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Zpisob produkce jednotek vytvarejicich bunécné kolonie in
vitro ve vyrobnim méfitku z explantath savéi tkané zahrnujici
stupné a) péstovani kousku explantatu sav¢i tkané

v kultivaénim médiu s cilem ziskat z nezralych bunék
obsaZenych v kousku explantétu jednotky vytvarejici bunétné
kolonie a b) ziskdvani bunék z jedné nebo vice jednotek
vytvarejicich kolonie pro pouziti v autolognich zptisobech
implantace a transplantace bunék. Explantat sav¢i tkané se
vybere ze skupiny, kterou tvofi chrupavka, kost jako naptiklad
kostni dien, pojivova tka, svalova tkan jako napfiklad tkan
hladkého svalstva, srde¢ni tkan, jaterni tkan a tkan kosterniho
svalstva, koZni tkan jako napfiklad okostice, slizni¢ni tkan,
mozkova tkar, tkan pankreatu a krevni cévy. Explantét savci
tkané predstavuje pfedevsim chrupavka, jako napiiklad
elastickd, vazivovd, hyalinni nebo artikularni hyalinni
chrupavka. Ziskané buriky jsou vhodné pro pouZiti

v autolognich implantaénich a transplantacnich metodach. Ve
specifickém provedeni jsou ziskané buiiky chondrocyty
pouZzitelné zvlaste pro autologni metody implantace
chondrocytit (ACI).



ZlepSeny zplUsob kultivace sav&ich bunék in vitro pro autologni

zpUsoby implantace a transplantace

Oblast techniky

Vynalez se tykd zplsobul, pfepravnich terapeutickych
souprav a vyrobni jednotky pro produkci jedné nebo vice
jednotek vytvarejicich buné&né kolonie (CFU) z explantatli savéi
tkéané a dédle uZiti bunék z takovych jednotek vytva¥ejicich
bunécné kolonie v terapii, zvl4a3té& pro autologni bun&&nou 1lé&bu
savcu trpicich tkanovymi poruchami.

Riznymi tkanovymi poruchami nebo poruchami souvisejicimi s
tkédnémi trpi mnoho savcl jako jsou 1lidé, domaci a/nebo
dostihova zvirata. Témito tké&némi mohou byt chrupavka, kost
jako napfiklad kostni d¥efi, pojivova tka&fn, svalova tkan jako
napriklad tk&n hladkého svalstva, srde&ni tkan, jaterni tkan a
tkan kosterniho svalstva, koZni tkad jako napfiklad okostice,

slizniéni tkan, tka&n mozku a pankreatu.

Dosavadni stav techniky

Pokud jde napriklad o tk&n chrupavky, roné se v USA a v
Evropé dohromady provadi milion artroskopickych operaci a
celkovych ndhrad kloubl jenom na lidech. V tom je zahrnuto asi
90 tisic totdlnich nédhrad kolennich kloub®ll a kolem 50 tisic
operaci korigujicich poruchy samotnych kolen jenom v USA za rok
(Praemer, A., Furner, S., Rice, D.P.: Musculoskeletal
Conditions in the United States, Park Ridge, Ill.: American
Academy of Orthopaedic Surgeons, 1992, s. 125).

Sebeobnova kloubni chrupavky u lidi je pomaly proces,
protoZe mnohé chondrocyty ztraceji uZ v prvnim roce Zivota svou
schopnost mitdézy. Lze predvidat, Ze se poruchy kloubni
chrupavky, zvlasté u zaté&Zovanych kloubl, budou vyvijet smérem
k osteoartritidé€. Tomuto negativnimu vyvoji nemiiZe zabranit
zadny z obvyklych lé&ebnych zplusobu.

Navrtani subchondrdlni kostni tkané miZe vést ke vzniku
vazivové chrupavky, jeZ neni elastickd a lze ji hodnotit jen

jako doCasnou pomoc pozvolna degradujici. Pokusy na zvifatech
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prokazaly, Ze introdukce pomnoZenych chondrocytd jako jsou
kloubni chondrocyty miZe spolehlivé vést k rekonstrukci
kloubnich poskozeni (Robinson, D. a dalsi, Isr. Med. Assoc. J
2000, ¢. 2, s. 250).

-7

Mezi ruaznymi rasami koni v USA a v Evropé je registrovéno
kolem 5 miliond drahych plnokrevnikd pouzZivanych pfi kofiskych
dostizich, z ¢ehoZ asi odhadovanych 60 % koni pfimo nebo
neprimo pat¥i vlastniklm v USA. Ze vSech konskych ras jsou
plnokrevnici nejCasté&ji postiZeni degenerativnimi poruchami
kloubd, vétSinou v podobé disekujici osteochondrolyzy (OCD).
NejCastéji napadeny kloub je tak zvany femoropatelarni kloub,
kolenni kloub na zadni noze. Nejobvyklejsi vék v némZ se u koni
a zvlasté u zavodnich koni vyviji OCD je mezi 1 a 6 léty. Tato
porucha se vyskytuje tim castéji, ¢im dfive (1 rok nebo méné)
se zaCind s tréninkem plnokrevnikdl.

Chirurgicky artroskopicky zésah se vétSinou pouzZiva v
pripadech s klinickymi symptomy. Asi 64 % lécCenych koni se
vraci k d¥ivéjsSimu uziti (zavodéni a podobné). Asi 35 % koni se
nemizZe vratit k d¥ivéjsim dostihovym aktivitdm nebo m& sniZenou
schopnost dosédhnout dfivéjsi vykonnosti.

Druhou pozorovanou poruchou oznacovanou jako OCD je
fragmentace zadni ¢asti nartniho kloubu proximalné nebo
plantdrné od prvniho prstového ¢lanku nebo spénkové kosti.
Tretim Castym traumatickym stavem dostihovych koni je poSkozeni
chrupavky kloubniho hrbolu hlezenni kosti koné, jeZ v3ak neni
pravym OCD. OCD ramennich kloubd Casto zasahuje rozsahlé
oblasti povrchu kloub® a obvykle dochdzi k sekundérni
osteoartritidé.

Byly pokusy na pacientech s vyc¢isténim a zarovnénim
povrchu struktury chrupavek pomoci subchondrdlnich vrtl, odéru
a podobné, pricemZ se téZ odstranovala nemocnd chrupavka a
dokonce i subchondrdlni kost (Insall, J., Clin. Ortop., 1974,
101: 61; Ficat, R.P. a dalsi, Clin. Ortop. 1979, 144: 74;
Johnson L.,L., vydavatel McGinty, J.B., Operative Artroscopy,
New York, Raven Press, 1991, s. 341). Dosud v3ak trva pot¥eba

zpUsobu regenerativni 1é&by nebo korekce poruch chrupavky,
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ktery by bylo moZno pouZit v Casném stadiu podkozeni kloubu,
¢imZz by se sniZil pocet lidskych pacientd sm&Fujicich k budouci
chirurgické ndhradé kloubu kloubem umé&lym. Krom& toho by bylo
vyhodné, kdyby se tento zpusob hodil pro pouZiti autologniho
materidlu, to znamend materidlu z téhoZ savce bé&hem celého
lécebného procesu nebo alesponl b&hem jeho kritickych stupiid.

Oprava defektl kloubni chrupavky se téZ miZe provadét
jinymi zplsoby neZ bé&Znym chirurgickym zakrokem nebo
medicinalni 1écbou. Pomérné novy zplsob obnovy kloubni
chrupavky byl pojmenovdn autologni implantace chondrocytt
(ACI).

Implantace chondrocytl se projevila jako klinicky G&innd
pfi obnové hyalinni chrupavky v izolovanych patologickych
lézich chrupavéitého materidlu lidskych kolen v jeho plné
tlousStce. Implantaci chondrocytu lidskym pacient@m provedlo s
vynikajicimi vysledky nékolik autor® (Brittberg a dal3i, 1994,
New Engl. J. Med.; Minas, T., Am. J. Orthop., 1998, 11: 739),
(Roberts, S. a dalsi, Arthritis & Rheumatism, sv. 44, &.. 11,
listopad 2001, ss. 2586-2598).

Zpisob jako na3iti ne3té&peného transplantdtu okostice
(sejmutého napfiklad z holenni kosti) na poSkozeni se v
souCasnosti pouzivad jednak jako léZebny postup sam o sobé&, nebo
v kombinaci s implantaci kultivovanych autolognich chondrocyt.
Zpusoby pouZiti této kombinace vyvinul hlavn& Brittberg a
dalsi. Buniky kultivované zpusoby popsanymi Brittbergem a
dalsimi se pouZivaji p¥i autologni implantaci v kolennich

kloubech pacienta.

Podstata vynédlezu

Cilem vyndlezu je nabidnout zplsoby a prostfedky pro
odebrani kousku explantdtu savéi tkané&, z tohoto kousku savéi
tkané vyprodukovat jednu nebo vice jednotek vytvarejicich
bunécné kolonie (CFU) a pouZit jednotky vytvafejici bun&éné
kolonie v 1) autologni bun&&né terapii, zvl1a3t& pro léd&bu savce
postiZeného tk&novymi poruchami a 2) pro zpésoby vedouci k

medicindlnim kompozicim nebo jako diagnosticky néstroj.
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V jednom aspektu se vyndlez tykad zpusobu autologni buné&d&né
1&Cby savce postiZeného tkéfiovou poruchou nebo poruchou ve
vztahu k tkanim, pficemZ tento zpusob zahrnuje podavani savci,
ktery takovou léc¢bu potfebuje, dostatedného mnoZstvi jedné nebo
vice jednotek vytvé¥ejicich bun&fné kolonie nebo kompozice
obsahujici jednu nebo vice jednotek vytvafejicich buné&c&né
kolonie.

Vynalez se dale tyka& zplsob®i, pohotovostnich souprav a
vyrobnich jednotek pouZitelnych p#i produkci jedné nebo vice
jednotek vytvafejicich buné&&né kolonie (CFU) ze sav&i tkané.

Proto se v prvnim aspektu tento vyndlez tykéd zplsobu
produkce jednotek vytvafejicich bunééné kolonie in vitro z
explantatu savci tkané, ktery zahrnuje stupné stimulace a
kultivace kousku explantatu savéi tkané v kultivaénim médiu s
cilem produkovat jednotky vytvafejici buné&&né kolonie odvozené
od nezralych bun€k z kousku explantdtu, a ziskani jedné nebo
vice jednotek vytvarejicich bun&&né kolonie pro autologni
buné&nou implantaci.

V jiném aspektu se vyndlez tykd jedné nebo vice jednotek
vytvafejicich bunééné kolonie produkované uvedenymi zplisoby,
pficemZ jsou jednotky vytvarejici buné&né kolonie uZite&né v
lékafstvi nebo se mohou pouzZit jako diagnosticky prostredek.

V dalSim aspektu se vynadlez tyk& pfepravni soupravy pro
odbér explantatu save&i tk&né z organismu savce, pricem3
souprava obsahuje né&stroj pro odebrédni explantatu sav&i tkéné
ze savCi tkané a prepravni kontejner pro ochranu a dopravu
explantatu sav&i tkané, a pfipadné& i navod pro pouZiti néastroje
pro odebrani tkané.

V jesté dalSim aspektu se vyndlez tykd dodavkové
pohotovostni soupravy obsahujici kontejner obsahujici suspenzi
bunék ziskanych z jedné jednotky vytvéa¥ejici bun&&né kolonie
nebo ze skupiny jednotek vytva¥ejicich buné&&né kolonie v
nosiCi. Kromé toho miZe dodavkova souprava obsahovat chrupavku
nebo styénou membrénu (viz nap¥iklad WO 01/06949 o
podrobnostech téchto membran).

V jiném aspektu se vyndlez tykd diagnostické metody pro
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stanoveni biologickych aktivit kousku explantatu sav&i tkané v
kultiva¢nim systému in vitro, pficemZ tato metoda zahrnuje
stupné kultivace kousku explantdtu sav&i tké&né& obsahujiciho
matrix a bufky v kultivaénim médiu v nadobé& pro kultivaci
tkani, a zkoumdni a analyzu alespon &asti obsahu nadoby pro
kultivaci tké&ni s cilem ziskat informace o povaze explantitu
savCi tkané tykajici se zvlasté sloZeni matrix a/nebo informace
tykajici se bunék ziskanych z explantdtu a jednotek
vytvarejicich bunécné kolonie.

V poslednim aspektu se vyndlez tykd vyrobni jednotky pro
produkci jednotek vytvafejicich buné&&né kolonie in vitro z
explantatu sav¢i tkéné, kterd zahrnuje prost¥edky pro 1)
vneseni kousku explantatu sav¢i tké&né do nadoby pro kultivaci
tkané&, 2) pfidéni kultivaéniho média do néadoby pro kultivaci
tkané, 3) stimulaci a kultivaci migrujicich bun&k z kousku
explantatu savci tkdné do kultivadniho média a 4) uziti
uvolfiovaciho média v naddobé& pro kultivaci tkani.

Vyndlez nabizi nové zplsoby a prostfedky pro izolaci
bunék a produkci jedné nebo vice jednotek vytvafejicich buné&&né
kolonie z kousku tka&nového explantdtu bez nutnosti pouZivat
degradujici enzymy v poclatedéni operaci izolace buné&k s uZitim
biopsie (odebréni a zkoumdni tkafiového vzorku). Vynélez

poskytuje nové terapeutické zpusoby autologni povahy pro savce

pro léc¢bu tkanovych poruch.

