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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY
The aim of this study was to compare the standard laboratory method of cultivation of mesenchymal multipotent stro-
mal cells (MSC) and a novel technique of rapid MSC expansion focused on simple clinical use.

MATERIAL AND METHODS

Bone marrow mononuclear cells of donors were cultured for 14 days by the standard and the new cultivation method.
The standard method (STD) was based on an alpha MEM medium supplemented with foetal calf serum (FCS). The new
animal protein-free method (CLI) was based on the clinical grade medium CellgroTM, pooled human serum and human
recombinant growth factors (EGF, PDGF-BB, M-CSF, FGF-2) supplemented with dexamethasone, insulin and ascorbic acid.
The cell product was analyzed by flow cytometry. Furthermore, the cell products of STD and CLI methods were differentia-
ted in vitro, and histochemical and immunohistochemical analyses, electron microscopy and elemental analysis were per-
formed. Some cells were seeded on biodegradable scaffolds, in vivo implanted into immunodeficient mice for 6 weeks and
evaluated by histological methods.

RESULTS

Yields of the CLI method after 14 days of cultivation were 40-fold higher than those obtained by the STD technique
(p<0.05). Cell products of both STD and CLI methods fulfilled the criteria of MSC in terms of antigen expression assessed
by flow cytometry, as well as osteogenic, chondrogenic and adipogenic in vitro differentiation assays. Moreover, these cells
seeded on three-dimensional scaffolds cultured in osteogenic medium produced mineral deposits and a fibrillar extracel-
lular matrix seen with the electron microscope. Deposits examined by element analysis contained calcium and phospho-
rus at a ratio of 5 to 3, which corresponded to hydroxyapatite. The cell product seeded on biodegradable scaffolds and
implanted into immunodeficient mice was able to form a bone-like calcified tissue with blood supply of mouse origin.

DISCUSSION

The currently used methods of cultivation have certain disadvantages compared to the CLI technique, such as a longer
cultivation period, need of primary expansion and reseeding and use of FCS with all its potential risks. High yields of cells
obtained by the CLI method in a very short time make the use of cultured cells potentially suitable for an acute trauma
management. Other therapeutic non-orthotopic applications of CLI-cultured cells have to be further investigated.

CONCLUSIONS

The CLI method is unique, rapid, simple and lacking the addition of animal proteins. CLI-cultured cells fulfil the criteria
of MSC. The CLI method potentially allows for closed system cultivation in good manufacturing practice (GMP) conditions.
It seems to be easily transferable to good clinical practice compared to other protocols and should extend the possibilities
of cell therapy and tissue engineering of cartilage and bone. The new method is protected by Czech patent 301 148 and
by europian patent EP 1999250 according to Czech and international laws.

Key words: cell therapy, tissue engineering, multipotent mesenchymal stromal cells, good manufacturing practice, growth
factors, human serum.
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Tkéanové inZenyrstvi a bunécna terapie dospélymi
kmenovymi buiikami se nyni rychle rozviji v mnoha
oborech mediciny véetné rekonstrukéni chirurgie skele-
tu. Dospélé kmenové buriky jsou schopny zlepsit rege-
neraci poskozenych tkdni. Mezenchymové multipotent-
ni stroméalni kmenové buiiky (MSC), které jsou jednim
z typt dospélych kmenovych bunék, nabizi i v ortope-
dii nejen tplné nové terapeutické moznosti, ale také
zlepSeni stavajicich technik pti 1écb€ vrozenych vad,
(12) ziskanych i vrozenych kostnich defektt, aseptic-
kych nekrdz, hojeni §lach, vazli, koZniho krytu a také
chrupavek. Pocet indikaci k pouziti MSC stéle roste.

