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Souhrn: Mezenchymalni stromalni buriky (mesenchymal stromal cells - MSC) jsou heterogenni populaci kmenovych bunék, které Ize izo-
lovat z mnoha réiznych tkani. MSC mohou diferencovat do bunék mezodermalni linie (adipocytt, chondrocytd a osteoblastl) i ostatnich
zérodeénych linii. MSC jsou schopny interagovat s burikami vrozené i ziskané imunity, a navozovat tak modulaci nékterych funkei imunit-
niho systému. Po in vivo podani mohou MSC vyvolat toleranci a migrovat do mist poskozenych tkani, kde mohou tlumit vznik prozanét-
livych cytokin(i a podporovat preziti poskozenych bunék. Tato prace shrnuje vysledky experimentd s riznymi zdroji MSC a déle moznosti
jejich izolace a kultivace vzhledem k pozadavkaim spravné klinické praxe (good manufacture practice - GMP).
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Use of platelet lysate for mesenchymal stem cell cultivation

Summary: Mesenchymal stem cells (MSCs) are a heterogeneous subset of stromal stem cells that can be isolated from many adult tissues.
They can differentiate into cells of the mesodermal lineage, such as adipocytes, osteocytes and chondrocytes, as well as cells of other
embryonic lineages. MSCs can interact with cells of both the innate and adaptive immune systems, leading to the modulation of several
effector functions. After in vivo administration, MSCs induce peripheral tolerance and migrate to injured tissues, where they can inhibit
the release of pro-inflammatory cytokines and promote the survival of damaged cells. This article recapitulates experimental data of MSC

sources and mechanisms of MSC-isolation and cultivation according to GMP (good manufacture practice) standards.
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Uvod

Mezenchymalni kmenové buriky
(MSC) jsou nejvice zastoupeny v kostni
dreni. Jsou to buriky zodpovédné za re-
generaci tkani a byly poprvé popsany
Friedensteinem et al v roce 1976 [1-3].

Mimo kostni den jsou MSC lokali-
zovény i v jinych tkdnich lidského téla -
napf. v pupecnikové i periferni krvi, tu-
kové tkani, periostu nebo synovidlni
tekutiné.

Hlavnimi charakteristikami mezen-
chymalnich kmenovych bunék je jejich
fibroblastoidni morfologie, schopnost
vytvatet CFU-F kolonie, schopnost
multipotentni diferenciace (do adipo-
cytl, osteoblastll, chondrocyti nebo
myoblastt) a charakteristickd skladba
povrchovych znakd CD347/CD457/
CD73°/CD90*/CD105" [4].

MSC jsou v posledni dobé velmi sle-
dovanou populaci, a to pro jejich rege-
nerativni potencidl, ktery je dle prvnich
vysledkd z klinickych studii mozné vyuZit
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pFi [é¢bé Sirokého spektra onemocnéni
(ischemie, autoimunitni choroby, re-
parace tkanf a dalsi). S tim je v8ak spo-
jena potieba kultivace MSC v rezimu
GMP - ten mimo jiné stanovuje velmi
pisna kritéria na kultivaéni média (bez-
sérovd nebo bez pfimési zvifecich kom-
ponent). Pozadavky na média a pod-
minky pro kultivaci bunék s naslednym
pouzitim v klinické praxi se #idi smérnici
Evropské komise 2001/83/ES.

Vzhledem k tomu, Ze trh s komer¢-
nimi médii s GMP certifikatem je
v soucasnosti velmi omezeny, bylo
nutné nalézt vlastni kompletni médium
pro kultivaci MSC pro klinické pouziti.
V nasi laboratofi jsme vyzkouseli mé-
dium s 5% desti¢kovym lyzatem. Rist
MSC v tomto médiu byl porovnan
s rlistem MSC v komerénich médiich.