Prehled obrazkd na vykresech

Vynadlez se dale objasnuje odkazem na obrézky, mezi nimiZ:

Obr. 1 je schematické zndzornéni nadstroje pouZitelného podle
vynalezu pro ziskéni explantidtu sav&i tka&né& definovaného
rozméru,

Obr. 2 ukazuje nezralé buiiky migrujici z explantati
chrupavky a kosti, jeZ p¥i spolecné kultivaci produkuji
jednotky vytvarejici buné&né kolonie rlznych fenotypta. Horni
kolonie napravo je osteogenni CFU (jednotka vytvafejici
kolonie). Dolni kolonie nalevo je chondrogenni CFU,

Obr. 3 ukazuje jednotky vytvédfejici kolonie ziskané ze sedmi
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raznych zdroju typu explantdtd lidskych chrupavek,

Obr. 4 ukazuje explantdt chrupaviité tkané& ziskany néastrojem
na obrazku 1. Migrujici bunky jsou dobfe vidét vné& povrchu
explantatu tkané chrupavky,

Obr. 5a a b ukazuje explantdty chrupavky a jednotky
vytvarejici bunééné kolonie po 4 tydnech kultivace p#i pouZiti
zafizeni vyrobni jednotky,

Obr. 6 ukazuje chondrogenni buiiky ziskané z chrupavky po
aplikaci cholagendzy. Jednovrstevnd kultura vykazuje fenotypové
zmény a fibroblastickou morfologii po 1 tydnu kultivace,

Obr. 7 ukazuje okrajovou Cast jednotky vytvafejici bunéclné
kolonie nezralych chondrogennich bunék. Nezralé buiiky z buné&éné
kolonie byly izolovany a selektovadny systémem chrupavkového
explantatu. Bunky ukazuji chondrogenni fenotypy, z nich nékteré
s extenzivni produkci matrix,

Obr. 8 ukazuje snimek z elektronové mikroskopie nové vzniklé
chrupavky vyvinuté v jednotce vytvafejici kolonie v kultivaéni
nadobé. Nové vytvorend tkan se skladd z fibril ziskanych z
kolagent typu II, IX a XI a velkych shlukl agrekanu sloZeného z
hyaluronanu, vazebnych proteinli a proteoglykan. Reté&zce
proteoglykant p¥i fixaci zkolabovaly a jsou vid&t jako &erné
sférické globuldrni struktury v té&sné blizkosti molekul
kolagentl II, IX a XI. Tento snimek z elektronové mikroskopie
dokazuje, Ze bunky chrupavky z jednotek vytva¥ejicich kolonie
sekretuji velké mnoZstvi molekul hyalinni chrupavky, coZ
dokazuje vyraznou diferenciaci kultivovaného chondroblastu,

Obr. 9 se tykd pfikladu 9. Obrazek 9a ukazuje jednotku
vytvarejici kolonie z explantdtu z menisku a obrézek 9b ukazuje
zadbér zblizka na nezralé bunky p¥itomné v jednotce vytvafejici
kolonie a ziskané z explantdtu z menisku,

Obr 10 se tykd obrdzku 7. Obrazek 10a ukazuje jednotky
vytvarejici kolonie vytvofené z tkdné pacientd &. 21-30. Byly
obarveny safraninem O. Obrazek 10 b ukazuje jednotky
vytvarejici kolonie ziskané z jedné biopsie (odebraného vzorku)
chrupavky. Byly obarveny gencidnovou violeti.

Z vySe uvedeného je z¥fejmé, Ze tento vyndlez je pouZitelny
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pro jakékoliv buniky, jeZ lze ziskat ze savCi tkéné. V
nadsledujicim textu se vyndlez dokumentuje hlavné

na prikladu tk&né chrupavky a to jen pro ilustracni uGcely.
Proto se vynédlez nemd na chrupavkové tkané omezovat.

Hlavni roli v otézce Gspéchu bunécné implantace hraje stav
a homogenita bunék urc¢enych k implantaci. V pfipadé implantace
chondrocytd je nejdileZitéjsi, aby chondrocytovd kultura byla
Zivotaschopnd a vhodnd pro pomnoZovani a po implantaci schopnéa
produkovat dostatecné mnozZstvi matrix. Je dualeZité, aby
chondrocyty urcené k implantaci byly kultivovédny v podminkéach
nejohleduplnéjSich a nejp¥isnéjsich kultivacnich metod, jeZ by
vyluCovaly zbyteéné enzymatické poSkozeni buné&cné membrany a
souc¢asné umoznovaly ziskdni optimdlni chondrocytové kultury pro
produkci zdravé hyalinni kloubni chrupavky. PouZiti zplsobl
kultivace bunék co nejjemnéjsSich viac¢i chondrocytiim md prvoradou
dilezitost pro ziskani dostate&né& zdravych bundk implantéatu,
schopnych interakce s okolnim prostfedim chrupavky in vivo.
TotéZ plati i pro jiné bunky ziskané ze sav&i tkané a
kultivované mimo organismus savce a potom autologné prenesené
po bunééné kultivaci zpét do téhoZz savce.

Ve zpravé Brittberga a dals$ich (1994, New Engl.J.Med.;
Minas,T., Am.J.Ortop., 1998, 11:739) popisujici nékteré z
prvnich vysledkld autologni implantace chondrocytll pacientim s
poruchami chrupavky se konstatuje, Ze dva mésice po implantaci
kultivovanych chondrocytl se dominantni Cast obnovované tkéané
pfeméni na vazivovou chrupavku, jeZ nemd stejné biochemické
vlastnosti jako hyalinni chrupavka. Tento problém miZe byt ve
vztahu k pozorovéani, Ze se izolované chondrocyty kultivované na
plastovych povr$ich dediferencuji na buiiky typu fibroblastl a
ne na chondrocytovy fenotyp. Tento problém se mizZe tykat i
jinych buné&k kultivovanych v naddobédch pro tkafiovou kultivaci,
dokud se z bunék nevytvofi jednovrstevnd kultura. V pfipadé
jednovrstevné kultury se tato kultura z plastového povrchu
uvolnuje pomoci enzymu jako napfiklad trypsinu a buriky uvolnéné
z jednovrstevné kultury se pfenesou do jiné nédoby pro tkanovou

kultivaci pro dalsi kultivaci.
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V misté poSkozeni tkané& dochézi po buné&né implantaci k
diferencia¢nimu procesu buné&k. Kultivované bufiky prochazeji
fadou buné¢nych promén s kone&nou diferenciaci na pavodni
fenotyp v misté& implantace buné&k. Reparace tkané& proto zavisi
na stupni a typu diferenciace implantovanych bunék. Méné&
diferencované a nezralé bufiky, napfiklad bufiky izolované
zpusobem explantace chrupavky podle tohoto vynalezu, jsou
schopny zucastnit se lokdlniho opravného procesu, protoZe tyto
typy bunék neztratily svou schopnost dédle se v mist& implantace
diferencovat a zrat. Kone¢né zrani implantovanych buné&k by se
mélo fidit podle mistniho prostfedi v mist& implantace, aby se
zajistila fenotypové sprdvnd syntéza matrix a spravny vyvoj
bunék. V tomto p¥ipadé budou buiky produkovat reparativni tkan
jako je hyalinni chrupavka s morfologickymi vlastnostmi jako méa
podkozend tkan. Ve srovndni s tim maji bufiky v kone&ném stadiu
diferenciace jako jsou zralé chondrocyty p¥itomné v chondronech
men3i schopnost zGcastnit se po bun&éné implantaci opravnych
procesu. Tyto typy bunék jsou Casto izolovany spole&néd s
kolagenem pfi obvyklych zplsobech izolace kolagendzou popsanych
jinde v tomto textu.

Systém explantace je zaloZen na koncepci, kterd pouzivé
matrix chrupavky jako "vazebny a dodavkovy" systém pro rlistové
a diferenciacni faktory urcené pro rlizné bufiky v extracelularni
matrix. Rastové a diferenciaéni faktory pfitomné v telecim
fetalnim séru nebo zv1ast pfidané do média jako rekombinantni
peptidy jsou schopny vazat se v chrupavce pomoci vazebnych
proteind pfitomnych v matrix jako je nap¥iklad dekorin,
biglykan a fibromodulin. Tento vazebny a dodavkovy systém miZe
prodlouZit polocas trvani rlznych rustovych a diferenciadénich
faktorl pritomnych v kultivaénim médiu, coZ znamend, Ze tyto a
jiné faktory jsou lépe chrénény pfed proteolyzou, kdyZ jsou
nejdfive vazany na své prirodni p¥echodné molekuly v matrix,
jeZ jsou "dopravnimi prost¥edky" k rliznym buné&&nym receptorlm.

Kromé toho lze predpokladat vy$3i stupefl stimulace buné&k
ristovymi a diferenciadnimi faktory, protoZe v teritoridlnich

i v interteritoridlnich kompartmentech dochizi v okoli
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periceluldrniho lemu k vétSimu mistnimu nahromadéni faktord ve
srovnani s koncentraci téchto faktorl v kultivac¢nim médiu.
Vy$8i mistni koncentrace téchto faktord vadzanych na jejich
pfirodni ligandy v matrix a pozdéji dodavanych vazebnym
receptorum (naptriklad IGFI-R, TGF beta-R, bFGF-R) stimuluje
receptory k tvorbé klustrd na membrané plazmy, dédle indukuje
nitrobunéénou signalizaci (signal transduction) a stimulaci
ruastu.

Pro stimulaci a rist rtznych bunék v matrix je
prirozenéjsi a U¢innéjsi zahdjit proces rustu a diferenciace v
jejich pfirozené extraceluldrni matrix neZ oddélit bunky od
pfirozenych sloZek matrix, z niZ pochézeji, obvyklymi zplsoby
digesce kolagenéazou.

Schopnost chondroblastd nebo chondrocytd zachovat si
Zivotnost v chrupavkovych explantdtech i za nepfitomnosti
teleciho fetdlniho séra nebo jinych pfidanych ristovych faktort
dale naznacuje, Ze bunky jsou chrénény extraceluldrni matrix.
Kromé& toho bylo v nedadvné dobé v nasi laboratofi prokdzano, Ze
obvykl4d digesce matrix kolagendzou vyrazné po3$kozuje mnoho
izolovanych bunék a jiné usmrcuje buné&cnou apoptdzou. Tyto
vysledky déle zduaraznuji dileZitost co nejdiaslednéjsiho
zachovavani integrity prostfedi bunék a matrix pfed tim, neZ se
bunky kultivované v kultivacni nddobé uvolni pro findlni
implantaci.

Druhym problémem predstavuje p¥i kultivaci sav&ich bunék
ziskani homogenni bunécné kultury obsahujici buniky stejného
pGvodu a soucasné v dobrém stavu. Pro uvolné&ni bunék ze savii
tkané se obvykle uZivaji proteolytické enzymy, které nici
normalni strukturu tkadné takovym zpusobem, Ze po enzymatickém
oSetfeni neexistuje Zadnd integrdlni ¢&&st tkéné. P¥ihlasujici
vynalezci vSak zjistili, Ze existuje obrovskd rozmanitost v
kvalité a kvantité uvolnénych bunék v zavislosti na citlivosti
bunék nebo matrix vaci pouzZitému proteolytickému enzymu a na
umisténi a typu bunék uvnitf¥ savcéi tkané.

V soucCasné dobé se bunky savéi chrupavky uvoliiuji s

pouzitim p¥ibliZné 100 aZ 150 mg proteolytické kolagendzy na 1
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mg tkanového materidlu pusobicich po ur&itou dobu. B&hem této
doby se bunky a dal3i komponenty matrix uvolfiuji z tkané.
Nedigerovany a dezintegrovany tkafovy materidl se z uvolné&nych
bunék odstranuje napfiklad odst¥ed&nim nebo filtraci a butiky se
kultivuji v kultivacnim médiu. P¥ihla3ujici vyndlezci v3ak
zjistili, Ze pouZiti podobnych enzymatickych zplsobtl ma za
nasledek izolaci bun&k riznych fenotypl a rGzného pévodu. B&hem
dalsi kultivace se nejZivotné&j3i bufiky pomnoZi a kone&na
kultura bude smé&si buné&k. Navic bylo zjidté&no, Ze tato
pocCatecni enzymatickad uUprava bun&k miZe mit za nasledek
nezadouci vlastnosti kultivovanych buné&k implantovanych do
savce.

Ve struCnosti lze fici, Ze vySe uvedeny systém kultivace
bunék popsany v textu na explantdtech chrupavky jako jeden
pfiklad pomnoZeni buné&k z explantatd in vitro m& mnoho dal$ich
pfednosti ve srovnani se zndmymi zpusoby izolace a kultivace
chondrocytll. Jak bylo uvedeno vy$e, buiky z chrupavky si v
explantdtech udrZuji svlj stav diferencovany v matrix zatimco
probih& proces "pfirodni" stimulace a pomnoZovani bunék. Za
druhé nejsou buniky vystaveny vysokym koncentracim Zkodlivé
proteolytické aktivity napfiklad p#¥i digesci matrix
kolagenazou. Za tfeti se s timto kultivaénim systémem ve
vyrobni jednotce sndze pracuje a za &tvrté jsou vyrobni naklady
nizsi ve srovnani s bé&Znymi zplUsoby enzymatické digesce,
protoZe explantdtovy systém vyZaduje v prib&hu procesu izolace
bunék i v celém procesu buné&&né kultivace méné& préace a
pozornosti.

Pfedmétem vynédlezu je nabidnout obecny zplsob, v némZ se
savci odebere kousek sav¢i tkdné a v némZ buifiky v kousku savéi
tk&dné neni tfeba pfed kultivaci uvolfovat. Kultivace kousku
savCcil tkané vede ke vzniku jedné nebo vice jednotek
vytvatejicich kolonie, jeZ se pouze v zav&ru uvoliuji udinkem
enzymi z povrchu nddoby pro kultivaci tkani a dale je tento
zpusob autologni.

Vynalez se rovnézZz tykad zplsobu autologni 1é&by savce

trpiciho tka&novou poruchou nebo poruchou tkanového puvodu,
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pricemZz tento zplsob zahrnuje podadvéani savci, ktery to
potfebuje, bunék ziskanych vyrobni aplikaci vynélezu.
Priklady p¥isluSnych tké&novych poruch nebo poruch
tkanového ptvodu predstavuji pfipady vybrané ze skupiny, kterou
tvori reparace defektd artikuldrni hyalinni chrupavky v
kloubech, napravy poruch defektd hyalinni nebo vazivové
chrupavky v meziobratlovych ploténkach, opravy poruch defekta
hyalinni nebo vazivové chrupavky hrtanu, modelovani pojivové
tkadné obsahujici elastickou chrupavku pouZivanou v plastické
chirurgii, reparace poruch struktury kosti zplsobenych
osteoartritidou, osteocartrédzou, osteopordzou, defektnich
kostnich struktur zpusobenych komplikovanymi zlomeninami a
atrofickou pseudoartrdzou, oprava neuspokojivé struktury
Celistni kosti zpusobené nap¥iklad pouZitim titanového Sroubu
pfi stomatologickém zdkroku, 1lé¢ba a oprava koZnich popalenin
nebo jinych koZnich poSkozeni zpusobenych traumaty a koZnimi
tumory jako napriklad hemangiomy a zhoubnymi néddory jako
melanomy, obnova stény srdec¢ni komory po infarktu, naprava
chorob ve vztahu k centralni nervové soustavé jako je
Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba, demence,
roztrouSena skleréza a dalsi systémové mozkové choroby,
reparace zanétu sitnice ruzného patologického pavodu, oprava
pankreatické tkané v souvislosti s diabetem typu I a/nebo II,
reparace cirhdézy jater, ztukovaténych jater a rekonstrukce
jaterni tkané po odstranéni primdrnich jaternich karcinomi

stejné jako jaternich metastaz, a zlepSeni struktury jater u

déti s vrozenymi defekty.

Definice

V kontextu této prihlasSky a vyndlezu se pouZivaji vyrazy
takto definované:

Terminem "autologni bunécnd implantace nebo transplantace"
se m& rozumét zplsob, pfi kterém se z organismu savce odebere
biopsie (vzorek) nebo bufiky a tyto bufiky se kultivuji a pozd&ji
vraceji do organismu téhoZ savce.

