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Souhrn

Cil této prace byl vyvoj inovativni IéCebné metody kostnich defektud. Lidské
multipotentni mesenchymaini stromaini buriky (MSC) hraji ustfedni roli v hojeni
kosti. Klinicka pouziti MSC vyzaduji velka mnozstvi bunék, ktera mohou byt
ziskana autologni expanzi MSC odebranych z kostni dfené. Prvnim krokem bylo
pouZziti standardniho protokolu zalozeného na a-MEM mediu a fetalnim telecim
séru (FBS). Vysledkem experiment(, kde bylo FBS v kultivaénim mediu
nahrazovano lidskym sérem (HS), bylo patentovani nového MSC kultivacniho
postupu (EU 1999250, CR 301 141). Jednostupfiovy kultivadni protokol a medium
bez xenogennich bilkovin jsou zalozeny na mediu schvaleném ke klinickému
pouziti pro hematopoetické buriky - CellGro®, HS, lidskych rekombinantnich
rustovych faktorech, dexametazonu, insulinu a kyseliné askorbové. Preklinické
experimenty in vitro i in vivo byly provadény s MSC expandovanymi obéma
zpusoby. VIaknité polylaktidové nosie byly osazeny MSC, kultivovany,
diferencovany a implantovany imunodeficientni mySim (NOD/LtSz-Rag1-). Byla
pozorovana mineralizovana tkan podobna kosti obsahujici cévy.

MSC kultivované patentovanou metodou byly klasifikovany jako l€Civy pripravek
pro moderni terapii a musi splnit pozadavky Evropské |ékové agentury, aby mohly
vstoupit do klinickych studii. Nicméné uziti téchto MSC se zda nadéjné pro

bunécnou terapii i skeletalni tkanove inzenyrstvi.

KliCova slova: bunécna terapie, dobra vyrobni praxe (GMP), hojeni kosti, in vivo,
MSC, nosic, pfipravek pro moderni terapii (ATMP).



Abstract

The aim of the thesis was development of an innovative treatment of bone defects.
Human multipotent mesenchymal stromal cells (MSC) play a crucial role in bone
healing. Clinical applications of MSC require large amount of cells, which could be
obtained by autologous expansion of MSC harvested from bone marrow. As a first
step, the standard protocol of MSC expansion based on aMEM medium and fetal
bovine serum (FBS) was used. Experiments replacing FBS by pooled human
serum (HS) in the culture medium concluded in patenting of a new MSC cultivation
protocol (EU 1999250, CR 301141). This one-step cultivation protocol and
xenogeneic protein-free cultivation medium is based on CellGro® for
Hematopoietic Cells' Medium, HS, human recombinant growth factors,
dexamethasone, insulin and ascorbic acid. The preclinical in vitro and in vivo
experiments with MSC from both expansion protocols were carried out. Fibrillar
polylactic scaffolds were seeded with MSC, cultured, differentiated and implanted
in immunodeficient mice (NOD/LtSz-Rag1-). Bone-like mineralized tissue
containing vessels was observed. The MSC cultured according to patented
method were classified as Advanced-therapy Medicinal Product and has to fulfil
the European Medicines Agency regulations to enter the clinical trials.
Nevertheless the use of MSC seems to be promising in cell therapy as well as in
skeletal tissue engineering.

Key words: Advanced-therapy Medicinal Products (ATMP), bone healing, cell
therapy, GMP, in vivo, MSC, scaffold,
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1 Uvod

Zlomeniny svou incidenci pfesahuji 3000 pfipadd na 100.000 obyvatel (Donaldson
et al. 2008). Fraktury svoji morbiditou, mortalitou, naklady na |éCeni a naslednou

péci predstavuji zavazny socioekonomicky problém.

1.1 Hojeni kosti

Hojeni kosti je velmi komplexni d&j, pro jehoz uspésny prabéh jsou nutné tfi
slozky: osteoinduktivni faktory, osteokonduktivni matrix a bunky kosti (Giannoudis
et al. 2007, Calori a Giannoudis 2011). Dojde-li k deficitu jedné Ci vice téchto
slozek, je hojeni kosti ohrozeno. Jediny material, ktery je v sou¢asné dobé& mozno
pouzit k nahradé kosti €i pro pfemosténi nehojicich se kostnich defektu a ktery
zaroven obsahuje vSechny vySe zminéné slozky, je autologni kostni Stép.
Autologni kostni Stép je ziskavan vétSinou z lopaty kosti kyCelni. Mnozstvi takto
ziskaného $tépu je omezené, jeho pouziti prodluzuje dobu operace a mize
pusobit pooperaéni komplikace v misté odbéru. Proto je v sou¢asné dobé
vénovana intenzivni pozornost lé¢ebnym postupum, které budou schopny

autologni $tép nahradit.

1.1.1 Osteoinduktivni faktory

Osteoinduktivni faktory indukuji rizné faze regenerace kosti. Morfogenni proteiny,

Veigvivs

Vigvivs

a BMP 7 (OP 1). DalSimi faktory jsou napi. TGF B, PDGF, FGF-2, IGF-I, IGF-II, IL-
1, IL-2 Ci parathormon v soucinnosti s jejich receptory, vazebnymi molekulami,

aktivatory a inhibitory.



1.1.2 Osteokonduktivni faktory

Osteokonduktivni matrix v kosti, z vétSiny tvofena kolagenem |, ale i dalSimi
proteiny, poskytuje fyzickou podporu (molekularni leSeni) prekurzorovym bunkam
pfi novotvorbé kosti, funguje jako vyztuz kalcifikované kosti a navic je
biodegradabilni. Proto nedilnou soucasti idealniho umélého kostniho Stépu by mél
byt i vhodny nosic. Jako vstfebatelné nosiCe jsou pouzivany napfiklad kolagen |,
hydroxyapatit a trikalciumfosfat (TCP), polylaktid-glykolid (PLGA) a dalSi.

1.1.3 Bunécna slozka

Bunky, které jsou schopné masivni produkce vlastni kostni matrix jsou nazyvany
osteoblasty. Osteoblasty vznikaji z osteoblastovych prekurzort, pfitomnych

v okolni tkani, nebo diferenciaci mezenchymovych multipotentnich stromalnich
kmenovych bunék (MSC), které jsou pfedchidci osteoblastovych prekurzord. MSC
se vyskytujicich v kostni dfeni s etnosti 1 na 10°-10* mononuklearnich bunék
(Werntz et al. 1996). Tyto bunky jsou schopny diferenciace v kost, chrupavku ale i
dalSi tkané a to jak pfi obnové a traumatu in vivo, tak in vitro pfi pfeneseni do

vhodného prostiedi €i po dodani vhodnych stimulagnich faktor(.

1.2 Fyziologie hojeni kosti

Zasadni roli v hojeni kosti hraji kmenové bunky. Hlavnimi zdroji kmenovych bunék
pro hojeni kosti je periost, endost a svalova tkan. Kostni tkan je schopna se zhojit
bez vazivové jizvy a je schopna zrestaurovat svoje biomechanické vlastnosti ad
integrum (Marsell a Einhorn 2011). Hojeni zlomenin, stejné jako vyvoj kosti maze
nastat dvéma zpUsoby: endesmalni ¢i enchondralni osifikaci, nebo kombinaci
obou. V prvnim pfipadé jde o primarni hojeni, kdy se svalek nevytvafi, dochazi

k pfestavbé a propojeni Haverskych systémua endesmaini osifikaci. Mizeme
identifikovat dva rozdilné zpUsoby primarniho hojeni a to kontaktni a Stérbinové
hojeni. Typ primarniho hojeni se liSi mnozstvim vytvofené kostni matrix v linii
lomu, ktera je ovlivnéna zejména vzdalenosti obou fragmentl. Kontaktni hojeni
nastava pfi vzdalenosti fragmentt do 100 pm, Stérbinové hojeni pfi vzdalenosti

800-1000 um. Pro primarni hojeni je nutna anatomicka repozice a stabilita
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fragmentl. Osteoklasty, které resorbuji poSkozené osteony v oblasti linie lomu,
jsou nasledovany endotelialnimi bunkami a MSC, které diferencuji v osteoblasty
produkujici osteoid, ktery poté mineralizuje (Einhorn 1998). Nové vznikajici
osteony postupné preklenu;i linii lomu a tak se mechanicka odolnost navraci
pozdéji nez u sekundarniho hojeni (Marsell a Einhorn 2011). Pouze primarni
hojeni pfi zlomeninach nastava vyjimecné (Phillips 2005).

Sekundarni, nebo také nepfimé hojeni kosti probiha enchondralni osifikaci. Pfi
tomto procesu tedy dochazi k diferenciaci kmenovych bunék na chondroblasty a
chondrocyty, kalcifikaci extracelularni matrix a nasledné k jejimu nahrazeni
vlaknitou a nasledné lamelarni kostni tkani (Schindeler et al. 2008). Sekundarni
hojeni kosti probiha ve 3 zakladnich fazich: zanétliva faze, faze proliferativni a
faze remodelace (Oryan et al. 2015). Zanétliva faze nasleduje ihned po traumatu a
trva pfiblizné tyden. Tato faze zacina formovanim hematomu vznikajiciho zejména
z cév poskozené kostni tkané, periostu a samotné kostni difené. Koagulacni
kaskada zpUsobi nejen vznik fibrinové sité, ale hlavné degranulaci trombocytu.

Z trombocytl a plazmy jsou tak uvolnény ristové faktory jako epidermovy ristovy
faktor (EGF), fibroblastovy rustovy faktor 2, 4, 17 a18 (FGF-2, FGF-4, FGF-17 a
FGF-18), destickové rlstové faktory (PDGFs), transformuijici rustovy faktor (TGF-
B1) a inzulinu podobny rastovy faktor | a Il (IGF-I, IGF-Il), hepatocytovy rastovy
factor (HGF) a dalSi (Kruger et al. 2013). Fibrinova vlakna slouzi jako prozatimni
molekularni leSeni, které je vyuzito buikami k migraci. Monocyty, makrofagy
neutrofily a dal$i buriky v hematomu jsou také zdrojem zanétlivych cytokind, jako
jsou interleukin-1,6,11 a 18 (IL-1, IL-6, IL-11, IL-18) a faktor nekrotizujici nadory-a
(tumor necrosis factor-a (TNF-a)) (Mountziaris a Mikos 2008), jejichZ hladina
zustava zvySena po nékolik dni. TNF-a stimuluje k sekreci dalSich zanétlivych
cytokinU a zda se Ze hraje zasadni roli ve stimulaci migrace MSC a dalSich
progenitorltl z okolnich tkani (Glass et al. 2011, Marsell a Einhorn 2011). Cytokiny
atrahuji dalSi buriky zanétu. Samotna hypoxie neplsobi jen nekrézu a degeneraci
osteoblastd, ale je také sama spoustécim mechanismem pro sekreci rliznych
rustovych faktort a prostaglandinu. Diskutovana je také uloha hypoxii
indukovaného factoru-1a (HIF-1a), ktery se zda byt jednim z inicialnich faktort
ovliviujici expresy VEGF a proliferaci samotnych MSC (Haque et al. 2013).
Rustové faktory produkované burikami v misté hematomu a to zejména PDGF,
FGF-2, BMP-2, BMP-5, BMP-7, TGF stimuluji migraci, proliferaci a diferenciaci
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MSC smérem k osteoblastové, chondroblastové, fibroblastové a endotelove linii.
Endotelové buriky, osteoblasty, fibroblasty, chondroblasty a dalSi bunky se u€astni
formace granularni tkané ve fibrinoveé siti hematomu a vypliuji oblast zlomeniny
(Marsell a Einhorn 2011). Vznika primitivni kalus, ktery stabilizuje zlomeninu.
Proliferativni faze zaCina formovanim mékkého svalku, kdy fibrinovy konstrukt je
nahrazovan kolagenovym. Nekrotické konce kosti jsou resorbovany osteoklasty
derivovanymi z perifernich monocytu, ¢i mononuklearni slozky kostni diené. Z
extracelularni matrix jsou uvolfiovany a aktivovany ristoveé faktory a to zejména
BMP2, BMP4 a IGF-I. Vrastani cév je stimulovano produkci VEGF a je
nasledovano osteogenni diferenciaci MSC, ke které prispiva produkce BMP-2
endotelovymi burikami (Keramaris et al. 2008). Zejména v hypoxicke Casti svalku
dochazi k chondrogenni diferenciaci MSC (Geris et al. 2008). Diferenciace je
ovlivnéna i mechanickymi podnéty. V mechanicky stabilnich oblastech dochazi

k osteoblastové diferenciaci, v méné stabilnich ¢astech spiSe k diferenciaci
chondrogenni. Mékky svalek pfemosti a stabilizuje zlomeninu. V oblasti
multidirekcionalné tzv. mezenchymovymi osteoblasty (Shapiro 2008) a zaCina
produkce vlaknité kosti. V oblastech enchondralni osifikace dochazi ke kalcifikaci
extracelularni matrix. Postupem enchondralni osifikace a ristem vlaknité kosti na

chrupavcitém podkladé se méni mékky svalek na tvrdy.

Faze remodelace se v jejim zaCatku pfekryva s reparacni fazi a pokracuje dlouho
po klinickém zhojeni zlomeniny. Remodelacni faze zahrnuje mineralizaci svalku a
jeho nahradu mineralizovanou kosti a jeji postupnou prestavbu. Dochazi

k polarizaci osteoblastl, které zacinaji vytvaret linearni lamelarni strukturu
(Shapiro 2008). Nastava tedy postupné odbouravani vlaknité kosti a nahrazeni
lamelarnimi strukturami jiz podobnymi Haverskym systém(m zralé kosti. Podobné
jako na rastové ploténce, pfi rustu kosti, dochazi v oblastech enchondralni
osifikace k hypertrofii chondrocytu a kalcifikaci jejich extracelularni matrix.
Nasledné chondrocyty prodélavaji apoptozu. Extracelularni hmota je odstranovana
chondroklasty, které doprovazi invazi cév zejména z periferie hojici se kosti. Cévy
jsou doprovazeny osteoblastovymi prekurzory, ne jiz zralymi osteoblasty (Maes et
al. 2010). Kolagen Il a X je v téchto oblastech nahrazovan kolagenem |. Kolagen |
je produkovan osteoblasty, jako komponenta osteoidu. Na chrupavcitych
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zakladech v oblastech enchondralni osifikace je stavéna vlaknita kost, ktera zvysi
pevnost spojeni fragmentd. Postupné je primitivni vlaknita kost nahrazovana
lamelarnimi strukturami, které jsou produkovany jiz polarizovanymi povrchovymi
osteoblasty. Struktura tak neni jiz izotropicka, ale nové tvofené osteony jsou svou
osou orientovany paralelné k dlouhé osy kosti. Architektonika trabekul zacina
postupné odpovidat normalnim trajektoriim pfenosu sil hojené kosti. V tomto
procesu hraje duleZitou ulohu mechanicka stimulace zatézi a tahem svalovych
skupin. Remodelace nové vytvorené kosti podléha stejnym zakonitostem, tedy i
Wolffovu zakonu, stejné jako fyziologicka remodelace skeletu. Pokrocilé faze
remodelace jsou ovlivhovany zejména IL-1, IL-6, IL-11, TNF-q, IL-12, interferonem
Y (IFN- y) a parathormonem (PTH) (Mountziaris a Mikos 2008). Pokud

probiha hojeni ve vyhovujicim postaveni dochazi postupné k plnému navratu
mechanickych vlastnosti kosti. Kost zacne plnit i dalSi svoje fyziologickeé funkce

v mineralovém metabolismu a v predilek¢nich oblastech i funkci hematopoetickou,
tedy kontinuita dfenového kanalu je zpravidla obnovena a rekonstruovana je i

kostni dren.

1.3 Mezenchymoveé stromalni multipotentni buriky

Bunky s velkou proliferacni aktivitou nachazejici se ve stromatu kostni difené byly
pozorovany Friedensteinem v roce 1966 a detailngji popsany v roce1968, kdy byly
analyzovany prekurzorove buriky kostni dfené (Friedenstein et al. 1966,
Friedenstein et al. 1968). Nasledné Friedenstein a dalSi autofi poukazali na
schopnost bunék jedné kolonie (colony forming units- fibroblastic (CFU-F))
diferencovat se do osteogenni, adipogenni a chondrogenni bunécné linie (Owen a
Friedenstein 1988). DalSim studiem téchto populaci, byly bunky schopné
diferencovat do ruznych linii identifikovany a nazvany mezenchymové kmenové
buriky (mesenchymal stem cells (MSC)) (Horwitz et al. 2005). MSC jsou
riznorodou populaci progenitorovych bunék s riznou diferenciacni kapacitou
(Muraglia et al. 2000, Jiang et al. 2002, Meyer et al. 2004). MSC byly poprvé
izolovany z kostni dfené, ale bunky s podobnou charakteristikou se nachazeji

v hojném poctu i v dalSich tkanich. Bunky s MSC znaky jsou pfitomny ve svalech
(Jiang et al. 2002), zubni pulpé (Shi a Gronthos 2003), tukové tkani (Tholpady et

13



al. 2003), placenté (Fukuchi et al. 2004), pupecénikové krvi (Romanov et al. 2003),
amniové tekutiné (In 't Anker et al. 2003), plicich (Jarvinen et al. 2008), kuzi (Toma
et al. 2005) a dalSich tkanich.

Mezinarodni spolecnosti pro bunécnou terapii byla stanovena minimalni kritéria
pro MSC (Dominici et al. 2006). Aby burika mohla byt nazyvana MSC, musi
adherovat k plastu pfi standardnich kultivacnich podminkach, musi exprimovat
CD105, CD73 a CD90 a zaroven nesmi exprimovat CD45, CD34, CD14 nebo
CD11b, CD79alfa nebo CD19, HLA-DR a sou¢asné musi diferencovat do
osteoblastove, adipocytové a chondroblastové linie. MSC jsou pravdépodobné
schopné diferenciace do endotelii a kardiomyocytu (Prockop 1997, Makino et al.
1999), neuralnich bunék (Chopp a Li 2002, Zhao et al. 2002) a beta bunék
Langerhansovych ostrivku pankreatu (Chen et al. 2004). S jistotou Ize Fici, Ze
MSC jsou schopné diferenciace do adipocytl, chondrocytl (Mackay et al. 1998) a
v neposledni fadé osteoblastl (Pittenger et al. 1999). Nutno zddraznit, ze MSC
nachazejici se v kostni dfeni a periostu hraji ustfedni roli ve fyziologické
regeneraci kosti (Chaudhary et al. 2004, Meyer et al. 2004, Muschler et al. 2004).
Regenerace kostni tkané je jednou z hlavnich funkci MSC. Kostni dfen je
nejcastéji pouzivanym zdrojem MSC. Populace MSC pozitivnich na nestin je
vyznamnou soucasti niky kostni difené spolu s hematopoetickymi kmenovymi
burikami (HSC) a jejich vice diferencovanymi formami jako makrofagy,
megakaryocyty, lymfocyty, endotelovymi burikami, pericyty, osteoblasty, vlakny
sympatiku a dalSimi (Mendez-Ferrer et al. 2010, Mendelson a Frenette 2014).
DalSim ¢astym zdrojem bunék s MSC znaky je tukova tkan, jmenovité okoli cév

v tukové tkani, a to s velmi dobrym vytéZkem. Diferenciacni a dalSi schopnosti
téchto bunék jsou nadale studovany a jejich pouziti v klinické regeneracni
mediciné skeletu musi byt jeSté prokazana (Vishnubalaji et al. 2012). Fyziologicka
funkce téchto bunék se vsak jevi spiSe v regulaci zanétu, imunomodulaci a hojeni
ran (Bianco 2015).

