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(54) Nazev vynalezu:
Prostiedek obsahujici kmenové buiiky k
lé¢eni posttraumatickych zanétlivych reakei
a zpusob jeho vyroby

(57) Anotace:
Prostiedek obsahujici kmenové buiky k 1éCeni
zanétlivych onemocnéni, konkrétné K 1éCeni
posttraumatické zanétlivé reakce po poskozeni nebo
trazu. Pouziti trehaldzy pro vyrobu specifickych
1é¢iv. Podstata vynaleza spodiva v pouZiti
kmenovych bunék, zejména mezenchymalnich
kmenovych bungk ziskanych z kostni dené nebo z
tukové tkané nebo limbalnich kmenovych bunék,
upravenych trehaldzou. Podstatou vynalezu je dale
pouzitf trehaldzy pro podpimé [é¢eni zanétlivych
onemocnéni a posttraumatickych reakei pfi
soucasném léceni nékterého z téchto onemocnéni
pomoci prostiedku obsahujiciho mezenchymalni
kmenové buriky. Trehaldza miZe slouzit také ve
formé roztoku, prasku ¢i tablety k podptirnému
1é¢eni zanétlivych onemoenéni pii 1é¢eni téchto
onemocnéni podavanim kmenovych bunék.
Prostiedek se vyrabi zpisobem, ktery zahrnuje
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Prostiedek obsahujici kmenové buiiky k léfeni posttraumatickych zanétlivych reakei
a zpusob jeho vyroby

Oblast techniky

Vynalez se tyka prostfedku, ktery obsahuje kmenové buriky, k 1é¢eni zanétlivych onemocnéni,
konkrétné k IéCeni post-traumatické zanétlivé reakce po poskozeni nebo trazu. Vynalez se tyka
dale také zplisobu vyroby prostfedku k Ié¢eni posttraumatické zanétlivé reakce po poskozeni
nebo Urazu.

Dosavadni stav techniky

Kmenové buriky, napfiklad mezenchymalni kmenové buiky (MSCs mezenchymal stem cells),

-----

vyuzivany v moderni mediciné k Ié¢eni rliznych onemocnéni, véetné degenerativnich.

Pro nektera terapeuticka vyuziti jsou vhodné také limbalni kmenové buiky (LSCs, limbal stem
cells), které zajist'uji za fyziologickych podminek nepietrzitou obnovu rohovkového epitelu.

Napriklad pfedmétem ochrany patentem EP 2 120 977 B1 jsou kmenové buiiky CD10+, CD34-,
CD105+ a CD200+ pro lé¢eni zanétlivych stfevnich onemocnéni.

Z ¢&inské patentové prihlasky CN 104 758 923 je znam ptipravek pro oSetfeni poranéni nervu
ptipravkem na bazi mezenchymalnich kmenovych bun€k suspendovanych v roztoku trehal6zy.

Z dokumentu WO 2016/069173 je znam zplisob piipravy suspenze kmenovych bunék, ktera
k potlaceni nezadouciho shlukovani bunék obsahuje trehalozu.

Patent EP 1 727 892 B1 chrani mezenchymalni kmenové buriky pro pouziti k 1é¢eni autoimunitni
encefalitidy, skler6zy multiplex nebo zanétlivych onemocnéni stieva.

Patent EP 2 298 863 B1 chrani mezenchymalni kmenové buiky k 1é¢eni nékterych zanétlivych
fibrdz.

Trehal6za, disacharid glukézy, kterd je syntetizovana niz$imi organizmy v piipadech, kdy jsou
vystaveny stresu, je zndma jako protistresovy faktor. Je hojn€¢ vyuzivana v humanni medicing,
napfiklad pro zabranéni ubytku vody v buiikich (dehydrataci), proti vystaveni bunék
nadmérmému teplu, chladu nebo oxyradikalim, proti hypoxii az anoxii a proti hypoxicko-
reoxygenacnimu poskozeni.

Z ptihlasky EP 2 848 683 Al je znamo pfi podavani suspenze kmenovych bunék skrze cévni
fecisté pridavat do této suspenze trehalozu za G¢elem prevence pulmonarni embolie shluklymi
kmenovymi burikami.