Terminem "jednotka vytvarejici buné&&né kolonie" se ma
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rozumét kolonie bunék téhoZ plvodu, to znamend odvozenych od
jediné bunky jako napriklad od nezralé bufiky, jeZ migrovala z
kousku explantadtu savc¢i tkadné a zacala se dé€lit a vytvaret
bunécnou kolonii stranou kousku explantdtu savéi tkéané (Obr.
2) . Jednotka vytvafejici buné&éné kolonie obsahuje butiky v
neékolika vrstvéach, z nichZ prvni adheruje na vnit¥ni povrch
nadoby pro kultivaci tk&né&, v niZ se jednotka vytvarejici
bunécné kolonie kultivuje a pomnoZuje. Jednotka vytvafejici
bunécné kolonie zvétSuje svlj objem jak ve svislém sméru rlistem
priméru jednotky vytva¥ejici buné&&né kolonie, tak vodorovn&.
Proto se typicky jednotka vytvad¥ejici bunécéné kolonie 1i8i od
jednoduché vrstvy bunék, protoZe jde o vicendsobnou vrstvu
bunék vytvéf¥ejici bunécny klon.

Terminem "explantat save&i tkané&" se ma& rozumét &ast savdi
tkané, jeZ se explantovala z organismu savce pomoci vhodného
nastroje. Explantdt miZe obsahovat vice neZ jeden druh tkéang,
napfiklad v pripadé explantace tkané z kolena miZe explantéat
obsahovat chrupavkovou i kostni tka&n. V kontextu tohoto
vyndlezu se explantace tk&né vhodné& provaddi reprodukovatelnym
zpUsobem, to znamend pomoci dobfe definovaného nastroje a dobfe
definovaného zpusobu.

Terminem "kousek explantdtu savéi tkané&" se mad rozumét
¢ast explantdtu savéi tkdné definovaného vy3e. Je vyhodné kdyZ
tato Cast mad dobfe definovany rozmér a ziskad se z explantétu
savCil tkané seSkrabovadnim nebo krajenim na malé kousky. Pro
nékteré UCely mlZe byt Zadouci pouzZit specifickou &&st
explantatu. Obvykle se tato ¢ast odebere ze savéiho organismu a
pouzije pro vytvofeni jedné nebo vice jednotek vytvafejicich
bunéCnou kolonii jak definovano vy$e. Za pomoci urcitych
faktord jsou nezralé bunky schopny migrovat z kousku sav&i
tkané do kultivac¢niho média. V kultivaénim médiu i v
explantatech se nezralé buiniky poénou pomnoZovat do nékolika
bunék a tim produkuji jednotky vytvaf¥ejici buné&iné kolonie.
Jedna nezrald bunka pfitom zaloZi jednu jednotku vytvafejici
bunécnou kolonii. Z kousku explantdtu savdéi tkané& vsak miZe

migrovat né&kolik nezralych bunék a zaloZit v jedné a téZe
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nadobé pro kultivaci tkani nékolik jednotek vytvarejicich
bunécnou kolonii. V jednom kousku explantdtu savc&i tkané mlzZe
byt pritomno nékolik druhG bunék, ale v tomto vynalezu jde o
to, Ze z kousku explantdtu savCi tkéné jsou schopny migrovat do
kultiva¢niho média nezralé buriky a zadit s pomnoZovanim. Zralé
bunky naproti tomu zlstavaji v kousku explantdtu savcéi tké&né a
tento kousek explantdtu savéi tkadné takto slouzi jako filtr
zadrZujicli urcité bunky a selektujici jiné druhy bunék. Proto
se pomoci kousku explantdtu savéi tkané dosédhne bunécné
selekce.

PouZity systém kultivace bunék explantdtu je postaven na
koncepci, jezZz pouZzivd matrix chrupavky jako prvni vazebny a
dodavkovy systém pro rlstové faktory a cytokiny urcené nezralym
bunkam obsaZenym v extraceluldrni matrix. Riastové faktory a
cytokiny pritomné v kultivac¢nim médiu pocnou difundovat do
explantatlh a po urcité dobé se v matrix ustavuji ruzné
koncentracni gradienty rustovych faktort a cytokint. Soudi se,
Ze v disledku toho nezralé buniky po&nou migrovat proti témto
gradientim. Po p¥ibliZné 1-2 tydnech kultivace jsou nezralé
buniky na povrchu explantdtd a nakonec zakladaji stranou tkané
jednotky vytvarejici buné&cné kolonie.

Termin "nezrald bunka" m& znamenat butiku shodnou s
kmenovou bunikou nebo bunku pat¥ici do generace pfedkl jako je
napfiklad prechondroblast nebo dokonce chondroblast. Nezralé
bunky jsou schopny migrovat uvnit¥# kousku explantatu savéi
tkané smérem k okolnimu kultivaénimu médiu a tyto buriky jsou
téZ schopny migrovat v samotném kultivadnim médiu. V pfipad&
chrupavkového explantdtového systému se migrace v matrix
omezuje na obvodové oblasti chrupavkové biopsie, protoZe
stimulované bufiky jsou uvnit#¥ matrix chrupavky vychytéavany
husté konstruovanou kolagenovou siti. Migrace mlZe byt
ovlivnéna nékolika faktory. Poté co migrovaly ven z kousku
explantdtu sav¢i tkéné jsou nezralé butiky schopny pomnoZovani a
zaloZeni jedné nebo vice jednotek vytvafejicich kolonii, jak

uvedeno vyse.

Terminu "migrace" se mé& rozumét tak, Ze nezralé bunky jsou
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mobilni. Tyto bufiky jsou schopny omezené migrace uvnitf kousku
explantatu sav&i tké&né&, ven z kousku explantatu savéi tkané do
kultivadniho média a uvnit?¥ kultivac¢niho média.

Termin "produkovat, zakladat"™ m& znamenat rozsahlé
pomnoZzovani nezralych bunék na malé nebo velké jednotky
vytvarejici buné&cné kolonie. Produkované buriky pochazeji z téie
rodicovské bunky a téZ se diferencuji do téhoZ typu bunky.

Termin "matrix" m& znamenat extraceluldrni bilkoviny
tkané.

Termin "oplAchnuti" mé& znamenat vystavit kousek explantéatu
savCi tké&né pusobeni kapaliny takovym zplsobem, aby se
odstranila krev, neZadouci materidl savcéi tka&né a/nebo jiné
nezadouci slozky. Tyto sloZky se mohly prichytit na kousek
explantétu savéi tkéné a lze je odstranit s pouZitim napfiklad
vodného média.

Termin "vodné médium" m& znamenat médium obsahujici vodu
a/nebo kapalinu rozpustnou ve vodé. Je vyhodné, kdyZ toto
médium obsahuje vodu. Obsah vody muzZe byt 1 aZ 100 %
hmotn./hmotn., obvykle byvad v rozmezi od asi 60 do asi 100 %.
hmotn./hmotn. Doporucené vodné médium je fysiologicky roztok s
pH od asi 5 do asi 9. Vodné médium v3ak mé& byt zvoleno tak, aby
se minimalizovalo riziko poSkozeni kousku explantd&tu savci
tkdné&, pficemZ na druhé strané musi byt schopno odstranit
neZadouci 1latky nebo sniZit jejich mnoZstvi. Toto médium mlzZe
navic obsahovat sérum nebo jiné sloZky zlepSujici oplachovy
G¢inek. Prikladem vhodného média je PBS nebo DMEM/F12.

Termin "nédstroj" md znamenat nastroj s ostrou koncovou
partii pro vsunuti nastroje do tkdné& a ma mit dobfe definovany
lumen pro vyneseni explantdtu tk&né. Nastroj miZe mit tvar
jehly jakad se ukazuje naptiklad na obrazku 1. Velikost nastroje
neni dalezitd a miZe kolisat v zAavislosti na velikosti kousku
explantdtu savéi tkadné potfebné pro ziskdni bunécné kultury.

Termin "dil&i Uprava" m& znamenat Upravu kousku explantatu
savéi tkéné s cilem ziskat otevfenou strukturu explantatu.
Uprava je tak jemnd, Ze se tkan neporuduje a tkafovy explantét

se podstatné neznehodnocuje, to znamend Ze nedochéizi k
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uvolnovani bun&k nebo jinych &&sti buné&ného explantitu. Dilé&i
Uprava usnadfiuje difdzi a/nebo migraci rlGstovych faktort,
metabolitl a nezralych buné&k do tkahového explantatu nebo z
ného ven.

Termin "kultivaéni médium" md znamenat médium schopné
vyvolat a zajistit migraci nezralych bunék z tkénového
materialu do okolniho média, jeho zachyceni na vnit#nim povrchu
nadoby pro tk&fhovou kultivaci obsahujici kousek explantatu
savCci tkané a kultivacni médium, a déle pomnoZovani a
diferenciaci nezralych bunék do jednotek vytvafejicich kolonie.

Terminem "nadoba pro kultivaci tkani" se ma& rozumét
jakakoliv bé&Znd nadoba pro kultivaci tka&ni dobfe znama
odbornikim. Nadoba pro kultivaci tké&ni miZe mit rtzné tvary a
velikosti. Tato naddoba na kultivaci tké&ni v3ak musi umoZfovat
bunkam adherovat na sténé a tam se vyvijet a musi mit alespon
jeden konec, ktery lze otevirat a zavirat.

Termin "chrupavka" ma& znamenat pojivovou tk&n obsahujici
kmenové bunky, prechondroblasty, chondroblasty a chondrocyty
uloZené v extraceluldrni matrix. Chrupavka zahrnuje hyalinni,
hyalinni kloubni, elastickou a vazivovou chrupavku.

Termin "uvolfovat" ma& znamenat uvolfiovdni buné&k z povrchu
nadoby pro kultivaci tk&ni, k némuZ buiky adheruji pri
kultivaci, a dale znamend uvolifiovani bun&k adherujicich jedna
ke druhé. Uvolnéni bunék davd moZnost ziskat bunky z bun&&né
kultury. Pfikladem ¢inidla, jehoZ je moZno uZit pro uvoliiovani
bunék, je trypsin nebo chelatal&ni pufrovy systém obsahujici
EDTA. Uvolnéni jednotek vytvafejicich bun&&né kolonie se miZe
provést 1 stirdnim bunék.

Termin "elektromagnetickd indukce" md znamenat
elektromagnetickou indukci, jejimZ vysledkem je nitrobuné&na
signalizace (signal transduction) napfiklad v bufikdch
obsazZenych v kousku explantatu sav&i tkané&, &imZ se bunky
obsaZené v kousku explantdtu sav&i tkané& aktivuji.
Elektromagnetickad indukce se vyhodné& miZe provad&t pomoci
pferudovaného nebo spojitého pulzniho pole v rozmezi od asi 0,1

do asi 0,8 mT. Jediné omezeni velikosti elektromagnetického
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indukéniho pole pfedstavuje poZadavek, aby bunky zlstaly
Zivotaschopné a schopné pomnozZovani i po aplikaci
elektromagnetické indukce.

Termin "nosic¢" m& znamenat kapalny, tekuty, polopevny nebo
pevny nosi¢. Pro farmaceutické ucely musi byt nosic
farmaceuticky pfijatelny, coZ je norma dobfe zndmé& odborniktm.
Farmaceuticky pfijatelny nosi¢ mé& tedy oznacovat jakykoliv
materidl, ktery je inertni v tom smyslu, Ze sam o sobé nema
zadny podstatny terapeuticky a/nebo profylakticky ucinek.

Termin "biologicky materidl" m& znamenat jakoukoliv
bunécnou slozZku, kterou mohou produkovat buiiky obsaZené v
jednotce vytvarejici bunécénou kolonii v mnoZstvi, jeZ dovoluje
vyrobu této slozZky ve velkém m&¥itku. Touto sloZkou mlZe byt
napfiklad jakykoliv uZitecny protein jako jsou naptriklad
enzymy, kolageny, proteoglykany, glykosaminglykany a
hyaluronova kyselina.

Termin "biochemickd analyza" m& znamenat jakoukoliv
biochemickou analyzu, kterou lze provadé&t s kouskem explantéatu
savCi tk&né. Analyza se mlZe provadét s cilem hodnotit obsah
DNA, RNA a/nebo urc¢ité bilkoviny nebo aktivitu ur&itého
genového vyvoje v bunkdch ziskanych z kousku explantdtu savci
tk&dné. Zjisti se tim stav explantédtu sav¢éi tkané. Ze stavu
kousku chrupavky ziskané ze savéiho organismu lze naprfiklad
pfedvidat budouci defekty chrupavky, napfiklad osteoartritidu a
tim i indikovat nutnost preventivni lécby pfedchazejici vyvoji
této poruchy.

Termin "porucha tké&né" ma& znamenat tkanové poruchy ve
tkédnich jako jsou defekty chrupavky, kosti, pojivové tkéné,
svalové tkané, kozZni tkédné&, sliznidéni tkéné&, mozkové tkanég,
srde¢ni tké&né&, tkané ledvin, tka&né pankreatu a jaterni tkané u
savcl. Chrupavka: - artikuldrni defekty hyalinni chrupavky v
kloubech a opravy defektd v hyalinni a/nebo vazivové chrupavce
v meziobratlovych ploténkdch. Dale defekty hrtanu v souvislosti
s poruchami pojiv v hyalinni a/nebo vazivové chrupavce. Kost: -
defektni kostni struktury vyvolané osteoartritidou,

osteoartrdzou, osteopordzou a defektni kostni struktury
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zpusobené sloZitymi zlomeninami a atrofickou pseudoartrédzou.
Dale v pripadé vadné struktury c&elistni kosti. Poruchy pojivové
tkédné: - zplUsobené koZnimi spdleninami nebo jinymi koZnimi
defekty v disledku traumat a koZnich tumord jako naptriklad
hemangiomy a zhoubnych nadord jako jsou melanomy. Sval: -
poruchy stény srdec¢ni komory v disledku infarktu. KbZe: - koZni
spaleniny nebo jiné koZni defekty v disledku traumat a koZnich
tumord jako napfiklad hemangiomy a zhoubnych nddord jako jsou
melanomy. Mozek: - choroby centrdlni nervové soustavy jako
napfiklad Parkinsonova nemoc, Alzheimerova nemoc, demence,

rozptylend sklerdza a dalsi systémové mozkové choroby. Oko: -

zdnét sitnice ruzného patologického ptvodu. Srdce: - infarkt
stény srdec¢ni komory. Pankreas: - tkan pankreatu po cukrovce
prvniho a druhého typu. Jatra: - reparace cirhdézy jater,

ztukovaténych jater a rekonstrukce defektd jaterni tkané po
odstranéni primdrnich karcinomd jater a jaternich metastaz.

