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Buriky s velkym potencialem
3. Mozné vyuziti indukovanych
pluripotentnich bunék v mediciné

V prvnim a druhém dilu serialu (Ziva 2016, 4: 150-154 a 2017, 3: 98-100) jsme
predstavili proces pripravy indukovanych pluripetentnich bunék (iPSC, induced
Pluripotent Stem Cells) — nediferencovanych bunék se schopnosti neomezeného
déleni a diferenciace do rtuznych bunéénych typt - reprogramovanim z funk-
¢né specializovanych télnich bunék. Priblizili jsme jejich charakteristiky a také
sirokou skalu zptusobii ovéfovani Gispésnosti reprogramovani a kvality vytvore-
nych iPS bunék. Kromé pfinosu pro studium procesu bunéc¢né diferenciace
a reprogramovani maji iPS buiiky také mnoho potencidlnich vyuziti v aplikova-
ném medicinském vyzkumu a pfipadné lécbé.

Regenerativni medicina
a bunécné terapie
Cilem buné¢nych terapii je nahradit bui-
ky a tkané poskozené tirazem nebo one-
mocnénim. To vyZaduje zdroj bunék odpo-
vidajici poskozené buné¢né populaci, ktery
je pritom schopen poskytnout dostatecné
mnozstvi bunék. Vétsina terminélné dife-
rencovanych bunék dospélého organismu
nema dostate¢nou schopnost bunééného
déleni, a ptichazi tak v ivahu pouze pro
organové a tkanové transplantace (ledvin,
srdce, kozni §tépy). Pro nékteré aplikace
1ze vyuzit t€lnf (somatické) kmenové buii-
ky, napf. mezenchymové nebo krvetvorné
(transplantace kostni diené). Diky své teo-
reticky neomezené schopnosti sebeobno-
vy a diferenciace ve viechny bunééné po-
pulace pfedstavuji embryondlni kmenové
buriky (Embryonic Stem Cells, ESC) a iPSC
ideédln{ zdroj bunék. Problémem ESC je
nutnost zni¢eni lidského embrya, coz ¢ini
jejich pouziti eticky kontroverznim. Navic
takto vytvofené buriky nejsou imunologicky
identické p¥ijemci, a proto vyzaduji potla-
¢eni imunitni reakce (imunosupresi).
Oba tyto problémy se daji obejit pouzi-
tim iPS bunék, které lze vytvotit pro kaz-
dého pacienta na miru a prostfednictvim
jeho vlastnich (autolognich) bunék se vy-
hnout nutnosti imunosuprese. Odpada
také problém se ziskdnim bunék z tézko
pistupnych tkéni, jako napt. srde¢ni nebo
mozkové (nervové) tkané. K reprogramo-
vani v iPS bunikky mtZeme pouzit snadno
piistupné buiiky z biopsii kize (fibroblas-
ty a keratinocyty), nebo z bézného odbéru
krve. P¥iprava bunék in vitro ma ale i ne-
vyhody. Buriky jsou vystaveny ptisobeni
mnoha faktort, od latek ptidanych do kul-
tivaéniho média aZ po vnéjsi prostiedi
béhem kultivace. VSechny tyto podminky
mohou ovlivnit opakovatelnost a kvalitu
piipravy bunék. Pfed terapeutickym vy-
uzitim musi byt jisté, Ze jsou bunky plné
diferencované a nebudou tedy tvofit nddo-
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ry (teratomy). Museji byt geneticky i feno-
typové stabiln{, funkéni a nemély by vyvo-
lavat imunitni odpovéd. K tomu nékdy
dochaézi, i kdyz jsou buitky autologni, pro-
toze abnormdln{ genova exprese $patné
reprogramovanych bunék mize vyvolat
T-buné¢nou imunitni odpovéd (vlastnost
oznac¢ovand jako imunogenicita; viz napt.
Ziva 2010, 3: 101-103). Proto by méla byt
imunogenicita ovéfena pfed vlastni apli-
kaci bunék pacientovi.

