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Prostiedek pro uchovéni, transport a aplikaci kmenovych bun¢k

Oblast techniky

Technické Fefeni se tyka prostfedku pro uchovéni, transport a aplikaci kmenovych bunek k l¢-
ebnému pouZiti, tvofeného pufrovanym vodnym roztokem trehal6zy, uréeného pro uchovéani
kmenovych bunk po nezbytnou dobu pfed jejich aplikaci pacientovi pfi teploté kolem 4 °C.

Dosavadni stav techniky

Vyuziti kmenovych bun&k, zejména mezenchymalnich kmenovych bunék (MSCs - mesenchymal
stem cells), je v soutasné dob& na vzestupu diky jejich vyraznym imunomodulacnim, protizanét-
livym a antioxidaénim vlastnostem. Kmenové buiiky dale produkuji nejriznéjsi parakrinni fak-
tory prospé¥né pro regeneraci postiZené tkan& a zéroveii jsou schopny se diferencovat do bun€k
postiZené tkén&. Pro tyto vlastnosti jsou vyuZiviny v moderni mediciné k lé¢eni riznych one-
mocnéni.

Pred aplikaci MSCs urdenych k terapeutickym uceliim je tfeba jejich diikladna charakterizace
a testovani. Je vét$inou nutné potvrdit jejich bezpetnost (testy sterility, pfitomnost endotoxini
a mykoplazmat) a jejich identitu (povrchové znaky). MSCs je tfeba transportovat z mista vyroby
do mista podéni bunék pacientovi. VSechny tyto procedury prodluZuji dobu uskladnéni bunék po
sklizni (po ukon&eni jejich vyroby) a zvysuji néroky na prodlouZenou Zivotaschopnost bunék. J ak
uvadi Sohn a kolektiv (Cytotherapy, 2013), viabilita MSCs v solném roztoku klesa jiZ po dvou-
hodinové kultivaci.

Pro uchovéni bunék se vyuziva vétSinou modifikovanych roztokli primérné vyvinutych pro trans-
port orgénti (US 7951590 B2, US 6045990 A, WO 2010064054 Al).

Pouziti riznych roztokd pro dlouhodobé uchovini mezenchymalnich kmenovych bunék je
popséno také v nasledujicich publikacich. Ginis a kolektiv (Tissue Eng Part C Methods, 2012;
testovali uchovani adherentnich mezenchymalnich kmenovych bungk v roztoku Hypothermosol®
FRS pti 4 °C. Viabilita takto uchovanych bunék se pohybovala mezi 70-80 % po 2-4 dennim
skladovéni. Chen a kolektiv (Cell Transplant, 2013) testovali uchovani bunék v roztoku Plasma-
lyte obsahujicim lidské sérum a dextrézu. Dal3{ komeréné dostupné roztoky (HBSS a ViaSpan®)
testovali autofi Corwin a kolektiv (Cryobiology, 2014). Viabilita MSCs po 48 hodinovém uloZeni
Pfi 4 °C byla 45 %. Publikace Pogozhykha a kolektivu (PLoS One, 2015) popisuje pfiblizné
50%, zachovani Zivotaschopnosti MSCs po 24 hodinovém uskladnéni bungk pfi 4 °C v kultivac-
nim médiu DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) s 10% fetalnim bovinnim sérem.

Popisované roztoky obsahuji celou fadu latek, které by po dobu uchovani bunék mély udrZovat
spravné pH, zaji§fovat optimélni osmolaritu roztoku, chrénit buiiky pred intracelularnim edé-
mem, kontrakci, volnymi radikaly, apoptézou a dal$imi negativnimi vlivy hypotermie.

Trehaléza, disacharid glukézy, kterd je syntetizovana niZ¥imi organizmy v pfipadech, kdy jsou
vystaveny stresu, chladu, vysokym teplotdm nebo vysueni; je znama jako protistresovy faktor.

Je hojn& vyuZivana v humanni medicing, napiiklad pro zabranéni ubytku vody v burikich (dehyd-
rataci), pfi vystaveni bunék nadm&rnému teplu, chladu nebo kyslikovym radikdliim, proti u¢in-
kim hypoxie aZ anoxie a proti hypoxicko-reoxygena¢nimu poSkozeni. Diky svym jedine¢nym
vlastnostem je trehal6za vyuZivana v potravinafském, farmaceutickém a kosmetickém primyslu.

Pfredpoklada se, Ze trehal6za zabraiiuje denaturaci a inaktivaci proteinii a chrani lipidovou dvoj-
vrstvu bunéénych membrén proti poskozeni, Trehal6za pravdépodobné slouZi i jako zdroj uhliku
a glukézy pro zajisténi bun&nych funkci, déle jako pohlcovac volnych radikali a poskytuje
ochranu proti oxidaénimu stresu. Proto je v nékterych ptipadech vyuZivana v roztocich pro dlou-
hodobé uchovéni tkani‘a bunék v podminkach hypotermie, pfi kryoprezervaci a lyofylizaci (mra-
zovém vysouseni).

