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Anotace:

Vynalez se tyka chondrocyti a chondrocy-
tarnich bunéénych linii pro pouZiti zejména
pii studiu artritidy a také pro vyvoj tkané
skeletu pro pouziti v hojeni a/nebo chirurgii
nahrad. Je popséano pouziti chondrocytarnich
bunéénych linii, které mineralisuji vapnik
pro urleni potencidlné pfinosnych tera-
peutickych agens. Déale jsou popsany
prostiedky pro produkci takovych bunéénych
linif stejn& jako charakteristiky takovych bu-
n&nych linii. PouZiti bunéfnych linii hy-
pertrofickych chondrocytii pro produkci
tkané matrix je také popsano. Ddle jsou po-
psany prostfedky pro produkci takovych bu-
n&nych linii hypetrofickych chondrocytil
stejné jako charakteristiky takovych linii.
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Oblast techniky

Vynalez se tyka chondrocyti a chondrocytérnich buné&énych
1inii zejména, ale nejenom Pro pouZiti p¥i studiu artritid.
Krom& toho se se vynalez tyka chondrocytt, které mohou
byt zejména uzitedné pri vyvoji novych biomateridli
#i nahradéch tkéni skeletu jako jsou kycle a

pro

pouziti p
klouby.

Dosavadni stav techniky

Arthritis je charakterizovana zanétem kloubll a tak
avéité tkand. Chrupavka je vyrobena z materidld

zanétem chrup
h bufikami, a zejména chondrocyty, do

extraceluldrniho prostoru. Dva nejddlezit&jsi materidly
secernované buiikami jsou kolagen a mukopolysacharidy .
Mukopolysacharidy Jjsou cukerné molekuly o vysoké molekulové
hmotnosti, které obsahuji uhlovodanové Yet&zce, které
existuji jako opakujici se disacharidy. Jednim ze dvou cukri
je vidy amino cukr, bud N-acetyl glukosamin nebo
N-acetyl-galaktosamin. Ve v&t§ind pripadd existuji
mukopolysacharidy v kombinaci s proteiny a tak vytvareji
proteoglykany.
 Kolagen md vldknitou strukturu, zatimco mukopolysacharidy
jsou amorfniho vzhledu a jsou extrémné viskosni a tak mohou

secernovanyc

zaujimat velké objemy na danou hmotnost materidlu. V mnoha
ptipadech interaguji kolagen a proteoglykany jeden s druhym
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a tak vytvareji 8kalu extraceluldrnich struktur. Tyto
struktury se zdaji byt samoorganizované; nejsou dikazy
enzymu nebo jingch materidlt, které by provadeély jejich
polymerizaci, interakce nebo orientaci. Naptiklad, typicky
kolagenovy proteoglykan nachizeny v chrupavce se mize
skladat z centrdlniho vlakna hyaluronové kyseliny né&kolik
mikrometrd dlouhého, majiciho na sebe navazané v
pravidelnych intervalech spojovaci proteiny. Dlouhé d¥eiiové
proteiny navazané na spojovaci proteiny a vdtvici se z
dretiovych proteint v pravidelnych intervalech jsou
mukopolysacharidy jako je chondroitin sulfat a keratan
sulfat. Matrix extraceluldrniho materidlu se sama organizuje
za tvorby chrupavky.

Tvorba kosti je charakterizovéna kalcifikaci v oblasti
hypertrofickych chondrocytd. Zatimco cévni inavase je
vyznamnd pro mineralizaci in vivo je jasné, Ze iniciace
kalcifikace miZe byt nezavisla na vaskularizaci, protoZe
hypertrofické chondrocyty mohou spontdln& mineralisovat svou
matrix in vitro za absence exogenich fosfatl. Nicméné,
dosp&la kloubni chrupavka normdlné nekalcifikuje, kromé
spojeni se subchondralni kosti, kde kalcifikace tvori
charakteristickou hraniéni zonu. Je proto vyznamné
zaznamenat, Ze chondrokalcinosa, patologicka kalcifikace
kloubni chrupavky pyrofosfatem vépenatym, kterd se vyskytuje
v raznych oblastech kloubnich a jinych chrupavek, zvys$uje
svou prevalenci s v&kem a miZe byt asociovéana

s osteoartritidou.

7Z toho vyplyva, Ze pochopeni mechanismu asociovaného s
osteoartritidou bude vyZadovat pochopeni mechanismu




asociovaného s kalcifikaci kloubni chrupavky. Kromé toho,
existujici bun&iné modely vyuZivaji rastu ploten
chondrocytt, jinak ¥eleno chondrocytl, které mineralizuji
vapnik tak, aby produkovaly kostni tkan. PouZitim ptadiho .
bun&&ného modelu bylo mo¥né ukazat, Ze ptali na plotné
rostléd chondrocytdrni bun&&nd monovrstva mineralizovala za
pritomnosti askorbédtu nebo beta-glycerolfosfatu (1). U&inky
askorbdtu jsou asociovany se zvySenim syntesy alkalické
fosfatdsy a typu X kolagenu, o kterych neni jasné, jestli
jsou oba esencidlni pro vyskyt kalcifikace. Beta
glycerolfosfat plsobi nezavislou regulaci té&chto dvou
molekul, predpokléadané poskytnutim bohatého zdroje exogenich
fosfatd pro nukleaci. Jini pracovnici vyvinuli peletovy
kultivadni system pro kralili na plotn& rostlé chondrocyty,
ve kterdm je syntesa alkalické fosfatasy a typu X kolagenu,
stejn& jako kalcifikace v kulturdch s askorbatem (2). '
Separdtni studie (3) naznaluji, %e G&inek askorbatu miZe byt
druhov& specificky, coZ poukazuje na potfébu lidského
chondrocytdrniho modelového systemu pro studium chorobnych

procest u 1lidi.

