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Regenerativna medicina ima zecvkot deset let v rokah mina orodja: od novih bio-
materialov, bioreaktorjev do uporabe miaih celic. Napredek je za nepoznavalca
prepa@asen, ptiakovanja in razéarjanja so vcasih velika, toda nekaj je gotovo:igac
lahko ponudimo boljSo kvaliteto Zivljenja, re&md zdravljenje vzroka bolezni in mnogo manj
stranskih efektov. Translacijsko raziskovanje, lamovejSa znanstvena odkritja prevajamo v
uspesne terapije, je ena glavnibktamovih EU okvirnih programov.

Slovenski kliniki in raziskovalci smo skupaj s swoj partnerji po svetu relativno veliko
prispevali k temu razvoju, saj je potrebno uposiemaSe naravne omejuje dejavnike.
Ambiciozno, pogumno in vztrajno moramo Se naprejatjavati z delom, saj to niti ni se
konec zé&etka, vsekakor pa ni getek konca!

Skoraj dvesto bolnikov je bilo deleznih terapijeazlicnimi tkivno inzenirskimi pripravki, Se
vet jih je bilo vkljucenih v zdravljenje z uporabo matih celic. Predvidevamo, da bodo
znanja o materialih, vodenju procesov, molekulamnsistemski biologiji, biologiji matinih
celic, fiziologiji, citologiji in seveda prilagaj@® operatvnih tehnik novim moznostim prineslo
v naslednjih 10 do 15 letih velik napredek. Mi sowdocni, da bomo v vrhu teh procesov. Ta
simpozij je ze znak za to.

Doc. dr. Miomir KneZevié¢, univ.dipl.biol.
Zavod RS za transfuzijsko medicino
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Advances in tissue engineering: new technologieg@ication to
cardiovascular tissues

Gordana Vunjak-Novakovic
Department of Biomedical Engineering,
Columbia University, New York NY USA

Tissue engineering offers a potential of
developing new treatment options for the
repair of injured myocardium, using
functional tissues grownin Vvitro
Engineered tissues can also serve as
physiologically relevant yet controllable
models for studies of tissue development,
remodeling and disease. Tissue
engineering is largely an effort of
"imitating nature" as it tends to recapitulate
the aspects of the environment present
vivo during tissue development and thereby
stimulate the cells to regenerate functional
tissues. Based on these principles, a
"biomimetic*  approach  has  been
established that involves then vitro
creation of immature but functional tissues
by an integrated use otells (the actual

architects of a tissue), biomaterial
scaffolds (a structural and logistic template
for tissue development), anoioreactors

(providing environmental control and
biophysical regulation of the cells).
Advanced technologies developed for

tissue engineering of functional tissue
grafts are now also being used for
guantitative biological research, drug
screening and many other applications that
are important for regenerative medicine.
This talk will review recent progress in the
cultivation of cardiovascular tissue grafts,
and the use of advanced scaffold and
bioreactor technologies for studies of
human stem cells. The main challenges of
cardiovascular tissue engineering —
establishment of a human cell source
suitable for clinical use, development of
vascular bed, and functional integration of
engineered grafts — will be specifically
addressed, as well as some of the research
needs in the next 5-10 vyears.

Zapiski/notes:



Controling in vitro growth and differentiation of adult human stem cels for
osteochondral tissue engineering

Darja Marolt
Columbia University, Blood Transfusion
Centre of Slovenia

Tissue engineering (TE) could potentially
provide an unlimited source of autologous
tissue grafts for restoration of osseous,
chondral and osteochondral defects. Large
bone defects resulting from congenital
malformations, injuries and diseases, as
well as chondral and osteochondral defects
could be treated by transplantation of TE
grafts. The use of adult human stem cells
offers several advantages, as these cells
can differentiate and contribute to
regeneration of different mesenchymal
tissues, and are easily isolated and
expandedn vitro while maintaining their
multipotency. Based on previous work
with  dynamic culture systems and
biocompatible scaffolding materials, we
have studied several parameters that affect
stem cell growth, differentiation and
development of tissuas vitro. In our first
study using rotating bioreactors, the choice
of culture media supplements significantly

affected biochemical properties and

morphology of the tissue constructs, with
osteogenic medium vyielding large,

homogenous tissue constructs resembling
human trabecular bone. In our second
study, chondrogenic medium co-culture of
bone- and cartilage-like constructs yielded
integrated osteochondral composites with
well developed bone-like phase, whereas
chondrogenesis was limited in both

studies. In order to study biophysical

factors contributing to tissue development
and regeneration, new dynamic culture
systems are currently being developed,
including a perfusion bioreactor system
with on-line imaging capabilities, and

microfluidic bioreactor systems for small-

scale multiparametric studies of stem cell
differentiation. Our longterm plans include

the use of adult stem cells from different
sources (bone marrow, adipose tissue),
engineering of custom-shaped

osteochondral grafts, vascularization of TE
grafts and the use of human embryonic
stem cells for osteochondral tissue
engineering.

Zapiski/notes:



Cartilage and bone tissue engineering applicationsaboratory
developments and clinical results

Nevenka Kregar Velikonja, Ariana
Barli ¢, Hana Kreci¢-Stres

Educell d.o.o., Ljubljana

The therapeutic potential of
mesenchymal stem cells (MSC)is
indisputably great, due to their ability to
differentiate into different cell types. They
have also been proposed as a source for
cartilage and bone tissue engineering.

