Ustav
@ experimentalni
mediciny AV CR, v.v.i.

EU Centre of Excellence

Biomaterialy v regenerativni
mediciné

PharmDr. Sarka Kubinova, Ph.D.
Ustav Experimentalni Mediciny AV CR, v.v.i.

a®
..
L]
L]
evropsky LA
socialni NISTER —
(4 fondvCR EVROPSKA UNIE L/ zdélavani

Y pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Ustav
@ experimentalni
mediciny AV CR, v.v.i.

EU Centre of Excellence

Obsah:

e Regenerativni medicina — principy, ¢lenéni

e Bunéecna terapie —kmenové buriky

e Tkanove inzenyrstvi - principy, materialy, bunééna adheze
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Regenerativni medicina - cile

»Nahrada nebo obnova poskozenych bunék, tkani nebo organti
za Ucelem navraceni jejich funkce.”

nahrada poskozenych nebo nefunkcnich bunék

e bunécna terapie (autologni, alogenni)

rekonstrukce poskozenych tkani a organt

e tkanové inzenyrstvi — biomaterialy

indukce endogennich regenerativnich procesu

e aplikace biologicky aktivnich latek
e aplikace bunék produkujicich aktivni latky



Proc potrebujeme regenerativni medicinu?

* Neschopnost léCit nékteré nemoci (cukrovka, Alzheimerova
nemoc, Parkinsonova nemoc, amyotroficka lateralni skleréza,
roztrousena sklerdza, cysticka fibrdza....)

* Liské téelo samo nedokaze nahradit poskozené tkané a organy
(misni poraneéni, infarkt, iktus, degenerace sitnice)

e Starnouci populace

* Nedostatek tkarnovych nebo organovych transplantatu
(hodné pacientl, malo organt)



Regenerativni medicina

I 1

Bunééna terapie {—>| Tkanové inzenyrstvi

[

Nanotechnologie




= Kmenové bunky:

e Embryonalni kmenové bunky
e Dospélé kmenové bunky
e Mesenchymalni kmenové bunky - kostni dren, tukova tkan
e Hematopoetické kmenové bunky — kostni dren
e Kmenové buriky z pupecnikové krve/tkané
e Fetalni kmenové bunky
e Indukované pluripotentni burky - iPS cells

s SOomatické bunky:

e Fibroblasty, keratinocyty, chondrocyty, endotelové bunky
e Olfaktorické gliové bunky
e Schwannovy bunky

Geneticky modifikované bunky:

e Genova terapie




Kmenova bunka je burika schopna
sebeobnovy a zaroven produkce

diferencovanych dcerinych bunék

e Trvalé déleni za ucelem
obnovy tkané

* Nejméné jedna ze dvou
dcerinych bunék si
zachova charakteristiky
burky plvodni

Sebeobnova

e Schopnost tvorit jeden
Ci vice bunécnych typu,
jinych, nez je materska
bunka

Diferenciacni
potencial

Asymetrické déleni

sebe-obnova @ kmenova bunka

v

@ bunécné déleni

¥ ¢

@ dcerind bunka

kmenova bunka l diferenciace

specializovana
burika



Totipotentni KB — mohou produkovat jakékoliv bunééné typy bez omezeni. Zygota vznikla
splynutim vajicka a spermie je totipotentnistejné jako bunky vzniklé jejim prvnim délenim.

Pluripotentni KB — embryonalni bunky blastocysty (5 — 14 den vyvoje) vznikaji z totipotentnich
bunék a mohou produkovat jakékoliv buniky kromé bunék trofoblastu (zevniho obalu savciho
embrya), nemohou vytvofit embryo.

Multipotentni KB — mohou produkovat pribuzné buriky urcité tkané (fetalni kmenové bunky,
pupecnikové kmenové bunky, dospélé kmenové bunky).

Progenitorové KB (nekdy zvané unipotentni) — mohou produkovat pouze jediny typ bunék, ale
maji schopnost se plné samy obnovit — tak se liSi od bunék, které nejsou kmenové.

