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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b prowadzenia statycznej hodowli komérkowej, sposéb pro-
wadzenia dynamicznej hodowli komérkowej oraz pozywki do réznicowania ludzkich komorek macierzy-
stych tkanki ttuszczowej w komorki kostne.

Wynalazek znajduje zastosowanie do efektywnego stymulowania w warunkach in vitro réznico-
wania ludzkich mezenchymalnych komorek macierzystych (z ang. Mesenchymal Stem Cells, MSC)
tkanki ttuszczowej w komorki kostne, dzieki zastosowaniu kompozycji czynnikow chemicznych w ho-
dowli statycznej lub dynamicznej na zdefiniowanych podtozach kompozytowych.

Mezenchymalne komérki macierzyste (MSC) okreslane sg rowniez terminem leczniczych komo-
rek sygnalizacyjnych (z ang. Medicinal Signaling Cells, MSC; nazwa przyjeta w 2017 roku przez Arnolda
Caplana [1], po modyfikacji wczesniej przyjetej nazwy Mesenchymal Stem Cells z zachowaniem tego
samego skrétu MSC). MSC od wielu lat wykorzystywane sg m.in. do indukowania w nich proceséw
kosciotworzenia, ze wzgledu na szerokie mozliwosci wykorzystywania zainicjowanych kosciotworczo
komorek MSC w terapiach tkanki kostnej i powigzanych z kosémi. MSC wystepujg w wielu tkankach
dorostych organizmow, choé najdtuzej badane i stad najczesciej wykorzystywane do badan i terapii sg
MSC szpiku kostnego. MSC tkanki ttuszczowej réwniez wykazujg potencjat regeneraciji tkanek oraz roz-
nicowania w inne typy komoérek niz tluszczowe, w tym potencjat kosciotworczy. Dzieki odkryciu MSC
w tkance ttuszczowej i zdefiniowaniu ich potencjatu réznicowania, staty sie natychmiast obiecujgca al-
ternatywg dla MSC szpiku kostnego m.in. w inzynierii tkanki kostnej i terapiach klinicznych tkanki kost-
nej. Nie ma jednoznacznosci co do tego czy MSC tkanki tluszczowej majg lepszy, gorszy lub taki sam
potencjat kosciotwdrczy w poréwnaniu z MSC szpiku kostnego, ale wiele doniesien literaturowych su-
geruje, ze MSC tkanki kostnej majg stabszy potencjat kosciotworczy w poréwnaniu do MSC szpiku kost-
nego.

W celu wzmocnienia efektéw réznicowania MSC tkanki tluszczowej w komorki kostne, opraco-
wuje sie rézne strategie ich hodowli i dostarczania do biorcy dla maksymalizacji ich potencjatu klinicz-
nego.

Znanym ze stanu techniki czynnikiem stymulujgcym komorki jest ludzkie rekombinowane biatko
morfogenetyczne kosci typu 2 (BMP-2), zaakceptowane przez Amerykanskg Agencje Zywnosci i Lekéw
(U.S. Food and Drug Administration, FDA) do niektérych zastosowan klinicznych, gtéwnie w leczeniu
tkanki kostnej. Niemniej jednak wiele badan podstawowych, np. [2] i prob klinicznych sugeruje, ze
BMP- 2 moze nie indukowac kosciotworzenia w ludzkich MSC tak skutecznie jak np. w hodowlach MSC
gryzoni.

Ponadto, znanym materiatem o zastosowaniach klinicznych jest polimer kwasu mlekowego i gli-
kolowego (PLGA). Charakteryzuje sie biozgodnoscig i kontrolowang szybkoscig biodegradacji do pro-
duktéw naturalnie metabolizowanych przez organizm. PLGA zostat dopuszczony do uzytku klinicznego
w produktach biomedycznych takich jak bioresorbowalne i biodegradowalne szwy. Jednak PLGA nie
posiada wtasciwosci indukujgcych kosciotworzenie (inaczej osteoinduktywnych), ale jego modyfikacje
mogg zwiekszac¢ jego powinowactwo do komorek, a takze sprzyjac¢ trwatemu wigzaniu sie do niego
komorek i tworzonej przez nie macierzy zewngtrzkomoérkowej. WykazaliSmy wczesniej, ze materiaty
kompozytowe na bazie PLGA modyfikowanego bioaktywnymi szktami z grupy SiO2.—CaO lub SiO2—
Ca0-P20s, otrzymane w postaci podiozy wzrostowych dla ludzkich MSC szpiku kostnego w hodowlach
in vitro, mogg indukowac kosciotworzenie w tych komérkach bez koniecznosci stymulacji komoérek do-
datkowymi czynnikami inicjujgcymi kosciotworzenie [3]. Niemniej jednak powyZzsze materiaty kompozy-
towe nie sg samodzielnie wystarczajgce do roznicowania tluszczowych komorek macierzystych. Nieo-
czekiwanie powyzsze problemy zostaty rozwigzane w niniejszym wynalazku.

Pierwszym przedmiotem wynalazku jest sposéb prowadzenia hodowli komoérkowej obejmujgcy:

a) zapewnienie wielodotkowego $rodka do hodowli komaérkowej,

b) umieszczenie podioza hodowlanego w przynajmniej jednym dotku hodowlanym,

¢) wysianie w dotku z podtozem hodowlanym ludzkich mezenchymalnych komérek macierzys-

tych w pierwszej pozywce hodowlanej,

d) prowadzenie hodowli komérkowej,

charakteryzujacy sie tym, ze

w etapie d) w pierwszym dniu hodowli wymienia sie pierwszg pozywke hodowlang na trzecig
pozywke hodowlang, ktérg w czasie prowadzenia hodowli wymienia sie na Swieze porcje trzeciej po-
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zywki, opcjonalnie trzecig pozywke hodowlang wymienia sie naprzemiennie z drugg pozywka hodow-
lang w czasie prowadzenia hodowli, i prowadzi sie hodowle in vitro do uzyskania réznicowania mezen-
chymalnych komérek macierzystych (MSC) w kierunku komérek kostnych,

przy czym podtoze hodowlane w etapie b) stanowi podtoze kompozytowe zawierajgce kopolimer
kwasu mlekowego i glikolowego, i bioaktywne czgstki szkta w stosunku wagowym 1:1,

przy czym jako pierwszg pozywke hodowlang stosuje sie standardowg pozywke hodowlang, ko-
rzystnie zawierajgcg 89% (viv) MEM Alpha lub DMEM/F12, 10% (v/v) ptodowej surowicy bydlecej,
1% (v/v) antybiotykow,

natomiast jako drugg pozywke hodowlang stosuje sie pierwszg pozywke hodowlang zawierajgcg
dodatkowo kwas 2-fosfo-L-askorbinowy w stezeniu 100 pg/ml, beta-glicerofosforan w stezeniu 10 mM,
deksametazon w stezeniu 107 M oraz ludzkie rekombinowane biatko morfogenetyczne kosci typu 2
w stezeniu 100 ng/ml,

a jako trzecig pozywke hodowlang stosuje sie pierwszg pozywke hodowlang zawierajgcg dodat-
kowo kwas 2-fosfo-L-askorbinowy w stezeniu 100 pug/ml, beta-glicerofosforan w stezeniu 10 mM, dek-
sametazon w stezeniu 10”7 M, ludzkie rekombinowane biatko morfogenetyczne kosci typu 2 w stezeniu
100 ng/ml, 2'-amino-3'-metoksyflawon w stezeniu 50 uM oraz sél metanosulfonowg 3,5-diamino-6-
-chloro-N-[imino(fenyloamino)metylo] pirazynokarboksyamidu w stezeniu 20 uM.