Doposud %4dné studie neukdzaly kalcifikaci matrix in
vitro kloubnimi chondrocyty. Vyzkumnici srovnévali krdlili
kloubni a na plotnd rostlé chondrocyty a shledali, Ze
kultury na plotn& rostlych chondrocytl o vysoké densité
produkovaly alkalickou fosfatasu a inkorporovaly vapnik do
bun&énych vrstev, zatimco kloubni chondrocyty nikoliv (4).
Nicmén&, dvé studie demonstrovaly, Ze pta&i (5) nebo lidské
(6) kloubni chondrocyty mohou exprivovat typ X kolagenu
a alkalickou fosfatasu ve dlouhodobych kulturéch, ale neni
zde ?&dny dikaz pro kalcifikace matrix bun&éné vrstvy v ani




jedné studii.

Jini vyzkumnici popsali v mezindrodni patentové p¥ihlasSce
W09409118, nejbli¥si d¥ive v oboru, jak mohou byt
produkovany lidské chondrocytdrni bun&fné linie transfekci
juvenilnich primdrnich chodrocytl za pouziti SV40 onkogenu.
Chondrocyty exprivuji typ II kolagenu a specifickou hmotu
pro kloubni chondrocyty. Nicméné& zde nejsou zadné zpravy o
kalcifikaci matrix za pouZiti téchto bunéénych linii.

Je proto z¥ejmé, Ze existujici in vitro modely
kalcifikace spoléhaji na dlouhodobou kultivaci zvifecich
na plotné& rostlych chondrocytl. Momentdlné neexistuje model
kalcifikace lidskych chondrocytd. |

Prekvapivé& jsme zjistili, Ze zralé kloubni chondrocyty a
imortalizované bun&&né linie kloubnich chondrocytl
poskytuji extraceluldrni matrix, kterd rychle kalcifikuje.
Terminem zralé minime chondrocyty od star$ich jedincl jako
jsou jedinci ve v&ku, ve kterém je pravd&podobny rozvoj
osteoartritidy jako jsou, ale nejen, jedinci star8i 50 let,
a lépe star$i 65 let. Nebo, alternativné&, chondrocyty

kultivovand in vitro funk&éné& ekvivalentniho véku.

Nas objev proto reprezentuje cennou moZnost pro studium
mechanismu asociovaného s kalcifikaci kloubni chrupavky a
také pro studium regulace uvedené kalcifikace. Ofekédvame, Ze
nage kloubni chondrocytdrni buné&lné linie budou mit jak
akademickou, tak komerdni hodnotu v tom, Ze nejen pouze
usnadiiuji lep$i pochopeni kalcifikace, kterd miZe byt
asociovédna s osteoartritidou, ale také slouzi jako cenny



prosttedek pro vyvoj terapeutickych agens pro léCbu takovych
stavua.

Nejsme schopni vysv&tlit nd§ objev, ale uvaZujeme
niasledovné&. B&hem vyvoje chondrocytld jsou typicky vytvoreny
dvd linie. Prvni se tyka produkce kosti a tak diferencované
chondrocyty mineralizuji vépnik. Druhd linie se tyka
produkce chrupav&ité tkéné a tak diferencované chondrocyty
nemineralizuji vapnik. MGZe byt skutelnosti, Ze zde existuje
urditéd plasticita v ur&eni linii a ta miZe nap¥iklad byt ve
vztahu s demethylaci DNA s vékem.

Tak s v8kem kloubnich chondrocytl kontrolni mechanismy
brénici mineralizaci operuji méné efektivné a prekvapivé
chondrocyty linie kloubni chrupavky aktudlné& mineralizuji
vapnik.

NaSe zjis%té&ni tak naznaduje Ze, oproti pfedchozim
predpokladiim, je moZné poskytnout lidsky buné&fny model pro
artritidu. Bun&&ny model miZe byt poskytnut jak za pouziti
zralych, tak imortalizovangch kloubnich chondrocyti a

idedln& bun&lnych 1linii k nim ndleZicich.

Podstata vyndlezu

Podle prvniho aspektu vyndlezu je zde proto poskytnut
kloubni chondrocyt, ktery mineralizuje véapnik.

Preferovand je zde poskytnuto mnoZstvi chondrocytli, které
jsou upraveny do formy pelet.



Preferovany uvedeny chondrocyt nebo chondrocyty jsou
odvozeny od zralych individui, preferované& od takovych,
které trpi nebo maji predispozice pro artritidu.
Alternativn& jsou uvedeny chondrocyt a chondrocyty fetdlniho
pivodu a preferované lidského fetdlniho plhvodu. Lépe jsou
je8t& uvedeny chondrocyt a chondrocyty zralé jak je zde
definovéano.

Preferovang jsou zde dale poskytnuty buné&né linie
takovych chondrocytu.

V preferovaném provedeni vyndlezu jsou uvedené bunédné
linie lidské&ho plvodu a idedln& obsahuji onkogen a idedlné
teplotné senzitivni onkogen tak, aby p¥i prvni permisivni
teplot& byl exprivovan produkt aktivniho onkogenu a pfi
druhé nepermisivni teploté& bylo brénéno expresi produktu
aktivniho onkogenu. Zjistili jsme, Ze pouZiti takového
onkogenového produktu poskytuje buné&fnou linii, kterd p¥i
nepermisivni teploté& vykazuje zvySenou expresi typu II

kolagenu - markeru pro plné& diferencovany fenotyp.