Patent WO 2014208053 Al popisuje vyuziti riznych fyziologickych roztoki s pfidavkem dex-
trant: a trehaldzy vhodnych pro transplantaci saveich bunek.
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Trehal6za je také sout4sti roztokii pro uchovéni a transplantaci orgénii chranénych patenty
US 6365338 Bl a US 8512940 B2.

Patentova pfihlaska US 20150351380 Al popisuje, mimo jiné, pfidani trehalézy do roztoku pro
uchovani bunék pro regenerativni medicinu. :

Patentova pfihlaSka US 20130260461 A1 popisuje roztok obsahujici trehalézu a kmenové buiiky,
ktery potlacuje shlukovéni a zvy3uje Zivotaschopnost téchto bunék.

V &lanku Di a kolektivu (J Cell Physiol. 2012) je uvedeno, Ze p¥tomnost trehalézy v roztoku pro
uchovévani mezenchymalnlch kmenovych bungk vyrazné zvySuje jejich viabililtu pfi skladovani
pfi teplot€ 4 °C, pti¢emZ nejlepich vysledki bylo dosaZeno s koncentraci 40 mM trehal6zy.

VétSina téchto roztokd byla piivodné vyvinuta pro transport organii uréenych k transplantaci
a nejsou primamé uréeny pro aplikaci pacientovi. Tyto roztoky se vétsinou sklédaji z velkého
poctu anorganickych soli, organickych kyselin, sacharidé, polysacharidd, antioxidant, pufrova-
cich a chelataénich &inidel, stabilizatorii nebo antiapoptotickych faktorti, které nemusi byt ve
viech piipadech schvaleny pro lidské pouZiti pfi intravenéznim, intraarterialnim, intramuskulér-
nim, intratekalnim, subkutannim, subkunjunktivialnim, lokalnim a jiném podani.

Podstata technického fefeni

VySe uvedené nedostatky odstratiuje prostfedek pro uchovéni, transport a aplikaci kmenovych
bunék k lé¢ebnému pouZiti, tvofeny pufrovanym vodnym roztokem trehal6zy. Tento roztok ob-
sahuje jako nezbytné slozky kationty K™ v mnoZstvi 20 a% 50 mmol/l, kationty Na* v mnoZstvi 20
aZ 80 mmol/l; anionty CI' v mnoZstvi 0,5 aZ 40 mmol/l, anionty PO, a/nebo HPO.*, a/nebo
H,PO4 v celkovém mnoZstvi 20 aZ 65 mmol/l, a trehalézu v mnoZstvi 60 a% 300 mmol/l. Kon-
centrace uvedenych sloZek jsou v raimci uvedeného rozmezi voleny tak, aby hodnota pH roztoku
byla 7,1 az 7,6. V nejjednodussim provedeni technického feSeni nemusi prostfedek podle tech-
nického feSeni obsahovat Z4dné dalsi zAmémé priddvané slozky. V kazdém pfipadé¢, optimalni
celkova osmolarita roztoku neni vy$si nez 400 mosmol/l.

V dalSich provedenich technického feSeni roztok déle maZe obsahovat kationty Mg®* a/nebo Ca?*
v celkovém mnoZstvi 0 az 2 mmol/l a anionty S0, a/nebo HSO4 v celkovém mnoZstvi 0 a¥
2 mmol/l. Jestlize jsou kationty Mg”* a/nebo Ca?* pfitomny jako zdmérné pfidana slozka, jsou
v roztoku obsaZeny v celkovém mmoZstvi 0,1 a% 2 mmol/l. JestliZe jsou anionty S0,> a/nebo
HSO, pfitomny jako zAmé&me pFidana slozka, jsou v roztoku obsaZeny v celkovém mnoZstvi 0,5
aZ 2 mmol/l.

Ve vyhodném provedeni technického feSeni roztok obsahuje kationty K* v mnoZstvi 28 aZ
32 mmol/l, kationty Na" v mnozstvi 20 az 50 mmol/l, kationty Mg®* a/nebo Ca®* v celkovém
mnozstvi 0,4 aZ 1,2 mmol/l, anionty CI' v mnoZstvi 0,5 aZ 20 mmol/l, anionty PO,> a/nebo
HPO,” a/nebo H,PO, v celkovém mnoZstvi 40 a% 50 mmol/l, anionty SO,> a/nebo HSO, v cel-
kovém mnozstvi 0,9 aZ 1,2 mmol/l.

Ve zvlasté vyhodnych provedenich technického feSeni roztok obsahuje trehalézu v mnoZstvi 230
az 270 mmol/l.

Zvlasté vyhodné je, kdyZ vodny roztok neobsahuje vedle kationtt K*, kationtdi Na®, kationtd
Mg’" a/nebo Ca™, aniontii CT, aniontit PO* a/nebo HPO, a/nebo H,PO;, aniontt SO,> a/nebo
HSO, a trehalézy 74dné dal$i z&mé&mé pfidané slozky. Samozfejmé nelze vylou€it, Ze v roztoku
Jsou stopovéa mnoZstvi latek, jejichZ pFitomnost je podminéna vyrobou nebo jinak nahodna.