Multipotentni/
progenitorové KB

€.
NN

Multipotentni/

progenitorové KB
- " N

Totipotentni KB Pluripotentni KB

-

Zygota Blastocysta Embryo/fetus

Dospély jedinec



Vyhody:

e Dostupnost, snadna kultivace

e Moznost autologniho pouziti — vlastni KB pacienta
e Eticky prijatelné

e Geneticky modifikovatelné

e Nevytvari nadory

Nevyhody: e
e Limitovany diferenciacni potencial ,
e Omezena délka kultivace




Mezenchymalni kmenové bunky

- Kostni dren - izolace aspiraci z panevni kosti
- Tukova tkan — liposukce

- autologni podani — transplantace vlastnich kmenovych bunék

 hMSC

Purifikace mononuklearni frakce — adheze MSC na kultivacni plastik
Vyhody: Snadna izolace * Snadna expanze
Multipotentni diferenciacni  kostni dier;
kapacita Tukova tkaf * Imunomodulacéni
Osteoblasty Dentalni pulpa vlastnosti
Chondrocyty Periferni krev
Adipocyty Pupeénikova krev/tkar * Produkce rtistovych

Myocyty, endotelidlni bunky faktord, cytokint a
Beta-bunky pankreatu (?)

Nervové bufiky (7] jinych bioaktivnich latek

Nevyhody: omezena diferenciacni schopnost



Mezenchymalni kmenové bunky z pupecniku

Kmenové bunky z pupecnikové krve/tkané - bohaté na mezenchymalni KB

Mezenchymalni kmenové buriky z pupecnikové krve/tkané jsou multipotentni -
schopné se premeénit na specializované bunky v lidském organismu jako jsou napf.
kosti, chrupavka, slachy, svaly, nervy, srde¢ni tkan, klze Ci jaterni bunky

Odbér na porodnim sale po porodu a odstrizeni ditéte, pred porodem placenty

Klinické studie — vyuziti KB pupecniku v celé radé vaznych onemocneéni — cukrovka,
détska mozkova obrna




Indukované pluripotentni bunky (iPSC)

IPSC - uméle vytvorena kmenova bunka — prenos

" @ genl pro kmenovost (Oct-3/4, Sox2, c-Myc, KIf4)
D.. do jiz diferencované bunky a jeji preména na
< bunku pluripotentni.
iPSC s o
& /6 a a*
-2
Fibroblast Induced pluripotent ‘4 6
eeeeee I & o ‘\ ) .
fibroblast I w"—b .J?-’ -,
Fibroblast iPS Cell
Vyhody:

-Ize je derivovat prfimo z bunék pacienta (jsou imunologicky kompatibilni)
-pluripotentni - moznost diferenciace na typ bunék, které nemoc postihuje
-moznost hledani vhodnych terapii in vitro

-eticky akceptovatelna metoda



Proc je vyzkum kmenovych bunék dulezity?

e Nahrada chybéjicich nebo poskozenych bunék nebo tkani, které se samy nedokazi obnovit
e Prohloubeni znalosti o kmenovych bunkach pro jejich bezpeéné a efektivni pouziti

e Testovani novych lékd a sloucenin

Ktera lidska onemocnéni mohou byt lécena kmenovymi bunkami?

e Leukémie (transplantace kostni drené)
e Parkinsonova nemoc

e Alzheimerova nemoc

e Roztrousena skleréza

* Poskozeni mozku a michy

e Mozkova mrtvice

e Artritida — obnova chrupavky
e Tézké popaleniny

e Cukrovka

e Infarkt

e Genetické poruchy

Potental uses of

Stem cells
Stroke _ Bakiness
Traumatic brain ingiry 4 - :
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Bunéecna terapie - klinické studie

Vice nez 3600 studii oveéruje bezpecnost a ucinnost bunécné terapie v klinickém
hodnoceni

CNS neurodegenerativni onemocnéni (Amyotrofni lateralni skleréza (ALS)
Parkinsonova ch., Alzheimerova ch., poranéni michy, iktus)

