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mozného klinického vyuziti
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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

In patients older than 40 years of age, treatment of chondral lesions of the knee employing microfractures does not
provide satisfactory outcomes. One of the contributing factors may be the age-related lack of sufficient mesenchymal
stromal cells able to efficiently migrate into the desired site of the lesion. Concomitant application of mononuclear cells
(MNCs) or cultured mesenchymal stem cells (MSCs) isolated from bone marrow and seeded on a 3D scaffold could provide
an alternative enhancing therapeutic efficacy in these patients. The aim of our study was to assess two different sources of
bone marrow for isolation of progenitor cells. To be specific, material obtained from proximal tibia and iliac crest (the
commonly used bone marrow source) was compared in terms of quantity and quality of cells and their suitability for cell-
based treatment of chondral lesions.

MATERIAL AND METHODS

Bone marrow was collected during a total knee replacement surgery from the iliac crest and the proximal metaphysis of
the tibia from ten volunteers older than 40 years of age, using aspiration biopsy needles. The MNCs from the obtained
material were isolated, cultured and analyzed for their phenotypic features. Both sources were compared as to the yield and
viability of MNCs and MSCs as well as the ability of MSCs of chondrogenic differentiation.

RESULTS

The MNCs concentration/yield was significantly higher in samples from the iliac crests. Similar results were obtained with
cultured MSCs after the first passage when the MSCs/MNCs ratio was compared. Nevertheless, the qualitative analysis
that included MSCs immuno-phenotyping, viability and population doubling time showed no difference between the two
tested bone marrow sources.

DISCUSSION

Particularly in older patients, therapies of chondral defects employing bone marrow-stimulating techniques result in unsat-
isfactory outcomes. Therefore, orthopedic surgeons have turned their attention to cell-based treatments. Bone marrow
located in pelvic bone and metaphysis of long bones (distal femur, proximal tibia) contains mononuclear cells that possess
features of MSCs. In accordance with other authors, quantitative differences between the cells from two anatomical locations
were found in our cohort of patients. Qualitatively, however, there was no significant variability observed. We also confirmed
that the metaphysis of proximal tibia is a suitable source for cultured MSCs. Moreover, in contrast to several reports, the
quality of these cells does not appear to decrease with the patients age.

CONCLUSIONS

The iliac crest represents a superior bone marrow source for the MNCs and MSCs yield when compared with tibia.
However, there was no qualitative difference between the isolated and cultured cells. The population doubling time analysis
showed that the tibia is a good alternative source of MSCs which can be obtained at therapeutically relevant numbers for
example for the treatment of chondral lesions of the knee.

Key words: bone marrow, mesenchymal stem cells, MSC, mononuclear cells, chondral defects, osteoarthritis.
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Poranéni chrupavky trazem, opakované nadmérné
pretézovani kloubd, porucha kongruence kloubniho
povrchu, nebo volna téliska v kloubu vedou k poskozeni
kloubniho povrchu. Diky avaskuldrni povaze chrupavky
je poskozeni této tkan¢ spojeno s nizkou schopnosti
regenerace (16). Neziidka se tak u starSich pacientl po
poranéni chrupavky rychle rozviji osteoartroza (2).
Degenerativni proces, ktery ovliviiuje patofyziologii
chrupavky, vede postupné k dalsimu poskozovani tkan¢,
dostavuji se zmény kvality chrupavky a subchondralni
kosti se ztlusténim kalcifikujici zony (5, 16). VysSe uve-
dené procesy vedou ke zméné distribuce zatizeni
povrchu kloubu a rozvoji osteoartrotickych zmén kolen-
niho kloubu (5).

Jelikoz je mira obnovy chrupavky piimo ovlivnéna
lokalnimi fyziologickymi procesy, je zfejmé, Ze bez
dostate¢né in situ expozice ristovym faktorim a proge-
nitorovym bunkdm v dasledku omezeného cévniho
zasobeni poskozené hyalinni chrupavky nemize docha-
zet k adekvatni regeneraci poSkozené tkané.