Prodlouzeni skladovatelnosti kmenovych bunék pred podanim pacientovi je nutné kviili moZnosti
otestovat jejich sterilitu, coZ je nezbytny krok pfed kazdym podanim bun&k pacientovi. Prodlou-
Zeni skladovatelnosti a uchovéni Zivotaschopnosti bungk je nutné i pro moZnost transportu bunék
na vétsi vzdalenosti.

Konkrétnéji prostfedek podle technického fefeni je uréen k uskladnéni bungk pfi teploté -4 °C az
25 °C, s vyhodou 0 °C az 8 °C, nejéastéji 4 °C aZ 6 °C. Dostatedna Zivotaschopnost bung&k je
pfitom zachovéna po dobu minimalné 72 hodin. Prostfedek podle technického FeSeni se sklada
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z farmaceuticky pfijatelnych sloudenin a muZe byt pouZit pfimo k aplikaci kmenovych bun¢k,
které jsou v ném uchovany.

V souladu s tim miiZe byt prostfedek podle technického feSeni pouZit k prodlouZeni Zivotaschop-
nosti kmenovych bun&k, napiiklad pii teplot& 0 °C aZ 8 °C po dobu aZ 72 hodin.

Prostfedek podle technického FeSeni je urfen zejména pro uchovani mezenchymalnich kmeno-
vych bundk ziskanych z kostni dfend, tukové tkang, periferni krve nebo z extraembryonélnich
tkani (placenta, pupeénik, pupenikova krev) nebo embryondlnich, nervovych, indukovanych
nebo limbélnich kmenovych bunék saveid véetné Elovéka. Miize slouZit také k uchovéni kmeno-
vych bun&k uchycenych na biologickém nosici.

Prostfedek podle technického fedeni obsahujici ptislusné kmenové buiiky je urfen k 16€b& zanét-
livjch onemocnéni v&etnd posttraumatické zanétlivé reakce po poskozeni nebo urazu a také
k 16¢b& degenerativnich a neurodegenerativnich onemocnéni. Prostfedek podle technického fese-
ni obsahujici ptislu$né kmenové builky lze dale vyuZit pfi 16¢bé traumat, vyvojovych vad, hojeni
ran a popalenin ki¥e, k nahrad® tkéni, 16€b& nemoci pohybového aparétu (3lachy, klouby, zanét-
liva onemocnéni - artritida, osteoartritida), kostnich defekti, diabetu, mrtvice, kardiologickych a
onkologickych onemocnéni.

Kmenové buriky uchované v prostfedku podle technického feSeni mohou byt aplikovany bez nut-
nosti odmyt{ tohoto prostfedku pfimo pacientovi zejména intraven6zné, intraarteriélng, intramus-
kularng, subkutanng, subkunjunktivialng nebo intratekalng, a to bud’ samostatné, nebo s nosi¢em.

Nositem kmenovych bun€k mohou byt funk&ni biomateridly. MiiZe se jednat o syntetické bio-
kompatibilni polymery (kyselina polylaktidova PLA, kyselina polyglykolova PGA, polyethylen-
glykol PEG, polykaprolakton PCL, polyhydroxybutyrat PHB a dalsi), pfirodni polymery a poly-
sacharidy (kolagen typu I, hyaluronova kyselina, fibrin, chitosan, celuléza, $krob a dal3{) nebo
extracelularni matrice (ECM) ve formé hydrogelu, nanovlédken nebo mikrovléken. Nosi¢em miiZe
byt biodegradabilni i nedegradabilni material.

Alternativné se pro aplikace, které potitaji s nosi¢em, mohou kultivace kmenovych bun&k prova-
d&t v ptitomnosti téchto nosi¢ii a spoletn& uchovavat a aplikovat v prostfedku podle technického
fedeni.

Alternativné se mohou kmenové buiiky uchovavat v prostfedku podle technického fedeni a pfed
aplikaci pacientovi smichat s biokompatibilnimi nosi¢i a poddvat pacientovi spolecng.

Objasnéni vykresu

Na piipojenych vyobrazenich jsou mikrofotografie diferencovanych mezenchymalnich kmeno-
vych bunék (BM-MSCs) z kostni dfeng po 72 hodinovém skladovani v roztoku podle technické-
ho fefeni v chladovych podminkach. Obrazky ilustruji schopnost BM-MSCs diferencovat do
bung&k adipocyti, chondrocytii a osteocyti.

Obrazky ilustruji:

obr. 1A adipogenni,

obr. 1B chondrogenni a

obr. 1C osteogenni diferenciaci.

