Biotechnologické procesy

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

Blok II.

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) Poutziti zivocisnych bunék k vyrobé lécCiv, pouziti ZivocisSnych, 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
organul, genova )

Vladimir Rotrekl @ 2020



Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur
1. Vakciny proti virovym onemocnénim
2. Monoklonalni protilatky
3. Rekombinantni glykoproteiny
4. Hormony a rlstoveé faktory

5. Enzymy

6. Testovani léCiv
7. Bunécna transplantace
8. Tkanové inzenyrstvi

9. Vyroba organoid( a organl



Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur

1. Vakciny proti virovym onemocnénim

Zivé vakciny Oslabeny mikrob/virus spalnicky, priusnice, zardénky, zZluta zimnice
Inaktivované Mrtvy mikrob/virus cholera, Zloutenka A, obrna, vzteklina
Podjednotkova Cast mikroba/viru Zloutenka B, ¢erny kasel, COVID-19(spike protein)
Konjugovana antigen konjugovany s polysacharidy chripka
Toxoidova inaktivovany toxin tetanus, zaskrt
DNA/RNA (transfekce) DNA/RNA do bunék organizmu DNA: zvifata (chripka, herpes, HIV); RNA: CONV19 ™
AL
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Rekombinantni (transfekce) vektoru do tkanové kultury HIV, vzteklina, spalnicky,

chfipka — hemaglutinin v bakuloviru (FDA approved)




Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

V pripadé virl je treba
hostitel k amplifikaci — ¢asto
Aplikace Zivocisnych tkanovych kultur tkanova kultura

1. Vakciny proti virovym onemocngnifn

Zivé vakciny Oslabeny mikrob/virus spalnicky, priusnice, zardénky, zZluta zimnice
Inaktivované Mrtvy mikrob/virus cholera, Zloutenka A, obrna, vzteklina
Podjednotkova Cast mikroba/viru Zloutenka B, ¢erny kasel, COVID-19 (pr. Astra Zeneca)
Konjugovana antigen konjugovany s polysacharidy chripka
Toxoidova inaktivovany toxin tetanus, zaskrt
DNA/RNA (transfekce) DNA/RNA do bunék organizmu DNA: zvifata (chripka, herpes, HIV); RNA: CONV19 ™
AL
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Rekombinantni (transfekce) vektoru do tkanové kultury HIV, vzteklina, spalnicky,

chfipka — hemaglutinin v bakuloviru (FDA approved)




Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur

1. Vakciny proti virovym onemocnfarl

Zivé vakciny Oslabeny mikrob/virus

Inaktivované Mrtvy mikrob/virus

V pripadé virl je treba
hostitel k amplifikaci — ¢asto
tkanova kultura

Inaktivace

Teplem

Chemicky (formaldehyd)

lonizujicim zarenim

.

0

Oslabeni (genetické selekci)

Vv jiném organizmu:
Ziva zvifata

Oplodnéna vejce

Tkanoveé kultury (jiny druh)

Historicky nejrozsSirenéjsi, ale

- problematické

Nebezpecné (hlavné
imunokompromitovanym)
Musime mit kulturu/zvire, kde se
virus mnozi

Musi jit bezpecné inaktivovat

Nahodné procesy

mnohdy obtizné
reprodukovatelné

Posledni dobou kombinované s
editaci virového genomu



Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur

1. Vakciny proti virovym onemocnénim

UzZiti zivocisné bunécné kultury pri produkci vakciny:

e QOslabeni a selekce avirulentniho kmene viru

* Amplifikace viru v susceptibilnim bunécném typu



Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur

1. Vakciny proti virovym onemocnénim

7

UzZiti zivocisné bunécné kultury pri produkci vakciny:

e QOslabeni a selekce avirulentniho kmene viru

v ve zvifecich burikdch (ne lidskych — jiny, suboptimalni hostitel)
v' Alternativa k pouZiti zvifat jako suboptimalniho hostitele
v" Posledni dobou kombinovéano s genetickou Gpravou genomu viru

Zivodidna tkanova Virulentni
kultura virus

~ 40 pasaii (snizend teplota)

centrifugation

BN o0
- ‘:.:5 > 0

filtering

Avirulentni
virus




Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Kmen 17D ZLUTE ZIMNICE
byl oslaben pasazovanim v
Aplikace zivociSnych tkanovych kultur mysSich a nasledné v
kufecich embryich

1. Vakciny proti virovym onemocnénim

7

UZiti Zivocisné bunécéné kultury pfi produkci vakciny: /—POUOWRUS obrny byl

oslaben pasazovanim v
bunécné kulture z opicich

e QOslabeni a selekce avirulentniho kmene viru ledvin

v ve zvifecich burikdch (ne lidskych — jiny, suboptimalni hostigel)
v' Alternativa k pouZiti zvifat jako suboptimalniho hostitele
v" Posledni dobou kombinovéano s genetickou Gpravou genomu viru

