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Zpusob pripravy prostfedku pro nahradu
lidské chrupavkovité tkané a prostiedek
timto zpisobem pripraveny

(57)  Anotace:
Prostiedek a zptisob pfipravy prostfedku pro nahradu
¢asti lidské chrupavkovité tkang, pii kterém je
modifikovana plazma bohatd na desti¢ky pfipravena z
autologni periferni krve, ktera je nejprve prvni
centrifugaci zbavena ¢ervenych krvinek, druhou
centrifugaci obohacena o desti¢ky a ultracentrifugovana
pfi tthovém zrychleni 80 000 az 100 000 g po dobu 2 az 4
hodin, ¢imZ jsou mechanicky rozruSeny desticky, poté je
modifikovana alespon dvéma cykly Sokového zmrazeni
pii teploté€ -180 az -200 °C a rozmrazeni; mesenchy malni
kmenové buriky jsou kultivovany nejméné do tieti
pasaze, a nasledn¢ resuspendovany v modifikované
plazmé v koncentraci 50 000 az 500 000
mesenchymalnich kmenovych bunék na 1 ml
modifikované plazmy, tato suspenze je dale smichdna s
10% hmotn. roztokem chloridu vapenatého a nanesena na
pfipraveny sterilni biodegradabilni pevny nosic z
netkanych polysacharidovych vldken a na tomto nosici je
kultivovdna po dobu 10 az 30 minut pii teplot€ 20 az
37 °C.
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Zpisob pripravy prostfedku pro nahradu lidské chrupavkovité tkané a prostiedek timto
zpusobem prFipraveny

Oblast techniky
Vynalez se tyka prostfedku pro mechanicky odolnou a biokompatibilni nahradu casti

chrupavkovité lidské tkané a zpuisobu jeho pripravy.

Dosavadni stav techniky

Osteoartritida synovialnich kloubti je jednim 2z nejcastéjSich problému produktivni a
postproduktivni populace. Regenerace poskozené chrupavky jeji degeneraci ¢i dlouhodobym
mechanickym poSkozenim je velmi omezena. Klinicka 1é¢ba od urcitého stadia onemocnéni
nabizi chirurgické feSeni. Poskozena chrupavka muze byt odstranéna a nahrazena pevnym
fixovatelnym materidlem, ktery pfispéje k nitrokloubni hemostaze a k ochran¢ tkan¢ v misté
defektu. V nejpokrocilejsich stadiich je provedena kompletni vyména kloubnich ploch za umélou
kloubni nahradu.

P1i chirurgické opravé chrupavky je v zavislosti na mife poskozeni a moznosti klinického centra
zvolen l1écebny zpusob. Lze pouzit autologni §t€p chrupavky z okrajové zdravé casti kloubu ¢i lze
laboratorn¢ pripravit autologni diferencované chondrocyty, které jsou transplantovany do mista
poskozeni. Dal§i moznosti je zakryti defektu biokompatibilnim materialem, ktery bude vytvaret
vhodné prostredi pro regeneraci chrupavky. Nelze vyloucit také rizné kombinace téchto postupu.
Cilem jakékoli 1écby osteoartritické¢ho kloubu je nezjizvené trvalé obnoveni hyalinni chrupavky,
ktera nebude vytvaret zvySené mechanické tfeni v misté styku.

Kyselina hyaluronova je pfirodné se vyskytujici polysachanid v synoviadlni tekutingé. Je
zodpovédna za optimalni fyzikalné¢ chemické vlastnosti synovialni tekutiny, muze ovliviiovat
zanétlivé prostiedi kloubu. Je mozné ji do kloubniho pouzdra aplikovat jako tekuty pripravek.
Derivaty kyseliny hyaluronové jsou hojné vyuzivané pro zvlaknéni a tvorbu pevného nosice pro
regenerativni medicinu.

P1i chirurgickém zakroku ¢asto dochazi k frézovani postizen¢ chrupavky. Takto vznikla dutina je
vypliiovana biodegradabilnimi materialy. Na trhu je nékolik pevnych vyplni, napfiklad Chondro-
Gide® (obsahuje prase¢i kolagen), Chondrotissue® (obsahuje hyaluronan a polyglykolovou
kyselinu) ¢1 Hyalofast™ (obsahuje benzylester kyseliny hyaluronové). Jejich pouziti muze byt
kombinovano s transplantaci rizn¢ diferencovanych bunék ¢i jejich koncentrati. Fixace takovych
materiali v misté defektu je nejcastéji pomoci stehi ¢i tkanoveého lepidla.