Mnoho studii je zaméfeno na diferen-
ciaci iPS bunék do nervovych bunék. Z fib-
roblastd odvozené iPS buiiky mohou byt
diferencovany do prekurzort nervovych
bunék a poté do neuront a glii (podpiir-
nych bunék neuront). Po experimentalni
transplantaci do mozkovych komor vyvije-
jictho se mysitho mozku se tyto buriky pie-
mistily do raznych oblasti mozku a funk-
¢né se tam zapojily.
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U Parkinsonovy choroby (PD), jednoho
z nejbéznéjsich neurodegenerativnich one-
mocnéni, dochédzi k ibytku dopaminerg-
nich neuront v oblasti mozku nazyvané
substancia nigra (,,6ernd hmota“, podle tma-
vé barvy dopaminergnich neuront). BEhem
této degenerace vznikaji v bunikach Lewy-
ho téliska — inkluze tvorené a-synukleinem
a dal3fmi proteiny. Krysi model PD muze
byt pfipraven oboustrannym nebo jedno-
strannym poskozenim této oblasti mozku.
Vyhoda jednostranného poskozeni spociva
v moZnosti sledovat tzv. rota¢ni chovani
(viz video na www.youtube.com/watch?
v=00EOZJm2KoU). ProtoZe je poskozena
pouze jedna strana mozku, v odpovédi na
stimulaci apomorfinem za¢ne zvite rotovat.
Uspésna terapie PD by méla tento projev
omezit. Timto zptisobem se podatilo potvr-
dit uspésné funkéni zaclenéni transplan-
tovanych dopaminergnich neuront odvo-
zenych z iPS bunék do zvifectho mozku.

Prvni klinické zkousky buné¢né terapie
pomoci iPS bunék byly zahajeny v r. 2014
v Japonsku. Vyzkumnice z tstavu Riken
Masayo Takahashi pouzila autologni iPS
bunky pro ndhradu pigmentového epite-
lu sitnice (Retinal Pigmented Epithelium,
RPE; viz obr. na 2. str. obalky) u 70leté pa-
cientky trpici vlhkou formou makularni de-
generace. Jde o chorobu sitnice, ktera se
vyskytuje v pozdéjsim véku a je zptisobena
abnormadlni tvorbou novych cév. To vede
k poskozeni bunék pigmentového epitelu
sitnice, zkreslenému vidéni nebo ztraté
ostrosti zraku az k iplné slepoté. Z iPS bu-
nék odvozené RPE buriky vykazovaly nejen
stejnou morfologii a funkci, ale i genovou
expresi jako ptirozené buitky. V podmin-
kach in vitro je snaha dosdhnout, aby se
buiiky co nejvice podobaly nativnim, at uz
jde o kultivace bunék odvozenych z iPS
bunék, nebo z primarnich bunék (obr. 1).
Po transplantaci byla pacientka jeden rok
sledovéna a nebyly zaznamenany kompli-
kace po chirurgickém zakroku ani jiné za-
sadni nepfiznivé udalosti. Dokonce doslo
klehkému zlepseni zraku. Béhem p¥ipravy
bunék pro druhého pacienta se ale v buii-
kach objevila mutace. Z obavy, Ze by v auto-
lognich buiikdch mohla po transplantaci
vést ke vzniku nadoru, byly klinické zkous-
ky pozastaveny. Nakonec bylo rozhodnuto,
dércovské (alogenni) butiky. Reseni sice
znamend nutnost imunosuprese, ale zaro-
verl muze slouZit jako bezpecnostni pojist-
ka. V pfipadé vzniku nddoru by vysazeni
imunosuprese mélo umoznit imunitnimu
systému pacienta vnesené buriky odstranit
(bliZe internetové odkazy na webu Zivy).

Geneticka korekce bunék pred terapii

Prolifera¢ni a diferenciaéni potencial iPS
bunék ma velkou vyhodu i pro genové te-
rapie. U geneticky zptsobenych chorob je
mozno pokusit se opravit poskozeni in
situ, tedy pfimo v burikach postizeného
organismu ¢i tkané. Proces je ale velmi
komplikovany kvli nutnosti provést pres-