Krom& toho strukturni poruchy jater déti s vrozenymi defekty.

Zpusoby produkce jednotek vytvdrejicich bunécdné kolonie in
vitro ve vyrobni jednotce

V jednom aspektu se vynalez tyka zplsobu produkce jednotek
vytvarejicich bunééné kolonie in vitro za pouZiti stupnt a)
kultivace kousku explantatu savcéi tkadné v kultivacnim médiu s
cilem ziskat jednotky vytvafejici bunécéné kolonie z nezralych
bunék pochédzejicich z kousku explantdtu savéi tkéné a b)
ziskdni jedné nebo vice jednotky vytvarejici bunécné kolonie
pro pouziti v autolognich zplsobech implantace nebo
transplantace bunék.

P¥i pouZiti neporu3eného kousku explantdtu savéi tkané (to
znamend kousku v némZ nedo$lo k pusobeni enzymi pfi uvolnovani
bunék) se nezralé bunky udrZuji po celou pocatec¢ni fazi
kultiva¢niho procesu uvnit¥ struktury matrix. Tim se chrani
ménici se prostfedi buniky s jeho makromolekulami vcetné
proteint vaZicich builky i organizace chondront ve fibrilarni
siti v teritoridlni matrix kolem jednotlivé bunky, coZ md za

nasledek rizenou kultivaci bunék z hlediska fenotypové
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stability.

Tento zpUsob miZe zahrnovat stupen migrace nezralych bunék
z explantatu savci tkéné do kultivac¢niho média. Migrujici burnky
se kultivujil v trojrozmérném systému jako malé i velké kolonie
bunék na plastovych povr$ich. Jednotky vytvafejici kolonie
vznikajici z migrujicich bunék maji po urcité dobé kultivace
znacnou tendenci splyvat. Bé&hem produk&ni doby vSak nejsou
jednotky vytvarejici kolonie z plastového povrchu uvoliiovany
zadnym uvolniujicim médiem. Proto nedochdzi k po$kozeni bunék a
dal3i diferenciace bunék probih& bé&hem celého kultivacniho
procesu. Jiz df¥ive bylo pozorovano, ze kdyZ se bunky jako
chondrocyty rozvrstvi na povrchu nddoby pro kultivaci tké&ni v
nizkohustotni jednoduché vrstvé, potom se tyto bunky
kultivované v jednoduché vrstvé podobaji fibroblastlim a zjevné
nejsou chondrocyty (viz obr. 6). Nakonec jsou jednotky
vytvarejici kolonie pred uZitim v autologni implantaci bunék

uvolnény z nadoby pro kultivaci tkani.

Explantdt savéi tkdné a manipulace s nim

Explantat sav&i tké&né pouzZzity podle vyndlezu se zvoli mezi
tk&némi vytvorenymi bunkami ze skupiny, kterou tvori
mezenchymalni buniky, ektodermdlni bunky a endoderm&lni buiky,
vyhodné ze skupiny kterou tvofi chrupavka, kost jako naptriklad
kostni dfen, pojivova tkan, svalova tkan jako napriklad tkan
hladkého svalstva, tkan srdce, tkan jater a tkan kosterniho
svalstva, ddle koZni tka&n jako napfiklad okostice, slizniéni
tkéan, mozkova tkan, tka&n ledvin, tk&h pankreatu a pankreatické
ostruvky, vyhodné chrupavka jako je elasticka, vazivové,
hyalinni nebo artikuldrni hyalinni chrupavka.

Explantdt sav¢&i tkadné se mlZe odebrat vy3e definovanym
nastrojem. Tento nastroj je konstruovan tak, aby optimdlné
odebral kousek sav&i tk&né aniZ by do3lo k poSkozeni okolni
tkdné. Dobfe definovany lumen (své&tlost) nédstroje miZe mit
rizné rozméry a tvary v zavislosti na odebirané tkani. Prafez
tedy miZe byt kruhovy nebo polygondlni a primér kruhu nebo

mnohothelniku miZe byt v rozmezi od asi 0,3 do asi 100 mm, tedy
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napriklad od asi 2 mm do asi 10 mm. Vhodny celkovy tvar
nadstroje je valec. Délka nastroje neni daleZitd, pokud mad délku
vhodnou pro odebréni specifického explantdtu save&i tkdné a pro
manipulaci s timto né&strojem. Jeden konec tohoto cylindrického
nastroje je zaostfen, aby snadnéji pronikal do specifické tkéné
a ma kénicky tvar. Nastroj se miZe vyrobit z jakéhokoliv
vhodného materidlu za pfedpokladu Ze m& potfebnou pevnost, aby
vnikl do tkané a pronikl ji. V p¥ipadé chrupavky musi byt
nastroj vyroben z pf¥islusné zpevnéného materidlu jako je
napriklad kov nebo ocel. Z tohoto nastroje se explantat miZe
vyjmout ruznymi zplsoby, vyhodné vy¥iznutim nebo vyraZenim,
vyhodnéji vyraZenim. Obrdzek 1 ukazuje jeden p¥iklad nastroje
vhodného pro odebrani explantdtu savéi tkédné (viz téZ obréazek
4, na némz se nastroj pouzil pro ziskani kousku explantéatu
savci tkané, naptriklad kousku chrupavky). Kousek chrupavky se
miZe ziskat z kloubu jako je naptiklad koleno savce jako je
¢lovék, doméaci nebo dostihové zvife v&etné koni nebo velblouda.
V tomto specidlnim pfipad€ se nastroj konstruuje jako jehla ze
zpevnéného materidlu schopnd proniknout chrupavkou a odebrat
explantat. Jehla miZe mit rtzné praméry zaost¥eného konce
umoZnujici odebirat explantdty r@znych rozméru. Nastroj mazZe
byt na jedno pouZiti nebo pro vicendsobné pouZivani.

Pfed provedenim stupné a) se explantdt savcéi tkadné miZe
skladovat. Explantdt savci tkédné se miZe skladovat bud jako
cely explantat nebo alespon jako ¢ast pavodniho explantéatu
savCi tkané. Skladovani miZe probihat p¥i teploté od asi -180
°C do asi 37 °C, vyhodn& od asi -180 °C do asi -70 °C nebo od
asi -70 °C do asi 10 °C, vyhodné& p¥i teplot& asi -180, asi -70,
asi 4 °C nebo asi 8 °C, pficemZ vyhodn&j3i je asi -70 °C a
jesté& vyhodn&jsi asi -180 °C. Skladovani se mlZe provadét ve
studené mistnosti, béZném mrazaku, laboratornim mrazadku p¥i
teploté od asi -70 °C do asi -80 °C, v kapalném dusiku nebo
jako lyofilizovand tkan pripadné spolec¢né s vhodnym pevnym
nosic¢em. Pfed stupném a) se skladovany kousek explantatu savéi
tkdné odstrani z mista skladovani a v urcitych pripadech se p¥i

tomto zpusobu pred stupném a) teplota postupné zvysSuje ze
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skladovaci teploty na vy33i teplotu.

Uprava explantdtu savdi tkdné pred kultivaci

Zpusob tvorby jednotek vytvafejicich buné&&né kolonie
obvykle dale zahrnuje dopliitkové stupné& jako je stupen
oplachovani explantdtu savi tké&né& pfed stupném a). Oplach se
provadi za GCelem odstran&ni neZadoucich sloZek prichycenych na
explantatu savCi tké&né, jeZ by mohly inhibovat a/nebo ovlivnit
migraci a pomnoZovani nezralych bun&k a tim inhibovat vznik
jednotek vytvarejicich kolonie bun&k. Oplachovani se miZe
provadét vodnym médiem s pH od asi 5 do asi 9, vyhodné& blizko
pH 7,4. Pfiklady vodnych médii pfedstavuje jakadkoliv forma
roztokld fyziologickych soli nebo PBS, jak se popisuje v
prikladu 1.

Jiné dopliikové stupné& mohou zahrnovat Upravy provadé&né
pfed stupném a) jako je dil&i Uprava s pouZitim jednoho nebo
vice proteolytickych enzyml samotnych nebo v kombinaci s
pfedipravou vodnym médiem. Dil&i uprava kousku explantatu savéi
tkané jednim nebo vice proteolytickymi enzymy se provadi v
takovych podminkéch, které umoZiuji otevieni struktury
explantdtu savéi tk&né a tim usnadfuji difazi rdstovych faktoru
a migraci nezralych bunék do a/nebo z explantatd savdi tkané
pfed stupném a). Proto zustavad kousek explantatu savéi tkdné do
té miry neporuSeny, Ze se z kousku explantatu savéi tkané
neuvoliiuji p¥ed kultivaci Zadné buiiky nebo jiné sloZky. Dilé&i
Uprava kousku explantdtu sav&i tkané& se mlZe provadét s
pouzitim jednoho nebo vice proteolytickych enzym@l v koncentraci
v rozmezi od asi 1 do asi 90 U/mg explantatu savéi tkané, v
praxi napfiklad od asi 1 do 10 U/mg, od asi 1 do 5 U/mg nebo
asi 2,5 U/mg. Dil&i uprava kousku explantdtu savdi tkané& se
miZe provadét s pouZitim proteolytickych enzymi jako jsou
proteindzy a/nebo trypsin, vyhodn& proteindzy vybrané ze
skupiny, kterou tvori aspartdtové proteinazy jako katepsin D,
cysteinoové proteindzy jako katepsin B, L, S, K a kalpainy I a
II, serinové proteindzy jako neutrofilni elastéaza, katepsin G a

proteinaza 3 a metaloproteindzy jako MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-
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4, MMP-5, MMP-6, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-12,
MMP-13, MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-18, MMP-18, MMP-19,
MMP-20 a/nebo trypsin. Predbé&Znd uUprava kousku explantdtu savci
tkané vodnym médiem se miZe provadét vodnym médiem s pH leZicim
nejméné +* 0,5 od pH 7,4 (fysiologické pH), jako pH v rozmezi od
asi 4 do asi 6,9, jako naptriklad od asi 5 do asi 6,9, od asi 6
do asi 6,9, jako naptriklad asi pH 6,5, nebo pH v rozmezi od asi
7,9 do asi 10 jako napfiklad od asi 7,9 do asi 9, od asi 7,9 do
asi 8,5 jako napfiklad pH 8,0.

Kultivace kousku explantdtu savcéi tkdné

Kousek explantdtu savéi tkéné se pripadné ponechd v nadobé
bé&hem kultivace aZz do odebrani jedné nebo vice jednotek
vytvar¥ejicich bunécné kolonie. V pripadé ponechani tkéné v
celém procesu kultivace jsou nezralé bunky produkujici jednotky
vytvdrejici bunécné kolonie touto metodou méné zatéZovany a
proto lze ocCekdvat lepsSi vysledky.

Kromé& toho, kdyZ se vyradi stupen odstranéni kousku
explantatu savéi tkané z nadoby, jsou tkanové kultury méné
vystaveny pusobeni okolnich mikrobi&lnich faktor®i, jeZ by mohly
proniknout do nadoby s tkanovou kulturou v tom stupni, kdy je

nutno oteviit nadobu pro kultivaci tkané a vloZit nebo vyjmout

slozZky.

Kultivacni médium

Kousek explantdtu savéi tkané se kultivuje v nadobé pro
kultivaci tkané za pouziti vhodného kultivac¢niho média, nebo
alternativné dvou nebo vice vhodnych kultiva¢nich médii. V
prib&hu celého p¥ihlaSovaného zpusobu lze podle vynédlezu pouZit
jedno médium nebo se alternativné& mohou p¥i tomto zpusobu
kultivace pouzZit dvé nebo vice ruznych kultiva&nich médii. V
pfipadé Ze se pfi zpusobu kultivace pouZziji dvé nebo vice
raznych kultivacénich médii, mGZe kultivacni médium (média)
obsahovat ruzné sloZky. Kultivaéni médium (média) obsahuji
jednu nebo vice sloZek vybranych ze skupiny, kterou tvori

metabolity jako napfiklad sacharidy, lipidy a aminokyseliny,



ese e

22 IR
vitaminy, rastové faktory, cytokiny, mineraly a
bakteriostatika, vyhodné& kultivaéni médium obsahuje sav&i sérum
jako je lidské sérum, sérum z domdciho a/nebo dostihového
zvirete (napfiklad koné nebo velblouda), vyhodn& je sav&i sérum
autologni vi¢i explantatim savei tk&né& pouZitym v prtb&hu vyse
uvedenych zpusobl. Prikladem vhodného kultiva&niho média je
DMEM/F12 s 10 aZ 20 % teleciho fet&lniho séra.

Podle jednoho provedeni vyndlezu obsahuje prvni kultivaédni
médium nejméné jedno neautologni sérum, které se pouZije na
pocatku procesu. Pfred ziskdvanim a uvolfiovanim buné&k se prvni
kultivaéni médium zaméni za druhé kultiva&ni médium obsahujici
nejméné jedno autologni sérum, coZ umoZni redukovat a/nebo
odstranit neZadouci imunogenni sloZky z neautologniho séra
pouZitého v prvnim kultiva&nim médiu.

Alternativné mGZe byt kultiva&ni médium zaloZeno na
syntetickém nebo semisyntetickém médiu, to znamend médiu bez
nebo v podstaté& bez sav&iho biologického materidlu. K takovému
meédiu lze pfidat jiné faktory jako vySe zminé&né. Patent USA
6,150.163 podava pf¥iklad vhodného kultiva&niho média.

V pfipadé potreby zpusob podle vyndlezu té% zahrnuje
stupen obohaceni kultiva&niho média rlstovymi faktory dodanymi
bud do explant&tu savéi tkané& a/nebo do kultivaéniho média v
nadobé pro kultivaci tkéani.

Navic mGZe zplsob podle vyndlezu uvedeny vySe pouZit
kontinudlni nebo preru3ované dodavky kultiva&niho média, sloZek
kultivaéniho média nebo jinych &inidel do nadoby pro kultivaci
tkéni, ¢imZ se docili Fizeného p¥ivodu vySe uvedenych sloZek
nebo C¢inidel. V takovém pfipad& je nadoba pro kultivaci tkani
opatfena vstupni a vystupni &asti (otvory) pro kontinualni
a/nebo preruSovanou dodavku. V né&kterych pfipadech miZe byt
vyhodné, aby se kontinudlni a/nebo pferuSovany privod ustavil
pfi takovych podminkach, p¥i nichZ vznikne mezi vstupnim a
vystupnim koncem nédoby tlakovy rozdil.

Jak uvedeno vySe, zplUsob podle vyndlezu se provadi v bé&zZné
nadob& pro kultivaci tk&ni. Objem a tvar nadoby pro kultivaci

tkani vsak neni dilezity, pokud je pro dany U&el vhodny a miZe
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se prizplsobit mnoZstvi produkovanych jednotek vytvarejicich

bunécné kolonie pomoci vySe uvedenych zplsobu.

