 PyroMAT™ Systém (Experiment 4)

Systém PyroMAT™ vyuziva jako zdroj monocytii kryokonzervované lidské monocytarni

buiikky Mono-Mac-6 (MMG6).

Odpovéd’ na pyrogenni latky se ur¢uje métenim interleukinu-6 (IL-6) produkovaného buiikami
Mono-Mac-6. Molekuly IL-6 uvolnéné do média bukkami MM6 béhem inkubacni faze jsou
preneseny na desticku ELISA a jsou vazany imobilizovanou primarni protilatkou. Sekundarni

protilatka, navazand s enzymem je piidana k vytvoreni IL-6 vazaného komplexu.

IL-6 vazany komplex je detekovan v barevné reakci pfiddnim vhodného substratu. Mnozstvi
barvy (hodnoty naméfené absorbance) je imérné mnozstvi produkce IL-6 v supernatantu bun¢k

a meti se pomoci spektrofotometru.

V Experimentu 4 testovani probihalo na bunééné liniit MM6. Pro testovani byl vybran vzorek
zdravotnického materidlu neabsorbovatelna nit (sterilni v origindlnim baleni) i s jehlou

a pripraven jako extrakt (stejné jako u Experimentu 2).

Den 1 — pfiprava extraktu

Nejprve byl pfipraven extrakt dle ISO normy v poméru 100 mg/ml v médiu RPMI médiu.
Samotnéa neabsorbovatelnd nit vazila 236 mg. Vzorek niti se pfipravil jako sterilni. Vzorek se
umistil do sterilnich zkumavek, ptfidalo se 2,4 ml bunéného média a nechaly se tfepat do

druhého dne v zahtivané monitorované tfepacce (37 °C).

Den 2 — ptiprava fedici fady, pfiprava bunék a expozice

e Priprava redici rady vzorku a pozitivnich kontrol

Do lahvicky s alikvotem RSE (50 pl) bylo pfidano 950 pl LAL vody bez endotoxintl a nasledné

se 1 minutu nechalo vortexovat pfi maximalni rychlosti.

Standardni endotoxinové roztoky se pfipravily ze zésobniho roztoku RSE v koncentraci
20 EU/ml. Ptipravilo se sedm koncentraci endotoxinu (0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 a 0,8

EU/ml) pro vytvofeni standardni kfivky. Sériové fedéni bylo provedeno vodou bez endotoxinti
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za pouziti zkumavek bez endotoxinti, jak je popsano nize (viz Obrazek 11). Kazda zkumavka

byla vortexovana po dobu 30 sekund.

200 pL 80uL 1000 pL 1000 pL 1000 pL 1000 pL 1000 pL 1000 pL

A YAVAVNANAYANANWA

50 pl RSE +800pul  +1920pl  +1000pl 1000l + 1000 - + 1000 pl + 1000 I + 1000 pl
+ 950 ul vody vody vody vody vody vody vody vody vody

Obrazek 11: Sériové redeni RSE [42]

Tepeln¢ usmrceny Staphylococcus aureus (HKSA) byl zahrnut do experimentu jako pozitivni
kontrola pro posouzeni detekce neendotoxinovych pyrogenti. Byl rozmrazen alikvot HKSA (50
ul) 1000X a vortexovan po dobu 1 minuty. Néasledné bylo provedeno sériové fedéni vodou bez

endotoxini za pouziti zkumavek bez endotoxint, jak je popsano nize (viz Obrazek 12).

100 pL 100 pL

Y~ M

-_ |r-
50 ul HKSA 1000X +900 ul +900 ul
+450 pul vody vody vody

100X 10X 1X

solution solution solution

Obrazek 12: Redéni HKSA [42]

Do experimentu byla zahrnuta také dal$i neendotoxinova pozitivni kontrola — Flagellin, ktery

se natedil stejné jako HKSA (viz Obrazek 12).
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Redéni samotného extraktu testovaného materialu (vzorku) bylo nasledujici — pro ptipravu
vzorku %2 bylo odebrano 600 pl extraktu + 600 pl vody, pro ptipravu vzorku ¥4 bylo odebrano
600 pl vzorku %2 + 600 ul vody. Endotoxinovy roztok o koncentraci 20 EU/ml a HKSA 100X
byl pouzit k obohaceni vzorku (,,spike®).

Nasledné¢ byl na expozi¢ni desku napipetovan standard, piipravené vzorky a vzorky se ,,spike*
(RSE endotoxinem) — 50 pl/jamka: blank — voda bez endotoxind, standardni roztoky
endotoxinu od 0,0125-0,8 EU/ml, HKSA 1X roztok a obohacené (,,spike*) a neobohacené

(,,non-spike*) roztoky vzorki.

