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Lagermedium fiir Zellen

Beschreibung

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Lagerung von insbesondere hu-
manen Zellen, Zellmedien fir die Lagerung von Zellen, sowie die
Verwendung solcher Zellmedien zur Lagerung von Zellen, wobei die

Vitalitat der Zellen wahrend der Lagerung erhalten bleibt.

Die Kryokonservierung stellt eine haufig verwendete Methode zur
Lagerung lebender Zellen Uber langere Zeitraume dar. Die Kryokon-
servierungstechniken wurden im Laufe des letzten Jahrzehnts stetig
weiterentwickelt und verbessert. Es besteht ein Bediirfnis Zellen
auch kurzfristig zu lagern, zum Beispiel unmittelbar nach Isolierung
aus einem Organ, vor dem Einfrieren oder nach oder wahrend dem
Auftauen der Zellen nach Kryokonservierung. Oft ist es erforderlich,
dass die Zellen nach dieser Lagerung einem Organismus, insbeson-
dere einem Menschen, wieder unmittelbar zugefuhrt werden sollen.
Dieses Zufuhren der Zellen kann beispielsweise durch eine intrave-
ndse Applikation der Zellen erfolgen. Die Applikation von, besonders
mittels Kryokonservierung, gelagerten Zeilen in einen Menschen
kann vor allem als klinische, insbesondere als therapeutische An-
wendung genutzt werden. So kénnen beispielsweise humane Leber-
zelltransplantate zur therapeutischen Anwendung intravends appli-
ziert werden. Jedoch stellt der Einfrierprozess und der Wiederauf-
tauprozess und die vorausgehende beziehungsweise direkt an-
schlieBende in vitro Lagerung in Bezug auf die Vitalitat und die Le-
bendzellzah! der zu lagernden Zellen besonders bei der klinischen

Anwendung weiterhin ein Problem dar.

PCT/EP2006/006401
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Der vorliegenden Erfindung liegt das technische Problem zugrunde,
ein einfach herstellbares und méglichst preiswertes Zellmedium far
die Lagerung von tierischen Zellen, bevorzugt von humanen Zellen,
insbesondere von Leberzellen oder Leberzelltransplantaten, bereit-
zustellen. Die Zellen sollen bevorzugt im Zusammenhang mit der
Kryokonservierung vor dem Einfrieren und/oder nach dem Auftauen
gelagert werden. Der vorliegehden Erfindung liegt daher auch das
technische Problem zugrunde, ein Zellmedium bereitzustellen, dass
ein kurzzeitiges Lagern von tierischen Zellen, bevorzugt von huma-
nen Zellen, besonders b'_evorzugt von Leberzellen d_der Leberzell-
transplantaten, bei einem mdglichst geringeh Verlust der Vitalitat und
der Lebendzelizah! der Zellen erlaubt und somit eine Alternative zu

bekannten Zelimedien darstellt.

Im Zusammenhang mit der Kryokonservierung sind Zellmedien zum
Lagern und Wiederauftauen bekannt. Sie eﬁtha!ten jedoch Bestand-
teile wie 5 bis 20 % fbtales'Kalbseru'm (FCS), die fiir eine Applikati—
on, insbesondere eine intravehbse Appllikation, in den Menschen
gesetzlich nicht zugelassen sind, oder sbgar ungeeignet sind. Der
vorliegenden 'Erfindung liegt daher weiter das technische Problem
zugrunde, ein Medium zur Verfligung zu stellen, dass bei einem ge-
ringen Verlust der Vitalitat und der Lebendzellzahl von Zellen, bevor-
zugt von humanen Zellen, insbesondere von Leberzellen oder Le-
berzelitransplantaten, eine risikofreie Applikati.on der Zellen in ein

Tier, insbesondere einen Menschen, erlaubt.

So lasst sich Custodiol® als Zellmedium zum Beispiel fiir die Lage-
rung besonders von aufgetauten, urspriinglich kryokonservierten

Zellen wie Leberzellen erfolgreich einsetzen; es wurde als Konser-

PCT/EP2006/006401
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vierungsldsung fiir die Organtransplantation von Ganzorganen ent-
wickelt. Custodiol® ist jedoch fur eine intraventse Applikation beim
Menschen gesetzlich nicht zugelassen. Der Erfindung liegt daher
auch das technische Problem zugrunde, ein Zellmedium fur die
kurzzeitige Lagerung von Zellen, insbesondere im Zusammenhang
mit der Kryokonservierung, zur Verfigung zu stellen, das fiir eine
int'ravehése Applikation beim Menschen zugélassen ist, und daher
die Zellen beispielsweise nach dem Auftauen ohne aufwandige und
die Lebendzellzahl vermindernde WaschSchritté einem Menschen in

diesem Zelimedium intravends appliziert werden konnen.

