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Hsp - heat shock protein, protein tepelného Soku
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IGF - insulin-like growth factor, inzulinu podobny riistovy faktor

IGFBP3 - Insulin-like growth factor binding protein 3
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LIF - leukemicky inhibi¢ni faktor

LL-37 -téz CAP-18, cathelicidin antimicrobial peptide, antimikrobialni peptid z
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LPL - lipoproteinova lipiza

LS - lidské sérum

M-FISH - multicoloured fluorescence in situ hybridisation

MAP1B - microtubule associated protein 1B, protein 1B asociovany s mikrotubuly
MCP - monocyty chemoatrahujici protein

MHC - hlavni histokompatibilni komplex

MIF - macrophage migration inhibitory factor, faktor inhibujic migraci makrofagt
MIP 1b - macrophage inflammatory protein 1b, makrofagovy zanét zptsobujici
protein 1b

MSC - mezenchymova stromalni burika, mezenchymova kmenova burika

MMP - matrix metaloproteazy
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MSP-a - makrofagy stimulujici protein a

NG2 - neuron-glial antigen 2

NO - oxid dusnaty
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NT3 - neurotropin 3

Oct-4 - octamer-binding transcription factor 4, oktamer vazici transkrip¢ni faktor
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PDGF - platelet-derivet growth factor, destickovy ristovy faktor
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Abstrakt

Klicova slova: lidské mezenchymové stromdlni buriky, regenerace,
imunomodulace, diferenciace, in vivo modely, cytogenetika

Lidské mezenchymové stromalni bunky (hMSC) jsou dospélé kmenové Cci
progenitorové bunky, jejichz fyziologickou ulohou je napomdahat reparaci
poskozenych tkani. To se déje predevsim sekreci trofickych, angiopoetickych a
imunomodulacnich faktort. Kromé toho maji hMSC potencidl diferencovat se in
vitro do riiznych specializovanych bunécnych typti, prevazné mezodermové linie.
Lidské MSC rovnéZz vyznamné podporuji krvetvorbu v rdmci hematopoetické
niche. Tyto poznatky vzbudily velké nadéje na terapeutické vyuZziti hMSC,
zejména v oblasti regenerativni mediciny a 1é¢by autoimunnich onemocnéni,
vCetné reakce Stépu proti hostiteli (GvHD). Jako dikaz spravnosti tohoto
konceptu poslouzily zpocatku hrubé preparaty mononuklearnich bunék kostni
diené (BMMC), které mald mnoZstvi hMSC bunék obsahuji. Na naSem pracovisti
byly provedeny pilotni klinické studie s BMMC v lécbé akutniho infarktu
myokardu (predcasné ukoncend netispésna studie) a v 1é¢bé ischemické choroby
dolnich koncetin (studie se slibnymi vysledky). Dalsi vyzkum probihal s cilem
optimalizace metodiku kultivace hMSC pro klinické uziti, tedy dosazeni co
nejvétSich vytézki a zbaveni postupu xenogennich bilkovin. Lidské MSC byly
totiZ klasicky kultivovany v research grade médiich (napt. alfa-MEM) s fetalnim
telecim sérem (FCS), které miiZe vést k imunizaci pacienta pri opakovaném
podani hMSC. Bylo dosaZeno vyrazného tuspéchu pri pouziti clinical grade média
CellGro™ SCCM s 10% lidskym sérem a suplementaci askorbatem,
dexamethasonem, EGF, PDGF-BB, FGF-2, ev. M-CSF, kdy jsme po 2 tydnech
kultivace konzistentné dosahovali vytézkl kolem 2.5x106 hMSC na 10¢ pouzitych
BMMC , oproti cca 5x104 hMSC/106® BMMC pfri pouziti média alfa-MEM s FCS.
Timto zplsobem ziskané hMSC spliiovaly konsenzudlni kritéria pro
mezenchymové stromalni buiniky a pohotové diferencovaly obzvlasté do
osteogenni linie, a to jak in vitro, tak in vivo. Nové vyvinuty zpisob kultivace
hMSC dosahl patentové ochrany ceské (patent 301 148 z r. 2009) i evropské
(¢islem EP 1999250 z r. 2011). K bliZs$i charakterizaci bunék péstovanych v
CellGro™ byly studovany profily jejich genové exprese a byla prokdzana zvysSena
experese nékolika gent dilezitych pro kostni diferenciaci. Riist a osteogenni
diferenciace hMSC kultivovanych v CellGro™ byly leps$i v in vivo modelu na
polylaktidovém nosici v imunodeficientnich mysich nezZ hMSC péstované s FCS.
RovnéZ byla prokazana ucinnost hMSC kultivovanych v CellGro™ a aplikovanych
v plazmatické srazeniné do kritického femoralniho defektu u imunodeficientnich
potkanti, kde bunky zlepSovaly inicidlni novotvorbu kosti a téZ vaskularizaci
defektu. Lidské MSC v defektu ziistavaly po dobu az 16 tydnti, neposkozovaly
pokusna zvirata, jen omezené migrovaly do vzdalenych organii a netvorily
nadory. Bohuzel pri hodnoceni jejich cytogenetické stability byly zjiStény
klonalni abnormality karotypu, takZe toho ¢asu novym zplisobem kultivované
hMSC nejsou vhodné pro Kklinické studie. Je ovSem mozné, Ze vzniklé
cytogenetické abnormality jsou klinicky nesignifikanni, k zodpovézeni této
otazky je ovSem nutny dalsi vyzkum.
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Abstract

Key words: human mesenchymal stromal cells, regeneration,
immunomodulation, differentiatino, in vivo modesls, cytogenetics

Human mesenchymal stromal cells (hMSC) are adult stem or progenitor cells,
which physiological role is reparation of damaged tissues. This is achieved
mostly by secretion of trophic, angiopoietic and immunomodulatory factors.
Beside this, hMSC have potential to differentiate in vitro into specialized cells,
especially of the mesodermal lineages. Human MSC also significantly support
hematopoiesis in hematopoietic niche. This knowledge raised high hopes for
therapeutic use of hMSC, especially in regenerative medicine and treatment of
autoimmune diseases, including graft versus host disease (GvHD). As a proof of
concept served initially crude preparations of bone marrow mononuclear cells
(BMMC(), which contain small numbers of hMSC. In our hospital, two pilot clinical
studies with BMMC were performed: study of treatment of acute myocardial
infarction (negative, prematurely terminated) and study of treatment of
peripheral leg arthery disease (promising results). Further research was aimed
on optimalisation of hMSC cultivation method for clinical use to obtain highest
possible yield and get free from animal proteins. Human MSC were traditionally
cultivated in research-grade media with fetal calf serum (FCS), which can lead to
immunization of patients after repeated application of hMSC. We achieved
excellent results with the clinical grade CellGro™ SCCM medium with 10%
human serum, supplemented by ascorbate, dexamethason, insulin, EGF, PDGF-
BB, FGF-2, eventually M-CSF. In this medium, yield of hMSC after 2 weeks of
cultivation was consistently about 2.5x10¢ hMSC/10¢ seeded BMMC (in
comparison with about 5x10% hMSC/10¢ BMMC with alpha-MEM and fetal calf
serum). Cells prepared in CellGro™ fulfilled consensus criteria for MSC and
readily differentiated especially to osteogenic lineage (both in vitro and in vivo).
New method of hMSC cultivation achieved protection by both Czech (301 148 in
2009) and European patent (EP 1999250, 2011). For further characterization of
hMSC grown in v CellGro™, gene expression was studied and overexpression of
several genes important for osteogenic differentiation was noted. Growth and
osteogenic differentiation of hMSC grown in CellGro™ was better than hMSC
grown with FCS in in vivo model on polylactide scaffolds in immunodeficient
mice. Also, effectivity of hMCS grown in CellGro™ was proven in the model of
critical segmental bone defect in immunodeficient rats, where cells applied in
plasmatic clot improved initial new bone formation and vascularization of
residual defect. Human MSC survived in the defect for 16 weeks, did not cause
any harm to the animals, migration to distant organs was limited and no tumor
formation was noted. Unfortunately, hMSC cultivated in CellGro™ were
cytogenetically unstable and clonal karyotypic abormalities were detected in
several cultures. Therefore for now, these hMSC are not suitable for clinical
trials. It is possible, that observed cytogenetic abnormalities are not clinically
significant, however, further research is needed to solve this question.
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1. Uvod

1.1. Historie mezenchymovych stromalnich bunék (MSC)

Mezenchymové stromalni bunky (dfive mezenchymové kmenové burky,
zkratka pro oba terminy je shodnj, tj. MSC, v pripadé lidskych mezenchymovych
stromalnich bunék hMSC) byly prvné vypéstovany z kostni diené v Sedesatych
letech minulého stoleti sovétskym badatelem Alexanderem Friedensteinem jako
adherentni kolonie na dné kultiva¢nich 1dhvi po odmyti krvetvornych bunék
(Friedenstein AJ, 1968). Vzhledem kjejich fibroblastoidni morfologii a
neexistujicim lepSim metodam charakterizace byly zpocCatku nazyvany
dieniovymi fibroblasty (bone marrow fibroblasts) a rovnéz jejich koloniformni
jednotky byly nazyvany colony-forming units, fibroblast (CFU-F) (Friedenstein
AJ, 1974), coz pretrvalo dodnes (Colter DC, 2000). V sedmdesatych letech byly
MSC =zasadni soucasti dlouhodobych adherentnich Kkultur pro péstovani
hematopoetickych bunék - nejprve mysich (tzv. Dexterovy kultury, Dexter TM,
1974; Dexter TM et al, 1977), posléze lidskych (Moore MA, 1979; Gartner G,
1980). PrestoZe prinejmensim Thomas M. Dexter Friedensteinovy prace znal,
chybné pokladal MSC za endotelové bunky, coz lze vysvétlit jejich podobnou
morfologii a tehdejsi neexistenci diagnostickych monoklondalnich protilatek.

V osmdesatych letech 20. stoleti jiZ bylo jasné, Ze hematopoetickou
podporu poskytuji spolu s endotelovymi burnikami i buiiky mezenchymové a Ze
jejich ovlivnénim je mozno ovlivnit i jejich schopnost podporovat hematopoezu
(Delwiche F, 1985). Opét jiz A. ]. Friedenstein sice prokazal, Ze jednotlivé CFU-F
po transplantaci in vitro tvori kost a podporuji krvetvorbu (Friedenstein Aj,
1980; Lurie EA, 1987), ovSsem vzhledem Kk technickym omezenim nemohl
provést subklonalni experimenty, pri kterych by prokazal diferenciaci bunék
z jedné CFU-F do rtiznych bunéc¢nych linii. K tomu doslo aZ o dekadu pozdéji.

Prvni praci, kde byl pouZit termin mezenchymové kmenové bunky, byl
patrné prehledovy clanek A. I. Caplana v roce 1991 (Caplan Al, 1991). Zde
Caplan srovnaval MSC z riiznych embryondlnich i dospélych tkanich a postuloval
mySlenku, Ze v kazdé tkani se nachazi populace bunék, zajiStujicich jejich
sebeobnovu a spekuloval, Ze tyto bunlky by se daly pouZzit k terapeutickym
ucelim. Tento tzv. "proof of principle" prokazala pozdéji prace Horwitzova a
Prockopova a Caplanova (Horwitz MF, 1999), kterd zkoumala 1écbu pomoci
alogenni transplantace kostni difené u déti s osteogenesis imperfecta. Po
alogenni transplantaci doSlo ke =zlepSeni onemocnéni a navic byly u
transplantovanych pacientli zjistény darcovské osteoblasty. Ze s nejvétsi
pravdépodobnosti nejde o prenos zralych osteoblastli, ale skutecné o prenos
malého mnozstvi MS(, z nichZ se osteoblasty teprve diferencuji, ukazala jiz o rok
diive experimentalni prace, v niZ ex vivo namnoZené alogenni MSC dokazaly
casteCné korigovat osteogenesis imperfecta v mySim transgennim modelu
(Pereira RF, 1998). V roce 1992 byla provedena charakterizace MSC pomoci
monoklondlnich protilatek, kterda ukazala, Ze MSC exprimuji specifické antigeny
SH2 a SH3 (pozdéji identifikované jako dva riizné epitopy CD73) a Stro-1, které
nejsou pritomny na hematopoetickych kmenovych bunkach a dale Ze stromalni
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bunky nejsou schopné diferenciace do bunék Kkrvetvornych a vice versa
(Haynesworth S, 1992).

Mimoradné vlivna prace vysla v roce 1999. Pittenger et al (Pittenger MF,
1999) zde prokazuje stabilitu hMSC v tkanové kultufe a mozZnost klonovani
bunék beze ztraty jejich multilinearniho diferenciacniho potencidlu (tedy v
zasadé to, co se Friedensteinovi nepodarilo). Buniky byly péstovany v klasickém
médiu (¢i klasickym postupem), ¢imzZ v dal$im textu rozumime rozumime pouZziti
béZzného kultivacniho média (alfa-MEM - alfa minimalni esencialni médium,
DMEM - Dulbeccovo modifikované esencialni médium; spolu s 10-20% fetalnim
telecim sérem [FCS, FBS] a glutaminem). Vyznacovaly se rstem v jedné vrstvé
(kontaktni inhibice riistu) a byly pozitivni na SH2, SH3, CD29, CD44, CD71, CD90,
CD106, CD120a, CD124 a negativni na markery hematopoetickych linii (CD14,
CD34, CD45). Byla prokadzana schopnost diferenciace do adipogenni linie
(barveni olejovou cerveni, exprese specifickych genli PPAR-gamma a aP2),
chondrogenni linie (exprese kolagenu II a IX) i osteogenni linie (akumulace
kalcia kolem bunék, barveni alizarinovou Cerveni, exprese osteopontinu a
alkalické fosfatazy - Obr. 1). Kultivacni a diferenciacni protokoly byly v zdsadé
shodné s témi, které byly pouzivany ptredtim (Gartner S, 1980) a jsou pouzivany
dosud (Minguel J], 2001).

Pittengerova prace, jakkoli dilezita, vedla k jedné dtleZité miskoncepci
pfi dvahach o vyuzZiti MSC v regenerativni mediciné. Vzhledem k moZnosti
ovlivnéni diferenciacnich vlastnosti MSC in vitro bylo predpokladano, Ze tyto
bunky se budou chovat podobné i in vivo, kde budou k prislusné diferenciaci
vedeny tkanové specifickymi cytokiny. Tato miskoncepce stadla za celou radou
neuspéSnych Kklinickych studii az do doby, nez byla vyvracena (viz niZe).
V souvislosti s dlouho znamou schopnosti MSC podporovat hematopoezu se
ovSem objevila uspéSna klinicka studie (nebo alespon byla jako uspésna
interpretovana), ktera prokazala ucinnost autolognich in vitro kultivovanych
hMSC pti obnové krvetvorby po vysokoddvkované chemoterapii s podporou
autolognich krvetvornych bunék (autologni transplantaci - Ko¢ ON, 2000).

Obr. 1 - Pittenger MF, 1999. Diferenciace MSC do specializovanych bunék. Barveni olejova
cerven (A), imunohistochemie na kolagen II (B) a alizarinova ¢erven (C).

Osteo

Od roku 2000 byly mezenchymové stromalni bunky ¢i bunky jim podobné
ziskany z celé rady zdroji, od dospélych jedinci i z fetalnich tkani. Od dospélych
jedincti predevsim z tukové tkané (Gimble JM, 2007), endometria (Schuring AM,
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2011), zubni pulpy (Gronthos S, 2000), periferni i menstruacni krve (Villaron
EM, 2004; , Musina RA, 2008), slinné 7lazy (Rotter N, 2008), kiize Ci predkozky
(Najar M, 2016) a synovidlni membrany (De Bari C, 2001). Z fetalnich tkani to
pak jsou koncetinové pupeny (Jiao F, 2012), amniova tekutina i amniova
membrana (In 't Anker PS, 2003; Soncini M, 2007), placenta (Kmiecik G, 2015),
pupecnikova krev (Jaing TH, 2014) i pupecnik (Ding DC, 2015).

V souvislosti s novymi zdroji MSC bylo rovnéz zjisténo, Ze MSC je moZno
diferencovat nejen do tkani mezodermového ptivodu (kost, chrupavka, tukova
tkan, sval, Slacha), ale i do tkani ptvodu ektodermového (gliové a neuralni
bunky) ¢i endodermového (hepatocyty, beta buniky Langhansovych ostrivki).
Plasticita MSC do urcité miry souvisi s jejich plivodem - bliZe viz kapitola 1.3.
Vzrostl téZ zajem o imunomodulacni schopnosti MSC, které, jak bylo posléze
zjiSténo, tvori zadklad jejich plisobeni, a to i co se tyCe tkanové regenerace
(Caplan AJ, 2015). V souvislosti snovymi zdroji hMSC byly hodnoceny
diferencia¢ni potencidly a profily genové exprese hMSC ziskanych z rznych
tkani (Silwa VA jr, 2003; Panepuci RA, 2004; Via AG, 2012; Li X, 2014; Elahi
KC, 2016; Henrich D, 2016).

Co se tyce aplikaci v oblasti regenerativni mediciny, byly zkouSeny rtizné
zplsoby pripravy a aplikace MSC. Byly pokusy o prediferenciaci MSC do tkanové
specifickych prekurzori in vitro pred jejich in vivo podanim (Yoon E, 2007; Ye X,
2012), hodné praci se zabyvalo a zabyva pripravou riznych scaffoldi (termin
priblizné prelozitelny jako leSeni), na nichZ by bylo moZno MSC predpéstovat
s cilem vloZeni celého komplexniho produktu tkanového inzenyrstvi do mista
organového defektu (Warren SM, 2004; Ciapetti G, 2012; Michel ], 2016).
Vzhledem k tomu, Ze tyto postupy byly limitovdny omezenou migraci hMSC do
scaffoldi a omezenou difusi zivin a kysliku do vrstvy MSC, ktera nemohla byt
silnéjSi neZ 1 mm, byly vyvijeny postupy, jak MSC na scaffoldy ucinnéji nasadit
(Takahashi Y, 2004; Knight RL, 2005; Yamanaka K, 2015), pripadné jak
vytvaret komplexnéjsi trojrozmérné struktury (MSC sferoidy - Suenaga H,
2015) ¢i tkané tvorené nékolika typy bunék, vcetné endotelovych. In vitro
produkci komplexnéjsSich tkani umoznily bunécné tiskarny, které umoziuji i
tisténi na scaffoldy nebo nasazovani bunék do rizné definované extracelularni
matrix (Snyder J, 2015; Yoon E, 2016; Mandrycky C, 2016). Objeveni nového
mechanismu piisobeni MSC jako sekretorickych bunék, produkujicich riistové
faktory a cytokiny (Iyer SS, 2008; Meirelles Lda S, 2009; Via AG, 2012) vedlo ke
zplsoblim, které umoZziuji tuto tvorbu usmeérnit, at' jiz jde o vneseni konstitivné
exprimovanych genti (napft. pro BMP-2 v pripadé kostni regenerace - Peterson B,
2005) nebo o polarizaci do rliznych fenotypi (Waterman RS, 2010). Neni
ovSem tieba zdlraznovat, Ze tyto moderni postupy druhé ¢i tfeti generace jsou
provadény pouze jako preklinické experimenty a jejich vyuziti v klinice rozhodné
neni na poradu dne - mozna je dnes jesté vzdalenéjsi, nez jsme si mysleli pred
deseti ¢i patnacti lety. Klinické studie vesmeés vyuzivaji hrubych hMSC pripravki
prvni generace (¢imzZ myslim pripravu MSC klasickym zptisobem, ev. s vyuZitim
lidské plazmy obohacené o destickové riistové faktory misto FCS - Bieback K,
2009), a to jednak proto, Ze do jejich vyvoje bylo vloZeno jiZ priliS mnoho
investicnich prostiedkii, jednak zdvodl regula¢nich, nebot ¢im slozitéjsi
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produkt, tim je jeho schvaleni regulacnimi agenturami sloZitéjSi a moZnosti jeho
vyuZiti omezené;jsi.

1.2. Charakterizace mezenchymovych stromalnich bunék

1.2.1. Plivod mezenchymovych stromalnich bunék

Fyziologicky jsou prekurzory mezenchymovych bunék pritomny v
perivaskuldrni oblasti malych cév jako tzv. pericyty (Crisan M, 2008), ze kterych
vznikaji jako reakce na poSkozeni ¢i zanét stromalni bunky. Pericyty vice ¢i méné
(Vezzani B, 2016) odpovidaji kultivacnim artefaktlim oznacovanym jako MSC (tj.
bunkam vykultivovanym in vitro), avsak reaguji pfimo na problémy vzniklé
\ ]e]1ch blizkosti. Produkci cytokini a trofickych faktor pak:

inhibuji ischemif indukovanou apoptézu,

- inhibuji tvorbu jizevnaté tkané,
- stimuluji vaskulogenezu,
- stimuluji mitézu orgdnové spefickych prekurzori (Caplan Al, 2006;

Caplan Al, 2011).

Tyto mechanismy udc¢inku jsou vyrazné odliSné od plvodni predstavy
ohledné jejich regenerativnich schopnosti, jak bude pojednano dale. Zkratce
"MSC" se timto dostalo nového vyznamu: Medicinal Signalling Cells (Caplan Al,
2015).

1.2.2. Definice mezenchymovych stromalnich bunék

Po roce 2000, kdy se jako zdroje MSC zacaly prosazovat jiné tkané nez
krvetvorna dren, bylo nutno definovat spole¢né vlastnosti (minimalni kritéria),
ktera umozZni urcit, ktera burka je mezenchymova kmenova burika a ktera nikoli.
Toto bylo definovano v konsenzu Mezinarodni spolecnosti pro bunécnou terapii
(Dominici M, 2006), kdy byly jako MSC definovany burky, které se vyznacuji:

- adhezi k plastu,

- exprimuji znaky CD73, CD90, CD105 a pritom neexprimuji znaky
hematopoetickych linii (CD14, CD34, CD45) ani HLA-DR antigen,

- jsou schopné diferenciace minimalné do adipogenni, chondrogenni a
osteogenni linie.

Soucasné bylo v tomto konsenzu doporuCeno pouzivat misto nazvu
mezenchymové kmenové buiiky ndzev mezenchymové stromalni bunky (zkratka
MSC zistava stejna pro oba vyrazy).

V pribéhu dalsiho vyvoje doslo k jistym otazkam ohledné této definice,
zejména co se tyCe exprese CD34 antigenu (je exprimovan cerstvé izolovanymi
bunky stromalni vaskularni frakce tukové tkané, ale ztracen pri nasledné
kultivaci (Scherberich A, 2013), ale k dalSimu upfresnéni téchto kritérii dosud
nedoslo.
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1.2.3. Kultivace mezenchymovych stromalnich bunék a
jejich chovani v bunécné kulture

Vzhledem k tomu, Ze pericyty jsou pritomny ve vSech vaskularizovanych
tkanich, 1ze predpokladat, Ze i MSC je mozné ziskat odkudkoli. Toto se do znacné
miry potvrdilo, jak uvedeno v kapitole 1.1. Jako zdroj MSC se osvédcily zejména
tkang, které:

- jsou snadno pristupné, a/nebo:

- obsahuji velkd mnozstvi MSC, a/nebo:

- ziskané MSC maji specifické vlastnosti, vétSinou vyraznou schopnost
expanze a nadprimérnou plasticitu.

Vzhledem k nemoZnosti pokryt celou tuto oblast se zamérime pouze na
zplsob ziskavani a kultivaci bunék z kostni diené, s prihlédnutim k bunkam z
adipozni tkané (tzv. adipose derived stem cells, ADSC). K ostatnim jen dvé
poznamky: Fetalni tkané se oproti dospélym vyznacuji obecné vyssi proliferacni
aktivitou a vétsi plasticitou, z dospélych tkani se pak vlastnostmi vydéluji bunky
ziskané ze zubni pulpy, které nepochazeji z mezodermu, ale neuralni ryhy a
z tohoto dlivodu se dobie diferencuji do neurdlnich bunék (Vollner F, 2009;
Wang J, 2010).

Jak jiz diive uvedeno, tradi¢nim zdrojem MSC je kostni dien, kde byly
ostatné i objeveny. MSC z kostni dfené rovnéz predstavuji standard, s nimZ jsou
porovnavany vlastnosti MSC z jinych tkani, zejména jejich schopnosti ristu,
diferenciace, imunomodulace a téz jejich profily genové exprese (Panepucci RA,
2004; Tsai MS, 2007; Li X, 2014; Elah KC, 2016). U malych zvirat (mysi, krysy)
se kostni dren ziskava vyplachem dlouhych kosti, predevsim femurd, u ¢lovéka a
jinych velkych savci (psi, prasata, ovce, koné) se ziska aspiraci ze dietiové dutiny
velkych kosti. Aspirat by se mél spravné oznacCovat terminem kostni krev, t;.
jaderna frakce kostni diené a diefiové tramecky smisené s periferni krvi, z niZ se
nasledné centrifugaci na Ficollu ¢i jiném sacharidovém gradientu ziska buffy coat
(koncentrovana jaderna frakce bez erytrocytii a dienovych tramecki). Bunky
z buffy coatu (tzv. BMMC - bone marrow mononuclear cells) jsou pak nasazeny
do kultivacniho média v plastovych miskach ¢i lahvich a neadherentni frakce je
odmyta za 24-72 hodin po nasazeni (Caterson EJ, 2002).

Celkové je mozZno vyvoj kultur hMSC charakterizovat podobnym
zplsobem jako vyvoj ostatnich kultur nenddorovych lidskych bunék. Po tzv. lag
fazi (24-48 hod), v pribéhu které probiha prizplisobovani bunék kultivacnim
podminkam ndasleduje exponencialni faze ristu. U hMSC ziskanych z kostni diené
dochazi po ivodnim nasazeni adherentnich bunék na plast ke vzniku konfluentni
¢i semikonfluentni vrstvy (90-95% pokryvu kultiva¢ni nadoby) zhruba za 2-4
tydny po nasazeni, coZ je del$i doba neZ naprt. u tukové tkané, kdy ke konfluenci
dochazi jiz po 10 dnech (Musina RA, 2005; Musina RA, 2007), ale kratsi nez u
placentalnich bunék, kdy ke konfluenci dochazi béhem 2 mésicii. Toto mtze byt
zplsobeno vyssi expresi gend spojenych z bunéénym cyklem u pivodné rychleji
rostoucich bunék nebo i tim, Ze v jiz pti tvodni izolaci miiZe byt urcité procento
hMSC senescentnich (Wagner W, 2005; Ksiazek K, 2008). Kazdopadnég, tato
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faze se nazyva faze plateau, kdy buriiky jiz dale nerostou. Za této situace je mozno
buiiky sklidit a pouzit k dalSim experimentiim, nebo je rozdélit do subkultur
(vétSinou obsah jedné kultiva¢ni nadobky se déli do 3-5 nddobek - Soukup T,
2006). Lidské buriky vSak neni moZno timto zplisobem kultivovat donekonecna,
protoZe jsou schopné pouze cca 40-50 kultivac¢nich déleni (tzv. Hayflickiv limit,
Poté prichazi tzv. faze senescence, kdy buiky ziskavaji plachtovitou, ¢asto
lamelovanou morfologii, jadro ma misto nékolika jadérek jen jedno, casto
centralné uloZené a vyskytuji se vicejaderné bunky. Senescentni bunky ztraceji
schopnost dalSiho déleni a zanikaji apoptézou. Pokud se tyto buniky dale déli,
dochazi ke vzniku aneuploidii a bunky casto konc¢i sviij Zivot mitotickou
katastrofou (Estrada JC, 2013). Druhou mozZnosti je, Ze u jedné ¢i vice
senescentnich bunék dojde k tzv. transformaci, vzniku nesmrtelného a v zasadé
nadorového klonu. Pravdépodobnost transformace je zavisla na typu Zivocicha
(u malych zvirat kni dochazi Castéji), ale téZ na typu tkané, zniz je kultura
odebrana. Transformace je pomérné casta u kultur lidskych epitelovych bunék
zprsni Z7lazy, ponékud méné pravdépodobnd u fibroblasti téhoz ptvodu,
zatimco vlidskych mezenchymovych bunkach se prakticky nevyskytuje
(Romanov SR, 2001; Bernardo ME, 2007). Senescentni bunky kromé
schopnosti déleni ztraceji i schopnost diferencovat se do specializovanych linii a
imunosupresivni schopnosti (Kziasek K, 2009). Proliferativni senescenci je
mozno oddalit péstovanim bunék v hypoxickych podminkach nebo pridani
destickového lyzatu ¢i primo ristovych faktort FGF-2 ¢i PDGF (Ito T, 2007; Tsai
CC, 2011; Groffiths S, 2013; Zhang JM, 2016).

VySe popsany vyvoj bunécné kultury je schematicky zachycen na Obr. 2.
Na Obr. 3 jsou pak zobrazeny kultury mezenchymovych stromalnich bunék
kultivované klasickym zplsobem (alfa-MEM + FCS) vrlznych fazich vcetné
pocinajici senescence.

Co se tyce vytézku hMSC ziskdvanych riiznymi zpiisoby a rychlosti jejich
kultivace, nachazime ve starsi literature pouze kusé, nesystematicky zpracované
udaje. Je nutno rovnéz mit na paméti, Ze nékteré kultivatni metody vyvinuté
komercnimi firmami nebyly zvefejnény a nad deklarovanymi vytézky jejich
metod nezasvéceny ¢lovék jen vrti hlavou.

V kratkosti lze rici, Ze konecny vytéZek hMSC souvisi s vékem darce,
odebiranou tkani, zptisobem odbéru materidlu (u kostni dfené je vice malych
porci lepsich neZ jedna velkd porce - Muschler GF, 1997), didle na hustoté
nasazeni a kompozici média. Vzhledem k tomu, Ze naSe studie probihaly s
bunkami ziskanymi z kostni diené, budeme se vénovat predevsim jim.

Zasadni diilezitost ma hustota nasazeni. Historicky bylo postulovano, Ze
bunky potrebuji urcitou minimalni hustotu k tomu, aby byly schopné
proliferovat (Zhu H, 2004). Co se ty¢e MSC, van den Bos kdysi stanovil tuto
hustotu na 5000 BMMC/cm? (van den Bos C, 1998). To se ovSem ukazalo jako
prilis vysoké cislo a dalsi prace tuto hustotu stanovily na 50-1000 BMMC/cm?2
(Sekiya I, 2002; Sotiropoulou PA, 2006). Bylo zjisténo, Ze po
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Obr. 2 - obecna schéma vyvoje bunécné kultury (véetné subkultivaci)
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nasazeni BMMC v mnoZstvi 1000 BMMC/cm? jsou MSC schopné zhruba 30-
nasobné expanze, zatimco v mnozstvi 50 BMMC/cm? je expanze az 500-nasobna
(Sekiya I, 2002). Jesté dal zaSel Colter (Colter DC, 2000), ktery pti velmi nizké
denzité (1.5-3 BMMC/cm?2) dosahoval az 2000-ndsobné expanze. Na druhou
stranu je pochopitelné nutno vzit do uvahy, Ze z hlediska absolutniho poctu je
mnozstvi MSC ziskané pti denzité nasazeni 1000 bb/cm?2 vySsi neZ pti nasazeni
pti extrémné nizkych denzitach, jak vyplyva z prosté trojclenky. Jinou otazkou je
kvalita bunék, ziskanych pri rtiznych poctech nasazenych BMMC.

Dilezity je i vybér séra. Ve zptsobu kultivace, kterou jsme vysSe nazvali
"klasickou", je uzivano FCS v 10-20% koncentracich (Meuleman N, 2006;
Kosmacheva SM, 2008). Pro optimalni ucinnost FCS je nutné testovat rlizné
Sarze, coZ je ¢asové i financné narocné (Shahdadfar A, 2005). Bezsérova média
jsou sice k dispozici, ale pouZivaji nepublikované kombinace syntetickych
suplementi a riist MSC v téchto médiich je jen marginalné lepsi nez v médiich s
FCS (Meuleman N, 2006). Pochopitelné, tato média jsou rovnéz nasobné draZzsi.
Vyraznych uspéchii bylo ziskano pri pouziti lidského destickového lyzatu, ktery
obsahuje tadu rlstovych faktorti. 5% destickovy lyzat je lepsi nez 10% FCS
(Capelli D, 2007). Destickovy lyzat se tak patrné stane novym "zlatym
standardem” pti pripravé hMSC pro klinické ucely.

Dalsi dileZitou otazkou je eventudlni uziti cytokind. Bylo identifikovana

celd rada cytokinti, ktera bud’ povzbuzuje nebo brzdi rist MSC (Tab 1). Vliv
riznych kombinaci na proliferaci hMSC byl publikovan pouze ziidka (Gronthos
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S, 1995), bezesporu vsak tyto otazky byly zkoumdany velmi bedlivé a ziskané
poznatky byly pouzity pro piipravu komercné uzivanych suplement.

Obr. 3 - vyvoj bunécéné kultury hMSC z kostni di‘ené kultivované v alfa-MEM s fetalnim
telecim sérem. A - primokultura 4. den po nasazeni, jednotlivé vietenité bunky. B - jina
primokultura 4. den po nasazeni, patrné jsou cetné mitozy (oznaceny hvézdickou). C -
konfluentni primokultura den 15 po nasazeni. D - 3. subkultura tvofena prevazné
senescentnimi bunikami (plachtovity tvar, lamelovani). Nepublikovany obrazek.
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Tab. 1 - vliv riiznych cytokinii na proliferaci hMSC z kostni direné

Cytokin  Efektivni davka Proliferacni efekt Odkaz

IL-3 10 ng/ml zvysuje Kziasek K, 2009
IL-17 50 ng/ml zvysuje Huang W, 2006
EGF 10-100 nM zvysuje Tamma K, 2006
FGF-2 3 ng/ml zvysuje Solchaga LA, 2005
FGF-4 30 ng/ml zvysuje Quito FL, 1996
FGF-8 50-100 ng/ml zvysuje Valta MP, 2006
HB-EGF 5-50 ng/ml zvysuje Krampera M, 2005
HGF 20 ng/ml snizuje Forte G, 2006
IGF-1 100 ng/ml zvysuje Longobardi L, 2006
M-CSF 25 ng/ml zvysuje Jing-Xiang F, 2004
PDGF 0.4 nM zvysuje Fekete N, 2014
TGF-betal 5 ng/ml snizuje Heldin CH, 2009
TGF-beta2 10 ng/ml snizuje Heldin CH, 2009
VEGF 10 ng/ml zvysuje Ponts J, 2008

Vzhledem Kk narftstajici popularité MSC ziskanych z tukové tkané vénujme
alespon odstavec i jim. Tukova tkan je ziskavana predevsim liposukci. Velikost
vstupniho materidlu je s kostni dieni nesrovnatelnd (mtZze jit tieba o pil
kilogramu tkané nebo i vice). Po ociSténi materidlu v PBS (nékdy s antibiotiky)
probéhne homogenizace vzorku: narezani skalpelem a opakované pipetovani.
Homogenizat je pak traven 0.075% roztokem kolagenazy typu I v PBS po dobu
30 minut pri 37°C. Kolagendza se neutralizuje pridavkem alfa-MEM s 20%
tepelné inaktivovanym telecim sérem a znovu probéhne pipetovani
k dezintegraci zbyvajicich tukovych agregati. Vzorek je potom nékolikrat
centrifugovan (2000 rpm po 5 min), aby se oddélily tukové bunky (svrchni
frakce) a tzv. stromalni vaskularni frakce (SVF), ktera vytvoii peletu na dné
zkumavky. SVF je opét homogenizovana a posléze prefiltrovana pies 70 um filtr.
Dal8i kultivace probiha podobné jako u BM-MSC (Bunnell BA, 2008). Opét,
obsah ADSC ve stromalni vaskularni frakci je nesrovnatelny s obsahem MSC
v kostni krvi (3-7% v. 0.01-0.1%). Vzhledem k velkému mnoZstvi vstupniho
vzorku a velkému mnoZzstvi MSC v SVF je moZno pouzivat tyto bunky
k terapeutickym dcellim i bez kultivace (tzv. Cerstvé izolované kmenové bunky
z tukové tkané - Algarbi Z, 2014). Ziskavani cerstvé izolovanych ADSC bylo
rovnéz automatizovano pro podminky spravné vyrobni praxe (Fraser JK, 2014).

1.3. Diferencia¢ni schopnosti mezenchymovych stromalnich
bunék in vitro

1.3.1. - Mezodermalni tkané

Vzhledem ktomu, Ze MSC pochazeji z mezenchymadlni linie, neni velké
pirekvapeni, Ze jsou schopné diferencovat do mezodermalnich tkani. U ptivodné
izolovanych MSC zkostni drené se pokladalo za logické, Ze se dokazaly
diferencovat do osteoblastli a chondroblastii (hojeni kosti), i do adipocytl
(ndhrada krvetvorné tkané tkani tukovou u starsich jedinci). Z pohledu logiky
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neni jasné, pro¢ by se mély hMSC diferencovat do svalovych bunék
(kardiomyocytii, pricné pruhovanych i hladkych svalli), coz je ovSem
vysvétlitelné vyuzivanim hypometylacnich agens pro tyto ucely (viz dale).

Klasicky se pro ucely diferenciace (nejen do mezodermovych rad)
pouzivaji suplementy do rlistovych médii, které ovsem vétSinou navozuji
nefyziologické diferencia¢ni podminky. Priikazy diferenciace se pak provadéji
funk¢éné (akumulace kalcia, elektricka drazdivost svalovych bunék) a expresi
gent typickych pro prislusné tkané.

Diferenciace do osteogenni linie je provadéna pridanim dexamethasonu,
kyseliny askorbové a beta-glycerolfosfatu do kultivatniho média (Caterson E],
2002; Muruganandan S, 2009). Proces trva 3-4 tydny, po kterych se zjistuje
mineralizace kultury pomoci von Kossova barveni (obr. 4A) nebo pomoci
barveni alizarinovou cerveni. Osteoblasticka diferenciace probiha nékolika
stadii, priCemz pro ¢asné stadium je dileZzita exprese runt-related transkrip¢niho
faktoru 2 (Runx2 - Neve A, 2011). V dalsich fazich jsou exprimovany dalsi
transkripc¢ni faktory jako osteopontin nebo kostni morfogenicky protein 2 (BMP-
2), ktery sdm o sobé miiZe diferencovat hMSC do osteogenni (Dorman Lj, 2012),
ale vnékterych situacich i do adipogenni linie. Genem exprimovanym
v terminalnim stadiu diferenciace je alkalicka fosfataza (ALP), jejiz genovou
expresi je mozno méfit pomoci PCR nebo stanovovat hladinu enzymu
v kultivacnim médiu biochemicky. Zajimavé, avSak logické je, Ze osteogenni a
adipogenni diferenciace jsou mutualné exkluzivni (Kang Q, 2009).

Diferenciace do adipogenni linie probiha ve dvou fazich: prvni faze je
determinacni a druha terminalné diferenciatni (Muruganandan S, 2009). Pro
diferenciacni ucely se pouziva tritydenni kultivace v médiu suplementovaném
inzulinem, dexamethasonem, indomethacinem a isobutylxanthinem (Caterson
EJ, 2002). Béhem determinacni faze zachovavaji preadipocyty fibroblasticky
vzhled, v terminalni fazi pak akumuluji tukové kapénky, které jsou prokazatelné
olejovou cerveni (obr. 4B). Determinacni a diferencia¢ni faze je nékdy
navozovana i sekventnim protokolem, kde se stiidd induk¢ni médium a
diferencia¢ni médium. Jinym zplisobem adipogenni diferenciace je pouziti
antidiabetika rosiglitazonu (Contador D, 2015) spolu s dexamethasonem. Tato
metoda je s vyvhodou pouZivana pri diferenciaci prasecich MSC, na které klasické
diferencia¢cni médium nefunguje (M. Kalbacova, personalni komunikace).
Specificky exprimovanymi geny pak jsou peroxizomovym proliferatorem
aktivovany receptor gamma (PPAR gamma), adipocytovy protein 2 (aP2) a
lipoproteinova lipaza (LPL - Pittenger MF, 1999; Rosen ED, 2006).