Idedlnim onkogenem je teplotné senzitivni mutant

imortalizujiciho onkogenu SV40-T.

V tomto stadiu si nejsme jisti, zda mineralizace
kloubnimi chondrocyty je p¥imo odpovédnd za osteoatritidu,
nebo alternativn&, zda vapnikovad mineralisace kloubnimi
chondrocyty je indik&torem jeSté& neidentifikované podminky
nebo markeru odpov&dného za osteoartritidu. V kaZdém p¥ipadé
representuje bundénd linie podle vyndlezu vhodny model pro
dalsi vyzkum.



Jak bylo zmindno vySe, v tomto stadiu si nejsme jisti o
charakteru mechanismu vedouciho k vapnikové mineralisaci
kloubnimi nebo hypertrofickymi chondrocyty. Jini pracovnici
naznaduji, ¥%e zde existuje s vékem spojend reaktivace genu
(7). Ta jak jsme uvaZovali vySe je moZné, Ze proces
dediferenciace vede k osteocartritidé. Je mo¥né, Ze geny, které
jsou typicky inaktivovany b&hem ¥ivota jsou p¥i stérnuti
zapojeny a jsou tak zodpové&dné za aberantni fenotyp zralych
kloubnich chondrocytil.

VySe uvedend spekulace je poskytnuta pouze za udelem
poueni. Neni zamySleno, aby byla p¥ihlaska omezena
jakoukoliv z vySe uvedenych spekulaci, spiSe jsou zde tyto
spekulace poskytnuty za Gcelem porozuméni .

Existuji z¥ejmé vyhody odvozené z pouziti in vitro
bund&nych modeld, které napodobuji stavy artritidy. My jsme
ale krom& toho vyprodukovali chondrocytérni bun&éné linie z
fetalni tkan&, kteréd exprivuji typ X kolagenu, marker
hypertrofickych chondrocyt@. O takovych chondrocytech je
znamo, %e mineralizuji vépnik a proto pokud byl fenotyp
t&chto bun&k ur&en, pak byla existence mineralizace méné
prekvapivd. Nicméng&, je zaznamendani hodné, Ze doposud nikdo
nevytvo¥il lidské hypertrofické chondrocytédrni bunééné
linie, navzdory jejich z¥ejmym vyhodém p¥i pochopeni
mineralizadnich procesli symptomatickych pro tyto artritické
stavy. Navic, nikdo se nepokusil vytvo¥it takové buné&fné
linie pro studium a nebo produkci tkané kloubni matrix pro
pou¥iti p¥i opravach skeletu a/nebo studiich ndhrad a/nebo

chirurgii. Proto zde také presentujeme znalosti a metody



t?kajici se produkce lidskych bun&énych linii
hypertrofickych chondrocyti.

Podle druhého aspektu vyndlezu je zde poskytnuta lidska
bun&énéd linie hypertrofickych chondrocyti.

V jestd& jiném preferovaném provedeni vyndlezu jsou
uvedené bun&éné linie fet&lniho pivodu a také idedlné
obsahuji onkogen a idedlné teplotné senzitivni onkogen tak,
aby pti prvni permisivni teploté& byl exprivovén produkt
aktivniho onkogenu a p¥i druhé nepermisivni teploté bylo
bran&no expresi produktu aktivniho onkogenu. Zjistili jsme,
¥e pou¥iti takového onkogenového produktu poskytuje buné&lnou
linii, kterd p¥i nepermisivni teploté& vykazuje expresi typu
X kolagenu - markeru pro hypertrofické chondrocyty. Tak miZe
byt poskytnuta alternativni bun&énd linie odvozend od lidské
fetdlni tké&n&, kterd mineralizuje véapnik.

Podle je8t& jiného aspektu vynédlezu je zde poskytnuta
metoda pro produkci bun&&né linie kloubnich chondrocytl, kde
tato metoda obsahuje:

a) imortalizaci alespoil jedné zralé lidské kloubni
chondrocytéarni butiky za pouZiti imortraliza&niho agens; a

b) kultivovani uvedené imortalizované buriky tak, aby
produkovala populaci lidskych kloubnich chondrocytdrnich

bunék.

Preferovand je imortalizaénim agens onkogen a jeSté lépe
teplotnd senzitivni onkogen, ktery p¥i nepermisivni teploté

vede ke zvySené expresi fenotypovych charakteristik
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vépenatym, elektroporace nebo mikroinjekce, ale retrovirova
transdukce byla vybrédna pro jednoduchost pouZiti.

Tmortalizace lidské fetdlni tkéané

Fetilni tkah %eber nebo femuru byla odebrdna 7-9 tyden
gestace a byly umistény do tkafiovych kultivaénich néadob
(Costar Ltd. UK) v Eaglovu minimdlnim esencidlnim mediu
(Gibco Ltd., UK) obsahujicim antibiotika a L-glutamin,
stejnd jako 10% tepeln& inaktivované fet&lni hovézi sérum.
Kultury byly udrZovény ve zvlh&ené atmosfé¥e 5% CO_ pt¥i 37

°C a medium bylo mé&n&no v pravidelnych intervalech (2 - 3
dny. Jak je obvyklé pro primdrni kultury resekované tkéané
byly buiiky ve vzorku odstranény z tkané, adherovany na
povrch nadob a replikovany, potencialné tak, aby pokryly
cely povrch tkanové kultivadni plotny. Po podatednim obdobi
asi 2 tydn v primdrni kultufe byla buné&fna populace
transfektovdna teplotn& senzitivnim mutantem od opiciho
viru 40 odvozeného velkého néddorového (T) antigenu za

pouziti retrovirové transdukce.