Cartilage and bone tissue engineerings
based on exploitation of different cell
sources: differentiated cells (chondrocytes,
osteoblasts) can be efficiently proliferated
for preparation of tissue engineered
products of small volumes. Selection of
cell source depends also on logistic of
whole procedure. The diagnostics of
cartlage defects is carried out
arthroscopicaly, therefore biopsy can be
obtained simultaneously. In the case of
alveolar bone repair, it is also easier to get
bioptic material from alveolar bone or
periosteum than bone marrow. However,
defects of long bones are sometimes
voluminous, therefore large number of
cells is needed for tissue engineered
implant preparation. In such case, bone
marrow derived stromal cells with
osteogenic potential are appropriate cell
source. In addition, adipose tissue is an
attractive source of stem cells which could
be easier available for different surgical

applications (e.g. paradontology, oral
surgery)
The development ofcartilage tissue

engineering is based on the usage of
differentiated chondrocytes; the focus of
this field is to prepare more defined
product, which can be applied with less
invasive surgical procedure (potentially
arthroscopic), meaning faster recovery for
the patients. Our current work is focused
on the development of a product based on

autologous chondrocytes in agarose-alginte
gel scaffold.

Bone tissue engineering for long bone
defectsis based on the exploitation of bone
marrow derived stromal cells (BMSC). In
Educell d.o.o. a project was started last

year in which the efficiency of the
treatment of long bone defects by
implantation  of autologous tissue-

engineered bone grafts, prepared from
patient’'s BMSC derived osteoblasts seeded
on the calcium-triphosphate scaffold, is
gonigt to be evaluated. Preliminary results
with the first four patients (including:

successful cell culture, cell differentiation
and graft preparation, complication-free
graft implantation, and indications of

successful bone healing) show promise that
our approach will result in substantial
improvement in long bones defects
treatment.

The characterization of cell populations
isolated from bone marrow (bone
marrow derived stromal cells - BMSC) in
order to obtain MSCs is a major issue.
Investigation of the differentiation
potential and phenotypic characteristics of
BMSC'’s is a necessary preliminary step
that will enable their therapeutic potential
to be exploited. We have studied
proliferation and differentiation potential
of bone marrow derived mesenchymal
cells. The population of BMSC was
studied by investigating its colony forming
capacity (CFC) and its ability to express
chondrogenic, osteogenic and adipogenic
phenotypes. In our experiments, BMSCs
grown in monolayer cultures maintained
the CFC of up to 10% of the cells from the
previous passage. Chondrogenic,
osteogenic and adipogenic differentiation
of the cells was achieved, however their
capacity for osteogenic or adipogenic
differentiation was limited to up to 20% of
the cells.



Tkivno inZenirstvo hrustanénih in kostnih vsadkov: razvoj in klini éni
rezultati

Nevenka Kregar Velikonja, Ariana
Barli ¢, Hana Kreci¢-Stres

Educell d.o.o., Ljubljana

Terapevtski  potencial mezehnomskih
zarodnih celic je nedvomno velik, saj so se
le te sposobne diferencirati v razie tipe
celic. Med drugim so tudi primeren vir
celic za tkivnho inZenirstvo hrustanca in
kosti.

Tkivno-inzenirske nadomestke hrustanca
in  kosti lahko pripravllamo iz
diferenciranih celic (osteoblasti,
hondrociti) ali iz razknih vrst zarodnih
celic. Izbira vira celic je odvisna od
logistike celotnega postopka. Diagnostika
hrustagnih poskodb se obajno izvaja
srtroskopsko, kar omoga enostaven
satasni odvzem hrusténega biopta. V
primeru zdravljenja poSkodb paradontalne
kosti je biopt alveolarne kosti ali periosta
lazje dostopen kot kostni mozeg. Pri
poSkodbah dolgih kosti pa so &teoma
potrebni veliki volumni tkivno
inZenirskega nadomestka in v tem primeru
so MSC iz kostnega mozga najprimernejSi
vir celic. Kot vir MSC je zanimivo tudi
magobno tkivo, ki je pri nekaterih
kiruskih postopkih laze dostopno (npr. v
paradontologiji, oralni kirurgiji).

Razvoj tkivho inzenirskih hrusténih

nadomestkov  temelji na  gojenju
diferenciranih hondrocitov. Razvoj vodimo
v smeri priprave bolj definiranih
produktov( npr. v smislu Stevila in
kakovosti celic), ki bi hkrati omogal ¢im

manj invaziven kirurski poseg. Trenutno

razviamo produkt na osnovi avtolognih
hondrocitov v agarozno-alginatnem gelu.

Tkivno-inzenirske  kostne  nadomestke
pripravllamo na osnovi stromalnih celic

kostnega mozga (BMSC). Educell vodi

projekt, % katerem preizkuSamo

ucinkovitost zdravljenja poskodb dolgih

kosti z vsadki iz avtolognih gojenih BMSC

na nosilcu iz kalcijevega trifosfata.

Rezultati pri prvih Stirih bolnikih (uspesno

gojenje in diferenciacija celic, priprava

vsadka, implantacija in pooperativni znaki

uspesSnega celjenja) nakazujejo, da bo tak
pristop lahko znatno pripomogel k

uspesSnejSemu celjenju poSkodb dolgih
kosti.

Opredelitev  populacije celic, ki jih
izoliramo iz kostnega mozga (BMSC) in iz
katere zelimo dobiti mezenhimske zarodne
celice je en pomembnejSih vidikov
tkivnega inzeniratva  produktov, ki
temeljijo na uporabi teh celic. Raziskave
diferenciacijskega potenciala in drugih
zn&ilnosti BMSC so nujno potrebne&e
zelimo opredeliti in izkoristiti njihov
potencial za zdravljenje ragtiih klini¢nih
indikacij. Pri. BMSC smo preiskovali
njihovo sposobnost tvorbe kolonij in
sposobnost izrazanja osteogenega,
hondrogenega in adipogenega fenotipa.
Sposobnost tvorbe kolonij smo ugotovili
pri najve& 10% celic v celini kulturi
BMSC. Pri celicah smo dokazali
sposobnost diferenciacije v vse tri tipe
celic, vendar smo znake osteogene in
adipogene diferenciacije ugotovili pri
najvet 20% celic.