Chondrogenni diferenciace pouziva rlznych koktejld, vnichZ hraje
prominentni roli transformujici riistovy faktor beta (TGF-beta, vétSinou isoforma
TGF-betal ¢i TGF-beta3). Dale se pouZziva inzulin-transferrin-selenium (ITS),
kyselina linolenova, askorbat a dexamethason (Mackay AM, 1998; Pittenger MF,
1999; Caterson EJ, 2002). Klasicky se pouzivd 3D kultivace v hypoxickém
prostredi, v kénické zkumavce a v médiu bez suplementace sérem, ale jsou i
protokoly pro dvourozmérnou chondrogenni diferenciaci (Khanmohammadi M,
2012). Kromé Kklasického protokolu je moZno pouZit i protokoly
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s parathormonem (Zhang Y, 2104), ¢i inzulinu podobnym riistovym faktorem I
(IGF-I) spolu s BMP-2 (An C, 2010). V priibéhu chondrogenni diferenciace je
produkovan kolagen II, ktery je moZno prokazat pomoci PCR (genova exprese) €i
imunohistochemicky po vytvoreni histologickych rezi chrupavcitych agregatl
(obr. 4C, D).

Obr. 4 - Pytlik R, 2009. Diferenciace hMSC kultivovanych v CellGro™ s lidskym sérem a
suplementy. A - osteogenni diferenciace, Von Kossovo barveni, 100x. B - adipogenni
diferenciace, barveni olejovou cerveni, 100x. C - chondrogenni diferenciace, alcianova
Cervei, 200x. D - imunofluorescencni barveni na kolagen II. Kolagen II - barveni Cy3
(Cervené), bunécna jadra barveni DAPI (modie).

100 pm

Pred dvaceti lety bylo zjiSténo, Ze mezenchymové kmenové bunky se
diferencuji do svalovych bunék po pridani 5-azacytidinu (Wakitani S, 1995).
Svalové diferencované bunky exprimovaly svalové specifické proteiny jako je
tézky retézec myozinu beta (beta-myozin heavy chain), alfa-srde¢ni aktin a
desmin a byly schopné synchronizované kontrakce vbunécnych kulturach.
Pozdéji byly specifikovany protokoly pro diferenciaci bunék do kardiomyocytt
(Xu W, 2004), kosternich svalli (Narita Y, 2008) i hladké svaloviny
(Haghighipour N, 2012). Na druhé strané bylo zjiSténo, Ze ve fyziologickych
podminkach se MSC do svalG nediferencuji, i kdyZz zlepsSuji vaskulogenezu a
hojeni poskozeného svalu (Uezumi A, 2014). V soucasné dobé jiZ neni svalova
diferenciace MSC tak prekvapiva, protoZe jednak zndme jejich pericytovy ptvod
(Crisan M, 2008) a tudizZ jejich dlohu ve vyvoji cévni stény, jednak vime, Ze 5-
azacytidin je demetylacni agens, které je schopné odstranénim metylovych
skupin genovych promoterti umoznit transkripci spicich gend, a to nejen svalové
specifickych, ale i osteoindukcnich (Zhou GS, 2009; Supokawej A, 2013).
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Specifické (nendhodné) demetylace diferenciacnich gend je vyuzZivano i
terapeuticky, jmenovité v maligni hematologii (Buckstein R, 2011).

1.3.2. - Ektodermalni tkane

Extenzivné byla zkoumana schopnost diferenciace MSC do bunék nervové
tkané. BudiZ rovnou feceno, Ze jde o nejkontroverznéjSi polozku mezi
diferencia¢nimi schopnostmi MSC. Logicka je schopnost neurogenni diferenciace
u MSC ze zubni pulpy, protoZe tyto bunlkky pochazi z neurdlni liSty (Vollner F
2008; Wang ], 2009), zde bylo dokonce postulovano, Ze MSC ze zubni pulpy
mysi, které se vzapéti diferencuji do odontoblastii, ve skuteCnosti pochazeji z
neuroglii (Kaukua N, 2014). Nicméné i MSC z jinych tkani byly diferencovany v
cholinergni ¢i dopaminergni neurony za pomoci ristovych faktort (fibroblastovy
ristovy faktor - FGF, epidermadlni rlstovy faktor - EGF, hepatocytarni riistovy
faktor - HGF, glidlni neurotroficky rastovy faktor - GDNF, mozkovy
neurotropicky faktor - BDNF, Safford KM, 2002; Naghdi M, 2009; Datta I,
2011) i  faktorG  chemickych  (retinova  kyselina, = 5-azacytidin,
isobutylmetylxanthin, indomethacin (Pavlova G, 2012). Astroglie rovnéz
podporovaly diferenciaci MSC do neuront (Chu Q, 2008), na druhou stranu
transplantace MSC spolu s gliovymi bunikami nemély synergisticky efekt pri
1é¢bé misSniho poranéni u potkanti (Amemori T, 2010). Nelze vSak pominout ani
skeptické hlasy. Nékteri autori uvadéji, Ze neuralné diferencované MSC nejsou
skute¢nymi neurony, ale pouze exprimuji neuralni markery (Rooney GE, 2009),
z nichZ nékteré (nestin, enoldza2, MAP1b) jsou detekovatelné i v
nediferencovanych MSC kulturach (Tondreau T, 2004). Co se tyCe konkrétné
nestinu, ten je navic exprimovan i v koncetinovych pupenech, v myoblastech v
priabéhu svalové regenerace a epitelovych buiikdch, navic nestin-pozitivni
populace MSC se pohotovéji diferencuje do kosterniho a svalového svalstava in
vitro a zlepSuje hojeni myokardu in vivo (Shiota M, 2007). Nabyvani tvaru
"nervovych bunék" v kulture je zplisobeno zménami v cytoskeletu a nikoli
tvorbou funkcnich dendritl (Neuhuber B, 2004). PiestoZe bylo publikovano
zapojeni MSC do funkcnich neurosfér (Wislet-Gendebien S, 2005) a schopnost
tvorby synapsi vcCetné evokace akcnich potencidld, nebylo prokazano, Ze
synapticky prenos by se odehraval pomoci neurotransmitteri. Navic ak¢ni
potencialy byly neobycCejné slabé a nebylo mozZno je vyvolavat rychle a
opakované (Cho K], 2005; Wislet-Gendebien S, 2005). Schopnost MSC chranit ¢i
regenerovat nervovou tkan v rliznych zvirecich modelech je plné vysvétlitelna
jejich imunomodula¢nim pisobenim (Urdzikovd LM, 2014) a sekreci trofickych
faktorli, jako je vaskularni endotelovy rilistovy faktor (VEGF), fibroblastovy
ristovy faktor (FGF-2), epidermalni ristovy faktor (EGF), neurotropin-3 (NT3),
HGF a BDNF (Wilkins A, 2009, Wang F, 2010).

1.3.3. - Endodermalni tkane

Na rozdil od kontroverzni neuralni diferenciace je diferenciace MSC do
hepatocytli a pankreatickych beta bunék vesmeés ptijimana jako fakt, i kdyz u
hepatocytli rovnéz nelze predpokladat, Ze by Slo o plnohodnotné buiiky,
suficientni pro klinické pouziti. Hepatocyty se diferencuji z MSC pomoci dvou
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kroki: diferenciace se dosahuje podanim EGF, FGF-2 a nikotinamidu v priibéhu
jednoho tydne. Maturace je dosahovana pomoci onkostatinu M, dexamethasonu
a ITS (Lee KD, 2004; Stock P, 2014). Takto diferencované buiky exprimuji
tkanové specifické markery jako je albumin, alfa-fetoprotein a zejména
transkripc¢ni faktor jaderny hepatalni protein 4 alfa (HNF-4alfa - Parvi F, 2003).
Cim je tohoto faktoru vice (vyuZiva se napt. transfekce genem pro tento protein -
Hang H, 2014), tim je diferenciace leps$i. DalSim zkoumanym diferenciacnim
faktorem je valproova kyselina, piisobici pres drahy proteinové kinazy B (AKT) a
extracelularnimi signdly regulovanych kinaz (An SY, 2014). Je ovSem nutno
podotknout, hepatocyty se mnohem lépe diferencuji z indukovanych
pluripotentnich bunék (iPSC - Wu YM, 2016).

Lidské MSC zriznych tkani (kostni dien, tuk, zubni pulpa, amniova
tekutina, pupecnikové a placentarni tkané - Criscimanna A, 2012; Kim J, 2012;
Kanafi MM, 2013) se podarilo uspésné diferencovat v beta buiiky pankreatu,
které produkuji inzulin in vitro a koriguji hyperglykémii po transplantaci do
mys$i, kterym byly vlastni beta bunky zlikvidovany streptozocinem (Tang DQ,
2012; Gabr MM, 2013). Diferenciace MSC do beta bunék je dosahovano bud’
parakrinnimi a rlstovymi faktory pritomnymi v pankreatickém prostredi
(Phandis SM, 2011) nebo chemicky aktivinem A, butyratem sodnym, taurinem a
nikotinamidem (burky zubni pulpy, Govindasamy V, 2011). Bohuzel se zda, Ze
hMSC diferencované do beta bunék mohou podlehnout maligni transformaci
v dlouhodobé kulture (Tang DQ, 2012).

1.4. Mechanismy pusobeni mezenchymovych stromalnich
bunék in vivo

1.4.1. - zakladni predpoklady

Na zacatku 21. stoleti se predpokladalo, Ze MSC plisobi na regeneraci
tkané tfemi mechanismy:

- proliferaci a transdiferenciaci,

- fuzi se specializovanymi buiikami poskozeného organu,

- sekreci chemokini, cytokinti a riistovych faktori.

V priibéhu dalsiho vyzkumu se ukazalo, Ze hlavni roli, pfinejmensim u
Clovéka, hraje treti mechanismus. Proliferace a transdiferenciace hraji
podruznou tulohu a fize patrné ulohu zanedbatelnou. Piesto se o vSech tifech
mechanismech zminime, protoZe i vyzkum transdiferenciace a fuze in vivo
prispél k naSemu pochopeni regeneracnich mechanismii poskozenych tkani a
také proto, Ze experimentalni modely, které se zdaly tyto koncepty potvrzovat,
nebyly zasadné Spatné. Pouze se nepocitalo s tim, Ze lidské hMSC se jiZ svymi
zakladnimi vlastnostmi tolik odliSuji od MSC jinych savci (Javazon EH, 2001).
Dale je treba mit na pameéti, Ze kostni dren, jejiZ transplantace poprvé ukazaly na
regeneracni potencial kmenovych bunék i pro 1écbu jinych onemocnéni nez jsou
poruchy krvetvorby, obsahuje kromé MSC i krvetvorné kmenové bunky (HSC),
které rovnéz mohou transdiferencovat do jinych tkani. Vzajemny podil HSC a
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MSC v regeneraci nehematopoetickych organti po alogenni transplantaci kostni
drené je nejasny (Catacchio I, 2013).

Zptsob, jakym MSC podporuji krvetvorbu, je svym zplisobem unikatni.
PovétSinou rovnéz zahrnuje chemotaktické a trofické pisobeni, avsak nikoli v
dualité MSC-krvetvorna burika, ale v ramci tzv. hematopoietické niche (Calvi LM,
2015). Tomu bude vénovana zvlastni podkapitola.

Predpokladem pro regeneraci tkani jakymkoli mechanismem je tspésné
zachyceni (homing) a retence kmenovych bunék v poskozené tkani. MSC je
moZzno podat bud systémové (nejcastéji v intravendzni, eventudlné
intraarterialni infusi, ale i intraperitonealné ¢i podkoZzné - Gao J, 2011; Devine
SM, 2003; Israel M, 2003; Francois S, 2006; Meyerrose TE, 2007) nebo lokalné.
Lokalni podani pak miZe byt ve formé suspenze bunék injek¢né aplikovanych do
poskozené tkané (Hao C, 2016) nebo na bunécnych leSenich, scaffoldech (Yoon
E, 2007; Liu G, 2010; Chen W, 2013).

Systémové podani MSC hlodavciim vedlo k preferen¢nimu homingu hMSC
v plicich, jatrech, ledvinach a sleziné a vysledky byly podobné, at' jiZ se jednalo o
alogenni krysi model (Gao J, 2001) nebo xenotransplantaty hMSC do
imunodeficientnich mysi (Devine SM, 2003; Israel M, 2003; Francois S, 2006;
Meyerrose TE, 2007). Zadrzovani infundovanych hMSC v plicich bylo moZno
casteCné zablokovat soucasnym podavanim vazodilatancii v dobé infuse MSC
(Gao ], 2001). V Meyerroseho praci (Meyerrose TE, 2007) nebyl pozorovan
rozdil v distribuci hMSC podanych intravendézné, intraarteridlné,
intraperitonealné ¢i subkutanné: nejvice lidskych bunék bylo nalezeno v plicich
(37/10 000 krysich bunék) a ve sleziné (15/10 000), v ostatnich organech byly
nalezeny nejvySe jednotky lidskych bunék na 10 000 krysich a ve skeletalnim
systému byl pomér pouze 0.75/10 000. Dale bylo zjisténo, Ze celotélové ozareni
zlepSuje prihojeni hMSC v xenogennim mySim modelu a Ze dodatecné
lokalizované ozateni mize vyrazné ovlivnit distribuci hMSC v organismu
(Francois S, 2006). V pripadé lokadlniho poskozeni byl rovnéz pozorovan
preferencni homing do této oblasti, ovSem ve vyrazné zavislosti na zplisobu
podani (zde v modelu experimentalniho infarktu myokardu muselo byt podani
hMSC intraventrikuldrni, nikoli intraveno6zni - Israel M, 2003).

1.4.2. Transdiferenciace

Zatimco v kapitole 1.3. jsme se zabyvali moZnostmi diferenciace MSC in
vitro, zde se budeme zabyvat transdiferenciaci in vivo, at jiZ za pomoci nativnich
MSC, tak za pomoci MSC in vitro prediferenciovanych. Je nutno uvést, Ze zatimco
v nékterych pripadech se pod pojmem "transdiferenciace"” rozumi diferenciace
MSC do jakychkoli specializovanych bunék, v jinych pripadech pouze
diferenciace do bunék mimo mezodermové struktury (Phinney DG, 2007).

Jak jiZz bylo vysSe uvedeno, prvni Udaje, které nas privedly k seriéznim

uvaham o moZné transdiferenciaci kmenovych bunék in vivo, pochazi z udaji o
transplantaci kostni diené, a to jak pokud jde o experimentalni modely, tak i o
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zkuSenost s transplantaci kostni difené u lidi. Nutnym piedpokladem pro
transdiferenciacni studie pak byla existence technik, které umoznuji simultanné
prikaz darcovskych bunék i expresi tkanové specifickych markert. Takovymi
metodami jsou napriklad znaceni darcovskych bunék zelenym fluorescen¢nim
proteinem nebo prikaz Y chromozému pii podani muzskych bunék Zenskym
pacientkdm.  Priikaz  transdiferenciace = se pak provadi vétSinou
imunohistochemicky (Theise ND, 2000; Izuta Y, 2005).

V roce 1999 transplantoval Gussoni hematopoietické krvetvorné bunky
zdravych Kkrysich samcli do samic mxd mysi, coZ je model Duchennovy
muskuldrni dystrofie. Darcovské buiiky se zabudovaly do svalli a exprimovaly
dystrofin (Gussoni E, 2009). Podobné studie ukazaly, Ze HSC mohou prispivat k
obnové kapilar a kardiomyocytii u mysiho modelu infarktu myokardu (Jackson
KA, 2001) nebo zachranit mysi pred jaternim selhanim v modelu indukované
tyrozinémie [ (Lagasse E, 2000). U lidskych ptijemcl transplantované kostni
drené bylo zlepSeni v pripadé osteogenesis imperfercta pric¢itano pritomnosti
MSC v transplantatu (Horwitz EM, 1999), ovSem vzhledem k tomu, Ze téchto
bunék je v béZném drenovém Stépu minimalni mnozstvi, nelze formalné vyloucit
ani jiny mechanismus, totiz transdiferenciaci HSC. Stejné tak neni jasny podil
HSC a MSC na transdiferenciaci do endotelii a hepatocytii v jiné praci (Korbling
M, 2002).

Pri podani in vitro kultivovanych MSC byl tedy prokdazan omezeny homing
a o puivodu bunék nemiliZze byt pochyb, droven homingu ovSem rozhodné
nepostacuje k obnové tkani prostiednictvim transdiferenciace. K tomu je nutna
vyrazné proliferace darovanych MSC, coz je zaleZitost navysost problematicka.
Studii zkoumajicich in vivo proliferaci transplantovanych MSC je totiZ malo a jsou
pomérné malo informativni (Quiao H et al, 2016). V pripadé studie tri
Simpanzi, transplantovanych autolognimi ¢i alogennimi MSC s predchozim
ozafenim ¢i bez néj, a usmrcenym po 9-21 meésicich, cinilo procento
transplantovanych bunék znacenych zelenym fluorescen¢nim proteinem (GFP) v
jednotlivych organech od 0.1-2.7%. Tato ¢isla po takto dlouhé dobé od
transplantace znaci, Ze v autolognim ¢i alogennim prostiedi jsou ex vivo
pripravené MSC schopné i proliferace in vitro (Devine SM, 2003), avSak ani ona
nejsou natolik vysokda, aby mohla v kombinaci s transdiferenciaci prinést
vyraznéjsi 1écebny efekt. Lokalni podani sice dosahuje vysSi retence MSC v
poskozenych mistech (Tran N, 2006), nicméné i odsud transplantované bunky
mizi - jednak migraci do jinych organti (Wang W, 2010) a v piipadé xenogenni
transplantace jsou likvidovany imunitnim dozorem, a to i v pripadé
imunodeficientnich zvirecich modell (Kopen GC, 1999; Wang Y, 2007).

Pfes uvedené problémy s biodistribuci, retenci v tkanich a (blize
neobjasnénou) prolifera¢ni schopnosti transplantovanych MSC, byly pozorovany
bona fide in vivo transdiferenciace MSC do astrocyti (Kopen GC, 1999),
kardiomyocytli (Toma C, 2002; Shinmura D, 2011), osteoblastli (Hwang NS,
2013), hepatocytt (Yin L, 2015), ¢i inzulin produkujicich bunék (Fazili A, 2016).
Diferenciacni potencial MSC je zavisly na mikroprostredi jak in vitro, tak in vivo.
Dokladem toho je riizny diferenciacni potencial MSC z rtznych tkani (Hass R,
2011; Elahi KC, 2016). Kmenové vlastnosti MSC zabezpeluje exprese
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transkripcnich faktort Oct4, Sox2 a Nanog, ktera jsou zvySené v hypoxickych
podminkach, ev. v kombinaci s vlivem chitosanu (Taguchi T, 2017).
Diferencia¢ni programy pak zahrnuji vliv mechanickych podnétl (Steward A]j,
2015), pH (Dai Z, 2015), primych kontakt(i s jinymi bunécnymi typy (Kaigler D,
2005) i parakinni a autokrinni sekreci (Mayer H, 2005; Sharma RI, 2012). Tim
se vSak jiZ dostavame k mechanismlim pusobeni MSC na jiné bunky, coz bude
napln kapitoly 1.4.3.

Konecné je nutné zminit jeSté potencial nezadouci transdiferenciace MSC.
[ za predpokladu diferenciace do pozadovaného bunécného typu muze jit pouze
o transdiferenciaci ¢aste¢nou, buniky nemusi dobfte plnit svou funkci (Bieback K,
2012). MSC se mohou diferencovat i neZddoucim zptisobem, jak bylo popsano ve
studii experimentalni lécby infarktu myokardu, kde se lokalné aplikované MSC
diferencovaly v kostni tkan (Breitbach M, 2007). RovnéZ neni moZno pominout
riziko transformace MSC v buniky podporujici riist hematopoetickych i naddord, i
kdyZ toto se tyka spiSe endogennich MSC neZ bunék transplantovanych
(Medyouf H, 2014; Ridge SM, 2017).

1.4.3. Bunécna fuze

Na zacatku 21. stoleti byl mechanismus fuze zajimavym konceptem pro
plisobeni hMSC v poskozenych tkanich. Nejprve Teranda popsal fenomén in vitro
bunécné fize mezi hematopotickymi kmenovymi buinikami a embryonalnimi
bunkami (Teranda N, 2002), dale pak Alvarez-Dolado popsal fuzi direniovych
bunék s Purkynovymi neurony (Alvarez-Dolado M, 2003). Dalsi vyzkumy vsak
ukazaly, Ze k bunéc¢nym fuzim dochazi prilis vzacné (1:500 000 bunék) na to, aby
mohly mit terapeuticky potencidl (French SW, 2002). Bunécné fuze in vivo
predstavuji mozny obranny mechanismus nékterych tkani pred nepriznivymi
vlivy (Kemp K, 2014) a pomoci transferu mitochondrii mohou podporit aerobni
respiraci (Spees JL, 2006). Na druhou stranu zvysuji miru bunécné nestability a
bunécné fuze nadorovych bunék s jinymi buné¢nymi typy mohou zvySovat jejich
metastaticky potencial (Platt JL, 2016).

1.4.4. Protizanétlivé, imunomodulacni a stimulacni
ptisobeni MSC

Jak jiZ bylo uvedeno vyse, je ponékud oSidné ocekavat, Ze expandované,
eventualné prediferencované MSC se budou chovat v tkanich podle naSich
predstav. Jejich retence v tkanich je problematickd a jejich dalsi in vivo
proliferace nejista. Rada vyzkumniki se proto zaméftila na hledani fyziologickych
protéjski expandovanych MSC a na jejich funkci v organismu.

Seminarni praci z tohoto hlediska byla prace Mihaely Crisan, ktera
objevila v perivaskularnim tkanovém kompartmentu bunky pozitivni na CD146,
NG2, PDGFR beta a alfa-SMA (smooth-muscle actin). Buiiky byly naopak
negativni na endotelové markery, jako je CD31, CD34, CD144 nebo von
Wildebrandtiiv faktor (Crisan M, 2008). Po izolaci a expanzi tyto buniky nabyly v
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kultuie markerti mezenchymovych stromalnich bunék, jako CD10, CD13, CD44,
CD73, CD90 a CD105 a byly schopné diferenciace do tri zakladnich
mezodermovych linii podobné jako MSC izolované a expandované tradi¢nim
zplisobem z celych tkani. Drive a soubéZné provedené prace pak
zdokumentovaly, Ze tyto burnky jsou pritomny ve vSech tkanich, pricemZ Cisté
pericyty se vyskytuji v mikrovaskulature, zatimco ve vétSich cévach bunky
nabyvaji fenotypu hladkych svalovych bunék, i kdyz si zachovavaji vySe zminéné
pericytarni markery CD146 a NG2 (Hirschi KK, 1996, Traktuev DO, 2008).
Spekulace, podle které jsou pericyty prekurzory vSech MSC je tedy velmi lakavj, i
kdyZ pericyty se od MSC castecné odliSuji svym transkriptomem a
diferencia¢nimi schopnostmi (Roobrouck VD, 2011; Pierantozzi E, 2015).

Fyziologickou funkci pericyti je podilet se na vaskulogenezi, udrzovat
tvorby primitivniho cévniho recisté pritahuji endotelie  primitivni
mezenchymové bunky z invadovanych orgdnii a sméfuji je k diferenciaci do
pericyti a hladkych svalovych bunék (Risau W, 1998). Pericyty pak inhibuji
dalsi proliferaci endotelovych bunék a podporuji jejich diferenciaci pomoci TGF-
beta (Orlidge A, 1987). Udrzba cévniho Fedisté je spojena s ovliviiovanim jeho
tonu a tudiz pritoku kysliku tkdnémi (Kelley C, 1987). Pti poranéni tkdné pak
dochazi k degradaci vaskularni bazalni membrany a k uvolnéni pericytd do okoli.
Zde se mohou diferencovat do aktivovanych MSC, které produkci VEGF a dalSich
angiogennich faktord, jakoz i pomoci primych bunécnych interakci podporuji
proliferaci a migraci endotelovych bunék (Yancopoulos GD, 2000). Tyto
aktivované MSC téz plisobi imunosupresivné a antiapoptoticky, ¢imz zabranuji
dalSimu poskozeni poranéné tkané (Caplan Al, 2011; Khubutiya MS, 2014).
Schéma plisobeni aktivovanych ("medicinalnich") MSC je znazornéno na Obr. 5.
Po ukonceni svého piisobeni jsou MSC zpét povoldny do cévni stény a
transdiferencovany na pericyty pomoci PDGF-BB (Caplan Al, 2011; Aguilera
KY, 2014). Tim dochazi ke stabilizaci cévniho reciste.

Obr. 5 - Caplan Al, 2011. Imunomodulac¢ni a trofické pusobeni aktivovanych MSC v
poskozené tkani.
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Pfijmeme-li vySe uvedenou hypotézu o derivaci aktivovanych MSC z
tkanovych pericytli, pak hlavnim fyziologickym tkolem MSC je hojeni ran a
regenerace tkani, ovSem nikoli prostfednictvim vyrazné proliferace a
transdiferenciace, ale prostrednictvim secernovanych molekul a pifimym
kontaktem s jinymi druhy bunék. Tento mechanismus plisobeni by pak
vysvétloval studie, v nichZ bylo dosaZeno terapeutického efektu MSC, aniz bylo
pozorovano jejich prihojeni (Iso Y, 2007; Prockop DJ, 2007).

Soubor cytokinii, chemokint a rlistovych faktorti produkovanych MSC se
nazyva sekretom. Sekretomy MSC derivovanych z riznych organti se mohou lisit
(Hsiao ST, 2012) a mohou byt ovlivnény kultivacnimi podminkami (Hsiao ST,
2013). Rada molekul produkovana MSC ma nékolik mechanism@ ptisobeni.
Angiopoeticky ptlisobi VEGF-A, VEGF-D, HGF (hepatocytovy riistovy faktor),
angiopoietin 1, bFGF, IGF-1, PDGF, PIGF (placentarni ristovy faktor), interleukin
6, MCP-1 (monocyty chemoatrahujici protein) a erytropoetin (Plotkin MD, 2006;
Humpert PM, 2008; Shyu KG, 2008; Liu L, 2013; Yanagawa T, 2013; Chang
HK, 2016). Antifibroticky pusobi metaloprotedzy MMP-2 a MMP-9, které
rovnéz usnadiiuji migraci MSC v poskozené tkani, HGF, prostaglandin E2, bFGF a
KGF (keratinocytovy rlstovy faktor). MSC vsSak secernuji rovnéz tkanovy
inhibitor ~metaloproteaz TIMP-1, ¢imz mohou ptlisobit profibroticky.
Profibrotické piisobeni miiZe mit i angiopoietin 1 (Long DA, 2008; Xie JL, 2008;
Kim CH, 2011; Sakamoto S, 2011; Alexaki VI, 2012; Ponte AL, 2012; Clarke
MR, 2015; Dogh LH, 2015). Antiapoptotické pilisobeni maji VEGF, HGF, IGF-1,
bFGF, PDGF, GM-CSF (granulocyto-makrofagovy rlistovy faktor) a interleukin 7
(Prisco M, 1999; Skibinski G, 2001; Liu Z, 2014; Normanton M, 2014; Healy
ME, 2015). Proliferac¢ni aktivity stimuluji VEGF, KGF, bFGF, IGF, PDGF a HGF
(Casey ML, 1997; Wang W, 1997; Warn R, 2001; Liu L, 2013; Huat T], 2014;
Du M, 2017). Imunomodula¢ni u¢inky ma indoleamin 2,3-dioxygenaza (IDO),
TGF beta, prostaglandin E2, TSG6 (TNF-alfa stimulovany gen/protein), STC1
(stanniokalcin), HGF, LIF (leukemicky inhibi¢ni faktor) a NO (McCall-Culbreath
KD, 2008; Ren G, 2008; Najar M, 2010; Bartosh T], 2013; Yoo SW, 2013; Hong
J, 2016). Prekvapivé bylo zjiSténo, Ze MSC mohou mit i antibakterialni plisobeni
prostfednictvim peptidu LL-37 (Krasnodembskaya A, 2010).

Ristové faktory jsou mezenchymovymi bunikami secernovany v nékolika
typech sekrecnich télisek. Exozomy jsou partikule cca 40-100 um v priiméru,
ktera jsou secernovany v ramci tzv. multivezikularnich télisek (Denzer K, 2000).
Jejich membranu tvori lipidova dvojvrstva podobné jako u lipozému. Jsou
secernovany aktivné, exocytdzou regulovanou proteinem p53 (Yu X, 2006). Jsou
bohaté na annexiny, tetraspaniny (CD63, CD81, CD9) a termalni Sokové proteiny
(Hsp60, Hsp70 a Hsp90 - Konala VB, 2016). Po uvolnéni do extracelularniho
kompartmentu mohou interagovat s jinymi bunikami skrze adhezi na bunécny
povrch umoZnénou povrchovymi receptory, mohou byt internalizovany
endocytézou nebo mohou pfimo splynout s buné¢nou membranou cilové burky
(Bang C, 2012). Exozomy mohou kromé cytokinl a ristovych faktorl slouzit
rovnéz k prenosu RNA, a vzhledem k tomu, Ze jejich membrany obsahuji MHC
antigeny, mohou slouZit i v antigen prezentaci (Valadi H, 2007; Chaput N,
2011). Vzhledem k expresi povrchovych membranovych proteini mohou
exozOmy nahrazovat primy bunécny kontakt (cell-cell interakci). DalSimi
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sekre¢nimi télisky jsou vétsi mikrovezikuly (diive ektozémy, 100-1000 um v
prameéru), které se od exozémi lisi slozenim povrchové membrany a mohou
tedy zprostredkovavat odlisné funkce (Camusi G, 2010). 1 ony se mohou podilet
na transferu RNA ¢i antigenni prezentaci.

Exozomy a mikrovezikuly umoznuji teoreticky velmi lakavou predstavu
"bunécné terapie bez buné€k", tedy pouze s proteiny uzavienymi i vimezerenymi
v dvouvrstvé lipidové membrané. Ve srovnani s klasickou bunéc¢nou terapii jsou
méné imunogenni, protoZe maji nizsi obsah MHC antigenii (Yeo RW, 2013) a
mohou byt jednoduse skladovany pti -20°C azZ po dobu Sesti mésicti (Webber ],
2013). Ve srovnani s primo dopravovanymi malymi molekulami pak odpada
problém rychlé degradace (Valadi H, 2007). Jestlize je hlavnim mechanismem
plisobeni MSC jejich sekretom, pak bunécna terapie prostrednicvim MSC moZna
predstavuje pouze doCasnou alternativu pired zavedenim ucinnéjsi a bezpecnéjsi
lé¢by zaloZené na exozomech. Na druhou stranu nelze pominout i nebezpeci:
exozomy, stejné jako MSC, mohou nepfimym mechanismem podporovat rist
nadori (Salido-Guadarrama I, 2014) a kromé toho jsou exozémy spojovany s
cetnymi neurodegenerativnhimi onemocnénimi, priCemzZ neni jasné, jsou-li jejich
pricinou ¢i nasledkem (Bellingham SA, 2012).

1.4.5. Podpora krverborby

Podpora krvetvorby je tizce vazdna na pojem "stem cell niche," tedy mista
pro homing, aktivaci a proliferaci krvetvornych kmenovych bunék (Calvi LM,
2015). Niche je ovSem termin uZzivany v popisu mikroprostfedi i jinych
kmenovych bunék neZ hematopoetickych (Bellingham SA, 2012; Salgado A],
2015; Aoki R, 2016). Svou niche maji i nadorové kmenové bunky a to jak u
hematologickych tak u solidnich tumori (Iwasaki H, 2009; Saki N, 2011).
Hematopoetické kmenové buriky a jejich niche byly ovSem studovany nejdtive,
coZ souvisi se snadnym ziskdvanim materialu a pomérné jednoduchou kultivaci,
jak uvedeno v kapitole 1.1.

VétSina hematopoetickych kmenovych bunék (HSC) je lokalizovana ve
vysoce vaskularizovaném endostealnim regionu kostni drené (Kiel MJ, 2005), i
kdyZ nékteré jsou lokalizované i centralné. Endostedlni region obsahuje
komplexni sit’ stromalnich bunék, jako jsou bunky osteoblastové, endotelidlni,
dale pericyty, CXCL12 abundantni retikularni buriky (CAR), sympatické nervy a
nemyelinizujici Schwannovy burnky. Soucasny stav poznani ukazuje na existenci
dvou druhti niche - arterioldrné pericytarni a sinusoidné megakaryocytovou,
pricemz obé jsou lokalizované v endostalni oblasti.

V endostalnim regionu hraji hlavni roli endotelové buniky a pericyty. Oba
typy bunék exprimuji stem cell faktor (SCF) a CXCL12, endotelové bunky pak
navic E selektin. Tyto molekuly jsou potifebné jak k chemoatrakci a retenci, tak i
k udrzeni klidového stavu HSC (Winkler 1G, 2012; Greenbaum A, 2013;
Kinisaki Y, 2013). Jak bylo uvedeno v kapitole 1.4.3., pericyty jsou znamy jako
prekurzory MSC, které jsou schopné diferenciace v osteoblasty, jejichZ uloha v
hematopoetické niche byla rovnéz prokazana (Sacchetti B, 2007). Regulacni
ulohu v niche maji nervové buiiky, které reguluji expresi CXCL12 buiikami
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stromalnimi na cirkadidlnim principu (Mendez-Ferrer S, 2008). Nemyelinizujici
Schwannovy bunky pak exprimuji TGF beta, ktery je rovnéz nutny pro udrZeni
HSC v Kklidové fazi (Yamazaki S, 2011). TGF beta je ovSem exprimovan i
bunkami mezenchymovymi (Orlidge A, 1987; Yoo SW, 2013).

Zhruba 20% HSC u mysi je lokalizovdno v primém kontaktu s
megakaryocyty. Megakaryocyty jsou naopak lokalizovany perisinusoidalné,
protoze do sinusoid jsou uvoliiovany krevni desticky. Megakaryocyty se rovnéz
podileji na udrzeni HSC v klidové fazi, a to produkci CXCL4 a TGF beta (Bruns I,
2014; Zhao M, 2014). Sinusoidné-megakaryocytova niche rovnéz obsahuje
pericyty, které maji vlastnosti diive definovanych mezenchymovych stromalnich
populaci, jako jsou CAR burnky, stromalni burniky pozitivni na leptinovy receptor a
stromalni buriky pozitivni na GFP1 a nestin (Mendez-Ferrer S, 2010; Omatsu Y,
2010, Zhou BO, 2014). MSC pozitivni na leptinovy receptor pak opét diferencuji
do osteoblastli (Zhou BO, 2014).

Poznatky o uloze MSC v konstituci hematopoetické niche vedou v
soucasné dobé ke snaham o konstrukci této funkcni jednotky in vitro. Vyznam
téchto experimenti je znacny, protoZe hematopoeticka niche byva poskozena v
disledku chemoterapie (Li S, 2015), radioterapie (Dominici M, 2009) ¢i nemoci
Stépu proti hostiteli po alogenni transplantaci (Yao Y, 2014). Tyto konstrukty
mohou rovnéz vést lepSimu pochopeni nadorové niche, kde je fenotyp
stromalnich bunék ovliviiovan bunkami nadorovymi a na oplatku stromalni
bunky poskytuji nddorovym buiikdm ochranu pred chemoterapii a radioterapii
(Meydouf H, 2014, Melzer C, 2017).

Ackoli diivéjsi studie zamérené na expanzi hematopoetickych kmenovych
bunék prokazaly, Ze jistého uUspéchu lze dosahnout cytokinovym kokteilem
(Zandstra PW, 1997), v pozdéjSich pracech bylo zjiSténo, Ze k expanzi spojené s
udrZenim kmenového potencidlu hematopoetickych bunék jsou potiebné i pifimé
bunécné kontakty. V téch hraji vyznamnou roli betal integriny (Gottschling S,
2007). Dalsi studie pak ukazaly, ze HSC kultivované na MSC maji nejen lepsi ex
vivo expanzi, ale i lepsi prihojeni in vivo (Huang GP, 2007). Jing v roce 2010
prokazal, Ze v pribéhu kultivace krvetvornych bunék s MSC se vytvareji tri
hematopoetické populace: buiiky v supernatantu predstavuji vice ¢i méné zralé
elementy, buniky na MSC pak méné zralé progenitory a buriky migrujici pod MSC
jsou primitivni CD34+CD38- prekurzory. Migraci hematopoetickych bunék pod
vrstvu MSC bylo moZno snizit blokddou CXCR4 a betal integrint (Jing D, 2010).

Dalsi pokrok ve vyzkumu hematopoetické niche znamenalo zavedeni 3D
kultur, které umoznuji presnéji napodobit poméry v kostni dfeni. Trojrozmérné
kultury umoznuji simulovat akumulaci nebo depleci riistovych faktort a
vytvoreni hypoxického gradientu (Sharma MB, 2012; Vaidya K, 2015).
Nejjednodussi kultury jsou hydrogelové, které vsak maji tu nevyhodu, Ze jejich
velikost je limitovana difusni kapacitou takto vytvorené organely (Sharma MB,
2012). Tvorba spontannich agregatli umoznuje kokultivaci vice typli bunék, ale
ma podobna omezeni (Lancaster MA, 2013).

Perspektivnim smérem v tomto snaZeni ma tvorba organti na ¢ipu. Jde o
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mikrofluidni komiirky, které jsou postupné osazovany jednotlivymi typy bunék a
kontinualné perfundovany (Torisawa YS, 2014). Zatim byl v tomto modelu
zkoumdan vliv G-CSF a BPI (baktericidni/permeabilitu zvySujici protein) na
produkci krevnich bunék po ozareni s oCekdvanym vysledkem (Torisawa YsS,
2016). Tento model je mozZno osadit vice druhy bunék vcetné endotelii s
pokusem o napodobeni vaskulatury a zkoumat na ném rizné aspekty bunécné
fyziologie a patologie, jako je vyznam jednotlivych cytokinii nebo odezva na 1éKky.
Potencialné mohou organy na Ccipu slouzit i jako nastroj diferenciace
embryondlnich kmenovych ¢i indukovanych pluripotentnich bunék do
jednotlivych specializovanych linii (Sugimura R, 2016). Konec¢né, organy na cipu
mohou byt atraktivni metodou tkanového inZenyrstvi. Timto se ovSem
dostavame od podpory Kkrvetvorby mezenchymovymi bunkami do oblasti
regeneracni mediciny, které se bude vénovat nasledujici oddil.

1.5. MSC a regenerativni medicina

1.5.1. - Terapeutické pripravky mononuklearnich
bunék z kostni direné (BMMC) bez manipulace in vitro

Mononuklearni buiiky z kostni diené (BMMC) tvoii pripravek snadno
dostupny a léta uzivany k autolognim i alogennim transplantacim kostni drené.
Dnes je v této indikaci pouzivdn jen minimdalné, protoZe hlavnim zdrojem
hematopoetickych kmenovych bunék k transplantacim predstavuje periferni
krev (tzv. PBPC - peripheral blood progenitor cells). Vzhledem k dlouholetému
pouzivani ke dfefiovym transplantacim jsou vSak sbér a zpracovani BMMC dobfte
standardizované a z regulacniho hlediska brané jako produkty, které neprosly
vyznamnou manipulaci (viz kapitola 1.5.3.). To znamena méné regulacnich
omezeni a byl to divod pro jejich pouzivani v prikopnickych studiich
regenerativni mediciny. Nevyhodou BMMC je pak jejich Spatna charakterizace a
variabilita - jinymi slovy, tyto preparaty predstavuji smés bunécnych
progenitorti a zralych bunék, kterd se vyrazné lisi od darce k darci. Na druhou
stranu se ukazalo, Ze i malé zastoupeni jednotlivych buné¢nych typd - napft.
hMSC - miZe stacit k terapeutickému efektu.

