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Zptisob uchovani zivociSnych bunék

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpilsobu uchovani zivociSnych bunék, zejména kmenovych bunck, pfi
chladnickové teploté, zejména pii teploté v rozmezi +2 az +8 °C, za G¢elem jejich skladovani
nebo transportu.

Dosavadni stav techniky

Kmenové buiky, zejména mezenchymalni kmenové bunky (MSCs, Mesenchymal Stem Cells)
jsou vyuZivany v moderni medicing k 1é¢eni riznych onemocnéni. Pfi 1é¢bé je vyuZivano jejich
imunomodula¢nich, protizanétlivych, antioxidaCnich, sekre¢nich, chemotaktickych a
diferenciac¢nich vlastnosti. MSCs jsou rovnéz vyuzivany ve védecké sféie k riznym in vitro a in
vivo pokustim a k preklinickym studiim na modelovych zvitatech.

Pred aplikaci MSCs ur¢enych k terapeutickym u0¢elim v huméanni mediciné je tfeba jejich
dikladna charakterizace a testovani. Je nutné potvrdit jejich bezpecnost (testy sterility,
piitomnost endotoxindl a mykoplazmat), jejich identitu (povrchové znaky) a funkénost. MSCs je
dale tieba transportovat z mista vyroby do mista podani bunék pacientovi nebo do mista jejich
dals$iho vyuZiti (testovani, védecké ucely, preklinické testy). VSechny tyto procedury prodluZuji
dobu uskladnéni bunéného piipravku a zvysuji naroky na prodlouzenou zivotnost bunék. Jak
uvadi Sohn a kolektiv
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(Cytotherapy, 2013), viabilita MSCs uchovanych v solném roztoku klesa jiz po dvou hodinach.

Pro uchovéni bunck se vyuziva vét§inou modifikovanych roztokdl primarné vyvinutych pro
transport organtl (US 7951590, US 6045990, WO 2010064054 A1).

Pouziti riznych roztokli pro dlouhodobé uchovani mezenchymalnich kmenovych bunck je
popsano také v nasledujicich publikacich.

Ginis a kolektiv (Tissue Eng Part C Methods, 2012) testovali uchovani adherentnich
mezenchymalnich kmenovych bunék v roztoku Hypothermosol® FRS (roztok obsahujici kationty
Na', K*, Ca’", Mg®>* a anionty CI, H,POs, HCOs™ a laktobionat, sachar6zu, mannitol, glukézu,
dextran-40, adenosin, glutathion, HEPES, Trolox) pii 4 °C. Viabilita takto uchovanych buné¢k se
pohybovala mezi 70-80 % po 2-4 dennim skladovani.

Chen a kolektiv (Cell Transplant, 2013) testovali uchovani bun¢k v roztoku Plasmalyte (roztok
obsahujici kationty Na*, K, Mg®" a anionty CI', CH;COO" a C¢H;107) a 5 % dextrozy po dobu
Sesti hodin a zjistili pokles viability o 17-20 %.

Dalsi komer¢né dostupnd média a roztoky HBSS (Hank's Balanced Salt Solution, Hankstv
pufrovany solny roztok obsahujici KCI, KH,PO4, NaCl, NaHCOs;, Na;HPO4 a D-glukézu) a
ViaSpan® (roztok obsahujici KHoPOs, MgSOs4, laktobionat draselny, raffinézu, adenosin,
glutathion, allopurinol, hydroxyethyl$krob) testovali autofi Corwin a kolektiv (Cryobiology,
2014). Viabilita MSCs po 48-hodinovém uloZeni pii 4 °C byla 45 %.
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Z patentu CZ 306800 je znam prostifedek pro uchovani, transport a aplikaci kmenovych bunck
tvoteny pufrovanym vodnym roztokem trehaldézy (KH.PO4, NayHPO4, CaCly, MgSO,, trehaloza
a H,0). MSCs uchované v tomto prostfedku po dobu 72 hodin si zachovaly 84-90% Zzivotnost.

