Biotechnologické procesy

Dnes o zivocisnych bunkach, potazmo pak o skupiné zivocisnych buneék,
kterym rikame kmenovéh bunky

Blok IV.

Vladimir Rotrekl @ 2020



Biotechnologické procesy: Zivocisné tkanové kultury a kmenové bunky:

Sylabus

1) Uvod do Zivocisnych bunék a jejich specifik, potence a diferenciace, Hayflickuv limit, imortalizované linie, kultivace a
jejich diferenciace (véetné large scale, GMP a industry grade)

2) Pouziti zivocisSnych bunék k vyrobé |éCiv, pouziti ZivociSnych, potazmo kmenovych bunék ve screeningu a vyrobé
|éCiv

3) Zivoéiné bufiky a bunééna terapie, kde konéi transplantace a zaéina biotechnologie, metody, pfiklady, poZzadavky
SUKL/EMA na jejich vyrobu a pouziti

4) Specialni aplikace a vyhled do budoucna (3D kultivace, Organoidy, 3D tisk bunék, in vitro tvorba nahrazek tkani a
organu, genova )

Vladimir Rotrekl @ 2020



Dalsi zdroje bunék pro organoidy: ...Sferoidy a organoidy z nadorovych kultur

Primarni nadorové bunky nebo nadorové linie ve smisené kulture s kmenovymi bunkami
(pluripotentnimi/mezenchymalnimi/tkanové specifickymi):
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Nadorové bunky nastavuji mikroporostredi pro kmenové bunky a nékdy umoznuji diferenciaci a usporadani organoidu bez
pouziti rastovych faktortd a dodanych proteinl/peptid’ extracelularni hmoty (ECM)..

Harane; Cells 2023 .. https://doi.org/10.3390%2Fcells12071001
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Dalsi zdroje bunék pro organoidy:

...Sferoidy a organoidy z mezenchymalnich KB

Sferoidy z mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC) vyrobene akustickou vinou
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Organoidy — dodatek (z ceho a jak systematicky..)
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Organoidy a transplantace

-limit velikosti: vaskularizace

Transplantace zahrnuje vétsinou 10°9-108 bunék.... Proto snaha ziskat velké organoidy

ALE !!!

Velké mnozstvi bunék, absence perfuze
+ Nedostatecna pasivni difuze kysliku
Masivni vrstva extracelularni hmoty

0, control organoid




Output Light Input Light

Organoidy a transplantace

-limit velikosti: vaskularizace

/

...jinymi slovy snazime se vytvofrit ,,cévni” systém

> S N 2-photon

. . Jo. absorption  §
Vaskularizace/perfuze organoidu: |
* Bioprinting
* Digital micro mirror (DMD) patterning
e Direct 2 foton fabrication
* Sacrifical networks 1. Organoid Remodeling
e Substractive fabrication by lased ablation transplantation (2-4 weeks)
e Tvorba matrice s proangiogenni aktivitou
* Induced angiogenesis in engeneered tissue

v

* Organoid Vascularization via in vivo Organoid Transplantation

K tomu vSemu vétSinou potrebujeme microfluidiku



Mikrofludika

Mimicking the life..

Size matters..
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Metody pfipravy mikrofluidnich systému:
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Mikrofludika

Od mikrofluidnich systému cekame:
Vyuziti toku Zivného roztoku, nebo média mikroskopickymi kanaly (velikostné srovnatelnymi s velikosti bunék

,Primitivni“ mikrofluidni systém zajistujici perfuzi mnoha malych jaternich organoidd (v podstaté srovnatelné s bioreaktory)
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S5 hiPSCs EBs Endoderm  Hepatic progenitors Liver organoids  Liver
2. hiPSCs
B ;,J{. e Micropillars

~Culture chamber

Liver organoid-on-a-chip Enlarged view

Yu et al. Micromachines, 2019



Mikrofludika

Od mikrofluidnich systému cekame:

Vyuziti toku Zivného roztoku, nebo média mikroskopickymi kanaly (velikostné srovnatelnymi s velikosti bunék
Potrebujeme:

Schopnost regulace toku (jiné pozadavky napr. pro motorické neurony a stfevni epitel)

Rizené ventily pouZivané v mikrofluidnich systémech: (¢asto pouZivany material PDMS (Polydimethylsiloxane))

a. closed b. open c. closed
PDMS
mimnieny ¥ __0 _§ ¥ __ 1
|’7[_| i i L*_l LF valve CL?SEd Fluid!ﬂm'.' b valve oEen

s
control channel

I BN N BN N BN BN B BN OB B B .
control .chgnrel

= 3
A
5
3
i'ﬁ@’"ﬁ: SR
« e 0
A i 5

7R ALh

2 &
= 3
= ."-".
' o

Sanl'n ple Reagent

J i 100 pm
Microvalve —
I I N BN BN BN BN BN BN B B B BN BN B B

ELVESYS Evelflow



Od mikrofluidnich systému ¢cekdame:

Mikrofludika: Cipy

Vyuziti toku Zivného roztoku, nebo média mikroskopickymi kanaly (velikostné srovnatelnymi s velikosti bunék)
Potrebujeme:

Schopnost regulace toku (jiné pozadavky napr. pro motorické neurony a stfevni epitel)
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Yu et al. Micromachines, 2019



Pfenosna 3-D tiskarna ,kuze”

e Mikrofluidni tisk vrstvy smési bioinkoustu (napfr alginat, fibrin, kolagen, hyaluronat) a koznich bunék (keratinocyty)
* Nasleduje rychly kroslinking: kryci vrstva kroslinkeru — trombin pri tisku fibrinu, 10mM NaCl pro alginat atd..

Microfluidic Cartriclge Driven Biomaterial/
X-linker w c/ ;— ®  Wheel Tissue Sheet
Bioink _

-
- - I.-‘ - - -

Substrate / Wound Bed

Hakimi, Lab on a Chip, 2018



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 bariéry
- Nejasna biologie




Umélé (chemické) nosice
a kmenoveé bunky

3iologické bezbunécneé nosice
a zdravé funkcni bunky

+ Neomezené zdroje

- Pouze “jednoduché” aplikace

- Absence bioaktivnich molekul a
induktivnich signald

- Limitace podobné jako s organy




3D kultivace tkanovych kultur: kultivacni nosice (scafoldy)

3-D tisk: Decelularizovana tkan/organ:

..viz Biotechnologické procesy:
zivocisné tkanoveé kultury, blok 11l

Decelularizace: vétSinou pufrované roztoky obsahujici silné detergenty (napf. 1% Triton, 1% SDS)
— rozpusti membrany a perfuze vymyje obsah



1)
2)
3)
4)
5)

Perfuze organu — zdklad decelularizace

« Hlavni zasobovaci tepna

Organova lazen
Temperovaci okruh
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Peristalticka pumpa
Kontroler tlaku
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Blum, Technological Advances in Organ Transplantation, 2018



@ Decelularizace mezibunécné hmoty

Tok
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~=

Tok

Kolagen, Laminin,
Fibrin atd
(detergent neublizi)

1) Organova lazen

2) Temperovaci okruh
3) Teplotni ¢idlo

4) Peristalticka pumpa
5) Kontroler tlaku
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Zia a kol., Critical Reviews in Biotechnology, 2015



@ Decelularizace mezibunécné hmoty

Tok

N\ @
SDS \\_’QX/

. 0.15 M PBS
Triton Adenosine 1% Triton X-100
Tok - -
1% SDS 0.15M PBS
Kolagen, Laminin, Antibiotics

Fibrin atd

Repopulace

organu s pouzitim bunék z
tkanové kultury

Zia a kol., Critical Reviews in Biotechnology, 2015



Tvorba lidského srdce z kmenovych bunék na scafold od darce

Umélé srdce
docasné reseni pred
transplantaci



Tvorba lidského srdce z kmenovych bunék na scafold od darce

Lidské srdce nepouzitelné
k transplantaci

Umélé srdce

e dodasné feseni pred
. transplantaci

Zvireci podobné velikosti a funkce



Tvorba lidského srdce z kmenovych bunék na scafold od darce

Lidské srdce nepouzitelné
k transplantaci

Decelularizace lidského srdce

Ott et al., Circulation Research, 2008



Tvorba lidského srdce z kmenovych bunék na scafold od darce

Lidské srdce nepouzitelné
k transplantaci

Repopulace
decelularizovaného

srdce
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pluripotentni bunky

Ott et al., Circulation Research, 2008



“‘Umela” plice za pouziti kmenovych bunék a diferenciace in vitro

...a doCasna podpora dychani

Management selhani plic:
- Docasna mimotélni oxygenace

- Transplantace plic

...nebo vypéstovat nové plice




“‘Umela” plice za pouziti kmenovych bunék a diferenciace in vitro

...a doCasna podpora dychani

...nebo vypéstovat nové plice
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...nebo vypéstovat nové plice

[

decelularizované plice

Rozpéstovana smeésna primokultura in vitro

Cévni epitel Plicni epitel

Vascular Endothelium Pulmonary Epithelium

T. H. Petersen et al., Science 329, 538-541 (2010)
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...nebo vypéstovat nové plice

Rozpéstovana smeésna primokultura in vitro

Cévni epitel Plicni epitel

i Vascular Endothelium Pulmonary Epithelium

Vascular
perfusio

— e —
“Breathing loop”
‘,_.-——-"'_':;_"---—

-

- Syringe

exchange)

decelularizované plice

T. H. Petersen et al., Science 329, 538-541 (2010)
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...nebo vypéstovat nové plice

Rozpéstovana smeésna primokultura in vitro

Cévni epitel Plicni epitel

i Vascular Endothelium Pulmonary Epithelium
Vascular
perfusio
“Breathing Ioop
vV Syringe _
exchange) pump

decelularizovaneplice . \iv0: 45-120 minut participovaly na vymén kysliku

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



Srdce

Decelularizované scafoldy + repopulace: dalsi organy..

Ledviny (repopulace mESC)

Native H,0 1% Triton X-100 1% Triton X-100 0.1% SDS

bez funkcni odezvy

Pulmonary Epithelium

i Vascular Endothelium

Vascular
perfusio

Bonandrini, Tissue Engeneering, 2014



Zubni lékarstvi pristi generace?

“‘Dospélé” kmenové bunky
& organové kultury

Pluripotentni kmenové bunky
& syntetické nosice

Diferenciace bunék nervové listy,
odontogennich a osteogennich bunék

F '-EI

.-"x\
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Q:"'\ 0 =
Epitelialni kmenové bufiky | E% ‘:>‘ ﬁ% :> @

Mezenchymaini kmenové buriky

Bunécné kultury

a-actin

By

Hydrogel

Organové kultury

Transplantace




Klinicke zkousky bunéénych produktl nemaji na rtzich ustlano...

... hebo maji?

Léky/lécebné zakroky obsahujici kmenové burnky

Upraveno Evropskou lékarskou agenturou (EMA) evropskou smérnici Regulation (EC) No 1394/2007:

Zavazné pro jakykoliv Iék, IéCebnou metodu, ktera zahrnuje:
* vice, nez minimalni manipulaci jakéhokoliv bunécného typu uréeného ke klinické aplikaci

* Zamyslené pouziti bunék se lisi od jejich normalni funkce v téle


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2007:324:0121:0137:en:PDF

Klinicke zkousky bunéénych produktl nemaji na rtzich ustlano...

... hebo maji?

Geron:

2009 Klinicke zkousky (l. Faze)
pouze 4 pacienti s poranénim michy (ptvodné
planovano 8) 7- 14 dni po poranéni

2011 Geron predCasné zkousky ukoncCil — vysledek:
,No adverse effect”

2014 Geron restartuje zkousky (Nature (2014)
510;18:7503)



Klinicke zkousky kmenovych bunék nemaiji na rtzich ustlano...

... hebo maji?

ClinlcalTrials.gow is a registry and results datebase of publicly and privately supported

Clin icalTrialS- ov clinical studies of human participants conducted around the world. Learn more abou ~ A "
A service of the LS. National \rﬁtutes of Health t Hestin r t : o Stav na pocatku ro ku 2024

clinical studies and about this site, Including relevant history, policies, and laws.

Find Studies About Clinical Studies Submit Studies Resources About This Site
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Learn more

Indukovaneé pluripotentni KB: 94 studii

HOME RSS FEEDS SITE MAP TERMS AND CONMDITIONS DISCLAMER COMNTACT MWLM HELP DESK (pOdObné aplikace’ jako u embryonélnl’Ch kmenovyCh
bunék+diabeticka retinopatie, talasemie)

Copyright Privacy Accessiniity Viewvers & Players Freedom of Information Act LUSA goy
LS. Mational Library of Medicine LS. Mational Institutes of Hestth U5, Department of Healtth & Human Services

Mezenchymalni KB: 1458 studii
(osteoartritida, anemie, encefalopatie, rekonstrukéni svalova chirurgie
+ podobne jako vyse)



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

Cluster Resizing
TGFB Signaling
% Serum-Free

Dynamic Function Glucose Tolerance

Insulin Secretion

High Glucose
——

I Blood Sugar

Valasco-Cruz, 2019 Cell

e iPSC and ESC derived pancreatic -cells are responsive to glucose level
* transplanted cells rapidly restore glucose tolerance in mouse
* on going trial in humans



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

Patofyziologie a strategie [eCby KB Anatomie poSkozeni Stav po transplantaci
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obnoveni funk&nosti motorickych neuront
obnoveni pohybovych funkci

Model: laboratorni potkan

Adaptovano ze Stem Cells, 2010
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Uspéchy: Embryonalni kmenové buriky b oo (a3

...Regnerace RPE...
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..Srdecni zaplaty

Pacient s akutnim |
srdec¢nim selhanim
(rozsahlé jizvy) "V | =

» 5% ejekeni frakce
» Trvaly pobyt na JIP
* Mimotélni obéh

* Progndza v tydnech

Teruo Okano: ISSCR Yokohama 2012; current status: unknown



..Srdecni zaplaty

Indukované pluripotentni
kmenové bunky

Pacient s akutnim
srdeCnim selhanim |
(rozsahlé jizvy)

Reprogramace

Diferenciace

Jak transplantovat tkanovou kulturu do rozsahlé jizvy na srdci?

Srdecni bunky

Teruo Okano: ISSCR Yokohama 2012; current status: unknown



..Srdecni zaplaty

Pacient s akutnim
srdec¢nim selhanin
(rozsahlé jizvy)

Teplosenzitivni material na tvorbu bunécné monovrstvy

Cell-cell junction Surface protein - @:M- :
e B~ B
DOTIIITIS “O& 7T
T

ECM sruption of cell-cell junctions,
surface proteins, and ECM

[a) Protease treatment

Action potentials of
3T 20°C a cardiomyocyte sheet

oieioieieieie — “pm
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{b) Temperature-responsive culture surface

Odbér epitelu nosni sliznice: primokultura
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Haraguchi a kol., SAGE-Hindawi Access to Research Cardiology Research and Practice, 2011



..Srdecni zaplaty

Indukované pluripotentni
kmenové bunky
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3-D Diferenciace
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..Srdecni zaplaty

(5 (\ Odbér epitelu nosni sliznice: primokultura
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Reprogramace
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kmenové bunky

Pacient s akutnim
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3D tissue
reconstruction

3-D srdecni zaplata

Teruo Okano: ISSCR Yokohama 2012; current status: unknown Haraguchi a kol., SAGE-Hindawi Access to Research Cardiology Research and Practice, 2011



Transplantace trachei, vypéstované z vlastnich epitelialnich bunék pacientce s
genetickou stenozou

15-leta divka s akutni stendzou priadusnice

A

Odbér epltvelovych Expanze v primokulture Repopulace
bunék . .
: decelularizovaného
A S_tz\] scafoldu od darce
[ o | B
. , J/ S /' h‘“_ﬂ H \ = e
Hybridni transplantace s -i'-i\l s P — .
(autologni buriky + alogenni scafold) ﬂ b ﬁ -E"""':l-.;-_:
| 5 b
il

T cays i 48 P ——y

airs i _ i 5“diﬂﬂ

Elliot a kol., Stem Cells Translational Medicine, 2017



Transplantace trachei, vypéstované z vlastnich epitelialnich bunék pacientce s

genetickou stenozou

15-leta divka s akutni stendzou priadusnice
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Ohrozil pacienty na zivoté? Hvézdny lekar
nabizel riskantni operaci

® 18. (nora 2016 12:00

O X & Q

Dokument védské televize pfitahl pozornost k praktikém chirurga Paola Macchiariniho, ktery
se proslavil ojedin&lymi operacemi priidusnice. Podle filmafid i nékterych Iékaf viak Iékaf
uvadél pacientlim nepravdivé informace.
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Paolo Macchiarini na fotografii pofizené v dobé nastupu na prestizni védskou lékaiskou
univerzitu Karolinska Institutet v roce 2010. | foto: STAFFAN LARSSON/KAROLINSKA
INSTITUTE

Transplantaéni vykon roku, timto a daléimi superlativy novinari i 1ékafi
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Elliot a kol., Stem Cells Translational Medicine, 2017



Transplantace trachei, vypéstované z vlastnich epitelialnich bunék pacientce s
genetickou stenozou

15-leta divka s akutni stendzou priadusnice
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Ohrozil pacienty na zivoté? Hvézdny lekar
nabizel riskantni operaci

(® 18. dnora 2016 12:00

Dokument védské televize pfitahl pozornost k prakt
se proslavil ojedin&lymi operacemi priidusnice. Podl

V fijnu 2023 odsouzen ke 3 letim

uvadél pacientlim nepravdivé informace.

Svédska odborna komise nasla dikazy védeckého

podvodu v 6 publikacich, coz vedlo ke stazeni 11
Macciariniho ¢lanku..
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Paolo Macchiarini na fotografii pofizené v dobé nastupu na prestizni védskou lékaiskou : :
univerzitu Karolinska Institutet v roce 2010. | foto: STAFFAN LARSSON/KAROLINSKA cell seeding
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Transplantaéni vykon roku, timto a daléimi superlativy novinari i 1ékafi
R R e e Elliot a kol., Stem Cells Translational Medicine, 2017




Vybér recentnich aplikaci PSC v klinickych studiich

Disease Age-related macular Parkinson disease Spinal cord injury Diabetes Myacardial infarction
degeneration

iPSCs and/or R Y S ‘' s

ES cells @ '-@ @ @ @

Robust

differentiation

Cell type | Retinal pigment Al dopaminergic Oligodendrocyte Pancreatic islet f-cell Cardiomyocytes

|E|:ri|helium neuran (d) progenitor progenitor
-- e (e © s
JULJVULN q-,e'j\%{ | jo o 1
Current stage Clinical Phase | Clinical Phase | Clinical Phase | Clinical Phase - Clinical Phase |

and Phase ||

Mature Reviews | Molecular Cell Biology
Trounson, 2016

2020 (Clinicaltrials.gov):

89 studies using hiPSC

(Generation of clinical grade products)

41 studies using hESC

(Heart failure, intrauterine adhesions, Retina, ALS, meniskus, Parkinsons, Diabetes)



Co by se nam hodilo, ale tkanové kultury jsou na to zatim kratkeé...

s
Processin . ° v v v . . p
B i bt e Cca 1000 pacientu rocné potrebuje transplantaci kostni
is processed in the lab v v
to purify and concentrate drene
Qo the stem cells.

Collection , . L. e

Stem cells are eelE s ‘ * Trvaly nedostatek darcu (dlouhé ¢ekaci Ihuty)

from the patient's bone

marrow or blood B

Cryopreservation * Umime kultivovat hematopoetické bunky z kostni drené?....

Bloed or bone marrow
is frozen to preserve it ‘l

f Reinfusion
™ Thawed stem cells
are reinfused into ,:
the patient s
‘ E Chemotherapy
¢ High dose chemotherapy

" and/or radiation therapy
PATIENT is given to the patient

& BONEMARROW§ Allogeneic Transplant Process




Funk¢ni na mysich - zwitteriontovy hydrogel —

Co by se nam hodilo, ale tkanové kultury jsou na to zatim kratkeé...

Zaklad: Poly(carboxybetaine acrylamide)
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mimikuje scafold kostni drené

Cca 1000 pacintl ro¢né potrebuje transplantaci kostni
drené

Trvaly nedostatek darcu
Umime kultivovat hematopoetické bunky z kostni drené....

.. ale nezachovavaji si klonogenni diferenciacni potencial)

Hong, 2022.. https://doi.org/10.1039/D2TB01211A



https://doi.org/10.1039/D2TB01211A

Bezpecnost a etika



Jakakoliv aplikace PKB je podminéna kvantitativni diferenciaci do kyzené tkané

Vztah mezi pluripotenci a tumorogenicitou

&

pluripotent cell

(a) Telomerdaza

(b) Absence kontaktni inhibice
(c) Silny antiapoptoticky aparat
(d) Vysoka prolifera¢ni schopnost

Kooreman, J R Soc Interface. 2010



Technologie ke zvyseni bezpecnosti transplantace produktti z pluripotentnich kmenovych bunék

Bezpecnostni rizika transplantace produktt z
kmenovych bunék:

1.

Tvorba teratomu a teratokarcinomd z
kontaminace pluripotentnimi burikami
MnozZeni nechténych typu diferencovanych
bunék — nebezpeci nadoru, nebo zanétu

Nediferencované | _i@®.
pluripotentni kmenové Ll .}:
buiiky | @ag®

Diferenciace

l

Heterogenni populace | i@ i
‘5{' . -
4 - Nediferencovana
burika
Transplantace J\.

Nechtény diferencovany

.’| ¥| produkt

Bezpecnostni riziko 1:
Tvorba teratomu

Bezpecnostni riziko 2:
Nechténa
diferencovana bunka
se rozmnozi —
rakovina, nebo zanét

Martin a kol., Nature Communication, 2020



Technologie ke zvyseni bezpecnosti transplantace produktti z pluripotentnich kmenovych bunék

Bezpecnostni rizika transplantace produktt z
kmenovych bunék:

o . o i S ..
1. Tvorba teratomu a teratokarcinoma z uripotentet kmonong %;?t:
kontaminace pluripotentnimi burikami buiky | T i@®™

2. MnoZeni nechténych typU diferencovanych
bunék — nebezpeci nadoru, nebo zanétu

Diferenciace l

Nechtény diferencovany

.’| ¥| produkt

Heterogenni populace | i@ i
@% dif :
‘ namre L b:ﬁll(:rencovana
urtent Issue | Archive | Augio & Video | For Authors Transplantace &
H “ - “ma ) “ /
,Good practice“. Nature 2014 .
Good practice - Bezpecnostni riziko 1: Bezpecnostni riziko 2:
i Tvorba teratomu Nechténa

diferencovana bunka

se rozmnozi —
WHO (World Health Organization) rakovina, nebo zanét

EMA (European Medical Agency)
L o Nutné prokazat, ze preparat neobsahuje vice, nez 1
SUKL (Statni Ustav pro Kontrolu Léciv) ’ '

pluripotentni bunku na 1 000 000 bunék..

Martin a kol., Nature Communication, 2020



Technologie ke zvyseni bezpecnosti transplantace produktti z pluripotentnich kmenovych bunék

Bezpeénostni rizika transplantace produkt( z MEASURE (Japonska obdoba WHO)
kmenovych bunék: (Multisite Evaluation Study on Analytical Methods for Non-Clinical

1. Tvorba teratomt a teratokarcinomt z Safety Assessment of Human-Derived Regenerative Medical Products)

kontaminace pluripotentnimi burikami
2. MnoZeni nechténych typU diferencovanych

. v. . Standardizace |é¢ebnych pripravkd na bazi kmenovych bunék:
bunék — nebezpeci nadoru, nebo zanétu

1:1 000 000 s pomoci HEC analyzy

HEC assay:
Suspenze
»0ff the shelf” jednotlivych NarGst kolonii z
produkt bunék jednotlivych bunék
~ . - Poéet kolonii 1

isoci Redéni suspenze - < —
Disociace P = “‘gﬁ . (. Pocet nasazenych bunék 108

———> Ay~ (N

— =2 (R
‘%E\, o~
TrypLE -

na bazi trypsinu
Specialni medium Essential 8™

Nutné prokazat, ze preparat neobsahuje vice, nez 1
pluripotentnf bunku na 1 000 000 bunék.. Martin a kol., Nature Communication, 2020



Technologie ke zvyseni bezpecnosti transplantace produktu z pluripotentnich kmenovych bunék

Nediferencovana
burnka

Nechtény diferencovany

produkt

Bezpecnostni rizika transplantace produktt z
kmenovych bunék:
1. Tvorba teratomu a teratokarcinomu z

NANOG-iCaspased

AICaEQ

FRBP

& APZ1967

[hataradmarnzany

Call death

mFRB

ACTB-TKHSY
T
@
+ +Ganciclovir

Call death (of dividing cells)

FKBP™®'  FKBP™
kontaminace pluripotentnimi burikami ® hpaoier,
2. MnoZeni nechténych typU diferencovanych Gusodoeer)
bunék — nebezpeci nadoru, nebo zanétu b
Cell death
Editace genomu pluripotentnich kmenovych bunék — Eliminuje

pluripotentni
kmenové buriky

i) Vlozeni genu kaspazy pod promotor NANOGu (NANOG je
pluripotencni transkripcni faktor)

i) Vlozeni dimerizaCnich sekvenci v pritomnosti specialni
molekuly do genu kaspazy 9 — indukuje apoptozu

iii) VloZeni genu pro metabolizaci Gancicloviru — toxicky
produkt pro délici se bunky

Eliminuje cely
produkt v
pfipadé
nezadoucich
ucinka

Eliminuje délici
se bunky
odvozené od
hPSC

Martin a kol., Nature Communication, 2020



Technologie ke zvyseni bezpecnosti transplantace produktu z pluripotentnich kmenovych bunék

Bezpecnostni rizika transplantace produktt z

kmenovych bunék:

1. Tvorba teratomu a teratokarcinomu z
kontaminace pluripotentnimi burikami

2. Mnozeni nechténych typu diferencovanych
bunék — nebezpeci nadoru, nebo zanétu

Editace genomu pluripotentnich kmenovych bunék —

i) Vlozeni genu kaspazy pod promotor NANOGu (NANOG je
pluripotencni transkripcni faktor)

i) Vlozeni dimerizaCnich sekvenci v pritomnosti specialni
molekuly do genu kaspazy 9 — indukuje apoptozu

iii) VloZeni genu pro metabolizaci Gancicloviru — toxicky
produkt pro délici se bunky

Nediferencovana Nechtény diferencovany
burika produkt
@i!
[ 1
mmr;r:asas YFE, Mmoémw-?""’:
ACTE.‘K\mHLm ' -df.: TB{'.M:HW-HIFJMH‘
+AP20‘-I;J\€: ciclovir +A.P29N21 967
Zabrani Eliminuje Zabrani Eliminuje cely
teratomu délici se teratomu produkt v
buriky pfipadé
odvozené nezadoucich
od hPSC ucinkt
AP2018T (“AP207) AP21967 (AP21™ Ganciclovie
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Martin a kol., Nature Communication, 2020



Nad organoidem je uz jen cely organ.. muzeme ho vytvorit?

..aneb je libo jedno kontroverzni téma na zavér..?



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)
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Blastocyst Chimeric embryo

IVF embryo o ’ W ’ 5
* BeéZny postup tvorby transgennich mysi (fizena mutageneze ES pred

implantaci do blastocysty)



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)

Sbirky kmenu transgennich mysi IMSR

ES Cells
Sperm

Embryo

ESC %

E -

— ’ v . ; Archived
..-'1'- "t j;’ _ ’ Live
L ¢ i Crvaries
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Blastocyst Chimeric embryo

BéZny postup tvorby transgennich mysi (fizend mutageneze ES pred
implantaci do blastocysty)
* Pres 100 tis kmenU transgennich mysi po svété

IVF embryo



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)

Blastocyst Chimeric embryo

IVF embryo

Bavime se o mysich, co takhle mezidruhové chiméry...?



Zivocisné tkanové kultury — Tvorba chimérnich embryi

Tvorba chimér:

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

[N
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Makakjavsky -bunky oznacené zelenym
fluorescencnim proteinem (GFP)

P % . e
Blastocyst Chimeric embryo  D25-30 fetus FPiglet

IVF embryo o
- 2 narozené chiméry.

- Opici bunky v srdci, jatrech, slziné, plicich a kuzi, ale jide ne..

Rui, Protein & Cell, 2020



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)

Wi T

. Makak javsky -buniky oznacené zelenym
fluorescencnim proteinem (GFP)

Prase domaci

O-

Blastocyst Chimeric embryo  D25-30 fetus FPiglet

IVF embryo

Ale my chceme chiméry s plné vyvinutymi organy jednoho druhu..

Rui, Protein & Cell, 2020



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

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 casného embrya (od 8-bunécné blastuly do preimplantacni blastocysty)

Komplementace blastocysty:

MYS

POTKAN

Blastocysta

Embryonic stem cells

.“C,'. E
Blastocysft*'i'rﬂ«!'cecion

Netvori se slinivka

Mys s krysi slinivkou

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



INSIGHTS
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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
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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)

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

o iy '
] i .' i : _-l‘. ':’:_ f"’\o-_ e i)
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E_I B e __ _.....-"
Juan Carlos Izpisua Belmonte Organ = Injection of human stem
transplantation cells into pig embryos that
> are genetically modified to
t ; lack specific organs

Generation af a human J

Methods Mol Biol. 2019;2005:101-124.

Korektni vyvoj chimér 28 dni (pfevazné prseci embrya s lidskym podilem 1/10 000 bunék)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31175649

Lze v CR aplikovat zminéné biotechnologické postupy zahrnujici chimerni embrya?

Pravni ochrana embrya a plodu.. ..pred biotechnologiemi

(Iékarsky slovnik: Od poceti az po 9. tyden se jedna o embryo, po 9. tydnu az po narozeni o plod)

DO 12. TYDNE: Zni¢eni embrya nebo usmrceni plodu neni protipravni, pokud je provedeno dle:
,Interrupéniho zdkona” - zdkona ¢. 66/1986 Sb.
nebo
zdkona €. 227/2006 Sb (..o kmenovych bunkach)

Korektni vyvoj chimér 28 dni (pfevazné prseci embrya s lidskym podilem 1/10 000 bunék)



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."




Zakon 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

,Zamrazena 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 zaroven
drive, nez dojde k jeho pouziti k ziskani lidskych embryonalnich kmenovych bunék.
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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”
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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



LIDSKE INDUKOVANE PLURIPOTENTNI
KMENOVE BUNKY

* neni potreba destrukce embrya

* pro “reprogramaci” lze pouzit vlastni bunky pacienta a
odpada tak riziko GVH

Zakon upravuje pouziti iPS pouze jako GMO..

Eticky problém s hiPSC?



Eticky problém s hiPSC .... |

/arodecné bunky z pluripotentnich

Diferenciace do PGC

Spermatocyt

O

Hubner Science. 2003



Zakon 78/2004 Sb

Zakon €. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a
genetickymi produkty, ve znéni pozdéjsich predpisti
§ 22 odst 1) Ministerstvo vede registr geneticky modifikovanych organismu..

§ 35a odst 12) Za prestupek lze ulozit pokutu do
a) 5 000 000 K¢, jde-li o prestupek podle odstavce 1 pism. b), c) nebo f),

Vyhlaska ¢. 209/2004 Sb., o blizSich podminkach nakladani s
geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty



Dékuji za pozornost..

Vladimir Rotrekl
vrotrekl@med.muni.cz
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