Atraktivnim zdrojem bunék pro buné€nou terapii i tka-
nové inZenyrstvi (1, 3, 14) se staly MSC pro schopnost
rychlého mnoZeni a diferenciace do riznych bunécnych
linii. MSC jsou schopné diferenciace do kardiomyocyti,
(16, 17) neurdlnich bunék (6, 26), beta bunék Langer-
hansovych ostritvka pankreatu (5), adipocytil, chondro-
cytl (15) a v neposledni fadé osteoblastd. Vzhledem
k tomu, Ze MSC jsou koktejlem rtiznych bunéénych popu-
laci, byla Mezinarodni spole¢nosti pro bunécnou terapii
stanovena minimalni kritéria pro MSC (7). Klinické tera-
peutické pouziti v ortopedii naraZi stejné jako v ostatnich
oborech nejen na limitovany pocet kmenovych bunék
(10), ale 1 na rGzna nafizeni Grada regulujicich pouziti
modernich lécebnych metod. Navzdory vylepSeni odbé-
rovych technik ziistivd mnozZstvi izolovanych bunék
nadale nizké, je pri¢inou selhavani technik bunéc¢né tera-
pie s pouZitim nemanipulovanych bunék a nefesi potieby
tkdfového inZenyrstvi. V kostni dfeni se MSC vyskytu;ji
s Cetnosti mensi nez 1x1073 jadernych bunék (25). Jako
feSeni se nabizi namnoZeni MSC in vitro. OvSem po-
mnoZeni MSC jiZ nespliiuje poZadavek na minimalni
manipulaci. Pro tyto buiiky byl zaveden zastfeSujici na-
zev pripravky pro bunécnou terapii (Human Cell-based
Medicinal Produkt) a musi spliiovat pozadavky spravné
vyrobni praxe (GMP) (23) (k nahlédnuti www.picsche-
me.org), a dalsi regulace (SUKL, Evropské 1ékové agen-
tury — EMEA —www.emea.europa.eu, napf. Nafizeni
evropského parlamentu a rady ¢. 1394/2007, FDA) (9),
coZ neznamena jen splnéni piisnych kritérii pro vyrobni
prostory, materialy, validaci, standardizaci, skladovani,
expedici, znaCeni, dokumentaci a dalsi administrativu,
ale také testovani bezpecnosti a efektivity jako u jakych-
koli jinych 1éc¢iv coZ €ini zavedeni kmenovych bunék do
bézné klinické praxe velmi finanéné naro¢nym.

Soucasné standardni expanzni protokoly pro MSC
jsou zaloZeny na alpha MEM mediu a fetdlnim telecim
séru (FCS). Ackoli FCS pro klinické pouziti je na trhu
k dispozici, nebezpeci pfenosu virovych a prionovych
onemocnéni a zvIasté riziko imunitnich reakci je jeho
vyznamnou nevyhodou (20). Zohlednime-li také sene-
scenci kmenovych bunék péstovanych v takto suple-
mentovanych mediich, (18, 24) jevi se pouziti FCS jako
pfinejmensim méné vyhodné. Tyto protokoly jsou navic
spojeny s vicekrokovym pasdZovanim a tim i ¢asovou
naroc¢nosti a zvySenym mnozstvim kritickych kroki ve
vyrobnim procesu.
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Nasim cilem bylo nahrazeni FCS v ristovém mediu
lidskym sérem bez pouziti xenogennich bilkovin. V této
préci tedy ve srovnani s STD metodikou prezentujeme
unikatni jednokrokovy expanzni protokol dospélych
kmenovych bunék zaloZeny na klinicky schvédleném
mediu CellGro™, lidském séru, rekombinantnich lid-
skych rastovych faktorech (EGF, PDGF-BB, M-CSF,
FGF-2), dexametazonu, insulinu a kyselin€ askorbové,
se spolecnou kultivaci adherentnich a neadherentnich
bunék kostni krve. Tento protokol nevyuZiva xenogenni
proteiny a zd4 se byt snadno pfenositelny do GMP
1 spravné klinické praxe.

MATERIAL A METODIKA

Mezenchymové stromalni multipotentni buriky
Darci MSC byli pacienti podstupujici diagnostickou

¢i stagingovou trepanobiopsii pro hematologické one-

mocnéni. Odbér 10 ml kostni krve byl proveden z oblas-

ti spina iliaca posterior superior po poskytnuti informo-

vaného souhlasu.