1 Primarni buitky pigmentového epitelu
sitnice (Retinal Pigmented Epithelium,
RPE) kultivované in vitro (zvétseni 20x).
Sipky ukazuji na pigmentové zrna (mela-
nin), kterd jsou typické pro pigmentovy
epitel sitnice. Foto K. Vodickovéa Kepkova
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2 Metody pro cilenou editaci genomu.
A — TALE nukleazy (Transcription Acti-
vator-Like Effector Nucleases, TALENSs)
jsou proteiny rozeznévajici cilovou
sekvenci DNA pomoci domén, které
specificky vazou jednotlivé nukleotidy.
Navéazand nukledza Fokl pak DNA nastépi.
B — nukleazy se zinkovymi prsty

(Zinc Finger Nucleases, ZFNs) rozlisuji
DNA na podobném principu, ale oproti
TALEN doménédm kazdy zinkovy prst
rozpoznavé trojici nukleotidi. Kombinaci
riznych zinkovych prstt 1ze opét
specificky vazat a pomoci nukledzy FokI
§tépit libovolnou sekvenci DNA.

C — CRISPR-Cas9 systém vyuZiva

k identifikaci cilové sekvence DNA feté-
zec ,navadéci” RNA (guide, gRNA)

s komplementéarni sekvenci nukleotida
k rozeznavanému cili. Pokud cilovd DNA
obsahuje hned vedle tseku rozpozné-
vaného gRNA tzv. PAM sekvenci
(nejcasté&ji trinukleotid NGG),

je rozstépena nukledzou CAS9.

D — v8echny tfi pfedstavené metody
vyvolaji dvoufetézcovy zlom v DNA
(Double Strand Break, DSB). Ten je pak
opraven bud vznikem nehomologniho
koncového spoje (Non-Homologous End
Joining, NHE]), nebo homologni rekombi-
naci (Homologous Recombination, HR).
NHE] obvykle vede k vloZeni (inzerci),
nebo ke ztraté (deleci) kratké sekvence

v misté opraveného zlomu. HR pouziva
jinou DNA jako vzor pro opravu zlomu.
Timto zpisobem lze do pferusené
sekvence vlozit pozadovany tisek DNA.
Orig. K. Vodickova Kepkova

nou opravu ve viech takto postiZzenych buii-
kach a zaroven se vyhnout sekundarnim
genetickym poskozenim. Dalsi moZnost
predstavuje cileny zasah do gent in vitro,
v iPS buiikach p¥ipravenych pro daného
pacienta. Tak jsme schopni vybrat a na-
mnozit butiku, ve které zamyslena oprava
probéhla ispésné. Ziskané opravené buriky
mohou byt diferencovény a transplantova-
ny. Jako pifiklad uvddime experimentalni
terapii Fanconiho anémie (FA), dédi¢ného
(autozomalné recesivniho) onemocnéni
s mutaci v genech FANC. Autozomélné
recesivni onemocnéni jsou takové, ktera se
projevi jen v pifipadé poskozeni/mutace
obou kopii genu. Proto k jejich opravé teo-
reticky staci oprava nebo vneseni jedné
funkéni kopie genu. Mutace v genech FANC
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maji mnoho projevii a mohou zpusobit ra-
kovinu, nejcastéji ve formé akutni myeloid-
ni leukémie. Pomoci lentivirového vektoru
nesouciho gen FANCA nebo FANCD?2 se
povedlo ispésné opravit geneticky defekt
v iPS bunkach odvozenych ze somatic-
kych bunék pacienta s FA. Buiiky byly na-
sledné diferencovany do krevnich kmeno-
vych bunék, které mély normalni fenotyp
bez projevti onemocnéni. Tento typ geno-
vych manipulaci s vyuzitim lentivirovych
vektort je ale znacné rizikovy. VloZené
DNA s funkénim genem se do genomu za-
poji viceméné ndhodné a hrozi poskozeni
néjakého dileZitého genu s nasledky stej-
né vaznymi jako cilené onemocnéni (napi.
nadorovy supresor p53). Vyhodou prove-
denf této opravy v iPS burikach a ne pfimo
v pacientovi je moZnost pfesného uréeni
mista, kde se gen zaclenil. Pouze buriky
s bezpe¢nym mistem zaclenéni a bez dal-
$ich poruch by pak byly pouzity k 1é¢bé.