Ptiklady uskutednéni technického feSeni
Priklad 1: izolace a kultivace MSCs z kostni dfené (BM-MSCs)

Aspirace kostni dfené byla provedena trepanobioptickou jehlou, kter je soucasti odbérového setu
obsahujiciho fyziologicky roztok s heparinem a gentamicinem. Po transportu kostni dfené do
prostor pro sterilni zpracovani biologického materidlu byl vzorek smichan s infuznim roztokem
Gelofusinu. MnoZstvi pfidaného Gelofusinu odpovidalo 25 % objemu kostni dfené. Smés sedi-
mentovala 10 — 30 minut a poté byla odebrana vrstva prstence mononukledrnich bunék. V ode-
brané vrstvé bunék byla analyzovéna buné&nost smési hematologickym analyzatorem. Do kazdé
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z piipravenych kultiva¢nich lahvi o plode 75 cm’ bylo pfidéno 10 ml kompletniho kultivaéniho
média (médium Alpha MEM Eagle obsahujici 5% lidsky desti¢kovy lyz4t a gentamicin) a defi-
nované mnoZstvi suspenze izolovanych bunék (5 - 10 milionu jadernych bunék) pro nasazeni
primokultury. Kultivace bunék probihala pfi teplot& 37 + 0,5 °C. V priib&hu kultivace bun&k pro-
bihala pribéZn4 vyména kompletniho kultiva¢niho média s pfipadnym oplachem bunék pomoci
10 ml pufru PBS na jednu kultiva¢ni 14hev. Dle mnoZstvi rostoucich bunék probihalo jejich pasé-
Zovani, tedy fizené enzymatické odloudeni adherujicich bunék a jejich pfeneseni na v&t$i kulti-
vani plochu. Tento proces vZdy zadal optickou kontrolou kultury pod mikroskopem; optimalni
pro riist kultury bylo dosaZeni 80-90% pokryti bun&k kultiva&niho dna. Pro paséZovani bylo nut-
né odsati kultivatniho média, oplach kultury 10 ml pufru PBS a pfidéni 1 ml roztoku enzymu
TrypLE Select CTS. Kultivaéni lahve byly cca 4 minuty inkubovany pfi 37 + 0,5 °C. Spravny
prib¢h enzymatické reakce byl kontrolovan pod mikroskopem. Pokud se buiiky pohybovaly
s proudici kapalinou po poklepéani kultivaéni lahve, byl do kaZdé lahve pfidan 1 ml infuzniho roz-
toku 20% HSA (lidsky sérovy albumin) a 6 ml pufru PBS. Tato smés byla promichéna jemnym
nasatim a vysatim z pipety a byla pfevedena do centrifugaéni zkumavky a centrifugovana (230 g,
5 minut). Peleta buné€k byla resuspendovéana v kompletnim kultiva¢nim médiu a suspenze bunék
rozdélena na poZadované mnoZstvi kultivaénich lahvi. Tfetim pasdZovanim bunék bylo dosaZeno
finélni suspenze bunék. Ta byla navic jesté jednou promyta pufrem PBS a centrifugovéna (230 g,
5 minut).

Pro vytvofeni ptipravku podle provedeni technického feSeni byla peleta ziskan4 vy3e uvedenym
postupem resuspendovana v roztoku pfipravku uvedeném v piikladu 4A (s 250 mM trehal6zou,
ktery je déle ozna€ovan TR-Y 250), 4B (s 200 mM trehal6zou, oznatovaném TR Y 200) a v roz-
toku Hypothermosolu® FRS (oznadovaném zde HTS).

Obsah kmenovych bungk byl zpravidla 5 x 10° a# 1 x 10’ MSCs/ml. P¥i intravenézni aplikaci se
miZe podévat naptiklad 1 x 10° MSCs/kg hmotnosti pacienta.

Ptiklad 2: Izolace tukovych MSCs (AT-MSCs)

Lipoaspirat o objemu 40-200 ml byl odebran pomoci standardni tumescenéni liposukce od dob-
rovolnych darci. AT-MSCs byly izolovéany z lipoaspiratu 60 minutovou enzymatickou digesci
pomoci 0,3 U/ml enzymu Collagenase NB 6 GMP Grade. Digestovany lipoaspirat byl promyt
pufrem PBS a centrifugovén pii 230 g, 5 minut pfi pokojové teploté. Vznikla peleta na dn& zku-
mavky byla resuspendovéna v kultivatnim médiu a nasazena na kultivaéni lahve o plose 75 cm?.
Dale bylo postupovéno podle pfikladu 1.

Pfiklad 3: Izolace pupecnikovych MSCs (WJ-MSCs)

Lidsky pupeénik byl ziskdn od zdravych novorozencd ihned po porodu. Pupeénikové arterie
a véna byly odstranény a pupe¢nikova tkati (Whartoniv gel, WJ) byla nakrajena na malé kousky
(cca 1 - 2 mm®). MSCs z umbilikélni tkan& byly izolovéany explantitovou metodou nebo enzyma-
tickou digesci. Pfi explantétové metodé byly kousky tkané vysazeny do kultivadni lahve, ze které
byly po 10 dnech odmyty. Buiiky, které vycestovaly z WJ a ptisedly na plast, byly dale kultivo-
vany a zpracovany podle ptikladu 1. Bunéna suspenze vznikl4 po enzymatické digesci byla dale
zpracovana a kultivovana podle piikladu 2.

