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3D kultury — Osnova prednasky

— Zakladni typy a charakterizace

— Organoidove kultury

— Priprava a kultivace

— Charakterizace organoidu

— Priklady vyuziti v bazalnim a klinickem vyzkumu
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Smysl| 3D kultury

— vytvoreni 3D in vitro modelové kultury za ucelem vyvoje tkdnim a organum podobnych
konstruktu

— konstrukty s podobnou strukturou a funkci jako realna tkan Ci organ

— schopnost vytvaret ruzné bunécéné typy, které spolu interaguji

— vyuziti v bazalnim i klinickém vyzkumu

— CasteCné nahrazeni zvifecich modelu (in vivo) a 2D bunécnych kultur

.

-t L} :
w3’ B =
! Cs

.
&\ i

3 Bi1130 - 3D kultury




Typy 3D kultur

Cell-laden
biomimetic
organoidy sferoidy constructs Organs-on-chips

Microfluidic bioprinting platform
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Co rozumime pod pojmem organoid?

— historie vyuzivani organoidu — relativhé nova metoda publikovana poprvé v roce 2009

— miniaturizované verze tkani resp. organu

— organoidy vytvareji trojrozmerneé struktury v in vitro podminkach

— organoidy by mély vykazovat strukturu co nejvice podobnou realnému organu vcetne
mikroanatomie a tvorby specifickych molekul

— vlastnosti: pozor na rozdily mezi organoidem a sféroidem

Jakeé jsou rozdily mezi organoidem a sféroidem?
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Organoid vs. Sferoid — zakladni rozdily

Bi1130 - 3D kultury

puvod
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forma

doba kultivace

prostredi kultivace
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Sferoidy

— buniky v suspenzni kulture se spojuji (agreguiji) a vytvareji kulovité
utvary = sféroidy

— pojem sféroid poprveé pouzit v roce 1971 (pouzivany jiz dfive)

— dochazi k samovolnému spojovani bunék — ze samostatnych bunék
vznikaji mnohobunécéné utvary (pfirozené pro vyvoj)

— uvnitf sféroidu dochazi k interakcim mezi jednotlivymi burikami
— pruchod kultivacniho média difuzi — ¢im vétsi je sféroid, tim hure
pronika do hlubSich vrstev

— vyuziti ve vyzkumu — nadorova biologie, transplantacni biologie,
testovani léCiv

Bi1130 - 3D kultury
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Jednoducha charakterizace sféroidu

— urCeni morfologie pomoci svételného mikroskopu bez specifickeho znaceni:

— prumeér a objem

—vnejsSi morfologie

— integrita

— translucence — kompaktnost sféroidu
—rychlost rustu

Bi1130 - 3D kultury

Diameter Volume

Morphology

Integrity

Translucency

Growth kinetics
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Cytosmart: Spheroids: properties, image analysis,
and culture methods. Steward, 2020.
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Tvorba sféroidu — typy kultivace

—Hanging drop - jedna z nejstarsich metod (1907)
— kapka bunécné suspenze s definovanou buné€nou denzitou
— aplikace na kultivacni plastik, oto¢eni vzhiru nohama

— kapka drzi diky povrchovému napeéti, buniky se vlivem gravitace shlukuji ve spodni Casti
kapky a agreguji

— jednoduchost a nizka cena
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Tvorba sferoidu — dalsi typy kultivace

Magnet
a
_ Magnetic levitation — smichani bunék s Iﬁl S
magnetickymi Casticemi a vystaveni pusobeni (S = "
magnetickych sil — vznik agregatu incubation Magnetic levitation 7 ispheio

— Spinner culture — neustalé michani kultury
vede k agregaci bunek

— Pellet culture — bunky jsou ,donuceny” ke
kontaktu centrifugaci

Ryu et al. 2019. Cells
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Cell-laden biomimetic constructs

—urceno pro tkanové inzenyrstvi a transplantace
— bunécna suspenze v gelovité extracelularni matrix (tzv. mikrogely)
— navozeni strukturni a funkCni charakteristiky tkané Ci organu

Priklad: Regenerace chrupavky G & s .

