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Centrum bunééné terapie a tkanovych nahrad

Centrum bunécné terapie a tkarnovych nahrad ( www.medicon.cz/cbt/) vzniklo v roce 2000 na zakladé hodnoceni
soutéZe vypsané Ministerstvem $kolstvi a Rady vlady pro vyzkum a vyvoj jako centrum &islo LNOOA065. V Ceské
republice existuje dobfe rozvinuta platforma vyzkumu v oblasti vyvojové biologie, v oblasti syntézy biokompatibilnich
polymer(, v oblasti neurovéd a transplantacni chirurgie. Snaha o vytvoreni Centra pro bunécnou terapii a tkanové
nahrady byla tedy logickym vyusténim pfedchozich védeckych kontaktli mezi t&émito obory. Hlavnim cilem Centra je
soustiedit vybrané sméry zakladniho vyzkumu v téchto disciplinach do vzajemné provazaného celku, poskytujiciho
experimentalni zakladnu pro vyzkum v oblasti bun&&né terapie a tkariovych nahrad na kvalitativnhé nové urovni,
srovnatelné s Urovni dosahovanou ve vyspélych zemich EU a USA. Vedle vyzkumu novych lééebnych preparatd

a postupu a jejich kvalifikovaného a v€asného preklinického testovani, si Centrum klade nejen védeckeé cile,

ale soucasné je i koordinacnim stfediskem vyzkumu a vyvoje novych terapeutickych pfistupu, zakladnou pro
systematickou postgradualni vychovu a mistem intenzivni mezinarodni spoluprace.

Zakladni organizacni jadro Centra, konzultaéni stfedisko a misto setkavani vSech fesitelli, studentl a klinickych
pracovnikd tvori Ustav neurovéd Univerzity Karlovy, 2. Iékafské fakulty (kli¢ovi pracovnici centra) . Lokalizace
Centra v prostorach Fakultni nemocnice v Motele (FNM) umoZzriuje operativni kooperaci s klinickymi jednotkami.
DalSimi institucemi, které se mimo pracovist FNM, 1. a 2. Iékafské fakulty UK G€astni na plnéni projektl centra, jsou
néktera oddéleni Ustavu experimentalni mediciny AV CR, Ustavu makromolekularni chemie AV CR, Ustavu Zivoginé
fyziologie a genetiky AV CR, Institutu klinické a experimentalni mediciny (IKEM), Laboratof molekularni embryologie
MZLU v Brné a Vyzkumny ustav zivociSné vyroby v Uhfinévsi.

Zakladni strategie bunécné terapie a tkanovych nahrad je zaloZena na vyuziti kmenovych bunék a zvladnuti procesu
jejich cilené diferenciace. Vedle zdroju samotnych bunék, je k realizaci této myslenky nutné vyvinout unikatni

nutné vypracovat bunééné a zvifeci modely, na kterych bude mozné ovérovat funkénost a bezpecnost studovanych
systému. Soubézné je tfeba rozvijet nejvhodnéjsi systémy z hlediska konkrétnich klinickych aplikaci. V souladu s
takto interdisciplinarnim charakterem problému je projekt strukturovan do tyf vzajemné provazanych pracovnich
celkt (workpackage). Tyto pracovni celky sou¢asné odpovidaji pfevazujici odbornosti a dosavadni zkuSenosti tymd,
které se k feSeni projektu spojily, a charakterizuji i obor ¢innosti, za které jsou jednotlivi kliCovi pracovnici v programu
Centra zodpovédni.

WP1: Bunééné zdroje

* KliGovym slovem v experimentalnim programu WP1 je kmenova burika. Jako nezastupitelny model pro in vitro
diferenciaci budou pouzivany totipotentni embryonalni kmenové bunky (ES, Embryonic Stem) mysi. Vysledky
ziskané s liniové specifickou diferenciaci ES mysi poskytnou teoreticky zaklad pro nasledné experimenty
na modelu miniaturniho prasete. Jedine¢ny biomedicinsky model miniaturniho prasete také umozni izolaci
organové specifickych kmenovych bunék (OS, Organ-specific Stem). Hlavni diraz bude kladen na vypracovani
kultivacnich podminek, které umozni efektivni propagaci nervovych OS bunék a jejich naslednou diferenciaci do
vSech bunécnych typl nervoveé tkané. Tento program bude realizovan po etapach, ve vazbé na postup praci v
ostatnich tématickych celcich WP2 a WP3, s vyuzitim biospecifickych polymernich nosi€u. V delSim vyhledu se
predpoklada, pokud to legislativni prostfedi umozni, ze experimentalni vysledky a jedinecné zkusenosti ziskané s
ES burnkami budou uplatnény i v praci s lidskymi ES burikami, uréenymi pro humanni medicinu.