Uvoliniovdni jednotek vytvdrejicich bunécéné kolonie

Jednotky vytvarejici bunécné kolonie lze uvolnovat
uvoliovacim médiem. Tento stupen zahrnuje styk jednotek
vytvafrejicich bunéc¢né kolonie s uvolnovacim médiem, coZ
umoziuje uvolnéni bunék jednotek vytvarejicich buné&éné kolonie
z nadoby pro kultivaci tkani a od sebe navzdjem, priCemi je
uvoliiovaci médium vodné médium pfipadné obsahujici jeden nebo
vice enzymd vybranych mezi trypsinem a dalSimi enzymy.
Alternativné miZe uvolifiovaci médium byt pufr jako pufr PBS bez
iontd dvojmocnych kovl. Uvoliiovdni jednotek vytvafejicich
kolonie se provddi s cilem odstranit jednotky vytvarejici
bunééné kolonie z nadoby pro kultivaci tk&ni, ¢&imZ vznikne
moznost prenést jednotky vytvarejici bunécné kolonie do nové
nadoby pro kultivaci tké&ni, kde lze jednotky vytvarejici
bunécéné kolonie dale kultivovat.

Alternativné se v kombinaci s timto vyrobnim zplsobem mlZe
zatadit stupen expozice explantdtu sav&i tkané
elektromagnetické indukci. Stupen elektromagnetické indukce se
maZe provadét pro usnadnéni pomnoZovadni a migrace nezralych
bunék z kousku explantatu savcéi tkéné.

Za urcitych podminek se mohou jednotky vytvafejici bunéiné
kolonie pfenést do jiné naddoby pro kultivaci tkani za ucelem

dalsi kultivace.

Jednotky vytvdfejici bunééné kolonie (CFU)

Jednotky vytvafejici buné&éné kolonie produkované timto
zpusobem pochdzeji z nezralych bunék ziskanych ze tri vrstev
tkéni jako je vrstva mezenchymdlni, ektodermdlni a
endodermdlni, pfednostné& jde o mezenchymdlni bunky odvozené od
kmenovych bunék, prechondroblasty, chondroblasty, chondrocyty,
preosteoblasty, osteoblasty, osteocyty, premyoblasty,
myoblasty, myocyty, cementoblasty, cementocyty, odontoblasty,
odontocyty, ameloblasty, amelocyty, fibroblasty nebo fibrocyty.
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PFi kultivaci kousku explantdtu savéi tkéané lze po startu
proliferace nezralych bun&k za vzniku jednotek vytvafejicich
buné&&né kolonie provést analyzu, coZ umozZni ovérit identitu
bun&k uvnit¥ jednotky vytvafejici buné&éné kolonie. Je vyhodné
kdyZ kousek explantatu sav&i tkané& je chrupavka, napfiklad
elastickd, vazivova, hyalinni nebo artikuldrné hyalinni a
nezralé bufiky v explantdtu proliferuji na prechondroblasty,
chondroblasty nebo chondrocyty. Je-1i kousek explantatu savci
tkan& kost, nezralé buiiky proliferuji na preosteoblasty,
osteoblasty nebo osteocyty. Chondrocyty nebo chondroblasty se
mohou analyzovat morfogenni analyzou svételnou mikroskopii nebo LK
detekci syntézy kolagenu typu II nebo hyalinu a sekrece
zpUsoby, jeZ zahrnuji analyzu RNA nebo proteinu jako je PCR
nebo westernovy pfenos proteina.

Zpisob podle vyndlezu se normdlné provadi pri teploté asi
37 °C £ 10 °C. Jak se v3ak ukazuje v ptrikladech, lze uZit i
niz3ich teplot v pfipadech kdy se poZaduje pomalej3i
proliferace.

Je tt¥eba zminit, Ze zplsob kultivace chrupavkovych bunék
je predmé&tem patentové p¥ihlasky PCT/EPOO/07111 od téchie
vynalezcl jako jsou pfihlaSovatelé tohoto vyndlezu. V pripadé

relevance a pouze pro identicky pfedmét lze zavést disclaimer.

Kompozice s jednou nebo vice jednotkou vytvdfejici bunééné
kolonie.

Vyndlez se dale tykd jednotky vytvarejici buné&cné kolonie
nebo skupiny jednotek vytvafejicich bun&éné kolonie nebo jejich
suspenzi vyrobenych zplsoby podle vyndlezu popsanymi v kapitole
"Zplsoby produkce jednotek vytvadfejicich buné&&né kolonie in
vitro..".

Kromé& toho se vyndlez tyka kompozice obsahujici jednu nebo
vice jednotek vytvarejicich buné&&né kolonie produkovanych
zpUsobem podle vyndlezu a nosil. Je vyhodné, kdyZ jedna nebo
vice jednotek vytvarejicich bun&fné kolonie a nejméné Cast
noside jsou autologni jako napf¥iklad autologni sérum. NosiC byl

definovén v kapitole Definice.
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Buiiky jedné nebo vice jednotek vytvafejicich buné&clné
kolonie jsou v nosii norma&lné& pfitomny v suspendované nebo
dispergované formé.

Nosid mtZe také obsahovat &inidla upravujici pH,
solubiliza&ni &inidla, smaedla a pufry. RovnéZ miZe nosic
obsahovat prisady jako napfiklad vhodné soli jako soli s
alkalickymi kovy nebo s kovy alkalickych zemin jako sodik,
draslik, vapnik a ho¥&ik i napfiklad zinec¢naté soli. Jiné
priklady pfedstavuji stabilizatory, konzervalni prostredky,
¢inidla pro Upravu osmézy a isotonicity, neionogenni tenzidy,
antioxidanty i sérum jako napfiklad autologni sérum. Nosil takeé
miZe obsahovat metabolity jako napfiklad aminokyseliny, lipidy
a/nebo sacharidy, Ziviny a/nebo minerdly a také miuZe obsahovat
latky aktivni terapeuticky nebo profylakticky jako léky nebo
imunosupresivni ¢inidla.

P¥iklady polotuhych nosi&u pfedstavuji polyethylenglykoly,
glykofuroly a podobné.

VySe zminé&na kompozice se téZ miZe pouZivat jako
farmaceutickd nebo diagnostickd kompozice nebo pro izolaci,
purifikaci nebo pro produkci biologického materialu.
Farmaceutickd kompozice se miZe pouZit samotnd nebo spolu s
nosicem jak je vySe popsano. Je vyhodné, kdyZ je alespon Cast
nosi&e autologni, napf¥iklad sérum ziskané z téhoZ savce, z
jakého pochdzi sav&i tkan, jiZ se pouziva ve zpusobu podle
vyndlezu. Farmaceuticki kompozice miZe dale obsahovat sloZky
ziskané z matrix v&etn& kolagenovych proteinl jako jsou
naptiklad kolageny typu II, IV, IX a XI, proteoglykany jako
napfiklad agregany, dekorin, fibromodulin a biglykan i
nekolagenové proteiny jako je kryoprecipitét, fibronektin,
vitronektin, fibronogen, fibrilin, kistrin, echistatin, von
Willebrandiv faktor, tenascin a anchorin CII, v&etné dalSich
stimula&nich faktord popsanych v patentové prihléasce
PCT/EP00/07111.

Farmaceuticka kompozice podle vyndlezu se miZe pouzit pri
1é¢bé savch trpicich tkénovymi chorobami, jako jsou napfiklad

poruchy chrupavky a/nebo kosti. Savci zahrnuji 1lidi nebo domaci
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nebo dostihova zvifata v&etné& koni a velbloudl.

Diagnosticka kompozice podle vyndlezu se miZe pouZit v
diagnostickych zpusobech pro vyzkum problémd tykajicich se
tkafhovych poruch jako je diagnostickd metoda zminéna v dalsim.

Pfedm&tem izolace, &ist&ni nebo produkce biologickych
materidld miZe byt jakykoliv materidl jako DNA, RNA nebo
protein, ktery lze ziskat z jedné nebo vice jednotek
vytvafejicich buné&&né kolonie, jako jsou tyto jednotky
vytvatejici bun&&né kolonie produkované zplsoby podle vynalezu.

Krom& toho vy3e zminé&né jednotky vytvarejici buné&cné
kolonie, skupiny jednotek vytva¥ejicich buné&éné kolonie nebo
kompozice mohou byt pouZity v léka¥stvi napfiklad pro 1lécbu
tkanovych poruch jako jsou poruchy chrupavek nebo kosti.

Nadto vy3e zmin&né jednotky vytvafejici bunécné kolonie a
skupiny jednotek vytvafejicich bun&&né kolonie se mohou pouZit
pro vyrobu farmaceutické kompozice pro 1lé¢bu tkanovych poruch,
vyhodn& pro lé&bu poruch chrupavky a/nebo kosti savci,
vyhodn&ji pro 1lé&bu poruch chrupavky a/nebo kosti u 1lidi nebo u

domécich nebo dostihovych zvifat v&etné& koni a velbloudul.

Prepravni souprava pro odebirdni explantdtu savci tkdné ze
savce

Vyndlez se dale tykd pfepravni pohotovostni soupravy.
P¥epravni souprava je urcena pro odebrédni explantatu savci
tkdn& ze saviiho organismu a obsahuje zde popsany nastroj pro
odebrani explantitu sav&i tkané ze savéi tkané a prepravni
nadobu pro uchovavani explantatu savli tk&né a pfipadné& navodu
pro uzivani vyse definovaného néstroje.

Tento nastroj je konstruovan tak, aby optimalné& odebral
kousek sav&i tkan& aniZ by do3lo k poSkozeni okolni tkéané.
Dob¥e definovany lumen nastroje miZe mit rtzné rozmeéry a tvary
v zavislosti na odebirané tkani. Explantdt se miZe vyjmout ze
sav&i tkané& rdznymi zplUsoby, vyhodné& vyfiznutim nebo vyraZenim,
vyhodné&ji vyraZenim. Obrazek 1 ukazuje jeden pfiklad vhodného
nastroje, jimZ se odebird kousek chrupavky. Kousek chrupavky se

mize ziskat z kloubu savce jako je napfiklad &lovék, domaci
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nebo dostihové zvife v&etn& koni nebo velbloudd. V tomto
specidlnim pripad& se nastroj konstruuje jako jehla ze
zpevné&ného materiilu schopné proniknout chrupavkou a odebrat
explantat. Jehla miZe mit rGzné pruméry zabrouSeného konce
umozfiujici pronikat do tkédni a odebirat explantaty ruznych
rozm&ri. Nastroj miZe byt na jedno pouZiti nebo pro vicenasobné
pouZivani.

Souprava pripadn& obsahuje ndvod pro pouZiti nastroje v
za&jmu reprodukovatelnosti, napfiklad aby bylo moZno ziskat
totéZ mnoZstvi explantdtu sav&i tké&né& z téhoZ mista savci
tkane.

Pf¥epravni souprava miZe dadle obsahovat vzorkovnici na krev
pro odebrani autologniho vzorku krve ze savce, &imZ vznikne
moZnost pouZit kultivadni médium obsahujici autologni sérum
uvedenym zpusobem bud v celém prubéhu provedeni nebo jen v
zavére&né C&sti tohoto zplsobu, jak je popséno vySe v kapitole
"zZplsoby produkce jednotek vytvafejicich buné&cné kolonie in
vitro..".

Pfenosnad souprava se téZ miZe pouZit pro odebréani savciho
explantatu pro pouziti v biochemickém testu pro stanoveni DNA,

RNA a/nebo proteinu.

Doddvkovd souprava obsahujici jednu nebo vice jednotek
vytvdfejicich bunédné kolonie pro autologni bunéénou
implantaci.

Vynadlez se dale tykd dodavkové soupravy obsahujici alespon
prvni a druhy kontejner, p¥i¢emZ prvni kontejner obsahuje buinky
ziskané zpusobem podle vyndlezu a nosi¢, zatimco druhy
kontejner obsahuje chrupavku a/nebo styénou (interfacialni)
membranu. Pfiklad pouZitelné chrupavky a/nebo sty&né membrany
se popisuje v patentové p¥ihlasce PCT/EP00/07111.

Dodavkova souprava je vhodnd pro pouZiti pfi 1éc&bé savcu
trpicich vy3e definovanymi tké&fiovymi poruchami jako jsou
poruchy chrupavky a/nebo kosti. Savci se rozumi 1idé nebo

domaci a/nebo dostihova zvifata jako koné nebo velbloudi.
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Vyrobni jednotka pro produkci jedné nebo vice jednotek
vytvdrejicich bunééné kolonie urdenych pro zpusoby autologni
implantace bunék.

Vyrobni jednotka pro in vitro produkci jednotek
vytvafejicich buné&&né kolonie z explantdtu savcéi tkéné
zahrnujici prost¥edky pro vneseni kousku explantdtu savCi tkané
do n&doby pro kultivaci tké&ni, pf¥idéni kultiva&niho média do
naddoby pro kultivaci tkéni, péstovani bunék migrujicich z
kousku explantdtu sav&i tkané& do kultivaéniho média a p¥idani
uvoliiovaciho média do nadoby pro kultivaci tkani jak je vyse
popséno a definovéno. Vyrobni jednotka miZe dale obsahovat
prostfedky pro kontinudlni nebo pferuSovanou dodavku
kultivadniho média, uvolfovaciho média a/nebo jednoho nebo vice
faktorl vybranych ze skupiny kterou tvofri metabolity jako
naptiklad sacharidy, lipidy a aminokyseliny, vitaminy, rustoveé
faktory, cytokiny, mineradlni latky a bakteriostatika. P¥iklad
vyrobni jednotky urcené pro autologni
implantadni/transplantadni zpusoby se popisuje v pfikladu 1 a

ve vyrobnim schematu na obrazku 5.

Farmaceutické pouéi%i a pfislu§né formulace

V jednom aspektu se bufiky nebo kompozice podle vynalezu
pouzZivaji pro vyrobu farmaceutické kompozice pro 1lécbu chorob,
zv1a3té chorob jako jsou tkariové poruchy tykajici se chrupavky,
kosti, pojivovych tkéni, svalové tkané&, koZni tkané&, slizniéni
tkdn&, mozkové tkané&, srdedni tkané&, ledvinové tkané, defekti
tkané pankreatu a jaterni tk&né savcu a ddle definovanych v
kapitole Definice, pfednostn& defektl chrupavky a/nebo kosti.

V jiném aspektu se bufiky nebo kompozice podle vynélezu
pouZivaji pf¥i zplsobu 1é&by savci trpicich chorobami tkani a
tkédni se tykajicich, ptricemZ tato metoda zahrnuje podavani
savci, ktery to potfebuje, dostate&ného mnozstvi jednotky
vytvafejici bun&cné kolonie nebo skupiny jednotek vytvarejicich
bunécné kolonie nebo kompozice.

