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Souhrn

Cil této prace byl vyvoj inovativni Iéebné metody kostnich defektld. Lidské
multipotentni mesenchymalni stromalni buniky (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
pouziti standardniho protokolu zalozeného na a-MEM mediu a fetalnim telecim
séru (FBS). Vysledkem experimentl, kde bylo FBS v kultivaénim mediu
nahrazovano lidskym sérem (HS), bylo patentovani nového MSC kultivacniho
postupu (EU 1999250, CR 301 141). Jednostupriovy kultivaéni protokol a medium
bez xenogennich bilkovin jsou zaloZzeny na mediu schvaleném ke klinickému
pouZiti pro hematopoetické buriky - CellGro®, HS, lidskych rekombinantnich
ristovych faktorech, dexametazonu, insulinu a kyseliné askorbové. Preklinické
experimenty in vitro i in vivo byly provadény s MSC expandovanymi obéma
zpusoby. Vlaknité  polylaktidové nosiCe 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 IéCivy pfipravek pro moderni terapii
a musi splnit poZzadavky Evropské Iékové agentury, aby mohly vstoupit do
klinickych studii. Nicméné uziti téchto MSC se zda nadéjné pro bunécénou terapii i
skeletalni tkanové inzenyrstvi.

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 vifro 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.
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1 Uvod

1.1 Hojeni kosti

Hojeni kosti je velmi komplexni déj, pro jehoZz uspésny prabéh jsou nutné ffi
slozky: osteoinduktivni faktory, osteokonduktivni matrix a burniky kosti [1]. Dojde-li
k deficitu jedné Ci vice téchto slozek, je hojeni kosti ohrozeno. Jediny material,
ktery v souCasné dobé toto spliuje, je autologni kostni Stép.

Zasadni roli v hojeni kosti hraji mezenchymové kmenové bunky (MSC). Hlavnimi
zdroji MSC pro hojeni kosti jsou periost, endost a svalova tkan. Kostni tkan je
schopna se zhojit bez vazivové jizvy a zrestaurovat svoje biomechanické
vlastnosti ad integrum [2]. Hojeni zlomenin, stejné jako vyvoj kosti mize nastat
dvéma zpusoby: endesmalni €i enchondralni osifikaci, nebo kombinaci obou.
V prvnim pfipadé jde o primarni hojeni, kdy se svalek nevytvari, dochazi
k pfestavbé a propojeni Haverskych systému endesmalni 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 fragmentu. Kontaktni hojeni
nastava pfi vzdalenosti fragmentl do 100 um, Stérbinové hojeni pfi vzdalenosti
800-1000 um. Pro primarni hojeni je nutna anatomicka repozice a stabilita
fragmentld. Osteoklasty, které resorbuji poskozené osteony v oblasti linie lomu,
jsou nasledovany endotelialnimi burikami a MSC, které diferencuji v osteoblasty
produkujici osteoid, ktery poté mineralizuje [3]. Nové vznikajici osteony postupné
preklenuji linii lomu a tak se mechanicka odolnost navraci pozdéji nez u
sekundarniho hojeni [2]. Pouze primarni hojeni nastava vyjimecné.

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 [4]. Sekundarni hojeni kosti probiha ve
3 zakladnich fazich: zanétliva faze, faze proliferativni a faze remodelace [5].

1.2 Mezenchymové stromalni multipotentni bunky

Buriky s velkou proliferacni aktivitou nachazejici se ve stromatu kostni dfené byly
pozorovany Friedensteinem v roce 1966 [6]. Nasledné Friedenstein a dalSi autofi
poukazali na schopnost bunék diferencovat se do osteogenni, adipogenni a
chondrogenni buné&c¢né linie [7]. DalSim studiem byly tyto bunky identifikovany a
nazvany mezenchymové kmenové buriky [8]. MSC jsou ruznorodou populaci
progenitorovych bunék s ruznou diferenciacni kapacitou.

Mezinarodni spolecnosti pro bunécnou terapii (ISCT) byla stanovena minimalni
kritéria pro MSC [9]. Aby bunka 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 osteoblastové,
adipocytoveé a chondroblastové linie. MSC nachazejici se v kostni dfeni a periostu
hraji ustfedni roli ve fyziologické regeneraci kosti [10]. Populace MSC pozitivhich
na nestin je vyznamnou soucasti niky kostni dfené spolu s hematopoetickymi
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kmenovymi bunkami a jejich vice diferencovanymi formami jako makrofagy,
megakaryocyty, lymfocyty, endotelovymi bunkami, pericyty, osteoblasty, vlakny
sympatiku a dalsimi [11].

