Priloha ¢&. 2

Komentaf k experimentalnim pFistupim, které budou pouzity
k dosazeni védeckovyzkumnych cili

1. Transport nadbytecnych lidskjch embryi z kliniky asistované reprodukce na
pracovisté

Pro transport nadbyteénych lidskych embryi bude pouzit kvalifikovany pfenosny
inkubdtor ICT-P (FALC Instruments) a médium pro manipulaci s lidskymi embryi
v normalni atmosféfe (Cook Medical), které je urfené pro IVF (in vitro fertilizaci) a je
opatfeno certifikaitem. Zaméstnanci budou proskoleni tak, aby byl zaji$tén bezpeény
transport z centra asistované reprodukce na pracovisté.

Transport probéhne az po udéleni informovaného souhlasu obéma darci. Viichni dérci
budou podrobeni testovani na pfitomnost nemoci, které by mohly byt pieneseny po
kontaktu s infikovanymi embryi.

2. Derivace linii lidskych embryondlnich kmenovych bunék pro pre/klinické aplikace
z nadbytecnych lidskych embryi

Derivace linii lidskych embryonélnich kmenovych bunék pro pre/klinické aplikace
znadbyte¢nych lidskych embryi bude provadéna v &istych prostorach s vyuZitim
mikromanipulatoru (Eppendorf), mikrokapilar (Microtech IVF) a médii uréenych pro IVF
od vyrobce Cook Medical.

Veskera manipulace s nadbyteénymi lidskymi embryi bude provadéna az po udéleni
informovaného souhlasu obéma dérci.

VSechny materidly a pomiicky budou opatfeny certifikaitem CE a budou uréeny pro
IVD (in vitro diagnostiku) nebo pro IVF. Viechny chemikalie a média budou zakoupeny
v cGMP kvalit¢ nebo k nim bude provedeno testovani kvality. Ke viem materialim,
pomuickam, chemikaliim a testovani kvality bude veden zaznam.

3. Kultivace lidskych embryondlnich kmenovych bunék pro pre/klinické aplikace in
vitro

Pro propagaci in vitro budou lidské embryonalni kmenové buriky (dale jen hESC) pro
pre/klinické aplikace kultivovany v Eistych prostorach s mikrobidlnim i &asticovym
monitoringem. Pro kultivaci budou pouZivana media specialné ktémto ulelim
deklarovana jako napf. médium NutriStem (Biological Industries). Jako podkladova vrstva
budou slouzit napf. methanolem fixované lidské mezenchymalni kmenové buiiky a
fibroblasty, které budou za timto uéelem fixovany na pracoviiti. Pro kultivace se mohou
pouzivat i jiné podkladové vrstvy k témto uéelim deklarované a certifikované jako napt
Biolaminin 521 CTG(Biolamina). Ke kultivaci budou pouZivany vyhradné pomiicky a
materialy (misky, lahvicky, pipety) k jednorazovému pouziti. Pasazovani bude provadéno
bud’ manuélni desintegraci kolonii hESC ostrym nastrojem nebo desintegraci kolonii
hESC pomoci roztoku EDTA. Kultivace hESC bude realizovana ve vyhradng k tomuto
ucelu vyc€lenénych laboratofich se specialnim reZimem, ¢imZ bude eliminovéano riziko
neopravnéného pouziti hESC.

VSechny materialy a pomicky budou opatieny certifikatem CE a budou ureny pro
IVD (in vitro diagnostiku) nebo pro IVF. Vechny chemikalie a média budou zakoupeny



v ¢cGMP kvalité nebo k nim bude provedeno testovani kvality dle platnych SOP. Ke viem
materidltim, pomiickdm, chemikaliim a testovéani kvality bude veden zadznam.

