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Lyofilizovany pripravek k 1é¢eni zanétlivych
a degenerativnich onemocnéni

Utad priimyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda predmét uzitného vzoru
splituje podminky zptsobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.
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Lyofilizovany pripravek k 1é¢eni zanétlivych a degenerativnich onemocnéni

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka lyofilizovaného piipravku na bazi kondiciovaného média z kmenovych
bunék k 1éCeni zanétlivych a degenerativnich onemocnéni.

Dosavadni stav techniky

Je znamo, Ze mezenchymalni kmenové buriky, v literatuie ozna¢ované jako MSC (mesenchymal
stem cells), produkuji trofické faktory, které samy o sob€ maji terapeutické ucinky i bez
pfitomnosti samotnych kmenovych bunék. Proto je v posledni dobé atraktivni ,,bezbunécna
terapie®, tedy postup, pfi kterém se do mista poskozeni netransplantuji buiiky, ale pouze médium
obohacené jejich sekre¢nimi produkty, takzvané kondiciované médium.

Naptiklad z ¢lanku Vackova 1., Kubinova S.: Kondiciované médium z kmenovych bunék a jeho
vyuziti v bezbunééné terapii; Ceskoslovenska fyziologie, 2016, je zndmo, Ze jako alternativu
Kk terapii kmenovymi bunikami lze vyuZzit sekre¢ni produkty kmenovych bunék, pficemz
terapeuticky efekt této takzvané bezbunécné terapie je srovnatelny s piimou aplikaci kmenovych
bunek. Vzhledem k obsazenym ucinnym latkam (rdstové faktory, cytokiny, chemokiny), které se
v tomto médiu nachazeji, a které ztraceji ucinnost pii vysSich teplotach, je nezbytné nutné toto
médium skladovat a transportovat pti teplotach hluboko pod nulou, naptiklad pii teploté¢ —80 °C
nebo nizsi.

V ¢lanku Bermudez a kol.: Corneal Epithelial Wound Healing and Bactericidal Effect of
Conditioned Medium From Human Uterine Cervical Stem Cells; Investigative Ophthalmology &
Visual Science, 2015, je na pokusech na zvifatech popsano pouziti lyofilizovaného média
obsahujiciho sekre¢ni produkty kmenovych bunék.

Mezinarodni ptihlaSka vynalezu WO 2018070939 Al popisuje lyofilizaci exosomt ziskanych ze
sekretomu kmenovych bun€k s ptidavkem trehalozy pred lyofilizaci k zachovani jejich
terapeutické ucinnosti.

Z ceského patentu ¢. 307325 je znam pftipravek k léceni zanétlivych onemocnéni obsahujici

suspenzi kmenovych bunék kultivovanych po separaci z biologického materialu vyhodné
v kultivaénim médiu s obsahem trehalozy.

Podstata technického feSeni

Puvodci technického fteSeni zjistili, ze kultivace MSC v kombinaci s trehalozou zlepSuje
terapeutické vlastnosti lyofilizovaného kondiciovaného média z nich vytvofeného pro léceni
zanétlivych a degenerativnich onemocnéni a zaroven zabranuje denaturaci a inaktivaci proteini
Vv lyofilizovaném produktu.

Tento G¢inek se pricita tomu, Ze trehaldza je béhem kultivace pfijimana bunikami endocytoézou,
coz ovlivituje vlastnosti bun¢k kultivovanych v médiu s trehalézou atyto builky produkuji
médium s lepSimi antioxida¢nimi a protizanétlivymi faktory. Zaroven muze trehaldza ptitomna
v kondiciovaném médiu plnit protektivni funkei pro proteiny a dalsi slozky.

Podstata lyofilizovaného pfipravku k léceni zanétlivych a degenerativnich onemocnéni podle
tohoto technického feSeni spoiva v tom, Ze sestava z lyofilizovaného kultiva¢niho média, to
znamena ze slozek kultivaéniho média zbavenych vody lyofilizaci, a sekrec¢nich produktt
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pochazejicich z kultury mezenchymalnich kmenovych bunék kultivovanych v pfitomnosti
trehaldzy.