W korzystnej realizacji wynalazku w etapie d) stopien zréznicowania mezenchymalnych komérek
macierzystych w kierunku komoérek kostnych okresla sie przez wzrost poziomu ekspresji mRNA dla
gendw powigzanych z kosciotworzeniem wybranych z grupy obejmujgcej: gen osteoprotegryny, gen
osteokalcyny, gen osteopontyny, gen kolagenu typu |, gen biatka morfogenetycznego kosci typu 2 i/lub
gen osteonektyny, albo poziom ekspresji biatek tych markerow albo aktywnosci enzyméw z grupy tych
markerow, w poréwnaniu do kontroli negatywne;.

W nastepnej korzystnej realizacji wynalazku w etapie d) hodowle prowadzi sie do uzyskania mi-
neralizacji macierzy zewngtrzkomaorkowe;j.

W kolejnej korzystnej realizacji wynalazku w etapie d) trzecig pozywke hodowlang wymienia sie
na swiezg porcje trzeciej pozywki hodowlanej, opcjonalnie przemiennie ze swiezg porcjg drugiej po-
zywki hodowlanej, z czestotliwoscig od 1 do 4 dni w czasie prowadzenia hodowli.

W innej korzystnej realizacji wynalazku pierwsza pozywka zawiera dodatkowo wskaznik pH, ko-
rzystnie czerwien fenolowa.

W jeszcze innej korzystnej realizacji wynalazku punkt wymiany trzeciej pozywki na nowg porcje
trzeciej pozywki hodowlanej, opcjonalnie punkt przemiennej wymiany trzeciej pozywki hodowlanej i dru-
giej pozywki hodowlanej, okresla sie na podstawie zmiany barwy wskaznika pH pozywki hodowlanej
albo na podstawie krzywej wzrostowej komaorek.

W korzystnej realizacji wynalazku ze czgstki szkta zawierajg tlenek krzemu w ilosci od 40% do
80% wagowych, tlenek wapnia w ilosci od 11% do 60% wagowych i/lub tlenek (V) fosforu w ilosci od
4% do 6% wagowych.

W jeszcze nastepnej korzystnej realizacji wynalazku czgstki szkta zawierajg tlenek metalu w ilosci
5% wagowych wybrany z grupy obejmujacej: tlenek strontu albo tlenek cynku.

W jeszcze kolejnej korzystnej realizacji wynalazku mineralizacje macierzy zewngtrzkomoérkowe;j
okresla sie metodg kolorymetryczna.

Korzystnie, poziom mRNA dla genéw powigzanych z kosciotworzeniem okresla sie metodg PCR
W czasie rzeczywistym.

Korzystnie, hodowle prowadzi sie w sposoéb statyczny albo w sposéb dynamiczny z kotyskowym
mieszaniem hodowli.

Drugim przedmiotem wynalazku jest pozywka do réznicowania ludzkich mezenchymalnych ko-
morek macierzystych w komérki kostne, znamienna tym, Zze stanowi kompozycje zawierajgca:

— standardowg pozywke hodowlang, zawierajagcg 89% (v/v) MEM Alpha lub DMEM/F12,

10% (v/v) ptodowej surowicy bydlecej, 1% (v/v) antybiotykdw,

— kwas 2-fosfo-L-askorbinowy w stezeniu 100 pg/ml,

— beta-glicerofosforan w stezeniu 10 mM,

— deksametazon w stezeniu 107 M,

— ludzkie rekombinowane biatko morfogenetyczne kosci typu 2 w stezeniu 100 ng/ml,

— 2'-amino-3'-metoksyflawon w stezeniu 50 uM,
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— s6l metanosulfonowa 3,5-diamino-6-chloro-N-[imino(fenyloamino)metylo]pirazynokarboksya-

midu w stezeniu 20 uM.

Koktajl czynnikéw chemicznych dodawany do pozywki hodowlanej dla MSC tkanki tluszczowej,
bedacy jednym z przedmiotéw wynalazku, obejmuje ludzkie rekombinowane biatko morfogenetyczne
kosci typu 2 (rhBMP-2) oraz dodatkowe czynniki wspierajgce jego dziatanie. Wykazano wczesniej, ze
efektywno$¢ dziatania BMP-2 w ludzkich MSC szpiku kostnego mozna wzmocni¢ poprzez zastosowanie
inhibitora kinazy ERK— PD 98059 [4], ktory jest czynnikiem sktadowym w opracowanym koktajlu che-
micznym zastosowanym do stymulacji kosciotworzenia w MSC tkanki ttuszczowej. Ukazaly sie takze
doniesienia, ze zwigzek chemiczny Phenamil w komérkach MSC tkanki ttuszczowej moze indukowac
produkcje biatek Trb3, ktére z kolei hamujg degradujgce dziatanie biatek Smurf1 na biatka pPSMAD1/5/8
— istotnych dla przekazywania sygnatu przez BMP [5]. Dlatego opracowany innowacyjny koktajl che-
miczny obejmuje ludzkie rekombinowane biatko morfogenetyczne kosci typu 2 — rhBMP-2, inhibitor ki-
nazy ERK — PD 98059 (2'-amino-3'-metoksyflawon, CAS: 167869-21-8) oraz zwigzek chemiczny Phe-
namil (s6l metanosulfonowa 3,5-diamino-6-chloro-N-[imino(fenyloamino)metylo]pirazynokarboksya-
midu, CAS: 1161-94-0). Wszystkie podane czynniki s dodawane do podstawowego medium osteogen-
nego (tj. MEM Alpha lub DMEM/F12, surowica bydleca, antybiotyki, kwas 2-fosfo-L-askorbinowy, dek-
sametazon i beta-glicerofosforan). Stezenia sktadowych koktajlu chemicznego oraz medium hodowla-
nego wyszczegoélniono w przykfadzie 1.

Wynalazek dotyczy rowniez zastosowana bioaktywnych podtozy wzrostowych do hodowli komé-
rek, otrzymanych na bazie PLGA i bioaktywnych szkiet SiO>—CaO lub SiO>—CaO-P20s odpowiednio
zmodyfikowanych tlenkiem strontu (SrO) lub tlenkiem cynku (ZnO). Co istotne, dopiero zastosowanie
opracowanego koktajlu czynnikoéw chemicznych dodanych do pozywki hodowlanej, w statycznej badz
dynamicznej hodowli na wymienionych powyzej podtozach bioaktywnych, przynosi oczekiwane rezul-
taty w hodowlach MSC tkanki ttuszczowej. Co wiecej, podtoza SiO>—CaO lub SiO2—Ca0-P20s zmodyfi-
kowane SrO lub ZnO dodatkowo zwiekszajg w MSC tkanki tluszczowej ekspresje niektorych mRNA
i biatek scisle powigzanych z procesami kosciotworzenia, w poréwnaniu do podtozy podstawowych.