1.3 Stimulace hojeni kosti pomoci MSC

MSC hraji zasadni roli vregeneraci kosti [1] nejen proto, Ze jsou schopny
diferenciace do kost a chrupavku produkujicich bunék, ale také Ze jsou pro své
blizké i vzdalené okoli zdrojem rustovych faktorl, cytokini a v neposledni fadé se
samy podileji na novotvorbé cévniho zasobeni. NejstarSi zdokumentované pouziti
MSC probéhlo v ramci pouziti autologniho kostniho Stépu [12], kde jsou MSC
pfirozené pfitomny. DalSim zpUsobem stimulace hojeni kosti MSC je pouZiti
nativni [13] nebo koncentrované [14] kostni dfené. Aplikace in vitro péstovanych
MSC [15] vramci bunécné terapie nebo tkanového inzenyrstvi patfi mezi
nejmodernéjsi terapie. PocCet klinickych studii s MSC v registrech presahuje 200
(www.clinicaltrialregistar.eu, www.who.int/ictrp, www.clinicaltrials.gov). Vysledky
jsou ale publikovany pouze sporadicky.

1.4 Nosice

Soucasna legislativa prozatim neumoznila standardni klinické pouziti umélé
nahrady kosti osidlené lidskymi bunkami. V experimentech na zvifecich modelech
jsou testovany ruzné nosiCe. Materialy, ze kterych jsou nosiCe vyrabény lze
rozdélit do 3 skupin: syntetické polymery (na bazi laktidu, glykolu atd.), pfirodni
vysokomolekularni nosiCe (kolagen, chitosan, agrekan), keramické materialy
(hydroxyapatit, trikalciumfosfat) nebo jejich kompozity [16]. Biokompatibilita je
samoziejmym predpokladem ke klinickému pouziti takového systému.

1.5 Model NOD/LtSz-Rag1 pro in vivo experiment

Pro pokusy in vivo slidskymi MSC u kterych predpokladame 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 mysSi kmen s kombinovanym vaznym
imunodeficitem se vyznacCuje neschopnosti vytvaret funkéni T a B lymfocyty pro
deficienci rekombinaci aktivujiciho genu a chybénim imunoglobulind v séru a
nizkou aktivitu NK bunék po celou dobu zZivota. Tyto mySi maji oproti NOD/LtSz-
scid delSi délku preziti z divodu pozdéjSiho vyvoje lymfomu [17] a také jsou
radiorezistentni. Tento model pfihojuje lidské MSC i hematopoetické kmenoveé
buriky, periferni monocyty a lidskou pupec¢nikovou krev [17].

1.6 Legislativa

Pouziti MSC v mediciné je ve vyspélych zemich pfisné regulovano. Pro Ceskou
republiku jsou zavazna nafizeni vydavana Evropska Iékovou agenturou
vychazejici z Clanku 17 nafizeni evropského parlamentu a rady ES ¢.1394/2007,
kde prostfednikem je Statni Ustav pro kontrolu légiv (SUKL). Uziti pokrogilé
bunécné terapie a tkanového inzenyrstvi se musi fidit pravidly pro produkty
pokroCilé terapie - Advanced-therapy Medicinal Products (ATMP). Financni
naklady i Casové naroky jsou proto velmi vysoké.
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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 dfeng,
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 nosicich in vitro.

4) Implantace MSC osazeného nosiCe in vivo na mySim NOD/LtSz-Rag1-
modelu.



3 Metodika

3.1 Odbér MSC a zpracovani kostni krve

Darci MSC byli pacienti podstupuijici diagnostickou Ci stagingovou trepanobiopsii
na 1. Interni klinice - hematologie 1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze a
VSeobecné fakultni nemocnice v Praze. Darci byli fadné pouceni a poskytli
informovany souhlasu. Odbér 10 ml kostni krve bylo provedeno z oblasti spina
iliaca posterior superior. Kostni krev byla rozfedéna v poméru 1:1 s Hanksovym
solnym roztokem (HBSS) s pfidavkem Heparinu.

3.2 Media, suplementy a kultivacni nadoby

Medium CellGro™ bylo zakoupeno od firmy CellGenix (SRN). Alpha-MEM, EDTA-
trypsin, glutamin, antibiotika a fetalni teleci sérum (FBS), fosfatovy pufr (PBS) a
HBSS byli zakoupeny od Gibco (VB). Ficoll-Paque ™ PLUS byl koupen od GE
Healthcare Bio-Science AB (Svédsko). Dexametazon byl koupen od Sigma-
Aldrich (SRN), insulin od Eli Lilli (CR), kyselina askorbovéa od firmy Biotica (CR).
EGF a PDGF-BB byly koupeny od BD Biosciences (USA) a M-CSF a FGF-2 od
firmy R&D (USA). Lidské sérum (HS) bylo ziskano smichanim a rekalcifikaci 5
jednotek AB Rh negativni plazmy, zakoupenych od Ustavu hematologie a krevni
transfuze (CR). Kultivaéni nadoby byly od TPP (Svycarsko), RoboFlasks™ od
Corning (USA) a FALCON HTS FluoroBlok ™ Insert od Scientific Laboratory
Supplies Ltd. (VB).