Chirurgicka 1écba fokalnich defektti chrupavky ma za
cil obnovu poskozené tkané, snizeni bolesti a prodlou-
zeni aktivniho Zivota pacienta. Mezi nejcastéjsi chirur-
gické procedury patii mikrofraktury (28), mozaikoplas-
tika (12), autologni chondrocytarni implantace (4)
a alogenni transplantace (10). Pouziti autolognich
mezenchymalnich bun¢k (MSCs) z kosti dfené, tuku,
nebo synovialni tkané je stale zkoumano (1, 18). Typ
vhodného operac¢niho vykonu je urcen velikosti a hloub-
kou defektu, spolu s kvalitou okolni tkané. Operacni
zékroky stimulujici kostni dien jsou nejrozsifencjsi
anejlevnéjsi operacni technikou. Piesto i u téchto postu-
pu dochazi k selhani terapie, a to zejména u pacientti
nad 40 let (20). Do poptedi zajmu se proto v posledni
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dobé dostava bunécna terapie, piicemz se ukazuje, ze
autologni a alogenni chondrocytarni transplantaty maji
dlouhodobé;jsi klinicky efekt a vytvareji kvalitnéjsi tkan
podobnou hyalinni chrupavce, nezli dren-stimulujici
techniky (11, 14, 23, 24).

Tento fakt nas vedl k vytvoteni pracovni hypotézy, ze
diivodem je bud’ nizka nabidka, anebo kvalita progeni-
torovych bun¢k v misté poskozeného kolenniho kloubu,
ktera se s vékem pacienta sniZuje.

Cilem nasi studie bylo charakterizovat alternativni
zdroj kostni dfené, ktery by poskytoval vhodny material
pro piipravu bunécného 1éCivého piipravku a vyzkou-
mat, zda se u sledovanych pacientl aspirat kostni dfené
z panevni kosti a proximalni tibie 1isi kvantitou a kva-
litou mononuklearnich bunék (MNCs) a autolognich
mezenchymalnich bun¢k (MSCs). Z praktickych diivo-
da by nahrada panevni kosti, jako nejcastéji vyuzivané-
ho zdroje kostni dfené vhodnym alternativnim zdrojem,
ktery by byl technicky dostupnéjsi, anatomicky bezpec-
néjsi, a ktery by pacienta zaté¢zoval v mensi mifte, byla
velice vyhodna.

MATERIAL A METODIKA

Soubor pacientu

Celkem 10 ndhodné vybranych pacientti Ortopedické-
ho oddéleni Masarykovy nemocnice, 0.z., Krajské zdra-
votni, a.s., podstoupilo po vysloveni informovaného
souhlasu s tcasti ve studii odbér kostni diené z lopaty
kycelni a proximalni metafyzy tibie v ramci provadéné
planované totalni nahrady kolenniho kloubu.

Vstupnimi kritérii byl vék nad 40 let a osteoartr6za
kolenniho kloubu indikovana k totdlni endoprotéze
kolenniho kloubu. Ze studie byli vylouceni pacienti
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Obr. 1. Vyteznost bunék. Krabicové grafy zobrazuji koncentraci MNCs v aspiratu kostni diené z obou odberovych mist (4)
a pomer ziskanych MSCs v 1. pasazi k poctu odebranych MNCs u obou odbérovych mist (B). Data jsou zobrazena vcetné
medianu (n=10; p=0,001-0,01 **; 0,01-0,05 *; chybové usecky predstavuji kvartily — 5-25 % a 75-95 %).

Fig. 1. Cell yield. The boxplots show the concentration of MNCs in bone marrow aspirate from both harvest sites (4) and the
ratio of obtained MSCs in the Ist passage to the amount of harvested MNCs from both the harvest sites (B). The data is given
including the median (n=10; p=0.001-0.01 **; 0.01-0.05 *; the error bars represent quartiles — 5-25% and 75-95%).
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s kostnim defektem a vyraznymi sklerotickymi, ¢i
posttraumatickymi zménami v inzertnim bodu proxi-
malni tibie na rtg. Vstupni laboratorni hematologické
testy krevniho obrazu a koagulace byly provedeny maxi-
malné 3 tydny pied zakrokem a jejich vysledky musely
spadat do popula¢nich norem referen¢ni laboratofe.
Vybrani pacienti museli byt bez anamnézy piijmu nebo
odbéru krevnich derivatl v poslednich 3 mésicich pred
plénovanou trepanobiopsii. Studie byla schvalena etic-
kou komisi Krajské zdravotni a.s.

