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(57)  Anotace:
Prostfedek pro uchovani lidskych nebo zvifecich
bunek pii velmi nizkych teplotach od -18 °C do -
196 °C, ktery je tvofen vodnym roztokem
trehal6zy, ktery obsahuje trehalézu v mnozstvi 60
az 900 mmol/l. Roztok miiZe dale obsahovat
kationty K* v mnoZzstvi az 50 mmol/l, katonty Na*
v mnoZstvi az 80 mmol/l, anionty Cl" v mnoZstvi az
40 mmol/l, anionty PO4* a/nebo HPO4* a/nebo
H,PO4 v celkovém mnozstvi az 65 mmol/l,
kationty Mg?* a/nebo Ca** v celkovém mnozstvi aZ
2 mmol/l, anionty SO4** a/nebo HSO4 v celkovém
mnozstvi aZ 2 mmol/l, pficemZ pH roztoku je 7,1 az
7,6, a pri¢emz celkova osmolalita roztoku neni
vys$§i nez 900 mosmol/l. Popisuje se také pouZziti
vySe uvedeného prostiedku k dlouhodobému
uskladnéni kmenovych bun€k, zejména
mezenchymalnich kmenovych bunék po dobu vice
nez tf dnl pfi velmi nizkych teplotach od -18 °C do
-196 °C.
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Prostiedek pro uchovani lidskych nebo zvifecich bunék pri velmi nizkych teplotach a jeho
pouziti
Oblast techniky

Vynalez se tyka prostfedku pro uchovani lidskych nebo zvifecich bunék pii velmi nizkych
teplotach. Dale se vynalez tyka pouziti pufrovaného nebo nepufrovaného vodného roztoku
trehal6zy k dlouhodobému uskladnéni kmenovych bunék pii velmi nizkych teplotach.

Dosavadni stav techniky

Kmenové bunky jsou pro svilj multipotentni potencial velmi cenéna frakce v biofarmaceutickém
primyslu. Jejich omezena Zivotnost ex vivo je v souCasné dob¢ fesena jejich kryoprezervaci, tj.
hlubokym zmrazenim na teplotu -18 °C az -196 °C. Hluboce zamraZené¢ kmenové buiky je
mozné kdykoliv v pfipad€ potieby pouzit a jejich Zivotnost je v takovém stavu prodlouzena o
nékolik let. Klicovym krokem v celém procesu mrazeni kmenovych bunék je roztok, ve kterém
jsou bunky ulozeny. Jeho slozeni je zasadni pro vysledné vlastnosti bun¢k po jejich rozmraZeni.
Z hlediska biofarmaceutického primyslu a soucasnych pravidel pro pouziti bunck k
terapeutickym uceliim je Zadouci, aby rozmrazené buiky bylo moZzné pfimo aplikovat pacientovi
bez dalSich krokli promyvani ¢i centrifugace bunck. Tento fakt klade velké naroky predev§im na
slozeni roztoku s ohledem na bezpecnost jednotlivych komponent v roztoku obsazenych. Pro
kryoprezervaci bun€k se bézn¢ pouziva dimethylsulfoxid (DMSO), ethylen glykol ¢i glycerol.

Nevyhoda pouziti t€chto kryoprotektivnich latek je jejich nezanedbatelna cytoxicita a vyznamné
nezadouci vedlejsi ucinky pfi podani pacientim. Proto jsou vyvijeny kryoprotektivni roztoky,
které jsou primamé zaloZeny na pouZiti netoxickych slozek pifi zachovani kryoprezervaénich
vlastnosti.

Jako velmi potentni sloZka kryoprotektivnich roztokil se ukazuje trehaldza. Trehaloza, disacharid
glukozy, je syntetizovana niz§imi organizmy v ptipadech, kdy jsou vystaveny stresu, chladu,
vysokym teplotam nebo vysuSeni, je znama jako protistresovy faktor. Trehaléza, na rozdil od
DMSO, neprochazi bunénou membranou a pfi mrazeni chrani bunky extracelularné diky mimé
dehydrataci bun¢k.