Die vorliégende Erfindung I6st das ihr zugrundeéliegende technische
Problem im Wesentlichen durch die Bereitstellung eines.Verfahrens
fur die kurzzeitige Lagerung tierischer oder humaner Zellen geman
der Patentansprﬂche.‘Bevorzugt wird ein Verfahren bereitgestellt,
wobei die Zellen in einem fliissigen Zellmedium, das eine Saizio-
sung, ausgewéhlzt aus insbesondere einer Salzlosung enthaltend
Natriumchlorid, Natriumglukonat, Natriumacetat, Kaliumbhlorid,
Magnesiumchlorid und Natriumcitrat, und/oder einer Salzldsung ent-
haltend Ringer-Lactat und/oder Phosphate-Buffered-Saline und/oder
eine wassrige Ldsung eines hochmolekularen Zuckers, insbesonde-
re Hydroxyethylstéarke, sowie Glucose und dariiber hinaus Serumal-
bumin und/oder Blutplasma enthalt, aufgenommen werden und in

diesem Zellmedium gelagert werden.

In bevorzugten Ausflhrungsformen sind die tierischen Zellen Sauge-
tier-Zellen. Es kann sich beispielsweise um porcine, bovine oder mu-
rine Zellen handeln. Besonders bevorzugt handelt es sich um huma-

ne Zellen. Unter Zellen sind erfindungsgeman auch Zellsuspensio-
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sein, es kann aber auch eine Zusammensetzung beziehungsweise

Co-Kultur verschiedener Zelltypen eingesetzt werden.

Erfindungsgemaf bevorzugt handelt es sich bei den tierischen Zel-
len um Zellen zur therapeutischen Applikation. In einer weiteren be-
vorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei den_tieri.bschen Zellen
um Zellen zur in vitro Kultivierung. Die tierischen Zellen kénnen bei-
spielsweise Hepatozyten, Pankreas Inseln, Chondrozyten, Knorpel-
zellen, Nervenzellen, Keratinozyten oder Lymphozytén sein. Am
meisten bevorzugt handelt es sich bei den fur die Lagerung in einem
Zellmedium vorgesehenen Zellen um Leberzellen, insbesondere He-

patozyten.

Im Zusammenhang mit dieser Erfindung wird unter Leberzellen eine

Mischung von Zellen vorwiegend bestehend aus Hepatdzyten ver-
standen. Sie kbnnen jedoch auch verschiedene Mengenanteile an
Lymphozyten, Endothelzellen und weiteren nicht-parenchymalen

Zellgruppen enthalten.

Das Auftauen und/oder Lagern von Thrombozyten, auch Blutplatt-
chen genannt, ist von der Erfindung ausgenommen. Thrombozyten

sind keine tierischen Zellen im Sinne der Erfindung.

Im Zusammenhang mit dieser Erfindung wird unter kurzzeitiger La-
gerung eine in vitro Lagerung in einem erfindungsgemafien Medium
Uber einen Zeitraum bis 24 Stu_nden, besonders bis 10 Stunden, be-

vorzugt bis 5 Stunden, besonders bis 3 Stunden verstanden.
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Unter Kryokonservierung wird eine meist langfristige Lagerung von
Zellen unterhalb von 0 °C, insbesondere bei —20 °C bis —200 °C ver-

standen. Das Einfrieren erfolgt in der Regel bei 1 °C/min.

Im Zusammenhang mit dieser Erfindung wird unter einem Zelimedi-
um, auch Medium, Auftaumedium oder Nahrmedium genannt, insbe-
sohdere eine flussige wassrige Losung verstanden. Das Zellmedium
dient der in vitro-Lagerung lebender Zellen unter Beibehaltung einer
mdoglichst hohen Lebendzellzahl, also einer méglichst geringen Ster-
berate der Zellen, sowie einer moglichst hohen Lebensfahigkeit be-

ziehungsweise Vitalitat, dem Fachmann auch als viability bekannt.