VIRUS PRIUSNIC v kultufe
fibroblastu z kureciho

embrya /

Zivodidna tkanova Virulentni
kultura virus

~ 40 pasaii (snizend teplota)

centrifugation
r._._‘_‘-“‘\
n™ 6. i
ferin . ’
. Avirulentni

virus




Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

VAQTA: VAQTA - kultivovana na
vakcina proti hepatitidé A bunécné kulture
Aplikace Zivocisnych tkafovych kultur lidskych MRC-5 bunek
1. Vakciny proti virovym onemocnénim MRC-5:

Primokultura fibroblastu z
(potraceného) 14 tydenniho
kkavkazského chlapce

7

UzZiti zivocisné bunécné kultury pri produkci vakciny:

| INACTIVATED)
i VAQTA®

* Amplifikace viru v susceptibilnim bunécném typu
(jednodussi skalovani oproti uziti napf. slepicich

* IIlrlf.eton_tqins approximately SN
vajec) . Pt
Purifikace r,; o 4841 | 1 mL o110
centrifugaci, g U5 Gowt. Lic. No.2
Zivocisna tkanova Zaockovani ultracentrifugaci
kultura virem Kultivace Sbér afiltraci

%
> . filtering
b

Cell culture




Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivocisSnych tkanovych kultur
1. Vakciny proti virovym onemocnénim

Priimyslovy proces vyroby vakciny

Zaockovani
Zivodidna tkarova avirulentnim Kultivace
kultura virem
ik “‘:f '
"?ﬂ -

-
ALl
>
I'.Il l'.ll I'.Il I'.Il “{l‘;.ﬁfl —
€ e € N

o o B

Purifikace
centrifugaci,

ultracentrifugaci

a filtraci

centrifugation
‘,'"“‘S.i‘~

filtering

 Purification |
-

VAQT - kultivovana na
bunécné kulture
lidskych MRC-5 bunék

41 (HEPATITIS A VACCINE
%1 INACTIVATED)

i VAQTA®

(% ADULT FORMULATION
i | mL contains approximately X
+8 of hepatiis A virus antigen oo
31 olominum hydroxide odj

Pl fo. 4841 | 1mL  9TINI
' US. Gowt. Lic. No. 2

Add

Bulking agent

Adjuvant

Stabilizer

."-"' &

Preservative




Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur

1. Vakciny proti virovym onemocnénim

K dispozici nékolik oslabenych

variant Priklad (Casto) pouzivaného Morbiliviru

— virus spalnicek

Morbilivirus

Diky plasticité viru spalnicek mGZzeme do jeho genomu (RNA virus) naklonovat (povrchové) peptidy jinych virQl. P¥i
zachovani pravidla Sesti, Ize virus silné modifikovat a pouzit jej jako nosi€ antigenu jiného viru a pouzit jej k vakcinaci
proti jinym virovym onemocnénim.



Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur

1. Vakciny proti virovym onemocnénim

K dispozici nékolik oslabenych
variant

Morbilivirus

Tkanova kultura fibroblastl
MRC-5

Linie odvozena z plicniho epitelu 14 tydenniho
plodu (téhotenstvi ukoncené ze zdravotnich
dbvodu)

Priklad tvorby anti-CoNV19 vakciny

DNA/RNA peptid
(smési peptidll)
(napr. CoONV19 6 peptidd)

4

Klonovani do genomu oslabeného kmene
(napriklad oslabeny kmen morbilliviru - spalnicek)

4

Amplifikace viru v susceptibilni tkanové kulture
(napf. lidské fibroblasty MRC5)

4

|zolat viru = vakcina (1.Faze klinického testovani)

Launay a kol., Pasteur Institute, source: ClinicalTrials.gov
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Aplikace zivociSnych tkanovych kultur

1. Vakciny proti virovym onemocnénim

K dispozici nékolik oslabenych
variant

Morbilivirus

Tkanova kultura fibroblastl
MRC-5

Linie odvozena z plicniho epitelu 14 tydenniho
plodu (téhotenstvi ukoncené ze zdravotnich
dbvodu)

Priklad tvorby anti-CoNV19 vakciny

DNA/RNA peptid
(smési peptidll)
(napr. CoONV19 6 peptidd)

4

Klonovani do genomu oslabeného kmene
(napriklad oslabeny kmen morbilliviru - spalnicek)

Proceedings of the
MNation: iences
of the United States of America

Keyword, Author,

Articles Front Matter News Podcasts

RESEARCH ARTICLE

i
im

A safe and highly efficacious measles virus-based
vaccine expressing SARS-CoV-2 stabilized prefusion spike

Mijia Lu, @ Piyush Dravid, Yuexiu Zhang, Sheetal Trivedi, Anzhong Li, Olivia Harder, & Ma._.