4. Kryokonzervace a kryoskladovdni lidskych embryondlnich kmenovych bunék pro
pre/klinické aplikace

Lidské embryonalni kmenové buiiky pro pre/klinické aplikace budou
kryokonzervovany postupnym/fizenym ochlazovanim na teplotu tekutého dusiku bud’ ve
zmrazovaci nadobce (Nalgene Cryo 1°C freezing container). Kryokonzervace hESC budé
provadéna v kryokonzervaénich zkumavkach o objemu 2 ml v médiu obsahujicim vhodné
kryokonzervanty (20% dimetylsufoxid, DMSO) nebo v kryoprezervatnim médiu
CryoStor® CS10 (Stemcell Technologies). Dale mohou byt zamraZeny zpusobem
vitrifikace.

Kryokonzervované bufiky budou skladovany v kapalném dusiku v kryotanku
umisténém v kryobance se zvlastnim rezimem. Zpisob skladovani je organizovan tak, aby
zajistil dostate&nou ochranu hESC pfed manipulaci nedovolenymi osobami.

V3echny materidly a pomucky budou opatfeny certifikatem CE a budou urCeny pro
IVD (in vitro diagnostiku) nebo pro IVF. Viechny chemikalie a média budou zakoupeny
v cGMP kvalité¢ nebo k nim bude provedeno testovani kvality. Ke viem materialim,
pomiickam, chemikaliim a testovani kvality bude veden zaznam.

5. Kultivace lidskych embryondlnich kmenovych bunék in vitro pro neklinické
aplikace

Pro dlouhodobou propagaci in vitro budou lidské embryonalni kmenové burky (dale
jen hESC) kultivovany vmédiu mTESR™1 (Stemcell Technologies), NutriStem
(Biological Industries) a dalSich komer¢n& dostupnych médiich uréenych ke kultivaci
hESC. Jako substrat budou slouZit methanolem fixované lidské mezenchymalni kmenové
buiiky a fibroblasty, které budou za timto ugelem fixovany na pracovisti a také komer¢né
prodévané substraty jako Matrigel (Corning), Vitronectin XF'™ (Stemcell Technologies),
Fibronectin (Merck). Ke kultivaci budou pouzivany vyhradné pomucky a materialy
(misky, lahvi¢ky, pipety) k jednordazovému pouziti. Pasazovéani bude provadéno bud
manualni desintegraci kolonii hESC ostrym nastrojem nebo desintegraci kolonii hESC
enzymem kolagenazou ¢i pomoci roztoku EDTA. Kultivace hESC bude realizovana ve
vyhradné k tomuto ucelu vy€lenénych laboratofich se specidlnim reZimem, ¢imZ bude
eliminovano riziko neopravnéného pouziti hESC.

6. Kryokonzervace a kryoskladovani lidskych embryondinich kmenovych bunék

Lidské embryonalni kmenové buiitky budou kryokonzervovany postupnym/fizenym
ochlazovanim na teplotu tekutého dusiku bud’ ve zmraZovaci nadobce (Nalgene Cryo 1°C
freezing container) nebo pomoci pocitatem fizeného zmraZovaciho zafizeni (ICE cube
Computer Controlled Rate Freezer 14S, SY-LAB). Kryokonzervace hESC budé
provadéna v kryokonzervagnich zkumavkach o objemu 2 ml v médiu obsahujicim vhodné
kryokonzervanty (20% dimetylsufoxid, DMSO). Kryokonzervované bufiky budou
skladovany v kapalném dusiku v kryotanku umisténém v kryobance se zvlastnim
rezimem. Zpusob skladovani je organizovan tak, aby zajistil dostate¢nou ochranu hESC
pfed manipulaci nedovolenymi osobami.