Odbér kostni diené

Aspirat kostni diené byl od v§ech pacienti ziskan tre-
panobioptickou jehlou ze dvou inzertnich bodt: z ante-
rolateralni hrany lopaty kosti kyc¢elni a z oblasti proxi-
malni metafyzy tibie (interkondylicky prostor pied
mistem inserce predniho zkiizeného vazu) operovaného
kolenniho kloubu (kloubni ndhrada). Trepanobioticka
jehla byla v obou ptipadech zavedena do spongidznich
¢asti kosti do hloubky 2-3 cm. Z kazdého odbérového
mista bylo odebrano celkem 13-15 ml aspiratu kostni
dené do 20 ml stiikacek Omnifix Luer Lock Solo (B.
Braun), které obsahovaly 2 ml antikoagula¢niho roztoku
ACD-A (Fresenius Kabi AG). Material byl transporto-
van k certifikovanému vyrobci 1é¢ivych ptipravkl
moderni terapie, spolecnosti Bioinova, s.r.o., kde bylo
provedeno zpracovani kostni dfené, vcetné izolace
mononuklearnich bunék (MNCs), kultivace a imunofe-
notypizace mezenchymalnich kmenovych bunék
(MSC:s). Buiiky z obou zdroji byly navzajem porovnany
z pohledu viability a vytéznosti MSCs.

Izolace a kultivace MSCs

K odebranym aspiratim byl ptidan Gelofusin (B.
Braun) pro vytvoreni frakce MNCs. Koncentrace MNCs
pted i po sedimentaci v Gelofusinu byla stanovena pomo-
ci hematologického analyzatoru ABX Micros 60 (HORI-
BA Medical). Ziskana frakce MNCs byla nasazena na
kultiva¢ni lahev o koncentraci 1,2—1,6x10° MNCs/cm?
a kultivovana v médiu Alpha MEM (Lonza) s 5% suple-
mentem Stemulate (Cook General BioTechnology) a 1%
antibiotiky/antimykotiky ~ (Penicilin,  Streptomycin,
Amfotericin B; Thermo Fisher Scientific) pii teploté
37 °C av atmosfére obsahujici 5% CO,. Po 2448 h byly
suspenzni buniky odstranény oplachem PBS (Lonza)
a k adhezivnim bunkam bylo pfidano Cerstvé kultivacni
médium. Kultivované MSCs byly pasdzovany pti dosa-
zeni 80-90% konfluence v ramci bunéénych kolonii za
pouziti TrypLE (Life Technologies) a opét vysety. Pocet
bunek v 1.12. pasazi byl stanoven pomoci piistroje Luna-
IT Cell Counter (Logos Biosystems).

Pratokova cytometrie

Kultivované MSCs izolované z lopaty kosti kycelni
a kolenniho kloubu byly na urovni 2. pasaze analyzovany
na znaky MSCs dle diive publikovanych parametrt (7)
a na viabilitu (13-20 dni kultivace, 80-90% konfluence).
Bunééna suspenze byla inkubovana s konjugovanymi
monoklonalnimi lidskymi protilatkami: CD105-PE,
CD45-PB, CD14-PB, CD19-PB (Exbio), CD90-APC,
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CD73-PerCP/Cy5.5, CD34-PB (Biolegend) a HLA-DR-
FITC (Beckman Coulter). Apoptotické a nekrotické buii-
ky byly znaceny pomoci propidium jodidu (PI) (Exbio).
Samotna analyza, z které byly vylouceny bunky v dubletu
(FSC-AXFSC-H) a bunécna debris (FSC-AXSSC-A),
byla provedena prutokovym cytometrem BD FACS Can-
to I (BD Biosciences). Neznaceny vzorek bunééné
suspenze byl pouzit jako negativni kontrola a znacené
kompenzacni kulicky (BD Biosciences) byly pouzity pro
vypocet kompenzacni matice. Ziskana data od vsech 10
darct byla hodnocena jednotlivé a na zavér sloucena
a vyhodnocena pomoci programti FlowJo (Tree Star)
a FSC Express (De Novo Software).