Launay a kol., Pasteur Institute, source: ClinicalTrials.gov
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PRIKLAD:

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur
rekombinanti inaktivovany virus pravych nestovic

1. Vakciny proti virovym onemocnénim

DNA of vaccinia virus
R L Linie 4647 (fibroblasty)

Odvozené z ledvin
kockodana - vervet monkey

— 1) Ultrazvukova dezintegrace

infekce _
8% 48 hodin 2) Centrifugace

3) 4000g =mm=) QOdstrani
Fragmenty bunék

Cilena mutageneza viru
(virus defektni ve virulentnich genech
Ale mnOillCi Se VvV tkéﬁOVé kUltUFE) Yakubitkiy a kol., Acta Naturae, 2015



Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivocisSnych tkanovych kultur

1. Vakciny proti virovym onemocnénim

Biotechnologie: vyuziti zivociSné
tkanové kultury k amplifikaci antigenu
(oslabeného modifikovaného viru),
urceného k imunizaci pacientt

Priklad vakcin odvozenych od viru spalnicek v

klinickém testovani (2020)

Preclinical Phase Il

ciikv JINNEND D D
Hv DI >

zvv DD 2
DENV D P >
wnv D > >
rRsv D > >
SARs-Cov T PX >
MERs-Cov D > >
oy 0 > P
Lasv. D > >
esov D > >
niv D > >

OV VvV VY VV VY

Obrazek: adaptovano z Wiki



Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur

1. Vakciny proti virovym onemocnénim

2. Monoklonalni protilatky



Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur

1. Vakciny proti virovym onemocnénim

2. Monoklonalni protilatky

Splenocyt

Myelomové bunky
(stejny druh/kmen)

50% PEG 'y o

Hybridomové bunky v tkanové kultlire

Antigen (napf. protein) injikovan do krve (opakované)

B-Buriky sleziny Myelomova linie

&) O6)
hybr

< |

idomy | A WV
N\
- . Izolace
Selekce hybridomt monoklonalnich
protilatek z
jednotlivych klond
hybridom{

a fedéni na jednotlivé klony

Obrazek: adaptovano z Wiki
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Antigen (napf. protein) injikovan do krve (opakované)

Aplikace Zivocisnych tkanovych kultur ,
1. Vakciny proti virovym onemocnénim < e
2. Monoklonalni protilatky m ez" .
B-Buriky sleziny Myelomova linie

Selekce klon@ hybridom(.. 92900009000

) Bunécna fuze 7
Hybridoma Y -' N
Screening i hybridomy | N v
for positive O e 7/ /S
clones U B2 N\

v ¥ N _ ) |zolace
R R e Selekce hybridomu monoklonalnich
protilatek z
jednotlivych klond
hybridom{

Single Cell Hybridoma Cloning by Limit Dilution

a fedéni na jednotlivé klony

Hybridomové bunky v tkanové kultlire

Obrazek: adaptovano z Wiki



Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur

1. Vakciny proti virovym onemocnénim

2.

Monoklonalni protilatky

N

K - ) I
‘ HHSKSW?;?\MN#{::M\&N_ Bie _'-.
| 4

Spacer arm \

I
pA-Mag(5i0.) microsphare

v i
" =t

d IgG purification

L
» L F
.'.'I Magnetic separation ¥

""L (7

-

L3

LY

a6 * : Non-specific molecules

-

Napfr. blokovani vazebnych domén

~

Priklady pouziti monoklonalnich protilatek

Klinické aplikace monoklondlnich protilatek

- protinadorova lécba (anti-TNFa, anti-VEGF)
- protijed bakterialnich toxin( (antrax)

- astma (anti-IgE)

atd.

Laboratorni aplikace monoklonalnich protilatek
- imunodetekce
(western(iv prenos, imunohistochemické barveni atd.)

imunoprecipitace
blokovani funkénich domén proteind

Fibulinu 3 - extracelularni matrice (u

glioblastomu)

https://www.uptodate.com/contents/overview-of-therapeutic-monoclonal-antibodies



Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur 5
Pr.: Heterogenita N-glykozylace

. Lo, - rekombinantniho interferonu-y
1. Vakciny proti virovym onemocnénim 2

2. Monoklonalni protilatky Sl sl [ UF |, [fem

3. Rekombinantni glykoproteiny

Glykozylace zalezi na:

e Organizmu 3 . FDA FDA Bezpeclnostni konsekvence
oY ecom binant Approved | Unapproved o )
* Bunécném typu Ashibody’ S rozdilné glykozilace
* Fyziologickych podminkach N\
Na glykozylaci zalei: - \
* Biologicka aktivita Asn Asn
* Imunogenicita Biosimilar?
BGlcNAC @ Mannose *MNeuSAc
p Fucose @ Galactose #Neu5Gc

Fortin a kol., BioProcess Intl., 2018
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Aplikace zivociSnych tkanovych kultur Expresni systémy pouzivané k produkci glykoprotein(

CHO

1. Vakciny proti virovym onemocnénim
BHK

HEK293

2. Monoklonalni protilatky

Yeast

HT-1080

3. Rekombinantni glykoproteiny Non
mammalian

cells

Mammalian
cells

Insect cells Transgenic

animals

Plant cells

Nékdy je mozné vyuzit ,humanized yeast” nebo hmyzi bunécné linie)

Priklad: Epoetin delta (DYNEPQ®)

— Rekombinantni erythropoetin pfipraveny v lidské tkanové kulture

- Vys$sSi mira homogenni glykosylace, nez erythropoetin z bunék kfecka (CHO - Chinese Hamster Ovary)
-Vysledek: Vyssi uCinnost a obtiznéji zjistitelny antidopingovym testem!!!