Podstata vynalezu

Vynalez je zaloZen na mySlence pouZit pro chladové uchovani zivo€iSnych bunék, zejména
kmenovych bunék, pii takzvané chladniCkové teploté, zejména pii teploté¢ +2 az +8 °C, jako
slozku roztoku molekularni vodik H; Molekularni vodik diky své malé velikosti snadno
difunduje do cytoplazmy, mitochondrii, pfipadné 1 jader bun&k, kde plsobi antioxidacné,

« rowa1e

Podstata vynalezu spociva v tom, Ze molekularnim vodikem je obohacovan, v mnoZstvi alesponi
0,3 mg/l, vhodny roztok, s vyhodou farmaceuticky roztok, ve kterém jsou buiky uchovavany a
zaroven podavany pacientovi. Jako vhodny farmaceuticky roztok lze vyuZit napt. infuzni roztoky
(napf. Ringerliv roztok, Hartmannlv roztok, fyziologicky roztok, Plasmalyte), piipadné¢ PBS
(phosphate buffered saline — fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem), HBSS, EBSS (Earl's
balanced salt solution — Earliv balancovany solny roztok) nebo pufrovany vodny roztok
trehalozy (patent CZ 306800). Roztok po saturaci vodikem by mél mit hodnotu pH v rozmezi 6,3
- 7,8; idealné 6,9 - 7,4; hodnotu celkové osmolarity v rozmezi 270 — 350 mOsm/1; idealn¢ 290 -
310 mOsmy/1.

Roztoky lze sytit molekularnim vodikem bud’ komeréné dostupnymi prostfedky uvoliujicimi
vodik, jako jsou chemické patrony (Dr.
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H. Hayashi's original HydrogenRich Water Stick™), ty¢inky (Doctor SUISOSUI®, Friendear,
Tokyo, Japan) nebo tablety na bazi hoi¢iku (US 20160113865 A1), pfidavkem obecného kovu
s jedlou organickou kyselinou (US 20150258136 A1) nebo probublavanim vodnych roztoki
plynnym vodikem.

Vyhodné se do zvoleného roztoku zavadi molekularni vodik probublavanim plynnym vodikem
z tlakové¢ lahve.

Roztok mize byt obohacovan vodikem na libovolny obsah vodiku, ktery poskytuje
pozorovatelny ucinek, s vyhodou vSak aZ do jeho saturace za danych podminek. Roztok by mél
obsahovat 0,3 az 1,6 mg/l molekularniho vodiku; idealné 0,5 az 1,5 mg/1.

Zplsob uchovani za vyuZiti molekularniho vodiku je ur€en pro chladové uchovani bez nutnosti
zamrazeni suspenzi rlznych typl bunék, zejména zivociSnych, napiiklad bunéénych linii,
napiiklad fibroblastd z pojivové tkané, zejména vSak mezenchymalnich kmenovych bunck
ziskanych napiiklad z kostni dfené, tukové tkané, periferni krve, zubni pulpy,
z extraembryonalnich tkani (placenta, pupecnik, pupec¢nikova krev), ale i1 embryonalnich,
nervovych, indukovanych nebo limbalnich kmenovych bunck savcl véetné clovéka. Mize slouzit
také k uchovani kmenovych bunék uchycenych na biologickém nosi¢i nebo zabudovanych uvnitt
nosice.

Kmenové buiiky uchované zplisobem podle vynalezu mohou byt aplikovany piimo pacientovi
bez nutnosti dal§i manipulace, a to zejména intravenézné, intraarterialné, intramuskularné,
subkutanng, subkunjunktivialné nebo intratekalné, a to bud’ samostatné, nebo v kombinaci, napf.
s nosi¢em.
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Nosi¢em kmenovych bunék mohou byt funkéni biomateridly. MlZe se jednat o syntetické
biokompatibilni polymery (kyselina polylaktidova PLA, kyselina polyglykolova PGA,
polyethylenglykol PEG, polykaprolakton PCL, polyhydroxybutyrat PHB a dalsi), pfirodni
polymery a polysacharidy (kolagen typu I, hyaluronova kyselina, fibrin, chitosan, celul6za, skrob
a dalsi) nebo extracelularni matrice (ECM) ve formé hydrogelu, nanovlaken nebo mikrovlaken.
Nosi¢em mize byt biodegradabilni 1 nedegradabilni material.