1.3.1 Povrchové znaky MSC

Univerzalni povrchovy znak, ktery by identifikoval MSC prozatim neexistuje, proto

byly stanoveny celularni antigeny, které jsou s MSC spojeny. Mezi zakladni
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markery MSC patfi CD105, CD73, CD90 a CD44, nékteré subpopulace exprimuji
také STRO-1, CD 106(VCAM-1) a CD146.

Endoglin (CD105) je glykoprotein, ktery je jako koreceptor soucasti transforming
growth factor B (TGF- B ) receptoru | a Il (Guerrero-Esteo et al. 2002). Jako CD73
je oznaCovan enzym vazany na vnéjSi stranu cytoplazmatické membrany— NTS5E
(membrane-bound ecto-5'nucleotidase) Stépici purinové mononukleotidy na
nukleosidy.

CD90 je konservovany N-glykosylovany povrchovy bunécny protein kotveny
glykofosfatidylinositolem. CD44 povrchovy glykoprotein je receptorem kyseliny
hyaluronove, ale vaze se i na osteopontin, fibronektin, kolagen a dalSi slozky
extracelularni matrix. STRO-1 je antigen, ktery mél byt markerem MSC (Simmons
a Torok-Storb 1991, Gronthos et al. 1994), dle dalSich autoru jde spiSe o antigen
endotelialni, ktery se na MSC vyskytuje indukované (Burfening et al. 1969, Lin et
al. 2011, Ning et al. 2011), stejné jako na osteoprogenitorech (Yu et al. 2010). CD
106 (vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1)) je adhezivni molekula
vyskytujici se na subpopulaci MSC (Gronthos et al. 2003, Yang et al. 2013).
CD146 zvany také melanoma cell adhesion molecule (MCAM) funguje jako
receptor pro laminin alfa 4, vyskytujici se hojné v témér celé sténé cév. Prfitomnost
DC146 byla prokazana na subpopulaci MSC (Sacchetti et al. 2007). MSC dle
zatim platné definice neexprimuji CD45, CD34, CD14 nebo CD11b, CD79alfa
nebo CD19, HLA-DR, ale pravdépodobné také nenesou na svém povrchu ani
dalSi jako antigeny jako CD31.

CD 45 (spoleCny leukocytovy antigen (LCA), protein tyrosine phosphatase
receptor type (PTPRC)) se vyskytuje v riznych izoformach. CD45 je exprimovan
na hematopoetickych burikach, ale neni pfitomen na MSC.

CD34 je silné glykosylovany typ | transmembranovy protein, ktery je exprimovany
hematopoetickymi kmenovymi burfikami a hematopoetickymi progenitory. CD 34 je
nejkontroverznéjSim znakem, jeho pfitomnost i nepfitomnost na povrchu MSC
zustava otazkou. Dle minimalnich kritérii pro MSC (Dominici et al. 2006), tyto
buriky CD 34 neexprimuiji, ale zda se, Ze nékteré subfrakce MSC a to zejména
MSC ziskané z tukoveé tkané CD34 exprimuji (Delorme a Charbord 2007, Lin et al.
2012). Nékterymi autory je povazovan CD34 za obecny marker kmenovych bunék
(Sidney et al. 2014)
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CD11b (integrin au) je podjednotkou komplementového receptoru 3 (CR3, Mac-1))
pfitomného na leukocytové fadeé.

CD14 je koreceptor exprimovany monocyty, makrofagy (Griffin et al. 1981) a
dalSimi hematopoetickymi bunkami. CD14 vaze lipopolysacharid (LPS), hraje tedy
roli v pfirozené imunité. CD79a je transmembranovy protein tvofici s CD79f3
komplex receptoru B lymfocyttu (BCR), ktery se tedy na MSC nevyskytuje. MSC
dale neexprimuji CD31 (platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1)),
ktery je pfitomny na endotelovych burikach, trombocytech, makrofazich, NK
bunkach, neutrofilech a dalSich bunkach bilé fady. CD19 je exprimovan na B
lymfocytech spolecné s B lymfocytovym receptorem. HLA-DR jako jeden

z antigent HLA 1l tfidy, je pfitomen zejména na antigen prezentujicich bufikach
jako jsou dendritické bunky, makrofagy a B lymfocyty. Antigeny jsou pouzivany k
prikazu MSC, ale i k obohacovani pozitivni &i negativni selekci, nebo k
stanovovani kvality bunéného produktu MSC.

1.3.2 Diferenciace MSC v osteoblastovou linii

Z laboratorniho pozorovani vyplyva, ze MSC béhem diferenciace z kmenové
bunky na osteocyty prochazeji 3 zakladnimi fazemi: nejprve proliferaci, poté
maturaci a produkci extracelularni matrix a nakonec stadiem jeji mineralizace
(Aubin 2001). Liu dokumentuje minimum sedmi pfechodnych stadii (Liu et al.
2003) od kmenové bunky po pIné diferencovany osteocyt. MSC ztraci
multipotentnost a diferencuje se na nezraly osteoprogenitor, ktery doCasné
exprimuje kostni sialoprotein (BSP) a osteopontin (OPN), ke své nasledujici
diferenciaci ale potfebuje dalSi stimulaci. Zraly osteoprogenitor ma pravdépodobné
jesté zachovanu schopnost asymetrického déleni a extenzivni proliferace, ale in
vitro neni dalSi diferenciacni stimulace nutna. Na zakladé in vitro pozorovani
prodélaji bunky od primitivniho osteoprogenitoru k morfologicky zjevnému
osteoblastu 9-10 déleni (Malaval et al. 1999). Preosteoblast ma jiz proliferaci
limitovanou, exprimuje BSP, OPN, kolagen | a neexprimuje osteokalcin (OCN). Od
primitivni bunky az po postmitotické osteoblasty postupné stoupa exprese kostni
alkalicke fosfatazy (ALP). Pro osteoblasty je typicka exprese OCN, Cbfa1 a
Osterix ale i produkce kolagenu | a dalSich organickych slozek extracelularni
matrix (Bonewald 2011). V osteocytech prudce klesa exprese ALP a OCN.
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Osteocyty v nemineralizovaném osteoidu exprimuji Phosphate Regulating
Endopeptidase Homolog, X-Linked (PHEX), coz je membranova metaloproteinaza
a Dentin matrix acidic phosphoprotein 1 (DMP-1), ktery je zasadni pro mineralizaci
extracelularni matrix. Pro osteocyty v jiz mineralizované extracelularni matrix je
typicka exprese sklerostinu (Poole et al. 2005), jakozto markeru osteocytu a
zaroven negativniho regulatoru kostni formace. Dale je pro osteocyty zavzaté

v mineralizované matrix typicka exprese fosfoglykoproteinu extracelularni matrix -
matrix extracellular phosphoglycoprotein (MEPE) a FGF-28, které spolu s PHEX
hraji zasadni roli ve fosfatové homeostaze a mineralizaci (Liu et al. 2003, Quarles
2003).

1.4 Zakladni rustové faktory a suplementy kultivacnich médii ve vztahu ke
kostni tkani

141 EGF

Epidermalni ristovy faktor (EGF) je prvnim objevenym ¢lenem v souasné dobé
tfinacticlenné EGF rodiny s podobnou strukturou a funkci (transforming growth
factor alpha (TGF-a), amfiregulin (AR), betacelulin (BTC), heparin-binding EGF-
like growth factor (HB-EGF), epiregulin (EPR), epigen (EPG) a neureguliny 1-6
(NRG1-6)). EGF je vyznamnym mitogenem. EGF se s velkou afinitou vaze
receptor EGFR, ale i dalSi receptory ErbB rodiny (Seshacharyulu et al. 2012).
Hlavnim ucinkem je proliferace, diferenciace a prezivani (Marqueze-Pouey et al.
2014). EGF stimuluje parakrinni sekreci MSC a hraje tak vyznamnou roli

v regeneraci tkani (Kerpedjieva et al. 2012).

1.4.2 HGF

Hepatocytovy rastovy faktor HGF je faktor ovliviujici proliferaci, migraci a
diferenciaci. Vaze se na c-Met receptor, ktery je protoonkogenem, ktery spousti
buné&cény program zvany invazivni rust (Gentile et al. 2008). P¥i hojeni zlomenin i
kostni prfestavbé jsou MSC zdrojem HGF pro okolni bunécné populace. Odlisné
koncentrace HGF produkovaného MSC ovlivhuji rozdilné také proliferaci a
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diferenciaci samotnych MSC (Wen et al. 2012, van de Kamp et al. 2013). HGF je

jednim z faktort odpovédnych za uchovani MSC v nediferencovaném stavu (Bae

et al. 2015). Receptor c-Met je exprimovan MSC, ale také je vyznamné zastoupen
na burikach endotelové fady a tim se ucCastni HGF na angiogenezi v reparujici se
tkani (Wen et al. 2014).

1.4.3 VEGF

Terminem vaskularni endotelovy rustovy faktor (VEGF) je zpravidla ozna¢ovana
forma VEGF-A. Obecné vSak skupina VEGF zahrnuje jesté dalSi ¢leny: VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D a placentarni rastovy faktor (PGF). Hypoxii indukované faktory
HIFs jsou hlavnim regulatorem VEGF produkce (Haque et al. 2013). Hlavnim
producentem VEGF v kostni tkané pfi hypoxii jsou osteoblasty (Wang et al. 2007).
Uginek VEGF je zprostfedkovan receptory VEGFR1, VEGFR2, VEGFRS3 a jejich
koreceptory. VEGFR1 hraje vyznamnou roli pfi chemotaxi monocytt a makrofagu.
VEGFR1 je negativhim regulatorem angiogeneze za vyvoje, ale hraje vyznamnou
roli v angiogenezi pfi hojeni kosti. EGF a jesté potentnéji PGF vazbou na VEGFR1
stimuluje MSC (Maes et al. 2006). VEGFR2 je zasadni pro vyvoj a organizaci
endotelovych bunék a jejich prekurzorl (Takahashi a Shibuya 2005, Li et al.
2006). Endotelie stimulované VEGF pfes VEGFR2 produkuji BMP-2 a BMP-4.
Takto endotelové buriky stimuluji k proliferaci a diferenciaci MSC na
osteoblastovou linii. Dle nedavnych experimentl na mysSim modelu se tento
mechanismus nejevi byt zasadni pfi vyvoji skeletu. AvSak jak podstatnou roli hraje
tato bunécna komunikace pfi hojeni kosti musi byt jeSté objasnéno dalSimi
experimenty (McBride et al. 2014).

1.4.4 PDGF

Destickovy rustovy faktor PDGF skladajici se za dvou polypeptidd produkovanych
4 rdznymi geny (Fredriksson et al. 2004), tvofi homodimery &i heterodimery AA,
BB, AB, CC a DD (Reigstad et al. 2005). PDGFs se vazi riznou afinitou na
receptory PDGFR « a B, pficemz receptory dimerizuji. PDGF BB je schopen
aktivovat receptory ve formach ax, BB i . PDGFs jsou potentnimi mitogeny
MSC a progenitorovych populaci a zaroven inhibuji diferenciaci téchto bunék, tedy
hraje ulohu v udrzeni téchto bunék v proliferaci a nediferencovaném stavu. PDGFs
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u vice diferencovanych osteoprogenitord ma diferenciacni efekt. Lokalni produkce
PDGFs stimulovana TGF- B a PDGFs. PDGFs a TGF- 3 trombocytl hraje pfi
traumatu ustfedni roli ve spusténi lokalni produkce PDGFs osteoblasty. PDGFs
snizuji produkci BMPs, IGF | i Il a kolagenu |. PDGF a zejména jeho BB forma se
vaze na osteonektin, ale i na dalSi proteiny extracelularni matrix. Takto vazana
forma se podili jak na reparaci tkané, tak pfi remodelaci kosti. Rekombinantni
PDGF BB je nyni registrovan pro potenciaci hojeni kosti v USA (Friedlaender et al.
2013).

1.4.5 M-CSF

Makrofagovy kolonie stimulujici faktor (M-CSF) také nazyvany kolonie stimulujici
faktor 1 (CSF-1). M-CSF existuje jako na membranu vazany, nebo volny
disulfidickymi vazbami vazany homodimer. V kostni tkani je M-CSF exprimovan
osteoblasty a MSC ale hlavnim zdrojem volného M-CSF jsou endotelove buriky.
M-CSF se vaze na receptor CSFR-1, ktery pravdépodobné zprostfedkovava
vSechny biologické ucinky M-CSF. M-CSF ma proliferaéni a diferenciacni ucinek
na hematopoetické prekurzory a ovliviiuje pfezivani monocytl, makrofagu (Lari et
al. 2007). Spole¢né s RANKL a GM-CSF je M-CSF esencialni pro vyvoj a funkci
osteoklastu (Zhao a Ivashkiv 2011).

1.4.6 FGF-2

Fibroblastovy rastovy faktor 2 (FGF-2) patfi do rodiny fibroblastovych ristovych
faktord které hraji zasadni roli ve vyvoji skeletu. Efekt fibroblastovych rastovych
faktorl je zprostfedkovan 4 receptory FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 a FGFR-4
(Turner a Grose 2010). FGF-2 je exprimovan MSC a osteoblasty pfi endesmaini
osifikaci. FGF-2 stimuluje stejné jako PDGF produkci gremlin-1 a tim antagonizuje
efekt BMP-2 a pravdépodobné udrzuje embryonalni i mezenchymové kmenove
buriky v nediferencovaném stavu (Pereira et al. 2000, Canalis et al. 2012). FGF-2
je secernovan nekonvencni cestou (Bae et al. 2015). FGF-2 stimulace ma rozdilny
efekt v zavislosti na stupni diferenciace bunék. Endogenni exprese FGF-2
osteoblasty je stimulovana parathormonem i TGF-B. In vivo FGF-2 stimuluje
expresi TGF- a VEGF ve vice diferencovanych osteoblastech (Takai et al. 2007).
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FGF-2 hraje vyznamnou roli spolu s FGF-1 v hojeni kosti a je potentn&jSim
angiogennim faktorem nez VEGF a PDGF (Yun et al. 2010).

1.4.7 IGF-l a IGF-

Inzulinu podobny rastovy faktor (Insulin-like growth factor - IGF) byl identifikovan
jako solubilni rustovy faktor zprostfedkovavajici ucinek somatotropniho ristového
hormonu (Daughaday 1971). Rozeznavame IGF-I a IGF-Il. Oba maji strukturu
podobnou inzulinu a ucinek je zprostfedkovan receptory IGFR-I a IGFR-II. V séru i
v kostni extracelularni matrix je vétSina IGFs vazana na proteiny vazici IGF
(IGFBP1-6). IGFBP vazi IGF s vétsi afinitou nez samotné receptory. IGFBP
funguiji jako regulacni proteiny (Kawai a Rosen 2012), stejné jako ALS (acid labile
subunit). Lokalnim zdrojem IGF-| jsou osteoblasty a odbouravana extracelularni
matrix. IGF-I ma pfedevSim mitogenni aktivitu, ale i diferenciacni a chemotakticky
potencial zejmeéna v kostni tkani (Nakasaki et al. 2008). IGF hraji vyznamnou roli
v migraci MSC pfi vyvoji skeletu, remodelaci kosti a hojeni zlomenin. Nizka
hladina IGF-I v séru pozitivné koreluje s €etnosti vyskytu zlomenin kyCelniho
kloubu (Garnero et al. 2000).

148 TGF -8

Existuji tfi izoformy transformujiciho rastového faktoru 8 (transforming growth
factor B (TGF-B)): nazvané TGF-B1, TGF-2 TGF-B3. TGF- B patfi do superrodiny
TGF- B, ktera v sobé zahrnuje BMPs, inhibiny, activiny, ristové a diferenciacni
faktory (GDFs), glialni neurotrofické faktory (GDNFs), anti-Mullericky hormon,
levo-pravé determinacni faktory (Lefty), nodalni rastovy diferenciacni faktor
(Nodal), tedy faktory, které hraji ustfedni roli ve vyvoji, diferenciaci, reparaci tkani
a imunitnich reakcich (Meno et al. 1996, Poniatowski et al. 2015). TGF-3s jsou
pravdépodobné jediné rustové faktory secernované v neaktivni formé. Sekrece se
déje ve dvou formach nazvanych kratky (SLC) a dlouhy latentni komplex (LLC),
kdy je na SLC navazan jesté jeden z latentnich TGF- 8 vazicich proteinu (LTBPs).
V komplexech je TGF-B vzdy v konformaci s latentnim asociovanym peptidem
(LAP) (Hayashi a Sakai 2012). LAP chrani strukturu TGF- 8 a ovliviuje jeho
interakci s receptory. LTBPs hraji pravdépodobné roli v ukladani TGF- 3 do
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extracelularni matrix interakci napfiklad s fibronektinem. Aktivace SLC a LLC je
zasadnim regulatorem aktivity TGF- 8 a nastava nékolika riznymi zpUsoby. Jeden
z mechanismu je zménou konformace latentnich komplexu pfi interakci

s bunécnym povrchem a jeho integriny. DalSim mechanismem je $tépenim pomoci
enzymu, jako plazmin, elastazy, metaloproteinazy (MMP-9, MMP-2), které
hydrolyticky Stépi LAP. V aktivaci TGF- B hraji roli i aktivni formy kysliku, snizeni
pH, trombospondin-1 a dalSi (Horiguchi et al. 2012). TGF- 1 pfedstavuje 80- 90%
TGF- B v kostni tkani. Kostni tkan je také specificka tim, ze na rozdil od jinych
tkani, které vétSinu TGF- 3 produkuji v LLC komplexu, téméfr 50% TGF- B vytvafi
v kratkém komplexu, tedy SLC (Bonewald 1999). Signal celé superrodiny TGF-
je transdukovan receptory | a Il (TBRI, TBRII) typu s modulaci receptory typu lIl.
Vazba TGF- B je zprostfedkovana TBRII, ktery s TBRI vytvofi heterotetramericky
komplex. Hlavni efektory TGF- 3 signalizace jsou regula¢ni tedy R-SMADs
(SMAD2 a SMAD3), které vazi SMAD4 (Co-SMAD). Komplex s SMAD4 je
transportovan do bunécného jadra a ovlivnuje transkripci. Efekt je zavisly na
interakci s inhibiénimi SMADs (I-SMADs — SMAD6 a SMAD?7). Pro osteoblasty je
dulezita také TGF- 3 signalizace, nezavisla na SMAD, aktivaci MAPK. Obé tyto
cesty mohou ovlivnit Runx2 a to zejména negativné. TGF- 3 je v kostni tkani
chemoatraktantem, obecnym stimulatorem produkce extracelularni matrix
osteoblasty a negativnim regulatorem produkce matrix degradujicich enzymu, ale i
stimulatorem osteoklastu od jejich prekurzor az po apoptézu. Pfi hojeni kostni
tkané je TGF- B pfitomen v trombocytech hematomu, je produkovan vsemi
burikami pfitomnymi v oblasti zlomeniny, poté jeho produkce klesa a opét stoupa
od 7. do 14. dne, zejména v oblastech chondrogenni osifikace v mékkém svalku a
je produkovan MSC, osteoblasty, osteocyty, chondroblasty a chondrocyty
(Poniatowski et al. 2015). Konkrétni efekt TGF- 3 zavisi na stupni diferenciace

bunék i na samotné koncentraci TGF- (3.