Koncept vyuziti BMMC v regenerativni mediciné se odvijel od in vitro
studii a experimentalnich in vivo studii na zvitratech, které byly provedeny na
prelomu stoleti a byly pochopitelné limitovany tehdejSimi technickymi
moznostmi. Vychazel z koncepce tifi =zdkladnich typd prekurzort
(hematopoetickych, vaskularnich, mezenchymovych), které mohou, ale nemusi
pochazet z téZe dospélé kmenové bunky (Prockop DJ, 1997; Choi K, 1998;
Dominici M, 2004), pricemZz vaskularni a hematopoetické bunky jsou si
navzajem blizs$i nez kterakoli z nich s butikami mezenchymovymi. Dale bylo
prokazano, Ze hematopoetické (CD34+), vaskularni (CD34+CD133+VEGFR2+) i
osteogenni progenitory cirkuluji ve zvySenych mnoZstvich v krvi pacientii po
akutnim infarktu myokardu, ischemické cévni mozkové prihodé ¢i po zlomeniné
(Khosla S, 2006; Machalinski B, 2006; Turan RG, 2007; Lee DY, 2008). Pocet
osteogennich progenitorl v periferni krvi je dale zvySen i v puberté (Eghbali-
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Fatourechi GZ, 2005). Tyto poznatky podloZily zadklad pro pouziti BMMC nebo i
PBPC pro terapii svalovych ischémii ¢i nehojicich se fraktur.

Doklad o ucinnosti transplantace kostni direné u nehematologickych
indikaci poskytl rovnéZz na prelomu tisicileti Horwitz (Horwitz EM, 1999;
Horwitz EM, 2001; Horwitz EM, 2002). Ve svych pracech aplikoval nékolika
détskym pacientim s osteogenesis imperfecta, choroby charakterizované
poruchou tvorby kolagenu typu I, ktery je nutny pro mineralizaci skeletu,
krvetvorné bunky od zdravych darc. Po transplantaci bylo zhruba 1-2%
osteoblasti darcovského piivodu, coz vsak vedlo k lepSimu nez ocekavanému
lé¢ebnému efektu: doslo k vyraznému nartistu mineralizované hmoty, urychleni
ristu takto transplantovanych déti i ke sniZeni poctu patologickych fraktur. V
jinych indikacich ovSem byly pouzivany autologni bunky, protoZe alogenni
transplantace kostni direné je komplexni a Zivot ohroZujici zakrok (viz kapitola
1.5.2.) a v pripadé, Ze nejde o zplsob genové terapie, tak nema Klinické
opodstatnéni.

Schopnost autologni kostni dfené napomahat hojeni kosti byla prokazana
jiz pred témér 150 lety Goujonem na kralicim modelu (Goujon E, 1886). Ve
druhé poloviné minulého stoleti byl tento poznatek vyuzit pfi transplantacich
riznych typl kostnich $tépd, které byly miseny s dienovou krvi (Salama R,
1978; Lindholm TS, 1980; Burwell RG, 1985). Burwell v roce 1985 prokazal, Ze
primitivni osteoprogenitory z kostni drfené jsou zodpovédné za vétSinu
biologické efektivity kostnich Stépt (Burwell RG, 1985), coz bylo v souladu s
experimentalnimi pracemi Friedensteinovymi (Friedenstein AJ, 1968). Po
ziskani zkuSenosti na experimentalnich zviratech (Paley D, 1986) byly autologni
injekce kostni diené uspésné uzivany v 1écbé nehojicich se fraktur (Connoly JF,
1991, Garg NK, 1993) ci osteonekroz (Hernigou P, 2002). Byla prokazana
piima uméra mezi poctem aplikovanych osteogennich progenitord a dspésnosti
procedury (Hernigou P, 2005). Ortopedicka 1é¢ba pomoci BMMC se ukazala jako
bezpecna, i kdyzZ je nutno brat do uvahy riziko tukové embolizace (Orlowski ],
1989). Konec¢né, randomizovana klinicka studie (Lee DH, 2014) ukazala, Ze pri
1é¢bé kostnich defektli distrak¢ni osteogenezou podani BMMC spolu s plazmou
bohatou na desticky (PRP) urychluje a zlepSuje hojeni. Tyto studie poloZily
teoreticky zaklad pro vyuziti expandovanych hMSC v ortopedickych aplikacich
(viz kapitola 1.5.5.).

Uziti BMMC z kostni diené v 1écbé ischemii srdec¢niho svalu C¢i
koncetinovych ischemii bylo rovnéZz nejprve zkouSeno experimentalné.
Publikovany byly prace, které uvadély schopnost transdiferenciace lidskych c¢i
zvirecich vaskularnich ¢i mezenchymovych bunék do funkénich kardiomyocytt
(Badorff C, 2003; Yeh TH, 2003; Kawada H, 2004), naceZ nasledovaly prace na
zvirecich modelech, které prokazaly schopnost mobilizovanych drenovych
bunék hojit infarkt myokardu (Orlic D, 2001) c¢i zachranit ischemickou
koncetinu (Kalka C, 2000; Li S, 2006). Tyto vysledky vedly k celé radé klinickych
studii faze II, které byly, jak jinak, velmi slibné (Assmus B, 2002; Strauer B,
2002; Tateishi-Yuyama E, 2002, Huang P, 2005). Kromé akutniho infarktu
myokardu a ischemické choroby dolnich koncetin byla zkouSena i schopnost
BMMC zlepSit srdecni funkci u chronické ischemické choroby srde¢ni (Gao RL,
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2006) ¢i méstnavého srdecniho selhani (Kuethe F, 2005). BMMC byly
aplikovany bud’ intraarteridlné v priibéhu katetrizace srde¢ni pro akutni infarkt
myokardu, intrakardidlné u chronické ischemické choroby srdec¢ni ¢i srdecniho
selhani nebo intramuskularné do musculus gastrocnemius u ischemické choroby
dolnich koncetin.

1.5.2. Uskali ptenosu terapeutického potencialu hMSC
do klinické praxe

Prvni klinickou aplikaci hMSC publikoval v roce 1995 Lazarus (Lazarus
HM, 1995). Jak bude uvedeno dale, tato prace se zamérila vyhradné na
bezpecnost produktu a prokazala, Ze hMSC je moZno bezpecné podat nitrozilné v
davce az 50x106. Dalsi vyvoj, zejména prikaz ucinnosti MSC in vivo na radé
zvirecich modeldi, podnitil celou fadu klinickych studii. K 7.3.2017 jich bylo na
serveru www.clinicaltrials.gov. registrovany 798 (hledano podle mesenchymal
AND (cell OR cells), z ¢ehoZ 198 bylo ukonfeno (méné nez 10 s uvedenymi
vysledky) a 213 v soucasné dobé nabira pacienty. Dle nedavného podrobného
ptehledu (Squillaro T, 2016) bylo k 15. cervnu 2015 registrovano 493
ukoncenych ¢i béZicich studii. VétSina téchto studii byla faze I, resp. I-1], tj. se
zamérenim na bezpecnost a ziskani prvnich dat o ucinnosti. Postmarketingové
studie faze IV byly jen tri (Obr. 6). Rozdéleni klinickych studii dle indikaci k
1é¢bé je uvedeno na Obr. 7.

Obr. 6 - Squillarto T, 2016. Pocet klinickych studii registrovanych na
www.clinicaltrials.gov k 15. 6. 2015 podle typu studie.
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Vysledkem dosud provedenych klinickych studii je, Ze mame pomérné
dost dat ohledné bezpecnosti hMSC (viz niZe kapitola 1.5.5.), ovSem ohledné
jejich uc¢innosti je dat malo a jsou nekonzistentni. Jak je tomu ve vSech
lékarskych odvétvich, nadéjné vysledky studii faze II (doklady uc¢innosti) jsou
Casto studiemi faze III (randomizované studie uc¢inné latky s placebem ci
standardni terapii) vyvraceny ¢i minimalné zpochybnény.
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Obr. 7 - Squillarto T, 2016. Rozdéleni klinickych studii registrovanych na
www.clinicaltrials.gov podle 1é¢ebnych indikaci.

A MSC-based clinical trials classified by disease type (n=493)
Hematological disease; 26

SN GVHD: 35 (7.2%)
Diabetes; 27 (5.5%)

Liver disease; 31 (6.3%)
Kidney disease; 9 (1.8%)

Lupus Erythematosus;
2(0.4%)
Crohn's disease; 13 (2.6%)

Lung disease; 23 (4.8%)

Problémy v prenosu preklinickych dat do praxe jsou dvoji: bud jsou
klinické studie koncipovany na zakladé insuficientnich védeckych poznatki -
sem patii vSechny studie nemanipulovanych hMSC, nebo naopak solidni védecké
vysledky neni moZno v Klinice uplatnit, vétSinou v dlsledku problémi s
bezpecnosti produktu. Sem patii predevSim geneticky modifikované produkty.
Geneticky modifikovanych bunék, stejné jako komplexnéjSich bunécnych
piipravki (vice typt bunék, buiiky na tkanovych scaffoldech) se do znacné miry
tyka nasledujici kapitola 1.5.3. a nebudeme se jimi tudiZ v nasledujicich
odstavcich zabyvat.

Co se tycCe koncepci klinickych studii bez nalezité védecké opory, sem
patri predevsim studie pocCatecni, zamérené na miskoncepci transdiferenciace a
proliferace in vivo. Pritom do téchto produktli byly celosvétové investovany
znatné penize, z Ccehoz pochopitelné plyne neochota investori opustit
dlouhodobé financovany projekt a misto toho se podilet na vyvoji produktu
jiného. Naopak je patrny tlak investorli na schvaleni bunécného produktu i v
piipadé, Ze randomizované studie faze III dosdhnou negativnich vysledki.
Uvedené problémy si mizZeme velmi dobie demonstrovat na peripetiich
pripravku remescell-L. (obchodnim nazvem Prochymal ©, Osiris Therapeutics,
Inc.) v 1é¢bé refrakterni nemoci Stépu proti hostiteli (GvHD).

Nemoc Stépu proti hostiteli (GvHD) je imunologicka reakce k niZ dochazi
po alogenni transplantaci krvetvornych bunék (vzacné i v jinych klinickych
situacich) a pri které dochazi k poskozovani organii prijemce imunitnimi
bunkami darce. Akutni GvHD (zhruba do dne +100 po transplantaci) se rozvine i
pfes preventivni podavani imunosupresiv zhruba u 40-60% pacienti po
alogenni transplantaci a podili se zhruba na 15% umrti v dlsledku této
procedury (Sung AD, 2013). Akutni GvHD poskozuje predevsim kiizi (vyrazka az
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exfoliativni dermatitida), jatra (miize vést az k jaternimu selhani) a
gastrointestindlni systém (prijmy, v krajnim pripadé perforace). Chronicka
GvHD vyZadujici 1écbu se rozvine zhruba u 30-40% pacientli v prvnich dvou
letech od transplantace a miize postihnout jakykoli organ (Flowers MED, 2015).
Lécbou prvni linie jsou u obou forem steroidy, pacienti, ktefi na 1éCbu steroidy
nezareaguji, maji velmi Spatnou prognoézu a neexistuje pro né standardni 1écba.

Lidské MSC jsou vzhledem ke svym imunomodulatnim a
imunosupresivnim vlastnostem velmi lakavym zplsobem lé¢by GvHD. Prvni
pripad uspésné 1écby 1écby tézké steroid-rezistentni akutni GvHD byl publikovan
v roce 2004 (Le Blanc K, 2004), v roce byla publikovana faze II studie v této
indikaci pod patronaci Evropské skupiny pro transplantaci kostni drené (EBMT).
V uvedené studii bylo 1é¢eno 55 pacienttii, odpovédi bylo dosaZeno u 30 z nich
(54%). Pacienti, u nichZ bylo celkové odpovédi dosazeno, méli lepsi celkové
preziti ve dvou letech nez pacienti bez odpovédi (54% v. 16%, p = 0.018).
Pouzité bunky byly jak od HLA-identickych sourozenct tak od haploidentickych
nebo zcela neptibuznych darci (Le Blanc K, 2008).

Prochymal© (téZ remestemcel-L, Osiris Therapeutics Inc.) je preparat
pripraveny z hMSC od vice darcti, vyrobeny tradicnim zplisobem (s fetalnim
telecim sérem) a zamraZeny k pouZiti v pripadé potreby. V roce 2009 byly
zverejnény formou tiskové zpravy predbézné vysledky dvou velkych klinickych
studii faze III zahrnujici celkem 452 pacientt, 1éCenych piipravkem Prochymal®©.
V prvni studii byli zahrnuti pacienti s akutni, steroid refrakterni nemoci Stépu
proti hostiteli. Pacienti bud’ dostavali dostupnou farmakologickou 1écbu s
pripravkem Prochymal© nebo samotnou farmakologickou 1écbu. Kompletni
odpovéd’ v délce trvani alespon 28 dni mélo 35% pacienti 1écenych hMSC v. 30%
pacientd, kteiri hMSC nedostali (p = 0.3). Ve druhé studii dostavali pacienti s nové
diagnostikovanou akutni GvHD bud’ pripravek Prochymal© spolu se steroidy
nebo steroidy samotné. Hodnoceni byli pacienti, kteri prezili alespont 90 dni od
zahrnuti do studie. Kompletni odpovédi dosdhlo 45% pacientli dostavajicich
kombinovanou 1écbu v. 46% pacientt, ktefi dostavali pouze steroidy. Textovou
zpravu je velmi obtiZné dohledat, ze serveru spolecnosti Osiris byla staZena,
odkaz je napfr. na strankach
https://www.firstwordpharma.com/node/375853?tsid=17 nebo
https://www.thestreet.com/story/10595563/1/osiris-drugs-failure-was-easy-
to-envision.html. Caste¢né byly zvefejnény pouze vysledky prvni studie (Martin
PJ, 2010).

V roce 2013 byla publikovdna prace, kterd analyzovala pri¢iny selhani
1écby pripravkem Prochymal®© u steroid-refrakterni akutni GvHD s prihlédnutim
ke slibnym vysledkiim evropskych studii faze Il (Galipeau J, 2013). Zatimco v
evropskych studiich byly podavany hMSC od jednoho darce, pasdZované na
maximalné pét 1éCebnych davek, Prochymal© obsahuje hMSC od vice darci
expandovanych tak, Ze od kazZdého darce je ziskdno az 10 000 lécebnych davek
(jedna davka, 2x10® hMSC/kg). Je pfitom znamo, Ze s poctem pasdzi klesa
schopnost MSC ovliviiovat GvHD in vivo (von Bahr L, 2012), coZ zfejmé souvisi s
jejich sniZenou schopnosti upregulovat tvorbu indoleamin 2,3-dioxygenazy
(IDO) po stimulaci gamma interferonem. Tato kapacita je totiZ zodpovédna za
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imunosupresivni schopnosti hMSC (Francois M, 2012). U MSC expandovanych
azZ na samou mez jejich replikacni kapacity naproti tomu dochazi ke zvyraznéni
jejich prozanétlivych vlastnosti oproti vlastnostem imunosupresivnim (Rodier F,
2009). Dale, zatimco v evropskych studiich faze Il byly hMSC podavany okamzité
po kultivaci, Prochymal© obsahuje bunky kryoprezervované, pricemz bylo
pozorovano, Ze schopnost hMSC produkovat indoleamin 2, 3-dioxygenazu (IDO)
je sniZena u kryoprezervovanych bunék (Francois M, 2012). Nelze vyloucit ani
zvySenou imunogenicitu preparatu Prochymal© (od vice darcd) ve srovnani s
hMSC od jednoho darce, zejména v kombinaci s jejich opakovanym podanim (Xu
HL, 2012).

S timto raciondlnim rozborem problému kontrastuje pristup firmy Osiris
a bohuZel i nékterych regulacnich agentur. Jak jiz bylo receno, tiskova zprava o
negativnich vysledcich obou uvedenych studii byla stazena z firemnich
webovych stranek. Dosud, tj. po témér osmi letech, nebyla ani jedna ze studii
publikovana in extenso. Prezentace studie zabyvajici se lécbou steroid-
refrakterni akutni GvHD na Tandemovém mitinku Americké spolecnosti pro
krevni a dfeniovou transplantaci (Martin PJ, 2010) byla spiSe neZ na vysvétleni
negativnich vysledkli zaméfena na neplanovanou analyzu lé¢enych subpopulaci,
ve snaze "vykutat" alespon néjaké pozitivni vysledky. Takovéto analyzy jsou
pritom zatiZeny vysokou nespolehlivosti a mély by byt - pokud vibec -
pouzivany jen na velkych souborech pacientii. Firmé Osiris se nakonec podarilo
prosadit registraci pripravku Prochymal© pro 1écbu steroid-refrakterni akutni
GvHD u déti, a to v Kanadé a na Novém Zalandé, na zakladé jediné
nerandomizované studie faze Il (Kurtzberg J, 2014). Cena lécby se ma
pohybovat okolo $ 200 000.

Uvedeny priklad ukazuje, jak je oSidné spoléhat na nerandomizované
klinické studie, ale i jak problematické je nasazovat bunécné preparaty do
klinickych studii bez ptfesného pochopeni mechanismu jejich uc¢inku. Rutinné
stanovovanymi znaky totiZ naprosto nejde imunosupresivni schopnosti
konkrétniho hMSC preparatu viibec odhadnout a teprve v soucasné dobé jsou
ustanovovana Kkritéria pro jejich stanoveni (Galipeau ], 2016). Jak zvysSe
uvedeného prikladu vyplyva, stoprocentni spolehnuti na objektivitu a védeckou
erudici regula¢nich agentur rovnéz neni mozné.

1.5.3. LéCebné produkty pro pokrocilou terapii
(advanced therapy medicinal products)

Lidské mezenchymové stromdlni bunky jsou razeny mezi pokrocilé
lécebné produkty (advanced therapy medicinal product, ATMPs), podle
Evropské smérnice ¢. 1394/2007, spolu s dalsimi somatickymi buiikami pro
lé¢ebné uziti. Podle tohoto dokumentu, pokrocilé 1é¢ebné produkty odvozené od
somatickych bunék jsou ty, které splnuji nasledujici charakteristiky: 1. skladaji
se ¢i obsahuji buiiky, které byly podrobeny vyznamné manipulaci, ktera zménila
biologické charakteristiky, fyziologické funkce nebo morfologické vlastnosti
relevantni pro zamyslené klinické pouZiti, nebo bunky, které jsou zamyslené
k pouZiti pro jiné tcely neZ jaké plni v ddrcovském organismu (kurziva RP), a 2.
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maji vlastnosti, pro které jsou uzivany u lidi ¢i podavany lidem k 1é¢bé, prevenci
nebo diagnostice nemoci skrze své farmakologické, imunologické nebo
metabolické ucinky.

V souCasné dobé ve svété existuje vyznamna snaha o zahrnuti ATMPs
(v€etné mezenchymovych stromdlnich bunék) do soucasnych farmakologickych
a farmaceutickych smérnic. Toho je moZno dosahnout vzasadé dvojim
zplisobem - bud’ stanovenim specifickych smérnic pro tento sektor, nebo snahou
o zahrnuti této problematiky do smérnic jiz existujicich. Oboji je spojeno s fadou
praktickych problémi, protoZe na bunécné produkty nelze vztdhnout bézné
pozadavky tykajici se bezpecCnosti (prakticky neexistuji letalni davky atd.) ¢i
sterility produktli (neni mozZna sterilizace béZnymi zplsoby). Mezindrodni
harmoniza¢ni konference (International Conference on Harmonization, ICH),
ktera byla zaloZena v roce 1990 s cilem uvést do souladu riizné mistni pozadavky
pro registraci léciv, nedisponuje vsoucCasné dobé Zadnymi specifickymi
doporucenimi tykajicimi se bunécné terapie, ackoli nékteré zasady se daji
uplatnit (napt. ICH S6, ICH Q5A-4). Da se rici, Ze obecnd shoda ohledné
regulacnich pristupi kbunétnym lécebnym produktim v soucasné dobé ve
svété neexistuje.

V posledni dobé EU, USA a Kanada zavedly nové zplisoby regulace ATMPs,
které jsou orientované na riziko, které s sebou tyto produkty piinaseji a které
podléhaji prisluSnym mistnim zakonnym smérnicim. Systém Evropské unie
formuluje minimalni poZadavky na dokumentaci, kterd musi byt ziskana a
uchovana, co se tyCe ziskavani, vstupniho hodnoceni, kultivace, konzervace,
skladovani a distribuce lidskych bunék. To zahrnuje vybér darci, dohledatelnost
jednotlivych Sarzi produkti, hlaSeni nezadoucich ucinkd, systém kontroly kvality
zaloZeny na spravné klinické praxi, a ochranu diivérnosti ziskanych informaci.
Ktomuto ucelu byla v Evropské unii zrizena Komise pro pokrocilé terapie
(Committee for advanced therapies, CAT), ktera funguje pti Evropské agenture
pro léciva (European Medicines Agency, EMA) pod smérnici EC ¢. 1394/2007.
Hlavni odpovédnost této komise spociva v pripravé podkladi pro hodnoceni
kazdé Zadosti o schvaleni ATMP pripravku pred kone¢nym verdiktem, ktery
vynese Komise pro lékarské produkty pro pouziti u clovéka (Committee for
Medicinal Products for Human Use, CHMP). Tento verdikt je ndsledné formalné
schvalen Evropskou komisi a je zdvazny pro vSechny staty EU.

Regulacni systémy tedy rozliSuji mezi bunéénymi produkty, které prosly
vyznamnou manipulaci, na rozdil od téch, které takovou manipulaci neprosly. In
vitro kultivace hMSC jednozna¢né znamena vyznamnou manipulaci s burikami,
které byly izolovany zlidského téla, protoZe prostrednictvim kultivace
v neprirozeném prostredi byly tyto bunky preménény v artefakt, ktery se,
striktné vzato, v organismu nevyskytuje. Vyznamna manipulace rovnéz zahrnuje
separaci bunék, napriklad jejich selekci monoklonalnimi protilatkami. Na druhé
strané mezi vyznamné manipulace nepatifi prosta izolace mononuklearnich
bunék z kostni diené, periferni krve ¢i tukové tkdné pomoci sedimentacnich ¢i
centrifugaCnich metod. Takto ziskané buriky jsou navic vesmés urceny k uZziti ve
stejném Kkontextu, jaky vykondavaji vtéle, tj. kregeneraci poSkozenych C¢i
starnoucich tkani. Da se tedy argumentovat, Ze vySe zminéné regulace EU se na
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takovéto produkty nevztahuji, i kdyZ toto je stale predmétem debaty a v posledni
dobé se ¢im dal tim vice uplatiiuje striktnéjsi vyklad této regulace a zakont
znich odvozenych. Priprava ,nemanipulovanych” bunécnych produktli pro
klinické uZziti rovnéz vyzaduje postupy podle principli spravné vyrobni praxe, ale
regulacni pozadavky v téchto piipadech se spiSe podobaji pozadavkiim pro
krevni produkty, takZe nemanipulované buiiky mohou byt pripravovany ve
vhodnych transfusnich zarizenich. Jde naptiklad o vySe zminéné BMMC, které je
tedy zregulacniho hlediska snazsi 1éCebné uplatnit a rada studii, ktera s nimi
byla provedena, prinesla povzbudivé vysledky (Salama R, 1978; Connoly JF,
1991; Garg NK, 1993; Assmus B, 2002; Hernigou P, 2002; Strauer B, 2002;
Tateishi-Yuyama E, 2002; Hernigou P, 2005; Huang P, 2005; Kuethe F, 2005;
Gao LR, 2006; Ge ], 2006; Janssens S, 2006; Schachinger V 2006a;,
Schachinger V 2006b; Liu FP, 2012; Cheng K, 2013; Teraa M, 2013; de Jong R,
2014; Lee DH, 2014; Moazzami K, 2014; Peeters Weem SM, 2015; Wollert KC,
2015). Rovnéz existuje prima vyjimka z Evropské smérnice €. 1394/2007: Jsou
to ATMP pripravené vnemocnici na zakladé poZadavku pro konkrétniho
pacienta a podle specifickych mistnich pozadavkl na kvalitu, musi byt uZity ve
stejném CcClenském staté EU, vjakém jsou pripraveny, a jejich pouziti zavisi
vyhradné na zodpovédnosti indikujiciho 1ékare (Pytlik R, 2011).

1.5.4. Zasady spravné klinicke praxe (GMP)

Existuje cela fada smérnic pro pripravu léciv (klasickych i pokrocilych)
podle principt spravné vyrobni praxe (good manufacturing practice, GMP). Tyto
smérnice ovSem nepredstavuji pfesné instrukce, jak tyto produkty pripravovat.
SpiSe se jedna o sérii princip(, které musi byt splnény béhem vyrobniho procesu.
Cilem je =ziskat konecny produkt vyrobeny zdefinovanych material
definovanym, dokumentovanym a dohledatelnym zplsobem a pripraveny
prislusné vySkolenym personalem (laboranty). Podobné jako regulacni principy,
ani GMP principy nejsou zatim plné adaptovany na casto unikatni zplsoby
piipravy bunécénych produktd. Nicméné hlavni GMP principy uplatnit Ize. Patii
sem piedevsim nasledujici:

Vychozi materialy. Vychozi materidly musi byt v dokumentované kvaliteé.
Musi byt certifikované vyrobcem a jejich SarZe by mély byt registrovany. To
nutné neznamena, Ze vSechny uzité materialy musi byt schvaleny pro klinické
uziti, i kdyZ je to pochopitelné vyhodnéjsi. KdyZ nejsou k dispozici materialy
schvalené pro klinické uZiti, je nutno ziskat dostate¢nou dokumentaci o produkeci
a skladbé jednotlivych S$arzi, aby bylo moZno vyloucit jejich kontaminaci
nezadoucimi primésemi. Dokumentace ohledné uZitych materiali musi byt
skladovana po dobu poZadovanou zakonem.

Vyrobni proces. Vyrobni proces musi byt jasné definovan sadou
instrukci zndmych jako standardni operacni postupy (SOP). Tyto musi byt
napsany jasnym a nedvojzna¢nym jazykem a musi byt snadno dostupné pro
personal.

Dokumentace. Kazda ¢ast vyrobniho procesu musi byt dokumentovana,
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pocinaje skladovacimi podminkami pro vychozi materidly (teploty lednic a
mrazaki), az k vyslednému produktu. Tato dokumentace by méla byt schopna
dokazat, Ze standardni operacni postupy byly skute¢né dodrZovany a Ze kvalita
produktu odpovida ocekavani. Jakékoli odchylky od standardnich operacnich
postupii musi byt dokumentovany.

Validace. Narodni legislativy vétSinou definuji soubory doporucenych
postupli pro rizné casti vyrobniho postupu (napi. pozadované testy pro
vylouceni bakterialni kontaminace, tak, jak jsou definovany v Lékopise). Tyto
procedury jsou vSak vétSinou zamySleny pro vyrobu konvencnich 1éCiv a
nemohou byt vidy uZity pro produkty bunécné terapie (napf. sterilizace c¢i
mikrobidlni testy kone¢ného produktu.) Validace znamend srovnani
alternativniho postupu s postupem zakonné definovanym a doklady o tom, Ze
tyto alternativni postupy prinaseji srovnatelné vysledky.

Standardizace. Systém vnitrnich kontrol kvality je naprosto nezbytny. Co
se tyCe externich zplisobli kontroly kvality, existuje cela rada programi
provadénych bud narodnimi autoritami ¢i komercénimi subjekty. Vyrobce musi
kontrolovat skladovaci prostory, aby zamezil ztraté kvality, kontaminaci,
zktriZené kontaminaci a chybnému propusténi ¢i distribuci konec¢nych produktt.
Skladovaci teploty musi byt validovany pro kazdy druh produktu a je s vyhodou
uzivat certifikované pristroje. Ddale musi byt definovan soubor Kritérii pro
propusténi produktu, tyto standardy musi byt dodrZovany a propoustéci kritéria
pro kazdou SarZzi produktu musi byt zdokumentovana.

PoZadavky pro bunécné produkty jsou v tomto smyslu uvedeny napf-.
v Mezinarodnich standardech pro sbér, pfipravu a uziti produktli bunécné
terapie (International Standards for Cellular Therapy Product Collection,
Processing and Administration, Fourth Edition, Version 4.1, April 2011)
pripravené FACT-JACIE. Tyto standardy maji poskytovat minimalni smérnice pro
programy, zarizeni a osoby, které provadéji bunécnou transplantaci a terapii
nebo které tyto procedury podporuji.

Dohledatelnost. Je nutno archivovat vSechny vyrobni zaznamy (vCetné
zaznami o distribuci), které umoznuji sledovat osud kazdé individudlni Sarze
lé¢ebného produktu. Musi existovat systém, ktery umozni vCas stahnout
jakoukoli SarZi z distribuce. Pokud se vyskytnou neZadouci ucinky, je nutné
vySetrit, zda nedoSlo knesrovnalostem ve vyrobnim postupu a musi byt
podniknuty kroky, aby prislusna Sarze byla stazena z obéhu a aby se predeslo
opakovani moznych chyb. Musi byt zaloZena databaze neZadoucich ucink 1€kt
(farmakovigilance).

Trénink. Personal (laboranti) musi byt plné seznameni se standardnimi
operacnimi postupy, plné v nich vycviceni a jejich znalosti musi byt podrobovany
pravidelnému piezkouseni.

Pozadavky spravné vyrobni praxe jsou regulovany narodnimi a

mezindrodnimi legislativy a dodrzovani téchto poZadavkii je kontrolovano
specialnimi urady - v Evropé je to EMA (Evropska agentura pro 1éCiva, European
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Medical Agency), ve Spojenych statech FDA (Urad pro potraviny a 1éky, Food and
Drug Administration). Nékteré dalSi zemé, jako Australie, Kanada, Japonsko,
Singapur ¢i Spojené kralovstvi maji své vlastni pozadavky pro spravnou vyrobni
praxi. V ostatnich zemich, zejména v rozvojovém svété, je uzivina WHO verze
pozadavkd spravné vyrobni praxe. Kontrola dodrzovani pozadavkl spravné
vyrobni praxe je provadéna pomoci pravidelnych inspekci povérenych statnich
organizaci (v CR jde o SUKL).

Vyrobni zarizeni

Vyrobni zarizeni spliujici pozZadavky spravné vyrobni praxe jsou
zdkladnim predpokladem pro pripravu lé¢ebnych produktd. Jsou navrzeny tak,
aby splnovaly pozadavky na spravné vyrobni prostredi, aby zamezily
kontaminaci produktu vstupnimi materidly a zkriZenou kontaminaci mezi
SarZemi a aby zajistily, Ze standardni operacni postupy budou dodrzovany tak,
jak maji byt. Opét, GMP zatizeni pro bunécnou terapii se mohou lisit od zatizeni
pro pripravu konvencnich 1é¢iv.

Design cistych prostor musi odpovidat Mezinarodnimu standardu ISO
14644 - Cisté prostory a prilehld kontrolovana zafizeni. ISO 14644 se sklada
z osmi Casti:

[SO 14644-1: Klasifikace ¢istoty vzduchu

ISO 14644-2: Specifikace zplsobli testovani a monitorace cistoty vzduchu
v souladu s normou ISO 14644-1

[SO 14644-3: Testovaci metody

ISO 14644-4: Design, konstrukce a zahajeni provozu

ISO 14644-5: Vlastni provoz

ISO 14644-6: Slovnicek

ISO 14644-7: Kontrolovana zatizeni (laminarni boxy, boxy pro manipulaci
v rukavicich, izolatory, mikroprostredi)

ISO 14644-8: Klasifikace vzduchem prenasené molekuldrni kontaminace

Zachazet do detailt je nad rdmec této prace. Jako priklad je uvedena
norma ISO 14644-1 (klasifikace Cistoty ovzdusi — Tab. 2) a schéma konceptu
kontroly kontaminace podle normy ISO 14644-4 (Obr. 8).

Stoupajici poZadavky na cistotu vzduchu (od prostor tiidy C aZ k vyrobni
bunce tridy A) jsou zajiStény specialnimi systémy cirkulace vzduchu, které
zajistuji nejvyssi tlak ve vyrobni burice, a tlakovy gradient se dale sniZuje
smérem k perifernim ¢astem vyrobniho zarizeni. Vzduch je do kontrolovaného
prostredi vpoustén pres vysoce efektivni €i velmi vysoce efektivni ¢asticové filtry
(high-effective nebo ultrahigh-effective particle filters - HEPA nebo UEPA). Pri
vstupu opacnym smérem (tj. z méné Cistych do cistSich prostor) je nutné projit
pres filtry, které jsou zarizeny k dekontaminaci materialu i personalu.

Z vySe uvedeneého je jasné, Ze konstrukce a provoz zarizeni pro spravnou vyrobni
praxi je velmi ndkladné. Tyto naklady se pak ptirozené promitaji do
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Tab. 2 - Pytlik R, 2011. Klasifikace Cistoty ovzdusi.

ISO Maximum concentration limits (particles/m3 of air) for
classification particles equal to or larger than the considered sizes shown
number below
0,1um 0,2um 0,3um 0,5um lum 5um

SO Class 1 10 2
SO Class 2 100 24 10 4
ISO Class 3 1000 237 102 35 8
ISO Class 4 10 000 2370 1020 352 83
ISO Class 5 100000 23700 10 200 3520 832 29
ISO Class 6 1000000 237000 102000 35200 8320 293
ISO Class 7 352000 83 200 2930
ISO Class 8 3520 000 832 000 29 300
ISO Class 9 35200000 8320000 293 000

konecné ceny produktu. Pro mald GMP zarizeni - napft. pfi univerzitach
nebo pro Faze 1 klinickych studii - vSak existuje nékolik menSich, levnéjsich a
dostupnéjSich teSeni (napr. Tecan - www.lifesciences.tecan.com, Xvivo
Biosystems - www.biospherix.com a dal$i - Obr. 8-11).

Obr. 8 - Pytlik R, 2011. Schéma ¢istych prostor pro GMP. Klasifikace prostor odpovida
pozadavkim pro ¢istotu vzduchu. Napriklad, ¢ista prostora pro GMP tridy C vyZaduje
cistotu vzduchu ISO tiidy 8 nebo ¢istsi.

Anciliary area

Clean room(s) ("C")

Materials > Process core j Final product

Personellin

Personell out

Waste

1.5.5. Uchovani hMSC pro dalsi pouZiti

Jedinou mozZnosti pro dlouhodobi wuskladnéni MSC je jejich
kryoprezervace v tekutém dusiku. Kryoprezervace ma teoretickou vyhodu v
moZnosti okamzitého podani hMSC ("off the shelf") bez nutnosti jejich
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zdlouhavé, nékolikatydenni kultivace "on demand" (Yong KW, 2015b). Pri
zmrazovani bunék je nutno vyhnout se tvorbé vodnich krystald, jejichz tvorba
bunky zabiji. Existuji dvé metody kryoprezervace - pomalé zamrazZovani a
vitrifikace. Pfi obou je potieba uziti kryoprotektivnich agens (CPA). Nejcasteji
pouzivanym CPA je dimethylusulfoxid (DMSO), ktery vsSak prestupuje pres
bunéfnou membranu a je cytotoxicky, pokud se teplota pohybuje nad 4°C
(Zambelli A, 1998). Navic ma schopnost minimalné v nékterych typech bunék
plisobit epigenetické zmény, s potencidlem naddorové transformace (Iwatani M,
2006).

Obr. 9 - Pytlik R, 2011. Robotizované zaiizeni Tecan Cellerity.

Inkubéator — Laminarni box
UloZeni spotiebniho

Manipulace materialu

s roztoky

Roboticka platforma L Rozesazovni a

Freedom EVO sklizefi bunék

Roboticka Pocitani bunék

kultivace bunék

M@ i

CellGEM kontrolni software Konkrétni aplikace

Obr. 10 - systémy Tecan vyuzivaji lahve RoboFlask© Corning.
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Obr. 11 - manualni systémy pro GMP pripravu bunécnych produkti. A - Xvivo Biosciences,
celkovy pohled, B - Xvivo Biosciences, detailni zabér na pracovnika manualniho systému.

Vitrifikaci odbudeme nékolika vétami. Tato metoda spociva v extrémné
rychlém zmraZeni bunék v nékolikamoldrnim roztoku CPA (napt. 6-8 M DMSO).
Bunky pritom prichazi do primého styku s tekutym dusikem, coZ znamena riziko
mikrobidlni kontaminace (Aspergillus, virus hepatitidy B - Fountain G, 1997;
Iwatani M, 2006). Navic je vitrifikace vhodna pouze pro zamraZovani malych
bunécénych objemt, napriklad oocyti (Song YS, 2010), vyzaduje pomérné
znacnou zrucnost a v kryoprezervaci hMSC se pouZivd minimalné (Moon JH,
2008).

Standardni metodou Kkryoprezervace zlistava pomalé mraZeni,
preferencné za kontrolovaného poklesu teploty (1°C/min), tedy podobné, jako se
uzivd k mraZeni hematopoetickych progenitorovych bunék ptred autologni ¢i
alogenni transplantaci. Kryoprotektivni agens jsou pouzZivany v nizkych
koncentracich (naptiklad 5-10% DMSO). Yong prokazal, Ze 5% DMSO je stejné
dobré jako 10%, s niZsi toxicitou (Yong KW, 2015a), a hlavné je moZno ho
pouzit pouze se samotnym kultivacnim médiem, nikoli s fetalnim telecim sérem,
jak se provadélo ¢i snad jesté provadi na jinych pracovistich (Miranda-Sayago
JM, 2012). Byla ovSem vyvinuta i jina kryoprotekéni agens (trehaloza,
polyvinylpyrrolidon), které bunétnou membranu neprestupuji a maji byt méné
toxické (Thirumala S, 2010a, Thirumala S, 2010b, Janz Fde L, 2012). Nicméné
je zajimaveé, Ze viabilita MSC kryoprezervovanych s témito CPA je podstatné nizsi
nez s DMSO (Thirumala S, 2010aq, Janz Fde L, 2012).

Podstatnou otazkou je, do jaké miry kryoprezervace ovlivni zakladni
vlastnosti MSC, jako jejich viabilitu, schopnost dalsi proliferace, zachovani
diploidniho karyotypu, stabilitu genové exprese, zachovani imunomodulac¢nich
schopnosti a multidiferenciacniho potencialu. Co se tyce viability hMSC, je
standardné sledovdana trypanovou modii, barvenim na annexin
V/propidiumjodid nebo barvenim na acetometoxy derivat kalceinu (calcein
AM /propidiumbromidova esej). VSechny tyto metody potvrzuji viabilitu
rozmraZenych MSC nad 75% za predpokladu, Ze je v kryoprezervaé¢nim médiu
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pouzit dimethylsulfoxid (Thirumala S, 2010a, Thirumala S, 2010b, Ginis I,
2012; Janz Fde L, 2012). Proliferacni kfivky rozmrazenych bunék se rovnéz
nelisi od bunék nezamrazenych (Gonda K, 2008; De Rosa A, 2009; Zhang HT,
2011). Kupodivu, Zddna z uvedenych praci nesledovala schopnost tvorby CFU-F
jako méritka mozné ztraty klonogenni kapacity v dlisledku kryoprezervace.

Co se tyce karyotypové stability, nebylo prokazano, Ze by byla ovlivnéna
kryoprezervaci (Angelo PC, 2012). Nicméné DMSO ma schopnost piisobit
epigenetické zmény, které rovnéZ mohou vést k maligni transformaci (Iwatani
M, 2006). Toto riziko je konkrétné u hMSC pokladano za nizké, ovSem je dobre
znam vliv DMSO na prediferenci hMSC do neuralnich bunék, coZ pravdépodobné
probiha rovnéz epigenetickymi mechanismy (Woodbury D, 2000).

Co se tyCe genové exprese, je situace sloZzitéjsi. Hoogduijn prokazal, Ze
zmény globalni exprese v lidskych ADSC po rozmraZeni jsou pouze malé, v ramci
interindividualni variability. OvSem po presazeni do plicniho mikroprostredi
(zvoleno proto, Ze velkd ¢ast MSC se po infusi vychytava v plicich) dochazi po
dvou hodinach k vyrazné zméné genové exprese, zejména co se tyCe genl
nékterych imunologickych drah (Hoogduijn MS, 2016). To miiZze mit roli na
imunomodulacni vlastnosti hMSC, které skute¢né jsou po rozmraZeni poSkozené,
ovSem mohou se restituovat po nékolikadenni in vitro kultivaci (Francois M,
2012, Moll G, 2014). UZiti kryoprezervovanych bunék tésné po rozmraZeni
miiZe byt jednim z dlivodi nedspéchu pripravku Prochymal © v 1é¢bé akutni a
chronické GvHD (Galipeau J, 2013).

