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LUDSKE BUNKY A TKANIVA V PREDKLINICKYCH STUDIACH:
INDUKOVANE PLURIPOTENTNE KMENOVE BUNKY

Prelozila: MUDr. Darina Hasarova

Bolest” je adaptivna, pretoze nds varuje pred hroziacim poSkodenim, ale chronicka bolest’ je
maladaptivna a vyZaduje komplexnu lekarsku starostlivost. Nociceptory su tie senzorické
neurony, ktoré sa Specializuji na identifikaciu Skodlivych stimulov ( stimuly, ktoré moze spdsobit’
poskodenie tkaniva). Za normalnych okolnosti maji vysoky prah pre bolestivy stimul, ale
poranenie nervu, zdpal tkaniva alebo genetické poruchy sposobuju senzibilizaciu tychto
nociceptorov, ¢o moze viest' k chronickej bolesti. Poznanie molekuldrneho zdkladu excitability
tychto neurdnov a to, ako reagujil na chorobu alebo poskodenie, je rozhodujuce pre vyvoj novych
a ucinnejSich liekov na liecbu bolesti. Rovnako je dodlezité, aby v predklinickom testovani
terapeutickych postupov boli pouzité I'udské neuronalne tkaniva, pretoze st druhovo Specifické a

mozu existovat’ rozdiely v kone¢nych vysledkoch.

Sucasné experimentalne pristupy k Studiu bolesti

Uspesny vyvoj novych spdsobov lie¢by bolesti bol brzdeny viacerymi faktormi, ktoré musia byt
zadefinované, aby sa preklenuli priepasti medzi zédkladnymi predklinickymi poznatkami a ich
aplikaciou do kliniky. Stadie na zvieratach boli neocenitel'né pri objasiiovani tlohy $pecifickych
molektl a okruhov pri transdukcii a prenose skodlivych stimulov a pre predklinické in vivo
farmakologické Studie [27], ale paradigmy pre testovania bolesti boli uznané ako prekazka
uspesného vyvoja liekov prospesnych pre klinicku prax. [36]. Nové paradigmy na testovanie
bolestivého spravania zvierat boli vyvinuté pre viac relevantny prenos vysledky [31; 40].

DalSou prekazkou su druhovo Specifické rozdiely na molekularnej a funkénej tirovni so zameranim
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na u¢innost’ novych vyskumnych liekov. [5; 11-13; 16; 29; 33; 41]. TakzZe testovanie skuSanych

liekov na l'udskych bunkovych modeloch je ,,mostom* k prenosu vysledkov. [28]

Senzorické neurony odvodené z indukovanych pluripotentnych

kmeriovych buniek. (iPSC)

Pouzitie I'udskych buniek, vratane DRG neurénov v predklinickom stadiu Studii skasanych liekov
ma vyhodu pri hodnoteni cielového prepojenia a ucinnosti liekov v prirodzenom bunkovom
prostredi. Aj ked je rastlici zdujem o pouZzivania l'udskych DRG neur6nov na bunkovej baze, je
stale tazké ziskat prirodzené neurony DRG vo velkom rozsahu pre Siroké pouzitie v
predklinickych stadiach [28] a pretoze st postmitotické, nie su pristupné na rozsiahle genomové
inZinierstvo alebo expanziu. Vyvoj postupov na diferenciaciu senzorickych neuréonov od iPSC
(iPSC-SN) [2] poskytol technologicku platformu na pochopenie patofyzioldgie chordb, vratane
mechanizmov poskodenia neurénov a hyperexcitability, vyvoj bunkovych testov na skrining
a validaciu novych liekov pred spustenim néakladnych klinickych skusok a na identifikaciu a

validaciu biomarkerov alebo na iPSC-SN , ktoré sluZia ako biomarkery ochorenia per se [22; 32]

iPSC-SN na §tiidium mechanizmov chorob

1PSC si zachovavaju geneticky povod a vrodenu transkripcnu vybavu jednotlivcov [14; 30; 39],
¢o umoziuje mechanistické Studium chorob, ktoré su zbavené potencidlnych artefaktov,

ktoré by mohli pochddzat’ z nadmernej expresie alebo transgénnych Studii na zvieratach.
IPSC-SN specifické pre pacienta, poskytuji model bolesti pre ,,chorobu na tanieri®, najlepsie
priklady pochadzaju zo stadii bolestivych poruch suvisiacich s Nav1.7 zdedenych erytromelalgia
(IEM) a pri vrodenej necitlivosti na bolest’ (CIP) [1; 19; 21; 23; 38]. Studie ukézali, ze iPSC-SN
Specifické pre pacienta nesuce mutacie zosilnenia funkcie v Navl.