Vyhodnoceni a statisticka analyza

Doba zdvojeni populace MSCs (Population doubling
time, PDt) byla stanovena mezi 1. a 2. pasazi pomoci
rovnice , kde t= doba mezi 1. a 2. pasazi [h], NO= pocet
bunék v 1. pasazi urcenych pro kultivaci, N= pocet
bunc¢k v 2. pasézi na konci kultivace. PDt je jednim ze
sledovanych parametri u MSCs v ramci pfipravy bunéc-
nych 1é¢ivych piipravkl pro klinické pouziti. Hodnota
PDt je dialezitym kvalitativnim znakem, ktery urcuje
proliferativni schopnost bunék, na jehoz zaklad¢ je moz-
né urcit kvalitu (zdravi) bunék, které jsou pacientim
aplikovany (15, 29). Obrazky morfologie bun¢k byly
potizeny pomoci mikroskopu EVOS FL Cell Imaging
System (Thermo Fisher Scientific) a upraveny progra-
mem ImageJ (National Institutes of Health, USA). Zis-
kana data byla vyhodnocena pomoci programu Sigma-
Plot (Systat Software). Jako statisticky test byl pouzity
jednostranny t-test. Za statisticky vyznamnou byla pova-
zovana hodnota hladiny vyznamnosti p<0,05. Vyssi hod-
noty nebyly hodnoceny jako statisticky vyznamné (ns,
non-significant).

VYSLEDKY

Kvantitativni analyza bunék

Koncentrace MNCs byla signifikantné vyssi u aspiratu
kostni dfen¢ odebraného z lopaty kosti kycelni. Median
ziskanych MNCs z kolenniho kloubu po sedimentaci byl
5,4x10° MNCs/ml, zatimco u odbéru z lopaty kosti
kycelni 20,5x10° MNCs/ml (obr. 1A). Vytéznost kulti-
vovanych MSCs byla stanovena jako pomér poctu
MSCs v 1. pasazi a po¢tu MNCs, které byly pouZity pro
kultivaci. Méteni ukazalo statistickou vyznamnost a vét-
§i podil MSCs k po¢tu MNCs pochazejicich z lopaty
kosti kycelni (5,2 %), zatimco u kolenniho kloubu byl
podil pouze 1,0 % (obr. 1B).

Kvalitativni analyza bunék

Kvalitativni analyza zahrnovala imunofenotypizaci,
viabilitu, PDt MSCs populace. Morfologie bunék byla
u MSCs z obou odbérovych mist podobna (obr. 2).

Pro stanoveni imunofenotypu kultivovanych MSCs
z obou odbérovych mist byla data od vSech darci analy-
zovana pomoci pritokové cytometrie na pritomnost spe-
cifickych povrchovych znaki MSCs. Za populaci MSCs
byly povazovany buiky pozitivni na piitomnost znak
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Obr. 2. Mikroskopicky snimek zachycujici morfologii bunék MSCs odebranych z lopaty kosti kycelni (4) a kolenniho kloubu (B)
od téhoz darce behem kultivace mezi 1. a 2. pasazi. Méritko odpovida 500 um.

Fig. 2. Microscopic image illustrating the morphology of MSCs collected from the iliac crest (A) and knee joint (B) from the
same donor during the cultivation between the 1st and 2nd passage. The scale bar is 500 um.