Quality requirements for development of tissue engieered product

SaSa Puhar
Educell d.o.o., Ljubljana

The manufacturing of tissue engineered
products is more complex, complicated
and long-term process in comparison with
the classical medical products. It is
important to precisely control all research
and development phases by specified
standard operating procedures. All the

parameters (techniques, methods,
equipments, facilities, production
environment) should be  precisely
validated.

In the year 2006 a new concept “quality by
design” in the development and
manufacturing of the biological products
was brought forward. It is very important
to include all essential elements in the
development plan of a new product:

TOTAL QUALITY SYSTEM

RESEARCH
AND
DEVELOPMENT

NON-CLINICAL
STUDIES

PHASE 1

PHASE 2

PHASE 3

MANAGING THE

RGN CACH LIFE CYCLE OF THE

REGISTRATION
THE MARKET PRODUCT

DEVELOPMENT:

- product

- process

- quality control

- pharm.formulation

- facilities

- pre- and clinical
studies

- product
- process

- TARGED PRODUCT
- PRODUCT DEFINITION

Y

- TARGED PRODUCT
- QUALITY PROFILE

- stability
- facilities
- scale-up

studies

CHARACTERIZATION

- quality control

- pre- and clinical

VALIDATION:

- process

- quality
control

- stability

- facilities

- equipment

- transport

- DEVELOPMENT

C PRODUCT DESIGN
A

- PRODUCTION PLAN

- ANALITICAL ASSAYS
DESIGN

- FORMULATION
DESIGN

- FACILITIES DESIGN

( SPECIFICATION DESIGN )

FINAL
SPECIFICATION DETERMINATION
ADAPTATION OF SPECIFICATION

Risk analysis management specify quality by design,

The *“good practise” system is well
established in the field of the medical
products production. Good laboratory
practice (GLP) is a quality system
concerned with the organisation process
and the conditions under which non-
clinical health and environment safety
studies are planned, performed, monitored,
recorded, archived and reported. The GLP
and GMP (good manufacturing practice)
requirements are very similar in the many
areas (GMP is a quality system concerned

enable the determination of priority tasks and qu

ality decision

with the manufacturing of the medical
products, irrespective of phase of clinical
studies), therefore it not reasonable to
make differences between GLP and GMP.

GLP principles are:

and personnel

experiences,

1. organisation
(qualifications,
training);

2. documentation: documented

process and its results;
3. suitable facilities;



4. record keeping with the evidence of
reliable raw data.

GLP principles determinatgho, what and
how should work and couldrove it.

Development studies are less demanding,
concerning the documentation system
(only the hypothesis is documented, not the
whole  protocols), nevertheless the
traceability of the development phases and
the decision milestone should be assured.
The reliability of work and results should
be demonstrated thoroughly. GLP study
without documentation, method and

facilities validation does not exist and it is
not useful for the following studies.

The application of the new therapies (e.g.
tissue and cell therapies) brings the lack of
long-term clinical experience and the
understanding of the mechanisms of
acting. The competent authorities do not
have experiences, especially about safety
of the new products, therefore the
legislation of the biological products are
more and more strictness. For that reasons
it is very important to consider the
principles of good practices, which ensure
the safety, quality and effectiveness of
tissue and cell based products.

Kakovostne zahteve za razvoj tkivno inzenirskih izdlkov

SaSa Puhar
Educell d.o.o., Ljubljana

lzdelava tkivno inzenirskih izdelkov je v
primerjavi s klaginim zdravilom velik bolj
zapletena, zahtevna in dolgotrajna.
Pomembno je, da so vse stopnje razvoja
natagno kvalitativno ter Kkvantitativho
nadzorovane s predpisanim standardnimi
operacijskimi postopki. Vsi parametri, od
tehnik, aparatur, sistemov ter proizvodnega
okolja pa morajo biti natano validirani.

V letu 2006 se je v proizvodnji in
nacrtovanju bioloskih zdravil uveljavilo

natelo »kakovosti zdravila z
nartovanjem«. lzjemno pomembno je, da
v samem zé&tku nd&rtovanja novega
izdelka v razvojni n&t vklju¢cimo vse

bistvene elemente:

Na podraju izdelave zdravil je uveljavljen
sistem dobrih praks. Dobra laboratorijska
praksa (DLP, angl. GLP) je definirana kot
sistem kakovosti, ki se nanaSa na
organizacijske postopke in pogoje, Vv
katerih se neklidine zdravstvene in

okoljske varnostne Studije &dujejo,
izvajajo, nadzorujejo, zapisujejo, arhivirajo
in se o njih porda. Zahteve GLP in GMP
(dobra proizvodna praksa) so si podobne
oziroma enake na mnogih podjib (GMP

je sistem kakovosti proizvodnje izdelkov
za humano rabo, ne glede na stopnjo
klinicnega testiranja), zato v teh primerih
ni smiselno razlikovati med GLP in GMP.

Osnovne zahteve GLP so:

1. organiziranost in primerni izvajalci
(izobrazba, usposobljenost, redno
izobrazevanje);

2. dokumentiranost:  dokumentirani
proces in dokumentirani rezultati

procesa,;
3. ustrezna oprema,
4. arhivirani podatki z dokazi o

verodostojnosti Studije.

Nacela GLP doldajo kdo, kaj in na kakSen
nain lahko dela in vse to lahko tudi
dokaze.