3.3 Standardni primarni kultivace MSC

Buriky ziskané centrifugaci na Ficollu byly nasazovany v po&tu 10°/cm? kultivaéni
lahve do 10ml media. Standardni medium obsahovalo alpha-MEM s 10% FBS, 2
mmol glutaminu, PNC G, Streptomycin a Amfotericin B. Po 24 h byly neadheruijici
buiky odstranény PBS a pfidano 10ml Cerstvého média. Kultivace trvala 2-6
tydna v inkubatorech (5% CO,, 37 °C) a sklizeni probihalo 1% trypsinem.

3.4 Kokultivace MSC s alogennimi monocyty periferni krve

MSC z primarni expanze byly nasazovany do standardniho media v poétu 10° do
1.-5. jamky 6 jamkové destiCky. Do jamek byly pfidavany mononuklearni bunky
periferni krve od darct v poétu 5x10* 1. jamka, 2x10° 2. jamka, 5x10° 3. jamka,
10° 4. a 6. jamka. Jako kontrola slouzila 5.jamka, kde byly pouze MSC. Kokultury
byly po 2 tydnech obarveny krystalovou violeti.

3.5 MSC kultivace ke klinickemu pouZziti

Kultivace probihala podle patentu (EU 1999250, CR 301 141 Zpusob pé&stovani
lidskych mezenchymovych kmenovych bunék, zejména pro lIéCbu nehojicich se
fraktur, a bioreaktor k provadéni tohoto zpusobu Pytlik R, Kobylka P, Rypacek P,
Stehlik D, Tré T, et al.). Expanzni medium bylo zaloZeno na CellGro™ s 10% HS,
1% penicilinu a streptomycinu, insulinu, dexametazonu, kyseliné askorbové, EGF,
PDGF-BB, M-CSF a FGF-2. Kultivace probihala bud v kultivaénich lahvich TPP ¢i
RoboFlasks™. Neadherentni buriky nebyly odmyty, medium nebylo ménéno,
suplementy byly pfidavany dvakrat tydné a bunky byly sklizeny 1% trypsinem.
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3.6 Antigenni analyza bunék

Pratokova cytometrie (FACS) byla provadéna na pfistroji FACSCalibur (BD
Biosciences Immunocytometry Systems, USA). Analyzovano bylo 10° bunék ve
100 pl PBS. Inkubace probihala 30minut za pokojové teploty bez pristupu svétla.
Protilatky byly zakoupeny od BD Biosciences Pharmingen (Belgie),
DakoCytomation (CR), R&D Systems (USA), Sigma-Aldrich (SRN) a PeproTech
(USA). Pozitivni pro dany antigen byly stanoveny buriky s fluorescenci vétsi nez
hornich 5% kontroly.

3.7 Stanoveni poc¢tu MSC po primarni expanzi

Po primarni expanzi byly neadherentni buriky odmyty a sklizeny. Nejprve byl
stanoven celkovy pocet sklizenych bunék (n) na hemocytometru Beckman-Coulter
AcTdiff2 (USA) a dale byla provedena FACS analyza 7-AAD, CD45 a CD235a.
Samotny vypoCet mnozstvi MSC byl provadén dle vzorce:

(n )x(%CD45"CD235a" TAAD™)

100

MSC =

3.8 Prikaz diferenciacni schopnosti

Diferenciace byla provadéna standardnimi postupy. Osteogenni medium
obsahovalo aMEM s 10% FBS, 10 mmol g-glycerol fosfatu, 0,5 mmol fosfatu
kyseliny askorbové a 0,1 umol dexametazonu s PNC, streptomycinem, a
amfotericinem B. Adipogenni induk¢éni medium obsahovalo alpha-MEM s 10%
FBS, 2 mmol glutaminu, 1% PNC a streptomycinu, 1umol dexametazonu, 0,2
mmol indometacinu, 0,01 mg/ml insulinu a 0,5 mmol 3-isobutyl-I-methyl-xanthinu a
udrzovaci medium alpha-MEM s 10% FBS, 2 mmol glutaminu, 0,01 mg/ml
insulinu s 1% PNC a streptomycinu. Chondrogenni diferenciace byla indukovana
alpha-MEM s 50 ng/ml TGF-B1 nebo CellGro™ médiem s FGF-2, PDGF-BB,
EGF a TGF-B1 nasazenim a agregaci 10° MSC v kénickych zkumavkach Sarstedt
(SRN). Osteogenni diferenciace byly barveny na ALP (Leukocyte ALP Kit) nebo
von Kossovym barvenim. Adipogenni diferenciace byly barveny olejovou Cerveni.
Chondrogenni diferenciace byly fixovany, krajeny a barveny hematoxylin-
eozinem, toluidinovou modfi a protilatkami proti kolagenu Il v Ustavu histologie a
embryologie (Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralové)