Kardiovaskularni kardiomyopatie, infarkt myokardu, ateroskleroza, korondrni ischemie

choroby

Pohybovy aparat osteoartritida, osteoporoza, kostni ndhrady

Crohnova choroba

Diabetes revaskularizace ischemickych koncentin,

Oftalmologie reparace rohovky, limbu, makuldrni dystrofie

Dermatologie lupus erytrematosus, kozni nahrady — chronické rany, popaleniny, vitiligo,
melanomy

Jaterni cirhoza

Nadorové leukemie a lymfomy, mnohoc&etny myelom, Hodgkinova n., graft vs. host disease
onemocnéni krve



Biomaterialy — tkanové inzenyrstvi

,» PFiprava umélych biologickych nahrad slouzicich k rekonstrukci nebo obnové
poskozenych tkani“

Interdisciplinarni obor:

Materialové inzenyrstvi, chemie, biochemie, fyzika, medicina, bunécna a molekularni
biologie, pocitaCové technologie....

Nahrada tkani:

v’ Kosti

v’ Chrupavky, slachy

v’ Cévy

v Klze

v’ Srdeéni tkan, chlopné
v Nervova tkar

v’ Mocovy méchyf

v’ Jatra, atd.




Scaffold (,,leSeni”) - 3D konstrukt slouzici jako opora bunék pro tvorbu nové tkané

Medscal
Application




Odbér bunék

NS

Izolace buneék

NS

Kultivace, proliferace

NS

Priprava nosice (scaffoldu),

NS

Osazeni bunkami (3D bunécny
konstrukt)

NS

Implantace scaffoldu

NS

Integrace scaffoldu a obnoveni funkce
tkané
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Cell cultivation

Cell proliferation



Scaffold — nosic¢ a podplrna struktura pro kultivované bunky a tvorbu nové tkdné

Rlazny design dle charakteru a struktury cilové tkané

S0 eSS
Er i g

o

ok

Calcium phosphate Nanofibrous vascular scaffold

scaffold

(a) ®)

Heart tissue scaffold Hydrogel scaffold for
spinal cord repair



Biokompatibilita

N

tkani bez
neZadoucich
lokalnich nebo
systémovych
Zmén

e oo N
Kompatibilita s

Z4adna nebo
— minimalni
imunitni reakce

—  Nulova toxicita

~
Biomimetika
4 \
Struktura
— podobna cilové
tkani
. J

N
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Vhodné fyzikalni,

| | chemickéa
mechanické
vlastnosti
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Porozita — vrustani

bunék a tkané,
difuze zivin a
metabolitt

Bioadhezivita

N
Povrch umoznujici

bunécnou adhezi,
rust a diferenciaci

Biodegradabilita

J

N
Material se rozlozi
a je nahrazen
nové vytvorenou
tkani




Anorganické — kov, keramika, hydroxyapatit, kalcium fosfat

zubni, kostni a kloubni nahrady

Organické

Prirodni - materialy izolované z pfirodnich zdroj& —
kolagen, agar, chitosan, hyaluronan, zelatina, fibrin,
hedvabi

100 0 etector
v DATE: 12014108 500pm Vega@Tescan
TU Libarec

Z I t i

Syntetické - polymery — polylaktat, polykaprolakton....

Kompozitni materialy

» Degradovatelné

» Nedegradovatelné

Chitosan — krabi krunyre



Vyhody: Dobre definované, reprodukovatelna vyroba, mozna modifikace fyzikalnich
a chemickych vlastnosti

Nevyhody: Nejsou adhezivni pro buriky, degrada&ni produkty

Polymery: Self-assembling nanovlakna:
Kyselina polymlé&na — PLA Spontdnni organizace kratkych proteinovych
Kyselina polyglykolova - PGA skupin do nanovlakenné struktury
Polyethylenglykol — PEG

Polykaprolacton — PCL

poly(hydroxyethyl methakrylat) - pHEMA

poly[N-(2-hydroxypropyl)methakrylamide] HPMA

*LO—CH—Cj“i
pLA_ I




e Biokompatibilita e Variabilita, Spatné mechanické vlastnosti,
e Bunédnd adheze potencidlné imunogenni