Lalonde a kol., J Biotechnology, 2017


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/epoetin-alfa
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Aplikace zivociSnych tkanovych kultur

1. Vakciny proti virovym onemocnénim Priklad produkce rlstového hormonu v CHO burikach

2. Monoklonalni protilatky

Hamster

3. Rekombinantni glykoproteiny

4. Hormony a rlstoveé faktory

Mammalian
cells

5. Enzymy

Déti s nedostatec¢nym rlstem
Turnerdv syndrom
Dsytroficti pacienti s AIDS

Anton a kol., Cell Technology for Cell Products, 2007 Lalonde a kol., J Biotechnology, 2017



https://link.springer.com/book/10.1007/978-1-4020-5476-1

Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur

6. Testovani léciv/Toxikologické studie

7. Bunécna transplantace
8. Tkanové inzenyrstvi

9. Vyroba organoid( a organl



Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivocisnych tkanovych kultur

Knihovny malych molekul ... dostupné jako kolekce tisicd latek na mikrotitracnich destickach
umoznuji rychly skrining tisicti latek v realném case

+  Nature-Inspired Chemistry:

TimTe: Matural Compound Library, RPL

TirmTes Matural Derivatives Library, MDL Hinase Lantice type
Flavonoid Derivatives Comtact us i you are imerestod in a chomical diver sty selection of stioctmes Trom the different Knasse
F'Iant E}a‘tra CtS Hillsa owi b e maivilslaad an 5, 10 aied 20 plale sals
) ) - . Iyro@irne F oD Varinues
+ ActiTarg Series - Targeted libraries: .
BUW Adanines

ActiTarg-G (GPCR Ligands) n38 MAP 4,5-Dianylimidazolas
ActiTarg-k (Kinase Modulatars) o

. L Diandures=
ActiTarg-F (Protease Inhibitors)

) ) _ b
ActiTarg-5 (Serpins Inhibitars) Flavonas
ActiTarg-l (Potassium Channel Modulators) D —
ActiTarg-M (Muclear Receptor Ligands) e

2-aminothlazoles
SerThr MaphthEorH
«  Template-Based - Groups with commaon heterocyclic lattices: D i FASE® =0.50 P e T ————
COE aminothlazole subsot
. FTPASS =050

S-Membered Aromatic Heterocveles Tyresing Warious
a-tembered Fused Aromatic Heterocyeles PAEMAF [ FARS =0.50 Various
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Aplikace zivocisnych tkanovych kultur

Knihovny malych molekul ... dostupné jako kolekce tisicd latek na mikrotitracnich destickach
umoznuji rychly skrining tisicti latek v realném case

+  Nature-Inspired Chemistry:

TimTe: Matural Compound Library, RPL

TimTec Matural Derivatives Library, NDL UTRER Lamthca Ty

Flavanoid Derivatives
Flant Extracts

Conlact U i yodi ane el estad oo cluibo ol diven sy soleotion of STOocTiimes Tood e diffenein bnasa
il ani b s manalibaad as 5, 10 aied 20 plale sels

Tyrosine f oD Y ——

+ ActiTarg Series - Targeted lihraries:

ActiTary-G (GPCR Lina
ActiTarg-k (Kinase Mod
ActiTarg-P (Protease In
ActiTarg-5 {(Serpins Inhi
ActiTarg-l (Potassium C
ActiTarg-M (Muclear Rec

SerThr FaphthEorH

«  Template-Based - Groups with commaon heterocyclic lattices: D i FASE® =0.50 COF Isorazolidinine subsel

CDE aminothiazole subsst

Tyro=ine F PASS =0 50

a-hlermbered Aromatic Heterocycles Warious

PIABMAF [ PASE =0, 80

A-Membered Fused Aromatic Heterocoycles

WErouE



Jak ale testovat U¢inky tak velkého mnozstvi latek?

Testovani u€inki smogu (1956)



Jak ale testovat U¢inky tak velkého mnozstvi latek?
... kdyzZ jen jedna latka - atropin - stdla Zivot nejen polovinu vojska Marka Antonia

... neZ jsme se ji naucili pouzivat

RULIKU,
TY DAREBAKU ZLOMOCNE.,
TYS ME ZASE OTRAVIL!
. CPRATELENE ROSTLINY »
_ NEPRATELSKE ROSTUINY +
PRATELEN! FIVOEICHOVE 7

g {;lagr.‘»;t.éri FIVOLICHOVE 2

. NE




bujeme model...

Potre
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Potrebujeme model...

Nevyhody zvirecich modelu:

- Mnohdy chybi relevance k lidskym chorobdm

- Neni mozné testovat rozsahlé knihovny sloucenin



Potrebujeme model...




M-

ne modely:

(D¢
)¢

... bun

Primokultury (primarni tkariové kultury)

* NedostateCné mnozstvi z biopsii
* Omezené mnozstvi bunéénych typu Ize kultivovat in vitro

 Délka kultivace je omezena



... bunécné modely:

e Rakovinné linie

e Kmenove bunky a odvozené bunécné typy..