Z ptihlasky WO 2010/021714 A2 je znamo, Ze viabilitu placentalnich kmenovych bunék béhem
zmrazeni a opétovného rozmrazeni je mozné zvySit pomoci nékterych polysacharidd, mj.
dextranu v kombinaci s trehal6zou.

V ¢lanku Di Guohu, Wang Jiexi, Liu Minxia, Wu Chu-Tse, Han Ying a Duan Haifeng:
Development and evaluation of a trehalose-contained solution formula to preserve HUC-MSCs at
4 °C; I Cell Physiol; 2012 Mar; 227(3):879-84, je uvedeno, Ze pfitomnost trehaldzy v roztoku pro
uchovavani mezenchymalnich kmenovych bun&k vyrazné zvysuje jejich viabilitu pfi skladovani
pfi teploté 4 °C, pfi¢emz nejlepSich vysledki bylo dosazeno s koncentraci 40 mM trehalozy.
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Podstata vynalezu

Pivodci vyndlezu zjistili, ze pfi upravé kmenovych bungk pfidanim trehalozy dochazi
k vyraznému zlepseni Ié¢ebného u&inku kmenovych bunék pii hojeni riznych poranéni,
zanétlivych onemocnéni a degenerativnich onemocnéni. Uprava kmenovych bunék trehalézou
zpisobuje nejen, e jsou kmenové buriky Zivotaschopngjsi, ale také, ze produkuji vice kvalitnich
protizanétlivych cytokinii potladujicich nadmérmy zanét, produkuji vice antioxida¢nich enzymi
omezujicich oxida¢ni stres, produkuji vice parakrynnich faktord umoZziujicich hojeni
poskozenych tkani (napiiklad omezenim apoptozy), a také vice napomdhaji odbouravani
S$kodlivych proteinli, které &asto vedou k zaniku nervovych vldken pii degenerativnich
onemocnénich.

Podstata vynalezu tedy spociva v pouziti kmenovych bun&k, zejména mezenchymalnich
kmenovych bunék ziskanych z kostni dfené nebo z tukové tkané nebo limbalnich kmenovych
bunék, upravenych trehalézou, k 1é¢eni zanétlivych onemocnéni véetné posttraumatické zanétlive
reakce po poskozeni nebo urazu. Trehaldza je podle vynalezu obsazena ve farmaceutickém
roztoku v koncentraci 1 az 15 % hmotn., s vyhodou 3 az 10 % hmotn., trehalozy.

Prostiedek podle vyndlezu, urceny k léCeni zanétlivych onemocnéni, zejména k Iléceni
posttraumatickych zanétlivych reakci po poskozeni nebo urazu, obsahuje kmenové buiiky vzdy
v kombinaci s trehalozou. Trehaldza je podle vynalezu obsazena ve farmaceutickém roztoku
v koncentraci 1 az 15 % hmotn., s vyhodou 3 az 10 % hmotn., trehalézy. Kmenové bufiky jsou
pritomny ve formé suspenze ve farmaceutickém roztoku s obsahem trehaldzy, pfi¢emz alespoit
&ast z obsazenych kmenovych bunék je zachycena na nosi¢i z netkané textilie z nanovlaken.

Prostfedek podle vynalezu se vyrabi zplsobem, ktery zahrnuje separaci kmenovych bunék
z biologického materialu a kultivaci kmenovych bunék v kultivaénim médiu. Kultivace bunek se
provadi obvyklym zpisobem pii teploté kolem 37 °C. V pribéhu kultivace bun€k se zpravidla
provadi pasazovani, tedy enzymatické odlougeni bunék, vyména kultivatniho roztoku a pieneseni
bunék na vétsi kultivaéni plochu. Kmenové buiiky se rozmichaji v roztoku pufru a odstiedi se.
Podle vynilezu se ziskané kmenové buiiky suspenduji v médiu pro uchovavani a transport
kmenovych bunék, které obsahuje 1 az 15 % hmotn., s vyhodou 3 az 10 % hmotn. trehalézy.
Kultivace kmenovych bunék se alespoii v &asti doby kultivace v kultivatnim médiu s obsahem
trehalozy provadi v pritomnosti nosice z nanovlaken.