Erfindungsgemal bevorzugt sind die Bestandteile eines erfindungs-
geméB eingesetzten Zellmediums gesetzlich .fUr die Applikation, ins-
besondere die intravendse Applikation, in einen tierischen Organis-
mus, bevorzugt in einen menschlichen Organismus, zugelassen.
Erfindungsgemaf kénnen die Zellen nach _de'r Lagerung in einem
erﬁndungsgerﬁél&en Medium fir eine klinische Anwendung, insbe-

sondere einer therapeutischen Applikation, oder fir in vitro Versuche

-verwendet werden.

Im Zusammenhang mit dieser Erfindung wird unter einer Salzl6ésung
eine wassrige Lésung von einem oder mehreren Salzen verstanden.
Eine erfindungsgemal bevorzugte Salzlosung enthélt Natriumchlo-
rid, Natriumglukonat, Natriumacetat, Kaliumchlorid, Magnesiumchlo-
rid und Natriumcitrat, wobei die Salze in Wasser geldst sind. Das
benutzte Wasser ist steriles, bevorzugt deionisiertes Wasser zur In-

jektion.
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Eine erfindungsgemaf bevorzugte Salzlésung ist Composol®bezie-
hungsweise eine der Zusammensetzung von Composol®entspre-
chende L6sung. Composol® ist eine wassrige Losung von Natrium-
chlorid, Natriumglukonat, Natriumacetat, Kaliumchlorid, Magnesi-
umchloridhexahydrat und Natriumcitrat. Sie enthalt 173 mmol/l Natri-
um, 5 mmol/l Kalium, 1,5 mmol/l Magnesium, 98 mmol/l Chlorid, 10,9
mmol/l Citrat, 27 mmol/l Acetat und 23 mmol/l Glukonat, bevorzugt

besteht sie daraus.

Erﬁndungsgemél& bevorzugt enthalt die Salzlésung daher von 0,45
bis 0,60 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,53 Gew.-%, Natriumchlorid,
von 0,45 bvis 0,55 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,50 Gew.-%, Natri-
umglukoh'at, von 0,20 bis 0,25 Gew.-% , besonders bevorzugt 0,22
Gew.-%, Natriumacetat, von 0,03 bis 0,04 Gew.-% , besonders be-
vorzugt 0,037 Gew.-%, Kaliumchlorid, von 0,025 bis 0,035 Gew.-%,
be'so_nde_rs bevorzugt 0,031 Gew.-%, Magnesiumchioridhexanhydrat,
und von 0,31 bis 0,33 Gew.-% , besonders bevorzugt 0,32 Gew.-%,
Natriumcitrat, bevorzugt besteht sie daraus. Die Salzldsung hat be-

vorzugt einen pH-Wert von 7,0 bis 7,4, besonders bevorzugt von 7,2.

In einer weiteren Ausfithrungsform ist die Salzlésung Ringer-Lactat.

Die Gibliche Zusammensetzung von Ringer-Lactat ist dem F_achman’n

bekanht. Ringer-Lactat ist eine wassrige Losung enthaltend Natrium-

chlorid, Kaliumchlorid, Calciumchlorid und Natrium-Lactat. Erfin-

| dungsgemal eingesetztes Ringerlactat hat einen pH-Wert von 7,0

bis 7,4, bevorzugt von 7,2.

In einer weiteren Ausflihrungsform ist die Salzlésung Phosphat-

gepufferte-Saline (PBS). Die Ubliche Zusammensetzung von PBS ist

PCT/EP2006/006401
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dem Fachmann bekannt. Erfindungsgemaf verwendetes PBS hat

einen pH-Wert von 7,0 bis 7,4, bevorzugt von 7,2.

In einer weiteren Ausfiihrungsform ist Bestandteil des Mediums eine
w'a'ésrige Lésung mindestens eines hochmolekularen Zuékers. Erfin-
dungsgemaéfe hochmolekulare Zucker sind beispielsweise Dextran,
auch Dextranlésungen wie Perfadex, Hydroxyethylstarke (HES) und
Derivate der Hydrokyethylstérke. Erfindungsgeman bevorzugt wird

als hochmolekularer Zucker Hydroxyethylstéarke verwendet.

Erfindungsgeman wird die Glucose dem Zellmedium in fester Form

oder als wassrige Losung zugegeben.