7. Analyza exprese genii na irovni RNA a proteinii

Ke studiu exprese genii v hESC na trovni mRNA budou vyuzivany techniky RT-PCR,
bud’ semikvantitativni, nebo kvantitativni (Real Time PCR). RNA bude z bunék izolovana
po jejich lyze vhodnym ¢inidlem pomoci komeréné dostupnych kitil (napf. firmy Qiagen).
K analyze exprese proteini budou vyuZivany imunologické techniky vyuzivajici
specifické protilatky proti studovanym proteinim: Western blot analyza, imunoprecipitace
(IP) a imunofluorescence (IF). Pro potfeby Western blot a IP analyz budou hESC
lyzovany vhodnym ¢inidlem (pufrem) a lyzéty pak budou déle zpracovany standardnim
zpisobem. Pro IF analyzy budou hESC fixovany/usmrceny bud aldehydickym
(paraformaldehyd) ¢&i alkoholickym (etanol, metanol) fixativem a dale zpracovany
standardnim zplsobem. Ve vSech pfipadech se jedn4d o standardni techniky analyzy
nezivych bun€k nebo jejich komponent, které nepfedstavuji zadné riziko z hlediska
mozného zneuziti hESC.

8. Analyza pritokovou cytometrii

Prutokova cytometrie (FACS analyza) bude pouZivana k analyze proliferaénich
vlastnosti hESC (parametry bun&éného cyklu) a k fenotypizaci hESC pomoci markert
typickych pro nediferencované a diferencujici se hESC. Pro zjisténi parametrii bunééného
cyklu budou buriky metabolicky znaGeny bromodeoxyuridinem (BrdU), pfevedeny do
suspenze, fixovany etanolem a inkorporovany BrdU bude vizualizovan anti-BrdU
protilatkou. Takto oznaCené buriky pak budou analyzovany priitokovou cytometrii
standardnim zplsobem. Pro fenotypizaci budou hESC pievedeny do suspenze, fixovany
vhodnym fixativem a znafeny na poZadované markery odpovidajicimi protilatkami.
Oznacené buriky budou analyzovany priitokovou cytometrii standardnim zpisobem.
Pracovit€ Zadatele je vybaveno pozadovanym technickym zafizenim pro cytometrickou
analyzu, coz vyluéuje nutnost transportu hESC mimo prostory podléhajici specialnimu
rezimu pro praci s hESC.

9. Analyza ultrastruktury lidskych embryondlnich kmenovych bunék pomoci
elektronové mikroskopie

Pro analyzu ultrastruktury budou hESC adherované na kultivaéni podloZce fixovany
glutaraldehydem a dale zpracovany standardnim zptisobem pro elektronovou mikroskopii.
Elektronova mikroskopie bude vyuzZivana také ve formatu umoZiujicim vizualizaci
specifickych molekul/proteint, ktery je zaloZen na detekci danych molekul specifickymi
protilatkami. Obé¢ varianty elektronmikroskopické analyzy jsou z principu realizovany na
fixovanych/neZivych hESC a nepfedstavuji proto Zadné riziko z pohledu mozného
zneuziti hESC.

10. Cytogeneticka analyza lidskych embryondlnich kmenovych bunék

Cytogeneticka analyza (analyza karyotypu) pfedstavuje jednu z klicovych a zcela
nezbytnych soucasti rutinni charakterizace hESC dlouhodobé propagovanych in vitro. Za
ucelem cytogenetické analyzy budou rostouci nediferencované hESC oetfeny
kolchicinem (mitoticky blok) a nasledné fixovany. Suspenze fixovanych/hESC pak budou
aplikovany na podlozni skla a kondenzované chromosomy budou vizualizovany
standardni technikou G pruhovani. Hodnoceni karyotypu (poétu a integrity chromosomii)
bude provadéno akreditovanym specialistou. Cytogeneticka analyza je standardni



technika, ktera je realizovana na fixovanych/nezivych buiikach a nepfedstavuje tak zadné
riziko z hlediska mozného zneuziti hESC.

externé?