Légebné pouziti trehaldzy v kombinaci s kmenovymi buitkami vykazuje pfi léceni zanétlivych

onemocnéni, zejména posttraumatickych reakci, vyssi u¢inky, nez jaké bylo mozno ocekavat na
zakladé znalosti G¢inkid obou slozek pouzivanych samostatné.

Ptiklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1

Aspirace kostni dfené byla provedena trepanobioptickou jehlou, ktera je soucasti odbérového setu
obsahujiciho fyziologicky roztok s heparinem a gentamicinem. Po transportu kostni dien¢ do
prostor pro sterilni zpracovani biologického materidlu by! vzorek smichan s infuznim roztokem
Gelofusinu. Mnozstvi pridaného Gelofusinu odpovidalo 25 % objemu kostni diené. Smés
sedimentovala 10az 30 minut a vrstva prstence mononuklearnich bunék byla odebrana.
V odebrané vrstvé bundk byla analyzovana bun&nost smési hematologickym analyzatorem.
Do kazdé z pripravenych kultivaénich lahvi o plose 75 cm’ bylo pfidano 10 ml kompletniho
kultivaéniho média (médium Alpha MEM Eagle obsahujici 5% lidsky destickovy lyzat
a gentamicin) a definované mnozstvi suspenze izolovanych bunék (10 mil WBC) pro nasazeni
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primokultury. Kultivace bun&k probihala pfi teploté 37+ 2 °C. V pribéhu kultivace bunék
probihala priibéZzna vyména kompletniho kultivaéniho média s pfipadnym oplachem bungk
pomoci 10 ml pufru PBS na jednu kultivaéni lahev. Dle mnoZstvi rostoucich bunék probihalo
Jejich pasazovani, tedy fizené enzymatické odlougeni adherujicich bunék a Jjejich preneseni na
vetSi kultivacni plochu. Tento proces vzdy zadal optickou kontrolou kultury pod mikroskopem;
optimalni pro rist kultury bylo dosaZeni 80% pokryti bungk kultivaéniho dna. Pro pasdzovani
bylo nutné odsati kultivatniho média, oplach kultury 10 ml pufru PBS a pfidani 1 ml roztoku
enzymu TrypLE Select CTS. Kuitivacni lahve byly cca 4 minuty inkubovany pfi 37+ 2 °C.
Spravny pribéh enzymatické reakce byl kontrolovan pod mikroskopem. Pokud se buriky
pohybovaly s proudici kapalinou po poklepani kultivaéni lahve, byl do kazdé lahve pfidan 1 ml
infuzniho roztoku 20% HSA (lidsky sérovy albumin) a 6 ml pufru PBS. Tato smés byla
promichana jemnym nasatim a vysatim z pipety a byla pfevedena do centrifugaéni zkumavky
a centrifugovéana (230 g, 5 minut). Peleta bunék byla resuspendovana v kompletnim kultivaénim
médiu asuspenze bunék rozd€lena na pozadované mnozstvi kultivatnich lahvi. Tetim
pasazovanim bunék bylo dosazeno finalni suspenze bun&k. Ta byla navic jesté jednou promyta
pufrem PBS a centrifugovana (230 g, 5 minut). Pro vytvofeni pfipravku podle jednoho provedeni
vynélezu byla peleta ziskana vy3e uvedenym postupem resuspendovana v roztoku pufru PBS
obsahujicim trehal6zu.

Obsah kmenovych bunék je zpravidla 5 x 10° az 1 x 10" MSCs/ml. P¥i intravenozni aplikaci se
miZe podavat napiiklad 1 x 10° MSCs/kg hmotnosti pokusného zvitete.