Dash a kolektiv testovali trehalézu (Curr Stem Cell Res Ther., 2008) pro mraZeni rybich
embryonalnich kmenovych bunék. Pfidana trehaldza do kryoprotektivniho roztoku obsahujiciho
DMSO zvysila viabilitu rozmraZzenych bunék.

Velmi pozitivni u€inek 1M roztoku trehal6zy na mrazeni kmenovych CD34 + buné¢k izolovanych
z periferni krve popisuje Martinetti (Biomed Rep., 2017).

Pouziti extracelularni a také intracelularni trehalozy v kryoroztoku ptiznivé ovliviluje vitalitu
rozmrazenych kmenovych bunék izolovanych z pupecnikové krve (Motta a kol., Cryobiology,
2014).

Campbell a kolektiv popisuje (Cryobiology, 2012) vyhodné pouziti 0,2 - 0,4M roztoku trehal6zy
v kombinaci s uhli¢itanem sodnym a kultivaénim médiem EMEM (Eagle’s Minimum Essential
Medium) pro mrazeni hovézich endothelialnich bungk.

Velice vyhodna se ukazuje 24 hodinova preinkubace bunék s trehalézou pred samotnym
procesem mrazeni. Vyhodu preinkubace bun¢k 200mM roztokem trehaldézy také popisuje
Petrenko a kol. (Cryo Letters. 2014).
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Patentova prfihlaska CN105961374 popisuje kryoprotektivni  roztok pro uchovani
mesenchymalnich kmenovych bunék. Tento roztok obsahuje zejména polyethylen glykol a
albumin, pficemzZ jako jednu ze slozek obsahuje i trehaldzu.

PiihlaSka CN105494317 popisuje zamrazeni kmenovych bunék izolovanych z tukové tkané v
roztoku obsahujicim zejména lipoprotein, trehal6zu a glycerin.

Patentova piihlaska CN104012519 popisuje vyhodnou kombinaci trehalézy a erytropoietinu v
kryoprotektivnim roztoku.

Patentova piihlaska US2011008300 popisuje vyhodné pouZiti roztoku s obsahem trehalozy a
glycerinu pro kryoprezervaci tukové tkané.

Patentova piihlaska KR20140046690 popisuje mraZeni prasecich spermatogonalnich bunck v
roztoku obsahujicim 200 mM trehaldzy, fetalni hovézi sérum, DMSO a kultivaéni médium Alpha
MEM (Alpha Modification of Eagle's Minimum Essential Media).

Obdobné, prihlaska CN102578077 je zaméfena na problematiku mraZeni mesenchymalnich
kmenovych bunék v kryoroztoku obsahujicim DMSO, trehalozu a dal$i komponenty. Kryoroztok
je pouzit bez obsahu séra.

Korejsky patent KR20120078094 popisuje vyhodnou kombinaci DMSO, trehaldzy, katalasy a
kaspasového inhibitoru zVAD-fmk pro mraZeni kmenovych buné€k izolovanych z plodové vody.

Roztok obsahujici trehalézu a dal§i farmaceuticky pouzitelné ingredience je popsan v Ceské
patentové piihlasce PV 2016-284. Prihlaska popisuje hypothermické skladovani bunék v tomto
roztoku pfi teploté snizené aZ na -4 °C.

Dosud znama feSeni neumozZiuji hluboké zmraZeni za pouziti farmaceuticky nekompatibilnich

slozek, coz vyrazné v klinické praxi znemoznuje bezprostfedni vyuziti takovych roztokli po
rozmrazeni.

Podstata vynalezu

Vyse uvedené nedostatky odstraiuje prostredek pro uchovani kmenovych bunék pii velmi
nizkych teplotach, ktery je tvofen vodnym roztokem trehalozy, ktery obsahuje disacharid
trehaldozu v mnozstvi 60 az 900 mmol/l, s vyhodou 200 az 900 mmol/I a nejvyhodnéji 300 az 900
mmol/l.

Roztok se mlze skladat pouze z vody a trehaléozy v mnozstvi 60 az 900 mmol/l, pficemz pH
roztoku mliZe byt, v zavislosti na pouzité vod¢, 7 az 8, zpravidla v§ak je hodnota pH 7,1 az 7,6.

