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Sylabus: Zakladni charakteristiky kmenovych bunék. Mechanismus sebeobnovy kmenovych bunék délenim. Zakladni typy
kmenovych bunék podle schopnosti diferenciace — totipotentni, pluripotentni, multipotentni, oligopotentni, unipotentni
kmenové bunky a jejich vlastnosti. Typy kmenovych bunék podle zdroje — embryonalni, fetalni a dospélé (tkanové,
organové) kmenové bunky. Vztah normalnich a nadorovych kmenovych bunék. Progenitorové bunky. Symetrické a
asymetrické bunécné déleni. Uréeni diferenciacnich smért kmenovych bunék. Struktura a funkce ,niche” kmenovych
bunék. Kmenové bunky a bunécna terapie. Etika a legislativa ve vyzkumu kmenovych bunék. Perspektivy ve vyzkumu a
pouziti kmenovych bunék v l1écbé; dediferenciace a transdiferenciace bunék — indukované pluripotentni kmenové bunky
(iPS cells). Principy a metody tkarového inZzenyrstvi. Syntetické a biologické bunécné nosice. Aplikace a perspektivy

tkanového inzenyrstvi v mediciné.



Kmenove Bunky

ProcC vlastne kmenove bunky?

* \/yvoj organizmu a vyvojoveé poruchy
* Regenerace tkani po poskozeni
e Starnuti

NYT... stem cells not a miracle in waiting (2006)

..ale také

* Bunécna terapie

* Modely genetickych
chrob




Od Promethea k...

), G Sny o regeneraci..
- Mnoho mytickych postav ma schopnost regenerovat (udy, télo atd..)

- Divoka fantazie vs racionalni poznani prirodnich zakonitosti?

Nejstarsi zminka o
Prometheovi (Hesiod
approx.700 b.C.; wiki)
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Od Promethea k...

Sny o regeneraci..
- Mnoho mytickych postav ma schopnost regenerovat (udy, télo atd..)

- Divoka fantazie vs racionalni poznani prirodnich zakonitosti?

Lidska jatra — jediny organ, ktery plné regeneruje

Regenerace po hepatectomii — az 50% hmoty délénim hepatocytl
Repopulace po akutnim selhani — dediferencované jaterni
progenitory — jsou to ve skutec¢nosti kmenové bunky

TN\
. Jaterni progenitorové buriky

dediferenciace Repopulace

Repopulace po
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Adapted from https://doi.org/10.1038/s12276-020-0483-0
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Od Promethea k...
| ,Omnis cellula e cellula® -Rudolf Virchow 1855

Rudolf Vichrow Robert Remak

Nejstarsi zminka o Rudolf Vichrov publikoval praci R.Remaka jako svoiji..

Prometheovi (Hesiod
approx.700 b.C.; wiki)
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Od Promethea k...
,Omnis cellula e cellula“ -Rudolf Virchow 1855

Primitivni ,kmenové® burnky v krvi —Pappenheims 1917

retikuloendothelzelle”

| Figurenerk|imng,

Arthur Pappenheims e

Abbildung 12: Stammzellbaum Artur Pappenheims von 1903
(68, 5.347-348).




Od Promethea k...
) ,Omnis cellula e cellula” -Rudolf Virchow 1855

Primitivni ,kmenové" bunky v krvi —-Pappenheim 1917

,kolonie tvorici bunky® z kostni dfené —Till 1961

Bone marrow cells
Purified HSC

G

Reconstitution

Lethal irradiation
Spleen colonies

1. ) y‘f

James Till & Ernst McCulloch
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Zachrana ozarené mysi spocCitanym mnozstvim bunék kostni dfené
(Till a McCuloch 1961)



Od Promethea k...
,Omnis cellula e cellula® -Rudolf Virchow 1855

Primitivni ,kmenové® bunky v krvi -Pappenheim 1917

,kolonie tvofici bunky“ z kostni drené —Till 1961
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Linie embryonalnich karcinomUt — Lehman and Pierce 1974

Barry Pierce " Lehman and Pierce 1974




Od Promethea k...
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Mysi embryonalni SC - 1981 by Evans

Kultivace embryonalni linie a
tvorba chimernich mysi z linii
embryonalnich kmenovych bunék
a teratokarcinom(




Od Promethea k...

,Omnis cellula e cellula® -Rudolf Virchow 1855
Primitivni ,kmenové" bunky v krvi —-Pappenheim 1917
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Linie embryonalnich karcinomU — Lehman and Pierce 1974

Mysi embryonalni SC - 1981 by Evans

Dospélé SCs ~1980 —

Nejstarsi zminka o

Prometheovi (Hesiod Embryonalni SC z lidského embrya — Thompson 1998
approx.700 b.C.; wiki)
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Indukované pluripotentni bunky — Yamanaka 2006




Kmenové bunky: kriteria a definice

Sebeobnova

Definice: kmenova burika je bunka schopna ‘O

sebeobnovy a diferenciace

Diferenciace



Nejen , - . . o
s Kmenové bunky: kriteria a definice
identicka

kopie, ale také
srovnatelna
o : Sebeobnova

metabolicky..

Sebeobnova je schopnost vytvorit vlastni

Schopnost vytvaret kopii

vlastni kopie ;

* Sebeobnova je provazena:

- Schopnosti prodluzovani telomer

- Rezistenci ke kontaktni inhibici

- Rezistence k apoptoze

- Rychlym, prevazné glykolytickym
metabolizmem




Nejen , - . . o
s Kmenové bunky: kriteria a definice
identicka

kopie, ale také
srovnatelna
epigeneticky,
metabolicky..

Sebeobnova

i Sebeobnova je schopnost vytvofit vlastni
Schopnost vytvaret kopii
vlastni kopie

Schopnost ménit
vlastnosti a funkéné
se specializovat

- Diferenciace — je proces, pfi kterém
: bunka pochazi zménami v genové expresi
: a stava se tak vice specializovang

Epigenom se
meni
nasledovan
proteomem a

Diferenciace

metabolomem..



Kmenové bunky: kriteria a definice

Sebeobnova

Schopnost vytvaret X Klonaini kapacita
viastni kopie : *Symetrické déleni

O O *Asymetrické deleni
3K, Toti

Schopnost ménit O O Pluri
vlastnosti a funkcné : ¥ N Multi — potence
se specializovat Oligo

Uni —




Kmenové bunky se sebeobnovuji, mnozi
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.... a diferencuji a regeneruji tkane organy

totipotence

Totipotentni kmenové bunky — mohou se specializovat do vSech bunécnych typu, které se
nachazi v embryu, plodu a vyvijejicim se organizmu, véetné embryonalnich komponent
trofoblastu a placenty (priklad: zygota, ¢asné 2-bunécéné stadium embrya)

Kyvelidou (2013). Qualification and Quantification of Pre-Implantation Embryo Health.



.... a diferencuji a regeneruji tkane organy

totipotence pluripotence

Totipotentni kmenové bunky — mohou se specializovat do vsech bunécénych typu, které se
nachazi v embryu, plodu a vyvijejicim se organizmu, v€etné embryonalnich komponent
trofoblastu a placenty (priklad: zygota, Casné 2-bunécné stadium embrya)

Pluripotentni kmenové bunky — mohou se specializovat do vSech bunécénych typu, které se
nachazi vembryu, plodu a vyvijejicim se organizmu, ale nepodili se na embryonalnich
komponent trofoblastu a placenty (priklad: embryondlni kmenové buriky; embryoblast
blastocysty).