... bunécné modely:

e Rakovinné linie

e Kmenove bunky a odvozené bunécné typy..

Pouziti ve farmakologii a toxikologii Agan\ Jednotky kandidatnich molekul
/ 3D cultures \ /
/ Coculture of primary cells \ /
/ Primary culture monolayer \ /
/ Cell line monolayer \ / Tisice latek

aibolita.com



... bunécneé modely: rakovinne linie

Vyhody:

Onemocnéni na bunééné Urovni
Imortalizované linie

Nevvhody:

Velka diverzita v mechanizmu
onemocnéni

Genomova nestabilita a s tim
spojend nestdlost modelu

Cancer Cell Line Encyclopedia Garnett et al. cell set

947 cell lines 639 cell lines

24 agents tested//——\mo agents tested
@ @

B @

\ Clinical tumour sets /

NCI-60 cell panel _ (TCGA, ICGC) Organ-specific panels
59 cell lines ’ (breast, lung etc.)

>100,000 agents tested /
\ .

GSK cell set
311 cell lines



Projekt ,,Genomics of Drug Sensitivity in cancer”

Celkem vzorkO doposud .... 1010 (z toho 1010 celych genomu)
Analyzovanych genu .... 23699

|dentifikovanych mutaci .... 1141626

Z toho jedinecnych variant .... 1021175

o

&

L C' 1 www cancerrxgene . org =
255 aplikace ’ ¢ *asopisu YETERAM |... 5 Drvajity wysoce svitivy ..

Eﬂ Tato stranka je v jazyce | angli¢tina « | Cheete j preloZit? | Prelofit lN__eJ lJazyk angli¢tina nikdy nepFekIédat‘ Mofnost | %
Genomics of Drug Sensitivity in Cancer .sllaorhtgt er ST

CANCF.R CENTER

Home Compounds Genes About News Downloads Documentation institute
The Genomics of Drug Sensitivity in Cancer project is an academic research program to identify molecular features of cancers Search
that predict response to anti-cancer drugs.
Search
Browse our data 6.4, Docetaxel, RP-56976, BRAF, COLD-829

ﬂ%‘ What's new!
F}Q\ h Release 4 (March 2013)
This release features improvements increasing
the functionality of the GDSC website to
facilitate analysis and interpretation of results,

Compounds Cancer Genes




Projekt ,,Genomics of Drug Sensitivity in cancer”

Celkem vzorkO doposud .... 1010 (z toho 1010 celych genomu)

Analyzovanych genu .... 23433
|dentifikovanych mutaci . m
Z toho jedineCnych variant "=k 5

Pokud zndme mutaci, mUzeme prifadit mechanizmus konkrétni Ucinné Iatce

2024: POKRYTO 621 SLOUCENIN NA 1000 BUNECNYCH LINIi CILICICH 24 DRAH



Projekt ,,Genomics of Drug Sensitivity in cancer*

ldentifikace novych cilovych molekul protinddorové terapie..

Nekolik set rakovinnych linii 130 Iatek v klinickém a preklinickém testovdani
a b Ser/Thr kinase
Receptor Tyr kinase
Aero-digestive tract (45) Uterus (20) Cytoskeleton

C lastic Tyr ki
Thyroid (10) \ / /Bladder (18) ylopas L L
Soft tissue (18) \ Blood (103) Mitosis
Skin (42) --~..:_:“ N Replication
Pancreas (17) S“ Bone (29) B {Ii“;PGDI_TUEi?; BRAF
—— ~ ell cycle (interphase MEK1/2
D;?:—*’:’E — g N Breast (40) DNA repair - EGFR/ERBB2
er (19) Stress pathways PI3K/mTOR
CNS (70)
Lung (112) Transcription BCR-ABL
Gl tract (58) Adhesion 0D 2 4 6 8
) Angiogenesis
Kidney (21) Chromatin

I L] L] I I
0 10 20 30 40 50
Number of drugs

Garnet a kol., Nature 2012



Projekt ,,Genomics of Drug Sensitivity in cancer”

ldentifikace novych cilovych molekul protinddorové terapie..

c 20 e 12-
2 @ Control
g B 1 1M olaparib 10-
Q 154 B 5 uM olaparib o 3
© =
$ g 0.8 1
o
2 10 2 06-
8 -
@
B 2 04
8 g —e— EWS-FLIT
g 0.2 -m FUS-CHOP
= —— SK-N-MC
0 - 0.0

T T T
;.{’J qio 43()

T T T T
£ ] B ©
Q('b Q::, Q’T\ '\0'3 h

Concentration of olaparib (uM)

|dentifikovan biomarker typicky pro Ewinguv sarkom responzivni na inhibitory PARP

Garnet a kol., Nature 2012



Modely chorob vyjma rakovin....

Indukované pluripotentni kmenové bunky

Embryondlni kmenové bunky




Modely chorob vyjma rakovin....