CELOKUPNI SISTEM KAKOVOSTI

RAZVOJ IN
RAZISKAVE

PREDKLINICNO
PRESKUSANJE

UPRAVLJANJE
ZIVLIENJSKEGA
CIKLA IZDELKA

SPROSTITEV
NA TRG

REGISTRACIJA

RAZVOJ:

~ TARCNI IZDELEK - izdelka : inl:Sg:OV
- DEFINICIJA IZDELKA - procesov (e
- analitike - analitike
- farm. oblike - stabilnosti
Y - aparatur - aparatur
- predkliniénih in - "scale-up

- TARCNI IZDELEK
- PROFIL KAKOVOSTI
- RAZVOJ

kliniénih raziskav

NACRTOVANJE IZDELKA

2

- PROCESNI NACRT
I - NAGRTOVANJE

ANALIZNIH METOD
GACRTOVANJE SPECIFIKACID

- NACRTOVANJE v

FARM. OBLIKE
- NACRTOVANJE
APARATUR

Upravljanje tveganja kakovosti dolo

Razvojne Studije so dokumentacijsko manj
zahtevne (ne moremo napisati celotnega
protokola, le hipoteze), vendar moramo
zagotavljati sledljivost razvojnih korakov
in odlatitev. Dopusgena je relativno visoka
stopnja kreativhe svobode, a postopki in
rezultati morajo biti dokumentirani, saj
sluzijo kasnejSi klinini Studiji, validaciji
oziroma registracijskem postopku. Vsak
trenutek moramo biti spodobni dokazati
verodostojnost dela in rezultatov. GLP
Studija brez validacij metod, opreme in
dokumentacije ne obstaja oziroma ni
uporabna za nadaljnje delo.

ARAKTERIZACIJA:

- predklini¢nih in
klini¢nih raziskav

PRILAGODITEV
SPECIFIKACIJ

¢a namen "kakovosti z na €rtovanjem”, omogo €a dolo €éanje prednostnih nalog ter odlo
kakovosti

VALIDACIJA:
- procesov
- analitike

- stabilnosti
- aparatur

- opreme

- transporta

KONCNA
DOLOCITEV
SPECIFIKACIJ

¢anja o

Zavedati se moramo, da pri novihémah
zdravljenja (kamor zagotovo sodi tkivno
inzenirstvo) Se ne poznamo mehanizmov
delovanja oziroma dolgoéaih posledic
uporabe tovrstnega zdravljenja. Tudi
regulatorni organi nimajo predhodnih
izkusenj — zlasti, ko gre za zagotavljanje
dokazov o varnosti — zato se regulativa
bioloskih izdelkov za humano uporabo
stalno zaostruje. Tako je Se toliko bolj
pomembno, da v vseh fazah razvojnega
procesa tkivno inzenirskih izdelkov
upoStevamo nriela dobrih praks, katerih
osnovni hamen je zagotavljanje varnosti,
kakovosti in @inkovitosti teh izdelkov.

Zapiski/notes:
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Presaditev avtolognih krvotvornih matiénih celic v srce bolnikov z
napredovalim srénim popustanjem

(Infusion of Autologous Periferal Blood Stem Cellsnto the heart vessels-
preliminary results of the clinical trial)

Dragoslav Domanové, MatjaZ Sever’,
Bojan Vrtovec®, Luka LeZai¢*, Jure
Fettich?, PeterCernel¢?

! zavod RS za transfuzijsko medicino,
2 KO za hematologijo, KC Ljubljana

% KO za kardiologijo, KC Ljubljana

* Klinika za nuklearno medicino, KC

Povzetek

Skne miséne celice imajo ob poskodbi
omejeno sposobnost obnavljanja, kar
pripelie do zmanjSane &jivosti srcne
miSice in sénega popusanja pri bolnikih.
Krvotvorne maitne celice (KMC) imajo
nasprotno  zelo veliko  sposobnost
obnavljanja in razvijanja v razhe tipe
somaténih celic. Pri sedmih bolnikih z
napredovalim nim popuganjem
neisheminega vzroka smo stimulirali

kostni mozeg s filgrastimom ter nato
opravili citaferezo in imunomagnetno
selekcijo  zbranih  enojedrnih  celic.

Pridobili smo raztopino KMC, ki smo jo s
kateterizacijo srca vbrizgali v izbrano
venno arterijo na podlagi funkcijske
ocene nuklearnomedicinskih preiskav. Pri
vseh bolnikih je en mesec po presaditvi
KMC priSlo do bistvenega izboljSanja
klinicnega stanja, zmanjSanja plazemskih
vrednosti pro-B natriurethega peptida,
izboljSanja iztisnega deleza levega prekata

in skrajSanja intervala QTc na
visokolcgljivem EKG posnetku.
Kljuéne besede: &no popusanje,

krvotvorne matine celice, zdravljenje.

1. Uginki mati €nih celic na s&no misico
Sposobnost obnavljanja ¢arth  misiénih
celic je zelo omejena, zato poskodbe
miocitov (ishemina bolezen srca, virusna
okuzba, imunsko neravnovesje) pogosto
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vodijo do nepopravljivin poskodb &re
miSice [1]. Pri bolnikin z napredovalim
skknim popuganjem je kéljivost skne
miSice zmanjSana zaradi odmiranja
miocitov in ma&no okrnjenega delovanja
preostalih Se delufgh sknih misSinih
celic. V nasprotju z miociti imajo
krvotvorne matine celice (KMC) zelo
veliko sposobnost obnavljanja in razvijanja
v razlicne tipe somatnih celic. Ugodni
ucinki presaditve matnih celic v séno
misSico temeljijo na spreminjanju Vv
specialne celice, razvoju ozilja in izknju
hormonov.