CD105, CD90, CD73 a soucasné nevykazujici pfitom-
nost negativnich znaki CD45, CD34, CD14, CDI19
a HLA-DR. Median procentualniho zastoupeni MSCs
v celkové populaci kultivovanych bunék u odbéru z lopa-
ty kosti ky¢elni byl 97,3 %, v ptipad¢ odbéru z kolenniho
kloubu 96,8 % (obr. 3A). Namétena data vSech darct
byla sloucena a analyzovana na kazdy specificky
povrchovy znak oddélené. Populace bun¢k pochazejicich
z lopaty kosti kycelni vykazuje o 0,3 % mensi procentu-
alni zastoupeni bun€k pozitivnich na povrchové znaky
CD105, CD73 a CD90 v porovnani s bunikami izolova-
nymi z kolenniho kloubu. U negativnich znakt vysledky
ukazuji vyssi hodnoty nezadoucich piimési buniky z lopa-
ty kostikyCelniato 02,3 % uHLA-DRao00,7%uCD14,
CD19, CD34 a CD45 (obr. 3B, C). Tyto vysledky vSak
neukazuji statisticky vyznamné rozdily.

Viabilita kultivovanych MSCs byla métena pritoko-
vou cytometrii bezprostfedné po 2. pasazi pomoci zna-
¢eni PI, kdy Pl-negativni bunky pfedstavuji viabilni
populaci. V ramci porovnani procentudlniho zastoupeni
viabilnich bunék je median méteni 93,5 % v piipadé
buné¢k lopaty kosti kycelni a 94,4 % v pripadé bun¢k
kolenniho kloubu. Graf na obrazku 4A znazornuje
ruznorodost ziskanych dat jednotlivych darcu. Pfi slou-
¢eni dat od vSech darcti predstavovala viabilni populace
93 % bunek z lopaty kosti kycelni a 92,7 % bunck
z kolenniho kloubu (obr. 4B, C). Ani jeden z téchto piis-
tupl nevykazuje statisticky vyznamny rozdil.

MSCs izolované z kolenniho kloubu vykazovaly
vysokou variabilitu v PDt oproti bunkam z kycelni kosti
(obr. 5A). Median hodnot PDt u bunék z kycelni kosti
byl 55,4 h, u bunék z kolenniho kloubu pak 68,0 h. Pres-
toze jsou od sebe tyto hodnoty vzdalené, statisticky test
neprokazal vyznamny rozdil.

Pro stanoveni korelace v€ku darce s mnozstvim MNCs
v kostni dieni nebo korelace kvality MSCs s vékem dar-
ce je pocet vzorkl pro analyzu nizky a v souboru se
vyskytuje mnoho odlehlych hodnot, pfedev§im u odbéru

z kolenniho kloubu. Nicméné byla pozorovana mirna
tendence rastu zavislosti PDt na véku darce u MSCs zis-
kanych z lopaty kosti kycelni a naopak mirny pokles
u MSCs z kolenniho kloubu (obr. 5B).

DISKUSE

Ptestoze operacni zakroky stimulujici kostni den jsou
nejrozsirené;jsi a nejlevnéjsi operacni technikou, vysled-
ky nejsou uspokojivé, zejména z divodu jejich kratko-
dobého ucinku (20). Technika mikrofraktur, vychazejici
z Pridieho navrtti se stala Siroce uzivanou metodou k ose-
tfeni chondralnich defekti kloubti v¢etné kolena, rame-
ne a hlezna (20, 25, 27). Novotvoiena fibrézni chrupav-
ka vznikla pfeménou koagula v oSetfeném defektu vSak
nema dlouhodoby klinicky efekt, udava se 5-6 let (20).
Ke zlepseni vysledku se zacala pouzivat technika mikro-
fraktur s pfekrytim defektu periostalnim lalokem, chito-
sanem, kolagenem, nebo syntetickymi materialy vcetné
kyseliny polyglykolové a kyseliny hyaluronové (8).
Vzhledem k neuspokojivym vysledkiim se do poptedi
zajmu dostala bunééna terapie, jejiz zakladni biologické
aspekty byly pfedmétem nasi prace.