Embryoblast (inner cell mass) Blastocysty Embryondlni kmenové bunky



.... a diferencuji a regeneruji tkane organy

totipotence pluripotence multipotence

Totipotentni kmenové burniky — mohou se specializovat do vSech bunécnych typda, které se
nachazi v embryu, plodu a vyvijejicim se organizmu, v€etné embryonalnich komponent
trofoblastu a placenty (priklad: zygota, Casné 2-bunécné stadium embrya)

Pluripotentni kmenové bunky — mohou se specializovat do vSech bunécnych typd, které se
nachazi vembryu, plodu a vyvijejicim se organizmu, ale nepodili se na embryonalnich
komponent trofoblastu a placenty (priklad: embryonalni kmenové buriky; embryoblast
blastocysty).

Multipotentni kmenové buriky — mohou se specializovat do nékolika specializovanych
bunécnych typd, ale vSe v ramci konkrétni tkané, jednoho organu, nebo fyziologického systému
(pfiklad: hematopoetické kmenove bunky)

s 5 =

Tukova tkan Mezenchymalni kmenové buriky z tukové tkané



.... a diferencuji a regeneruji tkane organy

totipotence pluripotence multipotence oligopotence

Totipotentni kmenové burniky — mohou se specializovat do vSech bunécnych typda, které se
nachazi v embryu, plodu a vyvijejicim se organizmu, v€etné embryonalnich komponent
trofoblastu a placenty (priklad: zygota, Casné 2-bunécné stadium embrya)

Pluripotentni kmenové bunky — mohou se specializovat do vSech bunécnych typd, které se
nachazi v embryu, plodu a vyvijejicim se organizmu, ale nepodili se na embryonalnich
komponent trofoblastu a placenty (priklad: embryonalni kmenové bunky; embryoblast
blastocysty).

Multipotentni kmenové bunky — mohou se specializovat do mnoha specializovanych bunécnych
typu, ale vSe v ramci konkrétni tkdané, jednoho orgdnu, nebo fyziologického systénu (priklad:
hematopoetické kmenové bunky)

Oligopotentni bunky — buriky, které mohou diferencovat do vice bunécnych typ( (¢asto se
jedna o progenitory; priklad: neuralni kmenové bunky versus myeloidni progenitorové bunky)

NESTIN
DNA
B-TUBULIN

Neuralni kmenové Myeloidni progenitor



.... a diferencuji a regeneruji tkane organy

totipotence pluripotence multipotence oligopotence unipotence

Totipotentni kmenové bunky — mohou se specializovat do vsech bunécénych typu, které se
nachazi v embryu, plodu a vyvijejicim se organizmu, v€etné embryonalnich komponent
trofoblastu a placenty (priklad: zygota, Casné 2-bunécné stadium embrya)

Pluripotentni kmenové bunky — mohou se specializovat do vSech bunécnych typu, které se
nachazi v embryu, plodu a vyvijejicim se organizmu, ale nepodili se na embryonalnich
komponent trofoblastu a placenty (priklad: embryonalni kmenové burky; embryoblast
blastocysty).

Multipotentni kmenové bunky — mohou se specializovat do mnoha specializovanych bunécnych
typu, ale vSe v ramci konkrétni tkdané, jednoho orgdnu, nebo fyziologického systénu (priklad:
hematopoetické kmenové bunky)

Oligopotentni bunky — bunky, které mohou diferencovat do vice bunécnych typu (¢asto se jedna
o progenitory; priklad: neuralni kmenové bunky versus myeloidni progenitorové bunky)

Progenitorové bunky (Casto pleteny s kmenovymi bunnkami.) — ¢asny potomek kmenové bunky,
vice diferencovany, nez kmenova bunka; progenitory mohou diferencovat, ale nejsou schopny
sebeobnovy.

Myeloid derived adipose tissue progenitor



.... a diferencuji a regeneruji tkane organy

Embryonalni kmenové bunky

FetdIni a (dospélé/organové) kmenové bunky

Progenitory

Prekurzory



.... a diferencuji a re

Priklad: hemato poetiCké bun ky multipotentni hematopoeticka
kmenova buiika
(hemocytoblast)
l' Klonalni kapacita .

Ztrata schopnosti sebeobnovy ‘ _ e Ivimfoldni "
spole¢ny myeloidni progenitor spolecny lymroldni progenitor

1 [ 4 - 1
- 0o @ @ o

erytrocyt  %irnd buiika NK bufika maly lymfocyt

(velky granularni lymfocyt)
i l 1 T-lymfocyt B-lymfocyt

!
® o O weé

megakaryocyt
1 bazofil neutrofil eosinofil monocyt .

L l
i I plazmaticka buiika
trombocyty

myeoblast

makrofag

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=19189214



Diferenciace kmenovych bunék

Prechodné délici se bunky (Transit amplyfiyng cells)

Bunky na cesté diferenciace pomalu se mnozicich kmenovych bunék (pf. Lidské HSCs — se replikuji 1x za 10 mésicu)

Jsou ¢asnym stadiem regenerace tkané. Autokrinni expresi proteinu Sonic Hedgehog (SHH) aktivuji kmenové bunky

Quiescentni
kmenova
bunka
x @
)
C
>
o Primovana
£ kmenova
O «
; burika Rychl3 proliferace
2 @ Jedna se o obecny proces, ktery funguje ve vlasovém vacku i pri aktivaci
m . 4 7 v L4 Vaxl I
c \ hematopoetickych kmenovych bunék bakterialni infekci
4
g ‘
-é Autokrinni Differentiation

SHH,

Cyklujici
kmenova
Pomala proliferace bunka




Schopnost a cesty (linie) diferenciace kmenovych bunék

embryonalni KB

? ) e

Primordialni zarode¢né bunky
* gamety

Ektoderm

* nervova tkan — neuralni KB
« kiize — kozni KB

Visceralni entoderm

Mesoderm Parietalni entoderm

- kostni dien a krev — hematopoetické a mesenchymaini KB
- svaly a kosti — tkanoveé specifické KB

Entoderm
-plice, jatra, pankreas — organové specifické KB
- jicen, zaludek, stievo — intestinalni KB




Co ridi a urcuje osud KB:

Liniova diferenciace embryonalnich kmenovych bunék ve ¢lenité krajiné vysokych
kopcti (NESTABILNI STAV BUNEK), horskych tdoli (=RELATIVNE STABILNi ALE
REVERZIBILNi STAV BUNEK) a hluboké niziny (=TERMINALNi DIFERENCIACE BUNEK)

dalSi osud bunky
predurcuje draha, kterou
se pohubuje

Draha na kterou se vyda
(osud) je urcena signaly z
mikroprostredi, tzv. niche

Thomas Graf & Tariq Enver Nature 462, 587-594 (2009) doi:10.1038/nature08533

Cesta je fizena transkripcnimi faktory a vede k celé fadé rliznych typd kmenovych bunék..
Zmeéna osudu je zména epigenetického stavu vyvolana trankripnimi faktory

| PLATI IN VIVOi IN VITRO !



Co ridi a urcuje osud KB:

Osud kmenové bunky je urcen mikroporostredim (niche) cilového organu, nebo casoprostorové lokalizace v embryu

Sebeobnova Pluripotentni Co déla kmenovou buinku kmenovou buinkou
FGF signaling kmenova

Transkripcni faktory: burika Diferenciace

NANOG | N signaly morfogendi- Niche (mikroprostredi)

Oct4 | é napf:

Sox2 , K . | BMP4 signalizace

Indukovanot WNT signalizace

Activinem A

FGF2

Buécna signalizace

Primovand/Diferencovana burika // \\

Epigeneticky Specifické transcrip¢ni

stav _ factory (exprese)




Co ridi a urcuje osud KB:

Osud kmenové bunky je urcen mikroporostredim (niche) cilového organu, nebo ¢asoprostorové lokalizace vembryu

Exogeni/Autokrinni/Parakrynni
Sebeobnova Pluripotentni FGF2/Activin
FGF signaling kmenova
TranskripCni faktory: burika Diferenciace
NANOG | .