* Proteiny: kolagen, fibrin, hedvabi
* Polysaccharidy: alginaty, agardza, hyaluronan, chitosan

* Biologické scaffoldy: decelularizovana extracelularni matrix (ECM)

%T%ég,
OH OH
0
0
HO ~ O o l Critin-Deacetylase
OA\

Hyaluronic Acid
o:?ly\ ﬁo\%\o Chitosan



Biomaterialy jako nosice buneéek

Bunky

+

Biomaterialy

A

Implantace do tkanée



Bunécna adheze — prichyceni bunék na specifické sekvence extracelularni
matrix (kolagen, laminin, fibronektin, vitronektin) prostrednictvim trans-
membranového integrinového receptoru

A0 0 AR A - A TT’
k\\\\\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
Cell adhesion substrate
A00 Cell adhesion ligands
YY'Y Cell adhesion receptors



= Transmembranové receptory zajistujici vazbu bunék k extracelularni matrix
= Heterodimery slozené z o a 3 podjednotek

Name Distribution Ligands

a,B, Many Collagens, laminins

o,B, Many Collagens, laminins

asB, Many Laminin-5

adpl Hematopoietic cells Fibronectin, VCAM-1

asB,; widespread fibronectin and proteinases
agP; widespread Laminins

a,B, muscle, glioma laminins

a,B, T-lymphocytes ICAM-1, ICAM-2

ayB, Neutrophils and monocytes Serum proteins, ICAM-1
o583 Platelets fibrinogen, fibronectin

a,fB, ocular melanoma; neurologial tumors vitronectin; fibrinogen
a,B; activated endothelial cells, melanoma, glioblastoma —:‘/ilt::?nnoe;;:?ozfergngﬁ?i:’, Cyré1
B85 widespread, esp. fibroblasts, epithelial cells vitronectin and adenovirus
a,Be proliferating epithelia, esp. lung and mammary gland | fibronectin; TGFB1+3

a,Bs neural tissue; peripheral nerve fibronectin; TGFB1+3

agB, Epithelial cells Laminin

\Alil s l:
VWIKIpEQIld



http://en.wikipedia.org/wiki/VLA-4
http://en.wikipedia.org/wiki/Hematopoietic
http://en.wikipedia.org/wiki/Fibronectin
http://en.wikipedia.org/wiki/VCAM-1
http://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-5_beta-1
http://en.wikipedia.org/wiki/Proteinase
http://en.wikipedia.org/wiki/LFA-1
http://en.wikipedia.org/wiki/T-lymphocyte
http://en.wikipedia.org/wiki/ICAM-1
http://en.wikipedia.org/wiki/Integrin_alpha_M
http://en.wikipedia.org/wiki/Neutrophil
http://en.wikipedia.org/wiki/Monocyte
http://en.wikipedia.org/wiki/Blood_plasma
http://en.wikipedia.org/wiki/Glycoprotein_IIb/IIIa
http://en.wikipedia.org/wiki/Platelet
http://en.wikipedia.org/wiki/Vitronectin
http://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-v_beta-3
http://en.wikipedia.org/wiki/Vitronectin
http://en.wikipedia.org/wiki/Osteopontin
http://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-v_beta-5
http://en.wikipedia.org/wiki/Vitronectin
http://en.wikipedia.org/wiki/Fibronectin
http://en.wikipedia.org/wiki/Fibronectin
http://en.wikipedia.org/wiki/Epithelial
http://en.wikipedia.org/wiki/Laminin

Nespecificka Specificka

e Adsorpce proteinli na povrch materidlu e Pfima vazba bunék na specifické
(chemickeé slozeni, ndboj, topografie) sekvence (domény) ECM  pomoci
integrinovych receptoru

Cell culture medium M
~r g SR “ebrtedersisists

Serum proteins > Substrate

RAVNRVARL YR

* RGD (Arg-Gly-Asp) - fibronectin - a5p1, a3p1,
vitronectin - avf3

¢ [KVAV (lle-Lys-Val-Ala-Val) - laminin - a3B1, a6B1
* YIGSR (Tyr-lle-Gly-Ser-Arg) — 1 laminin — a4fB1