1.4.9 Kostni morfogenetické proteiny (BMPs)

Kostni morfogenetickeé proteiny (Bone morphogenetic proteins -BMPs), které
umoznily reparaci kostni tkané pfi implantaci demineralizované kostni matrix byly
poprveé popsany Uristem (Urist 1965). BMP jsou rozdéleny do 4 skupin. Protoze
BMP-2 a BMP-4 jsou si velmi podobné, tvofi skupinu. GDF-5 skupina obsahuje
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rustové diferenciacni faktory GDF-5, GDF-6 a GDF-7, které se podileji na
diferenciaci chrupavky a vazl. Skupina osteogenniho proteinu 1 (OP-1, nyni BMP-
7) zahrnuje BMP-5, BMP-6, BMP-7 a BMP-8. Do skupiny BMP-9 jsou fazeny
BMP-2, BMP-4 a BMP-7. Ale i BMP-9 (GDF-2) a BMP-10 jsou schopny indukovat
ektopickou formaci kostni a chrupavcité tkané in vivo (Cheng et al. 2003). Signal je
jako v celé TGF superrodiné transdukovan heterotetramerem receptort | a |l typu.
Receptorl | typu je znamo 7 a jsou nazvany receptoru aktivinu podobna kinaza 1-
7 (ALK-1 az ALK-7). Receptory Il jsou BMPR-II, ActR-Il a ActR-IIb (Hausmann et
al. 2014). Aktivaci receptorul je signal pfenaSen zejména SMAD cestou, ale u
BMP-2 byla popsana i aktivace MAPK. Osteoinduktivnimi BMPs je aktivovan jeden
Factor 2 (Runx2). Regulace probiha na urovni extracelularnich antagonistu jako
Noggin, Chordin, Sklerostin, Gremlin, Follistatin, ale dalSi se vazi pfimo na BMP
nebo kompetuji o receptory. Na urovni membrany pseudoreceptor BAMBI
kompetuje s receptory | a Il typu a tim negativné ovliviuje pfenos signalu.

V cytosolu ale i bunécném jadre reguluji pfenos signalu I-SMADs a Smurfs. BMPs
pusobi jako chemoatraktanty a hraji zasadni roli v diferenciaci. Odpovéd burky na
stimulaci BMPs je rozdilna vzhledem ke stupni jeji diferenciace, délce stimulace a
koncentraci dalSich ristovych faktor. Napfiklad BMP-2 stimuluje produkci VEGF
osteoblasty (Deckers et al. 2002), ale MSC stimuluje k sekreci PGF (Raida et al.
2006).

Lidské rekombinantni BMP-2 a BMP-7 jsou registrovany ke klinickému pouziti

v USA, Evropé a Australii mimo jiné k potenciaci hojeni pseudoartroz,
posterolateralnich fuzi, ale jsou pouzivany i off-label. V sou€asné dobé jsou ke
klinickym aplikacim jsou pouzivany koncentrace BMPs tisicinasobné prevysSuijici
fyziologické mnozstvi ve tkanich. Panuji tedy obavy o bezpecnost pouziti BMPs
nejen v rezimu off-label pouziti, ale i v zakladnich indikacich. Podani se jevi
rizikové zejména pro moznou indukci malignity ¢i nadmeérného rustu ektopické
kosti (Ong et al. 2010, Carragee et al. 2013, Drazin et al. 2014).
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1.4.10 Kortikosteroidy

Kortikosteroidy obecné ovliviuji kostni metabolismus. Pro laboratorni ucely,
potifeby bunécna terapie i tkanoveého inzenyrstvi v expanznich i diferencia¢nich
meédiich je nejvice pouzivan dexametazon. Dexametazon je synteticky steroid
schvaleny k pouziti humanni mediciné Siroce pouzivany jako |éCivo s vyznamnym
glukokortikoidnim a zaroven s minimalnim mineralokortikoidnim efektem. Ve
vztahu ke kosti je u kortikoidl je poukazovano zejména na jejich vedlejSi
nezadouci ucinky jako osteopordza a asepticka nekrdza kosti pfi dlouhodobém i
kratkodobém uzivani (Dilisio 2014). OvSem konkrétni u€inek na MSC,
osteoprogenitory, osteoblasty a osteocyty je podobné jako u rustovych faktort
zavisly na davce, stupni diferenciace a schématu podavani (Wang et al. 2012).
Uginek glukokortikoidt mGze byt in vitro a in vivo protichtidny (Kim et al. 2007). In
vitro je pravidelnou soucasti kultivacnich a riznych diferenciacnich medii.
Dexametazon in vitro hraje vyznamnou ulohu v zachovani kmenovych vlastnosti
kultivovanych bunék. Vysledny efekt dexametazonu na MSC a primitivni
progenitory je pravdépodobné ovlivnén autokrinimi a parakrinimi zpétnovazebnymi
ucinky glukokortikoidt ovliviiujicich transkripci a produkci rastovych faktort a
cytokind. Dexametazon ve vy$§im davkovani muze in vitro i in vivo negativné
ovliviiovat imunomodulacni vlastnosti MSC (Liberman et al. 2007, Chen et al.
2014).

1.4.11 Kyselina askorbova

Kyselina askorbova - vitamin C je nezbytny pro syntézu kolagenu. Ugastni se jako
kofaktor hydroxylace prolinu a lysinu. Kyselina askorbova je v bunécné terapii a
tkafnovém inzenyrstvi jednim ze suplementd médii pro expanzi &i diferenciaci
bunék (Adamzyk et al. 2013). Pouzivany jsou i derivaty kyseliny askorbové. 2-
fosfat kyseliny L-askorbové byl v nedavné dobé identifikovan jako stimulator
produkce HGF (Bae et al. 2015).

1.5 Bunécna terapie

Bunécna terapie (BT) dospélymi kmenovymi burikami a tkanoveé inzenyrstvi (T1) se

nyni rychle rozviji v mnoha oborech mediciny v€etné rekonstruk¢ni chirurgie
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skeletu. Tl je interdisciplinarni obor aplikujici principy biologie a inZzenyrstvi

k vytvofeni funkCnich nahrad k obnoveni, zachovani Ci zlepSeni funkce tkané nebo
i celého organu (Langer a Vacanti 1993). Tyto IéCebné pfistupy jsou zalozeny na
experimentalnich vysledcich, ale i klinickych pozorovanich, kde dospélé kmenové
buriky jsou schopny zlepsit regeneraci poskozenych tkani. MSC, které jsou jednim
z typu dospélych kmenovych bunék, nabizi i v ortopedii nejen upIné nové
terapeutické moznosti, ale také zlepSeni stavajicich technik pfi IéCbé vrozenych
vad (Kitoh et al. 2007), ziskanych i vrozenych kostnich defektd (Hernigou et al.
2005, Ganger et al. 2011), aseptickych nekroz (Hernigou a Beaujean 2002,
Hernigou et al. 2015), vazl, kozniho krytu a také Slach (Sato et al. 2000, Kuo a
Tuan 2008), chrupavek (Djouad et al. 2006), meziobratlovych plotének
(Richardson a Hoyland 2008) nebo i celych kloubl (Alhadlaq et al. 2004, Alhadlaq
a Mao 2005, Haasper et al. 2008).

Na rozdil od embryonalnich kmenovych bunék (ESCs), jejichz pouziti zistava
kontroverznim tématem a etickym problémem, MSC setrvavaji v centru zajmu Tl
zejména pro schopnost rychlého rastu in vitro, imunomodulacni a diferenciaéni
kapacitu, genetickou stabilitu a jejich relativné jednoduché ziskavani.

V soucasnosti probiha, ¢i je vyhodnocovana cela fada klinickych studii
zkoumajicich pouziti MSC (www.clinicaltrials.gov). Pro klinické pouziti MSC je

nutné nejenom dodrzet zasady dobré vyrobni praxe (good manufacturing practice
- GMP), ale i vSechny legislativni podminky statu, na jejimz uzemi tato humanni
aplikace probiha. Sou€asny vyzkum se soustfeduje na preneseni slibnych
laboratornich vysledkl do klinické praxe, pfi maximalné mozné minimalizaci rizik
pro pacienta.

Pro uspésné klinické pouziti MSC v ramci BT i Tl je dllezity spolehlivy, rychly a
reprodukovatelny zdroj s garantovanou kvalitou téchto bunék.

1.6 Stimulace hojeni kosti pomoci MSC

MSC hraji zasadni roli v regeneraci kosti (Calori a Giannoudis 2011) nejen proto,
Ze jsou schopny diferenciace do kost a chrupavku produkujicich bunék, ale také
Ze jsou pro své blizké i vzdalené okoli zdrojem rastovych faktord, cytokina a

v neposledni fadé se samy podileji na novotvorbé cévniho zasobeni, kde mohou

suplementovat endotelové bunky. Nejstarsi zdokumentované pouziti MSC
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probéhlo v ramci pouziti autologniho kostniho Stépu, kde jsou MSC pfirozené
pFitomny. DalSim zpusobem stimulace hojeni kosti burikami je pouziti nativni
kostni dfené anebo také koncentratd mononuklearnich bunék ziskanych
zpracovanim kostni krve, které také MSC obsahuiji. Aplikace in vitro
expandovanych MSC v ramci BT nebo Tl za pouziti nosice nebo i s pouzitim i
jinych bunécnych populaci je v humanni mediciné nejmodernéjSi metodou. Na
zvifecich modelech jsou v poslednich letech zkoumany také geneticky
modifikované MSC prolongované produkujici rastové faktory (Fu et al. 2014). Do
soucasné doby nebylo pouzito geneticky modifikovanych MSC v klinickém

experimentu.

1.6.1 Autologni kostni Stépy

Pravdépodobné prvni zminka o pouziti kostniho Stépu v literatufe pochazi od Joba
van Meek’rena z roku 1668 (Fleming et al. 2000). Od té doby se stalo pouziti
kostnich s$tépl odebranych z lopaty kosti kyCelni zlatym standardem. Operaci

s pouzitim autolognich kostnich $tépu se provadi miliony ro€né na celém svété
(Bucholz 2002, Giannoudis et al. 2005). Vyuziva se osteokonduktivnich i
osteoinduktivnich vlastnosti tohoto pfirozeného nosi¢e obsahujiciho i Zivé buriky,
mezi kterymi, i kdyz s malou Cetnosti, jsou i MSC. Odbér autologniho kostniho
Stépu je ovSem doprovazen komplikacemi a to az v 30% (Banwart et al. 1995,
Ahlmann et al. 2002, Swan a Goodacre 2006). Tyto komplikace se projevuji jako
bolestivost v oblasti odbérového mista, poSkozeni n. cutaneus femoris lateralis,
krvaceni a infekce. DalSi vyznamnou nevyhodou je omezené mnozstvi materialu,

které je mozné odebrat.

1.6.2 Kostni dren

Technicky nejméné narocnym pouzitim MSC je aplikace samotné kostni dfené.
Vyznamem kostni dfené v hojeni kosti na zvifecim modelu se zabyval napfiklad
Burwell (Burwell 1964). V 70. letech minulého stoleti bylo pozorovano, ze
ektopicky podana kostni dfefi muze vytvofit novou kostni tkan (Friedenstein et al.
1968, Urist 1970). V roce 1980 Lindholm a Urist (Lindholm a Urist 1980)
publikovali pouziti kostni dfené spolu s kostni matrix. V roce1986 Connolly a
Shindell a poté dalSi autofi (Connolly a Shindell 1986, Connolly et al. 1989,
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Connolly et al. 1991, Hernigou a Beaujean 1997, Goel et al. 2005) uspésné IéCili
pacienty s nezhojenymi zlomeninami tibie perkutanni injekci kostni dfené. Tato
technika byla pouzita i pfi Ié€bé pakloubl u pacientll s nadorovymi onemocnénimi
(Healey et al. 1990). Slibné vysledky byly demonstrovany také pfi hojeni jinych
dlouhych kosti (Garg et al. 1993). Po pfedchozich uspésich byla rozSifena
indikace perkutanniho pouziti kostni dfené i na iatrogenni paklouby, paklouby pfi
segmentalnim transportu kosti a paklouby pfi prolongacnich osteotomiich (Siwach
et al. 2001). Uspé&sné vyuziti kostni dfené k osidleni a zlepSeni pfihojeni
alogenniho strukturalniho kostniho $tépu u pediatrickych i dospélych pacientu
popsala fada autord (Wientroub et al. 1989). V roce 2002 Hernigou a Beaujean
prezentovali uspéSnou prospektivni studii se 116 pacienty léCenymi dekompresi a
aplikaci autologni kostni dfené u nekréz hlavic femurt (Hernigou a Beaujean
2002). Hernigou své vysledky potvrdil v dalSi prospektivni studii na 534 nekrézach
femuru (Hernigou et al. 2009). Nekoncentrovana kostni dfen byla s rozporuplnymi
vysledky pouzita k perkutanni [éCbé juvenilnich kostnich cyst (Wright et al. 2008,
Zamzam et al. 2009). Transplantaci kostni dfené Ize |&Cit, Ci zlepSit stav pacientU
s genetickymi onemocnénimi skeletu napfiklad u autozomalné recesivni
osteopetrosy (Fasth a Porras 1999) nebo osteogenesis imperfecta (Horwitz et al.
1999).

1.6.3 Koncentrovana kostni dren

Koncentrovanou kostni dferi pouZili Gangji a Hauzeur pro IéCbu I-Il stadia
aseptickych nekréz hlavice femuru (Gangji et al. 2004, Gangji a Hauzeur 2005,
Gangji et al. 2005). Dale byla publikovana prospektivni dvojité slepa studie

s pétiletym sledovanim, ktera potvrdila uspésnost této metodiky (Gangji et al.
2011). V roce 2005 publikoval Hernigou (Hernigou et al. 2005) dobfe
dokumentovanou studii perkutanni aplikace 20ml koncentratu z kostni diené
(300ml) pfi IéEbé 60 neinfikovanych atrofickych pseudoartroz tibie. Analyzou
odebrané kostni dfené bylo nalezeno 612 +/- 134 progenitor( v jednom ml. Navic
v této studii byla prokazana korelace mezi po¢tem implantovanych MSC a velikosti
svalku, stejné tak se zhojenim pakloubu. U 7 pacientu, u kterych ke zhojeni
pakloubu nedoslo, byla implantovana celkova davka mensi nez 30000 MSC. Tato
studie poukazuje na to, Ze mnozstvi MSC v aspiratu kostni dfené&, které bohuzel
nelze pfredem odhadnout, korelovala s uspésnosti této metody a pravdépodobné
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je pro hojeni rozhodujici (Hernigou et al. 2006). Hernigou svoje vysledky
publikoval na rozsahlém souboru 534 ky¢li u 342 pacientt s dobrymi
dlouhodobymi vysledky (Hernigou et al. 2008) Koncentrovana kostni dfen byla
pouZzita a u nekrdz hlavic femuru i dalSimi autory (Yasunaga et al. 2007, Wang et
al. 2010). Pres vylepSeni metodiky koncentrace MSC zustava pocet téchto
progenitorll ve zpracovaném materialu limitovan. Koncentraty kostni dfené byly
pouzity s uspéchem ve spojeni s avitalnimi kostnimi Stépy v |éCbé infikovanych
pakloubu (Ateschrang et al. 2009) a proximalnich tibialnich osteotomiich (Dallari et

al. 2007), kde zlepsily jejich vhojeni.

1.6.4 Kultivované MSC

Mnoho autort etablovalo kultivaéni postupy pro MSC (Friedenstein et al. 1974,
Gronthos et al. 1994, Gronthos a Simmons 1995, Coelho et al. 2000, Chen et al.
2006, Mannello a Tonti 2007) nejenom pro laboratorni vyzkum, ale nyni i pro
klinické pouziti (Koc et al. 2000, Kawate et al. 2006). Snahou téchto metod je
docilit kultivaci in vitro vétSiho a také garantovaného mnozstvi MSC. Takto
vyrobenych velkych po¢td MSC je mozno nasledné pouzit k implantaci.

VétSina sou€asnych kultivacnich postupu vyuziva medii s pfidavkem fetalniho
teleciho séra (FBS) obsahujiciho mimo jiné vysoké hladiny rastovych faktoru.
Pouziti FBS s sebou nese zejména riziko imunitnich reakci a dale teoretickeé riziko
virové a prionové transmise (Selvaggi et al. 1997). Zohlednime-li také senescenci
kmenovych bunék péstovanych v takto suplementovanych mediich (Wagner et al.
2009, Schallmoser et al. 2010), jevi se pouziti FBS jako méné vyhodné. Tyto
protokoly jsou navic spojeny s vicekrokovym pasazovanim a tim i Casovou
naro¢nosti a zvySenym mnozstvim kritickych kroku ve vyrobnim procesu. Jelikoz
klinicky testované chemicky definované bezsérové medium s velkou vytéznosti
jesté neexistuje (Mannello a Tonti 2007), je snahou nalézt alternativu k FBS.

Do soucasné doby se jako uspé&sné ukazalo pouziti na desticky bohaté plazmy
(PRP), desti¢kového lyzatu i uzpusobeni lidského séra. Samotné lidské sérum se
pro dlouhodobou kultivaci MSC jevi jako nevhodné (Shahdadfar et al. 2005,
Gregory et al. 2006), zejména proto, Ze navozuje senescenci bunék a jejich
diferenciaci do adipocyta.
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Pouziti autologniho lidského séra nebo séra ziskaného z kostni dfené pacienta
narazi zejména na objemovou limitaci takového media zejména pro kultivaci
vétsiho mnozstvi MSC.

Byly publikovany slibné vysledky kultivaci s pouzitim alogenniho destickového
lyzatu (Schallmoser et al. 2008) €i plazmy bohaté na desticky (PRP) (Bernardo et
al. 2007, Kocaoemer et al. 2007). Mezi hlavni rlstové faktory, které trombocyty
obsahuji, patfi EGF, FGF-2, vS8echny formy PDGF, TGF-31 a IGF (Doucet et al.
2005, Schallmoser et al. 2007). Obsah rustovych faktort v trombocytech se viak
liSi, nejen mezi jednotlivymi darci, ale i u jednoho darce v pribéhu dne. Samotny
pocet trombocytl v plazmé také vyrazné kolisa. Pro reprodukovatelnost vysledku
je nutné misit trombocyty od nékolika darct, coz zvysuje riziko imunitnich reakci a
pfenosu infekci.

V klinice in vitro expandované MSC byly aplikovany spolu s PRP do regeneratu
prolongacnich osteotomii tibii a femuru a byla prokazana stimulace a akcelerace
hojeni (Kitoh et al. 2009). K témto zavériim autofi dosli na zékladé predeslych
klinickych experimentd (Kitoh et al. 2004, Kitoh et al. 2007).

V ramci experimentu pfed zavedenim legislativy pro bunécnou terapii byly
uspésné MSC expandovany a prediferencovany na hydroxyapatitovych granulich
a pouzity jako nahrada spongiéznich kostnich $tépl u vyplné kavit pfi [éCbé
nezhoubnych nadorld. Expandované MSC na nosic€ich byly pouzity v orofacialni
rekonstrukeni chirurgii s ne pIné predvidatelnym efektem (Meijer et al. 2008).
Yamada a kol. popsal uspésné pouziti pfi augmentaci horni Celisti s pouzitim
preexpandovanych autolognich MSC z kostni dfené v PRP gelovém nosicCi na
souboru 104 pacientd (Yamada et al. 2013).

V dalSim experimentu bylo pouzito MSC k |éCbé nekrdz hlavic kosti stehennich s
podobnym uspéchem jako kostni diené (Zhao et al. 2012). Kim publikoval v roce
2009 multicentrickou randomizovanou studii s pouzitim autolognich kultivovanych
osteoblastl ziskanych osteogenni kultivaci- diferenciaci kostni dfené (Kim et al.
2009)

Na zakladé dobrych experimentéalnich klinickych vysledku (Horwitz et al. 2002,
Otsuru et al. 2012) probiha vyhodnocovani faze | klinické studie s opakovanym
podavanim alogennich MSC détskym pacientim s osteogenesis imperfekta typ Il
a lll (NCT01061099).