Vyuziti autolognich kmenovych bun¢k, zejména mesenchymalnich kmenovych bun¢k (MSCs —
mesenchymal stem cells), je v soucasné dobé velmi perspektivni diky jejich unikatnim
vlastnostem.

Izolovana autologni frakce periferni krve — plazma bohata na desticky obsahuje unikatni mix
zakladnich ristovych faktoru a faktori ovliviiujici diferenciaci bunék. V mist¢ poskozené
chrupavky je schopna indukovat migraci a proliferaci progenitorovych bunék chondrocyti.
Postup izolace této frakce popisuje napiiklad Jo a kolektiv (Journal of Oral Implantology, 2013) a
ruzné postupy indukce tvorby fibrinové srazeniny (gelovaténi) popisuje Huber a kolektiv (Journal
of Stem Cells and Regenerative Medicine, 2016). Iniciace tvorby srazeniny je mozna pomoci
glukonatu vapenatého ¢i chloridu vapenatého. Gelova forma plazmy bohaté na desticky je
vyhodna predev§im diky svym fyzikalnim vlastnostem a také diky pozvolnému uvolfiovani
ristovych faktorii v ni obsazenych.
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Zpusob pfipravy prostfedku pro nahradu casti lidské tkané je popsan v dokumentu
WO 2015159308, ve kterém je vyuzita modifikovana plazma bohatd na desticky, zbavena
centrifugaci Cervenych krvinek a homi frakce podruhé centrifugaci obohacena o desticky, kde
jsou mesenchymalni kmenové buriky resuspendovany v modifikované plazmé a smichany
s chloridem vapenatym, poté nasleduje nanos na pevny biodegradabilni nosi¢. Zpusoby pripravy
prosttedku pro nahradu c¢asti lidské tkané popisuji také dokumenty US 20160121 nebo
WO 2018148669, avSak u téchto dokumenti neprobihda druha centrifugace ani michani
s chloridem vapenatym a pevny nosi¢ neni biodegradabilni. Zadny ztchto dokumenti
nepopisuje efektivni mechanické rozruSeni desticek ani Sokové mraZeni, vysledné pripravky
nejsou dostatecné plastické a nedokazou perfektné kopirovat defekty postizenych tkani, obsahuji
nedostatecné mnozstvi rustovych faktoru.

Podstata vynalezu

Fyzikalni a chemické nedostatky prostfedki znamych ze stavu techniky odstranuje zpisob
pripravy prostfedku pro nahradu ¢asti lidské chrupavkovité tkané dle vynalezu, pri kterém

— je modifikovana plazma bohata na destiCky pfipravena z autologni periferni krve, ktera je
nejprve po odbéru z lidského téla do odbérového setu s antikoagulantem prvni centrifugaci
zbavena Cervenych krvinek, odebrana horni leh¢i plazmaticka frakce je druhou centrifugaci
obohacena o desticky a potom zbavena nové vzniklé¢ homi leh¢i frakce, nasledné je dolni
téz8i frakce z druhé centrifugace ultracentrifugovana pfi tihovém zrychleni 80 000 az
100 000 g po dobu 2 az 4 hodin a poté¢ je modifikovana alespori dvéma cykly Sokového
zmrazeni pii teploté -180 az -200 °C a rozmrazeni; teplotni rozsah je kliovy pro Sokové
mrazeni a tim zkraceni doby, kdy muze pfipravovany material vlivem nevhodnych teplot
degradovat,

—  zlidského téla izolované mesenchymalni kmenové burky jsou kultivovany nejméné do treti
pasaze, a nasledn¢

—  resuspendovany v modifikované plazmé v koncentraci 50 000 az 500 000 mesenchymalnich
kmenovych bun¢k na 1 ml modifikované plazmy bohaté na desticky,

—  tato suspenze je dale smichana s 10% hmotn. roztokem chloridu vapenaté¢ho v hmotnostnim
pom¢&ru 80:20 az 99:1,

— vysledna sm¢s je neprodlen¢ nanesena na prfipraveny sterilni biodegradabilni pevny nosi¢ z
netkanych polysacharidovych vlaken, k némuz je ukotvena pomoci autolognich fibrinovych

polymeru,
— anatomto nosici je kultivovana po dobu 10 az 30 minut pii teploté 20 az 37 °C.