V je3té& daldim aspektu se bunky nebo kompozice podle

vynalezu pouzivaji v autolognim zplsobu 1léCby savct trpicich
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chorobami tké&ni nebo ve vztahu k tkédnim, pficemZ tato metoda
zahrnuje podavani savci ktery to potfebuje dostatecného
mnozstvi jednotky vytva¥ejici buné&lné kolonie nebo skupiny
jednotek vytvaf¥ejicich bunécné kolonie nebo kompozice. Tento
zplUsob zatazuje v pfipadé potfeby pri produkci Jjednotky
vytvarejici bunécnou kolonii nebo skupiny jednotek
vytvafejicich bun&&nou kolonii nebo kompozice stupen pouZiti
autologniho materidlu z téhoZ savce jako napfiklad autologni

sérum.

Diagnosticky zptisob pro uréeni biologickych aktivit

Krom& toho se vynalez tyké& diagnostického zplisobu
stanoveni biologickych aktivit v kousku explantdtu savCi tkéané
z kultury in vitro, pfidemZ tento zpusob zahrnuje stupné
p&stovani kousku explantatu save&i tkané obsahujiciho matrix a
nezralé bunky v kultivaénim médiu v nadobé pro kultivaci tkani
a zkoumani alespofi ¢asti obsahu nadoby pro kultivaci tkéni s
cilem ziskat informace o povaze explantdtu sav¢i tkané a/nebo
nezralych bunék, jako je schopnost explantatu chrupavky
produkovat jednotky vytvafejici bunécné kolonie (obrazek 3).
Diagnostickid metoda miZe mit povahu histochemického a/nebo
cytopatologického vyzkumu. Dale miZe mit tato diagnosticka
metoda charakter vyzkumu, naptiklad biochemické analyzy pro

stanoveni DNA, RNA a/nebo proteinu.

Materidly a zpusoby
Kultivacéni médium nebo sterilni kultivaéni médium:
DMEM/F12 obsahujici 20 % teleciho fetdlniho séra. DMEM/F12
(katalogové ¢&islo 31331-028) ziskané od Life Technologies Inc.,
Rockville, MD, USA a teleci fetdlni sérum od Life Technologies
Inc., Rockville, MD, USA.

Od firmy Life Technologies Inc., Rockville, MD, USA byly
ziskany nasledujici materidly:
Trypsin 0,25%: kat. &. 25200-056
Teleci feté&lni sérum: kat. &. 10084-168, vsadka ¢. 302528 1A
Fungizon: kat. ¢&. 15290-026



Gentamycin: kat. ¢. 15710-031

Nadoba pro kultivaci tkéani: Easy flask: 25 cm?, kat. &. 156367A
Nadoba pro kultivaci tké&ni: Easy flask: 75 cm?, kat. &. 156499A
PBS bez Mg, Ca: kat. ¢&. 14190-094

PBS s 1 mM Mg a 1 mM Ca

2-fosfat L-askorbové kyseliny od firmy Sigma, kat. ¢. A8960

Pfriklady provedeni vyndlezu

PRIKLAD 1
Zpusob kultivace explantatu chrupavky a produkce jednotky nebo
jednotek pro vytvareni bunéénych kolonii in vitro pro pouziti
pfi autologni implantaci chondrocytu (ACI)

V souasné dob& se chrupavkovy explantdtovy systém pouziva
ve firemni jednotce pro produkci bunék v ramci klinického
pokusu IBO-ACI-02, ktery zkoumd reparac¢ni Gcinnost
kultivovanych autolognich chondrocytd implantovanych do
defektni kloubni chrupavky kolena. Do prosince 2001 se
odebiraly chrupavkové biopsie sedmi pacientim trpicim problémy
s koleny. V3echny tyto explantdty ze sedmi biopsii se potom
pomnoZily na asi 11 miliond bunék a uspé3né implantovaly
pacientim ve dvou danskych nemocnicich v okoli Kodané&. Prvni
vysledky klinického vyzkumu budou k dispozici bé&hem let
2003/2004.

Stru¢né& releno, chrupavkovad biopsie se odebrala z kolen
pacient a ihned pfenesla do sterilniho kultivaéniho média
doplnéného 2-fosfatem kyseliny L-askorbové [50 pg/ml (300
pumol/1)] a siranem gentamycinu [50 pg/ml (10 mmol/1)1],
fungizonem [2 pg/ml(2,2 pmol/l)] v nadobach pro kultivaci
tkdni. Potom se chrupavkovd biopsie opatrné& promyla PBS s
hot&ikem a vapnikem. Po umisté&ni v kultufe to chrupavkovym
explantatim v z&vislosti na materidlu donora nékolik dni trva
ne? dosdhnou konstantniho metabolického stavu. Po dosaZeni
tohoto stabilniho stavu (rovnovaZny stav mezi syntézou a
katabolismem) se nezralé bunky - prechondroblasty a

chondroblasty - stimulovaly rustovymi faktory pfitomnymi v
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kultiva¢nim médiu, které difundovaly skrze matrix chrupavky, a
vazaly se na ruzné vazebné proteiny obsazZené v matrix i pfimo
na selektivni receptory bunék.

Stimulované a proliferujici bufiky zustavaji v explantétech
obvykle jeden aZz dva tydny (v zavislosti na materidlu donora) a
potom opousté&ji explantdt migraci bunék i chemotaxi do
kultivaéniho média pro nasledné pfilnuti na povrch nadoby pro
kultivaci tkéani a produkci jednotek vytvarejicich buné&cné
kolonie.

Po 3 aZ 5 tydnech kultivace se vyvinuly men3i i vétsi
jednotky vytva¥rejici buné&cné kolonie (viz obr. 5A a 5B) a bunky
se z nadoby odstranily pomoci trypsinu.

Do nadoby pro kultivaci tk&ni se po vyplachu ptfidalo
autologni kultiva&ni médium obsahujici 10 % sav¢éiho séra misto
20 % teleciho fetdlniho séra a néasledovaly dalsi 2 az 3 dny
kultivace, pak uvolnéni buné&k z kultivac¢ni nadoby a jejich

dodani v podobé suspenze bunék v nosi&i do klinik a nemocnic.

PRIKLAD 2

Diferencialni izolace chondrogennich bunéénych linii v
chrupavkovém explantatovém systému

Chrupavkovd biopsie se odebrala z kolen pacientd pomoci
jehly nebo skalpelu a pfenesla se do sterilniho kultivacéniho
média jak je vySe popséno. Kousek chrupavky se odfizl vodorovné
(tangencidlné na povrch chrupavky) pomoci ostrého sterilniho
skalpelu v riznych zdéndch. Tyto Yezy se provadély pod
mikroskopem p¥i lamindrnim proudéni vzduchu s cilem zajistit
spravné oddé&leni a selekci. Kousek chrupavky se miZe nékolikréat
vodorovné sefezavat do rlznych zén nebo se biopsie chrupavky
setfizne jen jednou ve dvou vrstvach. Po rozdéleni rhznych
vrstev chrupavky do sterilnich zkumavek v pfipadé
n&kolikandsobného fezu se kousky chrupavky posléze nékolikrat
promyly pufrem PBS s hofelnatymi a vapenatymi ionty pred
pfenesenim kouskd chrupavky do nadob pro kultivaci tkani. Dalsi
proces bunéné kultivace probihal stejné jak se popisuje v

popisu provedeni v pfikladu 1.
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PRIKLAD 3
Diléi enzymaticka dprava explantati chrupavky surovou
kolageniazou s cilem ziskat CFU podle vynalezu.

Z pacientova kolena se odebrala chrupavkovd biopsie
hmotnosti 100 mg a prenesla se do sterilniho kultivacniho média
s antibiotikem a fungizonem podle popisu v prikladu 1.
Chrupavkova biopsie se promyla PBS s ho¥cikovym a vapnikovym
pufrem a ostrym sterilnim skalpelem se rozfezala vertikalné a
horizont4dlné& na kousky chrupavky velikosti 2 aZ 4 mm
(explantéaty) . Chrupavkové explantaty ve 25 ml kultivacniho
média se pfidaly do nadoby pro kultivaci tkéni s povrchem 75
cm? spoledné& s 10 U/ml (10 U/ml x 25 ml = 250 jednotek) surové
kolagenadzy z Clostridium Histolyticum typu 1A (C9891) nebo typu
1 (C0130), nebo typu VIII (C2139), typu II (C6885) nebo typu IV
(C5138) nebo typu V (C9283) (v3echny od firmy Sigma Chemicals).
Nadoba pro kultivaci tké&ni se potom 18 hodin inkubovala pfi 37
°C s 5 % CO; za mirného t¥epéani.

Po 18 hodindch inkubace se surovou kolagenazou se
explantaty chrupavky promyly v 40 pm ¢istice buné&k se 100 ml
PBS bez hof&iku a vapniku a s 50 ml kultivacéniho média v tomtéz
¢isti&i buné&k. Rozmanité procedury promyvani explantatd jsou
dilezité pro odstrané&ni kolagendzy pfitomné v explantatech
chrupavky.

Po posledni promyvaci procedufe se upravené (predbéZné
digerované) explantaty chrupavky (a pfipadné& uvolnéné bunky)
nyni pfidaly do nové nadoby pro kultivaci tkéani (75 cm?) s
novym kultiva&nim médiem. Posledni c¢ast procesu pé&stovani bunék

z explantatl chrupavky nyni probihala jak je popséno v prikladu
1.

PRIKLAD 4
Uprava explantatti chrupavky pomoci kultiva&niho média

upraveného na pH 6,5

Chrupavkova biopsie hmotnosti asi 100 mg se odebrala ze

stehenniho kondylu pacienta a prenesla se do sterilniho
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kultivaéniho média obsahujiciho antibiotikum a fungizon jak je
popséano v prikladu 1. Chrupavkova biopsie se promyvala v pufru
PBS s hoflikem a vapnikem s pH 6,5 a ostrym sterilnim skalpelem
se rozrezala vertikdlné a horizontalné na kousky chrupavky
velikosti 2 aZz 4 mm (explantaty). Chrupavkové explantaty se
vnesly do nadoby pro kultivaci tké&ni obsahujici 25 ml
kultivadniho média upraveného sterilni HCl na pH 6,5 a 18 hodin
inkubovaly za teploty 37 °C p¥i mirném t¥epani. Po inkubaci v
kultiva¢nim médiu s pH 6,5 se explantdty chrupavky promyly v
¢istic¢i bunék s 50 ml normdlniho fyziologického pufru PBS s
ho¥dikem a vapnikem (pH 7,4) a s 50 ml kultivaéniho média
pouZzitého v ptrikladu 1. Promyté chrupavkové explantaty se potom
pfidaly do nové nadoby pro kultivaci tk&ni (75 cm?) s novym
kultivaénim médiem (25 ml) a dale se péstovaly jak se popisuje
v prikladu 1.

Ziskané CFU byly v souladu s vyndlezem.

PRIKLAD 5

Casovy posun migrace bunék a pomnoZovani chondrogennich bunék v
chrupavkovém explantatu pfi zméné teploty inkubace a
koncentrace séra v kultivaénim médiu

Chrupavkova biopsie se odebrala ze stehenniho kondylu
pacienta a pfenesla od sterilniho média jak se popisuje v
pfrikladu 1. Chrupavkovad biopsie se peClivé promyla novym
kultivaCnim médiem jak se popisuje v pfikladu 1. Kultivaéni
médium se v tomto okamZiku sklddalo z 5 % FCS, coZz znamena
niz3i koncentraci napfiklad ristovych faktord v tomto médiu.
Chrupavkova biopsie (100 mg) se rozrezala horizonta&lné a
vertikdlné ostrym skalpelem a explantaty se pfidaly k 5%
kultivaénimu médiu v mnoZstvi 25 ml, naceZ nésledovala inkubace
nadoby pro kultivaci tkani (75 cm?) s explantaty pri 37 °C a 5
$ CO, po dobu 72 hodin a obclasném protfepani kultivacni nadoby
(v ihlu 5 stupifii). Po skladovani explantatt v klidovém stavu po
dobu 72 hodin v inkubdtoru s CO, lze explantaty chrupavky
prenést do nové nadoby pro kultivaci tkéni s novym kultivacnim

médiem obsahujicim 20 % FCS a inkubovat p¥i 37 °C s 5 % CO; jak
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se popisuje v prikladu 1. Dals$i kultivace bunék explantéatu
pokraCuje stejnym postupem jak se popisuje v pfikladu 1.

Ziskané CFU byly v souladu s vynélezem.

PRIKLAD 6
Kultivace explantati okostice odebranych z proximalni medialni
tibie

NeStépeny transplantat okostice se odebral z tkané
proximdlni medidlni tibie néstrojem "elevator" a ptridal se k
pufru PBS obsahujicim hofc¢ik a vapnik ve sterilni zkumavce.
Transplantat se pravouhle roz¥ezal ostrym skalpelem na nékolik
kouskl tk&né. Malé kousky tk&né okostice se v jinou dobu
promyly v pufru PBS pred p¥idénim explantdtd okostice do
kultivac¢niho média jak se popisuje v piikladu 1.

Po vloZeni nezralych mezenchymdlnich bunék z okostice do
kultiva¢niho média a jejich stimulaci rdstovymi faktory to
témto bunkdm trva 1 az 2 tydny neZ se migraci uvolni z
explantatu a usadi se na plastovém povrchu, ¢imZ vzniknou
jednotky vytvafejici bunécné kolonie. Mezenchymdlni
progenitorové bunky s multipotencildnimi vlastnostmi zakladaji
na plastovych povrSich jednotky vytvarejici bunééné kolonie
fibroblastického vzhledu. Tyto kolonie se vzadjemné 1iSi rozméry
(primérem) i poctem bunék a vykazuji tutéZ fenotypovou
morfologii, jak& se popisuje u bunék prekurzord tradmciny kostni
drené.

Jednotlivé kolonie se dédle mohou mnoZit, zvySovat mnoZstvi
bunék a byt pouZity pro autologni zplsoby implantace bunék a
reparacni procesy.

Zde se pfi izolac¢ni a selekéni procedufe nezralych
mezenchymdlnich bunék - v tomto pfipadé& nezralych
mezenchymdlnich bunék obsaZenych v neStépeném transplantéatu
okostice (ve vrstvé kambia) odebraném z holené&, opét uplatnila
a pouzZila znalost migrace bunék ovlivnéné chemotaktickymi
faktory, k niZ dochazi u vybrané skupiny bunék mezenchymdalniho,
ektodermédlniho a endodermdlniho ptvodu v explantatech

péstovanych v kultivacnim prostredi.



Ziskané CFU byly v souladu s vynalezem.