Ve vyhodném provedeni roztok sestava z pufrovaného vodného roztoku trehaldzy, ktery obsahuje
jednoduché soli pro tlumeni vykyvli pH, ptfi¢emz pH roztoku je 7,1 az 7,6, a pti¢emz celkova
osmolarita roztoku neni vy$§i neZ 900 mosmol/l. Osmolaritou se v této prihlasce rozumi
osmolarita vypocétena zpiisobem v této oblasti techniky obvyklym, nebo, v ptipadé ze by byla
vys$§i nez vypoctena, osmolarita zmétena.

Tento roztok s vyhodou obsahuje jako nezbytné slozky kationty K* v mnozstvi 20 az 50 mmol/1,
kationty Na* v mnozstvi 20 az 80 mmol/l, anionty Cl" v mnozstvi 0,5 az 40 mmol/l, anionty PO4*
a/nebo HPO4> a/nebo H,PO4> v celkovém mnozstvi 20 az 65 mmol/l, a trehalozu v mnoZstvi
minimalné 60 mmol/l, s vyhodou minimalné 200 mmol/l, jesté vyhodnéji minimalné 300 mmol/l.
Horni mez obsahu trehaldzy je urcena tim, Ze celkova osmolarita roztoku nema byt vyssi nez 900
mosmol/l. Horni mez obsahu trehalézy v pufrovaném roztoku je tedy o mnoZstvi disociovanych
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soli niz§i nez 900 mosmol/l. Koncentrace uvedenych sloZzek jsou v ramci uvedeného rozmezi
voleny tak, aby hodnota pH roztoku byla 7,1 az 7,6. V nejjednodu$§im provedeni vynalezu
nemusi prostfedek podle vynalezu obsahovat Zadné dal$i zamémé ptidavané slozky. V kazdém
ptipad¢, optimalni celkova osmolarita roztoku neni vyssi nez 900 mosmol/l.

V dalSich provedenich vynalezu roztok dale miize obsahovat kationty Mg** a/nebo Ca®* v
celkovém mnozstvi 0 az 2 mmol/l a anionty SO4* a/nebo HSOs v celkovém mnozstvi 0 az 2
mmol/l. Jestlize jsou kationty Mg** a/nebo Ca** pfitomny jako zamémé piidana slozka, jsou v
roztoku obsazeny v celkovém mnozstvi 0,1 az 2 mmol/l. JestliZe jsou anionty SO4* a/nebo HSO4
ptitomny jako zdmérné pridana slozka, jsou v roztoku obsazeny v celkovém mnozstvi 0,5 az 2
mmol/l.

Ve vyhodném provedeni vynalezu roztok obsahuje kationty K* v mmoZzstvi 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 PO4* a/nebo HPO4* a/nebo HoPO4
v celkovém mnozstvi 40 az 50 mmol/l, anionty SO4* a/nebo HSOy4™ v celkovém mnozstvi 0,9 az
1,2 mmol/l.

Ve zvlasté vyhodnych provedenich vynalezu roztok obsahuje trehaléozu v mnozstvi 200 az 400
mmol/l.

Zvlasté vyhodné je, kdyz vodny roztok neobsahuje vedle kationtt K* kationti Na*, kationtd Mg
a/nebo Ca*, aniontd CI', aniontd PO4* a/nebo HPO.* a/nebo H,PO.’, aniontli SO4* a/nebo HSO4
a trehalozy zadné dalsi zameérmé pfidané slozky. Samoziejmé nelze vyloucit,ze v roztoku jsou
stopova mnozZstvi latek, jejichZ ptitomnost je podminéna vyrobou nebo jinak nahodna.

