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Kmenoveé bunky a biomaterialy
v regenerativni mediciné

Prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc.



Kmenoveé bunky a regenerativhi medicina

REPLACEMENT RESCUE podpurny a

nahrada bunék antiapoptoticky
(ESC, iPS) ~—_ / ucinek (MSC)

farmaka organova vymena
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umelé blomaterlaly
tkanove nahrady nanotechnologle

zvysenl
regenerace
(rustové faktory)



Cile regenerativni mediciny

Zlepsit regeneraci a funkci

Vyuzit kmenove bunky (dospéle, fetalni nebo embryonalni)
k lecbe pacientu s onemocnenimi, ktera dnes neumime lécit

Charakterizovat kmenove bunky a jefich bezpecnost
Rozmnozit kmenove bunky do dostecného mnozstvi
Facilitovat migraci a diferenciaci kmenovych bunék
Sledovat osud a migraci kmenovych bunek in vivo

Premostit tkanove defekty kmenovymi bunkami, uméelymi
biomaterialy a uzitim nanotechnologii
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Embryonalni kmenové bunky (nejvétsi potencial, zdroj embrya 7 in
vitro fertilizace nebo prenos jader, nadory, eticky probléem)

Fetalni neuralni kmenové bunky (pouzivaji se, zdroj potraty, netvoii
nadory eticky problem, nedostatecné mnozstvi)

Indukované pluripotentni bunky (neni eticky problém, neZadouci
prenost genetické informace, spatné se rozmnozuji)

Kmenové bunky kostni drené, tukové a Cichové bunky (pouZivaji
se, zdroj pacient sam, dobre se rozmnozuji)

Kmenové bunky pupecnikové krve (event. KB plodové vody -
omezené moznosti pouZiti, malé mnozstvi, omezena tolerance)

Zvireci bunky — xenotransplantaty (pouZivaji se jako prechodné
nahrady nebo v bioreaktorech)



Kmenové bunky a regenerativni medicina

Popaleniny, kozni defekty

Hematopoeticka onemocnéni, nadory krevni rady

Ortopedie — regenerace a nahrady chrupavek, kosti atp.

Ischemické koncetiny, diabeticka noha
Kardiovaskularni onemocneni, infarkt myokardu
Diabetes

Zanétliva a autoimunitni onemocneéni

Plicni onemocneéni, idiopaticka fibr6za, asthma
Onemocnéni ledvin

Selhani jater

Revmatoidni artritida a.].

—
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%L Uziti kmenovych bunék pro 1é¢bu v CNS
74

e Poranéni mozku a michy

 Ischemickeé léze. iktus

« Parkinsonova ch.

« Alzheimerova ch.

e RoztrouSena skleroza
« ALS

* Huntingtonova chorea

e Psychiatrickd onemocnéni a j.
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Kmenoveé bunky a jejich uziti pro leCbu

RESCUE
Dospélé KB

Kostni diren

REPLACE Mesenchymalni buriky
Embryonalni, fetalni KB, Expanze
prenos jader - IPS

blastocysta Neuralni kmenové bunky

Expanze, selekce, diferenciace




Metody jak ziskat ESCs a iPSCs
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Heterokaryon
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¢ Transcription-factor transduction
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Priprava diferencovanych bunék pro tkanoveé inzenyrstvi
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Kozni defekty: Kmenoveé bunky - kerationocyty na umelych
transplantacnich podlozkach

Centrum bunécné terapie a tkanovych nahrad (Smetana et al.)