Nedavné pokroky v molekularni biolo-
gii pfinesly nékolik metod k cilené editaci
sekvence DNA. Tyto metody, zahrnujici
TALE nukledzy (Transcription Activator-
-Like Effector Nucleases — TALENS, viz
obr. 2A), nukledzy se zinkovymi prsty
(Zinc Finger Nucleases — ZFNs, obr. 2B)
a CRISPR-Cas9 systémy (obr. 2C), slouzi
k vystfizeni cileného tseku DNA. Takto
je bud gen vyfazen z funkce, nebo vystiize-
ny tsek nahradime opravenou sekvenci
(0 uvedenych metodéach také v Zivé 2017,
2: 70-72 a XLIV-XLIX).

TALE nukledzy vyuzivaji upraveného
bakteridlniho proteinu TALE, ktery méa
schopnost vazat se k specifické sekvenci
DNA. Oblast TALE proteinu zprostifedko-
vavajici vazbu k DNA se v proteinu opaku-
je a za specifitu rozpoznavané sekvence
zodpovidaji zejména dvé aminokyseliny.
Kombinovanim téchto DNA vazebnych
oblasti, pfipadné jejich dpravou lze pfi-
pravit TALE protein, jenz vaZze jakoukoli
pozadovanou sekvenci a upraveny TALE
pak lze vyuzit k dopraveni endonukleazy
FokI (enzymu, ktery §tépi DNA) na poza-
dované misto. TALE protein spojeny s FokI
endonukledzou se oznacuje pravé TALEN.

Na velmi podobném principu funguji
i ZFN. Zde se proteinové ¢ast rozpoznéva-
jici DNA oznacuje jako zinkovy prst (Zinc
Finger, ZF), protoZe proteinovy fetézec je
zatocen do vybézku (,,prstu”), ktery zapa-
da do zlabku na Sroubovici DNA, a tento
vybézek je stabilizovan pfitomnosti iont
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zinku. Na rozdil od TALE kazdy jednotlivy
ZF rozpoznava trojici nukleotidii — triplet.
Kombinaci vybranych zinkovych prstt 1ze
dosahnout vazby na pozadovanou oblast
DNA a takto pfipravené ZF se zkombinuji
s nukledzou, kterd DNA nastépi.
Nejnovéjsi a rychle se rozsifujici meto-
dou editace DNA se stalo vyuziti CRISPR-
-Cas9 systému. CRISPR je zkratkou pro
,sdruzené pravidelné rozlozené kratké
palindromatické repetice” (Clustered Regu-
larly Interspaced Short Palindromic Re-
peats). Jde o kratké tiseky DNA, které jsou
zakladem obranného systému prokaryotic-
kych bunék proti virovym infekcim. Kaz-
dy tento kratky tisek DNA pfedstavuje vzo-
rek genetické informace viru, ktery nékdy
bakterii napadl. Tento vzorek umozni buii-
ce rozpoznat virovou genetickou informa-
ci, kdyz se s ni znovu setkd. Pomoci Cas
(CRISPR associated system) nukleazy je
pak genom viru nastépen a tedy zneskod-
nén. Velka vyhoda vyuziti CRISPR-Cas9
systému pro editaci DNA spociva ve skutec-
nosti, Ze rozpoznani cilové DNA je fizeno
pomoci kratké RNA sekvence (gRNA — gui-
de RNA neboli ,,navadéci“ RNA) odvoze-
né z CRISPR DNA. ProtoZe in vitro pfiprava
nukleovych kyselin o pozadované sekven-
ci probiha vyrazné rychleji nez ptiprava
specifického proteinu, byva editace DNA
pomoci CRISPR-Cas9 vét§inou mnohem
jednodussi neZ pouziti TALEN a ZFN. Ne-
vyhodu muZe pfedstavovat vétsi riziko
uc¢inku na jinou neZ vybranou sekvenci.
U v8ech tff uvedenych metod (TALENS,
ZFNs, CRISPR-Cas9) vysledné vznikne
dvoufetézcovy zlom (Double Strand Break,
DSB) v cilovém misté DNA. ProtoZe posko-
zeni DNA znamena pro buitku nebezpeci,
jsou DSB rychle identifikovany a opraveny
jednim ze dvou zpisobt. P¥i nehomolog-
nim spojeni konct (Non-Homologous End
Joining, NHE]) jsou konce zlomené DNA
spojeny s nejblizsi dostupnou volnou DNA
sekvenci, coz vede obvykle k malé inzerci
nebo deleci na 3’ konci cilové sekvence
(obr. 2D). Postup mize slouZit k vyfazeni
genu z funkce. P¥i homologni rekombinaci
(Homologous Recombination, HR) je k opra-
vé zlomu v DNA pouZita jako vzor identic-
ka neporusend sekvence. Toho lze vyuzit
k vneseni poZadované informace do geno-
mu. Zaroveil s vyvolanim zlomu v pozado-
vaném misté DNA pomoci CRISPR-Cas9
nebo jiné metody do buriky vloZime dlou-
hy tsek DNA identicky s obéma stranami
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zlomu. Uprostfed této identické oblasti pak
je umisténa poZzadovana zména. Burika po-
uzije identické useky k opraveni zlomu
a s nimi zac¢lenf i zménénou cast.