Priklad 2

Z komertné dostupného polymeru kyseliny mlééné (PLA, polylaktid) byla pfipravena
nanovldkna ve formé netkané textilie. Z této netkané textilie byly vyfiznuty vzorky ve formé
Ctvercii o rozméerech pfiblizng 15 x 15 mm, které byly pfeneseny na kultivacni desky s kulturami
mezenchymalnich kmenovych bunék ziskanych 2z kostni diené kralika. Inkubace
mezenchymalnich kmenovych bundk v pritomnosti trehalézy ve styku s netkanou textilii
z nanovlaken byla provadéna po dobu 24 hodin, aby kmenové buriky mohly ulpét na struktuie
nanovlaken jakozto nosi¢i. Kultivagni roztok pro pokusy podle vynalezu obsahoval 3 % hmotn.
trehaldzy, pro srovnavaci pokusy byla inkubace provadéna bez pfitomnosti trehaldzy.

Krali€i o¢i byly poleptany IN roztokem hydroxidu sodného NaOH aplikovanym pomoci
filtratniho papirku nasatého hydroxidem, nacez byly ogi proplachnuty proudem vody. U kazdého
kralika bylo poskozeno pouze pravé oko. O&i zcela zdravych kraliki (mimo pokus) slouzily pro
Srovnani.

V' prvni skupiné byly na poskozené o&i pieneseny nosiSe znanovidken s kralicimi
mezenchymalnimi dfefiovymi butikami, podle vynalezu inkubovanymi v pfitomnosti trehalézy,
(buiikami doli k povrchu poskozeného oka), nosice byly pomoci &tyf stehil prichyceny ke
spojivee, oc¢i zavieny a vitka seita k sobé pomoci tii stehd. Po Ctyfech dnech vitka rozesita,
nosiCe z nanovlaken odstranény a oko ponechano bez daliiho 1é¢eni az do 15. dne, kdy byla
pokusnd zvifata utracena a o&i vy3etfeny morfologicky, imunohistochemicky, biochemicky
a pachymetricky. Veskeré pokusy na zvitatech byly provadény tak, aby zvife netrpélo, za pouziti
celkové anestezie.

Ve druhé skupiné bylo stejné postupovéno jako v prvni, s tim rozdilem, e nanovlikna byla
napusténa fyziologickym roztokem se 3 % hmotn. trehalézy, bez kmenovych bunék.

Ve tieti skupin€ bylo postupovano stejné jako v prvni, s tim rozdilem, ¢ nanovldkna nesla
kmenové buiiky bez trehaldzy.
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Ve &tvrté skupiné bylo postupovano stejné, jako v prvni skupiné, ale nanovlikna byla samotna
(bez kmenovych bunék a bez trehaldzy).

V paté skupiné byly o¢i stejné poskozené jako v prvni skuping, ale neléCeny.

V 15. den pokusu byly o&i vySetieny pomoci imunohistochemie a biochemie pro-zanétlivych
cytokinil. Regenerace epitelu byla hodnocena morfologicky a imunohistochemii epitelialnich
bungk. Neovaskularizace byla posuzovana prostfednictvim kvantifikace cév v jednotlivych
sektorech rohovky. Transparence rohovky byla hodnocena makroskopicky (fotograficky)
a pachymetricky, kvantifikaci hodnot stfedovych tloust€k rohovek.

Byly zjistény nasledujici vysledky:

V odich poskozenych a nelédenych byl rozvinuty zanét, rohovka bez epitelu, transparence
ztracena, rohovka vaskularizovana. Podobny obraz byl po aplikaci samotného nosice
z nanovlaken, pouze rohovka byla ¢aste¢né reepitelizovana.

Po aplikaci nosi¢e z nanovlaken se samotnou trehalézou byla rohovka pokryta nepravidelnym
epitelem, zanét byl &asteéné redukovan. Neovaskularizace rohovky byla sniZena. Stejny obraz byl
zjistén po aplikaci nosi¢e z nanovlaken se samotnymi kmenovymi burikami.

Po aplikaci kombinace mezenchymalnich kmenovych bunék s trehalézou byla rohovka
regenerovana pravidelnym epitelem, transparence rohovky byla obnovena z 90 %,
neovaskularizace rohovky byla signifikantné potlacena.

Popsany experiment prokazal zvy3eny lé&ebny G&inek mezenchymainich kmenovych bunék
kombinovanych s trehalézou.