2. Spodbujanje kostnega mozga in
zbiranje KMC

Pri presajanju uporabljamo pretezno KMC
iz periferne krvi. Za njihovo zadostno
kolicino v periferni krvi vzpodbujamo
kostni mozeg s filgrastimom, ki je
rekombinantni dejavnik za pospesSitev
nastanka in dozorevanja granulocitov (G-
CSF) [2], v odmerku pig/kg telesne mase
dvakrat na dan. Postopek je relativnho varen
z blagimi nezelenimi pojavi kot so
boletine v kosteh, glavobol, utrujenost,
slabost. Zivljenjsko ogrozujd zapleti so
izredno redki [3]. Vzpodbuditev aofajno
poteka Stiri dni. Peti dan je raven KMC v
periferni krvi tudi do Stiridesetkrat ¥@ od
za’etne [4]. Njihovo Stevilo ocenjujemo s
pret@&nim citometrom posredno preko
dolotanja celic CD34+, ki se ob
vzpodbujanju prav tako sprostijo iz
kostnega mozga in so v krvi prisotne v
vetjem Stevilu. Zato se za zbiranje
odlocamo na podlagi Stevila celic CD34+ v
krvi. KMC iz periferne krvi zbiramo s
citaferezo. Pri tem postopku odvzamemo
periferno vensko kri iz telesa, ji dodamo
antikoagulantno  sredstvo in  jo s
centrifugiranjem l6imo v sestavine. Nato



Zzeleno sestavino krvi obdrzimo, ostale pa
vrnemo nazaj v telo [5]. Na ta &a
pridobimo enojedrne celice iz krvi. Pretok
krvi med posegom je 30-80 ml/min. Z
odvzemom matnih celic iz 1,5-2-kratnega
kostnega volumna krvi zberemo do 80 %
celic CD34+ v krvnem obtoku [6]. Tudi
citafereza je varen postopek. Najpogostejsi
nezeleni pojavi so hipokalcemija zaradi
uporabe citrata in zamasitev venskega
pristopa. Ko s citaferezo enojedrne celice
zberemo, jih z aparatom za
imunomagnetno selekcijo celic (npr. Isolex
300i) aistimo preostalih celic, ki jih ne
potrebujemo [7]. S tem postopkom
postopno  pridobimo raztopino celic
CD34+, ki se lahko vbrizga v veme
arterije.

3. Nuklearnomedicinske preiskave pri
presaditvi KMC v srce
Nuklearnomedicinske metode omag
funkcijsko oceno stanja @re miSice, kar
uporabljamo pred presaditvijio KMC pri
nartovanju posega, po presaditvi pa pri
sledenju uspesnosti zdravljenja, medtem ko
z ozn&evanjem KMC ocenjujemo akutno
uspesSnost posega na podlagi razporeditve
in deleza presajenih KMC v &1 miSici.
Pred presaditvijo KMC potrebujemo oceno
zivljenjske sposobnosti (viabilnosti) caie
miSice. Oceno opravimo s perfuzijsko

scintigrafijo stne miSice z metodo
elektrokardiogramsko sprozene
enofotonske emisijske tomografije

(GSPECT) [1], pri kateri uporabljamo talij
('Tl) ali tehnecijeve izotope *{"Tc
sestamibi). Razporeditev presajenih KMC
v srcu in drugje po telesu spremljanie,
jih ozn&imo z radioaktivnim izotopom
9Mre  hidroksimetilpropilenaminoksim
(HMPAO) ali *Minoksin, v zadnjentasu
tudi **FDG [8]. Scintigrafski posnetki nam
omogaijo oceno razporeditve presajenih
KMC v srcu in izrgunanje deleza celic, ki
ostanejo v smi miSici, saj se preostale
celice kopéijo v retikuloendotelnem
sistemu jeter, vranice in kostnega mozga.
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4. Tehnike presaditve maténih celic

Za presaditev KMC je na voljo ¥emetod,
katerih cilj je dosé& ¢im vecje zadrzevanje
celic v seni miSici. V zadnjemcasu se
najve uporabljata vbrizganje v véne
arterije in skozi endokard.

Pri vbrizganju v vetno arterijo po
standardnem femoralnem pristopu
namestijo v veéno arterijo kateter, po
katerem vcasovnih presledkih vbrizgajo
KMC. V nekaterih laboratorijin med
vbrizgavanjem celic tudi napihnejo balon
za mestom vbrizganja, da s tem p&aje
ucinkovitost zadrZzevanja celic v &
misici [9].

Pri bolnikih z neprehodnimi vemi
arterijami je mozno KMC presaditi skozi
endokard [10]. Pri tej tehniki uvedemo
injekcijski  kateter po standardnem
femoralnem pristopu v votlino levega
prekata. S pomgo elektromehanskega
ozn&evanja (»mappinga«) daiono ciljna
mesta, kamor nato skozi endokard po
injekcijskem katetru neposredno
vbrizgamo KMC [11].

5. Presaditev maténih celic v Sloveniji

Od maja 2006 smo v Klitnem centru v
Ljubljani opravili presaditev avtolognih
KMC pri sedmih bolnikih z napredovalim
srEnim popuganjem neisheninega
vzroka, ki so bili uvr&ni na listo
cakajaih za presaditev srca.

Bolnike smo na zbiranje perifernih KMC
iz krvi s selektivno citaferezo pripravili z
rastnim dejavnikom granulocitne vrste —
G-CSF (filgrastim). Peti dan po &=tku

priprave z G-CSF-om smo opravili
zbiranje enojedrnih celic z
levkocitaferezami. Dan po  koéani

levkoferezi smo opravili kateterizacijo srca
in koronarografijo ter v vemo arterijo
vbrizgali raztopino celic CD34+, katere
smo predhodno osamili iz pripravka
enojedrnih celic. Bolnike smo 24 ur po
posegu opazovali v enoti za intenzivno
zdravljenje in jih cez 48 ur odpustili
domov.

Pri vseh bolnikih je en mesec po presaditvi
KMC priSlo do bistvenega izboljSanja



klinicnega stanja (ocenjeno z lestvico
NYHA in Sest minutnim testom hoje),
zmanjSanja plazemskih vrednosti pro-B
natriurettnega peptida, izboljSanja

iztisnega deleza levega prekata in
skrajSanja intervala QTc na
visokolcgljivem EKG posnetku.

Na podlagi opisanih rezultatov lahko

sklepamo, da je presaditev KMC relativno
varen postopek, s katerim lahko izboljSamo
klini¢cno stanje, kKiljivost in
elektrofizioloSke lastnosti levega prekata
pri  bolnikih z napredovalim &nim
popuganjem.
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Uporaba trombocitnih rastnih dejavnikov v travmatol ogiji

(The use of platelet growth factors in the traumattogy)

Dragica Maja Smrke Borut Gubing
Dragan Domanovf, Zoran Bolt4, Primo?
Rozman

1 Klini¢ni Center, Ljubljana,
2 Zavod RS za transfuzijsko medicino

Kostni presadki se uporabljgjo v
travmatologiji v namen celjenja defektov
kosti. Metoda za rekonstrukcijo kostnih
defektov, ki prinasSa najboljSe rezultate, je
uporaba avtolognih kostnih  presadkov,
odvzetih iz medenice. Ker avtologni
presadki pogosto niso na voljo, so v
zadnjih 50 letih uspesno uporabljali tudi

alogenske kostne presadke iz kostne banke,

v zadnjemcasu pa tudi sintethe kostne
nadomestke, npr. demineraliziran kostni
matriks, keramiko in sestavljene vsadke.

Idealen kostni nadomestek mora imeti
osteogenetski  potencial, biti  mora
biokompatibilen, bioabsorbilen in mora

sluziti kot ogrodje za novo nastalo kost.
Moderni pristopi k zdravljenju poskodb z
ucvrstitvijo zlomov so né&loma uspesni,
vendar se v primeru okuzbe kosti lahko
razvije psevdoartroza. Klasie metode

zdravljenja so bile povezane z
dolgotrajnim  zdravljenjem, dolgotrajno
hospitalizacijo, krorino bol&ino, S

Stevilnimi komplikacijami ter S
ponavljaj@&imi se operacijskimi posegi.
Zdravljenje se sestoji ofjno v
stabilizaciji kostnega defekta z zunanjim
fiksatorjem ali z notranjo dwrstijo in z
avtolognim kostnim presadkom, ¢hjno
odvzetim iz medenice.

Ze dalj ¢asa pordajo o uporabi rastnih

faktorjev v obliki avtolognega ali
alogenskega trombocithega gela v
kombinaciji z avtolognim  kostnim

presadkom. Cinek pospeSenega celjenja
psevdoartroze je v tem primeru pripisan
razlicnim rastnim faktorjem, ki se po
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aktivaciji s kalcijem ali trombinom
sprostijo iz trombocitov.  Ti delujejo
stimulatorno na razine maténe celice v
kosti, ki se spremenijo v progenitorje in
nato v osteoblaste, fibroblaste in druge
celice kosti, pricemer pospeSijo tvorjenje
kalusa. Kostni transplantat lahko deluje
tudi kot matrica v katero prodirajo nove
Zile in bolnikove lastne celice, hkrati pa
deluje tudi kot makroskopski model za
nastalo novo kost.

V okviru raziskovalnega projekta pri
Ministrstvu za visoko Solstvo, znanost in
tehnologijo smo razvii novo meto
zdravljenja pri  bolnikih s kostnim
defektom na dolgih cevastih kosteh. S
pravilno koncentracijo koncentriranih in
obsevanih alogenskih trombocitov v
kombinaciji s trombinom in kalcijevim
kloridkom smo z dodatkom na roko
zdrobljene spongiozne kosti odvzete iz
medenice dobiltvrsto obliko alogenskega
trombocitnega gela, ki se ga je dalo
oblikovati glede na obliko kostnega
defekta. Alogenski trombocitni gel je
zgogen preparat alogenskih trombocitov v
majhnem volumnu z visoko koncentracijo
rastnih faktorjev, predvsem PGF-3 in
PDG-F, ki imajo méne osteoinduktivne
lastnosti pri zdravljenju zlomov.

Ugotavljali smo dinkovitost zdravljenja
vecjin - kostnih  defektov dolgih  kosti
(femurja in tibije) pri petih (5) bolnikih, ki
so bili predhodno ze wkrat operirani in

jim vsi do tedaj uporabljeni kirurski
postopki  niso  zagotovili  kostnega
preraganja. Vsi bolniki so imeli

predhodno tudi okuzbo v predelu zloma
(akutni ali kronéni osteitis), ki je bila
sanirana. Prav tako so vsi bolniki ob
poskodbi utrpeli tudi precejSnjo okvaro
mehkih tkiv. Nekateri so imeli predhodno
prisotne spremljajie bolezenske



spremembe kot je to diabetes, ki tudi lahko
zaviralno vpliva na celjenje kosti.

Postopek aplikacije alogenskega
trombocitnega gela z avtolognim kostnim
presadkom je bil izvrSen na ustaljen
operacijski na&in. Pri operaciji je bila
najprej osvezena psevdoartroza oziroma
kostni defekt, odstranjeno je bilo fibrozno
tkivo in pripravijeno lezi& za kostni
presadek. Alogenski trombociti so bili
predhodno obsevani in filtrirani zaradi
odstranitve levkocitov. Pripravili smo gel,
v katerem smo aktivirali trombocite iz
standarnega trombocitnega preparata iz
krvne banke, dodali odvzeto spongiozno
kost, vsadek smo oblikovali ter ga vlozili v
kostni defekt. Psevdoartrozo smo v 3
primerin  imobilizirali z  zunanjim
fiksatorjem, v enem primeru smo uporabili
notranjo osteosintezo z DHS vijakom in
dolgo plogo, v enem primeru pa je bila
aplicirana plastina tutor ortoza, ker je bil
bolnik  preokutljiv. na osteosintezni
material, po katerem se mu je po Stevilnih
predhodnih operacijah pojavljalo vnetje.