Jednim z vrozenych onemocnéni, pro
néz predstavuje genetickéd oprava velkou
nadéji, je spinalni svalova atrofie. Toto auto-
zomalné recesivni onemocnéni zptisobuje
mutace v genu SMN1 (Survival of Motor
Neuron 1, ,,pfeziti motorickych neuront”),
ktera vede k degeneraci a odumirani moto-
rickych neuront michy nutnych pro pfenos
signélt volnich pohybti. Nésledkem jejich
odumfeni dojde k tbytku svalové hmoty,
ochrnuti dychacich svalt a konéi smrti.
Z fibroblastti pacienta se spinalni svalovou
atrofif byly pfipraveny iPS buiiky a pomo-
ci TALEN se v nich opravila mutace v genu
SMN1. Opravené iPS buiiky byly pak dife-
rencovény in vitro do motorickych neuro-
nu (viz dale).

Vétsina pfipadt Parkinsonovy choroby
je sporadicka, bez znamé priciny. Existuji
ale i familiarni verze PD, zptsobené napf.
dominantnimi mutacemi v a-synukleinu.
Pomoci ZFN se podatilo tyto mutace opra-
vit v liniich iPS bunék pfipravenych z bu-
nék pacienti s danou mutaci. Opravené
iPS bunky byly opét diferencovany in vitro
do dopaminergnich neuront, tedy bungk,
které pfi PD odumiraji. Diferencované dopa-
minergni neurony nejevily znamky exprese
mutovaného o-synukleinu.

Pomoci CRISPR-Cas9 systému byla pro-
vedena genova korekce iPS bunék nesou-
cich deleci F508 v genu CFTR (Cystic Fibro-
sis Transmembrane Regulator). Tato mutace
predstavuje jednu z hlavnich p¥i¢in cystic-
ké fibrézy. Opravené iPS buiiky byly dife-
rencovany do zdravych bunék plicniho
epitelu, jedné z poskozenych tkani.

Kombinace metod pro p¥ipravu iPS bu-
nék s metodami editace DNA se staly vel-
mi rychle se vyvijejici oblasti vyzkumu
a vy$e uvedené piiklady ukazuji jen maly
vybér z mnoha probihajicich projektu.

Rizika klinického vyuZziti iPS bunék

V3echny vyse popsané moznosti vyuziti
iPS bunék v bunécénych a genovych tera-
piich jsou az na 1é¢bu makularni degene-
race (ve fazi klinickych zkousek) teprve
v preklinickém stadiu. S klinickym vyuZi-
tim iPS bunék je totiZ spojeno i mnoho ri-
zik. Protoze reprogramovani bunék v iPSC
je vétsinou provedeno vnesenim transkrip-
¢nich faktort do genomu, hrozi poskoze-
ni piivodni genetické informace buriky.
Navic nékteré z pouzitych transkripénich
faktort mohou ptisobit jako onkogeny. Obé
tyto skute¢nosti mohou vést ke zhoubnému
bujeni. Tato rizika spolu s potencialné bez-
byla podrobné diskutovana v prvnim dilu
serialu. Proces reprogramovani, namnoze-
ni bunék na potifebné mnozstvi a pfipadné
jesté genetické manipulace vyzaduji dlou-
hodobou kultivaci in vitro, spojenou s dalsi-
mi riziky. Podminky in vitro nejsou nikdy
Gplné stejné jako v zivém organismu a buii-
ky jsou tam vystaveny napf. oxidativhimu
stresu a dal$fm vlivtim, které mohou vést
k necilenému poskozeni DNA nebo epige-
netické informace. Metody k ovéfeni pri-
béhu reprogramovéni a kvality pfiprave-
nych bunék byly popsany v druhém dilu
seridlu. Cesta ke klinickému uplatnéni iPS
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bunék je proto jesté dlouhd a zatim maji
vétsi uplatnéni v aplikovaném lékatském
vyzkumu, zejména pro modelovéani one-
mocnéni a vyvoj léciv.