Erfindungsgemal wird das Serumalbumin in Zellmediuvm gelost
oder in ﬂUssiger Form zugegében. Serumalbumin kann .beispie'lswei-
se als fotales Kélberser‘um'(FCS), bovines Serumalbumin (BSA)
oder humanes Serumalbumin (HSA) vorliegen. Erfindungsgemaf .
bévorzugt ist humanes Sefumalbumin, da dieses fur die intravenése

Applikation im Menschen zugelassen ist.

In einer weiteren Ausfihrungsform ist Serumalbumin durch Blut-
plasma ersetzt odef ergénzf. ErfindungsgeméB bevorzugt ist huma-
nes, bevorzugt autologes, Blutplasma. Besonders wird Plasma
und/oder HSA als Kryoprotektor, bevorzugt allein oder-in Verbindung
mit anderen bekannten Kryoprotektoren, insbesondere DMSO, ein- -

gesetzt.

In weiteren bevorzugten Ausfiihrungsformen enthalt das erfindungs-

gemal eingesetzte Medium mindestens einen weiteren Bestandteil,
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ausgewahlt aus Aminos&uren, Hormonen, Vitaminen, Provitaminen

und antiapoptotisch wirksamen Substanzen.

Die Bestandteile der Medienzusammensetzung wird der Fachmann

‘je nach Einsatzgebiet nach seinem Fachwissen auswahlen, nach-

dem er durch die erfindungsgemalie Lehre dazu angehalten wird, sie
entsprechend der Erfindung und in den erfindungemafien Konzent-

rationen einzusetzen.

Das erfindungsgemafe Verfahren wird bevorzugt mit einem vorge-
nannten Zellmedium mit einem pH-Wert von 6,4 bis 8, bevorzugt von

7,0 bis 74 insbesondere von 7,2 durchgefihrt.

Bevorzugt werden die Zellen nach dem Auftauen aus der Kryokon-
servierung in erfindungsgeméafiem Zellmedium gewaschen, vom
Konservierungsmedium und dem erﬁndungsgerhéf&em Zellmédium
abgetfennt und dann in frischem erfindungsgeméfiem Zellmedium

zur Lagerung aufgenommen. Die Abtrennung erfolgt bevorzugt durch

Abzentrifugieren.

Das Vérfahren wird bevorzugt bei einer Temperatur von 2 bis 40 °C
durchgefihrt. Das Zelimedium hat bevorzugt eine Temperatur von 2
bis 40 °C. Besonders bevorzugt wird das Verfahren bei 4 °C durch-
gefuhrt und/oder das verwendete Medium hat eine Temperatur von
4 °C. In einer weiteren bevorzugten Variante Wird das Verfahren bei
10 °C durchgefuhrt und/oder das verwendete Medium hat eine Tem-
peratur von 10 °C. In einer weiteren besonders bevorzugten Variante
wird das Verfahren bei 25 °C durchgefiihrt und/oder das verwendete

Medium hat eine Temperatur von 25 °C. In einer weiteren besonders
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bevorzugten Variante wird das Verfahren bei 37 °C durchgefihrt

und/oder das verwendete Medium hat eine Temperatur von 37 °C.

Gegenstand der Erfindung ist selbstverstandlich auch das spezielle
Zellmedium ﬁJr die kurzzeitige Lagerung von, insbesondere nach
Kryokonservierung aufgetauten, tierischen oder humanen Zellen,
insbesondere ein flussiges Zéllmedium, welches Natfiumchlorid,
Natriumglukonat, Natriumacetat, Kaliumchlorid, Magnesiumchlorid
und Natriumcitrat, sowie Glucose und darlber hinaus Serumalbumin
und/oder Blutplasma enthalt, und worin die genannten Bestandteile

in Wasser geldst sind.

Ein bevorzugtes Zellmedium besteht aus Natriumchlorid, Natri-
umglukonat, Natriumacetat, Kaliumchlorid, Magnesiumchloridhexa-
hydrat und Natriumcitrat, sowie Glucose und dariber hinaus Serum-
albumin und/oder Blutplasma, wobei die genannten Bestandteile in
Wasser geldst sind. E'}in besonders bevorzugtes Zelimedium enthalt
von 0,45 bis 0,60 Gew.-% Natriumchlorid, von 0,45 bis 0,55 Gew.-%
Natriumglukonat, von 0,20 bis 0,25 Gew.-% Natriumac‘éfat, von 0,03
bis 0,04 Gew.-% Kaliumchlorid, von 0,025 bis 0,035 Gew.-% Magne-
siumchloridhexahydrat, und von 0,31 bis 0,33 Gew.-% Natriumcitrat,
sowie Glucose und dariiber hinaus Serumalbumin und/oder Blut-

plasma, wobei die genannten Bestandteile in Wasser gel6st werden.