— mikrogel — upravena hyaluoronova i ?ﬁ e ——"
kyselina (HA-VS) v kombinaci s s s & & i
upravenou zelatinou (Gel-SH) Torom — Y | .

_ smichano s kostnimi mezenchymovymi . e R T
kmenovymi burikami (BMSCs) — g 2 (\ 32 e
vytvofeni gelovych kapének se o o = a0
zapouzdFenymi burikami @ @ i i s

—in vitro a in vivo testovani ‘@ A8

Feng et al. 2019. Adv Func Mat |\/|
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Organs-on-chips

— mikrofluidni zafizeni pro kultivaci bunék v mikrometrovych
komorach s neustalym proudenim media

— modelovani fyziologickych funkci tkani a organu, testovani
|&Civ

— Jednoduché — jedna perfuzovana komora, jeden bunécny
typ, pozorovani specifickych funkci jednoho typu tkané

. . , . , v \_Gut ] ‘membrane,’
— Slozené — vice spojenych perfuzovanych komor, kazda S B U G
VSRS T
komora jeden bunéecny typ, pozorovani ovlivhovani
bunécénych typu navzajem — interakce mezi tkanémi
Vacuum ||t acuum
chamber ; chamber
— VIDEO: https://www.youtube.com/watch?v=0jf6 Tor9wWtA Wu et al. 2020. BMC Biomed Eng
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Multi-organ-on-a-chip (human-on-a-chip)

Immune response

— Vice typfj bunék rlojan/Ch tkéni prOpOJen)'/Ch Contractilityandcondu.ction
kanaly (,cévy”) — integrace riznych organu do
systému

Transport and clearance

— 2 organy (strevo, jatra)

— 3 organy (stfevo, jatra, kuze)

— 4 organy (strevo, jatra, kuze, ledvina)

— 10 organu (stfevo, jatra, kdze, ledvina, slinivka,
plice, srdce, svaly, mozek, déloha)

P ..
% Aerosol
drug

Absorptio
bsorption

K ]
L]
Oral drug ‘.. °

Organs-on-chips. Microfluidic reviews.
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Vznik organoidoveé kultury

— organoidy poprvé vyuzity pro modelovani rustu stfevnich krypt (Sato et al. 2009. Nature)
— neni systém kultivace udrzujici zakladni fyziologické vlastnosti stfevnich krypt — izolace

kmenovych bunék stfeva (Lgr5* bunky, Barker et al. 2007. Nature)
— pouziti specifickych faktoru pfi kultivaci = vznik stfevni krypty z jedné kmenové buriky

Faktory: R-spondin (Wnt agonista, sebeobnova)
EGF (proliferace epitelovych bunék)
Noggin (zvySeni mnozstvi krypt)
matrigel s lamininem (zabranuje anoikis)

14

GFP
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Sato et al. 2009. Nature
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Zakladni typy organoidu

— organoidy se vytvareji diky schopnosti samoorganizace a diferenciace kmenovych bunéek
— byly vytvofeny organoidy pro rtizné typy organu — tenké a tlusté stfevo, jatra, ledviny,

plice, prostata, slinivka, Zzaludek, déloha, mozkova kura, retina, atd.

— dva typy organoidt v zavislosti na
pouziti vstupnich kmenovych bunék:

Pluripotent stem cells (PSCs)

— derivované z dospeélych organové specifickych
kmenovych bunék (ASCs)

— derivované z pluripotentnich kmenovych bunék
(PSCs) — embryonalni (ESCs) a indukované
pluripotentni (iPSCs)

=

Growth factors in the media direct cell differentiation

Organ-specific
adult stem cells
(ASCs)
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e
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Podminky pro vznik specifickych organoidu