Material
V nasich experimentech bylo zpraco-
vano celkem 25 vzorkd biologického

materialu - 15krét aspirat kostni dfené
(2ml), 5krat vyplach z vaku po sepa-
raci kostni dfené a Skrat pupecnikova
krev. Veskery biologicky materidl byl
odebran ve FN Brno na zdkladé po-
depsaného informovaného souhlasu
pacienta/ddarce.

Metody

Izolace MSC

Pro izolaci MSC byla pouZita metoda
plastické adherence izolovanych mo-
nonukledrnich bunék.

Biologicky materidl byl navrstven na
Histopaque (Sigma) v poméru 1 : 2
(Histopaque : materidl) a centrifugovan
(1200 ot/40 min/20 °C). Gradientovou
centrifugaci se vytvotila vrstva mono-
nukledrnich bunék. Tato vrstva byla ode-
brana, promyta Hanksovym roztokem
(Sigma) a poté resuspendovana v kulti-
va¢nim médiu a osazena na 75 cm? kul-
tivacn{ lahve (Saerstedt) v koncentraci
1 %108/ cm?.
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Tab. 1. Prehled vysledkd kultivaci.
Kultura Zdroj Kultivaéni médium Ab;ml:(t?::r)é et PT)ié:zir;:iT jet ::::;, KE:::E)Z:‘?I%?
MSC08001 PK MesenCult 221,9 0,310 3 5,079
MSC08002 KD MesenCult 2,4 0,500 2 4,091
MSC08003 PK MesenCult 470,4 0 0 0
MSC08004 PK MesenCult 431,4 0 0 0
MSC08005 PK MesenCult 686,4 0 0 0
MSC09006 KD MesenCult 2,0 0 0 0
MSC09007 KD MesenCult 3,4 0,220 1 0,220
MSC09008 KD ACF 0,84 0,270 3 4,424
MSC09009 KD ACF 4,16 0,480 4 15,729
MSC09010 KD MesenCult 3,2 0,340 6 22,282
MSC09011 KD MesenCult 1,6 0,018 5 3,589
MSC09012 \'A% MesenCult 35 8,600 6 56,361
MSC09013 KD DMEM + 5%PL 2,2 0,320 6 20,971
MSC09014 wW MesenCult 120 13,000 6 85,598
MSC09015 \'A% MesenCult 45 6,900 6 22,610
MSC09016 KD DMEM + 5%PL 1,6 0 0 0
MSC09017 KD DMEM + 5%PL 0,63 0,063 4 1,321
MSC09018 w DMEM + 5%PL 90 11,200 6 73,401
MSC09019 KD DMEM + 5%PL 1,3 1,000 S 32,275
MSC09020 KD DMEM + 5%PL 1,8 0,840 5 13,763
MSC09021 KD DMEM + 5%PL 2,0 0,170 4 2,785
MSC09022 KD DMEM + 5%PL 2,4 3,200 5 20,486
MSC09023 %% DMEM + 5%PL 32 7,800 6 25,636
MSC09024 KD DMEM + 5%PL 3,5 0,280 6 15,729
MSC09025 PK DMEM + 5%PL 617,4 0 0 0

PK - pupeénikova krev, KD - kostni dfefl, VV - vyplach vaku

Pocatecni pocet bunék - pocet adherentnich bunék po 1. pasazi, MesenCult - MesenCult® MSC Basal Medium + 10% Mesenchy-

mal Stem Cell Stimulatory Supplement (Human), ACF - bezsérové médium MesenCult®, ACF - Medium (StemCell Technologies),

DMEM + 5%PL - Dulbecco’s Modified Eagle Medium s GlutaMaxem a D-glukdézou + 5% destickovy lyzat, MNK - mononukledrni

buriky naizolované z jednotlivych materiald

Kultivace MSC

Kultivace MSC probihala ve tfech riz-
nych médiich, po skonceni experi-
mentd byly tyto tfi typy kultivaci vza-
jemné porovnany.

Prvnim médiem bylo MesenCult®
Medium (StemCell Technologies),
které se pFipravuje z MesenCult® MSC
Basal Medium a Mesenchymal Stem
Cell Stimulatory Supplement (Human)
v poméru 10 : 1.