Alternativn€ se pro aplikace, které pocitaji s nosi¢em, mohou kultivace kmenovych bun¢k
provadét v pritomnosti téchto nosicll a spoleéné uchovavat zplisobem podle vynalezu.

Alternativné se mohou kmenové bunky uchovavat zplisobem podle vynalezu a pied aplikaci
pacientovi smichat s biokompatibilnimi nosi¢i a podavat pacientovi spole¢né.

Piehled obrazka

Na pfipojenych vyobrazenich jsou mikrofotografie adherovanych mezenchymalnich kmenovych
buné¢k z pupecnikové tkdn€ vysazenych na kultivaéni plast po 6-dennim skladovani v chladovych
podminkach zplisobem podle vynalezu za vyuziti molekuldrniho vodiku.

Obrazky ilustruji:
obr. 1A Adherované MSCs, které byly 6 dni uchovavany v chladovych podminkach v roztoku
PBS a poté vysazeny na kultivaéni plast, po 24-hodinové kultivaci v kompletnim médiu,
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obr. 1B Adherované MSCs, které byly 6 dni uchovavany v chladovych podminkach v roztoku
PBS s koncentraci molekularniho vodiku 0,68 mg/L a poté vysazeny na kultivaéni plast, po 24-
hodinové kultivaci v kompletnim médiu

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1: Zplisob izolace pupecnikovych MSCs

Lidsky pupecnik byl ziskan od zdravych novorozencl ihned po porodu. Pupecnikové arterie a
véna byly odstranény a pupe¢nikova tkan byla nakrdjena na malé kousky (asi 1 - 2 mm?). MSCs z
umbilikalni tkané byly izolovany explantatovou metodou, kdy byly kousky tkané vysazeny do
kultiva¢ni lahve o plose 25 cm? Kultivace probihala ve 4 ml kompletniho kultiva¢niho média
(médium Alpha MEM Eagle obsahujici 5 % obj. lidského destickového lyzatu a gentamicin). Po
10 dnech byly kousky tkan¢ odmyty a bunky, které vycestovaly z pupecnikové tkané a pfisedly
na plast, byly dale kultivovany v kompletnim kultivaénim mediu pii teploté 37 °C s 5 % CO». V
pribéhu kultivace bunék probihala 3x tydné¢ vyména média. Dle mmnoZstvi rostoucich bunék
probihalo jejich pasdZovani, tedy fizené enzymatické odlouceni adherujicich bunék a jejich
preneseni na veétsi kultivacni plochu. Tento proces vzdy zacal optickou kontrolou kultury pod
mikroskopem; optimalni pro riist kultury bylo dosazeni 80-90% pokryti bun¢k kultivacniho dna.
Pro pasazovani bylo nutné odsati kultivaéniho média, oplach kultury 4 ml pufru PBS a piidani 1
ml roztoku enzymu Trypsin/EDTA. Kultivacni lahve byly cca 4 minuty inkubovany pii 37 °C.
Spravny prubéh enzymatické reakce byl kontrolovan pod mikroskopem. Pokud se buiky
pohybovaly s proudici kapalinou po poklepani kultivacni lahve, byl do kazdé¢ lahve
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pfidan 1 ml fetalniho bovinniho séra a 2 ml pufru PBS. Tato smés byla promichana jemnym
nasatim a vysatim z pipety a byla prevedena do centrifugac¢ni zkumavky a centrifugovana (230 g,
5 minut). Peleta bunck byla resuspendovana v kompletnim kultivacnim médiu a suspenze bunék
znovu vysazena do novych kultivaénich lahvi o plose 75 cm? v poméru 4000 bunék/1 cm? plochy.
Tietim pasazovanim bunék bylo dosazeno finalni suspenze bunck.

Ptiklad 2: Zptsob syceni roztokl molekularnim vodikem

Roztoky zvolené pro priklady syceni vodikem byly fosfatovy pufr PBS o slozeni NaCl, KCI,
Na;HPO4, KH,PO4 a HO a pufrovany vodny roztok s trehal6zou podle patentu CZ 306800 o
slozeni KH>PQ4, NaoHPQ4, CaCly, MgS0s, trehaléza a H,O. Syceni roztokdi vodikem bylo
provadéno probublavanim roztokl vodikem z tlakové lahve (pritok 1 I/min, 10 min, za stalého
michani), pomoci komeréné dostupné patrony Dr. H. Hayashi's original HydrogenRich Water
Stick™ nebo rozpusténim tablety pro produkei molekularniho vodiku Active H,, Purative.
Koncentrace rozpuSténého molekularniho vodiku v roztoku byla méfena pomoci pfistroje
Trustlex ENH-1000 a dosahovala hodnot 0,5 — 1,5 mg/1.

Lze pouzit také systém MiZ Co., Ltd. Japan. Tento systém pouZiva vak z hlinikové folie, do
kterého se umisti tableta (agens uvolnujici Hz) a pro Hz propustny vak z polyethylénu nebo
polystyrénu, obsahujici pufr s uchovavanymi bunkami. Po ptidani vody se hlinikovy vak zavari.
Vyvijejici se Ha pronika do pufru v polyethylénovém nebo polystyrénovém vaku. Kromé H»
zadna jina latka do vaku s pufrem a bunkami nepronika.
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Priklad 3: Zplisob uchovani kmenovych bunék v roztocich obohacenych molekularnim vodikem

Suspenze kmenovych bunék, jejichZ ziskavani je popsano v piikladu 1, vidy v mmoZstvi 5 - 10
mil/ml byla resuspendovana v roztoku obohaceném o molekularni vodik podle piikladu 2 a
uzaviena Vv nadobkach zborosilikatového skla hydrolytické tfidy 1 se Sroubovacim
magnetickym uzavérem s té¢snénim ze silikonu a teflonu schopnych zadrzet molekularni vodik po
dobu skladovéani. Nadobky se suspenzi bun¢k byly skladovany pii teploté cca 4 °C po dobu 6
dnti. Po 3 dnech byla odebrana pomérna ¢ast nadobek pro zjisténi pribéhu ptikladu.

Alternativné Ize uchovavat buiiky ve vacich prostupnych pro H» v zatavenych hlinikovych vacich
s agens produkujicim kontinualné molekularni vodik.

Piiklad 3a: Srovnavaci piiklad k ptikladu 3

Jako srovnavaci priklad k ptikladu 3 bylo stejné mnozstvi pupe¢nikovych MSCs (5 — 10 mil/ml)
uchovano ve stejném typu nadobek jako v ptikladu 3 a ve stejnych roztocich jako v piikladu 2,
ale bez syceni molekularnim vodikem a skladovéano pii teploté cca 4 °C po dobu 6 dnii. Po 3
dnech byla odebrana pomérna ¢ast nadobek pro zjisténi pribéhu ptikladu.

Ptiklad 4: Viabilita pupecnikovych MSCs po 3 a 6-dennim skladovani

Byla hodnocena viabilita MSCs izolovanych z pupecnikové tkané uchovanych po dobu 3 resp. 6
dni pfi teploté okolo 4 °C. MSCs z lidské pupeénikové tkané byly vyrobeny podle ptikladu 1 a
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uskladnény podle piikladu 3 a 3a. Po 3 resp. 6 dnech byla stanovena viabilita bunék na zaklad¢
dvou nezavislych metod.

Nejprve byla suspenze bunck obarvena roztokem trypanové modii a pocitan pomér zivych a
mrtvych bungk pomoci Biirkerovy poéitaci komirky. Zivé a mrtvé builky je moZno rozligit
barvenim. U bunék s naruSenou plazmatickou membranou dochéazi k priniku barviva a tim k
obarveni bunky, nepoSkozené Zivé buinky zlstavaji neobarvené. Viabilita stanovend barvenim
trypanovou modii odraZi Zivotnost jednotlivych bunék v suspenzi.