Kultivovani imortalizovanych bun&k tak, aby produkovaly

homogenni populaci bunék

Stru¥nd, amfotrofn& balené retrovirové &astice obsahujici
tento konstrukt a marker resistence na geneticin, G418
(laskavé darovadn Dr. M O“Hare, Institute of Cancer Research,
Royal Marsden Hospital, Lincoln”s Inn, Sutton, Surrey,
alternativnd, v podstat& stejny konstrukt exprivujici
teplotné senzitivni mutant SV40-T onkogenu byl laskavé
darovan profesorem Phil Gaillimore, CRC Laboratories,




chodrocytu.

V preferovaném provedeni vyndlezu je imortalizace
dosa¥eno za poufiti konven&nich transfekénich technik a
preferovanym imortaliza&nim agens je imortalizadni gen jako
je onkogen a nejlépe teplotné senzitivni mutant

imortalizujiciho onkogenu SV40-T.

Idealni metoda ddle obsahuje kultivaci uvedenych
imortalizovanych bun&k p¥i nepermisivni teploté onkogenu.

Podle jedt& dalZiho aspektu vyndlezu je zde poskytnuta
metoda pro produkci buné&énych linii hypertrofickych
chondrocytd, kde tato metoda obsahuje:

a) imortalizaci alespoti jedné lidské fetdlni

chondrocytérni buiiky za pouZiti imortralizac¢niho agens; a

b) kultivovani uvedené imortalizované burky tak, aby
produkovala populaci chondrocytdrnich bun&k odvozenych od
lidského fétu.

Preferovand je imortalizalnim agens onkogen a jeSté lépe
teplotn& senzitivni onkogen, ktery pfi nepermisivni teploté
vede ke zvy%ené expresi fenotypovych charakteristik
chodrocytu.

V preferovaném provedeni vyndlezu je imortalizace
dosa¥eno za pou¥iti konvendnich transfek&nich technik a
preferovanym imortalizadnim agens je imortalizac¢ni gen jako

je onkogen a nejlépe teplotné senzitivni mutant
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imortalizujiciho onkogenu SV40-T. Jedté& lépe je uvedena
transfekce provedena za pouZiti transdukce retrovirovym
teplotné senzitivnim onkogenem.

Idedlni metoda dile obsahuje kultivaci uvedenych
imortalizovanych bundk p¥i nepermisivni teploté& onkogenu.

Podle je8t& dal¥iho aspektu vyndlezu jsou zde poskytnuty
chondrocyty, nebo alespoii jedna chondrocytdrni bun&&na
linie, podle vyndlezu pro poufiti ve vyvoji terapeutickych
;gens pro 1é¢bu artritidy.

Podle jedt& dal$iho aspektu vyndlezu je zde poskytnuta
metoda pro vyvoj terapeutickych agens pro léCbu artritidy,
ktera obsahuje:

a) vystaveni chondrocytl, nebo alespoii jedné
chondrocytérni bun&&né linie, podle vyndlezu alespoil jednomu

testovanému agens; a

b) pozorovadni charakteru odpovédi na uvedené testované

agens.

V preferované metod& podle vyndlezu obsahuje uvedené
pozorovani hodnoceni mnoZstvi vépnikové mineralizace
asociované s uvedenymi chondrocyty nebo uvedenou

chondrocytdrni bunéfnou linii.

Podle alternativniho aspektu vyndlezu jsou zde poskytnuty
hypertrofické chondrocyty, nebo alespoii jedna hypertroficka
chondrocytérni bun&&né linie, pro pouZiti v poskytnuti tkane
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kloubni matrix.

Podle alternativniho aspektu vyndlezu je zde poskytnuta
metoda pro produkci tké&n& kloubni matrix pro pouZiti v
hojeni a/nebo nahrazeni poSkozené tkang, ktera obsahuje:

a) poskytnuti hypertrofické chondrocytdrni bun&fné linie;

P

b) kultivaci uvedené bun&iné linie za podminek

navozujicich rlst matrix; a

c) ziskédni uvedenych bun&k a/nebo uvedené tké&né matrix
a/nebo jejich vybranych Casti.

Vyndlez bude dale popsén prost¥ednictvim p¥ikladl pouze s
odkazem na ndsledujici pr¥iklady.

Popis obrazkd na pripoijenych vikresech

P

Obréazek 1 ukazuje zvySeni exprese typu II kolagenu v
lidskych kloubnich chondrocytech.

Obrézek 2 ukazuje extraceluldrni kalcifikaci dosaZenou
témito bufikami za pouZiti standartnich histologickych
postuptl (Von Kassa barveni, 11) pro identifikaci kalcifikace

v tkani matrix.

Obrédzek 3 zndzortiuje imunohistochemicky lokalizovany typ
X kolagenu (12) v t&chto buiikdch naznalujici expresi in
vitro charakteristik o&ekdvanych pro hypertrofické
chondrocyty.
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Obrézek 4 ukazuje femur odvozeny od lidského fétu, ktery

byl kultivovén po 14 dni.

Obrézek 5 ukazuje t¥i chondrocytédrni bun&lné linie
klonované z fetdlniho femuru jak byly kultivovany bud za
p¥itomnosti 1,25(OH)2D3 (horni fada) nebo za absence
1,25 (OH) 2D3.

Obrazek 6 ukazuje aktivné mineralizujici monovrstevnou
kulturu chondrocytdrni bun&éné linie odvozené od lidskych
fetdlnich bunék.