Bevorzugt enthilt das Zellmedium 0,01 bis 0,5 Gew-% Glucdse, be-

sonders bevorzugt von 0,1 bis 0,2 Gew-% Glucose.

Erfindungsgemaf bevorzugt enthalt das Zellmedium Humanserum-
albumin. Das Humanserumalbumin kann erfindungsgemaf} durch

humanes, insbesondere autologes, Blutplasma ersetzt werden. In

PCT/EP2006/006401
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einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt das Medium von 0,5 bis
50 Gew-% Serumalbumin, besonders bevorzugt von 3 bis 5 Gew-%
Serumalbumin. In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform ent-
halt das Medium von 0,5 bis 50 GeW-%'Bluthasma, besonders be-

vorzugt von 3 bis 5 Gew-% Blutplasma.

Das erfindungsgemaRe Zellmedium hat vorzugsWeise einen pH-Wert

von 6,4 bis 8, bevorzugt von 7,0 bis 7,4, insbesondere von 7,2.

Erfindungsgemal bevorzugt sind die Bestandteile eines erfindungs-
gemalen Zellmediums gesetzlich fiir die Applikation, insbesondere
die intravendse Applikétion, in einen tierischen Organismus, bevor-

zugt in einen menschlichen Organismus, zugelassen.

ErﬁndungsgeméB bevorzugt sind auch Kombinationen erfindungs-
ge'méBek Au’sthruvngsformen des erfindungsgemafien Verfahrens

und/oder des erﬁndungsge_méﬂen Zellmediums.

Die Erfindung umfasst auch die Verwendung des vorgenannten er-
findungsgemafen Zellmediums zur kurzzeitigen Lagerung von nach
Kryokonservierung aufgetauten tierischen Zellen, insbesondere nach

dem erﬁndungsgeméf&en Verfahren.
Die Figuren.zeigen:

Figur 1: Vitalitat der gelagerten Zellen (nach Kryokonservie-
rung) in Abhangigkeit von der Lagerungszeit, dem verwendeten La-
gerungsmedium und der Lagerungstemperatur,

Legehde: ,2HH142“: Nummer der individuellen Zelipraparation (Char-

ge), .warm":Lagerungstemperatur von 18 °C, ,kalt*: Lagerungstem-

10
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peratur von 4 °C, ,HES": Medium 2, ,PBS": Medium 5, ,Custodiol®:
Medium 1, ,Composol®: Medium 4, ,RingerLactat*: Medium 3, ,hu-

manes Plasma“: Medium 6;

Figur 2: Wiederfindung der gelagerten Zellen (vor Kryokonser-
vierung) in Abhangigkeit von der Lagerungszeit, dem verwendeten
Ljagerungsme_dium und der Lagerungstemperatur, Legende siehe

Figur 1;

Figur 3: Vitalitat gelagerter Zellen (nach Kryokonservierung) in

Abhangigkeit von der Lagerungszeit, dem verwendeten Lagerungs-

medium und der Lagerungstemperatur, Legende siehe Figur 1;

Figur 4: Lebendzellzahl (LZZ) gelagerter Zellen (nach Kryokon-

servierung) in Abhéhgigkeit von der Lagerungszeit und dem verwen-

deten Lagerungsmedium, Legende siehe Figur 1;

Figur 5: Lebendzellzahl (LZZ) gelagerter Zellen (vor Kryokon-
servierung) in Abhangigkeit von der Lagerungszeit und dem verwen-
deten Lagerungsmedium, Median uber drei individuelle Zellprapara-

tionen (Chargen); Legende siehe Figur 1;