\_ Signaly morfogenu-
Oct4 Ké napk. PI3K signalovani MAPK signalovani

Sox2 , BMP4 signalizace
Indukovanot WNT signalizace
Activinem A

FGF2

kaspazy cyklln D

Primovand/Diferencovand bunka
>ﬂ< prollferace

preziti




Co ridi a urcuje osud KB:

Osud kmenové bunky ridi faktory mikroprostredi cilového organu, pripadné jeho embryonalniho vyvoje

Pluripotentni

Sebeobnova kmenova
Activin A bunka
FGF

X

BMP4
WNT
+RA—» FGF8
\ FGF4 BMP4 —» non-neural ectoderm

f

dP- Erk1f2 \/
Nanog neural ectoderm
Fgf5-high, Rex1-

primitive ectoderm lineage commitment

Stavridis, Development, 2010 -like cell

Signalni drahy fidici tvorbu embrya (primitivniho prouzku)

Retinova kyselina

Ustaveni AP osy

Raldh2 §§§§§§§
l -
H A Ectoderm
i s
: i
Wnt8a'c

Mesoderm

l

&t Fof signalling

L% t
7 Wiit3a
Zhang, PLOS 2015
Brachyury

il —————,

Endoderm

Ribes, Development 2009



Co ridi a urcuje osud KB:

Osud kmenové bunky ridi faktory mikroprostredi cilového organu, pripadné jeho embryonalniho vyvoje

Pluripotentni

Sebeobnova kmenova
Activin A bunka
FGF

BMP4
WNT

Diferenciace

Embryonalni vyvoj

e QQ‘«; 23
OEPEC

Zygota Morula gjastula

Implantation

Blastocysta

Amnion

Primitivni prouzek

A

Anterior B
visceral
endodarm

Primitive

node

Prmitive
streak

Anterior visceral
endoderm

\

:\ Early primitive

streak

Chordin
Modal
Vg1

Cerberus-related 1
HeSXL
; Otx-2
1 Lim=1

Activin
Chordin
Modal
Shh
Goosecoid
HMF-3[

Modal
Wnt-3a
Cripto

T gene
(brachyury)

Signalni drahy fidici tvorbu embrya (primitivniho prouzku)

C Oropharyngeal
./ membrana

Prechordal
plate

Notochord

Prirmitve
node

Regressing
primitive
streak

Shh
Cerberus-related 1
Goosecoid
HMNF-35

Dorsal —— Meural

ectoderm plate
MNoggin
lZ:rli.'Im:lin:E T
Shh BMP-4
HNF3[

Shh ——= Laler inductions of:
FGF-8 fioorplate
Goosecold somites

HNF-3 dorsal endoderm

Madal
T gene

Signaling molecule
Transcription factor




Mozné osudy KB a jejich fizeni:

\é | Asymetrické déleni

5 moznych osudi kmenové bunky: )

1)
2)
3)

4)
5)

Osud KB je fizen:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

: : / Quiescentni Cyklujici kmenova ‘ 6 AN
Qiescence (absence mitogenich Kmenova buika b \]

signalll)

Symetrické déleni (expanze — Casny \@® ) P |

embryonalni vyvoj) \ @
Asymetrické déleni (integriny-
Symetrické déleni
-

orientace déliciho vreténka)
Diferenciace
Apoptoza

\

Diferenciace

J° 23
R .

o . N
RUstovymi faktory

Apoptoza
Interakci s dalSimi burikami
Humoralnimi signaly Niche
Chemickymi signdly (mikroprostiedi)
Fyzikalnimi silami
Atd..



Progenitor
cell

! X Differentiation

Mikroprostredi - Niche

Niche je mikroprostfedi v ramci anatomického umisténi ve
kterém se kmenové bunky nachazi, které s kmenovymi
bunkami interaguje a urcuje jejich osud..

Do niche patri:

Fyzicky kontakt bunééné membrany
Bunécna signalizace autokrinni i parakrinni
Signaly neuronl

Metabolické produkty aktivity tkané

atd..

Vishwakarma & Karp, Biology and Engineering of Stem Cell 2017



biomechanic

fluid flow

structural

cytoskeleton

doi: 10.1098/rsfs.2011.0035

neural

Mikroprostredi — Niche

humoral

Niche je mikroprostredi v ramci anatomického umisténi ve
kterém se kmenové bunky nachazi, které s kmenovymi
bunkami interaguje a urcuje jejich osud..

Do niche patfi:

Fyzicky kontakt bunééné membrany
Bunécna signalizace autokrinni i parakrinni
Signaly neuronl
Metabolické produkty aktivity tkané
atd..
O kyslik
@® autokrinni faktory
@ parakrinni signal
W\ mezibunécéné interakce
—=—interakce s extracelularni hmotou



Examples of niches and their effect on stem cell fate determination

(mezi)Bunécna interakce aktivuje
hedgehog S|gnalovan|

Nitrokostice(Ednosteum):

VEGF aktivuje: Qa?‘{fk?ii\ﬂl
FGF signal P

Notch signal signal
TGFb signal Maturace do
WNT signal myeloidnich a
lymfoidnich progenitori
Kratce zijici
stromalni
oocyty buriky
l adipocyty
chondrocyty

Konkrétni diferenciace je ur¢ena anatomickou polohou

(A) Hemapoietic stem cell niche

osteoblasts

; nerve fiber
ﬁ Schwann cell
E‘ h-cadhenn . LEPF'
2 - expressing cell
HSC endothelial
cells
ﬁ_/ ~MSC
. vﬂsu.ﬂar nche e
=
ehdesteal  Collagen I, IV and Vi
Fibronectin
Tenascin-C

Vishwakarma & Karp, Biology and Engineering of Stem Cell 2017v



Priklady niche a jeho pusobeni na osud kmenovych bunék

Proliferacni aktivita satelitnich bunék je regulovana intenzivni (C) Satellite cell niche
mezibunécnou komunikaci, prostrednictvim klicovych
signalnich drah I
; myonucieus
myofiber ?:

Anatomie mikroporostredi se dynamicky méni v pribéhu
regenerace svalu.

»iL-4 R
*IL-13 e P/ e

= Laminin * Ang- - A Lﬂmiﬂfﬂ

* Fibranectin o i ¥ — s E‘ {: Iia g E n , F
Exn'laceﬁu}ar?%"b Collagen . ry NJ s
matrix ?r Fibronectin ) Eﬂ Hﬂ g E n Vl'
ey : :
— Fibronectin
* Cell debris P m ;E ﬂg’ ;}fﬂaﬂs

. Poranéni svalu
10.1038/embor.2013.182 Vishwakarma & Karp, Biology and Engineering of Stem Cell 2017v



Syntetické a biologické bunécné matrice

Napodobeni niche a jeho pusobeni na osud kmenovych bunék in vitro

- gradient signalizace vytvoreny vzajemnym pUlsobenim WNT a BMP reguluje rovnovahu mezi diferenciaci a

proliferaci pri neurulaci embrya

Dorsal spinal cord
Whnt BMP
signaling signaling

[ Proliferation ] [Diﬂarentiatisn]

DOI:10.1016/j.ydbio.2006.12.045

Tvorba spemannova organizéru

Epidermis

Neural plate

\ Anti BMP

Lateral Notochord
mesoderm
S 3 .t -~
Endoderm e
VENTRAL [ DORSAL

https://doi.org/10.1016/S0092-8674(00)81971-6
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Syntetické a biologické bunécné matrice

Napodobeni niche a jeho plisobeni na osud kmenovych bunék in vitro

- gradient signalizace vytvoreny vzdjemnym puisobenim WNT a BMP reguluje rovnovdahu mezi diferenciaci a

proliferaci pfi neurulaci embrya

- chceme-li indukovat specificky osud kmenovych bunék in vitro, musime napodobit mikroprostredi in vivo

Gastrulation

v

Induction

Cc2Z

-Eg-*(hordm —f BIVIP
X 4
' XCZM

Stuhlmiller et al., Cell Mol Life Sci (2012) 69 (22): 3715-37.