Piiklad 4: Mozné pfipravy 100 ml prostiedku (roztoku) podle technického feseni

Ptiklad 4A. Pfiprava roztoku podle technického feseni s 250 mM trehal6zou (TR-Y 250).
Navazime 0,408 g KH,P0, a 0,213 g Na,HPO,, rozpustime v 20 ml destilované vody; navaZime
0,007 g CaCl, x 2H,0 a rozpustime v 10 ml destilované vody; navaZime 0,012 g MgSO0, a roz-
pustime v 10 ml destilované vody. Takto pfipravené roztoky smichdme a upravime pH na hod-
notu 7,4. Poté ve smési rozpustime 9,45 g trehal6zy a kone&ny objem upravime destilovanou
vodou na 100 ml. Vysledna osmolarita roztoku je 358 mosm.

Piiklad 4B. Pfiprava roztoku podle technického feSeni s 200 mM trehalézou (TR-Y 200).
Navazime 0,408 g KH,PO,, a 0,213 g Na,HPO,, rozpustime v 20 ml destilované vody; navazime

7 wr

0,007 g CaCl, x 2H,0 a rozpustime v 10 ml destilované vody; navazime 0,012 g MgSO, a roz-
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pustime v 10 ml destilované vody. Takto pfipravené roztoky smichdéme a upravime pH na hod-
notu 7,4. Poté ve smési rozpustime 7,56 g trehal6zy a kone¢ny objem upravime destilovanou
vodou na 100 ml. Vysledna osmolarita roztoku je 308 mosm.

Ptiklad 4C. P¥iprava roztoku podle technického feSeni s 250 mM trehal6zou.

Navézime 0,816 g KH,PO; a 0,426 g Na,HPO,, rozpustime v 20 ml destilované vody; navazime
0,014 g CaCl, x 2H,0 a rozpustime v 10 ml destilované vody; navaZime 0,024 g MgSO, a roz-
pustime v 10 ml destilované vody. Takto pfipravené roztoky smichime a upravime pH na hod-
notu 7,4 a doplnime do 100 ml destilovanou vodou (vznikne smés 1).

Rozpustime 37,8 g trehal6zy v destilované vodé a doplnime do 100 ml (vznikne smés 2).

Vysledny roztok vznikne smichanim tii dild smési 2, Sesti dild smési 1 a tfi dili destilované vo-
dy. Uprava pH neni potfeba. Vysledna osmolarita roztoku je 358 mosm.

Ptiklad 4D. P¥iprava TR-Y s 200 mM trehalozou.

Navazime 0,816 g KH,PO, a 0,426 g Na,HPO,, rozpustime v 20 ml destilované vody; navaZime
0,014 g CaCl, x 2H,0 a rozpustime v 10 ml destilované vody; navaZime 0,024 g MgSO, a roz-
pustime v 10 ml destilované vody. Takto pfipravené roztoky smichdéme a upravime pH na hod-
notu 7,4 a doplnime do 100 ml destilovanou vodou (vznikne smés 1).

Rozpustime 37,8 g trehaldzy v destilované vodé a doplnime do 100 ml (vznikne smés 2).

Vysledny roztok vznikne smichanim dvou dili smési 2, péti dild smési 1 a t¥ dila destilované
vody. Uprava pH neni potfeba. Vysledna osmolarita roztoku je 308 mosm.

Ptiklad 5: Zivotaschopnost BM-MSCs, AT-MSCs a WJ-MSCs po 48-72 hodinovém skladovani

Byla hodnocena Zivotaschopnost MSCs izolovanych z lidské kostni dfen€, tukové a pupetnikové
tkéan& uchovanych po dobu 48 a 72 hodin pfi teploté okolo 4 °C. MSCs z lidské kostni dfené,
tukové a pupednikové tkan& byly vyrobeny podle piikladi 1, 2 a 3. MSCs byly sklizeny a resu-
spendovény v prostfedku podle technického feseni podle piikladu 1. Po 48, resp. 72 hodinéch
byla stanovena Zivotnost bun€k na zéklad€ tfi nezavislych metod.

Nejprve byla suspenze barvena propidium jodidem a viabilita bun€k stanovena metodou priito-
kové cytometrie. U bunék s narusenou plazmatickou membrénou dochézi k vazbé barviva, nepo-
skozené Zivé builky zlistivaji neobarvené. Nasledné bylo vysazeno stejné objemové mnoZstvi
bunék odpovidajici poétu 100 000 bun&k v &erstvém stavu na 24 a 96 jamkovou kultiva¢ni desku.
Po 24 hodinach byl na bufikich proveden Amalar blue® test (96 jamkova destiCka), ktery vypo-
vid4 o metabolické aktivité kultivovanych bunék a buiiky z 24 jamkové destiky byly sklizeny
a spoéitany pomoci Biirkerovy komiirky. Vysledky byly porovnény s vysledky ziskanymi v Case
0 (ihned po sklizni; findlni pasaZi). Jako kontrolni konzerva¢ni roztok byl pouZit roztok Hypo-
thermosol® FRS (HTS) podle US 8642255.