Wynalazek obejmuje ponadto hodowle dynamiczng — metode mechanicznego wspomagania réz-
nicowania kosciotworczego MSC tkanki tluszczowej hodowanych na wskazanych podtozach bioaktyw-
nych, polegajgca na ciggtym i stabilnym mieszaniu ptynu hodowlanego w ptytkach hodowlanych, przy
Scisle okreslonych predkosciach i czasie hodowli, z uzyciem typowej laboratoryjnej wytrzgsarki kotysko-
wej.

Wykorzystanie koktajlu czynnikéw chemicznych umozliwia w krétkim czasie naprowadzenie ludz-
kich ttuszczowych MSC do réznicowania w komérki kostne na podtozach kompozytowych. Skutkuje to
w efekcie zwiekszong ekspresjg genéw powigzanych z kosciotworzeniem i produkcjg kostnej macierzy
zewnatrzkomorkowej, a w rezultacie depozycji mineratu koniecznego do wytworzenia tkanki kostne;j.
Podioza kompozytowe wraz z koktajlem chemicznym wspierajg réznicowanie ludzkich ttuszczowych
MSC w komérki kostne w hodowli in vitro oraz jednoczesnie moga stuzy¢ jako rusztowanie badz nosnik
do wprowadzenia do biorcy komaérek in vivo.

Wynalazek, dotyczacy stymulacji proceséw kosciotworzenia (j. osteogenezy) w ludzkich MSC
tkanki ttuszczowej, obejmuje zatem koktajl czynnikéw chemicznych dodawanych do podstawowego me-
dium osteogennego komaorek hodowanych in vitro na okreslonych podtozach kompozytowych w warun-
kach statycznych lub warunkach dynamicznych (tj. z uzyciem metody kotyskowej) hodowli. Wynalazek
otwiera mozliwos¢ efektywnego naprowadzania in vitro MSC tkanki ttuszczowej na réznicowanie w ko-
morki kostne oraz dostarczanie ich in vivo do potencjalnego biorcy. Mozliwe jest dostarczanie pacjen-
towi opisanego w wynalazku koktajlu chemicznego i/lub zasiedlonych przez MSC podtozy lub rusztowan
o wskazanym sktadzie. Zatem zaréwno koktajl czynnikdw chemicznych, jak i podtoza kompozytowe i/lub
zasiedlone przez MSC, mozliwe sg do aplikacji in vivo (razem lub osobno).

Przyktady wykonania wynalazku zobrazowano na Figurach 1-10.

Fig. 1. Poziom mRNA wybranych wskaznikéw powigzanych z kosciotworzeniem po (A) 7-dniowej
i (B) 21-dniowej hodowli ludzkich MSC tkanki ttuszczowej na podstawowych (tj. niemodyfikowanych ZnO
lub SrO) podtozach kompozytowych (A1, A2, S1, S2 oraz materiale bazowym PLGA). Zmienng sg ko-
morki hodowane w podstawowym medium osteogennym — drugiej pozywce hodowlanej (szare stupki)
lub z koktajlem chemicznym — trzeciej pozywce hodowlanej (czarne stupki), sktady podane w Tabeli 2.
Testy ANOVA, *p<0,05 w poréwnaniu do MSC tkanki ttuszczowej hodowanych na podtozu kontrolnym
PLGA (kopolimer kwasu mlekowego i glikolowego) i traktowanych wylgcznie podstawowym medium
osteogennym (linia) oraz pomiedzy probami na poszczegoélnych podtozach traktowanymi podstawowym
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medium osteogennym lub koktajlem chemicznym. BMP-2 — biatko morfogenetyczne kosci typu 2, ON —
osteonektyna, OC — osteokalcyna, OPG — osteoprotegryna;

Fig. 2. Poziom mRNA wybranych wskaznikow powigzanych z kosciotworzeniem w ludzkich MSC
tkanki ttuszczowej po 7-dniowej hodowli z opracowanym koktajlem chemicznym (trzecia pozywka ho-
dowlana). Zmienng sg podstawowe, niemodyfikowane podtoza kompozytowe (biate stupki) oraz analo-
giczne podtoza kompozytowe modyfikowane SrO (szare stupki) lub ZnO (czarne stupki). Testy ANOVA,
*p<0,05 w poréwnaniu do rezultatéw na podstawowych, niemodyfikowanych podtozach kompozyto-
wych. Linia oznacza poziom ekspresji mRNA dla komoérek hodowanych na podtozach kontrolnych
PLGA. BMP-2 — biatko morfogenetyczne kosci typu 2, OPG — osteoprotegryna;

Fig. 3. Poziom mRNA wybranych wskaznikow powigzanych z kosciotworzeniem w ludzkich MSC
tkanki ttuszczowej po 3-dniowej hodowli z opracowanym koktajlem chemicznym na podstawowych oraz
modyfikowanych SrO lub ZnO podtozach kompozytowych. Hodowla statyczna bez stymulacji kotysko-
wej (szare stupki) oraz hodowla dynamiczna z wykorzystaniem kotyskowego mieszania hodowli, zasto-
sowana przez caty okres trwania hodowli (czarne stupki). Jako kontrole zastosowano hodowle na pod-
stawowych podtozach kompozytowych w pozywce hodowlanej zawierajgcej kwas askorbinowy, deksa-
metazon oraz beta-gliceroosforan (biate stupki). Testy ANOVA, *p<0,05 w poréwnaniu do materiatow
podstawowych danego typu w probie kontrolnej w warunkach statystycznych lub pomiedzy hodowlg
statyczng a dynamiczng na poszczegoélnych podiozach. OPG — osteoprotegryna, OC — osteokalcyna;

Fig. 4. Poziom mRNA wybranych wskaznikow powigzanych z kosciotworzeniem w ludzkich MSC
tkanki ttuszczowej po 7-dniowej hodowli z opracowanym koktajlem chemicznym na podstawowych, nie-
modyfikowanych podtozach kompozytowych. Zmienng jest hodowla statyczna, bez stymulacji kotysko-
wej (szare stupki) oraz hodowla dynamiczna z wykorzystaniem kotyskowego mieszania hodowli (czarne
stupki). Sposob stymulacji dynamicznej z uzyciem mieszania kotyskowego w hodowli komérek zilustro-
wano dalej w Fig. 10. Testy ANOVA, *p<0,05 w poréwnaniu do proby kontrolnej PLGA w warunkach
statystycznych (linia) lub pomiedzy hodowlg statyczng a dynamiczng na poszczegélnych podtozach.
OC - osteokalcyna, OPN — osteopontyna;