Figur 6: Lebendzelizahl (LZZ) gelagerter Zelien (vor Kryokon-
servierung) in Abhangigkeit von der Lagerungszeit und dem verwen-
deten Lagerungsmedium, Median Uber vier individuelle Zellprapara-

tionen (Chargén); Legende siehe Figur 1,

Figur 7 A-C: Wiederfindung, Lebendzellzahl (LZZ) gelagerter Zellen
(vor Kryokonservierung) in Abhangigkeit von der Lagerungszeit und

dem verwendeten Lagerungsmedium, Median tber 3 individuelle

11
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Zellpraparationen (Chargen); Figur 7C: Vergleich mit Custodiol
(=100%) , Mittelwert Uber vier Lagenrungszeiten, Median tber 3 indi-

viduelle Zellpraparationen (Chargen), Legende siehe Figur 1.
Beispiel

Es wurden kryokonservierte Leberzellen aus speziellen Kryobeu-
teln/Kryorbhrchen verwendet. Da die Anzahl der vorhandenen Kryo-
rohrchen aus einer;individuellen ZeIIpréparatidn fur den Umfang der
Studie nicht ausreichend waren, wurden sie nur zum Vergleich der
Ergebnisse hinzugezogen‘. Alle Arbeitsschritte wurden unter asepti-
scheh Bedihgungeh durchgefihrt. Die Zellsuspension war vor Zuga-
be des Zelimediums vollstandig aufgetaut. Das Auftauen der Kryo-
r6hrchen erfolgte zeitlich unabhangig vom Auftauen der Béutel. Das

Zellmedium wurde Iangsam zu den vorgelegten“ZeIIeh gegeben.

Um vérgleichbare Ergebnisse zu erzielen, wurden die verschiedenen |
Versuche parallel von mindestens 2, gegebenenfalls 3 Personen
durchgefuhrt.

Folgende Auftaumedien wurden hergestellt:

Medium 1:  Custodiol® (Vergleichsbeispiel)

Medium 2: Hydroxyethylst'a'_rke (HES) + 1 g/l Glucose + 4% HSA

(erﬂhdungsgemé(&)

Medium 3: Ringer-Lactat + 1 g/l Glucose + 4% HSA (erfindungs-
gemal)

12
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Medium 4: Composol® + 1 g/l Glucose + 4% HSA (erfindungsge-

maf)

Medium 5: Phosphatgepufferte Saline (PBS) + 1 g/l Glucose + 4%
HAS (erfindungsgeman) '

Medium 6: humanes Blutplésma (Vergleichsbeispiel)

Pro Durchlauf (ein aufgetauter Beutel) wurden ca. je 50 ml Zelimedi-
um benotigt. Humanes Blutplasma wurde im 37 °C warmen Wasser-

bad aufgetaut.

Bei drei Versuchen wurden die Medien im 37 °C warmen Wasserbad
fur mindestens 15 min temperiert (= ,warm"). Bei 2 Versuchen wur-
den die Zelimedien im Kihischrank fiir mindestens 15 min. gekihit
(=, kalt").

Sechs entspre'chend den Losungen etikettierte 50 mi-Réhrchen wur-

den v_orgelégt und bei Raumtemperatur aufbewéhrt.

Es wurde bei ,warmen“ Versuchen flir 5 min bei 18 °C und 50 g
zentrifugiert und bei ,kalten” Versuchen fur & Minuten bei 4 °C und

50 g zentrifugiert.

Kryobeutel wurden vorsichtig aus der Aluminiumkassette herausge-
nommen. Die Kryosuspension wurde 2 bis 5 min unter stdndigem
Schwenken aufgetaut bis keine Eiskristalle mehr zu sehen waren.

Der gesamte Vorgang dauerte nicht langer als 5 min.

Die gelbe Kappe wurde vom Beutel entfernt und das Septum mit An-

stechdorn eines Benjamix durchstochen. An den Benjamix des Kry-

13
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obeutels wurde eine 60 ml Spritze angeschiossen und 60 ml Zell-

suspension wurden entnommen.

Jeweils 10 ml Zellsuspension wurden in den sechs vorbereiteten
Roéhrchen dberfihrt. Dazu wurden jeweils 40 ml von den entspre-
chenden Zellmedien langsam zugegeben. Der gesamte Vorgang

dauerte nicht langer als 5 min.

Nach der Zentrifugation erfolgte das Waschen der Zellen. Es wurden
die Uberstande mit Pasteurpipette abgesaugt. Die Zellpellets wurden.
durch vorsichtiges Schwenken in 5 ml des entsprechenden Zellme-

diums vollstandig resuspendiert.

