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Abstrakt

Prace se zabyva aplikaci kultivovanych kmenovych bunék kostni diené
v terapii fokéalniho chondralniho defektu kolenniho kloubu. V experimentélni
¢asti prace bylo cilem kvantitativni a kvalitativni porovnani dvou odbérovych
mist monocytarnich aspirat kostni dfené, z ilické kosti a proximalni tibie, za
ucelem urceni vhodného bunééného zdroje pro moderni bunécnou terapii. V
klinické praci uvadim popis chirurgického postupu a vysledky rocniho
sledovani pacientt po implantaci kultivovanych kmenovych bunck z kostni
dfené, pod ozna¢enim BiCure®orthoMSCp (Bioinova, Praha, Ceska republika),
fixovanych na komeréné dostupném 3D nosi¢i Chondrotissue® (BioTissue AG,
Zeneva, Svycarsko) pomoci koagulované autologni obohacené plazmy.
Primarni cil klinické studie zahrnoval vyhodnoceni kratkodobé a dlouhodobé
bezpecnosti aplikovaného medicinského produktu. Sekundarni cil prace
zahrnoval posouzeni ucinnost terapie pomoci dotaznikového Setfeni a
posouzeni strukturalni zmény oSetfené¢ho defektu pomoci magnetické
rezonance 1 rok od operace. Prace prokazuje bezpecnost a velmi dobry klinicky
vysledek 1écby fokalniho chrupavcitého defektu kolenniho kloubu pomoci

kultivovanych kmenovych bun€k z kostni dren€.
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Abstract

The thesis describes the application of cultured bone marrow stem cells in the
therapy of focal chondral defect of the knee joint. In the experimental part of
the work, the goal was to quantitatively and qualitatively compare two
sampling sites of bone marrow monocytic aspirates, the iliac crest bone and the
proximal tibia, in order to determine a suitable cell source for advanced cell
therapy. The sample analysis showed that the amount of monocytic cells and
the yield of stem cells from the aspirate obtained were significantly higher in
the bone marrow from the iliac crest. We did not find significant qualitative
differences between the two sources of stem cells. In the clinical part of the
work, I present a description of the surgical procedure and the results of a 1-
year follow-up of patients after the implantation of cultured stem cells from the
bone marrow, under the name BiCure® orthoMSCp (Bioinova, Prague, Czech
Republic), fixed on a commercially available 3D scaffold Chondrotissue®
(BioTissue AG, Geneva, Switzerland) using coagulated autologous platelet-
rich plasma. The primary objective of the clinical study included the evaluation
of the short-term and long-term safety of the applied medical product. The
secondary objective of the work included the assessment of the effectiveness
of the therapy using a questionnaire survey and the assessment of structural
changes in the treated defect using magnetic resonance 1 year after the
operation. The work demonstrates the safety and very good clinical result of
the treatment of a focal cartilaginous defect of the knee joint using cultured

stem cells from the bone marrow.
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1 Uvod do problematiky

Hojeni ohrani¢eného defektu kloubni chrupavky je stale nevyfeSenym problémem
ortopedie. Inspiraci k vytvoreni této prace mi byla spoleCenska aktudlnost tématu
vyuziti kmenovych bunék v mediciné. Nové moderni technologie ndm davaji
moznosti vyuZiti souCasnych poznatki z oblasti experimentdlni mediciny a
tkanového inZenyrstvi a tyto aplikovat do klinické praxe 1é€by defektu chrupavky.
Standartné¢ pouzivané terapeutick¢ postupy nevedou k uplné a dlouhodobé
spokojenosti pacientd a restauraci kloubniho povrchu, ve smyslu histologické
kvality a biomechanickych vlastnosti regenerované chrupavky (Horas et al. 2003;
Knutsen et al. 2007). Vysledkem je vznik méné kvalitni vazivové nebo hyaline-like
chrupavky. Mén¢ kvalitni chrupavcity povrch neni schopen odoldvat plisobicim
biomechanickym vliviim na povrchu kolenniho kloubu. Inkongruence kloubniho
povrchu vede k rozvoji sekundérni artrézy se v§emi klinickymi projevy v bézném

Zivoté pacienta.

V poslednich letech dosSlo k rozvoji techniky a znalosti v oboru tkanoveého
inZenyrstvi, tento fakt vedl k vyuziti 1é€ebné metody zalozené na implantaci
kultivovanych autolognich bunék do ohrani¢eného defektu kloubniho povrchu.
Mezenchymalni kmenové nebo stromalni buitky (MSCs) byly dlouho navrhovany
jako potencialni bunéény zdroj pro muskuloskeletalni regeneraci. V oblasti 1écby
poranéni chrupavky bylo vynaloZeno nékolik snah vyvinout nové terapeutické
strategie, které by vyuzivaly MSCs (Migliorini et al. 2022; Schmitt et al. 2012a;
Caplan and Correa 2011). Obecné 1ze MSCs terapie rozdé€lit do dvou kategorii; ty,
které pouzivaji Cerstvé izolované bunky, a ty, které pouzivaji jednovrstvé
expandované bunky. Toto rozliSeni pfinasi vyznamné disledky jak z hlediska
regulacnich poZzadavkd, tak z hlediska mechanismu plisobeni. Z védeckého hlediska
existuji dva hlavni problémy, které zpozdily vyuziti MSCs v klinické praxi.

Nedostate¢né nastroje pro adekvatni charakterizaci ziskanych bunéénych populaci a
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nedostateCny vyzkum v metodice implantace a ucinku implantovanych buné¢k

(Dominici et al. 2006b).