Po 3 do 4 mesecih po izvrSeni operaciji
smo naredili CT slikanje z rekonstrukcijo,
ki je natakneje pokazal obseg celjenja.
Rentgensko diagnostiko smo ponovili Se
pri devetih mesecih po izvrSeni operaciji.
lzvajali smo tudi kontrolo imunskega
odziva na alogenske trombocite, ki je bila
v vseh primerih negativna. Preliminarni
rezultati so pri zdravljenih skupno 5
bolnikih v 3 primerih pokazali dobro

celijenje in zacelitev kostnega defekta v
pricakovanemcasu. V 2 primerih se je po

nartovani opazovalni dobi ponovno

pojavila psevdoartroza oziroma zdravljenje
ni bilo uspesno. Razlog za to bi lahko bil v
nestabilnosti zunanje fiksacije,

prezgodnjem polnem obremenjevanju
posSkodovanega spodnjega uda in v
nesledenju bolnika navodilom zdravnika.
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V primeru zdravljenja bolnikov s kostnim
defektom na dolgi cevasti kosti smo tako
kot prvi por@ali o uporabi alogenskega
trombocitnega gela v kombinaciji z
avtolognim kostnim presadkom. Prednost
te metode je v enostavni pridobitvi
alogenskih trombocitov, ki so na razpolago
v vedjih kolicinah in s tem tudi veliko
kolicino rastnih faktorjev, ki so varni in

predstavljajo  alternativo  avtolognim
trombocitnim  pripravkom. Dodatek
rastnih faktorjev v obliki alogenskega

trombocitnega gela k avtologni spongiozni
kosti je enostavna in varna metoda, Ki
obeta dobre klidne rezultate pri
zdravljenju kostnih defektov.
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ATV NOST] tlrustya
Obéni zbor drusStva DCTIS, 23.3.2007

Zapisnik Ok*nega zbora Drustva za cého in tkivno inZzenirstvo Slovenije

Cas: petek, 23.3.2007 ob 13h 5
Kraj: predavalnica Ortopedske klinike KC Ljubljana, Slajmerjeva 9.

Stevilo udelezencev: 19

Ker je bilo prisotnih manj kot polovica rednilanov, so bila najprej na vrsti predavanja, ob 348
smo z&eli s formalnimi tékami dnevnega reda.

Predstavljeni sta bili predavaniji:

Dr. Primoz Rozman: Predstavitev PREDLOGA ZAKONAK@GKOVOSTI IN VARNOSTI
CLOVESKIH TKIV IN CELIC, NAMENJENIH ZA ZDRAVLJENJE ki je v pripravi.

Prof.dr. Matjaz Rode: AVTOLOGNI TKIVNO-INZENIRSKI NDOMESTKI ZA ZDRAVLJENJE
OBOLELE ALVEOLARNE KOSTI

Dnevni red okénega zbora:

1. Por@ilo o delovanju drusStva (Predsednik druStva dr. [ganfRadosavljevi)

Drustvo ima 43 rednitilanov.

Doslej je drustvo sodelovalo pri organizaciji 3ritage weekenda in organiziralo Se 5 strokovnih
sretanj s predavaniji. Izdana sta bila dva biltena, &@bili med drugim zbrani povzetki predavan;.
Ob 10-letnici je drustvo podelilo priznanje za wrgg dosezkov tkivnega inZenirstva v kimd
prakso prim. Damjanu Radosavlj&wiin doc. Dr. MatjaZzu Jerasu.

Drustvo je sofinanciralo udelezbe na stokovnih radbvanjih trem svojinilanom.

Monografija s prispevki s 3. Cartilage weekenda jgipravi in bo predana v recenzijo predvidoma v
aprilu.

Obeni zbor je soglasno potrdil patito o delovanju drustva.

2. Finargno porgilo (Blagajnik druStva dr. Branko Koritnik)

Ob¢ni zbor je soglasno potrdil finano porailo.

3. potrditev imenovanjélanov upravnega in nadzornega odbora drustva

Obeni zbor je soglasno potrdil nasleddjane upravnega in nadzornega odbora:
Upravni odbor:
- Damjan Radosavljevj predsednik
- Miro GorenSek
- Nevenka Kregar Velikonja
- Matej Drobné
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- Miomir Knezevi

Nadzorni odbor:
- Branko Koritnik, predsednik
- Matjaz Jeras
- Primoz Rozman
- Matevz Gorensek

4. Dolctitev ¢lanarine drustva

Obeni zbor je potrdil predlog, da kisanarina za leto 2007 zna3ala 15 EUR.

5. Na&rt aktivnosti drustva

- organizacija naslednjega Cartilage weekenda
Naslednji CW bo predvidoma maja 2008. Organizacigskor se bo préisestal v zéetku
maja. Predsednik organizacijskega odbora bo drejMEbbnt. Ideja je, da postane CW
osredniji tkivno-inZenirski dogodek v JV Evropi ia de morebiti lokacija vsaki dve leti seli
tudi v druge drzaveClani drustva so pozvani k sodelovanju pri orgarijzaitnpozija.