Stejné tak se dostupna literatura shoduje v tom, Ze v priibéhu zamraZeni
nedochdzi k vyraznym ztratdim "kmenovosti" MSC (Angelo PC, 2012) ani k
poskozeni schopnosti multilinearni diferenciace (Janz Fde L, 2012; Miranda-
Sayago JM, 2012; Al-Saqi SH, 2015). Je vSak nutno mit na paméti, Ze aZ na
vyjimKky se jednalo pouze o formadlni in vitro eseje, které nemusi byt relevantni
pro chovani bunék in vivo a Ze vliv zamrazeni mize byt rozdilny na MSC
ziskanych z rlznych tkani (Al-Saqi SH, 2015). Jamesova prace (James AW,
2011) vsak poskozeni schopnosti osteogenni diferenciace pripousti. Stejné tak
bylo prokazano, Ze v dlisledku zamrazeni dochazi u MSC k poSkozeni cytoskeletu,
tim k poSkozeni schopnosti adheze na extracelularni matrix a tudiz i k poskozeni
jejich homingu (Ghinnaduari R, 2014). Celkem z uvedeného vyplyva, Ze mrazeni
MSC je bezpelné, nevede k neakceptovatelnym ztratdam bunék a snad ani k
vyraznému posSkozeni jejich charakteristik a jejich terapeutického potencialuy, ale
k definitivnimu posouzeni téchto otazek je nutny dalsi vyzkum.

1.5.6. MSC a jejich vyuziti v kostni a kosterni regeneraci

Vychodiska pro uziti MSC v kostni a kosterni regeneraci jsou jasna a byla
hojné diskutovana v predchozich kapitolach. Existuje rovnéz cela rada
preklinickych praci, které zkoumaly schopnost zvirecich i lidskych MSC
regenerovat poskozenou kostni tkan. Existuje rovnéz nepreberné mnozstvi praci
zabyvajicich se konstrukci biomimetickych bunécénych leSeni (scaffoldi) a
osazovanim téchto scaffoldi MSC. Posledni zminéna oblast vyzkumu je sice z
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hlediska moji prace marginalni, ale vzhledem k uZiti takovychto produkti
tkanového inZenyrstvi v preklinickém vyzkumu ji nemohu zcela ignorovat.

Jedna z prvnich experimentalnich praci hodnotici schopnosti MSC v 1é¢bé
kostnich defektl byla publikovana v roce 1998. Bruder v ni srovnaval schopnosti
hojeni kritického segmentdlniho femoralniho defektu u psti. Dva centimetry
dlouhy defekt byl bud’ ponechan bez lécby, nebo vyplnén osteokeramickym
cylindrem samotnym nebo osazenym MSC. U psi l1éCenych implantatem s
bunikami doslo k vyrazné zlepSenému hojeni kostniho defektu nez u psi, kteri
dostali implantat bez bunék (Bruder SP, 1998). Tato studie vedla k celé radé
dalSich, i kdyZ byly provadény na mensich zvifecich modelech. V nékterych z
nich byly wuzity bunky nemanipulované (Liu Y, 2006), v jinych vsak
prediferencované (Petite H, 2000; Yamada Y, 2004), geneticky upravené
(Tsuchida H, 2003) ¢i potransplantacené stimulované riistovymi faktory (Akita
S, 2004). Zkoumani obdobnych schopnosti u lidskych MSC je moZno na
imunodeficientnich hlodavcich, prevazné na potkanech (mysi jsou prili§ male).
Tyto prace prokazaly, Ze i lidské hMSC jsou schopné hojit kostni defekty
(Peterson B, 2005; Jager M, 2007; Yoon E, 2007; Cuomo AV, 2009; Liu G, 2010;
Gen W, 2013; Suenaga H, 2015; Zigdon-Gilad H, 2015). MSC mohou napomahat
k hojenti kosti jednak prfimymi mechanismy, protoZe in vivo jsou mobilizovany do
mista poranéni, kde napomahaji hojeni kosti intramembrandzni ¢i enchondralni
osifikaci, s ohledem na svou zralost (Tortelli F, 2010). Soucasné vsak
napomahaji vaskulogeneze prostiednictvim sekrece ristovych faktort (De Luca
A, 2011) a utlumuji produkci zanétlivych cytokinii jako je TNF-alfa, které
zplsobuji mimo jiné zvysSenou osteoklastogenezu a tim zhorSuji novotborbu
kosti (Alblowi ], 2009; Granero-Molto F, 2009). Na hojivém efektu se muze
podilet téZ stimulace makrofagové aktivity nebo transfer mitochondrii (Spees JL,
2006; Chen L, 2008). Komplexni ptisobeni MSC v kostnim hojeni je zndzornéno
na Obr. 12.

Co se tyCe bezpecnosti 1éCby pomoci hMSC, od roku 1995 bylo 1é¢eno
zhruba 3000 pacientli v riznych indikacich a 1écba je pokladana za bezpecnou
(Quarto R, 2001; Jin Shao ], 2015), i kdyZ jsou jisté obavy z mozZnosti jejich
diferenciace do nevhodnych bunék na nevhodnych mistech (Tasso R, 2013). Co
se tycCe jejich efektivity v ortopedickych indikacich, vysledky jsou povzbuzujici.

Jedno z prvnich pouziti hMSC v 1é¢bé kostnich segmentalnich efekti u
clovéka bylo publikovano v roce 2001 (Quarto R, 2001). U trech pacientd s
kritickym defektem délky 4-7 cm byly do mista defektu implantovany keramické
scaffoldy s hMSC. Podani bunék bylo bez komplikaci a defekty se hojily. V roce
2004 publikoval Kitoh jinou sérii tii pediatrickych pacientd 1écenych distrakéni
osteogenezi spolu s podanim MSC a plazmy bohaté na desticky (PRP) pro tibialni
achondroplazii ¢i kongenitalni tibidlni pseudoartrézu (Kitoh H, 2004). Bunky
byly in vitro prediferencovany smérem do osteoblastové linie. PRP obsahuje
celou fadu ristovych faktort, vcetné faktort vaskulogennich (Oryan A, 2016).
Podani hMSC s PRP bylo bezpecné a za tfi roky byla stejnou skupinou
publikovana retrospektivni srovnavaci studie pacientt, u nichz byly podany
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Obr. 12 - Jin Shao J, 2015. Mozné mechanismy, kterymi transplantované MSC prispivaji k
hojeni kosti. Parakrinni efekt MSC zahrnuje stimulaci angiogenezy, ochranu jinych bunék
pired apoptdzou, urychleni migrace endogennich MSC nebo jinych progenitorovych bunék
a stimulaci jejich proliferace a diferenciace. Imunomodulacni efekty pak zahrnuji inhibici
proliferace a deaktivaci neutrofili, NK bunék, B a T lymfocytii s vyjimkou T-regulacnich
bunék, jejichz proliferaci stimuluji. MSC rovnéZz zabranuji maturaci dendritickych bunék a
suprimuji sekreci imunoglobulini plazmatickymi buiikami. K tomu prispiva primy
diferenciac¢ni potencial a schopnost ovlivnéni okolnich bunék prostiednictvim transferu
mitochondrii ¢i sekreci miRNA a proteinti.
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bunky s PRP do mista distrak¢ni osteogenezy s pacienty, kterym bunky podany
nebyly. Hodnoceno bylo celkem 92 kosti u 46 pacientli (32 kosti, tj. 16
nemocnych bylo lé¢enych s buntkami a 60 kosti u 30 nemocnych bylo léceno
konzervativné). Ve skupiné lécené buinikami doslo ke zlepSeni indext hojeni
kosti, jejich zrychleni a k ubytku komplikaci statisticky vyznamnym zplisobem
(Kitoh H, 2016).

Randomizovanych studii hMSC v ortopedickych indikacich je vSak malo. .
Kim et al. v roce 2009 publikovali studii 64 pacientii se Spatné se hojicimi
nekomplikovanymi frakturami, 31 z nich bylo 1éceno hMSC prediferencovanymi
do osteogenni linie (1.2x107 bunék) a 33 pacientt tvorily kontroly. Podani hMSC
vyrazné zlepSovalo tvorbu svalku ve skupiné 1é¢ené bunécnou terapii (Kim Sj,
2009). Dale bylo publikovany ¢tyri randomizované studie srovnavajici 1écbu
pocatecni faze nekrdézy hlavice femuru se standardni lécbou, kterou byla
dekompresni operace (Gangji V, 2005; Marker DR, 2008; Liu D, 2012; Zhao D,
2012). V metaanalyze téchto studii (celkem 219 pacientii) bylo zjiSténo sniZeni
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rizika progrese o 89% (p <0.01) u skupiny lé¢ené hMSC oproti kontrolam a
rovnéz ke zlepsSeni nékterych kvantitativnich ukazateld (Li X, 2014).

Postaveni hMSC v hojeni kostnich defektli je tedy podobné jako postaveni
BMMC. Klinickych studii je malo a randomizovanych jeSté méné. Lécba nekrézy
hlavice femuru pomoci hMSC je s nejvétSi pravdépodobnosti uc¢inng, ale i zde
plati, Ze dosavadni vysledky je treba ovérit velkou randomizovanou studii,
nejlépe dvojité zaslepenou a kontrolovanou placebem. Jinymi slovy, i u pacienti
lé¢enych konvencné je treba provést sbér BMMC a kultivaci hMSC, poté by
pacienti randomizovani do ramene se standardni 1é¢bou dostali pouze placebo,
které by vsak bylo k nerozeznani od buné¢ného preparatu a pacient ani 1ékat by
nevédél, do jakého ramene je ten ktery objekt prifazen. Kromé toho, Ze jen takto
by se zamezilo podvédomému zvyhodiiovani pacienti lécenych bunécnou
terapii, by bylo moZno téz provést srovnani hMSC vykultivovanych v obou
skupinach co se tyce poctu, klonogenni kapacity, rychlosti rstu a funkénich
charakteristik a tim napomoci k vysvétleni eventudlnich lé¢ebnych rozdili mezi
pacienty lé¢enymi bunécnou terapii a kontrolami (viz napt. Heeschen C, 2004).

Dalsi otazkou je pochopitelné manipulace s hMSC ex vivo. Jak jiZ bylo vyse
uvedeno, i kdyZ hMSC riiznych vlastnosti nelze rozlisit dle bézné pouZzivanych
kritérii, jejich funkéni stav zavisi na zplsobu kultivace, poCtu pasazi (méné je
vice), eventualni prediferenciaci ¢i kryoprezervaci a dalSich faktorech. Vlastnosti
hMSC mize ovlivnit i tak bandalni véc jako je splyvavost bunécnych kultur pfti
sklizni (Ren J, 2015). Samostatnou otazkou pak je vyznam bunécnych scaffoldii a
optimalizace jejich sloZeni pro hojeni kosti. Faktory, které je nutno vzit do ivahy
v ortopedickych indikacich hMSC, jsou prehledné uvedeny ve starsi, ale velmi
podrobné praci (Eslaminejad MB, 2011).

Dnesni stav pouziti bunélné terapie pomoci hMSC v ortopedickych
indikacich tedy odpovidd postaveni bunécné terapie vjakékoli jiné indikaci.
Vezmeme-li ocekavani, s nimiZ jsme na$ vyzkum zacinali pred patnacti lety,
jedna se o jednoznac¢né zklamani.
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2. Hypotézy

2.1. Terapeutické uZiti hMSC v regenerativni mediciné bez in
vitro expanze v ramci koncentratii mononuklearnich bunék z
kostni drené (BMMC().

1.

2.

intraarteridlné podané BMMC jsou schopny proniknout do ischemického
myokardu ¢i kosterniho svalu kolateralnim ¢i mikrovaskularnim recistém.
intraarterialné podané BMMC jsou schopny zachranit tzv. hibernovany
myokard (pfechodnou zénu mezi nekrézou a plné vaskularizovanym
myokardem), zlepSit ejekcni frakci a zabranit remodelaci levé komory
srdec¢ni v pripadé rozsahlych infarkti myokardu).

intraarteridlné podané BMMC jsou schopné ulevit v bolestech pacientiim s
ischemickou chorobou dolnich koncetin a zlepSit hojeni ischemickych
defektli v populaci nediabetickych i diabetickych pacientli a tim zlepSit
jejich kvalitu Zivota.

2.2.Vyvoj novych zpusobi kultivace hMSC pro uziti v
regenerativni mediciné

1.

Ristové faktory samotné ¢i v kombinaci po pridani do zakladniho média
umozni kultivovat hMSC bud’ ve zcela bezsérovém prostredi nebo v
prostredi s lidskym sérem.

Ristové faktory umozni ziskani dostate¢ného mnozstvi hMSC pii mensim
poctu pasazi.

2.3. Vlastnosti hMSC péstovanych v kultivatnim médiu s
lidskym sérem a suplementy

1.

Schopnosti ristu a diferenciace hMSC se budou lisit s ohledem na zptisob
jejich kultivace. Vzhledem k pridani suplementli je moZno ocekavat, Ze
bunky kultivované s nimi budou rist rychleji nez buiiky kultivované bez
nich.

Profily genové exprese hMSC se budou liSit s ohledem na zptisob jejich
kultivace.

V kulturdch hMSC nebude v pribéhu kultivace dochazet k cytogenetickym
abnormalitam.

Lidské MSC kultivované novym zplisobem budou podporovat krvetvorbu
nejméne stejné dobre, jako hMSC kultivované klasickym zptisobem.

Za predpokladu dobré schopnosti osteogenni diferenciace budou hMSC
pomahat novotvorbé kosti v uméle vytvoreném segmentalnim
femoralnim defektu u pokusnych zvirat.

Ziskané hMSC budou bezpecné pri podani do pokusnych zvirat.

Ziskané hMSC je mozZno po zamrazeni dlouhodobé skladovat.
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3. Cile prace

1.

Ovérit, zda hruby ptipravek BMMC z kostni diené mize napomdahat
regeneraci ischemického srde¢niho ¢i kosterniho svalu ¢i  1écbé
ischemické dolni koncetiny.

Vyvinout co nejjednodussi a nejrychlejsi zptisob kultivace hMSC, pokud
moZzno bez pouZiti zvifeciho séra a jinych zvitecich bilkovin.

Zjistit, do jaké miry se budou hMSC vypéstované novym zptlisobem lisit od
hMSC péstovanych s fetalnim telecim sérem co se tyce diferenciacni
kapacity a profilli genové exprese.

Zjistit, do jaké miry budou hMSC vypéstované novym zpuisobem schopné
podporovat krvetvorbu.

Zjistit optimalni postup kryoprezervace hMSC pro pozdéjsi pouZiti a jejich
proliferac¢ni schopnosti po rozmrazent.

Zjistit, zda nové vyvinuty postup pro kultivaci hMSC je bezpecny a ucinny
v preklinickém modelu na imunodeficientnich zviratech.

Zjistit, zda se nové vyvinuty postup pro kultivaci hMSC podari dovést do
stadia klinické studie.
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4. Metodika

4.1. Ziskavani materialu pro pripravu BMMC a pro kultivace
hMSC.

Metodika ziskdni BMMC je popsana v pracech Pénicka M, 2007 a
Chochola M, 2008. Strucné, pro pripravu autologntho BMMC produktu byly
lidské mononuklearni buiiky odebirdany v analgosedaci ¢i celkové anestezii. Byly
provedeny viceCetné punkce obou lopat kosti kycelnich a dreniova krev byla
odebrana do systému Bone Marrow Collection Kit with Pre-Filter and Inline
Filters (Baxter, Deerfield, IL, USA). Pacienti v obou studiich podepsali
informovany souhlas v souladu s Helsinskou deklaraci. Studie byly schvaleny
lokalnimi etickymi komisemi VFN a Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady
(FN KV). Pacienti byli odebirani a 1é¢eni ve VFN (1, 2) ¢i ve FN KV (1), zpracovani
BMMC probihalo ve viech ptipadech na Ustavu hematologie a krevni transfuse
Praha (UHKT).

Popis postupu pri ziskavani kostni krve pro kultivaci hMSC in vitro byl
popsan v publikacich Novotovd E, 2003 a Pytlik R, 2009. Zdrojem Kkostni krve
byli pacienti podstupujici odbér Kkostni difené z divodu podezieni na
hematologickou malignitu ¢i z dlivodu diive zjisténé hematologické malignity v
ramci tzv. stagingu (zjiStovani rozsahu onemocnéni). V pocatecnich fazich
vyzkumu, kdy Slo o zavedeni metod a optimalizaci 1écebného postupu, byli
odebirdni pacienti bez ohledu na typ onemocnéni, postiZeni kostni diené ¢i fazi
1é¢by. V pozdéjsich stadiich vyzkumu, kdy Slo o presnéjsi charakterizaci hMSC
pripravenych novym zplisobem a o preklinické in vivo experimenty, byli
odebirdni pouze pacienti s lymfoidnimi malignitami u nichZ pravdépodobnost
postizeni kostni drené nepresahovala 50% a to vzdy predtim, nez dostali
jakoukoli 1éc¢bu. Pacienti v rdmci jednotlivych projekti podepsali informovany
souhlas s odbérem vzorku v souladu s Helsinskou deklaraci, véetné souhlasu s
eventualnim genetickym vySetrenim vzorku. Jednotlivé projekty byly schvaleny
mistni etickou komisi VFN. Kostni krev byla odebrana jednorazoveé, po punkci
lopaty kosti kycelni v mistnim znecitlivéni ¢i analgosedaci, v mnozstvi 10 ml a
okamZzité smichana se stejnym objemem Hanksova pufrovaného solného roztoku
(HBSS) se tremi kapkami heparinu.

4.2. Zpracovani BMMC produktu pro klinické aplikace.

Podrobny popis zpracovani bunécného produktu je uveden v praci
Chochola M, 2008. Ve strucnosti, po filtraci kostni krve z odbérového vaku do
transportniho a zpracovaciho vaku, kostni krev byla preddna na Oddéleni
bunééné terapie Ustavu hematologie a krevni transfuse, kde byla provadéna
opakovana sedimentace erytrocytli po pridani Gelofusinu (B. Braun, Melsungen,
Némecko). Supernatant byl opakované zpracovavan az do ziskani ptiblizné 30 ml
mononuklearni frakce BMMC v autologni plasmé.
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4.3. Kultivace hMSC in vitro

Metodika klasické kultivace hMSC s fetdlnim telecim sérem byla pievzata
z prace Minguell JJ, 2001 s urcitymi Upravami, které jsou popsany ve vySe
uvedenych pracech Novotovd 2003 a Pytlik, 2009. V kratKkosti, dirennova krev v
HBSS byla navrstvena v 50 ml zkumavce na 10 ml roztoku Ficoll-Paque PLUS a
centrifugovana pri 2500 g po dobu triceti minut. BMMC z rozhrani byly
resuspendovany v 10 ml kultiva¢niho média (IMDM ¢i alfa-MEM), spocteny na
hemocytometru a rozesazeny v poctu 10> - 7.5x10° do 75 cm? plastovych
kultivacnich lahvi. Kultiva¢ni médium sestavalo z alfa-MEM + 20% FCS + 2 mM
glutaminu + antibiotické smési (penicilin + streptomycin * amfotericin B). V
pocatecnich experimentech bylo zjiSténo, Ze mnozstvi FCS lze sniZit ze 20% na
10% bez ztraty kultivacni efektivity, pak jiz byla stabilné uZivana tato
koncentrace. K prvni vyméné média mélo dle prace Minguell JJ, 2001 dojit 3 dny
po zahdjeni kultivace, spoletné s odmytim neadherentnich bunék. Na zakladé
nabytych zkuSenosti a téZ z organizacnich divodd (vikendy) jsme nakonec
neadherentni buinikky odmyvali po 24 hodinach. @ Médium bylo nejprve
vymeénovano dvakrat tydné, ale zjistili jsme, Ze jednotydenni vyména je zcela
dostacujici. Kultury byly dale sledovany 2x tydné pod inverznim mikroskopem.
Po dosazeni stavu, v némzZ se jednotlivé kolonie dotykaly, byly bunky sklizeny
pomoci EDTA-trypsinu.

Ke studiu klonogenni kapacity ¢i schopnosti tvorby kolonii (CFU-F) jsme
pouzili modifikovany protokol z prace Colter DC, 2000, opét s jistymi Upravami.
Ve vychozi praci byly hMSC po napéstovani rozesazovany v poctu 0.5, 1.5,3 a 6
bunék na cm? ve 100 mm kultivacnich miskdch (povrch 60 cm?). Colter
pozoroval, Ze pri vysSich koncentracich je pocet CFU-F relativné mensi. 0.5
bunky/cm? je skutecné velmi nizka koncentrace pro praktické uziti a naSe
vysledky byly tudiZ nekonzistentni. Pouzivali jsme tedy koncentrace 1.5, 3,5a 10
bunék/cm?2. Pozdéji jsme v nékterych experimentech pouZivali pouze jednu
koncentraci (3 bunky/cm?2). Kultivace probihala po dobu 2 tydnii. Po ukonceni
kultivace byly bunky fixovany alkoholem a obarveny krystalovou violeti. Jako
CFU-F byly pocitany bunécné agregaty vétsi nez 2 mm v priméru.

Pti optimalizaci riistu hMSC bez zvireciho séra jsme pouZili zpocatku alfa-
MEM s 10% lidskym sésrem a suplementy podle prace Gronthos S, 1995, tj.
askorbat, dexamethason, inzulin, EGF a PDGF-BB. Ddle byly postupné ptridavany
FGF-2 a M-CSF (Tsutsumi S, 2001; Jin-Xiang F, 2004). Nakonec bylo médium
alfa-MEM zaménéno za médium CellGro™ For Hematopoietic Cells (CellGenix,
Freiburg, Némecko). Definitivni kultiva¢ni postup je popsan ve studii Pytlik,
2009 jakoZz i v ceském patentu 301 148 (Véstnik €. 46/2009) a v evropském
patentu EP 1 999 250, viz Prilohy. V dalSich vyzkumech jsme zjistovali relativni
vyznam jednotlivych suplementl jejich postupnym vyrazovanim z kultivacniho
média (Stehlik D, 2012). Nakonec jsme zaménili research-grade suplementy a
ristové faktory za clinical-grade pripravky a vynechali antibiotika.
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4.4, Studium diferenciac¢nich schopnosti MSC.

Metodika diferencia¢nich experimenti vychazi z publikace Miguell J]j,
2001 a byla mirnym zplisobem modifikovana (viz prace Pytlik et al, 2009 a
patenty Cesky a evropsky, jak uvedeno vyse).

Strucné receno, pro indukci osteogeneze bylo pouZito médium alfa-MEM s
10% fetdlnim telecim sérem, 10 mmol beta-glycerolfosfatem, 0.1 umol
dexamethasonem a 0.5 mmol askorbové kyseliny. Médium bylo ménéno 2x tydné
po dobu ¢tyr tydnli. Akumulace kalcia byla provadéna von Kossovym barvenim a
exprese alkalické fosfatazy byla provadéna cytochemicky. Pro adipogenni
diferenciaci jsme pouZivali dvoukolové indukéni/udrzovaci metody, kde indukce
byla provadéna v alfa-MEM s 10% fetdlniho telectho séra, 1 umol
dexamethasonu, 10 mg/l insulinu, 0.5 mmol 3-isobutyl-1-metylxantinu.
UdrZovaci médium tvoril pouze alfa-MEM s fetalnim telecim sérem a inzulinem.
Indukéni a udrzovaci médium se stridaly 2x tydné po dobu 3-4 tydni. Barveni na
adipogenni vakuoly bylo provadéno olejovou cCerveni. Pro chondrogenni
diferenciaci byly pouZzity mikropelety MSC (vZdy 10¢) na dné kénické zkumavky
kvili udrZeni hypoxickych podminek. Médium tvorily alfa-MEM ¢i CellGro™,
suplementované 100 umol dexamethasonem, 6.25 mg/l inzulinem, 6.25 mg/1
transferinem, 6.25 ug/l seleniem, 5.35 mg/l1 linoleovou kyselinou a 1.25 mg/ml
bovinnim sérovym albuminem..

4.5. Studium povrchovych antigeni MSC

Metodika je uvedena v pracech Pytlik R, 2009; Stehlik D, 2012 a Pytlik R,
2017.

V praci Pytlik R, 2009 byly povrchové znaky analyzovany na Ustavu
patologické fyziologie 1. LF UK. PouZity byly nasledujici protilatky: CD11b FITC,
CD11c FITC, CD14 FITC nebo PE, CD18 PE, CD29 PE, CD34 PE, CD44 FITC, CD45
FITC nebo PE, CD49a FITC, CD49c FITC, CD49d FITC, CD49e FITC, CD63 PE, CD71
FITC, CD90 FITC, CD105 FITC nebo PE, CD106 PE, CD117 PE, CD166 PE, CD235a
PE, biotinylované anti-ALP, CXCR4 PE, HLA-A, B, C FITC, HLA DR, DP, DQ PE. Dale
byl pouZit streptavidin PE k vizualizaci vazby alkalické fosfatazy a izotypové
kontroly (IgG1 FITC, IgG1 PE, IgG2b FITC, IgG2b PE a IgG1 PE-Cy5). Analyza byla
provedena na pristroji FACSCalibur (BD Biosciences Immunocytometry Systems,
San Jose, California, USA). Buniky CD45re8/CD235areg byly povazovany za MSC.
Pozitivita byla hodnocena jako vysSi exprese neZ hornich 0.5% exprese
izotypovych kontrol. Data byla hodnocena podle programu FCS 2.0 (FACS Diva
software, BD Biosciences). VytézZky hMSC pocitdny jako procento bunék
CD45reg/CD235are8 ndsobeno celkovym poctem sklizenych bunék

V praci Stehlik D, 2012 byly vytézky hMSC pocitany jako procento bunék
CD45reg/CD235are8 ndsobeno celkovym poctem sklizenych bunék, podobné jako
v praci Pytlik R, 2009. Ke stanoveni kostni diferenciace byly hMSC barveny
biotinylovanym antiBMP-2 a antiBMP-7 (detekce streptavidinem FITC), dale
anti-osteokalcinem PE a biotinylovanym anti-ALP. Jako hMSC byly pokladany
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bunky CD45 negativni (protilatka antiCD45 PE-Cy5). Stanoveny byly nasledujici
panely:

- anti-BMP2 (detekce pomoci streptavidinu FITC), anti-osteokalcin, antiCD45

- anti-BMP7 (detekce pomoci streptavidinu FITC), anti-osteokalcin, antiCD45
Méreni a hodnoceni bylo provedeno stejnym zplsobem, jak je popsano v
piredchozim odstavci. Prace probihaly na Ustavu patologické fyziologie 1. LF UK.

Flowcytometrické analyzy ve studii Pytlik R, 2017 byly provadény
v laboratofi CLIP na Klinice détské hematologie a onkologie 2. LF UK v Praze a
FN Motole, kde je metoda priitokové cytometrie pro hMSC certifikovana pro
klinické uziti. Po promyti fosfadtovym pufrem obohaceny o 0,5% (w/v) bovinni
sérovy albumin byly burnky inkubovany s nasledujicimi
konjugovanymi monoklonalnimi protilatkami: anti-CD3 APC, anti-CD19 PE-Cy7,
anti-CD73 PE, anti-CD90 APC, anti-CD16 PE, anti-CD45 PerCP, anti-CD105 FITC, a
anti-CD235a FITC. klon HIR2, vSe od Exbio Praha, a.s., Vestec, Czech Republic. Ke
zhodnoceni byl pouZit LSR II cytometr se standardnim modrym laserem,
upgradovanym cervenym diodovym laserem, fialovym diodovym laserem a OPLS
Zlutozelenym laserem a Canto II cytometr vybaveny standardnim modrym
laserem, cervenym laserem a fialovym laserem. Data byla exportovana do FCS 3.0
(FACS Diva software, BD Biosciences) a analyzovana Flow]o softwarem (Treestar,
Ashland, OR, USA). Buiniky byly klasifikovany jako hMSC, pokud byly CD105,
CD90, a CD73 pozitivni a CD45, CD19, CD16 a CD3 negativni (Dominici M, 2006).

4.6. Stanoveni genové exprese MSC

Lidské MSC kultivované ve standardnich podminkach (alfa-MEM + FCS)
byly srovnavany s hMSC kultivovanymi v CellGro™ + lidské sérum + suplementy.
RNA z bunék péstovanych témito zplsoby byla extrahovana standardni fenol-
chloroformovou metodou. Kvalita RNA byla mérena pomoci pristroje Nanodrop.
Tyto prace probéhly na 1. interni klinice 1. LF UK a VFN. Exprese jednotlivych
genl byla poté stanovena na platformé Illumina. Tato analyza byla provedena
v Institutu molekularni genetiky AV CR.

Pro analyzu bylo pouzito 2 chipovych sad I[llumina HumanHT-12 v4
Expression BeadChip Kit. Kazda sada obsahovala 12 expresnich poli, celkem tedy
bylo provedeno 24 experimenti. Jednotlivé expresni experimenty byly rozdéleny
do nékolika skupin a byly zjistovany rozdily v expresi jednotlivych mRNA mezi
dvojicemi skupin. Expresni pole byla nejprve normalizovana a poté byly expresni
rozdily zkoumany pomoci t-testu s korekci na testovani mnoha hypotéz
(Development Core Team R: A Language and Environment for Statistical
Computing. 1, ISBN 3-900051-07-0). Pro analyzu bylo pouZito prostiedi R-
project 1 s vyuzitim balicki ze zdroje Bioconductor 2 (Bioinformatics and
Computational Biology Solutions Using R and Bioconductor, Springer-Verlag,
2005, at  <http://www.springerlink.com/content/g26110k024423738/>),
predevsim baliku beadarray 3 (Dunning M]J, 2007). Prti analyze bylo pouZito
také noveé vyvijeného softwaru a metod pro analyzu I[llumina expresnich poli na
urovni nesumarizovanych sond.
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Hladiny cilové mRNA byly vztazeny k hladindm geometrického priméru
internich kontrolnich genti TBP (TATA - box binding protein), GUSB
(Glucoronidase, beta) a RPLPO (large ribosomal protein). Hladina genové
exprese byla stanovena relativné ke vzorku cDNA z kontrolni skupiny (hMSC
z alfa-MEM + FCS).

Jednotlivé genové skupiny a signalni drahy byly dale studovany pomoci
on-line programu DAVID Bioinformatic Resources 6.7
(http://david.abcc.ncifcrf.gov). Diferencialné exprimované geny byly do
funkénich skupin fazeny pomoci Benjaminiho korekce.

Pro nezavislé ovéreni vysledkil diferencidlni exprese genti CDH11, CTSK,
CTGF, IGFBP3, COL1A1, ARID5B byla pouZita metoda PCR v redlném case (qRT-
PCR). Tyto prace probihaly na 1. interni klinice 1. LF UK a VFN. Analyza byla
provedena s vyuZitim Tagman Universal PCR Master mix a TagMan® Gene
Expression Assays (Life Technologies, Praha, Cesk4 Republika). Vzorky pouZité
ke studiim gqRT-PCR byly tytéZ, na kterych byly studovany profily genové
exprese.

Kazdy vzorek byl amplifikovan ve ctyrech reakcich: v prvni reakci byla
stanovena exprese cilového genu, v dalSich tfech reakcich byla stanovena
exprese 3 riznych kontrolnich genii. Reakce probihala ve 20 ul za pritomnosti 9
ul cDNA, 10ul komer¢né dodavaného master mixu a 1lul sondy s primery v
termocykleru Stratagene Mx3000p (Stratagene, Chemos CZ, Praha). Reak¢ni
podminky byly nasledujici: denaturace 5 min pii 95 °C, nasledovalo 45 cykli 15 s
pti 95 °C, 60 s pti 60 °C. VSechny reakce byly provedeny v duplikatech.

4.7. Cytogeneticke studie

Lidské MSC byly kultivovany v alfa-MEM s fetalnim telecim sérem nebo v
CellGro™ s lidskym sérem a suplementy. Zde jiz bylo pouzito pouze 6
suplement, tedy askorbat, inzulin, dexamethason, EGF, PDGF-BB a FGF-2 (bez
M-CSF).

Pii zavadéni metodiky pro kultivaci hMSC k analyze karyotypu jsme
vychazeli z prace Muntién S, 2012. Mitotické chromoz6émy pro analyzu
ziskanych chromozémovych aberaci byly ziskany sklizni bunék po 18 hodinové
kultivaci s kolcemidem (Roche Life Sciences, Indianapolis, Indiana, Unite States)
o koncentraci 0,1 mg/ml, nasledované hypotonizacnim roztokem 0,075 M KCl 20
min pfi 37° C a fixaci roztokem methanol : kyselina octova (3 : 1, v/v). Kultury
byly zkoumany inverznim mikroskopem ke zjisténi optimalni doby ke sklizni. Po
sklizni a hypotonizaci byly preparaty barveny roztokem Giemsy tj. 5 ml roztoku
Giemsa a 90 ml S6rensenova pufru pH 6,8, 8-10 min. Analyza chromozémovych
zlomi se provadéla u celkové 100 mitdz. U vybranych vzorkt byla téZ provedena
analyza pomoci G-bandingu a M-FISH analyza. Ta byla provadéna na preparatech
metafaznich chromozomu hybridizaci s ,24XCyte“ probe Kit (MetaSystems ™
GmbH Altlussheim, Germany) obsahujici kombinované znacené malovaci sondy
pro vSechny autozémy a gonozémy lidského karyotypu. Po hybridizaci byly
preparaty standardné promyty a barveny fluorescencni sondou DAPI (4 , 6-
diamidino-2-phenylindole) a zality do Vectashield montovaciho média (Vector
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Laboratories, Burlingame, CA). K ziskani obrazu byly pouzity mikroskop
Olympus AX 70 Provis (Olympus, Tokio, Japan) a ISIS M-FISH zobrazovaci systém
(MetaSystems ™ GmbH Altlussheim, Germany).

4.8. Kryoprezervace

Kryoprezervacni experimenty byly provaddény v ramci projektu
NT13531/4 a byly castecné publikovany v praci Verddnova M, 2014. Lidské
MSC byly kultivovany bud’ v alfa-MEM s fetalnim telecim sérem nebo v CellGro™
s lidskym sérem a suplementy. Viabilita byla mérena trypanovou modfi na
pristroji Cellometer® AutoT4 (Nexcelcom Biosciences, Lawrence, Massachusetts
USA) nebo jako pocet jader barvenych DAPI pozorovanych na fotografiich z
fluorescen¢niho mikroskopu (Eclipse Ti-S, Nikon, Tokyo, Japonsko) potizenych
kamerou DSQi1Mc Digital Cameras (dtto). Ve druhém piipadé byla provedena
pocitacova analyza pomoci programu Cell Profiler
(Broad Institute, http://www.cellprofiler.org). Viabilita byla dale mérena
pomoci riistu CFU-F kolonii, které bylo provadéno pti koncentraci 3 bb/cm?2.

Pro studium vlivu sericinu (Aramwit P, 2012, Miyamoto Y, 2012) na
kryoprezervované MSC byly bunky kultivovany v alfa-MEM s fetalnim telecim
sérem a byla pouzita média uvedena v Tab. 3. Zde uvadime vcetné zkratek, které
se dale objevi v oddilu Vysledky. Jako kontrolni bunky byla pouzita
osteoblasticka kultura SAOS2 kultivovana v McCoy 5A médiu.

Pro studium vlivu teleciho séra a MSC freezing solution byly pouzity bunky
kultivované v alfa-MEM s fetalnim telecim sérem nebo v CellGro™ s lidskym
sérem a suplementy. Pouzity byly nasledujici mrazici roztoky:

- 90% fetalni teleci sérum + 10% DMSO,

- 90% alfa-MEM + 10% DMSO,

- 45% alfa-MEM + 45% fetalni teleci sérum a 10% DMSO

- 45% CellGro™ for hematopoietic cells + 45% lidské sérum + 10% DMSO,
- 90% CellGro™ + 10% DMSO,

- MSC Freezing Solution (Biological Industries, Cromwell, CT, USA)

Ve vSech kryoprezervacnich experimentech byly buiiky zamraZovany uniformné
ve 2 ml kryoprezervacniho roztoku v koncentraci 0.5x10¢ bunék na ml. Nejprve
probéhlo zamrazeni na -80°C v CoolCell kontejneru (Biocision, Larkspur, CA), coz
je plastovy kontejner umoZznujici viceméné kontrolované mraZeni rychlosti 1°C

Tab. 3 - Verddnova M, 2014. Média pouzita ve vyzkumu vlivu sericinu na kryoprezervaci
MSC. CM = Kkultiva¢ni médium (tj. alfa-MEM nebo McCoy 5A), DMSO = dimetylsulfoxid.

Zamrazovaci médium Zkratka
Kultivacni médium + 10% DMSO + 25% FCS CM + 10D + 25F
Kultivaéni médium + 10% DMSO CM + 10D
Kultivaéni médium + 10% DMSO + 1% sericin CM +10D + 1S
Kultivacni médium + 10% DMSO + 5% sericin CM + 10D +5S
Kultivaéni médium + 5% DMSO CM +5D
Kultivacni médium + 5% DMSO + 1% sericin CM+5D+1S
Kultivaéni médium + 1% DMSO CM +1D
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Kultivaéni médium + 1% DMSO + 1% sericin CM+1D + 1S

Kultivaéni médium + 1% DMSO + 5% sericin CM +1D +5S
Kultivacni médium + 1% sericin CM + 1S
Kultivacni médium + 5% sericin CM +5S
Pouze kultivaéni médium ™M

Pouze DMSO DMSO

za minutu. Takto zamraZené buiiky byly nasledné preneseny do tekutého dusiku
(-196°C) a ponechany do dalsi faze experimentu. RozmraZovani bunék probéhlo
v 37°C vodni lazni maximalné po dobu 3 minut a kryoprezervacni médium bylo
okamZzité roziedéno alfa-MEM, McCoy 5A nebo CellGro™ for Hematopoietic Cells
médiem.

4.9. In vivo preklinické modely

Pro in vivo preklinické experimenty k ovéreni uCinnosti a bezpecnosti
hMSC kultivovanych v CellGro™ s lidskym sérem a suplementy byly pouzity tri
modely:

I. Heterotopicka lokalni transplantace do imunodeficientnich mysi
NOD/LtSz-Rag1m!l (podkozni na PLLA scaffoldech). Metodika je popsana
vpraci Pytlik et al, 2009. Ve strucnosti, scaffoldy byly osazeny hMSC
kutivovanymi bud’' v alfa-MEM s fetalnim telecim sérem ¢i v CellGro™ s lidskym
sérem a suplementy. Po osazeni scaffoldli byly tyto vloZeny do kostniho
diferencia¢niho média (viz vySe) po dobu Ctytr tydnii. Takto prediferencované
hMSC na scaffoldech byly pak vloZeny podkozné do lateralnich c¢asti hrudniku
(jeden scaffold na kazZdou stranu). PLLA scaffoldy bez hMSC byly uZity jako
negativni kontrola. Pfed implantaci scaffoldu byly mysi ozareny celotélové 2 Gy.
Po 6-9 tydnech byly mySi usmrceny a fixovany 10% formaldehydem.
Polylaktidové scaffoldy byly vySetfovany histologicky a barveny hematoxylin-
eozinem, Massonovym zelenym trichromem a Ladewigovou modifikaci
Massonova modrého trichromu. Experimenty na zvifatech byly schvaleny
Odbornou komisi pro praci s pokusnymi zvitfaty 1. LF UK. Prace na pokusnych
zviratech byly provadény v Centru experimentdlnich biomodeld 1. LF UK,
histologicka vy$etfeni na Ustavu histologie a embryologie LF Hradec Kralové.

II. Heterotopicka lokalni transplantace do imunodeficientnich mysi
kmene NOD.129S7(B6)-Ragitm1Mom/] (podkozni na plazmatické
sraZeniné). Na tomto modelu byly provadény dva druhy studii:

a. kratkodobé studie bezpecnosti hMSC kultivovanych v CellGro™ s lidskym
telecim sérem a suplementy,

b. dlouhodobé studie bezpecnosti hMSC kultivovanych v CellGro™ s lidskym
telecim sérem a suplementy.

Piiprava plazmatickych sraZenin byla stejnd jako pro model ¢. 3 a je
popsana v praci Pytlik R, 2017. Opét, veskeré studie na zviratech byly schvaleny
Odbornou komisi pro praci s pokusnymi zviraty 1. LF UK. Zvitfeci experimenty
byly provadény v Centru experimentalnich biomodelti 1. LF UK, histologicka
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vySetieni na Ustavu histologie a embryologie LF Hradec Kralové.