28



Pocet klinickych studii s aplikaci kultivovanych MSC ¢i mononuklearni frakce
kostni dfené v registrech klinickych studii pfesahuje 200

(www.clinicaltrialregistar.eu, www.who.int/ictrp, www.clinicaltrials.gov). Vysledky s

aplikaci pro regeneraci kostni tkané jsou publikovany v sou€asné dobé pouze u 1
randomizované studie faze | (bezpecnost) u zlomenin tibie s perkutanni aplikaci
kultivovanych MSC smisenych s PRP a demineralizovanou kostni matrix. V této
studii doSlo v souboru 24 pacientl ke zkraceni medianu ¢asu hojeni z 3 mésicl u
kontrolni skupiny na 1,5mésice ve skupiné s MSC (Liebergall, Schroeder et al.
2013). U dalSich registrovanych studii vSak v sou¢asné dobé zvefejnéni vysledku
chybi.

1.6.5 Separované cirkulujici MSC

Na prelomu tisicileti se vyskytly od nékolika autorl teorie a prvni dukazy o
existenci cirkulujicich bunék v periferni krvi s MSC charakteristikou (Huss et al.
2000, 2Zvaifler et al. 2000). NejpouzivanéjSi metody separace mononuklearnich
bunék periferni krve jsou hustotni gradientové centrifugace nebo aferézni
separace. Hustotni gradientova centrifugace je pouzivana pro experimentalni
ucCely a jeji vytézky jsou ve srovnani se separatorem velmi nizké. Separatorem Ize
bezpecné ziskat velké mnozstvi perifernich mononuklearnich bunék (Brauninger
et al. 2012). Bunky s MSC charakteristikami jsou zastoupeny v nizkém poctu,
proto po separaci je nutna pozitivni, ¢i negativni selekce MSC z mononuklearnich
bunék, napfiklad pomoci MACS (Magnetic bead Activated Cell Sorting). Na rozdil
od dalSich metod ziskavani MSC je separace z periferni krve minimalné invazivni.
Pro pouziti pro klinické ucely u neortotopickych aplikaci jsou ovSem nutné dalsi
preklinické studie k prokazani multipotence a zejména bezpecnosti (Zhang a
Huang 2012).

1.7 Nosice

Soucasna legislativa prozatim neumoznila standardni klinické pouziti umélé
nahrady kosti osidlené lidskymi burikami. V experimentech na zvifecich modelech
pfi nahradé kosti jsou testovany rizné nosice. Existuje nespocet riznych
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materiall, ze kterych jsou nosi¢e vyrabény v zasadeé je Ize rozdélit do 3 skupin:
syntetické polymery (na bazi laktidu (PLLA, PDLLA), ¢i glykolu (PGA) a dalsi),
prirodni vysokomolekularni nosice (kolagen, chitosan, agrekan), keramické
materialy (hydroxyapatit, trikalciumfosfat) nebo jejich kompozity (Sundelacruz a
Kaplan 2009). Biokompatibilita nosice je samozfejmym predpokladem ke
klinickému pouziti takového systému. Jak material, tak i jeho potencialni
rozpadové produkty musi byt netoxické nejen pro bunky a tkané v okoli, ale i pro
vzdalené organy, stejné tak nesmi zplsobovat lokalni zanétlivou reakci. Buriky
musi byt schopny se na povrch nosiCe navazat, migrovat, diferencovat se, pinit
svoji biologickou funkci, tedy i vytvaret extracelularni matrix a interagovat s okolni
tkani. Fyzikalni vlastnosti nosice pro reparaci kosténych struktur by mély byt velmi
podobné kosti. Pevnost, ktera umozni stabilitu reparované ¢asti skeletu a zaroven
mechanickou oporu bufikam pouzitym k hojeni kostni tkané. Soucasné by mél byt
takovy material pruzny, tak aby umoznil mechanickou stimulaci bunék pfi
diferenciaci v osteoblastovou linii. Dale by fyzikalni vlastnosti nosiCe mély umoznit
snadnou manipulaci pfi implantaci a to bez poSkozeni bunék na povrchu €i uvnitf
nosicCe. Struktura a vnitfni architektonika nosiCe je neméné duleZita, musi umoznit
nejenom migraci bunék, ale i vristani cév. Vnitini meziprostory nosi¢e musi byt
spojité a dostatecné velike, aby umoznily ukladani extracelularni matrix. Propojeni
vnitfnich prostor je dulezité nejenom z hlediska latkové vymeény bunék, tedy
pfisunu zivin a transportu odpadnich produktu, ale také pro umoznéni eliminace
rozpadovych produktl samotného nosi¢e. ZvySena koncentrace rozpadovych
produktd nosi¢e muZze in vivo zpUsobit lokalni reakci, €i cytotoxicitu nebo
nezadouci urychleni odbouravani nosice. V idealnim pfipadé by mél nosi¢ byt
beze zbytku vstrebatelny, tak aby byla umoznéna kostni pfestavba a plné
nahrazeni novou autologni tkani.

Nosi¢e bunék na bazi polymerud kyseliny mléné, |ze vyrabét raGznymi
technologickymi postupy, které umoznuji také vysokou pevnost a porositu
takového nosice. Tyto materialy Ize pomérné snadno upravovat do ruznych tvaru.
Zménou chemickeé struktury a vnitfni architektoniky nosice Ize ovlivnit rychlost
degradace. Polylaktidové nosiCe jsou schopny po omezenou dobu poskytnout
mechanickou podporu burikam i nové vznikajici tkani. Degradace polylaktidovych
nosiCa probiha hydrolyzou. Tyto materialy se zdaji byt perspektivni zejména

v regeneracni mediciné kosti.
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1.8 Model NOD/LtSz-Rag1 pro in vivo experiment

Pro pokusy in vivo s lidskymi MSC u kterych pfedpokladame nejen jejich
parakrinni pusobeni, ale diferenciaci téchto bunék je nutno zvolit zvifeci model,
ktery nejen bude tolerovat MSC, ale i bunky vzniklé jejich diferenciaci, proto byl
zvolen NOD/LtSz-Rag1” model. Tento mysi kmen s kombinovanym vaznym
imunodeficitem se vyznacuje neschopnosti vytvaret funkéni T a B lymfocyty pro
deficienci rekombinaci aktivujiciho genu a chyb&nim imunoglobulind v séru a
nizkou aktivitu NK bunék po celou dobu Zivota. Tyto mysSi maji oproti NOD/LtSz-
scid delSi délku pfeziti z davodu pozdéjSiho vyvoje lymfomu (Shultz et al. 2000) a
také jsou radiorezistentni. NOD/LtSz-Rag1™ model pfihojuje lidské MSC i
hematopoetické kmenove buriky, periferni monocyty a lidskou pupecnikovou krev
(Shultz et al. 2000).

1.9 Legislativa

Pouziti MSC v mediciné je ve vyspélych zemich pfisné regulovano. V USA je
tfeba se Fidit doporuc¢enimi Food and Drug Administration (FDA) (Halme a Kessler
2006) (www.fda.gov). Pro Ceskou republiku jsou zavazna nafizeni vydavana

Evropska Iékovou agenturou (www.ema.europa.eu) vychazejici z €lanku 17

narizeni evropského parlamentu a rady ES €.1394/2007, kde prostfednikem je
Statni ustav pro kontrolu lé&iv (SUKL). Uziti pokrogilé bun&&né terapie a
tkanového inZenyrstvi se musi fidit pravidly pro produkty pokrocilé terapie -
Advanced-therapy Medicinal Products (ATMP). Zda konkrétni terapie bude
zarazena do kategorie ATMP a splniuje vSechny poZadavky kladené na ATMP
rozhoduje komise pro pokrocilé terapie - Committee for Advanced Therapies
(CAT). CAT rozhoduje zejména, zda bunky splnuji kritéria pro minimalni
manipulaci a jestli jsou buriky pouZzity ve smyslu jejich zakladni funkce. Samotna
vyroba musi dodrzet zasady dobé vyrobni praxe GMP. GMP je cely systém
kontroly a fizeni vyroby a kvality testovani kontroly medicinalnich vyrobkd,
zahrnujici pozadavky na prostory, vybaveni, znaCeni, kvalifikaci personalu,

skladovani, transport, dokumentaci a dalSi (www.picscheme.org). Finan¢ni

naklady i Casové naroky ATMP jsou proto velmi vysokeé. S rozvojem ATMP se
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oCekava sjednoceni vyrobnich postupu a zejména sjednoceni kritérii pro expedici
a testl ucinnosti. | kdyz vySe uvedené regulace na jedné strané brani rychlému a
masoveému pouziti ATMP v klinické praxi, na druhé strané vedou k duslednému
preklinickému vyzkumu k zajisténi maximalni bezpecénosti a spolehlivosti ATMP

pro pacienta.
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2 Hypotézy a cile prace

ZlepSeni regenerace skeletalnich struktur patfi k dlouhodobym cilim Kiliniky
détské a dospélé ortopedie a traumatologie 2. LF UK a FN Motol. MSC hraji
ustfedni roli v regeneraci kostni tkané. MSC ziskané expanzi bunék kostni dfené,
by mély ve vybranych indikacich potencovat hojeni kosti. Takovyto zpUsob

stimulace hojeni kosti by mohl omezit nutnost pouziti autologniho kostniho Stépu.

Hlavnim cilem projektu je pfiprava nové technologie bunécné terapie potencialné

vyuzitelné v ortopedické klinické praxi, Cehoz ma byt dosazeno posupnymi kroky:

1) Ziskani MSC a jejich kultivace, charakterizace a diferenciace

2) Analyza adherence, kultivace a diferenciace MSC na plochych polylaktidovych
nosicich in vitro.

3) Analyza kultivace a diferenciace MSC na trojdimenzionalnich vlaknitych
polylaktidovych nosic€ich in vitro.

4) Implantace MSC osazeného nosice in vivo na mySim (NOD/LtSz-Rag1-)

modelu.
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3 Metodika

3.1 Odbér MSC

Darci MSC byli pacienti podstupujici diagnostickou ¢i stagingovou trepanobiopsii
pro hematologické onemocnéni na 1. Interni klinice -hematologie 1. I€kafské
fakulty Univerzity Karlovy v Praze a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze.
VSichni darci byli fadné pouceni a poskytli informovany souhlasu. Odbér 10 ml

kostni krve bylo provedeno z oblasti spina iliaca posterior superior.

3.2 Zpracovani kostni krve

Kostni krev bezprostfedné po odbéru byla rozifedéna ve sterilni odbérové nadobce
v poméru 1:1 s Hanksuv solny roztok (Hanks' balanced salt solution (HBSS)
(Gibco, Invitrogen division, Paisley, Skotsko)) s pfidavkem 3 kapek Heparinu od
firmy ZENTIVA (Ceska republika) a transportovana do prostor laboratofe
experimentalni bunécné terapie 1. interni kliniky - hematologie 1. |ékafské fakulty
Univerzity Karlovy v Praze a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze. Vzorek byl
nasledné zaevidovan do dokumentace a v pfipadé neporuseni pfijat k dalSimu
zpracovani. Veskeré ukony, pfi kterych bylo s zivymi bunkami manipulovano
probihaly v nadobach opatfenych popisem materialu a to v laminarnich boxech
tfidy B za sterilnich kautel. Rozfedény vzorek s pfidavkem heparinu byl navrstven
opatrné na 10 ml Ficoll-Paque ™ PLUS (GE Healthcare Bio-Science AB,
Uppsala, Svédsko) ve sterilni centrifugaéni zkumavce. Centrifugace probihala pfi
4020 otackach na Ficoll gradientu 30 minut s rozbéhem €. 5 a brzdénim €. 1. V
laminarnim boxu byla vznikla mononuklearni vrstva bunék obezfetné a
frakcionované odebrana pipetou tak, aby nedoslo k promiseni vrstev. Nasledné
byly bunky resuspendovany ve 20 ml HBSS. Pokud méla probihat expanze ve 2
riznych mediich, tak byl vzorek rozdélen po 10ml. Suspenze takto odebraného
materialu byla centrifugovana pfi 3120 otackach 15 minut rozbéhem €. 5 a
brzdénim €. 5. Nasledné byl vzorek resuspendovan ve 2ml zakladniho meédia ve
kteréem méla nasledné probihat kultivace. Na certifikovaném hemocytometru bylo
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poté analyzovano 200 pl vzorku a stanoven pocCet bunék. Takto zpracovana
nuklearni slozka kostni krve byla poté nasazena v pozadovaném mnozstvi na

kultivaCni materialy.

3.3 Media a suplementy

Medium schvalené pro klinické ugely CellGro™ bylo zakoupeno od firmy CellGenix
(Freiburg, Némecko). Medium pro vyzkumné ucely alpha-MEM, EDTA-trypsin,
glutamin, antibiotika a fetalni teleci sérum (fetal bovine serum (FBS)), fosfatovy
pufr (phosphate-buffered saline (PBS)) a HanksUv solny roztok (Hanks" balanced
salt solution (HBSS)) byli zakoupeny od Gibco (Invitrogen division, Paisley,
Skotsko). Ficoll-Paque ™ PLUS byl koupen od GE Healthcare Bio-Science AB
(Uppsala, Svédsko). Dexametazon byl koupen od Sigma-Aldrich (Steinheim,
Némecko), rekombinantni lidsky insulin ke klinickym uéelim od Eli Lilli (Praha,
Ceska republika), kyselina askorbova od firmy Biotica (Praha, Ceska republika).
Rekombinantni lidské rustové faktory: epidermaini rustovy faktor (EGF),
destiCkovy rustovy faktor BB (PDGF-BB) byly koupeny od BD Biosciences
(Bedford, Massachusetts, USA), kolonie stimulujici faktor (CSF-1 €i také M-CSF) a
fibroblastovy ristovy faktor 2 (FGF-2) od firmy R&D (Minneapolis, Minnesota,
USA). Rastové faktory byly rekonstituovany s lidskym albuminem pro klinické
ucely ve fyziologickém roztoku od firmy Baxter AG (Viden, Rakousko). Poolované
lidské sérum (HS) bylo ziskano smichanim 5 jednotek AB Rh negativni plazmy,
zakoupenych od Ustavu hematologie a krevni transfize (Praha, Ceska republika),
jejich naslednou rekalcifikaci 0,1 mol CaCl; a filtraci pfes membranu 0,22 pm.
Aliquoty byly skladovany v -80°C do doby pouziti.

3.4 Standardni primarni kultivace MSC

Buriky byly nasazovany v poctu 10°/cm? kultivaéni lahve (TPP, Trasadingen,
Svycarsko) do 10ml media na bazi alpha-MEM. Standardni medium bylo

pfipravovano v laminarnich boxech do sterilnich lahvi 250ml zna¢enych dnem
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pfipravy a obsahovalo alpha-MEM s 10% FBS, 2 mmol glutaminu, s antibiotiky a
antimykotikem (PNC G + Streptomycin + Amfotericin B). Kultivacni medium bylo
uchovavano bylo v chladnicce s kontrolovanou teplotou a spotfebovano do 14dni.
Po 24 h od nasazeni bylo medium odpipetovano a neadherujici bunky odstranény
oplachem 10 ml PBS. Poté bylo pfidano 10ml Cerstvého kultivacniho média.
Vymeéna kultivatniho média probihala 2x tydné. Standardni doba kultivace byla 2-
6 tydnl v inkubatorech za standardnich sledovanych podminek (5% CO,, 37 °C).
Kultury byly po odstranéni média oplachnuty PBS. Sklizeni adherentnich bunék
probihalo 2-5ml 0.25% EDTA s 1% trypsinem, kdy inkubace probihala 10minut

v inkubatoru (5% CO,, 37 °C). Po inkubaci bylo pod mikroskopem zkontrolovano,
zda doslo k odlou€eni bunék. Pokud dosSlo k neupinému odlouceni bunék byly
pfidany 2ml 0.25% EDTA s 1% trypsinem a opakovana inkubace. Uginek trypsinu
byl inaktivovan bud kultivacnim mediem bez FBS Ci s pfidavkem FBS dle dalSi
dalSiho zaméru pokusu. Vzorek byl centrifugovan pfi 3120 otackach 15 minut
rozbéhem €. 5 a brzdénim €. 5 a resuspendovan v kultivaénim mediu bez FBS ¢i

s pfidavkem FBS.

3.5 Kokultivace MSC s alogennimi monocyty periferni krve

MSC z primarni expanze byly nasazovany v poétu 10° do 5 jamek z 6 jamkové
misky (TPP, Trasadingen, Svycarsko) do 2ml standardniho media do v$ech
jamek, tedy alpha-MEM s 10% HS, 2 mmol glutaminu, s ATB/ATM (PNC G,
Streptomycin, Amfotericin B). Po 24 h od nasazeni bylo medium odpipetovano a
neadherujici buriky odstranény oplachem 10 ml PBS. Poté bylo pfidano 2mi
Cerstvého kultivacniho média do vSech jamek. Do jamek byly pfidavany
mononuklearni bunky periferni krve. Darcum periferni krve bylo sterilné odebrano
50ml krve po pfedesliém podpisu informovaného souhlasu. Mononuklearni buriky
periferni krve (MNC) byly pfipraveny obdobnym zplsobem na Ficoll gradientu jako
MSC, po€et mononuklearnich bunék byl stanoven na hemocytometru. Monocyty
byly nasledné nasazeny v poé&tu 0,05x10° 1. jamka, 0,2x10° 2. jamka, 0,5x10° 3.
jamka, 1,0x10° 4. a 6. jamka. Jako kontrola slouZila 5.jamka, kde byly pouze MSC

a 6. jamka pouze mononuklearni buriky periferni krve (Schéma €. 1, str. 37).
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0,05x106 MNC 0,2x10° MNC 0,5x10% MNC
0,5x10¢ MSC 0,5x106 MSC 0,5x106 MSC

1,0x10¢ MNC
0,5x10% MSC

4 5 6

Schéma €. 1: Schéma poctu MSC a mononuklearni bunky periferni krve (MNC)
pfi nasazeni do 6 jamkovych kultivaCnich destiCek. Jako kontrola Jako kontrola
slouzila 5. jamka (pouze MSC) a 6. jamka pouze MNC.

Za 24h od nasazeni nuklearnich bunék periferni krve bylo medium odpipetovano a
neadherujici buriky opatrné odstranény oplachem 2 ml PBS. Vyména kultivacniho
média dale probihala 2x tydné. Standardni doba kultivace byla 2 tydny

v inkubatorech za standardnich sledovanych podminek (5% CO,, 37 °C). Kultury
byly po odstranéni média oplachnuty PBS a obarveny krystalovou violeti (0.5%
roztok ve 100% metylalkoholu).