PRIKLAD 7
Pouziti chrupavkového explantiatového systému pro udely analyzy
chrupavky
Ndzev projektu: studie Zivotnosti tykajici se kultivace
lidskych chondrocytli ziskanych z pacientti podstupujicich
artroskopii pro optimalizaci autologni implantace chondrocytt
(ACI) .
Nasledujici vyzkum popsany v tomto p¥ikladu byl schvalen
Videnskabsetiske Komite for Kebenhavns Amt pod registraci &. KA
99148m(190201) .
Postup:

Struéné recCeno, z proximdlni oblasti stehenniho kondylu se
ocelovou jehlou o primé€ru 2 mm odebraly dvé malé chrupavkové
biopsie hmotnosti 1 aZz 3 mg. Standardizované bioptické vzorky
chrupavky se ziskdvaji od pacientl naptfiklad pf¥i artroskopické
prohlidce a bé&hem 24 hodin se pfi teploté& mistnosti dodavaji do
laboratofre v pfepravnim médiu (DMEM/F12, sulfat gentamicinu [50
pg/ml (10 mmol/1l)], fungizon [2 pg/ml (2,2 pmol/l)].

V cytologické laboratori se oba vzorky chrupavky nejprve
promyji v pufru PBS s vépenatymi a hofeCnatymi ionty aby se
zajistilo, Ze vzorky nebudou kontaminovany krevnimi buiikami
nebo osteogennimi bunéénymi liniemi a podobné. Biopsie se zvazi
na mikrovadze a navic se zaznamend délka kaZdé biopsie. Pred
stimulaci a kultivaci jednoho z obou vzorkl explantatu
chrupavky v kultiva¢nim médiu se obé& chrupavkové biopsie
nejprve odfiznou ostrym skalpelem pod tké&novym rozhranim aby se
z analyzy vylou€ily kostni bunfiky a osteoidni materidl v matrix.
Jedna z obou chrupavkovych biopsii se pouZije jako reference
pro stanoveni cytologického a histopatologického stavu obou
vzorkl odebranych z téhoZ mista. Referenc¢ni vzorek se po
poslednim promyti fixuje na 48 hodin v PBS s 10 % formalinu,
naceZ nasleduje histologick& preparace zahrnujici zaliti, fez a
barveni barvivy jako je safranin O, toluidinova modf,

hematoxolin & eosin a gencidnovd violet (dobfe znamé



odborniklm) .

Druhy chrupavkovy vzorek se kultivuje 30 dni (kultivaéni
médium se vyméhniuje kaZdych 3 aZ 4 dni) v kultivacnim médiu
DMEM/F12 s 20 % teleciho fetalniho séra, gentamycinem,
askorbovou kyselinou a fungizonem jak se popisuje v prikladu 1.

Pri kazdé vyméné média se supernatanty shromazduji a
skladuji v mraznici p#i -80 °C pro pozdé&jsi biochemickou
analyzu.

Po 30 dnech kultivace se jak jednotky vytvarejici bunécné
kolonie pritomné v kultivadni nadobé (25 CHF), tak vzorek
explantatu chrupavky promyji jednou v PBS s 1 mM Mg a 1 mM Ca a
fixuji se 48 hodin v PBS s 10 % formalinu pfed barvenim
safraninem 0, gencidnovou violeti nebo jinymi barvivy (dobte
znamymi odborniklim) .

VSechny jednotky vytvaf¥ejici bunélné kolonie pfitomné v
kultivaéni nadobé& (25 cm?) se mé&¥i a jednotky vytvarejici
bunéc¢né kolonie se spoc¢itaji a zaznamenaji. Aktuadlni pocty
pfitomnych kolonii chondrogennich bunék a velikost jejich
prumérl (urCity primér kolonie odpovidad pfibliZnym poctum bunék
a generaci bunék) se porovnaji s histologickym a
cytopatologickym stavem referenc¢niho vzorku a s kultivovanym
chrupavkovym explantétem.

VSechny vysledky biochemickych studii supernatantu,
bunéénych testl a histologickych prepardtl biopsii se v
soucasné dobé& analyzuji a zkoumaji a budou porovnény s
klinickymi daty pacient jako jsou: pohlavi, vék, fyzické
aktivity, celkovy zdravotni stav, vyZiva, traumata, choroby a
podobné s cilem ziskat dalsSi informace o pri¢iné nebo pficinéch
pacientovych problém s kolenem nebo koleny a o celkové kvalité

kloubni chrupavky v kolenu.

Pro tento klinicky vyzkumny projekt poskytlo chrupavkové
biopsie celkem 51 pacienti.

Koneény vysledek klinickych vyzkuml bude k dispozici béhem
let 2002/2003.
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PRIKLAD 8
Srovnavaci méreni rustovych faktord a cytokina v telecim
fetalnim séru a lidském autolognim séru
Autologni kultivacni médium obohacené rekombinantnimi rtstovymi
faktory a cytokiny:

Zdkladni médium DMEM/F12 s 5 % lidského autologniho séra
(pfipraveného z krve pacienta) se obohati lidskymi
rekombinantnimi rGstovymi faktory a cytokiny jako je TGF-beta 1
(0,1 az 20 pg/ml), IGF-1 (0,1 aZ 20 pg/ml), IGF-2 (0,1 az 20
pg/ml), inzulin (1 aZ 100 pg/ml), EGF (0,1 aZ 20 pg/ml), FGF-B
(0,1 az 10 pg/ml), PDGF (0,1 aZ 20 pg/ml), GM-CSF (0,1 aZ 20
pg/ml), IL-6 (0,1 aZz 20 pg/ml), IL-8 (0,1 aZ 20 pg/ml) spolu s
vitaminem D3 (0,1 aZ 10 pg/ml), askorbovad kyselina (50 pg/ml,
Sigma), fungizon (2 pg/ml, Gibco) a sulfat gentamycinu (100
U/ml, Gibco). Titracemi a obohacenim rekombinantnimi ristovymi
faktory a cytokiny se relativni koncentrace téchto faktoru v
autolognim kultivaénim médiu upravi na jejich relativni
koncentraci v kultivac¢nim médiu s 20 % teleciho fetdlniho séra
jak popsano v dalSim.

Pro detekci relativnich koncentraci ristovych faktoru a
cytokinll v telecim fetdlnim séru proti lidskému séru se pouzZil
test s imunosorbentem vdzanym na enzym (ELISA). Vzorky lidského
séra se ziskaly od rlznych pacientd podstupujicich autologni
implantaci chondrocytu.

Relativni kvantifikace faktord TGF-beta 1, IGF-1, IGF-II,
inzulinu, EGF, FGF-B, PDGF, IL-6, IL-8, GM-CSF v telecim
fetadlnim séru a lidském séru se provedly sendvicovaou formou
ELISA za pouziti monoklondlnich protilatek specifickych pro
detekci receptivnich riastovych faktord a cytokind. VSechny
monoklondlni protildtky se ziskaly od BIODESIGN International
(Saco, Maine, USA).

Monoklondlni protildtky péstované proti rustovym faktorim
a cytokinim se z¥edily v médiu DMEM/F12 v 96 jamkach plotny
ELISA (NUNC imunoplotna) a inkubovaly p#¥i 4 °C 24 hodin. Po 24
hodindch inkubace se plotny ELISA omyly a blokovaly v DMEM/F12



s 0,1 % Tween 20.

Vzorky lidského séra, kultivac¢ni médium (pfipravené podle
popisu v prikladu 1) a nezfedéné teleci fetdlni sérum od firmy
Life Technology se v dal3im postupné& fedily a pfidaly k
monoklonalnim protildtkdm v systému ELISA. Vzorky se inkubovaly
v jamkadch 2 hodiny a potom ndsledovala dal3i promyvaci
procedura s médiem DMEM/F12 obsahujicim 0,1 % Tween 20. RGzné
ristové faktory a cytokiny vazané na "primdrni" protilétky v
jamkach se ddle pfidaly k "druhé" monoklondlni protildtce v
posledni casti sendvicového systému ELISA jak je popséno vyse a
nakonec se vyvijely s "tfeti" monoklonalni protilatkou vazanou
na enzym (alkalickd fosfatdza od firmy BIODESIGN) péstovanou
proti sekundarnim protilatkam.

Plotny ELISA se snimaly ¢teckou ELISA a vysledky se
vyjadrily v rtznych titraénich kfivkach pro porovnani
relativnich koncentraci rtistovych faktord a cytokinl ve
vzorcich lidského séra, teleciho fetdlniho séra a kultivadniho
média s 20 % teleciho fetdlniho séra.

Kultivaéni médium s 20 % teleciho fetdlniho séra (dfive
testovaného proti 30 vzorklm explantdtt lidské chrupavky) se
pouZzilo jako koncovy bod titrace p¥i zjisStovani optimalni
koncentrace ruastovych faktorl a cytokinl v autologné obohaceném
5% kultivaénim médiu. Jinymi slovy, kdyZ koncentrace faktoru
TGF-betal stanovend ve vySe uvedeném systému ELISA je niZ3i ve
vzorku lidského séra nez v telecim fetdlnim séru, potom je
tfeba rekombinantni lidsky TGF-betal pfidat (pro obohaceni) do
autologniho kultivac¢niho média s 5 % lidského séra. Naopak kdyzZ
koncentrace nap¥iklad IGF-1 je vy38i ve vzorku lidského vzorku
nez ve 20% telecim fetdlnim séru, potom se timto faktorem
autologni kultivad¢ni médium uZ neobohacuje.

Takto lze relativni koncentraci uvedenych rustovych
faktord a cytokinl stanovit pro vSechny vzorky lidského séra
pouzité pro kultivaci bunék a posléze, po Upravé napiiklad
rekombinantnimi proteiny s cilem dosé&hnout optimélni
koncentrace téchto faktorl v autolognim kultivac¢nim médiu, i

pro spravnou a bezpeclnou kultivaci savcich bunék.



PRIKLAD 9

Od pacientl podstupujicich operaci kolena byl ziskéan
kousek menisku a tato biopsie se vloZila do pufru PBS s
hofcikem a vapnikem ve sterilni zkumavce. Tato tkaf byla pod
laminarnim proudénim vzduchu rozdé&lena vertikdlnimi a
horizontalnimi fezy pomoci ostrého a sterilniho noZe do
nékolika kouskl tk&né. Jindy se malé kousky tké&né promyly
nékolikrat v pufru PBS je3té pfed pfidanim explantétl do
kultiva¢niho média jak je popséno v navodu pro pf¥iklad 1.

Po umisténi v kultivac¢nim médiu a stimulaci pomoci
ristovych faktorl trvalo nezralym mezenchymdlnim butikdm z
menisku asi 2 tydny uvolnit se migraci z explantdtu a usadit se
na plastovém povrchu, a zacit zakladat jednotky vytvarejici
kolonie.

Mezenchymdlni pfredci zaloZily v tomto pfikladé& na
plastovych povrSich jednotky vytvafejici buné&&né kolonie se
vzhledem fibroblastd. Kolonie se 1i3ily rozméry (prUmérem) a
poctem bun€k a vykazovaly fenotypové morfologie podobajici se
fibroblastim. Jednotlivé kolonie se dale mohly pomnoZovat do
pocetnéj3ich buné&nych kolonii, jestliZe se jako jednotlivé
jednotky vytvafejici kolonie klonovaly do vé&t3ich nadob pro
kultivaci tkéni.

Dalsim cilem v tomto projektu je pouzZit jednotky
vytvarejici kolonie ziskané z explantdtu chrupavky z menisku

autolognimi zplsoby implantace bunék pro reparace poskozenych

meniskd v kolené.



PATENTOVE NAROKY J}?ﬁ/

1. Zpusob produkce jednotek vytvafejicich buné&cné kolonie
in vitro ve vyrobnim mé¥itku z explantdtd savcéi tkéné,
vyznac¢ujici se tim, Ze zahrnuje stupné:

a) péstovani kousku explantdtu savcéi tkdné v kultivacénim
médiu s cilem ziskat jednotky vytvéa¥ejici bunécné kolonie z
nezralych bunék obsaZenych v kousku explantatu a

b) ziskavani bunék z jedné nebo vice jednotek vytvarejicich
kolonie pro pouzZiti v autolognich zplsobech implantace a

transplantace bunék.

2. ZpUsob podle nadroku 1, vyznacujici se tim, Ze
dédle zahrnuje stupeil migrace a selekce nezralych bunék z

explantatu savci tkané do kultivac¢niho média.

3. ZpUsob podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim,
Ze se explantat savcéi tkané selektuje z tkané pochidzejici z
bunék odvozenych ze skupiny, kterou tvo¥i mezenchymdlni,

ektodermdlni a endodermdlni vrstvy.

4. Zpusob podle kteréhokoliv z predchozich naroka,
vyznacujici se tim, Ze explantat savCéi tkéné se vybere ze
skupiny, kterou tvo¥i chrupavka, kost jako napfiklad kostni
dfen, pojivova tkan, svalova tkan jako napfriklad tkan hladkého
svalstva, srde¢ni tkan, jaterni tkan a tkan kosterniho
svalstva, kozZni tkan jako napriklad okostice, sliznic¢ni tkan,

mozkova tkan, tkan pankreatu a krevni cévy.

5. Zplsob podle naroku 4, vyznacdujici se tim, Ze
savCi tkadn je chrupavka jako naptiklad elastickéd, vazivova,

hyalinni nebo artikuldrni hyalinni chrupavka.

6. Zplsob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki,
vyznac¢ujici se tim, Ze dale zahrnuje stupen oplachnuti

kousku explantatu sav¢éi tkané pred provedenim stupné a) naroku



(XX LX) .o soece ee sse0
L .

oe oo
eoee
ecee
.
soee
sesve
coe
.
seee
seee
.
.o

7. Zpusob podle naroku 6, vyznacdujici se tim, Ze se
toto oplachnuti provede oplachovym médiem jako je vodné médium

s pH od asi 5 do asi 9.

8. ZpUsob podle kteréhokoliv z pfedchozich néaroki,
vyznacujici se tim, Ze se cely nebo alespon &ast
explantatu sav¢&i tkané pfed provedenim stupné& a) naroku 1
skladuje pri teploté od asi -180 °C do asi 37 °C, jako
napfiklad od asi -180 °C do asi -70 °C nebo od asi -70 °C do
asi 10 °cC.

9. Zpusob podle kteréhokoliv z p¥edchozich néarokt,
vyznacujici se tim, Ze se explantat savéi tkéné& ziska
pomoci nastroje, ktery m& ostrou koncovou &ast umoZfiujici
vsunuti ndstroje do tk&né, a dobfe definovany lumen umoZfiujici

odebrani explantdtu z tkané.

10. Zpasob podle naroku 9, vyznacujici se tim, Ze se
kousek explantdtu savéi tkané odfizne nebo vyrazi z explantétu

savéi tkané.