Viabilita stanovena barvenim propidium jodidem odraZi Zivotaschopnost jednotlivych buné€k .
v suspenzi. Propidium jodid je latka, kterd neprostupuje membranou Zivych bunek. U poskoze-
nych a neZivotaschopnych bunék se propidium jodid vaze na DNA.

Zivotaschopnost BM-MSCs sledovanad barvenim propidium jodidem bezprostfedné po
48 hodinach skladovéani dosahovala vice nez 80 % u viech studovanych roztoku (tabulka ¢. 1). Po
72 hodinovém skladovani klesla asi 0 5 % u bunék v roztoku TR-Y 250 a HTS, zatimco v TR-Y
200 byl pokles nejvyssi, na hodnotu 73,4 + 3,1 %. Aby bylo moZné posoudit funkénost BM-
MSCs po skladovani bungk, byly buiiky kultivovany pfes noc v kompletnim médiu s cilem jejich
adherence na kultivaéni plochu. Adherence na kultivaéni plast je jednim ze znakd kmenovych
bunék. Adherentni buiiky byly sklizeny a pomoci Burkerovy komirky byl stanoven jejich pocet.
Koeficient adherence byl stanoven jako pomér mezi poStem sklizenych a nasazenych bunck.
Koeficient adheze bunék po 48 hodinach skladovéni se pohyboval v rozmezi 80-90 % a byl nej-
vyd§i u bun&k v roztoku TR-Y 250. Po 72 hodin4ch skladovéni bylo pozorovano dalsi sniZen,
aviak nejniz$i hodnoty byly ziskany u bunék v roztoku HTS (66 + 4,4 %). Byla sledovana také
metabolick aktivita adherentnich bunék pomoci Alamar blue® testu. Aktivni sloZka Amalar
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blue® testu je sloudenina resazurin, kterd pronik4 do vSech bunék. Zivotaschopné, metabolicky
aktivni burky jsou schopny tuto modrou slou¢eninu pfeménit na jasné dervené fluorescenéni
barvivo resofurin. MnoZstvi fluorescence nebo absorbance je pfimo imé&mé podtu %ivych bungk
a koresponduje s metabolickou aktivitou bun&k. Pro tento ugel byly builky kultivovany pfes noc,
aby byla zaji§téna jejich adherence, nasledné byl p¥idan 10% roztok Alamar blue® v kompletnim
kultivaénim médiu a BM-MSCs byly inkubovany po dobu 4 hodin pfi teploté 37 °C. Intenzita
fluorescence byla hodnocena na &tedce mikrotitraénich destidek pti vinové délce excitace 535 nm
a vlnové délce emise 550 nm. Metabolick4 aktivita adherentnich bun&k byla prezentovana jako
pomér mezi intenzitou fluorescence BM-MSCs po 48 nebo 72 hodinach skladovani a bunék ze
stejné skupiny pfed uskladnénim (po sklizni). Dynamika poklesu metabolické aktivity BH-MSCs
skladovanych ve studovanych roztocich byla obdobna jako dynamika, poklesu koeficientu adhe-
rence bunék.

Vysledky méfeni vSech parametri Zivotaschopnosti BM-MSCs shrnuté v tabulce &. 1 ukazuji, Ze
nejvhodnéj$im roztokem pro 48 — 72 hodinové chladové uchovani je roztok TR-Y 250. Ko-
meréné dostupny roztok HTS se ukézal jako roztok uchovavajici nejniZ$i viabilitu bunék po
48 hodinovém chladovém skladovani BH-MSCs, po 72 hodinovém uchovani BM-HSCs v tomto
roztoku byl pouze v jednom ze tfi sledovanych parametrii lepsi nez TR-Y 200.

Tabulka 1 - MSCs z kostni diené

Vibiita, barveni propidium | Koeficient  adherence; % | Metabolicka aktivita adherujicich
jodidem; % Zivych {negativnich) | adherujicich bundk; vziaZeno | bundk; barveni pomoci Alamar
bundk k &asu 0 hodin biue®; vyjidfeno v %; vziadeno
, k Zasu O hodin
48 hodin 72 hodin 48 hodin 72 hodin 48 hodin 72 hodin
[ TRY250 | 88,34,3 8422108 90,1£5.2 830245 874241 804+28
TRY200 |885132 73431 832433 76037 871138 730£4,2
"HTS 8512186 809236 |807x21 |660%44 |808t17 |722%22

{TR-Y 250) pZipravek dle technického fedeni obsahuiici 250mM trehalbzu;
(TR-Y 200) ptipravek dle technického Fefeni obsahujici 200mM trehalodzu;
(HTS} roztok Hypothermosolu® FRS.