Mesenchymalni kmenové buriky je mozné ziskat z kostni dfené, tukové tkané, perifemni krve
nebo z extraembryonalnich tkani, napriklad placenty, pupecniku nebo pupecnikové krve, nebo
embryonalnich, nervovych, indukovanych nebo limbalnich kmenovych lidskych bunék. Kultivaci
mesenchymalnich kmenovych bunék nejméné do tfeti pasaze je provadéna za ucelem ziskani
frakce bun¢k slozené z morfologicky totoznych bungk.

Pacient ma dvé hodiny pfed odbérem autologni periferni krve pro pfipravu plazmy bohaté na
desticky dostateCny prisun tekutin, napfiklad také ve form¢ infuze fyziologického roztoku.
Periferni krev je odebrana od pacientum, ktefi za posledni tfi mésice nedostali z jakéhokoli
divodu transfuzi krevnich derivati. Pfi samotném odbéru je s vyhodou pouzit jako antikoagulant
roztok dextrosy, citratu sodného a kyseliny citrénové, tzv. roztok ACD. Vyhodou je predevsim
jeho snadna dostupnost. Zpusob piipravy plazmy bohaté na mechanicky rozrusené desticky, které
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jsou rozrusen¢ predevsim diky ultracentrifugaci, a zahrujici nékolik cykli Sokového mrazeni
podminuje vznik jedinecné¢ho sloZzeni podporujiciho fyzikalné chemické vlastnosti prostiedku,
ktery je vhodny pro mechanicky odolnou plné biokompatibilni ndhradu ¢asti chrupavkovité
tkang. Pripravek je diky tomu plasticky, perfektné dokaze kopirovat defekt a odolava pruplachiim
postizeného mista v prub¢hu operace €1 pii revizi defektu. Pri kroku ultracentrifugace dochazi k
¢asteCnému mechanickému poskozeni izolovanych desticek a obohaceni roztoku o dulezité
fragmenty rastovych faktori. Material stén pouzitych ultracentrifugacnich zkumavek je takovy,
aby nevazal proteiny.

Koncentrace 50 000 az 500 000 mesenchymalnich kmenovych bunék na 1 ml modifikované
plazmy bohaté na desticky je kriticka pro pozadované vlastnosti vysledného pripravku. Pokud je
tato koncentrace prekrocena, dochazi v prostfedku dle vynalezu k hromadéni metaboliti bun¢k a
zaroven k lokalnimu nedostatku Zivin. To vede béhem nékolika hodin k programované bunécné
smrti takovych bun¢k, pfipadné k jejich nekroze, coz nasledné¢ vede ke zméné fyzikalné
chemickych poméri uvnitf oSetfen¢ho defektu. Nizsi koncentrace naopak neni vhodna, protoze
nedostatecné mnozstvi bun¢k zpusobuje jejich suboptimalni proliferaci a diferenciaci.

Polymerace fibrinu je iniciovana pfidanim chloridu vapenatého. Z chemického hlediska je
vyhodné, pokud nosi¢ obsahuje velké mnozstvi polysacharidovych derivati napriklad kyseliny
hyaluronové a nosi¢ je biodegradabilni v horizontu nékolika dni az mésicu. Z fyzikalniho
hlediska je vyhodné, pokud je nosi¢ nasdkavy, ohebny a lehce upravitelny chirurgickymi
nuzkami na pozadovanou velikost chondralniho defektu.

Uvedena doba kultivace vysledné smési na nosi¢i je dostateCna, aby bezpené probéhla
polymerace fibrinu a suspenze bun¢k v plazmé bohaté na desticky vyrazné zménila konzistenci
na gelovitou strukturu. Gelovita struktura je idealni pro fixaci mesenchymalnich kmenovych
bun¢k na nosi€ a zaroven vytvari idealni biokompatibilni prostredi v defektu.

Vyhodou vynalezu nasledné urceného k aplikaci do lidské tkané je zpusob fixace bunék, ktery
umoziuje intenzivni promyvani rany v prubéhu operace, bez rizika vyplaveni aplikovanych
kmenovych buncék. Prostfedek pfipraveny popsanym zpusobem umoziuje idealni kopirovani
tvaru defektu a po Case je plné resorbovan. Zpusob fixace také umoznuje zkratit dobu pfed prvni
rehabilitaci.

Mesenchymalni kmenové buriky s vyhodou pochazi z kostni dfené. Odbér kostni dien¢ je
poméme¢ standardni lékarsky zakrok snizkym rizikem. VytéZnost kmenovych bunck z kostni
dfené je vysoka.

Jako antikoaguant je s vyhodou pouzit roztok dextrosy, citratu sodného a kyseliny citronove, tzv.
roztok ACD.