3.9 PLLA/PDLLA nosice

Pro vyrobu plochych nosiCu byl syntetizovan vysokomolekularni poly(L-laktid)
(PLLA) a poly(D,L-laktid) (PDLLA) z monomeru laktidu od firmy Sigma-Aldrich
(SRN). Ploché (2D) (PLLA, PDLLA, 23000/10000 a 6000/5000 mPEO/PDLLA) a
nasledné trojrozmérné (3D) PLLA/PDLLA nosiCe byly vyrobeny v Institutu
makromolekularni chemie Akademie véd Ceské republiky.

3.9.1 Adherence a diferenciace na 2D povrsich

Testovany byly polylaktidové 2D nosiCe, plast a Cisté kryci sklicko. MSC byly

nasazeny v koncentraci 10*%cm? a kultivovany 3 hodiny. Byla provedena

fotodokumentace a odeCet mnozstvi adherovanych bunék. Dale probihala

adipogenni a osteogenni diferenciace. Vzorky byly barveny na ALP, von
9



Kossovym barvenim a olejovou Cerveni. Kultury na povrSich 30mm sklicek byly
analyzovany FACS na osteokalcin a ALP.

3.9.2 3D nosice in vitro

Strukturu 3D nosicCe tvofila vlakna PLLA [18] potazena a spojena PDLLA. Na
nosiée bylo nasazeno 10° MSC v komtrkach FALCON HTS FluoroBlok ™ Insert s
3um filtrovaci membranou. Po 24 hodinach byly nosi¢e pfeneseny do 24 jamkoveé
kultivacni desticky do standardniho a osteogenniho média. Vzorky byly barveny
na ALP a barvenim von Kossovym.

Analyza elektronovou mikroskopii byla provedena na Jeol 6400 v Ustavu
makromolekularni chemie AV CR v Praze. Prvkova analyza byla provedena
pomoci elektronové mikrosondy na rastrovacim elektronovém mikroskopu Hitachi
na Fakulté chemickeé technologie Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze.
Dalsi 3D nosiCe z osteogenni diferenciace byly impregnovany, krajeny na tenké
fezy a imunohistochemicky barveny na kolagen typu |, kostni sialoprotein a
osteonektin. Imunohistochemicka analyza byla provedena v Ustavu histologie a
embryologie (Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralové)

3.9.3 In-vivo implantace 3D nosicu

Pokus na mySim modelu byl v souladu s legislativou schvalen ustavni komisi pro
praci s laboratornimi zvifaty. Na 3D nosiée byly nasazeny MSC v poé&tu 2x10°.
Osazené nosicCe byly nejprve kultivovany 3 tydny in vitro v osteogennim médiu a
poté implantovany NOD/LtSz’Rag1™ mySi v intraperitonealni fenobarbitalové
anestesii. Rezem v oblasti pravych dolnich Zeber byl v laminarnim boxu podkozné
implantovan nosi¢ s bufikami z kultivace ke klinicky ucelim. Druhostranné byl
implantovan nosi¢ bud osazeny bunkami pochazejicimi ze standardni expanze
jako pozitivni kontrola nebo neosazeny nosi¢ jako kontrola negativni. Pokusna
zvifata byla chovana v nepatogennim prostfedi, krmena sterilni stravou a
acidifikovanou vodou s antibiotiky. Treti a Sesty tyden byly mysSi podrobeny RTG
vySetfeni na mamografu polikliniky VFN. Po 6-9 tydnech byla pokusna zvirata
usmrcena a fixovana perfuzi 10% formaldehydem. NosiCe a organy mysi byly
poté podrobeny histologickému vysetfeni v Ustavu histologie a embryologie
(Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralové). Histologické fezy nosicu
byly barveny Ladewigovou modifikaci Massonova modrého trichromu.

3.10 Statisticka analyza

Kalkulace byly provedeny programem Statistica (StatSoft, Tulsa, OK). Normalita
dat byla ovéfena D Agostino-Pearsonovym testem. Protoze vyznamné mnozstvi
vysledkl vykazovalo nenormalni rozlozeni, uzivali jsme neparametrické testy a
vysledky byly vyjadfovany jako mediany a rozmezi. Parové vzorky byly
srovnhavany Wilcoxonovym testem; pro vice interdependentnich vzorkd byla
pouzita Friedmanova variace ANOVA s Dunnovymi viceCetnymi srovnanimi. Pro
dvé C&i vice skupin nezavislych vzorku byly pouzity Mann-Whitneyuv 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 a zpracovani kostni krve

Pfi odbérech nebyly zaznamenany vazné komplikace a nezadouci reakce.
Vzhledem vétSimu objemu spongiozni kosti v oblasti spina iliaca posterior
superior a vzhledem Kk variabilnimu prabéhu n. cutaneus femoris lateralis, se
klonime k nazoru, Ze pro garantovani dostate¢ného mnozstvi odebranych MSC je
vyhodnéjSi odbér z oblasti spina iliaca posterior superior nez z oblasti spina iliaca
anterior superior, stejné jako dalSi autofi [19]. Zpracovanim 10ml kostni krve byl
ziskan dostatek bunék k primarni expanzi pro celotélovou davku.

