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FGFs

fibroblastové rustové faktory

= stimuluji rGst fibroblast(
= dllezité pro prenatdlni vyvoj, postnatalni rlst a regeneraci tkani
= podpora angiogeneze a organogeneze, obnovovani tkani a fyziologii organizmu
= 22 FGFs rozdélenych do 7 podrodin
= 15 FGFs interaguje s heparinem/heparan sulfaty a FGF receptory (FGFR)
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FGF2




FGF2

= heparin vazajici protein
= ovliviiuje metabolismus, rist a diferenciaci bunék
= produkovany mnoha bunecnymi typy a tkanémi

= biologicka funkce v rliznych organovych systémech



FGF2

= heparin vazajici protein
= ovliviiuje metabolismus, rlst a diferenciaci bunék
= produkovany mnoha bunecnymi typy a tkanémi
= biologicka funkce v rliznych organovych systémech
= vysoky prakticky potencial pro regenerativni medicinu
= nepostradatelna slozka médii pro kultivace kmenovych bunék

= atraktivni kosmeticka ingredience



FGF2

v hojeni chronickych i akutnich ran

atraktivita Iécebnych terapii zalozenych na rilistovych faktorech stoupa

= Growth Factors
® Foam dressing
= Negative pressure wound therapy
® Antimicrobial dressing
Skin substitutes
= Alginate dressings

Slozena rocni mira rlstu (CAGR)
2013-2020

® Traditional bandages
Hydrocolloids
m Hydrogels

m Film dressings



FGF2

limitace

nizka stabilita



rychly pokles
biologické aktivity
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limitace
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potreba vyssich
davek zvysuje
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vedlejsSich ucinkd

vyzaduje specialni
podminky pro
skladovani a
transport




FGF2

proces stabilizace

= proteinoveé inzenyrstvi



Proteinove inzenyrstvi

SEMI-RATIONAL DESIGN RATIONAL DESIGN

Mutagenesis Computer-aided design

Recombination Controlled
Random techniques randomization

Mutagenesis

Site-directed

4
——

Characterization




FGF2

proces stabilizace

= proteinoveé inzenyrstvi
= in silico design potencialné stabilizujicich mutaci
= kombinace evolucnich a energetickych pristupl stabilizace proteinl
= konstrukce mutantd: mistné cilena a saturacni mutageneze
= rychlejsSi zplsob stabilizace ve srovnani s fizenou evoluci

IS4 14

= nizsl naroky na screening a charakterizaci variant
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Dvorak, P. et al. (2018) Biotechnol. Bioeng. 115: 850-862; Damborsky, J. et al. (2017) Patent application WO2017089016A1



FGF2-STAB

charakterizace




FGF2-STAB

>40x prodlouzeny polocas zivota pri 37 °C
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Fluorescence (x103 AU)

R =R NN N W W b D
O U1 O U1 O U1 O UL O U

FGF2-STAB

zvysena stabilita in vitro

-20 °C, 4°C/7 dni (pFerusovana c¢ara) 37 °C/7 a 30 dni (pferusovana cara) 95°C/30 min
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FGF2 (nM)

bunécna proliferace (mysi B-lymfocyty, bunécna linie BAF3 exprimujici FGFR2c receptor)



RFU (% maxima)

FGF2-STAB

biologicka odpoved’ vyvolana nizsi davkou
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bunécna proliferace (mysi fibroblasty NIH/3T3)



FGF2-STAB

vyvoj formulace a identifikace vhodného nosice

= forma spreje
= vlhké terapeutické kryti (Hcel® NaT, Holzbecher s.r.0.)

= inkorporace do topického hydrogelu (CMC hydrogel, spoluprace s CEITEC-VUT)




FGF2-STAB

pilotni testy efektivity in vitro a in vivo

= in vitro ,scratch test" (migrace fibroblasttl z mysi mlécné zZlazy)
= zvifeci model chronické rany (imbredni kmen diabeticky potkant ZDF,
spoluprace s Biomedicinskym centrem, LF UK Plzen)
= podpora migrace fibroblastt v kratSim ¢ase a nizSich koncentracich

= zvysena proliferace a angiogeneze + nizsi zanetliva reakce v rane nez FGF2-wt



FGF2-STAB

benefity

= nejstabilnéjsi varianta FGF2 s nezménenou biologickou aktivitou
= dosazeni terapeutického ucinku v nizsi koncentraci a s nizsim poctem davek
= potencial lepsiho terapeutického Ucinku
= vyssi pohodli pacienta

= nizsSi cena lécby



FGF2-STAB

shrnuti

FGF2-STAB vysoky aplikacni pravé probiha
stabilizovana varianta potencial pro regenerativni stabilizace dalsich 5 FGF
FGF2 s plné zachovanou medicinu (hojeni ran), pravé proteinti s vyuzitim

biologickou aktivitou probiha vyvoj formulace racionalniho a

a testovani efektivity semiracionalniho designu
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e-mail: radka@chemi.muni.cz

4 )

LOSCHMIDT
LABORATORIES
2 /

Prof. Jiti Damborsky

{5/@20 95}

4 N

a N
CElITEC
BRNO UNIUVUERSIT Y
OF T ECHINOLLOGOY

\_ J/

doc. Lucy Vojtova

Enanﬂs

Prof. Petr Dvorak
Dr. Pavel Krejci
Dr. Zuzana Koledova
doc. Bretislav Lipovy

e ® I
BIOMEDICINSKE
CENTRUM

N J

Dr. Lucie Vistejnova
Dr. Pavel Klein

Dr. Martin Faldyna

MUNT
MED