Imortalizace kloubnich chondrocytid

Odkaz 13 je poskytnut jako obecnd metoda pro p¥ipravu
1idkych kloubnich chondrocytd pro primdrni kulturu, ale
jakéakoliv publikovand metoda je dostate&na. Struéné,
chondrocyty z Yezu zralé lidské tibie a femordlnich kondyld
z biopsii pacientl byly enzymaticky traveny (14) a umistény
do tkafovych kultivadnich nddob (Costar Ltd. UK) v Eaglovu
minimdlnim esencidlnim mediu (Gibco Ltd., UK) obsahujicim
antibiotika a L-glutamin, stejn& jako 10% tepelné
inaktivované fetalni hov&zi sérum. Kultury byly udrZovany
ve zvlh&ené atmosféfe 5% CO_ p¥i 37 °C a medium bylo méné&no
v pravidelnych intervalech. Adherentni bun&éna populace byla
potom transfektovéna teplotné& senzitivnim mutantem od opiciho
viru 40 odvozeného velkého nadorového (T) antigenu za
pouziti retrovirové transdukce. Jakdkoliv standartni metoda
transfekce této sekvence (spolu s vazbou vhodného promotoru
pro ¥izeni jeji exprese, napf. LTR promotoru) bude
dostatednd, jako nap¥iklad DNA precipitace fosforeénanem
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University of Birmingham, UK) byly pf¥idany do media spolu s
polybrenem (Sigma Chemicals) do konelné koncentrace 0,8
mg/ml. Virovy titr byl upraven tak, aby déval nizkou
G&innost transdukce 0,0002% za produkce prumérn& 20
imortalizovanych bun&&ngych kolonii na nédobku, kde je kaZda
kolonie odvozena od jednotlivé bunky. Dv& hodiny po p¥idani
bun&k bylo kultivani medium nahrazeno Cerstvim mediem.
Kultury byly udrfovény p¥i 33 °C, permisivni teploté& pro
aktivni formu produktu SV40-T onkogenu. P&t dni po
transdukci byl do media pf¥idadn geneticin (0,4 mg/ml) po
dalgich 10 dni pro eradikaci bunék, které neinkorporovaly
retrovirovy vektor.

Diferenciace uvedenych bunék

Mezi 14 a¥ 20 dny po transdukci byly jednotlivé kolonie
replikujicich se bun&k identifikovatelné. Klony byly vybrany
na zéklad& dobré separace od jinych replikujicich se
kolonii, po&et bun&k v ka%dé kolonii byl mezi 100 - 1000
bufikami. Tyto byly sedkrdbnuty klilkou a expandovany do
konfluence v 75 cm® nadobkach (Costar, UK Ltd.), coZ se
rovnalo p¥ibli¥n& 22 d&lenim jednotlivé buiiky, pred
zmrazenim v aliquotédch. Vzorky byly také pouZity pro
charakterizaci bun&k a pro ureni, zda vlastni schopnost
exprivovat specifické markery kloubnich chondrocytd. Exprese
byla vykondna vystavenim bundk nepermisivni teploté pro
onkogen (39 °C). Klony byly odvozeny rutinni metodou expanze
jedné buriky.
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Pokusy pro ukdzani funkénich charakteristik
diferencovanych bun&&ngch linii kloubnich chondrocyti.

Specifickym markerem kloubnich chondrocytl je schopnost
exprivovat typ II kolagenu (8). Builky podle naSeho vyndlezu
byly proto vySet¥ovény na to, zda vykazuji expresi kolagenu
typu II. Imortalizované lidské chondrocyty byly vystaveny 39
°C, nepermisivni teplot& pro onkogen, po peletovani kultury
(9, 10) po Sest tydnd. Obrazek 1 ukazuje prumér 6 pelet
inkubovangch jak p¥i permisivni teploté& 33 °C, tak pfi
nepermisivni 39 °C. Sloupce chyb representuji standardni
odchylku. Obrdzek 1 jasné ukazuje zvySeni exprese typu II
‘kolagenu p¥i nepermisivni teploté& 39 °C. Tato data
naznaduji, ¥e nafe bun&¥néd linie obsahuje diferencované

funkéni kloubni chondrocyty.

Extracelularni kalcifikace

Obrazky 2 a 3 ukazuji extraceluldrni kalcifikaci
dosaZenou za pou¥iti bun&k podle vyndlezu. P¥esné&ji, obrazek
2 ukazuje standardni histologicky postup (Von Kossa barveni,
11) pro identifikaci kalcifikaci v tkéflové matrix. Tmavé
oblasti (Von Kossa pozitivni barveni) reprezentuji
kalcifikovanou matrix produkovanou témito kloubnimi
chondrocyty, kterd je separovana vhodné barvenymi nebo
nebarvenymi chondrocytédrnimi buiikami v kultu¥e. Obrazek 3 je
zde obsa¥en pro ukédzani imunohistochemické lokalizace typu X
kolagenu (12) v t&chto bunkdch, coZ naznafuje expresi in
vitro charakteristik odekévanych pro hypertrofické
chondrocyty. Tato data naznaduji, Ze buillky podle vyndlezu
mohou byt dediferencované tak, aby vykazovaly
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charakteristiky hypertrofickych chondrocytil.
Dlouhov&kost lidské bun&&né linie kloubnich chondrocytl

Za pouZiti metody podle vyndlezu jsme piekvapivé
zjistili, ¥e naSe lidské bund¥né linie kloubnich chondrocytl
se Gspd%n& diferencuji za produkce funk&nich bunék s
charakteristikami kloubnich chondrocytl. Bullky preZivaly a
byly pasdZovany po vice neZ 60 dé€leni v prib&hu 2 let za
produkce 10™® bun&k z riznych klonl. Bun&lné linie
pokradovaly v p¥eZivani a navic builky linie stadle vykazovaly
funk&ni charakteristiky tkéfiového typu diferencovanych
bun&k. Navic jsme byli schopni produkovat imortalizované
lidské buné&&né linie kloubnich chondrocytl obsahujici
diferencované bufiky, které prekvapiv® mineralizovaly vépnik.