e Priprava bunék Mono Mac-6

Nejprve se ohtfdlo médium RPMI na 37 °C, 20 ml média se napipetovalo do 50 ml centrifugacni
zkumavky bez endotoxint. Jedna lahvicka buiiek PyroMAT™ se vytahla z mraznicky a ihned
byla rozmrazena ve vodni 1azni pii 37 °C po dobu 1 minuty + 30 sekund. 1 ml zahtatého RPMI
(20 ml v 50ml zkumavce) se ptidal do lahvicky, promichal se 3x pipetovanim nahoru a doli
a prenesl zpét do zbytku RPMI (19 ml). Znovu se ptidal 1 ml z ptfedchozi smési, aby se lahvicka

promyla a pfemistilo se zpét do 50ml zkumavky.
Stejny krok se opakoval i pti rozmrazovani druhé lahvicky s buitkami PyroMAT™,

Centrifugacni zkumavka se nechala centrifugovat 5 minut pii 1000 ot./min. Po odstfedéni se
odstranil supernatant a resruspendovala se peleta s malym mnoZstvim zbyvajici tekutiny.
Nésledné bylo pfidano 20 ml zahtatého RPMI na 37 °C a promichalo se 3x pipetovanim nahoru

a dolu.

Nakonec bylo pfidano 200 pl/jamka bunééné suspenze linie Mono Mac-6 na desku s nafedénym
vzorkem a kontrolami. Takto pfipravena desti¢ka se nechala inkubovat po dobu 22 hodin pfi

37 °C, 5% COa, ve zvlhCené atmosfére.

Den 3 — pfiprava ELISA desky

Na desticku ELISA bylo ptfiddno 100 pl/jamku fediciho roztoku testu (,assay diluent®)
a nasledn¢ preneseno 100 pl/jamku bunééného supernatantu (viz schéma desky Tabulka 6).

Deska se pielepila lepici folii a nechala se 2 hodiny inkubovat pfi pokojové teploté.
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Tabulka 6: Schéma 96-jamkové ELISA desky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
N RSE | RSE | RSE | RSE vi Vi vi v1 | FLAG. | FLAG. [ FLAG. [ FLAG]
0.8 04 02 0.1 100X | 100X | 100X | 100X
RSE | RSE | RSE | RSE ] , , ] FLAG. | FLAG. | FLAG. | FLAG.
B 08 04 02 0.1 VIV [FVI5a | VIR VIR o 10X 10X 10X
e e o o [ [ e e o |7
D RSE | RSE | RSE | RSE V1 V1 V1 V1
0.8 04 02 0.1 | SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE
E RSE | RSE | RSE o | Vin [ vin [ vin [ vin
0.05 | 0.025 | 00125 SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE
E RSE | RSE | RSE ar | V%[ vin [ viu[viu
0.05 | 0.025 | 0.0125 SPIKE | SPIKE | SPIKE | SPIKE
G RSE | RSE | RSE oL Vit | vi+ | vi+ | vi+
0.05 | 0.025 | 0.0125 HKSA | HKSA | HKSA | HKSA
. RSE | RSE | RSE or | HKSA [ HKsA | HKsA | HKsA
0.05 | 0.025 | 00125 1X 1X 1X 1X

Vysvetlivky: RSE = standardni roztoky endotoxinu (od 0,0125-0,8 EU/ml), VI = sterilni vzorek. VI ¥ = sterilni
vzorek redeny 5, V1 Y = sterilni vzorek redény Y, V1 SPIKE = obohaceny vzorek, VI SPIKE /> = obohaceny
vzorek Y redeny, V1 SPIKE Y% = obohaceny vzorek ¥ redeny, BL = voda bez endotoxinii, HKSA 1X = 1X roztok
HKSA, FLAG. = Flagellin roztok (100X; 10X; 1X)

Mezitim byl pfipraven ,,washing‘ pufr — 20 ml koncentrovaného promyvaciho pufru 25X +
480 ml cisté¢ vody). Po inkubaci byla desticka promyta 400 pl/jamku ,,washing*‘ pufrem,

celkem 4 myci kroky, desti¢ka byla vzdy vyklepdna na bunicinu pro Uplné odstranéni kapaliny.

Poté bylo pfidano 200 pl/jamku konjugatu IL-6, desticka byla zakryta novou lepici folii

a nechala se inkubovat 2 hodiny. Nésledné byla deska promyta 4x ,,washing* pufrem.

Potom byl ptipraven roztok substratu — cely obsah lavicky s barevnym ¢inidlem A byl pfidan
do lahvicky s barevnym c¢inidlem B, promichdn né€kolikanasobnym pievracenim lahvicky.
200 pl/jamku roztoku substratu bylo pfidano na desticku, ptelepeno lepici folii a inkubovano

20 minut.