Fig. 5. Poziom mRNA wybranych wskaznikéw powigzanych z kosciotworzeniem w ludzkich MSC
tkanki ttuszczowej po 7-dniowej hodowli z opracowanym koktajlem chemicznym na podtozach kompo-
zytowych modyfikowanych SrO lub ZnO. Zmienng jest hodowla statyczna, bez stymulacji kotyskowej
(jasne stupki) oraz hodowla dynamiczna z wykorzystaniem kotyskowego mieszania hodowli (ciemne
stupki). Sposoéb stymulacji dynamicznej z uzyciem mieszania kotyskowego w hodowli komarek zilustro-
wano dalej w Fig. 10. Testy ANOVA, *p<0,05 w poréwnaniu do préby kontrolnej PLGA w warunkach
statycznych lub pomiedzy hodowlg statyczng a dynamiczng na poszczegdlnych podtozach. OPG —
osteoprotegryna, OC — osteokalcyna;

Fig. 6. (A) Poziom mRNA wybranych wskaznikéw powigzanych z kosciotworzeniem w ludzkich
MSC tkanki ttuszczowej po 21-dniowej hodowli z opracowanym koktajlem chemicznym na podstawo-
wych, niemodyfikowanych podtozach kompozytowych (A1, A2, S1, S2) i analogicznych podtozach kom-
pozytowych modyfikowanych SrO lub ZnO. Zmienng jest hodowla statyczna, bez stymulacji kotyskowej
(szare stupki) oraz hodowla dynamiczna z wykorzystaniem kotyskowego mieszania hodowli (czarne
stupki). Wyniki sg przedstawione jako relatywna ekspresja wzgledem podtoza kontrolnego PLGA (linia).
Sposob stymulacji dynamicznej z uzyciem mieszania kotyskowego w 21-dniowej hodowli komérek zilu-
strowano dalej w Fig. 10. OPG — osteoprotegryna, COL1A — kolagen typu 1. (B) Poziom mineralizacji
macierzy zewngtrzkomoérkowej w ludzkich MSC tkanki ttuszczowej hodowanych z opracowanym koktaj-
lem chemicznym przez 7 dni na materiatach kompozytowych jw. a nastepnie przeniesionych z materia-
tow do standardowych naczyh hodowlanych i hodowanych jw. przez kolejne 14 dni. Zmienng jest ho-
dowla statyczna, bez stymulacji mechanicznej (szare stupki) oraz hodowla dynamiczna z wykorzysta-
niem kotyskowego mieszania hodowli (czarne stupki). Poziom mineralizacji okreslony metodg kolory-
metryczng (opis w przykfadzie 1) i znormalizowany w oparciu o ilo$¢ zywych komorek (MTS units). Testy
ANOVA, *p<0,05 w poréwnaniu do danego, podstawowego podtoza kompozytowego w hodowli statycz-
nej lub dynamicznej, lub pomiedzy wybranymi prébami;

Fig. 7. Porownanie poziomu mRNA dla wybranego genu powigzanego z kosciotworzeniem
w ludzkich MSC tkanki ttuszczowej po 3-dniowej hodowli z opracowanym koktajlem chemicznym doda-
wanym do pozywki hodowlanej, ktérej gldwng sktadowg jest MEM Alpha (biate stupki) lub DMEM/F12
(szare stupki) na podstawowych oraz modyfikowanych ZnO podtozach kompozytowych z/lub hodowlg
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dynamiczng z wykorzystaniem metody kotyskowej, zastosowanej przez caty okres trwania hodowli. Te-
sty ANOVA, *p<0,05 w poréwnaniu do podstawowego podtoza kompozytowego w hodowli statycznej
lub pomiedzy wybranymi probami. OPG — osteoprotegryna, OC — osteokalcyna;

Fig. 8. Parametry dotka hodowlanego w ptytce 24-dotkowej na opisanej w przyktadzie 3 metodzie
kotyskowej: (Srednica) d = 15.5 mm, (wysokos¢) h = 17.5 mm i 1 ml medium. Kat przechylenia na wy-
trzgsarce kotyskowej wynosit (o) 7°, a czestotliwo$¢ mieszania ptynu hodowlanego wynosita 6 RPM.
Powyzsze parametry stuzg do odwzorowania naprezenia $cinajgcego ptynu hodowlanego oddziatuja-
cego na komorki w hodowli;

Fig. 9. Harmonogram hodowli ludzkich ttuszczowych MSC (opisanych w przyktadach 1 i 2) na
podtozach kompozytowych traktowanych opracowanym koktajlem chemicznym od pierwszego dnia ho-
dowli (panel gérny) lub alternatywnie traktowanych koktajlem chemicznym w dtuzszych hodowlach na-
przemiennie z podstawowym medium osteogennym (panel dolny) w okreslonych punktach czasowych
hodowli;

Fig. 10. Harmonogram hodowli ludzkich ttuszczowych MSC (opisanych w przyktadzie 3) na pod-
tozach kompozytowych traktowanych opracowanym koktajlem chemicznym i stymulacjg kotyskowg od
pierwszego dnia hodowli (panel gorny) lub traktowanych opracowanym koktajlem chemicznym i podda-
wanych w okreslonych punktach czasowych hodowli dynamicznej (panel dolny).

Przyktad 1

Ludzkie MSC tkanki ttuszczowej hodowano na podfozach kompozytowych typu szkto-osnowa po-
limerowa CaO-SiO2/PLGA (A1, S1) lub CaO-SiO2-P20s/PLGA (A2, S2) wytworzonych eksperymentalnie
w Katedrze Technologii Szkta i Powtok Amorficznych Akademii Goérniczo-Hutniczej w Krakowie [5, 6].
Podtoza na bazie kopolimeru kwasu mlekowego i glikolowego (PLGA, Mn = 220 kDa, stosunek laktydu
do glikolidu 85:15) otrzymano przez wigczenie do PLGA bioaktywnych szkiet CaO-SiO2-P20s lub CaO-
-SiO2 wilosci 50% wagowych. Bioaktywne szkta otrzymywano metodg zol-zel (ang. sol-gel-derived bio-
active glasses, SBG) o sktadzie podanym w tabeli 1. Podioza te sg znane ze stanu techniki [5, 6]. Sredni
rozmiar czastek nie przekracza 45 um (analiza sitowa).

Tabela 1. Skfady tlenkowe (% molowy) bioaktywnych szkiet zastosowanych do otrzymania podtozy
kompozytowych na bazie PLGA i 50% wagowych konkretnego bioaktywnego szkia.

Zawartosc poszczegdlnych tlenkéw [%mol]

Bioszkto w bioaktywnym szkle
Si0; P20s Ca0
Al 40 - 60
A2 40 6 54
51 80 20
S2 80 4 16

Do celéw hodowli komdrkowej ww. podtoza kompozytowe byly sterylizowane poprzez zanurze-
nie ich w 70% etanolu, ptukanie w buforowanej soli fizjologicznej (PBS) i naswietlanie z kazdej strony
promieniowaniem UVC przez 10 min. W celu utrzymania podtozy kompozytowych na dnie dotkéw
hodowlanych, zastosowano pierscienie wyciete ze sterylnych 15-ml probowek propylenowych firmy
NEST, odpowiadajace srednicy dotka w 24-dotkowej ptytce hodowlanej, kazdy o wysokosci max 1 cm.
MSC tkanki ttuszczowej byly wysiewane na podioza w ilosci 10 tys. komorek/cm? w tzw. standardowe;j
pozywce hodowlanej [7] o skladzie objetosciowym: 89% MEM Alpha lub DMEM/F12 (poréwnanie
dziatania pozywek hodowlanych Fig. 7), 10% ptodowej surowicy bydlecej (Biological Industries) i 1%
antybiotykow (ZellShield, Minerva Biolabs). Komérki przechowywano w nawilzanym inkubatorze
w 37°C/5% CO:..