Plazmatické sraZeniny byly pripravovany ze suspenze 360 ul lidské
plazmy a 40 ul CaClz, osazeny hMSC (cilovd davka, 10x10¢ na sraZeninu) a
nasazeny do 24 jamkovych kultivacnich desticek. Po sraZzeni byly plazmatické
sraZeniny implantovany do zatylku pokusnych zvirat.

a. Kratkodobé studie bezpecnosti hMSC kultivovanych v CellGro™ s
lidskym telecim sérem a suplementy. Cilem téchto experimentd bylo zjistit
retenci bunék v plazmatické sraZeniné v misté aplikace, jejich diseminaci do
jinych organtli a vliv na laboratorni parametry krevniho obrazu. Jako pozitivni
kontrola pro retenci v misté aplikace byly pouZity bunikky smisené s preperatem
Cem-Ostetic® (Berkeley Advanced Biomatrials, Inc., Berkeley, CA, USA). Cem-
Ostetic® je kostni tmel neutralniho pH, které obsahuje biokompatibilni kalciové
soli, schvaleny FDA pro klinické uziti. Dal$i kontrolni skupiny byly tvoreny
mySmi, kterym nebylo implantovano nic nebo jim byla implantovana
plazmaticka sraZenina bez bunék nebo jim byl podan materidl Cem-Ostetic® bez
bunék.

Prvnim deseti zvifatim byly buiiky podany v rychle eskalovanych
davkach (od 1.4-14.5x10¢ hMSC), u ostatnich zvirat byla pouZita davka 10x10°
hMSC.

MySi mély byt plivodné sledovany po dobu dvou tydni, ale vzhledem k
absenci jakychkoli neZzaddoucich ucinki bylo u nékterych jedincli prodlouZeno
sledovani az na Sest tydni. MySim ve dvoutydennich experimentech byla
odebirdna krev pii implantaci bunék, po 1 tydnu a po 2 tydnech, mysim v delSich
experimentech pak pri implantaci a po dvou tydnech aZ do ukonceni
experimentu. Mysi pri dvoutydennich experimentech byly vaZeny na zacatku a
na konci experimentu, pti ukonéeni experimentu byla vazena i slezina.

Po usmrceni zvitat byly parenchymatézni organy (plice, srdce, jatra,
slezina, ledviny) a misto implantatu odeslany na patologické vySetreni, u mysi s
implantovanymi lidskymi bunkami byly organy vySetfovany na pritomnost
lidskych bunék protilatkami proti lidskému nestinu a proti lidskym
mitochondriim.

b. Dlouhodobé studie bezpecnosti hMSC kultivovanych v CellGro™ s
lidskym telecim sérem a suplementy. Dlouhodobé studie byly provadény na
parech ze stejného vrhu. Cilem bylo zjistit preziti zvirat, jejich schopnost
breedingu, dale pak tvorbu eventudlnich nadori a pritomnost lidskych bunék
v misté aplikace sraZeniny a v parenchymatdéznich organech. Experimentalni
skupinu tvorily pary, kterym byly aplikovany hMSC vpoctu 10x106
v plazmatické srazeniné, kontrolni skupiny pary, kterym byla aplikovana bud’
pouze plazmatickd srazenina nebo byly bez implantace. Pary byly sledovany po
dobu 6-10 mésicu.
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III. Ortotopicka lokalni transplantace do Kritického defektu femuru
u imunodeficientnich rnu-rnu potkani.

Vzhledem k tomu, Ze Centrum pro experimentalni biomodely 1. LF UK
nebylo v dobé provadéni experimentd certifikovano pro chov athymickych
rnu/rnu potkand, byly experimenty provadény na Ustavu pro translaéni vyzkum
kosti, kloubti a mékkych tkani na Lékarské fakulté Carla Gustava Caruse v
Drazd'anech. Tamtéz byla provadéna i radiologickd méreni. Histologicka a
imunohistochemickd vySetieni byla provedena na Ustavu histologie a
embryologie LF Hradec Kralové. Experimenty byly schvaleny Drazd’anskou
oblastni veterinarni komisi a metodika je podrobné popsana v praci Pytlik R,
2017).

Athymicti rnu/rnu potkani (Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Germany) byli chovani ve sterilnich klecich a dostavali sterilni potravu a vodu do
doby, nez dosahli kostni dospélosti (10-14 tydnti). V celkové anestezii byla
provedena incize podél levého stehna a tupé byla obnaZena diafyza femuru. Na
femur byla Ctyfmi vruty pripevnéna kovova dlaha a mezi druhym a tretim
vrutem byl vytvoren Kkriticky kostni defekt (cilovd délka defektu 5 mm). Do
defektu byla vloZena plazmaticka sraZenina s 10x10°® hMSC, pripravena vyse
uvedenym zplsobem. Kontrolni skupinu tvofila zvifata s implantovanou
srazeninou bez bunék. Defekty pak byla zaSity vstiebatelnou tkani a kize
zajiSténa staplerem. Mysi byly sledovany po dobu 8 az 16 tydnt a hojeni defektli
bylo sledovano pomoci rentgenu a mikroCT (viz dale). Po 8 nebo 16 tydnech byly
potkani usmrceni, femury byly explantovany, fixovany ve formolu a histologicky
zpracovany. Stejné tak byly odebrany parenchymatézni organy (mozek, plice,
srdce, jatra, slezina, ledviny), fixovany ve formolu a vySetreny histologicky a
imunohistochemicky.

Rentgenologické sledovani bylo provadéno na pristroji AMX4 (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) jednak pooperacnég, jednak 8 a 16 tydni po
operaci. Velikost defektu byla hodnocena pomoci Image] software
(imagej.nih.gov/ij). MikroCT s tfirozmérnymi rekonstrukcemi bylo provedeno na
piistroji VivaCT 75 (Scanco, Briittisellen, Svycarsko).

Femoralni explanty byly fixovany ve 4% formalinu, dekalcifikovany v
EDTA, dehydratovany a zality do methylmetakrylatu. PouZivany byly rezy o
tloustce 3 um. Histologicka barveni byla hematoxylin-eozin, Goldnerovo a
Malloryho barveni. Dale byla provedena imunohistochemicka vySetfeni na
potkani aktin, lidsky nestin a v nékterych pripadech imunofluorescenc¢ni detekce
lidskych mitochondrii. Parenchymatézni organy byly rovnéz fixovany ve 4%
formalinu, zality do parafinu a provedené rezy byly 6-7 um silné. Histologicka a
imunohistochemicka vysetireni byla provedena jako u femoralnich explantd, u
fibroplazie, ktera byla detekovana v myokardu jednoho zvirete, byla navic uZita
imunohistochemicka barveni na vimentin a CD68.

Histomorfometricka méreni a kvantifikace cévni denzity byla provedena
na 10 vzorcich z riznych oblasti (40 vizudlnich poli celkem) na mikroskopu

61



Olympus BX51 vybaveném digitdlnim kamerou DP25 a softwarem Image] (Fi]i,
NIH).

4.10. Sledovani kvality Zivota

Metodika je uvedena v praci Chochola M, 2008. Ve strucnosti, pouZit byl
standardni dotaznik SF-36 (Ware JE Jr, 1992). Dotaznik byl vyplnén pied
transplantaci BMMC a rok po ni. Tento dotaznik sestava z 36 otazek, které jsou
nasledné sloucené do osmi domén: 1. fyzické punkce, 2. fyzické role, 3.
emocionalni role, 4. socialni funkce, 5. fyzicka bolest, 6. duSevni zdravi, 7. vitalita
a 8. celkové zdravi. Z nich je mozZno pocitat 2 kompozitni skore: fyzické (PCS) a
mentalni (MCS). Kompozitni skére byla pocitdna na online NBS kalkulacce
(www.sf-36.0rg).

4.11. Priprava klinické studie hMSC

Za Klinickou situaci vhodnou ke studii hMSC v kostnim hojeni jsme
pokladali tibialni osteotomii (Smith TO, 2011), zejména proto, Ze pri tomto typu
ortopedické operace pro artré6zu neni nutno podavat buiiky na nosici. Pred
podanim Zadosti o klinickou studii byl opakované konzultovan Statni dstav pro
kontrolu 1é¢iv, a to jiZ od doby, kdy byl na$ bunéc¢ny produkt vyvinut a prochazel
patentovym fizenim. Podani oficidlni Zadosti o klinické hodnoceni mélo
probéhnout po testech bezpecnosti a i€innosti produktu.

4.12. Statistické zpracovani vysledki

Statistickd zpracovani vysledki byla prizplisobena vstupnim datim.
Obecné, kategorické proménné byly hodnoceny pomoci chi-kvadrat testu a
Fischerova presného testu. U kontinualnich proménnych byly provadény testy
na normalitu rozloZzeni dat (Kolgomonov-Smirnoffiv a Lilleforsiiv test).
Normalné rozloZena data byla hodnocena pomoci t-testu, ev. parového t-testu
(pro dvé skupiny) a pomoci ANOVA (pro vice skupin). Data s nenormalni
distribuci byla hodnocena pomoci Mann-Whitney U-testu (neparové vzorky, 2
skupiny), Willcoxonova parového testu (parové vzorky, 2 skupiny) a
neparametrickych obdob testu ANOVA (Kruskal-Wallis). Korelace byly
hodnoceny pomoci Pearsonova (pfi normalni distribuci) nebo Spearmannova
korelacniho koeficientu (pfi nenormalni distribuci) a Vysledky byly pokladany za
statisticky signifikantni pfi hodnoté p <0.05. Vysledky byly uvadény jako
priméry a smeérodatné odchylky (pfi normdlnim rozloZeni dat) anebo jako
medidny a rozmezi (pfi nenormalnim rozloZeni dat).

K vypoctiim a grafickému zndzornéni dat byly pouzity rizné verze software

SPSS pro Windows (IBM), GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla,
California, US) nebo Statistica (StatSoft, Tulsa, Minnesotta US).
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5. Vysledky

5.1. - Vyuziti nemanipulovanych BMMC v 1écbé infarktu
myokardu a ischemické choroby dolnich koncetin

5.1.1. - Studie intrakoronarni injekce autolognich
BMMC u pacientti s velkym prednim infarktem myokardu.

Vysledky této studie byly zverejnény ve studii Pénicka M, 2007. Do studie
byly zahrnuti pacienti s infarktem myokardu v diisledku okluze proximalni ¢asti
ramus interventricularis anterior (RIA, téZ left descending coronary artery -
LAD), ktefi méli primarni perkutanni angioplastiku se stentazi od 4 do 24 hod po
pocatku priznakl a ktefi méli ejekéni frakci levé komory srdecni snizenou pod
50% s alespon tremi akinetickymi segmenty v povodi uvedené arterie. V ramci
studie meélo byt randomizovano celkem 60 pacienti v poméru 2:1 k
intrakoronarni infuse BMMC ¢i standardni 1é¢bé.

Studie byla predcasné zastavena po ndboru 27 pacienti. U 17 pacienti
randomizovanych k experimentalni 1écbé byla primérna ejekcni frakce levé
komory po infarktu 38 + 7%, u 10 kontrolnich pacienti 39 * 4% (p = NS). U
experimentalnich pacientli byla odebirdna kostni krev 4. az 11. den po
angioplastice, v prliméru 171 + 48 ml. Vysledny koncentrat BMMC mél objem 27
+ 7 ml, median po¢tu BMMC v tomto objemu byl 26.4 x 108 a median poctu
CD34+ bunék byl 1.3x106.

Dlivodem predc¢asného ukonceni studie byly dvé zivot ohrozujici
komplikace u dvou pacient v experimentalni skupiné (jedna septalni ruptura a
jedna tromboza stentu bezprostiedné po odbéru BMMC) a nedostatek efektivity.
Po roce byla ejekeni frakce levé komory v experimentalni skupiné 46 + 7% a v
kontrolni skupiné 49 * 13%. V experimentalni skupiné byla v priibéhu této doby
nutna revaskularizace u 24% pacientdi, v kontrolni skupiné u 40% pacientd.
Zadny z téchto rozdiléi nebyl klinicky signifikantni. K amrti doslo u tif pacientt v
experimentalni skupiné (u dvou po vySe uvedenych komplikacich v souvislosti s
experimentalni 1écbou a u jednoho v disledku rakoviny Zlucovodi), Zadny
pacient z kontrolni skupiny nezemfel. V kazdé skupiné doSlo u jednoho
nemocného k progresivnimu srdecnimu selhani.

5.1.2 - Autologni intraarterialni infuse
mononuklearnich bunék z kostni diené u pacientii
s kritickou ischémii dolnich koncetin.

Faze Il studie intraarterialni aplikace autolognich BMMC u pacienti s
kritickou ischémii dolnich koncetin byla provadéna v ramci grantu ND8092/3 a
vysledky byly zvérejnény v publikaci (Chochola M, 2008). Drenové
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mononuklearni buriky byly podany celkem celkem do 28 koncetin u 24 pacient.
Kritickd ischémie dolni koncetiny byla definovana jako chronicka ischemicka
bolest s nutnosti pravidelného uZivani analgetik po dobu vice neZ dva tydny,
s koZznimi defekty a distdlni nekrozou v dlsledku prokazané obliterativni
arterialni choroby a u pacientti s vysokou pravdépodobnosti amputace koncetiny
v priibéhu 6-12 mésici, pokud se perfuse koncetiny nezlepsi.

V pribéhu studie bylo postupné zvySovano mnozstvi odebrané kostni
krve s cilem zjistit maximalni objem, pii kterém neni nutno podavat transfusi.
Z hlediska efektivity byly zkoumany objektivni parametry: hojeni defekt(, tvorba
kolateralniho tecisté pomoci radiologickych vysSetreni, zlepSovani poméru
krevniho tlaku mezi lytkem a paZi (tzv. ankle-brachial index, ABI) a zmény
v transkutdnni tenzi kysliku. Ze subjektivnich parametri byl zkoumadna zména
Fontainova stupné ischémie a kvalita Zivota podle dotazniku SF-36.
Charakteristiky pacientti je uvedena v Tab. 4.

Tab. 4 - Chochola M, 2008: charakteristiky pacientii.

Pocet pacient( 24
Mutzi: Zeny 13v. 11 (54% v. 46%)
Diagnodza:
ischemicka choroba dolnich koncetin 21 (88%)
thromboangiitis obliterans 3 (12%)
Vék (median, rozmezi) 68 let (26-85 let)
Body mass index (medién, rozmezi) 25.9 kg/m? (20.6-35.3 kg/m?
Diabetes mellitus (2. typu) 15 (62.5%)
Koufeni vanamnéze 8 (33%)
Ischemicka choroba srde¢ni v anamnéze 11 (46%)
Cévni mozkova pfihoda v anamnéze 5(21%)
Hyperlipidémie 13 (54%)
Chemicka sympatektomie 3 (12%)
Pocet lé¢enych koncetin 28
Fontaine skore pred lé¢bou
Il 14 (50%)
IV 14 (50%)
Ischemické defekty 14 (50%)
Ankle-arm index (median, rozmezi) 0.57 (0-1)
TcpO2 pred IéCbou (median, rozmezi, mm Hg) 10 (0-48)

Oproti 1écbé infarktu myokardu byly zde odbérové procedury velmi
dobre tolerovany. Postupné byl zvySovan objem odebrané kostni krve z 276 ml
na 700 ml, ani pri nejvétSim odebiraném objemu nebylo nutno podavat transfuse
(Tab. 5). Pacienti byli propusténi po medianu hospitalizace 1 den (rozmezi, 1-3
dny) a byla pouze jedna krvaciva komplikace grade Il z mista odbéru kostni krve.

Kvalita Zivota pacientii dle hodnoceni dotazniku byla vyrazné lepsi pred
1é¢bou i po 1é¢bé a to jak co se tyCe vSech osmi domén, tak obou kompozitnich
skére (tj. fyzického i mentalniho (Obr. 13).

Rok po 1écbé byli vSichni pacienti nazivu, pouze u dvou pacienti bylo

nutno provést vysokou amputaci. Jeden pacient zemiel po fraktutfe krcku
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femuru, 1-leté preZiti bez udalosti tedy bylo 92%. Ze 14 ischemickych defekti se
jich zhojilo 14 (78%, Obr. 14). Vysledky hojeni ran korelovaly s radiologickymi
vysledky (Obr. 15).

Tab. 5 - Chochola M, 2008: vysledky odbéru a zpracovani BMMC. CFU-GM = koloniformni
jednotky, granulocyto-makrofagové, BFU-E = burst-forming units (erytroblastové).

Pfed zpracovanim

Objem odebrané kostni krve 400 (276-700)
Koncentrace mononuklearnich bunék 15.6x10%/ml (4.8-37.5x10%/ml)
Celkovy poet mononukledrnich bunék 64.3x10° (13.2-131.1x10°)

Po zpracovani

Celkovy poet mononukledrnich bunék 53.1x10° (15.5-125.8x10°)
Efektivita zpracovani 80.8% (44-94.4%)
Procento CD34+ bunék 0.75% (0.12-1.59%)
Celkovy polet CD34+ bunék 34.9x10° (4-135.4x10°)
Celkovy pocet CFU-GM 873 (174-3489)

Celkovy pocet BFU-E 552 (128-2512)

Z vedlejsich vysledkil stoji za zminku zlepSeni parcidlniho tlaku O2
méfreného na palci dolni koncetiny po 1é¢bé, které se tykalo jak diabetickych, tak
nediabetickych pacienti. Naproti tomu zlepSeni ankle-arm indexu (pomér
krevniho tlaku pfi meéreni na kotniku a na pazi) se tykalo pouze pacienti
nediabetik{. Pacienti s diabetem mellitem vSak vykazovali stejné dobré hojeni
ran jako pacienti bez diabetu.

V roce 2010 jsme doplnili dlouhodobé sledovani pacientti z nasi studie. Vysledky
byly prezentovany na Transplantologickém sjezdu ve Spindlerové mlyné, ale
nebyly fulltextové publikovany. Pri medianu sledovani 6.5 roku zemielo 7
nemocnych (33%), mezi nimi oba, ktefi méli amputaci do jednoho roku po
aplikaci BMMC. Amputace byla provedena u dalSich dvou nemocnych, nové
defekty se objevily na tfech koncetinach. Zhodnotit se dalo celkem 16 koncetin, z
toho na sedmi bylo Fontainovo skoére I (bez bolesti), u osmi bylo Fontainovo
skére Il (bolesti pfi namaze) a pouze u jedné Fontainovo skére IV (trofické
defekty). Vzhledem k tomu, Ze na vSech nohou bylo pred vstupem do studie
skére III nebo IV, bylo na 15 z hodnocenych 16 dolnich koncetin (tj. na 94% z
nich) pozorovano dlouhodobé zlepseni.
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Obr. 13 - Chochola M 2009, vysledKky SF-36 dotazniku. Domény 1-8: 1. fyzické punkce, 2.
fyzické role, 3. emocionalni role, 4. socialni funkce, 5. fyzicka bolest, 6. dusevni zdravi, 7.
vitalita, 8. celkové zdravi. PCS = fyzické kompozitni skére, MCS = mentalni kompozitni
skore. VztaZeno k priméru populace USA v roce 1998. Sloupecky vlevo - pred 1écbou,
sloupecky vpravo - po 1é¢bé. Vysledky jsou statisticky vysoce signifikantni (p < 0.00001
pro vschna srovnani).
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p < 0,0001 for all comparisons

Obr. 14 - Chochola M, 2009: rereprezentativni priklad hojeni ischemického defektu. A -
pired 1écbou BMMC, B - 6 mésicti po 1é¢bé, C, D - 12 mésicii po 1écbé.
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Obr. 15 - Srovnani cévniho zasobeni a stavu defektu na dolni koncetiné pi‘ed 1écbou (A) a
po 1écbé (B). Nepublikovany obrazek.

| . i

5.2. Optimalizace kultivace hMSC pro klinické uziti

5.2.1. Zavedeni metodiky klasické kultivace hMSC s
fetalnim telecim sérem a zavedeni metodiky trilinearni
diferenciace hMSC

Pied zahdjenim experiment na zrychleni a zlepseni kultivace hMSC bylo
nejprve nutno zvladnout techniku klasické kultivace s fetalnim telecim sérem.
Technika byla zavedena v Laboratori experimentalni bunécné terapie 1. interni
kliniky 1. LF UK a VFN. Tato metodika a vysledky ziskané jejim zavedenim byly
zvefejnény v publikaci Novotovd et al, 2003. V této praci jsme studovali
koloniformni kapacitu hMSC (CFU-F) u pacientd s hematologickymi malignitami
v zavislosti na infiltraci kostni difené. Reprodukovatelnost metodiky byla
ovérena parovymi odbéry vzorkid u Casti pacientl (ze 44 nemocnych bylo 17
odebrano oboustranné). Hlavnim zjiSténim prace bylo, Ze hMSC u pacientl s
chorobami s infiltraci kostni drené (tj. chronicka lymfaticka leukémie,
mnohocetny myelom) maji lepsi koloniformni kapacitu ve 2. pasaZzi nez pacienti s
jinymi onemocnénimi (predevsim difusni velkobunécény a Hodgkintv lymfom).
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5.2.2. Nova metodika kultivace hMSC

Zpocatku jsme zkouSeli ve standardnim kultivacnim médiu (alfa-MEM s
fetalnim telecim sérem) pouze nahradit fetalni teleci sérum za lidské. V alfa-MEM
s 10% lidskym sérem (autolognim ¢i alogennim) vSak hMSC rostly pomalu a
podléhaly spontanni adipogenni diferenciaci (Obr. 16).

Pridani péti suplementti dle Gronthose a Simmonse (Gronthos S, 1995) k
médiu tvofenému alfa-MEM s 10% lidskym sérem nepftineslo zvlastni zlepSeni.
Zaznamenali jsme dva prilomy: pii piidani dalSich dvou ristovych faktort, FGF-
2 a M-CSF (Tsutsumi S, 2001; Jing-Xiang F, 2004), a zejména pii zdméné alfa-
MEM za CellGro™ for Hematopoietic Cells (CellGenix, Freiburg, Némecko).
Vysledky téchto experimentt byly zveiejnény v publikaci Pytlik R, 2009.

V kratkosti, po dvoutydenni kultivaci dfefiovych mononuklearnich bunék
v koncentraci 2.5x106/ml v 75 cm? kultiva¢nich lahvich TPP (Transadigen,
Svycarsko) jsme v médiu CellGro™ for Hematopoietic Cells doplnéné 10%
fetdlnim telecim sérem a suplementovaném askorbatem, dexamethasonem,
inzulinem, EGF, PDGF-BB, FGF-2 (téz bFGF) a M-CSF (dale CellGro™ + LS + S) za
okolnosti, kdy nebylo médium po celou dobu experimentu vyménéno a pouze
byly 2x tydné pridavany suplementy, dosahovali medianu vytézka 2.87x106 MSC
na 106 nasazenych BMMC (rozmezi, 4.4x10°-7.18x10¢). V v alfa-MEM s fetalnim
telecim sérem bez suplementd byl sklizen median 9,8x104 MSC na 10¢ BMMC
(rozmezi, 2x104-2.4x105). Graficky je toto znazornéno na Obr. 17.

Obr. 16 - spontanni adipogenni diferenciace hMSC v alfa-MEM s 10% lidskym sérem.
Nepublikovany obrazek.
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Vzhledové se bunky i kultury vypéstované novym zptisobem v CellGro™
sLS a S od hMSC kultivovanych v alfa-MEM s FCS vyrazné odliSovaly. Na Obr.
18A je vidét, Ze v pocatecnich fazich tvorby shluki a kolonii jsou hMSC k sobé
pomérné tésné nahlouCeny (srovnej sObr. 3A, B). Bunky kultivované
v CellGroTM + LS + Sjsou rovnéz protahlejSi a vice granulované (Obr. 18B).
Vdalsim ristu pak nedochazelo ktvorbé jednovrstevnych kolonii, jako u
v CellGro™ s lidskym sérem a suplementy, ale buriky se vzajemné prekryvaji a
tvori i mnohavrstevné kolonie, které jsou proti svétlu v kultivatni nadobce
patrné i pouhym okem (Obr. 19A, B, srovnej s Obr. 3C). Vzhledem k pouziti
lidského séra jsme v nékterych kulturach pozorovali sklon ke spontanni
adipogenni diferenciaci, zejména pokud bylo vynechdno PDGF-BB (viz dalsi
odstavec, Obr. 19 C, D).

Cilem dal$i prace bylo zjistit, které suplementy jsou pro bunky
kultivované v CellGro™ s lidskym sérem opravdu nezbytné. V jednotlivych
experimentech byly postupné jednotlivé suplementy vysazovany, a to tak, Ze
nejprve byl vynechan jeden suplement, pak kombinace dvou a ¢tyi suplementd,
pak pét suplementti (kromé askorbatu a dexamethasonu, viz dale). Koloniformni
schopnosti a celkové vytézky byly porovnany s kompletnim médiem se vSemi
sedmi suplementy. Vysledky téchto pokusti byly zvérejnény v publikaci Stehlik
D, 2012.

Obr. 17 - Pytlik R, 2011. Srovnani vytézkii MSC z riiznych médii. a - alfa-MEM + FCS, b -
alfa-MEM + LS, c- alfa-MEM + LS + pét Gronthos-Simmonsovych suplementii (askorbat,
dexamethason, inzulin, EGF, PDGF-BB), d - alfa-MEM + LS + 5 Gronthos-Simmonsovych
suplementii + FGF-2, e - alfa-MEM + LS + 5 Gronthos-Simmonsovych suplementii + FGF-2 +
M-CSF, f - CellGro™ + LS + 5 Gronthos-Simmonsovych suplementii + FGF-2 + M-CSF.
Vytézky bunék jsou uvedeny jako pocty MSCx10¢ na 106 nasazenych mononuklearnich
bunék z kostni diené.
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Obr. 18 - Givodni expanze hMSC v CellGro™ + LS + S. A - den 10 bunééné kultury, B - den
12 bunécné kultury. ZvétSeni 200x. Nepublikované obrazky.

JiZ pti vysazovani jednoho suplementu jsme zjistili, Ze kyselina askorbova
a dexamethason jsou pri kultivaci bunék v CellGro™ s lidskym sérem naprosto
nezbytné, takze pii vynechavani dvou suplementli jsme vzdy ponechali
dexamethason a pfi vynechavani dvou suplementi jsme vzdy ponechali jak
askorbat, tak dexamethason. Vysledky ukazaly, Ze je moZné bezpecné vysadit M-
CSF bez snizeni vytéZku hMSC, i kdyz doslo k jistému sniZeni koloniformni
kapacity. Celkovy piehled vysledki téchto praci je uveden v Tab. 6 a 7.

Dale jsme se pokusili prenést nas kultivacni postup do lahvi RoboFlask™
(Corning, Acton, Massachusetts, US), coz jsou ldhve s vickem z mékké pryze,
které je mozno opakované propichnout sterilni jehlou, a odvétravacim filtrem
pro vyménu plynt (Obr. 10 a 20).

Nadobky RoboFlask™ se uzivaji pri automatizované kultivaci. Techniku
pridavani suplementii a sbéru hMSC bez otevieni vicka se nam podafrilo
zvladnout a hMSC v této lahvi rostly dobre, i kdyz ponékud htiie nez v plastu TPP
(cca 0 20% horsi vytézky). Timto zplisobem (i kdyZ jsme veskeré manipulace
provadéli mechanicky) jsme prokazali, Ze nas zptlisob kultivace hMSC je vhodny i
do automatizovanych provozi. Vysledky kultivace v lahvich RoboFlask™ v
porovnani s kultiva¢nim plastem TPP jsou uvedeny v Tab. 8.
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Obr. 19. Lidské MSC kultivované v CellGro™ + LS + S. A - den 12, vicevrstevny rist, 100x. B
- den 12, okraj kolonie, 200x. C - spontanni adipogenni diferenciace, 100x. C - spontanni
adipogenni diferenciace, 200x. Nepublikované obrazky.

K ochrané nami vyvinutého zptisobu kultivace hMSC jsem spolu s dal$imi
spolupracovniky (jmenovité, Hofman Petr, Ing. PhD, Tr¢ Tomas, Doc. MUDr. CSc.,,
Stehlik David, MUDr. Soukup Tomas, MUDr., Klener Pavel Prof. MUDr. DrSc. za
Univerzitu Karlovu v Praze, Kobylka Petr, MUDr. CSc. za Ustav hematologie a
krevni transfuse, Praha, a Rypacek FrantiSek RNDr. CSc. spolu s Mulinkovu
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Katarinou, Ing. za Ustav makromolekularni chemie AV CR,, v.v.i, Praha) podali v
lednu roku 2006 patentovou prihlaSku o Cesky patent pod cislem PV 2009-49.
Patent byl udélen pod ¢islem 301 148 v rijnu 2009 a oznameni o udéleni vyslo ve
Véstniku Uradu priimyslového vlastnictvi & 46/2009 v listopadu 2009. Majiteli
patentu se stala Univerzita Karlova v Praze, Ustav hematologie a krevni transfuse
Praha a Ustav makromolekularni chemie AV CR, v.v.i.,, Praha. Univerzita Karlova
v Praze byla nasledné povérena spravcovstvim obéma dalSimi institucemi.
Soubézné byla v lednu 2007 vyplnéna evropska patentova prihlaSka k
Mezindrodnimu registru pro patenty a ochranné znamky (International Patent
and Trademark Register, referencni ¢islo EP 07702321), ktera byla zverejnéna v
prosinci 2008 pod ¢islem EP 1999250. V cervenci 2011 byl evropsky patent pod
timto ¢islem udélen.

V patentovych ptihlaskdch byly kromé Kkultivacniho postupu téz
zvefejnény doklady o tom, Ze nami kultivované bunky spliuji kritéria MSC
(Dominici M, 2006), vcetné dokladi o jejich schopnosti multilinedrni
diferenciace (viz nasledujici oddil). Dale v ném byl téZ nakres jednoduchého
kultiva¢niho zarizeni, vyuZivajiciho lahve RoboFlask™, ale manipulovaného
manualné. O patent byl nasledné zajem ze strany nékolika investord, ovSem z
multifaktoridlnich divodi bohuZel k dohodé s Zadnym z nich nedoslo. V roce
2016 prestala Univerzita Karlova v Praze platit patentové poplatky, v dlisledku
cehoz patent vyprsel. I presto poklddam za Gcelné na patent poukazat, protoze
Slo o vysledek nékolikaleté prace a téZ o doklad uznani originality nami
vyvinutého zptisobu kultivace hMSC.

Obr. 20 - kultivac¢ni lahev RoboFlask™ (Corning, Acton, Massachusetts, US).
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Tab. 6 - Stehlik D, 2012. Koloniformni kapacita hMSC péstovanych v CellGro™ s lidskym
telecim sérem a jednotlivymi suplementy. CM = kompletni médium, ins = inzulin, pocet

kolonii na 106 nasazenych BMMC.

Kombinace suplementi

Prameér * smérodatna
odchylka)

p (ve srovnani s CM)

Vynechani jednoho suplementu

Kompletni médium (CM) 33.4+12.2 -
CM - askorbat 15.9+9.9 0.0008
CM - dexamethason 9.1+5.2 0.0006
CM -ins 29.5+£10.3 0.19
CM - EGF 29.5+121 0.13
CM - FGF2 218+78 0.003
CM - M-CSF 259 +11.7 0.03
CM - PDGF-BB 25.2+88 0.01
Vynechani dvou suplementt
Kompletni médium (CM) 41.6 £ 20.6 -
CM - askorbat - inzulin 26.0 £25.0 0.004
CM - askorbat - EGF 23.8+24.4 0.046
CM - askorbat - FGF2 16.6 + 22.8 0.01
CM - askorbat - M-CSF 21.3+£20.1 0.012
CM - askorbat - PDGF-BB 18.1+9.5 0.041
CM -ins - EGF 39.1+21.3 0.4
CM - ins - FGF2 36.3£26.3 0.24
CM - ins - M-CSF 43.5+26.8 0.67
CM - ins - PDGF-BB 34.4£19.3 0.17
CM - EGF - FGF2 472 +423 0.66
CM - EGF - M-CSF 43.2+21.3 0.71
CM - EGF - PDGF-BB 356 +17.5 0.21
CM - FGF2 - M-CSF 33.5+30.6 0.23
CM - FGF2 - PDGF-BB 353+39 0.6
CM - M-CSF - PDGF-BB 45.0 £ 32.9 0.77
Vynechani ¢ty suplementt
Kompletni médium (CM) 30.1+23.6 -
CM - ins - EGF - FGF-2 - M-CSF 25.8+235 0.0005
CM - ins - EGF - FGF-2 - PDGF-BB 13.8+16.2 0.0035
CM - ins - EGF - M-CSF - PDGF-BB 22.7£16.2 0.08
CM - ins - FGF-2 - M-CSF - PDGF-BB 23.0£ 209 0.002
Vynechani péti suplementut
Kompletni médium (CM) 30.1+23.6 -
Ponechan pouze askorbat a 15.0 +16.4 0.001

dexamethason
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Tab. 7 - Stehlik D, 2012. Vytézky hMSC péstovanych v CellGro™ s lidskym sérem a
jednotlivymi suplementy. CM = kompletni médium, ins = inzulin, pocet sklizenych bunék
na 106 nasazenych BMMC.

Prameér * smérodatna

Kombinace suplementi p (ve srovnani s CM)

odchylka)
Vynechani jednoho suplementu

CM 2.3+1.7x10¢ -
CM - askorbat 1.0 £ 1.0 x106 0.02
CM - dexamethason 0.4 +£0.1x10¢° 0.02
CM -ins 2.3+1.4x10¢° 0.75
CM - EGF 2.1+1.3x10¢ 0.41
CM - FGF2 1.1 £ 0.7 x100 0.03
CM - M-CSF 2.3 +1.5x10¢ 0.9
CM - PDGF-BB 0.9 £ 0.6 x10¢ 0.048

Vynechani dvou suplementt
CM 4.1 +3.8x10¢° -
CM - askorbat - inzulin 1.9 + 2.7 x10¢ 0.036
CM - askorbat - EGF 1.7 £ 1.9 x10¢ 0.095
CM - askorbat - FGF2 0.8 +1.1x10¢ 0.093
CM - askorbat - M-CSF 1.5+ 2.1x106 0.056
CM - askorbat - PDGF-BB 0.9 +0.8x10¢° 0.12
CM -ins - EGF 4.3 +2.7x10¢° 0.82
CM - ins - FGF2 3.0 £2.8x10¢° 0.16
CM - ins - M-CSF 3.9 +3.6x10¢ 0.84
CM - ins - PDGF-BB 2.0 £ 1.8 x10¢ 0.14
CM - EGF - FGF2 2.2 +2.4x10¢ 0.084
CM - EGF - M-CSF 3.8+3.2x10¢ 0.71
CM - EGF - PDGF-BB 1.2 £ 0.9 x10° 0.147
CM - FGF2 - M-CSF 2.4 +2.8x10¢° 0.049
CM - FGF2 - PDGF-BB 0.8 £ 0.7 x10¢ 0.13
CM - M-CSF - PDGF-BB 2.0 £ 2.1 x10¢ 0.099

Vynechani ¢ty suplementt
CM 2.9 +2.4x10¢° -
CM - ins - EGF - FGF-2 - M-CSF 1.7 £ 1.8 x10° 0.044
CM - ins - EGF - FGF-2 - PDGF-BB 0.4 £ 0.4 x10¢ 0.011
CM - ins - EGF - M-CSF - PDGF-BB 1.2 £1.2x106 0.011
CM - ins - FGF-2 - M-CSF - PDGF-BB 0.6 £ 0.4 x10¢ 0.011

Vynechani péti suplementut
CM 2.9 +2.4x10¢ -
Ponechan pouze askorbat a 0.3 +0.2x109° 0.001

dexamethason

Tab. 8 - Stehlik D, 2012. Porovnani efektivity kultivaci hMSC v CellGro™ + lidské teleci

sérum + suplementy v standardni v. automatizovatelné plastové nadobce. Vysledky udany

jako pramér * smérodatna odchylka.

Plast TPP RoboFlask™ P
Pocet adherentnich bunék 1.55+0.72x10% 1.23 +0.64 x10° 0.0027
% CD45negCD235aneg bunék v 92.2+4.7% 93.2+5.7% 0.37
produktu
Pocet hMSC 1.44 +0.69x106¢ 1.14 +0.61 x106 0.004
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5.2.3. Vlastnosti hMSC kultivovanych novou metodikou

5.2.3.1. Trilinearni diferenciace

Doklady o schopnosti trilinearni diferenciace hMSC vypéstovanych v
CellGro™ s lidskym sérem a suplementy in vitro byly zverejnény v publikacich
Pytlik R, 2009 a Stehlik D, 2012, stejné jako ve vysSe uvedenych patentech -
ceském (301 148) a evropském (EP 1 999 250).

V praci Pytlik R, 2009 jsou uvedeny cytochemické, histochemické a
imunohistochemické doklady trilinearnich diferencia¢nich schopnosti bunék
kultivovanych v CellGro™ + LS + S in vitro. Dale jsou zde uvedeny doklady o tom,
Ze takto pripravené hMSC jsou schopné ristu na polylaktidovych scaffoldech,
kde se diferencuji in vitro v osteoblasty, a dale schopnost takto osazenych a
prediferncovanych bunék na scaffoldech vytvaret kalcifikované struktury in vivo.

Osteogenni diferenciace. Lidské MSC vypéstované v CellGro™ + LS + S
po diferenciaci v osteogennim médiu tvorily ve 2D systému (na kultivacnich
destickach) noduly, které se barvily von Kossovym barvenim a barvenim na
alkalickou fosfatazu. Von Kossovo barveni bylo vyrazné silnéjsi, pokud byl jako
zadklad diferencia¢niho média pouzito CellGro™ s lidskym sérem bez suplementi
(Obr. 21 A, B, Obr. 21 C je negativni kontrola), i kdyz kvantitativni méreni
nebyla provedena z technickych diivodli. Po nasazeni na 3D polylaktidové
scaffoldy do média alfa-MEM s FCS buriky dale proliferovaly (Obr. 23D). Pokud
byly scaffoldy diferencovany v osteogennim médiu, byla rastrovaci elektronovou
mikroskopii patrnd akumulace kalciovych soli a tvorba vazivovych vlaken (Obr.
23E, F). Elementdalni analyza oblasti bohatych na mikrokrystaly pak ukazala, Ze
tyto krystaly maji pomér kalcium-fosfor 5:3, coz je typické pro hydroxyapatit
(Ca10(PO4)6(OH)z2, Obr. 23G). Pri imunohistochemickém vySetreni byla patrna
pozitivita na osteokalcin.

V dalSich experimentech byly polylaktidové scaffoldy s hMSC
prediferencovany v osteogennim médiu po dobu 2-4 tydni a implantovany
podkozné do modelu NOD/LtSz-Raglrull mysi (Obr. 22). Scaffoldy osazené
bunikami vypéstovanymi v CellGro™ s lidskym sérem a suplementy byly
srovnavany se scaffoldy osazenymi bunkami vypéstovanymi v alfa-MEM s
fetalnim telecim sérem a s prazdnymi scaffoldy. Po Sesti tydnech in vivo se na
scaffoldech osazenych buiikami vypéstovanymi v CellGro™ s fetdlnim telecim
sérem vytvorila vazivova tkan, barvici se modie pri pouziti Ladewigovy
modifikace Massonova modrého trichromu, s dobre patrnymi lidskymi bunikami
(Obr. 23A). Po deviti tydnech byla jiz tkan mineralizovana, ¢ervené se barvici
vySe uvedenou metodou (Obr. 23B, C). Pri barveni Massonovym zelenym
trichromem se dobte zbarvuji paralelné orientovana kolagenni vldkna. V téchto
rezech jsou patrné dva druhy bunék: malé mononuklearni burniky (dlouhé Sipky)
a velké vicejaderné bunky (velka kratka Sipka na Obr. 23D). Zatimco malé bunky
mohou odpovidat lidskym MSC (imunohistochemicka barveni na priikaz lidskych
bunék vSak provedena nebyla), velké bunky jsou nejpravdépodobnéji mysi
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Obr. 21 - Pytlik et al, 2009. Diferenciace hMSC do osteogenni linie. A - hMSC kultivované

v alfa-MEM + FCS, von Kossa, B - hMSC kultivované v CellGro™ + LS + S, von Kossa, C -
negativni kontrola, von Kossa, D - diferenciace hMSC kultivovanych v CellGro™ + LS + S na
polylaktidovych scaffoldech s ukladanim mineralu (bilé Sipky), E, F -
elektronmikroskopické snimKky téhoz, G - elektronové mikroskopicka prvkova analyza.
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bunky z cizich télisek jako reakce na polylaktid. Na Obr. 23E je dobie vidét, Ze
pii osazeni scaffoldit hMSC vykultiovanymi v alfa-MEM s fetalnim telecim sérem
je tvorba kolagenu podstatné slabsi. Obr. 23F predstavuje negativni kontrolu
(prazdny polylaktid.

