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Prostiedek pro uchovani lidskych nebo zvifecich bunék pFi velmi nizkych teplotich

Oblast techniky

Technické FeSeni se tyka prostfedku pro uchovani lidskych nebo zvitecich bunék p#i velmi niz-
kych teplotach.

Dosavadni stav techniky

Kmenové buiiky jsou pro sviij multipotentni potencial velmi cenénd frakce v biofarmaceutickém
priimyslu. Jejich omezena Zivotnost ex vivo je v soutasné dobé¢ fesena jejich kryoprezervaci, tj.
hiubokym zmraZenim na teplotu -18 °C az -196 °C. Hluboce zamraZené kmenové buiiky je
moZné kdykoliv v piipadé potieby pouZit a jejich Zivotnost je v takovém stavu prodlouZena
o n&kolik let. Klitovym krokem v celém procesu mraZeni kmenovych bun&k je roztok, ve kterém
jsou butiky uloZeny. Jeho sloZeni je zésadni pro vysledné vlastnosti bunék po jejich rozmraZeni.
7 hlediska biofarmaceutického primyslu a sou¢asnych pravidel pro pouZiti bunék k terapeutic-
kym wlelim je zadouc, aby rozmraZené buiiky bylo mozné pfimo aplikovat pacientovi bez dal-
$ich krokd promyvani & centrifugace bunék. Tento fakt klade velké naroky pfedevsim na sloZeni
roztoku s ohledem na bezpenost jednotlivych komponent v roztoku obsazenych. Pro kryopre-
zervaci bunék se b&Zn& pouziva dimethylsulfoxid (DMSO), ethylen glykol ¢&i glycerol. Nevyhoda
pouziti t&chto kryoprotektivnich latek je jejich nezanedbatelna cytoxicita a vyznamné nezadouci
vedlejsi Géinky pfi podéni pacientim. Proto jsou vyvijeny kryoprotektivni roztoky, které jsou
primarné zaloZeny na pouZiti netoxickych slozek pii zachovani kryoprezervanich vlastnosti.

Jako velmi potentni slozka kryoprotektivnich roztoki se ukazuje trehaléza. Trehal6za, disacharid
gluk6zy, je syntetizovina niZ§imi organizmy v pifpadech, kdy jsou vystaveny stresu, chladu,
vysokym teplotdm nebo vysuSeni, je znama jako protistresovy faktor. Trehal6za, na rozdil od
DMSO, neprochézi bunéénou membranou a pfi mraZeni chréni buiiky extracelularné diky mimé

dehydrataci bunék.

Dash a kolektiv testovali trehalézu (Curr Stem Cell Res Ther., 2008) pro mraZeni rybich embryo-
nélnich kmenovych bunék. Pfidana trehal6za do kryoprotektivniho roztoku obsahujictho DMSO
zvyila viabilitu rozmraZenych bunék.

Velmi pozitivni u&inek 1M roztoku trehalézy na mraZeni kmenovych CD34+ bung&k izolovanych
z periferni krve popisuje Martinetti (Biomed Rep., 2017).

Pouiti extracelularni a také intracelularni trehalézy v kryoroztoku pfiznive ovlivityje vitalitu
rozmrazenych kmenovych bunék izolovanych z pupe&nikové krve (Motta a kol, Cryobiology,
2014).

Campbell a kolektiv popisuje (Cryobiology, 2012) vyhodné pouziti 0,2 az 0,4M roztoku treha-
16zy v kombinaci s uhli¢itanem sodnym a kultivaénim médiem EMEM (Eagle’s Minimum Es-
sential Medium) pro mraZeni hovézich endothelidlnich bundk.

Velice vyhodné se ukazuje 24 hodinova preinkubace bun¢k s trehaldzou pfed samotnym proce-
sem mraZeni. Vyhodu preinkubace bun¢k 200mM roztokem trehalozy také popisuje Petrenko
a kol. (Cryo Letters. 2014).

Patentova piihlaska CN105961374 popisuje kryoprotektivni roztok pro uchovani mesenchymal-
nich kmenovych bun&k. Tento roztok obsahuje zejména polyethylen glykol a albumin, ptiCemz
jako jednu ze sloZek obsahuje i trehalozu.