Ve vyhodném provedeni je prvni centrifugace provedena pri tihovém zrychleni 100 az 300 g po
dobu 5 az 15 minut, nejvyhodnéji vSak pfi tihovém zrychleni 130 az 160 g po dobu 9 az 12
minut. Tyto parametry zajist'uji optimalni vytéznost. Delsi a silngjsi centrifugace muze vést ke
spontanni degradaci produktu, naopak kratsi a slabsi centrifugace jsou nedostate¢né pro ziskani
pozadované meziproduktu.

Ve vyhodném provedeni je druha centrifugace provedena pifi tihovém zrychleni 500 az 1000 g po
dobu 12 az 20 minut, nejvyhodnéji vSak pfi tihovém zrychleni 700 az 800 g po dobu 14 az 17
minut. Delsi a siln¢jsi centrifugace neni efektivni a Setrna k meziproduktu, naopak kratsi a slabsi
centrifugace je nedostatecna pro ziskani pozadované meziproduktu.

Ve vyhodném provedeni je ultracentrifugace provedena pfi tihovém zrychleni 90 000 az
100 000 g. V tomto rozsahu dochazi k lepSimu mechanickému rozruseni desticek.
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Ve vyhodném provedeni je suspenze mezenchymalnich bunék a plazmy smichana s komeréné
dostupnym 10% hmotn. vodnym roztokem chloridu vapenatého v poméru hmotnostnich dilu
90:10 az 99:1, ve zvlasté¢ vyhodném provedeni pak v poméru hmotnostnich dila 95:5 az 99:1.
Mén¢ hmotnostnich dilu chloridu vapenatého je nedostatecné pro finalizaci produktu, tedy tvorbu
gelovité struktury produktu. Naopak vyssi podil chloridu vapenatého snizuje zivotaschopnost
kmenovych bunék.

S vyhodou je smés na biodegradabilnim nosi¢i kultivovana 12 az 20 minut pfi 22 az 30 °C.
Casovy interval a teplota jsou optimalni s ohledem na dil¢i finalni vlastnosti produktu — tedy
pevnost produktu a Zivotaschopnost bunék. Niz§i teplota, zejména pod 20 °C zpomaluje ¢i
dokonce znemozinuje polymeraci fibrinu. Vyssi teplota, zejména nad 37 °C muze mit negativni
vliv na pouzité buriky.

Prostredek je s vyhodou skladovan v lednici pfi 2 az 8 °C ¢i v kultivaénim médiu pii 37 °C, tedy
teploté blizké lidskému télu.

Dal§im pfedmétem vynalezu je prostfedek pro nahradu ¢asti lidské chrupavkovité tkané, ktery
obsahuje smés ukotvenou autolognimi fibrinovymi polymery na sterilni biodegradabilni
polysacharidovy pevny nosi¢ z netkanych vlaken, kde uvedena sm¢s zahrnuje suspenzi o
koncentraci 50 000 az 500 000 mesenchymalnich kmenovych bunék na 1 ml autologni
modifikované plazmy bohat¢ na mechanicky rozruSené desticky pfedem upravené
ultracentrifugaci a mrazenim, a dale tato smés obsahuje v hmotnostnim poméru 80:20 az 99:1 k
této suspenzi pfidany 10% hmotn. roztok chloridu vapenatého. Autologni modifikovana plazma
je bohata na mechanicky rozruseni desticky, tj. obsahuje mechanicky rozrusené desticky predem
upravené ultracentrifugaci a alespori dvéma cykly Sokového zmrazeni pii teploté -180 az 200 °C
a rozmrazeni.

Pouziti pevného nosi¢e umozinuje vytvarovat pfipravek do pozadovancho tvaru. Pevnym nosi¢em
kmenovych bunék jsou biomaterialy, napfiklad biokompatibilni syntetické polymery jako je
kyselina polylaktidova PLA, kyselina polyglykolova PGA, polyethylenglykol PEG a dalsi,
pfirodni polymery a polysacharidy jako napfiklad kolagen typu I, hyaluronova kyselina, fibrin,
celuloza, Skrob a dalSi nebo extracelularni matrice — ECM ve formé nanovlaken nebo
mikrovlaken.

Prostfedek pro mechanicky odolnou plné biokompatibilni nahradu casti lidské chrupavkovité

tkan¢ muze byt dle potfeby slozen v zasad¢ z Cist¢ z t€lu vlastnich komponent, odpada tedy
moznost nezadouci imunologické reakce.