W pierwszym dniu hodowli standardowg pozywke hodowlang wymieniano na podstawowe me-
dium osteogenne (Tabela 2) zawierajgce standardowg pozywke hodowlang, 100 pug/ml pozywki kwasu
2-fosfo-L-askorbinowego (CAS: 1713265-25-8), deksametazon (CAS: 50-02-2) w stezeniu kohcowym



PL 249233 B1 7

107 M i beta-glicerofosforan (CAS: 154804-51-0) w stezeniu koncowym 10 mM (wszystkie odczynniki
firmy Merck) oraz ludzkie rekombinowane biatko morfogenetyczne kosci typu 2 rhBMP-2 (Gibco) w ilosci
100 ng/ml.

Pozywka w trakcie trwania hodowli byta wymieniana na nowg co trzy dni, ze wzgledu na tempo
podwojenia populacji komérek (z ang. population doubling time), ktére wynosito 45 godzin. Wskazni-
kiem wczesniejszej wymiany pozywki moze by¢ szybszy wzrost komérek. W celu bezposredniego
ustalenia tempa podwojenia populacji komdrek, mozna wykonaé krzywg wzrostowg komaérek przed
rozpoczeciem hodowli opisanych w wynalazku. Posrednio, w trakcie trwania hodowli, jesli w podsta-
wowej, handlowo dostepnej pozywce hodowlanej wystepuje barwnik wrazliwy na pH pozywki, np.
czerwien fenolowa, barwa pozywki hodowlanej informuje o wyczerpaniu sktadnikéw odzywczych i na-
gromadzeniu produktoéw przemiany materii przez zmiane pH pozywki na kwasne i zmiane zabarwienia
wskaznika pH. W tym przypadku czerwien fenolowa (sktadnik MEM Alpha oraz DMEM/F12 zastoso-
wanych w przyktadach) zmienia zabarwienie z czerwono-pomaranczowego na zétty, co wskazuje na
moment wymiany pozywki.

Od czwartego dnia hodowli (co szes¢ dni) do podstawowego medium osteogennego dodawano
zwigzki chemiczne PD 98059 (2'-amino-3'-metoksyflawon; Merck) w stezeniu korncowym 50 uM i Phe-
namil (sél metanosulfonowa Phenamilu, R&D Systems) w stezeniu koncowym 20 pM.

Na figurach i dalszym opisie koktajl chemiczny oznacza podstawowe medium osteogenne wzbo-
gacane o PD 98059 i Phenamil.

Hodowle MSC tkanki ttuszczowej prowadzono przez 3, 7 lub 21 dni na podstawowych, niemo-
dyfikowanych podfozach kompozytowych. Wybrane okresy hodowli MSC miaty na celu sprawdzenie
efektéw zastosowania elementéw wynalazku — koktajlu chemicznego i/lub hodowli dynamicznej (z za-
stosowaniem metody kotyskowej), jednorazowo (w hodowli 3- lub 7-dniowej) lub wielokrotnie (w ho-
dowli 21-dniowej). Wskaznikiem efektow jest istotnie statystycznie zwiekszony poziom ekspres;i
mRNA dla wybranych genéw zaangazowanych w procesy kosciotworzenia. W przyktadach zastoso-
wano analize RT-qPCR (metoda 2CT) pozioméw mRNA dla genu osteoprotegryny, genu osteokal-
cyny, genu osteopontyny, genu kolagenu typu |, genu biatka morfogenetycznego kosci typu 2 i genu
osteonektyny. Niemniej jednak wskazane geny sg przyktadowe i nie stanowig ograniczenia stosowa-
nego rozwigzania. Osoba biegta w dziedzinie mogtaby takze oprze¢ sie na innych genach, ktére ule-
gaja ekspresji na poziomie RNA albo biatka w procesach powigzanych z kosciotworzeniem. Hodowle
mozna prowadzi¢ opcjonalnie do uzyskania mineralizacji macierzy zewnatrzkomérkowej. W zastoso-
wanym przyktadzie prowadzono 7-dniowg hodowle komoérek na podtozach hodowlanych, a nastepnie
komoérki przeniesiono do standardowego naczynia hodowlanego. Korzystnie, poziom mineralizacji
mozna okresli¢ z pomocg barwienia macierzy miedzykomérkowej czerwienig alizaryny. Dodatkowo,
barwnik zwigzany z macierzg mozna wyekstrahowa¢ z uzyciem 5% kwasu perchlorowego i wykonaé
pomiar kolorymetryczny przy 405 nm.

Zaréwno w 7-dniowych jak i 21-dniowych eksperymentach prowadzono réwnolegle dwie ho-
dowle, ktére otrzymywaty co trzy dni $wiezg porcje podstawowego medium osteogennego — drugiej
pozywki hodowlanej (kontrola) albo naprzemiennie co trzy dni podstawowe medium osteogenne (druga
pozywka hodowlana) i koktajl chemiczny (trzecia pozywka hodowlana; Fig. 9, panel dolny).

Opracowany koktajl chemiczny (Tabela 2), wspiera lepiej procesy kosciotworzenia w ludzkich
MSC tkanki ttuszczowej hodowanych in vitro na podstawowych, niemodyfikowanych podfozach kompo-
zytowych (jak w Tabeli 1) niz podstawowe medium osteogenne.

Tabela 2. Sktady pozywek hodowlanych.

Pozywka Sktad
Pierwsza pozywka e 89% MEM Alpha lub DMEM/F12 (Gibco), (v/v)
hodowlana - ¢ 10% ptodowej surowicy bydlecej (Biological Industries), (v/v)

standardowa pozywka e 1% antybiotykdw (ZellShield, Minerva Biolabs), (v/v)

hodowlana
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Pozywka Sktad

e Standardowa pozywka hodowlana:
89% MEM Alpha (Gibco), (v/v)
10% ptodowej surowicy bydlecej (Biological Industries),
(v/v)
1% antybiotykéw (ZellShield, Minerva Biolabs), (v/v)

Druga pozywka
hodowlana -

podstawowe medium
e 100 pg/ml kwas 2-fosfo-L-askorbinowy (CAS: 1713265-25-8)

osteogenne
e 107 M deksametazon (CAS: 50-02-2)
¢ 10 mM beta-glicerofosforan (CAS: 154804-51-0)
¢ 100 ng/ml rhBMP-2 (Gibco)
e Padstawowe medium osteogenne:
Trzecia pozywka 89% MEM Alpha (Gibco), (v/v)
hodowlana - koktaji 10% ptodowej surowicy bydlecej (Biological Industries),
chemiczny (v/v)