Konkrétnéji, prostfedek podle vynalezu je uréen k uskladnéni bunék pfi nizkych a velmi nizkych
teplotach od -5 °C az do -273 °C. Prostfedek podle vynélezu je zvlast¢ vhodny k uskladnéni
kmenovych bungk pii teplotach od -18 °C do -196 °C, s vyhodou -60 °C az-196 °C, nejc¢astéji -80
°C az -196 °C. Rezim mraZeni prostiedku podle vynalezu mlze mit rizny pribéh. Mize byt
pouZito programovatelnych mrazicich jednotek (napt. IceCube; SY-LAB) ¢i dalSich teplotné
optimalizovanych zafizeni: Mr. Frosty™ (Thermo Fisher Scientific) ¢i CoolCell® (BioCision). S
vyhodou lze suspenzi bun¢k v prostiedku dle vynalezu mrazit také pfimym uloZzenim vzorku do
par tekuté¢ho dusiku. Tekuty dusik ¢i jeho pary jsou z pohledu mrazeni i uskladnéni vzorku
nejvhodné;jsi.

Prostfedek podle vynalezu se sklada z farmaceuticky pfijatelnych sloucenin a miiZze byt pouzit
pfimo k aplikaci kmenovych bunék, které jsou v ném zmrazeny. Po rozmrazeni kmenovych
bunék je zajisténa jejich dostatecna zivotaschopnost.

Prostiedek podle vyndlezu je uréen zejména pro mrazové uchovani mezenchymalnich
kmenovych bunc¢k ziskanych z kostni dfené, tukové tkané, periferni krve nebo z
extraembryonalnich tkani (placenta, pupecnik, pupecnikova krev) nebo embryonalnich,
nervovych, indukovanych nebo limbélnich kmenovych bun¢k savcll véetné ¢lovéka. Mize slouzit
také k uchovani kmenovych bunék uchycenych na biologickém nosici. Z podstaty samotného
vynalezu, tedy osmoticky vliv roztoku na bunky pred zmraZenim v¢. stabilizace bunééné
membrany, je mozné oc¢ekavat pozitivni vliv roztoku také na jiné bunécné typy.

Kmenové bunky uchované v prostiedku podle vynalezu mohou byt po rozmrazeni aplikovany
bez nutnosti odmyti tohoto prostredku pfimo pacientovi zejména intraven6zné, intraarterialng,
intramuskularné, subkutann¢, subkunjunktivialn€¢ nebo intratekalné, a to bud’ samostatné, nebo s
nosicem.

Nosic¢em kmenovych bun¢k miize byt biodegradabilni i nedegradabilni material. Nosi¢em mohou
byt funkéni biomateridly. MiiZze se jednat o syntetické biokompatibilni polymery (kyselina
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polylaktidova PLA, kyselina polyglykolova PGA, polyethylenglykol PEG, polykaprolakton PCL,
polyhydroxybutyrat PHB a dalsi), pfirodni polymery a polysacharidy (kolagen typu I,
hyaluronova kyselina, fibrin, chitosan, celuldza, Skrob a dalsi) nebo extracelularni matrice (ECM)
ve formé¢ hydrogelu, nanovlaken nebo mikrovlaken. Alternativné se pro aplikace, které pocitaji s
nosi¢em, mohou kultivace kmenovych bunék provadét v ptitomnosti téchto nosici a spolecné
uchovavat a aplikovat v prostiedku podle vynalezu.

Vhodny roztok trehalozy o koncentraci trehalézy v mnozstvi 60 az 900 mmol/l, s vyhodou 300 az
900 mmol/l, je mozné pouzit k dlouhodobému uskladnéni hluboce zmraZenych mezenchymalnich
kmenovych bun€k. Hlubokym zmraZenim se rozumi zmraZeni na velmi nizké teploty od -18 °C
do -196 °C. Nizsi teploty jsou také mozné, i kdyz méné praktické. Dlouhodobym uskladnénim se
rozumi uskladnéni po dobu vice neZ tfi dnd, ale 1 n€kolika tydnil nebo mésicli, naptiklad az péti
let.