Pokusy pro ukdzéni funkénich charakteristik
diferencovanych bun&&nych linii hypertrofickych chondrocytd
odvozenych od fétu

Specifickym markerem hypertrofickych chondrocytl je
schopnost exprivovat typ X kolagenu. Builiky podle naseho
vynalezu byly proto vySet¥ovany na to, zda vykazuji expresi
kolagenu typu X. VSechny naSe z fétu odvozené chondrocyty
exprivovaly tento bun&lny marker a dalsi testy byly provedeny
a bylo uzav¥eno, Z¥e typ I kolagenu nebyl exprivovan v téchto
butikdch, coZ jasn& ukazuje, Ze nejsou osteoprogenitorového

puvodu.

Obrazek 4 ukazuje femur odvozeny od lidského fétu 7 - 9
tyden gestace a p¥ibliZn& 600 mikrometrh délky. Femur byl
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kultivovan ve vySe popsaném kultivagnim mediu po dobu 14 dni
tak, aby se umoZnil rist a expanse replikujicich se
bun&énych populaci jak by to mélo byt pro jakoukoliv
primdrni kulturu. V tomto pripadé neni vyZadovéno Zadné
p¥edchozi oSetfeni enzymy, nicmén&, pro pomoc uvolilovani
pun&k. Byla provedena expanse bunék pred transdukci

retrovirového teplotn& senzitivniho onkogenu.
Extraceluldrni kalcifikace

Imortalizované hypertrofické chondrocyty odvozené od fétu
také odpovidaly na 1,25(OH)2D3 a exprivovaly vysoké hladiny
aktivity alkalické fosfatasy, coZz jsou dva dals8i markery
fenotypu podobného hypertrofickym chondrocytlim. pokud byly
buiiky ponechany v monovrstevné kultufe po 10 - 14 dni p¥i 39
°C, nepermisivni teplot& pro onkogen, a za absence p¥idani
R-glycerofosfatu, pak kultury mineralizovaly. Toto je jasné
vid&t na obrdzku 5 a ukazuji to t¥i chondrocytarni bun&&éné
linie klonované z fetdlniho femuru po retrovirové transdukci
teplotné senzitivnim onkogenem. Ka¥dad bun&éné linie ma
baz&lni hladinu aktivity alkalické fosfatasy a néjaky typ
exprese X kolagenu. Pokud jsou burlky umist&ny a inkubovany
p¥i teplotd nepermisivni pro onkogen a za pritomnosti
1,25 (0H)2D3, horni fada, mineralizuje kaZdy klon aktivné
vapnik jak je ilustrovéno standardnim histologickym postupem
Von Kossa barveni jak bylo popséno vySe. Burky umisténé
a inkubované p¥i teplot& nepermisivni pro onkogen a za
nep¥itomnosti 1,25 (OH)2D3, dolni ¥ada, nemineralizuji
aktivné vapnik.

Kone&n&, obrazek 6 ukazuje, znovu za pouZiti Von Kossa




18

barveni, aktivn® mineralizujici monovrstevnou kulturu:
chondrocytdrni bun&&né linie odvozené od lidskych fetdlnich
bundk. Tmavé oblasti reprezentuji mineralizovanou matrix,
které je vyvijena a prekryvéd kultivované buiiky, které
adheruji na povrch kultivadni plotny.

Proto jsme jasn& demonstrovali, Ze je moZné produkovat
kloubni chondrocytdrni bun&&né linie - jak odvozené od zralé
dosp&lé tkéan&, tak alternativn& imortalizované mladé lidské
tkdn& - které mineralizuji vapnik. NaSe bun&&né linie tak
maji pou¥iti v identifikaci agens, které ovliviuji
mineralizaci vépniku tdmito tkénémi. Také jsme
demonstrovali, %e je mo¥né poskytnout lidské buné&fné linie
hypertrofickych chondrocytd pro stejné pouzii jaké je
uvedeno vySe a také pro pouZiti ve vyvoji biomateridll pro
poufiti v kterémkoliv z mnoZstvi aplikaci, ale zejména pro
pou¥iti ve vyvoji materidlld pro pouZiti v kloubnich

ndhradach.
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JUDr. Ivan KORECEK

Advokatni a patentova kancelar

160 00 Praha 6. Na baste sv. Jifi 9

P.O. BOX 275, 160 41 Praha 6
Ceska republika

Patentové naroky

1. Kloubni chondrocyt, ktery se vyznaduje tim, Ze

mineralizuje vapnik.

2. Kloubni chondrocyt podle néaroku 1, kde je velky poclet
takovych chondrocytd upraven do formy pelet.

3. Kloubni chondrocyt podle ndroku 1 nebo 2, kde uvedené
chonrocyt (y) jsou zralé nebo jsou odvozené od zralého
jednotlivce a preferované od jednotlivce trpiciho nebo

majiciho predispozici pro artritidu.