4.2 Standardni primarni kultivace MSC

Péstovani MSC z mononuklearni frakce bunék kostni krve se stalo rutinni
metodikou. Dodrzovani operacnich postupl vyroby eliminovalo riziko kontaminace
pfi kultivaci. Bunky nabyvaly typické vietenovité vzezieni MSC. Takto ziskané
MSC jsou vhodné jako referenéni vzorky, provadéni dalSich pokusu a lze je
pasazovat i dlouhodobé.

4.3 Kokultivace MSC s alogennimi monocyty periferni krve

Nejprve bylo v kultivaénim médiu 10%FBS nahrazeno 10% HS. MSC z primarni
expanze byly nasazeny do media na bazi aMEM s 10% HS. Kolonie byly velmi
malé, stejné tak jejich poCet. Bylo zfejmé, Ze FBS obsahuje rustové faktory, které
jsou pro expanzi MSC nepostradatelné.

Monocyty jsou snadnym zdrojem rUstovych faktorl. Za pfitomnosti monocytl byly
MSC schopny sekundarni expanze. ZvétsSujicim se poétem monocytld dochazelo
k zvétSovani kolonii. Protoze ale efekt nebyl uniformni, primarni expanze v aMEM
s HS selhavala a pfi klinické aplikaci by bylo pravdépodobné tfeba velkého
mnozstvi monocytl a alogenni kontaminace MSC preparatu by byla nezadouci,
bylo od dalSich pokusl ustoupeno. Mononuklearni frakce periferni krve je
pravdépodobné schopna se pozitivné podilet na expanzi MSC, i kdyz z koncepce
tohoto primitivniho experimentu nelze tento benefit kvantifikovat. To, Ze monocyty
mohou kladné& ovlivnit kultivaci MSC je jednim z dlvodud, pro€ neni nezbytné
nutné, abychom neadherentni bunky zkostni krve v primarni expanzi
odstranovali. V nedavné dobé byl podobny kokultivaCni systém popsan pro
diferenciaci endotelovych bunék [20]. Vzhledem k tomu, Ze pro klinické uziti MSC
je nutna garance dobrého vytéZku a kvality primoexpanze, se nase pozornost
upfela k pouziti rekombinantnich lidskych rdstovych faktord, jako suplementu do
kultivacniho media.

4.4 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 bunky. Kolonie postupné nabyvaly vrstevnatého
charakteru. Po ukoncCeni primarni expanze byly neadherentni bunky odmyty.
Kontaminace bilou ¢i Cervenou krevni fadou nebyla statisticky vyznamné vyssi,
néz pfi standardni primarni expanzi s odmytim neadherentni slozky jiz na pocCatku
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kultivace (Tabulka €.1, graf A, str. 12). Pro klinické vyuziti bude nutné pouzivat
ristové faktory schvalené ke klinickym ucelum.
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Tab. 1: Grafy: A: Procento dvojité negativnich bunék CD45- a CD235a- rozdil mezi standardni metodikou a
metodikou ke klinickym u€eldm nenabyl statistické nevyznamnosti (p=0,10). B: Vytézky primokultivaci MSC 14.den
vztaZzeny na 10° nasazenych BMMC statisticky vyznamny rozdil mezi standardni metodikou a metodikou ke
klinickym aceldm (p<0,0001). C: Procento viabilnich (7AAD-) bunék standardni metodikou a metodikou ke
klinickym uceldm nenabyl statistické nevyznamnosti (p=0,51). D: Srovnani povrchovych znakl bunék péstovanych
standardni metodikou a metodikou ke klinickym ucelim. * znadi statistickou vyznamnost rozdild (p<0,05). [21]
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4.5 Antigenni analyza bunék primarni expanze

Standardné primoexpandované bunky splhovaly minimalni antigenni kritéria
definice MSC stanovena ISCT (Tab. 1, graf D, str. 12). Pro dalSi pouziti MSC je
vyznamné urcit, jaka cast bunék je zivotaschopna. Proto byl bunécny produkt
znaCen 7-AAD, bunky které se neznacily, byly povazovany za zivé. Median
procentualniho zastoupeni zivych bunék ziskanych standardni kultivaci byl 73.9%
(Tab. 1, graf C, str. 12). Testovany byly i dalSi vyznamné bunécné antigeny patfici
adhezivnim molekuldm a receptoriim (Tab. 1, graf D, str. 12).