Pufrovany vodny roztok trehal6zy, obsahujici trehalozu v mnozstvi 200 az 400 mmol/l, 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/Il, anionty
PO.*" a/nebo HPO4* a/nebo HoPO4 v celkovém mnozstvi 40 az 50 mmol/l, anionty SO4* a/nebo
HSO4 v celkovém mnozstvi 0,9 az 1,2 mmol/l, je mozné pouzit zejména k dlouhodobému
uskladnéni hluboce zmrazenych mezenchymalnich kmenovych bunék.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1: Izolace a kultivace MSCs z kostni diené¢ (BM-MSCs)

Aspirace kostni dfené byla provedena trepanobioptickou jehlou, ktera je soucasti odbérového setu
obsahujiciho fyziologicky roztok s heparinem a gentamicinem. Po transportu kostni diené do
prostor pro sterilni zpracovani biologického materialu byl vzorek smichan s infuznim roztokem
Gelofusinu. Mnozstvi ptidaného Gelofusinu odpovidalo 25 % objemu kostni diené. Smés
sedimentovala 10 - 30 minut a poté byla odebrana vrstva prstence mononuklearnich bunék. V
odebrané vrstvé bunék byla analyzovana buné€nost smési hematologickym analyzatorem. Do
kazdé z pripravenych kultivaénich lahvi o plose 75 cm?® bylo ptidano 10 ml kompletniho
kultivacniho média (médium Alpha MEM Eagle obsahujici 5% lidsky destickovy lyzat a
gentamicin) a definované mnozstvi suspenze izolovanych bun¢k (5 - 10 miliond jadernych
bunék) pro nasazeni primokultury. Kultivace bunék probihala pfi teploté 37 £ 0,5 °C a 5 % CO..
V pribchu kultivace bunék probihala pribéZna vymeéna kompletniho kultivaéniho média s
ptipadnym oplachem bunék pomoci 10 ml pufru PBS na jednu kultivacni lahev. Dle mnoZzstvi
rostoucich bunék probihalo jejich pasazovani, tedy fizené enzymatické odlouceni adherujicich
bunék a jejich preneseni na vétsi kultivaéni plochu. Tento proces vzdy zacal optickou kontrolou
kultury pod mikroskopem; optimalni pro rist kultury bylo dosazeni 80 - 90% pokryti bunék
kultivaéniho dna. Pro pasazovani bylo nutné odsati kultivaéniho média, oplach kultury 10 ml
pufru PBS a piidani 1 ml roztoku enzymu TrypLE Select CTS. Kultivaéni lahve byly cca 4
minuty inkubovany pii 37 £ 0,5 °C. Spravny pribéh enzymatické reakce byl kontrolovan pod
mikroskopem. Pokud se buniky 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 promichdna jemnym nasatim a vysatim z pipety a byla prevedena do
centrifugacni zkumavky a centrifugovana (230 g, 5 minut). Peleta bunék byla resuspendovana v
kompletnim kultivacnim médiu a suspenze bunék rozdélena na pozadované mnoZstvi
kultivaénich lahvi. Tfetim pasazovanim bunék bylo dosaZeno finalni suspenze bunék. Ta byla
navic jeSté jednou promyta pufrem PBS a centrifugovana (230 g, 5 minut). Pro vytvofeni
ptipravku podle provedeni vynalezu byla peleta ziskand vySe uvedenym postupem
resuspendovana v roztoku pfipravku uvedeném v ptikladu 2A (s 250 mM trehaldzou, ktery je
dale oznacovan TR-250), 2B (s 300 mM trehaldézou, oznaCovaném TR-300), 2C (s 350 mM
trehal6zou, oznacovaném TR-350), 2D (s 400 mM trehal6zou, oznaCovaném TR-400) a 2E



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 2017 - 396 A3

(pouze vodny roztok s 400 mM trehal6zou oznaCovaném TRH-400). Znackou mM nebo také
mmol/l je ozna¢ovan pocet milimoll v litru roztoku.