Kultiva¢ni médium s vyhodou obsahuje, vztazeno vzdy na suSinu samotného kultivaéniho média
bez kmenovych bunék nebo jejich sekre¢nich produkti nebo jejich zbytkd, 50 az 85 % hmotn.,
nejvyhodnéji 65 az 69 % hmotn., trehalozy, dale obsahuje 10 az 40 % hmotn., nejvyhodnéji 20 az
26 % hmotn., anorganickych soli zvolenych ze skupiny sestavajici z CaCl,, MgSQa, KCI,
NaHCOs, NaCl a NaH2PO4, a 5 az 40 % hmotn., nejvyhodnéji 6 az 11 % hmotn., dalsich latek
zvolenych ze skupiny sestdvajici z aminokyselin, monosacharidli, nukleovych kyselin, soli
organickych kyselin, vitamind, lyzatu zkrevnich desticek, antibiotik a popfipad¢ dalsich
doprovodnych latek.

Lyofilizovany pfipravek podle technického fteSeni obsahuje, vztazeno na 1g suSiny
kondiciovaného kultiva¢niho média, navic vedle susiny slozek kultivaéniho média dale sekrecni
produkty 10 az 60 miliond, s vyhodou 24 az 38 miliont mezenchymalnich kmenovych bunék.

Lyofilizovany pfipravek podle technického feSeni je v praskové formé mozné skladovat
a transportovat pfi teplotach az do +24 °C. Tésné pted pouzitim je nutné lyofilizovany piipravek
znovu zkapalnit pfidanim vody pro injekce nebo fyziologického roztoku nebo jiného odbornikovi
znamého farmaceutického roztoku.

Lyofilizovany ptipravek podle technického feSeni je urcen k1é¢bé zanétlivych onemocnéni
vcetné posttraumatické zanétlivé reakce po poskozeni nebo trazu a také k 1é¢bé degenerativnich
a neurodegenerativnich onemocnéni. Je mozné ocekavat, ze piipravek podle tohoto technického
feSeni se uplatni také pfi [éCb€ traumat, hojeni ran a popalenin, 1é€bé nemoci pohybového aparatu
(Slachy, klouby, artritida, osteoartritida), kostnich defekti, diabetu, mrtvice, kardiologickych,
onkologickych a o¢nich onemocnéni.

Objasnéni vykresu

Obr. 1. Porovnani tloustky rohovky lécenych a nelécenych kralikda.

Priklady uskuteénéni technického fe$eni

Pripravek podle tohoto technického feSeni sestava z lyofilizovaného kultivaéniho média
a sekreCnich produkti pochézejicich z kultury mezenchymalnich kmenovych bunék
kultivovanych v ptitomnosti trehal6zy zptisobem odbornikovi znamym.

Pro vytvoreni ptipravku podle tohoto technického feSeni Vv nasledujicich ptikladech provedeni
byly kultivovany lidské pupecnikové mezenchymalni kmenové buiky (WJ-MSC), ziskané
zpuisobem odbornikovi znamym. Jako kultiva¢ni médium v nasledujicich ptikladech provedeni
byla pouzita dvé komeréné dostupna kultivaéni média Alfa MEM a L-15 znamého slozeni. Je
vSak tfeba poznamenat, Ze pro dosaZeni pfinosii technického feseni neni konkrétni kultivacni
médium podstatné. Podstatné je to, ze slozkou lyofilizovaného ptipravku jsou sekre¢ni produkty
pochazejici z kultury mezenchymalnich kmenovych bun€k kultivovanych v pfitomnosti
trehaldzy.

Hlavnimi slozkami média Alfa MEM jsou:
1234 mg/l aminokyseliny, zejména L-glutamin, L-arginin, L-cystein, L-lysin,

60 mg/I vitaminy, zejména kyselina askorbova
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9838 mg/l anorganické soli, zejména NaCl a NaHCOs;, a dale také KCI, CaCl,, NaH;PO4 a
MgSOs,

81 mg/l nukleové kyseliny

110 mg/1 sodna stl kyseliny 2-oxopropionové (pyruvat sodny),

1000 mg/1 dextroza.

Hlavnimi slozkami média L-15 jsou:

3415 mg/l aminokyseliny, zejména L-arginin, L-glutamin, L-treonin, L-tyrosin
8 mg/l vitaminy

8981 mg/l anorganické soli, zejména NaCl, KCI, Na,HPO4, CaCl, anhyd., MgSO. anhyd.,
MgClz, KH2P04,

550 mg/I sodna stl kyseliny 2-oxopropionové (pyruvat sodny),

900 mg/l D-galaktoza.