Objasnéni vvkresu

Podstata vynalezu je dale objasnéna na prikladech jeho uskutecnéni, které jsou popsany s
vyuzitim pripojeného vykresu, kde na:

obr. 1 je znazoména mikrofotografie obarvenych Zivych mesenchymalnich kmenovych bunék
fixovanych na biodegradabilnim nosi¢i,

obr. 2 je znazomnéna optimalni distribuce bunék v nosici.

Priklady uskuteénéni vynalezu

V prvnim prikladném provedeni byla plazma obohacena o destiCky pfipravena tak, ze nejprve
byla autologni periferni krev odebrana do injekéni stfikacky obsahujici jako antikoagulant roztok
ACD. Takto odebrana periferni krev byla centrifugovana prvni centrifugaci pfi 150 g po dobu 9
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minut. Pro dal$i zpracovani byla odebrana horni — leh¢i prithledna nazloutla plazmaticka frakce,
ktera byla dale centrifugovana druhou centrifugaci pfi 750 g po dobu 16 minut. Po druh¢
centrifugaci byla dale zpracovana dolni tfetina roztoku véetné pelety desticek, tak, Ze tato t€zsi
frakce byla dale ultracentrifugovana pii tihovém zrychleni 100 000 g po dobu 180 minut.
Nasledna frakce byla dvakrat Sokové zmraZzena na -196 °C a rozmrazena. Takto pfipravena
modifikovana plazma bohata na mechanicky rozrusené desticky byla nasledné pouzita pro
resuspendovani bungk.

V dalsich ptikladnych provedenich byly zménény parametry pfipravy dle tab. 1.

Tabulka 1
Prikladné 1. centrifugace 2. centrifugace ultracentrifugace Sokové
provedeni mrazeni
g [tihové | t[min] | g [tihové | t[min] | g[tithové | t[min] | Pocet T
zrychleni] zrychleni] zrychleni] cykla | [°C]
2 100 15 500 20 80 000 240 2 -196
3 300 5 1000 12 85 000 200 2 -200
4 130 12 700 17 90 000 180 2 -180
5 160 9 800 14 100 000 120 2 -180

V prvnim pfikladném provedeni byla provedena izolace a kultivace mesenchymalnich
kmenovych bunék MSCs z kostni dfené — BM MSCs. Aspirace kostni dfen¢ byla provedena
trepanobioptickou jehlou, ktera je soucasti odbérového setu obsahujiciho fyziologicky roztok s
heparinem. Po transportu kostni dfen¢ do prostor pro sterilni zpracovani biologického materialu
byl vzorek smichan s infuznim roztokem Gelofusinu, coz je roztok obsahuyjici ionty Na*, Cl a
sukcinylovanou Zelatinu. Mnozstvi pfidaného Gelofusinu odpovidalo 25 % objemu kostni dfen¢.
Smés sedimentovala 10 minut a poté z ni byla odebrana vrstva prstence mononuklearnich bun¢k.
V odebrané vrstvé bunék byla analyzovana bunécnost smési hematologickym analyzatorem. Do
kazdé z pripravenych kultivacnich lahvi o plose 75 cm? bylo pfidano 10 ml kompletniho
kultivacniho média Alpha MEM Eagle obsahujici 5% hmotn. lidsky destickovy lyzat a
definované mnozstvi suspenze izolovanych bunék - 5 milioni jademych bunck pro nasazeni
primokultury. Kultivace bun¢k probihala pii teploté¢ 37 + 0,5 °C. V pribéhu kultivace bunck
probihala pribézna vyména kompletniho kultivacniho média s pripadnym oplachem bunék
pomoci 10 ml pufru PBS na jednu kultivacni lahev. Dle mnozZstvi rostoucich bunék probihalo
jejich pasazovani, tedy fizené enzymatické odlouceni adherujicich bun¢k a jejich pfeneseni na
vétsi kultivaéni plochu. Tento proces vzdy zacal optickou kontrolou kultury pod mikroskopem;
optimalni pro rist kultury bylo dosazeni 80 az 90 plosnych % pokryti bunék kultiva¢niho dna.
Pro pasazovani bylo nutné odsati kultivacniho média, oplach kultury 10 ml pufru PBS a pfidani
1 ml roztoku enzymu TrypLE Select CTS. Kultivac¢ni lahve byly cca 4 minuty inkubovany pii 37
+ 0,5 °C. Spravny pribéh enzymatické reakce byl kontrolovan pod mikroskopem. Pokud se
buriky pohybovaly s proudici kapalinou po poklepani kultivacni lahve, byl do kazdé lahve pfidan
1 ml infuzniho roztoku 20% hmotn. HSA - lidsky sérovy albumin a 6 ml pufru PBS. Tato sm¢s
byla promichana jemnym nasatim a vysatim z pipety a byla pfevedena do centrifugaéni
zkumavky a centrifugovana pfi 230 g po dobu 5 minut. Peleta bun¢k byla resuspendovana v
kompletnim kultivanim médiu a suspenze bunék rozdélena na poZadované mnozstvi
kultivacnich lahvi. Tretim pasazovanim bunék bylo dosazeno finalni suspenze bunék. Ta byla
navic jesté jednou promyta pufrem PBS a centrifugovana pii 230 g po dobu 5 minut. Timto byla
vytvorena peleta kultivovanych mesenchymalnich bunék. V jiném prikladném provedeni smés
sedimentovala 30 minut, definované mnozstvi suspenze izolovanych bunék bylo 10 miliénu
jademych bun€k pro nasazeni primokultury a kultivace byla provedena do ¢tvrté pasaze.
V dalSich prikladnych provedenich byly mesenchymalni kmenové buriky ziskany z tukové tkang,
perifemi krve, placenty, pupecniku, pupecnikové krve, embryonalnich, nervovych, indukovanych
nebo limbalnich kmenovych bunék ¢lovéka.
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Pro vytvoreni pfipravku podle provedeni vynalezu byla peleta ziskana vyse uvedenym postupem
resuspendovana v roztoku modifikované plazmy bohaté na mechanicky rozrusSené desticky.
Obsah kmenovych bun¢k byl 50 000 mesenchymalnich kmenovych bunék na 1 ml modifikované
plazmy bohat¢ na mechanicky rozrusené desticky. V jiném piikladném provedeni byla
koncentrace 500 000 mesenchymalnich kmenovych bunék na 1 ml modifikované plazmy bohaté
na mechanicky rozrusené desticky.