Obsah zmraZenych kmenovych bunék byl zpravidla 5 x 10° az 1 x 10" MSCs/ml. Takto
pfipravena suspenze bunék byla priibézné michana lehkym protfepanim po dobu nejméné deseti
minut pii pokojové teploté. Zaroven byla stanovena viabilita vstupni suspenze bunék. Nasledné
byla suspenze (TR-250 a TR-300) ulozena do mrazaku o teploté¢ -70 °C v mrazicim zafizeni
CoolCell® (BioCision). Paralelné byly vzorky uloZeny pfimo do teploty -70 °C ¢i do -196 °C na
dobu 24 hodin (tabulka 1). V tabulce 2 jsou uvedeny hodnoty viability bun¢k zmraZenych
pouhym uloZenim do teploty -196 °C, nicméné bunky jsou v suspenzi v rliznych roztocich (TR-
350, TR-400 a TRH-400). Nasledn¢ byly vSechny vzorky uloZzeny do Dewarovy nadoby
obsahujici tekuty dusik. Po jejich rozmrazeni ve vodni lazni pti 37 °C byly vzorky testovany dle
ptikladu 3.

Piiklad 2: Mozné piipravy 100 ml roztoku podle vynalezu
Priklad 2A. Ptiprava roztoku podle vynalezu s 250 mM trehalézou (TR-250)

Navazime 0, 408 g KH,PO4 a 0,213 g Na;HPOs, rozpustime v 20 ml destilované vody; navazime
0,007 g CaCl> x 2H>O a rozpustime v 10 ml destilované vody; navazime 0,012 g MgSO, a
rozpustime v 10 ml destilované vody. Takto pfipravené roztoky smichdme a upravime pH na
hodnotu 7,4. Poté ve smési rozpustime 9,45 g trehaldzy a kone¢ny objem upravime destilovanou
vodou na 100 ml. Vysledna osmolarita roztoku je 358 mosmol/l.

Piiklad 2B. Pfiprava roztoku podle vynalezu s 300 mM trehal6zou (TR-300)

Navazime 0, 408 g KH,PO4 a 0,213 g Na;HPOs, rozpustime v 20 ml destilované vody; navazime
0,007 g CaCl> x 2H>O a rozpustime v 10 ml destilované vody; navazime 0,012 g MgSO, a
rozpustime v 10 ml destilované vody. Takto pfipravené roztoky smichame a upravime pH na
hodnotu 7,4. Poté ve smési rozpustime 11,34 g trehalézy a kone¢ny objem upravime destilovanou
vodou na 100 ml. Vysledna osmolarita roztoku je 408 mosmol/l.

Ptiklad 2C. Pfiprava roztoku podle vynalezu s 350 mM trehal6zou (TR-350)

Navazime 0,408 g KH>PO4 a 0,213 g Na,HPO,, rozpustime v 20 ml destilované vody; navazime
0,007 g CaCl> x 2H>O a rozpustime v 10 ml destilované vody; navazime 0,012 g MgSO, a
rozpustime v 10 ml destilované vody. Takto pfipravené roztoky smichame a upravime pH na
hodnotu 7,4. Poté ve smési rozpustime 13,23 g trehaldzy a kone¢ny objem upravime destilovanou
vodou na 100 ml. Vysledna osmolarita roztoku je 458 mosmol/l.

Priklad 2D. Ptiprava roztoku podle vynalezu s 400 mM trehal6zou (TR-400)

Navazime 0, 408 g KH,PO4 a 0,213 g Na;HPO, rozpustime v 20 ml destilované vody; navazime
0,007 g CaCl> x 2H>O a rozpustime v 10 ml destilované vody; navazime 0,012 g MgSO4 a
rozpustime v 10 ml destilované vody. Takto piipravené roztoky smichame a upravime pH na
hodnotu 7,4. Poté ve smési rozpustime 15,12 g trehaldzy a kone¢ny objem upravime destilovanou
vodou na 100 ml. Vysledna osmolarita roztoku je 508 mosmol/l.

Priklad 2E. Pfiprava vodného nepufrovaného roztoku podle vynalezu s 400 mM trehaldzou
(TRH-400)

Navazime a rozpustime 15,12 g trehal6zy a kone¢ny objem upravime destilovanou vodou na 100
ml. Vysledna osmolarita roztoku je 400 mosmol/l.