Neurulation

BMP| |Wnt|

T /=

Maintenance

T XZM

| Notch

Tvorba spemannova organizéru

Epidermis
Neural plate

2\ Anti BMP
=2 Anti Wnt

Lateral Notochord
mesoderm
Somites
Endoderm ot
VENTRAL | DORSAL

https://doi.org/10.1016/S0092-8674(00)81971-6
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Syntetické a biologické bunécné matrice

Napodobeni niche a jeho pusobeni na osud kmenovych bunék in vitro

- gradient signalizace vytvoreny vzdjemnym puisobenim WNT a BMP reguluje rovnovdahu mezi diferenciaci a
proliferaci pfi neurulaci embrya

- chceme-li indukovat specificky osud kmenovych bunék in vitro, musime napodobit mikroprostredi in vivo

Gastrulation Neurulation

FGF _x.i' Wnt ] “»BMP| |wnt ‘ " honse | meheErec

3 Signalni drahy Wnt, BMP, Notch Wnt, BMP, Notch Wnt , BMP, Notch
\ /cxz ch YZM /cxzm
. . TGF-B1, FGF-2, TGF-B-1, FGF-18,
Rustové faktory IGF-1 TGF-B, FGF-1, IGF IGF-1
Induction Maintenance Hypoxie 25-5% 1-6% 1.5-5%
Ependymalni Osteoblasty, Vietenovité | Buriky dermalni
c7 Bunééné slozeni buriky, Neuralni N-cadherin pozitivni pochvy, Buniky
_l ! XZM unei?:hsaozem kmenové buriky, osteoblasty, Stromalni dermalni papily,
X7 T DAAD Neuraoblasty, buriky, Endotelové Epitelialni bufiky,
> Chordin ——{ DIVII N t h Oligodendrocyty | bufiky cév, Osteoklasty Melanocyty
[x - I Notc
XCIM L.Hujnak, bakalafska prace MU

Stuhlmiller et al., Cell Mol Life Sci (2012) 69 (22): 3715-37.



Syntetické a biologické bunécné matrice

Napodobeni niche a jeho plisobeni na osud kmenovych bunék in vitro

klicové faktory mikroprostredi — lekce z embryologie

B Harvest tissuaiobtain tissue blopsy d ESCs/IPSCs

,hiche” faktory =

R-spondin, WNT ligandy, Retinova kyselina, 55

inhibitory GSK3p a TGF-p e

EGF, FGF, HGF, inhibitory HDAC R R

Noggin, Activin A, Gastrin, inhibitory p38 _ !
W, ’ P—

" ECM

Diferenciacni faktory
P, TGF-b, Inhibitory NOTCH, EGF
R-spondin, WNT, Noggin

__ : 2
Extracelularni matrice (ECM) faktor N
Kolagen, Laminin, Entaktin, Fibronektin 3 g M

L {,;'

Klicové faktory mikroprostredi - tkanové inzenyrstvi
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¥ - Faktory umoznujici diferenciaci a tvorbu organoidu

Extracelularni matrice umoznila 3D kultivaci a diferenciaci

< k
48 Migrace ® 2
el %{‘;L
" o
: = Proliferace

. ;‘ ~ ; o ) . » { ¥ --_ﬂ:: . . : }- . ._.;I . A
Genova exprese Apoptosis

. | &= - -r ; ./u
R presiti B
| QY

P el W o N :
. } ) [ P A e R T e = Differentiation

Zastava bunécného cyklu

Mutace v signalnich drahach od integrin(
umoznuji EMT prechod u rakovin

Sciencephoto.com
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Faktory umoiﬁujl;_ci difere'nciacﬁi a tvorbu organoidi

Extracelularni matrice umoznila 3D kultivaci a diferenciaci
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Zastava bunécného cyklu
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Sciencephoto.com

Extracelularni matrice:
Laminin

Synteticka
matrice ho musi
obsahovat
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e
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,Niche” — klicové faktory mikroprostredi

Faktory mikroprostredi kopiruji mikroprostredi cilového organu, pripadné jeho embryonalniho vyvoje

Autokrinni spolu s parakrinnim signalovanim a adhezi indukovanym
signalem urcuje osud bunky..

Sebeobnova Krtr:e?lc()vé ..(byt & nebyt, sebeobnovovat se ¢&i diferencovat atd..)
Activin A unka
FGF

'. Parakrinni | é
\ 6 signal \

BMP4 Autokrinni {
WNT signal \

Adheze

Diferenciace

Mattingly, WIREs Dev Biol 2015



Kmenoveé bunky v mediciné

* Mezenchymalni
experimentalni lécCba a turistika za kmenovymi
bunkami

* Hematopoeitickeé
predevsim hematoonkologické a imunitni
onemocheéni

* Pluripotentni
embryonalni a indukované a ,extended”...



Mezenchymalni kmenové bunky

MSCs maji vysoky diferenciacni potencial
Vysokou proliferacni kapacitu
Vysokou sekreci cytokin( a ligand(

zprostredkovavajicich parakrinni podporu
tkanoveé specifickych bunék (progenitora)

anes

Skin

Trachea

Cartilage

Cornea

Bone

e e
LU R

Multiple differentiation

/’ potential of MSCs \ F

-

Ad"ipose

e

Myocardium

DOI:10.3390/cells8080886
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Mezenchymalni kmenové bunky

Zdroje MISC pro lékarské aplikace

Bone marrow Peripheral

Cord

membrane Umbilical cord

blood

Adipose
tisse

Wharton's

- Mesenchymal jelly
Breast
milk Stem Cells
Umbilical
cord

Dental
pulp Decidua

basalis

Amniotic
fluid Ligamentum

falvum

Placenta

Van Pham, Stem Cell Processing pp 37-69



https://link.springer.com/book/10.1007/978-3-319-40073-0

Mezenchymalni kmenové bunky

Zdroje MSC pro lékarské aplikace

ALE!!!!

MSC se mezi sebou lisi:

- Reakci na rustové faktory a cytokiny
- Svym sekre¢nim profilem (rozdilna
parakrinni stimulace)

- Svym diferencianim potencialem

Bone marrow  Peripheral

blood
) . T Umbilical cord
' i blood

Wharton's

Cord
membrane

Adipose
tisse

Mesenchymal jelly
Breast
milk Stem Cells
Umbilical
cord

Decidua
basalis

Amniotic
fluid Ligamentum
falvum

Placenta

Van Pham, Stem Cell Processing pp 37-69



https://link.springer.com/book/10.1007/978-3-319-40073-0

Mezenchymalni kmenové bunky
MozZné zpUsoby plsobeni transplantovanych

’) AUTOCRINE
mezenchymalnich kmenovych bunék A0S EFFECTS

bun&én fuze s cilovou bufikou [Differenﬁation into ECNSMC] : ! B

, Cell fusion with EC/VSMC into CMC
- regenerace kosti a chrupavky
- regenerace svaloviny (kosterni ¢i srdecni) / ol on
) with CMC
Cardiac
e bl o

metabolism se.f% Activation
Cytoprotective CMC of CSC

Féi.itﬂ B proliferation
SFRP2, .
IGF1,TB4
CMC
contractility
v

Prima podpora angiogeneze a vaskularizace
- Pfima diferenciace MSC do bunék hladkych svalu
cév a endotelovych bunék

Parakrinni efekt:

Podporujici vaskularizaci prostfednictvim
angiogeneze

podporujici tkanové specifickou homeostazu

h[ CARDIAC REPAIR ]ﬁ

Bosniak 7. 3rd Dubrovni Cardiology Highlihts lecture




Mezenchymalni kmenové bunky

Zdroje MISC pro lékarské aplikace

MSC se mezi sebou lisi:

- Reakci na rlistové faktory a cytokiny
- Svym sekrecnim profilem (rozdilna
parakrinni stimulace)

- Svym diferencia¢nim potencialem

Aplikace MSC z tukové tkdné do == 00
000 4 - ) 60.00
srdce po infarktu | = S s
30.00 4 L 1 ——— T e—tham 4000 {
0.00 4 Vehicle 3000
— TATMSC 3300
10.00 1 1000
0.00 + 00
1 4 8 12 (week)
o s E'
(mm/s)
. 3000
40.00 4 ______________”—_} 2500 4
 d — -3
_— /’F/ g ——Sham =
2000 4 Vehicle 1500 4
—— TaT-Msc 1000 4
10.00 1 500
0.00 - 0.00 4
1 4 8 12 (week)

Jednoducha izolace MSC z tuku

Plate SVF pellet in
complete culture media

PBS wash

——

_‘900?5% collagenase

type | @ 37°C for

30 min
Inactivate digestion by
supplementing serum

ter using 40pm :

Centrifuge @ 1500 rpm

Lty

cell strainer
SVF pellet
DOI:10.1016/j.htct.2018.05.001
EF
——Sham
1 4 8 12 (weel) . . ,
e Bez signifikantniho efektu na
} rekonvalescenci po infarktu
1 4 8 12 (weeky

doi: 10.1016/j.reth.2019.07.005


https://dx.doi.org/10.1016%2Fj.reth.2019.07.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.htct.2018.05.001

Mezenchymalni kmenové bunky

Zdroje MISC pro lékarské aplikace

Pozitivni efekt kmenovych bunék kostni drené na lezi po
infarktu mozku
MSC se mezi sebou lisi:

’ o s . e sy Injection site
- Reakci na rustoveé faktory a cytokiny A / [
- Svym sekrecnim profilem (rozdilna |"' m\ """"" Injection site
parakrinni stimulace) ¢ ,r /"'
- Svym diferencia¢nim potencialem & &
: : 0.08+
a 0.061 T
Dulezita je volba typu bunék pro 5 0041 L
rv . . E
zamyslenou aplikaci = £ ool B
0.00 i
Stroke + Stroke + Stroke +  Stroke +
Vehicle BMSCs Vehicle BMSCs

I Neni MSC jako MSC !

DOI:10.3727/096368912X657909



http://dx.doi.org/10.3727/096368912X657909

Riziko:

Tumorogeneze

Mezenchymalni kmenové bunky

Odvracena strana pouziti MSC v mediciné

Imunitni odpovéd (autologni < allogenni)

Selhani lécby kvuli-

i) snizené diferenciacni kapacité

ii) diferenciaci do jinych typd bunék
iii) kratkému preziti graftu

iv) opozdéné pouziti

A MSC im glomenul Erdothekal celis
Glomerulas g
GASAMEN Mambrane
- ap
1 Low amaunt af e, "% Coytokines and
angraftrment e, Gromth factors

Injured fubular ¢ells

MEC in glomeruli Erdothelial cells

Glomarular ", _ j
basement membrana

2 Poar suivival rale L

n“'#"-*nM: Cytokines and
e . Sl Growth Tachors
"

Injured lunutar calis

c MEC in glomeruli Endothelial cells
mm : /
basement membrane byl
.
E Impaired 2% % 2% e o Cylokines and

paracrine ability Growth factors

Injured tubular copdlis

M5 in glomenad Endothelial cells

Glomarular : . 1|
basement membrane i
|

| @ Desayod

5y B
Po gy Cyokings mnd
oy Growth factons

L
e
a o,

acminisiraton

Damaged lubular cells

MSC
transplantation

https://doi.org/10.1111/jcmm.14035

https://doi.org/10.1155/2019/9628536



https://doi.org/10.1155/2019/9628536
https://doi.org/10.1111/jcmm.14035

Mezenchymalni kmenové bunky

Odvracena strana pouziti MSC v mediciné

Riziko: Anoikis MSCs Apoptosis
- Tumorogeneze
- Imunitni odpovéd' (autologni < allogenni) lschemia — —_—
- Selhani Ié¢by kvuli-
Y ROS ~

i) snizené diferenciacni kapacité

") dif?ref‘dad fjci_ji,m,/Ch typu bunek Incubation with cytokines or Improvement of culture
iii) kratkému preziti graftu chemical compounds condition
iv) opozdéné pouziti
@ensitive hydrogel @mndiﬁatianmypaxia

Moznosti zlepSeni technologie

- Preinkubace v optimalnich (selekénich) podminkach Preconditioning

- UZiti matric a materalt udrzujicich mikroprostredi \
- Genetické modifikace / l
o oo 2
f f ¥

Increased Improved Enhanced

survival rate engraftment paracrine ability
https://doi.org/10.1111/jcmm.14035
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Mezenchymalni kmenové bunky

Odvracena strana pouziti MSC v mediciné

Odvracena strana pouziti MSC v mediciné

Tumorogeneze

Casereport: Autograft olfaktorickych MSC 3 roky po zranéni michy. Po 8 letech nutna resekce masy bunék z paterniho kanalu
Multicysticka masa nalezend v misté transplantace MSC (po zranéni michy) z olfaktorickych bunék nosni sliznice

https://doi.org/10.3171/2014.5.SPINE13992



https://doi.org/10.3171/2014.5.SPINE13992

Kmenoveé bunky v mediciné

* Mezenchymalni
experimentalni lécCba a turistika za kmenovymi
bunkami

* Hematopoeitickeé
predevsim hematoonkologické a imunitni
onemocheéni

* Pluripotentni
embryonalni a indukované




Pluripotentni kmenové bunky

Ore /6/(;« to Fute Them AZ..

...nebo to mélo byt:
One cell to rise them all...?

Farudby ol Wisdicin + Marorgs Inkemiy



Co myslime EMBRYEM, kdyz mluvime
& O kmenovych bunkach

* preimplantacni stadium
* blastocysta 4 dny stara

« tvofi ji nékolik desitek
bunék

« embryoblast a trofoblast ¥

~9000 embryi implantovano (vétsinou po tfech) roéné v CR
zbytek >50% zustane zamrazen a ...



Benedict XIV

The destruction of human embryos to harvest stem cells
is "not only devoid of the light of God but is also devoid
of humanity" and "does not truly serve humanity."

James Thompson

"[T]he bottom line is that there are 400,000 frozen
embryos in the United States, and a large percentage of
those are going to be thrown out. Regardless of what
you think the moral status of those embryos is, it makes
sense to me that it's a better moral decision to use them
to help people than just to throw them out. It's a very
complex issue, but to me it boils down to that one
thing."




/akon 227/2006 Sb

Zakon o vyzkumu na lidskych embryonalnich kmenovych bunkach a souvisejicich
¢innostech a 0 zméné nékterych souvisejicich zakonu

- Statem provozovany registr linii lidskych embryonalnich kmenovych bunék
- Vlyzkum lze provadét vyhradné s povolenim MSMT
- Vyzkum/¢innost nesmi vést k vytvoreni jedince (klonovani)

Zakon 273/2011 Sb

- Skladovani embryi neomezenou dobu (EU vétsSinou 5 let)
- Likvidace embryi po 10 letech, pokud si par nepreje jinak



Zakon 227/2006 Sb

Zakon o vyzkumu na lidskych embryonalnich kmenovych bunkach a souvisejicich
¢innostech a 0 zméné nékterych souvisejicich zakonu

,Zamrazenda generace” — cca % milionu zmrazenych embryi v US
CR: skladovani embryi (CR) .... ~ 10 000 K¢ (jednorazové

v roce 2007 — 3400 asistovanych reprodukci

§9 odstavec 1: a) je mozné udélit, je-li zrejmé, Ze jde o nadbytecné lidské embryo, a zdroven
drive, nez dojde k jeho pouziti k ziskani lidskych embryonalnich kmenovych bunék.