Poté bylo ptidano 50 pl/jamku stop roztoku a diikladn€ promichano pipetovanim nahoru a dold,
aby se zajistila homogenizace roztoku. Barva v jamkach se zménila z modré na Zlutou.
MnozZstvi barvy je umérny mnoZzstvi produkce IL-6 pfitomného v bunééném supernatantu. Byla
zmefena optickd hustota pii 450 nm a 630 nm (referencni vlnova délka) pomoci

spektrofotometru.
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3 VYSLEDKY

Nameétené vysledky byly vyhodnoceny dle instrukci ke kitim a dle ECVAM/ICCVAM
protokolt (které vychéazi z European Pharmacopeia) [46]. Pro akceptovatelnost naméfenych
vysledkl byla stanovena kritéria piijatelnosti, kterd jsou nutna pro urceni, zda jsou vysledky

pouzitelné a je mozné test vyhodnotit.
Kritéria pfijatelnosti jsou tato:

e Kiritérium 1: u koncentracni kiivky standardu endotoxinu (RSE) je splnéna podminka
pozitivni odpovédi davka/acinek (sigmoidalni kiivka)

e Kiritérium 2: primér hodnoty OD (opticka denzita = hodnota absorbance) slepého
vzorku (blanku) by mél byt nizsi nez 0,1

e Kiritérium 3: experiment je platny, pokud u RSE je dosazeno LOD* < 0,05 EEU/ml
(*LOD: LOD se stanovi pomoci standardni kiivky endotoxinu — je to koncentrace
endotoxinu, ktera odpovida mezni hodnote. Mezni hodnota je vyjadrena jako hodnota
OD a odpovida pruméru hodnot OD slepého vzorku (blank) ze 4 opakovani + 3x
smérodatna odchylka blanku).

o Kiritérium 4: OD ze 4 replikati RSE s nejvyssi koncentraci by méla byt vyssi nez 3

e Kritérium 5: prumér hodnot pfepocitanych na endotoxinovou koncentraci (EEU/ml) ze
4 replikati pozitivni kontroly HKSA a/nebo Flagellinu musi splnit podminku, ze
vysledek (koncentrace) je vyssi nez hodnota 0,05 EEU/ml

Cilem in vitro MAT testu je detekovat mnozstvi pyrogenti pod tzv. limitni koncentraci (CLC =
contaminant limit concentration) — 0,05 EEU/ml, kterd urci, zda je zdravotnicky prostiedek

bezpecny.

3.1 Pyrocell™ MAT test
3.1.1 EXPERIMENT 1

Jako prvni experiment, byl proveden in vitro PyroCell™ MAT test na plné lidské periferni krvi.
Testovany material chirurgickd nit byla pouZita ve sterilizované formé, naptimo ponoifena do
krve, takze se jednalo o testovani ptimym kontaktem (viz ISO norma 10993-12). Jako pozitivni

kontrola byly pouzity neendotoxinové HKSA a Flagellin. Déle byla zafazena negativni kontrola
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(krev + médium) a blank (pouze médium bez krve). Standardni endotoxin (RSE) nebyl testovan.

Hodnoty namétené absorbance jsou v Tabulce 7.

Tabulka 7: Hodnoty namérené absorbance (po odectu referencni vinové délky)

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12
0,157 | 0,011 0,058 0,28 3222 | 3,683 3422 | 0,045 0,071 0,076 | 0,017 | 0,017
1,845 1,052 | 2,047 | 3,785 2,855 | 2,651 3,127 | 0,048 0,174 | 0,229 0,02 0,018
0,014 | 0012 | 0,015 | 0,018 0,356 | 0,388 0,24 0,056 0,588 0,72 0,0Z3 0,02
0014 | 0015 [ 0,012 | 0,017 0,105 | 0,145 0,161 0,014 0,066 0,11 0035 | 0,032
0,023 | 0,014 [ 0,012 | 0,016 0,017 | 0,08% 0,112 | 0,018 0,02 0,021 0,001 0,054

H |||

Na zaklad¢ namétenych absorbanci (a upravenych dle navodu v protokolu ICVAM, ECVAM
a navodu ke kitu) u standardu IL-6 (koncentrac¢ni fada 0—450 pg/ml) byla sestrojena kalibra¢ni
kiivka a hodnota absorbanci byla pfevedena na hladinu naméteného interleukinu 6 pfitomném

v bunécném supernatantu.

Protoze v prvnim experimentu nebyl pouzit standard RSE, ale pouze pozitivni neendotoxinové
kontroly HKSA a Flagellin, nebylo mozné koncentrace IL-6 pfevést na RSE koncentrace

(EEU/ml). Vysledné koncentrace jsou tedy udavany v pg/ml (viz Tabulka 8).

Tabulka 8: Vysledné koncentrace vypocitané dle kalibracni kiivky standardu IL-6

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 115,215 | <0,000 [ 36,357 21031 | =472,500| =472,500 [ =472,500| 23,135 | 46,267 50,883 <0,000 | =0,000

B =472,500 | =472,500 | =472,500 | =472,500 | =472,500 | =472,500 | =472,500| 23506 | 127,284 | 167,813 | =0,000 | <0,000

C 0,000 | <0,000 | <0000 [ <0,000 | 255,602 | 284,137 | 174,985 | 33,023 | 408457 | =472,500| =0,000 | <0,000

D 0,000 | =0,000 | <0000 [ <0,000 | 74566 | 106,082 | 117,912 | <0,000 | 42,627 | 78,393 13,024 9,682

E 0,000 | =0,000 | <0000 [ =<0,000 | =0,000 [ £1,581 80,533 <0,000 | <0,000 | =0,000 | —— | 31,382
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Obrazek 13: Graf 1 - Koncentracni rada HKSA

Z namétfenych absorbanci byla také sestrojena kiivka davka-odpovéd koncentracni fady
pozitivni neendotoxinové kontroly HKSA (viz Obrazek 13). Tato kiivka spliuje sigmoidalni

tvar koncentracni zévislosti davka/odpoveéd'.