1% antybiotykéw (ZellShield, Minerva Biolabs), (v/v)
100 pg/ml kwas 2-fosfo-L-askorbinowy (CAS: 1713265-25-8)
107 M deksametazon (CAS: 50-02-2)
10 mM beta-glicerofosforan (CAS: 154804-51-0)
100 ng/ml rhBMP-2 (Gibco)
e 50 pM PD 98 059 (CAS: 167869-21-8)
¢ 20 pM Phenamil (CAS: 1161-94-0)

Przykladowe wyniki:

W 7-dniowej hodowli ludzkich MSC tkanki tluszczowej (Fig. 1A) na podstawowych podtozach
kompozytowych, ekspresja mRNA dla genu BMP-2 byta istotnie podwyzszona dla komorek traktowa-
nych koktajlem chemicznym (czarne stupki) na wszystkich testowanych podiozach kompozytowych
w poréwnaniu do komorek traktowanych podstawowym medium osteogennym (szare stupki). Analo-
gicznie, ekspresja mRNA dla genu osteonektyny (ON) byta istotnie podwyzszona dla komérek trakto-
wanych koktajlem chemicznym na podtozach A1 i A2, a ekspresja mRNA dla genu osteokalcyny (OC)
byfa istotnie podwyzszona dla komérek traktowanych koktajlem chemicznym na wszystkich testowa-
nych podiozach z wyjatkiem S2 (wzrost nieistotny statystycznie). Natomiast w 21-dniowej hodowli ludz-
kich MSC tkanki ttuszczowej (Fig. 1B) na podstawowych podiozach kompozytowych, poziom mRNA dla
genu BMP-2 byt podwyzszony dla komérek traktowanych koktajlem chemicznym na wszystkich testo-
wanych podiozach z wyjagtkiem S1 (wzrost nieistotny statystycznie), a poziom ekspresji mMRNA dla genu
osteoprotegeryny (OPG), wytwarzanej przez komorki kosciotworcze-osteoblasty byt podwyzszony dla
komorek traktowanych koktajlem chemicznym na wszystkich testowanych podtozach. Poza faktem, ze
wzrost ekspresji OPG swiadczy o réznicowaniu komoérek MSC w komorki kosciotworcze-osteoblasty,
OPG jest rozpuszczalnym receptorem wigzgcym sie z ligandem RANK (RANKL). Wigzanie OPG
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z RANKL blokuje jego interakcje z receptorem RANK obecnym na osteoklastach, komérkach ,koscio-
gubnych” i uniemozliwia interakcje RANK-RANKL, odpowiedzialng za r6znicowanie i aktywacje osteo-
klastow. OPG indukuje w ten sposéb apoptoze osteoklastéw i dlatego jest silnym inhibitorem resorpciji
kos$ci przez osteoklasty.

Dodatkowo, sprawdzono mineralizacje macierzy zewnatrzkomoérkowej po stymulacji koktajlem
chemicznym w hodowlach komérek MSC tkanki thuszczowej na podstawowych podtozach hodowlanych.
Po 7-dniowej hodowli na podtozach kompozytowych, komoérki byly odklejane od podtozy z pomocg
0,25% trypsyny/EDTA, przenoszono je do standardowych naczyn hodowlanych i kontynuowano stymu-
lacje koktajlem chemicznym. Uzyskano mineralizacje macierzy zewngtrzkomorkowej MSC tkanki ttusz-
czowej po hodowli na kazdym z podtozy hodowlanych (Fig. 6), jednak komoérki po hodowli na podtozu
S2 wykazaty najwyzszy poziom mineralizacji. Wskazuje to na efektywnie przeprowadzony proces osteo-
genezy.

Przyktad 2

Ludzkie MSC tkanki ttuszczowej hodowano na podtozach kompozytowych wzbogaconych dodat-
kowo o modyfikacje SrO lub ZnO.

Bioaktywne szkfa z uktadéw CaO-SiO2-P20s5-SrO/Zn0O lub CaO-SiO2-SrO/Zn0O otrzymywano me-
todg zol-zel (ang. sol-gel-derived bioactive glasses, SBG), przy czym zawartos¢ tlenkéw SrO/ZnO wy-
nosita 5%mol (sktady szkiet podano w tabeli 2). Jako surowce do syntezy szkiet zastosowano: tetraety-
loortokrzemian Si(OC:zHs)s (TEOS), trietylofosforan OP(OC2Hs)sz, azotan wapnia Ca(NOs)2*4H20, azo-
tan cynku Zn(NO3)2*6H20, azotan strontu Sr(NOs)2. Syntezy prowadzono w srodowisku alkoholu etylo-
wego (C2HsOH, 96%), wody oraz kwasu chlorowodorowego (HCI) jako katalizatora proceséw hydrolizy
i polikondensacji. Roztwory wyjsciowe pozostawiono do zzelowania w warunkach otoczenia a nastepnie
otrzymane zele suszono i poddano obrébce termicznej do temperatury 700°C (piec elektryczny, czas
wygrzewania 20 h). Analogicznie jak w przypadku kompozytéw podstawowych, otrzymane proszki
szklane o wielkosci ziaren <45 pm wprowadzono do dichlorometanu (CH2Cl) stanowigcego rozpusz-
czalnik dla kopolimeru kwasu mlekowego i glikolowego (PLGA). Roztwory przygotowano przy stosunku
wagowym bioszkto : polimer : rozpuszczalnik 1:1:53. Podtoza otrzymano przy stosunku wagowym 50%
bioszkta na suchg mase kopolimeru PLGA technikg odlewania z roztworu. Folie kompozytowe suszono
pod przykryciem, w warunkach otoczenia (20°C) a nastepnie w suszarce prézniowej pod cisnieniem
800 mbar.

Tabela 3. Skfady tlenkowe (% molowy) bioaktywnych szkiet zastosowanych do otrzymania podstawowych
oraz modyfikowanych SrO lub ZnO podtozy kompozytowych na bazie PLGA
i 50% wagowych konkretnego bioaktywnego szkia.

Bioszkio Zawartosc poszczegolnych tlenkéw [%mol] w bioaktywnym szkle
Si02 P20s Ca0 SrO Zn0O
Al 40 --- 60 - ---
A1Sr5 40 --- 55 5 ---
AlZn5 40 --- 55 --- 5
A2 40 6 54 - ---
A2Sr5 40 6 49 5 ---
A2Zn5 40 6 49 --- 5
51 80 --- 20 --- ---
S1Sr5 80 --- 15 5 ---
$1Zn5 80 --- 15 -—- 5
52 80 4 16 -—- -—-
$25r5 80 4 11 5 ---
$2Zn5 80 4 11 - 5

Komorki wysiewano jak opisano w przykfadzie 1 na podtoza kompozytowe podstawowe oraz ana-
logicznie modyfikowane SrO lub ZnO. Komoérki byty traktowane koktajlem chemicznym od pierwszego
dnia hodowli do czasu istothego wzrostu ekspresji mMRNA dla genéw powigzanych z kosciotworzeniem,



10 PL 249233 B1

jak przedstawiono w Figurze 9 w panelu gérnym (Fig. 3) lub komorki traktowano naprzemiennie podsta-
wowym medium osteogennym i koktajlem chemicznym jak opisano w panelu dolnym Figury 9 (Fig. 2).
Czas pojawienia sie wzrostu ekspresji mMRNA dla gendéw powigzanych z kosciotworzeniem moze byc¢
rézny w zaleznosci od cech osobniczych lub wieku dawcy komoérek, dlatego hodowla z koktajlem che-
micznym podawanym od pierwszego dnia hodowli moze zosta¢ wydiuzona przez wymiane na nowy
koktajl chemiczny co 1-4 dni.