2 Hypotézy a cile disertacni prace

V experimentalni ¢asti disertacni prace jsem se zaméfil na analyzu monocytarniho
aspiratu kostni diené¢ (MNCs) ze dvou riznych anatomickych zdrojl, panevni kosti
a proximalni tibie, s cilem posouzeni kvantitativnich a kvalitativnich parametrti
ziskanych bun¢k s ohledem na jejich vyuziti pro kultivaci MSCs z daného aspiratu.
Kultivované MSCs z aspirati z rliznych zdroji byly nésledné kvalitativné a
kvantitativn€ zhodnoceny a porovnany vzhledem k jejich moznému vyuziti v terapii

fokalniho chrupavcitého defektu kolenniho kloubu.

Hlavnim cilem klinického casti disertatni prace je zhodnotit bezpecnost a
proveditelnost chirurgické implantace kultivovanych kmenovych bunék z kostni
dfen¢ na 3D komer¢né dostupném nosi¢i v 1é€be fokalniho chrupavcitého defektu

kolenniho kloubu. Dil¢i cile klinické prace 1ze shrnout nasledovné:

1. Zjistit, zda je aplikace kultivovanych MSCs z kostni diené¢ na nosici

Chondrotissue® klinicky bezpecna.
2. Zjistit, zda stanoveny chirurgicky postup je reprodukovatelny a opakovatelny.

3. Zjistit, zda zvolend fixace bunéného implantatu pomoci fibrinového lepidla je
primarné (v dob& implatance) dostatecné pevna a zda vede k sekundarni integraci

s okolni tkani.

4. Zhodnotit klinicky efekt 1é€by pomoci dotaznikovych Setfeni a klinického

sledovani pacientll po dobu 1 roku od operace.
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3 Material a metodika

3.1 Metodika experimentalni prace

Celkem 10 ndhodné vybranych pacientii Ortopedického odd¢leni Masarykovy
nemocnice o0.z., Krajské zdravotni a.s. podstoupilo, po vysloveni informovaného
souhlasu s ucasti ve studii, odbér kostni diené zlopaty kycelni a proximdlni
metafyzy tibie v ramci provadéné planované totalni nahrady kolenniho kloubu.
Vstupnimi kritérii byl vék nad 40 let a osteoartr6za kolenniho kloubu indikovana k
totalni endoprotéze kolenniho kloubu. Vstupni laboratorni hematologické testy
krevniho obrazu a koagulace byly provedeny maximalné 3 tydny pfed zakrokem a
jejich vysledky musely spadat do popula¢nich norem referen¢ni laboratote. Vybrani
pacienti museli byt bez anamnézy piijmu nebo odbéru krevnich derivath v
poslednich 3 mésicich pfed planovanou trepanobiopsii. Studie byla schvalena

etickou komisi Krajské zdravotni a.s.

K odebranym aspiratim byl ptidan Gelofusin (B. Braun) pro vytvofeni frakce
MNCs. Koncentrace MNCs pied 1 po sedimentaci v Gelofusinu byla stanovena
pomoci hematologického analyzatoru ABX Micros 60 (HORIBA Medical). Ziskana
frakce MNCs byla nasazena na kultivaéni ldhev o koncentraci 1,2-1,6x10°
MNCs/cm? a kultivovana v médiu Alpha MEM (Lonza) s 5% suplementem
Stemulate (Cook General BioTechnology) a 1% antibiotiky/antimykotiky (Penicilin,
Streptomycin, Amfotericin B; Thermo Fisher Scientific) pii teploté 37°C a
v atmosféte obsahujici 5% CO,. Po 24-48 h byly suspenzni builky odstranény
oplachem PBS (Phosphate Buffered Saline (Lonza)) a k adhezivnim buikdm bylo
piidano cerstvé kultivaéni médium. Kultivované MSCs byly pasdzovany pfii
dosazeni 80-90% konfluence v rdmci bunéénych kolonii za pouziti enzyma TrypLE
(Life Technologies) a opét vysety. PocCet bun€k v 1.1 2. pasazi byl stanoven pomoci

ptistroje Luna-II Cell Counter (Logos Biosystems).
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Kultivované MSCs izolované z lopaty kosti kyCelni a kolenniho kloubu byly na
urovni 2. pasaZze analyzovany na znaky MSCs dle dfive publikovanych parametri a
na viabilitu (13-20 dni kultivace, 80-90% konfluence). Bunécna suspenze byla
inkubovéna s konjugovanymi monoklonéalnimi lidskymi protildtkami a nasledné
byla provedena analyza pratokovym cytometrem BD FACS Canto II (BD

Biosciences).
3.1.1 Metodika hodnoceni experimentalni casti

Kvalitativni analyza zam¢fujici se na imunofenotypizaci, viabilitu, PDt (Population
doubling time) MSCs populace, ptipadné¢ morfologii od vSech 10 darci byla
hodnocena jednotlivé a na zavér sloucena a vyhodnocena pomoci programt FlowJo
(Tree Star) a FSC Express (De Novo Software). Ziskana statisticka data byla
vyhodnocena pomoci programu SigmaPlot (Systat Software). Jako statisticky test
byl pouzity jednostranny t-test. Za statisticky vyznamnou byla povazovana hodnota
hladiny vyznamnosti p<0,05. Vys$§i hodnoty nebyly hodnoceny jako statisticky

vyznamné (ns, non-significant).