Experiment 1 byl spiSe screeningovy, protoZe zde nebyl pouZit standard RSE a experiment tedy
nemohl byt pIn€ vyhodnocen. Z akceptacnich kritérii splnil experiment pouze Kritérium 2 (OD
blanku > 0,1) a ¢astecné Kritérium 4 (HKSA 1000X méla naméfenou absorbanci vyssi nez 3).
Ostatni kritéria jsou spojena se standardem RSE, ktery nebyl pouZit pro testovani. HKSA
splnila kritérium davka/opovéd’ (sigmoidalni kiivka). Pozitivni HKSA méla v nejvyssich
koncentracich (1000X a 100X) hodnoty IL-6 vétsi nez 450 pg/ml. Zatimco negativni kontrola
(neovlivnéna krev v RPMI médiu) 1 blank mély koncentrace IL-6 < 0, takZe zakladni kritéria
kvality experimentu jsou splnéna — negativni kontrola vykazovala negativni odpovéd

a pozitivni kontrola vykazovala v experimentu pozitivni odpoved'.
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3.1.2 EXPERIMENT 2

Jako druhy experiment, byl proveden in vitro PyroCell™ MAT test jako extrakt v PBMC
bunikach. Zde se pouzil jako sterilni a nesterilni materidl neabsorbovatelna nit s jehlou.
Extrakt byl pouzit ve 3 koncentracich: jako nefedény a dale fedény na '% a na % (oznaceni V,
V1/2, V1/4). Jako pozitivni kontrola byl pouzit RSE standard. Jako blank bylo pouzito

kultiva¢ni médium. Hodnoty naméiené absorbance jsou v Tabulce 9.

Tabulka 9: Hodnoty namérené absorbance (po odectu referencni vinové délky)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,056 0,03 0,022 | 0,013 | 0,011 o1z ) 0015 | 0,012 | 0,015 | 3,264 3,08 2,665

0,024 | 0,021 0,014 | 0,014 | 0,013 | 0,013 | 0,015 | 0,014 | 0,013 1,817 1,749 1,686

0,038 | 0,025 ) 0023 ) 0,015 ) 0,012 | 0,011 0o1s | 0,015 0,01 0788 | 0,729 0,68

0,024 | 0,033 | 0,018 | 0,015 | 0,018 | 0,026 | 0,017 | 0,024 | 0015 | 0327 | 0,257 | 0,274

0,011 0,014 | 0,015 | 0028 | 0,022 | 0027 | 0,021 0oz4 ) 0015 | 0,126 | 0,112 | 0,102

0,016 | 0,015 | 0,019 | 0,021 0,015 | 0018 | 0,015 | 0017 | 0,025 0,05 0,045 | 0,046

0,014 | 0,015 | 0,018 | 0,022 | 0,023 | 0,033 | 0,043 | 0,054 | 0,014 | 0,032 | 0,023 | 0,027

Tlo|=|EH|G o] =

0,014 0,01 0022 | 0,013 | 0012 | 0,008 | 0,011 0007 ) 0,008 | 0016 | 0,012 | 0,013

Na zaklad¢ namétenych absorbanci (a upravenych dle navodu v protokolu ICVAM, ECVAM
a navodu ke kitu) u standardu IL-6 (koncentrac¢ni fada 0—450 pg/ml) byla sestrojena kalibraéni
kiivka a hodnota absorbanci byla pfevedena na hladinu naméteného interleukinu 6 piitomném
v bunééném supernatantu. Naméiené koncentrace IL-6 a kfivka byly porovnany s kiivkou od
dodavatele kitu. Kritérium 2 akceptovatelnosti vysledkil bylo splnéno (viz Tabulka 9, jamka
H5 — H8). Kritérium 3 akceptovatelnosti vysledki je splnéno (viz Tabulka 9, jamka HS — HS;
LOD = 0,016). Kritérium 4 splnéno nebylo. Kritérium 5 také ne, protoZe nebyly pouZzity jiné

pozitivni kontroly neZ RSE.

Déle byla sestrojena kiivka davka/odpovéd” RSE standardu (zavislost koncentrace na
absorbanci) — viz Obrazek 14. Namétené absorbance byly pfepocitany na koncentrace EEU/ml
(viz Tabulka 10). Kritérium 1 akceptovatelnosti vysledkd bylo splnéno, protoze ma kiivka