Modely nemoci
Indukované pluripotentni buriky poskytu-
ji vy¥znamny nastroj pro rozsifeni nasich
znalosti o patofyziologii a molekularnich
mechanismech vzdcnych a zatim neléci-
telnych chorob. Metoda p¥ipravy iPS bunék
umoziiuje oproti ESC snadné ziskani vzac-
nych genetickych variant vedoucich k one-
mocnéni. Somatické butiky jsou odebrany
lidem s ur¢itym onemocnénim. Nésledné se
reprogramuji do iPS bunék a diferencuji do
specifickych pozadovanych bunék, napft.
u Parkinsonovy choroby do dopaminerg-
nich neuroni. Takto vytvofené specializo-
vané burky poslouzi k vyzkumu v in vitro
podminkéch. Kromé bunék nesoucich mu-
taci zptisobujici onemocnéni musime vzdy
mit také kontrolni zdravé buiiky.
Alzheimerova choroba (AD), nej¢astéjsi
neurodegenerativni onemocnéni soudas-
nosti, se vét§inou rovnéz objevi bez jasné
identifikované pfi¢iny. Zndme vSak i gene-
ticky podminéné varianty AD, dané muta-
cemi v genech kodujicich t¥i zédsadni pro-
teiny — amyloidovy prekurzorovy protein
(APP), tau a presenilin. Tyto proteiny se po-
dileji na patogenezi také u sporadické AD.
Studium mutovanych verzi zptisobujicich
AD u svych nositelt je proto dulezité pro
objasnéni mechanismu vzniku onemocné-
ni. Pro v8echny tyto mutace jiz byly vytvo-
feny iPS linie. Downtv syndrom (DS), vyvo-
lany trizomii chromozomu 21 (vyskytuje
se ve tfech misto ve dvou kopiich u zdra-
vych jedinct), se mimo jiné projevuje veli-
ce ranym nastupem AD, pravdépodobné
zptsobenym zvysenou expresi APP, jehoz
gen leZi pravé na chromozomu 21. Induko-
vané pluripotentni buiiky pfipravené z bu-
nék dospélého pacienta s DS byly dife-
rencovany do kortikalnich neuronti. Tyto
neurony sekretovaly APP, dale §tépeny na
patogenni amyloid-B42, ktery tvofil uvniti
bunék i mimo né nerozpustné toxické agre-
gaty. U stejnych bunék byla prokazéna i nad-
mérnd fosforylace proteinu tau uvnitt bunék
a dendritt, jez vedla k buné¢né smrti.

Testovani 1éciv in vitro

Linie iPS bunék mohou rovnéz slouzit
jako spolehlivy zdroj lidskych bunék pro
predbézné rychlé testovani mnoha che-
mickych latek. Cilem analyz je odhalit lat-
ky s pfipadnym biologickym t¢inkem. Ty
se pak dale zkoumaji a vybiraji se z nich
latky s potencialni lé¢ebnou aplikaci.