® GFOGER (Gly-Phe-Pyl-Gly-Glu-Arg) - collagen -
B,



Bunécna adheze na biomaterialy

Modifikace povrchu biomateriali pomoci bioadhezivnich
proteind

Sérové proteiny
- +

Neadhezivni
substrat

Adhezivni
substrat

PHEMA-SIKVAV B PHEMA-SIKVAV



Bioadhezivni modifikace povrchu synthetickych poly(2-hydroxyethyl
methakrylat) (PHEMA) hydrogelt

Pozitivni naboj
CH,

Cholesterol
IKVAV, RGD
Fibronectin

Vyvoj scaffoldl pro regeneraci miSniho poranéni

* Cholesterol-PHEMA scaffoldy s riznou tvrdosti
* IKVAV-PHEMA scaffoldy s orientovanou porozitou

* poly[N-(2-hydroxypropyl) methacrylamide] (PHPMA) scaffoldy
modifikované RGD
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Modifikace povrchu biomaterialli pomoci adhezivnich proteint

Ac-CGGASIKVAVS-OH - PHEMA scaffold
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RGzna struktura a mechanické vlastnosti — nanovlakna, hydrogely, porézni pény...

Rlzny primeér a orientace por




Vldkna tenkda < 100 nm

Napodobuiji strukturu extracelularni matrix tvorici strukturu tkani

Lidsky vlas

Fibroblasty r
na nanovlaknech

} \



= Elektrostatické zvlaknovani -
elektrospinning

= Self-assembly

Peptidy se stridavymi hydrofobnimi a
hydrofilnimi doménami spontanné
agreguijici a tvorici stabilni nanovlakennou
strukturu pomoci nekovalentnich vazeb

Karbonova nanovlakna - elektricky vodiva




Nanovlakna pro tkanové inzenyrstvi - vlastnosti

e Struktura podobna extracelularni matrix

e Biokompatibilni
e Bioadhezivni - vysoky specificky povrch - adsopce proteinti - adheze bunék

® Porézni - diftze Zivin a odpadnich latek

e Flexibilni — procesem zvlakfiovani Ize ovlivnit préimér vlaken, porozitu,
mechanické vlastnosti, povrchovou topografii

e Snadna vyroba - vice ne? 100 syntetickych nebo pfirodnich zvlaknitelnych
polymer(



=  Principy objeveny jiz v 19. stoleni (lord Rayleigh)
=  Prvni patent publikovan vr. 1902 - J. F. Cooley and W. J. Morton
=  0Odr. 1990 obnoveni zajmu — tkanoveé inzenyrstvi, textilni pramysl, filtrace

Polymer Solution

e
g
i S—
'/J/////////

Taylor Cone - Roztok polymeru vytéka z tenké trysky v silném
elektrostatickém poli (10—-100 kV)

Uiz}

Syringe Driver

" -Na konci trysky se z kapky polymeru formuje
= Taylor(v kuzel

1 High Voltage

T Suppl _ y . . "
upply -Elektrické pole prekona povrchové napéti

polymeru

- Polymer je v elektrickém poli tazen ke kolektoru a
vytvari nanovlakenna struktura

Taylorav kuzel




r Inner fluid

PU
Sol or

solution
polymer
-I_ PVDF
fsolutlou
IIJII
—— dL
e Voltage =
RS supply =

e /

=

= jedna nebo vice koaxidlnich trysek formuijici strukturu jadro - plast

= enkapsulace bioaktivnich substanci a |éCiv (rlstové faktory, bunky, ATB )

= konstukce scaffoldl s fizenym uvolnovanim léciv



e produkce nanovlaken
v pramyslovém
meritku

Principy bezjehlového electrospinningu
a - electrode metal roller as positive electrode

b - reservoir of polymer solution

c - electrode ground shield

d - textile substrate (supportive material)

Aplikace

e Filtrace
e Textil, ochranné odévy
e Kryty ran

AEREISPIder




Nanovlakna — nosice kmenovych bunék

Rust kmenovych bunék na nanovlaknech

PA 6/12 PLA zelatina
A R RN | ' '