Es erfolgte eine Zellzéhlung nach Zellzahl und Vitalitat und nach je-

der Zellzadhlung wurde eine Leberzell-Kultur angelegt.

i eine Gesamliagerdauer von 3 Stunden wurden jeweils nach 60

min die beiden Ietztgenanhfen Schritte wiederhoit.

Eé wurden nur Leberzellen mit einer Vitalitat grofder als 40% vor der
Kryokbnservierung verwendet. Der Versuch wurde mindestens 3 mal
mit unterschiediichen individuellen Zellpraparationen (Chargen) wie-
derholt. Dabei wurde pro Charge rhindestens 1 Beutel aufgetaut.
Zum Vergleich wurden die Ergebnisse vom Auftauen von Kryorohr-

chen der verwendeten Chargen herangezogen.

Es wurden vier individuelle Zellpraparationen (Chargen) hinsichtlich
des Einflusses der Auftauldésung getestet. Die Ergebnisse wurden
hinsichtlich der Parameter Vitalitdt und Lebendzelizahl (LZZ) nach

Auftauen sowie Vitalitats- und Lebendzellzahlerhalt bei Lagerung in

14
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Suspension getestet. Die Temperatur des Mediums und fir die
Zentrifugation wurde bei Leberzelltransplantaten auf 4 °C festgelegt.
Der Versuch mit Charge HH142 wurde einmal ,warm" durchgefihrt
und dann kalt" wiederholt (siehe Figur 1 und Figur 2). Fur die weite-
re Auswertung wurden die Mittelwerte von beiden Versuchen ge-

nommen und als HH142 bezeichnet.
Die einzelnen Ergebnisse sind in den Figuren 3 und 4 dargestellt.

Um eine chargenunabhé&ngige Auswertung zu gewabhrleisten, wurde
derPa_rémeter Wiederfindung der Lebendzellzahl bei der Lagerung
in den getesteten Losungen definiert. Dieser wurde auf zwei ver-
schiedenen Ausgangspunkte bezogen. Zum einen die Wiederfin-

dung bezogen auf die Lebendzellzahl vor Einfrieren (Figur 5a). Zum

‘anderen die Wiederfindung bezogen auf die Lebendzellzahl nach

Waschen (Stunde 0 in spezifischen Lagermedium) _(Figur 5b).' Zum
Vergleich der finf Lésungen wurden Medianwerte fiir die genannten
Parameter aus den drei getesteten Chargen berechnet und in Figur

5 graphisch dargestelit.

Die beiden ausgewahiten Lésungen — Composol® und HES — wur-
den zuséatzlich anhand der Medianwerte von vier Chargen ausgewer-

tet und in Figur 6 graphiSch dargestellt:

Fir eine bessere Analyse der dargestellten Ergebnisse wurde fol-
génde Annahrung gemacht. Der Parameter Wiederfindung der ein-
gefrorenen LZZ wurde beim Custodiol® 100% gesetzt. Fur die getes-
teten funf Anséatze (Vergleichsbeispiel/erfindungsgemafe Beispiele)
wurde die prozentuale Abweichung dieses Parameters im Vergleich

mit Custodiol® berechnet (siehe Figur 7a und Figur 7b).
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Direkt nach dem Waschen der Zellen zeigten drei der Losungen
(PBS, Composol® und HES) eine vergleichbare (Ubereinstimmung
groler 80%) mit Custodiol® hinsichtlich des Parameters Wiederfin-
dung der LZZ. Dabei zeigte Composol® sogar bessere Ergebnisse
als Custodiol® (Wiederfindung gréBer 100%). Wéhr_end nach 1h PBS
die besten Ergebnisse aufwies zeigten Composol® und humanes
Plasma nach 2 Sfunden wiederum etwa 10% bessere mediane Er-

gebnisse als Custodiol®.

Zum weiteren Vergleich wurde eine weitere Auswertung durchge-

fuhrt. Fur jede L&sung wurde der Mittelwert aus allen 4 Zeitpunkten

berechnet (Stund_e 0 bis 3 Figur 7¢).

