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(57)  Anotace:

Kryoprezervaéni médium je roztok kyseliny hyaluronové
a/nebo jeji sodné soli a DMSO pro kultivaci kmenovych
bunék, kde kyselina hyaluronova ma molekulovou
hmotnost v rozmezi 1 000 000 az 2 200 000 g/mol a
koncentraci v rozmezi 0,08 az 0,2 % (w/v), a DMSO ma
koncentraci 3 az 5 % (v/v). Je ureno pro uchovani
buné¢nych linii a kmenovych bunék v podminkach velmi
nizkych teplot a umoziiuje snizeni koncentrace
potencialné cytotoxického kryoprotektiva
dimethylsulfoxidu DMSO. Dale se popisuje pouziti
tohoto kryoprezervaéniho média a zptisob
kryoprezervace.
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Kryoprezervaéni médium obsahujici kyselinu hyaluronovou, jeho pouziti a zpusob
kryoprezervace

Oblast techniky

Vynalez se tyka slozeni, pouziti a ptipravy zamrazovaciho média pro dlouhodobé uchovavani
bunéénych linii kmenovych bunék kryoprezervaci. Médium obsahuje kyselinou hyaluronovou
a/nebo jeji sodnou slil, o hmotnostné stredni molekulové hmotnosti v rozmezi 1 000 000 az
2 200 000 g/mol, v koncentraci 0,08 az 0,2 % (v/w), a DMSO v koncentraci 3 az 5 % (v/v).

Dosavadni stav techniky

Kryoprezervace je bézna metoda pro dlouhodobé uchovavani biologického materialu pro nasledny
vyzkum ¢i klinické pouziti. Kryoprezervace vyuziva nizkych teplot (-80 °C az -196 °C), pti kterych
dochazi k pozastaveni metabolickych procesii. Optimalni proces kryoprezervace je takovy, kdy
bunky po rozmrazeni vykazuji vysoky stupen preziti, viabilitu a maji zachovanou svou funkénost.
Predevsim u bunéénych kultur kmenovych bunék pouzivanych pro terapeutické ticely je nezbytné
zachovani vysoké proliferacni aktivity kryoprezervovanych bunék a také jejich pluripotence a
genomické stability.

Proces kryoprezervace vSak mlize mit zavazné nasledky na prezivani bunék. Z tohoto divodu je
nezbytné pouzit kryoprotektiva (CPA), latky, které snizuji bunééné poSkozeni béhem
kryoprezervace, ovliviiuji integritu membran a udrzuji rovnovahu iontovych sil mezi intra- a
extracelularnim prostorem. Nejcastéji pouzivané kryoprotetivum dimethylsulfoxid (DMSO) ma
velmi Uzké rozhrani ucinku mezi cytoprotekci a cytotoxicitou a existuji pochyby o jeho biologické
inertnosti (napt. o vlivu na genovou expresi Ci epigenetické procesy).

Negativni efekt DMSO in vitro na kmenové buiky je zavisly na davce, pri laboratorni teploté uz v
rozmezi koncentraci 0,1 az 1 % (v/v) byl pozorovan efekt na viabilitu, morfologii, buné¢nou adhezi
adiferenciaci (Pal et al., 2012; Tunger et al., 2018). Kryoprezervované fetalni jaterni progenitorové
bunky mély sniZzenou expresi genil kmenovosti NANOG, OCT a SOX2 a bunky kostni dfen¢ mély
zménénou morfologii a funkci (Borisov et al., 2014; Czysz et al., 2015). Z téchto diivodt je snaha
omezit pusobeni DMSO na co nejniz$i uroven, snizit koncentraci DMSO ¢i nahradit jej
alternativnim CPA (Awan et al., 2020).

VétSina takovych alternativnich kryoprotektiv se vSak v savéich bunkach nevyskytuje a jejich
pouziti tedy vyZaduje pfesnou znalost biokompatibility pro pouziti pfi kryoprezervaci. Jinak je
tomu u hyaluronanu (kyselina hyaluronové — HA), HA je hlavni a ptirozenou komponentou nik
kmenovych bunék (mikroprostiedi obklopujici kmenové bunky) (Nevi ef al., 2017).

HA je nabity hydrofilni nesulfatovany linearni polysacharid, glykosaminoglykan (GAG) slozeny
z opakujicich se podjednotek disacharidli (B, 1-4)-glukuronové kyseliny (GlcUA) a (B, 1-3)-N-
acetyl glukosaminu (GlcNAc). Délka polymeru, tedy molekulova hmotnost uréuje fyziologické
vlastnosti HA, vazbu na ECM a bunécné receptory (napt. CD44), a tak ovliviiuje kaskadu bunécné
regulace (Monslow et al., 2015).

Mechanismus kryoprotektivnich u¢inkdi HA neni znam. Vysoka hydratacéni kapacita HA
zpusobujici zpomaleni riistu krystaltl ledu a jeji velmi nizka cytotoxicita by vSak mohla byt
vyhodna pro jeji pouziti v kryoprezervaci (Gurruchaga ef al., 2018; Ujihira et al., 2010). Pouziti
HA pti kryoprezervaci je dano fyzikalné-chemickymi vlastnostmi HA plynoucimi predevsim
z poméru koncentrace a molekulové hmotnosti HA.
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V soucasné dobé¢ je mj. znamo feSeni podle ptihlasky EP 1648227, ktera cili na pouziti HA jako
viskoelastické substance s cytoprotektivnim charakterem pro transport a uchovavani rohovky pro
transplantace. V ramci prihlasky je ale popsano, Ze kryoprotektivni vlastnosti jsou dany ptidavkem
DMSO, nikoliv HA.

Také postup kryoprezervace jiz je popsan v patentu EP 2885969 B1, ktery v urcitych ptipadech
zminuje obsah HA pii kryoprezervaci kmenovych bunék. Patent naznacuje moznost, ze HA je
vhodnou slozkou zamrazovaciho média, avSak nezminuje se, jaka molekulova hmotnost (a
ptipadné jakého ptivodu) je nejvhodnéjsi. Tento postup se také opira o kryoprotektivni vlastnosti
jinych CPA, mj. propylenglykolu, sachar6zy, ptipadné 1 ostatnich cukrii (napf. etylenglykolu).

V patentu  CN 110074096 B je popsano slozeni bezsérového média s obsahem DMSO,
hydroxyetylovaného skrobu (HES), katechinu, tetraboratu sodného, hyaluronanu 0,8% az 2% (w /
v) a vitaminu C. V tomto patentu nejsou kryoprotektivni vlastnosti HA primo prokazany, napf.
pouziti DMSO a HES je dlouhodobé pouzivano a neni z patentu jasné, jaka MW HA byla pouzita
a za jaké zlepSeni kryoprezervace je HA odpovédna pfi pouziti vysoké koncentrace DMSO.

V prihlasce CN 113661977 A bylo také pouziti polyglutamové kyseliny, HA a trehal6zy zminéno,
nicméné byla namitana absence inovativnosti pravé diky pouziti trehaldzy, jejiz kryoprotektivni
vlastnosti jsou dlouhodobé znamy. Je zminéno, Ze pti rutinnim zkouseni by bylo mozné odvodit
pouziti trehal6zy v kryomédiu, jak je popsano v CN 112806354 A. V této pfihlasce jsou opét mezi
kryoprotektivy pouzity HA, trehaléza, Dextran, glukéza a HES. VIiv HA na uéinnost
kryoprezervace nebyl ani v této prihlaSce samostatné stanoven, nevyplyva z ni tedy, zdali neni
uéinnost dana ostatnimi komponentami kryomédia.

Patent CN 110839614 B zminuje hyaluronovou kyselinu, avSak pro oddé¢leni bun¢k od sebe a pro
umoznéni bunééné migrace, proliferace a zabranéni diferenciace, nikoliv pro vlastni
kryoprezervaci.

Patent KR 102274228 B1 zmitiuje pouziti sulfatované kyseliny hyaluronové, ale pro porovnani i

pouziti nesulfatované HA v rozmezi 300 000 az 500 000 g/mol a koncentracich 0,1 az 2 mg/ml
(w/v). Patent vSak naroky cili na sulfatovanou HA a jeji soli.

Podstata vynalezu

PrestozZe se v odborné a patentové literatufe pouziti HA zminuje, nevyplyva z zadného uvedeného
feSeni postup kryoprezervace hMSC opirajici se o kryoprotektivni vlastnosti HA zvysujici jejich
aplikacni potencial a postup eliminace negativnich uéinkii DMSO pii kryoprezervaci hMSC
pomoci HA.

Vyse uvedené problémy jsou do znaéné miry vyfeSeny Vv tomto vynalezu popisujicim
kryoprezervaéni médium opirajici se o kryoprotektivni vlastnosti kyseliny hyaluronové.

Pfedmétem tohoto vynalezu je pouziti nativni kyseliny hyaluronové rozpusténé v solich pro
kultivace jako kryoprezervacniho roztoku pro kryoprezervaci kmenovych bunék, bunéénych linii
a tkani z zivych bunék.

Slozkou kryoprezervacniho roztoku je nativni kyselina hyaluronova a jeji sodna stl s hmotnostné
stiedni molekulovou hmotnosti 1 000 000 az 2 200 000 g/mol, s vyhodou v rozmezi od 1 000 000
do 1 750 000 g/mol, vyhodnéji 1 500 000 g/mol.

Nativni kyselina hyaluronova a jeji sodna sill je pouzita v tomto vynalezu v koncentraci 0,08 az
0,2 % (w/v), s vyhodou 0,1 az 0,2 % (w/v), jesté vyhodnéji 0,1 % (w/v).


https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/033522777/publication/EP1648227A1?q=EP%25201648227
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/049882857/publication/EP2885969B1?q=pn=EP2885969B1
https://worldwide.espacenet.com/patent/search?q=pn=CN110074096B
https://worldwide.espacenet.com/patent/search?q=pn=CN113661977A
https://worldwide.espacenet.com/patent/search?q=pn=CN112806354A
https://worldwide.espacenet.com/patent/search?q=pn=CN110839614B
https://worldwide.espacenet.com/patent/search?q=pn=KR102274228B1
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Slozkou pro rozpusténi nativni kyseliny hyaluronové jsou soli pro kultivace, ¢imz se rozumi
standardni média, jako jsou naptiklad Dulbekovo modifikované Eaglovo médium (DMEM),
modifikované Eaglovo médium v alfa modifikaci (a-MEM), Roswell Park Memorial Institute
medium 1640 (RPMI-1640) a Hankiiv roztok vyvazenych soli (HBSS), vyhodn¢ji RPMI-1640 a
HBSS v modifikaci bez ptidavku NaHCO3. Zbyvajici komponentou smési je voda.

Bunéénymi kulturami se rozumi aseptické kultury eukaryotickych bunék Zivocicht, jako jsou
epitelialni, nervové, epidermalni buiky, keratinocyty, hematopoetické bunky, melanocyty,
chondrocyty, imunitni buiiky typu B a T, Cervené krvinky, makrofagy, monocyty, fibroblasty,
svalové bunky a kmenové bunky, konkrétnéji embryonalni, mezenchymalni a indukované
pluripotentni kmenové bunky.

Tento vynalez, kryoprezervacni médium, je vyhodny v tom, Ze nemusi obsahovat chemicky
nedefinovanou slozku fetalni bovinni sérum (FBS).

Kryoprezervaéni médium se pouZziva sterilni a sloZzeni dle tohoto vynalezu umoziuje terminalni
sterilizaci vlhkym teplem.

Kryoprezervaéni médium popsané v tomto vynalezu obsahuje sniZenou koncentraci DMSO oproti
bézné pouzivané koncentraci, konkrétné 3 az 5 % oproti 10 % DMSO (v/v), vyhodnéji 3 % DMSO
(v/v).

Dale se vynalez tyka pouziti kryoprezervaéniho média popsaného vySe pro kryoprezervaci
kmenovych bunék, bunéénych linii a tkani z zivych bunék a zptisobu kryoprezervace kmenovych
bunék, bunéénych linii a tkani z Zivych bunék, za pouziti tohoto média, kde se nejprve k bunécnym
kulturam kmenovych bunék, bunéénym liniim nebo tkanim z zivych bunek ptida kryoprezervacni
médium podle vynalezu a nasledné se tato smés pomalu zamrazi, naptiklad rychlosti 1 °C/min, pro
nasledné uchovavani pii -80 °C az -196 °C.

Pouziti kryoprezervacniho média dle stavajiciho vynalezu umozZiuje sniZeni potfebné koncentrace
DMSO a tim sniZeni negativnich u¢inku DMSO na kryoprezervované kultury.

Pouziti kryoprezervaéniho média dle stavajiciho vynalezu zvySuje proliferacni schopnost
kryoprezervovanych kmenovych bunék a tim vede k vys§imu poétu kmenovych bunék ziskanych

naslednou kultivaci.

Pouziti kryoprezerva¢niho média dle stavajiciho vynalezu udrzuje povrchovy fenotyp kmenovych
bunék a zvysuje expresi povrchového markeru spojeného s proliferaci a pluripotentnosti.

Pouziti kryoprezervaéniho média dle stavajiciho vynalezu nemeéni schopnost kmenovych bunék
diferenciovat do riznych vyvojovych bunéénych linii.

Objasnéni vykresu

Obr. 1 znazornuje celkovy pocet bunék hMSC méfeny pomoci CaSy cell counter (OMNI Life
Science GmbH) po dvou tydnech kultivace. Data jsou zobrazena jako priiméry a smérodatna
odchylka znazornéna jako chybova tsecka.

Obr. 2 znazornuje fenotypovy profil povrchovych receptori hMSC vyhodnoceny pied
kryoprezervaci a dva tydny po rozmrazeni. Graf reprezentuje procenta pozitivnich bunék uréeny
jako procento s fluorescencni intenzitou vétsi, nez je 99,5 % negativni izotypové kontroly. Data
jsou zobrazena jako priiméry a smérodatna odchylka znazornéna jako chybova usecka.
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Obr. 3 znazorfiuje immunocytochemické a histologické barveni pro stanoveni diferenciacniho
potencialu hMSC.

Obr. 4 vlevo znazornuje celkovy pocet bunek hMSC méreny pomoci CaSy cell counter (OMNI
Life Science GmbH) po dvou tydnech kultivace. Data jsou zobrazena jako priiméry a smérodatna
odchylka znazornéna jako chybova tusecka. Obr. 4 vpravo znazornuje fenotypovy profil
povrchového receptoru hMSC vyhodnoceny dva tydny po rozmrazeni. Graf reprezentuje procenta
pozitivnich bunék uréeny jako procento s fluorescenéni intenzitou vétsi, nez je 99,5 % negativni
izotypové kontroly. Data jsou zobrazena jako priiméry a smérodatna odchylka znazornéna jako
chybova usecka.

Obr. 5 vlevo znazornuje celkovy pocet bunék hMSC méreny pomoci CaSy cell counter (OMNI
Life Science GmbH) po dvou tydnech kultivace. Data jsou zobrazena jako priiméry a smérodatna
odchylka znazornéna jako chybova usecka. Obr. 5 vpravo znazorfiuje fenotypovy profil
povrchového receptoru hMSC vyhodnoceny dva tydny po rozmrazeni. Graf reprezentuje procenta
pozitivnich bunék urceny jako procento s fluorescencni intenzitou vétsi, nez je 99,5 % negativni
izotypové kontroly. Data jsou zobrazena jako priiméry a smérodatna odchylka znazornéna jako
chybova usecka.

Obr. 6 vlevo znazornuje celkovy pocet bunék hMSC méreny pomoci CaSy cell counter (OMNI
Life Science GmbH) po dvou tydnech kultivace. Data jsou zobrazena jako priiméry a smérodatna
odchylka znazornéna jako chybova usecka. Obr. 6 vpravo znazorfiuje fenotypovy profil
povrchového receptoru hMSC vyhodnoceny dva tydny po rozmrazeni. Graf reprezentuje procenta
pozitivnich bunék urceny jako procento s fluorescenéni intenzitou vétsi, nez je 99,5 % negativni
1izotypové kontroly. Data jsou zobrazena jako priiméry a smérodatna odchylka znazornéna jako
chybova usecka.

Priklady uskute¢néni vynalezu

Priklad 1

Bunééné kultury mezenchymalnich kmenovych bunék byly kryoprezervovany. Metoda
kryoprezervace se sklada z pridavku kryoprezervatniho média ke vzorku a nasledné
nekontrolované kryoprezervace pomalym zamrazenim rychlosti 1 °C/min, pro uchovani vzorku v
nizkych teplotach (-80 °C az -196 °C). Kryoprezervovana kultura kmenovych bun¢k je po dobé
uchovani ozivena rozmrazenim ve vodni lazni o teploté¢ 37 °C po dobu 2 minut a nasledné je od
bunééné suspense kryoprezervaéni médium odmyto centrifugaci. Poté jsou builkky nasazeny na
kultivacni lahev a kultivovany po dobu dvou tydnii.

Pro kryoprezervaci bylo pouzito 4 riznych kombinaci kryoprotektivniho média obsahujiciho
kyselinu hyaluronovou o MW 1500000 g/mol ve dvou koncentracich 0,1 a 0,2 % (w/v)
s ptidavkem 5 nebo 3 % DMSO (v/v) rozpusténych ve standardnim médiu a-MEM. Kompozice
obsahujici 5, 3 nebo 10 % (v/v) DMSO v médiu slouzila jako kontrola kryoprezervace. Snizena
koncentrace DMSO na 5 az 3 % (v/v) se projevila na nizsi efektivité preziti a proliferace MSCs.

Prekvapivé, obohaceni kryoprezervacniho média o 0,1 €1 0,2 % (w/v) HA o MW 1 500 000 g/mol
vedlo k naristu v efektivité preziti a proliferace kmenovych bunék. Oproti ocekavani vyssi
uéinnosti vyssi koncentrace HA (0,2 % (w/v)) a vyssi koncentrace DMSO (5 % (v/v)) byl pocet
kryoprezervovanych kmenovych buné¢k nejvyssi v kombinaci 3 % DMSO (v/v) a 0,1 % HA (w/v)
o MW 1 500 000 g/mol a po dvou tydnech kultivace ptesahl troven nejen své kontroly (3 % DMSO
(v/v)), ale1 10 % DMSO (v/v) (obr. 1).

Zatimco vysokd exprese markert CD73 a CD90 nebyla nijak ovlivnéna slozenim
kryoprezervacniho média, pozorovali jsme nariist CD49f markeru u bunék kryoprezervovanych
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pomoci 3 % DMSO a 0,1 % HA o MW 1 500000 g/mol, spojeny pravdépodobné s vyssi
proliferacni aktivitou (obr. 2).

V zakladnim testu diferenciace hMSC do chondrogenni a osteogenni bunécné linie nebyly
pozorovany imunocytochemickym barvenim rozdily mezi kryomédii. Bunky kryoprezervované
pomoci 3 % DMSO (v/v) a 0,1 % HA (w/v) o MW 1 500 000 g/mol byly schopny diferenciace do
chondrogenni a osteogenni bunécné linie (obr. 3).

Kompozice kryoprezervacniho média 3 % DMSO (v/v) a 0,1 % HA (w/v) o MW 1 500 000 g/mol
je tedy ucéinna pro kryoprezervaci kmenovych bunék a je bezpecna pro zachovani kli¢ovych a
unikatnich vlastnosti MSCs — vysoké proliferacni aktivity a pluripotentnosti a umoziuje tak snizeni
koncentrace DMSO.

Priklad 2

Bunééné kultury mezenchymalnich kmenovych bunék hMSC byly kryoprezervovany. Metoda
kryoprezervace se sklada z pridavku kryoprezervaéniho média ke vzorku a nasledné
nekontrolované kryoprezervace pro uchovani vzorku v nizkych teplotach (-80 °C az -196 °C).
Kryoprezervovana kultura kmenovych bunék je po dobé uchovani ozivena rozmrazenim ve vodni
lazni o teploté 37 °C po dobu 2 minut a nasledné je od bunécné suspense kryoprezerva¢ni médium
odmyto centrifugaci. Poté jsou bunky nasazeny na kultivacni lahev a kultivovany.

Pro kryoprezervaci kmenovych bunék bylo pouzito riznych molekulovych hmotnosti kyseliny
hyaluronové od 800 do 2 120 000 g/mol v koncentraci 0,1 % (w/v) s ptidavkem 3 % DMSO (v/v)
rozpus§ténych ve standardnim médiu pro kultivaci bunék DMEM. Pro porovnani ucinnosti bylo
kazdé slozeni kryoprezervacniho média srovnano s médiem obsahujicim 10 % a 3 % DMSO (v/v)
a 3 % DMSO (v/v) spolu s 0,1 % HA (w/v) o MW 1 500 000 g/mol.

Oproti pozorovanému nariistu celkového poctu hMSC v kryoprezerva¢nim médiu s kombinaci 3 %
DMSO (v/v) a 0,1 % HA (w/v) nebyl takovy nartist oproti kontrole s 3 % DMSO (v/v) pozorovan
u kombinaci s HA o0 MW od 800 do 130 000 g/ml po dvou tydnech kultivace od rozmrazeni.
Casteény nartist v poétu bunék u kombinace HA o MW 130 000 g/ml a 3 % DMSO (v/v) nebyl
prekvapivé reflektovan u exprese povrchového markeru CD49f oproti kombinaci 3 % DMSO (v/v)
a 0,1 % HA (w/v) o MW 1 500 000 g/mol (obr. 4).

U kombinaci kryoprezervacniho média s HA o MW od 260 000 do 800 000 g/ml po dvou tydnech
kultivace od rozmrazeni byl nariist poctu bunék jiz pozorovan, prekvapivé vSak nedosahoval
takového rozsahu jako u kombinace kryoprezervaéniho média 3 % DMSO (v/v) a 0,1 % HA (w/v)

o MW 1500000 g/mol, prestoze jiz byl narlist exprese povrchového markeru CD49 patrny
(obr. 5).

U kombinaci kryoprezerva¢niho médias HA o MW 2 070 000 az 2 120 000 g/mol po dvou tydnech
kultivace od rozmrazeni nebyl nartist poctu bunék oproti kombinaci kryoprezerva¢niho média 3 %
DMSO (v/v) a 0,1 % HA (w/v) o MW 1 500 000 g/mol rozdilny. Taktéz narlst exprese
povrchového markeru CD49 je u téchto kombinaci kryoprezerva¢niho média s HA stejny jako u
kombinace kryoprezervaéniho média 3 % DMSO (v/v) a 0,1 % HA (w/v) o MW 1 500 000 g/mol
(obr. 6).

Kompozice kryomédia 3 % DMSO/0,1 % HA je tedy i¢inna pro kryoprezervaci kmenovych bunék
a je bezpec€na pro zachovani klicovych a unikatnich vlastnosti MSCs — vysoké proliferacni aktivity
a pluripotentnosti, a umoznuje tak sniZeni koncentrace DMSO.



20

25

30

35

40

45

50

CZ 309774 B6

Priklad 3

Bunééné kultury mezenchymalnich kmenovych bunék byly kryoprezervovany. Metoda
kryoprezervace se sklada z pridavku kryoprezervaéniho média ke vzorku a nasledné
nekontrolované kryoprezervace pro uchovani vzorku v nizkych teplotach (-80 C az -196 °C).
Kryoprezervovana kultura kmenovych bunék je po dobé uchovani ozivena rozmrazenim ve vodni
lazni o teploté 37 °C po dobu 2 minut a nasledné je od bunécné suspense kryoprezerva¢ni médium
odmyto centrifugaci. Poté jsou bunky nasazeny na kultivacni lahev a kultivovany po dobu dvou
tydnu.

Pro kryoprezervaci bylo pouzito kryoprotektivniho média obsahujiciho kyselinu hyaluronovou o
MW 1 500 000 g/mol v koncentraci 0,08 a 0,1 % (w/v) s ptidavkem 5 nebo 3 % DMSO (v/v)
rozpusténych ve standardnim médiu RPMI-1640. Kompozice obsahujici 3 nebo 10 % (v/v) DMSO
v médiu slouzila jako kontrola kryoprezervace. Pocet kryoprezervovanych kmenovych bunéck
ziskanych po dvou tydnech kultivace, stejné jako viabilita bunék a exprese markertt CD49f, CD70
a CD90 byly srovnatelné s kryoprezervacnim médiem podle prikladu 1.
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PATENTOVE NAROKY

1. Kryoprezervacni médium pro kryoprezervaci kmenovych bunék, bunéénych linii a tkani z
zivych bunék, obsahujici kyselinu hyaluronovou a/nebo jeji sodnou sil a DMSO, vyznacujici se
tim, Ze kyselina hyaluronova a jeji sodna sl ma hmotnostné stfedni molekulovou hmotnost
v rozmezi 1 000 000 az 2 200 000 g/mol a ptficemz kyselina hyaluronova a jeji sodna stil je v médiu
pfitomna v koncentraci 0,08 az 0,2 % (v/w), a ze DMSO je v médiu pritomen v koncentraci 3 az 5
% (V/v).

2. Kryoprezervacni médium podle naroku 1, vyznacujici se tim, zZe kyselina hyaluronova a jeji
sodna stil maji molekulovou hmotnost v rozmezi od 1 000 000 do 1 750 000 g/mol.

3. Kryoprezerva¢ni médium podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze kyselina hyaluronova a jeji
sodna stil maji molekulovou hmotnost 1 500 000 g/mol.

4. Kryoprezerva¢ni médium podle kteréhokoliv z narokti 1 az 3, vyznacujici se tim, Ze kyselina
hyaluronova a jeji sodna stil jsou pritomny v koncentraci 0,1 % (v/w).

5. Kryoprezerva¢ni médium podle kteréhokoliv z naroktl 1 az 4, vyznacujici se tim, ze DMSO je
pfitomen v koncentraci 3 % (v/v).

6. Kryoprezervacni médium podle kteréhokoliv z narokii 1 az 5, vyznacujici se tim, Ze kyselina
hyaluronova a jeji sodna siil jsou rozpustény ve standardnim médiu vybraném ze skupiny obsahujici
DMEM, MEM v alfa modifikaci, RPMI-1640 a HBSS.

7. Kryoprezerva¢ni médium podle kteréhokoliv z narokii 1 az 6, vyznacujici se tim, Ze kyselina
hyaluronova a jeji sodna st jsou rozpustény v RPMI-1640 nebo HBSS v modifikaci bez pridavku
NaHCO:.

8. Pouziti kryoprezervatniho média definovaného v kterémkoliv znaroklt 1 az 7 pro
kryoprezervaci kmenovych bunék, bunéénych linii a tkani z zivych bunék.

9. Zpusob kryoprezervace kmenovych bunék, bunécnych linii a tkani z zivych bunék,
vyznacujici se tim, Ze zahrnuje kroky:

a) k bunéénym kulturam kmenovych bunék, bunéénym liniim nebo tkanim z Zivych bunék se
ptida kryoprezervacni médium definované v kterémkoliv z narokii 1 az 7,

b) bunécné kultury, bunécéné linie nebo tkané v kryoprezervaénim médiu z kroku a) se pomalu
zamrazi pro nasledné uchovavani pti -80 °C az -196 °C.
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