Prihlaska CN105494317 popisuje zamraZeni kmenovych bundk izolovanych z tukové tkané
v roztoku obsahujicim zejména lipoprotein, trehalézu a glycerin.

Patentové prihlaska CN104012519 popisuje vyhodnou kombinaci trehalozy a erytropoietinu
v kryoprotektivnim roztoku.

Patentové piihlaska US2011008300 popisuje vyhodné pouziti roztoku s obsahem trehal6zy
a glycerinu pro kryoprezervaci tukové tkané.
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Patentova piihlaska KR20140046690 popisuje mraZeni praseich spermatogonélnich bun&k
vroztoku obsahujicim 200mM trehaldzy, fetdlni 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, trehalézu a dalsi komponenty. Kryoroztok
je pouZit bez obsahu séra.

Korejsky patent KR20120078094 popisuje vyhodnou kombinaci DMSO, trehalézy, katalasy
a kaspasového inhibitoru zZVAD-fmk pro mraeni kmenovych bungk izolovanych z plodové
vody. :

Roztok obsahujici trehalozu a dalsi farmaceuticky pouZitelné ingredience je popsan v Ceské pa-
tentové pfihlasce PV 2016-284. P¥ihlaska popisuje hypothermické skladovani bunék v tomto
roztoku pfi teploté sniZené az na -4 °C.

Dosud zndma feSeni neumoZituji hluboké zmraZeni za pouZiti farmaceuticky nekompatibilnich
sloZek, coZ vyrazné v klinické praxi znemoziiuje bezprostfedni vyuZiti takovych roztoki po roz-
mraZeni.

Podstata technického feseni

Vy3e uvedené nedostatky odstrafiuje prostfedek pro uchovéni kmenovych bun&k pti velmi niz-
kych teplotach, ktery je tvoten vodnym roztokem trehalézy, ktery obsahuje disacharid trehalézu
v mnoZstvi 60 aZ 900 mmol/l, s vyhodou 200 az 900 mmol/l a nejvyhodnéji 300 az 900 mmol/l.

Roztok se miZe skladat pouze z vody a trehalézy v mnoZstvi 60 az 900 mmol//l, pfi¢emz pH
roztoku miZe byt, v zavislosti na pouzité vods, 7 a# 8, zpravidla vSak je hodnota pH 7,1 aZ 7,6.

Ve vyhodném provedeni roztok sestavé z pufrovaného vodného roztoku trehaldzy, ktery obsahuje
jednoduché soli pro tlumeni vykyvii pH, pfi¢emZ pH roztoku je 7,1 aZ 7,6, a pfi¢em? celkova
osmolarita roztoku neni vy3§i nez 900 mosmol/l. Osmolaritou se v této pfihlaSce rozumi osmola-
rita vypoctend zplisobem v této oblasti techniky obvyklym, nebo, v pfipadé Ze by byla vy$ii nez
vypoctend, osmolarita zméfena.

Tento roztok s vyhodou obsahuje jako nezbytné slozky kationty K™ v mnozstvi 20 az 50 mmol//l,
kationty Na" v mnoZstvi 20 aZ 80 mmol/l, anionty CI' mnozstvi 0,5 az 40 mmol/l, anionty PO,*
a/nebo HPO,* a/nebo HyPO4 v celkovém mnoZstvi 20 aZ 65 mmol/l, a trehalézu v mnoZstvi mi-
niméln€ 60 mmol/l, s vyhodou minim4lné 200 mmol/l, jest¢ vyhodné&ji minimalné 300 mmol/l.
Horni mez obsahu trehalézy je uréena tim, Ze celkova osmolarita roztoku nema byt vyssi nez
900 mosmoV/l. Horni mez obsahu trehalézy v pufrovaném roztoku je tedy o mnoZstvi disociova-
nych soli niZ§{ neZ 900 mosmol/l. Koncentrace uvedenych slozek jsou v rdémci uvedeného roz-
mezi voleny tak, aby hodnota pH roztoku byla 7,1 a2 7,6. V nejjednodussim provedeni technic-
keho feSeni nemusi prostfedek obsahovat 74dné daldi zAméme pfidavané slozky. V kazdém pfi-
padé, optimalni celkova osmolarita roztoku neni vy$8i nez 900 mosmol/1.