3.2 Metodika klinického experimentu

Izolace a expanze BM-MSCs z kostni dfené panevni kosti byly provedeny v Cistych
prostorach tiidy A/B v zafizeni Bioinova s.r.o., Ceskd republika. Buiiky byly
sklizeny pii tieti pasdzi. VysuSena bunécna peleta byla resuspendovana v autologni
PrP (platelet-rich- plasma), aby se dosahlo kone¢né koncentrace 3.5-6.5 x 10°
buné¢k/mL. Kritéria pro uvolnéni Sarze zahrnovala pfitomnost alespoii 90% bunék
se znaky : CD105+/CD90+/CD73+/CD45-/CD34-/CD19-/CD14-/HLA-DR- cells
(Dominici et al. 2006a) a vice nez 85% Zivotaschopnych bunék v produktu. Sterilita
produktu byla sledovéana stran kontaminace bakteriemi, plisnémi a mykoplazmaty

behem celého vyrobniho procesu.
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Pacienti pfijati do klinické studie museli spliiovat nésledujici vstupni kritéria:
Symptomaticky chondralni defekt kolenniho kloubu, IIL-IV. stupné dle
Outerbridge. Velikost chondralniho defektu do 6 cm2. Vék 18-60 let. Osteoartroza
do III. stupn¢ dle Kellgrena a Lawrence na rtg snimku ne starSim 3 mésicti. Body
mass index < 30 kg/m2. A nesméli spliiovat vylucovaci kritéria: Pfedchozi operacni
1é¢ba totozného chondréalniho defektu. Osova deformita kolenniho kloubu nad 5st.
Vazivova nestabilita kolenniho kloubu. Hematopoetické onemocnéni, nebo piijem

krevnich derivatu v poslednich 3 mé&sicich. Nadorové onemocnéni. T¢hotenstvi

Operacni zakrok byl proveden na pracovisti autora. Operace byla provedena
ptiblizné Ctyti tydny po odbéru kostni dfené, nacasovani bylo dano ptipravou IMP.
Nejprve byla artroskopicky stanovena lokalizace, velikost a Outerbridgova
klasifikace (Outerbridge and R. E. 1961) defektu chrupavky. Byly vylouceny
kontraindikované stavy a ptipadné oSetieny piidruzena poranéni menisku. Nasledné
byla provedena cilend miniartrotomie, kyretdz poskozené chrupavky a upraveny
okraje léze. Dno defektu bylo oSetfeno Pridieho vrtanim pomoci Kirschnerova dratu
o pruméru 1,2 mm. Pro vyvolani gelovaténi PrP v produktu bylo smichdno 1,1 mL
IMP s 36 uL Calcium chloratum Bioitika (BB Pharma, Prague, Ceska republika)
obsahujiciho 2,42 mg CaCl,. Okamzité byl cely objem rovnomérné aplikovan na 6
cm? prouzku Chondrotissue® (BioTissue AG, Geneva, Switzerland) a tento byl
umistén na Petriho misku, coZ vedlo ke koncetraci bunék 0,98 (+ 0,19) x 10° bunék
na cm? povrchu nosiée (Obr. 1A) a bylo inkubovéano po dobu 15 minut k dokonéeni
procesu gelovaténi. Nasledn¢ byla vyfiznuta vhodna velikost a tvar Stépu
s nasazenymi buitkami (Obr. 1B). St&p byl umistén do 1éze chrupavky a piilepen
pomoci fibrinového lepidla Tisseel fibrin sealant (Baxter, Deerfield, IL, USA) (Obr.
1C). Primarni stabilita implantatu in situ byla testovana n¢kolika flexnimi/
extenznimi pohyby kloubu a operacni rana byla seSita po vrstvach, kloub drénovan

bez pouziti aktivniho séni na 24 hod od operace. Koleno bylo po operaci fixovano
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ve 20° flexi po dobu dvou tydnli a po Sesti tydnech bylo povoleno plné zatizeni

doslapem na operovanou koncetinu a plny rozsah pohybu.

Obr. 1A-C. A. Aplikace bun&né suspenze - BiCure™-Ortho-MSCp, na 3D nosi¢
(Chondrotissue®) na operaénim sale pred finalni Gipravou nosice. B. Uprava nosiée

na pozadovanou velikost a tvar. C. Implantét in situ na kondylu femuru

3.2.1 Metodika hodnoceni klinického experimentu

Bezpecnostni analyzy byly zaloZeny na popisné statistice nezadoucich G¢inkl se

zménami oproti vychozi hodnoté, pokud to bylo mozné.

Hodnoty ziskané pomoci Lysholmova skére, KOOS (Knee Injury and Osteoarthritis
Outcome Score) a VAS (Visual Analogue Scale) byla porovnana s hodnotami pied
1écbou pomoci oboustranného Wilcoxon Signed-Rank testu s pouzitim softwaru
Statistics Kingdom software (Melbourne, Australie). Rozdil mezi hodnotami

srovnanimi byl povazovan za statisticky vyznamny, pokud p < 0.05.
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4 Vysledky
4.1 Vysledky experimentalni ¢asti prace

Kvantitativni analyza ziskanych aspirat kostni dien¢ prokazuje signifikantné vyssi
bunécnost MNCs u aspiratu kostni diené odebraného z lopaty kosti kycelni. Median
ziskanych MNCs z tibie po sedimentaci byl 5,4x10° MNCs/ml, zatimco u odbéru
z lopaty kosti ky&elni 20,5%x10% MNCs/ml (Obr. 2A). Vyt&znost kultivovanych
MSCs byla stanovena jako pomér poctu MSCs v 1. pasazi a po¢tu MNCs, které byly
pouzity pro kultivaci. Méfeni ukéazalo statistickou vyznamnost a vétsi podil MSCs k
poctu MNCs pochazejicich z lopaty kosti kycelni (5,2 %), zatimco u kolenniho
kloubu byl podil pouze 1,0 % (Obr. 2B).