Kultivaéni médium Alfa MEM bylo pouzito v kombinaci s trehalézou v koncentracich 40, 80
a 200 mmol/l. Kultiva¢ni médium L-15 bylo kombinovaného s trehalézou vzdy byla celkova
osmolalita ne vys$si nez 400 mosmol/I.

SloZzeni kultivaéniho média kombinovaného s trehalézou vyjadiené v procentech obsaht
jednotlivych slozek vztazenych na soucet hmotnosti vSech slozek ve ctyfech piikladech

provedeni je uvedeno v nésledujici tabulce.

Tabulka 1: Slozeni kultivacniho média kombinovaného s trehal6zou podle ptikladi provedeni
technického feseni

Alfa MEM + 80 mmol Alfa MEM + 40 mmol Alfa MEM + 200 mmol L-15 + 80 mmol trehaldzy/1
trehal6zy/1 trehaldzy/1l trehal6zy/1
slozka % hmotn. [slozka % hmotn. |[slozka % slozka %

hmotn. hmotn.
trehal6za 68,97|trehaloza 52,61|trehaloza 84,73trehaloza 66,41
anorganické sol 24,77 |anorganické sol 37,83Janorganické soli 12,19fanorganické soli 21,78
nukleové kyseliny nukleové kyseliny 0,31 nukleové kyseliny nukleové kyseliny 0
0,20 0,10
pyruvat sodny 0,28 pyruvat sodny 0,42pyruvat sodny 0,14jpyruvat sodny 1,33
monosacharidy 2,52|monosacharidy 3,85/monosacharidy 1,24monosacharidy 2,18
aminokyseliny 3,11jaminokyseliny 4,75[aminokyseliny 1,53faminokyseliny 8,28
vitaminy 0,15|vitaminy 0,23|vitaminy 0,07|vitaminy 0,02

Kromé vyse uvedenych slozek mtze kultivaéni médium obsahovat az 5 % hmotnostnich dalSich
slozek, jako jsou destickovy lyzat a/mebo krevni sérum a/nebo antibiotika, a popfipadé
doprovodné ptimési.

Mezenchymalni kmenové buniky byly kultivovany po dobu 24 hodin pii teploté 37 °C. Poté byly
kmenové buiiky ejich zlomky a zbytky odseparovany a kultiva¢ni médium obohacené o sekre¢ni
produkty kmenovych bunék bylo piefiltrovano.

Byl sledovan pocet bunék, které produkovaly sekre¢ni produkty do média, pfi¢emz koncentrace
kmenovych bunék byla vzdy mezi 1 az 1,5 milionu bunék/ml kultiva¢niho média.
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Kultivaéni médium obohacené o sekre¢ni produkty kmenovych bunék bylo poté lyofilizovano.
Mnozstvi suchych slozek kultivaéniho média, které bylo ziskano lyofilizaci vzdy 1 mililitru
kultiva¢niho média spolu se sekre¢nimi produkty 1 az 1,5 milionu kmenovych bunék je uvedeno

Vv nasledujici tabulce.

Tabulka 2: Slozeni lyofilizovaného piipravku podle ptikladu provedeni technického feseni

Alfa MEM + 80 mmol Alfa MEM + 40 mmol Alfa MEM + 200 mmol L-15 + BO mmol
trehalozy/1 trehal6zy/1 trehalozy/1 trehalozy/1

39,706 mg 26,014 mg 80,782 mg 41,238 mg

sekrecni produkty sekrecni produkty sekrecni produkty sekrecni produkty

1 az 1,5 milionu MSC 1 az 1,5 milionu MSC 1 az 1,5 milionu MSC 1 az 1,5 milionu MSC

Takto ziskany lyofilizovany ptipravek v praskové formé byl uchovavan v chladnic¢ce. Pied
pouzitim bylo pfislusné mnozstvi prasku, které bylo ziskano lyofilizaci vzdy 1 mililitru
kultiva¢niho média, rozpusténo vzdy v 0,5 ml pufru PBS nebo v deionizované vodé, to znamena,
ze roztok piipravku pro aplikaci byl zahus$tén tak, Zze v 1 mililitru obsahoval sekre¢ni produkt,
ktery vytvotily 2 az 3 miliony kmenovych bungk.