11. Analyza sekvenci DNA vybranych genii

Analyza sekvenci vybranych genl je soucasti studia (odhalovani) genetickych zmén,
k nim#? dochéazi b&hem propagace hESC v podminkach in vitro. Tyto genetické zmény
mohou byt soucasti adaptace hESC na kultiva¢ni podminky, ktera se projevuje mnoha
riznymi modifikacemi ve fenotypu hESC. Kédujici sekvence vybranych geni budou
ziskany sekvenovanim odpovidajicich ¢DNA ziskanych reverzni transkripci mRNA.
RNA bude zbunék izolovana po jejich lyze vhodnym ¢inidlem pomoci komercné
dostupnych kit (napt. firmy Qiagen). Tento pfistup vyuziva standardnich technik analyzy
RNA/DNA a nepfedstavuje Zadné riziko z pohledu moZného zneuziti.

12. Analyza aktivity bunéénych enzymai.

Aktivita enzym@ nachézejicich se v lidskych embryonélnich kmenovych burkach,
napf. enzym alkalicka fosfatiza, slouzi jako ukazatel pluripotence a muze slouzit
k lep§imu pochopeni vnitinich d&ju, které v lidskych embryonalnich kmenovych burikach
probihaji. Stanoveni aktivity enzymi bude provedeno pomoci kitli (napf. firmy Merck).

13. Genetické modifikace lidskych embryondlnich kmenovych bunék

Genetické modifikace pfedstavuji zcela nezbytny piistup k odhaleni molekularnich
mechanism@ zodpovédnych za unikatni vlastnosti hESC (sebeobnova, schopnost
diferenciace). Tyto modifikace budou zahrnovat eliminace exprese/funkce gent
homologni rekombinaci, sniZzeni exprese gent technologiemi siRNA a shRNA, zvySeni
exprese gent, expresi geneticky upravenych geni a expresi reportérovych genti za pomoci
technologie CRISPR/CAS. V soucasné dobé jsou tyto technologie rutinné pouzivany ke
genetické modifikaci mnoha typi lidskych bunék (normalnich 1 nadorové
transformovanych) a nebyly nikdy shledany rizikovymi z pohledu introdukce genetickych
modifikaci/abnormalit do lidské populace. Toto plati také pro geneticky modifikované
hESC.

14. Indukce diferenciace lidskych embryondlnich kmenovych bunék chemickymi
slouceninami, ristovymi faktory, kokultivaci s burikami jiného typu a jinou
modifikaci kultivacnich podminek

Jednim z kli¢ovych pfedpokladi pro klinickomedicinské pouziti hESC je vyvinuti
technologii umoziiujicich regulovanou diferenciaci hESC do riznych typi dospélych
funkénich bunék. Tyto technologie jsou proto v soucasnosti vyvijeny v mnoha
laboratofich na celém svété jako soucast obsahlého prepre/klinického vyzkumu biologie
hESC. Obecné vyvoj téchto technologii stoji na in vitro kultivaci hESC spojené
s pisobenim biologickych, fyzikalnich ¢i chemickych faktori, které, vzhledem k jejich
Cetnosti nelze pfedem jednoznacné definovat. Analyzy diferencujicich se hESC bunék
budou nevyhnutné zahrnovat in vitro analyzy jejich molekularniho fenotypu (proteiny,
mRNA) a analyzu jejich chovani in vivo po implantaci experimentalnim zvifatiim, tak jak
jsou popsany v ostatnich paragrafech tohoto komentare.



15. Externi analyza biologického materidlu

Poskytovani vzorkl imortalizovanych lidskych embryonalnich kmenovych bunék
externim subjektim pro analyzy karyotypii. Poskytovani vyizolované DNA z lidskych
embryonélnich kmenovych bungk pro analyzy mikrosatelitni DNA pomoci metody PCR,
stanoveni pfitomnosti virll v genomu pomoci analyzy DNA a stanoveni krevni skupiny a
HLA analyzou DNA. Poskytovani vzorkii kultivaéniho média, které ptislo do styku
s lidskymi embryonalnimi kmenovymi bufikami pfi kultivaci, pro stanoveni pfitomnosti
mykoplazmat, stanoveni sterility a stanoveni hladiny endotoxinii. Zivé buiiky které musi
byt dale analyzovany, budou poskytnuty jen na pracovidté s povolenim pro praci s hESCe.
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