Pro ovéfeni zvy$eného lécebného a&inku kmenovych bunék v kombinaci s trehalozou byly,
obdobné jako je vy3e popsano na pifkladu krali¢ich diefiovych bunék, inkubovany v pfitomnosti
kultivagniho roztoku obsahujiciho 3 % hmotn. trehalézy lidské mezenchymalni kmenové buriky
z kostni diené, nebo lidské tukové kmenové buriky, nebo lidské limbalni kmenové buiiky. Také
s témito lidskymi kmenovymi buiikami se pfi pokusu na poleptaném krali¢cim oku rohovka
zhojila pomoci kmenovych bunék kombinovanych s trehalozou lépe nez pomoci samotnych
kmenovych bunék. Vysledky makroskopické, morfologické, imunohistochemické a biochemické
byly shodné jako po aplikaci krali¢ich mezenchymalnich bunék.

Ptiklad 3

Pro ovéfeni zvyseného G&inku mezenchymalnich kmenovych bunék v kombinaci s trehalozou,
obdobn& jako je vyse popsano na piikladu kraligich diefiovych bunék, byly inkubovany
v pFitomnosti kultivatniho roztoku obsahujiciho 3 % hmotn. trehalozy lidské mezenchymalni
kmenové buiiky z kostni dfend, nebo lidské tukové kmenové buiiky, nebo lidské limbalni
kmenové buiiky. Také s témito lidskymi kmenovymi buiikami se v pokusu na poleptaném
krali¢im oku (postupovano jako v piikladu 2) rohovka zhojila pomoci kmenovych bunék
kombinovanych s trehalézou Iépe nez pomoci samotnych kmenovych bunék. Vysledky
makroskopické, morfologické, imunohistochemické, biochemické a fyzikalni byly shodné jako
po aplikaci krali¢ich mezenchymalnich bunék (s trehal6zou).

Ptiklad 4

Zvyseného lé¢ebného Gcinku mezenchymdlnich kmenovych bungk (nebo tukovych
mezenchymalnich kmenovych bungk, nebo limbalnich kmenovych bungk), inkubovanych na
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nanovlakenném nosici (bez trehalézy) bylo téz dosazeno po nakapani 3% roztoku trehaldzy na
kmenové buriky na nosi¢i a po aplikovani nosice na poleptané oko (jako v p¥ikladu 2).

Ptiklad 5

ZvySeného Ié¢ebného u¢inku mezenchymalnich kmenovych bungk (nebo tukovych
mezenchymalnich kmenovych bunék, nebo limbalnich kmenovych bungk), inkubovanych na
nanovldkenném nosici (bez trehalézy) bylo téz dosazeno po nasiti nanovldkenného noside
s kmenovymi buiikami na poleptané oko (jako v piikladu 2) a nakapani 3% roztoku trehaldzy na
rubovou stranu nasitého nosice (10 kapek po dobu 1 min) pred sesitim vicek.

Priklad 6 (provedeni odchylné od vynalezu, bez pouziti nosice)

U poleptan¢ho oka bylo dosazeno zvyseného lécebného cinku mezenchymalnich kmenovych
bunék (nebo tukovych mezenchymalnich kmenovych bunék, nebo limbalnich kmenovych bunék)
po pfidani 3% roztoku trehalézy a po intravenézni aplikaci kralikovi s poleptanym okem jako
v prikladu 2.

Priklad 7

Zvysene¢ lécebné G¢inky mezenchymalnich kmenovych bungk (dfefiovych, nebo tukovych), nebo
limbélnich kmenovych bunék po adici 3% roztoku trehalézy ke kmenovym buiikim byly
pozorovany také po jejich subkonjunktivalni aplikaci do oka s poskozenou rohovkou louhem
sodnym jako v pfikladu 2. Pro urychleni hojeni se trehaléza miZe svyhodou kombinovat
s antiflogistiky (steroidnimi nebo nesteroidnimi), nebo s antibiotiky, nebo s jinymi latkami, napr.
s antioxida¢nimi enzymy.