A e DAENEK
"vj, ) y r‘l\i‘e&%?&:&\

YA
D
1

|
b ] \ \

RUR Oy
LU N

v Tvar a rlst bunék ovlivriuje struktura nanovldkenného nosice



Rust kmenovych bunék na nanovlaknech - SEM

PUR

PLA




Umeéla céva Umeéla kost

Umeéla trachea




Limbalni kmenovové burky (LSC)

v Kmenové buriky limbu

v’ pfi poskozeni diferencuji a obnovuji rohovku

Limbus

Deficience LSC

v’ Stevens-Johnson syndrom
v" Poskozeni — chemické - louh

Blood vessels |

Chee at al. Limbal stem cells: the search for a marker. Clin
Exp. Ophthalmol. 34, 64-73, 2002.

". = -
el

Alkalické poSkozeni Stevens-Johnson syndrom

Lécba — transplantace rohovky, transplantace LSC na amniové membrané alternativa —

nanovlakenny nosic



Rekonstrukce poskozené rohovky pomoci limbalnich kmenovych
bunék na nanovlakenném nosici

Nanovldkenny nosic - PA6/12

'K—iigv_!/)
P s

BALB/c
inbredni mysi

STrhs

PotlacCeni zanétlivé reakce u poskozené rohovky
aplikaci limbalnich a mezenchymainich
kmenovych bunék na nanovlakenném nosici

DAPI — bunécna jadra PKH26 — LSC + MISC

c 291 8 81 [Inotreatment
° KA empty nanofibers
@ 207 6 6 B nanofibers with
é LSC+MSC
Control cornea 2 days after LSC transfer o 157 .

% 4 4
@ 104
5 5] 5] Kk
T o *ek i
(¥ *k

0 o1 I

IFN—y INOS L2

7 days after LSC transfer 14 days after LSC transfer



* 50% chronickych ran je rezistentni k [écbé
* Diabeticka noha

e Bércoveé vredy

e Dekubity

* Komercni biologické kryty (Dermagraft™, Apligraf™ ) — 3D dermalni substituty
obsahuijici scaffold osazeny fibroblasty a keratinocyty

* Nanovlakna jako kryty ran:
* Porozita
* Permeabilita pro kyslik a vodu
* Absorpce tekutin
e Ochrana rany pred bakterialni penetraci a dehydrataci



Nanospider™ technology

Rust bunék na nanovlaknech

hMSCs fibroblasts keratinocytes
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Zaveér: Nanovldkna z Zelatiny vyznamné urychlila hojeni ran u
potkana.



Nanovlakna s regulovanym uvolnovanim gentamycinu and cyclosporinu A

Gentamycin release
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Umeélé nahrady tkani — biologicky scaffold

e QOdstranéni bunék z tkani pomoci enzymu a detergentt —

Srdce, cévy, kuzZe, svaly, Slachy, tenké stfevo, mocovy méchyr, jatra, plice, atd.

* Slozeni — extracelularni matrix (ECM) specificka pro danou tkan
kolagen, glykosaminoglykany, ristové faktory (b-FGF, VEGF, TGF-b)

— struktura stejnd jako plvodni orgdn nebo tkan

Re-celularizace scaffoldu specifickymi burikami




Decelularizace praseciho srdce — zachovani struktury organu

CUSTOMIZED ORGANS

To construct a new heart, researchers first remove all cells

from a donor organ (left), leaving a protein scaffold. That is

seeded with cells (centre), which mature under the influence of growth factors and mechanical stimulation (right).