Albert Lasker basic medical
research award 2009

Induction of Pluripotent Stem Cells
from Mouse Embryonic and Adult
Fibroblast Cultures by Defined Factors

“azutcshi Takahashi' and Shinya Yamanaka' ="
'D ant of Stam Cal Bislogy, Institute far Frontier Madical Science
n oy, Komaguch 332-0012 Japan

=, Kyodn Unikearsaty, Beaba GIE-S507, Japan

e R |

GREST. dapan Scienze and Technokos: A
Ceonlasl wamarasaflioian kyolo-u s jp
Dol 10,10 & eall 200607 074

Shinya Yamanaka




Indukované pluripotentni KB (vamanaa 2006

e onvaonn T oo ity
- KB vytvorené z : genetické metody

Kinetika reprogramace fibroblastl do pluripotentnich KB - relativné kratkd cesta zpét

Stabilni reprogramace na “kmenovost”

=
': Cas ve dnech
ﬁ
|

o__

ny typické pro fibroblasty))

Somaticke bunky markery pIuripote_ |PS bu ﬁ ky

Napf. kozni fibroblasty _ e
ova aktivita
aktivita telom_
umlcéeni chromo_




Oct-4 GFP  Oct-4 GFP Nanog GFP
fibroblasty iPS iPS

| Injekce chiméry
~ (bila a hnéda srst)

) .

Nanog GP IPS chiméra Oct-4 GFP iPS chiméra

F Department of Biology

Departmantaf Bickgy Brambrink et al. Cell Stem Cell, February 2008



Indukované pluripotentni kmenové bunky

maiji obrovsky potencial pro medicinu - tzv. ,patient-specific cells” pro , personalizovanou medicinu”
Transplantation of genetically
Treatme
kg dru;: matched healthy cells

Ly @
& K\ ® :
.&‘&‘\ Patient &f
aQ
Disease-specific drugs o
CT4
cMYC ° Healthy

) cells =
Screening for 30:2 KLF4
therapeutic In vitro

compounds : -“E!" differentiation
W -

& Skin biopsy

Affected cell type Repaired iPS cells

) Use gene targeting to repair
P (ﬁ C@ disease-causing mutation
differentiation ‘ ’

Patient-specific iPS cells




Jakakoliv aplikace PKB je podminéna kvantitativni diferenciaci do kyzené tkané

Vztah meazi pluripotenci a tumorogenicitou

7

pluripotent cell

\ 4

Bunky musi byt diferencovany in vitro!

(a) Telomeraza

(b) Absence kontaktni inhibice
(c) Silny antiapoptoticky aparat
Kooreman, J R Soc Interface. 2010 (d) Vysoka prolifera¢ni schopnost
(e) Kratsi cesta EMT

Soucasny standard pro klinické zkousky: Maximalné 1 pluripotentni burika na 10°
diferencovanych bunék v off-the-shelf produktu!



Pokroky v diferenciaci lidskych
pluripotentnich KB - biologickeé
modely a aplikace

eNeurony, astrocyty, oligodendrocyty
pKardiomyocyty

mlnsulin-produkujici pankreatické bunky
eKrevni bunky
slmunokompetentni bunky
pEndotelialni bunky
eBunky trofoblastu
eRespiratorni bunky
rOsteoblasty

eHepatocyty

eMelanocyty

pBunky prostaty
mZarodecne bunky




PF. DIFFERENCIACE PSC DO FUNKCNICH KARDIOMYOCYTU...

hPSCs on feeder EB formation Stage 1 Stage 2 Stage 3
- =
T 0 2 6 10 30
BMP4
HES medium BMP4 FGF2 IWR1 FGF2
Activin A VEGF VEGF
| Ascorbic acid {
b———————— Hypoxic conditions (D0 - D14) =i

/

BMP4 pomaha
polarizaci embrya
pri gastrulaci
(primitivni
mesendoderm)

Hensenlv uzel v
pritomnosti FGF2
spousti kardiogenezi

Activin A spousti
tvorbu
mezodermu

\

IWR inhibuje Wnt
signal — zabrani
neurodiferenciaci
atp.

VEGF is je
tfeba pro
pozdni
morfogenezi
srdce (tvorba
komor)

Pesl, Heart and Vessels, 2014

Kardiomyocyty
zacinaji
spontanné bit




Priklad: i1¢¢ba diabetu - transplantace insulin sekretujicich bunék

Cluster Resizing
TGFB Signaling
N Serum-Free

Dynamic Function Glucose Tolerance

Insulin Secretion

High Glucose
——

I Blood Sq_gar

Valasco-Cruz, 2019 Cell

* beta-bunky pankreatu vytvorené z iPSC and ESC odpovidaji na hladinu glukdzy
* Po transplantaci nastoli gluk=ozovou toleranci u mysiho modelu diabetes
* Probihji klinické zkousky na lidech



Priklad: traumatickeé poskozeni kréni michy, myelopatie a Ié€ba kmenovymi bunkami

Patofyziologie a strategie [eCby KB Anatomie poSkozeni Stav po transplantaci

A c Human Mudei f mm®
S
P el B E BB
=== === |
—— e o ‘."
s . I —
a = ___,;i /
J o '-_—|_
B ¥
a = .
e
"
b - ---_-' -.------J.----- 4‘. X -. : -— I
> - T i
N e
<~ Makrofag s Axony s myelinem
f\
ap Astrocyt =il Progenitory oligodendrocytt
X Oligodendrocyt =i Progenitory motoneuroni

¥

Vysledek: obnoveni bilé a $edé hmoty v misté poskozeni
obnoveni funk&nosti motorickych neuront
obnoveni pohybovych funkci

Model: laboratorni potkan

Adaptovano ze Stem Cells, 2010



Uspéchy: Indukované pluripotentni KB

..Srdecni zaplaty...

v

Pacient s akutnim 5% ejekeni frakce
srdecnim selhanim

A

30% ejekeni frakce
... pacient odchazi z JIP

A

Teruo Okano: ISSCR Yokohama 2012; current status: unknown



Uspéchy: Embryonalni kmenové bunky

...Regnerace RPE...

"Dm:.:ular

| Lidské embryonalni kmenove bunky

Diferenciace do pigmentového epitelu

Schwartz a kol. Lancet 2012; 379:713-20
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Priklad tkanového inzenyrstvi: Kmenové bunky dentalni pulpy

- jednoducha izolace mezenchymalnich kmenovych bunék ze zubni pulpy
- dentdlni MSC jsou multipotentni (maji velky diferenciacni potencial)

Myoblast Fibroblast

Oral MSCs /( ( / / O

Cementohlasl
=
Periodontal  Odontoblast

% ©

*D0I:10.1007/s12015-016-9661-9

- Mozna mikroenkapsulace MSC do nanocastic a aplikace
stabilizovanych bunék k zubnimu krcku
- Enkapsulované bunky buduji deposity Ca?*

Human Dental Pulp Stem CGHS\ ﬂann Hydroxyapatite particles
(hDPSCs)

; l‘ * Alginate-Gelatin Solution

'-ﬁ';ﬁ

Alg-Gell nano HA Microcapsules
Containing hDPSCs

Alipour, BMC Biotechnology 2021, https://doi.org/10.1186/s12896-020-00666-3
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Priklad tkanového inzenyrstvi: Kmenové bunky dentalni pulpy

- jednoducha izolace mezenchymalnich kmenovych bunék ze zubni pulpy La Noce, J Dentistry 2014
- dentalni MSC jsou multipotentni (maji velky diferenciacni potencial) ,

tooth removed from

human mandible
mechanically digested dental pulp

is injected onto collagen scaffold

Human mandible
with symmetrical defects

Regenerace cCelisti

- in vitro propagace MSC izolovanych z dentalni pulpy
- 3D tisk matrice z kolagenu