A) Koncentrace MNCs v kostni dreni  B) Pomér MSCs v 1. pasazi k MNCs
60 - 0.18 -
0.16 -
_ 50 1
= *% 0.14 - %
~ 40 0.12
©
=) o 0.10 |
= 30 - 2
y 0.08 -
n
% 20 0.06 -
= 0. L 0.04 |
— 0.02 T
0 \ : 0.00 ‘ :
Lopata kosti kycelni Kolenni kloub Lopata kosti ky¢elni Kolenni kloub

Obr. 2: Vytéznost bunék. Krabicové grafy zobrazuji koncentraci MNCs v aspiratu
kostni dfen¢ z obou odbérovych mist (A) a pomér ziskanych MSCs v 1. pasazi k
poctu odebranych MNCs u obou odbérovych mist (B). Data jsou zobrazena vetné
medianu (n=10; p=0,001-0,01 **; 0,01-0,05 *; chybové usecky predstavuji kvartily
—5-25% a 75-95%).
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Kvalitativni analyza zaméfujici se na imunofenotypizaci, viabilitu, PDt MSCs
populace, ptipadné morfologii, vychazela srovnatelné u MSCs z obou odbérovych

mist (Obr. 3, 4, 5).

A) Viabilita B) C)

1.00 ns

3.0k 93,0 3.0k 92,7

0.95

0.90

0.86

0.80 -

Pocet bunék

0.76

5

T v T g T
) . o N 5 ) N .
Lopata kosti kyéelni Kolenni kloub T T LT T BT BTt 100 100 102 16 1t 1o
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Obr. 3: Viabilita MSCs. (A) Krabicovy graf poukazuje na statisticky nevyznamny
rozdil mezi viabilitou buné€k izolovanych z lopaty kosti kyc¢elni a z kolenniho kloubu
u vSech darci vCetné odlehlych hodnot a medianu (n=10; ns, nesignifikantni;
chybové usecky piredstavuji kvartily — 5-25% a 75-95%). Histogramy ukazuji
oddélené populace bunck pozitivnich a negativnich na znaceni PI v ptipad¢ bunck
z lopaty kosti ky&elni (B) a kolenniho kloubu (C). Ciselné tudaje uvadéni

procentualni zastoupeni.
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Imunofenotyp MSCs
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Obr. 4: Imunofenotypizace MSCs. (A) Krabicovy graf ukazuje srovnatelny
fenotyp u obou odbérovych mist véetné odlehlych hodnot a medianu (n=10; ns,
nesignifikantni; chybové UseCky ptedstavuji kvartily — 5-25% a 75-95%). %).
Obrazky B) a C) zobrazuji porovnani imunofenotypu bunék izolovanych z lopaty
kosti kycCelni (B) a kolenniho kloubu (C) vzhledem k negativni kontrole. Histogram
na levé stran¢ (modie) reprezentuje neznacenou (negativni) kontrolu, histogram na
pravé strané (Cerveng) ukazuje znacenou (pozitivni) populaci bun¢k. Hodnota nad

useCkou udava procentudlni podil populace pozitivni na dany znak.
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Doba zdvojeni MSCs B)  Doba zdvojeni MSCs v zavislosti na véku darce
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Obr. 5: Doba zdvojeni MSCs. A) Krabicovy graf ukazujici dobu zdvojeni (PDt)
MSCs izolovanych z lopaty kosti kyCelni a kolenniho kloubu vcetné odlehlych
hodnot a medianu (n=10; ns, nesignifikantni; chybové tsecky predstavuji kvartily —
5-25% a 75-95%). B) Graf zavislosti hodnoty PDt na véku darce pro MSCs odebrané
z lopaty kosti kycCelni (Sed€¢) a kolenniho kloubu (Cern€) vcetné hodnoty
spolehlivosti R2. Korelaéni koeficient pro lopatu kosti ky&elni je roven hodnoté 0,49,

pro kycelni kloub -0,20.

4.2 Vysledky klinické prace

Vzhledem k hodnoceni bezpecnosti implantovaného medicinského produktu. Ve
sledované skupiné¢ se nevyskytly zadné vazné nezadouci udalosti. Laboratorni
rozbory krevnich vzorkili ve sledovaném obdobi u vSech pacientli neprokdzaly Zadné

vazné odchylky ze sledovanych parametrt.

Hodnoceni dotaznikl a klinického stavu prokazalo, Ze dvandct mésicli po operaci
bylo pozorovano klinicky a statisticky vyznamné zlepSeni funkce operovaného
kolena (Graf 1). Lysholmovo skore se zlepsilo z primérné hodnoty 53,0 &+ 28,9 na
79,3 £ 14,2 (p = 0,03), coz odpovida klinickému zlepSeni ze ,,Spatného* na “dobry”
(Tegner and Lysholm 1985). Primérné hodnoty KOOS se zlepsily hodnot 47,8 +
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21,6 na 69,9 = 18,9 (p = 0,03). Pokud jde o podskupiny skaly KOOS, nejlepsich
vysledkl bylo dosazeno v podskupiné hodnotici ,,kvalitu zivota® souvisejici s funkci
kolenniho kloubu, kterd se zlepsila z 26,0 + 23,2 na 58,3 £ 23,8 (p = 0,04).
Vyznamné zlepSeni bylo také zaznamendno v podskupiné hodnotici ,,symptomy a
aktivity kazdodenniho Zivota® KOOS. Mira vnimani bolesti vykazovala tendenci ke
snizeni, pficemz pramérna hodnota VAS se zlepsila z 34,3 + 28,6 na 20,8 £ 19,0.
Tato zména byla statisticky nevyznamna (p = 0,31). Na druhé strané€ se hodnotici
podskupina KOOS ,,bolesti zlepsila z 59,7 + 20,3 na 75,9 £ 15,6 bodu. Rozdil 16,2
bodu byl rovnéz statisticky nevyznamny (p = 0,62), nicméné stile vyrazné
prevySoval minimalni detekovatelnou zménu této podskupiny hodnoceného skoére