Obr. 22 - rentgenovy snimek NOD/LtSzRagnull /null mysi s implantovanym ¢astecné
mineralizovanym scaffoldem s hMSC kultivovanych v CellGro™ s lidskym sérem a
suplementy (9 tydnii) - vyznaceno Sipkou. Kontrolni scaffold (bez bunék) na druhé strané

hrudniku neni patrny. Nepublikovany obrazek.

V dalSich experimentech jsme sledovali expresi povrchovych znakd,
jmenovité BMP-2 a BMP-7 na povrchu hMSC v pribéhu kultivace v CellGro™ s
lidskym sérem a suplementy a v alfaMEM s fetalnim telecim sérem. Exprese jsme
sledovali jednak v osteokalcin negativni frakci (tj. buniky schopné dalsi
proliferace), tak v osteokalcin pozitivni frakci (terminalné diferencované burnky).
Vysledky jsou uvedeny v Tab. 9.

V obou frakcich (osteokalcin* i osteokalcin-) byla vyssi exprese BMP2 na
bunkach kultivovanych v CellGro™ + LS + S, priCemz statisticky vyznamnéjsi byl
rozdil v osteokalcin- frakci. Exprese BMP-7 nebyla statisticky signifikantné
odlisna u bunék kultivovanych riiznym zptlisobem, a to ani v osteokalcin*, ani v
osteokalcin- frakci.

Co se tyce diferenciace do dal$ich dvou linii, tak schopnost adipogenni
diferenciace hMSC pochazejicich z CellGro™ s LS + S byla prokazana jejich
kultivaci ve 2D (na tkanovych miskach) v adipogennim induk¢nim a udrZovacim
médiu a barvenim tukovych kapének olejovou cerveni. Chondrogenni
diferenciace pak kultivaci hMSC v mikropeletach v kénickych zkumavkach v
chondrogennim médiu zaloZeném na CellGro™ (pri pouziti alfa-MEM bunky
netvorily pelety) a barvenim na alcidnovou modf a protilatky proti kolagenu II
(Obr. 24).
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Obr. 23 - Pytlik R, 2009. Polylaktidové scaffoldy osazené hMSC a implantované subkutanné
do NOD/LtSz-Rag1rull/mull my$i, A: hMSCs ziskané kultivaci v CellGro™ + LS + S, Ladewigova
modifikace Massonova modrého trichromu, scaffold vyjmut po Sesti tydnech.
Nemineralizovana matrix se barvi modie. B a C: hMSCs ziskané kultivaci v CellGro™ + LS +
S, Ladewigova modifikace Massonova modrého trichromu, scaffold vyjmut po deviti
tydnech. Nemineralizovana matrix se barvi modie, kalcifikované oblasti oranzovocervené.
Na obr. B je patrné piremostovani polylaktidovych vlaken a lamelarni struktura nékterych
kalcifikovanych oblasti. D. hMSCs ziskané kultivaci v CellGro™ + LS + S, Massontiv zeleny
trichrom, scaffold vyjmut po deviti tydnech. Kolagenni vlakna se barvi zelené, buiiky
hnédé. Dlouhé Sipky ukazuji na malé mononuklearni buiiky, kratka velka Sipka na
obrovskou multijadernou buiiku z cizich téles. E: hMSC ziskané kultivaci v alfaMEM s FCS,
Massontiv zeleny trichrom, scaffold vyjmut po deviti tydnech. Kolagenni vlakna jsou
mnohem Fidsi a hii¥e organizovana. Sipky ukazuji na artefakty vzniklé p¥i pripravé
preparatu. F: kontrolni scaffold bez hMSC, Massoniiv zeleny trichrom.

78



Tab. 9 - Stehlik D, 2012. Exprese BMP2 a 7 u hMSC kultivovanych v alfaMEM s FCS a u hMSC
kultivovanych v CellGro™ + LS +S.

Exprese BMP2

AlfaMEM + FCS CellGro™+LS+S =
Osteokalcin- 7.51£8% 28.7+6.3% 0.0039
Osteokalcin+ 3.6+1.5% 22.6+189% 0.055
Exprese BMP7
AlfaMEM + FCS CellGro™+LS+S =
Osteokalcin- 9.0+8.7% 43+54% 0.37
Osteokalcin+ 6.3+4.1% 6.2+7.7% 0.97

Obr. 24 - Pytlik R, 2009. Adipogenni a chondrogenni diferenciace hMSC vypéstovanych v
CellGro™ s lidskym sérem a suplementy. A: adipogenni diferenciace na kultivacnich
destickach, barveni olejovou cerveni po ti‘ech tydnech. B-F: chondrogenni diferenciace v
mikropeleté po dvou tydnech kultivace. B: barveni hematoxylin-eozin, C, D: alciAnova
modr, E: imunohistochemie na kolagen II, F: imunofluorescenc¢ni barveni na kolagen II:
kolagen, Cy3 (¢ervené), chondroblasticka jadra dobarvena DAPI (modfte).

100 pm
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5.2.3.2. Povrchové znaky

Srovnani povrchovych znaki bunék péstovanych v CellGro™+LS+S
s buitkkami péstovanymi v alfa-MEM s FCS je popsano v publikaci Pytlik et al,
2009 a je uvedeno v Tab. 10. Zkoumdano bylo celkem 19 antigent, z toho deset
tvorily adhezivni molekuly na povrchu hMSC, tfi byly proliferac¢ni ¢i diferenciacni
markery a Sest znaki predstavovalo markery krvetvornych bunék.

Co se tycCe exprese adhezivnich molekul, hMSC expandované v CellGro™ s
LS a S mély signifikantné vyssi expresi beta-1 integrinu CD29, receptoru pro
hyaluronovou kyselinu CD44, alfa3 a alfa4 integrinu CD49c a C49d a VCAM-1
(adhezivni molekula vaskularnich bunék, CD106) nez bunlky péstované v alfa-
MEM + FCS. U bunék kultivovanych v CellGro™ s LS a S byla signifikantné
zvySena exprese proliferacniho markeru CD71 (transferinovy receptor). Co se
tyce hematopoetickych markert, jejich exprese je vyssi nez je béZné uvadéno, ale
paradoxné nizs$i u bunék péstovanych v CellGroTM + LS + S, kde se neadherentni
bunky neodmyvaly. Bunky kultivované v alfa-MEM s FCS mély nesignifikantné
vyssi expresi CD105.

Tab. 9 - upraveno z Pytlik R, 2009. Srovnani exprese povrchovych znakd na hMSC
kultivovanych v riznych médiich. Tu¢né zvyraznéné vysledky jsou statisticky
signifikantné rozdilné (p <0.05). Vysledky jsou uvedeny jako mediany a rozmezi.

Povrchové adhezni molekuly

alfa-MEM + FCS CellGro™ + LS +S
CD29 77.6% (19.3 - 92.2%) 95% (92.9 - 99.6%)
CD44 52.2% (16.9 - 76.5%) 90.8% (35.9 - 95.3%)
CD49a 14.2% (0.4 - 36.9%) 13.6% (1 - 46.5%)
CD49¢ 6.3% (1.3 - 19.3%) 34.7% (28.8 - 41.2%)
CDh49d 9.3% (3.2 - 42.3%) 30.2% (21-61.9%)
CD49e 15.1% (4.5 - 33%) 25.8% (13.3 - 50.2%)
CD63 55.6% (10.7-83.1%) 64.2% (49-89.9%)
CD90 58.1% (24.7 - 67.9%) 65% (15 - 83%)
CD105 44.2 (2.4 - 69.7%) 25.5% (18.6 - 59.7%)
CD106 3.7% (0.7 - 73.3%) 13% (9.8 - 47.2%)

Markery proliferace a diferenciace

Alfa-MEM + FCS CellGro™ +LS+S
CDh71 21.6% (15.9 - 79%) 47.4% (29.9 - 63.3%)
CD166 50.9% (3.5 - 88.1%) 31% (3 - 43.3%)

alkalicka fosfataza

15.1% (4.5 - 83.7%)

14.2% (9.9 - 23.1%)

Hematopoetické markery

Alfa-MEM + FCS

CellGro™ + LS +S

CD11c 22.2% (9.5 - 46.8%) 10.2% (1.3 - 22.1%)
CD14 6% (0.3 - 9.9%) 1.6% (0.8 - 4.6%)
CD18 6.1% (0.1 - 11.1%) 0.2% (0.1 - 0.8%)
CD34 0.5% (0. - 2.1%) 0.1 (0 - 0.5%)



CD45

15.2% (7.8 - 26.5%)

8.8% (4.1 - 40.6%)

CD68 7.6% (3.5 - 14.7%) 7.8% (3.5 - 11.8%)
Povrchové adhezni molekuly

alfa-MEM + FCS CellGro™ + LS +S
CD29 77.6% (19.3 - 92.2%) 95% (92.9 - 99.6%)
CD44 52.2% (16.9 - 76.5%) 90.8% (35.9 - 95.3%)
CD49a 14.2% (0.4 - 36.9%) 13.6% (1 - 46.5%)
CD49c 6.3% (1.3 - 19.3%) 34.7% (28.8 - 41.2%)
CD49d 9.3% (3.2 - 42.3%) 30.2% (21-61.9%)
CD49%e 15.1% (4.5 - 33%) 25.8% (13.3 - 50.2%)
CD63 55.6% (10.7-83.1%) 64.2% (49-89.9%)
CD90 58.1% (24.7 - 67.9%) 65% (15 - 83%)
CD105 44.2 (2.4 - 69.7%) 25.5% (18.6 - 59.7%)
CD106 3.7% (0.7 - 73.3%) 13% (9.8 - 47.2%)

Markery proliferace a diferenciace

Alfa-MEM + FCS CellGro™ + LS +S
CD71 21.6% (15.9 - 79%) 47.4% (29.9 - 63.3%)
CD166 50.9% (3.5 - 88.1%) 31% (3 - 43.3%)

alkalicka fosfataza 15.1% (4.5 - 83.7%) 14.2% (9.9 - 23.1%)

Hematopoetické markery

Alfa-MEM + FCS CellGro™ + LS +S
CD11c 22.2% (9.5 - 46.8%) 10.2% (1.3 - 22.1%)
CD14 6% (0.3 - 9.9%) 1.6% (0.8 - 4.6%)
cD18 6.1% (0.1-11.1%) 0.2% (0.1 - 0.8%)
CD34 0.5% (0. - 2.1%) 0.1 (0 - 0.5%)
CD45 15.2% (7.8 - 26.5%) 8.8% (4.1 - 40.6%)
CD68 7.6% (3.5 - 14.7%) 7.8% (3.5 - 11.8%)

Verifikace povrchovych znaki hMSC podle definice Dominici a Le Blanc
(Dominici M, 2006) byla provedena v pribéhu experimenti ortotopické
transplantace hMSC do imunodeficientnich potkanl (viz dale) a castecné
publikovdna v praci Pytlik R, 2017. Povrchové znaky hMSC kultivovanych v
CellGro™ + LS + S byly srovnavany s bunikami kultivovanymi v alfa-MEM s FCS.
Vysledky jsou uvedené v Tab. 10 a na Obr. 25. PouZity jsou vysledky z
neparovych srovnani, vysledky z parovych vsak byla obdobné.

Exprese sledovanych znakti CD73, CD90 a CD105 je na obou typech bunék
vyrazné vyssi nez v praci Pytlik R, 2009. Bunky kultivované v alfa-MEM + FCS
mély signifikantné vyssi expresi CD105 a CD90, zatimco exprese CD73 byla
obdobna. Trojita pozitivita CD73, CD90 a CD105 byla prokazana u zhruba 80%
bunék kultivovanych v CellGro™ s LS a S oproti 90% bunék kultivovanych v alfa-
MEM + FCS (p <0.001). Kontaminace hematopoetickymi burtkami byla nizka.
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Tab. 10 - srovnani exprese povrchovych znakd na hMSC péstovanych v CellGro™ s lidskym
sérem a suplementy (modie) a alfa-MEM s fetalnim telecim sérem (Cervené). Neparové
testy, vysledky uvedeny jako mediany. Nepublikovana tabulka.

Médiu | CD10 | CD90 | CD73 | trojita CD4 | CD235 | CD1 | CD1 | CD3 | viabilit
m 5 pozitivit | 5 a 6 9 a
a

CellGro | 93,1 82% 98,4 | 78,6% 1,7% | 1,1% 1,5% | 3,1% | 0,5 | 82,2%

% % %
alfaME | 98% 97,7% | 96% | 91% 3,6% | 6,9% 3,7% | 3,2% | 0,5 | 80,7%
M %
p= 0,007 | <0,00 | 0,13 | <0,001 0,37 | <0,001 | 0,11 | 0,64 | 0,72 | 0,77

1

Obr. 25 - srovnani exprese povrchovych znakti na hMSC péstovanych v CellGro™ + LS + S
(modie) a alfa-MEM + FCS (Cervené). Neparové testy, vysledky uvedeny jako mediany.
Nepublikovany obrazek.
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5.2.3.3. Profily genové exprese

I. Studie genové exprese mikrocipovou metodou na platformé
INlumina™,

Pii uziti restriktivnich pozadavkd diferencidlni genové exprese (rozdil
minimalné 2 logz v genové expresi pri hladiné vyznamnosti p <0,001) bylo
zjisténo 134 diferencialné exprimovanych genti (65 overexprimovanych v médiu
CellGro™ + LS + S a 69 vmédiu alfa-MEM + FCS). Pomérné malé mnoZstvi
diferencialné exprimovanych genii (zhruba z 11 000 sledovanych) znamen3, Ze
bunky péstované v obou téchto médiich se v zakladnich parametrech vyrazné
nelisi.
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Jednotlivé genové skupiny a signalni drahy byly dale studovany pomoci
on-line programu DAVID Bioinformatic Resources 6.7
(http://david.abcc.ncifcrf.gov). Na zakladé prifazeni diferencialné
exprimovanych gent do funkc¢nich skupin bylo zjiSténo (pomoci Benjaminiho
korekce), Ze nejvice obohacenymi skupinami ve srovnani s celogenomovym
zastoupenim jsou nasledujici:

- geny pro signalni peptidy (celkem 31 genti, p = 0,00016)

- geny pro extracelularni proteiny (celkem 24 geni, p = 0,0009)

- geny pro secernované proteiny (celkem 20 gent, p = 0,0025)

- geny pro PPAR signalni drahu (celkem 6 genti, p = 0,0011)

Na zakladé prirazeni diferencidlné exprimovanych gend do Klastri
funkénich skupin byly zkoumany nasledujici klastry:
- klastr sdruzujici PPAR signalni drahu, metabolismus mastnych kyselin
a odpovéd' na léeky
- klastr sdruzujici geny podilejici se na osifikaci, kostnim vyvoji,
skeletalnim vyvoji a vazbé riistovych faktort.

Zkoumanim klastru sdruzujictho PPAR signalni drahu, metabolismus
mastnych kyselin a odpovéd na 1éky bylo zjiSténo, Ze tyto klastry obsahuji
celkem 10 genl (fada znich se vjednotlivych funkénich skupinach daného
klastru opakuje, Tab. 11). Ztéchto deseti genli je osm overexprimovano
v bunikkdch péstovanych valfa-MEM + FCS (s vyjimkou lysyloxidazy a
mitochondridlni superoxiddismutazy 2), pricemZz vtéchto builkich je
overexprimovano vSech osm genti pro metabolismus mastnych kyselin a signalni
drahu PPAR, ktera se rovnéZ podili na metabolismu lipidt. Signalni draha PPAR a
geny v této signalni draze, které jsou overexprimovany v bunkach péstovanych
v alfa-MEM s fetalnim telecim sérem, jsou znazornény na Obr. 26.

Naproti tomu klastr sdruzujici geny podilejici se na osifikaci, kostnim
vyvoji, skeletdlnim vyvoji a vazbé ristovych faktorti obsahuje rovnéz 10 genti
(Tab. 12), ovSem zde osm z nich (s vyjimkou kathepsinu K a povrchového znaku
CD36) ma zvySenou expresi vbunkach péstovanych ve CellGro™ s lidskym
sérem a suplementy.

Z uvedenych srovnani dvou dosud zkoumanych klastrt vyplyva, Ze buriky
kultivované v CellGro™ + LS + S mohou byt vhodnéjSi k pouziti ve zvolené
indikaci (hojeni kosti) nez buiiky kultivované v alfa-MEM + FCS, které jsou -
alesponi dle diferenciadlné exprimovanych genti - prediferencované spiSe smérem
k adipocytiim.
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Tab. 11 - Klastr genovych skupin sdruZujici PPAR signalni drahu, metabolismus mastnych
kyselin a odpovéd’ na léky. Nepublikovana tabulka.

Signalni draha PPAR

Oficialni genovy
symbol

CD36
ACSL1
FABP3

FABP4
NR1H3
PLTP

Nazev genu

CD36 molecule (thrombospodin receptor)

acyl-CoA synthetase long-chain family member 1

fatty acid binding protein 3, muscle and heart (mammary-derived growth
inhibitor)

fatty acid binding protein 4, adipocyte

nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3

phospholipid transfer protein

Metabolismus mastnych kyselin

Oficialni genovy
symbol

ACSL1
FABP3

FABP4
FADS1
OLAH

Nazev genu

acyl-CoA synthetase long-chain family member 1

fatty acid binding protein 3, muscle and heart (mammary-derived growth
inhibitor)

fatty acid binding protein 4, adipocyte

fatty acid desaturase 1

oleoyl-ACP hydrolase

Odpovéd na léky

Oficialni genovy
symbol

ACSL1
FABP3

FABP4
LOX
soD2

Nazev genu

acyl-CoA synthetase long-chain family member 1

fatty acid binding protein 3, muscle and heart (mammary-derived growth
inhibitor)

fatty acid binding protein 4, adipocyte

lysyl oxidase

superoxide dismutase 2, mitochondrial
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Obr. 26 - signalni draha PPAR. Cervené jsou vyznaceny geny, jejichz exprese je vys
hMSC kultivovanych v alfa-MEM + FCS a které tedy priznivé ovliviiuji adipogenni
diferenciaci. Nepublikovany obraze.
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Tab. 12 - Klastr genovych skupin sdruZujici PPAR signalni drahu, metabolismus mastnych
kyselin a odpovéd’ na 1éky. Nepublikovana tabulka.

Osifikace

Oficialni genovy
symbol

CDH11
CTSK
COL1A1
CTGF
IGFBP3

Nazev genu

cadherin 11, type 2, OB cadherin (osteoblast)
cathepsin K

collagen, type |, alpha-1

connective tissue growth factor

insuline-like growth factor binding protein 3

Kostni vyvoj

Oficialni genovy
symbol

CDH11
CTSK
COL1A1
CTGF
IGFBP3

Nazev genu

cadherin 11, type 2, OB cadherin (osteoblast)
cathepsin K

collagen, type |, alpha-1

connective tissue growth factor

insuline-like growth factor binding protein 3

Skeletalni (kosterni) vyvoj

Oficialni genovy
symbol

ARID5B
CDH11
CTSK
COL1A1
CTGF
IGFBP3

Nazev genu

AT rich interactive domain 5B (MRF1-like)
cadherin 11, type 2, OB cadherin (osteoblast)
cathepsin K

collagen, type |, alpha-1

connective tissue growth factor

insuline-like growth factor binding protein 3

Vazba rtistovych faktort

Oficialni genovy
symbol

CD36
COL1A1
CTGF
IGFBP3
IGFBP7
THBS1

Nazev genu

CD36 molecule (thrombospodin receptor)
collagen, type |, alpha-1

connective tissue growth factor
insuline-like growth factor binding protein 3
insuline-like growth factor binding protein 7
thrombospodin 1
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II. Studie gqRT-PCR

Metoda PCR v redlném case byla pouZita pro kvantitativni stanoveni
exprese genti CDH11, CTSK, CTGF, IGFBP3, COL1A1, ARID5B. Vzorky pouzité ke
studiim qRT-PCR byly tytéZz, na kterych byly studovany profily genové exprese.

Nanestésti vysledky gRT-PCR byly Spatné hodnotitelné. U vétSiho
mnozstvi vzorkli byla nedostate¢na kvalita RNA (patrné doSlo k rozmrazeni a
opakovanému zamrazeni pri prevozu vzorki z IMG, protoZe vSechny vzorky
uzité k analyze pomoci microarrayt byly optimalni kvality). BohuZel nebyl ¢as a
prostor ke kultivaci a RNA extrakci dalSich vzorkii MSC a bez ovéreni exprese
klicovych genti alternativni metodikou nemohla byt tato studie publikovana.

5.2.3.4. Cytogeneticka charakterizace hMSC

Celkem bylo hodnoceno 13 vzork(, z toho 6 od zdravych dobrovolnych
darcii a 7 od pacienti s prokdzanymi lymfoidnimi malignitami. Celkem 12
vzorki bylo kultivovanych v CellGro™ s LS a S, 1 vzorek pak v alfa-MEM s FCS.
Dostatek mitdz byl u deviti vzorkd (5 od zdravych dobrovolniki a 4 od pacientti),
vzorek kultivovany v alfa-MEM s FCS byl bohuZel mezi témi, které neobsahovaly
mitézy zadné. Celkovy piehled vySetfeni m-FISH je uveden v Tab. 13. Z deviti
hodnotitelnych vzorkl byl pouze u ¢tyt (jeden zdravy darce a tri pacienti)
normdalni nalez (46,XX/46,XY). Ve trech vzorcich (dva zdravi darci, jeden
pacient) byla kromé mit6z s normalnim karyotypem nalezena vzdy jedna mit6za
s ndhodnou chromozomovou aberaci (neklonalni zména). U dvou zdravych darct
byly vSak nalezeny zmény klonalni, v jednom ptipadé Slo o dvé mitézy se stejnou
abnormalitou, ve druhém o tfi (Obr. 27, 28).

Tab. 13 - pi‘ehled vysSetieni bunék kultivovanych v CellGro™ s LS a S pomoci m-FISH. Ve
sloupci pacient/zdravy darce pacient = 1, zdravy darce = 2, ve sloupci pohlavi muz = 1,
Zena = 2. Nepublikovana tabulka.

Pacient/ Postizeni
cislo  |zdravy diené Den
pokusu |darce pohlavi| vék lymfomem |kultivace staeni |Kolcemid |doba piisobeni |pocet bb. |mitosy karyotyp
20/2015 2 2 23 0|CellGro 15(10 pg/ml noc (17 hod) 19,0x10° |#4dné
21/2015 1] 2 51| 1/CellGro 1410 pg/ml  |noc(17hod)  [24,5x10° |Z&dné
22/2015| 2| 1 48| 0|CellGro 1410 pg/ml  |noc(17hod)  [18,5x10° [maélo mitos s(5
23/2015 2 1 45 0|CellGro 14(10 pg/ml noc (17 hod) 23,5x10° |dostatek mitos |46,XY[20]
24/2015 2 1 a5 0[aMEM 14[10 pg/ml  [noc(17hod) [2,5x10° |3adné
25/2015 2| 2 38 0|CellGro 1410 pg/ml  |noc(17hod)  [33,5x10° [maélo mitos 16,%X,t(15;16)(q26;?)[
26/2015 1 2 18 1|cellGro 1210 pg/ml  [noc(17hod) |24,0x10° |3adné
27/2015 2| 2 60 0|CellGro 16/10 pg/ml  |noc (17hod)  [5,5%x10° |dostatek mitos |46,XX,der(19)t(2;19)(?;?p13.3)[3]/46,XX[6]
28/2015 2 2 24| 0|CellGro 15(10 pg/ml noc (17 hod) 18,0x10° |dostatek mitos |46,XX,ins(6;3)(q?24;?)[2]/46,XX[22]
29/2015 1 1 50 0|CellGro 14|10 pg/ml  |noc (17 hod)  |29,5x10° |malo mitos 46, XX
30/2015| 1 1 63 0|CellGro 14/10 pg/ml noc(17hod) |13,5x10° |dostatek mitos [45 ler(9)t(9;17)(q?33;?),-17[1]/4
31/2015] 1 2 65 1|CellGro 14/10 pg/ml  |noc(17hod)  [23,5x10° |#4dné
10/2012| 1 2 66 1|cellGro 14{10 pg/ml  |noc(18hod) |7,3x10° |dostatek mitos |46, XX
16/2012| 1 1 39 0|cellGro 16{10 pg/ml  |noc(18hod)  |4,1x10° |dostatek mitos |46, XX
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Obr. 27 - chromozomova abnormalita pozorovana ve tirech mitézach u 59-leté zdravé zeny
- zapis karyotypu: 46,XX,der(19)t(2;19)(?;?p13.3). Nepublikovany obrazek.

Obr. 28 - chromozomova abnormalita pozorovana ve dvou mitézach u 24-leté zdravé Zeny-
zapis Karyotypu 46,XX,ins(6;3)(q?24;?)]. Nepublikovany obrazek.
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5.2.3.5 Podpora krvetvorby

Pri ustavovani kultur hMSC jsme pozorovali, Ze zhruba po 72 hodinach od
zahajeni kultury se kromé jednotlivych hMSC zacinaji objevovat i organizované
shluky hMSC, tukovych bunék a bunék krvervornych. Tyto shluky, pracovné
nazvané MSC-HC kolonie (smésné kolonie z mezenchymovych a
hematopoetickych bunék) se vytvarely jak v alfa-MEM s FCS, tak i v CellGro™ s
LS a S. Nalézany byly vSak pouze zhruba v 20% kultur.

MSC-HC kolonie se svym vzhledem liSily podle média, v némz byla kultura
zaloZzena. U kultur v alfa-MEM s FCS byly kolonie bledé a obsahovaly pouze
prekurzory granulocytii a makrofagt, u kultur v CellGro™ s LS a S byly kultury
nacervenalé, tedy i s obsahem erytroidnich prekurzort (Obr. 29).

Dalsi vyvoj MSC-HC kolonif se rovnéz lisil podle zptisobu kultivace. V alfa-
MEM s FCS doslo k pribéznému odmyvani krvetvornych bunék, coz MSC-HC
struktury zlikvidovalo a kolonie se pak rozvijely jako bézZné MSC kolonie. U
bunék kultivovanych v CellGro™ + LS + S, kde nebyly nebyly hematopoetické
buniky odmyvany a uprostred vyvijejicich se kolonii byly stdle prokazatelné
erytroidni ostrivky. V jinych kulturach jsem pozorovali i obrovské, osteoklastiim
podobné bunky, které byly obklopené, ale nebyly prerostlé MSC. Vzhledem k
nedostatku financi a ¢asu nebyly tyto procesy dale zkoumany.

Obr. 29. Kolonie tvoirené hMSC, zralymi adipocyty a krvetvornymi bunikami (MSC-HC, viz
1.2.2.) A - kultivace alfa-MEM + FCS, B - kultivace v CellGro™ + 10% LS + S. Nepublikovany
obrazek.
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5.2.3.6. Kryoprezervace hMSC pro pozdéjsi pouZiti

Byly provedeny studie kryoprezervace bunék kultivovanych v CellGro™ s
LS a S se zamérenim zejména na nutnost FCS v kryoprezervacnim roztoku.
V téchto experimentech nebyl zjistén rozdil mezi alfa-MEM s 10% DMSO bez
séra, mezi 90% fetalnim telecim sérem s 10% DMSO a mezi médiem alfa-MEM:
fetadlni teleci sérum 1:1 s 10% DMSO. Vysledky viability mérené klasickym
zplsobem (trypanova modf) po rozmraZeni byly o néco horsi nez vysledky pred
zamrazenim, ale Slo pouze o jednotky procent (Tab. 14).

Tab. 14 - vysledKy viability hMSC péstovanych v CellGro™ + LS + S pred zamraZenim a po
rozmrazeni. Vysledky jsou uvedeny jako primér a smérodatna odchylka, srovnani t-
testem. Nepublikovana tabulka.

Timepoint Viabilita p = (srovnani s vzorkem pred
zamrazenim)

Pfed zamrazenim 90.3 +9%

Po rozmrazeni

90% FCS + 10% DMSO 84.6 +8.8% 0.04
90% alfa-MEM + 10% DMSO 83.3+7.9% 0.03
45% FCS + 45% alfa-MEM + 10% DMSO 85.2+9.5% 0.11

Dale jsme zjistovali, zda CellGro™ jako zaklad mraziciho média neni lepsi
nez alfa-MEM a jestli 1ze nahratit fetalni teleci sérum v mrazicim médiu sérem
lidskym. ZkousSeli jsme rovnéz kryoprezervacni médium specidlné vyvinuté pro
hMSC. Testy viability zde byly provadény pomoci sledovani tvorby CFU-F pri
hustoté nasazeni 3 buriky/cm? (tj. 180 bunék na 60 cm? Petriho misku). Vysledky
jsou uvedeny v Tab. 15 a 16.

Tabulka 15 - vysledKky tvorby CFU-F kultivovanych v alfa-MEM s FCS, po rozmraZeni z
rtznych kryoprezervacnich roztoki. Srovnavano s koloniformni kapacitou pred
zamraZenim. VysledKky jsou uvedené jako median a rozmezi, srovnani Wilcoxonovym
parovym neparametrickym testem. Nepublikovana tabulka.

Timepoint Pocet CFU-F/60 cm? P = (srovnani s

experimenti vzorkem pred
zamraZenim)

Pfed zamrazenim 12 99.4+59.7

Po rozmrazeni:

90% CellGro™ + 10% 11 65.9+33.3 0.19

DMSO

45% FCS + 45% alfa- 12 59.5 +38.8 0.03

MEM + 10% DMSO

MSC freezing solution 3 66.2 +23.3 0.11
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Tab. 16 - vysledky tvorby CFU-F kultivovanych v CellGro™ s LS a S, po rozmraZeni z
riznych kryoprezervaénich roztoki. Srovnavano s koloniformni kapacitou pied
zamrazZenim. Vysledky uvedené jako mediany a rozmezi, srovnani Wilcoxonovym
parovym neparametrickym testem. Nepublikovana tabulka.

Timepoint Pocet CFU-F/60 cm? P = (srovnanis

experimentu vzorkem pred
zamraZenim)

Pfed zamraZenim 12 16.3+16.5

Po rozmrazeni:

90% lidské serum + 10% 12 6.816 0.03

DMSO

45% lidské serum + 45% 12 6.2+6 0.05

CellGro™ + 10% DMSO

90% CellGro™ + 10% 11 57+6.5 0.10

DMSO

MSC freezing solution 12 7.2+6.6 0.13

V souhrnu vyplyva, Ze koloniformni kapacita jeSté pred zamraZenim je
vyrazné nizsi u bunék péstovanych v CellGro™ s LS a S neZ u bunék péstovanych
v alfa-MEM + FCS. RovnéZ zamraZeni pripravuje bunky o podstatnou cast jejich
koloniformni kapacity, a to zhruba o 33% u bunék péstovanych v alfa-MEM + FCS
a o vice nez 50% u bunék kultivovanych v CellGro™ + LS + S. Vlivy rliznych
kryoprezervacnich roztokd na koloniformni kapacitu bunék kultivovanych v alfa-
MEM s FCS nebo CellGro™ + LS + S byly byl porovnany neparametrickym ANOVA
testem, pri némZ nebyly zjiStény ani u jednoho typu hMSC rozdily mezi
jednotlivymi médii (p = 0.87 pro bunky kultivované v alfa-MEM + FCS, p = 0.95
pro bunky kultivované v CellGro™ + LS + S). Lze tedy uzaviit, Ze hMSC
vypéstované v CellGro™ + LS + S Ize snadno kryoprezervovat v CellGro™, bud’ s
lidskym sérem nebo bez néj, ovSiem s oCekavanou ztratou 50% koloniformnich
schopnosti. Specidlni médium pro kryoprezervaci MSC nemd zadné zvlastni
vyhody oproti jinym zkoumanym médiim.

Dale byly provedeny experimenty s kryoprezervaci za pouZiti sericinu, ty
vSak byly provadény na bunkach kultivovanych v alfa-MEM s fetalnim telecim
sérem s kontrolami v podobé bunécné linie SAOS-2. Vysledky byly zverejnény v
publikaci Verddnova M, 2014.

Seznam kryoprezervacnich médii uZitych v této publikaci je uveden v
Oddilu 4, Tab. 3. Za standardni médium pro mrazeni hMSC jsme povazovali
65% alfa-MEM s 10% DMSO a 25% FCS (CM+10D+25F). Vysledky byly srovnany
s dalSimi médii parovym neparametrickym Wilcoxonovym textem. Vysledky
viability bunék zjistované pomoci imunofluorescence jsou na Obr. 30, vysledky
viability zjistované pomoci tvorby CFU-F kolonii jsou na Obr. 31.

Nejvétsi mnoZstvi bunék preZilo rozmraZeni po Kkryoprezervaci ve
standardnim médiu (84%). Podobné mnoZstvi prezilo v médiu, kde bylo fetalni
teleci sérum zameénéno za sericin (66%, p = 0.238) a také v samotném alfa-MEM
s 10% DMSO (69%, p = 0.248). Vyznamné méné bunék preZilo pri pouziti alfa-
MEM s DMSO a 5% sericinem (55%, p = 0.012). Pri pouziti alfa-MEM s 5%
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sericinem a 5% DMSO byly vysledky pocetné ponékud horsi (44%), ale
statisticka signifikance zde nebyla (p = 0.504), protoZe uvedené médium bylo
pouzito jen v malém poctu experimentli. Ostatni média dosahovala vyznamné
horsich vysledkd v porovnani s alfa-MEM s 25% fetalnim sérem a 10% DMSO,
pocCetné i statisticky.

Obr. 30 - Verddnova M, 2014. Vitalita hMSC kultivovanych v alfa-MEM s FCS po zamrazeni v
riznych médiich. Vztazeno k celkovému poétu zamrazenych bunék (100%). Uvedeny jsou
mediany (=), 25-75% percentily (0), rozmezi bez vyrazné se liSicich hodnot (1T), hodnoty
mimo o¢ekavané rozmezi (0) a extrémni hodnoty (*). $ znaéi statisticky signifikantni
rozdil (p <0.05) pfi srovnani Wilcoxonovym testem.
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Co se tyce schopnosti tvorby CFU-F kolonii, ta byla nejlépe zachovana v
alfa-MEM s 5% DMSO a 5% sericinem (15.5 kolonii na 90 nasazenych bunék),
tento vysledek byl poCetné lepsi neZ ve standardnim médiu (5 koloni na 90
bunék), ale nedosahl statistické vyznamnosti vzhledem k malému poctu
provedenych experimentt (p = 0.116). Ve srovnani se standardnim médiem byla
vyrazné hiife zachovana koloniformnf aktivita u médii obsahujicich 1% DMSO.
Pokud bylo DMSO 0% nebo 100%, Zadna tvorba kolonii nebyla pozorovana.
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Obr. 31 - Verddnovd M, 2014. Koloniformni kapacita hMSC kultivovanych v alfa-MEM s FCS
a zamrazenych v riznych médiich. Na ose x omylem uvedena procenta namisto
absolutnich ¢isel. Uvedeny jsou mediany (=), 25-75% percentily (o), rozmezi bez vyrazné
se lisicich hodnot (LT), hodnoty mimo oé¢ekavané rozmezi (©) a extrémni hodnoty (*). $
znadi statisticky signifikantni rozdil (p <0.05) pri srovnani Wilcoxonovym testem.
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Strucné shrnuto, v Kryoprezervacnich experimentech jsme zjistili, Ze
kryoprezervacni médium bez fetalniho teleciho ¢i lidského séra je stejné dobré
jako médium se sérem 1:1 nebo samotné sérum s DMSO, sericin patrné neprinasi
Zadnou vyhodu a koloniformni kapacita po rozmrazeni klesa vice nez viabilita
méfena pomoci imunofluorescence nebo trypanovou modri.

5.2.4. Preklinické experimenty na zvirecich modelech

5.2.4.1. Studie na imunodeficientnich mysich

Vzhledem k tomu, Ze studie v ramci prace Pytlik R, 2009 byly popsany
vySe, budeme se zabyvat studiemi kratkodobé a dlouhodobé toxicity,
provadénymi pro stanoveni bezpecnosti a uc¢innosti hMSC kultivovanymi v
CellGro™ s LS aS.
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I. Kratkodobé studie bezpecnosti bunécného preparatu na
experimentalnich zviratech

Pro tyto pokusy bylo pouzito celkem 55 imunodeficientnich mysi
NOD.129S7(B6)-Ragltm1Mom/]. VSechna pouZita zvirata byly samice.
Experimentalni skupinu tvorily mysi s implantovanou plazmatickou sraZeninou s
hMSC, jako dvé kontrolni skupiny slouzily mySi bez implantace a mysi s
implantovanou plazmatickou srazeninou bez bunék. Dale byl nékolika mysSim
implantovan Cem-Ostetic®, tedy kostni tmel neutralntho pH, které obsahuje
biokompatibilni kalciové soli, schvaleny FDA pro klinické uziti, s burikami ¢i bez
bunék. Jedné mysi byly implantovany samotné hMSC v kultiva¢nim médiu. Pocet
mysi v jednotlivych skupinach je uveden v Tab. 17.

Tab. 17 - pocty NOD.129S7(B6)-Ragltm1Mom/]J mysi v jednotlivych skupinach pouzitych
ve studiich kratkodobé toxicity hMSC péstovanych v CellGro™ s LS a S. Nepublikovana
tabulka.

Skupina Pocet
Mysi bez implantace 11
Mysi s implantovanou plazmatickou srazeninou bez bunék 12
Mysi s implantovanou plazmatickou srazeninou s hMSC 18
Mysi s implantovanym Cem-Ostetic® bez bunék 5
Mysi s implantovanym Cem-Ostetic® s hMSC 4
Mysi s implantovanymi hMSC v kultivacnim médiu 1
Celkem 55

Vsechny bunky byly implantované do zatylku mysi. V priibéhu 48 hodin
doslo u mysi po implantaci plazmatické sraZeniny s butikami ¢i bez bunék a bez
Cem-Ostetic® k rozpusSténi sraZeniny a na misté vznikla pouze zatvrdlina
tvorena granulomatéznim zanétem (Obr. 32).

Pri aplikaci preparatu Cem-Ostetic® nebo pii aplikaci bunék smiSenych s
timto preparatem dochazi pochopitelné v misté aplikace k vytvoreni
kalcifikované struktury, v niZ jsou hMSC retinovany. Retinované hMSC pak kostni
tmel rozpoustéji a vytvareji vaskularizovanou vazivovou tkan (Obr. 33).

MySim s aplikovanymi hMSC se vesmés darilo dobie, v pribéhu dvou az
Sesti tydntli jsme nepozorovali zadné imrti. Vahy pred zahajenim a po ukonceni
experimentu se nelisily mezi experimentalni skupinou a kontrolnimi skupinami.
V disledku krevnich odbérii dochdzelo u pokusnych zvifat k ocekdvaném
poklesu Cerveného krevniho obrazu, mira poklesu se vSak statisticky neliSila u
hlavni experimentalni skupiny a skupin konrolnich. Pri prohlidce
parenchymatéznich orgadni po skonceni experimentu nebyly zjiStény zadné
abnormality, ale ani Zzddné hMSC s vyjimkou jednoho zachytu ve sleziné (Obr.
34, Stehlik D, 2015a). Celkové tedy - aZ na granulomatézni zanéty tvorené v
misté aplikace hMSC - nebyly shledany Zadné nepriznivé vlivy podanych bunék
na experimentadlni zvifata. Na rozdil od zvirat z experimentii dlouhodobych
nebyly pozorovany zadné zmény v chovani ani pii implantaci hMSC, ani pfi
implantaci plazmatické srazeniny bez bunék, ani u kontrolni skupiny.
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Obr. 32 - granulomatdzni reakce v misté aplikace plazmatické srazeniny s hMSC
vykultivovanymi v CellGro™ s LS a S do zatylku NOD.129S7(B6)-Ragltm1Mom/J mysi.
Barveni hematoxylin-eozin, 400x. A - perioperacné zaneseny zbytek chlupu (barvi se Zluté,
viz $ipka), B - obrovska (Langhansova) burika z cizich téles (S$ipka). Nepublikovany
obrazek.