Bylo prokazano, ze patomorfologicky popis defektu
pomoci klinicky bézné uzivané klasifikace dle Outer-
bridge (22) koreluje s histologickymi a histochemickymi
klasifikacemi poskozeni chrupavky (20). Souvisejici
poskozeni subchondralni kosti vede k ztlusténi zony kal-
cifikujici chrupavky, a tim ke snizeni krevniho zasobeni,
¢imz se cely patologicky proces umociiuje (16).

NevyteSenou otdzkou zistava, zda je nizka dostupnost
progenitorovych bunék vysledkem nedostatecné distri-
buce bunék, resp. mnozstvim bunék v dané lokalité, a zda
je tento proces zodpovédny za nedostacujici vysledky
1é¢by poranéni chrupavky u pacienti nad 40 let véku.

Vyzkum ohledné vyuziti progenitorovych bunék
v medicinské praxi stale probiha a neni tomu jinak ani
v oblasti regenerace chrupavky (1, 18).
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Obr. 3. Imunofenotypizace MSCs. A) Krabicovy graf ukazuje srovnatelny fenotyp u obou odbérovych mist vcetné odlehlych
hodnot a medianu (n=10; ns, nesignifikantni; chybové usecky predstavuji kvartily — 5-25 % a 75-95 %). Obrazky B) a C)
zobrazuji porovnani imunofenotypu bunek izolovanych z lopaty kosti kycelni (B) a kolenniho kloubu (C) vzhledem k negativni
kontrole. Histogram na levé strané (modre) reprezentuje neznacenou (negativni) kontrolu, histogram na pravé strané (cervene)
ukazuje znacenou (pozitivni) populaci bunék. Hodnota nad useckou udava procentualni podil populace pozitivni na dany znak.
Fig. 3. Immunophenotypization of MSCs. A) The boxplot shows a comparable phenotype in both the harvest sites including the
outliers and the median (n=10; ns, insignificant; the error bars represent quartiles — 5—25% and 75-95%). Figures B) and C)
provide a comparison of immunophenotype of cells isolated from the iliac crest (B) and knee joint (C) as against the negative
control. The histogram on the left (blue) represents the unstained (negative) control, the histogram on the right (red) shows the
stained (positive) cell population. The value above the bar gives the percentage of population positive for the specific marker.

Kostni dien v oblasti panve a metafyzy velkych kosti
(distalniho femuru, proximalni tibie) obsahuje mononu-
klearni bunky, jejichz subpopulace disponuje vS§emi cha-
rakteristickymi znaky MSCs podle kritérii Mezinarodni
spolecnosti pro bunécnou a genovou terapii (Internatio-
nal Society for Cell & Gene Therapy, ISCT), véetné
adherence k plastu, specifické imunofenotypizace
a potencialu k diferenciaci v alespon tii typy bunck
(chondro-, adipo- a osteocyty) (7).

Kultivované buiiky z obou testovanych zdroju kostni
dfen¢ naSich pacientl (z panevni kosti a z oblasti pro-
ximdlni tibie) vykazovaly podobné imunofenotypy ve
smyslu exprese povrchovych znakit CD90, CDI105,
CD?73. Spolu s absenci specifickych hematopoetickych
znakll (CD34 a CD45) a leukocytarnich markerti jsme

byli schopni s velkou pravdépodobnosti identifikovat
ziskané buiiky jako MSCs (7). Nalezené povrchové zna-
ky jsou membranové markery, které nalézame také
u endotelialnich bunék a davaji ndam moznost uvazovat
o aktivit¢ MSCs v procesu angiogeneze a regenerace
tkan¢ s poruchou krevniho zasobeni (napf. hojeni
pakloubu, avaskularni nekrozy) (13, 26).