Naproti tomu iPSC-SN pacientov s CIP stvisiacim s Nav1.7 vykazovali nizsiu excitabilitu ako

kontrolné skupiny. Ddlezité je, ze excitabilita bola normalizovand, ked’ bola jedna z mutacii
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opravena pomocou editovania gendmu CRISR-Cas9 [19]. Dalsie priklady pacientov pecifickych

pre 1PSC-SN, ktoré sa pouzivajii na S$tddium mechanizmov bolesti zahffia migrénu [26] a
mnoZstvo roznych typov neuropatii, ako je neuropatia malych vlakien (SFN) a Fabryho choroba
[15].

SFN sa casto objavuje vobdobi nastupu dospelosti aje spojend s redukciou poctu
intraepidermalnych nervovych vlakien v kozi. Klinickymi priznakmi su chronické bolesti
palivého charakteru. Je to spojené s variantmi v napit'ovo riadenych sodikovych kanélov [9] a
iPSC-SN su uzito¢nym modelom na Studium t¢inkov tychto variant na neurdnovu excitabilitu [25]
a potencialne Stadium prepojenia medzi bunkovou funkciou a anatomickou stratou nervovych
vlékien. Dedi¢na senzoricka neuropatia typu 1 (HSN-1) je bolestiva neuropatia postihujiica najma
malé vldkna, ¢o je spdsobené heterozygotnymi mutaciami v géne SPTLCI. To vedie k zmene
metabolizmu sfingolipidov a produkcii toxickych latok deoxysfingobazy (DSBs). Zvysené¢ DSB
su detekovatelné v ludskom iPSCd-SN u HSNI pacientov spolu so znizenou produkciou
komplexu gangliozidov, degeneraciou axénov a hyperexcitabilitou. Tieto poznatky sa potom
pouzili na testovanie lieCby, modifikujicej ochorenie pridanim serinu, ktory zniZzuje produkciu

DSB, ¢im by mohol predist’ vzniku mnohych tychto zmien [3].

iPSC-SN pre personalizovani medicinu.

Vyvoj iPSC-SN S$pecifickych pre pacienta poskytuje prilezitost’ otestovat’ reakciu tychto neurénov
na $pecificku medikament6znu liecbu. Potlacenie excitability iPSC-SN Specifickych pre pacienta
po konkrétnom lieku by mohol dosiahnut’ cielovy efekt in vivo aj predpoklad, Ze pacient moze
mat prospech z takejto liecby, zatial’ o slabd odpoved’ neurdnov in vitro by tomu nenasvedcovala
a lieCba pacienta tymto lickom nemusi byt’ u¢inna.

Toto je podstata personalizovanej mediciny, ktord znizuje potrebu pristupu k liecCbe metdédou
pokus-omyl. Je maly pocet pripadov s pouzitim iPSC-SN Specifického pre pacienta v ktorych

principy tejto personalizovanej mediciny zda sa, Ze boli splnené [1; 25]. zatial’, ¢o tento pristup
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moze byt uzitocny pri malych klinickych §tadiach, pri vytvarani a udrziavani iPSC-SN je praca

naro¢nd a nakladna, a preto je potrebné ju rozsirit’ a najlepSie zautomatizovat’ pre Siroké pouzitie

V praxi.

iPSC-SN: Geneticky substrat pre identifikaciu novych moZnosti vyvoja liekov

S vynimkou pripadov CIP, reakcia bolesti na Skodlivy stimul je univerzalna, avSak individualna
sktsenost’ je variabilnd. Této interindividualna variabilita v reakcii na ten isty podnet stvisi s
genetickymi a epigenetickymi faktormi [4; 6; 17; 24; 42].