Vzhledem k planované aplikaci MSC
pacientdim bylo vyzkou3eno také ko-
mercni bezsérové médium MesenCult® -
ACF Medium (StemCell Technologies).
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Tretim typem média bylo nami pfi-
pravené médium s 5% destickovym ly-
zatem. Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) obohacené Glu-
taMaxem, D-glukézou a pyruvatem
(Gibco) bylo smichano s destickovym
lyzatem (PL) tak, aby findlni koncent-
race PL byla 5%. Takto pfipravené mé-
dium bylo prefiltrovano pres 0,22pm
filtr.

Kultivace MSC probihala v inkuba-
toru s 5% CO, pfi 37 °C, médium bylo
ménéno trikrdt tydné. P¥i dosazeni
80-90% konfluence bunék byly MSC
pasazovany.

Flow cytometricka analyza
povrchovych znaka

U MSC byla pomoci flow cytometrie
sledovdna exprese povrchovych znakd
na pfistroji FACSCanto Il (BD Bio-
sciences). Dle doporuceni ISCT byly
sledovany znaky CD34, CD45, CD73,
CD90 a CD105, které charakterizuji
MSC [4].

Bylo analyzovdno vzdy minimélné
30 000 uddlosti. Pro analyzu dat byl
pouZit software BD FacsDiva (BD
Biosciences), pro grafickou prezentaci
dat byl pouzit Flow-Jo software (Ash-
land), verze 7.1.2.
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Obr. 1. Morfologie MSC z kostni d¥ené (2. pasaz), které byly kultivovdny ve tfech riiznych médiich.

(a) MesenCult médium s 10% sérem, (c) bezsérové ACF médium, (c) DMEM + 5% destic¢kovy lyzat. Zvétseno 100krat.

Vysledky

Kultivace

Komeréni médium MesenCult® (Stem-
Cell Technologies) bylo pouzito pro
kultivaci MSC ze vsech vzorkd kostni
drené (z vyplacht vakd i aspirdtd kostnf
drené) a vdech vzorkd pupeénikové
krve. Kultivace MSC byla provedena dle
instrukef vyrobce.

Vysledky kultivace shrnuje tab. 1, mor-
fologii bunék kultivovanych v tomto
médiu pak ukazuje obr. 1a.

Na zacatku roku 2009 bylo na trh
uvedeno bezsérové médium pro kul-
tivaci MSC - MesenCult ACF Medium
(StemCell Technologies). Toto mé-
dium bylo pouZito u dvou vzork( kostn{
drené a jako druhy zplsob kultivace
u ti vzorkd kostni diené.

Vysledky z téchto kultivaci vak nebyly
uspokojivé - buriky vytvarely CFU-F ko-
lonie az po del$im (dvojndsobném) ca-
sovém Useku neZ pti kultivaci v médiu
MesenCult s 10% séra. Navic mély
burky snizenou proliferaéni kapacitu
a prechdzely do stavu senescence jiz po
treti, resp. ¢tvrté pasdzi. Proto nebylo
toto médium déle pouzivano. Vysledky
kultivace shrnuje tab. 1.

Morfologii bunék z kostn{ drené kul-
tivovanych v tomto médiu ukazuje
obr. 1b.

Médium DMEM s 5% destickovym
lyzdtem bylo vyvinuto na zédkladé me-
todiky kultivace MSC tymu Franka Lo-
catelliho v italské Pavii a bylo vybrano
na zakladé splnéni pozadavk(l pro
GMP standardy.