V prvnim piikladném provedeni byla pripravena suspenze mesenchymalnich kmenovych bunék
dale smichana s 10% hmotn. roztokem chloridu vapenatého v poméru hmotnostnich dili
97,5 : 2,5 a ihned nanesena na nosi¢ z netkanych vlaken kyseliny hyaluronové HA a kyseliny
polyglykolové PGA. Tato smés byla poté kultivovana pri pokojové teploté po dobu 15 minut, kdy
probéhla fixace buné€k na nosi¢. Takto pfipraveny nosi¢ je mozné piimo aplikovat na dany defekt.
Dalsi prikladna provedeni se zménénymi parametry uvadi tabulka 2.

Tabulka 2
Prikladné | Konc. CaCl, | Hmotn. pomér suspenze: | Doba kultivace | Teplota kultivace
provedeni | [hmotn. %] CaCl, 10% hmotn. t[min] T[°C]

2 10 80:20 10 20 °C

3 10 99: 1 30 21°C

4 10 95:5 20 30 °C

5 10 90 : 10 10 22 °C

V dalSich prikladnych provedenich byl jako nosi¢ kmenovych bun¢k pouzit vzdy néktery
znasledujiciho  vycétu:  kyselina polylaktidova PLA, kyselina polyglykolova PGA,
polyethylenglykol PEG, kolagen typu I, hyaluronova kyselina, fibrin, celuléza, Skrob nebo
extracelulami matrice - ECM ve form¢ nanovlaken nebo mikrovlaken, a jejich kombinace.

Pro stanoveni metabolické aktivity bunék fixovanych na nosi¢ byla suspenze bunék fixovanych
na vlaknity nosi¢ kultivovana pfi 37 °C v kompletnim kultivaénim médiu Alpha MEM Eagle
obsahujicim 5% hmotn. lidsky destickovy lyzat po dobu péti dni. Nasledné byl nosi¢ prfenesen do
malé Petriho misky véetné 500 pl kompletniho média. Bylo pfidano 250 ul roztoku MTT, coz je
3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid; 2mg/ml zasobni roztok v PBS, a smés
kultivovana dvé hodiny p#i 37 °C. Zlut¢ MTT se mitochondrialnimi enzymy dychaciho fetdzce
zivych bun¢k redukuje na fialovy formazanovy dernvat, ktery zistava uvnitf bun¢k ve formé
nerozpustnych granuli. Vyhodnoceni probéhlo makroskopicky, tedy kontrolou zabarveni nosice,
ten byl po ukonceni detekce kompletn¢ tmavé fialovy. Probéhla také mikroskopicka analyza
vzorku, kdy bylo mozné sledovat jednotlivé burky v blizkosti vlaken nosice, viz obr. 1. Burky
fixované na nosi¢ jsou tedy dlouhodob¢ Zivotaschopné a zaroven ve form¢ mechanicky odolné
biokompatibilni matrice vhodné pro nahradu.