3.6 MSC kultivace ke klinickému pouZziti

Kultivace probihala podle patentu (EU 1999250, CR 301 141 Zp(sob pé&stovani
lidskych mezenchymovych kmenovych bunék, zejména pro IéCbu nehojicich se
fraktur, a bioreaktor k provadéni tohoto zpusobu Pytlik R, Kobylka P, Rypacek P,
Stehlik D, Tré T, et al.). Medium pro expanzi MSC bylo zaloZzeno na CellGro™
mediu s 10% HS, 1% penicilin a streptomycinu, insulinu (0.25 1U/ml),
dexametazonu (0.01 pmol), kyseliné askorbové (100 ymol), EGF (10 ng/ml),
PDGF-BB (100 ng/ml), M-CSF (25 ng/ml) a FGF-2 (1 ng/ml). Kultivace probihala
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bud v kultivagnich lahvich 75cm? (TPP, Trasadingen, Svycarsko) & RoboFlasks™
(Corning, Acton, Massachusetts). Nadoby RoboFlasks™ s kultivaéni plochou
92,6cm? jsou certifikovany pro klinické pouZiti, jsou opatteny porty, jak pro vyménu
plynu, tak porty umoznujicimi pfidavani suplementd se silikonovymi membranami
pro pouziti v uzavieném systému. V téchto pfipadech neadherentni buniky nebyly
odmyty, byly kokultivovany a medium nebylo ménéno po celé 2 tydny. Suplementy
byly pfidavany porty pro injek¢ni aplikaci dvakrat tydné. Po dvoutydenni kultivaci
bylo z kultivaénich nadob odstranéno kultivacni medium spolu s neadherentnimi
bunécnymi populacemi. Kultury byly oplachnuty 10ml roztokem PBS, ktery
odstranilo vétSinu zbytku neadherentnich bunék. Adherentni populace byly
sklizeny 5ml 0,25% EDTA s 1% trypsinem uzavienym zpUsobem. Tedy po 10
minutové pUsobeni trypsinacniho roztoku v inkubatoru (5% CO,, 37 °C) byla
kontrolovana separace bunék pod svételnym mikroskopem. Pokud nedoslo

k uplnému odlouceni bunék byl trypsinaéni krok opakovan. Trypsin byl inaktivovan
samotnym pfidavkem kultivacniho media bez HS ¢i s jeho pfidavkem, tak jak
vyzadovaly dalSi postupy experimentu. Bunécny produkt byl odstfedén v
centrifuze pfi 3120 otackach 15 minut rozbéhem €. 5 a brzdénim €. 5. a
resuspendovan v PBS, kultivaénim mediu s HS nebo bez HS. Nasledovalo

neprodlené dalSi zpracovani bunék.

3.7 Stanoveni po¢tu MSC po primarni expanzi

Po primarni expanzi at' jiz standardni, ¢i metodou urcenou ke klinickému pouZiti,
byly neadherentni bunky peclivé odmyty a sklizena na plast adherentni populace
bunék. Pro vypocet mnozstvi MSC bylo nutno nejprve stanovit celkovy pocet
sklizenych bunék (n). Buriky z primarni expanze po centrifugaci byly
resuspendovany ve 2ml PBS, poté byl odebran vzorek 200 ul k rozboru, pipetou
v laminarnim boxu. Zbytek bunék pouzit k dalSi analyze €i dalSimu kroku

experimentu.

Vzorek byl analyzovan na hemocytometru Beckman-Coulter AcTdiff2 (Fullerton,
Kalifornie, USA). Pro samotné urceni procentualniho zastoupeni MSC bylo nutno

urcit pozitivitu antigennich struktur bunééného produktu pomoci pratokové
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cytometrie na pfistroji FACSCalibur (BD Biosciences Immunocytometry Systems,
San Jose, Kalifornie, USA). Pro pfipravu bunék pro pratokovou cytometrii bylo
pouzito 100.000 bunék ve 100 ul PBS, kam byly pfidany protilatky a inkubovany
30minut za pokojove teploty bez pfistupu svétla. Po inkubaci byly vzorky ziedény
100 yl PBS a pfed samotnou analyzou promichany. Byly pouzity tyto protilatky
proti znaktm bilé krevni fady (anti-CD45) a Cervené krevni fady (anti-CD235a)
(DakoCytomation, Brno, Ceska republika). Dale byly znageny buriky 7-AAD
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko). Bunky, které nejevily pozitivitu 7AAD byly
povazovany za viabilni. Subpopulace bunék, ktera se neznacila CD45 ani CD235a
byla pokladana za MSC. Za pozitivitu pro dany znak byla povazovana
fluorescence vétsi nez 0,5% kontroly.

Samotny vypocCet mnozstvi MSC byl provadén dle vzorce:

%CD45" CD235a”€g7AAD’”g)
100

wsc -

3.8 Antigenni analyza bunék primarni expanze

Pro dal8i specifikaci buné&ného produktu z riznych primokultivaci byla
uskute¢néna pritokova cytometrie na pfistroji FACSCalibur (BD Biosciences
Immunocytometry Systems, San Jose, Kalifornie, USA). Obdobné jako pro
stanoveni mnozstvi MSC bylo pouzito 100.000 bunék na jednu analyzu ve 100 pl
PBS a inkubovano 30minut za pokojové teploty bez pfistupu svétla. Po inkubaci
byly vzorky zfedény 100 yl PBS a pfed samotnou analyzou promichany. Bylo
pouzito nasledujicich protilatek proti: CD11b FITC, CD18 PE, CD29 PE, CD44
FITC, CD90 FITC, CD106 PE, CD117 PE, CD166 PE (BD Biosciences
Pharmingen, Erembodegem, Belgie), CD11c FITC, CD14 FITC ¢i PE, CD34 PE,
CD45 FITC ¢&i PE, CD49a FITC, CD49d FITC, CD63 PE, CD71 FITC, CD105 FITC
and PE, HLA-(A, B, C, DR, DP, DQ) (DakoCytomation, Brno, Ceska republika),
CD49c FITC, CD49%e FITC, ALP biotinylovana, CXCR4 PE, (R&D Systems).
Streptavidin-PE byl zakoupen u Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko) a isotypove
kontroly IgG1 FITC, I9G1 PE, IgGo, FITC, IgGop PE and IgGq PE-Cy5 u
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DakoCytomation (Brno, Ceska republika). Jako buriky pozitivni pro dany antigen

byly stanoveny buriky s fluorescenci vétsi nez hornich 5% kontroly.

3.9 Stanoveni BMP 2, BMP 7 a osteokalcinu

Ke stanoveni pozitivity BMP 2, BMP 7 a osteokalcinu v burikach primarni expanze
byla pouzita pritokova cytometrie na zafizeni FACSCalibur (BD Biosciences
Immunocytometry Systems, San Jose, Kalifornie, USA) v 3-kanalovém rezimu.
Trypsinem sklizené kultury byly resuspendovany v PBS s 2% FBS a
permeabilizovany pomoci Intrastain kit od firmy DakoCytomation (Dansko).
Protilatky anti-Human BMP-2 a anti-Human BMP-7 obé biotinylované byly
zakoupeny od firmy PeproTech (Rocky Hill, New Jersey, USA). Anti-osteokalcin
PE (clone 190125) a anti-ALP (clone B4-78 - biotinylovana) byly zakoupeny od
R&D Systems (Minneapolis, USA). Pro liniové specificky kanal (Lin) byla pouzita
protilatka anti-CD45 PE-Cy5 (clone T29/33) od firmy DakoCytomation (Dansko).
Detekce biotinylovanych protilatek byla provadéna pomoci streptavidin-FITC od
firmy R&D (Minneapolis, USA). Jako kontroly byly pouzity Isotypoveé
imunoglobuliny IgG1 FITC, IgG1 PE, IgG2b FITC, 1gG2b PE a IgG1 PE-Cy5, které
byly zakoupeny u firmy DakoCytomation (Dansko). Jako pozitivni nalez byly
pokladany bunky s fluorescenci vétsi nez hornich 5% kontroly.

3.10 Prikaz diferenciacni schopnosti primokultivaci MSC

Schopnost trilinearni diferenciace je jednim ze zakladnich znakd MSC. MSC dle
definice mezinarodni spolecnosti pro bunécnou terapii musi byt schopny
diferenciace do osteogenni, adipogenni a chondrogenni linie (Dominici et al.
2006). Diferenciace byla provadéna standardnimi postupy. Diferenciacni pokusy
byly provadény jak u MSC kultivovanych standardni metodikou tak i u MSC

péstovanych zplsobem pro klinické pouziti.
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3.10.1 Osteogenni diferenciace

MSC z primarni expanze byly nasazeny v mnozstvi 10* MSC/cm? do 10ml
osteogenniho media. Samotné osteogenni medium obsahovalo aMEM s 10%
FBS, 10 mmol pB-glycerol fosfatu, 0,5 mmol fosfatu kyseliny askorbové a 0,1 umol
dexametazonu s ATB/ATM (PNC G, Streptomycin, Amfotericin B). Osteogenni
medium bylo pfipravovano v laminarnich boxech za sterilnich kautel do sterilnich
lahvi 250ml znaCenych Stitkem a dnem pfipravy. Uchovavano stejné jako jina
media v chladni€ce k tomuto u€elu vyhrazené, s kontrolovanou teplotou a
spotfebovano bylo do 14 dni. Vyména osteogenniho média probihala 2x tydné.
Standardni osteogenni kultivace probihala 2-4 tydny. Vzdy pfed vyménou média
byla provedena vizualni kontrola pod mikroskopem Olympus s moznosti
fotodokumentace. Na zavér diferenciace bylo provedeno barveni podle von Kossy

a barveni na alkalickou fosfatazu.

3.10.1.1 Barveni podle von Kossy

Barvenim von Kossa je mozno barvit deposita hydroxyapatitu v kulturach. lonty
stfibra fotochemickou reakci s fosforem vytvareji stfibro. Existuje fada modifikaci,
v téchto pokusech byly nejprve kultury fixovany 96 % etanolem po dobu 15 minut,
poté oplachnuty opakované vodou pro tkanove kultury. Poté byl pfidan 3% roztok
dusi¢nanu stfibrného ve vodeé pro tkanové kultury. Poté byly nadoby s kulturami
ponechany 30 minut na dennim svétle, kde probihala fotochemicka reakce.
Nasledné byly vzorky oplachnuty vodou pro tkanové kultury. Reakce byla ustalena
5% roztokem thiosiranu sodného ve vodeé pro tkafiové kultury po dobu 2 minut.
Nasledoval oplach vodou. Nékteré vzorky byly nasledné dobarveny jadrovou

Cerveni po dobu 5 minut.

3.10.1.2 Barveni na alkalickou fosfatazu

Pro prikaz alkalické fosfatazy (ALP) byl pouzit set od Sigma-Aldrich (Leukocyte
Alkaline Phosphatase Kit). Pfitomnost ALP se projevuje

vznikem depozit modrého nerozpustného barviva. Modra granularni depozita
vznikaji reakci naftol-As-Bi alkalického roztoku s fast blue RR soli za pfitomnosti
alkalicke fosfatazy. Nejprve z kultur bylo odstranéno kultivacni medium a probéhlo
oplachnuti TRIS pufrem, ktery byl vyroben z 1tbl rozpusténé v 15ml vody pro
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tkanové kultury. Pfed samotnym barvenim probihala fixace 4%
paraformaldehydem po dobu 10 minut, roztok byl poté oplachnut vodou pro
tkarové kultury. Cerstvé promiseny barvici roztok obsahujici 300 pl roztoku nitritu
sodného a 300 pl roztoku s fast blue RR z kitu v 11,25ml vody pro tkanové ucely s
pfidavkem 300 pl naftol-As-Bi alkalického roztoku. Barvici roztok byl pfidan do
kultur ve stejném mnozstvi, jako byl objem kultivacni media. Inkubace probihala
15 minut pfi pokojoveé teploté bez pfistupu svétla. Poté byl roztok odstranén a
kultury dle potfeby dobarveny neutralni ¢erveni po dobu 1minuty. Preparaty byly
poté oplachnuty vodou pro tkanové kultury a vyhodnocovany mikroskopem a
provedena fotodokumentace.

3.10.2 Adipogenni diferenciace

Adipogenni diferenciace byla provadéna kultivaci stfidavé v indukénim a
udrzovacim adipogennim mediu. Nejprve MSC z primarni expanze byly nasazeny
v mnozstvi 10* MSC/cm?® do 10ml indukéniho media. Indukéni medium obsahovalo
alpha-MEM s 10% FBS, 2 mmol glutaminu, 1% penicilinu a streptomycinu, 1umol
dexametazonu, 0,2 mmol indometacinu, 0,01 mg/ml insulinu a 0,5 mmol 3-
isobutyl-I-methyl-xanthinu. UdrZovaci medium alpha-MEM s 10% FBS, 2 mmol
glutaminu, 1% penicilinu a streptomycinu a 0,01 mg/ml insulinu. Medium bylo
ménéno dvakrat tydné. Pfed vyménou média byly kultury vizualné kontrolovany
pod mikroskopem Olympus a dle potfeby provadéna fotograficka dokumentace.
Kultivace trvala standardné 4 tydny. K prikazu tukd bylo pouzito barveni olejovou
Cerveni. Olejova Cerven, v tuku rozpustné barvivo, slouzi k prikazu neutralnich
triglyceridi a tuka. Kultury byly oplachnuty 10ml PBS, poté inkubovany 5 minut v
50 % etanolu. Samotné barveni nasycenym roztokem olejové Cervené v 70%
etanolu probihalo 20minut. Ihned poté byly vzorky oplachnuty nejprve 50 %
etanolem a nasledné vodou pro tkanové kultury. Nasledovalo neprodlené
zhodnoceni a digitalni fotodokumentovani pomoci svételného mikroskopu

Olympus s pfislusenstvim.
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3.10.3 Chondrogenni diferenciace

Chondrogenni diferenciace byla indukovana alpha-MEM s 50 ng/ml TGF—1 nebo
CellGro™ médiem s FGF-2, PDGF-BB, EGF a TGF-b1 nasazenim a agregaci 10°
MSC v konickych zkumavkach Sarstedt (NUmbrecht, Némecko). Mikromasy byly
po 2 tydnech kultivace fixovany, krajeny a barveny hematoxylin-eozinem,
toluidinovou modfi a protilatkami proti kolagenu Il. Histologicka a
imunohistochemicka analyza byla provedena v Ustavu histologie a embryologie

(Lekarska fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralové)

3.11 PLLA/PDLLA nosice

Nosi¢ bunék pro reparaci kosténych struktur by mél mit fyzikalni vlastnosti
podobné kosti. Pevnost, aby poskytl mechanickou oporu buikam reparujicim
kostni tkan. Zaroven by mél byt takovy material pruzny, tak aby umoznil
mechanickou stimulaci bunék pfi diferenciaci v osteoblastovou linii. V idealnim
pfipadé by mél byt vstfebatelny, tak aby umoznil kostni pfestavbu a plné
nahrazeni novou autologni tkani. Nosi¢e na polylaktidovém podkladé jsou jednou
z moznosti. Nejprve bylo nutno potvrdit schopnost MSC na takovych materialech
rust a diferencovat se. Proto byly jako prvni vytvofeny ploché povrchy a poté 3D
vlaknité nosiCe. Samotné nosice byly vyrobeny v Institutu makromolekularni

chemie Akademie véd Ceské republiky.

3.11.1 Ploché PLLA/PDLLA nosice

Pro vyrobu plochych nosicu byl syntetizovan vysokomolekularni poly(L-laktid)
(PLLA) a poly(D,L-laktid) (PDLLA).

Monomer L-laktid (3S-cis-3,6-dimethyl-1,4-dioxan-2,5-dion, od firmy Sigma-Aldrich
(Steinheim, Némecko) byl nejprve opakované cCistén krystalizaci z roztoku
rozpoustédel ethylacetat/toluen. Krystalicky monomer byl vysuSen ve vakuu.
Vnitfni povrchy sklenéné polymerizaéni ampule byly silanizovany reakci

s dimethylchlorsilanem. Ampule poté byla vymyta hexanem a vysuS$ena ve vakuu

za zihani. Do ampule bylo pod inertni atmosférou nadavkovano 25 g krystalického
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L-laktidu a 370 pl 0,1 mol roztoku Sn(Oct)2 v bezvodém toluenu. Nasada byla
dosusena 90 minut pod vakuem a ampule byla zatavena. Polymerizace probihala
pfi teploté 110 °C 60 hodin. Vznikly polymer byl rozpustén v dichlormetanu a
izolovan srazenim do metanolu. Po filtraci byl polymer susen ve vakuu pfi 40 °C.
Timto byl ziskan vysokomolekularni PLLA o stfedni molekulové hmotnosti 360 000
(stanoveno pomoci objemové vylu€ovaci chromatografie v tetrahydrofuranu).
PDLLA byl pfipraven polymerizaci D,L-laktidu analogickym postupem a jeho
stfedni molekulova hmotnost byla 630 000.

Pro pohodinou manipulaci byla jako podkladovy material pro ploché nosice
vybrana kryci kulata skli¢ka o priméru 12 nebo 30mm. Povrch kulatych krycich
sklicek musel byt modifikovan smési dimetyl-diethoxysilan/3-aminopropyl-
triethoxysilanu. Tato hydrofobizace zlepSila adhezi PLLA a PDLLA materialu ke
sklenéné podlozce. Vyroba probihala rotaénim nanasenim vysokomolekularniho
homopolymeru 0,5 % roztoku PLLA ¢i PDLLA v chloroformu na PMW32 -
Precision Photo Resist Spinner (Headway Research Inc., USA). Vyska této vrstvy
byla 50 nm. P¥i této prilezitosti byly také pfipraveny pro testovani povrchy, které
vykazuji minimalni adsorpci protein. Minimalizovana adsorpce proteinu

z kultivaéniho média brani adhezi a naslednému ristu bunék. Jako podklad pro
tyto povrchy byla pouzita kryci sklicka s PLLA filmem vyrobena podle vyse
uvedeného postupu. Modifikace byla zaloZzena na a-metoxy-w-hydroxy
poly(etylenoxidu) (mPEQO). MPEO byl pfipraven fizenou polymerizaci etylén oxidu.
Na kryci sklicko s PLLA byla sorpci z 0,5 % roztoku vytvofena vrstva kopolymeru
mPEO/PDLLA. Rozpoustédlem byla voda/dioxan (6/4). Sklicko bylo inkubovano 2
minuty. Pfebytek roztoku byl nasledné odstranén. NosicCe byly suSeny ve vakuu 2
hodiny pfi teploté 80°C . Nasledovalo dalSi suSeni pfi laboratorni teploté 10 hodin.
Kopolymerni povrchy byly vyrabény ve 2 variantach rdznych pomérud
molekulovych hmotnosti slozek. Varianty 23000/10000 a 6000/5000
mPEO/PDLLA.

31111 Adherence

Pro stanoveni adherence byla pouzita kryci sklicka o priméru 12mm. Sklicka

s povrchy byla svicena UV lampou 30 minut v laminarnim boxu, sterilné
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pfenesena do 24 jamkovych destiCek. Do jamek bylo pfidano kultivacni médium a
desticky ulozeny do inkubatoru pfi teploté 37°C na 3 hodiny. Poté bylo kultivacni
medium vyménéno a MSC z primarni expanze byly nasazeny v koncentraci
10*MSC/cm? na povrchy plochych nosiéd. Povrchy PLLA, PDLLA,
23000/10000mPEO/PDLLA, 6000/5000mPEO/PDLLA, kryci sklicko bez nosice a
samotny plast. Primarné byly MSC na nosicCich kultivovany 3 hodiny v inkubatoru
pfi teploté 37°C. Vzorky po 3 hodinoveé kultivaci byly pod mikroskopem
zkontrolovany a byla provedena fotodokumentace reprezentativnich casti
jednotlivych povrchu. Z fotodokumentace byly nasledné pocitany MSC, které jiz
adherovaly k povrchu. Vzorky byly dale v kultivacnich destickach inkubovany

k diferenciaénim pokusum.

3.11.1.2 Diferenciace MSC na 2D povrsich

MSC z obou zpUsobU vyroby byly nasazeny na ploché nosice tedy PLLA, PDLLA,
23000/10000mPEO/PDLLA, 6000/5000mPEO/PDLLA, kryci sklicko bez nosice a
samotny plast. Diferenciace probihala 4 tydny a kontrolni vzorky byly péstovany ve
standardnim médiu pro MSC na obou velikostech krycich sklicek. Kultivace
probihala 4 tydny.

31113 Adipogenni diferenciace

MSC byly nasazeny jak na 12mm kryci sklicka a péstovany ve 24 jamkovych
destickach. MSC na téchto povrSich byly diferencovany stfidavé indukénim a
udrzovacim adipogennim médiem. Kultivacni media byla mé&néna kazdé 3 dny.
Kultury na povrchu material byly po 4 tydenni kultivaci barveny olejovou Cerveni
jak je uvedeno v kapitole 3.10.2 (str. 42). Byla provedena fotodokumentace.