sigmoidalni tvar.
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Obrazek 14: Graf 2 - Koncentracni rada RSE
Tabulka 10: Vysledna koncentrace vypocitana z kalibracni kiivky RSE (EEU/ml)
1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12
A >0,168 0.09 0,055 | <0000 | <0000 | <0000 | <0000 | <0000 | <0000 | =0,168 | 0,168 | 0,168
B 0053 | <0000 | <0000 [ <0000 | <0000 | <0,000 | <0000 [ <0000 | =0.168 | =0.168 | >0,168
C 0,146 0,066 0,061 | <0000 | <0000 | <0000 | <0000 | <0000 [ <0000 | =0.168 | =0,168 | =0,168
D 0,065 0,11 0,038 0,04 0,035 0,073 0,032 0,065 0,04 =0,168 | »0168 | >0,168
E <0,000 | <0000 | <0000 | 0086 0,056 0,075 0,052 0064 | <0000 | w0168 [ =0168 | =0168
¥ 0,027 | <0000 | 0043 0,03 0,044 0,038 0,043 0,033 0068 | =0168 | =0168 | =0,168
G <0000 | <0000 | 0033 0,057 0,058 0,107 | =068 | =068 [ <0000 [ o105 0,086 0,079
H <0,000 | <0000 | 0054 | <0000 | <0000 | <0000 | <0000 | <0000 | <0000 | o025 | <0000 [ <0000

Extrakt sterilniho i1 nesterilniho vzorku (fedéného 1 nefedéného) byl pod limitem detekce

endotoxinu, tj. 0,05 EEU/ml (Tabulka 10, fadek A, B, C; sloupec 4-9), takze nebyla detekovéana

pfitomnost pyrogent. Netedéné sterilni 1 nesterilni extrakty, které byly obohaceny o endotoxin

(,,spike vzorek), mély hodnotu 0,05 EEU/ml (Tabulka 10, jamky D4-D6; jamky D7-D9),

takZe v téchto vzorcich byla detekovana ptfitomnost pyrogeni. Pozitivni kontrola RSE splnila

sigmoidalni zavislost davka-odpovéd’ a v blanku nebyla detekovana ptitomnost pyrogenti.
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3.1.3 EXPERIMENT 3

Tteti experiment byl proveden jako ptimy kontakt v PBMC bunikach. Vzorek byl testovan jako
sterilni a nesterilni, opé€t jako nefedény a fedény, stejné jako v Experimentu 2. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit standard RSE, jako negativni kontrola bylo zafazeno kultivaéni médium
s bunkami a jako blank pouze kultivaéni médium. Hodnoty naméfené absorbance jsou

v Tabulce 11.

Tabulka 11: Hodnoty namérené absorbance (po odectu referencni vinove délky)

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12
A 0,507 0,48 0,527 0,608 0,551 0,56 0,58 0,655 0,582 0,421 0,523 0,305
B 0,56 0,46 0,523 0481 0462 0,433 0,448 0,615 0,554 0,21 0,297 0,162
C 0,428 0,532 0,604 0,354 0,354 0,276 0,292 0,531 0,513 0121 0,127 0,008
D 0,473 0,51 0,517 0,596 0,595 0,547 0,539 0,489 0452 0,051 0,05 0,039
E 0,212 0,043 0,012 0429 0,467 0,425 0,411 0,384 0,288 0,026 0,029 0,019
F 0,147 0,034 0,014 0,338 0,325 0,33 0,316 0,427 0,428 0,017 0,019 0,011
G 0,142 0,033 0,013 0,011 0,01 0,018 0,014 0,018 0,012 0,01 0,011 0,007
H 0,158 0,039 0,015 0,008 0,013 0,013 0,011 0,016 0,01z 0,006 0,011 0,007

Na zaklad¢ namétenych absorbanci (a upravenych dle navodu v protokolu ICVAM, ECVAM
a navodu ke kitu) u standardu IL-6 (koncentrac¢ni fada 0—450 pg/ml) byla sestrojena kalibraéni
kiivka a hodnota absorbanci byla pfevedena na hladinu naméteného interleukinu 6 pfitomném
v bunééném supernatantu. Naméfené koncentrace IL-6 a kalibracni kifivka byly porovnany
s kfivkou od dodavatele kitu. Kritérium 2 akceptovatelnosti vysledki bylo splnéno (viz Tabulka
11, jamka H5-HS8). Kritérium 3 akceptovatelnosti vysledki je splnéno (viz Tabulka 11, jamka
H5-H8; LOD = 0,019). Kritérium 4 splné€no neni. Kritérium 5 také ne, protoZe nebyly pouZity

jiné pozitivni kontroly nez RSE.

Dale byla sestrojena koncentra¢ni kiivka davka/odpovéd’ RSE standardu (zavislost koncentrace
na absorbanci) — viz Obrazek 15. Naméfené absorbance byly pfepocitany na koncentrace
EEU/ml (viz Tabulka 12). Kritérium 1 akceptovatelnosti vysledkl bylo splnéno, protoZze ma

kiivka sigmoidalni tvar.
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Obrazek 15: Graf 3 - Koncentracni rada RSE