Paralely medzi bolestou a hyperexcitabilitou iPSC-SN S$pecifického pre pacienta by mohla
poskytnut’ prilezitost’ , objavit modifikatory génov, ktoré prispievaju k individualnemu vnimaniu
bolesti.

Nedavne studie vyuzili dostupnost’ dobre fenotypovanych clenov tej istej rodiny s bolestivou
poruchou IEM v désledku rovnakej Nav1.7 mutacie so ziskom funkcie S241T alebo F1449V, ktoré
ukazali zretel'né rozdiely v charakteristickych znakoch bolesti [10; 20; 38] . To umoziuje vytvorit
a overit’ model ,,odolnosti proti bolesti “ ktory je zac¢iatkom k identifikacii modifikatorov génov,
ktoré sposobuju interindividudlne rozdiely v neurdénovej excitabilite a ktoré mozu prispiet’ k
interindividuélnym rozdielom bolestivych symptémy u tychto subjektov [23; 38].

Nezavislym exomovym skriningom a simulovanymi analyzami boli identifikované varianty v
Kv7.2aKv7.3 u odolného subjektu a funkéné testovanie poskytlo dokaz o tilohe tychto variantov
v regulacia excitability iPSC-SN podporujucej pritomnost’ periférnej zlozky odolnosti voci
bolesti . Odporucanie zamerat’ sa cielene na kanaly Kv7 moze byt efektivnou cestou na liecbu
bolesti.

Aj ked’ su kanaly Kv7 uznavané ciele pri Stadidch bolesti a otvarace kanalov Kv7.2/Kv7.3 tlmia
nociceptivne spravanie na zvieracich modeloch bolesti, na celkovej reakcii na bolest’ u tychto
subjektov sa nepochybne podielaji aj d’alSie modifikované gény. [7; 35] Tento bunkovo

autonomny pristup moze viest k identifikacie d’alSich modifikujucich génov a teda nové vyzvy pre
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vyvoj liekov.

Zaver

IPSC-SN Specifické pre pacienta poskytuje silny bunkovy autonémny systém, ktory koreluje
medzi excitabilitou tychto neurénov a bolestou u urcitych fenotypov pacientov s bolestou a na
testovanie odpovede na lieky alebo iné terapeutické pristupy, o zvySuje hodnotu tychto
predklinickych udajov pre d’alsi klinicky vyvoj skiimanych latok. Aj ked” iPSC-SN neobmedzuje
uplne heterogenita 'udskych neurénov DRG [8; 22] napriek tomu sa uvadza, ze u dospelych l'udi
bolo najdenych 80 % prepisov DRG neurénov [37]. Okrem toho sucasné odlisné protokoly neboli
uspesné pri reprodukovatel'nom generovani plného obsahu

komplement komponentov elektrogenozému, ktory je pritomny v nativnych neurénoch [8].
Napriek tymto obmedzeniam in vitro $tadie iPSC-SN u ludskych neurénov DRG (ak su k
dispozicii) uz posunuli nase chapanie bunkového zikladu patofyziologie bolesti a slubuju
zlepSenie Sanci na uspesné prepojenie predklinickych udajov o skuSanych liekoch na klinické
pouzitie. Existuju slubné pristupy rieSit' tieto obmedzenia a zlepSit uzito¢nost' iPSC v
predklinickych Stadiach . Spolo¢né kultiry iPSC-SN a iPSC ziskané z kozného tkaniva povedi k
experimentalnemu systému ,orgdn v miske“. Medzi dalSie vzruSujuce pokroky patri
transplantacia I'udského iPSC do DRG hlodavcov in vivo [34] arast DRG organoidov [18], .
V oboch pripadoch ide o na vyuzitie mikroniche prostredie na odliSenie 'udského zmyslového
vnimania v prirodzenejSom prostredi. Predpokladdme, Ze pouzitie iPSC Specifického pre dany
subjekt predstavuje vyznamny pokrok v tejto oblasti a pomoéze pri premosteni translacnej priepasti

medzi predklinickymi poznatkami a vyvojom ucinnych analgetik.
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