WP 2: Biomaterialy

» Pro studium proliferace a diferenciace bunék i pro praktickou realizaci myslenky bunééné terapie je nutné
pfipravit polymerni média, poskytujici potfebny biokompatibilni substrat ve formé pevné zachytné struktury,
ktera mGze byt osidlena burikami. Polymerni matrix v systému nahrazuje roli mezibunééné hmoty (ECM)
nebo bazalni membrany (BM). Jeji interakce s burfikami mizZe byt do rizného stupné specificka a komplexni,
v zavislosti na charakteru polymeru. Z hlediska chemickych struktur budou proto pfipravovany polymery tfi
typl, podle komplexnosti a specifity moznych interakci s burikami a organismem, a to (a) - materialy inertni;
(b) - funkcionalizované a (c) - biodegradovatelné a se specifickou architekturou. Polymerni biomaterialy budou
pFipravovany v laboratofich Centra v UMCH AVCR. V rtiznych fazich projektu budou biomaterialy slouZit
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jednak jako nastroj (WP1 - pfi pfipravé bunécnych zdroju), jako vlastni predmét vyzkumu (WP1 a WP3 - pfi
studiu role specifickych struktur a interakci na funkéni uplatnéni biomaterialu v jednotlivych experimentalnich
modelech) i jako soucast kone¢ného preparatu uréeného ke klinické aplikaci (WP4). V delSim vyhledu je cilem
navrhnout takové systémy, v kterych biodegradovatelné polymery umozni, aby s postupem vyvoje diferencované
tkané byla polymerni matrix resorbovana a po spinéni plivodni opérné a stimulaéni funkce nahrazena vlastni,
strukturalizovanou mezibunéénou hmotou, produkovanou regenerovanou tkani.

WP 3: Experimentalni modely

Postupné budou zavadény zvifeci modely vybranych degenerativnich a civilizacnich chorob, na kterych bude mozné
testovat transplantované buriky a jejich ucinnost pfi obnoveé funkce. Budou testovany faktory, na pf. neurotrofiny (NF),
které ovliviiuji diferenciaci, pfezivani a obnovu nervovych bunék. Pouze pracovisté UN 2. LFUK a UEM AVCR jsou
pristrojové vybavena a maji potfebné zkuSenosti pro testovani membranovych viastnosti transplantovanych bunék,
difdznich a mofologickych vlastnosti tkané a vytvareni funkénich celku:

WP3a:

Model bunécéné terapie a tkafiovych nahrad v CNS transplantaci nervovych bunék. Na zvifecich modelech starnuti,
neurodegenerativnich onemocnéni, zejména Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby, hydrocephalu a poranéni
mozku a michy budou vypracovany techniky implantace vhodnych bunék a biokompatibilnich hydrogelti do mozku

a michy mysi a potkana a studovana uloha rlistovych faktor. Bude provedena transplantace kmenovych bunék

do zdravé nervové tkané pokusnych zvifat a po navozeni neurodegenerativnich onemocni. Stupen pfihojeni bude
ur€en imunohistochemickymi, morfologickymi a NMR technikami. Elektrofyziologické vlastnosti transplanovanych
bunék budou studovany také pomoci optickych metod a dal$ich funkénich testll jako jsou behavioralni testy, studium
dlouhodobé potenciace a vytvareni pamétovych stop .

WP3b:

Inkorporace proliferujicich kmenovych bunék do hydrogelt implantovanych do CNS pokusnych zvifat bude studovana
morfologickymi, imunologickymi a molekularné-biologickymi metodami, elektrofyziologické vlastnosti kmenovych
bunék v hydrogelech a jejich zmény metodou ter¢ikového zamku (patch-clamp) a difuzni vlastnosti hydrogell s
vpravenymi kmenovymi burikami iontoforetickou metodou v redlném Case.

WP3c:

MR-spektroskopie (MRS) a MR-zobrazovani (MRI) bude uzito pro sledovani biochemickych funkci organt ur¢enych

pro transplantaci, potransplantaéniho stavu bunék a transplantovanych organd, sledovanych subjektt a pro studium

biochemického a biofyzikalniho chovani bunécnych a tkanovych kultur. Budou zkonstruovany specialni civky pro MR
spektrometr které umozni vyuzivat MRS a MRI technologie u studovanych zvifecich model(.

WP3d:

Model re-epithelizace koznich defektl u prasete. Studie bude zahrnovat vyvolani kozniho defektu u miniaturniho
prasete, transplantaci imobilizovanych kultivovanych epidermalnich kmenovych bunék, hodnoceni uspésSnosti dle
klinickych (rychlost re-epithelizace) a histologickych kriterii.

WP3e:

Model migrace a diferenciace bunék neuralni listy u potkana. Bude studovan vyznam neurotrofnich rtstovych faktor(
a jejich receptorll pro diferenciaci, prezivani a obnovu nervovych bunék, exprese gena, které koduji rlistové faktory,
receptory rastovych faktord, které se uplatriuji v fizeni vyvojovych procesli a zmény priibéhu vyvoje s cilem ziskavat
nové poznatky o fizeni diferenciace a morfogenese.

WP3f:

Vypracovani technik pouziti kmenovych bunék v biokompatibilnich hydrogelech pro I1é€eni transverzalnich miSnich
Iézi a mozkovych Iézi. Vyhodnoceni poznatkl a vypracovani teoretickych zakladu pro aplikaci bunééné terapie

u vybranych onemocni a poSkozeni nervového systému (Alzheimerova ch., Parkinsonova ch., poruch paméti a
chovani). Vyhodnoceni moznosti MRS a MRI pro diagnostické, prognostické a funkéni testy. DelSi vyhled. Pro pétileté
obdobi, které pokryva predkladany projekt Centra, je zapotfebi soustfedit se pfedevSim na vypracovani spolehlivych
zvitecich modell, na kterych bude mozné ovéfit teoretické predpoklady bunééné terapie a tkarovych nahrad.
Implementace ziskanych poznatkd do klinické praxe v humanni mediciné bude vyZzadovat del$i €asovy horizont,
zejména v tak narocné oblasti jakou je léEba neurodegenerativnich onemocnéni. Moznosti rozSifeni vyvinutych
postupt na lidské kmenové buriky a z nich diferencované tkané, at jiz z komeréné dostupnych zdroji (napt. lidské
ES od WiCell Res. Inst., Madison, WI, USA), nebo z domacich laboratofi (jiz ustavené vlastni linie lidskych ES v UEM
AVCR), budou sledovany v kontextu s vyvojem legislativnich a bio-etickych norem CR v této oblasti.

WP 4: Klinicky orientované modely a klinické testy
WP4a:

PFiprava metody pro izolaci epidermalnich kmenovych bunék ze suspenze keratinocytd ziskanych po rozvolnéni
bunék epidermis. Klinické testovani jiz dfive vyvinuté technologie transplantace epidermalnich bunék kultivovanych na
polymernich nosicich na kozni defekty (popaleninové trauma, diabeticka noha)

WP4b:



Transplantace hepatocytu jako experimentalni vyjadfeni snahy fesit nepomér mezi poctem darcu a zvysujicim

se poctem kandidatl transplantace jater a problém urgentni transplantace u nemocnych s fulminantnim jaternim
selhanim. V ramci Centra vybudujeme pracovisté pro experimentalni pfenos hepatocytt na zvifecim modelu a vyvoj
bioreaktoru. Ziskani téchto zkusenosti je nezbytné pro aplikaci metody v klinické praxi.

WP4c:

Transplantace inzulin produkujici tkané pro Ié€bu diabetu mellitu 1. typu. Jednim z novych a malo invazivnich
postupl je transplantace izolovanych Langerhansovych ostriivku, ktera by navic mohla dovolit predchozi modifikaci
transplantované tkané tak, aby intenzivni trvala imunosuprese nebyla nutna. Hlavni ¢innosti v této oblasti se soustfedi
na ziskani dostate¢ného mnozstvi vhodné tkané a ochranu bunék pred nespecifickym poskozenim bezprostfedné po
implantaci. Zajisténi propagace progenitort beta-bunék pankreatu in vitro tak, aby zUstala uchovana jejich schopnost
produkovat inzulin v zavislosti na koncentraci glukézy.
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