Klinicky péstované bunky statisticky vyznamné vice exprimovaly CD44. Statisticky
vyznamneé vice tyto MSC exprimovaly i CD29 (31-integrin), CD 49c, CD49d (a3 a
a4 integrin) patfici mezi adhezivni molekuly (Tab. 1, graf D, str. 12).
Nezanedbatelna byla vysoka 7-AAD negativita, ktera svédCila o vySSi viabilité
bunék, ale ve srovnani se standardné péstovanymi bufikami tento rozdil nenabyl
statistické vyznamnosti (p<0,5) (Tab. 1, graf C, str. 12).

4.6 Stanoveni po¢tu MSC po primarni expanzi

Do této cCasti studie bylo zafazeno 44 pacientut. MSC od v8ech darci byly
expandovany metodikou ke klinickému pouziti a 27 znich i standardnim
zpusobem 14 dni. Kstanoveni mnozZstvi MSC v bunéfném produktu
primoexpanze byla pouzita pritokova cytometrie. Pfi vyrobé MSC standardni
zpusobem byly dosahovany vytézky s medianem 1,0x10° (0,02-0,24 x10°) na
milion nasazenych BMMC (Tab. 1, graf B, str. 12). Celotélovou i.v. davku MSC, za
kterou je povazovano pfiblizné 1x10° MSC/kg pacienta [22] bylo mozno
vypéstovat pfi odbéru 10ml kostni krve za 6 tydnu.

Buriky expandované zpusobem pouzitelnym ke klinické aplikaci mély vytézky
témé&F 40 nasobné vyssi. Median zisk(l byl 2,87x10° (0,44-7,18 x10°%) na milién
nasazenych BMMC (Tab. 1, str. 12, graf B ). Rozdily ve vytézcich byly statisticky
vyznamné (p<0,0001). Touto metodou Ize 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.

4.7 Stanoveni BMP 2, BMP 7 a osteokalcinu

V tomto experimentu bylo testovano 6 rdznych primokultivaci MSC a to ve
standardnim a v médiu urCeném ke klinickému pouziti. Osteokalcin je jednim ze
znakd postproliferacnich osteoblastl, proto byla BMP 2 a BMP7 pozitivita
posuzovana samostatné v osteokalcin negativni a pozitivni frakci. U MSC
péstovanych standardnim zplUsobem byla pozorovana ve frakci osteokalcin
negativnich bunék pozitivita BMP 2v 7,5+ 8,0% a BMP 7 v 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 + 54%, kde rozdil vi¢i 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 +
18,9% a BMP 7 v 6,2 £ 7,7% bunék. Rozdily v osteokalcin pozitivni frakci, i kdyz
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pro BPM 2 hrani¢né (p=0,06), nenabyl statistické vyznamnosti [23]. BMP 2 pusobi
jako chemoatraktant MSC a hraje zasadni roli v proliferaci a diferenciaci MSC
[24]. Je pravdépodobné, ze urcité subpopulace MSC expandovanych zplsobem
ke klinickému pouziti se diferencovaly ve sméru chondrogenni Ci osteoblastove
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 buiky zachovanu schopnost diferenciace. Pozitivita BMP 7
byla u obou kultivaénich postupt velmi podobna. Testovani bunécného preparatu
také na pozitivitu BMP 2 a osteokalcin by mohlo byt pouzivano pro kontrolu kvality
bunécného produktu MSC kultivaci urCenych pro klinické pouziti, ale i pro
porovnani ruznych kultivaénich protokold. K potvrzeni této domnénky a stanoveni
reguli pro posuzovani kvality je tfeba dalSich experimentl. Stejné tak zustava
otazkou, jestli a u jakého mnozstvi bunék pozitivnich na BMP dochazi k transportu
BMP do media Ci extracelularni matrix.

4.8 Prukaz diferenciacni schopnosti primokultivaci MSC

K prukazu diferenciacnich schopnosti MSC byly pouzity buriky 6 darct. MSC byly
kultivovany duplicitné v diferenciacnich meédiich. Bunky obou primokultivacnich
metodik vytvarely kostni uzliky a barvily se pozitivné von Kossovym barvenim a
barvenim na ALP (Obr. 1, str. 15). V adipogenni kultivaci vytvarely méchyrkovité
struktury barvici se pozitivné olejovou Cerveni (Obr. 1, str. 15). V chondrogenni
diferenciaci se vytvorena extracelularni matrix barvila pozitivné alcianovou modfri
a protilatkami proti kolagenu typu Il (Obr. 2B, str. 16). Vysledny bunécny produkt
z obou zpusobu kultivace splnil kritéria ISCT pro MSC.