31114 Osteogenni diferenciace

K osteogenni diferenciaci byly MSC nasazeny v mnoZstvi 10* MSC/cm? na
materialy na krycich skli¢cich jak 12mm tak 30 mm v praméru. Diferenciace
probihala ve 24 jamkovych respektive 6 jamkovych kultivacnich destiCkach 4 tydny
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v osteogennim médiu obsahujici aMEM s 10% FBS, 10 mmol p-glycerol fosfat, 0,5
mmol fosfat kyseliny askorbové a 0,1 umol dexametazonu s ATB/ATM (PNC G,
Streptomycin, Amfotericin B). Kultury z diferenciacnich pokuslt na 12mm skli¢cich
byly barveny von Kossa barvenim nebo barvenim na alkalickou fosfatazu, jak je
uvedeno v kapitole 3.10.1.1 (str. 41) a 3.10.1.2 (str.41). Preparaty byly nasledné
vyhodnocovany a foceny na svételném mikroskopu. Kultury na povrsich 30mm
sklicek byly oplachnuty 10ml PBS. Dale byla sklicka s povrchy a bunécnymi
kulturami na nich pfenesena do Cisté 6 jamkové desticky, kde byly adherentni
bunky sklizeny 0.25% EDTA s 1% trypsinem a pfipraveny k prikazu osteokalcinu
a ALP pratokovou cytometrii na FACSCalibur (BD Biosciences Immunocytometry
Systems, San Jose, Kalifornie, USA). Sklizené bunky byly resuspendovany v PBS
s 2% FBS a za pomoci Intrastain kitu od firmy DakoCytomation (Dansko)
permeabilizovany. Protilatky Anti-osteokalcin PE (clone 190125) a anti-ALP (clone
B4-78 - biotinylovana) byly zakoupeny od R&D Systems (Minneapolis, USA). Anti-
ALP byla detekovana pomoci streptavidin-FITC od firmy R&D Systems
(Minneapolis, USA). Jako kontroly byly pouzity Isotypové imunoglobuliny IgG1
FITC, IgG1 PE, od DakoCytomation (Dansko). Za pozitivni na dany antigen byly
pokladany bunky, jejichz znaCeni mélo fluorescenci vétsi nez 0,5% kontroly.

3.11.23D PLLA/PDLLA nosice

Konstrukce trojrozmérného nosiCe byla vlaknita s kontinualnimi pory. Podstatu
nosice tvofila vlakna vysokomolekularniho PLLA dle jiz dfive publikovaného
postupu (Kubies et al. 2000), ktera byla spojena a potazena PDLLA .

Pro dosazeni vysoké molekulové hmotnosti byl nejprve pfipraven monomer (L-
laktid) o vysoké Cistoté. K vyrobé samotnych viaken byl syntetizovan Polymerizaci
Stépenim kruhu L-laktidu (L-LA) v taveniné pfi teploté 110 °C s pouzitim
katalyzatoru stannum-bis(2-ethylhexanoat) byl pfipraven vysokomolekularni PLLA.
Stfedni molekulova hmotnost PLLA k vyrobé vlaken byla 360 000.

Polylaktidova vlakna byla pfipravena zvlaknovanim PLLA z roztoku. Zvlaknéni
bylo dosazeno vytlacovanim roztoku PLLA v dichlormetanu konstantni rychlosti
kovovou tryskou o kruhovém prafezu a praméru v rozmezi 0,6 — 1,5 mm do
koagulacni lazné s metanolem za teploty 25°C. Pouzitim roztoku dichlormetanu s
riznou koncentraci PLLA (v rozmezi 2 — 12 %) bylo mozné ziskat vlakna o
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pruméru v rozmezi 30 — 320 ym. Vlakna byla promyta metanolem a suSena pfi
laboratorni teploté 25°C.

Lisovanim vlaken PLLA ve formé, ktera urCovala i vysledny tvar a geometrické
parametry nosice byly vyrobeny trojrozmérné porézni polymerni nosice. Zafixovani
tvaru a objemu porézni struktury bylo dosazeno ¢asteCnym slinutim viaken
naleptanim jejich povrchu v parach rozpoustédla a zaroven slepenim vlaken v
mistech jejich dotyku roztokem PDLLA). Stfedni molekulova hmotnost PDLLA
pouzitého k potazeni viaken PLLA byla 630 000.

PLLA byl pouZit pro pfipravu vlaken pro svoje vyhodné mechanické vliastnosti a
omezenou rozpustnost v rozpoustédlech jako je aceton Ci toluen. Tato rezistence
umoznila potazeni vnitfnich povrchu porézni struktury z PLLA vliaken tenkou
vrstvou PDLLA pouzitim roztoku PDLLA v acetonu, aniz by doslo k zhrouceni
porézni struktury PLLA viaken. Povlak PDLLA na povrchu viaken zpevnuje 3D
strukturu a vytvafi mustky mezi jednotlivymi viakny v misté jejich prekfizeni.
Vlaknita struktura umozruje vytvofit kontinualni vnitfni povrch potfebny pro migraci
MSC bunék v nosici a in vivo mimo jiné také vrustani cévniho zasobeni. Objem
pérd v matrici bylo mozné Fidit hustotou vlaken a mirou jejich komprese. DalSim
parametrem urcujicim velikost poru je prumér samotnych vlaken. Nosice byly
vyrabény tak, aby vzdalenost mezi vlakny byla 100-400um, ¢imz se vlastnosti
PLLA/PDLLA vlaknitého nosi¢e podobaly struktufe spongiézni kosti.

3.11.21 Kultivace a osteogenni diferenciace MSC na trojrozmérném
PLLA/PDLLA nosici

Nosice byly pfed osazenim bunkami byly sterilizovany po dobu 30 minut pod UV
lampou a poté promyty kultivacnim médiem a na 3h uloZeny do inkubatoru pfi
standardnich podminkach (CO, 5%,teploté 37°C). Pfed nasazenim bunék bylo
medium vyméneéno, aby byly odstranény pfipadné zbytky rozpoustédel. Na nosice
bylo nasazeno 1x10° MSC kultivovanych standardnim postupem (s fetalnim
telecim sérem) nebo zplsobem pro klinické uziti. Nasazeni probihalo v izkych
komarkach ve 2 davkach, kazda obsahovala 0,5x10° MSC s 3 hodinovym
odstupem k umoznéni nasednuti MSC na povrch nosi€e. Nasazovani probihalo

v komUrkach FALCON HTS FluoroBlok ™ Insert (Scientific Laboratory Supplies
Ltd., Velka Britanie) s 3um filtrovaci membranou, pro MSC neprichodnou, ale
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umoznujici difuzi media. Komurky velmi pfesné kopirovaly vnéjsi primér nosice a
jejich dno bylo opatfeno membranou. NosiCe byly jen tésné ponoreny, tak aby se
zvysila pravdépodobnost nasednuti MSC na vlakna nosice. Pfed nasazenim 2.
davky byl nosi€ sterilnim nastrojem — injekCni jehlou otoCen. Po 24 hodinach byly
nosice sterilné pfeneseny do 24 jamkové kultivacni desticky. Kultivace probihala
v inkubatoru ve 37°C v médiu standardnim i osteogennim s vyménou 2x tydné 4-6
tydnu. Pfed vyménou média byla provedena vizualni kontrola pod svételnym

inverznim mikroskopem Olympus a provedena fotodokumentace.

3.11.2.2 Barveni von Kossa

Barveni von Kossa bylo provadéno obdobné jako u kultur na tkariovém plastu.
NosiCe porostlé kulturami byly nejprve fixovany 15 minut 96 %, poté oplachnuty
opakované vodou pro tkanove kultury. Po odpipetovani fixacniho roztoku byl
pridan 3% roztok dusicnanu stfibrného ve vodé pro tkanové kultury. Inkubace
probihala na dennim svétle po dobu 30 minut. Nasledovalo disledné oplachnuti
vodou pro tkanové kultury. Nanaseni roztokd bylo provadéno opatrné pipetou do
blizkosti nosice, aby doslo k priniku reagencii do samotného nosiCe a zaroven,
aby se prebyte¢ny dusi¢nan stfibrny vymyl z nitra nosice. Ustaleni reakce bylo
provedeno 5% roztokem thiosiranu sodného ve vodé pro tkanové kultury po dobu
2 minut s naslednym opatrnym oplachem vodou, tak aby se bunécné struktury na
povrchu nosi¢e neposkodily.

3.11.2.3 Barveni na alkalickou fosfatazu

K prikazu alkalické fosfatazy na nosicich byl stejné jako u plochych kultur pouZit
Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit od (Sigma-Aldrich). NosicCe tedy byly
oplachnuty tris pufrem a fixovany 4% paraformaldehydem po dobu 30 minut, tak
aby doslo k fixaci vnitfni ¢asti nosiCe. Nosice byly opatrné, ale fadné proplachnuty
vodou pro tkafioveé kultury. NosiCe s kulturami byly inkubovany 15 minut v Cerstvé
pfipraveném barvicim roztoku pfi pokojové teploté a bez pfistupu svétla. Poté byl
roztok odstranén a vyplachnut z nosice vodou pro tkanove kultury. Nékteré nosice
byly dobarveny neutralni Cerveni po dobu 1minuty. Roztok neutralni Cervené bylo
tfeba opatrné vyplachnout z nosice vodou pro tkanové kultury. Preparaty byly
vyhodnocovany mikroskopem a provedena fotodokumentace.
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3.11.24 Elektronova mikroskopie a prvkova analyza

Analyza elektronovou mikroskopii byla provedena na Jeol 6400 - scanning
electron microscope v Ustavu makromolekularni chemie akademie véd Ceské
republiky v Praze (UMMCH). Nosi¢e pé&stované ve standardnim, osteogennim i
mediu uréenému pro klinické uziti byly fixovany 4% paraformaldehydem. Poté byly
vzorky suSené vzestupnou alkoholovou fadou etanol/voda a to v nasledujicich
pomérech: 25/75, 50/50, 50/50, 75/25, 75/25, 90/10, 90/10, 100/0, 100/0. V
kazdém roztoku byl preparat ponechan 15 min. Potom byly preparaty suseny
pomoci kritického bodu CO,. Po vysuSeni byly vzorky nafezany, nalepeny na
terCik a pokoveny platinou. Prvkova analyza byla provedena pomoci elektronoveé
mikrosondy (EPMA) na rastrovacim elektronovém mikroskopu (Hitachi scanning
electron microscope) na Fakulté chemické technologie Vysoké Skoly chemicko-
technologické v Praze (VSCHT).

3.11.2.5 Imunohistochemicka barveni

NosiCe osazeného MSC ze standardni i kultivace pro klinické pouziti byly
kultivovany 6 tydnu v osteogennim médiu. Po ukonceni kultivace byly
impregnovany pro nedostatek tkané mezi vlakny a krajeny na tenké fezy. Rezy
byly poté imunohistochemicky barveny na kolagen typu I, kostni sialoprotein a
osteonektin. Imunohistochemicka analyza byla provedena v Ustavu histologie a

embryologie (Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralové)

3.12 In-vivo implantace nosicu

Pokus na mySim modelu byl v souladu s legislativou schvalen ustavni komisi pro
praci s laboratornimi zvifaty. Na PLLA/PDLLA 3D nosiCe byly nasazeny MSC

v poétu 2x10° obdobnym zptisobem jak bylo popsano v kapitole 3.11.2 (str.46).
MSC pochazely z primarni kultivace ve standardnim mediu nebo z primarni
expanze v mediu pro klinické pouziti. Takto osazené nosicCe byly nejprve
kultivovany 3 tydny in vitro v osteogennim médiu a poté implantovan
imunodeficientni mysi (NOD/LtSz'Rag1°). Implantace probihala v laminarnim boxu.

Anestesie byla navozena intraperitonealni injekci fenobarbitalu. Kratkym fezem v
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oblasti pravych dolnich zeber, za sterilnich kautel byl nosiC s burikami
pochazejicimi z kultivace ke klinicky u¢elim implantovan podkozné a to
proximalné od fezu. Analogicky z kratkého fezu druhostranné byl implantovan
nosi¢ bud’ osazeny burikami pochazejicimi z primoexpanze ve standardnim mediu
jako pozitivni kontrola nebo neosazeny nosic jako kontrola negativni. Pokusna
zvifata byla chovana v nepatogennim prostfedi, krmena sterilni stravou a
acidifikovanou vodou s ATB (sulfamethoxazol-trimethoprim). Treti a Sesty tyden po
implantaci byly mysi ve fenobarbitalové intraperitonealni anestesii podrobeny RTG
vySetfeni. RTG dokumentace byla pofizena na mamografu polikliniky VFN. Po 6-9
tydnech byla pokusna zvifata usmrcena a fixovana perfuzi 10% formaldehydem.
NosiCe a organy mysSi byly poté podrobeny histologickému vySetfeni. Histologické
fezy byly barveny Ladewigovou modifikaci Massonova modrého trichromu.

3.13 Statisticka analyza

Kalkulace byly provedeny programem Statistica (StatSoft, Tulsa, OK). Normalita
dat byla ovéfena D’Agostino-Pearsonovym testem. Protoze vyznamné mnozstvi
vysledkd vykazovalo nenormalni rozloZeni, uzivali jsme neparametrické testy a
vysledky byly vyjadfovany jako mediany a rozmezi. Parové vzorky byly
srovnavany Wilcoxonovym testem; pro vice interdependentnich vzorkd byla
pouzita Friedmanova variace ANOVA s Dunnovymi viceCetnymi srovnanimi. Pro
dvé ¢&i vice skupin nezavislych vzorkd byly pouZzity Mann-Whitneylv U-test a
Kruskal-Wallisova ANOVA. Pro srovnani kategorickych proménnych byly pouzity
YatesUv korigovany chi-kvadrat test nebo Fischerlv pfesny test. Hodnoty p < 0.05
byly povazovany za statisticky vyznamné.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Odbér MSC

Odbeéry kostni krve byly provadény u pacientu indikovanych k trepanobiopsii

v aseptickém prostfedi. Nebyly zaznamenany vazné komplikace a nebyly
pozorovany nezadouci reakce. Ve vSech pfipadech se podafilo odebrat
pozadované mnozstvi pro laboratorni analyzu a zaroven 10ml pro experimentalni
ucely. Vzhledem vétSimu objemu spongiozni kosti v oblasti spina iliaca posterior
superior a vzhledem k variabilnimu prubéhu n. cutaneus femoris lateralis, se
klonime k nazoru, ze pro garantovani dostatecného mnozstvi odebranych MSC je
vyhodnéjSi odbér z oblasti spina iliaca posterior superior nez z oblasti spina iliaca
anterior superior, stejné jako dalSi autofi (Pierini et al. 2013). Pro odbér kostni
krve za ucCelem vyroby bunécného preparatu pro klinické ucely je ovSem nutné,
aby odbér byl uskute€nén na schvaleném odbérovém misté na sale, za
aseptickych kautel do odbérového média. Dale, aby odbér probihal do vhodnych
oznacCenych nadob ¢&i vaku, které umozni bezpec€ny transport a dal$i zpracovani
v uzavienych €i polouzavienych systémech v reZimu certifikovanych Cistych

prostor.

4.2 Zpracovani kostni krve

Zpracovani kostni krve se stalo rutinnim. Zpracovanim 10ml kostni krve byl ve
v8ech pfipadech ziskan dostatek bunék k primarni expanzi a produkci dostatku
MSC pro celotélovou davku. VétSina autort vSak pouziva ke kultivaci MSC pro
klinické pouziti v ortopedii vétSi mnozstvi kostni krve 20-40ml (Kitoh et al. 2009,
Zhao et al. 2012, Yamada et al. 2013). Vezmeme-li v ivahu ucebni kfivku
personalu pfi odbéru a samotném zpracovani kostni krve, tak pravdépodobné
odbér 20ml kostni krve by byl vhodnéjsi a mél by garantovat dostateCné mnozstvi
MSC v aspiratu.
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4.3 Media a suplementy

Media, roztoky, kultivacni nadoby a dalSi material pouzivany pro laboratorni ucely

byl pfi pfipravé MSC pro klinické pouziti postupné uspésné nahrazen. Pfi zaméné

za vyrobky schvalené pro klinické pouZziti dochazelo k nevyznamnému snizeni

mnozstvi vykultivovanych MSC. Po nahradé materialu laboratorniho za material ke

klinickému pouziti nebyla pozorovana statisticky vyznamna zména kvality bunék.

Ruistové faktory byly pouzivany v kvalité pro laboratorni ucely, protoze v té dobé

nebyly tyto faktory v klinické kvalité dostupné nebo extrémné finan¢né nakladné.

Pro dalSi pfenos metodiky bude nutné zaménit tyto suplementy za certifikované
vyrobky pro klinické pouziti, nebo prokazat nezavadnost takovychto suplementu

k vyrobé MSC pro klinické ucely.

4.4 Standardni primarni kultivace MSC

Péstovani MSC z mononuklearni frakce bunék kostni krve (BMMC) se stal rutinni

metodikou. Dodrzovani operacnich postupl vyroby eliminovalo riziko kontaminace

pfi kultivaci. V pfipadé konfluence byly MSC sklizeny dfive nez za 6 tydna a

presazeny. Buriky po 6 tydenni kultivaci jsou vhodné jako referencni vzorky nebo

k provadéni dalSich pokusU. Buriky ze standardnich kultivaci nabyvaly typické
vietenovité vzezfeni MSC, coz dokumentuje Obrazek 1A (str.53) kultur po 2
tydenni kultivaci. Takto ziskané MSC Ize pasazovat i dlouhodobé.