Domnivame se, ze ziskané poznatky nds opraviuji
uvazovat o jedine¢né moznosti vyuziti MSCs v terapii
chondralnich defektd. Vyskyt MSCs v populaci jader-
nych bunék kostni diené je velice nizky, udava se cetnost
kolem 1:10 000 az 1:100 000 bunék. V literatuie se uva-
di, e, kostni den panevni kosti je nejbohats$im zdrojem
MNC:s a tim také zdrojem MSCs po celou dobu zivota
(3,13,18). Neexistuje mnoho publikaci, které by se zaby-
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Obr. 4. Viabilita MSCs. A) Krabicovy graf poukazuje na statisticky nevyznamny rozdil mezi viabilitou bunék izolovanych z lopaty
kosti kycelni a z kolenniho kloubu u vSech darcii véetné odlehlych hodnot a medianu (n= 10, ns, nesignifikantni; chybové tisecky
predstavuji kvartily — 5-25 % a 75-95 %). Histogramy ukazuji oddelené populace bunék pozitivnich a negativnich na znaceni
PI v pFipadé bunék z lopaty kosti kycelni (B) a kolenniho kloubu (C). Ciselné idaje uvadéni procentudlni zastoupeni.

Fig. 4. Viability of MSCs. A) The boxplot shows a statistically insignificant difference between the viability of cells isolated from
the iliac crest and knee joint in all donors including the outliers and the median (n=10; ns, insignificant, the error bars
represent quartiles — 5-25% and 75-95%). The histograms show the separate populations of cells positive and negative for Pl
staining in case of cells from the iliac crest (B) and knee joint (C). Numerical data gives their representation in percentage.

valy vyskytem MSCs v kostni dfeni v jinych anatomic-
kych lokalitach u ¢lovéka. McLain et al. (19) porovnali
aspiraty kostni dfené¢ obratlovych tél a panevni kosti.
Zaver jejich studie ukdzal vyssi koncentraci MNCs ze
vzorku z obratlového téla (19,8 x 10 ml) v porovnani
s panevni kosti (16,9 x 10% ml). Mazzoca el al. (17)
porovnavali koncentrace MNCs z oblasti proximalniho
humeru pfi defektu rotatorové manzety a zjistili jejich
pramérnou koncentraci (12,1 x 10%/ml). Beitzel el al. (3)
zkoumali koncentraci MNCs z metafyzy distalniho
femuru pii operaci predniho zkiizeného vazu a zazna-
menali hodnotu 13,5 x 10%ml. Nami zji$téné pramérné
koncentrace MNCs ze ziskaného aspiratu z ilické kosti
a proximalni tibie byly 24,8 x 10° /ml respektive 5,5x
10% /ml. Tyto koncentrace byly obecné niz$i, nez je uva-
déno v literatuie a je to dano ziejme vyssim vékem paci-
entd naseho souboru. K podobnému zavéru dosel také
vyzkum Narbona-Carceles et al. (21), ktery porovnal
mnozstvi MNCs z aspiratu z ilické kosti, distalniho
femuru a proximalni tibie u pacientd indikovanych
k totalni endoprotéze. Snizovani mnozstvi a schopnosti
proliferace MNCs se zvysujicim se vékem ¢loveéka bylo
pozorovano i v nékolika dalsich studiich (9, 30).
Uvahy o vyuziti ziskanych autolognich MNCs ¢&i
MSCs ziskanych z kostni diené k terapii chondralnich
defektti se postupné zacdinaji promitat do klinické praxe
a jsou zkoumany v nekterych klinickych studiich (18).
Cilem nasi studie bylo, oproti jinym publikovanym
pracim, analyzovat vytéznost a kvalitu jak MNCs, tak
MSC:s kultivovanych z kostni dien¢ po odbéru z proxi-
malni tibie. Divodem volby této odbérové lokalizace je
vyrazné snizeni zatéze pacienti odbérem kostni dfene,
kdy je mozné provést aspiraci materidlu z oblasti kolen-
niho kloubu pfimo béhem artroskopického zakroku.
Zvoleny inzertni bod v misté pfed pfednim zkiizenym

vazem v oblasti interkondylické eminence je dobfe piis-
tupny ze standartnich artroskopickych portt, bez posko-
zeni vazu samotného. Ziskané bunky je pak mozno
pouzit k terapii diagnostikované chrupavcité 1éze. DeGi-
rolamo et al. (6) publikovali vysledek 1é¢by chondral-
nich defektli pomoci MSCs ziskanych z mikrofraktur
kondylu femuru nebo plata tibie pii artroskopii. Jejich
prace jako jedna z prvnich ukazuje na fakt, ze MSCs je
mozné ziskat a kultivovat také z oblasti proximalni tibie.
Usp&sné kultivace MSCs z proximaélni tibie jsme dosahli
také v nasi praci. Prokdzali jsme, Ze neni signifikantni
rozdil mezi mnozstvim ziskanych MSCs a viabilitou, jak
se n¢kteti autofi domnivaji (13). Pro dalsi vyzkum bude
potieba zatazeni vétsiho poctu pacientil.