Priklad 8

Ozafovani krali¢ich o¢i UVB paprsky po dobu 5 dnit (denni davka zateni 1.01 J/em2) zpisobila
fotokeratitidu, zvySenou hydrataci rohovky a ztenteni rohovkového epitelu. Transparence
rohovky byla ztracena. 15. den po ozafovani byly nelééené rohovky ulcerovany, nebo se hojily
neprithlednou jizvou. Rohovky byly vaskularizovany. Jestlize byly na rohovky aplikovany
okamZit¢ po poslednim ozafeni mezenchymalni kmenové buiiky (dfefiové nebo tukové) v roztoku
obsahujicim 3 % hmotn. trehalézy, rohovky se zhojily s 90% néavratem transparence. Viedy se
nevytvofily v zadné Ié¢ené rohovce. Za pouziti metodiky obdobné jako v piikladu 2 bylo
zjiSténo, ze aplikace kmenovych bunék v kombinaci s trehalézou pfinesla lepsi vysledky nez
aplikace samotné trehaldzy. Pfi uziti samotné trehalozy nebo samotnych kmenovych bunék byly
nekteré rohovky ulcerovany a vaskularizovany. Pii lokdlni aplikaci kmenovych bungk
s trehal6zou na ozafené oko byla trehaléza s vyhodou kombinovana s kyselinou hyaluronovou.
Kapanim nebo subkonjunktivalni injekci byla podavéna suspenze obsahujici 2 x 10° MSCs/0,5 ml
v roztoku obsahujicim 3 % hmotn. trehalézy a 0.4 % hmotn. kyseliny hyaluronové.
Mikroskopické a biochemické vySetfeni prokazalo, ze oxida¢ni poskozeni, zptisobené UVB
zafenim, je signifikantn¢ inhibovano aplikaci kmenovych bunék s trehalézou. Kmenové buriky
mély zvySeny antioxida¢ni udinek.
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PATENTOVE NAROKY

1. Prosttedek k lé¢eni posttraumatickych zanétlivych reakci po poskozeni nebo urazu,
vyznadujici se tim, 7e obsahuje kmenové buiky na nosi¢i znetkané textilie znanovlaken
a farmaceuticky roztok obsahujici 1 az 15 % hmotn. trehalozy.

2. Prostiedek podle naroku I, pficemz kmenové buiky jsou kmenové buiky inkubované
v kultivaénim roztoku s obsahem trehal6zy.

3. Prostfedek podle nékterého z naroki 1 nebo 2, pfi¢emz kmenové bufiky zahrnuji kmenove
buriky inkubované v kultivaénim roztoku s obsahem trehalézy na nosi¢i z netkané textilie
z nanovlaken.

4. Prostiedek podle nékterého z predchazejicich naroku, uréeny k Iéeni poranéni epitelovych
tkani, pfi¢emz kmenové buriky jsou mezenchymalni kmenové buriky.

5. Prosttedek podle naroku 4, pficemz farmaceuticky roztok obsahuje 3 az 10 % hmotn.,
trehaldzy.

6. Prostiedek podle nékterého z narokid 1 az 3, ureny k Ié¢eni poranéni oéni rohovky, pfi¢emz
kmenové buriky jsou limbalni kmenové buriky.

7. Prostfedek podle naroku 6, pficemz farmaceuticky roztok obsahuje 3 az 10 % hmotn.,
trehaldzy.

8. Zplsob vyroby prostiedku podle nékterého z predchazejicich naroki 3 az 7, zahrnujici
separaci kmenovych bunék z biologického materialu, kultivaci kmenovych bunék v kultiva¢nim
médiu, jedno nebo vice pasazovani ptibyvajicich kmenovych bunék v prubéhu kultivace,
odstfedéni kmenovych bunék a suspendovani ziskanych kmenovych bunék ve farmaceutickém
roztoku, vyznadujici se tim, ze do farmaceutického roztoku se ptida 1 az 15 % hmotn. trehalozy,
pricemz kultivace kmenovych bunék se provadi v kultivaénim médiu s obsahem trehalézy,
alespori v ¢asti doby kultivace v pfitomnosti nosice z nanovlaken.

9. Zpisob podle naroku 8, pficemz do farmaceutického roztoku se pfida 3 az 10 % hmotn.
trehaldzy.
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