(6—13,4 body) (Collins et al. 2011).

* * *
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Graf 1. Hodnoty dotaznikovych Setfeni pied operaci, v 6. mésici a 12. mésici od
operace. Lysholm-Tegner skore (0-100% bodu), KOOS skére (Knee Injury and
Osteoarthritis Outcome Score) (0-100% bodu), s vysledky pro jednotlivé oddily
dotaznikového Setfeni KOOS — Bolest (pain), Symptomy (Other symptoms), Denni

aktivity (Function in daily living (ADL)), Sport (Function in sport and recreation),
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Kvalita zivota (Knee releated Quality (QOL)). VAS (Bez bolesti = 0 mm, Maximum
bolesti = 100 mm).

Stran hodnocené kvality fixace implantatu. Provedena MRI vySetfeni prokdzala
dobrou fixaci a integraci implantati do piilehlé tkané 12 mésic po operaci.

Primérna hodnota skore MOCART byla 48 + 15 bodt

Tab. 4. Hodnoty proménnych MOCART skore (Magnetic Resonance Observation

of Cartilage Repair Tissue) u jednotlivych pacientli 1 rok od implantace.

Pacient |Objem |Integrace |Povrch |Struktura Intenzita Kostény |Subchondralni |Celkové
(klinické Zzgellrilteu do okolni n}?'Vév nové Signalu nové gzlf;;kt Zmeny sto;eo
oznacenf) tkdné tkane tkané tkané prertst (bodii)
(0-20) (0-15)  (0-10)  (0-10) (0-15) (0-10)  (0-20) (0-100)
OR2 20 15 5 0 10 10 10 70
OR3 20 10 5 0 10 5 0 50
OR4 O 5 0 0 10 0 0 15
ORS 15 5 5 0 10 5 10 50
OR6 15 10 0 0 10 5 15 55
OR7 20 15 0 0 10 5 10 60
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Diskuze

5.1 Diskuze k experimentu

Vzhledem k neuspokojivym vysledkiim dfefi stimulujicich technik se do poptedi
zajmu dostala bunécna terapie, jejiz zdkladni biologické aspekty byly pfedmétem
experimentalni prace. NevyfeSenou otazkou ziistavd, zda je nizkd dostupnost
progenitorovych bunék vysledkem nedostatecné distribuce do mista defektu
chrupavky, anebo zda je tento stav dan vékem pacienta a celkové nizkou proliferacni

aktivitou progenitorovych bungk.

Kostni dfen v oblasti panve a metafyzy velkych kosti (distalniho femuru, proximalni
tibie) obsahuje mononukledrni bunky, jejichz subpopulace disponuje vSemi
charakteristickymi znaky MSCs podle kritérii Mezinarodni spole¢nosti pro
bunécnou a genovou terapii (International Society for Cell & Gene Therapy, ISCT)
vcetné adherence k plastu, specifické imunofenotypizace a potenciélu k diferenciaci
v alespot tfi typy bun€k (chondro-, adipo- a osteocyty) (Dominici et al.
2006b). V nasi studii jsme analyzovali MSCs na tUrovni 2. pasaze, kdy je jiz doba
v kultivaci dostatecna pro odstranéni nezadoucich bunéénych piimési a zaroven jsou
MSCs v nejlepsi kondici z hlediska proliferace a morfologie. Pro buné¢nou terapii
se nejcastéji pouzivaji bunky ve 3. - 4. pasazi predev§im z diivodu terapeuticky
proliferace bunék, vyssi hodnoty PDt, hor§i morfologie bunck (vétsi velikost a tim
mensi celkovy pocet bunék) a v kultufe se mohou zacit vyskytovat senescentni

buiiky (Kundrotas et al. 2016).

Kultivované buiiky z obou testovanych zdrojii kostni difené naSich pacientll (z
panevni kosti a proximalni tibie) vykazovaly podobné imunofenotypy ve smyslu
exprese povrchovych znaki CD90, CDI105, CD73. Spolu s absenci
specifickych hematopoetickych znakti (CD34 a CDA45) a leukocytarnich markert

jsme byli schopni s velkou pravdépodobnosti identifikovat ziskané bunky jako
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MSCs (Dominici et al. 2006b). Nalezené povrchové znaky jsou membranové
markery, které nalézame také u endotelialnich bunék a davaji nam moznost uvazovat
o aktivit¢ MSCs v procesu angiogeneze a regenerace tkan¢ s poruchou krevniho
zasobeni (napf. hojeni pakloubu, avaskularni nekrézy) (Hernigou et al. 2005;

Schmitt et al. 2012b)