Zivotaschopnost AT-MSCs po 48 hodinach skladovani hodnocena barvenim propidium jodidem
dosahovala pfiblizné 95 % u viech studovanych skupin a po 72 hodinach skladovéni se sniZila
05-7 % (tabulka €. 2). Nicméné€ parametry buné&né adheze byly po 48 hodinovém skladovéni
015 % niZ3i v porovnani s metodou barveni propidium jodidem. Pro chladové uchovani AT-
MSCs se ukazal jako nejméné vhodny roztok TR-Y 200. Rozdily mezi TR-Y 250 a HTS se pii
48 hodinovém chladovém uchovani ukazaly jako bezvyznamné, TR-Y 250 byl oproti tomu vy-
razn€ lepsi u parametri sledujici koeficient adherence a metabolickou aktivitu po 72 hodinich
nez roztok HTS.
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Viabilta, barveni propidium | Koeficient  adherence; % | Metabolicka aktivita adheruj icich

jodidem; % Zivych (negativnich) | adherujicich bundk; vztazeno | bunék; barveni pomoci Alamar

bunék k ¢asu 0 hodin blue®; vyjadfeno v %; vztaZeno

k §asu 0 hodin

48 hodin 72 hodin 48 hodin 72 hodin 48 hodin 72 hodin
TRY250 |952%55 90,1£4,1 79637 674135 80,5+38 653423
TR-Y200 |945+36 87,5+42 773121 608 5,5 75215 50,1+53
HTS 96,1 £3,3 903+£27 793+4,5 60,2+53 787125 58647

(TR-Y 250) ptipravek dle technického fe3eni obsahujici 250mM trehaldzu;
(TR-Y 200) ptipravek dle technického feSeni obsahujici 200mM trehaldzu;
(HTS) roztok Hypothermosolu® FRS.

Kmenové buiiky ziskané z pupeénikové tkan¥ uchované v roztoku dle technického feSeni obsa-
hujicim 250 mM trehalézu po dobu 48 hodin pii 4 °C si zachovaly viabilitu (stanovenou barve-
nim propidium jodidem) vy3$i neZ 90 %, naproti tomu WJ-MSCs uchované v roztoku HTS si
zachovaly viabilitu jen okolo 80 %. Z vysledki v tabulce &. 3 vyplyvé, Ze hodnoty koeficientu
adherence byly v porovnani s metodou barvenim propidium jodidem niz3i, avSak dynamika tren-
dii mezi jednotlivymi roztoky zistala stejnd. Nejvy$3i koeficient adherence WJ-MSCs po
72 hodinach skladovani byl ve skuping TR-Y 250 (73,8 £ 4,3 %). Ve viech sledovanych para-
metrech vykazovaly buiiky uchované v TR-Y 250 nejvy3si Zivotaschopnost. U WJ-MSCs ucho-
vanych v komerénim roztoku HTS byla ve viech sledovanych parametrech zjisténa nejnizsi Zi-
votnost.

Tabulka 3 MSCs z pupeénikové tkdné

Viebiita; barveni propidium | Koeficient  adherence; % | Metabolickd aktivita adherujicich
jodidem; % Hivych (negativnich) | adhenujicich bunék; vztateno | bundk; barveni pomoci Alamar
bundk k &asu 0 hodin bive®; vyjiddeno v %; vztaeno

k &asu 0 hodin
48 hodin 72 hodin 48 hodin 72 hodin 48 hodin 72 hodin

TRY250 | 923432 853431 90328 738143 905233 810+28

TRY200 | 687244 78427 78432 553252 87642 752 £ 5.1

HTS 834231 76821 772241 554 45,1 794+25 80666

(TR-Y 250) pripravek dle technického fedeni obsahujici 250mM trehalézu;
(TR-Y 200) pEipravex dle technického FeSeni obsahujici 200mM trehalbzu;
{HTS} roztok Hypothermosolu® FRS.

Z uvedenych vysledk vyplyva, Ze buiiky uchované v roztoku TR-Y 250 a TR-Y 200 po dobu
48 - 72 hodin v chladovych podminkach si ve viech sledovanych parametrech zachovavaji vyso-
kou zivotnost.

Ptiklad 6: Zachovani fenotypu BM-MSCs po 72 hodinovém chladovém uchovani - analyza povr-
chovych znakd

Povrchové znaky kmenovych bunék jsou jednim ze zékladnich znaki charakterizujicich jejich
identitu. Pro detekci povrchovych znakd bylo pouZito znateni BM-MSCs protilatkami konjugo-
vanymi s fluorescenéni znatkou. Znatené BM-MSCs po 72 hodinovém uchovani v chladovych
podminkach v prostfedku obsahujicim 250 mM trehalézu (TR-Y 250) podle technického feSeni
byly analyzovény na pritokovém cytometru za pouZiti excitaénich laserd o vinové délce 405 nm,
488 nm a 633 nm. Byly testovany znaky CD105, CD90, CD73, HLA-DR, CD45, CD34, CD14,
CD19. Analyza prokézala pozitivitu znaki (>90 % bunék) CD105, CD90 a CD73, zatimco nega-
tivitn znakd (<10 % bun&k) HLA-DR, CD45, CD34, CD14 a CD19. Tyto vysledky odpovidaji
spravnému fenotypu kmenovych bunék.
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Pfiklad 7: Zachovéni funkénich vlastnosti BM-MSCs po 72 hodinovém uchovani v chladovych
podminkach

U BM-MSCs, které byly skladovény po dobu 72 hodin v prostfedku podle technického fedent
(roztok TR-Y 250) pfi cca 4 °C, byla potvrzena jejich schopnost diferencovat do bunék adipo-
cytl, osteocytd a chondrocyti. Buiiky byly po 72 hodinovém skladovani v roztoku TR-Y 250
v chladovych podminkich vysazeny na kultivaéni plast a kultivovany s vhodnymi diferenciaéni-
mi médii. Po 21 dnech byly buiiky zafixovény a obarveny olejovou &erveni, alcidnovou mod#
a alizarinovou €erveni pro diikaz adipogenni, chondrogenni a osteogenni diferenciace. Byly pofi-
zeny mikroskopické fotografie diferenciovanych bung&k (obr. 1).