Detergents are
pumped into the
aorta, filling the
arteries that feed
the heart

Aortic valve
4 shuts

A pulsing flow of
nutrients forces
the heart to beat

Endothelial
precursor cells
are pumped into
the blood vessels

Heart-muscle
precursor cells
are injected into
muscle spaces

- Left atrium "
g
Detergents flow .
through the existing Electrical stimulation
blood vessels, helps the heart muscles
dissolving the cells to contract on their own
Odstranéni bunék z organu Osazeni (re-celularizace) Promyvani organu zivnym
pomoci enzymU a detergent( scaffoldu burikami srde¢niho roztokem, mechanicka a
Vytvoreni scaffoldu svalu a cév elektrickd stimulace —

http://www.nature.com/news/tissue-

samostatné kontrakce
engineering-how-to-build-a-heart-1.13327



http://www.nature.com/news/tissue-engineering-how-to-build-a-heart-1.13327

Umeélé nahrady tkani — biologicky scaffold

Decelularizované praseci jatra Decelularizované jatra potkana Decelularizované jatra potkana

= T

* 3 ’

Decelularizovand ledvina Decelularizované plice



e Hydratované polymerni materialy (gely)

e \/ysoky obsah vody (> 97%)

e Biokompatibilita

e Fyzikalni a chemické vlastnosti lze modifikovat
e Porozita — Ize modifikovat riznymi porogeny

e Mechanickd podpora bunkdm a vrlstajici tkani

Pfirodni polymery
kolagen, alginat, agar, chitosan, fibrin, atd.

Synthetické hydrogely
poly(2-hydroxyethyl methacrylate) HEMA
poly[N-(2-hydroxypropyl) methacrylamide] HPMA




Poranéni michy — nevratnd ztrata motorickych a senzorickych funkci v
dlsledku omezené schopnosti regenerace prerusenych axonl v oblasti
|éze.

PfiCiny: traumatické — automobilové nehody (50%), Urazy pfi sportu (14%),
pady (20%), strelné a bodné poranéni, nadory, cysty, krvaceni, vyvojové
vady

10 tis. novych pacientl ro¢né (USA)

Komplikace:

Trombadza, spasticita, autonomni dysreflexie, neuropaticka bolest,
ztrata kontroly vyprazdnovani, dekubity, syringomyelie, sexualni
dysfunkce, infekce...

Paralyza dle rozsahu poskozeni

[ C4 injury (tetraplegia) ~——

Q Co6 injury Cervical
(tetraplegia)
‘ q 'l.() in-iur-\ . ~ g . A4 Y d A4 0 . 7 Ve v d
(paraplegia) ﬁ—'mm V soucasné dobé nexistuje ucinna
; 2 % Iécba terapie misniho poranéni
',") %‘—"“""“" » stabilizace, rehabilitace, medikace
1 7 « . 7 .
| & ﬁ%—s-acm: (bolest, spasticita), moderni technologie
L1 injury (electronické stimulatory)

(paraplegia) F—Coccygeal



Premosténi kavity pomoci biomaterialu

A Kontrolni poskozena micha

Misni poranéni — chronickad léze

Control HE




HEMA-MOETACI HPMA-RGD HPMA-RGD
solid porogen solid porogen heterophase separation

1( F o ‘/~ g -




Diferenciace neuralnich prekurzori na SIKVAV- modifikovaném hydrogelu

P(HEMA-AEMA)-SH SIKVAV P(HEMA-AEMA)-SH SIKVAV
B-lli-tubulin C nestin

D nestin

A  B-lli-tubulin

1 week

B-1-tubulin B-1ll-tubulin

2 weeks

B-lll-tubulin B-lll-tubulin Synaptophysin

L Synaptophysin

4 weeks




baldnkova kompresni |éze

posttraumaticka kavita

5 nedeél po indukci léze

Implantace hydrogelu

Premosténi léze




Implantace hydrogelu do modelu misniho poranéni

hemisekce transekce balonkova kompresni 1éze




Hematoxylin-eosin staining

Tissue ingrowth
Scaring - fibrosis
Immune reaction — macrophages

Scaffold degradation

HPMA-RGD hydrogel implanted into spinal cord
hemisection 2 months after transplantation

Urinary bladder matrix (UBM) hydrogel
implanted into spinal cord hemisection - 2
weeks after the implantation

s 'gﬁ‘ N 458 ‘
Macrophage reaction to stiff
hydrogel HEMA-SIKVAV



Integrace hydrogelu do modelu misniho poranéni

* Macrophages/microglia reaction — degradable vs. non-degradable material
e M1 (pro-inflammatory) vs. M2 (anti-inflammatory) macrophages