Z nasi studie tedy vyplyva, ze lze uvazovat o metafyze
proximalni tibie jako o vhodném zdroji kultivovanych
MSC:s. Je vSak nutno dodat, Ze nelze ziskat dostate¢né
mnozstvi progenitorovych bunék z proximalni tibie pro
jednodobou operacni terapii, kdy by byly implantovany
nekultivované MNCs. I pies zna¢né mnozstvi publikaci
stale neexistuje shoda ohledné¢ mnozstvi MSCs nutnych
k 1écbe specifické chondralni 1éze (18). V Cem se
s vysledky publikovanych praci shodujeme, je fakt, ze
je nutné MSCs kultivovat, abychom dosahli dostatecné-
ho mnozstvi progenitorovych buné¢k a tyto bunky imp-
lantovat az v ramci druhé operace.

Tato studie ma jisté své limitace, mezi které patii nizky
pocet probandi (celkem 10 zkoumanych odbért ze dvou
zdroju) a dale vyssi veék pacientl (pramér 55 let). Zaro-
venl jsme nebyli schopni posoudit bolestivost odbéru
a miru moznych komplikaci samotného odbéru kostni
dfené z proximalni tibie ve srovnani s odbérem z panevni
kosti (hemarthros, septické komplikace atd.), jelikoz
skupinu tvoii pacienti s implantovanou totalni endopro-
tézou kolenniho kloubu.
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Obr. 5. Doba zdvojeni MSCs. A) Krabicovy graf ukazujici dobu zdvojeni (PDt) MSCs izolovanych z lopaty kosti kycelni
a kolenniho kloubu véetné odlehlych hodnot a medianu (n=10, ns, nesignifikantni; chybové usecky predstavuji kvartily — 5-25
% a 75-95 %). B) Graf zavislosti hodnoty PDt na véku darce pro MSCs odebrané z lopaty kosti kycelni (Sedé) a kolenniho
kloubu (¢erné) véetné hodnoty spolehlivosti R2. Korelacni koeficient pro lopatu kosti kycelni je roven hodnoté 0,49, pro kolenni

kloub -0,20.

Fig. 5. Doubling time of MSCs. A) The boxplot shows the doubling time of (PDt) of MSCs isolated from the iliac crest and knee
Jjoint including the outliers and the median (n=10; ns, insignificant; the error bars represent quartiles — 5-25% and 75-95%).
B) The graph of the dependence of PDt value on the age of the donor for MSCs harvested from the iliac crest (grey) and knee
joint (black) including the value of reliability R2. The correlation coefficient is 0.49 for the iliac crest, -0.20 for the knee joint.

ZAVER

Nase vysledky ukazuji pro¢ je kostni dien z kycelni
kosti nejpouzivanéj$im zdrojem MNCs a MSCs pro riiz-
né bunécné terapie. Kostni dien z této lokace je v porov-
nani s kostni dfeni z oblasti proximalni tibie mirn¢ bohat-
§i na MNCs a MSCs. Vybrané kvalitativni znaky -
imunofenotypizace, viabilita, PDt, morfologie — vsak
neukazuji statisticky vyznamny rozdil mezi MSCs izo-
lovanymi z obou zdroji. Z tohoto divodu je mozné
povazovat kostni dient v oblasti proximalni metafyzy
tibie za vhodny alternativni zdroj pro izolaci MNCs
a naslednou kultivaci MSCs, s moznym vyuzitim
v oblasti bunécné terapie chondralnich defektt, ptipadné
i v kombinaci s vyuzitim 3D nosice.
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