4.9 PLLA/PDLLA nosice

Pro prvni testovani, zda nosiCe na bazi polylaktidd jsou schopny umozZznit
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 referencni povrchy pfi vyhodnocovani vlivu struktury a chemického
slozeni povrchu na interakci polymeru s bunkami. Na tuto fazi navazalo in vitro
testovani 3D nosiCe. Na zavér bylo pfistoupeno kin vivo testovani osidleného
nosice na imunodeficientnim mySim modelu.

4.9.1 Adherence, kultivace a diferenciace na 2D nosicich

v v

vyznamného rozdilu. NejvysSi adherence MSC byla na samotny plast, PLLA a
PDLLA, kde nebyl statisticky vyznamny rozdil. PEO kopolymery by bylo mozno
pouzit k vyrobé nosiCe, ktery by na svém povrchu nesl epitopy k selektivni adhezi
bunék. Nicméné MSC byly schopny se i na PEO povrchy navazat, proliferovat i
diferencovat. MSC se v adipogennim meédiu diferencovaly na vSech materialech
do bunék, které obsahovaly vakuoly barvici se olejovou Cerveni a morfologicky
nabyvaly vzhled adipocytt (Obr. 2C, str. 16). V osteogennim médiu se 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
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ostatnich povrSich (Obr. 2A, str. 16). Naopak nejméné depozit bylo pozorovano na
skle. FACS analyza ALP a osteokalcinu ukazala nejvétsi pozitivitu bunék z PLLA
a PDLLA, Ize tak usuzovat na pokrocilejSi osteogenni diferenciaci.

Obr 1 Osteogennl a adlpogennl dlferenC|ace primokultivaci MSC. A: osteogenni diferenciace, standardné
primokultivované MSC, barveni von Kossa (pozitivni deposita se barvi Cerng&), kostni uzel. B: osteogenni
diferenciace, MSC primokultivované metodikou pro klinické ucely, barveni von Kossa (pozitivni deposita se barvi
¢erné), kostni uzel. C: osteogenni diferenciace, standardné primokultivované MSC, barveni na ALP (pozitivni
buniky se barvi modfe), dobarveno neutralni ¢erveni. D: osteogenni diferenciace, MSC primokultivované metodikou
pro klinické ucely, barveni na ALP (pozitivni buriky se barvi modfe), dobarveno neutralni €erveni. E: adipogenni
diferenciace, standardné primokultivované MSC, barveni olejovou Cerveni (pozitivni buriky se barvi Cervené). F:
adipogenni diferenciace, MSC primokultivované metodikou pro klinické ucely, barveni olejovou Cerveni (pozitivni
bunky se barvi Cervené).
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Obr. 2: MSC expandovany metodikou ke klinickému pouziti A: Osteogenni diferenciace na 2D PDLLA nosigi (4
tydny) - von Kossovo barveni, B: Chondrogenni diferenciace (2 tydny) - imunohistochemické barveni na kolagen I,
peroxidaza, C: adipogenni diferenciace na 2D PDLLA nosici (4 tydny) — olejova €erven, D: osteogenni diferenciace
(2 tydny) na 3D PLLA nosici - hydroxyapatitova depozita (Cerna Sipka) zfetelna ve svételném mikroskopu, buriky
barvici se pozitivné na ALP (bila Sipka), E: snimek z rastrovaciho elektronového mikroskopu, zfetelna viakna PLLA
nosi¢e s burikami (bila Sipka) a vlaknitou extracelularni matrix s mineralnimi depozity (€erna Sipka), F: Prvkova
analyza depozit - pomér vapniku a fosforu 5:3 odpovidajici hydroxyapatitu (Ca;o(PO4)s(OH),) [21], G: fez PLLA
nosi¢em osazenym MSC po 6 tydnech in vivo implantace (NOD/LtSz’ Rag1” myS) kosti podobna kalcifikovana
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extracelularni matrix (Cerna Sipka) s cévnim zasobenim (Ladewigova modifikace Massonova modrého trichromu),
H: negativni kontrola — neosazeny nosi¢ (Ladewigova modifikace Massonova modrého trichromu), je patrna nizka
celularita, ojedinélé cévy a malé mnozstvi extracelularni matrix mysiho pudvodu (mista po vlaknech nosice
oznacena ¢ernymi Sipkami) [21].