Tabulka 12: Vysledna koncentrace vypocitana z kalibracni kiivky RSE (EEU/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,042 0,032 =0,168 =0,168 =0,168 =0,168 =0,168 =0,168 =0,168 0,027 =0,168
B =0,168 0,03 =0,168 0,032 0,03 0,028 0,028 =0,168 =0,168 0,021 0,023 —
C =0,168 0,025 0,025 0,022 0,023 =0,168 =0,163 0,018 0.01% —
D 0,031 0,053 =0,168 =0, 168 =0,168 =0, 168 =0,168 0,033 0,029 0,015 0,015
E 0,021 0,014 <0,000 0,028 0,03 0,027 0,027 0,026 0,023 0,01 0,012
F 0,018 0,013 0,024 0,024 0,024 0,024 0,028 0,028 <0,000 <0,000 <0,000
& 0,018 0,013 =0,000 =(,000 =0,000 =0,000
H 0,019 0,014 <00,000 =0,000 =0,000 =0,000 =0,000 =(0,000 =0,000 =0,000

Extrakt sterilniho 1 nesterilniho vzorku (fedéného i1 nefedéného) mél hodnotu endotoxinu >0,05
EEU/ml (Tabulka 12, sloupec A, B, C, D; sloupec 4-9), takze byla detekovana ptitomnost
pyrogent. Nefedény sterilni extrakt, ktery byl obohacen o endotoxin (,,spike* vzorek), mél
hodnotu >0,05 EEU/ml (Tabulka 12, fadek D, E, F; sloupec 4-7), takze byla detekovana
pfitomnost pyrogentl. Redény sterilni extrakt obohacen o endotoxin mé&l hodnotu <0,05
EEU/ml, takZe v tomto vzorku nebyla detekovana pfitomnost pyrogenil. Pozitivni kontrola RSE
vykazovala sigmoidalni tvar kiivky davka-odpoveéd’, v negativni kontrole ani v blanku nebyla

detekovéna ptitomnost pyrogend.
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3.2 PyroMAT™ Systém
3.2.1 EXPERIMENT 4
Ctvrty experiment byl zaloZen na testovani monocytické lidské tkafové linii Mono Mac-6.
Vzorek byl testovan jako sterilni a ve form¢ extraktu. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
standard RSE, HKSA (koncentrace 1X) a Flagellin (koncentrace 100X, 10X, 1X). Vzorek byl

obohacen nejen o endotoxin RSE, ale i o HKSA 1X (,,spike* vzorek). Jako blank bylo zafazeno

kultiva¢ni médium. Hodnoty naméfené absorbance jsou v Tabulce 13.

Tabulka 13: Hodnoty namérené absorbance (po odectu referencni vinove délky)

1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 12
3,673 2,243 0,488 0,181 0,028 0,028 0,022 0,025 3,083 3,193 3,285 3,278
3,314 1,845 0,667 0,184 0,011 0,026 0,025 0,023 1,253 1,643 1,402 1,377
2,441 2,297 0,527 0,138 0,022 0,022 0,025 0,025 0,033 0,032 0,058 0,041
3,178 1,947 0,477 0,137 0,2 0,15 0,306 0,225
0,083 0,023 0,025 0,022 1,105 0,988 1,283 1,535
0,071 0,023 0,026 0,022 0,895 0,925 1,152 1,464
0,051 0,021 0,024 0,021 0,929 0,611 0,982 0,908
0,028 0,021 0,025 0,023 0,432 0,158 0,273 0,367

== o2 LR N el El Nl

Na zaklad¢ namétenych absorbanci (a upravenych dle navodu v protokolu ICVAM, ECVAM
a navodu ke kitu) u standardu IL-6 (koncentrac¢ni fada 0—450 pg/ml) byla sestrojena kalibraéni
ktivka a hodnota absorbanci byla pfevedena na hladinu naméteného interleukinu 6 pfitomném
v bunééném supernatantu. Naméfené koncentrace IL-6 a kfivka byly porovnany s kiivkou od
dodavatele kitu. Kritérium 2 akceptovatelnosti vysledka bylo splnéno (viz Tabulka 13, jamka
E4 — H4). Kritérium 3 akceptovatelnosti vysledki je splnéno (viz Tabulka 13, jamka E4-H4;
LOD = 0,024). Kritérium 4 bylo také splnéno (viz Tabulka 13, jamka A1, B1, D1). Kritérium
5 bylo také splnéno, HKSA 1X splnila kritérium pozitivity, tj. koncentrace byly vyssi nez 0,05
EEU/ml (viz Tabulka 13, jamka H5-HS8). U Flagellinu bylo toto kritérium 5 také splnéno
(u koncentraci 100X a 10X; Tabulka 13, fadek A, B, C; sloupec 9-12).

Dale byla sestrojena kiivka davka/odpovéd” RSE standardu (zavislost koncentrace na
absorbanci) — viz Obrazek 16. Namétené absorbance byly pfepocitany na koncentrace EEU/ml
(viz Tabulka 14). Kritérium 1 akceptovatelnosti vysledkii bylo splnéno, protoze ma kiivka

sigmoidalni tvar.

