1. Gyvybingų ląstelių frakcijos ląstelių populiacijoje, palaikomoje ląstelių kultūros terpėje, nustatymo būdas, kuris apima:

(a) stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (Y) nustatymą ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra ląstelių populiacijos ląstelių, dalyje; 

(b) ląstelių membranos vientisumo suardymą ląstelių kultūros terpės, kurioje yra populiacijos ląstelių, dalyje; 

(c) stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (X) nustatymą ląstelėse ir ląstelių kultūros terpės, kurioje yra ląstelių populiacijos ląstelių, dalies kondicionuotoje terpėje; ir 

(d) stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (X) lygio ląstelėse ir ląstelių kultūros terpės, kurioje yra ląstelių populiacijos ląstelių, dalies/porcijos kondicionuotoje terpėje palyginimą su stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (Y) lygiu ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra ląstelių, dalyje; 

kur gyvybingų ląstelių frakcija ląstelių populiacijoje gali būti apskaičiuota pagal formulę
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 ir f yra bendros kondicionuotos terpės frakcija, esanti ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra ląstelių populiacijos ląstelių, dalyje.
2. Būdas pagal 1 punktą, kur būdas yra audinio inžinerijos produkto, palaikomo ląstelių kultūros terpėje, gyvybingų ląstelių frakcijos nustatymo būdas ir kur šis būdas apima:(a) stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (Y) nustatymą ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra audinio inžinerijos produkto ląstelių, dalyje; 

(b) ląstelių membranos vientisumo suardymą ląstelių kultūros terpės, kurioje yra audinio inžinerijos produkto ląstelių, dalyje; 

(c) stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (X) nustatymą ląstelėse ir ląstelių kultūros terpės, kurioje yra audinio inžinerijos produkto ląstelių, minėtos dalies kondicionuotoje terpėje; ir 

(d) stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (X) lygio ląstelių kultūros terpės, kurioje yra ląstelių, ir audinio inžinerijos produkto kondicionuotos terpės dalyje, palyginimą su stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (Y) lygiu ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra audinio inžinerijos produkto ląstelių, dalyje; 

kur gyvybingų ląstelių frakcija audinio inžinerijos produkte gali būti apskaičiuota pagal formulę
[image: image3.png]X—cY
X+Y





kur [image: image4.png]e



 ir f yra bendros kondicionuotos terpės frakcija, esanti ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra ląstelių populiacijos ląstelių, dalyje.
3. Būdas pagal 1 punktą, kur būdas yra audinio inžinerijos produkto, palaikomo ląstelių kultūros terpėje, gyvybingų ląstelių frakcijos nustatymo būdas ir kur šis būdas apima:

(a) audinio inžinerijos produkto, turinčio ląstelių ir ląstelių kultūros kondicionuotos terpės proporcingą kiekį, mėginio paruošimą;
(b) stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (Y) nustatymą ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra audinio inžinerijos produkto ląstelių, dalyje iš mėginio, paruošto (a) stadijoje; 
(c) ląstelių membranos vientisumo suardymą audinio inžinerijos produkto mėginyje, paruoštame (a) stadijoje; 

(d) stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (X) nustatymą ląstelėse ir kondicionuotoje terpėje iš audinio inžinerijos produkto mėginio, paruošto (a) stadijoje; ir 

(e) stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo lygio, nustatyto stadijose (b) ir (d), palyginimą, kur, jei visų ląstelių procentinės dalies santykis su bendros ląstelių kultūros kondicionuotos terpės procentine dalimi mėginyje yra 1:1, tai gyvybingų ląstelių frakcija audinio inžinerijos produkte gali būti apskaičiuota pagal formulę
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 ir f yra bendros mėginio kondicionuotos terpės frakcija, esanti ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra ląstelių populiacijos ląstelių, dalyje; 
ir kur, jei ląstelių procentinės dalies santykis su ląstelių kultūros kondicionuotos terpės procentine dalimi mėginyje skiriasi nuo 1:1, tai gyvybingų ląstelių frakcija audinio inžinerijos produkte gali būti apskaičiuota pagal formulę:
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 ir f yra bendros mėginio kondicionuotos terpės frakcija, esanti ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra ląstelių populiacijos ląstelių, dalyje;

ir, kur α yra visų ląstelių procentinės dalies santykis su bendros kondicionuotos terpės, esančios mėginyje, procentine dalimi.
4. Būdas pagal 3 punktą, kur ląstelių membranos vientisumą audinio inžinerijos produkto mėginyje suardo veikiant šlyties jėgomis, ultragarsu, žemu barometriniu slėgiu, aukšta temperatūra, žema temperatūra, chemine arba fermentine lize arba membranos jungčių pašalinimo agentais.
5. Būdas pagal 4 punktą, kur ląstelių membranos vientisumą audinio inžinerijos produkto mėginyje suardo pridedant amfifilo.
6. Būdas pagal 5 punktą, kur amfifilas yra saponinas.
7. Būdas pagal 1 punktą, kur būdas yra audinio inžinerijos produkto, palaikomo ląstelių kultūros terpėje, gyvybingų ląstelių frakcijos nustatymo būdas ir kur šis būdas apima: 

(a) audinio inžinerijos produkto, turinčio ląstelių ir ląstelių kultūros kondicionuotos terpės proporcingą kiekį, mėginio paruošimą;
(b) paruošto a) stadijoje ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra audinio inžinerijos produkto ląstelių, mėginio paruošimą; 