Piiklad 3: Zivotaschopnost BM-MSCs po jejich zmrazeni a nasledném rozmrazeni (uskladnéni v
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tekutém dusiku)

Byla hodnocena Zivotaschopnost MSCs izolovanych z lidské kostni dfené uchovanych v roztoku
TR-250, TR-300, TR-350, TR-400 a TRH- 400 ihned po jejich rozmraZeni. Nejprve byla
suspenze barvena propidium jodidem a viabilita bun¢k stanovena metodou pritokové cytometrie.
Viabilita stanovena barvenim propidium jodidem odrazi Zivotaschopnost jednotlivych bunék v
suspenzi. Propidium jodid je latka, ktera neprostupuje membranou Zivych bunék. U poskozenych
a nezivotaschopnych bunék se propidium jodid vaze na DNA. Zivotaschopnost BM-MSCs
sledovana barvenim propidium jodidem bezprostiedné po rozmraZeni dosahovala vice nez 50 %
u vzorkll zmraZenych Sokovym uloZenim do -70 °C ¢i do -196 °C (tabulka 1). Nejvhodnéjsi se
ukazuje pravé primé uloZeni suspense bunék v prostiedku dle vynalezu do -70 °C ¢i -196 °C v
roztoku TR-250 i TR-300 (tabulka 1). NejlepSich vysledkii bylo ov§em dosaZeno pii pouZiti
roztoku TR-400 s nejvyssi koncentraci trehalozy. Ten chrani bunky pred poSkozenim mrazem
nejvice, viabilita bun¢k se po rozmrazeni pohybuje nad 60 % (tabulka 2).

Tabulka 1 - MSCs z kostni dfené, viabilita bun¢k v roztoku TR-250 a TR-300 v rdiznych
rezimech mrazeni

%  zZivych  (propidium  jodid

TR-250 negativnich) bunék

vzorek pred

mrazenim 90,8
COOLCELL 14,2
pfimé uloZeni do

-70 °C 54,7
pfimé uloZeni do

-196 °C 52,9

%  zivych  (propidium  jodid

TR-300 negativnich) bunék

vzorek pied

mrazenim 90, 8
COOLCELL 12,1
pfimé uloZeni do

-70 °C 51,0
piimé uloZeni do

-196 °C 59,7

Tabulka 2 - MSCs z kostni dfené, viabilita bun€k uloZenych ptimo do -196 °C v riznych
roztocich dle vynalezu

UloZeni do % zivych (propidium  jodid
-196 °C negativnich) bunék

vzorek pred|

mrazenim 91,1
TR-350 54,5
TR-400 63,9
TRH-400 39,1
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RozmraZzené buiky byly paraleln¢ také testovany pomoci nasledné kultivace a byla sledovana
jejich schopnost adherence na kultivaéni plastik a jejich morfologické vlastnosti. Zakladni
vlastnosti mesenchymalnich kmenovych bunék je jejich schopnost adherence na kultivaéni
plastik. Z morfologického hlediska maji zivotaschopné mesenchymalni kmenové buiky protahly
fibroblastovy tvar. Bylo vysazeno stejné objemové mnoZstvi bun€k odpovidajici poctu 100 000
bun¢k v Cerstvém stavu na 24 jamkovou kultivacni desku. Po 48 hodinach byly buiikky hodnoceny
pod mikroskopem. Nejvy§si mira adheze byla pozorovana u suspenze bun€k mrazenych pfimym
uloZenim do -70 °C ¢i -196 °C v roztoku dle vynalezu (TR- 250, TR-300, TR-350 a TR-400).
Vsechny adherované bunky odpovidaly morfologii mesenchymalnich kmenovych bunék. Tato
pozorovani jsou v souladu s pozorovanim pii detekci viability pomoci propidium jodidu.

Orienta¢nimi pokusy bylo zjiSté€no, Ze obsah trehaldozy mize byt 1 vyssi nez 400 mmol/l, avSak
jeji u€inek se jiz nijak vyznamné nezvySuje, pii¢emz pii celkové osmolarité vyssi nez 900 jizZ je
roztok farmaceuticky nevhodny, a naopak obsah trehaldozy niz§i nez 60 mmol/l nema jiz
pozorovatelny vliv.