Piiklad 8: Zivotaschopnost WJ-MSCs uchycenych na biologickém nosi¢i po 48-72 hodinovém
skladovani

WJ-MSCs z lidské pupenikové tkdné byly vyrobeny podle ptikladu 3. Po pasiZovani bundk
podle pfikladu 1 byly WJ-MSCs vysazeny na biologicky nosi¢ na bazi PCL nanovlikna v hustoté
150 000 bunék/cm’. Po dvoudenni kultivaci byl biologicky nosi¢ s buitkami vyjmut z kultiva&ni
nadoby, oplachnut roztokem PBS a uloZen v prostfedku podle piikladu 4A pti teploté okolo 4 °C.
Mnozstvi uchycenych bun&k na biologickém nosiéi bylo stanoveno pomoci fluorescenéniho bar-
veni biologického nosife s uchycenymi WJ-MSCs. Byl pouZit protokol barveni mikrofilament
pomoci faloidinu a bunéénych jader pomoci DAPI Mikroskopické vyhodnoceni obarvenych
preparati prokézalo, e i po 72 hodinovém skladovéni bylo na nosi¢i uchyceno dostatetné mnoz-
stvi Zivych bunék, jejichZ pocet byl o cca 20 % niZ$i neZ u noside s buiikami obarveného ihned
po vyjmuti z kultivaéniho média. Po 48 hodinovém skladovani doslo jen k 15% poklesu poétu
Zivych bunek. Pfedpokldddme, Ze mrtvé buiiky, které ztréceji schopnost adheze a méni sviij tvar
z protahlého na kulovity, byly z materialu vyplaveny b&hem barviciho procesu.

NAROKY NA OCHRANU

1. Prostfedek pro uchovani, transport a aplikaci kmenovych bunék k lééebnému pouziti, tvofeny
pufrovanym vodnym roztokem trehalézy, vyznaéujici se tim, e roztok obsahuje
kationty K” v mnoZstvi 20 az 50 mmol/l, kationty Na* v mnoZstvi 20 a# 80 mmol/l; anionty CI
v mnoZstvi 0,5 aZ 40 mmol/l, anionty PO,* a/nebo HPO42' a/nebo H,PO4 v celkovém mnoZstvi
20 aZ 65 mmol/l, trehalézu v mnoZstvi 60 az 300 mmoV/l, pfidemz roztok dile miiZe obsahovat
kationty Mg?" a/nebo Ca®* v celkovém mnoZstvi 0 a# 2 mmol/l a anionty SO,* a/nebo HSO,
v celkovém mnoZstvi 0 aZ 2 mmol/l, a ptiemz pH roztoku je 7,1 az 7,6.

2. Prostfedek podle niroku 1, vyznaéujici se tim, Ze roztok obsahuje kationty Mg**
a/nebo Ca®* v celkovém mnozstvi 0,1 a% 2 mmol/l.

3. Prostfedek podle ndroku 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, e roztok obsahuje anionty
SO, a/nebo HSO, v celkovém mnozstvi 0,5 a% 2 mmol/I.

4. Prostfedek podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze roztok obsahuje kationty K*
v mnoZstvi 28 aZ 32 mmol/l, kationty Na* v mnoZstvi 20 aZ 50 mmol/l, kationty Mg?* a/nebo
Ca®* v celkovém mnozstvi 0,4 az 1,2 mmol/l, anionty Cl" v mnoZstvi 0,5 aZ 20 mmol/l, anionty
PO, a/nebo HPO,” a/nebo H,PO, v celkovém mnozstvi 40 a2 50 mmol/l, anionty SO, a/nebo
HSOy v celkovém mnoZstvi 0,9 aZ 1,2 mmol/l.

5. Prostfedek podle nékterého z nérokii 1 a2 4, vyznaéu jici se tim, Ze roztok se-
stava vyluéné z kationtii K", kationti Na“, kationti Mg?* a/nebo Ca®", aniontti CI', aniontit PO,
a/nebo HPO,” a/nebo H,PO,, aniontd SO,> a/nebo HSOy, trehalézy, vody a popiipadé stopo-
vych mnozstvi doprovodnych rozpusténych latek.
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6. Prosttedek podle nékterého z nérokd 1 a2 5, vyznacujici se tim, Ze roztok obsa-
huje trehalézu v mnoZstvi 230 aZ 270 mmol/l.

1 vykres
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