Pro dukaz optimalni distribuce mesenchymalnich kmenovych bungk v pfipravku byla provedena
nasledujici metodika. K pripravené suspenzi byla pridana ¢ervena fluorescenéni barva PKH26,
v tomto prikladném provedeni PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kits, ktera barvi membrany
bun¢k. Nadbytek barvy byl odmyt a poté byly buriky smichany s roztokem modifikované plazmy
bohaté na mechanicky rozrusené desticky. K 1,4 ml obarvenych bunék o koncentraci 5 106
bunék/ml bylo pfidano 36 pl roztoku Calcium chloratum Biotika, tj. 10% roztok chlornidu
vapenatého. Po smichani bylo ve pfevedeno na Chondrotissue®, kde celd smés zatuhla. Poté
byly buriky fixovany 4% paraformaldehydem a pofizeny fezy na mikrotomu, tj.10um fezy, kazdy
Sesty byl dokumentovan — prenesen na sklicko, zakapnut montovacim médiem a nafocen pomoci
fluorescenc¢niho mikroskopu Leica, pri zvétSeni 25x. Na obr. 2 lze pozorovat optimalni distribuci
bunék v nosiéi. Rez je v hloubce 900 mikront, coz dokazuje homogennost celé¢ho pfipravku.

V prvnim prikladném provedeni byl pripravek skladovan v lednici pri teplot¢ 4 °C. V jiném
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prikladném provedeni byl pripravek skladovan v kultivaénim médiu pii 37 °C.

Prumyslova vyuzitelnost

Prostfedek pfipraveny dle vynalezu pro mechanicky odolnou plné biokompatibilni nahradu
poskozené ¢asti lidské chrupavkovité tkang€ je uréen k aplikaci na misto chondralniho defektu. Je
mozné jej vyuzit v ramci bunééné cilené terapic pri ortopedickych operacich nejen velkych
kloubti, pfi zanétlivych kloubnich onemocnéni véetné posttraumatické zanétlivé reakce po
poskozeni nebo trazu a také k 16¢bé degenerativnich onemocnéni. Prostredek podle vynalezu lze
dale vyuzit pfi 1¢cbé traumat, vyvojovych vad, hojeni ran, k nahrad¢ tkani, konkrétn¢ pro 1é¢bu
zanétlivych onemocnéni kloubu jako je artritida, osteoartritida.
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PATENTOVE NAROKY

—

Zpusob piipravy prostiedku pro nahradu ¢asti lidské chrupavkovité tkang, pri kterém

— je modifikovana plasma bohata na desticky pfipravena z autologni periferni krve, ktera je
nejprve po odbéru z lidského téla do odbérového setu s antikoagulantem prvni centrifugaci
zbavena Cervenych krvinek, odebrana homi lehéi plasmaticka frakce je druhou centrifugaci
obohacena o desticky,

— z lidského téla izolované mesenchymalnich kmenové buriky jsou kultivovany nejméné do treti
pasaze, a nasledn¢

— resuspendovany v modifikované plasmé v koncentraci 50 000 az 500 000 mesenchymalnich
kmenovych bun¢k na 1 ml modifikované plasmy bohaté na mechanicky rozrusené desticky,

— tato suspenze je dale smichana s 10% hmotn. roztokem chloridu vapenatého v hmotnostnim
pom¢&ru 80:20 az 99:1,

— vysledna smés je neprodlené nanesena na pripraveny sterilni biodegradabilni pevny nosi¢ z
netkanych polysacharidovych vlaken,

vyznacujici se tim, ze po kroku druhé centrifugace modifikované plasmy je odstranéna homi
leh¢i frakce a dolni t€zSi frakce je ultracentrifugovana pii tihovém zrychleni 80 000 az 100 000 g
po dobu 2 az 4 hodin a poté je modifikovana alesponi dvéma cykly Sokového zmraZzeni pfi teploté
-180 az -200 °C a rozmraZeni, a teprve poté¢ probiha kultivace izolovanych mesenchymalnich
bun¢k do tfeti pasaze, a dale tim, Zze vysledna smés je na pevném biodegradabilnim nosici
kultivovana po dobu 10 az 30 minut pfi teploté 20 az 37 °C.