Indukované pluripotentni kmenové bunky

+ model presné odpovidd pacientovi

+ presné vime co se odehravda na Urovni organizmu
- neustdleny standard kontrol

- mozny nezndmy polygenni a epigeneticky vliv

epigeneticky reset
Yamanakovym , koktejlem*

»
»

Oct4
Sox2
KIf4
- - C-Myc
diferencovand bunka Pluripotentni bunka




Modely chorob vyjma rakovin....

Indukované pluripotentni kmenové bunky

+ model presné odpovidd pacientovi

+ presné vime co se odehravda na Urovni organizmu
- neustdleny standard kantral

- MozZny nezndmy poly tone Compin

Somatic State
Repression

K

epigeneticky reset
Yamanakovym , koktejlem* @ DNA
Reprogramace

»

»

R Oct4
Qo Sox2 .
Klf4 Plurlpote:nt State
; C-Myc Active
diferencovana bunka

Bhartiya D. (ed.) Pluripotent Stem Cells, 2013




Modely chorob vyjma rakovin....

Indukované pluripotentni kmenové bunky

+ model presné odpovidd pacientovi

+ presné vime co se odehravda na Urovni organizmu
- neustdleny standard kontrol

- mozny nezndmy polygenni a epigeneticky vliv

epigeneticky reset
Yamanakovym ,koktejlem*

»
»

Oct4
Sox2
KIf4
- - C-Myc
diferencovand bunka Pluripotentni bunka




Modely chorob: Indukované pluripotentni kmenové bunky

cardiomyocytes neurons

Diferenciace in vitro

epigeneticky reset
Yamanakovym ,koktejlem*

»
»

diferencovand bunka Pluripotentni bunka



Indukované pluripotentni kmenové bunky
maji obrovsky potencial pro medicinu - tzv. patient-specific cells

\ Vyugiti tkatovych kultur odvozenych

I
[
|I Transplantation of genetically . . , v
L’It‘-‘:t:x;; |'| /J matched healthy cells diferenciaci kmenovych bunék:
)
) a . 7 7 . (] .
K\' i M * Poznani mechanizm( patologie v
F : V4 v v 7
q&k Byl &* daném bunécném typu
,ﬂ 1

Disease-specific drugs ° Skreening moin{/ch |éCiv na cilovém

Healthy cells bunécném typu
Screening for
therapeutic In vitro vv_ s v s .
compounds &\‘ differentiation * Bunécna transplantacni medicina
t & Skin biopsy @@
Affected cell type Repaired iPS cells

. Use gene targeting to repair
_ In vitro /@g— glﬁg disease-causing mutation
differentiation E

Patient-specific iPS cells



Modely chorob: Indukované pluripotentni kmenové bunky

* Skrinovani lécCiv

Autologous therapy

Muorww Llrug:-

a ]
; - T T
Target validation [ |
- | il
2 i/ il
- fa A
|| '. I'-; '.
.II .I'. g '.. 1
& %
| |

If-r'"
I:"‘ |_ | — —
o “\,_x
quanmdﬁ KLF4
) MY L
Activity readout Dy screening QT4

50x2

..J

Diseased specialized cells

Healthy specialized cells
differentiation

Repaired iP5Cs

| Directed

Directed differentiation

Patient-specific iPSCs

Cozris cosrection

o

Chimaeras

Rowe, 2019, Nature Rev Genet



Modely chorob: Indukované pluripotentni kmenové bunky

Compound
Collections

Primary Assays

in vitro

high through-put,

Drug Discovery Cycle

Secondary Assays
counter screens, bioavailability
toxicity, metabolism, efc.

Chemical
Synthesis

Image by Boghog, CC BY-SA 4.0, via Wikimedia Commons

Indirect

Y

Lead Compounds
and SAR

Design

Structural
Characterization of
Protein-Ligand Complex

Clinical

Candidate

e Skrinovani léciv

Robustni a rychla skriningova metoda k vybéru
,lead compound”

Az klinicky kandidat (,,target compound®) mize
byt skrinovan na
primokulture/organoidech/zvitatech...


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Drug_discovery_cycle.svg
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Drug_discovery_cycle.svg

Modely chorob: Indukované pluripotentni kmenové bunky

Katecholinergni polymorfni ventrikularni tachykardie (CPVT)

Syndrom nahlé srde¢ni smrti (Casto u ,zdravych sportovcu®)

Elektrokardiogram pacientky s CPVT (40 let)

Incidence: neznama/odhad 1:10 000
obtizné ziskatelna skupina pacient(
Nemozny zisk biopsii

Omezené moznosti diagnostiky

Omezené moznosti post mortem analyzy



Modely chorob: Indukované pluripotentni kmenové bunky

- — & s

Katecholinergni polymorfni ventrikularni tachykardie (CPVT)

Syndrom nahlé srde¢ni smrti (Casto u ,zdravych sportovcu®)

Mutace RyR:
destabilizace
pomaly unik Ca2+

- Pfedpoklad:

- nestabilni vazba RyR a B-adrenergic receptor
calstabinu '

- Unik kalcia ze
sarkoplazmatického
retikula calstabin

A

RyR

- Pomohly by stabilizatory
RyR? Ca2+

. SR
Srdedni bufky Chceme je testovat na

srdecnich bunkach!!!