Przykladowe wyniki:

Po 7-dniowej hodowli MSC tkanki ttuszczowej traktowanych koktajlem chemicznym, ekspresja
MRNA dla genu BMP-2 i genu osteoprotegryny (OPG) byta istotnie wyzsza na podiozach kompozyto-
wych modyfikowanych SrO lub ZnO w poréwnaniu do korespondujgcych podstawowych podtozy kom-
pozytowych (Fig. 2).

Ponadto, zastosowanie koktajlu chemicznego od pierwszego dnia przez caty okres trwania
3- dniowej hodowli MSC tkanki ttuszczowej na podiozach kompozytowych modyfikowanych tlenkiem
SrO lub ZnO (hodowla statyczna) wptyneto na istotne zwiekszenie ekspresji mRNA dla genu OPG oraz
genu osteokalcyny (OC) (Fig. 3).

Zatem modyfikowane podioza kompozytowe (jak w Tabeli 3) wspierajg synergicznie z koktajlem
chemicznym procesy kosciotworcze w tych hodowlach.

Przyktad 3

Dynamiczng hodowle ludzkich MSC tkanki ttuszczowej uzyskano poprzez scisle zdefiniowane
mieszanie pozywki hodowlanej przy okreslonych predkosciach i w okreslonym czasie hodowli. Wyko-
rzystano do tego wytrzgsarke kotyskowg MR-1 firmy Biosan o kacie przechylenia 7° (Fig. 8). Czestotli-
wos¢ oscylacji wynosita 6 rpm (osc./min). Komorki hodowano na podstawowych i modyfikowanych ZnO
lub SrO podtozach kompozytowych umieszczonych na dnie dotkéw o Srednicy 15.5 mm w 24-dotkowe;j
ptytce hodowlanej, przytrzymywanych na dnie dotkéw pierscieniami jak opisano w Przyktadzie 1. Ko-
morki wysiewano na wszystkie badane podtoza kompozytowe i stymulowano koktajlem chemicznym jak
opisano w Przykiadach 1 i 2. Catkowita objeto$¢ pozywki hodowlanej wynosita 1 mL/dotek w 24-dotko-
wej ptytce hodowlanej. Hodowle dynamiczng komoérek zastosowano od pierwszego dnia hodowli przez
caly okres jej trwania (Fig. 3), w dniach 4—7 hodowli (Fig. 4) lub w diuzszych hodowlach w dniach wy-
mienionych w Fig. 10 w panelu dolnym (Fig. 5 i 6). Wytrzgsarke kotyskowg umieszczano w typowym,
nawilzanym inkubatorze CO2 do hodowli komorek firmy Sanyo.

Przykladowe wyniki:

Traktowanie ludzkich ttuszczowych MSC koktajlem chemicznym w hodowli dynamicznej (opisa-
nej powyzej) od pierwszego dnia, przez caly okres trwania 3-dniowej hodowli, zwiekszyto ekspresje
mRNA badanych genéw powigzanych z kosciotworzeniem (Fig. 3). Hodowla dynamiczna na materia-
tach typu A2 i S2 modyfikowanych SrO lub ZnO dodatkowo podniosta istotnie poziom ekspresji mMRNA
dla genu osteoprotegryny (OPG).

Zastosowanie hodowli dynamicznej w dniach 4—7 hodowli komaérek traktowanych koktajlem che-
micznym (Fig. 4), zwiekszato w dniu siodmym hodowli ekspresje mMRNA dla genu osteokalcyny (OC) na
wszystkich testowanych podstawowych podtozach kompozytowych oraz ekspresje mRNA dla genu
osteopontyny (OPN) na podtozach kompozytowych A1 oraz A2. Zatem hodowla dynamiczna komérek
moze synergicznie z koktajlem chemicznym wspierac procesy kosciotworcze w krotkoterminowych ho-
dowlach komoérek na podstawowych podiozach kompozytowych.

Hodowla dynamiczna komodrek na podtozach kompozytowych modyfikowanych ZnO lub SrO,
traktowanych koktajlem chemicznym (Fig. 5), zwiekszata w dniu si6dmym hodowli poziom ekspresji
MRNA dla genu osteoprotegryny (OPG) na podifozach A2-SrO, S1-SrO, A2-ZnO, S1-ZnOi S2-Zn0O oraz
poziom ekspresji mRNA dla genu osteoklacyny (OC) na podtozach A2-SrO, S2-SrO i S2-ZnO. Zatem
hodowla dynamiczna komérek moze synergicznie z koktajlem chemicznym wspiera¢ procesy koscio-
tworcze w krétkoterminowych hodowlach komoérek na modyfikowanych ZnO lub SrO podtozach kompo-
zytowych.

W 21-dniowej hodowli ludzkich MSC tkanki tluszczowej na podstawowych lub modyfikowanych
SrO lub ZnO poditozach kompozytowych, traktowanych koktajlem chemicznym, wprowadzenie hodowli
dynamicznej (tj. 3-krotnie w trakcie catej hodowli, jak opisano w Fig. 10) skutkowato zwiekszeniem
MRNA dla genu OPG na materiatach modyfikowanych ZnO oraz mRNA dla genu COL1A1 na materia-
tach modyfikowanych ZnO jak réwniez materiatach A2-SrO i S2-SrO (Fig. 6A).