Domnivame se, ze ziskané poznatky nds opraviiuji uvazovat o jedine¢né moznosti
vyuziti MSCs v terapii chondralnich defektid. Vyskyt MSCs v populaci jadernych
bunck kostni dien¢ je velice nizky, udava se cetnost kolem 1:10 000 az 1:100 000
bunék. Kostni dien panevni kosti je nejbohat$im zdrojem MNCs a tim také zdrojem
MSCs po celou dobu Zivota (Beitzel et al. 2013; Mclntyre et al. 2018). V literatute
neni pfili§ praci, které by se zabyvaly vyskytem MSCs v kostni dfeni v jinych
anatomickych lokalitach u ¢lovéka. McLain et al.(McLain et al. 2009) porovnal
aspiraty kostni den¢ obratlovych tél a panevni kosti. Zavér jeho studie ukazal vyssi
koncentraci MNCs ze vzorku z obratlového t&la (19,8 x 10 ml) v porovnani s
ilickou kosti (16,9 x 105 ml). Nami zjisténé primérné koncentrace MNCs ze
ziskaného aspiratu z ilické kosti a proximalni tibie byly 24,8 x 10%/ml respektive
5,5x 10%ml. Hodnoty koncentrace v naem souboru byly obecné niZzsi, nez je

uvadéno v literatuie a je to dano ziejmé vyssim vékem pacientli nasSeho souboru.

Dosli jsme k podobnému zévéru jako prace Narbona-Carcelesa et al. (Narbona-
Carceles et al. 2014), ktery porovnal mnozstvi MNCs z aspirdtu z ilické kosti,
distalniho femuru a proximalni tibie u pacientt indikovanych k totalni endoprotéze.
Prokazal, ze nejbohatSim zdrojem je panevni kosti bez ohledu na vék pacienta.
Snizovani mnozstvi a schopnosti proliferace MNCs se zvySujicim se vékem ¢lovéka

bylo pozorovano v nékolika dalSich studiich (Cavallo et al. 2022; Zaim et al. 2012).

Cilem nasi studie bylo analyzovat vytéZnost a kvalitu MSCs kultivovanych z kostni
dien& obou zdrojii u vzorku populace CR, dle nasich znalosti, nebyla tato data nikdy

analyzovana a publikovana.
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Oproti jinym publikacim jsme v naSem souboru nenasli signifikantni rozdil mezi
mnozstvim ziskanych MNCs a jejich viabilitou, jak se néktefi autofi domnivaji

(Wagner et al. 2010).

Z nasi studie tedy vyplyva, Ze lze uvazovat o metafyze proximalni tibie jako o
alternativnim zdroji kultivovanych MSCs. Jeho vyhodou je jednoducha ptistupnost,
anatomickd bezpecnost odbéru a moznost odbéru béhem artroskopického vykonu.
Je nutné¢ ale dodat, Ze tento zdroj dava nizsi pocet MNCs pro zvazované "one-step”
operac¢ni terapie (bone marrow aspiration and implatantion), kdy by byly
implantovany nekultivované MNCs. 1 pfes znacné mnoZstvi publikaci stale
neexistuje shoda ohledné mnozstvi MSCs potiebnych k 1é¢bé fokalni chondralni
1éze. V Cem se s vysledky publikovanych praci shodujeme je fakt, Ze je nutné MSCs
kultivovat, abychom dosahli dostate¢ného mnoZstvi progenitorovych bunék a tyto

buiiky implantovat v ramci dal$i operace.

Tato studie ma jisté své limitace, mezi které patii nizky pocet probandi (celkem 10
zkoumanych odbért ze dvou zdroji) a déle vyssi vek pacientli (pramér 55 let), coz
ale bylo dano designem studie. Zaroveni jsme nebyli schopni posoudit bolestivost
odbéru z tibie, miru moZnych komplikaci samotného odbéru kostni diené z
proximalni tibie viici odbéru z panevni kosti (hematom, otok, dysestezie, septické
komplikace atd.), jelikoz skupinu tvofi pacienti s implantovanou totélni
endoprotézou kolenniho kloubu. Poopera¢ni stav ndm hodnoceni bolesti a ostatnich

kvalit v lokalité kolena neumoznil.
5.2 Diskuze ke klinické praci

Metaanalyzy prokazuji, Ze chirurgicka 1écba poskozené chrupavky obecné poskytuje
dobré a vyborné vysledky terapie. Stale vSak neni mozné piesné definovat, ktery
chirurgicky postup je lepsi a vhodné&jsi pro urcity typ defektu (velikost, umisténi,
stupeni poSkozeni) a typ pacientil, vzhledem k véku , pohlavi a aktivitdm (Zamborsky

and Danisovic 2020; Maheshwer et al. 2021). Limitace vyzkumu jsou dany
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moznostmi ovéfeni vysledné regenerace tkané (Liu et al. 2023). Kazdy proband v
»in  vivo®“ studii prestavuje stran biomechaniky pohybu a biochemického

mikroprostiedi kloubu unikétni jednotku.

Nase data ziskana zKklinické studie ukazuji, Ze intraartrikularni aplikace
BiCure®orthoMSCp nasazena na 3D nosi¢ (Chondrotissue®) byla dobie tolerovana.
Z4dna z AEs piimo nesouvisela s IMP. Mirny vypotek kolena kratce po operaci byl
nejcastéjSi AE u 83% pacientli a pfipisujeme ho stavu po operaci, ktery je
pozorovatelny 1 v ptipad¢ jinych nitrokloubnich operacnich zakroki (Stynarski et al.
2020). Imunopriviligence kloubni chrupavky je dana alymfatickou a avaskularni
charakteristikou kloubni chrupavky (Revell and Athanasiou 2009). Samotny
chirurgicky zakrok vede k otevieni synovialni tkané a kloubniho pouzdra, které
mohou vést k aktivaci imunitniho systému. Toto miZe byt snizeno miniinvazivnim

piistupem operacniho zékroku (Hashimoto et al. 2019a).