PATENTOVE NAROKY

1. Prostfedek pro uchovani lidskych nebo zvirecich bunék pfi velmi nizkych teplotach,
vyznacdujici se tim, Ze je tvofen vodnym roztokem trehalozy, ktery obsahuje trehaldézu v
mnozstvi 60 az 900 mmol/l, pfiCemz roztok muze dale obsahovat kationty K* v mnozstvi
0 az 50 mmol/l, kationty Na* v mnozstvi 0 az 80 mmol/l, anionty C1" v mnozstvi 0 az 40
mmol/l, anionty PO4*" a/nebo HPO4* a/nebo H.PO4 v celkovém mnozstvi 0 az 65
mmol/l, kationty Mg?* a/nebo Ca** v celkovém mnozstvi 0 az 2 mmol/l, anionty SO.*
a/nebo HSO4 v celkovém mnozstvi 0 az 2 mmol/l, pti¢emz pH roztoku je 7,1 az 7,6, a
ptri€emz celkova osmolarita roztoku neni vyssi nez 900 mosmol/I.

2. Prostfedek podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze roztok sestava vylu¢né z trehalozy,
vody a poptipad¢ stopovych mnozstvi doprovodnych rozpusténych latek.

3. Prostredek podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze roztok obsahuje kationty K* v
mnozstvi 20 az 50 mmol/l, kationty Na* v mnozstvi 20 az 80 mmol/l, anionty CI" v
mnozstvi 0,5 az 40 mmol/l, anionty PO4* a/nebo HPO.*" a/nebo H,PO4 v celkovém
mnozstvi 20 az 65 mmol/l.

4. Prosttedek podle naroku 3, vyznaéujici se tim, Ze roztok obsahuje kationty Mg?*
a/nebo Ca** v celkovém mnozstvi 0,1 az 2 mmol/l, anionty SO.* a/nebo HSO4™ v
celkovém mnozstvi 0,5 az 2 mmol/l

5. Prostfedek podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze roztok obsahuje trehalézu v
mnozstvi 200 az 400 mmol/], 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 C1" v mnozstvi 0,5 az 20 mmol/l, anionty PO.* a/nebo HPO4* a/nebo
H.PO. v celkovém mnozstvi 40 az 50 mmol/1, anionty SO.4* a/nebo HSO4 v celkovém
mnozstvi 0,9 az 1,2 mmol/I.

6. Prostfedek podle n¢kterého z narokl 1 nebo 3 az 5, vyznaéujici se tim, Ze roztok
sestava vylucné z trehaldzy, vody, alespon nékterého kationtu ze skupiny kationtd K*,
Na*, Ca**, Mg** a alespofi nékterého aniontu ze skupiny aniontii I, PO;>, HPO,*, HoPO4',
SO.*, HSO, a poptipadé stopovych mnozstvi doprovodnych rozpusténych latek.
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7. Pouziti prostfedku podle nékter¢ho z narokt 3 az 6 k uskladnéni kmenovych bunék
po dobu alespon tii dnii pfi velmi nizkych teplotach od -18 °C do -196 °C.

8. Pouziti vodného roztoku trehaldzy o koncentraci trehaldézy v mnozstvi 60 az 900
mmol/l, k dlouhodobému, po dobu vice nez tfi dnti, uskladnéni mezenchymalnich
kmenovych buné¢k pti velmi nizkych teplotach od -18 °C do -196 °C.

9. Pouziti pufrovaného vodného roztoku trehaldzy, obsahujiciho trehalézu v mnozstvi
200 az 400 mmol/l, 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 C1I" v mnozstvi 0,5 az 20 mmol/l, anionty PO4*- a/nebo HPO4* a/nebo HPOs v
celkovém mnozstvi 40 az 50 mmol/l, anionty SO a/nebo HSO4 v celkovém mnozstvi 0,9
az 1,2 mmol/l, k dlouhodobému, po dobu vice nez tii dnii, uskladnéni mezenchymalnich
kmenovych buné¢k pti velmi nizkych teplotach od -18 °C do -196 °C.