Clinical candidate — S107 (Rycals)




Modely chorob: Indukované pluripotentni kmenové bunky

Katecholinergni polymorfni ventrikularni tachykardie (CPVT) l -

... aneb jak dostat srdecCni
bunky z pacienta, ktery nam
je dat nemuze..

Biopsie koznich bunék

Indukované
pluripotentni
bunky

Embryonalni teliska SrdecCni bunky



Mechanické vlastnosti:

Modely chorob: Indukované pluripotentni kmenové bunky

Katecholinergni polymorfni ventrikularni tachykardie (CPVT) NPT @ l
) ﬁ; //

6 4 ::’_;

Biosenzor s 3D tkanovou kulturou

Biopsie koznich bunék

Indukované
pluripotentni
bunky

Embryonalni téliska

Pribyl, CEITEC Nanobio Core Acimovic et al. 2018 J Clinical Medicine


Vladimir-zaloha 20100602/hESC/SOC Jonas Kunst/081013_Fluo4_L12_13.avi

Mechanické vlastnosti:

Modely chorob: Indukované pluripotentni kmenové bunky

Katecholinergni polymorfni ventrikularni tachykardie (CPVT)

Fluorescencni
mikroskopie

Biopsie koznich bunék

Indukované
pluripotentni
bunky

Embryonalni teliska

Acimovic et al. 2018 J Clinical Medicine


Vladimir-zaloha 20100602/hESC/SOC Jonas Kunst/081013_Fluo4_L12_13.avi

Mechanické vlastnosti:

Modely chorob: Indukované pluripotentni kmenové bunky

Katecholinergni polymorfni ventrikularni tachykardie (CPVT)

Sloucenina S107 stabilizovala vapnikovy
kanal — fenotyp podobny zdravym
srdec¢nim bunikam

Biopsie koznich bunék

Indukované
pluripotentni
bunky

Embryonalni teliska

A

HC CPVT
W NIV

1

AFIF,

1

HC + S107 CPVT + S107

T LT N
QAAAAAA AN

L -

OFIF,=1

AFIF,=1

O
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o
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.

% of double peaks
B
(=]

o

s107 - + - +

Acimovic et al. 2018 J Clinical Medicine


Vladimir-zaloha 20100602/hESC/SOC Jonas Kunst/081013_Fluo4_L12_13.avi

Modely chorob vyjma rakovin....

Indukované pluripotentni kmenové bunky

+ model presné odpovidd pacientovi
+ presné vime case.odal Qg Urovni organizmu
- neustdleny standard kontrol

- mozny neznamy polygenni a epigeneticky vliv

MozZznosti: porovnanani vice iPSC z pacientd nesoucich
stejnou mutaci se stejné sirokou skupinou kontrolni



Modely chorob vyjma rakovin....

Indukované pluripotentni kmenové bunky

+ model presné odpovidd pacientovi
+ presné vime case.odal ng Urovni organizmu
- neustdleny standard kontrol

- mozny neznamy polygenni a epigeneticky vliv

Cilena inverze mutace u iPSC z pacienta...



Modely chorob vyjma rakovin....

Nejcastéji vyuzivané

Programovatelné mistné
fizené nukleazy

- Zinc-Finger nukleazy)
- Taleny
- CRISPR/Cas

Custom-designed Nucleases

A" -

Double-strand break

Disruption Insertion
by NHEJ by HR

Donor construct

T — S —
o — —

Gene
Knockout

Gene
Replacement/Tagging/Correction

http://www.ctm-basel.ch/

Cilena inverze mutace u iPSC z pacienta...
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Hemofilie A — nej¢astéjsi pri€ina je inverze €asti genu koagulaéniho faktoru 8

A 140kb
TALEN _  TALEN
25 1F_}
Wi Telomere hc{',}ﬁ:ﬁga 2 1 I I h,;’,‘,f,’c?lga 1 E2 | F&8 gene>7 Centromere
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i e A
TALEN 1F TALEN 1R

Park, CY, PNAS, 2014

Bonus: Stejnym parem TALENU Ize opravit mutaci v iPSC z pacienta — otevira

cestu genové/bunécné terapie
WT iPSC

o

Inversion clone 1 Reverted clone 1

FVIll vWF DAPI

Park, CY, PNAS, 2014

l'.. ¥ ' .



Modely chorob vyjma rakovin....