Poprvé bylo poutzito pro vzorek MSC
z kostni dfené. Ve srovnani s komer¢-
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nim médiem MesenCult byly vysledky
velmi slibné. Buriky vytvérely CFU-F ko-
lonie jiz 3.-6. den (medidn 4 dny) po
zahdjenf kultivace a dlouhodobé (do
5. pasdze, + 1 pasaz) si udrzovaly vy-
soky prolifera¢ni potencial. Morfologie
MSC se v priibéhu kultivace neménila.
Na zdkladé dosazenych vysledk( bylo
toto médium pouzivano jako prvni
volba ve viech zbylych kultivacich.
Vysledky kultivace shrnuje tab. 1, mor-
fologie bunék kultivovanych v tomto
médiu pak ukazuje obr. 1c.
Vysledkem je tedy optimalizovand a za-
vedend metodika ziskavani a kultivace
mezenchymalnich kmenovych bunék
v kultivaénim médiu pouzitelném pro
dal3i klinické experimenty. Postup kul-
tivace byl zpracovan do standardniho
operaéniho protokolu (SOP), ktery se
v soucasné dobé pouzivd v Univerzit-
nim centru bunééné imunoterapie Lé-
katské fakulty Masarykovy univerzity.

Flow cytometrie
Buriky byly izolovany, ¢astzbunék byla ode-
branaa poinkubacis monoklonalnimi pro-
tildtkami byla zmérena exprese jejich povr-
chowych znakd. Méreni bylo opakovano po
2. pasazi. MSC ziskané ze viech 3 zdrojl
neexprimovaly zadné znaky hematopo-
etickych bunék (CD34, CD45) (obr. 2).
Vsechny analyzované MSC exprimovaly
typické markery mezenchymalnich stro-
mélnich bunék (CD73, CD90 a CD105)
(obr. 2). Exprese CD90 a CD105 na MSC
z pupeénikové krve byla vyznamné snizena
oproti MSC z kostni diené.

Vysledkem téchto experimentt je po-
tvrzenf, Zze kultivované mezenchymalni

buriky ze vSech zkoumanych zdroja
exprimuji znaky charakteristické pro
MSC (CD73, CD90, CD105) a zaro-
ven neexprimuji znaky hematopoetic-
kych bunék CD34 a CD45.

Diskuze

V3echny buriky izolované z téchto t#
zdroj mély typické vlastnosti MSC: fibro-
blastoidni morfologii, adherenci k plastu,
vytvaieni CFU-F kolonif, schopnost multi-
potentni diferenciace a expresi charakte-
ristickych povrchovych proteint. Markery
pro hematopoézu chybély u viech ti typ(i
MSC, mira exprese CD73 byla u sledova-
nych bunék shodnd. Signifikantni rozdil
byl pozorovan u znakli CD90 a CD105.
Tyto molekuly jsou asociovany s hema-
topoézou a migraci bunék, svou dlohu
hraji pfi homingu MSC i ve struktufe
stromatu kostni dfené.

MSC byly izolovany z materidlu od je-
dincl s riznymi chorobami (CLL, AML,
CMP a dal3i) a rtiznym genetickym z&-
zemim. Variabilita mezi darci muze
byt téZzko sjednocena pro tcely izolace
MSC, a mize tedy vyznamné ovlivnit je-
jich vlastnosti jako prolifera¢ni kapa-
citu nebo diferenciaéni schopnost.

Dal$im neopominutelnym faktem je
razny zplsob kultivace MSC. Je nutné
zohlednit dcely, pro které je kultivace
MSC provadéna (experimenty, klinické
aplikace), a tomu ptizplsobit kulti-
vaén{ protokol. P¥i klinickém pouZzitf
MSC je vyvijen tlak na sloZeni kulti-
vaénich médii, kdy je zadouci pouzi-
vat média bez komponent zviteciho
pavodu (riziko prenosu napt. BSE z fe-
talniho bovinniho séra). Nejvhodnégjsi
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Obr. 2. Reprezentativni flow cytometrickd analyza MSC z kostn{ dfené.

jsou média bezsérovd, aviak ndmi tes-
tované bezsérové médium expanzi
MSC pf#ili§ nepodporovalo. Bylo proto
vyvinuto médium s destickovym lyzd-
tem, které splfiuje ndroky na kultivaci
MSC pro nésledné klinické aplikace.