(c) saponino ir bis-(Ala-Ala-Phe)-rodamino-110 pridėjimą į mėginius, paruoštus a) ir b) stadijose; ir 

d) fluorescencijos, atitinkančios atskeltą bis-(Ala-Ala-Phe)-rodaminą-110 mėginiuose, paruoštuose a) ir b) stadijose, nustatymą, kur ląstelės yra žmogaus chondrocitai, palaikomi matricoje tankiu tarp 1,5x104 ir 6x106 ląstelių/cm2.
8. Procedūros citotoksiškumo audinio inžinerijos produkto, palaikomo ląstelių kultūros terpėje, ląstelėms matavimo būdas, apimantis: 
(a) procedūros (apdorojimo) taikymą audinio inžinerijos produktui;
(b) stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (Y) nustatymą ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra audinio inžinerijos produkto ląstelių, dalyje; 

(c) ląstelių membranos vientisumo suardymą ląstelių kultūros terpės, kurioje yra audinio inžinerijos produkto ląstelių, dalyje; 

(d) stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (X) nustatymą ląstelėse ir ląstelių kultūros terpės, kurioje yra audinio inžinerijos produkto ląstelių, minėtos dalies/porcijos kondicionuotoje terpėje; ir 

(e) stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (X) lygio ląstelių kultūros terpės, kurioje yra audinio inžinerijos produkto ląstelių, dalyje palyginimą su stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo (Y) lygiu ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra audinio inžinerijos produkto ląstelių, dalyje,

kur procedūros citotoksiškumas yra proporcingas gyvybingų ląstelių frakcijų skirtumui apdorotame audinio inžinerijos produkte ir neapdorotame audinio inžinerijos produkte,
ir kur gyvybingų ląstelių frakcija audinio inžinerijos produkte gali būti apskaičiuota pagal formulę
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 ir f yra bendros kondicionuotos terpės frakcija, esanti ląstelių kultūros kondicionuotos terpės, kurioje nėra ląstelių populiacijos ląstelių, dalyje.

9. Būdas pagal bet kurį vieną iš 1, 2, 3 arba 8 punktų, kur ląstelės yra žinduolių ląstelės.
10. Būdas pagal 9 punktą, kur ląstelės yra žmogaus ląstelės.
11. Būdas pagal 10 punktą, kur ląstelės yra chondrocitai.
12. Būdas pagal 9 punktą, kur ląsteles kultivuoja matricoje.
13. Būdas pagal 9 punktą, kur ląstelių tankis yra tarp 1,5x104 ir 6x106 ląstelių/cm2.
14. Būdas pagal bet kurį vieną iš 1, 2, 3, 7 arba 8 punktų, kur ląstelių esama aukštu tankiu, kuris yra bent 2,0x105 ląstelių/cm2.
15. Būdas pagal 14 punktą, kur ląstelių esama tankiu tarp 2x105 ir 6x106 ląstelių/cm2.
16. Būdas pagal bet kurį vieną iš 1, 2, 3,7 arba 8 punktų, kur stabilų ląstelių žuvimo fermentinį aktyvumą matuoja stadijomis, kurios apima:

(a) mėginio laikymą kontakte su substratu, pasižyminčiu stabiliu ląstelių žuvimo fermentiniu aktyvumu, kur substratas yra konjuguotas su aptinkama pasišalinančia grupe; ir 

(b) pasišalinančios grupės aptikimą;

kur pasišalinančios grupės nustatytas kiekis yra proporcingas stabilaus ląstelių žuvimo fermentinio aktyvumo lygiui.
17. Būdas pagal 16 punktą, kur pasišalinanti grupė yra chromogeninė, liuminogeninė arba fluorescencinė.
18. Būdas pagal 17 punktą, kur pasišalinanti grupė yra fluorescencinė.
19. Būdas pagal 18 punktą, kur pasišalinanti grupė yra rodaminas-110.
20. Būdas pagal 16 punktą, kur substratas yra bis-(Ala-Ala-Phe)-rodaminas-110.
21. Būdas pagal 18 punktą, kur pasišalinanti grupė yra kumarino darinys.
22. Būdas pagal 21 punktą, kur pasišalinanti grupė yra AMC.
23. Būdas pagal 22 punktą, kur substratas yra (Ala-Ala-Phe)-AMC.
24. Būdas pagal 16 punktą, papildomai apimantis agento, kuris moduliuoja aptinkamos pasišalinančios grupės signalą, pridėjimo stadiją.
25. Būdas pagal 24 punktą, kur agentas, kuris moduliuoja pasišalinančios grupės signalą, silpnina pasišalinančios grupės signalą.
26. Būdas pagal 25 punktą, kur agentas, kuris silpnina pasišalinančios grupės signalą, yra fenolio raudonasis.
27. Būdas pagal 26 punktą, kur fenolio raudonojo koncentracija yra iki 500 mg/l.
28. Būdas pagal bet kurį vieną iš 1, 2, 3, 7 arba 8 punktą, kur stabilus ląstelių žuvimo fermentinis aktyvumas yra proteolitinis.
29. Būdas pagal 28 punktą, kur stabilus ląstelių žuvimo fermentinis aktyvumas apima vieną arba kelias tripeptidil-peptidazes.
30. Būdas pagal bet kurį vieną iš 1, 2, 3, 7 arba 8 punktą, kur stabilus ląstelių žuvimo fermentinis aktyvumas yra ir nekrotiškai stabilus ląstelių žuvimo fermentinis aktyvumas, ir užprogramuotas stabilus ląstelių žuvimo fermentinis aktyvumas.
31. Būdas pagal 30 punktą, kur stabilus ląstelių žuvimo fermentinis aktyvumas yra užprogramuotas stabilus ląstelių žuvimo fermentinis aktyvumas.
32. Būdas pagal 30 punktą, kur stabilus ląstelių žuvimo fermentinis aktyvumas yra nekrotiškai stabilus fermentinis aktyvumas.