11. Zpusob podle kteréhokoliv z p¥edchozich narokt,
vyznaCujici se tim, Ze se explantdt sav&i tkané& ptfed
provedenim stupné& a) naroku 1 Castelné& oSet¥i jednim nebo vice

proteolytickymi enzymy.

12. Zplsob podle naroku 11, vyznacdujici se tim, Ze
se toto Castecné oSet¥eni provede v podminkach, jeZ umoZiuji
otevfeni struktury explantdtu savéi tkéné a tim usnadfiuji
difazi rlstovych faktorli, metabolitl a nezralych buné&k uvnitf

explantatu save&i tkané a/nebo ven z ného.

13. ZplUsob podle nadroku 11 nebo 12, vyznacujici se

tim, Ze se Castecné oSetfeni jednim nebo vice proteolytickymi
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enzymy provadi p¥i koncentracich od asi 1 do asi 90 U/mg

explantdtu savéi tkéné.

14. Zplsob podle n&roku 13, vyznacujici se tim, Ze
se CasteCné oSetfeni jednim nebo vice proteolytickymi enzymy

provadi pri koncentracich od asi 1 do 10 U/mg explantdtu savdi

tkané.

15. Zpusob podle ndroku 14, vyznacdujici se tim, Ze
se Castelné oSetfeni jednim nebo vice proteolytickymi enzymy
provadi p¥i koncentracich od asi 1 do asi 5 U/mg, jako

napriklad 2,5 U/mg, explantdtu sav&i tkané.

16. Zplsob podle kteréhokoli z narokta 11 aZ 15,

vyznacujici se tim, Ze proteolyticky enzym je proteindza.

17. Zplhsob podle né&roku 16, vyznacujici se tim, Ze
se proteindzy zvoli ze skupiny, kterou tvofi aspartatové
proteinazy jako katepsin D, cysteinové proteindzy jako katepsin
B, L, S, K a kalpainy I a II, serinové protedzy jako
neutrofilni elastéza, katepsin G, proteinaza 3 a
metaloproteindzy jako MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-4, MMP-5, MMP-6,
MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-14,
MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-18, MMP-18, MMP-19, MMP-20 a
trypsin.

18. Zplsob podle kteréhokoliv z p¥edchozich néaroku,
vyznacujici se tim, Ze se explantadt savéi tkané pfedbé&iné
oSetfi vodnym médiem s pH nejméné& + 0,5 od pH 7,4 (fyziologické
pH) jako napfiklad pH v rozmezi od asi 4 do asi 6,9 nebo pH v

rozmezi od asi 7,9 do asi 10.

19. Zplsob podle kteréhokoliv z p¥edchozich narokd,
vyznacujici se tim, Ze kultivaé¢ni médium obsahuje jednu
nebo vice sloZek vybranych ze skupiny, kterou tvo¥i metabolity

jako napriklad sacharidy, lipidy, aminokyseliny, vitaminy,
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rustové faktory, cytokiny, minerdly a bakteriostatika.

20. Zptsob podle naroku 19, vyznacujici se tim, Ze
kultivacdni médium obsahuje sav&i sérum jako naptiklad sérum z

¢lovéka, domaciho nebo dostihového zvirete v&etné& kon& nebo
velblouda.

21. ZplGsob podle naroku 20, vyznadujici se tim, Ze
lidské sérum je autologni k explantatu savéi tkdné& pouZitému

pfi zplsobu podle kteréhokoliv z nérokd 1 aZ 19.

22. Zpusob podle kteréhokoli z néaroku 19 aZ 21,
vyznacujici se tim, Ze kultivadéni médium zahrnuje
DMEM/F12 a jeden nebo vice rustovych faktor@ v mnoZstvi od asi

1 pikogrami/ml aZ asi 100 mikrogram/ml.

23. Zplsob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroka,
vyznacujici se tim, Ze se kousek explantdtu savdéi tkané
pfi kultivaci zachovéd aZ napfiklad do doby ziskani jedné nebo

vice jednotek vytvarejicich bun&Zné kolonie.

24. Zpusob podle kteréhokoliv z p¥edchozich narokd,
vyznacujici se tim, Ze se jednotky vytvarejici buné&éné
kolonie ziskavaji z nezralych bunék vybranych ze skupiny,
kterou tvori bunky mezenchymdlniho, ektodermdlniho a

endodermalniho ptvodu.

25. Zpuisob podle néaroku 24, vyznacdujici se tim, Ze
jednotky vytvarejici bunééné kolonie jsou jednotky vytvarejici
bunécné kolonie zahrnujici buiiky zvolené ze skupiny kterou
tvori nezralé buniky, kmenové bufiky, prechondroblasty,
chondroblasty, chondrocyty, preosteoblasty, osteoblasty,
osteocyty, myoblasty, myocyty, cementoblasty, cementocyty,

odontoblasty, odontocyty, ameloblasty, amelocyty, fibroblasty a
fibrocyty.
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26. Zpusob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki,
vyznacujici se tim, Ze dale zahrnuje stupefi analyzy a

identifikace bunék jednotek vytvafejicich kolonie.

27. Zpusob podle kteréhokoliv z predchozich naroka,
vyznacujici se tim, Ze d&le zahrnuje stupefl kontaktovani
jednotek vytvarejicich bunélné kolonie s uvolhovacim médiem,
jeZ umoZnuje uvolnéni buné&k jednotek vytvafejicich buné&é&né

kolonie z n&doby na kultivaci tkéani.

28. ZplUsob podle naroku 27, vyznadujici se tim, zZe
uvolniovaci médium je vodné médium p¥ipadné obsahujici jeden
nebo vice enzymid vybranych ze skupiny, kterou tvofi proteinazy

jako je trypsin.

29. Zplsob podle nidroku 27 nebo 28, vyznadujici se

tim, Ze uvolnovaci médium je pufr jako pufr PBS bez iontl

dvojmocnych kovi.

30. Zplsob podle kteréhokoliv z p¥edchozich néroku,
vyznacujici se tim, Ze diale zahrnuje stupefl pusobeni

elektromagnetické indukce na kousek explantétu sav&i tkané&.

31. Zplsob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroka,
vyznacujici se tim, Ze dale zahrnuje stupen obohaceni
explantatu sav¢&i tké&né a/nebo kultivacniho média v nadobé pro

kultivaci tka&né ruUstovymi faktory a/nebo cytokiny.

32. Zpusob podle kteréhokoliv z pfedchozich narok,
vyznacujici se tim, Ze dale zahrnuje zajidténi
nepretrzitého a/nebo preruSovaného p¥ivodu kultivaéniho média,
slozek kutivac¢niho média nebo jinych ¢inidel do nadoby pro

kultivaci tkéni.

33. ZpuUsob podle nadroku 32, vyznacdujici se tim, Ze

nadoba pro kultivaci tké&ni m& koncovy dil se vstupnim a
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vystupnim otvorem pro nepfetrZity a/nebo pterudovany privod, a
tim, Ze nepfetrzity a/nebo pferudovany pfivod je zajistén
takovym zptsobem, aby vznikl tlakovy rozdil mezi vstupnim a

vystupnim koncovym dilem.

34. Zplsob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroku,
vyznacCujici se tim, Ze zahrnuje stupeii oplachu a/nebo
kultivace ziskanych jednotek vytva¥ejicich bun&&né kolonie

médiem obsahujicim alespoii jisté mnoZstvi tekutiny ziskané ze

savce.

35. Zplsob podle naroku 34, vyznacujici se tim, Ze
tato tekutina sav&iho plvodu je autologni ke kousku explantatu

savci tkané kultivovanému podle kteréhokoliv z p¥edchozich

naroku.

36. Zplsob podle kteréhokoliv z pfedchozich narokl pro
produkci jednotek vytvarejicich buné&éné kolonie in vitro z
explantatu savci tké&né, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje
prostfedky pro 1) vneseni kousku explantédtu sav&i tkané do
naddoby pro kultivaci tkani, 2) aplikaci kultiva&niho média do
nadoby pro kultivaci tké&ni, 3) kultivaci bunék migrujicich z
kousku explantdtu savéi tkané do kultivaéniho média a 4)

vneseni uvolnovaciho média do né&doby pro kultivaci tkani.

37. Zplsob podle naroku 36, vyznacujici se tim, Ze
dédle zahrnuje prostfedky pro nepfetrZity nebo prerulovany
pfivod kultivaéniho média, uvolnovaciho média a/nebo jednoho
nebo vice faktord vybranych ze skupiny, kterou tvo¥i metabolity
jako jsou sacharidy, lipidy a aminokyseliny, vitaminy, rtstové

faktory, cytokiny, minerdly a bakteriostatika.

38. Bunky, ziskatelné zpusobem podle kteréhokoliv z

predchozich néaroku.

39. Kompozice, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje bufiky
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podle naroku 38 a nosic.

40. Kompozice podle naroku 39, vyznacdujici se tim,

Ze bunky a nosi¢ jsou autologni vaci danému savci.

41. Kompozice podle nédroku 39 nebo 40, vyznacujici se
tim, Ze buiky a nosi¢ jsou autologni vac¢i danému savci a

nosicem je sérum.

42. Kompozice podle néroka 39 az 41, vyznacujici se

tim, Ze nosi¢ dale obsahuje slozky matrix.

43. Pouziti bunék podle ndroku 38 nebo kompozice podle

nadrokl 39 aZz 42 pro léka¥fské ucely.

44. Pouziti bunék podle naroku 38 pro vyrobu farmaceutické

kompozice pro 1lécbu tkanovych poruch.

45. Pouziti podle naroku 44 pro lécbu poruch chrupavky

a/nebo kosti u savca.

46. Pouziti podle naroku 44 nebo 45 pro 1léc¢bu poruch
chrupavky a/nebo kosti u 1lidi nebo u domacich nebo dostihovych

zvifat vcetné koni a velbloudu.

47. Prepravni souprava pro odbér explantdtu sav¢éi tkané
savce z organismu savce, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje
nastroj definovany v nadroku 9 pro odbér explantatu saviéi tkéané
ze savCi tk&né a prepravni kontejner pro uUschovu explantétu

savCi tkané a pripadné navod pro pouzivani néstroje.
48. Prepravni souprava podle nadroku 47, vyznacdujici se

tim, Ze se odebrany explantdt savii tkadné pouZije p¥i zplsobu

podle kteréhokoliv z néaroka 1 aZz 37.

49. Prepravni souprava podle naroku 47 nebo 48,
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vyznaCujici se tim, Ze souprava dale zahrnuje vzorkovnici

na krev pro odbé&r vzorku autologni krve z organismu savce.

50. Prepravni souprava podle kteréhokoliv z ndrokl 47 aZ
50 pro odbé&r sav&iho explantdtu pro jeho uziti v biochemickém

studiu pfi stanoveni DNA, RNA a/nebo proteinu.

51. Dodéavkovad souprava obsahujici nejméné prvni a druhy
kontejner, vyznac¢ujici se tim, Ze prvni kontejner
obsahuje buniky podle ndroku 38 a nosi& a druhy kontejner

obsahuje chrupavku a/nebo sty&nou membrénu.

52. Zpusob autologni 1é&by savce trpiciho tkéfiovou
poruchou nebo poruchou tkanového pivodu, vyznacujici se
tim, Ze zahrnuje podavani buné&k podle naroku 38 nebo

kompozice podle kteréhokoliv z ndrokd 39 aZ 42 savci, ktery to

potrebuje.

53. Zpusob podle naroku 52, savci, ktery to potfebuje,
podadvanéd kompozice zahrnuje autologni materidl v&etné

autologniho séra z téhoZ savce.

54. Zpusob podle naroku 52 nebo 53 pro autologni 1é&bu
savce trpiciho tké&novou poruchou nebo poruchou tkafiového puvodu
vybranou ze skupiny, kterou tvori reparace defektd artikularni
hyalinni chrupavky v kloubech, nédpravy poruch defektd hyalinni
nebo vazivové chrupavky v meziobratlovych ploténkach, opravy
poruch defektd hyalinni nebo vazivové chrupavky hrtanu,
modelovani elastické pojivové tkané obsahujici elastické
chrupavky pouZivané v plastické chirurgii, reparace poruch
struktury kosti zplsobenych osteoartritidou, ostecartrézou a
osteopordzou, defektnich kostnich struktur zphsobenych
komplikovanymi zlomeninami a atrofickou pseudoartrébzou, oprava
neuspokojivé struktury &elistni kosti zptsobené nap¥iklad
pouzitim titanového Sroubu pfi stomatologickém zakroku, lécba a

oprava koZnich popélenin nebo jinych koZnich poSkozeni
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zpusobenych traumaty a koZnimi tumory jako naptfiklad hemangiomy
a zhoubnymi nadory jako melanomy, obnova stény srdeéni komory
po infarktu, nédprava chorob ve vztahu k centralni nervové
soustavé jako je Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba,
demence, roztrouSend skler6za a dal3i systémové mozkové
choroby, reparace z&né&tu sitnice rtizného patologického plvodu,
oprava pankreatické tkané& v souvislosti s diabetem typu I
a/nebo II, reparace cirhézy jater, ztukovaténych jater a
rekonstrukce jaterni tk&né& po odstran&ni primarnich jaternich
karcinomi stejné jako jaternich metastdz a rekonstrukce

struktury jater u déti s vrozenymi defekty.

55. Zpusob podle kteréhokoliv z narokd 52 aZ 54 pro
autologni 1é¢bu savch trpicich poruchou chrupavky a/nebo kosti

nebo poruch od nich odvozenych.

56. ZplUsob podle kteréhokoliv z narokd 52 aZ 55 pro
autologni léCbu savcl patficich do skupiny, kterou tvori lidé a

domaci a/nebo dostihovd zvirata v&etné kon& a velblouda.

57. Diagnosticky zpusob stanoveni biologickych aktivit

kousku explantatu sav&i tkané& v kultufe in vitro,
vyznacujici se tim, Ze zahrnuje stupné

a) kultivace kousku explantdtu sav&i tkané& obsahujiciho
matrix a nezralych buné&k v kultivaZnim médiu v nadob& pro
kultivaci tkéni a

b) zkouméni alespon Easti obsahu nadoby pro kultivaci tkéani
s cilem ziskat informace o povaze explantatu savdi tk&n& a/nebo

nezralych bunék.

58. Diagnosticky zplGsob podle naroku 57, vyznadujici
se tim, Ze timto vyzkumem je morfologicky, histochemicky

a/nebo cytopatologicky vyzkum.

59. Diagnosticky zplsob podle naroku 57, vyznadujici

se tim, Ze se obsah ve stupni b) analyzuje biochemickou
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analyzou pro stanoveni DNA, RNA a/nebo proteint.
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Fig 4.
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Fig 10.
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