4. Kloubni chondrocyt podle nadroku 1 nebo 2, kde jsou
uvedené chondrocyt (y) fetdlniho puvodu.

5. Kloubni chondrocyt podle ndrokd 1 aZ 4, kde je uvedeny
chondrocyt poskytnut jako buné&&nad linie.

6. Kloubni chondrocyt podle ndroku 5, kde je uvedend bun&na

linie lidského puvodu.

7. Kloubni chondrocyt podle jakéhokoliv z predchozich
narokl, kde uvedeny chondrocyt obsahuje onkogen.

8. Kloubni chondrocyt podle ndroku 7, kde je uvedeny onkogen
teplotné senzitivni.
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9. Kloubni chondrocyt podle niroku 8, kde je uvedeny onkogen
SV40T antigen.

10. Zpusob pro produkci bun&fné linie kloubnich chondrocytu,

ktera mineralisuje vdpnik vy znad¢ujici se tim,

%Ye obsahuje:

a) imortalizaci alespoti jedné zralé lidské kloubni
chondrocytdrni builky za pouZiti imortraliza&niho agens; a

b) kultivovani uvedené imortalizované buiiky tak, aby
produkovala populaci lidskych kloubnich chondrocytdrnich
bunék.

11. Zptsob podle nédroku 10 vy zna c¢ujici se t im,
Ye uvedenym imortalizadnim agens je onkogen.

12. Zptsob podle nédroku 11 vy znac¢uj ici se t im,
Ye uvedeny onkogen je teplotn& senzitivni.

13. Zpusob podle ndroku 12 vy znac¢uj ici se t im,

¥Ye uvedeny onkogen je SV40T antigen.

14. Zpusob podle naroku 12 nebo 13 vy zn a & u j ici
s e t im, ¥e zpisob ddle vyZaduje kultivovédni uvedenych

imortalizovanych bun&k p¥i nepermisivni teploté& pro onkogen.

15. Pou¥iti alespoil jednoho kloubniho chondrocytu, ktery
mineralizuje vapnik, pro identifikaci terapeutickych agens

pro lé&bu artritidy.
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16. Zpusob pro v§voj terapeutickych agens pro 1léfbu artritidy,
vyznadujici se tim Ze obsahuje:

a) vystaveni chondrocytd, nebo alespoll jedné
chondrocytérni bun&&né linie, obsahujici kloubni
chondrocyty, které mineralizuji vépnik, alespoil jednomu

testovanému agens; a

b) pozorovani charakteru odpové&di na uvedené testované

agens.
17. Zptsob podle ndroku 16 vy znad¢ujici se tin,
¥e uvedené pozorovéni zahrnuje hodnoceni mnoZstvi

mineralizovaného vépniku asociovaného s uvedenymi
chondrocyty nebo s uvedenou chondrocytdrni bunéfnou linii.

18. Lidskd bund®né linie hypertrofickych chondrocytt.

19. Bun&énéd linie podle naroku 18, kde je uvedena
bun&&nd linie fetdlniho pavodu.

20. Bunddnd linie podle ndroku 18 nebo 19, kde uvedena
buné&énd linie obsahuje onkogen.

21. Bun&&néd linie podle néroku 20, kde je uvedeny onkogen
teplotné senzitivni.

22. Bun&®ni linie podle ndroku 20 nebo 21, kde je uvedeny
onkogen SV40T antigen.

23. Zplsob pro produkci lidské bun&lné linie hypertrofickych
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chondrocyt, vy znadujici se tim, Ze obsahuje:

a) imortalizaci alespoti jedné fetdlni chondrocytdrni buiilky
za pouZiti imortraliza&niho agens; a

b) kultivovani uvedené imortalizované buriky tak, aby
produkovala populaci lidskych chondrocytérnich
bun&k odvozenych od fétu.

24. ZpUsob podle ndroku 23 vy znac¢ujici se t im,
¥Ye uvedenym imortalizadnim agens je onkogen.
25, Zplsob podle ndroku 24 vy zna c¢ujici se t im,

Ye uvedeny onkogen je teplotn& senzitivni.

)

26. Zpusob podle néroku 24 nebo 25 vy znadcu jic
s e t im, %e uvedeny onkogen je SV40T antigen.

27. Zptsob podle néroku 25 nebo 26 vy zna & uj ici
s e tim %e zpisob didle vyZaduje kultivovani uvedenych
imortalizovanych bun&k p¥i nepermisivni teploté& pro onkogen.

28. Poufiti hypertrofickych chondrocytl, nebo alespoil jedné
bun&&né linie hypertrofickych chondrocytll, pro pou?iti p¥i
poskytovani tkané kloubni matrix.

29. Zplisob pro produkci tké&né kloubni matrix pro pouziti v
hojeni a/nebo nadhradach poSkozené tkané

vyznadujici se tim Ze obsahuje:

a) poskytnuti hypertrofické chondrocytdrni bunééné linie;
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b) kultivaci uvedené bun&Zné linie za podminek

navozujicich rist matrix; a

c) ziskani uvedenych bun&k a/nebo uvedené tké&n& matrix

z

a/nebo jejich vybranych &asti.

30. Hypertrofické chondrocyty, nebo alespoil jednu bunédénou
1inii hypertrofickych chondrocytd, pro pouziti pri
identifikaci terapeutickych agens pro 1lé¢bu artritidy.

lydorece
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Ceska republika
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Patentowve naroky

1. Pou¥iti kloubniho chondrocytu jako modelu kalcifikace
matrix.

2. Pou¥iti kloubniho chondrocytu podle nédroku 1, kde je
velky podet takovych chondrocytl upraveno do formy pelet.

3. Poufiti kloubniho chondrocytu podle nédroku 1 nebo 2, kde
uvedené chonrocyt (y) jsou zralé nebo jsou odvozené od
zralého jednotlivce a preferovan& od jednotlivce trpiciho
nebo majiciho predispozici pro artritidu.