2. Zpusob pripravy prostfedku pro nahradu ¢asti lidské chrupavkovité tkan¢ podle naroku 1,
vyznacujici se tim, ze pfi kterém je prvni centrifugace provedena pii tthovém zrychleni 100 az
300 g po dobu 5 az 15 minut, nejvyhodnéji pri tihovém zrychleni 130 az 160 g po dobu 9 az 12
minut.

3. Zpusob pripravy prostfedku pro nahradu casti lidské chrupavkovité tkan¢ podle kter¢hokoliv
z pfechazejicich naroku, vyznacujici se tim, Ze je druha centrifugace provedena pfi tihovém
zrychleni 500 az 1000 g po dobu 12 az 20 minut, nejvyhodnéji pfi tithovém zrychleni 700 az
800 g po dobu 14 az 17 minut.

4. Zpusob pripravy prostfedku pro nahradu casti lidské chrupavkovité tkan¢ podle kter¢hokoliv
z pfechazejicich naroki, vyznacujici se tim, Ze ultracentrifugace je provedena pii tihovém
zrychleni 90 000 az 100 000 g.

5. Zpusob pripravy prostfedku pro nahradu ¢asti lidské chrupavkovité tkan¢ podle kteréhokoliv
z prechazejicich naroku, vyznacujici se tim, Ze suspenze mezenchymalnich bunék a plazmy je
smichana s 10% hmotn. vodnym roztokem chloridu vapenatého v poméru hmotnostnich dila
90:10 az 99:1, nejvyhodnéji v poméru hmotnostnich dili 95:5 az 99:1.

6. Zpusob pripravy prostfedku pro nahradu casti lidské chrupavkovité tkan¢ podle kteréhokoliv
z prechazejicich naroki, vyznacujici se tim, Ze smés je na biodegradabilnim nosi¢i kultivovana
12 az 20 minut pii 22 az 30 °C.

7. Zpusob pripravy prostfedku pro nahradu casti lidské chrupavkovité tkan¢ podle kteréhokoliv
z prechazejicich narokt, vyznac€ujici se tim, Ze po kultivaci je prostredek skladovan v lednici pfi
2 az 8 °C ¢i v kultivacnim médiu pfi 37 °C.
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8. Prostfedek pro nahradu casti lidské chrupavkovité tkan€, ktery obsahuje smés ukotvenou
autolognimi fibrinovymi polymery na sterilni biodegradabilni polysacharidovy pevny nosi¢ z
netkanych vlaken, kde uvedena sm¢s zahmuje suspenzi o koncentraci 50 000 az 500 000
mesenchymalnich kmenovych bunék na 1 ml autologni modifikované plasmy a dale tato smés
obsahuje v hmotnostnim poméru 80:20 az 99:1 k této suspenzi pridany 10% hmotn. roztok
chloridu vapenatého vyznacujici se tim, Ze autologni modifikovana plasma obsahuje
mechanicky rozrusené desticky prfedem upravené ultracentrifugaci a alesponn dvéma cykly
Sokového zmrazeni pfi teploté -180 az -200 °C a rozmrazeni.

9. Prostredek pro nahradu ¢asti lidské chrupavkovité tkan¢€ podle naroku 8, vyznacujici se tim,
z¢ obsahuje v hmotnostnim pomé¢ru 90:10 az 99:1, nejvyhodnéji v hmotnostnim poméru 95:5 az
99:1, k této suspenzi pridany 10% hmotn. roztok chloridu vapenatého.

10. Prostfedek pro nahradu ¢asti lidské chrupavkovité tkan€ podle kteréhokoliv z naroka 8 nebo
9, vyznacujici se tim, ze pevnym nosi¢em je n¢ktery z nasledujicich: kyselina polylaktidova
PLA, kyselina polyglykolova PGA, polyethylenglykol PEG, kolagen typu I, hyaluronova
kyselina, fibnin, celuléza, Skrob nebo extracelulami matrice ve formé nanovlaken nebo
mikrovlaken, nebo jejich kombinace.

11. Prostfedek pro nahradu ¢asti lidské chrupavkovité tkan¢ podle kteréhokoliv z naroka 8 nebo
9, vyznacujici se tim, Ze pevnym nosi¢em je nosi¢ z netkanych vlaken z kyseliny hyaluronové

HA a kyseliny polyglykolové PGA.

1 vykres
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Obr. 1

Obr. 2
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