— nezbytna soucast kultivacniho média — ‘ faict
tkanové specifické rastové faktory | T
—rtzné typy organoidu se vyvijeji a diferencuji J .
v zavislosti na pfidanych rustovych faktorech /& (o Vessel
— zavislost pouziti rustovych faktort na puvodu ,;{%l 2w X
kmenovych bunék S L -
— Pfiklad: Jatra w o™
—PSCs: BMP1, FGF1 N e
_ ASCs: BMP|, FGF|, Wntt, TGF1, HGF?, I s
EGF1, ROCK|

PSCs

v

v
v
v

N
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Tissue Specific
Growth Factors
for PSCs
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Tortorella et al. 2021. Eur Bioph J
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Zpusoby pripravy organoidu

— pFiprava organoidu muze probihat dvéma zpusoby a oba zplusoby mohou byt navic
kombinovany v zavislosti na potrebach experimentu:

Human pluripotent '
stem cells (hPSCs) Cerebral organoid

‘v.
/\

Unguided
differentiation

— nefizena (unguided) metoda pfipravy — spontanni
diferenciace a morfogeneze SCs

Agiregation Brain region-specific

organoid

— Fizena (guided) metoda pfipravy — indukce SCs do
specifické bunécné linie pomoci suplementace
rustovych faktoru

Guided
differentiation

Embryoid
body (EB)

Spheroid Spheroid

Jaké jsou zakladni rozdily v pfipravé a jaké jsou ;ﬂw &
vyhody a nevyhody pouzitych zplsobu pfipravy? e N

Fusion

Assembloid
Priklad: Metodika pripravy mozkovych organoidil s
NS

MUNI
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Qian et al. 2019. Development
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Nerizena (unguided) priprava organoidoveé kultury

— zalozeno na schopnosti diferenciace a spontanni
morfogeneze PSCs

— organoidy rostou v ECM, sami se organizuji do
mozkovych Casti na zaklade vnitrni signalizace sitnice

— vznik heterogenni tkané — predni, stfedni a zadni mozek,
choroidni plexus, sitnice, ...

— spontanni diferenciace zpusobuje nahodnou variabilitu

ovlivhnéni

ovlivnéni
Vyhoda:
komplexni tkan, navzajem se ovlivaujici bunécné typy

Nevyhoda:
nepfredvidatelny pomeér jednotlivych bunéénych typu,

heterogenni usporadani tkani _
Qian et al. 2019. Development
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Rizena (guided) pfiprava organoidové kultury

— diferenciace a morfogeneze PSCs ovlivnéna pfidanim
specifickych rustovych faktort v ranych fazich (moznost
odstranéni pozdéji)

— heterogenita tkané regulovana, vznik specifického
regionu s danou funkci

0.0

— moznost spojeni specifickych organoidi do asembloidu

Vyhoda:
imitace in vivo vyvoje daného typu regionu

Nevyhoda:
naruseni komplexity vyvoje tkané - zanedbani podstatnych
vlivl na vyvoj
Qian et al. 2019. Development
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Vznik asembloidu

— nova generace cerebralnich organoidu
— modelovani interakci mezi jednotlivymi
,2castmi“ mozku

Priklad: spojeni mozkovych organoidu

— vytvoreni regionove-specifickych
organoidu — sledovani vzniku nervovych
okruht propojenim morfologicky a
funkéné ruznych organoidu

20 Bi1130 - 3D kultury
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Zajimavosti ze sveta 3D kultur

—vznik nejen klinicky zamérenych organoidu
— porozumeéni biologicky zajimavym pochodidm
— vyuziti ve veterinarni oblasti (hospodarstvi)

— Organoidy z jedovych zlaz hada vytvarejici jed
— Organoidy ze stfev hospodarskych zvirat — skot, prase, kralik, kun, ovce, slepice
—,Xenoboti®

=
]
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Organoidy z hadich jedovych zlaz

& \ Snake venom gland
; B_®
i ~®

a?\?‘&
( = A &?B‘é&

v o " o e ” . o@i
— predchudce organoidu — kratkodobeé 9 snake species Y4
kultivace explantatu, suspenzni kultury,
vv s g s De novo transcriptome assembly
bunéecne linie s . n

ol A — AR

VVenom gland organoids
” . . Toxin identification
_ dlouhodoba kultivace — organoidy — & m = @@
sledovani biologie jedove zlazy a slozeni jedu 85 ‘

SVMP
Expansion
Differentiation

o.. %
Harvest organoid venom /
U ‘ ew& Organoid
0 venom

Post et al. 2020. Cell

Single-cell sequencing

— vyuzitelné v tvorbé antiséra

n=
(P ==
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Organoidy ve veterinarni oblasti

— derivace z tkanovych kmenovych bunek
dospélcu

— Prase — studium vstrebavani zivin a
interakce s patogennimi mikroby (stfevo)

— Kure — fyziologie stfeva, interakce s
mikroorganizmy, absorpce lecCiv

— Pes — vstrebavani IéCiv ve streve,
keratinocytové organoidy (nemoci kuze),
organoidy z nadoru prostaty a mocového
mechyre

— KocCky, kone, ovce,...

23  Bi1130 - 3D kultury
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NOVINKA — konec roku 2021: Xenoboti

Xenoboti — samostatené se rozmnozujici shluky bunék ze zarodku Xenopus laevis
(Kriegmann et al. 2021. PNAS)

— uméle vytvorené shluky bunék puvodem ze zarodku zaby drapatky (pluripotentni buriky z
animalniho pélu embrya Xenopus laevis)

— schopnost samostatného rozmnozovani - oproti ostatnim mnohobunéZnym organizmum
nepotrebuji k rozmnozovani jiného jedince (vnitfni ani vnéjSi povrch)

— podobné rozmnozovani jako na subcelularni urovni — nashromazdeni extracelularniho

— VIDEO: https://www.pnas.org/content/118/49/e2112672118 M
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Kultivacni prostredi — extracelularni matrix (ECM)

a

Organoid 42 "¢® ®_ o

—organizace — bunky potrebuji vnéjsi
prostfedi co nejvice podobné prirozenému

— zaruCeni moznosti bunkam organizovat se
a rozrustat se do trojrozmérného utvaru

— pouziti tzv. hydrogell (vysoce hydratované
polymerni materialy)
— prirodni nebo synteticke

Kassis et al. 2019. Sci Rep
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Matrigel, Geltrex, Cultrex BME

— Bazalni membrana z mysSiho sarkomu (Engelbreth-Hold-Swarm matrix)

— Ruzné obchodni nazvy pro jeden typ ECM

— Kolagen 1V, laminin, heparan sulfat, entactin

— Nevyhoda: Spatné definovatelné slozeni, velka variabilita rozdily mezi
Sarzemi, xenogenni puvod (limit pro klinické aplikace)

R
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Alternativa — prirodni hydrogely

— Matrigel — vice nez 1800 ruznych proteinu

— Definovatelné a stalé slozeni

— Alginat - biopolymer z hnédé rasy, podobnost
zivocCisné extracelularni matrix, biokompatibilni

— Chitosan — polysacharid, vyroba z chitinu
(schranky korysu)

— Kolagen — napr. izolovany kolagen |. typu z
prasecich slach

— Kyselina hyaluronova — Hystem™ hydrogel

27  Bi1130 - 3D kultury
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Decelularizované hydrogely

Decelularizovana ECM uréena k vytvoreni gelu

— nejvyznamnejsSi matrice podobné tkanim pro 3D kultivace

— velice podobné prirozené extracelularni matrix

— jednoslozkoveé a kompozitni (obohaceny napf. o rustové faktory, enzymy, syntetické
polymery...) hydrogely

— Priprava napf.: odbér tkané — decelularizace - vysuseni mrazem a rozemleti — ozareni a
enzymatickeé rozlozeni - neutralizace

— schopnost vytvofit gel, zachovani struktury ECM, schopnost indukovat tvorbu organoidu

da yircadiation
Tissue harvest Decellutarization Freeze dry and milling and digestion Neutralization

Giobbe et al. 2019. Nat Comm
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Decelularizovana jatra

— odstranéni jaternich bunék promytim — neni narusena struktura
— vyborné vysledky v kultivaci jaternich organoidu
— lepSi vysledky nez pfi pouziti kolagenovych ECM

Baptista et al. 2011. Hepatology

Bi1130 - 3D kultury
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Decelularizovana streva

— odstranéni vSech bunécnych komponent promytim — neni narusena struktura

— zachovani lamininu a kolagenu Il. typu po decelularizaci

— nestimuluje tvorbu stfevnich organoidu z ESCs — Castecné diferencované strevni
organoidy naopak vytvareji typickou stfevni morfologii

.

Whole tissue
ng of DNA / mg ot tissue

Triton X-100 #1,2

DNase
Deoxycholate

-
=
< e
5|
-
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Charakterizace organoidu

— charakterizace organoidové kultury v pribéhu kultivace a po ukonceni kultivace — sledovani
vlastnosti organoidu na makroskopické, mikroskopické a molekularni urovni —

urceni specifické morfologie, exprese molekul a funkce pro danou tkan
(podobnost s realnou tkani)

Characteristics of organoids 1. Organization 2. Multicellularity 3. Function
{ 2y,

1 . 7 ,u,& 5’ U3 Enterocyte ‘
59 ' %?}‘01 %’ Goblet cell S~ |
4 ot ce ht- )
P ; g“& | | microblals\

5
E! _,L\_ Stem cell /
. JNiche |
filus domain ﬁ !
. Cryot domein Y e © “'f Paneth cell signals
R —{(¥ | |

o
% | 83 Endocrine cell

o

!

R |

— Mikroskopie — bright field, skenovaci a rastrovaci elektronova mikroskopie

jumn:md’"" “u:.
o

g 1y

— Histologické preparaty — zpracovani organoidu na histologické rezy
_ _ _ ) Bartfeld and Clevers. 2017.

— Imunohistochemie — detekce proteinové exprese 3 Mol Med

— RNAScope — detekce genové exprese

— RNA-sekvenace — Bulk RNA-seq, Single cell RNA-seq

31 Bil1130 - 3D kultury

n=
Y=

e ——



Mikroskopie o R

s

— Bright-field makroskopie/mikroskopie — jednoduché @
urceni mnozstvi, velikosti, morfologie a rychlosti rustu

"4
organoidu ' '({ . }

Bnght-field

d
— kombinovatelna s fluorescencéni mikroskopii — pouziti
fluorescencnich konstruktu (rozliSeni pozorovanych
organoidu od ostatnich)

MUNI
SCI1
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— charakterizace povrchovych struktur
organoidu

— interakce bunek na povrchu organoidu,
struktury na povrchu

— lumen — struktury vytvorené v dutiné
organoidu — rasinky

— organoid endometria

33  Bi1130 -3D kultury




Transmisni elektronova mikroskopie

— charakterizace ultrastruktury organoidu

— kombinace ultratenkych fezu a velkého
zvetseni

— sledovani bunécnych organel a
bunéénych produktu diky velkému
zvetseni

— organoid endometria

34 Bi1130 - 3D kultury Luddi et al. 2020. Cells



Histologicke rezy © D,

./
- o
) -
— Fixace 4&\) am,.
o, , wy N Qe
— Zaliti do média ¢ S

— Krajeni histologickych fezu
— Barveni (Haematoxylin-Eosin)

H&E —

— sledovani mikroskopické struktury organoidu —
charakterizace zakladnich bunécnych typ
— porovnani s mikroskopickou stavbou skutecného organu

MUNI
SCI1
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Detekce genoveé exprese — In situ hybridizace (ISH)

— detekce genove exprese v B
. v _ RNA in situ Hybridization (RNA-ISH)
OrganOldU Streva psa' Jejunum Tissue Jejunum Enteroids
— detekce genové exprese LGR5 s 3% tw L] M e S Y, f}
(Cervené, intestinalni kmenové &.0MF 3L R .‘-’.ij:._, LRt \‘*da
buriky) CRUREA A ey
_ !\ -’ ~!-og_.

LGRS
§-~
k "
rﬁ
5?;;

— porovnani exprese mezi tenkym
stfevem a stfevnim organoidem R ’“‘-;— ‘{é e * 4-
ﬁ% e s
> 3

% 50 ym
£ - _I.hn._md

Chandra et al. 2019. BMC Biol

— Princip ISH: pfednaska - Metody detekce nukleovych

n=
Oc

kyselin - Hampl

36  Bi1130 - 3D kultury




Detekce genoveé exprese — RNAScope

. : Control Co-culture
— detekce genove exprese v organoidu ,

streva:

~

— RNAScope (Cervené, markery zralych
intestinalnich bunék)

DEFAS/L

FM4/ASCLZ

" -

()

— Princip RNAScope: prednaska - Metody detekce nukleovych

kyselin — Hampl

— Princip IHC: prednaska — Metody detekce proteint - Harno$
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Detekce proteinové exprese —imunohistochemie (IHC)

— detekce proteinové exprese v organoidu

— urcCeni exprese tkanoveé specifickych
proteinu (Cervené) pomoci
imunohistochemické metody a _
fluorescencni mikroskopie | YFP Ki67 DAP! . CKS DAPI

g
K
— Princip IHC: pfednaska - Metody detekce proteinoveé exprese - S T
Harno$
Chua et al. 2019. Nat Cell Biol
38  BIi1130 - 3D kultury Igl g I:}:I I



New generation sequencing (NGS)

— Jak efektivné urCit zmény v sekvenci nukleovych kyselin, urCit expresi specifickych RNA
molekul a pripadné rozlisit jednotlivé bunécné typy v heterogenni populaci bunék?

—tradiéné — ISH, IHC, prutokova cytometrie — omezené mnozstvi molekularnich markeru,

neefektivni
Reseni?
Bulk RNA-seq - ureni celkové genové Single-Cell RNA-seq — urCeni genové exprese
exprese v heterogenni populaci bunek individualne v kazdé bunce

2.0

ach cell type has a distinct
expression profile

AVErBge gene expressson
Irom all cells

| o« 85
¥ .

Princip NGS: prednaska - Metody detekce nukleovych kyselin — Hampl

n=
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Vyuziti technologie organoidu

— podobnost organu s organoidy — vyuziti organoidu jako nastroje v modelovani a
studovani fyziologickych funkci a organovych patologii

— Bazalni vyzkum:
— Vyvojova biologie — embryonalni vyvoj organu
— Biologie tkani — homeostaza tkani a organu dospélcl (obnova stievniho epitelu)

— Klinicky vyzkum:
— Regenerativni medicina
— Modelovani organovych patologii
— Vyvoj léku a personalizovana lécba

— Organoidové assaye
— Centrum organoidovych technologii Hubrecht

Bi1130 - 3D kultury
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Vyuziti organoidu ve vyvojové biologii

— embryonalni vyvoj mozku

— vytvoreni mozkoveho organoidu telencefala
z lidskych iPSCs

— obsahuje radialni glie (progenitorové buriky
CNS) a specifické typy neuronu

— exprese genu typickych pro telencefalon,
geny typické pro jiné oblasti nejsou
exprimovany

— studium vyvoje lidského mozku a
vyvojovych vad mozkové kury

Mariani et al. 2012. PNAS

n=
(P ==
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Vyuziti organoidu v regenerativni mediciné

— Regenerativni potencial organoidu?
— Cesta k vyuziti:

Transplantace organoidu do modelového organizmu daneho onemocnéni
Uspéch transplantace — vylé&eni nebo prodlouZeni doby Zivota organizmu
Potvrzeni funkénosti organoidu

Mozné pouziti organoidu v regenerativni medicineé jako produktu tkanoveho
inzenyrstvi, tzv. tkanoveé grafty (stépy, transplantaty)

> W

Current Challenges Associated with the Use of Human Induced Pluripotent Stem Cell-Derived Organoids in Regenerative Medicine. Lee and Son. 2021. Int J Stem Cells

n=
Y=
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Vyuziti

organoidul v regenerativni mediciné - ja

tra

= Graft +
© = Graft -
= Non-transp.
1.0
. § i
“ e Liver damage Lgr5* cells  Culture Organoid |- 08
e, ? 0.6+
e’ Y
t?*;C\?E" —> _)_)E_) "§04-
éjﬂ&%? FACS 2 ;
Ductal domain < 3 02
b c 0.0 *
0 20 40 60 80
Time (days)
a ’ ..y"iv‘- % y i )
Expansion Differentiation [ oc Transplant ./(D\
@—> ' o —> > -’\\:::)
) (EM) (> (DM) ) ¢ >
Lgrd*  ,Lgr5 AIb® Lgrs AlbSuSAtls Fah'- - -
Sox9 Fah lSox9 FahT mice Fah* grafts
'Krt19 Cyp Krt19 Cyp

In vitro expansion of single Lgr5* liver stem cells induced by Wnt-driven regeneration. Huch et al. 2013. Nature
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Vyuziti organoidu pro modelovani organovych patologii

— moznost modelovani vyvojovych patologii i
patologii dospelcu OO - AL
— vytvoreni patologickych bunek genetickymi oo
technikami nebo izolace pfimo z pacienta  wscics

healthy
lung organoids

— kokultivace nadorovych organoidu s
periferni krvi — stimulace tvorby T bunék NecLe-s

— ni¢eni nadorovych (plicnich) organoidu 0%
autolognimi tumor-reaktivnimi T bunkami

Dijkstra et al. 2018. Cell
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— vytvoreni organoidu pro vyvoj a
testovani IéCiv a |éCebnych postupu —
chemoterapie, radioterapie,

— moznost vytvoreni tzv. patient-
derived organoids — personalizovana

— upraveni léCby pro pacienty tzv. na
télo diky pfedchozimu testovani IéCiv
na organoidech derivovanych z
bunék pacienta

— moznost uchovani ostatnich
organoidu pro pfipadné dalSi testovani

45

Vyuziti organoidu pro vyvoj a testovani

personalizované lécbe

imunoterapie

lécba

Bi1130 - 3D kultury
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Liu et al. 2021. J Trans Med
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Hubrecht Organoid Technology (HUB)

— Hubrecht Institute, Utrecht, Holandsko - misto vzniku prvniho organoidu — Sato, Clevers
— patent na tvorbu organoidu z lidskych tkanové specifickych bunék (ASCs)
—tvorba epitelialnich tkani

Organoid Technology
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Vyhody a nevyhody vyuziti organoidu

— Vyhody:
— 3D oproti 2D buné€nym kulturam
— Dlouhotrvajici kultivace
— Nahrazeni zvifecich modelu
— Velmi podobné realnym tkanim
— Moznost vytvorit témér jakoukoliv tkan
— Heterogenita — efekt I€éCiva na heterogenni populaci bunék
— Klonalita — tvofen z jedné buriky

— Nevyhody:
— Casto nedostate&né prozkoumany a ovéfeny charakteristiky
— Efekt hydrogell z bazalni membrany na chovani bunék (pfirozena diferenciace nebo nahodné prfeprogramovani?)
— nevhodnost pro studium nadort (organoidy potfebuji pfichyceni k podkladu, nadory ne)
— nadory in vivo jsou pIné struktury, nadorové buriky vytvari duté organoidy (morfologie neni stejna)
— nutnost Cisté kultury — Casto jsou nadorové organoidy kontaminovany zdravymi bunikami
— Heterogenita — objasnéni mechanizmu pusobeni IéCiva v heterogenni oblasti
— Klonalita — musi byt vytvoren z jedné bunky, pfi vysévani vétsi hustoty bunék problém
— Reproducibilita — heterogenita se liSi mezi organoidy, tézko Ize opakovat experimenty
— Mutace — nutnost urcit kolik procent bunék nese mutaci (vysledny efekt uc€inku IéCiva na které bunky)

=
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