Diabeticka noha Popaleniny




Separace bunék ziskanych pomoci koZni
biopsie pomoci technologie
ReCell®

Vysledek: nova kiiZe s plnym
obsazenim zakladnich bunécnych
typa, véetné melanocyti,
keratinocytu, fibroblasta a
bazalnich bunék ve spravnych
pomérech

ReCell suspense
je nastiikana na
poranény povrch

LoZe rany je osizeno : ‘

aktivovanymi
bunkami které
adheruji na spodinu Ot e
rany

Bunécné signaly
podporuji a ridi
proliferaci,
vaskularizaci a inervaci

Aktivované progenitorové buiiky prochazeji
obdobim vysoké mitotické aktivity s rychlou
proliferaci a diferenciaci
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:Doba hojeni

ZKkracena doba




Dvanacti mési¢ni batole po opareni — popaleniny smiSen¢ho stupné na hibetni strané
prave ruky a prstll. Po ¢tyfech dnech byly patrny jen mal¢ znamky hojeni, byl aplikovan
ReCell®. Tti az dvanact mésict po zakroku bylo poranéni zcela zhojenyo a bez infekce.

Po ReCell® je regenerace regulovana a kontrolovan piitomnosti “positivné stresovanych”
bazalnich keratinocyta (K), coz vede ke zvysenému uvoliiovani klicovych proteint (HSP),
destic¢ek (P), uvolnujicich PDGF, stimulujicich kmenové bunky (SC) a uvoliiovani cytokint
(imunomodulatort) a chemokinta (migratora).

[€CELL

SPRAY-ON SKIN"



Popaleniny elektrickym proudem

30 lety muz utrpél popaleniny elektrickym proudem riizného stupné na pravé ruce.
Vzhledem k povaze popaleniny a vysokému riziku vzniku jizev, bylo rozhodnuto
provést 1é¢bu pomoci ReCell®. Primarni obvaz byl odstranén po 1 tydnu, rana nejevila
znamky infekce a byla plné epitelizovana. Po 2 tydnech byla rana pln€ zhojena a
vykazovala normalni strukturu a pigmentaci.

CeliMEGel
Www.cellri%gel.cz reCEI_I_®

SPRAY-ON SKIN"



I. Priprava implantatu autolognich mononuklearnich
bunék kostni drené
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BM harvest Sedimentation, Filtration Adjusted volume

Biolnova....




I1. Expanse a priprava MSCs v GMP prostorach

Mame povoleni vyroby MSCs z
Biolnova... kostni diené pro klinické studie od r.
o 2011




Nemocné a zdravé srdce morcete
léCené mesenchymalnim

KB

i @

Casopis: Science, April 2004



Predpokladané vysledky pusobeni BMSCs jsou
zalozeny na téchto zjiSténych vysledcich:

MSCs se zachyti v poSozene zOn¢
MSCs zvysi neovascularizaci a angiogenezi
MSCs produkuji cytokiny a rustove faktory

MSCs se diferencuji napt. do chrupavek a kosti, ale jen
ziidka v neurony

MSCs pomahaji vytvorit premosténi 1€ze
MSCs nevyvolavaji imunitni reakce, nevytvareji nadory

MSCs u zvirat 1 v nékterych klinickych studiich
signifikantné zlepsily regeneraci a funkci



19 February 2004

International weekly journal of science

www.nature.com/nature
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Migrace kmenovych bunék
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BMSCs a jejich (rescue) efekt v organizmu

Angiogenic
Anti- apoptotlc

Anti-scarring TROPHlC N
Mitotic

Damaged
Tissue

CHEMOTAXIS

REPAIR ~
and N e e e

Regeneration
Inflammatory

Biomolecules
HSC support

. e e Mobilization
T —— (G-CSF, Fit3, ?77?)

MSCs




Sledovani KB in vivo pomoci NMR

Fe304 nanoparticles

Nanoparticle coated with a
surfactant monolayer shell
(stabilised and soluble)

BRUKER 4,7 T experimentalni magnet
pro magnetickou rezonanci
u experimentalnich zvirat




Mesenchymalni bunky kostni diFené oznacené
BrdU a nanocasticemi oxidu zeleza

Jendelova et al., MRM 2003



MSCs oznacené pomoci nanocastic zeleza implantované

do mozku potkan s mozkovou lézi
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MRM 2003



MRI — model iktu

MSC oznacené pomoci hanocastic zeleza se takeé po
intravenosni aplikaci vyluéné uchyti v miste poskozeni

léze 7 dni po implantaci 14 dni po implantaci

Jendelova, et al. MRM 2003



Misni poranéni
3000 B.C.
2013

Ani dnes nemame lecbu!

Patienti jsou ochrnuti
Kvalita jejich Zivota je sniZena
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Uplna misni 1éze u laboratorniho potkana a vysledek 1é6¢by
pomoci kmenovych bunék kostni drené

lesion only
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MSCs a OEGs maji podobny efekt, ktery neni synergisticky

Motor test

e
o N

[] saline

[ OEG+MSC
B OEG

B vsc

BBB score

14 14 21 28 42 49 56 pays after SCI

Treatment

White matter Grey matter

*
* *

Volume (mm?3)
Volume (mm3)
e e
o N B~
1 1

saline OEG+MSC OEG saline OEG+MSC OEG

Amemori et al.,2010



Lidska fetalni linie imortalizovanych miSnich bunék.

Bunky SPC-01 jsou oznaceny PLL-SPIO nanocasticemi pied
implantaci do misni 1éze

~ Prussian
- Blue




Transplantace SPC-01 do misni léze potkana .
Bunky se diferencuji jiz 8 tydnu po implantaci do
motoneuronu a astrocytu

GFP
Cocks, Price, Jendelova, Sykova et al, 2012

MTCO2/



Funkcni zlepseni misnich funkci po transplantaci lidskych
prekursorovych bunék SPC-01

Bunky Jack Price UCL, EU FP6 project Rescue
BBB motoricky est Plantarni test citlivosti
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SPC-01 Control



Lidské iPS-NPs transplantované potkanum s miSni lézi.
4 tydny po transplantaci bunky prezivaji a diferencuji se
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Funkcni zlepseni po transplantaci iIPSC-NPs do misni léze

oct4d noggin
: : TGFR pathwa
fetal lung fibroblasts + nsaonxozg —— iPSC + innibitor 8B431842 —>  NPS
12 . BBB test x * 3 Total volume of WM & GM
mm
11 * *
0 . * 40 -
9 * * * 35
8 - 30 -
o
Q7 25 |
N g
g 20 |
0 5
A 15 |
3 4 10 -
2 5
! 0
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9
B SClonly (n=14) B SCI+iMR90-NPs (n=18)




Vysoce ucinna koncentrace

GFP-SPIO-MSCs do misni léz¢

pomoci magnetického pole

MSCs in vitro

Zablotskii, Dejneka, Kubinova,
Vanecek, Sykova at al, 2013

Control
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Tkanoveé inzenyrstvi

/ Kultivované buriky
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Enkapsulované bunky
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Rustové faktory/
Kontrolované uvolnovani

Bunky na nosici



Biokompatibilni superporésni hydrogely a nanoviakna
(spoluprace UMCH AVCR, UEM AVCR a Technické Univ. v Liberci)
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Balonkova kompresni 1éze michy potkana —
rozvoj kavitace v Case

2 weeks | 3 months

v

0 2 weeks 5 weeks 3 months



Chronické misni poranéni

PHPMA-RGD hydrogel + MSCs implantované 5 tydnu po
SCI. Evaluace za 6 mésicu po SCI.

1. MiSni kavita 6 mésicu po preruseni michy NF160

2. Micha 6 mésicu po implantaci HPMA-RGD
hydrogelu osazeneho MSC

Hejél, Sedy, Sykova et al., 2007



Funkéni evaluace po implantaci u potkant s chronickou
misni lézi
Motoricky test Citlivost
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Hejél, Sedy, Sykova et al., 2010



ALS — migrace, prezivani a funkcni efekt MSCs v miSe
SOD1-G93A transgenich potkanu

Grip strength test
g¢h Test

Probability of
survival

7 99 N B BI17T 19 2128 28 27 130 140 150 160 170 180 190 200
Age (weeks) Age (days)

Forostyak , Sykova et al. 2011
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Autologous Bone Marrow Transplantation in Patients With Subacute
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Neni nic si1lné¢jSiho nez myslenka,
ktera prijde v pravy cas.

Victor Hugo

Cas pro bunécnou terapi a
tkanove mzenyrstvi prave nastal!