Unabhangig von Zeitvorlauf des Versuchs zeigten HES und Ringer-
Lactat ca. 20% Verlust der LZZ im Vergleich mit Custodiol®, wobei
PBS, Composol® und humanes Plasma vergleichbare (Abweichung

kieiner 10%) Ergebnisse wie Custodiol® zeigten.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur kurzzeitigen Lagerung von tierischen Zellen,

wobei die Zellen in einem fliissigen Zellmedium enthaltend
a) eine Salzlésung, ausgewéhlt aus

- einer Salzlésung insbesondere enthaltend Natrium-
chlorid, Natriumglukonat, Natriumacetat, Kaliumchlo-

rid, Magnesiumchlorid und Natriumbitrat,
- Ringer-Lactat, und
- Phosphat-gepufferte Saline (PBS),

und/oder eine wassrige Losung eines hochmolekularen

Zucker, insbesondere Hydroxyethylstarke,
b) Glucose und
c) Serumalbumin und/oder Blutplasma

aufgenommen werden und in diesem Zellmedium gelagert

werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Zellen kryokonser-
vierte Zellen sind und aufgetaut werden und nach dem
Auftauen in dem Zellmedium gewasbhen werden, vom
Zellmedium abgetrennt werden und dann in frischem Zell-

medium zur Lagerung aufgenommen werden.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche,
wobei das Zellmedium eine Temperatur von 2 bis 40 °C
hat.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

wobei es sich bei den Zellen um Leberzellen handelt.

Verfahren nach Anspruch 4, wobei es sich bei den Zellen

um Hepatozyten handeilt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

wbbei es sich bei den Zellen um Saugetier-Zellen handelbt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

wobei es sich bei den Zellen um humane Zellen handelt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche,
wobei es sich bei den Zellen um Zellen zur therapeuti-

schen Applikation handelt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei es

sich um Zellen zur in vitro Kultivierung handelt.

Verwendung eines Zellmediums wie in Anspruch 1 charak-
terisiert zur kurzzeitigen Lagerung von tierischen Zellen,
insbesondere nach dem Verfahren nach einem der An-

spriche 1 bis 9.

Zellmedium fir die kurzzeitige Lagerung tierischer Zellen,

wobei das Zellmedium
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15.
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a) Natriumchlorid, Natriumglukonat, Natriumacetat, Kali-

umchlorid, Magnesiumchlorid und Natriumcitrat,
b) Glucose und
c) Serumalbumin und/oder Blutplasma
in Wasser geldst enthalt.

Zellmedium nach Anspruch 11, wobei das Serumalbumin

Humanserumalbumin ist.

Zellmedium nach einem der Anspriiche 11 oder 12, wobei

das Blutplasma humanes Blutplasma ist.

Zellmedium nach einem der Anspriiche 11 bis 13, wobei
das Zellmedium

von 0,45 bis 0,60 Gew.-% Natriumchlorid,

von 0,45 bis 0,55 Ge_w.-% Natriumglukonat,

von 0,20 bis 0,25 Gew.-% Natriumacetat,

von 0,03 bis 0,04 Gew.-% Kaliumchlorid,

von 0,025 bis 0,035 Gew.-% Magnesiumchloridhexahydrat,
und von 0,31 bis 0,33 Gew.-% Natriumcitrat enthalt.

Zellmedium nach einem der Anspriiche 11 bis 14, wobei
das Zellmedium von 0,01 bis 0,5 Gew.-%, bevorzugt 0,1

bis 0,2 Gew.-%, Glucose enthalt.

Zellmedium nach einem der Anspriiche 11 bis 15, wobei
das Zellmedium von 0,5 bis 50 Gew.-%, bevorzugt 3 bis 5

Gew.-%, Serumalbumin enthait.
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17. Zellmedium nach einem der Anspriiche 11 bis 16, wobei
das Zellmedium von 0,5 bis 50 Gew.-%, bevorzugt 3 bis 5

Gew.-%, Blutplasma enthalt.

18. Zellmedium nach einem der Anspriche 11 bis 17, wobei
5 das Zellmedium einen pH-Wert von 6,4 bis 8, bevorzugt
von 7,0 bis 7,4, hat.

19.  Zellmedium nach einem der Anspriiche 11 bis 18, enthal-
tend mindestens einen weiteren Bestandteil, ausgewéahit
aus: Aminosauren, Hormonen, Vitaminen, Provitaminen

10 und antiapoptotisch wirksamen Substanzen
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Fig. 5a Wiederfindung LZZ vor Einfrieren - MEDIAN 3 Chargen
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Fig. 6a Wiederfindung LZZ vor Einfrieren - MEDIAN 4
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