4. Pou¥iti kloubniho chondrocytu podle ndroku 1 nebo 2, kde
jsou uvedené chondrocyt (y) fetdlniho plvodu.

5. Pou¥iti kloubniho chondrocytu podle ndrokd 1 aZ 4, kde je

uvedeny chondrocyt poskytnut jako bun&fnd linie.

6. Poufiti kloubniho chondrocytu podle ndroku 5, kde je
uvedena bun&fna linie lidského pavodu.

7. Pou¥iti kloubniho chondrocytu podle jakéhokoliv
z predchozich narokli, kde uvedeny chondrocyt obsahuje
onkogen.

8. Pou¥iti kloubniho chondrocytu podle ndroku 7, kde je
uvedeny onkogen teplotné senzitivni.
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9. Pou¥iti kloubniho chondrocytu podle ndroku 8, kde je
uvedeny onkogen SV40T antigen.

10. Zptsob pro produkci bun&éné linie kloubnich chondrocytt,
kterd mineralisuje vdpnik vy zna dujici se tim,
e obsahuje:

a) imortalizaci alespoil jedné prekursorové lidské kloubni
chondrocytédrni buitiky za pouZiti imortaliza&niho agens; a

b) kultivovani uvedené imortalizované buiiky tak, aby
produkovala populaci lidskych kloubnich chondrocytérnich
bunék.

11. Zplsob podle ndroku 10 vy znadujici se tim,
Ye uvedenym imortalizalnim agens je onkogen.

12. Zplsob podle nédroku 11 vy zna d¢ujici se tin,
¥Ye uvedeny onkogen je teplotné& senzitivni.

13. ZplUsob podle naroku 12 vy z n a Cujici se tim,

Ye uvedeny onkogen je SV40T antigen.

14. Zpusob podle ndroku 12 nebo 13 vy zna ¢ uj ici
s e t im Ze zplsob didle vyZaduje kultivovani uvedenych
imortalizovanych bun&k p¥i nepermisivni teploté& pro onkogen.

15. PouZiti alespoifi jednoho kloubniho chondrocytu, ktery
mineralizuje vépnik, pro identifikaci terapeutickych agens
pro lé&bu artritidy.
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16. Zpusob pro vyvoj terapeutickych agens pro 1é&bu artritidy,
vyznadéujici se tim Ze obsahuje:

a) vystaveni chondrocytl, nebo alespor jedné
chondrocytdrni bun&fné linie, obsahujici kloubni
chondrocyty, které mineralizuji vépnik, alespoii jednomu

testovanému agens; a

b) pozorovani charakteru odpové&di na uvedené testované

agens.

17. Zpusob podle ndroku 16 vy zna ¢ujici se t im,
Ye uvedené pozorovani zahrnuje hodnoceni mnoZstvi
mineralizovaného vapniku asociovaného s uvedenymi
chondrocyty nebo s uvedenou chondrocytdrni bunéfnou linii.

18. Lidskd bun&¥nd linie hypertrofickych chondrocytid, kde
uvedend bundénd linie je fetdlniho pivodu.

19. Bun&®na linie podle ndroku 18, kde uvedena
bun&&nd linie obsahuje onkogen.

20. Bun&&ni linie podle ndroku 19, kde je uvedeny onkogen
teplotn& senzitivni.

21. Bun&%ni linie podle ndroku 19 nebo 20, kde je uvedeny
onkogen SV40T antigen.

22. Zptsob pro produkci lidské buné&fné linie hypertrofickych
chondrocytd, vy zna d&ujici se tim, Ze obsahuje:
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a) imortalizaci alespoii jedné fetdlni chondrocytdrni buiiky

za pouziti imortralizadniho agens; a

p) kultivovéni uvedené imortalizované buiiky tak, aby
produkovala populaci lidskych chondrocytérnich
bun&k odvozenych od fétu.

23. Zptsob podle ndroku 22 vy z n a gujici se tim,
%e uvedenym imortalizalnim agens je onkogen.
24 . Zplisob podle ndroku 23 vy z n a gujici se tim,

%e uvedeny onkogen je teplotn& senzi

tivni.

[N
Q
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25. Zpusob podle ndroku 23 nebo 24 vyznadcuij
s e t im, %e uvedeny onkogen je SV40T antigen.

26. Zpusob podle naroku 24 nebo 25 vy znadc¢ujici
s e t im, ¥e uvedeny zpusob déle vyZ¥aduje kultivovani
uvedenych imortalizovanych bundk p¥i nepermisivni teploté

pro onkogen.

27. Pou¥iti hypertrofickych chondrocytt, nebo alespoil jedné
bun&®né linie hypertrofickych chondrocyti, pro pouZiti pfi

poskytovani tkané kloubni matrix.
28. Zpusob pro produkci tkan& kloubni matrix pro pouZiti v
hojeni a/nebo ndhradach pogkozené tkané

vyznad¢uijic i se t im %e obsahuje:

a) poskytnuti hypertrofické chondrocytdrni bun&iné linie;
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b) kultivaci uvedené bun&né linie za podminek

navozujicich rist matrix; a

c) ziskani uvedenych bunék a/nebo uvedené tkéné& matrix

2

a/nebo jejich vybranych &asti.

29. Hypertrofické chondrocyty, nebo alespoili jednu bun&lnou
1inii hypertrofickych chondrocytl, pro pouZiti pfi
identifikaci terapeutickych agens pro 1é8¢bu artritidy.
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