V dalsich provedenich technického feseni roztok dale miZe obsahovat kationty Mg®" a/nebo Ca®*
v celkovém mnozstvi 0 aZ 2 mmol/l a anionty SO,* a/nebo HSO, v celkovém mnoZstvi 0 a
2 mmol/l. Jestlize jsou kationty Mg®* a/nebo Ca* pfitomny jako zAmérné pfidana slozka, jsou
v roztoku obsaZeny v celkovém mnoZstvi 0,1 az 2 mmol//l. Jestlize jsou anionty SO.* a/nebo
HSOy’ pfitomny jako zdmémé ptidana slozka, jsou v roztoku obsaZeny v celkovém mnoZstvi 0,5
aZz 2 mmol/l.

Ve vyhodném provedeni technického feseni roztok obsahuje 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/l, anionty PO,> a/nebo
HPO,* a/nebo H,PO* v celkovém mnoZstvi 40 az 50 mmol/l, anionty SO,* a/nebo HSO, v cel-
kovém mnoZstvi 0,9 az 1,2 mmol/l.

Ve zvlasté vyhodnych provedenich technického feseni roztok obsahuje trehal6zu v mnoZstvi 200
az 400 mmol/l.
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Zvl4§té vyhodné je, kdyZ vodny roztok neobsahuje vedle kationtd K, kationtd Na’, kationti
Mg a/nebo Ca’, aniontti CI', aniontii PO, a/nebo HPO,> a/nebo H,PO,, aniontii SO~ a/nebo
HSO, a trehalézy Z4dné dal$i zAm&me pridané slozky. Samoziejme nelze vyloudit, Ze v roztoku
jsou stopova mnoZstvi latek, jejichZ pfitomnost je podmin&na vyrobou nebo jinak ndhodna.

Konkrétngji, prostiedek podle technického feSeni je ur€en k uskladnéni bunék pii nizkych a velmi
nizkych teplotach od -5 °C az do -273 °C. Prostfedek podie technického feseni je zv1a§t€ vhodny
k uskladnéni kmenovych bun&k pfi teplotach od -18 °C do -196 °C, s vyhodou -60 °C az -196 °C,
nejlastéji -80 °C az -196 °C. ReZim mraZeni prostiedku podle technického feSeni maze mit rizny
prib&h. MiiZze byt pouZito programovatelnych mrazicich jednotek (napf. IceCube; SY-LAB) ¢i
dalsich teplotné optimalizovanych zafizeni: Mr. Frosty™ (Thermo Fisher Scientific) ¢i Cool-
Cell® (BioCision). S vyhodou lze suspenzi bunk v prostiedku dle technického feSeni mrazit
také pfimym uloZenim vzorku do par tekutého dusiku. Tekuty dusik &i jeho pary jsou z pohledu
mraZeni i uskladnéni vzorku nejvhodné;jsi.

Prostiedek podle technického feseni se sklada z farmaceuticky piijatelnych sloucenin a miZe byt
pouzit piimo k aplikaci kmenovych buné&k, které jsou v ném zmraZeny. Po rozmraZeni kmeno-
vych bun&k je zajidténa jejich dostatetna Zivotaschopnost.

Prostfedek podle technického feSeni je ur€en zejména pro mrazové uchovani mezenchymalnich
kmenovych bun&k ziskanych z kostni dfené, tukové tkané, periferni krve nebo z extraembryonal-
nich tkéani (placenta, pupetnik, pupe¢nikova krev) nebo embryonalnich, nervovych, indukova-
nych nebo limbélnich kmenovych bunek savell véetné lovéka. Muze slouzit také k uchovani
kmenovych bun&k uchycenych na biologickém nosi¢i. Z podstaty samotného technického feSent,
tedy osmoticky vliv roztoku na buiiky pfed zmraZenim v¢. stabilizace bunééné membrany, je
moné oéekavat pozitivni vliv roztoku také na jiné bunécné typy.

Kmenové buiiky uchované v prostfedku podle technického feSeni mohou byt po rozmraZeni apli-
kovany bez nutnosti odmyti tohoto prostfedku pfimo pacientovi zejména intravendzné, intraarte-
ridlng, intramuskuldrng, subkutanné, subkunjunktividlng nebo intratekalné€, a to bud’ samostatné,
nebo s nosi¢em.

Nosi¢em kmenovych bungk mize byt biodegradabilni i nedegradabilni material. Nosi¢em mohou
byt funkéni biomaterialy. MiZe se jednat o syntetické biokompatibilni polymery (kyselina poly-
laktidova PLA, kyselina polyglykolova PGA, polyethylenglykol PEG, polykaprolakton PCL,
polyhydroxybutyrat PHB a dalsi), pfirodni polymery a polysacharidy (kolagen typu I, hyaluron-
ové kyselina, fibrin, chitosan, celul6za, Skrob a dalsi) nebo extracelularni matrice (ECM) ve
form¢ hydrogelu, nanovlaken nebo mikrovlaken. Alternativné se pro aplikace, které pocitaji
s nosi¢em, mohou kultivace kmenovych buné€k provadét v pfitomnosti t&chto nosi¢l a spole¢né
uchovavat a aplikovat v prostfedku podle technického feseni.

Vhodny roztok trehal6zy 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 bunék. Hlubokym zmraZenim se rozumi zmrazeni na velmi nizké teploty od -18 °C
do -196 °C. Niz¥ teploty jsou také moZné, i kdyZz méné prakticke. Dlouhodobym uskladnénim se
rozumi uskladnéni po dobu vice neZ tH dnd, ale i nékolika tydni nebo mésich, naptiklad az péti
let.

Pufrovany vodny roztok trehal6zy, obsahujici trehalozu v mnoZstvi 200 aZz 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 a% 1,2 mmol/l, anionty CI" v mnoZstvi 0,5 az 20 mmol/l, anionty
PO,> a/nebo HPO,” a/nebo H,PO, v celkovém mnozstvi 40 az 50 mmol/l, anionty SO,* a/nebo
HSO, v celkovém mnoZstvi 0,9 az 1,2 mmol/l, je moZné pouZit zejména k dlouhodobému
uskladnéni hluboce zmraZenych mezenchymalnich kmenovych bungk.
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Priklady uskutenéni technického feseni

Ptiklad 1: Izolace a kultivace MSCs z kostni dfens (BM-MSCs)

Aspirace kostni dfené byla provedena trepanobioptickou jehlou, ktera je soudasti odbérového setu
obsahujictho fyziologicky roztok s heparinem a gentamicinem. Po transportu kostni dfené do
prostor pro sterilni zpracovani biologického materidlu byl vzorek smichén s infuznim roztokem
Gelofusinu. MnoZstvi ptidaného Gelofusinu odpovidalo 25 % objemu kostni dfené. Smés sedi-
mentovala 10 aZ 30 minut a poté byla odebréna vrstva prstence mononuklearnich bungk. V ode-
brané vrstvé bungk byla analyzovana bunéénost smési hematologickym analyzatorem. Do kazdé
z pripravenych kultivaénich lahvi o plose 75 cm’ bylo pfidano 10 ml kompletniho kultivaéniho
média (médium Alpha MEM Eagle obsahujici 5% lidsky desti¢kovy lyzat a gentamicin) a defi-
nované mnoZstvi suspenze izolovanych bunék (5 az 10 milion@ jadernych bunék) pro nasazeni
primokultury. Kultivace bunék probihala pfi teplot& 37 + 0,5°C a 5 % CO,. V priibéhu kultivace
bunék probihala priibéZnd vyména kompletniho kultivaéniho média s pfipadnym oplachem bunék
pomoci 10 ml pufru PBS na jednu kultivaéni lahev. Dle mno¥stvi rostoucich bunék probihalo
jejich pasdZzovani, tedy fizené enzymatické odloudeni adherujicich bunék a jejich pteneseni na
vetsi kultivaéni plochu. Tento proces vzdy zagal optickou kontrolou kultury pod mikroskopem;
optimalni pro rist kultury bylo dosaZeni 80 az 90% pokryti bunék kultivaéniho dna. Pro pasaZo-
vani bylo nutné odséti kultivaéniho média, oplach kultury 10 ml pufru PBS a pfidani 1 ml roz-
toku enzymu TrypLE Select CTS. Kultivaéni lahve byly cca 4 minuty inkubovany pii
37+ 0,5 °C. Spravny priibéh enzymatické reakce byl kontrolovan pod mikroskopem. Pokud se
buiiky pohybovaly s proudici kapalinou po poklepéni kultiva¢ni lahve, byl do kaZdé lahve piidan
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 pfevedena do centrifugatni zkumavky
a centrifugovana (230 g, 5 minut). Peleta bunék byla resuspendovéna v kompletnim kultiva&nim
médiu a suspenze bungk rozdélena na poZadované mno¥stvi kultivaénich lahvi. Tretim
pasdZovanim bunék bylo dosaZeno findlni suspenze bun&k. Ta byla navic jesté jednou promyta
pufrem PBS a centrifugovéna (230 g, 5 minut). Pro vytvofeni pkpravku podle provedeni
technickeho feSeni byla peleta ziskand vyse uvedenym postupem resuspendovana v roztoku
pfipravku uvedeném v piikladu 2A (s 250 mM trehal6zou, ktery je dale oznafovan TR-250),
2B (s 300 mM trehalézou, oznadovaném TR-300), 2C (s 350 mM trehalézou, oznatovaném
TR-350), 2D (s 400 mM trehalézou, oznaovaném TR-400) a 2E (pouze vodny roztok s 400 mM
trehalézou oznaCovaném TRH-400). Znatkou mM nebo také mmol/l je oznaovan podet
milimold v litru roztoku.

Obsah zmraZenych kmenovych bun&k byl zpravidla 5 x 10° a2 1 x 10’ MSCs/ml. Takto pfipra-
vena suspenze bun€k byla priib&zn& michana lehkym protfepanim po dobu nejméné deseti minut
pfi pokojové teploté. Zaroveri byla stanovena viabilita vstupni suspenze bunék. Nasledné byla
suspenze (TR-250 a TR-300) uloZena do mrazaku o teploté -70 °C v mrazicim zafizeni Cool-
Cell® (BioCision). Paraleln byly vzorky uloZeny piimo 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 butiky jsou v suspenzi v riznych roztocich (TR-350, TR-
400 a TRH-400). Nésledn& byly viechny vzorky uloZeny do Dewarovy nadoby obsahujici tekuty
dusik. Po jejich rozmraZeni ve vodni 14zni pfi 37 °C byly vzorky testovéany dle piikladu 3.

Ptiklad 2: MozZné piipravy 100 ml roztoku podle technického feseni
Ptiklad 2A. Piiprava roztoku podle technického feseni s 250 mM trehaldzou (TR-250)

Navazime 0,408 g KH,PO, a 0,213 g Na,HPO,, rozpustime v 20 m] destilované vody; navaZime
0,007 g CaCl, x 2H,0 a rozpustime v 10 ml destilované vody; navazime 0,012 ¢ MgSO;, a roz-
pustime v 10 ml destilované vody. Takto pfipravené roztoky smichédme a upravime pH na hod-
notu 7,4. Poté ve smési rozpustime 9,45 g trehalézy a konetny objem upravime destilovanou
vodou na 100 ml. Vysledna osmolarita roztoku je 358 mosmol/l.
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Ptiklad 2B. Piiprava roztoku podle technického feSeni s 300 mM trehalézou (TR-300)

Navazime 0,408 g KH,PO,4 a 0,213 g Na,HPO,, rozpustime v 20 ml destilované vody; navazime
0,007 g CaCl, x 2H,0 a rozpustime v 10 ml destilované vody; navazime 0,012 g MgSO, a roz-
pustime v 10 ml destilované vody. Takto ptipravené roztoky smichime a upravime pH na hod-
notu 7,4. Poté ve smési rozpustime 11,34 g trehalézy a konetny objem upravime destilovanou
vodou na 100 ml. Vysledna osmolarita roztoku je 408 mosmol/l.

Ptiklad 2C. Piiprava roztoku podle technického feSeni s 350 mM trehalézou (TR-350)

Navazime 0,408 g KH,PO4 2 0,213 g Na,HPO,, rozpustime v 20 ml destilované vody, navazime
0,007 g CaCl, x 2H,0 a rozpustime v 10 ml destilované vody; navazime 0,012 g MgSO, a roz-
pustime v 10 ml destilované vody. Takto ptipravené roztoky smichdme a upravime pH na hod-
notu 7,4. Poté ve smési rozpustime 13,23 g trehalézy a kone&ny objem upravime destilovanou
vodou na 100 ml. Vysledna osmolarita roztoku je 458 mosmol/l.

Priklad 2D. Piiprava roztoku podle technického feseni s 400 mM trehaldzou (TR-400)

Navazime 0,408 g KH,PO, 20,213 g Na,HPO,, rozpustime v 20 ml destilované vody; navazime
0,007 g CaCl, x 2H,0 a rozpustime v 10 ml destilované vody; navazime 0,012 g MgSO; a roz-
pustime v 10 ml destilovan¢ vody. Takto ptipravené roztoky smichdme a upravime pH na hod-
notu 7,4. Poté ve smési rozpustime 15,12 g trehalézy a konedny objem upravime destilovanou
vodou na 100 ml. Vysledna osmolarita roztoku je 508 mosmol/l.

Piiklad 2E. Piprava vodného nepufrovaného roztoku podle technického feseni s 400 mM treha-
16zou (TRH-400)

Navazime a rozpustime 15,12 g trehalézy a konecny objem upravime destilovanou vodou na
100 ml. Vysledna osmolarita roztoku je 400 mosmol/l.

Pfiklad 3: Zivotaschopnost BM-MSCs po jejich zmraZeni a nasledném rozmraZeni (uskladnéni
v 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 su-
spenze barvena propidium jodidem a viabilita bunék stanovena metodou pritokové cytometrie.
Viabilita stanovena barvenim propidium jodidem odrazi Zivotaschopnost jednotlivych buné€k
v suspenzi. Propidium jodid je latka, ktera neprostupuje membranou 7ivych bunek. U poskoze-
nych a neZivotaschopnych bunck se propidium jodid vaZe na DNA. Zivotaschopnost BM-MSCs
sledovana barvenim propidium jodidem bezprostfedné po rozmraZeni dosahovala vice nez 50 %
u vzorkii zmrazenych Sokovym ulozenim do -70 °C ¢i do -196 °C (tabulka 1). Nejvhodnéjsi se
ukazuje pravé primé uloZeni suspense bungk v prostiedku dle technického feseni do -70 °C ¢&i
196 °C v roztoku TR-250 i TR-300 (tabulka 1). Nejlepsich vysledki bylo ovSem dosaZeno pfi
pouziti roztoku TR-400 s nejvyssi koncentraci trehalozy. Ten chrani builky pied poskozenim
mrazem nejvice, viabilita bun¢k se po rozmrazeni pohybuje nad 60 % (tabulka 2).
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Tabulka 1 - MSCs z kostni dfené, viabilita bunék v roztoku TR-250 a TR-300 v riznych rezi-
mech mraZeni

% Zivych (propidium jodid
TR-250 negativnich) bun&k

90,8

14,2

54,7

52,9

% Zivych (propidium jodid
TR-300 negativnich) bunék

90,8

12,1

51,0

59,7

Tabulka 2 - MSCs z kostni dfeng, viabilita bundk uloZenych pfimo do -196 °C v riiznych rozto-
cich dle technického feseni

Ulozeni do % Zivych (propidium jodid
-196 C negativnich) bunék

91,1
54,5
63,9
39,1

Rozmrazené buiiky byly paralelné také testovany pomoci nasledné kultivace a byla sledovana
jejich schopnost adherence na kultivaéni plastik a jejich morfologické vlastnosti. Zakladni vlast-
nosti mesenchymalnich kmenovych bungk je jejich schopnost adherence na kultivaéni plastik.
Z morfologického hlediska maji Zivotaschopné mesenchymaélni kmenové buiiky protéhly fibrob-
lastovy tvar. Bylo vysazeno stejné objemové mnoZstvi bunék odpovidajici po&tu 100 000 bungk
v Cerstvém stavu na 24 jamkovou kultivaéni desku. Po 48 hodinach byly butiky hodnoceny pod
mikroskopem. Nejvys§i mira adheze byla pozorovéna u suspenze bunék mraZenych pHimym ulo-
Zenim do -70 °C &i -196 °C v roztoku dle technického fedeni (TR-250, TR-300, TR-350 a TR-
400). V8echny adherované buiiky odpovidaly morfologii mesenchymalnich kmenovych bunék.
Tato pozorovani jsou v souladu s pozorovénim pii detekci viability pomoci propidium jodidu.