- Repopulace 3D matrice

- Implantace do Celisti

- Histologické vysetreni po 3 letech

regenerated bone three years after graft



Vyber recentnich aplikaci kmenovych bunék zubni pulpy

Disease Age-related macular Parkinson disease Spinal cord injury Diabetes Myacardial infarction
degeneration
iPSCs and/or s 3 - ‘o S
ES cells ) Qo @ @ Q@
Robust
differentiation
Cell type Retinal pigment A0 dopaminergic Oligodendrocyte Pancreatic islet f-cell Cardiomyocytes
epithelium neuron jl,{') progenitor progenitor o
© oo o Y 3
TR 275 \,\\f_\, ° ©° O
Current stage Clinical Phase | Clinical Phase | Clinical Phase | Clinical Phase [ Clinical Phase |
and Phase ||

Mature Reviews | Molecular Cell Biology

Trounson, 2016

2021 (Clinicaltrials.gov):

31 studii s pouzitim kmenovych bunék z dentalni pulpy (9 ve druhé fazi klinického testovani)

periodontal disease, alveolarni stépeni, ale také revaskularizace, diabetes, COVID-19, Huntington, stroke,
Lupus Erythematosus, osteoartritida)



Organoidy



Co nazyvame organiodem

e 3D struktura odvozena z kmenovych bunék

y
#11.#
7S t‘§

@ ”@ﬁ%%g
(Smés bunék obsahujici) W\h

Kmenové buriky Organoidy

Crownbio..



Co nazyvame organiodem

* 3D struktura odvozena z kmenovych bunék
e Vykazuje schopnost ,samooroganizace” na zakladé stejnych principu, jako modelovany organ

samoorganizace

& - @D
(Smeés bunek’obs?huua) Sféroidy
Kmenové bunky Organoidy

Adaptovano z Crownbio..



Co nazyvame organiodem

* 3D struktura odvozena z kmenovych bunék
* Vykazuje schopnost ,samooroganizace” na zakladé stejnych principu, jako modelovany orgdn
* Obsahuje vice bunécnych typU (stejnych jako modelovany organ)

disociace samoorganizace

;@“{ME
- )

(Smés bunék obsahuijici) stéroid A
y Organoidy

Adaptovano z Crownbio..



Co nazyvame organiodem

3D struktura odvozena z kmenovych bunék

Vykazuje schopnost ,samooroganizace” na zakladé stejnych principu, jako modelovany orgdn
Obsahuje vice bunécnych typl (stejnych jako modelovany orgén)

Struktura ziska a uchovava (alespon nékteré) specializované funkce modelovaného organu

disociace samoorganizace rust jako v organu

ED O™,
e,
- (smés bunék obsahujici) Steéroidy e
Strevni krypta Kmenové buriky Organoidy

Adaptovano z Crownbio..



Tkanové kultury — tvorba organoidu..

Faktory mikroprostredi kopiruji mikroprostredi cilového organu, pripadné jeho embryondlniho vyvoje

Activin A

Mesendoderm

Wnt3a ' Bmp4
Fef4 / N Fgfa

Hindgut endoderm Intermediate mesoderm

. W
= [

Intestinal organoid

Kidney organoid

Signalni drahy fidici tvorbu embrya — pouziti pro

diferenciaci organoidl in vitro

Minimal media
]

Ectoderm/neuroectoderm

20% Kj’ ' | L5% KSR

Y

Neuroepithelium Retinal epithelium

Mat_ir_ige! 2% matrigel
agitation

Cerebral organoid Optic cup organoid



Tkanové kultury — tvorba organoidu..

Gastric organoid

Brain organoid

Pluripotent stem cells

McCracken er al, Nature 2014
Noguchi er al., Nature Cell Biology 2015
McCracken er al,, Nature 2017

Tissue stem cells
Barker et al., Cell Stem Cell 2010

Stange er al, Cell 2013
Bartfeld er al., Gastroenterology 2015

Liver organoid

Pluripotent stem cells
Takebe et al., Nature 2013
Sampaziotis et al., Nature Biotechnology 2015
Ogawa el al., Nature Biotechnology 2015
Takebe er al., Cell Reports 2017

Tissue stem cells
Huch et al., Nature 2013
Huch er al, Cell 2015
Broutier er al., Nature Medicine 2017

Pluripotent stem cells
Lancaster et al., Nature 2013
Qian er al, Cell 2016
Dang er al., Cell Stem Cell 2016
Garcez et al., Science 2016
Bagley er al., Nature Methods 2017
Lancaster et al., Nature Biotechnology 2017

Cardiac organoid

Pluripotent stem cells

«  Ma et al., Nature Communications 2011
* Ronaldson-Bouchard er al., Nature 2018

Intestinal organoid

Pluripotent stem cells

Spence er al., Nature 2011

Watson et al., Nature Medicine 2014
Uchida er al., JCI Insight 2017
Munera er al., Cell Srem Cell 2017
Crespo er al., Nature Medicine 2017

«  Workman er al., Nature Medicine 2017

Tissue stem cells
+ Sato er al., Nature 2009
+ Jung er al, Nature Medicine 2011
«  Yui eral, Nature Medicine 2012
+ Fordham et al, Cell Stem Cell 2013
= Schwank et al., Cell Stem Cell 2013
« Gjorevski er al, Nature 2016



Co nazyvame organiodem

e 3D struktura odvozena z kmenovych bunék

* \lykazuje schopnost , samoroganizace” na zdkladé stejnych princip(, jako modelovany organ
e Obsahuje vice bunécénych typU (stejnych jako modelovany organ)
e Struktura ziskd a uchovava (alespon nékteré) specializované funkce modelovaného organu

Oxygen gradient in growth medium

N
=)
1

Incubation gas

Medium

Height above flask bottom
(mm)

Cell layer
LY VTS SN

- 05 1.0 15 20 25 3.0 35 40 45
Oxygen concentration (% atm. sat)

Organoidy

Velikost organoidul je omezena difuzi kysliku
~ desetiny aZz jednotky milimetr(

Crownbio..



Tkanové kultury — tvorba organoidu..

Modelovani chorob
Testovani léCiv
Transplantacni medicina

Genova lécba

Vyuziti organoidu

Spatially restricted
lineage commitment

Therapeutic
potential

Disease
modeling

*/ Drug

/testin g

Genetic Organ
correction replacement

FPatient-derived
iPSCs

Disease
mutation



Od organoidu k organu: nutné prekonat problém perfuze

Kombinace technologie tvorby organoid(i a mikrofluidiky — orgdn na chipu

S5 hiPSCs EBs Endoderm  Hepatic progenitors Liver organoids  Liver
“<. hiP5Cs
B ;—,_J'\ e Micropillars

~ Culture chamber

Liver organoid-on-a-chip Enlarged view

Yu et al. Micromachines, 2019



Biologické a syntetické bunécné nosice



Umélé (chemické) nosice
a kmenove bunky Biologické bezbun&éné nosice
~_ 2 zdraveé funkCni bunky

+ Neomezené zdroje

- Pouze “jednoduché” aplikace

- Absence bioaktivnich molekul a
induktivnich signall

- Limitace podobné jako s organy
+ Klinicky pouzitelné

Lidské organy ve zviratech

+ Perspektivni
- Legislativni a etické bariery
- Nejasna biologie




3D kultivace tkanovych kultur: kultivacni nosice (scafoldy)

3-D tisk: Decelularizovana tkan/organ:




1)
2)
3)
4)

Organova lazen
Temperovaci okruh
Teplotni Cidlo
Peristalticka pumpa
Kontroler tlaku

Perfuze organu

(A)