Sprawdzono ponadto efekt 7-dniowej hodowli ludzkich ttuszczowych MSC na podstawowych oraz
modyfikowanych podtozach kompozytowych na mineralizacje macierzy pozakomoérkowej po kolejnych
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14 dniach hodowli tych komorek w standardowych naczyniach hodowlanych. Komorki traktowano kok-
tajlem chemicznym jak opisano w Przyktadzie 1 i poddawano hodowli dynamicznej jak przedstawiono
na Fig. 10. Po 7-dniowej hodowli na podtozach kompozytowych, komérki byty odklejane od podiozy
z pomocg 0,25% trypsyny/EDTA, przenoszono je do standardowych naczyh hodowlanych i kontynuo-
wano stymulacje koktajlem chemicznym oraz hodowle dynamiczng, zgodnie z wczesniejszym harmo-
nogramem (Fig. 10). Po tgcznym czasie 21 dni hodowli komérek (7 dni hodowli na materiatach, 14 dni
w standardowych naczyniach hodowlanych) poziom mineralizacji macierzy zewngtrzkomoérkowej, znor-
malizowany w oparciu o liczbe zywych komoérek (Fig. 6B), byt podwyzszony w przypadku: 1) hodowli
statycznych na podtozach kompozytowych modyfikowanych SrO; 2) hodowli dynamicznych na podto-
zach A1 i A2 modyfikowanych SrO oraz ZnO-A2 i ZnO-S2. Zatem uzyskane wyniki wskazujg na diugo-
terminowy, korzystny wptyw stymulacji ludzkich MSC tkanki ttuszczowej koktajlem chemicznym, w po-
taczeniu z hodowlg dynamiczng. Co istotne, juz krétkoterminowa 7-dniowa hodowla komoérek na podto-
zach kompozytowych prowadzi do nakierowania komérek do proceséw osteogenezy, wspomaganych
w dalszych etapach hodowli koktajlem chemicznym i hodowlg dynamiczng. Liczbe zywych komadrek (do
normalizacji poziomu mineralizacji) okreslano z pomocg handlowo dostepnego testu firmy Promega
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) Nr kat. G3582.
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb prowadzenia hodowli komoérkowej obejmujgcy:
a) zapewnienie wielodotkowego srodka do hodowli komorkowej,
b) umieszczenie podtoza hodowlanego w przynajmniej jednym dotku hodowlanym,
¢) wysianie w dotku z podtozem hodowlanym ludzkich mezenchymalnych komérek macierzys-
tych w pierwszej pozywce hodowlanej,
d) prowadzenie hodowli komérkowe;j,
znamienny tym, ze
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11.

12.
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w etapie d) w pierwszym dniu hodowli wymienia sie pierwszg pozywke hodowlang na trzecig
pozywke hodowlang, ktérg w czasie prowadzenia hodowli wymienia sie na Swieze porcje trze-
ciej pozywki, opcjonalnie trzecig pozywke hodowlang wymienia sie¢ naprzemiennie z drugg
pozywka hodowlang w czasie prowadzenia hodowli, i prowadzi sie hodowle in vitro do uzy-
skania réznicowania mezenchymalnych komérek macierzystych (MSC) w kierunku komarek
kostnych,
przy czym podtoze hodowlane w etapie b) stanowi podtoze kompozytowe zawierajgce kopoli-
mer kwasu mlekowego i glikolowego, i bioaktywne czastki szkta w stosunku wagowym 1:1,
przy czym jako pierwszg pozywke hodowlang stosuje sie standardowg pozywke hodowlang,
korzystnie zawierajgcg 89% (v/iv) MEM Alpha lub DMEM/F12,10% (v/v) ptodowej surowicy
bydlecej, 1% (v/v) antybiotykow,
natomiast jako drugg pozywke hodowlang stosuje sie pierwszg pozywke hodowlang zawiera-
jaca dodatkowo kwas 2-fosfo-L-askorbinowy w stezeniu 100 ug/ml, beta-glicerofosforan w ste-
zeniu 10 mM, deksametazon w stezeniu 10" M oraz ludzkie rekombinowane biatko morfoge-
netyczne kosci typu 2 w stezeniu 100 ng/ml,
a jako trzecig pozywke hodowlang stosuje sie pierwszg pozywke hodowlang zawierajgcg do-
datkowo kwas 2-fosfo-L-askorbinowy w stezeniu 100 ug/ml, beta-glicerofosforan w stezeniu
10 mM, deksametazon w stezeniu 107 M, ludzkie rekombinowane biatko morfogenetyczne
kosci typu 2 w stezeniu 100 ng/ml, 2’-amino-3’-metoksyflawon w stezeniu 50 uM oraz s6l me-
tanosulfonowg 3,5-diamino-6-chloro-N-[imino(fenyloamino)metylo]pirazynokarboksyamidu w ste-
zeniu 20 uM.
Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie d) stopien zréznicowania mezenchy-
malnych komérek macierzystych w kierunku komérek kostnych okresla sie przez wzrost po-
ziomu ekspresji mMRNA dla gendéw powigzanych z kosciotworzeniem wybranych z grupy obej-
mujgcej: gen osteoprotegryny, gen osteokalcyny, gen osteopontyny, gen kolagenu typu I, gen
biatka morfogenetycznego kosci typu 2 i/lub gen osteonektyny, albo poziom ekspres;ji biatek
tych markeréw albo aktywnosci enzymow z grupy tych markeréw, w poréwnaniu do kontroli
negatywnej.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie d) hodowle prowadzi sie do uzyskania
mineralizacji macierzy zewnatrzkomaorkowej.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie d) trzecig pozywke hodowlang wymie-
nia sie na $wiezg porcje trzeciej pozywki hodowlanej, opcjonalnie przemiennie ze swiezg por-
cjg drugiej pozywki hodowlanej, z czestotliwoscig od 1 do 4 dni w czasie prowadzenia hodowli.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze pierwsza pozywka zawiera dodatkowo wskaz-
nik pH, korzystnie czerwien fenolowa.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze punkt wymiany trzeciej pozywki na nowa porcje
trzeciej pozywki hodowlanej, opcjonalnie punkt przemiennej wymiany trzeciej pozywki hodow-
lanej i drugiej pozywki hodowlanej, okresla sie na podstawie zmiany barwy wskaznika pH po-
zywki hodowlanej albo na podstawie krzywej wzrostowej komaorek.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze czgstki szkta zawierajg tlenek krzemu w ilosci
od 40% do 80% wagowych, tlenek wapnia w ilosci od 11% do 60% wagowych i/lub tlenek (V)
fosforu w ilosci od 4% do 6% wagowych.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze czastki szkla zawierajg tlenek metalu w ilosci
5% wagowych wybrany z grupy obejmujgcej: tlenek strontu albo tlenek cynku.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze mineralizacje macierzy zewngtrzkomorkowej
okresla sie metodg kolorymetryczna.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze poziom mRNA dla genéw powigzanych z ko-
Sciotworzeniem okresla sie metodg PCR w czasie rzeczywistym.
Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze hodowle prowadzi sie w sposob statyczny albo
w sposéb dynamiczny z kotyskowym mieszaniem hodowli.
Pozywka do réznicowania ludzkich mezenchymalnych komadrek macierzystych w komorki
kostne, znamienna tym, ze stanowi kompozycje zawierajgca:
— standardowa pozywke hodowlang, zawierajacg 89% (v/v) MEM Alpha lub DMEM/F12, 10%
(v/v) ptodowej surowicy bydlecej, 1% (v/v) antybiotykow,
— kwas 2-fosfo-L-askorbinowy w stezeniu 100 ug/ml,
— beta-glicerofosforan w stezeniu 10 mM,
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deksametazon w stezeniu 107 M,

ludzkie rekombinowane biatko morfogenetyczne kosci typu 2 w stezeniu 100 ng/ml,
2’-amino-3’-metoksyflawon w stezeniu 50 uM,

s6l metanosulfonowg 3,5-diamino-6-chloro-N-[imino(fenyloamino)metylo]pirazynokarbok-
syamidu w stezeniu 20 puM.
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