Media a suplementy

Medium pro schvélené pro klinické ucely CellGro™
bylo zakoupeno od firmy CellGenix (Freiburg, Némec-
ko). Medium pro vyzkumné ucely alpha-MEM, EDTA-
trypsin, glutamin, antibiotika a FCS byli zakoupeny od
Gibco (Invitrogen division, Paisley, Skotsko). Dexame-
tazon byl koupen od Sigma-Aldrich (Steinheim, Némec-
ko), rekombinantni lidsky insulin ke klinickym dcelim
od Eli Lilli (Praha, Ceska republika), kyselina askorbo-
vé od firmy Biotica (Praha, Cesk4 republika). Rekom-
binantni lidské rastové faktory: epidermélni ristovy fak-
tor (EGF), destickovy rastovy faktor BB (PDGF-BB)
byly koupeny od BD Biosciences (Bedford, Massachu-
setts, USA), kolonie stimulujici faktor (CSF-1 ¢i také
M-CSF) a fibroblastovy ristovy faktor 2 (FGF-2) od fir-
my R&D (Minneapolis, Minnesota, USA). Ruastové fak-
tory byly rekonstituovany s lidskym albuminem pro kli-
nické ucely ve fyziologickém roztoku od firmy Baxter
AG (Viden, Rakousko). Poolované lidské sérum (hS)
bylo ziskdno smichanim 5 jednotek AB Rh negativni
plazmy, zakoupenych od Ustavu hematologie a krevni
transfize (Praha, Cesk4 republika), rekalcifikaci a filt-
raci pfes membrinu 0,22 um. Aliquoty byly skladovany
v -80°C do doby pouziti.

Expanze mezenchymovych stromalnich
multipotentnich bunék

MSC byly ziskany kultivaci mononuklearnich bunék
kostni krve separaci na Ficollu. Buiiky byly nasazova-
ny v po¢tu 10°/cm? kultiva¢ni lahve (TPP, Trasadingen,
Svycarsko) a to bud do media na bazi media pro klinic-
ké pouziti (CLI) nebo do standardniho media (STD)
a kultivovany po dobu 2 tydni za standardnich podmi-
nek (5% CO,, 37 °C).

STD medium obsahovalo alpha-MEM s 10% FCS,
2 mmol glutaminu, 1% penicilinu a streptomycinu.
Neadherentni buriky byly odmyty po 24 hodinich
a medium bylo ménéno dvakrat tydné.
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CLI medium bylo zaloZeno na CellGro™ mediu
a 10% hS, 1% penicilin a streptomycinu, insulinu (0,25
IU/ml), dexametazonu (0.01 pmol), kyseliné askorbové
(100 pmol), EGF (10 ng/ml), PDGF-BB (100 ng/ml),
M-CSF (25 ng/ml) a FGF-2 (1 ng/ml). V tomto pfipadé
neadherentni buiiky nebyly odmyty a medium nebylo
ménéno po celé 2 tydny. Suplementy byly pfidavany
dvakrat tydné. Bunky byly po 2 tydenni kultivaci oplach-
nuty PBS a adherentni burniky sklizeny 0.25% EDTA
s 1% trypsinem. Poté, co predb&zné pokusy ukazaly
rychlé vycerpani média a odumirdni bunék pred 14.
dnem kultivace pfi tvodni koncentraci 103 mononukle-
arnich bun&k/cm?, bylo mnoZstvi nasazovanych bun&k
snizeno na 0,33x10%cm? kultivacni plochy.

Stanoveni poc¢tu a antigenni analyza MSC

Pocet sklizenych bunék (n'*") byl stanovovan na Beck-
man-Coulter AcTdiff2 (Fullerton, Kalifornie, USA).
Dalsi specifikace byla provedena pomoci antigennich
struktur na pfistroji FACSCalibur (BD Biosciences
Immunocytometry Systems, San Jose, Kalifornie,
USA). Byly pouZity tyto protilatky: anti-CD45 a anti-
CD235a (DakoCytomation, Brno, Cesk4 republika)
a 7-AAD (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko). Buii-
ky 7AAD negativni byly povaZovany jako viabilni. Pod-
frakce CD45  CD235a bunék byla povazovana za MSC.
Pocet MSC byl stanoven dle vzorce:

n"Hx(%CD45"¢CD235a"¢7ADD"¢)