Viabilita pupec¢nikovych MSCs byla dale hodnocena pomoci Amalar blue® testu, ktery vypovida
o metabolické aktivité kultivovanych bunck. Aktivni slozka Amalar blue® testu je sloucenina
resazurin, kterd pronika do viech bunék. Zivotaschopné, metabolicky aktivni buiiky jsou schopny
tuto modrou slouceninu preménit na jasné Cervené fluorescencni barvivo resofurin. Mnozstvi
fluorescence je ptimo umérné poctu Zivych bunék a koresponduje s metabolickou aktivitu bunck.
Pro tento ucel bylo vysazeno stejné objemové mnozstvi bunék odpovidajici poctu 100 000 bunck
v Cerstvém stavu na 24 jamkovou kultivacni desticku a buiky byly kultivovany po dobu 24
hodin. Nasledn& byl pfidan objemové 10% roztok Alamar blue® v kompletnim kultiva¢nim
médiu a MSCs byly inkubovany dalsi 4 hodiny pfi teploté 37 °C. Intenzita fluorescence byla
hodnocena pfti vinové délce excitace 535 nm a vlnové délce emise 550 nm na spektrofotometru
(Tecan). Metabolicka aktivita bunék byla prezentovana jako pomér mezi intenzitou fluorescence
MSCs po 3 a 6 dnech skladovani v chladovém prostiedi podle piikladu 3 a bunék ze stejné
skupiny pred uskladnénim (po sklizni v ¢ase 0). Vysledky byly porovnany s vysledky ze
srovnavaciho piikladu 3a (buiikky uchované ve stejném typu nadobek v pufrovacich roztocich
nesycenych
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molekularnim vodikem a skladované pfi teploté asi 4 °C po dobu 3 a 6 dnii).

V tabulce 1 jsou uvedeny hodnoty vZdy z nékolika méfeni, zji§t€né s koncentracemi vodiku v
rozmezi 0,3 aZ 1,6 mg/1 (koncentrace vodiku na zac¢atku pokusu).

Tabulka 1
Viabilita; barveni trypanovou Metabolicka aktivita adherovanych
modii; bunck; barveni pomoci Alamar blue®;
% zivych (negativnich) bunék vyjadieno v %; vztazeno k ¢asu 0 hodin
3 dny 6 dni 3 dny 6 dni

PBS 75,71+ 3,8 5546 +2,8 82,3+3,6 634+25
TR-200 87,5+ 5,7 79,4 + 4.8 88,2+27 73,5+2.4
PBS + H» 89,51 +2,3 80,7 £ 3,6 91,8+5.2 72,9 +£3.7
TR-200 + H 90,35+ 4,1 82,14 £ 3,1 92,1+42 77,1+57

PBS - fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem

TR-200 - pufrovany vodny roztok s trehal6zou obsahujici 200mM trehalozu;

PBS + H» - vodikem syceny fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem TR-200 + H; - vodikem
syceny pufrovany vodny roztok s trehal6zou obsahujici 200mM trehaldézu

Z tabulky ¢. 1 vyplyva, Ze syceni roztoku vodikem zlepSuje Zivotnost a pieZitelnost bunck
v chladovych podminkach podle zplsobu provedeni vynalezu. Pfidavkem trehal6zy, ktera je
znama svymi antioxida¢nimi 0¢inky a zvySenim odolnosti vii¢i nizkym teplotam, se Uc¢inek
vodiku na Zivotnost bunck jesté zvySuje.

Kromé toho byla Zivotnost pupecnikovych MSCs po chladovém skladovani posouzena pomoci
hodnoceni jejich adheze na kultiva¢ni plast béhem kultivace po dobu 24 hodin v kompletnim
médiu (podle ptikladu 1). Adheze na kultivacni plast je jednim ze zékladnich znakd kmenovych
bunék. Adheze odrazi zivotnost bunék, protoze adherovat mohou pouze zivé, chladové
skladovani pteziv§i buiky. Pro posouzeni bunééné adheze byly pofizeny mikroskopické
fotografie pupecnikovych MSCs adherovanych na

-10 -
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kultivacni plast po 6-dennim uchovani v chladovych podminkach podle zplisobu provedeni
vynalezu (obr. 1). Z obr. 1 je patrné, ze bunky uchované v roztocich sycenych vodikem vykazuji
vyrazné lep§i adhezi.