- organizacija izobraZevalnih simpozijedrustvo bo nadaljevalo z organizacijo strokowi&an;.
Poleg naslednjih dveh predlogov so seveda dobliattdatni predlogi. ZaZeleno je, da socsmga
najavljena vsaj dva meseca vnaprej zaradi orgaiiezaaegistracije na Zdravniski zbornici.
- 28.maja 2007 bo predvidoma organiziran simpozikwirm DCTIS z delovnim naslovom
"The use of stem cells in cardiac and orthopadstti¢ engineering: Basic research and
strategies for translation into clinical applicaiso.
Gostja bo prof. Gordana Vunjak NovakoyProfessor, Department of Biomedical
Engineering, Columbia University ). Prof. Vunjak¥kovi je bila pred tem na MIT, v
skupini '@&etov tkivnega inZenirstva' Langerja in Vacantija
- Strokovno sré&nje na temo bio-bank.

- pobude za druge aktivnosti druStva

Usklajevanje terminologije s podija tkivhega inZenirstva. Podan je bil predlog, dadpovezali z
eno od obstoj#h terminoloskih komisij s podiga naravoslovnih znanosti.

Ob predstavitvi dr. RoZmana so bile zbrane priponmdberedlog zakona. Pripombe bodo v imenu
druStva DCTIS posredovane na pristojno ministrstvo.

Zapisnik pripravila:
Nevenka Kregar Velikonja,
Tajnica DCTIS

Prim. Damjan Radosavljayidr. med.
Predsednik DCTIS
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SPONZ9RJT I PODP0IT CLAN DETIS
Delovanje druStva in organizacija izobrazevanj ne b bila mogofa brez prispevkov
sponzorjev in podpornih élanov drustva DCTIS.

V letih 2006/2007 so naSe delovanje omagija

Prostor (predavalnice) za izvedbo izobrazevalndtasgov sta ham omogjta:

- KC Ljubljana, Ortopedska Klinika

- Zavod RS Slovenije za transfuzijsko medicino

Podporniclani drustva so:
- Educell d.o.o.
- Neocelica d.o.o.

Sponzorji in donatorji, ki so omogii organizacijo simpozijdThe use of stem cells in
cardiovascular and orthopaedic tissue engineering3asic research and strategies for
translation into clinical applications"

- Zavod RS Slovenije za transfuzijsko medicino (galmempokrovitelj)

- Educell d.o.o.

- Kemomed d.o.o.

- Biad.o.o.

Vsem nastetim in drugim, ki nam kakorkoli pomagsgonajlepSe zahvaljujemo!
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Bia Podjetje za laboratorijsko in procesno opremo d.o.o

' Teslova 30, 1000 Ljubljana,
5 . Tel: 01 426 4588;
Fax: 01 426 4591

e-mail: sales@bia.si

Web: www.bia.si

BIA je druzba z omejeno odgovornostjo iz Ljubljane, ki deluje zZe ve¢ kot 17 let. Zaposlujemo 7
visoko specializiranih strokovnjakov, ki opravljajo dela na podrogju trzenja in razvoja.

NaSa glavna dejavnost je prodaja izdelkov in storitev na naslednjih podrodjih: biotehnologija ,
kromatografija, organske sinteze in laboratorijska oprema.

V programu biotehnologije ponujamo pester izbor izdelkov, nepogreSljivih za uporabo na
podrogju life-science raziskav, spremljanja celi¢nih procesov, proizvodnje bioudinkovin in
kontrole kvalitete:

e sistemi za separacijo nukleinskih kislin in proteinov,

« sistemi za detekcijo endotoksinov,

»  kiti za bioanalize,

e celi¢ni sistemi,

e reagenti za gojenje celi¢nih kultur,

< orodja za proteomiko, imunodetekcijo in RNAi tehnologijo,

* protitelesa, rekombinantni proteini, restrikcijski in PCR encimi.

e stresalniki in bioreaktor;ji

Kot rezultat naSih razvojnih prizadevanj lahko poudarimo ustanovitev spin-off podjetja BIA
Separations, ki je svetovni vodja v izdelavi monolitnih kromatografskih nosilcev za analizo in

Razvoj in raziskave

na podrocju celi¢nega in EDUCELL

tkivnega inZenirstva http://www.educellsi

[ s =7

IS ChondroArt™ - gojene avtologne hrustanéne
' celice za zdravljenje poskodb sklepnega hrustanca

EDUCELL podjetje za celicno biologijo d.o.0. zaposluje
strokovnjake s podrocja biotehnologije, biomedicine, far-
macije in sorodnih ved.

Razvijamo tkivno-inzenirske metode za obnovo sklepnega
hrustanca, kosti in drugih poskodovanih ali okvarjenih
tkiv. Z na¢inom zdravljenja, pri katerem uporabljamo bol-
nikove lastne celice, ki jih v laboratoriju namnozimo in
 ustrezno pripravimo, v sodelovanju z vrhunskimi
kirurgi povrnemo tkivom njihove naravno funk-
cijo, bolnikom pa kakovost Zivljenja, kot so ga imeli
pred poskodbo.

CHONDROCOI T
T —
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Poziv k sodelovanju

Drustvo za cetino in tkivno inZenirstvo vabi vse, ki se ukvarjataporabo tkivno inZenirskih
metod v medicini, s celnimi tehnologijami, biomateriali in sorodnimi vedanki so
pomembne pri raziskavah in uvajanju &eéga in tkivnega inZenirstva v klimo prakso, da
se nam pridruzite in prispevate k urégwvianju ciljev drustva.

S pl&ilom ¢lanarine drustva v viSini 15 EUR, ki jo nakazete nagun drustva (DCTIS,

ZaloSka cesta 9, Ljubljana, St¢uma: 02014-0254997735), postanéan druStva. Lahko pa
nam posljete izpolnjeno pristopno izjavo, na podkagere vam bomo poslali poloznico.

Pristopna izjava

Podpisani , rojen se zelintlaniti v
Drustvo za cetino in tkivno inzenirstvo.

Informacije o delovanju drusStva Zelim prejematinaalov:

0z. na elektronski naslov:

Navedene osebne podatke dovolim uporabljati za natavanja drustva.
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