Orientaénimi pokusy bylo zji§téno, Ze obsah trehalézy miize byt i vyssi nez 400 mmol/l, aviak
jeji uCinek se jiZ nijak vyznamné nezvySuje, pficemz pii celkové osmolarité vyssi nez 900 JiZ je
roztok farmaceuticky nevhodny, a naopak obsah trehalézy niZ3f nez 60 mmol/l nem4 jiz pozoro-
vatelny vliv.

NAROKY NA OCHRANU

1. Prostfedek pro uchovani lidskych nebo zvitecich bunék pfi velmi nizkych teplotach, vy -
znadujici se tim, Ze je tvofen vodnym roztokem trehalézy, ktery obsahuje trehalézu
vmnozstvi 60 az 900 mmol/l, pfi€em? roztok miie dile obsahovat kationty K™ v mnoZstvi
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0 a2 50 mmol/l, kationty Na* v mnoZstvi 0 aZz 80 mmol/l, anionty CI" v mnozstvi 0 az 40 mmol/l,
anionty PO,* a/nebo HPO,> a/nebo H,PO, v celkovém mnoZstvi 0 aZ 65 mmol/l, kationty Mg2+
a/nebo Ca’™ v celkovém mnoZstvi 0 aZ 2 mmol/], anionty SO,” a/nebo HSO4 v celkovém mnoz-
stvi 0 az 2 mmol/l, pfiemz pH roztoku je 7,1 aZ 7,6, a pficemz celkova osmolarita roztoku neni
vy$si nez 900 mosmol/l.

2. Prostfedek podle néroku 1, vyzma&ujici se tim, Ze roztok sestava vylucné
z trehalézy, vody a popiipadé stopovych mnoZstvi doprovodnych rozpusténych latek.

3.  Prostiedek 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 Cl' v mnozstvi
0,5 az 40 mmol/l, anionty PO, a/nebo HPO,” a/nebo H,PO, v celkovém mnoZstvi 20 az
65 mmol/l.

4.  Prostfedek podle naroku 3, vyznadujici se tim, Ze roztok obsahuje kationty
Mg*" a/nebo Ca®* v celkovém mnoZstvi 0,1 aZ 2 mmol/}, anionty SO a/nebo HSO, v celkovém
mnoZstvi 0,5 az 2 mmol/l.

5.  Prostfedek podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze roztok obsahuje trehaldézu
v mnogstvi 200 az 400 mmol/l, kationty K' v mnoZstvi 28 aZ 32 mmol/l, kationty Na" v mnoZstvi
20 aZz 50 mmol/l, kationty Mg2+ a/nebo Ca®’ v celkovém mnozstvi 0,4 aZ 1,2 mmol/1, anionty CI
v mnoZstvi 0,5 az 20 mmol/l, anionty PO,> a/nebo HPO,> a/nebo H,PO4 v celkovém mnoZstvi
40 az 50 mmol/l, anionty SO,% a/nebo HSO, v celkovém mnoZstvi 0,9 az 1,2 mmol/l.

6.  Prostfedek podle nékterého z naroki 1 nebo 3 az5, vyzna ¢ujici se tim, Zeroz-
tok sestava vyluéné z trehal6zy, vody, alespoi nékterého kationtu ze skupiny kationti K, Na’,
Ca”, Mg2+ a alesponi nékterého aniontu ze skupiny aniontu CI, PO, HPO,>, H,POy, SOZ,
HSO,, a poptipadé stopovych mnoZstvi doprovodnych rozpusténych latek.

7. Prostiedek podle néroku 5 nebo 6, vyzmnaéujic i se tim, Ze uchovivané buriky
jsou mezenchymalni kmenové buriky.

Konec dokumentu
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