Astrocytes (GFAP)/
Macrophages (Ed1)/DAPI

ophages
Tt R N L " R 5
2 DUty deg -

M1 (red) vs. M2 (green) macr
0 € . 3 - "e

-l

Degradable biological scaffold

UBM obtained from Stephen Badylak laboratory at McGovan Institute of Regenerative Medicine in Pittsburgh, USA



Integrace hydrogelu do modelu misniho poranéni

Vrustani axonu - neurofilameta

p75 — Schwann cells N s’ ” MANN T M GAP43 — neuronal
e, RS srowth cone

.....

HPMA-RGD - chronic lesion 6 months after implantation



Integrace hydrogelu do modelu misniho poranéni

Vaskularizace — proruistani cév

Blood vessels (RECA)

SIKVAV-HEMA with oriented porosity - transection



Integrace hydrogelu do modelu misniho poranéni

Astrocyty - GFAP staining

HPMA-RGD hemisection — 2 months

SIKVAV-HEMA with Degradable biological
oriented porosity — scaffold — hemisection 2
transection — 6 months weeks



BBB score

Motor function e

10 +

8 1 A | ey
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1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25
Weeks after SCI

Tissue spare

SCI SCl+Hydrogel SCl+Hydrogel+MSCs

Control




Umeélé nahrady tkani — bioprinting

e 3D tiskarny umélych tkani
 Kombinace biomaterialu (kolagen) s bunkami — vrstveni
* Vlyroba tkdni a organu na miru pacienta




YouTube




Budoucnost regenerativni mediciny

 Lécba nemoci a poraneéni, které v soucasnosti nelze lécit —
cukrovka, Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba,
amyotroficka lateralni skleréza, svalova dystrofie,
genetické poruchy ....

* Nové funkcni tkané a organy vytvorené z vlastnich bunék
pacienta — srdce, srdecni chlopné, plice, jatra, ledviny,
slinivka, cévy....

 Obnova poskozenych tkani:
Pohybovy aparat - chrupavky, slachy, kosti, svaly
Srdecni tkané po infarktu
Nervovych tkani mozku a michy
Klize
Sitnice, rohovka




. . , , ., - . Institute
Ustav experimenalni mediciny AV CR, v.v.i. of Experimental -
EU Centre of Excellence AKAPEM[E VED
CESKE REPUBLIKY

UEM - Centrum zakladniho biomedicinského vyzkumu v CR
10 védeckych oddéleni

Vyzkum v oblasti bunécné biologie a patologie, neurobiologie, neurofyziologie,
neuropatologie, vyvojové toxikologie a teratologie, molekularni epidemiologie,
molekularni farmakologie, imunofarmakologie, vyzkumu rakoviny, kmenovych
bunék a tkanovych nahrad.

4 o0 I BS
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emy AV CR

Centrum bunécné terapie a tkanovych nahrad — transfer technologii bunécné
terapie, tkanového inzenyrstvi a nanotechnologii do klinickych studii

Inovacni biotechnologické centrum:

Bioinova, s.r.o. - priprava autolognich mezenchymalnich kmenovych bunék z
kostni drené pro klinické aplikace

EponaCell, s.r.o. — pfiprava a kmenovych bunék pro veterinarni aplikace

Centrum bunééné terapie
a tkanovych nahrad

Aktualni klinické studie:
* hodnoceni bezpecnosti a uc¢innosti pouziti kmenovych bunék z kostni dfené pro Iécbu
amyotrofické laterdlni sklerézy (FN Motol, Praha)

* bezpecnost a ucinnost kmenovych bunék kostni dfené pfi zpevnéni operované
rotatorové manzety (FN Motol, Praha)

* |écba posterolateralni spinalni fuze (FN Motol, Praha)

* |écba defektu kycelniho kloubu (LF UK, Hradec Kralové)




Ustav
experimentalni
mediciny AV CR, v.v.i.

EU Centre of Excellence
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