,)‘V"’

"6&
'.‘, ?
e

AN i
A

Obr. 33 - implantace Cem-Ostetic® do zatylku imunodeficientni mys$i. A - mys po usmrceni,
B - Cem-Ostetic® bez bunék, C - Cem-Ostetic® s hMSC kultivovanymi v CellGroTM + LS +S.
Barveni Massoniiv zeleny trichrom, kolagenni tkarn zelené, kalcifikace ¢ervené, 100x.
Nepublikovany obrazek.
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Obr. 34 - Stehlik D, 2015a. hMSC zachycené ve sleziné zviirete 131113-3. Lidské bunky
detekovany antimitochondrialni protilatkou s fluorescen¢nim barvivem PE-Cy5 (Cervené).
Jadra modie (DAPI), céva zelené (anti-CD31, FITC).

I1. Dlouhodobé studie bezpecnosti bunécného preparatu na
experimentalnich zviratech

Dlouhodobé studie byly provadény na parech ze stejného vrhu. Cilem bylo
zjistit preziti zvirat, jejich schopnost breedingu, dale pak tvorbu eventualnich
nadorii a pritomnost lidskych bunék v misté aplikace sraZeniny s hMSC a
pritomnost lidskych bunék v parenchymaté6znich organech.

Celkem bylo pouzito 11 part zvifat. Ctyfem experimentnalnim partim
byly aplikovany hMSC vpoctu 10x106 v plazmatické srazZeniné, sedmi
kontrolnim partim byla aplikovana bud’ pouze plazmaticka srazenina nebo byly
bez implantace. Pary byly sledovany po dobu 6-10 mésicii. K hodnoceni
statistickych vysledkt byly pouzity t-testy vzhledem k normalnimu rozloZeni dat,
pti hodnoceni skupin byl vzhledem k malému poctu piipadi byl pouzit 2-stranny
Fischertiv presny test.

V priibéhu experimentu doslo k thynu celkem 6 zvirat z 22 (27%), z toho
bylo 5 samcl (45% z11 samcii). Pricinou umrti byla ve vSech ptipadech
vzajemna agresivita, kterd je u pouZitého kmene mysi bézna. Samice vesmés
zabijely samce, vjednom pripadé (par ¢. 3 zexperimentalni skupiny) doSlo
k thynu obou zvirat.

Vice zvirat zemrelo v experimentalni skupiné (5/8 = 62,5% oproti 1/14 =
7%, p = 0.01 dle 2-stranného Fischerova presného testu). Rovnéz rozdil v amrti
samcl byl vyznamny (4/4 v. 1/7, p = 0.015 dle 2-stranného Fischerova presného
testu).
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Co se tyce vahy zvirat na konci pokusu, po¢tu vrhi a poctu mladat
vjednom vrhu se od sebe pokusna a kontrolni skupiny neliSily, pokud byly
vyrazeny pdary, kde doSlo kcasnému umrti jednoho ¢&i obou zvirat
V histologickych vysetienich zvitat na konci experimentu nebyly Zadné organové
patologie (kromé nasilné zplisobenych) a nebyly zachyceny zZadné lidské burnky.
Souhrnné vysledky jsou uvedené v Tab. 18.

Tab. 18 - kvantitativni zhodnoceni dlouhodobych pokusii s implantaci hMSC
kultivovanych v CellGro™ + LS + S, podanych heterotopicky v plazmatické srazeniné
imunodeficientnim mysim. *) pary s pred¢asnym umrtim jednoho ¢i obou zviiat
vylouéeny, **) Zadny ze samcti se nedoZil konce experimentu. Nepublikovana tabulka.

Skupiny

Experimentalni Kontrolni P=
Pocet part 4 7
Pocet vrhi*) 3.5+0.7 29+0.7 0.28
Celkovy pocet mladat*) 18.5+12 204+7.7 0.78
Pocet mladat na vrh*) 524 6.6+2 0.37
Rozdil vahy na zacatku
a konci experimentu — Nelze**) 19+02¢g
samci
Rozdil vahy na zacatku
a konci experimentu: 43+11g 40+03g 0.52
samice

5.2.4.2. Studie na imunodeficientnich potkanech

Pro studie ortotopické implantace hMSC vypéstovanych v CellGro™ s LS a
S do kritického femoralniho defektu u rnu-rnu potkant jsme pouzili celkem 44
zvirat, ktera byla nahodné rozdélena do Ctytr kohort: 8-tydenni experimentalni,
8-tydenni kontrolni, 16-tydenni experimentdlni a 16-tydenni kontrolni.
Experimentalnim kohortdm byly aplikovany hMSC v plazmatické sraZeniné,
kontrolnim kohortam plazmatické sraZeniny bez bunék. V predbéznych
experimentech bylo zjisténo, Ze retence bunék v plazmatické sraZeniné je dobra
a Ze hMSC jsou schopné zde prezivat a proliferovat minimalné po 7 dni (Obr.
35).

Metodika je podrobné popsana vySe. Kultivatni médium bylo
suplemetovano pouze Sesti suplementy, tj. askorbatem, dexamethasonem,
inzulinem, EGF, PDGF-BB a FGF2, bez M-CSF. Vysledky byly publikovany v praci
Pytlik R, 2017.

Mononuklearni buniky z drenové krve (BMMC) pro kultivaci hMSC byly
odebrany celkem od 13 darct, z ¢ehoz bylo 5 muzii a 8 Zen s vékovym primérem
47 + 14 let (rozmezi, 27-65 let). Sest darct byli pacienti s dosud nelé¢enou
lymfoidni malignitou, ovSem pouze dva z nich méli minimalni infiltraci kostni
diené; sedm byli zdravi dobrovolnici. Podrobnéjsi charakteristika jednotlivych
darcii je v Tab. 19.
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Obr. 35 - Pytlik R, 2017 - lidské MSC v plazmatické srazeniné. A-barveni hemotoxyllin-
eosin, B-anti-Ki67 imunohistochemické barveni znazornuje proliferujici bunky. ZvétSeni
400x.

Tab. 19 - Pytlik R, 2017. Seznam darct pro pokusy ortotopické implantace hMSC na
plazmatickych sraZeninach do femoralniho segmentalniho defektu imunodeficientnich
potkanii. DLBCL = difusni velkobunéény B-lymfom, FL = folikularni lymfom, NA = nelze
aplikovat, FACS = pritokova cytometrie.

Cislo Typ darce Pohlavi vék Diagnéza  Postizeni kostni
darce drené

1 Pacient Muz 66 DLBCL Ne

2 Pacient Muz 62 FL Ne

3 Dobrovolnik Muz 47 NA NA

4 Pacient Zena 55 FL Ne

5 Dobrovolnik Zena 31 NA NA

6 Dobrovolnik Zena 27 NA NA

7 Dobrovolnik Zena 52 NA NA

8 Pacient Zena 59 FL 1.4% dle FACS
9 Pacient Muz 39 FL Ne

10 Pacient Muz 62 FL 3.4% dle FACS
11 Dobrovolnik Zena 51 NA NA

12 Dobrovolnik Zena 28 NA NA

13 Dobrovolnik Zena 32 NA NA

0Od kazdého darce kromé prvniho byl dostatek bunék pro dvé sraZeniny a
v 19 z 25 srazenin (76%) bylo dosaZeno planovaného mnozstvi 10x10¢ bunék.
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Tam, kde bylo moZno, byly sraZeniny implantovany parové, tj. jedna do 8-tydenni
experimentalni kohorty, jedna do 16-tydenni experimentalni kohorty. Viabilita
bunék mérend trypanovou modii v Burkerové komirce byla konzistentné nad
90% a median CD105+CD90+CD73+ bunék bylo 82.9% (rozmezi, 57.8 - 94.9%).

Rozdéleni potkanli do jednotlivych skupin probihalo randomizované.
Chirurgické vysledky jsou prehledné uvedeny v Tab. 20 a jednotlivé faze
operacniho postupu jsou dokumentovany na Obr. 36. Celkem bylo
hodnotitelnych 40 ze 44 zvirat (91%). Pfi poopera¢nim méreni mély defekty
prameérnou velikost 4.2+ 0.5 mm, beze rozdili mezi ¢tyfmi kohortami (p = 0.30).

Tab. 20. Chirugické vysledky. ty = tyden, exp = experimentalni kohorta, kon = kontrolni
kohorta.

Skupiny
8-ty exp 8-ty kont 16-ty exp 16-ty kont
Celkem operovano 13 9 12 10
Perioperacni mortalita 0 0 0 2
Selhani osteosyntézy 1 0 1 0
Hodnotitelna zvifata 12 9 11 8

RTG, mikroCT a histomorfometricka vySetreni ukazala, Ze jak v kohortach
experimentalnich, tak v kohortach kontrolnich se nékteri potkani hojili 1épe a jini
hiire. Priklady jsou uvedené na Obr. 37 a 38. Lidské buiiky byly pritomny, ale
bylo jich malo a byly vyhradné na mistech, kde jesté nedoslo k novotvorbé kosti
(Obr. 38D). V histologickych preparatech nebyly patrné Zadné znamky zanétu ci
lokalniho drazdéni v podobé napt. obrovskych vicejadernych bunék z kostni
diené. Pirehledné jsou vysledky uvedené v Tab. 21.

Co se tyCe vySetfeni na formaci novych cév, byla provedena pomoci
mysStho aktinu a spocitiny v osmi a Sestnactitydennich kohortach, v
experimentalnich skupinach byli dohromady hodnoceni darci i dobrovolnici. V
osmi tydnech byl trend k lepsi tvorbé cév u experimentalni kohorty (121 + 46 vs.
71+ 26 cév, p = 0.07), ktery dosahl statistické vyznamnosti po Sestnacti tydnech
(177 £56 vs.92 + 13 cév, p = 0.01). Viz téz Obr. 39.

Co se tycCe histologie ostatnich organti, nebyly zde zachyceny Zadné lidské
bunky ani Zadné abnormality tumordzniho, zanétlivého ¢i degenerativniho
charakteru. Vyjimku tvorilo zvife ¢. 44 (zdravy darce 13 v 16-tydenni
experimentalni kohorté), u néhoz byla nalezena proliferace vretenitych az
pleomorfnich mezenchymovych bunék se stfedné vyraznou anizocytézou a
anizokaryocytézou. Imunohistochemickym barvenim bylo prokadzano, Ze se
jedna o mysi burnikky a mezenchymovy charakter byl ovéren protilatkou proti
vimentinu (pozitivni) a proti CD66 (negativni). Histologicky obraz byl slucitelny
s reaktivni Ci reparativni fibroplazii, i kdyZ znamky predchoziho poSkozeni ¢i
podrazdéni nebyly patrné (Obr. 40).
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Obr. 36 - priibéh operace imunodeficientnich potkani. A, vytvoreni femoralniho defektu,
B, vnaseni plazmatické sraZeniny s bunkami nebo bez bunék, C = po vneseni plazmatické
sraZeniny, D = pooperacni rentgenové vySetieni, osteosyntéza s patrnym defektem a seSiti
kiize staplerem (kovovymi svorkami). Nepublikovany obrazek.
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Obr. 37 - Pytlik R, 2017. piiklady dobrého a horsiho hojeni v experimentalnich a
kontrolnich kohortach dle RTG. A - 8-tydenni experimentalni kohorta, B - 8-tydenni
kontrolni kohorta, C - 16-tydenni experimentalni kohorta, D - 16-tydenni kontrolni
kohorta.

C

Donor 9 ':' Donor 9

Donor 10

Donor 10

Control 7 Control 5

Control 8 Control 6

Tab. 21 - Pytlik R, 2017. Srovnani hojeni kosti v jednotlivych kohortach. Ty = tyden, exp =
experimentalni (pacienti i dobrovolni zdravi darci dohromady), kon = kontrolni, dob =
dobrovolnici, RTG = rentgen, HM = histometrie, BV/TV = pomér novotvorené kosti k

celkové velikosti vytvoreného defektu, mikroCT = mikro pocitac¢ova tomografie.

Kohorta
1. 2. 3. = =
8-ty exp 8-ty kon 8-ty dob 1v.2 2v.3
Novotvorba kosti (RTG) 24+12mm 16+1.0mm 2.7+x1.0mm 0.12 0.05
+ + + X
Novotvorba kosti (HM) 1.362_ 0.42 0.882_ 0.33 1.612_ 0.25 0.08 0.015
mm mm mm
BV/TV (mikroCT) 20+ 4% 18+3% 22 +5% 0.15 0.09
Kohorta
1. 2. 3. = =
16-ty exp 16-ty kon 16-ty dob 1v.2 2v.3
Novotvorba kosti (RTG) 22+1.0mm 22+1.0mm 1.9+x0.6mm 0.99 0.52
+ + +
Novotvorba kosti (HM) 1'282' 0.56 1'062' 0.34 1'162' 0.09 0.48 0.63
mm mm mm
BV/TV (mikroCT) 21+ 6% 20+ 3% 20+ 4% 0.26 0.46
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Obr. 38 - Pytlik R, 2017. Mikroskopie kostniho hojeni. A - kontrola ¢. 3, 8-tydenni kohorta:
priklad dobrého hojeni s fibréznim kalem (hvézdicka) a rezidualni tukovou tkani
(uprosticed nahote). B - darce €. 12, 8-tydenni experimentalni kohorta: priklad dobrého
hojeni s fibréznim kalem, misty chrupavcité diferenciace (leva Sipka) a vytvaieni kostni
tkané (prava Sipka). Linie pro histomorfometrické vysetieni vyznaceny ¢ervené. C =
kontrola ¢. 4, 16-tydenni kohorta, priklad $patného hojeni s vaskularizovanou tukovou
tkani vypliujici vétSinu defektu. D - barveni na lidské mitochondrie. Barveni - A -
hematoxylin-eosin, B, C - Goldneruv trichrom, D - lidsky nestin.

Obr. 39 - Pytlik R, 2017. Vaskulogeneza v kostnim defektu. Barveno protilatkou proti
mySimu aktinu. A = 100x, B = 200x.
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Obr. 40 - Pytlik et al, 2017. Reaktivni ¢i reparativni fibroplazie ve zvireti ¢. 44 (16-tydenni
experimentalni kohorta, zdravy darce ¢. 13). A a C - zvétSeni 100x, B zvétSeni 400x.
Barveni: A, B - hematoxylin-eozin, C - protilatka proti mys$imu vimentinu.

Celkové lze vysledky z ortotopického preklinického modelu aplikace
hMSC kultivovanych v CellGro™ s LS a S do kritického femoralniho defektu u
imunodeficientnich potkant interpretovat nasledovné:

- v osmitydennich kohortach lidské buniky pomahaly hojeni kosti, coZ
bylo patrné z RTG, mikroCT a histomorfometrickych vySetfeni.
Vzhledem k malému poctu experimentl byly vysledky signifikantni
pouze v nékterych pripadech a pouze pokud byly vysledky kontrolni
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kohorty srovnavany s implantovanymi bunkami od zdravych
dobrovolniki.

- v Sestnactitydennich kohortach nebyl efekt lidskych bunék na hojeni
kosti patrny, avSak byl patrny na zlepSené neovaskularizaci v
rezidualnim defektu.

- bunky prokazatelné prezivaly po celou dobu experimentu v rezidualni
fibrozni tkani ve vytvoreném defektu.

- pokud hMSC migruji do jinych organti, nejsou v nich prokazatelné a
nemaji Zddné lokalni ani systémové nezadouci ucinky.

5.2.5. Pripravenost preparatu hMSC kultivovanych v
CellGro™ s lidskym sérem a suplementy pro klinickou studii.

Jak jiz vySe zminéno, v pribéhu vyvoje bunécéného produktu byl vyvinut i
postup umoznujici GMP pripravu hMSC kultivovanych v CellGro™ s lidskym
sérem a suplementy, v€etné postupu umoziujicitho robotizaci procesu. Research
grade suplementy byly bez ztraty ucinnosti kultivace zaménény za suplementy
clinical grade. Problematickd situace nastala po zhodnoceni vysledkil
cytogenetickych vySetreni, ktera vznesla nejen pochyby ohledné bezpecnosti
produktu, ale i piivodu cytogenetickych abnormalit, zejména co se tyce
senescence nami kultivovanych hMSC. Studie bezpecnosti na zvitatech nebyly z
diivodu nedostatku financi nebyly provedeny dle lékopisu na certifikovaném
pracovisti. Tyto okolnosti znamenaji, Ze vyvinuty hMSC produkt neni v tuto chvili
plné pripraven ke klinické fazi vyvoje.
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6. Diskuse

6.1. Vyuziti nemanipulovanych BMMC v 1écbé infarktu
myokardu a ischemické choroby dolnich koncetin

Mononuklearni bunky z kostni difené (BMMC) slouzily dlouho jako zdroj
Stépu k transplantacim krvetrovornych bunék, autolognim i alogennim. Dnes jiz
je jejich pouziti v této indikaci spiSe vyjimecné, protoze k transplantacim
krvervornych bunék se vétSinou pouZzivaji mobilizované progenitorové bunky z
periferni krve (Gratwohl A, 2005). Nicméné postup odbéru i zpracovani BMMC
byl dobte standardizovan a BMMC proto poslouzily prikopnikiim regenerativni
mediciny v jejich prvnich studiich. Podkladem pro tyto studie byl predpoklad, Ze
spolu s malym mnoZstvim MSC budou do postiZenych organti "transplantovany”
i vaskularni bunky ¢i prekurzory, které jsou rovnéz v BMMC pritomny (Maltais
S, 2011). Pozdéji, zejména v kardiologickych indikacich, se ptreslo k podavani
MSC, které by dle pokustli na zviratech mély mit schopnost diferencovat se i v
kardiomyocyty (Fukuda K, 2005).

Co se tyce studii kardiovaskularnich onemocnéni, BMMC byly
experimentalné pouzity v 1écbé akutniho infarktu myokardu (Arnous S, 2012),
chronického srde¢niho selhavani (Fischer SA, 2016), ischemické choroby
dolnich koncetin vcetné diabetické nohy (Dubsky M, 2013; Peeters Weem SM,
2015) i ischemické cévni mozkové prihody (Kumar A, 2017).

V prvni nasi studii (Pénicka M, 2007) jsme se zabyvali 1écbou pacientt s
akutnim infarktem myokardu. Slo o pomérné ambiciézni projekt, cilem bylo 1é¢it
20-40 pacienti ve standardnim (béZnd péce) i experimentdlnim rameni
(transplantace BMMC 4.-11. den po infarktu). Studie byla randomizovana 2:1 ve
prospéch bunécné 1écby. Nakonec byla predCasné ukoncena po zahrnuti 27
pacientli z diivodu Zivot ohroZujicich neZaddoucich uc¢inkd u dvou nemocnych pri
odbéru BMMC. Nepodarilo se prokazat pozitivni vliv BMMC na zlepSeni funkce
levé komory srdecni ani na zmenSeni rozsahu infarktu. Z pozdéjsiho pohledu a z
pohledu jinych studii se zda, Ze vyssi pocet komplikaci pti odbéru BMMC byl
zplisoben chybou malych ¢isel a Ze prti jistych dpravach protokolu by bylo byvalo
moZzné a vhodné ve studii pokracovat - k tomu ovSem popravdé Feceno chybéla
vile hlavnich investigatori. Stejné by se vSak patrné nepodarilo prokazat hojivy
efekt BMMC. Randomizované studie, kterych mimochodem neni mnoho, prinesly,
pravda, jistd oCekavani. Napr. studie TCT-STAMI ukazala zhruba 5% zlepSeni
ejekeni frakce u pacienttli 1écenych BMMC proti kontrolam (Ge J, 2006), REPAIR-
AMI ukazala zlepSeni funkce levé komory srdec¢ni oproti kontroldm po ctyrech
meésicich a sniZzeni kumulativni incidence umrti, reinfarktu ¢ nutnosti
revaskularizace (Schachniger V, 2006a; Schachniger V, 2006b). Pacienti s
tézSim infarktem profitovali v této studii vice neZ pacienti s infarktem leh¢im. V
LEUVEN-AMI studii doslo sice ke sniZeni velikosti infarktu a zlepSeni regionalni
kinetiky levé komory srdec¢ni v dlisledku bunécné terapie, ovSem celkova ejekéni
frakce se vii¢i kontroldm nezlepsila (Janssens S, 2006). Metaanalyza z roku 2014
zahrnula celkem 22 klinickych studii s 1596 pacienty a konstatovala, Ze 1écba je
bezpecna a Ze ejekcni frakce levé komory srdecni byla u pacienti 1é¢enych
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mononukledrnimi bunikkami oproti kontroldam zlepsena o 2.1% (p = 0.004),
srde¢ni objem na konci systoly byl sniZzen o 4.05 ml (p = 0.006) a velikost
infarktu byla redukovana o 2.1% (p = 0.004). BohuZel vSak nebylo prokazano
zadné zlepSeni celkového preziti ¢i sniZeni zavazinych Kkardidlnich a
cerebrovaskularnich prihod pii medidnu sledovani Sest mésicti (de Jong R,
2014). 7 jiné metaanalyzy randomizovanych studii u infarktu myokardu
lé¢eného bud’ pomoci BMMC nebo MSC (celkem 41 studii dohromady s 2732
nemocnymi) opét vyplyva, Ze 1éCba je zcela bezpecna (tedy vcetné odbéru),
ovSem nema Zadny pozitivni vliv na celkové preZiti, morbiditu po randomizaci
ani kvalitu Zivota. Pouze byla zachyceno zlepSeni ejek¢ni frakce levé komory o 2-
5%, které sice bylo signifikantni statisticky, ale neni a nemtiZe byt signifikantni
klinicky. Hodnoceni této metaanalyzy uzavira, Ze nejsou Zadné podklady pro
bunécnou 1écbu infarktu myokardu mimo dalsi klinické studie (Fisher SA, 2016).
Pisatel prace zcela souhlasi s prvni ¢asti véty o neexistenci podkladi a na rozdil
od nékterych autorit (Wollert KC, 2015) pochybuje o smysluplnosti dalSich
studii.

NasSe studie lécby ischemické choroby dolnich koncetin (Chochola M,
2008) byla koncipovana jednoduseji a tudiZ se ji podatilo splnit zadani. Jak jiz
bylo vySe reCeno, oSetrili jsme 24 ischemickych nohou, pozorovali jsme priznivy
efekt na revaskularizaci, hojeni chronickych ischemickych efekti i kvality zivota.
Zdalo se, Ze prognéza co se tyCe lokalniho stavu dolni koncetiny ¢i celkového
preziti mlze byt lepSi nez pri pouziti standardni 1écby (Autofi neuvedeni:
Management of peripheral arterial disease, 2000).

Problém pochopitelné tkvi v tom, Ze neSlo o randomizovanou klinickou
studii. Téch vSak neni ve svété nedostatek, vcetné studii od ceskych autort
(Dubsky M, 2013). Dubsky randomizoval 50 pacientli s tzv. diabetickou nohou
(coZ je moZno brat za jistou podskupinu ischemické choroby dolnich koncetin, i
kdyZ se na jejim vzniku podileji i dalsi vlivy), z toho 17 pomoci BMMC, 11 pomoci
PBPC a 22 pacientt slouzilo jako kontrolni skupina (standardni péce). Kromé
zlepSeni transkutanniho tlaku kysliku na periferii v kontrolni skupiné (coz byl
parametr, jehoZ zlepSeni jsme pozorovali i v nasi studii), doslo i ke klinicky
vyznamnému vystupu, kdy se pocet amputovanych nohou snizil z 50% u
kontrolni skupiny na 11.1% u skupin léCenych bunécnou terapii. Nebyly
pozorovany vazné vedlejsi u€inky ani rozdil mezi obéma bunécnymi preparaty.

Ve srovnani se studiemi bunéc¢né 1écby akutniho infarktu myokardu je
randomizovanych studii 1é¢by ischemické choroby dolnich koncetin pomoci
BMMC jesté méné. I zde se zd4, Ze bunécna terapie zlepsuje funkéni parametry,
snizuje bolest, prodluzuje klaudika¢ni interval a miliZe mit pozitivni vliv na pocet
amputaci. Pacienti s téZ$Sim postiZenim mohou z bunécné 1é¢by profitovat vice
(Liu FP, 2012). Pokud se vSak zaméfime pouze na studie, které jsou
kontrolovany placebem a jejich metaanalyzy, pak je prinos bunécné terapie
méné jasny (Teraa M, 2013; Moazzami K, 2014). Navic tyto studie byly malé a
rizné kvality. Uzndvana Cochranova databaze systemickych piehledl (Cochran
Database Systemic Reviews), ktera se vyznacuje vysokou metodologickou urovni
pfi zpracovani metaanalyz, nasla pouze dvé studie, které spliovaly kritéria
alespoii primeérné kvality a dohromady v nich bylo zahrnuto jen 57
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randomizovanych pacientii (Peeters Weem SM, 2015). Zde byla u pacienti
lé¢enych bunécnou terapii oproti kontrolni skupiné zlepSena kontrola bolesti
(vliv 1é¢by na jeji zlepSeni byl patrny i v nasi nerandomizované studii), rovnéz
doslo ke zvyseni transkutanniho tlaku kysliku a prodlouZeni vzdalenosti, kterou
pacienti ujdou drive, neZ se objevi ischemické bolesti. Zejména byl vSak
signifikantné vyznamny rozdil v amputacich (0% u skupiny 1é¢ené bunécnou
1écbou v. 36% u kontrol, p = 0.007). Uvedena studie uzavira, Ze vzhledem k
malému poctu nemocnych neni dostatek dlikazli pro 1é¢bu ischemické choroby
dolnich koncetin mononuklearnimi bunikkami, s ¢imZ autor této prace souhlasi. Na
rozdil od bunécné lécby infarktu myokardu si vSak mysli, Ze zde je smysluplné
pokracovat v dalSich studiich, které ovSem budou dobie naplanovany a
zorganizovany a zahrnou dostate¢ny pocet pacientd.

6.2. Vyvoj nového kultivacniho postupu pro péstovani hMSC
in vitro a vlastnosti vyvinutého produktu

6.2.1. Vyvoj kultivacniho postupu

Lidské i zvireci MSC se tradi¢né kultivovaly a dosud kultivuji s fetalnim
telecim sérem, kde ovSem jsou obavy z rizika prenosu zoonéz (zejména
prionovych nakaz) a zejména z imunizace pacientii vii¢i zvifecim bilkovinam,
které pak zptlisobuji odhojeni hMSC pti opakovanych aplikacich. Z téchto diivodt
neni pouziti fetdlntho telectho séra v soucasné dobé doporucovano
(EMEA/CHMP, 2008; EMA, 2011; EMA/CHMP/BWP, 2013).

Tento nazorovy vyvoj jsme do znacné miry predjimali a snaZili se
vyvinout kultiva¢ni postup bez zvirecich bilkovin. To se nakonec podarilo a
postup byl publikovan v ¢asopise Biomaterials v roce 2009 (Pytlik R, 2009) a
dosahl i patentové ochrany.

Zpocatku jsme se pokusili o prostou zaménu zvireciho séra za lidské. V
lidském séru vSak hMSC rostly Spatné a pomérné Casto podléhali spontanni
tukové diferenciaci. Zkouseli jsme i pupecnikové lidské sérum, ale hMSC, kromé
pomalého riistu, mély i atypickou, senescentni morfologii (nepublikovana data).
Nase problémy s riistem hMSC v lidském séru jsou ponékud v rozporu s jinymi
pracemi, u kterych byly vysledky srovnatelné s FCS (Le Blanc K, 2007).
ZkuSenosti blizce spolupracujictho hradeckého pracovisté jsou vSak obdobné
nasim (Suchdnkovad Kleplova T, 2014). Za zminku stoji, Ze kdyZ jsme do média
CellGro™ s 10% LS pridali dexamethason a askorbat, hMSC rostly, i kdyZ ne
optimalné (Stehlik D, 2010).

Posléze jsme zkoumali moznosti suplementace lidského séra. Pri této
praci jsme vysli z tehdy necelych deset let staré prace Gronthose a Simmonse
(Gronthos S, 1995), kteri ke kultivatnimu médiu s fetdlnim telecim sérem
pridavali suplementy, a to dexamethason, askorbat, inzulin, EGF a PDGF-BB.
Lidské MSC v suplementovaném médiu rostly podstatné lépe nez v
nesuplementovaném. Opét jsme se tedy pokusili zaménit zvireci sérum za lidské
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a dodat jmenované suplementy, s relativné slusnymi vysledky, které byly lepsi
neZ pridani 10% FCS. Druhého priillomu jsme dosahli pridanim FGF-2 a (jak se
tehdy zdalo) M-CSF (Tsutsumi S, 2001; Jin-Xiang F, 2004). Tretim prilomem
bylo pouziti média CellGro™ for Hematopoietic Cells (vyrobce CellGenix,
Némecko). Jde o patentované médium, jehoZ sloZeni sice nezname, ale ma
certifikat clinical grade kvality. K nému jsme ptidavali 10% lidské sérum, 5
Gronthos-Simmonsovych suplementli, FGF2 a M-CSF. Rast vytézki hMSC
spojenych s Upravami kultiva¢niho média je patrny na Obr. 17, uvedeném vyse
ve vysledcich. Posléze jsme dosli k tomu, Ze M-CSF je postradatelné (Stehlik D,
2012) a tudiz jsme ho prestavali davat beze ztraty vytézka hMSC.

Co se tye jednotlivych uzitych suplementli, dexamethason ma velmi
pleomorfni ic¢inky na hMSC. V nizkych davkach podporuje jejich rist, ve vyssich
jej inhibuje a méni profil sekrece cytokinli. Bunky péstované v médiu s
dexamethasonem maji sniZené schopnosti imunomodulace (Wang H, 2012).
Dexamethason je ovSem také vyuzivan pro osteogenni diferenciaci hMSC in vitro,
kde miliZe byt potencovan pridanim celé rady dalSich suplementl (Caterson EJ,
2002; Mostafa NZ, 2012). Z uvedeného vyplyva Ze dexamethason by se nemél
pouzivat k suplementaci média, pokud maji byt hMSC uZity pro imunologické
ucCely. V naSich pracech jsme vSak imunosupresivni vlastnosti hMSC péstovanych
s dexemathasonem nestudovali, nemiizeme se tedy k tomu vyjadfit.

Askorbat rovnéz podporuje riist hMSC a ma pozitivni vliv na sekreci
extracelularni matrix (Choi KM, 2008). Podpora proliferace askorbatem je
patrné zplsobena upregulaci embryondalnich transkrip¢nich faktort Oct4 a Sox 2
(Potdar PD, 2010). Podle nékterych praci askorbat nema vliv na diferencia¢ni
schopnosti hMSC (Choi KM, 2008), podle jinych vSak podporuje adipogenezu
(Weiser B, 2009). V naSich pracech jsme zZadné ovlivnéni diferenciacnich
schopnosti hMSC nepozorovali. Za zminku vSak stoji nutnost podat spravnou
formulaci askorbatu (tj. askorbat fosfat), protoZe v cCistém askorbatu bunky
rostou Spatné. To mohlo byt priinou toho, Ze se jinym c¢eskym skupinam
nepodarilo zopakovat nase vysledky (nepublikovana data a osobni komunikace).

Inzulin a inzulinu podobny rlistovy faktor 1 (IGFR-1) maji fadu dac¢inki na
MSC. Prvni prace dokladujici jeho vliv na buné¢nou proliferaci u zvirat pochazi z
roku 1982 (Balk SD, 1982). Studie provadéné s inzulinem c¢i IGFR dale
prokazaly, Ze inzulin je schopen stimulovat MSC do osteoblastické linie (Koch H,
2005) a dokonce i smérem ke kornedlnim bunkam (Trosan P, 2016). V nasich
pracech byl inzulin relativné nediilezity co se tyce proliferace hMSC (viz téz Balk
SD, 1985), ovsem diferencia¢ni schopnosti bunék kultivovanych s inzulinem c¢i
bez néj jsme nezkoumali.

Schopnost EGF stimulovat riist kurecich embryonalnich MSC byla prvné
prokazana ve stejné praci, ktera prokazala pro-prolifera¢ni vliv inzulinu (Balk
SD, 1982). Dale bylo zjiSténo, Ze kureci embryondlni MSC transformované
pomoci v-myc jsou hypersenzitivni k EGF, v-Ha-ras onkogen je naopak ¢inil viici
efektu EGF rezistentnimi (Balk SD, 1985). Pokud spolu s EGF pouzije i PDGF,
miiZe byt jejich efekt na MSC antagonisticky (Geng T, 2008). V nasi praci jsme
tento antagonisticky neprokazali - vynechani samotného EGF nemélo Zadny
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vyrazny vliv na proliferaci hMSC, zatimco vynechani samotného PDGF-BB
statisticky vyznamné snizZovalo vytézky bunék i jejich koloniformni kapacitu
(Stehlik D, 2012). EGF spolu s HGF ma schopnost za urCitych okolnosti
diferencovat MSC do hepatocyti (Tan Y, 2012). Jinak je EGF vénovana zna¢na
pozornost v souvislosti s takzvanym epitelové-mezenchymovym prechodem u
nadori (epithelial-mesenchymal transition, EMT), coZ je zjednoduSené Freceno
posun nadorovych bunék k malignéjSimu fenotypu (Liu ZC, 2014). Tento
pirechod mize byt mediovan rliznymi cestami, které se vsak patrné schazeji u
proteinu Snail (Liu ZC, 2014; Kim ], 2016). Vyznam tohoto jevu pro eventualni
sklon k maligni transformaci hMSC nebyl dosud zkouman, patrné vSak nebude
vyznamny, protoZe nadorové buriky vlivem EGF méni fenotyp, nikoli genotyp.

Destickové riistové faktory (PDGF), které maji riizné izoformy (PDGF-AA,
PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-C a PDGF-D) maji pleotropni u¢inky na MSC. Nejcastéji
je pouzivana izoforma PDGF-BB, kterou jsme pouzili i my v naSich pracich.
Prolifera¢ni vliv PDGF-BB na MSC byl prokazan jiZ vice nez pred 20 lety (Casiede
P, 1996), PDGF-BB vsak nestimulovalo osteochondrogenezu in vitro ani in vivo.
Podobny ucinek (dobra proliferace, ale Spatna tvorba kosti in vivo) byl prokazan
i v dalSich pracich a byl pricten plsobeni receptoru PDGFR-beta. Jeho
zablokovani vedlo ke zvySené osteochondralni diferenciaci, zatimco blokada
receptoru PDGFR-alfa méla minimalni ulinek (Tokunaga A, 2008).
Proproliferacni uc¢inky PDGF-BB byly ukazany téz v praci Ng F, 2008, kde buiky
stimulované pomoci TGF-beta, PDGF-BB a EGF bylo moZno kultivovat v
bezsérovych podminkach az po dobu péti pasazi. PDGF-BB ma pozitivni vliv na
MSC i co se tycCe jejich migrace (do poranénych organti, bohuZel vsak i do
tumorii), ktera je zprostredkovana expresi metaloproteaz (Sun X, 2013).

Signalizace prostirednictvim PDGF receptorii miize podobné jako EGF
spoustét epitelialné-mezenchymovy prechod (Smith CL, 2011). Stejné signalni
drahy mohou u MSC od pacientii s chronickou lymfatickou leukémii stimulovat
tvorbu vaskuldrnich ristovych faktord a prispét k vaskularizaci a rychlejsi
progresi nadoru (Ding W, 2010).

V naSich pracech jsme pozorovali povSechné priznivy vliv PDGF-BB na
nase bunky. Po vynechani PDGF-BB z cytokinového koktejlu vyznamné klesly jak
vytézky, tak koloniformni aktivita MSC (Stehlik D, 2012). Pozorovali jsme jisty
sklon hMSC kultivovanych s PDGF-BB k diferenciaci do adipogenni linie, ale bliZe
jsme tento ucinek nezkoumali (nepublikovana data).

Efekt FGF-2 (nékdy téZ zastarale bFGF, basic fibroblast growth factor) na
mezenchymové stromalni bunky je vSeobecné ocenovan a chvalen. Jeho pro-
proliferacni efekt byl rovnéz popsan prvné v 80. letech minulého stoleti (Albert
P, 1987). FGF-2 pomahd i v prlibéhu proliferace zachovat kmenové vlastnosti
hMSC (Tsutsumi S, 2001), na rozdil od PDGF-BB pomaha téz jejich
chondrogenni a osteogenni diferenciaci (Solchaga LA, 2005; Maegawa N,
2007). FGF-2 oddaluje bunécnou senescenci (Coutu DL, 2011) a chrani hMSC
pred ucinky hypoxie (Song H, 2005). V naSich pracech FGF-2 vyrazné zvysil
vytéZzky hMSC, pokud byl ptidan k pétici Gronthos-Simmonsovych suplementi
(viz vysledky, Obr. 17). Naopak, byl-li vysazovan z vysledné formule,
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konzistentné zplisoboval pokles vytézku hMSC o 50% a koloniformni kapacitu o
tretinu (p = 0.03, p = 0.003, Stehlik D, 2012). Ostatni tucinky FGF-2 na hMSC
péstovanych v nasSich kultiva¢nich podminkach zkoumany nebyly.

M-CSF je v souvislosti s mezenchymovymi stromalnimi bunkami
zminovan spisSe jako cytokin, ktery je jimi secernovan a vytvari prostiredi pro
vyvoj hematopoetickych bunék a osteoklasti (Haynesworth SE, 1996;
Majumdar MK, 1998; Sharaf-Eldin WE, 2016). V souvislosti se stimulaci riistu
hMSC se mu kromé naSich praci vénuje jen prace Jin-Xiangova (Jin-Xiang F,
2004). U nas jeho pridani k Sestici riistovych faktort (Gronthos-Simmons + FGF-
2) vyrazné zlepsilo proliferaci hMSC v prvnich experimentech (viz vysledky, Obr.
17). Avsak pri jeho opétovném vynechani z vysledné formule jsme nepozorovali
zadny rozdil v celkovém vytézku bunék, i kdyz pocet CFU-F byl statisticky
signifikantné nizsi (Stehlik et al, 2012). V dalsich nepublikovanych
experimentech jsme potvrdili jeho relativni zbytnost, ¢imz doSlo k
nezanedbatelné uspore, protoze M-CSF byl z naSeho cytokinového koktejlu
nejdrazsi a jako jediny nebyl dostupny v GMP kvalité. Jinak se nam podarilo
vSechny suplementy ziskat v GMP kvalité, vytézky bunék byly podobné jako s
research grade suplementy (nepublikovana data).

Nase kokultivace hMSC a krvetvornych bunék bez odmyti média je
naprosto unikatni. Co se tyce kokultiva¢nich experimentd, existuji prace, které
dokazuji, Ze spolecna kultivace zvysSuje vytézky MSC (Baksh D, 2003; Baksh D,
2005), coz se nam podarilo prokazat téz (Pytlik R, 2009). Ale nejvétsi vyhodou
uvedeného postupu je to, Ze s bunécnymi kulturami se za celé dva tydny jejich
kultivace nemanipuluje, pouze se pridavaji suplementy. Pti velmi rychlém ristu
hMSC u nékterych jedincl dochazi k acidifikaci média, coZ je moZno velmi
pohodlné zjistit zménou zbarveni média a kultury je moZno ukoncit drive
(nepublikovana data).

Nas zpiisob piipravy bunék s velkym mnozstvim cytokinii a specidlnim
ristovym médiem je bohuZel velmi drahy. Ve svété byly tedy zkoumany i dals{
metody kultivace hMSC bez zviteciho séra. Bylo zjisSténo, Ze bunky lze sice
péstovat v bezsérovém médiu, ale opét za pomoci drahych suplementt, jejichz
nékteré kombinace byly publikovany (Ng F, 2008), vétsina vSak nikoli.