Rohovky kraliki byly poleptany 0,25M roztokem NaOH (kapanim na povrch rohovky, 10 kapek
louhu po dobu 1 minuty). Poté byly o¢i proplachnuty proudem vody. Kralici byli rozdéleni do
péti skupin. Prvni skupina ziistala neléCena (Kontrola 1), druha skupina byla 1é¢ena kapanim
nekondiciovaného kultivaéniho média Alfa MEM (Kontrola 2), tieti skupina kodiciovanym
médiem Alfa MEM, c¢tvrta skupina lyofilizovanym médiem, ke kterému byla pridana trehal6za az
tésné pred lyofilizaci, pata skupina byla 1éCena lyofilizovanym médiem, které bylo kondiciovano
bunikami kultivovanymi v kombinaci s trehalézou v koncentraci 80 mmol/l (skupina 1é¢ena
pfipravkem podle technického feSeni). Kapky byly kapany po dobu 10 dnii 4x denné. OCi
nelécené nebo lécené nekondiciovanym médiem se zhojily neprtthlednou jizvou a vaskularizaci
rohovky. OCi 1é¢ené kondiciovanym médiem se zhojily navracenim pruhlednosti a bez
neovaskularizace.

Vysledky pachymetrického méteni tloustky rohovky u téchto skupin pokusnych kralikti vzdy
pfed poSkozenim, po dvou dnech, po deseti dnech a po dvaceti dnech trvani pokust jsou
znazornény na obr. 1. Na o0se y jsou uvedeny zjisténé tloust’ky rohovky v mikrometrech. Na ose x
je uveden vzdy pocet dni od poSkozeni oka pokusného kralika.

Pribézné pachymetrické vysSetfeni ukazalo, ze u oci 1éCenych lyofilizovanym kondiciovanym
médiem podle tohoto technického feSeni, kdy kmenové bunky byly kultivovany v kultivaénim
médiu v kombinaci s trehalézou, byl pribéh hojeni rychlejs$i oproti hojeni o¢i 1é¢enych
lyofilizovanym kondiciovanym médiem, ke kterému byla trehaloza ptidana az pied lyofilizaci
a kondiciovanym médiem bez ptidavku trehalozy, nelyofilizovanym. Po 20 dnech nabyly
hodnoty tloustky rohovky u vSech téchto skupin fyziologickych hodnot.

NAROKY NA OCHRANU

1. Lyofilizovany ptipravek k léceni zanétlivych a degenerativnich onemocnéni, vyznacujici se
tim, Ze sestava z lyofilizovaného kultivacniho média a sekre¢nich produktti pochazejicich
z kultury mezenchymalnich kmenovych buné¢k kultivovanych v pfitomnosti trehal6zy.

2. Lyofilizovany ptipravek podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze kultivaéni médium
obsahuje, vztazeno vzdy na susinu kultivacniho média, 50 az 85 % hmotn. trehaldzy, 10 az 40 %
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hmotn. anorganickych soli zvolenych ze skupiny sestavajici z CaCl,, MgSOa, KCI, NaHCO3,
NaCl a NaH;POs, 5 az 40 % hmotn. dal$ich latek zvolenych ze skupiny sestavajici

z aminokyselin, monosacharidi, nukleovych kyselin, soli organickych kyselin, vitamint,
krevniho séra, lyzatu z krevnich desticek, antibiotik a poptipadé dalSich doprovodnych latek,
pricemz lyofilizovany pfipravek obsahuje, vztazeno na 1 g susiny kultivaéniho média, sekre¢ni
produkty 10 az 60 milionit mezenchymalnich kmenovych bunck.

3. Lyofilizovany ptipravek podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze kultivaéni médium
obsahuje, vztazeno vzdy na suSinu kultivaéniho média, 65 az 69 % hmotn. trehaldzy, 20 az 26 %
hmotn. anorganickych soli zvolenych ze skupiny sestavajici z CaCl,, MgSOs, KCI, NaHCO3,
NaCl a NaH2PO4, a 6 az 11 % hmotn. dalSich latek zvolenych ze skupiny sestavajici

Z aminokyselin, monosacharidt, nukleovych kyselin, soli organickych kyselin, vitamint

a poptipad¢ dalsich doprovodnych latek, pricemz lyofilizovany ptipravek obsahuje, vztaZzeno na
1 g susiny kultivacniho média, sekre¢ni produkty 24 az 38 milioni mezenchymalnich kmenovych
bunék.

1 vykres
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