Embryondlni kmenovée bunky
+ konzistentni genetické pozadi
+ “Cistota" genetické manipulace
- nutnost pouziti fizené manipulace genomu
- absence polygennich faktor




Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur
1. Vakciny proti virovym onemocnénim
2. Monoklonalni protilatky
3. Rekombinantni glykoproteiny
4. Hormony a rlstoveé faktory

5. Enzymy

6. Testovani léciv / Toxikologické studie

7. Bunécna transplantace
8. Tkanové inzenyrstvi

9. Vyroba organoid( a organl



Toxikologické vyuziti zivocisnych tkanovych kultur

Toxikologie léciv — vyuzZivd tkanové kultury podobné cilové tkdni/bunéénému typu k testovani ucinku/toxicity léku

Enviromentalni toxikologie — ¢asto vyzaduje biotransformaci, proto vyuziva jaterni bunky

Primarni kultury Imortalizované linie (Lidské) heaptocyty z kmenovych
bunék

Praseci/kravska jatra Bunécné linie odvozené Nutna diferenciace, ale poskytuiji

Bunky z rybich zaber z hepatomu informaci o vyvojové toxicité a

atd. regeneraci jater

napf. HepG2



Ve

Toxikologické vyuziti zivocisnych tkanovych kultur

Imortalizovana linie
Funkc¢ni analyza toxicity:

NapF. odvozend z napt. analyza integrity DNA (genotoxické latky)

hepatolecularniho

karcinomu ,analyza komet”:

Comet Assay Overview

DNA damage
(Chemical, UV
‘ ar pirracliation)

Cells with damaged  Single cells are After electrophoresis
(relamied) DNA having  embedded on agarese- and flusrescent
single-strand / double- coated slide and lysed  stabning, the damaged
strand breaks DA Is separated

vv s from the intact DHA
Bunécéné typy ‘4 e
diferencované z g et o o

culture media,

kmenovych bunék Napf. HepG e




Toxikologické vyuziti zivocisnych tkanovych kultur

Biotransformace v savcich/lidskych burikach Klatrat s DNA

Daunomycin Daunomycinol
o OH

Zarazena replikacni vidlice DNA

|
® ° D ™ cyToTOXIC!!!

Analyza komet = analyza zlom( DNA Dvojfetézcovy zlom DNA

Aszalos, 1977, Antibiotics
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Toxikologickeé vyuziti zivociSnych tkanovych kultur

Biotransformace v savcich/lidskych burikach ALE né vzdy se chova linie stejné, jako bunky v téle

Primokultura z jater Hepatomova linie HepG2 Analyza komet

Kontrolni jadro n ‘

10 1

B human hepatocytes (n=3)
[:IHepGZ (n=3)

TAIL MOMENT

Analyza komet = analyza zlom( DNA

Wilkening, 2003, Drug metabolism and Dispossition

50mM DMN E
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Toxikologické vyuziti zivocisnych tkanovych kultur

A CYN CYN CYN
V\'IVOjOVé tOXik0|ogie - Ui|t|, hepatocytﬁ Days of hepatic I I I e i S ! } } i 25 } s I } } i Sl } S I
. , , v differentiation: D-1 DO D8 Dg D10 D13 D14 D15 D18 D19 D20
diferencovanych z kmenovych bunék vt

D10 CTRL

cylindrospermopsin

z
0480 :
(]
HNF4a
HsC g
g
HMNF4a
. A4 ’ . . . rd X E
Toxin uvolnvany sinicemi ve vodach v CR (0T FOXAZMINNFdG  CIAFPEBHNF4G o
] [m]
Vs v . ’ v 30- = BG'
* Maly efekt na dospélou jaterni bunku z | L g 2
s . ’ . _ 2 604 % 604 g
* Velky na jaterni progenitory — HNF4a : : 2
- vyvoj plodu §407 3 401
o
- regenerace jater 20 i_ 20- z
0 0 8

——
CTRL CYN CTRL CYN

Raska, 2018, Toxicological Scinces
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Toxikologickeé vyuziti

zivocCisnych tkanovych kultur

Detekce kontaminantl ve vodé biosenzorem s bunécnou kulturou

N NN TN

Contaminants
= o
Cells . in water

¥

Toxicity manifestation

é Detachment Morphology
change

Signal transduction and toxicity indication

$

Contaminated or | Contaminated

<o\

Pigment
Death

translocation

ot P

—

Detectable contaminants

Industrial Heavy
chemicals metals
Pharma-

. Pathogens &
ceuticals & i A
pesticides their toxins

Chem. mixtures
PAHs in fresh- &
wastewater
Ete.
Applications
On-site
chemical
impact
assessment Ecosystem
conservation
monitoring
EIrI,\
warning
system

Current Opindon in Biofechnology

(a)

50 um

+ Zména signalu v pripadé apoptdzy, nekrozy,
diferenciace, anoikis ¢i senescence

- Omezena schopnost rozlisit jednotlivé kontaminanty

Tan, 2017, Curr Opinions in Biotechnology



Biotechnologie zahrnujici kultury Zivocisnych bunék

Aplikace zivociSnych tkanovych kultur
1. Vakciny proti virovym onemocnénim
2. Monoklonalni protilatky
3. Rekombinantni glykoproteiny
4. Hormony a rlstoveé faktory

5. Enzymy

6. Testovani léCiv / Toxikologické studie

7. Bunécna transplantace

8. Tkanové inzenyrstvi P

9. Vyroba organoid( a organl
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Déekuji za pozornost..

Vladimir Rotrekl
vrotrekl@med.muni.cz