Primarni 1 sekundarni stabilita implantatu navrzenou technikou je funkcni. Defekt
byl u¢inné vyplnén u vSech 1écenych pacienttl, 1 kdyz povrch novotvorené tkané byl
niz§i neZ okolni zdrava chrupavka. To lze vysvétlit relativné kratkym cCasovym
obdobim od implantace a zamySlenim nad moZznosti modifikace implantace
vrstvenim matrix s aplikovanymi bunikami v mist¢ defektu. Pfi srovnani skore
MOCART na zékladé MRI s daty z jinych prospektivnich studii s podobnym typem
chirurgické 1é¢by a ¢asovym intervalem po implantaci nosi¢e (Dhollander et al.
2012; Steinwachs et al. 2019), jsme pozorovali podobné hodnoty skore, které
prokazuji dobrou fixaci a integraci do okolni tkdn¢. MRI provedena 12 mésict po
operaci odhalila ptetrvavajici subchondralni edém v misté navrtti, podobné ve shod¢
s pfedchozimi studiemi po dfefi stimulujim opera¢nim zakroku (Dhollander et al.

2012).

Hodnoceni u¢innosti terapie v naSem sledovaném souboru mé své limitace zejména

kvili nizkému poctu pacientl zafazenych do studie. Pozorovali jsme vSak statisticky
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vyznamné zlepSeni Lysholmova skore a KOOS. Pies jasnou tendenci ke zmirnéni
bolesti kolena nebyly vysledky v tomto hodnoticim parametru statisticky vyznamné.
Tyto vysledky jsou v souladu s neddvno publikovanym piehledem, metaanalyzou,
hodnotici aplikaci MSCs v 1écbé poskozeni chrupavky kolenniho kloubu
(Maheshwer et al. 2021).

Ve svété publikované studie jednoznacné prokazaly, ze aplikace kmenovych bun¢k
v terapii fokalnich chondréalnich defektil je bezpecna a efektivni (S. Wakitani et al.
2002; Nejadnik et al. 2010; Gobbi et al. 2011; Hashimoto et al. 2019b). Dle
recentnich publikovanych dat ma pouziti kultivovanych BM-MSCs ve srovnani
s implantaci autolognimi chondrocyty (ACI) podobné nebo 1 lepsi vysledky
(Migliorini et al. 2022). Jind randomizovana klinickd studie s pouZzitim matrix
indukovanych BM-MSCs a ACI prokézala po 2letém sledovani vyznamné lepsi
funkéni vysledky ve skupiné BM-MSCs v hodnoceni KOOS, VAS a Lysholmova
skore (Akgun et al. 2015). V literatufe jsou zatim ojediné€lé publikace, které by
hodnotily dlouhodobé vysledky 1€€by pomoci kultivovanych MSCs (Shigeyuki
Wakitani et al. 2011; Teo et al. 2019). Teo et al. (Teo et al. 2019) popsal srovnani
dvou kohort, kazdou z 36 pacienty léCenych BM-MSCs (podanymi v ramci
periostalniho kryti aplikovanych bun¢k) nebo p-ACI a jejich sledovani po dobu 10
let. Oba pfistupy se ukéazaly byt stejné uéinné.

Bezpecnost implantovanych kultivovanych MSCs je stale skloiovanym problémem,
zejména kvili jejich pfedpokladanému tumorigennimu potencidlu po dlouhodobé
kultivaci (Resland et al. 2009). AvSak vétSina 1éCivych piipravkll na bazi MSCs
pouziva k terapii buiiky po dvou az ¢tyfech pasazich. Tim tento argument ztraci na
podstaté. Nekolik studii s dlouhodobym sledovanim prokéazalo bezpe€nost aplikace
kultivovanych MSCs, v¢etné faktu, Zze dosud nebyl v zddném sledovaném souboru
zaznamenan vyskyt rakoviny souvisejici s timto typem 1é¢by (Teo et al. 2019;

Shigeyuki Wakitani et al. 2011).
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Jednou z vyhod BM-MSCs ve srovnani s ACI je také parakrinni aktivita bunck.
Uvadi se, Ze sekretom MSCs piispiva k reparaci chrupavky a vytvaii mikroprostiedi
kolem mista poskozeni, které podporuje nabor endogennich progenitorovych bunék
(Fahy, Alini, and Stoddart 2018). DalSim pfinosem MSCs terapie oproti ACI je
moznost U¢inné kultivace MSCs ziskanych 1 od starSich pacientii nad 45-50 let véku
(Martin and Buckwalter 2003). Tento aspekt je z mého pohledu rozhodujici vyhodou
pro pacienty indikované k bunétné regeneracni terapii. [zolace a kultivace MSCs
z kostni dfen¢ je technicky jednodusi neZ zpracovani autolognich chondrocyti, které
je také spojeno se zvySenou morbiditou darcovského mista a nizsi proliferacni

aktivitou chondrocytd u pacientil ve vy$sim véku (Dozin et al. 2005; Lohmander et

al. 2007).
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6 Zavér
Zaverem je tfeba konstatovat, ze se podatilo splnit vSechny vytyCené cile disertacni
prace. Experimentdlné jsme porovnali dva anatomicky dobie dostupné zdroje
aspiratu kostni diené s ohledem na jejich vyuZziti pti terapii fokalniho chrupavcitého
defektu kolenniho kloubu. Prokazali jsme, ze odbérem aspiratu kostni dien¢ z obou
zdroju lze ziskat dostate¢né mnozstvi monocytarnich bunék kostni diené ke kultivaci
MSCs. Zkoumané bunécné zdroje (aspirat kostni diené z panevni kosti a proximalni
tibie) se 1i8i v kvantitativnich parametrech ziskanych MNCs 1 MSCs. Neprokazali
jsme statisticky vyznamny rozdil v kvalitativnich parametrech kultivovanych MSCs

z obou zdrojt.