60



Koncentracni rada RSE

(=]

Absorbance (450-550 nm)

0.0 0.010 0,700 1,000

Koncentrace RSE [EU/ml]

Obrazek 16: Graf 4 - Koncentracni rada RSE

Tabulka 14: Vysledna koncentrace vypocitana z kalibracni kiivky RSE (EEU/ml)

1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 12
=0,839 | =427,500] 0,183 0,118 =0,000 | =0,000 | =0,000 | <0,000 0,583 0,624 0,673 0,668
0,685 | 426,001 0,213 0,119 =0,000 | =0,000 | =0,000 | <0,000 0,298 0,346 0,316 0,313
=427,5001 0,136 0,103 =0,000 | =0,000 | =0,000 | <0,000 0,03 =0,000 0,057 0,035
0,617 | =427,500] 0,187 0,102 0,124 0,107 0,152 0,131
0,075 =0,000 | =0,000 | <0,000 0,273 0,264 0,301 0,332
0,067 =0,000 | =0,000 | <0,000 0,251 0,255 0,285 0,323

0,05 =0,000 | =0,000 | =0,000 0,256 0,21 0,263 0,253
0,000 | =0,000 | =0,000 | <0,000 0,173 0,11 0,144 0,166

f==1 L= o =oH Ll o =0 o

Extrakt sterilnitho vzorku (fedéného i nefedéného) mél hodnotu endotoxinu <0,05 EEU/ml
(Tabulka 14, tadek A, B, C; sloupec 5-8), takze nebyla detekovana piitomnost pyrogent.
Netedény 1 fedény sterilni extrakt, ktery byl obohacen o endotoxin (,,spike* vzorek), mél
hodnotu >0,05 EEU/ml (Tabulka 12, fadek D, E, F; sloupec 4-7), takze byla detekovana
pfitomnost pyrogent. Sterilni vzorek byl také obohacen o HKSA (koncentraci 1X) a také mél
hodnotu >0,05 EEU/ml (Tabulka 12, jamky G5-GS8), takze byla detekovéana ptitomnost
pyrogend. V obou testovanych pozitivnich kontrolach HKSA a Flagellin byla detekovana
pfitomnost pyrogenti (hodnoty byly >0,05 EEU/ml). Hodnoty blanku byly <0,05 EEU/ml, takze

nebyla detekovana pfitomnost pyrogentl.
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4 DISKUZE

K hodnoceni pyrogenni kontaminace se tradicné¢ pouziva krali¢i pyrogenni test, tedy test
in vivo. Jeho omezeni vSak spociva v tom, ze jeho manipulace se zvifaty by mohla poskytnout
falesn¢ pozitivni nebo negativni vysledky. Dal$im omezenim je, Ze se citlivost na pyrogenitu
u lidi a kralika 1isi a extrapolace dat na clovéka tedy neni zcela mozna. V neposledni fad¢ je
zde eticky aspekt ndkladného pouzivani zvirat pro toxikologické testovani a snaha snizit
naklady a zptesnit vysledky za pouziti alternativnich metod, napt. metod in vitro.

Alternativou k posouzeni pyrogenity je test Limulus amebocyte lysate, a jedna se o test in vitro
za pouziti krve kraba, ktera ma také sva omezeni: napi. falesné vysledky v pfitomnosti glukant

nebo fady rostlinnych ptipravki.

Ve srovnani s témito testy nevyzaduje in vitro pyrogenovy MAT test, ktery se provadi na lidské
plné periferni krvi nebo frakei lidskych krevnich bun€k nebo lidské tkanové linii Mono Mac-6,
zivoci$né produkty a snadno se provadi. Metoda testu aktivace monocytl byla kvalifikovana a
ovéfena pro detekci pyrogenti Evropskym centrem pro validaci alternativnich metod (ECVAM)
v roce 2005 a Meziagenturnim koordina¢nim vyborem pro validaci alternativnich metod
(ICCVAM) v roce 2008. MAT test je proto vhodny jako nadhradni test za krali¢i pyrogenni test
(RPT) po validaci specifické na produkt. Od roku 2010 patii mezi kompendidlni metody pro
detekci pyrogenti v Evropském Iékopisu (kapitola 2.6.30) [46].

V radmci této prace byl validovan MAT test na 3 riiznych dostupnych testovacich systémech
(krev/frakce krve/tkanova linie) pomoci 2 komer¢nich kitii. Testovany vzorek byl zdravotnicky
prostiedek, konkrétné sterilni neabsorbovatelna nit s jehlou. Vzorek byl testovan také v rtiznych
formach, bud’ jako sterilni/nesterilni/pfipadné¢ obohacen o endotoxin (referen¢ni standardni
endotoxin nebo needotoxinovou pozitivni kontrolu (HKSA/Flagellin). Byly testovany takeé

rizné druhy styku s testovacim systémem — bud’ jako pifimy kontakt nebo jako extrakt (vyluh).

Jak je vidét z vysledkd, experiment 1 (test na plné lidské periferni krvi) byl spiSe screeningovy,
tzn. Ze jsem si vyzkouSela manipulaci se vzorkem, lidskou krvi, spravné a ptesné pipetovani,
pfipravu vzorku a praci s ELISA testem. V blanku i negativni kontrole nebyly detekovany
pyrogeny, ve sterilnim vzorku obohaceném o HKSA pyrogeny detekovany byly. AvSak ve
sterilnim vzorku jako takovém byly detekovany pyrogeny, i kdyZ by zde nemély byt, a naopak
v pozitivni kontrole Flagellin pyrogeny detekovany nebyly, ackoliv byla detekce ocekavana.