Cesta za kultivacnim médiem bez xenogennich proteinli se v soucasné
dobé ubira cestou plazmy bohaté na desticky (PRP). Z ni je moZno vytvorit bud’
destickovy lyzat (HPL) opakovanym zamraZenim na -80°C a rozmraZenim na
teplotu 37°C nebo plazmu obohacenou o faktory uvolnéné z aktivovanych
destiCek (platelet releasate in plasma, zkratka rovnéz PRP - Bieback K, 2009).
Desticky Ize aktivovat riznymi zplisoby. Zatimco pii aktivaci trombinem vznikly
produkt podporuje rlist desticek méné nez HPL, pti aktivaci CaClz je tomu
naopak. Kazdopadné v kterémkoli pripravku vyrobeném z PRP rostou hMSC lépe
nez v médiu suplementovaném FBS (Bieback K, 2009; Bernardi M, 2017).
Plazma obohacend o destickové faktory obsahuje oproti lidskému séru zvySené
mnozstvi bFGF, GITR, IGFBP-3, s latenci asociovany peptid TGFbeta, MIF, MIP-1b,
MSP-a, RANTES, VEGF a vSechny riizné izoformy PDGF (AA, AB, BB - Bieback K,
2009). Desticky pripravované s rlznymi derivaty PRP se v soucasné dobé
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vyrabéji podle spravné vyrobni praxe (GMP - Bieback K, 2013) a jsou pouZitelné
ke klinickym studiim (Lucchini G, 2010). Srovnani naseho kultiva¢cniho postupu
s médiem obohacenym o PRP derivaty nebylo provedeno, ale pocitame s tim v
budoucim vyzkumu.

6.2.2. Vlastnosti hMSC kultivovanych v médiu CellGro™
s lidskym sérem a suplementy

6.2.2.1. Splnéni zakladnich kritérii pro MSC.

Dle definice Dominici a LeBlanc (Dominici M, 2006) musi hMSC spliovat
nasledujici imunofenotypicka kritéria: pozitivita na CD73, CD90, CD105 a
negativita na znaky krvetvornych tad (v definici jmenovité uvedeny CD14, CD34,
CD45 a na HLA-DR. MSC vSak exprimuji i jiné znaky neZ jsou vySe uvedené,
jmenovité napi. CD10, CD11b, CD11c, CD18, CD29, CD44, CD49a-e, CD63, CD71,
CD106, CD117, CD146 nebo CD166, tento seznam zdaleka neni vyCerpavajici. Na
druhou stranu, koktejly protilatek proti bunikdm krvetvornych rfad mohou
obsahovat navic napi. CD3, CD16 a CD19.

To, Zze hMSC pripravné nasim zpisobem kultivace spliiuji minimalni
fenotypicka kritéria MSC, jsme prokazali v pracech Pytlik R, 2009 a Pytlik R,
2017. Lidské MSC vytvorené nasim zpusobem Inuly k plastu, neadherentni
bunky byly pred imunofenotypizaci odmyty. V dobé, kdy jsme pripravovali
publikaci Pytlik R, 2009, nebyla bézné k dispozici protilatka proti CD73, ovSem
CD90 a CD105 byly pouzity a byly pouzity rovnéz protilatky proti dals$im znaklim
exprimovanym na hMSC (CD29, CD44, CD49a, b, d, e, CD106, CD166).
Hematopoetické znaky byly negativni, s vyjimkou pfrimisenych zbytkovych
krvetvornych bunék. Ty vSak byly primiseny i v bunikach kultivovanych s FCS,
zejména Slo o makrofagy (viz téz Tab. 9 ve vysledcich vySe). Je zajimavé, Ze naSe
bunky (s vyjimkou statisticky nesignifikantné nizsi expresi CD166) vesmés
exprimovaly znaky MSC vice, neZ bunky péstované ve FCS. Zvlasté zajimavé je to
u CD106 (13% v. 3.7% ve FCS, p <0.05), protoZe burniky s timto znakem maiji
unikatni imunomodula¢ni schopnosti (Yang ZX, 2013). Je tedy hypoteticky
moZné, Ze nasSim postupem pripravené hMSC by nemusely mit sniZené
imunosupresivni schopnosti oproti buntkkam péstovanym ve FCS, a to navzdory
uziti dexamethasonu.

Piitomnost CD73 na hMSC pak byla zkoumana v praci Pytlik R, 2017, kde
opét hMSC kultivované nasim zplisobem tento marker exprimovaly. PocCet trojité
pozitivnich (CD73+CD90+CD105+) bunék je vysvétlitelny vyssi autofluorescenci
hMSC kultivovanych v CellGro™ s LS a S oproti hMSC kultivovanym s FCS, coz
znemozZnuje nastaveni presnych kompenzaci.

Trilinearni diferencia¢ni potencial byl plné prokazan v praci Pytlik R,
2009, viz téz Obr. 21 a 24 vysSe ve vysledcich). Zde se zdalo, Ze hMSC
kultivované nasim zplisobem maji lepsi diferencia¢ni potencidl smérem k
osteogenni linii nez hMSC kultivované s FCS, ale toto nebylo dostatecné
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kvantitativné prokazano. K tomuto tvrzeni vS§ak mame dalsi podpiirné doklady:
profily genové exprese (viz nasledujici kapitola), vyssi frekvence BMP-2+ALP+
bunék osteokalcin negativnich (tj. proliferujicich -Tsuji K, 2006; Yu YY, 2010;
Stehlik D, 2012), a konecné lepsi proliferaci a lepsi tvorbu mineralizované
matrix v pokusnych zvitratech (Pytlik R, 2009). Je ovSem nutno pamatovat na to,
Ze jiz v uvodu bylo uvedeno, Ze diferenciacni schopnosti in vitro nemusi mit
primy vliv na performanci hMSC in vivo.

Souhrnem lze tedy rici Ze hMSC kultivované v CellGro™ s 10% lidskym
sérem, dexamethasonem, askorbatem, inzulinem, EGF, PDGF-BB, FGF-2 a M-CSF
spliiuji kritéria pro mezenchymové stromalni bunky, ptricemz patrné mohou
pohotovéji diferencovat do osteogenni linie nez hMSC kultivované v alfa-MEM
s fetalnim telecim sérem.

6.2.2.2. Profily genové exprese

Tuto praci se nepodarilo zcela dotdhnout do konce, protoZe se nepodarilo
ovérit vysledky ziskané na mikrocipech Illumina verifikovat rt-PCR, patrné
vzhledem k ztraté kvality vzorkd RNA (viz vyse). Z tohoto diivodu mame k této
otazce pouze nepublikovana data, kterd navic, vzhledem k tomu, Ze nedoslo k
jejich verifikaci nezavislymi metodami (kromé rt-PCR napt. Western blot), maji
jen omezeny vyznam.

V kratkosti, pti srovnani hMSC kultivovanych v CellGro™ s LS a S s hMSC
kultivovanych v alfa-MEM s FCS, bylo zjisténo 134 diferencialné exprimovanych
genl (65 overexprimovanych v médiu CellGro™ s LS a S a 69 v médiu alfa-MEM
+ FCS). Tyto geny se podaftilo seskupit do nékolika klastrii, priCemzZ pro nas mély
vyznam zejména Kklastry pro osifikaci, kosterni vyvoj a kostni diferenciaci. Zde
jsme zjistili celkem Sest diferencidlné exprimovanych genti, jmenovité CDH11,
CTSK, COL1A1, CTGF IGFBP3, a ARID5B (viz téZ Tab. 13 ve vysledcich).
Vzhledem k tomu, Ze o vyvoj kosti nam $lo v prvni rad€, budeme zde diskutovat
pouze téchto Sest genti.

CDH11 (cadherin 11, nékdy téZ OB cadherin) ma vliv na bunécnou
adhezi (Marie PJ, 2014) a kosterni vyvoj (zejména u déti, Di Benedetto A, 2010),
a to signalni drahou Wnt/beta-cathenin (Marie PJ, 2014). Dale téZ sniZzuje
schopnost diferenciace MSC do myofibroblasti (Wang H, 2014). COL1A1
(kolagen typ I nebo alfa-1) je rovéz dililezity pro vyvoj kostry, mutace v tomto
genu zplsobuje tézkou osteogenesis imperfecta (Bardai G, 2016). Toto
onemocnéni, jak jsme jiz nékolikrate uvedli, miiZze byt léceno alogenni
transplantaci kostni diené. V kosternim svalstvu naopak hraje negativni roli,
protoze zpusobuje fibrézu muskulatury pii poranéni nebo u pacienti s
Duchénovou muskularni dystrofii (Ieronimakis N, 2016). Reportér genu pro
CTGF (connective tissue growth factor) identifikuje subpopulaci MSC, ktera je
pfitomna v oblasti trabekularni kosti (Wang W, 2015). Vazba osteoblasti na
CTGF zprostredkovana pomoci integrinli zplisobuje reorganizaci jejich
cytoskeletonu a dalsi diferenciaci (Hendesi H, 2015). CTGF ma rovnéZ pozitivni
vliv na diferenciaci MSC do Slachovych bunék (Yin Z, 2016). Na druhou stranu,
zvySena exprese CTGF tvori priznivé prostredi pro kostni metastazy karcinomu
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prsu a neuroendokrinnich tumorti a je povSechné spojeno se Spatnou prognézou
zhoubnych nadora (Wells JE, 2015; Cives M, 2016; Sasaki S, 2016). IGFBP3
(insuline-like growth factor binding protein 3) ma nejasnou ulohu v
osteogenni diferenciaci MSC. V jedné praci bylo prokazano, Ze IGFBP3
osteogenezu stimuluje (Lee J, 2010), v jiné naopak, Ze je overexprimovan v
nepritomnosti androgenni signalizace, ¢imZ inhibuje osteogenezu a zvysuje
adipogenni potencial hMSC (Huang CK, 2013). ZvySena hladina IGFPB3 udajné
zodpovida za poskozenou mineralizaci a osteogenni diferenciaci hMSC, které
jsou navozené hypoxii (Kim JH, 2016). Kazdopadné, uloha tohoto genu v
osteogeneze neni zcela vyjasnéna. ARID5B (AT bohata interaktivni doména
5B, téz MRP-2, modula¢né regulatorni protein) je gen regulujici SWI/SNF
remodelaci chromatinu (Cancer Genome Atlas Research Network, 2013). Podili
se na podpore chondrogenezy a reguluje triglyceridovy mechanismus v
adipocytech (Yamakawa T, 2010; Hata K, 2013). Nicméné jeho uloha v
osteogeneze patrné nebude velkda a je zminovan predevSim v souvislosti s
nachylnosti k nadorovym a autoimunnim chorobam. Polymorfismy ARID5B
zvySuji riziko akutni lymfoblastové leukémie u déti, ale i revmatoidni artritidy,
lupus erytematodes a dokonce aterosklerozy (Wang G, 2008; Yang W, 2010;
Okada ¥, 2012; Yang W, 2013).

Uvedené geny se spiSe pozitivnim efektem na skeletarni vyvoj byly
diferencidlné overexprimovany v hMSC kultivovanych ve CellGro™ s LS a S.
Jejich overexprese je ovSem spojena s jistymi riziky - fibrozy jinych organt pri
migraci bunék, adipogenni diferenciaci v urcitych podminkach nebo podporu
metastatického potencidlu dosud nediagnostikovanych nadort.

Jedinym genem sdruZeny s osteogenezou, skeletarnim vyvojem a
osifikaci, ktery byl diferencialné zvysSené exprimovany v hMSC kultivovanych v
alfa-MSC, je CTSK (kathepsin K). Tento gen stimuluje osteolyzu a
osteoklastogenezu prostrednictvim signadlni drahy NFkappaB (Veronesi F,
2017). Toto by mohlo signalizovat, Ze hMSC kultivované v CellGro™ s LS a S
nebudou tolik stimulovat kostni resorpci. Jde ovSem o relativni vyhodu, protoze
kostni prestavba se bez resorpce neobejde.

6.2.2.3. Podpora krvervorby lidskymi MSC

Podporou krvetvorby jsme se nakonec zabyvali pouze okrajové. Podarilo
se nam popsat casné nalezy spolecnych kolonii hMSC, hematopoetickych a
tukovych bunék, které poklddame za funkcni niche, které se podarilo uchovat
v pribéhu zpracovani kostni krve (Obr. 29). Pracovné jsme je nazvali MSC-HC
kolonie. RovnéZ jsme pozorovali, Ze jejich sloZeni zavisi na pouzitém médiu
(erytroidni burnky rostly pouze v CellGro™ sLS a S). Podobné kolonie byly
publikovany v ¢clanku Ahmadbegdi N, 2012. Zde autori prefiltrovali zbytkové
BMMC z odbérovych vakl pred bunécné filtry. Ve frakci, ktera zlistala na filtru,
byly zachyceny vySe zminéné agregaty bunék, ve frakci, ktera filtrem prosla, pak
jiZz nikoli (Obr. 41). Ahmadbegdi se vSak nezajimal o vztahy hMSC
hMSC. V nasi praci jsme tato pozorovani nerozvinuli piedevsim proto, Ze MSC-HC
kolonie byly pozorovany pouze nepravidelné a v malém mnoZstvi kultivacnich
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nadobek. Prefiltrovani BMMC pies bunécné filtry a pouziti zachycenych agregatt
bunék je technika, kterou je mozno zvysit poCet MSC-HC kolonii v kultiva¢nich
nadobach a stringentnéji je zkoumat.

Obr. 41 - Ahmadbegdi N, 2012. a-f: bunécné shluky nalézané ve frakci zachycené na
bunécném filtru, g-i: kultury z bunék, které prosly filtrem.

Day 0 Day 1

Filter-retained fraction

Filtered fraction

6.2.2.4. Kryoprezervace

Kryoprezervace hMSC urazila dlouhou cestu od doby, kdy se jako mrazici
médium pouZivala smés kultiva¢niho média a FCS (Reger RL, 2008). Vzhledem k
riziku imunizace ¢lovéka zvifecimi bilkovinami, kterd miiZe zptisobovat odhojeni
hMSC pti opakovaném podani (Sundin M, 2007) Sel vyvoj dvojim smérem: za
prvé, nahradou FCS lidskym sérem, plazmou ¢i destickovym lyzatem (Dulgiac M,
2015; Mitchell A, 2015; Escobar CH, 2016), za druhé, snahou o vyvoj
bezsérového média. Pollockovi (Pollock K, 2016) se podarilo pomoci vyvojového
algoritmu nalézt jako nejvhodnéjsi roztok pro zamraZovani MSC 300 mM
etylenglykol, 1 mM taurin a 1% ectoin. Jina prace pouZila neuropeptidy z rodiny
vazoaktivniho intestinalniho peptidu/glukéza-depententniho inzulinotropniho
peptidu/pituitarni adenylat cyklazy aktivacniho polypeptidu (Briquet A, 2013).
Ray et al. pouZil suspéchem samotny fyziologicky roztok s
polyvinylpyrrolidonem (Ray SS, 2016).

Pochopitelnég, cela fada bezsérovych médii byla vyvinuta komercné. Sem
patifi namatkou napf. STEM-CELLBANKER™ (Zenoaq, Tokio, Japan), MSC
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Freezing Solution (Biological Industries, Cromwell, CT, USA) nebo StemXVivo®
Serum-Free MSC Freezing Media (R&D Systems, Mc Kinley Place NE, MN, USA).
Vysledky s témito médii byly publikovany v radé divéryhodnych Casopisii (Al-
Saqui SH, 2015; Shimazu T, 2015).

V nasich pracech se podarilo prokazat, Ze pouZiti samotného kultiva¢niho
média (at jiz alfa-MEM nebo CellGro™) s 10% DMSO ma stejné dobré vysledky
jako tataZ média kombinovana s FCS ¢i LS (Tab 15-17). PouZiti MSC Freezing
Solution (Biological Industries) nebylo o nic lepsi nez kterékoli z naSich
“domacich” médii. BohuZzel se nam nepodarilo prokazat priznivy vliv sericinu na
zamrazeni hMSC, i kdyz se zda, Ze pii pouZiti sericinu by bylo mozZno snizit
koncentraci hMSC z 10% na 5% (Verddnovad M, 2014).

Za nejvétsi prinos naSich kryoprezervacnich experimentli pokladddame
zavedeni CFU-F eseje do hodnoceni klonogenni kapacity hMSC po rozmraZeni.
Zatimco pri pouziti klasickych zplisobti zjisStovani viability (trypanova modr aj).
jsou v nasi praci i v jinych pracech mezi hMSC pied zamraZenim a po ném jen
nesignifikantni rozdily, tvorba kolonii byla u bunék kultivovanych v alfa-MEM s
FCS sniZena zamraZenim zhruba o tretinu a u bunék kultivovanych v CellGro™ +
LS + S o polovinu (mensi koloniformni kapacitu bunék kultivovanych v
CellGro™+ LS + S oproti hMSC kultivovanym v alfa-MEM s FCS jsme prokazali jiz
diive - viz Pytlik R, 2009). Srovnani koloniformni kapacity hMSC pred a po
zamraZeni neni ve svété bézné uzivano, ale z nasich experiment vyplyva, Ze by
mohlo byt lepsim funkénim testem neZ prosté hodnoceni trypanovou modii nebo
pomoci imunofluorescence.

6.3. BezpeCnost a ucinnost vyvinutého produktu

Bezpecnost a preklinickd uc¢innost kazdého bunécného produktu je
nezbytna pro jeho schvaleni pro klinické experimenty. Z tohoto diivodu jsme
vénovali témto otazkam velkou pozornost, i kdyZ neSlo vzdy o data, ktera by byla
publikovatelna.

6.3.1. Cytogeneticka stabilita

V nasi praci jsme zjistili chromozomalni abnormality, v€etné abnormalit
klonalnich, v hMSC kultivovanych v CellGro™ s lidskym sérem a suplementy.
Toto zjisténi jsme pokladali za zavazné, vzhledem k tomu, Ze jde o novy
kultivacni postup a Ze bunky mély byt uzity v klinickych studiich. To nakonec
vedlo k pozastaveni Zadosti o provedeni klinické studie hMSC. I kdybychom
kazdou Sarzi hMSC kultivovanych nasSim postupem cytogeneticky vySetrovali,
vedlo by to k vyrazeni rady Sarzi a k problémlim se zdarnym dokoncenim
klinické studie. Navic, cytogenetické vySetieni metodikou mFISH je velmi drahé.
Lidské MSC kultivované nové vyvinutym zptlisobem sice neptlisobily nadory v
imunodeficientnich zviratech, avSak zde je nutno pocitat s rezidualni imunitou
pokusnych zvirat proti xenogennim MSC a s mozZnosti jejich odhojent.
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Jak je to tedy s klinickou signifikanci ndmi zjisténych abnormalit? Obecné
plati, Ze nestabilita karyotypu v bunécnych liniich je znamym fenoménem a to i
v liniich vychazejicich ze zdravych bunék (Ferreira R], 2012; Jacobs K, 2014).
V pribéhu in vitro kultivaci mliZe dojit k tzv "kultivacnim artefaktiim," tj. ke v
zniku nahodilych chromozomalnich aberaci. Tyto bunky vétSinou nejsou
Zivotaschopné a mohou vymizet. Béhem dalsi kultivace miiZe ale také dojit ke
klonalni selekci takovych bunék.

V uplynulych letech bylo publikovano nékolik sdéleni o "maligni
transformaci” hMSC in vitro (Rubio D, 2005), nasledné prace vSak toto hodnotily
velmi skepticky (Bernardo ME, 2007) a v nékterych pozorovanych pripadech
vskutku Slo o kontaminaci soubézné kultivovanou naddorovou linii. Kazdopadné
pokud k maligni transformaci hMSC od zdravych darcti in vitro dochazi, jde o jev
neobycejné vzacny. Je znamo, Ze u pacientdl s myeloidnimi malignitami (akutni
myeloidni leukémie, myelodysplasticky syndrom) jsou v hMSC pozorovany
chromozomalni abnormality jiné neZ v leukemickém klonu, ale jejich vyznam je
zcela nejasny (Blau 0, 2011). KaZdopadné jednou vyléCeni pacienti s akutni
leukémii neumiraji na osteosarkomy ¢i jiné tumory pochazejici z hMSC. Dle
nasich znalosti je u zdravych darcti hMSC abnormalni karyotyp vzacny (1 z 59
pacientll ze studie Muntion S, 2012), u pacientd s lymfoidnimi malignitami
Zadna takova prace publikovana dosud nebyla.

VVVVVV

u hMSC od zdravych darcti miiZe byt rychlost kultivace, pti které bunky s
abnormalnim karyotypem vznikaji s vétSi pravdépodobnosti. Dale z citované
prace (Jacobs K, 2014) vyplyva, Ze nékteré chromozomalni abnormality nemusi
byt konvencni cytogenetikou viibec postizitelné a je tudiZz mozZné, Ze jejich
skutecny pocet je podceniovan.

Jak jiz zminéno v uvodu, karyotypické abnormality hMSC jsou vétSinou
spojené s bunéfnou senescenci (Romanov SR, 2001; Estrada JC, 2013). Takové
bunky sice netransformuji, ale senescentni hMSC maji poSkozené diferenciacni i
imunomodula¢ni schopnosti, nemluvé o schopnostech dalsi proliferace in vivo.
Nami vyvinuté bunky sice dale proliferovaly, ovSem pouze v alfa-MEM s FCS a pri
pasazovani v CellGro™ sLS a S jsme se dostali nejddle ke druhé pasazi
(nepublikovana data). Na druhou stranu, jejich diferenciacni vlastnosti se
nezdaly byt postiZeny. Kazdopadné, je nutné provést dalsi studie se zamérenim
na senescenci a také na schopnost imunomodulace hMSC kultivovanych v
GellGro™ s lidskym sérem a suplementy. Vhodné by bylo i pokusit se o zjisténi
dalStho osudu hMSC s karyotypovymi abnormalitami, obavame se vsak, Ze to
bude technicky velmi narocné.

6.3.2. Testovani bezpecnosti a i€innosti na
imunodeficientnich zviratech

Testovani bezpelCnosti a ucinnosti lidskych bunék na zviratech je

neobycejné obtiZné. Imunokompetentni jedinci, jak jiZ bylo nékolikrat zminéno
vySe, xenogenni bunky odhojuji. Co se tyCe imunodeficientnich zvirat, je nutno
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mit na mysli, Ze existuji pouze modely "malych" zvirat (mysi, potkanii) a jedinym
obecné uznavanym modelem "velkého" zvirete je fetalni ovce (Mackenzie TC,
2001). Zde by mohla byt naopak problémem reakce imunodeficientniho jedince
na podané buiiky, obzvlasté na bunky imunitniho systému (Berney T, 2001).
MSC jsou pokladany za bunky "privilegované" a imunologicky tolerované, i zde
vSak k dochdzi k rejekcim xenotransplantatu v diisledku rezidualni imunity, jak
jiz také vicekrat zminéno v predchozich oddilech (Grinnemo KH, 2004).
Vzhledem k tomu, Ze bunécna terapie je pomérné mlady obor, nebyly tyto
problémy zatim uspokojivé vyreseny.

V naSich studiich bezpecnosti a uUcinnosti jsme pouzivali nejprve
NOD/LtSz-Raglnull/null mysi (Pytlik R, 2009) a posléze NOD.129S7(B6)-
Ragltm1Mom/] mySi (nepublikovana data, viz Vysledky vySe). Na prvnim
modelu jsme prokazali, Ze hMSC kultivované v CellGro™ + LS + S, které byly
posléze nasazeny na polylaktidovy scaffold a kultivovany v osteogennim
diferencia¢nim médiu, jsou schopné dalsi proliferace in vivo a tvori fibrozni kost.
V tomto ohledu byly lepsi nez hMSC kultivované v alfa-MEM s FCS. Pouzili jsme
heterotopicky model, implantaty byly podavany podkozné. NOD.129S7(B6)-
Ragltm1Mom/] mysSi byly v dalsich experimentech pouZity proto, Ze maji jesSté
mensSi rezidualni imunitu nez vySe zminény kmen. Lidské MSC jsme podavali
rovnéz podkozné (vzhledem k precedentu studie Pytlik R, 2009), a to bud v
plazmatické sraZeniné nebo na preparatu Cem-Ostetic®. Podavani v plazmatické
srazeniné bylo zvoleno proto, Ze jsme predpokladali, Ze tato bude
proteolytickymi mechanismy rozpusténa a bunky budou moci migrovat do
ostatnich organt, aniz by se prednostné zachycovaly v plicich. Tento predpoklad
vSak byl patrné pouhou hypotézou, po dvou tydnech se aZ na jedinou vyjimku
nepodarilo prokazat v parenchymaté6znich organech zZadné lidské bunky. Bunky
nasazené na preparatu Cem-Ostetic® proliferovaly a vytvarely kosténou
strukturu, ovSem otazka jejich migrace nebyla uspokojivé zodpovézena, téz
vzhledem k naSim technickym omezenim. Lidské buiiky nemély zadny vliv na
krevni obraz ani nezptisobovaly jakakoli organova poskozeni. Je ovSem nutno
priznat, Ze tyto pokusy nebyly provedeny dle 1ékopisu v certifikovaném zarizeni
a maji tudiz jen omezenou platnost.

Co se tyce agresivity mysi po podani lidskych hMSC, nemame pro to Zadné
vysvétleni, v literature nic podobného popsano nebylo. Nicméné
NOD.129S7(B6)-Ragltm1Mom/] mySi jsou samy o sobé agresivni typ a zvySeni
agresivity mohlo byt zplisobeno nespecificky, samotnym faktem operace a
nasledného lokalniho drazdéni, koneckonci mohlo jit i o chybu malych cisel. Po
prepoctu vrzenych mlad'at na dobu preZivani pard nebyl pozorovan Zadny
vyznamny rozdil u mysi, u nichz byly pouziti hMSC a u mysi, u nichz pouZity
nebyly. Tento jev tedy patrné z hlediska bezpecnosti hMSC kultivovanych v
CellGro™ s LS a S neni vyznamny.

K preklinické studii uc¢innosti v ortopedické regenerativni mediciné byli
pouziti athymicti rnu-rnu potkani (Pytlik R, 2017). Zatizeni 1. 1ékai'ské fakulty
nemélo licenci k uZiti téchto zvirat a navic zde chybélo operacni zazemi, tudiz
tyto studie byly provedeny v DraZzdanech, za osobni spoluicasti autora této
prace. Byl pouZit jeden z béZnych kritickych kostnich arteficidlnich defekt, totiz
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segmentarni femoralni defekt (Cuomo AV, 2009). Ten poklddame za klinicky
relevantnéjsi nez druhy model, kterym je defekt kalvarialni (Yoon E, 2007).
Umyslné jsme pouzili samotné buriky bez nosice (scaffoldu), protoze zadnou
podobnou studii jsme nenasli a bylo velmi lakavé zjistit, zda hMSC funguji i samy.
Bunky byly implantované v plazmatické srazeniné, kterd se rychle rozpousti
proteolytickymi mechanismy a neni ji tudiZ moZno pokladat za nosi¢. Slo o
randomizovanou studii, kde kontrolni skupinu tvorili potkani, jimZz byla
implantovana pouze plazmaticka srazZenina. Pochopitelné v lidskych aplikacich
nebudou moci byt buiiky bez nosice pouZity k 1écbé kritického segmentalniho
defektu, ktery by u ¢lovéka byl dlouhy zhruba deset centimetrt, ale mohou byt
pouzity k rlznym osteosyntézam, ke zlepSeni hojeni osteotomii ¢i Spatné
srustajicich fraktur.

K provedeni této studie jsme méli dobré precedenty v drivéjsich pracech,
kde ptridani hMSC ke scaffoldim mélo konzistentné lepsi vysledky nez pouziti
scaffoldli samotnych. V modelu Kkalvaridlniho potkaniho defektu to byla
napriklad zminéna prace Yoon E, 2007, kde byly pouzity nediferencované nebo
in vitro osteogenné prediferencované hMSC na scaffoldu vytvoreném z
polylaktidu a polyglykosidu. Po dvou tydnech mély prediferencované bunky
nejlepsi vysledky, ale zhojilo se pouze 35-72% plochy defektu. Chen W, 2013
pouzil hMSC z kostni drené a pupecnikové krve spolu s kalciofosfatovym
nosiCem. Oboje buiiky zlepSovaly kostni hojeni, ale ani po 24 tydnech
nepokryvala nové vytvorena kost vice nez 35% defektu. Suenaga H, 2015
pouzil ve své studii tzv. hMSC sféroidy (trojrozmérné shluky hMSC), které byly
pouzity rovnéz s minerdlnim nosicem. I ony prispély k hojeni kosti sice
signifikantné, ale k celkovému zhojeni defektii nedoslo.

V kritickém femoralnim defektu (5-6 mm) stabilizovaném interni fixaci
vidime fyziologicky relevantnéjSi model, protoze nové toviena kost je tam
zatiZena. Jiz dvakrat zminény Cuomo zjistil, Ze kostni krev obohacena o hMSC
nasazena na demineralizovanou kostni tkan nema lepsi vysledky nez samotna
demineralizovana kost a lepsi je pridani rekombinantniho kostniho
morfogenetického proteinu BMP-2, ktery zahojil 9 z 10 defekt. Liu G, 2010
ukazal, Ze lidské MSC =z umbilikdlni krve v kombinaci s c¢astecné
demineralizovanou kostni hmotou miZe zcela zhojit femoralni kostni defekt. Na
druhé strané zcela selhaly hMSC z tukové tkané nasazené na kolagenné-
keramicky nosi¢ (Peterson B, 2005). Aby tyto bunky fungovaly, musely byt
rovnéz transfekované konstitutivné exprimovanym genem pro BMP-2.

Celkové byla data, z nichZ jsme vychazeli, velmi heterogenni a jediné, ¢im
v ¢em se shodovaly, bylo pouziti nosice pro hMSC. Na podkladé uvedenych
vysledki jsme rovnéz neocekavali kompletni zhojeni kostniho defektu. Vzhledem
k tomu, Ze jsme prokazali, Ze buiiky vypéstované v CellGro™ s lidskym sérem a
suplementy produkovaly vice mineralizované tkané nez bunky péstované v alfa-
MEM s fetalnim telecim sérem, nepokladali jsme za nutné uzit hMSC kultivované
timto klasickym zpisobem jako dal$i kontrolu vedle samotné plazmatické
srazeniny.
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Vysledky byly prekvapivé. To, Ze jsme v osmi tydnech pozorovali lepsi
hojeni defektli s implantovanymi burikami od zdravych darci (ne od pacienti s
lymfomy, prestoZe jejich kostni dren byla ve vétSiné pripadl onkologicky
negativni), prekvapivé nebylo. Lidské MSC vykultivované z kostni diené u
pacienti s hematologickymi malignitami mohou mit odliSné funkcni
charakteristiky neZ bunky od zdravych darcli, aniZ maji chromozomalni
abnormality (Fei C, 2014). Pacienti s lymfomy byli téZ starsi neZ zdravi darci a
vliv hMSC na hojeni kosti miiZze klesat s vékem (Stenderup K, 2003). Nase
kohorta ovsem byla prili§ mald na to, aby se daly smysluplné pocitat interakce
mezi darcovskym statutem a vékem.

Prekvapivé ovSem bylo to, Ze po osmi tydnech se ptiristek nové kosti
zastavil jak v experimentalni, tak kontrolni skupiné. V experimentalni skupiné
ovSem v rezidudlni vazivové tkani pokracovala vaskulogeneza lépe, neZ ve
skupiné kontrolni. Mohlo jit tedy o to, Ze v diisledku remodelace tkané se zastavil
prirtistek kosti az do doby, nez bylo vytvoreno dostate¢né mnoZzstvi novych cév a
tudiZ nas experiment (prestozZe jeden z nejdelsich publikovanych) byl nakonec
prilis kratky.

Lidské MSC pretrvavaly v defektech po celych Sestnact tydntl
experimentu, jak bylo prokazano imunohistochemicky a imunofluorescenci.
BohuZel vSak z technickych divodi (fezy na sklicka nebyla drazd’anskymi kolegy
dobre pripravena) nebylo moZno bunky kvantifikovat (material se pri
imunohistochemickém ¢i imunofluorescencnim barveni trhal a odplouval).
Lidské bunky byly rovnéz pritomny pouze v rezidudlnim vazivu, nikoli v
novotvorené kosti. Toto dokazuje, Ze hMSC v tomto modelu predevSim
produkovaly imunomodulacni, proliferacni a migracni faktory.

Implantace hMSC do defektu byla bezpecna. Lidské bunky nebyly
nalezeny v Zadném ze zkoumanych parenchymatéznich organii a jedinou
patologii byla vysSe popsana reaktivni nebo reparativni fibroplazie myokardu u
jednoho zvirete osidleného hMSC od zdravého darce (Jokinen MP, 2011).
BohuZel, ani zde nebyla vySetfeni organi provedena dle Ilékopisu na
certifikovaném pracovisti a jsou tedy z regulacniho hlediska nepostacujici.

Shrnuto, v naSich experimentech jsme zjistili Ze hMSC péstované v
CellGro™ s lidskym sérem a suplementy jsou bezpecné a ucinné, pokud jsou
podany imunodeficientnim hlodavclim. Na tomto zavéru neméni nic to, Ze
vySetieni zvirat neprobéhlo presné dle 1ékopisnych pozadavkd. Takové vySetieni
je pochopitelné nutné z regulac¢nich diivodi, ale je moZno ho provést dodatecné
na menSim poctu pokusnych zvirat.

6.4. Dalsi osud hMSC produktu kultivovaného v CellGro™
s lidskym sérem a suplementy

V soucasné dobé zlistadva budoucnost nami vykultivovanych bunék coby

1éc¢iva pro klinické aplikace nejista. Je nutno rozsirit cytogenetické experimenty,
cilené se zamérit na znaky senescence, preferenc¢né téz vzhledem k moznému
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pouziti vimunomodulaci téz zjistit jejich imunosupresivni potencidl. Za
predpokladu dostatku financi je moZno pomérné rychle doplnit bezpecnostni
studie tak, jak jsou poZadovany lékopisem.

Na druhé strané vyvoj kultivace hMSC, zejména s uzivanim destickovych
produktidi, vyrazné pokrocil. Neni jasné, jakd by byla performance bunék (v
jakékoli aplikaci) kultivovanych nami vyvinutym zplsobem ve srovnani
s performanci hMSC péstovanych s destiCckovymi produkty. Nakonec neni jasna
ani rentabilita produktu, jehoZ cena je diky pouziti clinical grade suplementi ve
srovnani s jinymi metodami kultivace vysoka.
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7.Souhrn a zavéry

1. Zjistili jsme, Ze hruby pripravek BMMC nenapomaha regeneraci srde¢niho
svalu po infarktu myokardu, ale intraarteridlni podani prinasi slibné
vysledky u lécby ischemické choroby dolnich koncetin, co se tyce hojeni
defekt(i, ulevy od bolesti a zlepSeni kvality Zivota. NeSlo ovSem o
randomizovanou klinickou studii, takze vysledky je nutno interpretovat
opatrné.

2. Podatilo se vyvinout rychlou kultivaci hMSC dosahujicich vyrazné lepsSich
vysledki nez klasicka kultivace hMSC v alfa-MEM médiu s FCS. Vyvinuty
zplisob byl zaloZen na pouZziti clinical grade média CellGro™ SCCM (stem
cell cultivation medium) s 10% lidskym sérem a suplementy - askorbat,
dexamethason, inzulin, EGF, PDGF-BB, FGF-2, eventualné tézZ M-CSF.
Uvedenym zpiisobem jsme konzistentné dosahovali po 2 tydnech
kultivace vytézkii kolem 2.5x10¢ hMSC na 10 pouzitych BMMC, oproti
cca 5x104 hMSC/106 BMMC pri pouziti média alfa-MEM s FCS.

3. Lidské MSC vypéstované v médiu zaloZeném na CellGro™ spliiovaly
konsenzualni kritéria pro mezenchymalni stromalni buriky, tj. adherenci k
plastu, expresi CD73, CD90 a CD105 bez exprese hematopoetickych znak
a diferenciaci do tfech linii (osteogenni, chondrogenni, adipogenni). Jejich
pohotovost k diferenciaci do osteogenni linie se zdala lepsi jak in vitro, tak
in vivo neZ u hMSC kultivovanych v alfa-MEM + FCS. Toto bylo podpoieno
profily genové exprese, kde v hMSC kultivovanych v CellGro™ + LS + S
bylo zvySené exprimovano nékolik genti diilezitych pro kostni a kosterni
vyvoj a osifikaci, jmenovité CDH11, COL1A1, CTGF, IGFBP3, a ARID5B.
Soucasné byla zvySena exprese gent, které prerusuji drahu PPAR-gamma,
nutnou pro adipogenni diferenciaci.

4. Lidské MSC kultivované v CellGro™ + LS + S podporovaly ¢asné po
nasazeni krvetvorbu, patrné v preexistujicich hematopoetickych niche, a
to patrné lépe nez hMSC kultivované v alfa-MEM + FCS, protoZe na rozdil
od nich podporovaly téZz rist erytroidnich bunék. Postup bez odmyvani
krvetvornych bunék umoznil témto niche dale se rozvijet v priibéhu
bunécné kultury.

5. Nezjistili jsme Zadny zazracny zplsob pro kryoprezervaci hMSC.
Kultivacni média pouze s DMSO byla stejné dobra jako média
suplementovana lidskym ¢i zvirecim sérem. Komercné vyrabéné médium
MSC Freezing Solution (Biological Industries, Cromwell, CT, USA) se
nezdalo byt lepsi neZ jakékoli jiné. Sericin se v kryoprezervaci hMSC
neosveédcil, i kdyz snad jeho pouziti v malém mnoZstvi miiZe napomoci
sniZeni koncentrace DMSO. Sledovani koloniformni kapacity hMSC pied a
po zamrazeni miZe byt lepSim zplisobem hodnoceni funk¢ni zdatnosti
hMSC nez klasicka zjiStovani viability trypanovou modii nebo pomoci
imunofluorescence.

6. Nové vyvinuty postup pro kultivaci hMSC je v preklinickych zvirecich
modelech bezpecny a ucinny. Podané hMSC jen vyjimec¢né migruji do
vzdalenych organti, neptlisobi Zddné orgadnové poskozeni, neplisobi
poruchy krvetvorby a neptlisobi ani nadory. Po kultivaci v CellGro™ + LS +
S jsou hMSC podané na polylaktidovém scaffoldu schopné lepsi tvorby
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kosti v heterotopickém modelu u imunodeficientnich mysi nez hMSC z
alfa-MEM + FCS. Pti podani hMSC z CellGroTM + LS + S v plazmatické
srazeniné do kritického femoralniho defektu u imunodeficientnich
potkani piezivaji buniky v defektu aZ 16 tydnti, nemigruji do vzdalenych
organt, zlepsuji novotvorbu kosti v prvnich 8 tydnech experimentu a
zlepsuji vaskularizaci rezidualniho defektu. U¢inné jsou v$ak pouze hMSC
od zdravych darct, nikoli od pacientli s hematologickymi malignitami a to
ani za predpokladu, Ze tito pacienti nemaji postiZeni kostni dfené
nadorem.

Byla provedena rada kroki k prenosu kultivace hMSC v CellGro™ + LS + S
do podminek GMP: zdména research grade suplementti za clinical grade,
ovéreni moZnosti kultivace v nddobach Roboflask pro eventualni
robotickou produkci a vynechani antibiotik. TéZ byla zajiSténa patentova
ochrana kultiva¢niho zptisobu. Na druhé strané bylo zjiSténo, Ze hMSC
kultivované v CellGro™ s LS a S maji cytogenetické aberace, v€etné
klonalnich. Klinicka studie s novym zptisobem kultivovanymi hMSC tudiz
neni moznda do doby, nez se prokaze, Ze tyto aberace neznamenaji
pocinajici nadorovou transformaci ani nejsou znamkou senescence
vykultivovanych bunék.
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	Vzhledem k tomu, že pericyty jsou přítomny ve všech vaskularizovaných tkáních, lze předpokládat, že i MSC je možné získat odkudkoli. Toto se do značné míry potvrdilo, jak uvedeno v kapitole 1.1. Jako zdroj MSC se osvědčily zejména tkáně, které:

