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Metoda reprodukee vlast, kterd obsahuje néasledujici kroky: /1/
odebrani vlasti v anagenni fézi z jedné nebo vice donorovych
oblasti tak, Ze je stale zachovéana cibulkova podstata odebraného
vlasu v anagennf fazi; /2/ p&stovani vlasovych folikulovych bungk
z odebraného vlasu za takovych podminek, Ze vlasové folikulové
butiky jsou schopné mnoZen, a /3/ implantace vyp&stovanych
vlasovych folikulovych bunk do receptnich oblasti. Prostfedek
obsahujici nejméné jeden vhodny keratinocytovy kultivalni
prostfedek neobsahujici séruma extrakty z nejméng jedné fady
lidské Zimé butiky a metoda pro pé&stovani vlasovych folikulovych
bunek z vlasii a anagenni fézi, pii niZ je jeden nebo vice viast v
anagenni fazi vloZeno do zminéného prostredku.




Upravené naroky

METODA VLASOVE PROPAGACE

Oblast techniky

PredloZeny vynalez se tyka nejprve metody reprodukce viasd. Vynélez se také tyka
metody péstovani viasovych folikulovych bunék z anagenetickych viasi v anagenni
fazi, dale prostfedku, ktery je velmi vhodny pro péstovani viasovych folikulovych
bunék, metody pfipravy takového prostfedku a vychoziho prostredku.

Dosavadni stav techniky

Hlavni ristové struktury vias@l jsou tzv. viasové folikuly, které jsou pfitomny v
pokoZce. Viasové folikulové bufiky nebo keratinocyty se reprodukuji z téchto
viasovych folikuli, béhem jejich cesty na povrch pokozky je pfemé&néna cylopiazma
zminénych bun&k velkym po&tem komplexnich procesii v pevnou a pruZnou hmotu,
ktera je znama jako vias. Ristovy cyklus viasu mize byd rozdélen do tti fazi;
anagenni nebo rustova faze, katagenni nebo prechodové faze a telogenni nebo
odumiraci faze. Viasovy folikul je jedinetny svou cyklickou povahou tvorby viasu a
viasového rlistu. Zviastnosti je, Ze viasovy folikul je jedinou &ast lidského t&la, ktera
obsahuje ristové jadro, z néhoZ mohou byt produkovany nové viasy po odstranéni
viasu starého.

Je znamo, Ze viasové folikulové buriky mizou vyt vypéstovany z vytrzeného lidského
viasu. Je také znamo, Ze je mozZné pouZit taklo p&stovanych bunék k vylvoleni
diferenciovaného nebo piné rozvinutého epidermis, oba in vitro a in vivo. Viasové
folikulové bufiky vypéstované u my$i mohou stimulovat vasovy riist, kdyZ jsou
zminéné bunky implantovany do testovanych zvifat. Nicméné dodnes se neukazalo
moZnym docllit nového ristu viashi u Elovéka na takovém mistd, kde nenf Zadny
vias (jiZ diouho) za pomoci vypéstovanych autologovanych viasovych folikuiovych
buné&k.

Lidé vidy povaZovali ztratu viasll z kosmetického a estetického hlediska za
neZzadoucl. AvSak holohlavost se vyskytuje ¢asto a je znamym fenoménem, ktery
zatina zviast& u starnoucich muzl. Tato forma ztraty viasl je znama jako alopecia
androgenetica. Dodnes neni pfesn& znéamo, pro¢ nékteré &asti skalpu jsou




nachyiné k této alopecii andragogenetice a jiné ne. Av3ak u 2en se také pravideiné
objevuje to, Ze viasy Jsou slabsi a dokonce do zna&né miry hrozl jejich vypadévani.
Hlavné& pro Zeny je to velmi nepfijemné z kosmetického a estetického hlediska.
Znamou metodou v boji proti ztrat& viasd je transplantace viasli. Timto postupem se
odejme vietné klize cast viasy pokryté donorové oblasti, ktera se ¢asto nachazi v
tyle hlavy, a rozfeZe se na malé kousky, které maji obvykle jen jeden aZ tfi viasy.
Tyto Casti jsou pak implantovany do ztratou viasll postiZené oblasti (recepéni
oblasti). Velkou nevyhodou této metody je fakt, Ze je na Ukor donorové oblasti. Vias
je odebrén z této oblasti a znovu uZ se tam neobjevl. Transplantatni metoda proto
nablizi jen omezené moZnosti.

Podstata vynalezu

Cliem pfedioZeného vynalezu je poskytnout metodu, pomoci které se mohou na
holych mistech znovu objevit viasy, ale kterd4 nemé nevyhody viasové transplantace,
jak bylo zminéno vySe. Druhym cilem vynélezu je poskylnout metodu, diky niZ by
bylo dosaZeno nového ristu viasi u &lovéka, pomoci vyp&stovanych viasovych
folikulovych buné&k. Dalsim cllem vynélezu je poskytnout metodu, jejiZ provadéni je
relativné jednoduché.
Zminénych cill je dosaZeno pomocl metody ve shodé s vynélezem, v ni je vias
reprodukovan. Podle vynélezu je vias odebréan z donorové oblasti takovym
zplsobem, Ze se nové viasy vréti na své misto. Zatimco jsou péstovany nové
viasové folikulové bufiky z buné&k odebranych vias{, tvoll se postupné nové viasy.
Vynélez tudiZ pojednévé o metodé reprodukce viasl, ktera obsahuje nasledujici
kroky: ‘
(1) odebrani viasli v anagenni fazi z jedné nebo vice donorovych oblasti tak, Ze je
stéle zachovéna cibulkové podstata odebraného viasu v anagenni fazi;
(2) péstovani viasovych folikulovych bunék z odebraného viasu za takovych
podminek, Ze viasové folikulové bufiky jsou schopné mnoZeni; a
(3) implantace vypéstovanych viasovych folikulovych bunék do recepéni obiasti.
Metoda ve shodé s vyndlezem ma tu hlavni vyhodu, Ze rlstu viastt mlze byt
dosaZeno znovu na holych mistech, aniz by to bylo na tkor donorové oblasti.
Krok (1) metody podie vynélezu zahrnuje odebrani viasu v anagenni fazi z donorové
oblastl, kde se vyskytu]l takové viasy. Jak bylo vysvétieno vy&e, riist viasu mé tfi faze:
anaganni, katagenni a telogeni. Pouze viasy v anagenni fazi jsou vhodné pro




metodu podle vynalezu. Ve srovnani s viasy v katagenni a telogenni fézi jsou viasy v
anagennl fézi charakteristické tim, Ze maji v doinl &4sti viasu - &asto pigmentovanou
- cibulku tvaru, jenZ je charakteristicky pro viasy v anagenni fazi. Toto je obecné
znamo, a proto pro zkusené oko je vias v anagenni f4zi ihned rozpoznatelny podie
tvaru cibulky. V pfipadé pochybnosti poskytne kone&nou odpovéd mikroskop.
Odebrani viasli v anagenni fazi miize proto byt provadéno rliznymi zptisoby,
zlstane-li v anagenni fazi charakieristicka cibulka viast na odebiraném viasu.

Polet viasli v anagenni fézi potfebnych k vypéstovani pfiméfeného mnozstyi
viasovych folikulovych bun&k neni omezeny, protoZe v podstaté miZe byt
vypéstovan nekonetny potet viasovych folikulovych bunék z jediného wviasu.
Subkuttury mZou byt postupn& vyp&stovany z prvni kultury a postupné miZe byt
vypéstovano nékolik kuttur z kazdé subkultury. V praxi budou rozmnoZeny 3 viasy
na 10 viasli v anagenni fazi. Viasy, které se konetné& wytvoli v recepéni oblasti z
vypéstovanych viasovych folikulovych bunék, pfejimaji viastnosti viastl z donorové
oblasti, z nichZz byly vypé&stovény viasové folikulové bufiky. Proto oblast, kterd neni
nachylné k alopecii androgenetice, je povaZovédna za vhodnou donorovou oblast.
Avsak to neni podstatné.

JelikoZ rozdll mezi viasy v riiznych stadiich rlistu je nejlépe vid&n, jakmile jsou viasy
odebrany, upfednostiiuje se provedeni kroku (1) nasledujicimi mezikroky:

(1a) vytrzent viasu z donorové oblasti, a

(1b) vybé&r vhodnych viasil v anagennl tazi.

Pro vytrhévani viasti z donorové oblasti jsou velmi vhodné naplikiad pinzety.

Pii kroku (2) metody podie vynalezu jsou viasy péstovany z odebranych viasll za
takovych podminek, Ze viasové folikulové bufiky jsou schopné mnozeni. V podstaté
viasové folikulové bufiky méZou byl vyp&slovany z vasé znémym zplisobem.
Kultivadni prostfedky pro tento &el jsou obchodné dostupné stejné tak jakékoliv
pfidavné ristové doplitky. Takovymi kultiva&nimi prostfedky jsou také takzvané
keratinocytove kultivatni prostfedky neobsahujici sérum a obvykle obsahuijici
esencialni a neesencialni aminokyseliny, vitaminy, stopové prvky, organické sloZky a
anorganické soli. Tyto kultivatni prostfedky mlZou byt kombinovany také s
ristovymi doplitkovymi ¢inidly, ktera obsahuii ristové faktory, hormony, antibiotika a
extrakty tkané jako napl. BPE (extrakt hovézi hypofyzy), inzulin, hydrokortizon,
HEGP (lidsky epiderméini rustovy faktor), TGF (transforma&ni ristovy faktor), L-
cystein, L-leucin a gentamicin.




Bylo zjisténo, Ze 2zviasté dobré vysledky byly ziskany tehdy, kdyZ kultivadni
prosttedek, ktery kromé& zndmého vySe popsaného kultivadniho prostrediu
pfipadné dopin&ného jednim nebo vice ristovymi &inidly, obsahuje extrakty
nejméne z jedné fady lidské 2irmé bufiky a je pouit v kroku (2) metody podie
vynalezu. Lidské Zirné buriky jsou obecné& znamy. Obsahuji rizné rlistové faktory a
jsou produkovény a spotfebovavény v riznych mistech téla. VytaZky z fady lidskych
Zirnych buné&k a/nebo autologované (vyp&stované) buiiky CD34* a/nebo &inidia
podporujici rist obsahuji ristové faktory. Nicméné dodnes tyto extrakty z fady
lidske Zirné buriky a/nebo z autologovanych (vypé&stovanych) bun&k CD34* a/nebo
Cinidel podporujicich rist nebyly pouZity v prostfedku pro péstovani viasovych
folikulovych bunék. Rada lidské 2irné bufky, z ni2 se pouZije extrakt, je HMC-1
(fada lidske Zirné butiky 1) nebo bunétna fada z ni odvozena, jako jsou subkiony
5C6 a KU812. Rady Zmych bunék jako HMC-1 a jejf subkiony jsou proto obchodné
dostupne.

Extrakty z fady lidské 2irmé bufiky mZou bytvelmi vhohné zavedeny do prostfedku
plidénim alespoii jedné fady lidské Zirné buiiky nebo jejiho subkionu a nejméné
jednoho degranulatniho &inidla do keratinocytového kultivadniho prostfedku
neobsahujictho sérum. MlZou byt také plidany anorganické soli pro lep8! vyuZiti
pUsobeni degranulaéntho &inidla. V tomto kontextu je vhodnou soli NaCl, .
Degranulatni prostfedek potom takfka rozteZe 2irmé buftky na mensi &asti
(degranulace), vysledkem teho2 je uvolnéni rGstovych faktorl do prostfedku. Po
degranulaci jsou zbytky Zimych bunék odstranény napf. odstfedénim. Vysledny
upraveny prostfedek lze pak pouZit k péstovani viasovych falikulovych bunék.
Degranulaéni &inidla jsou obecné zndma a miZou byt rozdslena zhruba do tfi
skupin:

- hormony jako estrogeny a bradykinin,

- nervoveé mediatory a antigeny jako apitoxin; substance P algk, a

- synteticka cinidla jako Compound 48/80 a Inophore A23187.

Tato degranulaént Zinidla, kterd jsou schopna degranulace pfipadng pousitych
Zirnych bunék, jsou vhodna pro pouZiti v metodé podie predioZeného vynalezu.
Alternativou je nejprve oddélena pfiprava extrakttl Zirnych bunék a plidént téchto
extraktll do keratinocytového kultivaéniho prostfedku neobsahujiciho sérum.
Podminky, za nichz miZou byt péstovany viasové folikulové buiiky v kroku (2) se
miZou podstatnd li&it a jsou z4vislé mj. na poufitém prostfedku. Nicmén& bylo
zZjisténo, Ze péstovani viasovych folikulovych bunék pfi teploté od 30 °C do 40 °C,




pfednostné v inkubatoru, kde tepiota mlze byt udrZovana konstantni, v atmosfére,
které je nasycena vodou a ktera obsahuje 3 % aZ 10 % objemovych procent CO,
kromé jinych sloZek vzduchu v obvyklych kvantitach, pfinasi dobré vysledky. Aviak
tyto podminky nejsou nijak omezujict a i jiné podminky mdZou byt také vyuZity.
Doba péstovani se lisi od kultury, obvykie od 10 dnl do 40 dnd. Pro ziskani
dobrého vysledku se upfednostiiuje nahrazeni prostfedku &erstvym prostfedkem
kaZdé 2 aZz 5 dndl.

Krok (2) metody podle vynélezu mize byt proveden v jednom stupni péstovani, ale
take v nékolika podstupnich péstovéni subkultur z ptivodni kultury nebo kultur. To
miZe byt uskutetnéno odebranim dostatetného po&tu viasovych folikulovych
bunék ze zakladni kultury, kdyZ tato obsahuje dostatek viasovych folikulovych
bunék. Viasové folikulové buiky ze zakladni kultury jsou vypéstovéany postupné,
pfednostné - ale ne nezbytné - ve stejném kultivaénim prostfedku jako byla
péstovana plvodni zakladnl kultura. V prib&hu &asu je moZné, ne-li Zadouc
vypéstovat jesté dalsi kultury od zminénych subkultur, atd.atd.

Poté, co byly viasové folikulové bufiky vypéstovany, musi byt oddéleny od substratu,
na ném# rostly. To je provedeno znamymi metodami napf. uZitim roztoku trypsinu
(0,1 % aZ 0,5 % hmotnostnich procent ve vodg) ptipadné v kombinaci s roztokem
EDTA (0,1 % az 0,5 % hmotnostnich procent) v PBS (fosfatovy pufrovany
fyziologicky roztok). Takové metody jsou obecnd& znémy. Pred pouZitim
vypéstovanych viasovych tolikulovych bunék v kroku (3) je lepsi odstranit Zirne
buriky, jsou-li (stale) pfitomny.

V kroku (3) metody podie iohoto vynalezu jsou vypésiované viasové foiikuiove
buiiky implantovany do pokoZky v recep&ni oblasti. Bylo zji§téno, Ze velmi dobré
vysledky jsou ziskany, kdyZ vypéstované viasové folikulové jsou implantovany pfimo
do porll recepéni oblasti. Pokud jsou pory $patné vidét, coZ se miZe stat hlavné u
bledé barvy kGize, mliZzou byt zviditeln&ny aplikaci tekutiny (obvykle 2lut& zbarvené)
na pokoZku v receptni oblasti, ktera ztmavne tam, kde jsou pory, coZ je vysledek
vylou€eni potu z potnich 2laz pfitomnych v pérech. Ptikladem takového roztoku je
1% aZ 10% roztok oftaldialdehydu napt. ve xylenu nebo ethylétheru, jak ho popsali
L.Juhlin a W.B.Suelley v Nature, 28.ledna 1967, strana 408.

Pfednostné je mnoZstvi suspenze vypéstovanych viasovych folikulovych bunék
zavedeno do kazdého poru tak, Ze zmin&né mnoZstvi obsahuje dostatek viasovych
folikulovych bung&k, aby umoZnilo rozvoj viasového folikulu, z n&hoZ miZe vyriist
vias. Pocet vypéstovanych viasovych folikulowwch bunék potfebnych k tomu, aby se




vytvofil viasovy folikul, je velmi zavisly na stupni diferenciace nebo ristovém
potenclalu vypéstovanych bunék. Plirozen& bude zapotfebi méné& vypéstovanych
bunék, kdyZ vypéstované viasové folikulové buftky budou mit relativné vysoky
stupeli diferenciace, neZ kdy? vypéstované buiky majf tento stupefi relativné nizky.
Existuje velky potet faktorl, které oviiviiuji stupeli diferenciace vypéstovanych
viasovych folikulovych bunék. Naptiklad pouZity prostfedek a doba péstovani jsou
takovymi dlleZitymi faktory. Pfednostné se pouZiva suspenze vypéstovanych
viasovych folikulovych bun&k v prostfedku, v némz zminéné buiiky byly péstovany.
Suspenze méa pfednostné takovou koncentraci viasovych folikulovych bungk, Ze
0,01 W az 5y, Iépe viak 0,1 pl a2 5 pl suspenze staél na jeden pér. Toto malé
mnozstvi je vslitknuto do péru pomoci davkovaciho zafizeni, kieré je opalfeno
dutou jehlou, pfednostné jehlou 18 az 30 Gauche (G). PouZitym déavkovacim
zalizenim mbZe byt napt. elektronicky dévkovact systém pro pipetu, jehla 18 - 30 G
Je na konci vybavena déavkovaci haditkou nebo pipetou. Pro primér péru se hlavné
u skalpu uziva pfednostné duté jehla 27 G. Nicméné& men&i nebo v&tsi jehly mdZou
byt také pouZity v jiné &asti t&la.

Vyndlez se také tyka metody péstovani viasovych folikulovych bunék z viest v
anagenni fazi; jeden nebo vice viasll v anagenni fézi je umisténo do prostfedku,
ktery obsahuje nejméné jeden vhodny keratinocytovy kultivaéni prostfedek
neobsahujicim sérum a extrakty alespofi z jedné fady lidské 2imé buiiky. Zplsob,
jakym muZe byt takovy prostfedek ziskan, byl jiZ popsan vyse.

Pokud jde o pfednosti riiznych pou#itych fatek prostfedku a podminek péstovani,
isou stejné jako ty pro prostiedek a podminky uzité v kroku (2) metody jiz popsané
vyse. Proto je lepsi pou2it extrakty fady lidské 2irné bufiky HMC-1 nebo bunétnou
fadu od ni odvozenou, piednosiné subkiony 5C6 nebo KUB12. Vhodné podminky
zahrnuji kultivatni teplotu od 30 °C do 40 °C v atmosféfe, kiera je nasycena vodou
a obsahuje 3 % az 10 % objemovych procent CO,.

Vynalez se takeé tyka prostfedku pro péstovani viasovych folikulovwch bunék z viasi
v anagenn! fazi a metody pfipravy zmin&ného prostfedku. Prostfedek podle
vynalezu obsahuje nejméné jeden keratinocytovy kuttivaéni prostfedek neobsahuijici
sérum a extrakty alespofi z jedné fady lidské 2iré bufiky. Zviastnim vyznagnym
rysem takového prostfedku je hlavné to, Ze obsahuje ristové faktory pochazejici z
jedné nebo vice fad lidskych Zirych bunék.

Upfednostiiovany prostfedek obsahuje keratinocytovy kultiva&ni prostfedek
neobsahujici sérum a extrakty z fady lidské Zirmné bufiky HMC-1 nebo z bun&&né




fady z ni odvozené jako 5C6 nebo KU812. Dal§i podrobnosti o zékladnich sloZkéach

prostfedku podie vynélezu byly uZ predioZeny vyse.

Metoda pfipravy zminéného prostiedku obsahuje nasledujici faze:

(a) pfidant nejméné jedné fady 2frné bufiky nebo subkionu téZe a alespott
jednoho degranulaéniho €inidla pfipadné v kombinaci s anorganickou soli
jako napt. CaCl, do keratinocytového kultiva&niho prostfedku neobsahujiciho
serum;

(b) degranulace fady (fad) lidské Zirné butiky nebo subkionl téZe, takZe riistové
faktory se uvoin! do prostfedku; a

(c) odstranéni zbytkd Zirné bufiky z prostfedku napf. odstfed&nim, po kterém
ziskame (upraveny) prostfedek.

Podminky, za kterych miZe byt metoda provedena, nejsou nijak kritické a budou
zfejmé pro kazdého odbornika ve stavu techniky. Degranula&nim &inidlem pougitym
vefazi (a) je pfednosiné Compound 48/80 v kombinaci s CaCl,.
Nakonec se vynalez tykéa vy'choziho prostfedku pro péstovani viasovych folikulovych
bun€k z vlasl v anagenni fazi, kiery obsahuje nejméné jedno vhodné
keratinocytové kultivaéni €inidio neobsahujici sérum nejméné jednu fadu lidské
Zimé bufiky a/nebo alespofi jedno degranulan! &nidlo. Zmin&ny vychozl
prostiedek muze byt uZit pro pfipravu vhodného upraveného prostiedku pro
péstovani vasovych folikulovych bun&k z vlast v anagenni fazi. To miZe byt
provedeno jednoduse provedenim degranulace, jestlize jak fada lidské Zirné buriky,
tak degranulaéni Zinidio jsou oba ptitomny. Pokud jeden z nich chybi, musi byt
nejprve chybéjici komponent pfidan pfed provedenim degranulace Zirnych bunék.
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PATENTOVE NAROKY

1. Metoda reprodukce viast, kterd obsahuje nasledujici kroky:

(1) odebrani viasti v anagenni tazi z jedné nebo vice donorovych obiasti tak, Ze je
stale zachovéna cibulkové podstata odebraného viasu v anagenni fazi:

(2) péstovani viasovych foiikuiovych bunék z odebraného viasu za iakovych
podminek, 2e viasové folikulové bufiky jsou schopné mnozeni; a

(3) implantace vypé&stovanych viasovych folikulovych bun&k do iecepéni obiasti.

2. Metoda podle naroku 1 vyznatujicl se tim, Ze krok (1) obsahuje nasledujici
mezikroky:

(1a) vytrZeni viasu z donorové oblasti, a

(1b) vybér vhodnych viasll v anagenni fazi.

3. Metoda podie naroku 1 nebo 2 vyznatujici se tim, Ze viasové folikulové buiiky
jsou péstovany v kultivadnim prostfedku, ktery obsahuje extrakty alespoft z jedné
Fady lidské 2imé buiiky.

4. Metoda podle néroku 3 wwznatujict se tim, 2e fady lidské 2imé butky e HMC-1
nebo bunécna fada z ni odvozena.

5. Metoda podie jakéhokoiiv z pfedchozich narok( vyznadujici se iim, Ze viasové
folikulove bufiky jsou péstovény pfi teploté od 30 °C do 40 °C v atmosfére, které je
nasycena vodou a obsahuje 3 % az 10 % objemovych procent CO,.

6. Metoda podle jakéhokoliv z pfedchozich narokii vyznatujici se tim, Ze
vypéstované viasové tolikulové buriky jsou zavadény do pérlirecepéni ablasti.

7. Metoda podle néroku 6 vyznadujici se tim, Ze mnoZstvi suspenze vypéstovanych
viasovych folikulovych bunék je zavedeno do kazdého péru tak, Ze zminéné
mnoZstvi obsahuje dostatek viasovych folikulovych bun&k, aby umoZnilo rozvoj
viasového folikulu.
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8. Metoda podle naroku 7 vyznacujici se tim, 2e mnoZstvi suspenze zavadéné do
péru je od 1 pido 5 ul.

9. Metoda podie naroku 7 nebo 8 vyznakujici se tim, e suspenze je vstfiknuta
Jednotiivé do kaZdého péru pomoci dévkovaci pipety, které je opattena dutou jehlou
pfednostné jehlou 18 az 30 Gauche (G).

10. Metoda pro péstovant viasovych folikulovych bunék z viasi v anagennl f4zi
wyznalujict se tim, Ze jeden nebo vice viasli v anagenni fazi je umisténo do
prostiedku, ktery obsahuje nejméné jeden vhodny keratinocytovy kuitivaeni
prostfedek neobsahuijici sérum a extrakty nejméné z jedné fady lidské Zirné burtky.

11. Metoda podle naroku 10 vyznaéujici se tim, 2e Fada lidské Zirné buniky je
HMC-1 nebo buné&fné fada z nf odvozen4.

12. Metoda podle néroku 10 nebo 11 vyznalujici se tim, Ze viasové folikulové
buiiky jsou péstovany pii tepioté od 30 °C do 40 °C v atmosféie, ktera je nasycena
vodou a obsahuje 3 % aZ 10 % objemovych procent CO,.

13. Prostfedek pro péstovani viasovych folikulovych bunék z viast v anagenni fazi
vyznatujicl se tim, Ze prostfedek obsahuje nejméné jeden keratinocytovy kultiva&ni
prostiedek neobsahujici sérum a extrakty alespoil z jedné Fady lidské Zirné buriky.

14. Prostfedek podle naroku 13 vyznadujici se tim, ze tada lidské Zirné buriky je
HMC-1 nebo bunétné fada z ni odvozena.

15. Metoda pro piipravu prostfedku podle jednoho z naroku 13 nebo 14,

vyznacujici se lim, Ze obsahuje nasledujici faze:

(a) pfidani nejméné jedné fady lidské Zirné bufiky nebo subkionu téze a alespof
jednoho degranulanfho &inidla pfednostn& v kombinaci s CaCl, do
keratinocytového kuttivaéniho prostiedku neobsahujiciho serum;

{b) degranulace fady (fad) Zirnych buné&k nebo subkion(: té¥e, takZe riistové
faktory se uvoini do prostfedku; a

(c) odstranéni zbytk( 2irné z prostfedku.
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16. Vychozi prostfedek pro péstovani viasovych folikulovych bunék z viast v
anagennl fazl vyznatujicl se tim, Ze prostfedek obsahuje nejméné jedno vhodné

keratinocytové kultiva&ni &inidlo neobsahujicl sérum a alespofi jednu fadu lidské

Zirné buiiky a/nebo nejméné jedno degranuta&ni &inidlo.

17. Vychozi prostfedek podie néroku 16 vyznadujici se tim, 2e degranulaéni &inidlo
ie Compound 48/80, pfednostné v kombinaci s CaCl..
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