Tento vysledek by mohl byt zplsoben vlivem prvniho experimentu v rdmci zavadéni testu,
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manipulace se vzorkem, piipadné v nepfesném pipetovani. V experimentu 2 vSe vyslo dle
oc¢ekavani, tedy pozitivni kontroly a vzorky obohacené o endotoxin vykazovaly pozitivni
odpovéd’ (tedy pfitomnost pyrogentl), naopak extrakt sterilniho i nesterilniho vzorku a blank
vykazoval negativni odpoveéd’ (tedy nepfitomnost pyrogenti). V experimentu 3 byl testovan
vzorek pifimym kontaktem ve formé sterilni 1 nesterilni a zde naopak vykazoval ptitomnost
pyrogent, vcetn¢ vzorku obohacené¢ho o endotoxin. Negativni kontroly i blank vykazovaly
negativni odpovéd’, pozitivni kontrola endotoxin vykazovala pozitivni odpovéd’ dle ocekavani.
V experimentu 4 extrakt sterilniho vzorku vykazoval negativni odpovéd’ a extrakt sterilniho
vzorku obohaceny o endotoxin a/nebo HKSA zase pozitivni odpoveéd’ dle o¢ekavani. Pozitivni
kontrola HKSA 1 Flagellin vykazovaly pozitivni odpovéd a blank negativni odpovéd'.

V experimentech 1-3 byl pouzit jiny kit nez v experimentu 4.

Z nasich vysledki vyplyva, Ze posledni experiment 4 vykazoval nejleps$i experimentéalni
vysledky. To miize byt dano pouzitim jin¢ho kitu a/nebo také zaucCenim se ve spravném

pipetovani a manipulaci se vzorky, kitem, roztoky atd.

Zajimavé srovnani vyslo v ramci experimentu 2 a 3 (pouzit stejny kit), kde extrakt sterilniho
vzorku vySel negativni, obohaceny o endotoxin vySel pozitivni, ale pfi testovani stejného
sterilntho vzorku pfimym kontaktem vySly ob& formy vzorki (neobohaceny/obohaceny
endotoxinem) pozitivni. To by bylo v souladu s informacemi ve védeckych ¢lancich [1, 47],
kde je zminéno, Ze testovani pfimym kontaktem ma vétsi vypoveédni hodnotu, tedy Iépe imituje
fyziologickou situaci, neZ testovani pomoci vyluhu (extraktu). Ne vSechny zdravotnické
materidly vSak lze testovat pfimym kontaktem vzhledem k jejich velikosti a riznym formam,
proto je nutné metodiku in vitro MAT testu dale optimalizovat, coz jsem si prakticky

vyzkousSela v experimentalni ¢asti této prace a tyto zavery jsou v souladu s literaturou [41].

Kdyz se srovnaji oba kity, tak expozice desti¢ky je u obou kit stejna, ale ELISA deska je jina.
U Lonza kitu se musela ELISA desticka nachystat (ptes noc pokryt ,,coating pufrem*) a az poté
se mohla pouzit. Kdezto u kitu od Mercku byla ELISA desticka nachystand. Podle mého nazoru

je jednodussi pracovat s kitem od Mercku. Neni to ¢asove tak narocné.

S kryokonzervovanou krvi nebo s Cerstvou krvi mohou byt testovany i biomateridly. To je
dilezité pro uzivatele, ¢i pracovisté, ktefi nemaji k dispozici staly pfisun Cerstvé krve pro test.
Kryokonzervovanou krev 1ze vyrabét ve velkych sériich, které prochazeji kontrolou kvality
vcetné screeningu na HIV a virus hepatitidy. Pokud srovndm oba testovaci systémy, tak z mé

vlastni zkuSenosti se mi lépe pracovalo s bunéénymi systémy nez s krvi.
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S ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo:
e popsat soucasné trendy v testovani pyrogenity zdravotnickych prostiedkti
e zmapovat dostupné a validované alternativni metodiky

e v experimentalni ¢asti se zamé&fit na alternativni in vitro MAT test a jeho dostupné

varianty

V ramci prace byly popsany existujici metodiky pro testovani pyrogenity zdravotnickych
prostiedki, které jsou zakotvené v legislativé EU, konkrétné v evropském lékopisu. Dale byly
diskutovany in vivo metodiky i jejich alternativni in vitro varianty, jejich princip, omezeni
a vyhody. Soucasti této prace byla 1 experimentalni cast, kde byly pfedstaveny a prakticky
vyzkouSeny dostupné varianty alternativniho in vitro MAT testu na rtznych formach
zdravotnického prostfedku. Vysledky experimentalni ¢asti potvrdily vhodnost a jednoduchost
MAT testu a jeho pouziti pro testovani zdravotnickych prostiedki i potfebu dalsi validace pro

ruzné typy/formy zdravotnickych prostredki.
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