C:
g &8 8 8 3

DNA content (ng/ulL)
B

—
(=]

-]

0.15 M PBS

1% SDS

No DNA Control Cellularized Matrix Decellularized
Matrix

Adenosine 1% Triton X-100

S S— — e —

0.15M PBS
Antibiotics

©) &

Zia a kol., Critical Reviews in Biotechnology, 2015



Decelularizace srdce

Repopulace decelularizovaného srdce

Pri elektrické
stimulaci

. - ) viditelné
500 mil. srdec¢nich bunék kontrakce

(..az 139mm Hg)

A1) ] c L) P i) = 2 4 501 e
o | = ol | eSS
- . . ] , . EFJJM .g IT-L(\H"‘-L a:‘ri'\_.-"\___,'l\_ i
Lidské indukované pluripotentni bunky _L;”"‘] [ T

Tirew i} Tirva 3 Tevw i1}

Ott et al., Circulation Research, 2008



Indukované pluripotentni kmenové bunky

G Vascular Endothelium Pulmonary Epithelium

Vascular
perfusio

“Breathing loop”

' Syringe

Medium
exchan

b

T. H. Petersen et al., Science 329, 538-541 (2010)

Pokrok (2014) — plice participovaly 140 minut na vyméneé kysliku (mys)

Science

Published by AAAS RAVAAAS




Organy chiméry



Zivocisné tkanové kultury — Tvorba chimérnich embryi

Tvorba chimér:

- Tkanovou kulturu embryonalnich kmenovych bunék, nebo indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék
- Implantace mikroinjekci pluripotentnich bunék do casného embrya (od 8-bunécné blastuly do preimplantacni blastocysty)

Komplementace blastocysty:

Blastocysta

N

Embryonalni kmenové
bunky

Kobayashi T, et al. 2010 Cell 142(5):787-799



Zivocisné tkanové kultury — Tvorba chimérnich embryi

Tvorba chimér:

- Tkanovou kulturu embryonalnich kmenovych bunék, nebo indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék
- Implantace mikroinjekci pluripotentnich bunék do casného embrya (od 8-bunécné blastuly do preimplantacni blastocysty)

Komplementace blastocysty:
MYS

Blastocysta

-

Embryonalni kmenové
bunky

Netvori se slinivka

Kobayashi T, et al. 2010 Cell 142(5):787-799



Zivocisné tkanové kultury — Tvorba chimérnich embryi

Tvorba chimér:

- Tkanovou kulturu embryonalnich kmenovych bunék, nebo indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék
- Implantace mikroinjekci pluripotentnich bunék do ¢asného embrya (od 8-bunécéné blastuly do preimplantaéni blastocysty)

Komplementace blastocysty:

MYS

POTKAN

Blastocysta

A

Embryonalni kmeno

Netvori se slinivka

Kobayashi T, et al. 2010 Cell 142(5):787-799



INSIGHTS

mm JS

Edited by Jenmifer Sills

research involving human subjects and
cells, as well as the transfer of materials
into other vertebrates, partly to reassure the
public that biomedical research is ethically
conducted. In the recently posted notice
NOT-OD-15-158, the NIH stated that it “will
not fund research in which human pluripo-
tent eells are introduced
into non-human
wvertebrate animal pre-
gastrulation-stage
embryos while the
agency considers a
possible policy revision
in this area” (7). This
notice encompasses
human pluripotent
stem cells (hPSCs]
including human
induced pluripotent
stem cell (hiPS

based human/
non-human chimera
studies. We believe
that this notice poses

a threat to progress in
stem cell biology, developmental biclogy,
and regenerative mu ine. We hope the
guideline recommendations that emerge
from the NTH Workshop on 6 November
will accelerate the decision to reinstate
NIH funding for this research area, which
has tremendous promise.

believe that a continued dialogue between
scientists and bioethicists regarding
human/non-human chimera studies

is critical for advancing human health
through basic science.

Much of the bioethical concern in regard
to human/non-human chimerism arises
from the possibility of chimeric animals har-
boring human neurons and germ eells. Can
human neural cells coexist with those from
animals and establish “humanized” cerebral
anatomy and circuitries? Furthermaore,
would such chimeras be elevated to a higher
metaphysical state and “think” more like
us (2)? Current scientific data have not sup-
ported such possibilities, despite hundreds
of xenotransplant studies introducing
human neurons into the mouse brain (3-5).
With regard to germline transmission, the
National Academy of Medicine and the
National Research Council have stated in

640 5 NOVEMBER 2015 « VOL 350 ISSUE 6;

Engraftment of hiPSC (red) info mouse
blastooyst-stage embryo

the Guidelines for Human Embryonic Stem
Cell Research that animals in which human
pluripotent stem cells (hPSCs) have been
introduced during development should not
breed and that hPSC chimerism with non-
human primates is restricted (6).

Research involving hPSC complementa-
tion in nen-human, pre-gastrulation-stage
vertebrate embryos represents a special
topic with tremendous potential to elucidate
early human development. Development
of stem and progenitor cells from pre-
gastrulation embryes oceurs over the weeks
following blastocyst implantation into

development in vitro, and there is no ethical
‘method to obtain post-
implantation-stage
human fetal tissue for
isolating tissue and
‘organ stem cells for
regenerative medi-
cine. Although earl;
chimera studies involy-
ing hESCs/iPSCs and
non-human vertebrate
‘animal blastocysts have
shown some capac-
ity for contribution
0 host tissues (7-9),
much work remains to
unravel key differences
in early development
between humans and
other vertebrates. If we
sueceed in inducing significant chimerism
between hPSCs and pre-gastrulation-stage
embryos from non-human vertebrates,
tremendous potential exists to develop
‘humanized disease models for studying
drug pharmacology. Similarly, implantation
of hPSCs derived from patients with herita-
ble diseases could illuminate genetic disease
pathogeneses in an appropriate in vivo
context. It may even be possible to generate
an unlimited supply of therapeutic replace-
ment organs using porcine or sheep models,
an effort that e

for Regenerative Medicine. By eliminating
federal funding for this research, the NIH
casts a shadow of negativity towards all
chimerism studies regardless of whether
human cells are involved.

Ultimately, we believe that human/
non-human chimerism studies in pre-
gastrulation embryos hold tremendous
potential to improve our understanding
of early development, enhance disease
modeling, and promote therapeutic
discovery. Given that the objective of
NIH is to enable discoveries that advance
human health, the restrictions presented

Cell Stem Cell

UK

Human-Mouse Chimerism Validates
Human Stem Cell Pluripotency

Victoria L. Mascetti'* and Roger A. Pedersen’

The Anne MeLaren Laboratory, Welloome Trust-Medical Research Gouncil Gambridge Stem Cell Institute, Department of Surgery and British
Heart Foundation Centre of Regenerative Medicine, University of Cambridge, Cambridge, CB2 082, UK

*Correspondence: vim37@cam.ac.uk

http://dx.doi.org/10.101 em.2015.11.017

Mezidruhové chiméry pfo
vyzkum a transplapt&cni
medicinu




Zivocisné tkanové kultury — Tvorba chimérnich embryi

Tvorba chimér:

- Tkanovou kulturu embryonalnich kmenovych bunék, nebo indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék
- Implantace mikroinjekci pluripotentnich bunék do casného embrya (od 8-bunécné blastuly do preimplantacni blastocysty)

Juan Carlos Izpisua Belmonte

Human — Pig Chimera

Using chimeric animals as organ incubators

Some ressarchers hope fo grow human argans from stem calls by adding them
to developang animals,

Human
stam cells

Human | {
organ | 21

Organ
transplantation

Injection of human stem
cells into pig embryos that
are genetically modified to

q ’ lack specific organs
L _Generation of a human _ <_) Methods Mol Biol. 2019;2005:101-124.
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