Pti kultivacich bylo pozorovéno, Ze vy-
znamnou roli v udrzZeni proliferace hraje
také kontakt mezi burikami. Pokud byly
buriky pasazovany v 70-80% konfluenci,
jejich expanzni aktivita byla udrzena
déle. Jestlize se buriky nechaly dortst do
100% konfluence, zacala se ménit jejich
morfologie a vyznamné se sniZila jejich
ochota k dal3i proliferaci.

Na zékladé vysledkd nasich experi-
mentl mGzeme konstatovat, ze kostni
dreri a vyplachy vakd po separaci kostn{
drené jsou vhodnymi zdroji pro izolaci
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a naslednou expanzi MSC. Pupecnikova
krev nebyla vyhodnocena jako vhodny
zdroj MSC, a to pro jeji relativné nizkou
prolifera¢ni kapacitu, nedispésnost kul-
tivaci a kontaminaci koloniemi hemato-
poetickych progenitor(. Tato fakta jsou
zcela v souladu s literaturou. Kern et
al uvadi dspésnost kultivaci MSC z pu-
pec¢nikové krve 63 %, Wagner et al 34%
a Panepucci et al pouze 29% [5-7]. Ne-
tspéch pfi kultivaci MSC z pupeénikové
krve pFipisujeme tomu, Ze pupeéniko-
vou krev je nutno zpracovat co nejdfive,
nejzazsi hranice byla stanovena na
4 hod od odbéru [5]. Do nasi labora-
tofe se dostaly vzorky pupeénikové krve
pravé na hranici tohoto limitu.

Kostni dfen je zatim nejpouzivangj-
§im zdrojem MSC pro dosavadni kli-

nické aplikace, napt. p¥i experimentdlnf
[é¢bé osteogenesis imperfecta, nemoci
$tépu proti hostiteli nebo akutniho in-
farktu myokardu. Bohuzel pocty, vy-
skyt a diferencia¢ni kapacita BM-MSC
negativné koreluje s vékem - kostnf
dreri tedy nemusi byt vhodnym zdrojem
pro izolaci MSC u starsich pacientd.
V tomto pfipadé viak muze byt zvazen
alogenn( ptistup. Pokud je vyzadovén
shodny darce, jevi se jako nejlepsi Fe-
Seni odbér kostni dfené nebo tukové
tkané od HLA identického souro-
zence, haplo-identickych pFibuznych
nebo HLA-identickych nep¥ibuznych
darca.

Transplantace a dalsi klinické vyuzitf
MSC je v3ak v soucasné dobé teprve ve
fazi ¢asnych klinickych studif.

549




Vyuziti destickového lyzatu pfi kultivacich mezenchymalnich kmenovych bunék

Zaver

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze vy-
sledkem experiment(i popsanych v této
praci je standardni postup kultivace
MSCv rezimu GMP a ovéFeni stabilniho
fenotypu kultivovanych MSC z hlediska
jejich stdlé morfologie a exprese povr-
chovych znakd. Tyto poznatky jsou od-
razovym mustkem pro provedenf vali-
dace procesu izolace a kultivace MSC
z kostni d¥ené v Cistych prostorach Ba-
bakova vyzkumného institutu Lékarské
fakulty Masarykovy univerzity v Brné.
Poté je pldnovéna klinicka studie faze Il,
ve které budou autologni MSC podany
pacientim s rlznymi autoimunitnimi
chorobami. Tato klinickd studie bude
dal$im rozsitenim portfolia Univer-
zitnfho centra bunééné imunoterapie
v souladu s dlouhodobym zamérenim

tohoto pracovisté a nabidne modernf
ptistup 1é¢by pro indikované pacienty.

Tato prace byla podporena grantem
MSMT NPVII 2B06058 a grantem rektora
Masarykovy univerzity pro tvarci ¢innost
studentdi & MUNI/31/E0021/2008.
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