P¥i vyvoji 1lé¢iv musi kazdé latka projit
sérif testd, jeZ oveéii jeji uc¢inek na specific-
ké onemocnéni a pfipadné nezadouci ptiso-
beni a toxicitu. Prvnim stadiem byva vétsi-
nou praveé in vitro testovani na bunéénych
kulturach, které je dobfe kontrolovatelné
arelativné levné. Hodnoti se prezivani bu-
nék, jejich déleni nebo zmény v bunéénych
funkcich a morfologii. Buiikky mohou byt
sledovéany i na molekularni drovni, kdy lze
podrobné charakterizovat vliv latky na tran-
skripci a translaci (expresi genti a jejich pie-
klad do proteinti). Nezanedbatelné uplatné-
ni zdravych iPS bunék najdeme v obecnych
testech toxicity 1éki na buriky, stanoveni
bezpecné davky a vedlejsich uc¢inkai.
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Zvoleny typ bunék zavisi na planovaném
vyuziti testovaného léc¢iva. Linie lidskych
iPS bunék (human, hiPSC) ze zdravych je-
dinct mohou slouzit jako neomezeny zdroj
specifickych bunék a nahradit ¢aste¢né
vyuziti zvifecich modelt. V morfologii
a fyziologii jsou mezi ¢lovékem a zvifeci-
mi modely zna¢né rozdily. Napf. mysi kar-
diomyocyty maji aZ 10ndsobné rychlejsi
srde¢ni rytmus nez ¢lovék. Pro testovani
léki ovliviiujicich srdeéni rytmus jsou tak
kardiomyocyty odvozené z hiPS bunék
mnohem vhodnéjsi. U novych 1éki urce-
nych k terapii neuropsychiatrickych one-
mocnéni (souhrnné oznaceni pro nemoci
centralni nervové soustavy vedouci ke zmé-
nam chovani a voimani, od bipolarni poru-
chy pfes neurodegenerace jako Alzheime-
rova a Parkinsonova choroba, schizofrenii
apod.) se také hojné vyuzivaji zdravé iPS
buriky diferencované do neuralnich bunék,
na nichz se testuje aktivace pfislusnych
signalnich drah. P¥ikladem muze byt Wnt/-
-katenin signélni draha, kter4 se podili na
regulaci neurogeneze a hraje roli napf.
u bipolarni poruchy.

Pro nékteré testy lze také pouzit iPS buii-
ky odvozené z pacienti pro dané onemoc-
néni (viz modelovani chorob vyse). Tyto
buriky jsou diferencovany do postizené bu-
nécné populace a na ni se pak testuje tera-
peuticky dcinek.

Zavérem serialu

Mozna aplikace lidskych iPS bunék v rege-
nerativni mediciné zavisi na mnoha okol-
nostech. Od vybéru transkripénich faktort
pro reprogramovani (snaha omezit pouZi-
tf onkogenti c-Myc a K1f4), pfes vybér vhod-
né dorucovaci metody, hlavnim cilem je
vyvinout iPS bunky, které nemaji trvalé
zmény v genotypu a fenotypu. O iPS buii-
kach toho vime mnoho, ale stale nemohou
byt a nejsou rovnocennou nédhradou ESC.
Musime pokracovat v jejich studiu se za-
méfenim na vysvétleni molekularnich, epi-
genetickych a funkénich rozdild mezi
indukovanymi pluripotentnimi a embryo-
nalnimi kmenovymi buitkami. Déle je po-
tfeba objasnit divody variability iPS bunék
mezi pacienty specifického onemocnéni
a variability mezi jednotlivymi iPS bunéc¢-
nymi liniemi p¥ipravenymi z bunék jedno-
ho pacienta. Uz ted ale vyzkum iPS bunék
pfinasi mnoho prakticky vyuzitelnych in-
formaci a zaroven posouva nase celkové
poznéni biologickych procest. Jde zejmé-
na o studium molekularni patogeneze one-
mocnéni, testovani 1é¢iv a mozné vyuzi-
ti genetickych modifikaci a bunéénych
terapii. VSechny tyto znalosti p¥ispivaji
k budouci bezpe¢né piimé aplikaci induko-
vanych pluripotentnich bunék v regenera-
tivni mediciné.

Timto seridlem jsme chtéli ukazat, jak
vyznamny byl objev iPS bunék, ktery zacal
v . 2006 v Japonsku pod vedenim S. Yama-
naky, pro regenerativni medicinu. Véfime,
Ze jsme vam podali zdkladni pfehled o buii-
kach s velkym potencidlem.

Vyzkum financuje Nérodni program udrZi-
telnosti Ministerstva Skolstvi, mladeze
a télovychovy (¢. LO1609).

Doporucenou literaturu a internetové
odkazy najdete na webové strance Zivy.
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