Byla provedena fada pokusii v roztocich s obsahem vodiku v rozmezi 0,3 az 1,6 mg/l. Obsah
vodiku vcelém tomto rozmezi poskytoval pozorovatelné zlepSeni. Nejvyraznéjsi zlepSeni
viability kmenovych bunék po 6-dennim skladovani pfi teploté 4 °C bylo pozorovéano pii obsahu
vodiku 0,5 aZ 1,5 mg/l.

Hodnoty pH roztokti ve vSech pokusech byly 6,9 az 7,4, ptijatelné v§ak jsou hodnoty pH v §irSim
rozmezi pH 6,3 az 7,8. Celkova osmolarita byla ve vSech ptipadech v rozmezi 290 az 310
mOsny/], pfi pouZziti jinych vhodnych farmaceutickych roztokdi vSak miiZze celkova osmolarita
nabyvat niz§ich hodnot nez 290 mOsm/] i vys$Sich hodnot nez 310 mOsm/l, mize tedy byt v
rozmezi 270 az 350 mOsmy/1.

Piiklad 5: Uchovani lidskych dermalnich fibroblastli v roztocich obohacenych molekularnim
vodikem

Pro ovéteni moZnosti uchovani jinych bunék nez kmenovych bunck byly provedeny pokusy s
uchovanim fibroblastl v roztoku PBS, ve kterém byla koncentrace molekularniho vodiku na
zacatku pokusu 0,68 mg/1. Viabilita fibroblasti po Sesti dnech byla posuzovana kvalitativné. Byla
vzdy zietelné vys§si nez u kontrolnich vzorki bez vodiku.

Piiklad 6: Zachovani fenotypu pupecnikovych MSCs po 6-dennim chladovém uchovani podle
zplsobu vynalezu — analyza povrchovych znakl
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Dal$im znakem charakterizujicim MSCs je kromé adheze k plastu exprese povrchovych CD
markertl. Pupecnikové MSCs znacené protilatkami konjugovanymi s fluorescencni znackou byly
po 6-dennim uchovani v chladovych podminkich v roztoku PBS syceného molekularnim
vodikem zplisobem podle vynalezu analyzovany na pritokovém cytometru za pouZiti excitacnich
laserti o vlnové délce 405 nm, 488 nm a 633 nm. Byly testovany znaky CD105, CD90, CD73,
CD45, CD34, CD14, CD19 a HLA-DR. Analyza prokazala pozitivitu znakdl (>90% bunck)
CD105, CD90 a CD73, zatimco negativitu znakl (< 10 % bun¢k) HLA-DR, CD45, CD34, CD14
a CD19. Tyto vysledky odpovidaji spravnému fenotypu mezenchymalnich kmenovych bunck a
splnuji minimalni kritéria pro jejich identifikaci podle ISCT (Mezinarodni spolecnost pro
bunécnou terapii).

Priklad 7: Zachovani diferenciatniho potencialu pupecnikovych MSCs po 6-dennim uchovani
v chladovych podminkach podle zpisobu vynalezu

Pupecénikové MSCs, které byly skladovany po dobu 6 dnli zplisobem podle vynalezu v roztoku
PBS syceném molekularnim vodikem pii cca 4 °C, si zachovaly svou schopnost diferencovat do
bunck adipocytli, osteocytli a chondrocytl. Schopnost diferenciace do téchto tii typl bunck je
dal§im z minimalnich kritérii, které musi podle ISCT mezenchymalni kmenové buiky splhovat.
Bunky ziskané podle piikladu 1 byly po 6-dennim skladovani v chladovych podminkéch podle
piikladu 2 vroztoku PBS sycenym molekularnim vodikem podle ptikladu 3 vysazeny na
kultivaéni plast a kultivovany s vhodnymi diferenciaénimi médii. Po 21 dnech byly bunky
zafixovany 4% paraformaldehydem v PBS a obarveny olgjovou Cerveni, alcidnovou modii a
alizarinovou Cerveni pro dlikaz adipogenni, chondrogenni a osteogenni diferenciace.