4.5 Kokultivace MSC s alogennimi monocyty periferni krve

Nejprve bylo v kultivacnim médiu 10%FBS nahrazeno 10% alogennim lidskym
sérem (HS). MSC ze standardni primarni expanze byly nasazeny na kultivacni
lahve do media na bazi aMEM s 10% HS. Kolonie byly velmi malé, stejné tak,
jako jejich poclet. Bylo ziejmé, ze FBS obsahuje rlstové faktory, které jsou pro

expanzi MSC nepostradatelné.
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Obrazek 1: A Standardni primokultivace MSC 2 tydny, nativni snimek (Pytlik et al.
2009), B Prvni pasaz MSC v médiu obsahujicim aMEM 10% HS v kokultivaci

s alogennimi monocyty, C Kolonie MSC péstované 14 dni v médiu

obsahujicim aMEM 10% HS v kokultivaci s alogennimi monocyty v stoupajicim
mnozstvi (50 tisic 1.jamka, 200 tisic 2.jamka, 500 tisic 3. jamka, 1milion 4. jamka,
0 5. jamka — kontrola pozitivni (pouze MSC), 1milion 6. jamka —negativni kontrola
(pouze mononuklearni buriky periferni krve), se zvétSujicim se potem monocyta
se zvétSuje velikost kolonii, barveni krystalovou violeti, D Kolonie MSC péstované
14 dni v médiu obsahujicim aMEM 10% HS v kokultivaci s alogennimi monocyty v
stoupajicim mnozstvi (50 tisic 1.jamka, 200 tisic 2.jamka, 500 tisic 3. jamka,
1milion 4. jamka, 0 5. jamka — kontrola pozitivni (pouze MSC), 1milion 6. jamka —
negativni kontrola (pouze mononuklearni buriky periferni krve), se zvétsujicim se
po¢tem monocytl nebyl pozorovan vliv na velikost kolonii — (jini darci) barveni
krystalovou violeti, E primokultivace MSC patentovanym postupem 7.den, nad
stfedem MSC kolonie jsou patrny neadherentni buriky kostni difené, F
primokultivace MSC patentovanym postupem 14.den, vrstevnaty charakter kolonii
(Pytlik et al. 2009);
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Pomérné snadno ziskatelnym zdrojem rustovych faktort jsou adherentni
monocyty, které jsou na rozdil od trombocyttd schopné dlouhodobé produkce
ristovych faktor. Monocyty a nasledné makrofagy bylo mozné na kultivaénim
povrchu a na povrchu kolonii pozorovat mikroskopem (Obrazek 1B, str. 53). Za
pritomnosti monocytu allogennich darct byly MSC schopny expanze. Na kulturach
obarvenych krystalovou violeti Na obrazku 1C (str. 53) je patrné, jak se
zvétSujicim se poctem monocytd dochazelo k zvétSovani kolonii. Protoze ale efekt
nebyl uniformni (Obrazek 1D, str. §3), primarni expanze v aMEM s 10%HS
selhavala a pfi klinické aplikaci by bylo pravdépodobné tfeba velkého mnozstvi
autolognich monocytl a alogenni kontaminace MSC preparatu by byla nezadouci,
bylo od dalSich pokusl ustoupeno. Pfesto z experimentu vyplynulo, Ze
mononuklearni frakce periferni krve je pravdépodobné schopna se pozitivhé
podilet na expanzi MSC, i kdyZ z koncepce tohoto primitivhiho experimentu nelze
tento benefit kvantifikovat. To, Ze monocyty mohou kladné ovlivnit kultivaci MSC je
jednim z argumentu, pro¢ neni nezbytné nutné, abychom neadherentni, nebo
lehce pfisedlé buriky z kostni krve v primarni expanzi odstrafiovali, ale naopak, ze
by se tyto bunky mohly pozitivhé podilet na proliferaci MSC svou aktivitou.
Podobny kokultivacni systém pro diferenciaci endotelovych bunék, téz bez
nutnosti dodavky ristovych faktort byl publikovan Joensuuem et. al. (Joensuu et
al. 2011). Vzhledem k tomu, Ze pro klinické uziti MSC je nutna garance dobrého
vytéZku a kvality primoexpanze, se nase pozornost upfela k pouziti
rekombinantnich lidskych rustovych faktoru, jako suplementu do kultivaéniho

media.

4.6 MSC kultivace ke klinickému pouziti

MSC potencialné pouzitelné ke klinické aplikaci jsme péstovali patentovanym
postupem 14 dni. MSC kolonie rostly mnohem rychleji a nad jejich stfedem se
pohybovaly neadherované buriky (Obrazek 1E, str. 53). Kolonie postupné
nabyvaly vrstevnatého charakteru (Obrazek 1F, str. 53). Po ukon€eni primarni
expanze byly neadherentni buriky odmyty. Jak je zfejmé z tabulky grafa €.1 (graf
A, str. 55), po odmyti nebyla kontaminace bilou €i Cervenou krevni fadou, tedy
CD45+ a CD235a+, statisticky vyznamné vys$Si, néz pfi primarni expanzi MSC ve
standardnim mediu s odmytim neadherentni slozky jiz na pogatku kultivace. Cast
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bunécného produktu byla pouzita k dalSi analyze a vétSina MSC byla pouzita na

dalSi experimenty.
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Tabulka €. 1: Grafy: A: Procento dvojité negativnich bunék CD45- a CD235a-
rozdil mezi standardni metodikou a metodikou ke klinickym ucelim nenabyl
statistické nevyznamnosti (p=0,10). B: Vytézky primokultivaci MSC 14.den
vztazeny na 106 nasazenych BMMC statisticky vyznamny rozdil mezi standardni
metodikou a metodikou ke klinickym ucelum (p<0,0001). C: Procento viabilnich
(7AAD-) bunék standardni metodikou a metodikou ke klinickym ucelum nenabyl
statistické nevyznamnosti (p=0,51). D: Srovnani povrchovych znakd bunék
péstovanych standardni metodikou a metodikou ke klinickym uceliim. * znaci
statistickou vyznamnost rozdilt (p<0,05). (Pytlik et al. 2009)
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Pro realné klinickeé vyuziti takto kultivovanych MSC je nutné verifikovat také

sterilitu. Standardné toto nebylo v ramci prezentovanych experimentl provadéno.

4.7 Stanoveni poc¢tu MSC po primarni expanzi

Do této €asti studie bylo zafazeno 44 pacientl. MSC od v8ech darcu byly
expandovany metodikou ke klinickému pouziti a 27 z nich i standardnim
zpusobem 14 dni. K stanoveni mnozstvi MSC v buné&ném produktu
primoexpanze byla pouzita pratokova cytometrie. Pfi porovnavani FACS CD
panelu pro simplifikaci jsme z adherentnich bunék povazovali za MSC burnky
splfiujici negativitu pro bilou i Cervenou krevni fadu, tedy CD45- a CD235a-.

K samotnému vypoctu MSC v bunééné populaci po primarni expanzi byl pouzit
vzorec tak, jak je uvedeny v kapitole 3.7 (str. 38). Pfi vyrobé MSC standardni
zptisobem byly dosahovany vytézky s medianem 1,0x10° (0,02-0,24 x10°) na
milién nasazenych BMMC (Tabulka &. 1, graf B, str. 55). Z jedné 75cm? kultivagni
lahve po 14dnech tedy bylo sklizeno vyjadfeno medianem 0,75 milionu MSC.
Pokud jsme ve standardnim mediu nechali kolonie kultivovat dalSi 4 tydny, byly
vytézky desetinasobné tedy 7,5x10° z jedné 75cm?. Celotélovou i.v. davku MSC,
za kterou je povaZzovano pfiblizné 1x10° MSC/kg pacienta (Murphy et al. 2013)
bylo mozno vypéstovat pfi odbéru 10ml kostni krve za 6 tydnu.

Buriky expandované zplsobem pouzitelnym ke klinické aplikaci mély vytézky
mnohonasobné vy$si. Median ziskt byl 2,87x10° (0,44-7,18 x10°) na milién
nasazenych BMMC (Tabulka &. 1, str. 55, graf B ), tedy z jedné 75cm? kultivagni
lahve byl median Ghrnnych ziskd 21,8x10°. Rozdily ve vytéZcich byly statisticky
vyznamneé (p<0,0001). Touto metodou Ize tedy spolehlivé celotélovou davku MSC
z 10 ml kostni krve napéstovat jiz za 2 tydny. Dosazené vytézky poukazuji na
potencialni moznost kultivace MSC z kostni dfené metodikou pro klinické pouZiti
po dobu jesté kratSi nez 14 dni.

4.8 Antigenni analyza bunék primarni expanze

Standardné primoexpandované bunky splhovaly minimalni antigenni kritéria

definice MSC stanovena Mezinarodni spole€nosti pro bunécnou terapii (Dominici
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et al. 2006), tedy CD105+, CD73+, CD90+, CD45-, CD34-, CD14-,CD19-, HLA-
DR-. Pro dalSi pouziti MSC je vyznamné urcCit, jaka ¢ast bunék je zivotaschopna.
Proto byl bunécny produkt znaen 7-AAD, buriky které se neznacily, byly
povazovany za zivé. Median procentualniho zastoupeni zivych bunék ziskanych
standardni kultivaci byl 73.9% (Tabulka €. 1, graf C, str. 55). Testovany byly i dalSi
vyznamné bunééné antigeny patfici adhezivnim molekulam a receptorim
(Tabulka €. 1, graf D, str. 55).

Buriky kultivované metodikou pro klinické pouziti stejné jako standardné
péstované kultury se vyznacovaly obdobnou pozitivitou markerd MSC a téz splnily
minimalni kritéria MSC (Tabulka €. 1, graf D, str. 55). Tyto buriky statisticky
vyznamné vice exprimovaly CD44, tedy receptor vazici kyselinu hyaluronovou,
kolagen |, fibronektin a dalSi sou€asti extracelularni matrix. Statisticky vyznamné
vice tyto MSC exprimovaly i CD29 (31-integrin), CD 49c, CD49d (a3 a a4 integrin)
patfici mezi adhezivni molekuly (Tabulka €. 1, graf D, str. 55). Nezanedbatelna
byla vysoka 7-AAD negativita, ktera svédcila o vysSi viabilité bunék, ale ve
srovnani se standardné péstovanymi burikami tento rozdil nenabyl statisticke

vyznamnosti (p<0,5) (Tabulka €. 1, graf C, str. 55).

4.9 Stanoveni BMP 2, BMP 7 a osteokalcinu

V tomto experimentu bylo testovano 6 raznych primokultivaci MSC a to ve
standardnim a v médiu ureném ke klinickému pouziti. Osteokalcin je jednim ze
znaku postproliferacnich osteoblastl, proto byla BMP 2 a BMP7 pozitivita
posuzovana samostatné v osteokalcin negativni a pozitivni frakci (Tabulka €. 2,
str. 58). U MSC péstovanych standardnim zpisobem byla pozorovana ve frakci
osteokalcin negativnich bunék pozitivita BMP 2v 7,5+ 8,0% aBMP 7v 9,0 +
8,7% bunék. U bunék ke klinickému pouziti statisticky vyznamné vyssi pozitivita
pro BMP 2 a to 28,7 £ 6,3% (p < 0.01). Pozitivita bunék pro BMP 7 byla velmi
variabilni a byla pozorovana u 4,3 + 5,4%, kde rozdil vuci standardnimu péstovani
nenabyl statistického vyznamu. Ve frakci osteokalcin pozitivnich bunék byla u
standardniho média pozitivita BMP 2 v 3,6 £ 1,5% a BMP 7 v 6.3 + 4.1% bunék.
V médiu urCenému ke klinickému pouziti byla zméfena pozitivita BMP 2 v 22,6 +
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18,9% a BMP 7 v 6,2 £ 7,7% bunék. Rozdily v osteokalcin pozitivni frakci, i kdyz
pro BPM 2 hrani¢né (p=0,06), nenabyl statistické vyznamnosti. BMP 2 plsobi jako
chemoatraktant MSC a hraje zasadni roli v proliferaci a diferenciaci MSC (Tsuji et
al. 2006, Yu et al. 2010).

: Srovnani exprese BMP 2 a BMP 7 u MSC kultivovanych ve standardnim médiu a
médiu ke klinickému pouziti. Srovnani provedeno parovym T-testem (Stehlik et al.
2012)

% pozitivnich bunék Statisticka
(median+ standardni odchylka) vyznamnost
Osteokalcin negativni frakce

BMP 2 pozitivni
Stz’m.dardnl 754 8.0% p = 0.0039
meédium
Klinicke 28.7+6.3%
meédium

BMP 7 pozitivni
Standardni 9.0+ 8.7% p=037
meédium
Klinicke 43+54%
meédium

Osteokalcin positivni frakce

BMP 2 pozitivni
Standardni 3.6+ 1.5% p=0.055
meédium
Klinicke 22.6+ 18.9%
meédium

BMP 7 pozitivni
Standardni 6.3+ 4.1% p=097
meédium
Klinicke 6.2%7.7%
meédium

Je pravdépodobné, Ze urcité subpopulace MSC expandovanych zpusobem ke
klinickému pouziti se diferencovaly ve sméru chondrogenni €i osteoblastové linie.
Na druhou stranu si podstatna ¢ast bunék v expanzi ke klinickému pouZiti
zachovala mitotickou aktivitu, bunécny produkt nese znaky MSC a jak bude
ukazano dale maji bunky zachovanu schopnost diferenciace. Pozitivita BMP 7
byla u obou kultivaénich postupt velmi podobna. Ur¢ité hladiny bunék pozitivné
znacicimi se na BMP 2 a BMP7 v MSC kulturach byly detekovany i jinymi tymy
(Lv, Liu et al. 2014). Testovani buné¢ného preparatu také na pozitivitu BMP 2 a
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osteokalcin by mohlo byt pouzivano pro kontrolu kvality bunééného produktu MSC
kultivaci ur€enych pro klinické pouziti, ale i pro porovnani riznych kultivaénich
protokoll. K potvrzeni této domnénky a stanoveni reguli pro posuzovani kvality je
treba dalSich experimentu. Stejné tak zUstava otazkou, jestli a u jakého mnozstvi
bunék pozitivnich na BMP dochazi k transportu BMP do media €i extracelularni

matrix.

4.10 Prukaz diferenciacni schopnosti primokultivaci MSC

K priikazu diferencianich schopnosti MSC z primokultivaci standardni metodikou
a zpusobem uréenym ke klinickému pouziti byly pouzity buriky 6 darca. MSC byly
kultivovany duplicitné v diferenciacnich médiich do osteogenni, chondrogenni a
adipogenni linie

4.10.1 Osteogenni diferenciace MSC

MSC z primarnich standardnich a klinickych expanzi po 4 tydenni kultivaci
v osteogennim médiu byly barveny von Kossa barvenim a barvenim na alkalickou

fosfatazu.

41011 Barveni von Kossa

Ve von Kossa barveni byla pozorovana Cerna depozita odpovidajici
hydroxyapatitu v extracelularni matrix. Buriky vypéstované obéma zpusoby
vétSinou po 2 tydnech kultivace zacaly vytvaret kostni uzliky pozorovatelné i na
Zivych kulturach v mikroskopu. Po barveni von Kossa se tyto kostni uzliky, kde
depozit bylo nejvice barvily Cerné (Obrazek 2A a 2B, str. 60). Barveni von Kossa
neni specifické pro hydroxyapatit, proto k ovéfeni musela byt pouzita prvkova

analyza (viz kapitola 4.11.2.1, str. 65).
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Obrazek 2: Osteogenni a adipogenni diferenciace primokultivaci MSC. A:
osteogenni diferenciace, standardné primokultivované MSC, barveni von Kossa
(pozitivni deposita se barvi ¢erné), kostni uzel. B: osteogenni diferenciace, MSC
primokultivované metodikou pro klinické u€ely, barveni von Kossa (pozitivni
deposita se barvi ¢erné), kostni uzel. C: osteogenni diferenciace, standardné
primokultivované MSC, barveni na alkalickou fosfatazu (pozitivni buriky se barvi
modfe), dobarveno neutralni Cerveni. D: osteogenni diferenciace, MSC
primokultivované metodikou pro klinické ucely, barveni na alkalickou fosfatazu
(pozitivni buniky se barvi modie), dobarveno neutralni ¢erveni. E: adipogenni
diferenciace, standardné primokultivované MSC, barveni olejovou €erveni
(pozitivni bunky se barvi ¢ervené). F: adipogenni diferenciace, MSC
primokultivované metodikou pro klinické ucely, barveni olejovou €erveni (pozitivni
buriky se barvi Cervené).
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410.1.2 Barveni na alkalickou fosfatazu

Bunky ziskané standardni metodikou (Obrazek 2C, str. 60) i metodou ke klinickym
ucelum (Obrazek 2D, str. 60) se po 2 tydnech diferenciace v osteogennim mediu
barvily pozitivné na alkalickou fosfatazu. Modré barvivo lemovalo bunécné
membrany. Pozitivita alkalické fosfatazy v pribéhu diferenciace stoupa az do
stadia osteoblastu.

4.10.2 Adipogenni diferenciace

Buriky jak ze standardni primokultivace, tak i z kultivace ke klinickym u&elim
zacaly po 2.tydnu vytvaret kulaté utvary v cytoplazmé patrné v inverznim
mikroskopu. Mnozstvi bunék s témito formacemi postupné pfibyvalo. Po
dokonceni diferenciace se tyto méchyrkovité struktury barvily pozitivné olejovou
Cerveni. Timto byla prokazana pfitomnost tukovych kapének a schopnost bunék
vypéstovanych obé&ma zplsoby se diferencovat v adipocyty (Obrazek 2E a 2F, str.
60).

4.10.3 Chondrogenni diferenciace

PFi chondrogenni diferenciaci buriky péstované obéma metodami vytvarely
mikromasy a ziskaly fenotyp podobny chondrocytim. Buriky ziskané CLI kultivaci
vSak vytvarely mikromasy pouze tehdy, bylo-li pouzito v diferenciaci rovnéz
CellGroTM médium s FGF-2, PDGF-BB, EGF a TGF- B1. Ve v8ech ziskanych
mikromasach se vytvorena extracelularni matrix barvila pozitivné alcianovou modFi
a protilatkami proti kolagenu typu Il (Obrazek 5B, str. 69).

Vysledny bunéény produkt z obou zpusobu kultivace svoji schopnosti
diferenciace do osteogenni, adipogenni a chondrogenni linie spinil diferenciaéni
kritéria ISCT pro MSC.

Vyroba MSC musi splhovat vSechny naroky mistné pfislusnych regulacnich
organd (FDA, EMA, SUKL) na vysledny bun&ény produkt, tedy: identitu, Sistotu,
potenci, efektivitu, sterilitu a zejména bezpecnost. Tedy dalSim logickym krokem
prevedeni vySe popsané metodiky uréené ke klinickym ucelim do certifikovanych
Cistych vyrobnich prostor a nasledné registrace klinické studie. Bylo publikovano
nescetné& zpusobu kultivace MSC potencialné ke klinickym u€elim, ale jen

61



nepomérné mensi mnozstvi je testovano v klinickych studiich. V sou€asné dobé je
registrovano nékolik set klinickych studii s aplikaci kultivovanych MSC

(www.clinicaltrialregistar.eu, www.who.int/ictrp, www.clinicaltrials.gov). Vysledky s

aplikaci pro regeneraci kostni tkané jsou publikovany v sou€asné dobé pouze
sporadicky (Liebergall et al. 2013). U v8ech ostatnich studii zvefejnéni vysledku
chybi. Z dalSich skeletalnich aplikaci MSC bylo v nedavné dobé publikovano
nékolik zpusobu kultivace MSC ke klinickému pouziti k IéEbé gonartrézy, které
prosly uspésné fazi | klinické studie, tedy bezpecnosti (Otsuru et al. 2012, Jo et al.
2014, Orozco et al. 2014, Vega et al. 2015). OvSem aby jakakoli buné¢na terapie
spadajici do kategorie pokrocilych terapii (ATMP) mohla byt rutinné pouZita, je
nutno ovéfit jeji bezpe€nost a ucinnost v klinickych studiich az po fazi lll. Tedy
spolehlivy zdroj velkého mnozstvi MSC pro terapeutické ucely je stale
nedofeSenym problémem, ktery brani Sirokému pouziti dospélych kmenovych
bunék v klinické praxi.

Nasim kolektivem popsany originalni postup kultivace MSC bez zvifecich bilkovin,
bez nutnosti odmyti neadherentnich bunék a bez nutnosti vymény média
umozriuje rychlou kultivace v pribéhu dvou tydnu. Kokultivace adherentni a
neadherentni slozky mononuklearnich bunék z kostni krve se zda byt pro
péstovani MSC prospésna (Baksh et al. 2005). Nejenze spole¢na kultivace
neadherentni bunék stimuluje MSC k rastu, ale také odpada jeden kriticky krok,
tedy nutnost separace neadherentnich bunék. Navic takto péstované kokultury
nevyzaduji vyménu média po dobu 2 tydnu. Timto je vyrobni proces jednodussi,
mnozstvi kritickych krokd radikalné nizsi, sniZuje se riziko kontaminace a proces je
mozno pienést do prakticky uzavieného systému. Hlavni vyhodou tohoto
kultivaCniho postupu je jeho rychlost. Z dobrych vytézka po 14 dnech kultivace Ize
odhadovat, ze tato metodika ma potencial dobu kultivace jesté zkratit. Rychlosti
kultivacniho postupu bylo pravdépodobné dosazeno tfemi faktory: uzitim lidského
séra misto fetalniho teleciho séra, dale uzitim rastovych faktord a cytokinu a
konecné kultivaci MSC spolecné s neadherentnimi krvetvornymi burikami.

