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Patentkrav

1. Fremgangsmate for kryopreservering av en organotypisk dyrket hudekvivalent
for @ opprettholde levedyktig vev omfattende:

a) 3 behandle en organotypisk dyrket hudekvivalent i en kryobeskyttende Igsning
i et enkelt trinn, hvori den organotypisk dyrkede hudekvivalenten omfatter
stratifisert skvamgs epitel pd@ et dermallag som omfatter fibroblast, og hvori
kryobeskyttelsesmiddelet tilveiebringes i en Igsning omfattende 21 til 70 volum-
%, foretrukket 21 til 45 volum-% eller 37,5 til 62,5 volum-%, mer foretrukket 25
til 40 volum-% eller 42,5 til 57,5volum-% av Igsningen, og der
kryobeskyttelsesmiddelet er glyserol;

b) 8 separere den behandlede organotypisk dyrkede hudekvivalenten fra
overskytende kryobeskyttende Igsning og pakke inn den behandlede organotypisk
dyrkede hudekvivalenten i fraveer av ekstra kryobeskyttelsesmiddel for &
tilveiebringe en innpakket hudekvivalent, hvori innpakningen foretrukket
ytterligere omfatter & omslutte den kryopreserverte hudekvivalenten i en steril
pose og & omslutte den sterile posen i en andre pose; og

c) 8 fryse den innpakkede organotypisk dyrkede hudekvivalenten for &

tilveiebringe en kryopreservert hudekvivalent.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori behandlingen av en organotypisk dyrket
hudekvivalent i en kryobeskyttende Igsning i et enkelt trinn foregar ved en
temperatur pd 2 °C til 8 °C eller 15 °C til 30 °C.

3. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori frysingen ytterligere omfatter frysing ved
-80 °C eller direkte eksponering til temperaturer i omradet fra -50 °C til
-100 °C.

4. Fremgangsmaten ifslge krav 1, hvori de organotypisk dyrkede
hudekvivalentene omfatter Near-Diploid Immortalized Keratinocytes (NIKS)-
celler, hvori NIKS-cellene foretrukket omfatter en eksogen nukleinsyresekvens

som koder for et eksogent polypeptid.

5. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori hudekvivalenten beholder levedyktighet
etter tining, hvori den kryopreserverte hudekvivalenten foretrukket har en Asso pa

minst 50 % av en referansehudekvivalent bestemt ved en MTT-analyse.
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6. Fremgangsmate for tining av en kryopreservert hudekvivalent fremstilt ved
fremgangsmaten ifglge krav 1 fgr pafgring pa en pasient, omfattende:

a) & varme opp den kryopreserverte hudekvivalenten, hvori oppvarmingen
foretrukket omfatter eksponering til romtemperatur pa bruksstedet; og

b) & bringe den kryopreserverte hudekvivalenten i kontakt med en
diffusjonsmediator omfattende en vevskompatibel Igsning, foretrukket en bufret
vevskompatibel Igsning, for 3 tillate fijerning av den kryobeskyttende lgsningen
ved diffusjon, og hvori diffusjonsmediatoren er valgt fra gruppen bestdende av et
absorberende medium, hvori det absorberende mediet er foretrukket valgt fra
gruppen bestdende av

- Telfa-puter, skumputer, gasputer og celluloseputer inneholdende det
vevskompatible mediet,

- en membran og

- en dialysepose.

7. Kryopreservert hudekvivalent fremstilt ved fremgangsmaten ifglge krav 1.

8. System omfattende hudekvivalenten ifglge krav 7, plassert pa et absorberende

medium.

9. Innpakket kryobeskyttet hudekvivalent ifglge krav 7, for anvendelse i
behandling av sar, hvori hudekvivalenten er til pafgring pa et sar under betingelser

som er slik at hudekvivalenten bringes i kontakt med saret.

10. Sett omfattende en kryopreservert hudekvivalent ifglge krav 7, en

diffusjonsmediator og en vevskompatibel Igsning.

11. Settet ifglge krav 10, hvori den kryopreserverte hudekvivalenten er innpakket
i en tettbar kapsling eller der den kryopreserverte hudekvivalenten tilveiebringes

i et dyrkingskar som er innpakket i en pose.

12. Fremgangsmaten ifglge krav 1, ytterligere omfattende & danne den
organotypisk dyrkede hudekvivalenten fgr trinn (a) ved:
a tilveiebringe en dyrkingsskal omfattende et celledyrkesubstrat som er bevegelig

mellom definerte gvre og nedre posisjoner i dyrkingsskalen,
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& danne en hudekvivalent av celledyrkesubstratet, hvori celledyrkesubstratet er
pa den gvre posisjonen og deretter senke celledyrkesubstratet til den nedre

posisjonen for & utfgre trinn (a) ifelge krav 1.

13. Fremgangsmaten ifglge krav 1, ytterligere omfattende & danne den
organotypisk dyrkede hudekvivalenten fgr trinn (a) ved:

& tilveiebringe en dyrkingsskal omfattende en innsats som er bevegelig mellom
gvre og nedre posisjoner i dyrkingsskalen, der innsatsen har en nedre plan flate
dannet av en porgs membran,

& danne en dermal ekvivalent omfattende fibroblastceller av den porgse
membranen i innsatsen, hvori innsatsen er plassert i den gvre posisjonen i
dyrkingsskalen,

& dyrke fibroblastcellene for 8 danne en dermal ekvivalent,

a tilfgre keratinocytter pa den dermale ekvivalenten, & dyrke keratinocyttene i et
dyrkingsmedium under betingelser slik at keratinocyttene danner en
hudekvivalent omfattende stratifisert epitel,

3 fjerne dyrkingsmediet,

& senke innsatsen til den nedre posisjonen for & utfgre trinn (a) ifglge krav 1.

14. Innpakket kryopreservert hudekvivalent fremstilt ifglge krav 1, for anvendelse
i behandling av en pasient, hvori for pafgring pa pasienten den kryopreserverte
hudekvivalenten er

a) tint og ikke skylt; eller

b) oppvarmet, aseptisk overfgrt fra innpakningen og brakt i kontakt med et
absorberende medium omfattende en vevskompatibel Igsning for 3 tillate fjerning

av den kryobeskyttende Igsningen ved diffusjon.

15. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori hudekvivalenten i trinn (a) inkuberes i
den kryobeskyttende lgsningen i 10 til 60 minutter, foretrukket fra 20 til 30

minutter.
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