4.9.2 3D nosice

Vyrobeny nosi¢ mél porozitu 70%+4% a median priméru viaken byl 70 um. Pelety
nosi¢e mély primér 5Smm a tloustku 1,5mm. VIakna PLLA byla pokryta kontinualni
hladkou vrstvou PDLLA, ktera vlakna navzajem  pojila. Spojité prostory
dosahovaly velikosti 100-400 um. Nejprve probéhly kultivaéni a diferenciacni
pokusy in vitro a poté nasledovalo pouziti nosiCe in vivo. MSC zachycené v
konstrukci byly schopny cely nosi€¢ kolonizovat. Postupné prostory mezi
polylaktidovymi vlakny bunky prfemostovaly. Buriky vyuzivaly povrchové cCasti
nosice a smérem do stfedu nosicCe jich ubyvalo. V elektronovém mikroskopu bylo
patrné, ze bunky na nosi€i ve standardnim médiu vyplfiuji prostory mezi vliakny a
produkuji extracelularni matrix. V osteogennim meédiu byla ve svételném
mikroskopu zfetelna depozita, kterych s postupem Casu depozit pfibyvalo. Tato
depozita se barvenim von Kossa barvila Cerné. Bunky se barvily pozitivné
v barveni na ALP, tedy modfe (Obr. 2D, str. 16). Imunohistochemicka barveni,
nosi¢l osazenych MSC z obou metodik po 4 tydnech v osteogennim médiu, byla
pozitivni na kolagen typu |, kostni sialoprotein i osteonektin. Na snimcich z
skenovaciho elektronového mikroskopu jsou zfetelna mineralni depozita (Obr. 2E,
str. 16) u kterych prvkova analyza ukazala pomér vapniku a fosforu 5:3 identicky
jako v hydroxyapatitu (Obr. 2F, str. 16).

Pfi in vivo experimentech byly nosi¢e s bufikami primoexpandovanymi zplsobem
urCenym ke klinickému uziti implantovany 12 imunodeficientnim mySim
subkutanné pravostranné. Levostranné u 6 pokusnych zvifat byly implantovany
nosiCe osazené bunkami napéstované standardni metodikou jako pozitivni
kontrola. Zbyvajicim 6 mySim byly na levou stranu voperovany nosi¢e bez bunék,
jako negativni kontrola. Na RTG kontrolach jsme zjistili vétSi zastinéni v oblasti
nosi¢l s bufikami oproti negativnim kontrolam. Na histologickych fezech
explantatl je patrné, Zze bunky ze standardni i klinické metodiky byly schopné
produkovat extracelularni matrix, ktera kalcifikovala a vytvarela spolu s cévnim
zasobenim kosti podobnou strukturu (Obr. 2G, str. 16). Na povrchu vlaken nosice
se ojedinéle objevila obrovskobunécna reakce. Buriky napéstované zpusobem pro
klinické vyuziti vytvarely vice mineralizované matrix nez standardné péstované
buriky. Na histologickych fezech nosiCu implantovanych bez bunék (Obr. 2H, str.
16), je patrna nizka celularita, ojedinélé cévy a malé mnozstvi extracelularni
matrix mySiho pdvodu. Na télech a organech vSech pokusnych zvifat nebyly
nalezeny znamky nadorového rustu. Pokusy potvrdily, Ze NOD/LtSz-Rag1- mysi
model je vhodny pro in vivo testovani lidskych MSC.

Slibné vysledky pouziti MSC u jednoho zivociSného druhu neznamenaji
automaticky uspéch v klinické studii, proto bude nutné testovani jesté na dalSim
zvifecim druhu. V souCasné dobé neni registrovana klinicka studie s MSC a
PLLA/PDLLA nosiCem k regeneraci kostni tkané. V pripadé uspéchu klinické
studie s ortotopickou aplikaci samotnych MSC, by bylo mozno pfipravit dalSi studii
s vyuzitim nosiCe. To ovSem musi byt predmétem nejprve preklinického testovani.
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5 Zaver

Hlavnim cilem projektu byla pfiprava nové technologie bunécné terapie
potencialné vyuzitelné v ortopedické klinické praxi. MSC kultivované zpusobem ke
klinickému uziti se zdaji byt vhodné pro lidské pouziti ke stimulaci hojeni kosti.
BezpecCnost a zejména uc€innost 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, ¢ehoz bylo dosazeno nejen standardni
metodikou, ale i nové vyvinutou metodikou uréenou ke klinickym uceliim.

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 uzpusoben 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 pozadavkd EMA zprostfedkovan& SUKL bude
zasadni k zapoceti klinickych studii. MSC kultivované navrhovanou metodou by
bylo potencialné mozno vyuzit i pro bunéCnou terapii Ci tkanové inzenyrstvi
chrupavky, Slachy a popfipadé menisku. Vhodnost takto péstovanych MSC bunék
pro dalSi neortotopické aplikace jako jsou potlaceni reakce Stépu proti hostiteli,
angiologické aplikace, tkanové inzenyrstvi dalSich organu a jina mistni i
celotélova podani je nutno ovéfit dalSimi experimenty.

Stimulace hojeni kosti autogennimi MSC péstovanymi inovativni metodikou bez
pouziti autologniho Stépu muize spolu s metodami bunééné terapie a zejména
tkaniového inzenyrstvi rozsifit terapeutické moznosti v ortopedii a traumatologii.
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