-12 -



10

15

20

25

30

35

40

CZ2018 - 116 A3

Piiklad 8: Zivotnost pupeénikovych MSCs uchycenych na biologickém nosi¢i po 6-dennim
uchovani v chladovych podminkach podle zplsobu vynalezu

Pupecnikové MSCs byly vysazeny na biologicky nosi¢ na bazi PCL nanovlaken v hustoté 150
000 bunék/cm’. Po dvoudenni kultivaci byl biologicky nosi¢ s buikami vyjmut z kultivaéni
nadoby, oplachnut roztokem PBS a uloZen v prostfedku podle prikladu 3 a 3a pfti teploté okolo 4
°C. Pocet uchycenych bunék na biologickém nosici bylo stanoveno na zaklad¢ fluorescen¢niho
barveni mikrofilament pomoci phaloidinu a bunéénych jader pomoci DAPI. Mikroskopické
vyhodnoceni obarvenych preparat prokazalo, Ze po 6-dennim skladovani v roztoku PBS
sycenym molekularnim vodikem bylo na nosi¢i uchycen o cca 28 % vyssi pocet bun¢k nez u
nosice s bunkami skladovaného pouze v roztoku PBS. Ptredpokladame, ze mrtvé bunky, které
ztraceji schopnost adheze a méni sviij tvar z protahlého na kulovity, byly z materidlu vyplaveny
behem barviciho procesu.

PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob uchovani a transportu Zivocisnych bunék, vyznacujici se tim, Ze se pfipravi zvoleny
farmaceuticky roztok, zavadi se do n¢ho plynny molekularni vodik H> do dosazeni koncentrace
alespont 0,3 mg/l, v takto upraveném roztoku obsahujicim molekularni vodik H» se suspenduji
buiiky, takto ptipravena suspenze se pievede do nadoby nepropustné pro molekularni vodik H», a

nadoby obsahuyjici buiiky v roztoku obsahujicim molekularni vodik H» se uchovaji v chladu.
2. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze bunky jsou kmenové buiky.

3. Zplsob podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze se plynny molekularni vodik H»

zavadi do roztoku do dosaZeni koncentrace 0,3 az 1,6 mg/l.

4. Zplsob podle naroku 3, vyznacujici se tim, Ze se plynny molekularni vodik H; zavadi do

roztoku do dosazeni koncentrace 0,5 az 1,5 mg/l.

5. Zptsob podle nékterého z prfedchazejicich narokil, vyznacujici se tim, Ze prostiednictvim
volby farmaceutického roztoku a volby metody zavadéni plynného molekularniho vodiku H» se
nastavuje pH roztoku obsahujiciho molekularni vodik H» vrozmezi 6,3 az 7,8 a celkova

osmolarita v rozmezi 270 az 350 mOsm/I.

6. Zplsob podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze se nastavuje pH roztoku obsahujiciho

molekularni vodik H;
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v rozmezi 6,9 az 7,4 a celkova osmolarita v rozmezi 290 az 310 mOsnmv/1.

7. Zptsob podle nékterého z ptedchazejicich narokli, vyznacujici se tim, Ze nadoby obsahujici
kmenov¢ builky v roztoku obsahujicim molekularni vodik H> se uchovaji pii teploté 2 az

5 8 °C po dobu az 6 dni.

8. Zplsob podle nékterého z pfedchazejicich narokdi, vyznacujici se tim, Ze v roztoku
obsahujicim molekularni vodik H», se suspenduji kmenové bunky ziskané z pupeénikové
tkané v mnozstvi 5 000 000 az 10 000 000 bunék na mililitr roztoku.

10
9. Zpuasob podle n¢kterého z naroki 2 az 8, vyznadujici se tim, Ze kmenové buiky se uchovaji

v chladu v roztoku obsahujicim molekularni vodik v pfitomnosti nosice.

1 vykres

-14 -



CZ2018 - 116 A3

§ 3

=15 -