Takto dosazena kratka doba kultivace by v klinické praxi mohla vyrazné zlepsSit a
rozSifit moznosti bunééné terapie a tkanového inzenyrstvi muskuloskeletaniho

systému nejen u planovanych vykon, ale také pfi 1éEbé traumat.
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DalSim logickym krokem je pfevedeni vySe popsané metodiky ur€ené ke klinickym
ucelum do certifikovanych Cistych vyrobnich prostor a nasledné registrace klinické
studie.

4.11 PLLA/PDLLA

Pro prvni testovani, zda nosi¢e na bazi polylaktidd jsou schopny umoznit
navazani, diferenciaci a dlouhodobé prezivani MSC byly vytvofeny ploché 2D
nosice, kde byla testovana adherence a poté schopnost diferenciace. Takto
pfipravené povrchy simulovaly povrch zakladniho polyesterového nosice a slouzily
jako referenéni povrchy pfi vyhodnocovani vlivu struktury a chemického slozeni
povrchu na interakci polymeru s burikami. Na tuto fazi navazalo in vitro testovani
3D nosicCe. Na zavér bylo pfistoupeno K in vivo testovani osidleného nosi¢e na

imunodeficientnim mySim modelu.

4.11.1 Adherence, kultivace a diferenciace na 2D PLLA/PDLLA nosicich

K posouzeni adherence MSC na rGzné povrchy byly pouzity bufky 4 darcud

v duplexu. Po 3h kultivaci byla na zakladé fotodokumentace vyhodnocena
adherence MSC. Jako prokazatelné adherované buriky byly povazované ty, které
ztratily sférickou formu a vytvofily rozeznatelny lem cytoplazmy v okoli jadra.

Z testovanych povrchli PLLA, PDLLA, 23000/10000mPEO/PDLLA,
6000/5000mPEQO/PDLLA, kryci sklicko bez nosi€e a samotny plast, byla

PEO kopolymery nebyl statisticky vyznamny rozdil. NejvysSSi adherence MSC byla
na samotny plast, ale mezi nim a povrchy PLLA a PDLLA nebyl statisticky

vyznamny rozdil.

Vysledky adherenci ukazaly, ze MSC jsou schopny navazani na povrch PLLA a
PDLLA a pravdépodobné umozni dalSi proliferaci a diferenciaci MSC. PEO
kopolymery s takto nizkou adherenci by bylo mozno pouzit jako zakladni strukturu

k vyrobé nosice, ktery by na svém povrchu nesl epitopy k selektivni adhezi bunék.
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Nicméné MSC byly schopny na PEO povrsich se po navazani a pravdépodobné
dal$i adsorpci protein na povrch PEO mnozit i diferencovat.

Adherence primokultivovanych MSC 3h ponasazeni
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Graf €. 1 Adherence MSC z primokultur na riizné povrchy po 3 hodinach:
kopolymery 23000/10000mPEQO/PDLLA a 6000/5000mPEQO/PDLLA, dale PLLA,
PDLLA, plast a sklo.

MSC z primarni expanze po 4 tydenni kultivaci v adipogennim médiu
diferencovaly na vSech materialech do bunék, které obsahovaly vakuoly barvici se
olejovou Cerveni a morfologicky nabyvaly vzhled adipocytl (Obrazek 5C, str. 69).
V osteogennim médiu se také na vSech povrSich bunky pozitivné barvily na ALP a
vytvarely depozita, ktera se barvila Cerné v barveni von Kossa. Na PLLA a PDLLA
se formovalo vice depozit nez na ostatnich povrsich. Naopak nejméné depozit
bylo pozorovano na skle. Vétsi sklicka byla sklizena a testovana FACS na
pfitomnost ALP a osteokalcinu. Nejvice bunék pozitivnich bylo pozorovano na
PLLA a PDLLA povrSich, nejméné na skle (Graf €. 2, str. 65). Z vysledk( zejména
pozitivity osteokalcinu je patrno, ze diferenciace MSC na PLLA a PDLLA do
osteogenni linie je vice pokrocila tak, jak bylo zfejmé z barveni von Kossa. MSC
byly schopny na 2D nosicCich kultivace i diferenciace do osteogenni (Obrazek 5A,
str. 69) i adipogenni linie (Obrazek 5C, str. 69).
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FACS analyza MSC diferencovanych na ztiznych kultivac¢nich
povrsich

Bosteokalcin

BALP

Graf €. 2 FACS analyza (osteokalcin a ALP) bunék diferencovanych z MSC
primokultivaci v osteogennim médiu na raznych povrsich: PLLA, PDLLA, sklo,
kopolymery 23000/10000mPEO/PDLLA a 6000/5000mPEO/PDLLA a plast.

4.11.2 3D PLLA/PDLLA nosice

Vyrobeny viaknity PLLA/PDLLA mél porozitu 70%+4% a median praméru vlaken
byl 70 um (Obrazek 3A a 3B, str. 66). Pelety nosiCe mély primér 5mm a tloustku
1,5mm. Vlakna PLLA konstantni velikosti byla pokryta kontinualni hladkou vrstvou
PDLLA (Obrazek 3, str. 66). VIakna navzajem byla spojena mustky PDLLA, jak je
patrné z obrazku z elektronového mikroskopu (Obrazek 3C, str. 66) Takto spojité
prostory se zdaly vhodné nejen pro migraci a diferenciaci bunék, ale i jak se
predpokladalo i pro vrast cév (viz kapitola 4.11.2.2, str. 68). Nejprve probéhly
kultivacni a diferenciacni pokusy a poté nasledovalo pouziti nosiCe in vivo.
Podafilo se vyrobit stabilni nosi¢ s porozitou podobnou spongiézni kosti s prostory
100-400 uym. Tento nosi¢ umoznil snadnou manipulaci pfi diferencia¢nich

pokusech i pfi implantaci in vivo.

4.11.2.1 Kultivace a diferenciace na 3D PLLA/PDLLA

Pfi nasazovani MSC na nosiC buriky adherovaly zejména v oblasti kfizeni viaken.
Cast bunék propadla skeletem nosi¢e az na dno komarky, bez toho, Ze by se na
nosi¢ navazala. Bunky zachycené v konstrukci byly schopny cely nosic¢
kolonizovat. Postupné prostory mezi polylaktidovymi viakny burniky pfemostovaly.
Populace bunék vyuzivaly zejména povrchové €asti nosice (Obrazek 3E, str. 66).
Smérem do stfedu nosice bunék ubyvalo, ale jejich pfitomnost byla zfetelna.

V elektronovém mikroskopu bylo patrné, Ze burky ve standardnim meédiu se
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mnozi, vyplfuji prostory mezi vlakny a produkuji extracelularni matrix i ve stfedni

¢asti nosice (Obrazek 3F, str. 66).

) k -

Obrazek 3: Skenovaci elektronova makroskopie 3D PLLA/PDLLA nosice. A: nosi¢
bez bunék, B: nosi¢ bez bunék detail kontinualnich prostor mezi vidkny, C: kfizeni
vlaken a mlstek mezi vliakny vytvofeny PDLLA, nosi¢ bez bunék, D: detail PLLA
vlakna s kontinualni vrstvou PDLLA na povrchu, nosi¢ bez bunék, E: Povrch
nosice osazeného MSC 14.den kultivace in vitro ve standardnim médiu, patrny
vyb&Zky navzajem propojené MSC, F: Stfedova ¢ast nosice osazeného MSC
14.den kultivace in vitro ve standardnim médiu, patrny MSC pfemostujici prostory
mezi vlakny nosice
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V osteogennim médiu byla ve svételném mikroskopu zfetelna depozita, kterych

s postupem Casu depozit pfibyvalo (Obrazek 4A, str. 67). Tato depozita se

barvenim von Kossa barvila ¢erné (Obrazek 4C, str. 67).

10um

Obrazek 4: Osteogenni diferenciace klinicky expandovanych MSC na 3D
PLLA/PDLLA nosici in vitro 4 tydny; A nativni snimek z inverzniho mikroskopu
mezi vlakny nosiCe jsou patrna depozita hydroxyapatitu, B barveni na alkalickou
fosfatazu (pozitivni bufiky se barvi modie), C barveni von Kossa a toluidinova
modf— Cerna deposita odpovidaji hydroxyapatitu, D imunohistochemické barveni -
kolagen | (Cervené), E imunohistochemické barveni kostni — sialoprotein
(Cervené), F imunohistochemické barveni — osteonektin (zelené).
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Buriky se barvily pozitivné v barveni na alkalickou fosfatazu, tedy modfe (Obrazek
4B, str. 67 a Obrazek 5D, str. 69). Imunohistochemicka barveni, nosi¢l osazenych
MSC a kultivovanych 4 tydny v osteogennim meédiu, byla pozitivni na kolagen typu
| (Obrazek 4D, str. 67), kostni sialoprotein (Obrazek 4E, str. 67) i osteonektin
(Obrazek 4F, str. 67).

Rozdily v diferenciaci MSC napéstovanych standardné a metodou ke klinickému
pouziti nebyly pozorovany. K dalSi analyze depozit bylo nejprve pouzito
skenovaciho elektronového mikroskopu. Na snimcich jsou zfetelna mineralni
depozita spolecné s vlaknitou extracelularni matrix (Obrazek SE, str. 69).

K potvrzeni, ze depozita vytvofena bufikami jsou hydroxyapatit, bylo uZito prvkové
analyzy, ktera ukazala pomér vapniku a fosforu 5:3 (Obrazek 5F, str. 69). Tento
pomér odpovida poméru téchto elementl v hydroxyapatitu (Ca1o(PO4)s(OH)2).

4.11.2.2 In vivo implantace 3D PLLA/PDLLA nosice na NOD/LtSz-Rag1-

modelu

Nosic¢e s bufkami primoexpandovanymi zpusobem uréenym ke klinickému uziti
byly implantovany 12 imunodeficientnim mysim (NOD/LtSz-Rag1-) subkutanné
pravostranné. Levostranné u 6 pokusnych zvirat byly implantovany nosice
osazené bunkami napéstované standardni metodikou jako pozitivni kontrola.
Zbyvajicim 6 mySim byly na levou stranu voperovany nosice bez bunék, jako
negativni kontrola. Na RTG kontrolach jsme zjistili vétsi zastinéni v oblasti nosi¢u
s burikami oproti negativnim kontrolam. Rozdily mezi nosiCi osazenymi MSC
péstovanymi standardni metodikou a metodikou urcenou ke klinickému vyuziti
nebyly pozorovany. Explantace byla provedena po 6-9 tydnech. Na histologickych
fezech je patrné, ze buriky ze standardni i klinické metodiky byly schopné
produkovat extracelularni matrix, ktera kalcifikovala a vytvarela spolu s cévnim
zasobenim kosti podobnou strukturu (Obrazek 5G, str. 69). Na povrchu viaken
nosice se ojedinéle objevila obrovskobunécna reakce.

Buriky napéstované zplsobem pro klinické vyuZiti vytvarely vice kalcifikované

matrix nez standardné péstované buriky.
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Obrazek 5: A: Osteogenni diferenciace na 2D PDLLA nosici (4 tydny) MSC
expandovanych metodikou ke klinickému pouziti - von Kossovo barveni,
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B: Chondrogenni diferenciace (2 tydny) MSC expandovanych metodikou ke
klinickému pouziti - imunohistochemické barveni na kolagen Il, peroxidaza, C:
adipogenni diferenciace na 2D PDLLA nosici (4 tydny) MSC expandovanych
metodikou ke klinickému pouziti — olejova Cerven, D: osteogenni diferenciace (2
tydny) MSC expandovanych metodikou ke klinickému pouziti na 3D PLLA nosici -
hydroxyapatitova depozita (Cerna Sipka) zfetelna ve svételném mikroskopu, buriky
barvici se pozitivné na alkalickou fosfatazu (bila Sipka), E: snimek z rastrovaciho
elektronového mikroskopu, kde jsou zfetelna vliakna PLLA nosiCe s bunkami (bila
Sipka) a vlaknitou extracelularni matrix s mineralnimi depozity (Cerna Sipka), F:
Prvkova analyza depozit - pomér vapniku a fosforu 5:3 odpovidajici
hydroxyapatitu (Ca1o(POa4)s(OH).) (Pytlik et al. 2009), G: fez PLLA nosiCem
osazeny MSC expandovanych metodikou ke klinickému pouZziti po 6 tydnech in
vivo implantace (NOD/LtSz’'Rag1™ mys) kosti podobna kalcifikovana extracelularni
matrix (Cerna Sipka) s cévnim zasobenim (Ladewigova modifikace Massonova
modrého trichromu), H: negativni kontrola — neosazeny nosic¢ (Ladewigova
modifikace Massonova modrého trichromu), je patrna nizka celularita, ojedinélé
cévy a malé mnozstvi extracelularni matrix mysiho pivodu (mista po vlaknech
nosice oznacena cernymi Sipkami) (Pytlik et al. 2009).

Na histologickych fezech negativnich kontrol, tedy nosi¢u implantovanych bez
bunék (Obrazek 5H, str. 69), je patrna nizka celularita, ojedinélé cévy a malé
mnozstvi extracelularni matrix mysiho puvodu.

Na télech a organech vSech pokusnych zvifat nebyly nalezeny znamky
nadorového rastu.

Pokusy potvrdily, Ze NOD/LtSz-Rag1- mysSi model je vhodny pro in vivo testovani
lidskych MSC. PLLA/PDLLA nosi¢ se osvédcil v pokusech in vivo na NOD/LtSz-
Rag1- mySim modelu se standardné péstovanymi MSC, ale zejména s MSC
péstovanymi pro klinické pouziti.Protoze slibné vysledky pouziti MSC u jednoho
zivoCiSného druhu neznamenaji automaticky uspéch v klinické studii, bude nutné
testovani jesté na dalSim zvifecim druhu. NejvétSim imunodeficientnim modelem
pfihojujicim lidské MSC, nepocCitame-li ovci féty, je imunodeficientni potkan, proto
dalSi testovani klinické metodiky by mélo probihat na tomto modelu.

V soucCasné dobé neni registrovana klinicka studie s MSC pouzitymi spolu

s PLLA/PDLLA nosi¢em k regeneraci kostni tkané. V pfipadé, Zze nami péstované
MSC uspéji v klinické studii k ortotopické aplikaci bez pouziti nosicCe, by bylo
mozno pfipravit design klinické studie s vyuzitim nosiCe. Toto by ovSem mélo byt
pfedmétem nejprve peclivého preklinického testovani.
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5 Zaver

Hlavnim cilem projektu byla pfiprava noveé technologie bunééné terapie
potencialné vyuzitelné v ortopedické klinické praxi. MSC kultivované zpisobem ke
klinickému uziti se zdaji byt vhodné pro lidské pouziti ke stimulaci hojeni kosti.
Bezpecnost a zejména ucinnost musi byt ovSem potvrzeny v klinickych studiich.
Priprava klinickych studii je nasledujicim krokem k vyuziti téchto bunék v

mediciné.

VedlejSim cilem bylo ziskani prekurzorovych mezenchymovych stromalnich
multipotentnich bunék z kostni dfené, jejich kultivace, charakterizace a cilena
diferenciace do bunék osteoblastové linie, coz bylo potvrzeno u obou typu kultivaci
- jak standardni metodiky, tak u metodiky uréené ke klinickym uceliim.

Tento zplsob stimulace hojeni kosti bez pouziti autologniho $t€pu muze spolu
s metodami BT a Tl rozSifit v ortopedii terapeutické moznosti.

Metodika péstovani MSC ke klinickému pouZiti se zda byt rychlou a jednoduchou
technologii expanze MSC k ziskani velkého mnozstvi mesenchymovych
multipotentnich kmenovych bunék bez potfeby primarni expanze. Pocet kritickych
krokl vyroby je minimalizovan a uzplisoben vyrobé v uzavieném systému.
Zakladni znaky bunék se shoduji s charakteristikami MSC péstovanych standardni
laboratorni metodikou a spliuji minimalni kritéria pro MSC. Spinéni podminek
spravné vyrobni praxe a pozadavk( EMA zprostiedkované SUKL bude zasadni

k zapoceti klinickych studii. MSC kultivované navrhovanou metodou by bylo
potencialné mozno vyuZzit i pro bunéénou terapii Ci tkanoveé inzenyrstvi chrupavky,
Slachy a popfipadé menisku. Vhodnost takto péstovanych MSC bunék pro dalSi
neortotopické aplikace jako jsou potlaCeni reakce Stépu proti hostiteli, angiologické
aplikace, tkanoveé inzenyrstvi dalSich organt a jina mistni &i celotélova podani je

nutno ovéfit dalSi analyzou.
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7 Seznam zkratek

7-AAD 7-aminoactinomycin D

ALK aktivinu podobna kinaza

ALP alkalicka fosfataza

ATB antibiotika

ATM antimykotika

ATMP léCivé pripravky pro moderni terapii
BMP kostni morfogeneticky protein

BSP kostni sialoprotein

BT bunécéna terapie

BTC betacelulin

CAT komise pro pokrocilé terapie
CFU-F bunky tvofici fibroblastové kolonie
CSF-1 kolonie stimulujici faktor-1

DMP dentinovy matrixovy kysely fosfoprotein
EDTA kyselina etylendiamintetraoctova
EGF epidermovy rastovy faktor

EMA Evropska Iékova agentura

EPG epigen

EPMA elektronova mikrosonda

EPR epiregulin

EU Evropska unie

FACS fluorescenéni pritokova cytometrie
FBS fetalni teleci sérum

FDA Ufad pro kontrolu potravin a légiv
FGF fibroblastovy ristovy faktor

FITC fluorescein izothiokyanat

GDF rustovy diferenciacni faktor

GMP spravna vyrobni praxe

HBSS Hanksuv solny roztok

HGF hepatalni rustovy faktor

HIF hypoxii indukovany factor

HS lidské sérum



HSC
IFN- y
IGA
IGF

LAP
LLC
M-CSF
MACS
MAPK
MCAM
MEPE
MMP
MNC
MSC
NRG
OCN
OP 1
OPN
PBS
PDGF
PDLLA
PE
PE-Cy5
PECAM
PEO
PGA
PGF
PHEX
PLGA
PLLA
PNC
PRP
PTH

hematopoetické kmenové bunky
interferon y

Interni grantova agentura

inzulinu podobny rastovy faktor
interleukin

latentni asociovany peptid

dlouhy latentni komplex

makrofagovy kolonie stimulujici faktor
magneticky aktivované tfidéni bunék
mitogenem aktivované proteinové kinazy
adhesni molekula melanomovych bunék
matrixovy extracelularni fosfoglykoprotein
membranova metaloproteinaza
mononuklearni bunky periferni krve
multipotentni mezenchymové stromalni buriky
neuregulin

osteokalcin

osteogenni protein 1

osteopontin

fosfatovy pufr

destiCkovy rustovy faktor

poly(D,L-laktid)

phycoerytrin

phycoerythrin- iododicarboxycyanin
destiCko-endotelova adhezivni molekula
poly(etylenoxid)

polyglykolova kyselina

placentarni rustovy faktor

fosfat regulujici homolog endopeptidazy na chromozomu X
polylaktid-glykolid

poly(L-laktid)

penicilin

na desticky bohata plazma

parathormon
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Runx2
SLC
SMAD
SUKL
TCP
TGF
TI
TNF
TBR
VCAM
VEGF

Runt-related Transcription Factor 2

kratky latentni komplex

similar to ,mothers against decapentaplegic”

Statni ustav pro kontrolu l€Civ
trikalciumfosfat

transformujici rustovy faktor
tkanové inzenyrstvi

faktor nekrotizujici nadory
receptor TGF- 3

adhezni molekula cévnich bunék
endotelovy rustovy faktor
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