_(
MSC = 100

Dale byla provedena priitokova cytometrie pomoci
nasledujicich protilatek proti: CD11b FITC, CD18 PE,
CD29 PE, CD44 FITC, CD90 FITC, CD106 PE, CD117
PE, CD166 PE (BD Biosciences Pharmingen, Erembo-
degem, 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, CD49e FITC, ALP biotinyla-
ted, CXCR4 PE, (R&D Systems). Dale streptavidin-PE
byl zakoupen u Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
aisotypové kontroly IgG1 FITC, IgG1 PE, IgG2p FITC,
IgG2pb PE and IgG1 PE-Cy5 u DakoCytomation (Brno,
Ceska republika). Jako buiiky pozitivni pro dany anti-
gen byly stanoveny buiiky s fluorescenci vétSi nez
99,5 % kontroly.

Stanoveni diferenciaéni schopnosti STD a CLI
péstovanych MSC

Schopnost diferenciace STD a CLI péstovanych MSC
do osteogenni, chondrogenni a adipogenni byla stano-
vovéana za pouZiti standardnich diferencia¢nich medii
nasazenim 10*MSC/cm?.

Osteogenni medium obsahovalo alpha MEM jako
zaklad s 10% FCS, 10 mmol pB-glycerolfosfatu, 0,5 mmol
fosfatu kyseliny askorbové a 0,1 umol dexametazonu.
Po 4 tydenni kultivaci bylo provedeno von Kossovo
barveni a barveni na alkalickou fosfatazu.
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Chondrogenni diferenciace byla indukovédna alpha-
MEM s 50 ng/ml TGF-B1 nebo CellGro™ mediem
s FGF-2, PDGF-BB, EGF a TGF-$31 nasazenim a agre-
gaci 10° MSC v konickych zkumavkach (Sarstedt,
Niimbrecht, Némecko). Mikromasy byly po 2 tydnech
kultivace barveny hematoxylin-eosinem, toluidinovou
modri a protilatkami proti kolagenu II.

Adipogenni diferenciace byla provadéna kultivaci
stiidavé v indukénim a udrzovacim adipogennim mediu.
Indukéni medium obsahovalo alpha-MEM s 10% FCS,
2 mmol glutaminu, 1% penicilinu a streptomycinu,
1 pmol dexametazonu, 0,2 mmol indomethacinu,
0,01 mg/ml insulinu a 0,5 mmol 3-isobutyl-lI-methyl-
xanthinu. UdrZovaci medium alpha-MEM s 10% FCS,
2 mmol glutaminu, 1% penicilinu a streptomycinu
a 0,01 mg/ml insulinu. Medium bylo ménéno dvakrat
tydné. Po 4 tydenni kultivaci byly kultury barveny ole-
jovou cerveni po fixaci v 70% etanolu.

Osteogenni diferenciace MSC
na trojrozmérném nosici

Nosi¢ zkonstruovany z vldken poly(L-lactidu) byl
vyroben jiz dfive popsanou technologii v Institutu mak-
romolekularni chemie Akademie véd Ceské republiky.
Tyto nosice byly diskoidniho tvaru o priméru 5.6 mm
a tlouStce 2 mm. Vzdéilenost mezi vldkny byla
100-400 um. Na nosice bylo nasazeno 2x10°MSC z pri-
moexpanze z CLI ¢i STD media a déle byla provadéna
kultivace v osteogennim ¢i STD mediu 4 tydny. Nosice
byly barveny von Kossovym barvenim, barvenim na
alkalickou fosfatazu a dale podrobeny elektronové mik-
roskopii a prvkové analyze (Hitachi scanning electron
microscope, Fakulta chemické technologie, VSCHT,
Praha).

In vivo implantace nosict

Nosice byly osazeny 2x10° MSC z CLI nebo STA
media. Nosi¢ osazeny MSC z CLI media byl nejprve
péstovan 3 tydny in vitro v osteogennim médiu a poté
implantovan ~ podkozn€  imunodeficientni — mysi
(NOD/LtSz'Ragl) do oblasti pravych dolnich Zeber.
Druhostranné byl implantovian nosi¢ osazeny MSC
expandovanych v STD mediu jako pozitivni kontrola
nebo neosazeny nosic jako kontrola negativni. Pokusna
zvirata byla chovana v certifikovanych prostorach a byla
jim podavéna sterilni strava a acidifikovand voda s cot-
rimoxazolem po dobu 6 tydna. Poté byla zvifata usmr-
cena a fixovana perfizi 10% formaldehydem. Nosice
byly poté podrobeny histologickému vySetfeni. Pokus
byl v souladu s legislativou schvélen tstavni komisi pro
praci s laboratornimi zvitaty.

Statisticka analyza

Kalkulace byly provedeny programem Statistica (Stat-
Soft, Tulsa, OK). Normalita dat byla ovéfena D’ Agosti-
no-Pearsonovym testem. ProtoZe vyznamné mnoZstvi
vysledkil vykazovalo nenormélni rozloZeni, uZivali jsme
neparametrické testy a vysledky byly vyjadfovany jako
mediany a rozmezi. Parové vzorky byly srovnavany Wil-
coxonovym testem; pro vice interdependentnich vzorka
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byla pouZzita Friedmanova variace ANOVA s Dunnovy-
mi viceCetnymi srovnanimi. Pro dvé ¢i vice skupin neza-
vislych vzorkd byly pouZity Mann-Whitneylv U-test
a Kruskal-Wallisova ANOVA. Pro srovnéni kategoric-
kych proménnych byly pouZity Yatestv korigovany chi-
square test nebo Fischertv presny test. Hodnoty p < 0,05
byly povaZovany za statisticky vyznamné.

VYSLEDKY

Expanze MSC

Mononukleérni buiiky ziskané z kostni krve 44 darct
byly nasazeny do 75 cm? ldhvi v poctu 2,5x10° bunék
nalahev (STD metodika) &i 2,5x10° bunék na lahev (CLI
metodika) a péstovany vyse popsanymi zpusoby. Kul-
tury byly expandovany po dobu 14 dni. Adherentni buni-
ky nabyvaly v CLI (obr. 1A) i STD (obr. 1B) kulturach
typické vietenovité vzezieni MSC, jak je patrné z foto-

Obr. 1. Nativni snimek kultur MSC 14. den kultivace A: CLI
medium, B: STD medium.

dokumentace reprezentativnich kultur téhoZz darce.
V CLI mediu za pfitomnosti neadherentni slozky byly
kolonie vétsi a nasledné nabyvaly vicevrstevny charak-
ter. Neadherentni buiiky se soustfedovaly nad stfedem
vznikajicich kolonii MSC. Po kultivaci byly neadhe-
rentni butiky odmyty a adherentni buriky sklizeny, resus-
pendovany v odpovidajicim mediu, ¢ast bunék byla po-
uZita na analyzu a dalsi pro diferenciacni pokusy ¢i pro
kultivaci na polylaktidovych nosi¢ich in vitro a in vivo.

Stanoveni poc¢tu a antigenni analyza MSC
Celkové vytézky adherentnich bunék ziskanych CLI
metodikou bylo vyS8i nez vytézky ziskané STD meto-
dikou (median, 2,9x10° adherentnich bunék v. 0,1x10°
adherentnich bunék na 10° nasazenych mononuklear-
nich bunék, p < 0,0001). Procento MSC (CD45CD235a
bunék) bylo témér stejné v kulturach ziskanych obéma
metodami, zatimco procento Zivych bunék (7-AAD
negativnich) bylo vét§i v kulturdch péstovanych CLI
metodou (tab. 1). Pro podrobnéjsi analyzu bunécného
produktu byly pritokovou cytometrii stanoveny jednak
markery MSC, jednak nékteré diferenciacni markery
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Tab. 1
Srovnéni vytézkia MSC péstovanych STD a CLI metodou

STD (median) | CLI (medidn) p=

Celkovy pocet

adherentnich bunék

(na 10° nasazenych 0,098x10° 2,87x10°

mononukledrnich bunék) | (0,02-0,24x10°) | (0,44-7,18x10° | <0,0001

Procento Zivych 73,9% 86,4%

(7-AAD-) bunék (48,0-87,3%) (77,1-96,1%) <0,05

Procento MSC 95% 94%

(CD45-CD235-) (50-98%) (52-99%) NS

a adhezivni molekuly. Buiiky pé&stované obéma meto-
dami exprimovaly znaky CD90, CD29, CD44 a CD105
a byly negativni pro znaky CD45, CD34 a CD14, takze
spliiovaly antigenni kritéria pro MSC (7). Buiiky ziska-
né CLI metodikou mély statisticky vyznamné vyssi
expresi nékterych adhezivnich molekul jako je CD29
(B1-integrin) CD 49¢, CD49d (0.3 a 04 integrin) a zejmé-
na CD44 (receptor extraceluldrni matrix, graf 1). Roz-
dily v expresi dalSich MSC markert mezi buiikami CLI
a STD nenabyly statistického vyznamu.

Graf 1

Procentuelni zastoupeni znaki STD a CLI
péstovanych bunék - 14.den kultivace
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Stanoveni diferenciacéni schopnosti STD a CLI
péstovanych MSC

Ke stanoveni diferenciacnich schopnosti bunék ziska-
nych obéma metodami jsme kultivovali duplicitné v dife-
renciacnich mediich bunky od 6 darcd. Buiky ziskané
STD ¢i CLI kultivaci po 4 tydnech diferenciace v osteo-
gennim mediu uniformné vykazovaly pozitivitu v barve-
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ni na alkalickou fosfatazu i ve von Kos-
sové barveni (obr. 2A). Pfi chondro-
genni diferenciaci buriky péstované
obéma metodami vytvarely mikromasy
a ziskaly fenotyp podobny chondrob-
lastim. Buriky ziskané CLI kultivaci
vSak vytvarely mikromasy pouze tehdy,
bylo-li pouZito v diferenciaci rovnéz
CellGro™ medium s FGF-2, PDGF-
BB, EGF a TGF-1 (celkem 3 darci).
Ve vSech ziskanych mikromasich se
vytvorend extraceluldrni matrix barvila
pozitivné alcianovou modii a protilat-
kami proti kolagenu typu II (obr. 2B)
VSechny adipogenné diferencované
kultury se po 4 tydnech barvily pozitiv-
né olejovou Cerveni, kterd potvrdila pii-
tomnost tukovych kapének. (obr. 2C)
Schopnosti diferenciace do tfi mezo-
dermovych linii buniky splnily diferen-
ciacni kritéria ISCT pro MSC (7).

Osteogenni diferenciace MSC
na trojrozmérném nosici
in vitro a in vivo

Pti kultivaci in vitro CLIi STD bunék
na nosicich v osteogennim mediu (12
dérci) nebyl zaznamenan zfetelny roz-
dil. Bunky po nasazeni vyuZivaly
zejména mista kiiZeni vldken nosice
a teprve pozdéji prostory mezi vlakny
premostovaly. Nejvétsi mnozstvi bunék
byla pfitomna na povrchu nosice a smé-
rem ke stfedu bun¢k ubyvalo, ale byly
pfitomny. Po 2 tydnech byla hydroxya-
patitova depozita zietelnd ve svételném
mikroskopu a také se tyto buriky barvi-
ly pozitivné na alkalickou fosfatazu.
(obr. 2D). Na snimcich ze skenovaciho
elektronového mikroskopu jsou zfetel-
na mineralni depozita spole¢né s vlak-
nitou extracelularni matrix (obr. 2E).
Prvkova analyza depozit ukazala pomér
véapniku a fosforu 5:3, coZz odpovida
pomeéru téchto elementl v hydroxyapa-
titu (Ca,(PO,),(OH),) (obr. 2F). Kro-
mé krystalické slozky je zfetelnd i Cast
vlaknité extracelularni matrix.

In vivo implantace nosicu
Nosi¢e s builkami napéstovanymi
CLI byly implantovany 12 imunodefi-
cientnim mysim (NOD/LtSz Ragl-)
subkutdnng pravostranné, vlevo byla
implantovana pozitivni kontrola (busi-
ky ze STD media, n = 6) ¢i negativni
kontrola (nosi¢ bez bunék, n = 6).

Explantace byla provedena standardné po 6 tydnech. Na
histologickych fezech je patrné, Ze buiiky z CLI i STD
byly schopné produkovat extracelularni matrix, ktera
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Obr. 2. A — Osteogenni diferenciace CLI expandovanych MSC — 4 tydny, von Kos-
sovo barveni, B — Chondrogenni diferenciace CLI expandovanych MSC — 2 tyd-
ny imunohistochemické barveni na kolagen II, peroxiddza, C — adipogenni dife-
renciace CLI expandovanych MSC — 4 tydny, olejovd cCerveri, D — osteogenni
diferenciace na 3D PLLA nosici — 2 tydny, hydroxyapatitovd depozita (Cernd Sip-
ka) zretelnd ve svételném mikroskopu, buiiky barvici se pozitivné na alkalickou
Sosfatdzu (bild Sipka), E — snimek ze skenovaciho elektronového mikroskopu, kde
Jsou zretelnd vidkna PLLA nosice s burtkami (bild Sipka) a vldknitou extracelu-
ldrni matrix s minerdlnimi depozity (Cernd Sipka), F — prvkovd analyza depozit —
pomér vdpniku a fosforu 5:3 odpovidajici hydroxyapatitu, Ca,,(PO,)6(OH),
G — 7ez PLLA nosicem osazeny CLI expandovanymi buitkami po 6 tydnech in
vivo implantace (NOD/LtSz"Rag1~ mys) kosti podobnd kalcifikovand extracelu-
ldrni matrix (Cernd Sipka) s cévnim zdsobenim (Ladevigova modifikace Masso-
nova modrého trichromu), H — negativni kontrola — neosazeny nosic (Ladevigo-
va modifikace Massonova modrého trichromu) je patrnd nizkd celularita,
ojedinélé cévy a malé mnoZstvi extraceluldrni matrix mysiho piivodu.

kalcifikovala a vytvéarela spolu s cévnim zasobenim kos-
ti podobnou strukturu (obr. 2G). Na povrchu vlaken nosi-
¢e se ojedinéle objevila obrovskobunécné reakce. CLI
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napéstované buiky vytvarely vice kalcifikované matrix
nez STD péstované buiiky. Na histologickych fezech
negativnich kontrol, tedy nosic¢li implantovanych bez
bunék (obr. 2H), je patrna nizké celularita, ojedinélé
cévy a malé mnozstvi extracelularni matrix mysiho
puvodu.

DISKUSE

Spolehlivy zdroj velkého mnozstvi MSC pro terape-
utické ucely je stdle nedofeSenou prekazkou Sirokého
pouZiti dospe€lych kmenovych bunék v klinické praxi.
Tato prace popisuje originlni postup kultivace MSC bez
zvirecich bilkovin, bez nutnosti odmyti neadherentnich
bunék a bez nutnosti vymény media v priibé¢hu dvou tyd-
nd kultivace.

Buriky kultivované nami vyvinutym zptisobem spliiu-
ji vSechna kritéria kladend na MSC Mezinarodni spo-
le¢nosti pro bunécnou terapii (ISCT). Buiiky kultivova-
né v CLI adheruji k plastu, exprimuji znaky, které maji
exprimovat MSC, a neexprimuji znaky, které MSC
exprimovat nemaji, a jsou schopné diferenciace do ti
mezodermovych linii (7). To vSe ukazuje, Ze tyto buii-
ky tvofti alternativu k burikam kultivovanym STD postu-
pem.

Hlavni vyhodou naseho kultiva¢niho postupu je jeho
rychlost. V CLI metodice neni nutné pasdzovani bunék
k dosaZeni dobrych vytézka. Tim dochazi ke zkraceni
délky kultivace z béZnych 6 tydnil na pouhych 14 dni.
Takto kratka doba by v klinickém praxi vyrazné zlepsi-
la arozsitila mozZnosti bunécné terapie a tkanového inZe-
nyrstvi muskuloskeletdlniho systému nejen u planova-
nych vykoni, ale také pfi [éCbé traumat.