Vysledky experimentu jsme pouzili jako podklad k vytvofeni metodiky klinické
prace, prospektivni monocentrické studie. Byla provedena aplikace produktu
moderni bunécné terapie — kultivovanych kmenovych bunék z kostni difen¢ panevni
kosti, pod oznacenim BiCure®orthoMSCp, u 6 pacientil s fokdlnim chrupavcitym
defektem kolenniho kloubu. Vysledky hodnocenych dat u sledovanych pacientii
jednoznacné ukazuji, ze implantace lé¢ebného prosttedku, BiCure®orthoMSCp,
aplikovaného na komeréné dostupny nosi¢ (Chondrotissue®) je bezpecna. Operacni
zakrok je proveditelny a opakovatelny, bez zaznamenanych komplikaci. Kvalita
primarni 1 sekundarni fixace bunécného implantatu (BiCure®orthoMSCp a
Chondrotissue®) pomoci komeréné dostupného tkanového lepidla je velmi dobra
s prokazatelnou integraci do okolni tkané¢ po 1 roce od operace pomoci MRI.
Druhotnym cilem bylo zhodnotit klinicky vysledek terapie pomoci dotaznikového
Setteni. Prace prokdzala zlepsSeni klinického stavu pacientli, zlepSeni funkce

operovaného kloubu se snizenim bolesti 1 rok od operace.
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7 Souhrn

Disertacni prace ve své experimentalni i klinické Céasti prokazatelné potvrzuje
bezpecnost odbéru a manipulace ziskanych mesenchymalnich bunék z aspiratu
kostni dfené s cilem pfipravy a aplikace prosttedku moderni bunécné terapie v 16€bé

fokalniho chrupavcitého defektu kolenniho kloubu.

Ziskané vysledky experimentalni studie opraviiuji k tvrzeni, Ze vyhodnéjSim
zdrojem MNCs respektive kultivovanych MSCs je aspirat kostni dien¢ z panevni
kosti. V ptipad¢ vyuziti alternativnich zdrojli je odbér a nésledna kultivace MSCs
mozna 1 z aspiratu kostni dfené z proximalni Casti tibie, bez signifikantni zmény

kvalitativnich vlastnosti vysledného bunécéného transplantatu.

Vzhledem k ziskanym zavértiim a zkuSenostem z experimentalni Casti jsme sestavili
klinickou monocentrickou studii, ktera primarné€ prokazala bezpe¢nost aplikované¢ho
nového lé¢ebného prosttedku moderni bunétné terapie, pod oznacenim
BiCure®orthoMSCp, v kombinaci s jeho aplikaci na komeréné dostupny 3D nosi¢
Chondrotissue®. Sekundarné jsme prokazali velmi dobry klinicky efekt operace u 6
dobrovolnych pacienti s fokalnim chrupavcitym defektem kolenniho kloubu,
zhodnoceny dotaznikovym Setfenim 1 rok od operace. Klinicka prace prokazala
velmi dobrou primarni 1 sekundarni stabilitu implantatu, zhodnocenou 1 rok od
operace pomoci MRI. Dale jsme prokdzali reprodukovatelnost operacniho vykonu,
véetné bezpecné manipulace s léCivym piipravkem moderni bunééné terapie na
opera¢nim sale. Prace podporuje dalsi vyzkum v oblasti moderni buné¢né terapie se
zaméfenim na implantaci kultivovanych kmenovych bunék z kostni diené v 1€cbé

ohrani¢eného chrupavcitého defektu kolenniho kloubu.
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Summary

The experimental and clinical part of the dissertation proves the safety of collection
and manipulation of mesenchymal cells obtained from bone marrow aspirate (BM-
MSCs) with the aim of preparing and applying an advanced cell therapy medicinal

product in the treatment of focal cartilage defects of the knee joint.

The results of the experimental study justify the claim that bone marrow aspirate
from the pelvic bone is a more convenient source for obtaining mononuclear cells
(MNCs) or MSCs cultivation. In the case of using alternative sources, the collection
and subsequent cultivation of MSCs is also possible from bone marrow aspirate from
the proximal part of the tibia, without significantly changing the qualitative

properties of the resulting cell transplant.

The clinical monocentric study was designed, which primarily evaluated the safety
and secondary objective of the study was to evaluate the clinical effect of
implantation of a novel advanced cell therapy medicinal product, BiCure®
orthoMSCp, applied in combination with a commercially available Chondrotissue®

scaffold.

The clinical study in 6 patients demonstrated the safety and very good primary and
secondary implant stability. The clinical study further demonstrated the
reproducibility of both the surgical procedure and the handling of the advanced cell
therapy medicinal product in the operating room. The data demonstrated an
improvement in the function of the knee joint 1 year after the operation and

painreduction in all monitored patients.

This work supports further research in the field of advanced cell therapy with a focus
on the implantation of cultured BM-MSC:s in the treatment of focal cartilage defects

of the knee joint.
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