Rychlosti kultiva¢niho postupu bylo dle naseho nazo-
ru dosazeno tfemi faktory: uZitim lidského séra misto
fetalniho teleciho séra, dale uZzitim rlstovych faktorQ
a cytokintl a konec¢né kultivaci MSC spole¢né s nead-
herentnimi krvetvornymi butikami.

Zdravotni rizika a suboptimdlni vysledky pfi uZiti
fetalniho teleciho séra vedly fadu autort k hledani alter-
nativ, véetné bezsérového media (4). Autologni sérum
je nevyhodné zejména pro omezeny objem takovéhoto
materidlu a pouZiti samotného alogenniho lidského séra
vede k zastave ristu a buné¢né smrti (21). Konzistent-
nich uspéchti bylo dosazeno s destickovym lyzatem, kte-
ry obsahuje rovnéZ nékteré z ndmi uZitych cytokini,
avSak ve variabilnich a pfedem neodhadnutelnych
mnoZzstvich (19).

Pfi vybéru media, séra a suplementil jsme dbali na to,
aby tyto komponenty pokud moZno byly schvileny pro
klinické uziti. Klinicky certifikované CellGro™ for
Hematopoietic Stem Cells (CellGenix) se v pfedbéZnych
experimentech ukazalo jako stejné vhodné ¢i lep$i nez
standardni alfa-MEM medium (nepublikovana data). Pti
volbé suplement jsme vychdzeli z prace Gronthose
a Simmonse (8), ktefi popisovaly zlepSeni vytézkia MSC
pti pouZiti askorbétu, inzulinu, dexamethasonu, PDGF-
BB a EGF, ale ne v souvislosti s vyuZitim lidského séra.
K této pétikombinaci byly na zakladé dalSich vysledka
(11, 22) ptidany M-CSF a FGF-2, pficemZ pravé ptida-
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ni té€chto dvou suplementt vedlo k vyraznému zvyseni
vytézki MSC (nepublikovana data).

Kokultivace adherentni a neadherentni sloZky mono-
nuklearnich bunék z kostni krve se zdd byt pro péstovani
MSC prospésna. Jejich vzdjemnou komunikaci potvr-
zuji dalsi autofi (2). NejenZe spolecné kultivace nead-
herentnich bunék stimuluje MSC k rlstu, ale také od-
pada jeden kriticky krok kterym je pti STD kultivaci
nutnost separace neadherentnich buncék. Navic takto
péstované kokultury, jak jsme zjistili, nevyZaduji vymeé-
nu media po dobu 2 tydnil. Timto je vyrobni proces jed-
nodussi, mnozstvi kritickych krokt radikalné nizsi, sni-
Zuje se riziko kontaminace a proces je mozno prenést do
prakticky uzavieného systému.

ZAVER

V této praci jsme srovnali standardni a ndmi vyvinu-
tou unikétni rychlou a jednoduchou metodu pro pésto-
vani velkého mnozstvi mezenchymovych multipotent-
nich kmenovych bunék bez potieby primarni expanze.
Vlastnosti bunék se shoduji s vlastnostmi MSC pésto-
vanych standardni laboratorni metodikou a spliiuji kri-
téria pro MSC. Zakladem metody je spolecné péstova-
ni adherentni a neadherentni slozky kostni dfené¢ v mediu
schvaleném pro klinické pouziti s pridavkem lidského
séra a rekombinantnich rastovych faktori bez pfimeési
zvirecich bilkovin. Véfime, Ze tuto metodu bude snadné
prenést do uzavieného systému a do podminek spravné
vyrobni praxe a po splnéni pozadavkd SUKL ji bude
mozno uzivat v klinice pro tkanové inZenyrstvi chru-
pavky a kosti. Vhodnost CLI péstovanych MSC bunék
pro dalsi potencialni klinické aplikace, jako jsou potla-
¢eni reakce St€pu proti hostiteli (GvHD), angiologické
aplikace, tkanové inZenyrstvi dalSich organti a jind mist-
ni ¢i celotélova podani, je nutno ovéfit dalsi analyzou.
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